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RESUMO

GONGALVES, Bruno Guilherme, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro
de 2023. Aluminio altera parametros morfofisioldogicos durante a germinacao e
crescimento inicial de plantulas de soja (Glycine max). Orientador: Cleberson
Ribeiro. Coorientadores: Laercio Junio da Silva e Maximiller Dal Bianco Lamas
Costa.

O estresse por aluminio (Al) é intensificado em solos acidos, principalmente devido a
sua ionizagdo em cation trivalente, que € considerada a forma mais toxica para as
plantas. O cultivo da soja (Glycine max L. Merrill) é amplamente difundido em areas
onde predominam solos acidos. A germinacao e o estabelecimento da plantula séo
fases sensiveis do ciclo de vida da planta. Contudo, apesar da relevancia dessas
fases para o estabelecimento das lavouras, o efeito do Al na germinacdo de
espécies cultivadas ainda é pouco explorado. Algumas estratégias podem ser
utilizadas para atenuar a toxidez por Al nessa condicao, inclusive o uso do silicio
(Si). Nesse sentido este trabalho consistiu em: i) avaliar os efeitos do Al sobre a
germinacao e parametros de desempenho de plantulas de 65 cultivares comerciais
de soja; ii) avaliar os parametros fisiolégicos e metabdlicos das plantulas de dois
cultivares (tolerante e sensivel) selecionados no item i); iii) no cultivar tolerante,
avaliado o papel do Si (1 mM) e células de borda da raiz (CBRs) na mitigacdo do
estresse por Al (100 e 300 uM) em plantulas de soja.Na presenca de Al, os
parametros biomeétricos radiculares foram as caracteristicas que demonstraram
maior importancia para diferenciar o desempenho dos cultivares. Estes foram
alocados em quatro grupos, aos quais o comportamento diferencial sob estresse por
Al pode ser atribuido a maior (Grupos | e Il) e menor sensibilidade a este elemento
(Grupos Il e V). Dois cultivares com respostas contrastantes ao Al foram
selecionados: tolerante (50152RSF IPRO) e sensivel (NA5909 RG). Na presenca de
Al no cultivar tolerante houve a formacdo de CBRs e a ativacdo de um sistema
antioxidante robusto, contribuindo para minimizar os efeitos do estresse oxidativo
ocasionado pelo Al. Em relagdo ao metabolismo primario, o teor dos agucares
solluveis aumentou o malato reduziu em ambos os cultivares. Na auséncia de Si, o
estresse por Al inibiu o crescimento radicular devido ao elevado acumulo deste
elemento nos apices radiculares que resultou em estresse oxidativo e morte celular.
Por outro lado, a adicdo de Si aumentou a sintese de mucilagem e a presenca de
CBRs, que reduziu o acumulo de Al e impediu a ocorréncia de estresse oxidativo e
danos de membrana nos apices radiculares, melhorando a performance das
plantulas. Nesta terceira etapa foi demonstrado o potencial do Si em atenuar os
efeitos toxicos do Al em soja, atuando como elemento benéfico



para melhorar o desenvolvimento de plantas cultivadas em solos acidos.

Palavras-chave: células da borda da raiz; estresse oxidativo; metabolismo primario;
silicio; tolerancia ao aluminio



ABSTRACT

GONGALVES, Bruno Guilherme, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December,
2023. Aluminum changes morphophysiological parameters in the germination
and initial growth of soybean (Glycine max) seedlings. Adviser: Cleberson
Ribeiro. Co-advisers: Laercio Junio da Silva and Maximiller Dal Bianco Lamas Costa.

Aluminum (Al) stress is intensified in acidic soils, mainly due to its ionization in
trivalent cation, which is considered the most toxic form for plants. Soybean (Glycine
max L. Merrill) cultivation is widespread in areas where acidic soils predominate.
Germination and seedling establishment are sensitive phases of the plant life cycle.
Although these phases are significant for crop establishment, the Al effects on the
germination of cultivated species is limited and have not been thoroughly explored.
Some strategies can be used to mitigate Al toxicity in this condition, including the use
of silicon (Si). In this context, this work had the following objectives: i) to evaluate the
Al effects on seed germination and performance parameters of seedlings of 65
commercial soybean cultivars; ii) to evaluate the physiological and metabolic
parameters of two cultivars seedlings (tolerant and sensitive) selected in item i) and,
i) in the tolerant cultivar, to evaluate the Si role (1 mM) and root border cells (RBCs)
in mitigating Al stress (100 and 300 uM) in soybean seedlings. In the presence of Al,
the root biometric parameters were the characteristics that demonstrated the greatest
importance in differentiating the performance of the cultivars. These were allocated
into four groups, to which the differential behavior under Al stress can be attributed to
greater (Groups | and Il) and lesser sensitivity to this element (Groups Il and 1V).
Two cultivars with contrasting responses to Al were selected: tolerant (50152RSF
IPRO) and sensitive (NA5909 RG). In the presence of Al in the tolerant cultivar,
RBCs were formed and a robust antioxidant system was activated, contributing to
minimizing the effects of oxidative stress caused by Al. To concern primary
metabolism, the content of soluble sugars increased and malate reduced in both
cultivars. We also observed an increase in the proline content and a reduction of
phenols in the tolerant cultivar. In the absence of Si, Al stress inhibited root growth
due to the high accumulation of this element in the root tips, resulting in oxidative
stress and cell death. On the other hand, Si seems to increase mucilage synthesis
and the presence of RBCs, which reduced Al accumulation and prevented oxidative
stress and membrane damage in the root tips, improving seedling development. In
this third stage, the potential of Si to attenuate the toxic effects of Al in soybeans was
demonstrated, acting as a beneficial element to improve the development of plants
grown in acidic



soils.

Keywords: root border cells; oxidative stress; primary metabolism; silicon; aluminum
tolerance
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INTRODUCAO GERAL

O aluminio (Al) é o terceiro elemento e o metal mais abundante da crosta terrestre.
Entretanto, ele € prejudicial para a plantas em solos dcidos (pH < 5,5) (Kochian et al., 2015),
pois nessa condicdo sua solubilizagdo resulta na forma trivalente (Al**) que é uma das formas
mais toxicas para as plantas (Singh et al., 2017). A toxidez por Al é um dos principais fatores
que limitam a produtividade agricola (Rasheed et al., 2023). Cerca de 50% dos solos
agricultdveis do mundo sdo 4cidos e mais de 60% deles se localizam nos trépicos e subtrépicos,
onde se situam muitos paises em desenvolvimento, configurando-o como um problema de
seguranca alimentar (Kochian et al., 2015). Embora a pratica da calagem seja recomendada,
com um dos intuitos de neutralizar a acidez do solo, essa prética ndo € suficiente para eliminar
o efeito da toxidez por Al além de ser economicamente invidvel para alguns paises (Silva et al.,
2012).

O principal sintoma de toxidez por Al € a inibicao do crescimento radicular (Rahman;
Upadhyaya, 2021). A alta concentragdo de Al no solo pode restringir o desenvolvimento
radicular e consequentemente a produtividade das plantas, pois a absorcao de 4gua e nutrientes
pode ficar comprometida, culminando em estresse hidrico e o nutricional (Nunes-Nesi ef al.,
2014). Em resposta ao estresse por Al dois mecanismos t€m sido sugeridos: mecanismo de
exclusdo (resisténcia) e mecanismos de tolerancia. As raizes de plantas secretam ions organicos
como citrato, malato ou oxalato, através de canais na membrana plasmatica, que quelam os fons
de AI’* presentes na rizosfera impedindo assim que sejam absorvidos pelas plantas (Ofoe et al.,
2023). As plantas podem desenvolver mecanismos de tolerancia quando este se encontra no
simplasto, tornando-o menos prejudicial. Os fons de Al, quando presentes no simplasto, podem
ser quelados e compartimentalizados no vacutolo, de modo que ndo afetam o metabolismo
vegetal (Kochian et al., 2015). O estresse oxidativo é um dos principais efeitos ocasionados
pelo Al toxico. As espécies reativas de oxigénio (EROs) podem ocasionar a peroxidacao
lipidica e comprometer a integridade de membranas (Singh et al., 2017). Em resposta ao
estresse oxidativo, sistema antioxidante enzimético produz enzimas antioxidantes tais como
catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD), peroxidase (POX) e ascorbato peroxidase (APX)
que atuam removendo as EROs (Rahman; Upadhyaya, 2021).

