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RESUMO

DE CASTRO, Jailson Sousa, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2021.
Aluminio altera a morfofisiologia e o0 metabolismo em folhas e raizes de soja.
Orientador: Cleberson Ribeiro. Coorientadores: Danielle Santos Brito e Maxmiller Dal-
Bianco Lamas Costa.

Solos &cidos apresentam alta saturacéo de aluminio (Al) apresentando efeitos toxicos
para as plantas, interagindo com diferentes biomoléculas e vias metabdlicas e
resultando em danos anatéomicos e/ou morfofisiolégicos, prejudicando a producéo
agricola. No presente estudo, investigamos respostas morfoanatémicas e fisiologicas
em plantas de soja (Glycine max L.) cv. EMBRAPA 48 e MONSOY 8644 cultivados
em solucéo hidropdnica sob condi¢gbes controladas com trés concentragdes de Al (0,
100 e 300 uM de AlsCls) por 3 e 6 dias. Apos o cultivo ambos cultivares apresentaram
similar absorcao de Al entre dias. Plantas MONSQY 8644 obtiveram maior acumulo
de Al em folhas e raizes de acordo com o aumento da disponibilidade, aumento na
taxa de crescimento relativo de parte aérea, maior conteudo de clorofilas, acumulo de
metabolitos primarios e compostos fendlicos totais, maior atividade enzimatica de APX
e POX em folhas e CAT em raizes, e menores danos na morfologia de raizes, plantas
EMBRAPA 48 mostraram maiores resultados em proteinas em altas doses de Al,
aumento no contetudo de amido em folhas, associado com a diminuicdo na area foliar,
e menores contetudos de H202 em folhas, ocorrendo localizacdo de Al nas camadas
superficiais dos apices de raizes resultando em desorganizacao celular nas células da
epiderme. Concluindo que o Al apresenta poucos danos ao crescimento dos cultivares
de soja, propiciando estabilidade fotossintética o que permite a sintese e acumulo de
corpos carbbnicos, tendo o cultivar MONSOY 8644 mecanismos mais apurados de

resisténcia ao Al.

Palavras-chave: Glycine max. Tolerancia. Estresse Abidtico.



ABSTRACT

DE CASTRO, Jailson Sousa, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2021.
Aluminum alters the morphophysiology and metabolism of soybean leaves and
roots. Adviser: Cleberson Ribeiro. Co-advisors: Danielle Santos Brito and Maxmiller
Dal-Bianco Lamas Costa.

Acid soils have a high aluminum saturation, presenting toxic effects for plants,
interacting with different biomolecules and metabolic pathways and resulting in
anatomical and/or morphophysiological damage, harming agricultural production. In
the present study, we investigated morphoanatomical and physiological responses in
soybean plants (Glycine max L.) cv. EMBRAPA 48 e MONSOY 8644 cultivated in
hydroponic solution under controlled conditions with three concentrations of Al (0, 100
e 300 uM de AlsCl3) for 3 e 6 days. After cultivation, both cultivars showed similar Al
uptake between days. MONSQY 8644 plants had higher Al accumulation in leaves and
roots as availability increased, increase in the relative growth rate of aerial part, higher
chlorophyll content, accumulation of primary metabolites and total phenolic
compounds, higher enzymatic activity of APX and POX in leaves and CAT in roots,
and less damage to the morphology of roots, EMBRAPA 48 plants showed higher
results in proteins at high doses of Al, increase in starch content in leaves, associated
with decreased leaf area and lower H202 content in leaves, localization of Al occurring
in the superficial layers of the apexes of roots resulting in cellular disorganization in the
cells of the epidermis. Concluding that Al has little damage to the growth of soybean
cultivars, providing photosynthetic stability which allows for the synthesis and
accumulation of carbonic bodies, the cultivar MONSQOY 8644 having more refined

mechanisms of resistance to Al.

Keywords: Glycine max. Tolerance. Abiotic Stress.
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1. INTRODUCAO

A expanséo da fronteira agricola no cenario mundial € ditada pela incorporacéo
de novas areas agricultaveis para a producéo de graos, onde aproximadamente 40%
dos solos potencialmente agricultaveis apresentam por¢des do sistema &cidos, no
Brasil em regides produtoras de grédos sdo observados solos com potencial
hidrogenidnico (pH) inferior a 5,0 (CARNEIRO FILHO & COSTA, 2016; FAO, 2012;
GARDI et al., 2015). O aluminio (Al) é o metal mais abundante na crosta terrestres,
em um ambiente de baixo pH sua biodisponibilidade é diretamente influenciada, onde
argilas de aluminossilicato e minerais de hidroxido de aluminio se dissolvem liberando
cations na forma ionica trivalente (AI**) (KOCHIAN, 1995; SILVA, 2012; PATTANAYAK
& PFUKREI, 2013).

A biodisponibilidade do Al para as plantas cultivadas resulta em efeitos toxicos,
sendo a intensidade dependente de diversos fatores como concentracdo do metal no
solo, forma quimica e a presenca de mecanismos de tolerancia ou resisténcia nas
plantas (YANG et al, 2011; YU et al., 2011). Apés ser absorvido, o Al pode interagir
com diferentes biomoléculas, vias bioquimicas, processos celulares e funcoes
fisiologicas resultando em danos anatémicos e/ou morfofisiolégicos em plantas
(KISNIERIENE & LAPEIKAITE, 2015; BOJORQUEZ-QUINTAL et al., 2017).

Diversos séo os efeitos toxicos do Al em plantas, dentre eles a inibicdo na
absorcao de agua e nutrientes, inibicdo do crescimento radicular, inibicdo da divisdo
e respiracdo celular, alteracdo do estado redox das células, modificacdo no
citoesqueleto, modificacdo no metabolismo, mobilizacdo de proteinas e alteracédo na
atividade fotossintética (NUNES-NESI et al.,, 2014; EEKHOUT et al.,, 2017,
SENEVIRATNE et al., 2019).

O Al pode permanecem ligados a parede celular se acumulando
predominantemente na zona meristematica, impedindo assim o alagamento celular
causando danos estruturais e/ou fisiolégicas (CIAMPOROVA, 2002; AHN, &
MATSUMOTO, 2006). A inibicdo do alongamento das raizes influéncia em mudancas
na arquitetura de raizes, producdo de calosidade e deposicdo de lignina, que séo
fatores que reduzem a capacidade de absorcdo de agua e nutrientes e,
consequentemente, reduzem a expansdo da foliar e o fechamento estomatico

limitando o desempenho fotossintético, afetando negativamente a produtividade
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principalmente das safras de grédos (KOCHIAN 1995; HE et al. 2012; RYAN et al. 2011,
YANG et al. 2013).

A exposicao de Al afeta as vias metabdlicas de fixagdo de carbono, alterando o
armazenamento, translocagdo e metabolismo de carboidrato, com essas mudancas
nos processos fisioldgicos e bioquimicos ocorre o aumento na producéo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) culminando na peroxidagéo lipidica e no acumulo de
peroxido de hidrogénio (H202), ocasionando colapso vacuolar e perda da integridade
das membranas (PANDA et al., 2009; SILVA et al., 2012; DOS REIS et al., 2018). O
sistema antioxidante desempenha um papel importante na eliminagéo de EROs, o
aumento de H>O> funciona como um sinal que ativa sistemas antioxidantes atuante no
estresse oxidativo, sendo observado em raizes aumento na atividade das enzimas
peroxidases (POX), superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e da ascorbato
peroxidase (APX) afim de aliviar o dano oxidativo (LIU et al., 2017; RANJA et al.,
2021).

Os organismos vegetais apresentam distintos mecanismos para lidar com a
toxicidade do Al, resultando na capacidade da planta em manter seu crescimento e
rendimento em solos acidos (BRUNNER & SPERISEN, 2013; KOCHIAN et al. 2015).
Os mecanismos de tolerancia a toxicidade de Al em plantas sédo divididos em: 1)
exclusdo do Al das células da raiz para a solucao do solo, e 2) tolerancia interna, no
gual o Al pode ser complexado e armazenado em regides celulares reduzindo sua
atividade (HORST et al., 2010; DASPUTE et al., 2017).