A soja (Glycine max L.) € uma leguminosa de grande importancia sécioecondmica,
sobretudo na agropecudria brasileira, cujo cultivo € difundido em solos do Cerrado, portanto
em condig¢des ideais para a manifestagdo da toxidez por Al (Malta et al., 2016). Como muitos

estudos tém sido conduzidos com o estresse por Al na fase vegetativa, a influéncia do estresse
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por Al na germinac¢do de soja, fase mais sensivel do ciclo de vida das plantas, ainda é pouco
compreendida (Custddio et al., 2002; Steiner et al., 2021; Suthipradit; Alva, 1986). O estresse
por Al pode prejudicar os eventos iniciais da germinac¢do, como absor¢cdo de dgua, expressao
génica, sintese proteica e mobilizacdo de reservas (Silva et al., 2014; Silva e Matos et al., 2016).
Com isso, as sementes tendem a perder viabilidade e vigor, culminando na emergéncia de
plantulas frageis, pouco tolerantes a multiplos estresses com redug¢do da produtividade
(Rodrigues et al., 2019; Steiner et al., 2021).

Neste trabalho nds buscamos investigar o efeito do estresse por Al na germinacio e
desenvolvimento inicial de plantulas de soja. Os experimentos foram conduzidos em trés etapas.
Inicialmente foi realizado um screening com 65 cultivares de soja que foram classificados
quanto a sua sensibilidade ao estresse por Al durante a germinacao. Para tal, analisamos treze
parametros de desempenho, obtidos por meio de anélise de imagens de plantulas e raizes, além
de massas fresca e seca. No segundo momento, nds escolhemos dois cultivares com
desempenho contrastante ao estresse por Al: S0IS2RSF IPRO (tolerante) e NA5909 RG
(sensivel) e avaliamos a resposta diferencial desses cultivares investigando alteragdes
morfoldgicas, fisiologicas e metabdlicas durante a germinacdo. Na terceira etapa investigamos
o efeito do silicio (Si) na mitigagdo do estresse por Al vinculado ao papel das células de borda
da raiz (CBRs), no cultivar tolerante. Nesta etapa os experimentos foram conduzidos em
solucdo hidropdnica onde os tratamentos consistiram na aplicacdo combinada de Al e Si;
também investigando alteragdes morfoldgicas, fisiologicas e metabdlicas nos dpices radiculares

de soja.
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CAPITULO 1: Efeito do aluminio sobre a germinacao e o desempenho de plantulas de

soja

Resumo

O estresse por aluminio (Al) € intensificado em solos acidos, principalmente devido a sua
ionizacao em céation trivalente, que € considerado a forma mais téxica para as plantas. O cultivo
da soja (Glycine max L. Merrill) € amplamente difundido em &reas onde predominam solos
dcidos. A germinacgdo e o estabelecimento da plantula sdo fases sensiveis do ciclo de vida da
planta. Contudo, apesar da relevancia dessas fases para o estabelecimento das lavouras o efeito
do Al na germinacdo de espécies cultivadas ainda é pouco explorado. Neste trabalho
objetivamos avaliar os efeitos do Al sobre a germinagdo e parametros de desempenho de
plantulas de 65 cultivares comerciais de soja e classificd-los quanto ao nivel de tolerancia a este
metal. As sementes foram submetidas a trés concentracdes de AIClz: 0; 1,5 e 3,0 mM em pH
4,0. Ap6s 72 horas foi avaliada a porcentagem de germinagdo das sementes e mensurados os
parametros biométricos nas raizes. Adicionalmente, foram calculados indicadores de
desempenho e indices de tolerincia das plantulas, com base no percentual de germinacio e
indice de vigor. Os dados foram submetidos a andlise de correlagdo linear, componentes
principais e de agrupamento e os cultivares foram classificados quanto a tolerancia ao estresse
por Al. Na presenca de Al, o indice de crescimento, comprimento de raiz € comprimento total
foram os parametros que apresentaram maior redugdo. Na presenca de Al (1,5 e 3,0 mM) de Al
as caracteristicas de massa fresca, massa seca, comprimento total, indice de crescimento e vigor,
comprimento, drea e volume de raiz apresentaram maior importancia para diferenciar o
desempenho dos cultivares. Os cultivares foram alocados em quatro grupos, aos quais pode-se
atribuir o comportamento diferencial sob estresse por Al em maior (Grupos I e II) e menor
sensibilidade a este elemento (Grupos III e IV). O indice de tolerancia ao estresse (ITE), indice
de tolerancia (ITol), indice de sensibilidade ao estresse (ISE) e tolerancia (TOL) foram
eficientes para diferenciar os cultivares quanto a sua tolerancia ao Al. Por fim, destacamos dois
cultivares contrastantes ao estresse porAl: tolerante (50152RSF IPRO) e sensivel (NA5909
RG).

Palavras-chave: aluminio trivalente; desempenho de plantulas; indices de tolerancia; solos
acidos.
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Abstract

Aluminum (Al) stress is intensified in acidic soils, mainly due to its ionization in trivalent
cation, which is considered the most toxic form for plants. Soybean (Glycine max L. Merrill)
cultivation is widespread in areas where acidic soils predominate. Germination and seedling
establishment are sensitive phases of the plant life cycle. Although these phases are significant
for crop establishment, the Al effects on the germination of cultivated species is limited and
have not been thoroughly explored. In this study, we evaluated the Al effects Al on seed
germination and seedlings development of 65 commercial soybean cultivars, and classify them
according to the tolerance level to this metal. The seeds were germination in three AlCl3
concentrations: 0, 1.5, and 3.0 mM at pH 4.0. After 72 hours, seed germination percentage was
evaluated, and the biometric parameters of the roots were measured. Furthermore, performance
indicators and tolerance indices were determined using the germination percentage and vigor
index as parameters. The data were analyzed using linear correlation, principal component
analysis, and cluster analysis, and the cultivars were subsequently classified based on their
tolerance to aluminum stress. In the presence of Al, the growth index, root length, and total
length were the parameters that showed the greatest reduction. In the presence of Al (1.5 and
3.0 mM) of Al, the characteristics of fresh mass, dry mass, total length, growth index and vigor,
length, area, and volume root were more important to differentiate the performance of the
cultivars. The cultivars were allocated into four groups, to which the differential behavior under
Al stress can be attributed to greater (Groups I and II) and lesser sensitivity to this element
(Groups III and IV). The stress tolerance index (STI), tolerance index (ITol), stress sensitivity
index (SSI), and tolerance (TOL) were efficient in differentiating cultivars regarding their
tolerance to Al. Finally, we highlighted two contrasting cultivars to Al stress: tolerant
(50152RSF IPRO) and sensitive (NA5909 RG).

Keywords: trivalent aluminum; seedling performance; tolerance indices; acid soils.
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1 INTRODUCAO

O aluminio (Al) € o terceiro elemento mais abundante na crosta terrestre € em solos
4cidos (pH < 5,5) se torna soluvel ao ser convertido em Al*3, sua forma mais téxica para as
plantas (Ofoe et al., 2023; Rahman; Upadhyaya, 2021). Cerca de 50% dos solos agricultdveis
do mundo sdo dcidos e mais de 60% deles estao localizados nos trépicos e subtrdpicos, regides
estratégicas para a producdo de alimentos (Kochian et al., 2015). O Al** é um dos agentes
abidticos que contribuem para a reducdo da produtividade agricola em solos dcidos (Kundu;
Ganesan et al., 2023), pois limita o crescimento radicular e o desenvolvimento das plantas (Hu
et al., 2020; Kochian et al., 2015; Singh et al., 2017).

A soja (Glycine max L. Merrill) ¢ uma leguminosa de grande relevancia para a seguranga
alimentar. A crescente demanda do mercado mundial por essa leguminosa transformou-a em
uma importante cultura agricola em regides de clima tropical e subtropical. Nessas dreas, as
condi¢des edafoclimdticas favordveis potencializam o rendimento das lavouras, porém
favorecem a acidificacdo dos solos em associa¢do com o uso intensivo de fertilizantes. Dessa
forma, as plantas cultivadas sdo submetidas ao estresse por Al (Steiner et al., 2021) e com
potencial para reducdes na produtividade (Jahan et al., 2021; Rasheed et al., 2023). Os estudos
envolvendo o estresse por Al em soja normalmente sdo realizados durante a fase vegetativa,
onde as sementes germinam em condi¢des 6timas e o Al € aplicado a partir do estdgio vegetativo
(Baquy et al., 2018; Lan et al., 2016; Li et al., 2020; Silva et al., 2020). Contudo, as sementes
no campo sdo expostas ao Al presente no solo tdo logo sdo semeadas, o que pode afetar sua
germinacdo e o crescimento das plantulas. Porém, os efeitos do estresse por Al na germinacao
de sementes de soja ainda sdo pouco compreendidos (Custddio et al., 2002; Steiner et al., 2021;
Suthipradit; Alva, 1986).

A germinac¢do da semente e o estabelecimento das plantulas sdo as fases mais sensiveis
do ciclo de vida das plantas (Kouki et al., 2021; Steiner et al., 2021), sobretudo na presencga de
metais pesados (Seneviratne et al., 2019; Talebi et al., 2014). Durante a embebicao das
sementes em solos dcidos pode ocorrer a assimilagio do AI** e, consequentemente,
comprometer o desempenho das plantulas no campo (Rajjou et al., 2012; Rodrigues et al.,
2019). O épice da radicula € a regido mais afetada pelo Al, com maior sensibilidade apds a
germinagdo (Marciano et al., 2010). A afinidade da parede, membrana e nucleo celulares pelo
Al favorece o seu acimulo nos tecidos vegetais, prejudicando a divisdo e expansao celular.
Dessa forma, a arquitetura, morfologia e fun¢do das raizes podem ser comprometidas pelo Al,
culminando na inibi¢do do crescimento radicular (Brito er al., 2020; Ribeiro et al., 2022;

Yoshida et al., 2023). Plantulas com sistemas radiculares danificados apresentam eficiéncia
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reduzida na absor¢do de dgua e nutrientes. Portanto, o estresse por Al pode resultar na
emergéncia e estabelecimento de plantulas frageis, pouco tolerantes a multiplos estresses e
culminar em baixas produtividades (Hu et al., 2020; Kochian et al., 2015; Singh et al., 2017).

A exposi¢ao de sementes de varios cultivares de uma mesma espécie a uma condicao
de estresse, conjugada a coleta de indicadores biométricos e andlise multivariada dos dados,
permitem ranqued-los quanto a sensibilidade ou tolerancia a essa condi¢do. A fenotipagem
durante a etapa germinativa pode ser um forte aliado na sele¢do de cultivares mais resistentes a
uma condic¢do de estresse (Steiner et al., 2021). A andlise computadorizada de imagens pode
potencializar estudos de fenotipagem de plantulas, pois elimina a subjetividade e otimiza os
resultados (Castan et al., 2018; Gomes-Junior et al., 2014; Hoffmaster et al., 2005).

Os objetivos desse trabalho foram avaliar os efeitos do Al sobre a germinacdo e os
indicadores biométricos de plantulas de 65 cultivares de soja e classificd-los quanto ao nivel de
tolerancia a este metal. Além disso, procurou-se responder a questdo: quais indicadores
biométricos sao mais eficientes para discriminar o desempenho dos cultivares de soja expostas
ao Al na fase de plantulas? NOs hipotetizamos que os 65 cultivares se comportam
diferencialmente em resposta ao Al durante a germinagdo, possibilitando classifica-los quanto
a tolerancia ao Al; e que os cultivares mais resistentes podem apresentar alta performance no
campo, culminando no seu maximo potencial produtivo na presenca de Al. Os cultivares
tolerantes selecionados podem ser usados em pesquisas futuras sobre o efeito do Al no
desempenho de plantulas de soja nas fases iniciais de desenvolvimento da planta. Os resultados
desse trabalho também podem subsidiar o trabalho dos melhoristas na prospecc¢ao de genes de

resisténcia ao estresse por Al em soja.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e condigoes de cultivo

Sementes de 65 cultivares de soja (Tabela 1) foram produzidas no campo experimental
Diogo Alves de Melo do Departamento de Agronomia da Universidade Federal de Vigosa,
Vicosa, Minas Gerais, Brasil (20°45'14"S, 42°52'54"W, 650 m de altitude). Inicialmente
determinou-se o grau de umidade das sementes (Brasil, 2009) e lotes cujas sementes
apresentaram grau de umidade inferior a 12% foram submetidas a pré-embebi¢do antes da
montagem do experimento, para evitar danos por embebi¢cdo. A assepsia das sementes foi
realizada por imersdo em hipoclorito de s6dio (NaOCl) 2,5% durante dois minutos, seguido de
triplice lavagem em 4gua destilada. Para o teste de germinacdo foram utilizadas quatro

repeticdes com 20 sementes semeadas em rolos de papel de germinacdo (Germitest®)
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umedecidos com volume de solugdo (dgua ou Al) igual a 2,5 vezes o peso seco do papel. Os
tratamentos avaliados foram auséncia de Al (controle, 4gua pH 4,0); e solucdes de 1,5 ou 3,0
mM de Al na forma de AICI3; com pH ajustado para 4,0. As sementes foram mantidas durante
trés dias em germinador do tipo Mangelsdorf, sob fotoperiodo de 8/16 horas de luz/escuro, (200

umol de fétons mes+) a 25 °C (1) e umidade controlada (90% UR) (Brasil, 2009).

2.2 Coleta de dados

Decorridos trés dias, as plantulas foram avaliadas quanto ao crescimento por meio do
software Vigor-S® (Castan et al., 2018). As plantulas foram transferidas para uma folha azul
(30 cm x 20 cm) de Etileno Acetato de Vinila (EVA) para a digitalizacdo em escaner HP Scanjet
200, instalado em posicao invertida no interior de uma caixa (60 x 50 x 12 cm), acoplado a um
computador; com resolucdo da imagem ajustada para 300 dpi. Foram obtidos o comprimento
hipocétilo (CHIP), o comprimento total da plantula (CTP), o indice de crescimento (Icresc),
indice de vigor (Ivigor) e indice de uniformidade (Iunif). O nimero de sementes germinadas
foi contabilizado, calculando-se o percentual de germinacgdo (Ger). O critério adotado para
considerar a semente como germinada foi a protrusdo radicular (comprimento da raiz > 10 mm)
(Steiner et al., 2021). Com o software WinRHIZO® (Regent Instruments, Québec, Canada)
acoplado a um escaner profissional EPSON Perfection 10000XL (Epson, Nagano, Japao) foram
obtidos os parametros de crescimento radicular: comprimento total da raiz (CTR), area
superficial da raiz (ASR), didmetro médio da raiz (DMR) e volume da raiz (VR). Por fim, foi
determinado a massa fresca (MFR) e seca (MSR) das raizes das plantulas pelo método da estufa
(65 °C até atingir massa constante) e teor de 4gua da raiz em base seca (TAR).

Para cada cultivar avaliado sob Al (1,5 e 3,0 mM) foi calculado o Indice Biométrico
(IB), conforme equacao 1:

IB = IBs/IBc
(1)
onde: IBs € o valor obtido no estresse e IBc¢ € o valor obtido no controle, para cada caracteristica
biométrica avaliada. Portanto foram obtidos: indice do hipocétilo (IH), indice do comprimento
total da plantula (ICT), indice de vigor (IV), indice de crescimento (IC), indice de uniformidade
(IU), indice de germinacao (IG), indice de massa fresca da raiz (IMF), indice de massa seca da
raiz (IMS), indice do teor de dgua da raiz (ITA), indice do comprimento total da raiz (ICR),

indice de area superficial da raiz (IASR), indice do diametro médio da raiz (IDMR) e indice do
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volume da raiz (IVR). Com o somatério de todos os indices biométricos (IBs) de um cultivar
foi calculado o seu indice de tolerancia (ITol,) conforme equacao:
ITol=IH + ICT + IV + IC + IU + IG + IMF + IMS + ITA + ICR + IASR + IDMR + IVR
(2)
2.3 Cdlculo dos indices de tolerdncia
Dois parametros germinativos foram escolhidos para calcular os indices de tolerancia
ao estresse: o Ivigor (Sako et al., 2001) e o Ger. O Ivigor é um indice calculado a partir do
Icresc e Iunif. O Icresc € calculado por meio do comprimento da raiz (peso de 90%) e hipocétilo
(peso de 10%) (Castan et al., 2018). Como os demais IBs sdo mensuracdes da raiz, o Ivigor
representa todas as caracteristicas biométricas obtidas. O Ivigor de plantulas na auséncia de Al
ou controle (IVc) e o Ivigor das plantulas na presenca de Al (1,5 ou 3,0 mM) ou estresse (IVs),
respectivamente, foram calculados utilizando as equagdes:
IVe = (Ivigor x Ger) /100
3)
IVs = (Ivigor x Ger) /100
4)
Esses indices de vigor foram utilizados para calcular os demais indices por meio das
equagdes a seguir:
Indice Médio do Vigor (IMV) = (IVc + IVs) /2
)
Intensidade do Estresse (IE) =1 — (IV_s/(m)
(6)
Onde IVc é o indice de vigor médio das plantulas de todos os cultivares na auséncia de
AleIVs é o indice de vigor médio das plantulas de todos os cultivares sob Al (1,5 ou 3,0 mM).
Quanto maior IE maior serd a intensidade do estresse, cujo valor variade O a 1.
Tolerancia (TOL) = (IVc — 1Vs)
(N
O célculo de tolerancia (TOL) se baseia na diferenca de performance do cultivar em
condic¢des ideais (IVc) e condicdes de estresse (IVs). Maior valor de TOL significa maior

sensibilidade ao estresse.
Produtividade Média Geométrica (PMG) = vIVs x IVc
(8)

Maior valor de PMG indica maior tolerancia ao estresse.
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Indice de Sensibilidade ao Estresse (ISE) = (1-(IVs/IV¢)) /IE

)

Maior valor do Indice de Sensibilidade ao Estresse (ISE) indica maior sensibilidade ou

menor tolerancia ao estresse. ISE menor que 1 € indicativo de tolerancia do cultivar, pois a

reducdo no desempenho sob estresse ¢ menor do que a redu¢do média de todos os cultivares
sob estresse (Hosseini ef al., 2012).