Plantas tolerantes ao Al apresentam aumento nos produtos relacionados a
fotossintese os quais podem ser utilizados para a sintese de acidos organicos, como
malato, citrato e oxalacetato os quais apresentam capacidade de complexar o metal
Al na rizosfera evitando a absor¢cdo ou no ambiente intracelular promovendo o
transporte para o vacuolo (WANG et al. 2020; NUNES-NESI et al. 2014; KOCHIAN et
al. 2015). Além dos acidos organicos, os produtos provenientes do metabolismo
secundario também apresentam capacidade de reducdo dos efeitos toxicos do Al
(PEREIRA & CARDOSO, 2012).

O cultivo da soja é uma das principais atividades responsaveis pela expansao
da fronteira agricola no pais, requerendo assim novas tecnologias para 0 manejo
cultural adequado e alta qualidade fisiolégica e sanitaria em sementes para o
estabelecimento de lavouras uniformes e com alta produgéo (PETTER et al., 2014,
CARNEIRO FILHO & COSTA, 2016; WERNER et al., 2020). Cultivares de soja
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apresentam sensibilidade ao Al (HUANG et al., 2017). Sendo as raizes o primeiro
orgdo em contato com o metal Al buscar o entendimento dos sitios de acumulo e
consequentemente os danos diretos impostos por esse metal a este 6rgédo e analisar
a parte aérea buscando mitigar possiveis efeitos indiretos nos parametros
ecofisiolégicos podem ajudar estudos de melhoramento da qualidade do cultivo de
soja em solos acidos com Al disponivel.

Considerando a necessidade de expanséo da soja em regides produtoras com
biodisponibilidade de Al, esse trabalho teve como objetivo avaliar quais os efeitos
diretos e indiretos considerando o0s parametros fisiolégicos, metabdlicos e
morfoanatdémicos nos diferentes érgaos dos cultivares avaliados buscando se ha um
comportamento diferencial frente a concentracdo de Al, tempo e cultivares. Assim,
hipotetizamos que cultivares de soja expostas ao Al sdo capazes de reexistir
apresentando mecanismos internos de tolerancias, acumulando este metal em orgaos
como raizes e folhas, e consequentemente modulardo as diferentes vias de

metabolismo afim de resistir aos danos induzidos por esse metal.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Condig0Oes de crescimento e delineamento experimental

Sementes de soja (Glycine max L.) cv. EMBRAPA 48 a qual apresenta
respostas contrastantes ao déficit hidrico (TEXEIRA et al., 2008) e cv. MONSOY 8644
IPRO qual apresentou alta utilizagdo na safra 2019/2020 foram obtidas,
respectivamente, do Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja
(PMQS/BIOAGRO/UFV) e de sojicultores do estado do Para. As sementes foram
sanitizadas com hipoclorito de sddio 5% (NaClO) durante 5 min, e entdo lavadas em
agua destilada. Em seguida, foram germinadas em rolos de papel GERMITEST®
umedecidas com 100 uM de cloreto de calcio (CaCl2, pH 7,0). Plantulas padronizadas
foram selecionadas e aclimatadas em vasos de 1,8 L contendo solucao de Clark ¥2 da
forcaidnica, pH 5,5 (CLARK, 1975) com aeracao continua até o estadio vegetativo V1.

Plantas com o primeiro trifélio completamente expandido foram submetidas a
solucéo nutritiva de Clark na forca iénica total, pH 4,0 com AICI3 nas concentracdes
de 0, 100 e 300 uM durante 3 (Figura 1) e 6 dias (Figura 2), sendo observado respostas
agudas devido ao crescimento exponencial da cultura. Para todo o experimento, as
plantas foram mantidas em condi¢cdes controladas de temperatura 25 + 1 °C,
luminosidade de 200 pmol fétons m=2 s, umidade relativa de 80% + 20 e fotoperiodo
de 16 h luz e 8 h escuro. Os experimentos foram conduzidos em delineamento
inteiramente casualizado, com cinco repeticbes por tratamento e a unidade

experimental foi constituida de quatro plantas por vaso.
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Figura 1 - Plantas de dois cultivares de soja, MONSOY 8644 IPRO e EMBRAPA 48,
apos 3 dias de tratamento com 0 (controle), 100 e 300 uM de Al em solu¢ao nutritiva.

MONSOQY 8644

EMBRAPA 48

Figura 2 - Plantas de dois cultivares de soja, MONSOY 8644 IPRO e EMBRAPA 48,
apos 6 dias de tratamento com 0 (controle), 100 e 300 uM de Al em solucao nutritiva.

6 Dias

MONSOY 8644

EMBRAPA 48

100 pM 300 pM
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2.2. Parametros de crescimento

O comprimento da raiz e da parte aérea foi obtido com auxilio de régua
milimétrica apds 3 e 6 dias de exposicao ao Al. Em seguida, a taxa de crescimento

relativo da raiz e da parte aérea foi obtida pela equacgao: (AVILA et al., 2007).

o3 — oo

o2 —oi

o =

Onde, R = taxa de crescimento relativo; In = logaritmo neperiano; W1 =
comprimento inicial; W2 = comprimento final; ti= tempo inicial; t>= tempo final.

Os dados de area foliar total foram obtidos pela digitalizacdo em scanner e
analise pelo ImageJ® Software (BOITO et al., 2013). O sistema radicular foi coletado
e armazenado em solucéo alcodlica a 30% e destinado para digitalizacéo pelo sistema
de analise de imagem WInRHIZO® Software, determinando a area da superficie da

raiz, diametro de raizes e o volume de raizes (LI et al., 2020).

2.3. Fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas

A fluorescéncia da clorofila a e as trocas gasosas foram realizadas no primeiro
trifélio completamente expandido utilizando o analisador de gases, (IRGA - modelo
portatil LI-6400xt, LI-COR Biosciences Inc., Lincon, Nebraska, USA). As seguintes
analises foram determinadas: Taxa Fotossintética Real (A), Condutancia estomatica
(gs) e indice de Transpiracéo (E).

Estas medidas foram realizadas em sala de crescimento duas horas apos ao
acendimento das luzes, com temperatura constante, mantendo a concentracao
atmosférica de CO + 410 ppm, umidade relativa 60% e incidéncia de luz azul de 10%

maximizando a abertura estomatica.
2.4. Avaliacao dos metabdlitos primérios e secundarios

Para a quantificacdo dos metabolitos primarios foram utilizados raizes e trifélios
totalmente expandidos de plantas de soja liofilizados. Posteriormente, as amostras
foram homogeneizadas e aliquotas de aproximadamente 10 mg de material vegetal

liofilizado foi submetido & extragdo metanolica (LISEC et al., 2006).
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ApoOs a extragdo, foram quantificados na frac@o soluvel os teores de clorofilas
(SULPICE et al., 2009), glicose, frutose e sacarose (FERNIE et al., 2001), acidos
organicos malato e fumarato (NUNES-NESI et al., 2007) e compostos fendlicos totais
(BIELESKI & TURNER, 1966) e na fracdo insolavel os teores de amido (FERNIE et
al., 2001) e proteinas (BRADFORD MM, 1976).

2.5. Teor de aluminio

Para quantificacdo do teor de aluminio amostras de raizes e de trifélio
totalmente expandidos foram submetidas a secagem em estufa com ventilacao de ar
forcado a 70 °C até massa constante. Em seguida, foram maceradas em almofariz e
submetido a digestdo em solugcédo nitroperclérica (4:1) em bloco digestor com
temperatura de 200 °C, o produto da digestao foi analisado por analisado em uma
espectrometria de emissdo Optica de plasma indutivamente acoplado (ICP-OES,
PerkinElmer Optima 3000XL, Maryland, USA) (SILVA et al., 2020).