Indice de Tolerancia ao Estresse (ITE) = (IVs x IV.) /(IV.)?

(10)

Quanto maior o valor do Indice de tolerancia ao estresse (ITE) maior a tolerAncia ao

estresse e seu potencial de desempenho tanto em condi¢des ideais quanto em condi¢des de

estresse (Fernandez, 1992).

2.4 Delineamento experimental e andlise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado com
quatro repeti¢cOes e trés tratamentos: 0; 1,5 e 3,0 mM de Al. Cada parcela foi composta por 20
sementes. Todos as caracteristicas biométricas coletadas foram utilizadas na andlise descritiva
(Tabela 2) e distributiva (box plot, Fig. 1). Os IBs e os indices de tolerancia calculados foram
submetidos a andlise de correlagdo linear de Pearson r, cuja significancia foi determinada pelo
Teste ¢ (p < 0,05). Com esses indices realizou-se a andlise de componentes principais (ACP).
Com o método de Mojena (1977) foram estimados o nimero 6timo de clusters e, a partir das
varidveis quantitativas de medidas de dissimilaridade dos cultivares realizou-se o agrupamento
de cultivares, sucedendo com a estimativa da distancia Euclidiana entre os grupos. O heatmap
foi construido com o pacote ‘pheatmap’. Todas as analises estatisticas foram realizadas no

software R x 64 4.0.5 (R Core Team, 2021).

2.5 Histolocalizacdo do Al

A intensidade de acimulo de Al foi avaliada em édpices radiculares através da coloracao
com hematoxilina férrica em dois cultivares: 50IS2RSF IPRO (tolerante) e NA5909 RG
(sensivel), parte Il do projeto. As raizes foram destacadas e lavadas em dgua destilada e imersas
em solugdo de hematoxilina férrica 0.2% (p/v) em KIO3 0,02% (p/v) por 15 min (Polle et al.,
1978). O excesso do corante foi removido com nova lavagem em dgua destilada. Amostras de
apices radiculares com 2 cm de comprimento a partir do dpice, foram fotografados em

estereomicroscopio (Zeiss Stemi 305, modelo DV4, Alemanha). A reacdo positiva da
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hematoxilina com o Al € caracterizada pela cor purpura, cuja intensidade de coloracdo se

correlaciona com a concentracdo do Al presente no tecido.

3 RESULTADOS
3.1 Efeito do Al no desempenho de plantulas

A Tabela 2 contém a estatistica descritiva dos parametros biométricos avaliados nos trés
tratamentos (0; 1,5 e 3,0 mM de AICl3), que demonstra as alteracdes no desempenho das
plantulas de soja induzidas pela exposi¢do ao Al. No tratamento 1,5 mM de Al as maiores
redugdes ocorreram nos parametros Icresc, CTR e CTP (17,8%; 17,1% e 10,8%,
respectivamente) em relacdo ao controle. Também foram observadas reducdes nos parametros
Ivigor (11,0%), CHIP (9,2%) e ASR (8,4%). De igual forma, sob Al 3,0 mM de Al o Icresc,
CTR e CTP também foram os parametros biométricos que apresentaram as maiores reducoes
35,8; 30,2% e 24,7%, respectivamente. Ainda neste tratamento houve redugdes no Ivigor
(22,1%), ASR (19,2%), CHIP (17,3%) e MFR (15,6%). Ao comparar os valores médios dos
parametros obtidos nas duas concentracdes de Al, o Icresc foi o que mostrou maior reducdo
(21,9%), seguido pelo CTP (18,1%) e CTR (15,7%). A germinacdo das sementes € a
uniformidade das plantulas expostas ao Al apresentaram pequenas reducoes: 2,2% e 2,8% sob
1,5 mM e 5% e 5,5% sob 3,0 mM, respectivamente, em relacdo ao controle (Tabela 2). O VR
(14,7%) e DMR (10,7%) reduziram com maior magnitude no tratamento 3 mM e o DMR foi o
unico parametro que aumentou com a exposicao ao Al nas concentracdes de 1,5 € 3,0 mM (2,4
e 6%, respectivamente). Devido a magnitude gradativa na qual os pardmetros biométricos foram
alterados nds classificamos o tratamento de 1,5 mM como estresse moderado (EM) e o
tratamento de 3,0 mM como estresse severo (ES).

A Figura 1 demonstra o box plot das caracteristicas avaliadas em todos os cultivares
para cada tratamento, cujo comportamento para cada caracteristica avaliada se assemelha aos
dados apresentados na Tabela 2. O Ger e Iunif (Fig. 1A e G) foram as caracteristicas menos
afetadas. Os parametros CHIP, CTR, CTP, Ivigor, Icresc e ASR (Fig. 1B, C, D, E, F e K)
sofreram reducdo gradativa com o aumento da concentrag@o de Al. Os valores de MFR, MSR,
TAR e VR (Fig. 1H, I, J e M) sob EM foram similares ao controle e reduziram mais
intensamente sob ES. Apenas o DMR (Fig. 1L) aumentou na presenca de Al.
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3.2 Variabilidade dos cultivares de soja em fun¢do da exposicdo ao Al

Com os 13 IBs obtidos para cada cultivar foram calculados os coeficientes de correlacao,
gerado a ACP e os cultivares foram agrupados. A correlacdo para a maioria dos IBs foi
significativa para aquelas plantulas oriundas de sementes germinadas sob EM (Fig. 2). Aqui
consideramos como correlagdo forte a relagc@o entre os parametros que apresentaram coeficiente
igual ou superior a 0,7. Destacamos a correlacdo positiva e forte entre IH e ICT; ICR e IASR;
IV e ICT, IV e IC; ICT e IC; IMF e IMS; IASR e IVR. A correlagdo positiva mais forte obtida
foi entre ICT e IC (0,90), seguido por IMF e IMS (0,86), IASR e IVR (0,83) e ICR e IASR
(0,81). Por outro lado, houve correlagdo negativa moderada envolvendo o IDMR com o ICR,
IV,ICTeIC

A correlacao para a maioria dos indicadores biométricos também foi1 significativa para
as plantulas oriundas de sementes germinadas na presenca de Al 3,0 mM (Fig. 3). Destacamos
a forte correlacdo positiva entre ICR e IASR, ICT, IC; IASR e ICT, ICR, IMF; 1V e ICT, IC;
ICT e IC, IH; IVR e IMF, IMS; IMF e IMS. Entre as concentragdes de 1,5 e 3,0 mM de Al,
respectivamente, houve semelhanca entre as correlacoes mais fortes: ICT e IC (0,95) seguido
por IMF e IMS (0,9 € 0,93); ICR e IASR (0,81 ¢ 0,87); IASR e IVR (0,83 ¢ 0,86); IV e IC (0,84
e 0,85); IV e ICT (0,84 e 0,83). Semelhantemente ao verificado no estresse por 1,5 mM e Al o
IDMR foi o tnico indicador que apresentou correlacdo linear negativa significativa, porém
moderada com o ICR, IV, ICT e IC.

A APC demonstra a variacdo no desempenho dos 65 cultivares de soja sob EM e ES,
imposto pela toxicidade do Al. Na APC para as sementes germinadas sob 1,5 mM de Al (Fig.
4), os dois primeiros componentes principais (CP1 e CP2) explicaram 61,2% da variabilidade
total dos dados. Cada componente explicou individualmente 46,0 e 15,2%, respectivamente.
Com exce¢do do IDMR todos os IBs avaliados ajudam a explicar a separagdo dos cultivares
tolerantes ao Al, tendo os os vetores IMF, IMS, TASR, ICT, IV e IC apresentado maior
importancia para diferenciar o desempenho dos cultivares sob EM. Na APC com os IBs para
os cultivares sob ES (Fig. 5), os dois primeiros componentes principais (CP1 e CP2) explicaram
68,7% da variabilidade total dos dados. Cada componente explicou individualmente 53,5% e
15,2%, respectivamente. Nesta APC, assim como sob a concentragdao de 1,5 mM de Al, os
vetores IMF, IMS, IVR, ICT, IC, IV e ICR apresentaram maior importancia para diferenciar o
desempenho das cultivares tolerantes sob 3,0 mM de Al. Destaca-se que o IDMR foi o tnico
IB que contribuiu para explicar a separacdo dos cultivares sensiveis.

A variabilidade dos cultivares de soja sob exposicdo ao Al possibilitou a formacao de

quatro grupos, tanto sob EM (Fig. 6) quanto sob ES (Fig. 7), permitindo assim, uma clara
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distingdo do desempenho das plantulas sob exposicio ao Al: Grupo I (cultivares
moderadamente sensiveis), Grupo II (cultivares sensiveis), Grupo III (cultivares
moderadamente tolerantes) e Grupo IV (cultivares tolerantes). O grupo I (ITol = 11,8) foi
formado pela maioria dos cultivares, 35,38%. No grupo II estdo 13,84% dos cultivares, que
apresentaram menor tolerancia sob ES (ITol = 10,61), portanto sdo os mais sensiveis a este
elemento. Este grupo contém os cultivares que apresentaram as menores médias para os IBs:
IH (0,81), ICR (0,71), ICT (0,67), IC (0,62), IV (0,75), IMF (0,75), IMS (0,81), IASR (0,76) e
IVR (0,82); e maior IB para IDMR (1,07). O grupo III (ITol = 12,68) foi composto por 23,07%
dos cultivares e o grupo IV é composto pelos cultivares que apresentaram maior tolerancia ao
Al sob EM (ITol = 13,5). Nesse grupo foram alocados 27,69% dos cultivares, que apresentaram
os maiores IBs para IV (1,00), IU (1,06), IMF (1,17), IMS (1,18), ITA (1,00), IASR (1,03) e
IVR (1,08).

Jano ES o grupo I (ITol 11,01) abrangeu 16,92% dos cultivares. Assim como no EM,
no grupo II (ITol 9,81) estdo os menores 1Bs relacionados ao crescimento, que refletem maior
sensibilidade dos cultivares ao Al: IH (0,68), ICR (0,67), ICT (0,56), IC (0,50), IV (0,68), IMF
(0,69), IMF (0,78), IASR (0,71) e IVR (0,77), além do maior IB para IDMR (1,09). Este grupo
(ITol = 12,93) é composto por 43,07% dos cultivares avaliados. O grupo III (ITol = 11,86)
compreendeu 15,38% dos cultivares e o grupo IV, composto pelos cultivares que apresentaram
maior tolerancia sob ES (ITol = 13,21), se destacaram pelos maiores IH (1,04), ICT (0,98), IU
(1,07), IMF (1,05), IMS (1,12), ICR (1,95) e IASR (0,99). Nesse grupo foram alocados 24,61%
dos cultivares. Quando a intensidade do estresse foi aumentada (ES = 0,23) foi observado uma
modifica¢c@o na distribui¢cdo dos cultivares entre os grupos. Nos grupos I, III e IV o percentual
de cultivares reduziu em 18,46; 7,69 e 3,08%, respectivamente; enquanto o ndmero de
cultivares aumentou em 29,23% no grupo II. Isso sugere que o aumento da intensidade do
estresse aumentou a frequéncia de cultivares no grupo mais sensivel ao Al.

Dentre os 65 cultivares avaliados destacamos dois cultivares contrastantes quando
submeitidos ao estresse por Al: S0I52RSF IPRO (tolerante) e NA5909 RG (sensivel). O cultivar
S0I52RSF IPRO foi classificado no grupo IV (Fig. 6 e 7) enquanto que o cultivar NA5909 RG
foi classificado no grupo II, tanto sob EM quanto sob ES (Fig. 6 e 7). O cultivar tolerante
apresentou performance superior ao sensivel sob estresse por Al (Fig. 8A), cujos parametros de
crescimento reduziram sob exposi¢do ao Al, principalmente o CTR e CTP (Fig. 8A).

Por meio do teste de hematoxilina, nos dpices radiculares observamos acimulo de Al
nos cultivares sensivel e tolerante na concentracdo de 3.0 mM (Fig. 8B), cuja intensidade de

coloracdo foi maior para o cultivar sensivel. O Al também foi histolocalizado com o
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Cromoazurol em células meristeméticas de dpices radiculares, que revelou acimulo de Al no
ndcleo das células de ambos os cultivares na concentracdo de 3,0 mM (resultados nao

mostrados).

3.3 Alteragoes induzidas pelo Al nos indices de tolerancia ao estresse

A intensidade do estresse (IE) foi calculada nas concentracdes de 1,5 e 3,0 mM de Al
com base no percentual de germinacdo e indice de vigor médio das plantulas de 65 cultivares
de soja. Os valores obtidos de IE foram de 0,10 e 0,23 para EM e ES, respectivamente
evidenciando aumento na intensidade do estresse ao duplicar a concentracdo de Al no meio de
germinacdo. Neste estudo, o ITE e ISE foram eficientes na distincio do desempenho dos
cultivaresna presenca de Al e estes indices se correlacionaram negativa e significativamente. O
ITol se correlacionou positiva e significativamente com o ITE, enquanto o TOL se
correlacionou positiva e significativamente com o ISE (Figura S1, S2). Dessa forma, os
estimadores ITE, ISE, TOL e ITol sdo os indices que foram mais eficientes para explicar a
maior variacdo dos cultivares sob EM e ES por Al (Fig. S3, S4). Com esses dados os cultivares
foram reunidos em quatro grupos. Aqueles mais tolerantes segundo essa classificacao
apresentaram os menores valores de TOL e ISE e os cultivares mais sensiveis apresentaram os
menores valores de ITE e ITol (Fig. S5, S6). Sob EM e ES dentre os cultivares mais tolerantes
destacamos C5, C9 e C11. Dentre os cultivares mais sensiveis destacamos C10, C16, C24 (Fig.
S5, S6). Os indices IVs, indice médio do vigor (IMV) e PMG estao diretamente associados com
o desempenho do lote de cada cultivar, por isso ndo foram eficientes em discriminar os

cultivares quanto a sensibilidade ao Al.

4 DISCUSSAO

Neste trabalho nds mostramos o desempenho diferencial de 65 cultivares de soja
(Tabelal) submetidos a duas concentragdes de Al (1,5 e 3,0 mM) durante o processo de
germinacdo. Ao final, esses cultivares foram distribuidos em quatro grupos (Fig. 6 e 7) frente a
sua tolerancia a este metal. As informacdes obtidas nesse trabalho contribuem na definicdo de
caracteristicas biométricas de maior relevancia no desempenho de plantulas de soja cultivadas
na presenca de Al, inclusive indices de tolerancia que tém sido empregados na selecdo de
cultivares tolerantes ao estresse abidtico (Capobiango et al., 2023). O estudo do desempenho
de plantulas na presenca de Al em condi¢des controladas fornece insigths do comportamento
das plantulas no campo, otimizando o trabalho dos melhoristas (Custddio et al., 2002; Steiner

etal.,2021).
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Os IBs obtidos para as concentragdes de Al demostram a variabilidade dos cultivares de
soja em resposta ao estresse, apesar do curto tempo de exposicao (Fig. 4 € 5). Os cultivares que
apresentaram alto desempenho sob estresse por Al resultaram em maiores valores de IMF, IMS,
ICT, IC, ICR e IVR (Fig. 4 € 5). Os cultivares que apresentaram desempenho inferior, por outro
lado, mostraram menores valores para estas caracteristicas. Assim, os cultivares responderam
diferencialmente ao estresse por Al (Rasheed er al., 2023; Steiner et al., 2021) e essa
variabilidade pode ser explicada pelos varios mecanismos de tolerancia presentes nas plantas:
modifica¢do do pH da rizosfera (Riaz et al., 2018); exsudacdo de 4cidos organicos (Nunes-Nesi
et al., 2014); imobilizacdo do Al em tecidos externos (Andrade et al., 2023; Silva et al., 2020),
modulacdo do sistema antioxidante enzimatico (Ribeiro et al., 2022;Yoshida et al., 2023) e
modulacdo do metabolismo primério (Andrade et al., 2023; Silva et al., 2023). A eficiéncia de
um ou mais destes mecanismos pode influenciar na resposta diferencial a presenca do Al em
diferentes cultivares de uma mesma espécie (Rasheed et al., 2023).