2.6. Histolocalizacdo do aluminio

Cortes radiais em apices de raizes principais (1 cm da coifa) foram fixados em
formaldeido, acido acético e alcool etilico (FAA 50%), desidratados em etanol e
embebidos em resina de metacrilato. Em seguida, cortes de 8 uM de espessura foram
obtidos com auxilio de microtomo rotativo (RM2155, Leica Microsystems, Inc.
Deerfield. USA), com os cortes submetidos a reacdo com o corante Chrome azurol S
0,5% (KUKACHKA & MILLER, 1980). As fotos foram obtidas por microscopio de luz
(AX70TRF, Olympus Optical, Toquio, Japao) equipado com um sistema de captura de

imagem (Axio Vision Release 4.8.1, Carl Zeiss Vision, Alemanha).

2.7. Micromorfologia e microanalise do aluminio em 4pices de raizes

Apices de raizes principais foram coletados e fixados em 2,5% (v/v) de
gluteraldeido preparado em 0,05 M de tampé&o cacodilato (pH 7,2) durante 2 horas em
temperatura ambiente, seguida de desidratacdo em serie etilica (30-100%) durante 10
min/série, seco com CO: liquido em secador de ponto critico (Baltec modelo CPD 030,
Liechtenstein). As amostras foram revestidas no evaporador de carbono (Quorum

Technologies modelo Q150T, Ashford, Kent, UK) para localizacao
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de aluminio usando espectrometria de raios-X dispersiva de energia (EDS), enquanto
para microscopia eletronica de varredura (MEV) as amostras foram cobertas com ouro
em sputter (FDU 010, Balzers, Liechtenstein). Realizou-se andlises fotogréaficas com
auxilio de microscopio eletronico de varredura LEO 1430VP (Cambridge, Inglaterra)

com uma tenséo acelerada de 20 kV acoplados ao IXRF Iridium Ultra Eds.

2.8. Peroxidacéao lipidica

A peroxidagdo lipidica foi estimada pela concentracdo de malondialdeido
(MDA) produzida apo6s a reacdo com acido tiobarbitirico (TBA) (Cakmak e Horst
1991). Cerca de 35 mg de material vegetal liofilizado (raizes ou primeiro trifolio
totalmente expandido) foram homogeneizados em 1,5 mL de acido tricloroacético
(TCA) a 1% (p / v) e centrifugados a 12.000 g por 15 min a 4 ° C. Aliquotas de 0,5 mL
de sobrenadante foram adicionadas a 1,5 mL de uma solucéo de 0,5% (p / v) de TBA
em 10% de TCA e incubadas em banho-maria a 95 ° C. Apos 30 min a absorbancia
da amostra foi determinada a 532 e 600 nm. A concentracdo do complexo MDA-TBA

foi estimada usando o coeficiente de absortividade molar de 155 mM-1 cm™.

2.9. Quantificacao de peroxido de hidrogénio (H202)

Para a determinacéo da concentracéo de peroxido de hidrogénio (H202) 35 mg
de material vegetal liofilizado (raizes ou primeiro trifélio totalmente expandido) foram
homogeneizados em meio de extracdo constituido de acido tricloroacético (TCA) 0,1%
e polivinilpolipirrolidona (PVPP), e centrifugados a 12.000 g, por 15 minutos a 4 °C.
Aliquotas do sobrenadante foram adicionadas em meio de reacdo contendo tampao
fosfato de potassio 2,5 mM pH 7,0 e iodeto de potassio (KI) 1M com leituras a 390 nm
realizadas em espectrofotometro (UV/Visivel Multiskan GO®). As concentracdes de
peréxido de hidrogénio foram estimadas com base em curva de calibragéo preparada
com padrdes de H>O> (VELIKOVA et al. 2000).

2.10. Atividade enzimética
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Para determinar as atividades enzimaticas, cerca de 35 mg amostras
liofilizadas de raizes e de trifélio totalmente expandidos foram homogeneizadas nos
seguintes meios: tampao fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8, acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilmetanossulfonilfluoreto 1
mM (PMSF) e 1% (w / v) polivinilpolipirrolidona (PVPP) para as enzimas superoxido
dismutase (SOD; EC 1.15.1.1), catalase (CAT; EC 1.11.1.6), peroxidase total (POX;
EC 1.11.1.7) e ascorbato peroxidase (APX; EC 1.11.1.11) (Ribeiro et al. 2012). Ap6s
filtracdo, os homogenatos foram centrifugados a 12.000 g por 15 min a4 ° C, e 0s
sobrenadantes foram utilizados como fonte de enzima.

As atividades enzimaticas foram determinadas pela adicdo de extrato
enzimatico bruto ao meio de reacdo que consiste em: tampao de fosfato de potassio
50 mM, pH 7,0 e H202 12,5 mM para CAT; Tampéao de fosfato de potassio 25 mM, pH
6,8, pirogalol 20 mM e peréxido de hidrogénio 20 mM para POX; Tampao de fosfato
de potassio 50 mM, pH 6,0, ascorbato 0,8 mM e perdxido de hidrogénio 1 mM para
APX. As atividades enzimaticas foram estimadas medindo-se a variacdo da
absorbancia no primeiro minuto da reacéo, a 30°C. As atividades enzimaticas foram
estimadas usando os seguintes coeficientes de extingdo molar (240 nm, € = 36 Mtcmr
1); POX (420 nm; € = 2.47 mM1cm?); APX (290 nm, € = 2.8 mM1cm).

A atividade SOD foi determinada pela adicdo de 20 uL de extrato enzimatico
bruto a um meio de reacgéo constituido de tampéo de fosfato de sédio 100 mM, pH 7,8,
metionina 50 mM, cloreto de nitro azul de tetrazolio 1 mM (NBT), EDTA 5 mM e
riboflavina 100 uM. A reacao foi conduzida a 25 ° C em uma camara de reacédo sob
iluminacao de uma lampada fluorescente de 15 W. Apds 5 min de exposicao a luz, a
iluminacao foi interrompida e o formazana azul produzido por fotorreducéo de NBT foi
medido a 560 nm (Giannopolitis e Ries 1977). Uma unidade de SOD foi definida como
a quantidade de enzima necessaria para inibir a fotoreducdo de NBT em 50%. O teor
de proteina dos extratos enzimaticos foi determinado pelo método de Bradford et al.

(1951) usando Albumina de Soro Bovina (BSA) como padrao.

2.11. Andlise Estatistica

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial triplo
(2x3x2), o fator “A” constou de dois cultivares (EMBRAPA 48 e MONSOY 8644), fator
“B” as trés concentracbes de Al (0, 100 e 300 uM de AICI3s) e em “C” os
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periodos de exposicao (3 e 6 dias), onde a unidade experimental constou de quatro
plantas por vaso com cinco repeti¢des, totalizando 20 plantas de cada genotipo.

. Os dados coletados foram submetidos a analise variancia (ANOVA) pelo
Software SISVAR®, e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de

Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Teor de aluminio

Para o teor de Al em ambos cultivares foi observado maior acimulo desse metal
nas raizes do que nas folhas. O teor de Al em folhas (Figura 3 A, B) aumentou aos 3
dias no cultivar EMBRAPA 48 apds exposicdo a ambas as concentracdes de Al. JA no
cultivar MONSOQY 8644 houve aumento apenas na concentracdo de 100 uM de Al. J&
aos 6 dias, o teor de Al aumentou apenas nas folhas do cultivar MONSOY 8644 apos
tratamento com Al.

O teor de Al em raizes (Figura 3 C, D) apresentou resposta semelhante entre
os cultivares, doses e dias de avaliacao, sendo observado maior acumulo em plantas
submetidas a maior dosagem de Al.

Figura 3 — Teor de aluminio em folhas e teor de aluminio em raizes de dois cultivares
soja, EMBRAPA 48 e MONSOY 8644 IPRO, ap6s 3 e 6 dias de tratamento. com 0
(controle), 100 e 300 uM de Al em solucgéao nutritiva.
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As barras representam o erro padrdo entre as réplicas. As letras mailsculas denotam diferencas
significativas (p=<0,05) entre as cultivares, as minusculas denotam diferengas significativas (p<0,05)
entre as doses de exposi¢ao e asterisco denotam diferengas significativas (p<0,05) entre os tempos de
exposicdo segundo teste Scott Knott.