Como diferentes cultivares respondem diferencialmente aos estresses abidticos €
possivel agrupa-los quanto ao nivel de tolerancia (Steiner, ef al. 2021). Nas duas concentracdes
avaliadas os cultivares foram alocados em quatro grupos que se diferiram quanto a tolerancia
ao Al, nas condicdes em que os ensaios foram desenvolvidos (Fig. 6 ¢ 7). Com o aumento da
intensidade do estresse houve uma redistribuicao dos cultivares entre os grupos, com reducao
no percentual de cultivares alocados nos grupos I, III e IV e aumento expressivo do percentual
de cultivares no grupo II (maior sensibilidade). Isso indica a transi¢do de cultivares que antes

estavam em grupos de maior tolerancia para grupos de menor tolerancia ao Al.

4.1 Efeitos do Al na germinag¢do de sementes de soja

Apesar de alguns autores relatarem reducio no percentual de germinacao para Cajanus
cajan (Madhan et al., 2014), Ricinus communis (Silva et al., 2014), Oryza sativa (Qiangian et
al., 2023; Xu et al., 2017) e Helianthus annuus L. (Cai et al., 2022), neste trabalho a redugao
da germinacdo foi 2,2 e 5% sob EM e ES, respectivamente (Tabela 2, Fig. 1A). O IG néo foi
decisivo na diferenciag@o entre cultivares (Fig. 4 e 5), embora esse indice reduziu entre os
grupos IV (tolerante) e II (sensivel) nas duas condi¢des de estresse avaliadas. Custddio et al.
(2002) também nao observaram reducdo da germinacao das sementes de soja ocasionada pelo
Al, assim como Silva e Matos (2016) em Lactuca sativa, Delavar et al. (2017) em Zea mays e
Kouki et al. (2021) em Cucumis sativus. Os testes de histolocalizacdo do Al com hematoxilina

revelaram Al apenas no édpice da raiz (Fig. 8B), mas ndo foi detectado nos cotilédones e eixo
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embriondrio (dados ndo mostrados). Assim, ou o tegumento impediu a difusdo do Al para os
cotilédones ou este elemento encontrou resisténcia a difusdo nos cotilédones (Silva et al., 2014).
O tegumento da semente atua como barreira protetora e pode restringir a absorcdo de metais
pesados (Kranner; Colville, 2011). Além disso, as plantulas com trés dias pés-germina¢io nao
apresentam corrente transpiratéria efetiva, sobretudo sob alta umidade relativa (90%),
impedindo o transporte do Al absorvido nas raizes para regides superiores das plantulas por
fluxo de massa. Sem um contato direto das estruturas vivas da semente com o Al,

principalmente o eixo embriondrio, o seu efeito na germinagdo nao foi proeminente.

4.2 O Al alterou a morfologia e crescimento de plantulas de soja

O Al tende a se acumular em &pices radiculares (Fig. 8B), que sdo os sitios de percep¢ao
da toxidez desse elemento (Kouki et al., 2021; Wen et al., 2021). Geralmente cultivares
sensiveis acumulam mais Al em relac@o aos tolerantes (Rahim et al., 2019; Silva et al., 2020;
Souza et al., 2016), por isso eles normalmente apresentam reducdo das caracteristicas de
crescimento sob estresse por Al (Cai et al., 2019; Ding et al., 2022). Cultivares tolerantes ao
Al, por outro lado, podem manter o crescimento da raiz mesmo apds exposi¢ao ao Al (Brito et
al., 2020). No ensaio de histolocalizacdo de Al tanto o cultivar tolerante (50I52RSF IPRO)
quanto o cultivar sensivel (NA5S909 RG) acumularam Al no 4pice radicular. Entretanto, no
cultivar NA5909 RG foi registrado uma colorag@o purpura mais intensa (Fig. 8B). Isso pode
explicar o seu menor desempenho apds exposicdo ao Al quando comparado com o cultivar
50152RSF TPRO (Fig. 8A), cujo comportamento pode se reproduzir nos cultivares sensiveis
(grupos I, 1) e tolerantes (grupos III, IV) e explicar o desempenho diferencial das plantulas. O
acumulo de Al no 4pice radicular aumenta a rigidez da parede celular, reduzindo a expansao
celular (Ciamporova, 2002; Singh et al., 2017), resultando em diferentes respostas de
crescimento entre cultivares (Brito et al., 2020; Ribeiro et al., 2022; Yoshida et al., 2023).

A reducdo nos pardmetros de crescimento de plantulas como raiz, parte aérea e biomassa
sdo reportados em experimentos conduzidos sob estresse por Al (Alves et al., 2022; Hassanei
et al., 2020; Kundu; Ganesan et al., 2023); com foco principal no sistema radicular
(Ciamporova, 2002). Nesse estudo nés identificamos mudancas na morfologia e redugio em
parametros de crescimento de raizes, que se acentuaram sob ES (Fig. 8A, Tabela 2) e se
reproduziram também nos IBs. A raiz € o alvo primario da toxidez por Al, portanto seus efeitos
primdrios se manifestam na inibi¢ao do crescimento radicular (Cai et al., 2019; Rasheed et al.,

2023; Wen et al., 2021), conforme observamos no cultivar sensivel (Fig. 8A). O CTR foi uma
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das caracteristicas que mais reduziu com o estresse por Al no EM e ES (Fig. 1C) e o ICR foi
um dos indices que mais contribui na diferenciacdo dos cultivares quanto a tolerincia a este
elemento. O ICR foi maior nos cultivares do grupo IV (mais tolerante), € menor no grupo II
(menos tolerante) tanto no EM quanto no ES. Entretanto, o aumento na intensidade do estresse
reduziu o ICR em todos os grupos.

A presenca do Al no meio de crescimento converge para a redu¢cdo do comprimento
radicular, como foi verificado em Vicia faba (Hassanein et al. 2020), Glycine max (Steiner et
al., 2021), Gossypium hirsutum (Kundu; Ganesan et al., 2023) e Zea mays (Alves et al., 2022)
e esse comportamento se reproduz nas caracteristicas correlacionadas com o CTR, como o CTP,
Ivigor, Icresc, MFR, MSR, ASR e VR. O Al reduziu o CHIP, apesar desse elemento ndo ter se
acumulado no hipocétilo (Fig. 1B, Fig. 8B), o que pode explicar uma menor influéncia do IH
para discriminar os cultivares (Fig. 4 € 5). A reducido do CHIP e CTR resultaram na redugdo do
CTP das plantulas em até 30% sob ES (Tabela 2, Fig. 1D). Custédio et al. (2002) também
registraram redu¢des no comprimento do hipocétilo e da raiz de plantulas de soja sob estresse
por Al. A reducao no Icresc e Ivigor na presenca do Al é explicada pelo efeito desse elemento
na reducdo do CHIP, CTR e CTP. No célculo do Ivigor s3o considerados a influéncia exercida
pelo Icresc e Tunif de plantulas (Castan et al., 2018), atributos inerentes ao conceito de vigor de
sementes (Finch-Savage; Bassel, 2016). Apesar da importancia do Iunif para definir um alto
desempenho de plantulas, a reducdo desse parametro foi de apenas 5,5% sob ES (Tabela 2, Fig.
1G). Contudo, os grupos III e IV apresentaram IU superior aos cultivares dos grupos I e II. Os
IBs ICT, IC e IV s@o caracteristicas altamente correlacionadas (Fig. 2 e 3) e exerceram forte
influéncia na distin¢c@o entre os cultivares do grupo Il e IV (Fig. 4 e 5). Reducdo de vigor de
plantulas de sementes germinadas sob presenca de Al também foi registrado em Glycine max
(Custodio, 2002) e Zea mays (Delavar et al., 2017).

Nesse trabalho observamos uma reducdo na MFR, MSR e TAR nas plantulas de soja
expostas ao Al (Tabela 2, Fig. 1H-J). Geralmente os trabalhos com Al em plantulas apontam
para redugdo de massas fresca e seca e volume de raizes (Ding et al., 2022; Hassanein et al.,
2020; Steiner et al., 2021). Essa redu¢do no acumulo de biomassa pode estar vinculada a
dificuldades na mobilizagdo de reservas dos cotilédones a plantula em crescimento. A
germinacdo de sementes e emergéncia de plantulas sdo estdgios metabolicamente ativos, com
alta demanda de carboidratos e proteinas (Bewley et al., 2013). A presenca de ions toxicos pode
afetar a atividade hidrolitica das enzimas, reduzindo a mobiliza¢do de reservas e suprimento
metabdlico para as plantulas em crescimento (Seneviratne et al., 2019), traduzindo em menor

acumulo de biomassa (Tabela 2, Fig. 1I). Além disso, a presenca de ions toxicos pode reduzir
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a absor¢do de dgua pelas sementes (Seneviratne et al., 2019). A diminuicdo do TAR com a
exposicao ao Al pode ser uma evidéncia da reducdo do fluxo de 4gua nas sementes (Sade et al.,
2016), com prejuizo a translocacdo de reservas dos cotilédones para a raiz (Seneviratne et al.,
2019).

O efeito do Al foi refletido na reducdo da ASR e VR (Tabela 2, Fig. 1K e M) e no IASR
e IVR que foram menores nos grupos dos cultivares mais sensiveis ao Al e altamente
correlacionados em ambos os tratamentos (Fig. 2 e 3). Reduc¢@o de drea e volume de raizes de
soja em funcdo do Al também foram relatadas por Wen et al. (2021). O DMR da raiz aumentou
sob estresse por Al (Tabela 2, Fig. 1L) tendo o grupo dos cultivares sensiveis apresentando os
maiores valores; Gnico vetor manifestado nos escores negativos, onde majoritariamente estao
os cultivares que foram mais sensiveis ao Al (Fig. 4 e 5). O aumento do DMR implica em
engrossamento das raizes, comportamento cldssico em raizes de plantas cultivadas na presenca
de Al (Ding et al., 2022; Kopittke et al., 2015; Sade et al., 2016). O Al induz alteracdes
morfolégicas em raizes, como o seu engrossamento (Ciamporova, 2002) e o IDMR se
correlacionou negativa e significativamente com o ICR, ICT, IC e IV tanto no EM (Fig. 2)
quanto no ES (Fig. 3). Isso nos permite inferir que 0 aumento no didmetro se associou com a
reducdo no comprimento das raizes, e consequentemente contribuiu na reducido da ASR e VR.
O aumento do diametro radicular em resposta ao Al estd associado a reduc@o do funcionamento
das raizes, que pode se expressar em menor drea superficial e volume de raizes para explorar
os recursos disponiveis no solo. Plantulas cujas raizes apresentam &rea superficial e volume
reduzidos podem apresentar maior dificuldade no estabelecimento, momento em que as
plantulas passam para uma condic@o autotréfica e que exige das raizes a absorcdo de dgua e

nutrientes do solo.

4.3 Indices de tolerdncia sdo estimadores eficientes na fenotipagem de plantulas sob estresse
por Al

Nesse trabalho abordamos vérios indices comumente empregados na prospecgdo de
cultivares tolerantes ao estresse abidtico (Ekbic et al., 2017; Porch et al., 2006; Singh et al.,
2015). Os indices ISE e TOL; ITE e ITol corroboraram com o agrupamento dos cultivares para
ambas as concentragdes (Fig. S5 e S6), pois aqueles que apresentaram os maiores valores de
ITE e ITol foram classificados nos grupos daqueles mais tolerantes, ao passo que aqueles que
apresentaram os maiores valores de ISE e TOL estdo nos grupos dos cultivares mais sensiveis.
Em screenings que se empregam indices de tolerancia ao estresse 0 PMG e ITE sempre sdo os

mais recomendados, pois se correlacionam positivamente com o desempenho do cultivar na
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auséncia e presenca do agente estressante (Ekbic et al., 2017; Krishnamurthy et al., 2016; Singh
et al.,2015). Entretanto o PMG ¢é muito influenciado pelo desempenho potencial dos cultivares.
Dessa forma, cultivares mais sensiveis podem apresentar alto PMG até mesmo sob estresse. O
ITE além de considerar o desempenho das plantulas na auséncia e presenga de estresse seleciona
cultivares com alto desempenho e tolerdncia ao estresse, o que explica sua abordagem
recorrente em trabalhos correlatos (Fernandez, 1992; Krishnamurthy et al., 2016; Zhang et al.,

2019).

5 CONCLUSAO

O Al ndo reduziu significativamente a germinacdo das sementes, mas alterou
diferencialmente o desempenho de plantulas dos 65 cultivares de soja avaliados. Os parametros
CTP, Icresc, Ivigor, CTR, MFR, MSR, ASR e VR reduziram com a exposi¢do ao Al, enquanto
o DMR aumentou. Estes parametros, juntamente com os indices ITE, ITol, ISE e TOL podem
ser utilizados em estudos de fenotipagem e selecio precoce de cultivares tolerantes ao estresse
por Al. Nesse screening destacamos dois cultivares contrastantes na tolerancia diferencial ao
Al: 50I52RSF IPRO (tolerante) e NAS909 RG (sensivel). Por meio de testes histoquimicos
reportamos o acumulo de Al no 4pice radicular e no ndcleo de células meristematicas. Por fim,
os cultivares que apresentaram desempenho superior sob estresse podem ser estudados na

prospeccdo de genes de tolerancia ao Al em soja.
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APENDICE A — Tabela 1

Lista dos 65 cultivares de soja (Glycine max) avaliados

ID Cultivar ID Cultivar ID Cultivar

Cl 64161RSF IPRO C23 M5947 IPRO C45 DM75174RSF IPRO
C2 NEO530 [PRO C24  NA5909 RG C46 75I77RSF IPRO

C3 68170RSF IPRO C25 M6210 IPRO C47 77179RSF IPRO

C4 DM 66168RSF C26  NS6700 IPRO C48 M7739 IPRO

C5 NEO610 IPRO C27 NS5445 IPRO C49 DM79I81RSF IPRO
Cé6 NEO660 IPRO C28 AS3680 IPRO C50 8579RSF IPRO

C7 DMS53154RSF IPRO  C29 AS3730 IPRO C51 NS7901 RR

C8 65165RSF IPRO C30 MS8644 IPRO C52 NEO790 IPRO

C9 DM 6563RSF IPRO (31 DM60163RSF IPRO C53 DMSO0I79RSF IPRO
C10 DM5958RSF IPRO  C32 61163RSF IPRO C54 FT®4280 IPRO
Cl1 50I52RSF IPRO C33 DM64163RSF IPRO C55 80HO109 IPRO
C12 58I60RSF IPRO C34  NEO 650 IPRO C56 80I82RSF IPRO
C13 59160RSF IPRO C35 FLX6263RSF IPRO C57 81I81RSF IPRO
Cl4 55I57RSF C36 68168 RSF IPRO (UNICA) C58 DMS82I78RSF IPRO
CI15 57152RSF C37 DM68169 RSF IPRO C59 CZ58B28 IPRO
Cl6 63164RSF IPRO C38 NS6990 IPRO C60 83I85RSF IPRO
C17 BS2606 IPRO C39 TEC7022 IPRO C61 MS8372 IPRO

C18 M6410 IPRO C40  NEO710 IPRO C62 TMG2383 IPRO
C19 M5917 IPRO C41 74177 RSFIPRO C63 84I86RSF IPRO
C20 TMG7063 C42 DM73175RSF IPRO Co4 84I85RSF IPRO
C21 M5838 IPRO C43 8473RSF RR C65 SYN1687 IPRO
C22  NS6601 IPRO C44  NEO740 IPRO

Abreviacao: ID, identificacao.
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APENDICE B — Tabela 2

Estatistica descritiva de caracteristicas biométricas de plantulas de 65 cultivares de soja trés
dias apos a germinacao na auséncia e presenca de aluminio (1,5 ou 3,0 mM).