3.2. Taxa de crescimento relativo de raizes e parte aérea e area foliar total

A taxa de crescimento relativo das raizes (Figura 4 A, B) e a taxa de
crescimento relativo da parte aérea (Figura 4 C, D) ndo foram influenciadas pelo Al,
exceto aos 6 dias a 300 uM no qual houve atraso no crescimento das raizes em ambos
cultivares, com taxa de 3,3% para EMBRAPA 48 e de 3,6% para MONSOY 8644.
Adicionalmente, foi observado acréscimo na taxa de crescimento da parte aérea entre
os tempos para MONSOY 8644 (todas as concentractes) e EMBRAPA 48 (apenas no
controle).

N&o houve variacdo na taxa foliar total no terceiro dia de tratamento com Al em
nenhuma cultivar (Figura 4 E). Contudo, no sexto dia foi observado redugao na aérea
foliar total apenas no cultivar EMBRAPA 48 ap0os tratamento com 300 uM de Al (Figura
4 F). Adicionalmente, aos 6 dias o cultivar MONSQOY 8644 apresentou maior area foliar
nos tratamentos controle e apds 300 uM de Al.

Figura 4 - Crescimento relativo de raizes (A, B), Crescimento relativo de Parte Aérea
(C, D) e Area Foliar Total (E, F) de dois cultivares soja, EMBRAPA 48 e MONSOY
8644 IPRO, apos 3 e 6 dias de tratamento com 0, 100 e 300 uM de Al em solucgéo
nutritiva.
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As barras representam o erro padrao entre as réplicas. As letras mailsculas denotam diferencas
significativas (p<0,05) entre as cultivares, as minusculas denotam diferencgas significativas (p<0,05)
entre as doses de exposicdo e asterisco denotam diferencgas significativas (p<0,05) entre os tempos de
exposi¢do segundo teste Scott Knott.

3.3. Area, diametro e volume de raizes

Apenas aos 6 dias houve variacdo na area de raizes apds exposicdo ao Al
(Figura 5 A, B). No cultivar EMBRAPA 48, houve redugdo na éarea radicular apos
tratamento com Al reduzindo 56 e 42,3% apds 100 e 300 uM de Al. Ja no cultivar
MONSOY 8644 a reducao ocorreu apos 300 uM de Al. No controle aos 6 dias, a
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aérea radicular do cultivar EMBRAPA 48 foi maior que MONSQY 8644, resultado que
foi invertido no tratamento com 100 uM de Al.

Para o diametro de raizes (Figura 5 C, D) houve decréscimo em MONSOY 8644
no terceiro dia apds a presenca de Al. Para o dia 6, ndo houve variagdo nesse
parametro.

Para o volume de raizes (Figura 5 E, F) aos 3 dias houve variacao apenas para
EMBRAPA 48 com maior valor para o tratamento com 100 uM de Al. Aos 6 dias,
ambos cultivares reduziram esse parametro apos tratamento com Al, EMBRAPA 48
em ambas concentracfes de Al e MONSOY 8644 apenas na concentracao de 300
MM. No controle aos 6 dias, o volume radicular de EMBRAPA 48 foi maior que em
MONSOQY 8644, resultado que foi invertido no tratamento com 100 puM de Al.

Figura 5 - Area de Raizes (A, B), Diametro de Raizes (C, D) e Volume de Raizes (E,
F), de dois cultivares soja, EMBRAPA 48 e MONSQY 8644 IPRO, apos 3 e 6 dias de
tratamento com 0, 100 e 300 pM de Al em solugéo nutritiva.
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As barras representam o erro padrado entre as réplicas. As letras mailsculas denotam diferencas
significativas (p<0,05) entre as cultivares, as minusculas denotam diferencas significativas (p<0,05)
entre as doses de exposicao e asterisco denotam diferencgas significativas (p<0,05) entre os tempos de
exposi¢do segundo teste Scott Knott.

3.4. Taxa fotossintética real, condutancia estomatica e transpiracao

Para o cultivar EMBRAPA 48, a presenca de Al ndo alterou os parametros de
A taxa fotossintética real (A) (Figura 6 A, B), condutancia estomatica (gs) (Figura 6 C,

D) e o indice de transpiracdo (E) (Figura 6 E, F). Entretanto, apos 3 dias de
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tratamento com Al o cultivar MONSQOY 8644 apresentou incrementos na atividade
fotossintética, na gs e no E, esse Ultimo apenas na concentracdo de 100 uM.

Figura 6 - Taxa Fotossintética Real (A, B), Condutancia Estomatica (C, D) e indice de
Transpiracao (E, F), de dois cultivares soja, EMBRAPA 48 e MONSOY 8644 IPRO,

apos 3 e 6 dias de tratamento com 0, 100 e 300 uM de Al em solucao nutritiva.
As barras representam o erro padrdo entre as réplicas. As letras mailsculas denotam diferencas
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significativas (p<0,05) entre as cultivares, as minusculas denotam diferencgas significativas (p<0,05)
entre as doses de exposi¢do e asterisco denotam diferengas significativas (p<0,05) entre os tempos de
exposi¢do segundo teste Scott Knott.

3.5. Clorofilas
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Os teores de clorofila a (Figura 7 A, B) e clorofila b (Figura 7 C, D) e clorofila
total (Figura 7 E, F) ndo variaram entre os cultivares e entre as concentracdes de Al.
Contudo, entre os tempos o cultivar MONSOY 8644 apresentou maiores teores
desses pigmentos no tempo de 6 dias nos tratamentos controle e 100 uM de Al, e o
cultivar EMBRAPA apenas no tratamento controle.

Figura 7 - Clorofila a (A, B), Clorofila b (C, D) e Clorofila total (E, F), de dois cultivares
soja, EMBRAPA 48 e MONSOQY 8644 IPRO, ap6s 3 e 6 dias de tratamento com 0, 100
e 300 uM de Al em solucgéao nutritiva.
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As barras representam o erro padréo entre as réplicas. As letras mailsculas denotam diferengas
significativas (p<0,05) entre as cultivares, as minusculas denotam diferengas significativas (p<0,05)
entre as doses de exposigao e asterisco denotam diferengas significativas (p<0,05) entre os tempos de
exposicdo segundo teste Scott Knott.

3.6. Agucares totais e amido em folhas

Para quantificacdo de agucares redutores em folhas (Figura 8 A, B) foi
observado maior sintese de glicose em plantas MONSOY 8644 quando submetidas a
dosagem de 100 uM de Al no terceiro dia, obtendo valores maiores que o cultivar
EMBRAPA para esse tempo e valores maior que o obtido para o tempo 6 na mesma
cultivar. Ja no sexto dia ndo houve variacdo nesse parametro.

Para a sintese de frutose (Figura 8 C, D) foi observado maior producdo em
plantas EMBRAPA 48 submetidas a dose de 300 uM, com valores superiores ao do
cultivar MONSOY 8644. Aos 6 dias, o cultivar EMBRAPA também apresentou maiores
valores de frutose ap0s tratamento com Al. Contudo, aos 6 dias, o teor de frutose foi
maior no tratamento controle para o cultivar MONSOY.

O conteudo de sacarose em folhas (Figura 8 E, F) aumentou em EMBRAPA 48
no dia trés apés 100 e 300 uM, e no dia 6 apos 300 uM de Al, sendo esse ultimo
tratamento obtendo os maiores teores de sacarose.

O teor de amido (Figura 8 G, H) aumentou em plantas EMBRAPA 48 com a
presenca de Al em ambos os dias avaliados. Ja em MONSOY o0 aumentou ocorreu
apenas apos 6 dias de tratamento com 300 uM de Al. E entre os cultivares, maiores
de valores de amido foram obtidos para EMBRAPA aos 6 dias de tratamento com 100
UM de Al.

Figura 8 - Glicose (A, B), Frutose (C, D), Sacarose (E, F) e Amido (G, H) em folhas de
dois cultivares soja, EMBRAPA 48 e MONSOY 8644 IPRO, apés 3 e 6 dias de
tratamento com 0, 100 e 300 uM de Al em solugdo nutritiva.
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As barras representam o erro padrao entre as réplicas. As letras mailsculas denotam diferencas
significativas (p<0,05) entre as cultivares, as minusculas denotam diferengas significativas (p<0,05)
entre as doses de exposigao e asterisco denotam diferengas significativas (p<0,05) entre os tempos de
exposi¢do segundo teste Scott Knott.

3.7. Acucares totais e amido em raizes
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A presenca de agucares totais foram substancialmente maiores em raizes
guando comparados com as folhas. Na quantificacdo de acucares redutores em
raizes, houve aumento na sintese de glicose (Figura 9 A, B) em plantas EMBRAPA
48 com 3 dias de tratamento a 100 uM de Al, e em MONSOY 8644 com 6 dias de
tratamento em ambas concentracdes de Al. Entre os tempos, o teor de glicose foi
maior nas raizes de EMBRAPA 48 nos tratamentos controle e Al 300 uM.

Para frutose (Figura 9 C, D) nao houve efeito do tempo e nem da concentragcao
de Al. Contudo, aos 6 dias no tratamento controle, o teor de frutose foi maior nas raizes
do cultivar EMBRAPA 48.

Para o teor de sacarose (Figura 9 E, F) ndo houve efeito do Al sobre a
concentracédo desse carboidrato para o tempo de 3 dias, apenas o teor de sacarose
foi maior no cultivar MONSOY 8644 no tratamento controle. Por outro lado, o teor de
sacarose aumentou apos 6 dias de tratamento com 300 uM de Al em ambos os
cultivares, sendo os valores maiores no cultivar MONSOY 8644 apds 100 e 300 uM
de Al.

Para amido em raizes (Figura 9 G, H) ndo houve diferenca no dia trés de
avaliacdo. Para o dia seis foi observado que plantas MONSOY 8644 com 300 uM de

Al apresentou maior conteudo de amido.

Figura 9 - Glicose (A, B), Frutose (C, D), Sacarose (E, F) e Amido (G, H) em raizes de
dois cultivares soja, EMBRAPA 48 e MONSOY 8644 IPRO, apos 3 e 6 dias de
tratamento com 0, 100 e 300 uM de Al em solucédo nutritiva.
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As barras representam o erro padrao entre as réplicas. As letras mailsculas denotam diferencas
significativas (p<0,05) entre as cultivares, as minusculas denotam diferengas significativas (p<0,05)
entre as doses de exposigao e asterisco denotam diferengas significativas (p<0,05) entre os tempos de
exposi¢do segundo teste Scott Knott.

3.8. Proteinas, aminoacidos e acidos organicos em folhas
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Para a quantificacdo de proteinas em folhas (Figura 10 A, B) ndo houve
variagdo para o tempo de 3 dias. Para 6 dias, o teor de proteina aumentou em folhas
de EMBRAPA 48 na concentracao de 300 uM de Al. Por outro lado, o teor de proteinas
reduziu em folhas de MONSQY 8644 ap0s 6 dias de tratamento com Al, contudo, no
controle o teor de proteinas foi maior na MONSOY 8644 em comparacdo a EMBRAPA
8644.

O conteudo de aminoacidos em folhas (Figura 10 C, D) néo foi influenciado pela
presenca de Al, apenas o cultivar EMBRAPA 48 apresentou maior teor que o
MONSOY 8644 no sexto dia apos presenca de Al.

Na quantificacdo de acidos organicos, malato (Figura 10 E, F) e fumarato
(Figura 10 G, H) apresentaram comportamento similar em folhas de ambas os
cultivares. O teor desses metabolitos foi superior em plantas sem a presencga de Al no
dia 3. Por outro lado, a presenca de Al reduziu o teor de malato no cultivar MONSOY
8644 apos 3 dias de tratamento. Ja no sexto dia, a presenca de Al aumentou o teor
de malato na EMBRAPA 48 ap6s 100 e 300 uM de Al. Ja na cultivar MONSQY 8644
apos 300 uM de Al por 6 dias houve aumento de malato e fumarato.

Figura 10 - Proteinas (A, B), Aminoéacidos (C, D), Malato (E, F) e Fumarato (G, H) em
folhas de dois cultivares soja, EMBRAPA 48 e MONSOY 8644 IPRO, apos 3 e 6 dias
de tratamento com 0, 100 e 300 uM de Al em solucéo nutritiva.



3 Dias 6 Dias
160 160
140 | BB wre s e 140
120 L 120
- Aa A —
T 100 A a 100
.= Aa a3 A2 Aa Ab a7
c - Az M 1 S a S
‘T ' 80 a 8 B
2o Bt Ab ap = B
o E 60 60 7"
40 40
20 20
0 0
4000 - i 4000
Aa =
™ Aa Aa* _L =
.§5 3000 Aa, ] 5 Aa 3000 3 o
a
S - Aa Aa g i
3 g Aa = §
Ba =
L g 2000 2000 ";,g
1000 - 1000
0 0
2000 | A 2000
2t
Aa
T 1500 il Aa l 1500 3
; ] Aa*T Aa Aa g
oW Ab Ab ez
¥ sl (B &t
i 1 Bb !
2 E 1000 N 100 ©, 7
£ 3
500 500
0 0
800 - 800
-~ 600 500 7
° = Aa*par Az Aa Aa g -
- e
ie L go 22 T =
E = 400 Aa 400 & 3
c g -
Bb
£ = 3
200 200
0 ! | 0
0 100 300 0 100 300
(1M de AKC1y) (UM de AICYy)

33

As barras representam o erro padrao entre as réplicas. As letras mailsculas denotam diferencas
significativas (p<0,05) entre as cultivares, as minusculas denotam diferengas significativas (p<0,05)
entre as doses de exposigao e asterisco denotam diferengas significativas (p<0,05) entre os tempos de
exposi¢do segundo teste Scott Knott.
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3.9. Proteinas, aminoacidos e &cidos organicos em raizes

Para proteinas em raizes (Figura 11 A, B) no dia trés de avaliacdo houve maior
contetdo para EMBRAPA 48 submetidas a 100 uM de Al, resultado em valores
maiores que no cultivar MONSOY 8644. Ja no sexto dia, 0 aumento no teor de
proteinas ocorreu no cultivar MONSOY 8644 apés 300 uM de Al, o que resultou em
valores maiores que no cultivar EMBRAPA 48.

Para o teor de aminoacidos, ndo houve variacdo apos os tratamentos (Figura
11 C, D). Para acidos orgénicos em raizes, foram observados menores teores de
malato (Figura 11 E, F) aos trés dias em ambos os cultivares quando submetidas a
dosagem de 300 uM de Al. No sexto dia, hdo houve efeito do tratamento, contudo o
conteudo de malato foi maior na EMBRAPA 48 em relagdo a MONSOY 8644 na
concentracéo de 100 uM de Al.

Para o teor de fumarato, ndo houve variagdo apos os tratamentos, sendo 0s
maiores valores obtidos nos tratamentos controles aos 3 dias (Figura 11 G, H).

Figura 11 - Proteinas (A, B), Aminoacidos (C, D), Malato (E, F) e Fumarato (G, H) em
raizes, de dois cultivares soja, EMBRAPA 48 e MONSOY 8644 IPRO, apos 3 e 6 dias
de tratamento com 0, 100 e 300 uM de Al em solucéo nutritiva.
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As barras representam o erro padrédo entre as réplicas. As letras mailsculas denotam diferencas
significativas (p=<0,05) entre as cultivares, as minusculas denotam diferengas significativas (p<0,05)
entre as doses de exposic¢ao e asterisco denotam diferengas significativas (p<0,05) entre os tempos de
exposi¢do segundo teste Scott Knott.
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3.10. Compostos fendlicos totais

Para quantificagdo de compostos fendlicos totais em folhas (Figura 12 A, B)
houve maior teor em plantas MONSOY 8644 em comparagdo a EMBRAPA 48 no
tratamento controle apos exposi¢cdo a 100 uM de Al por trés dias. Aos 6 dias, ndo
houve variagéo.

O conteado de compostos fendlicos totais em raizes (Figura 12 C, D)
apresentou diferenca no acimulo em todos os tratamentos com aumento do tempo de
cultivo para MONSOY 8644.

Figura 12 - Compostos fendlicos totais em folhas (A, B) e Compostos fendlicos totais
em raizes (C, D) de dois cultivares soja, EMBRAPA 48 e MONSQY 8644 IPRO, ap6s
3 e 6 dias de tratamento com 0, 100 e 300 uM de Al em solugé&o nutritiva.
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As barras representam o erro padrdo entre as réplicas. As letras mailsculas denotam diferencas
significativas (p<0,05) entre as cultivares, as mindsculas denotam diferengas significativas (p<0,05)
entre as doses de exposigao e asterisco denotam diferengas significativas (p<0,05) entre os tempos de
exposi¢do segundo teste Scott Knott.
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3.11. Histolocalizagdo, micromorfologia e microanalise de aluminio em 4pices

de raizes

Os locais de acumulo de Al foram identificados com reacdo positiva para
chrome azurol S com coloracéo azul. Pode-se observar que no dia trés de exposicao
(Figura 13 C, I) o Al acumulou nas raizes e o aumento da dose de cultivo levou a
alteragbes estruturais onde a regido da coifa foi altamente afetada em ambas as
cultivares. No dia seis plantas MONSQOY 8644 (Figura 13 E, F) com o aumento do
conteudo de Al foi observado acumulo principalmente na parede celular das células
meristematicas, por outro lado, plantas EMBRAPA 48 em ambas as doses avaliadas
no dia seis de cultivo (Figura 13 K, L) apresentaram aumento dos danos estruturais
guando comparados com do dia trés sendo evidente 0 aumento da desorganizacéo
celular afetando a zona de transicao distal das raizes e sendo observado acumulo de
Al por todo apice de raizes.

Figura 13 - Histolocalizac&o de aluminio por chrome azurol S em raizes dias de dois
cultivares soja, EMBRAPA 48 e MONSOY 8644 IPRO, apoés 3 e 6 dias de tratamento
com 0, 100 e 300 uM de Al em solucédo nutritiva.

3 Dias 6 Dias
OpM_ 100pM 300 uM OpM 100 uM 300 uM
Ghe |@i | (@ F NG

5 3
20 ) B S5

E)
B

MONSOY 8644

EMBRAPA 48




Na micromorfologia das pontas de raizes por microscopia eletrdnica de
varredura foi evidente o aumento da desorganizacdo celular nas camadas externas
das raizes com aumento da dose e do tempo de exposi¢cao para ambos cultivares, no
dia trés foi observado pequenas alteragbes em MONSOY 8644 na presenca de Al
(Figura 14 C, D), por outro lado maiores danos foram observados em EMBRAPA 48
com 100 e 300 uM (Figura 14 1, L). Nas microanalises de pontas de raizes por
espectrometro de energia dispersiva de raios-X (EDS) o mapa de distribuicédo radial
do Al confirmou acumulo nos tecidos externos indicado pelas pontuacdes vermelha,
sendo observado maiores areas de acumulo em plantas MONSQOY 8644 (Figura 14
D) e EMBRAPA 48 (Figura 14 M) com a presenca de 300 puM.

Figura 14 - Micromorfologia por microscopia eletronico de varredura das pontas de
raizes de dois cultivares soja, EMBRAPA 48 e MONSOY 8644 IPRO, apés 3 dias de
tratamento com 0, 100 e 300 pM de Al em solugéo nutritiva.

Espectrometria de Energia Dispersiva
de Raios-X

Microscépio Eletrénico de Varredura

MONSQY 8644

300 uM 100 uM O pM 300 UM 100 uM O pM

EMBRAPA 48

3 Dias
Para micromorfologia das pontas de raizes por MEV no dia seis, a

desorganizacao celular em ambos cultivares é amplamente evidente, onde MONSQOY
8644 com 100 puM (Figura 15 C) poucas e insipidas desordenes na epiderme sao
notadas e aumentadas quando submetidas a 300 uM (Figura 15 E), para EMBRAPA

48 com 100 uM (Figura 15 1) as desorganizacdes celulares foram
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superiores as observadas na MONSQOY 8644 e aumentadas quando submetidas a 300
MM (Figura 15 L). Para microandlises por espectrobmetro de energia dispersiva de
raios-X (EDS) o mapa de distribuicdo do Al confirmou a presenca nos tecidos externos,
sendo notorio a alta presenca de Al em raizes de EMBRAPA 48 com 100 pM (Figura
15 J).

Figura 15 - Micromorfologia por microscopia eletronico de varredura das pontas de
raizes de dois cultivares soja, EMBRAPA 48 e MONSOQY 8644 IPRO, apos 6 dias de
tratamento com 0, 100 e 300 uM de Al em solugéo nutritiva.

Espectrometria de Energia Dispersiva
de Raios-X

Microscopio Eletrénico de Varredura

MONSQY 8644

300 uM 100 pM OpM 300 UM 100 uM O uM

EMBRAPA 48

3.12. Peroxidacdo lipidica e peroxido de hidrogénio

O conteudo de MDA em folhas (Figura 16 A, B) apresentou semelhanca entre
os cultivares, doses de Al e tempo de exposicdo, apenas 0 grupo controle de
EMBRAPA 48 apresentou diferenca significativa quanto a tempo de cultivo, sendo no
controle do dia 3 superior ao dia seis.

Quanto a contetdo de H>02 em folhas (Figura 16 C, D) houve semelhanca entre

cultivares, doses de Al no dia trés de exposicao, para o dia seis foi observado
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diferenca entre cultivares no grupo controle e na presenca de 100 uM, sendo controle
e com de 100 uM MONSOY 8644 superiores ao EMBRAPA 48.

Para MDA em raizes (Figura 16 E, F) notou-se similaridade no contetdo dos
cultivares e doses de Al no dia trés de exposicao, para o dia seis foi possivel observar
gue plantas MONSOY 8644 quando expostas a 100 uM foram inferiores a EMBRAPA
48 na mesma condicao de cultivo e inferior de plantas MONSOY 8644 com 100 uM
no dia trés.

O conteudo de H202 em raizes (Figura 16 G, H) apresentou semelhanca no dia
trés de exposicdo em todos os tratamentos, para o dia seis foi notério um maior
conteudo no grupo controle e com 100 uM, onde plantas controle de EMBRAPA 48 e
MONSOQY 8644 apresentam conteudo superiores ao dia trés, quando cultivadas com
100 pM foi observado para EMBRAPA 48 e MONSOY 8644 conteudo superior do dia
trés.

Figura 16 - Conteudo de MDA em folhas (A, B), Conteudo de H202 em folhas (C, D),
Conteudo de MDA em raizes (E, F) e Conteudo de H202 em raizes (G, H) de dois
cultivares soja, EMBRAPA 48 e MONSOY 8644 IPRO, apoés 3 e 6 dias de tratamento
com 0, 100 e 300 uM de Al em solucéo nutritiva.
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As barras representam o erro padrédo entre as réplicas. As letras mailsculas denotam diferencgas
significativas (p=<0,05) entre as cultivares, as minusculas denotam diferengas significativas (p<0,05)
entre as doses de exposigao e asterisco denotam diferengas significativas (p<0,05) entre os tempos de
exposi¢do segundo teste Scott Knott.
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3.13. Atividade enzimética

Na atividade de POX em folhas (Figura 17 A, B) plantas EMBRAPA 48
apresentaram semelhanca e plantas MONSOY mostraram maior atividade no dia trés
de exposicao sendo superior e diferente do dia seis de exposicdo, para o dia seis
plantas MONSOY 8644 expostas a 300 uM apresentou maior diferindo do dia trés.

A atividade de SOD em folhas (Figura 17 C, D) mostrou-se semelhante entre
cultivares e doses para o dia trés, para o dia seis foi observado semelhanca entre as
doses para MONSOY 8644, plantas EMBRAPA 48 submetidas a 100 uM mostrou
maior atividade diferindo de plantas cultivas com 300 uM e superior de MONSOY 8644
com 100 pM no dia trés.

Para atividade de CAT em folhas (Figura 17 E, F) todos os tratamentos foram
iguais sendo as maiores atividades observadas no dia seis com 100 uM em EMBRAPA
48 e MONSOY.

Foi observado igualdade na atividade de APX em folhas (Figura 17 G, H) no dia
trés para ambos cultivares e doses, no o dia seis maior atividade em plantas
submetidas a disponibilidade de 100 uM, onde EMBRAPA 48 diferiu de plantas
expostas por trés dias, e plantas MONSOY 8644 foi superior de resultados obtidos no

dia trés nas mesmas condic¢des de cultivo

Figura 17 - Atividade de POX (A, B), Atividade de SOD (C, D), Atividade de CAT (E,
F) e Atividade de APX (G, H) em folhas de dois cultivares soja, EMBRAPA 48 e
MONSOQY 8644 IPRO, apos 3 e 6 dias de tratamento com 0, 100 e 300 uM de Al em
solucao nutritiva.
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As barras representam o erro padrado entre as réplicas. As letras mailsculas denotam diferencas
significativas (p<0,05) entre as cultivares, as minusculas denotam diferengas significativas (p<0,05)
entre as doses de exposigao e asterisco denotam diferengas significativas (p<0,05) entre os tempos de
exposi¢do segundo teste Scott Knott.
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Para atividade de POX emraizes (Figura 18 A, B) no dia trés plantas EMBRAPA
48 foram semelhantes e plantas MONSOY mostraram-se diferentes onde 300 pM
foram superiores do grupo controle e de plantas com 100 pM. Para o dia seis foi
observado semelhanca estatistica entre as cultivares e doses.

Em atividade de SOD em raizes (Figura 18 C, D) foram observadas respostas
similares em MONSOY 8644 nas doses e dias avaliados, e plantas EMBRAPA 48 com
presenca de Al no dia trés apresentaram maior atividade diferendo do grupo controle.

Para atividade de CAT em raizes (Figura 18 E, F), EMBRAPA 48 e MONSOY
8644 com 300 uM apresentaram atividades superiores do grupo controle, para o dia
seis foram observadas respostas similares entre as cultivares e doses.

Foi observado igualdade na atividade de APX em raizes (Figura 18 G, H) no
dia trés para ambas as cultivares e doses, para o dia seis 0 Al apresentou influencia
na atividade enzimatica em MONSOY 8644, onde com 100 uM apresentou atividade
acima do grupo controle, e com 300 uM apresentou atividade de superior controle.

Figura 18 - Atividade de POX (A, B), Atividade de SOD (C, D), Atividade de CAT (E,
F) e Atividade de APX (G, H) em raizes de dois cultivares soja, EMBRAPA 48 e
MONSOQY 8644 IPRO, apos 3 e 6 dias de tratamento com 0, 100 e 300 uM de Al em
solucao nutritiva.
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As barras representam o erro padrao entre as réplicas. As letras mailsculas denotam diferencas
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significativas (p<0,05) entre as cultivares, as minusculas denotam diferengas significativas (p<0,05)
entre as doses de exposi¢ao e asterisco denotam diferengas significativas (p<0,05) entre os tempos de
exposi¢do segundo teste Scott Knott.
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4. DISCUSSOES

O cultivar MONSOY 8644 IPRO tem como mecanismos mais apurados de
resisténcia, com a presenca de Al, houve um aumento no contetdo de aluminio em
raizes no primeiro dia avaliado, maior crescimento relativo de parte aérea, aumento
em é&rea e volume de raizes em baixas doses de Al, maior contetdo de clorofilas,
amido em folhas, produtos do metabolismo primario, proteinas em raizes, acumulo de
compostos fendélicos em raizes, aumento na atividade de APX em folhas, POX e CAT
emraizes, a presenca de aluminio apresenta efeitos negativos sendo notados reducéo
da area foliar, menores diametro de raizes no primeiro dia avaliado, menor contetdo
de proteinas em folhas, decréscimo de malato com tempo de exposigao.

Os cultivares apresentaram mesma dinamica de respostas em parametros
fisiologicos, aminoacidos em raizes, MDA em folhas, atividade de SOD em folhas e
raizes e CAT folhas, houve danos estruturais na zona meristematica em ambos
cultivares visualizados a partir da desorganizacgéao celular.

Foi observado acumulo de Al observado em folhas de ambas as cultivares
expostas a 100 uM de Al em ambos os dias e para raizes o conteudo de Al aumentou
de acordo com o aumento da disponibilidade deste metal (Figura 3). Em muitas
plantas tolerantes o metal pode ligar-se a acidos organicos e ser transportados pelo
xilema, e entdo ser descarregados na parte aérea e neutralizados por
compartimentalizacdo vacuolar (BOJORQUEZ-QUINTAL et al., 2017), o Al é movido
por fluxo em massa e ocorre sua retencdo nas raizes minimizando assim seu
transporte para a parte aérea prevenindo os efeitos deletérios em outros 0rgaos,
sendo um fator importante para a tolerancia ao Al (STEINER et al., 2012; OLIVEIRA
et al., 2021).

No presente trabalho, o Al ndo alterou o crescimento relativo da parte aérea no
cultivar MONSOY 8644, sendo observados diferencas nos dias avaliados (Figura 4),
e pouca variacdo foi observada para o crescimento relativo das raizes. Contudo,
resultados opostos ja foram observados em outros trabalhos, com maiores reducdes
na parte aérea de Arabidopsis thaliana e nas raizes de soja (SIQUEIRA et al., 2021,
SILVA et al., 2020). O menor crescimento de raizes ap0s tratamento com 300 uM de
Al pode estar associado com a interacdo desse metal junto aos alvos apoplasticos
como a parede celular limitando assim a expansdo na zona de meristematica
(KOPITTKE et al., 2015; SINGH, et al., 2017).
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Para estudos de alteracdes de raizes (Figura 5) o Al apresentou efeito negativo
para EMBRAPA 48 no maior tempo de exposicdo, afetando também o diametro de
razies de MONSOY 8644 com o tempo de exposicdo, resultados semelhantes foram
observados em cultivares de cevada (ALl et al., 2011). Adicionalmente, para a cultivar
MONSOY 8644 houve aumento em area e em volume de raizes. Modificacbes em
raizes sao justificadas pela ligacdo do Al a componentes quimicos da parede celular
e da membrana plasmatica induzindo alteracdes nas fun¢des destas estruturas como
inibicdo do afrouxamento de componentes da zona de alongamento e despolarizacéo
da membrana plasmatica (DOS REIS et al., 2018; RAO et al., 2016).

Parametros fisiol6gicos apresentaram similaridade entre os cultivares, doses
de Al e tempo de avaliacéo (Figura 6). Um dos efeitos deletérios da fitotoxidade do Al
€ a diminuicéo da eficiéncia do uso da agua devido a mudancgas estruturais no sistema
radicular (FERREIRA et al., 2017). Cultivares agricolas que apresentam eficiéncia na
atividade fotossintética e no uso da agua tendem a ser mais tolerantes ao estresse
por Al apresentando maior producéo de matéria seca (OLIVEIRA et al., 2021).

O conteudo de clorofilas aumentou em MONSQOY 8644 com 100 uM de Al
comparando os dias avaliados (Figura 7). Zhang et al. (2007) avaliando cultivares de
soja na presenca de Al encontrou decréscimo no contetudo de Chl a e Chl b a medida
que a concentracéo de Al subia. ions de Mg?* é um constituinte essencial na molécula
de clorofila e apresentam muitas fun¢des em vias bioquimicas e fisioldgicas, genotipos
de plantas resistentes ao Al pode contar com a melhoria no transporte e acumulo de
Mg2+ (HAILES et al., 1997; BROADLEY et al., 2008; BOSE et al., 2011).

O aumento no conteddo de metabolitos primarios associados com a nao
reducdo da A reflete ao uso de compostos de carbono para o fornecimento de
esqueletos de carbono e aumento de biomassa para genétipos tolerantes (SIQUEIRA
et al., 2020). O aumento de amido em folhas no cultivar MONSOY 8644 expostos a
300 uM de Al no sexto dia (Figura 8, 9) pode ser explicado a baixa atividade das
enzimas de degradacdo do amido em cultivo com Al possivelmente como mecanismo
adaptativo, mantendo o potencial osmético favoravel, como observado para a cultura
do arroz (MISHRA & DUBEY, 2008).
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O aumento no conteudo de malato em folhas de ambas os cultivares na
presenca de doses Al no sexto dia (Figura 10 F), pode estar envolvido na regulacdo e
composigdo dos exsudatos radiculares ou auxiliando na sua funcéo estomética como
osmolito (FERNIE & MARTINOIA, 2009). O malato esta no ponto de ramificacéo de
muitas vias metabdlicas sendo rigidamente controlado por afetar uma série de
processos fisiolégicos (SANTELIA & LAWSON, 2016). Zhou et al. (2018) sugerem que
0 acumulo de malato equilibra a sintese e o efluxo de citrato em raizes de soja induzido
pelo Al.

O contetdo de fumarato observado em folhas de ambas as cultivares com 300
MM de Al no sexto dia (Figura 10 H) est4 de acordo com Naik et al. (2009), estes
autores encontraram decréscimo no conteudo de fumarato em plantas de Populus
tremuloides e Populus trichocarpa com o aumento da disponibilidade de Al. Carcamo
et al. (2019) observaram baixa concentracdo de fumarato em folhas e raizes de
cultivares de mirtilo expostas ao Al e Rangel et al. (2010) encontrando menor
concentracéo de fumarato frente a outros acido organicos em duas cultivares de feijao,
sugerindo assim baixa importancia para a formacéo de complexos com o Al.

A similaridade entre os cultivares para o conteido de aminoacidos (Figura 10,
11) esta acompanhado de um menor conteddo de proteinas em plantas na cultivadas
com Al (Figura 10, 11). O Al causa efeitos nocivos na absorcéo e atividade de enzimas-
chave na assimilagdo de nitrogénio impactando o metabolismo como um todo
(PAL'OVE-BALANG & MISTRIK, 2011). Altas concentracfes de Al na solucéo do solo
resultam em ingresso no simplasto e inibindo o transporte de nitrato, como observado
em soja (LAZOF et al., 1994). O Al liga-se a superficie celular formando uma camada
carregada positivamente, esse aumento na carga elétrica positiva é responsavel pela
inibicdo da capitacdo de amodnia (ZHOU et al., 2018).

Ocorreu acumulo de compostos fendlicos totais em raizes de todos os
tratamentos no sexto dia (Figura 12). A formacdo de complexos de Al com compostos
fendlicos € um dos mecanismos atuantes na reducéo do efeito toxico do Al em plantas,
0s quais podem adsorver particulas de Al no apoplasto ou no interior das células
vegetais (TOLRA et al., 2005; WANG et al., 2020). MOHAMMADI & KHAVARI-NEJAD
(2013) avaliando plantas de soja, encontraram aumento no contetldo de compostos
fendlicos de acordo com o0 aumento interno de Al. Hemada et al. (2020) observaram o
aumento no conteudo total de fendlicos em folhas e raizes de plantas de tremoco

cultivadas por 21 dias em disponibilidade de Al. A
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aplicacdo exdégena de compostos fendlicos em plantas de milho diminui o conteudo
do Al em raizes através da exsudacao radicular de compostos hidroxamicos indicando
resisténcia pelo mecanismo de exclusdo (ZHAO et al., 2019).

A histolocalizacdo de Al em raizes mostrou acumulo principalmente na regido
meristeméatica (Figura 13). O alto teor de Al em raizes indica mobilizacéo interna na
regido do apoplasto devido a interagdo com a parede celular (HORST et al., 2010).
Essa retengdo pode impedir a entrada do Al no simplasto impedindo a entrada no
cilindro central e seu transporte via xilema (DOS REIS et al., 2018).

Imagens de microscopia eletrénica de varredura, demostraram que com 0
aumento da disponibilidade de Al e do periodo de cultivo resulta em danos nas
estruturas de raizes, sendo evidenciado pela desorganizacéo celular com resultados
distintos entre as cultivares (Figura 14, 15). Esta resposta, pode ser atribuida a
incapacidade das paredes dos tecidos externos da zona de alongamento se
desprenderem (KOPITTKE et al., 2014) visto que as células internas continuam a se
expandir gerando forca para com capacidade de romper a camada externar (DE
SOUZA et al., 2015; OSAWA et al., 2011). Essas diferencas radiculares influenciada
pela fitotoxicidade do Al entre as cultivares pode explicar as diferencas de campo e as
respostas da plasticidade as condi¢des de estresse (RAO et al., 2016).

No conteudo de MDA em raizes notou-se decréscimo entre os dias para
MONSOQY 8644 quando submetida a 100 uM de Al (Figura 16). A peroxidacéo lipidica
afeta o funcionamento celular normal aumentando a fluidez e a permeabilidade da
membrana, esta é intensificada nas membranas celulares e organelas quando ocorre
niveis de EROs atinge acima do limite (SHARNA et al., 2012).

Foi observado acumulo de H2O> no cultivar MONSOY 8644 entre os dias
avaliados no grupo controle e quando cultivadas com 100 uM de Al, sendo observado
decréscimo no teor de H.O2 no mesmo cultivar com 300 uM (Figura 16), As EROs sédo
continuamente produzidas oriundas de certas vias metabdlicas e de sistemas
especificos e sdo degradadas por distintos mecanismos (TAO et al., 2012). Baixos
teores de EROs estédo envolvidos na transmissao do sinal de estresse para ativar as
vias de aclimatacéo e defesa (MITTLER et al., 2004).

Os mecanismos antioxidantes mostraram-se eficientes em ambas as cultivares
na presenca de Al diminuindo os efeitos deletérios das EROs. Houve aumento das

atividades no cultivar MONSOY 8644 na presenca de altas doses de Al



50

de POX e APX no sexto dia de avaliacdo e CAT em raizes na presenca de altas doses
no dia trés de exposicao (Figura 17, 18) e comportamento similar entre as cultivares
na atividade de SOD em folhas e raizes e CAT em folhas na presenca de Al. Como ja
observado em plantas de soja submetidas ao Al, onde ocorreu diminuigéo na atividade
de CAT e aumento da atividade de APX indicando que H202 consumido durante o
processo oxidativo e ndo destinado para a peroxidacao lipidica (DOS REIS et al.,
2019). E observado um declinio na atividade de CAT na presenca de Al, devido
regulacdo negativa na sintese das proteinas enzimaticas causando sensibilidade
desta ao metal (BERA et al., 2019).
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5. CONCLUSOES

Diante do exposto, o Al induziu pouco dano ao crescimento das plantas de soja,
além de promover estabilidade fotossintética o que permitiu maior acumulo de
compostos carbOnicos, afetou negativamente o0 metabolismo do nitrogénio,
pronunciadas alteragdes em raizes visualizadas em altas doses no cultivo, ocorrendo
também aumento na atividade enzimatica principalmente em raizes minimizando o
estresse oxidativo.

Com estes resultados o cultivar MONSQOY 8644 apresentando maior acimulo
em raizes no dia trés e em folhas no dia seis, frente isso plantas MONSQOY 8644
apresentaram melhores resultados biométricos, acumulo de clorofila associado com a
estabilidade nos parametros fisiologicos, com aumento de metabolitos primarios,
menores danos na morfologia de raizes e maior atividade enzimética atuantes no
estresse oxidativo de acordo com os dias de exposi¢géo ao aluminio.

Por outro lado, o cultivar EMBRAPA 48 apresentou melhores resultados em
produtos provenientes do metabolismo do nitrogénio e acumulo de amido na planta,
apresentou também menores conteudos de produtos que indicam estresse oxidativo.
Concluindo que plantas MONSQY 8644 apresentam mecanismos mais apurados de

resisténcia ao Al.
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