CHIP CTR CTP

Trat Ger (%) Ivigor Icresc Iunif
(cm) (cm) (cm)

Min. 41,25 0,42 1,46 0,84 155,78 4293 301,63

Control (0 Max. 100,00 2,99 8,51 10,64 854,55 884,10 841,33

Al) Med. 88,01 1,39 3,94 4,20 401,27 313,58 605,88

Desv.P 11,53 0,67 1,25 2,21 15441 176,17 129,34

Min. 46,25 0,30 1,50 0,87 150,95 52,53 354,03

1.5 mM Max. 100,00 2,87 6,24 8,02 635,63 581,88 804,58

AICl3 Med. 86,10 1,26 3,52 3,58 357,05 257,70 588,84

Desv.P 15,39 0,67 1,11 1,91 140,44 144,70 152,58

Min. 50,00 0,23 1,31 0,62 103,28 36,95 258,00

3 mM AIClS Max. 100,00 2,76 5,24 7,14 594,93 529,95 787,53

Med. 83,60 1,15 2,97 2,93 312,67 201,37 572,38

Desv.P 16,63 0,64 0,91 1,66 123,06 121,00 157,61

MFR MSR TAR ASR  DMR VR

e @ mp  ENS ) (mm) (mmd)

Min. 0,27 18,50 12,84 0,68 1,14 25,50
Control (0 Max. 2,08 104,00 21,88 3,22 1,68 110,00
Al) Med. 0,90 48,70 17,10 1,54 1,33 49,99
Desv. P 0,41 19,21 2,24 0,47 0,11 16,98

Min. 0,29 20,25 11,09 0,67 1,14 25,00

1.5 mM Max. 1,81 90,75 20,74 2,32 1,63 80,25
AlCI3 Med. 0,85 47,57 16,21 1,41 1,36 46,22
Desv. P 0,35 18,54 2,72 0,38 0,12 14,15

Min. 0,23 13,50 11,08 0,59 1,19 22,00

Max. 2,09 107,25 19,76 2,17 1,75 90,25

Med. 0,76 43,47 15,40 1,25 1,41 42,62

Desv. P 0,38 19,81 2,83 0,37 0,13 15,35

Abreviagdes: Germinagdo (Ger); comprimento do hipocétilo (CHIP); comprimento total da raiz (CTR);
comprimento total da plantula (CTP); indice de vigor (Ivigor); indice de crescimento (Icresc); indice de
uniformidade (Iunif); massa fresca da raiz (MFR); massa seca da raiz (MSR); teor de 4gua da raiz em base seca
(TAR); area superficial da raiz (ASR); didmetro médio da raiz (DMR) e volume da raiz (VR); minimo (Min);
maximo (Max); média (Med); desvio padrdo (Desv. P).

3 mM AICl;
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Figura 1. Box plot das caracteristicas biométricas de plantulas de 65 cultivares de soja trés dias apds a germinagao
na auséncia ou presenca de aluminio (1,5 ou 3,0 mM). Percentual de germinagdo (Ger) (A); comprimento do
hipocétilo (CHIP) (B); comprimento total da raiz (CTR) (C); comprimento total da plantula (CTP) (D); indice de
vigor (Ivigor) (E); indice de crescimento (Icresc) (F); indice de uniformidade (Tunif) (G); massa fresca da raiz
(MFR) (H); massa seca da raiz (MSR) (I); teor de dgua da raiz em base seca (TAR) (J); drea superficial da raiz
(ASR) (K); diametro médio da raiz (DMR) (L) e volume da raiz (VR). A linha pontilhada vermelha indica o valor
médio dos cultivares para cada condi¢do de estresse. SE: sem estresse; EM: estresse moderado; ES: estresse severo.



45

APENDICE D - Figura 2
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Figura 2. Matriz de correlaggo linear de Pearson (p<0,05 pelo Teste ¢) obtida a partir de IBs de plantulas de 65
cultivares de soja apos exposi¢do ao Al 1,5 mM durante o processo de germinagio. Indice do teor de 4gua da raiz
(ITA), indice de diametro médio da raiz (IDMR), indice de uniformidade (IU), indice do hipocétilo (IH), indice de
germinacdo (IG), indice do comprimento total da raiz (ICR), indice de vigor (IV), indice do comprimento total da
plantula (ICT), indice de crescimento (IC), indice de massa fresca da raiz (IMF), indice de massa seca da raiz
(IMS), indice de area superficial da raiz (IASR), indice do volume da raiz (IVR).
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APENDICE E - Figura 3
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Figura 3. Matriz de correlagdo linear de Pearson (p<0,05 pelo Teste #) obtida a partir de indicadores biométricos
de plantulas de 65 cultivares de soja apés exposicdo ao Al 3,0 mM durante o processo de germinagio. Indice de
diametro médio da raiz (IDMR), indice do comprimento total da raiz (ICR), indice de area superficial da raiz
(IASR), indice de vigor (IV), indice do comprimento total da plantula (ICT), indice de crescimento (IC), indice do
hipocétilo (IH), indice do volume de raiz (IVR), indice de massa fresca da raiz (IMF), indice massa seca da raiz
(IMS), indice do teor de agua da raiz (ITA), indice de uniformidade (IU), indice de germinagédo (IG).
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APENDICE F - Figura 4
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Figura 4. Biplot da analise de componentes principais (ACP) obtida por meio da combinagdo linear dos indices
biométricos de plantulas de 65 cultivares de soja submetidas a 1,5 mM de Al durante o processo de germinagéo.
Indice do teor de 4gua da raiz (ITA), indice de didmetro médio da raiz (IDMR), indice de uniformidade (IU), indice
do hipocétilo (IH), indice de germinagéo (IG), indice do comprimento total da raiz (ICR), indice de vigor (IV),
indice do comprimento total da plantula (ICT), indice de crescimento (IC), indice de massa fresca da raiz (IMF),
indice de massa seca da raiz (IMS), indice de area superficial da raiz (IASR), indice do volume da raiz (IVR).
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APENDICE G - Figura 5
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Figura 5. Biplot da analise de componentes principais (ACP) obtida por meio da combinagdo linear dos indices
biométricos de plantulas de 65 cultivares de soja submetidas a 3,0 mM de Al durante o processo de germinagéo.
Indice do teor de 4gua da raiz (ITA), indice de didmetro médio da raiz (IDMR), indice de uniformidade (IU), indice
do hipocétilo (IH), indice de germinagéo (IG), indice do comprimento total da raiz (ICR), indice de vigor (IV),
indice do comprimento total da plantula (ICT), indice de crescimento (IC), indice de massa fresca da raiz (IMF),
indice de massa seca da raiz (IMS), indice de area superficial da raiz (IASR), indice do volume da raiz (IVR).
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APENDICE H - Figura 6
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Figura 6. Heat map para os indices biométricos de plantulas de 65 cultivares de soja submetidas a 1,5 mM de Al
durante o processo de germinagio. Indice do teor de dgua da raiz (ITA), indice de didmetro médio da raiz (IDMR),
indice de uniformidade (IU), indice do hipocétilo (IH), indice de germinagdo (IG), indice do comprimento total da
raiz (ICR), indice de vigor (IV), indice do comprimento total da plantula (ICT), indice de crescimento (IC), indice
de massa fresca da raiz (IMF), indice de massa seca da raiz (IMS), indice de area superficial da raiz (IASR), indice
do volume da raiz (IVR).
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APENDICE 1 - Figura 7
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Figura 7. Heat map para os indices biométricos de plantulas de 65 cultivares de soja submetidas a 3,0 mM de Al
durante o processo de germinagio. Indice do teor de dgua da raiz (ITA), indice de didmetro médio da raiz (IDMR),
indice de uniformidade (IU), indice do hipocétilo (IH), indice de germinag¢ao (IG), indice do comprimento total da
raiz (ICR), indice de vigor (IV), indice do comprimento total da plantula (ICT), indice de crescimento (IC), indice
de massa fresca da raiz (IMF), indice de massa seca da raiz (IMS), indice de area superficial da raiz (IASR), indice
do volume da raiz (IVR).
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Figura 8. Efeito do Al sobre o crescimento e desenvolvimento de plantulas de soja (A) e histolocaliza¢do do Al
em apices radiculares de plantulas de soja, apds coloracdo com hematoxilina (identificado pela coloragdo ptirpura)
(B). As sementes de dois cultivares de soja, SOIS2RSF IPRO (tolerante) e NA5909 RG (sensivel) foram

germinadas durante trés dias sob auséncia (0 mM) ou presenga de Al (1,5 ou 3,0 mM).
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APENDICE K (Dados Suplementares) - Figura S1
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Figura S1. Matriz de correlagdo linear de Pearson obtida a partir dos indices de tolerancia de plantulas de 65
cultivares de soja apds exposi¢io ao Al 1,5 mM durante o processo de germinagao. Indice de Vigor do controle
(IVc), indice de Vigor do estresse (IVs), Indice Médio do Vigor (IMV), tolerancia (TOL), Produtividade Média
Geométrica (PMG), Indice de Sensibilidade ao Estresse (ISE), indice de Tolerancia ao estresse (ITE), Indice de
Tolerancia (ITol). As células coloridas indicam correlagdo significativa (p<0,05 pelo Teste ¢).
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APENDICE L (Dados Suplementares) - Figura S2
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Figura S2. Matriz de correlagdo linear de Pearson obtida a partir dos indices de tolerancia de plantulas de 65
cultivares de soja apds exposi¢io ao Al 3,0 mM durante o processo de germinagio. indice de Vigor do controle
(IVc), indice de Vigor do estresse (IVs), Indice Médio do Vigor (IMV), tolerancia (TOL), Produtividade Média
Geométrica (PMG), Indice de Sensibilidade ao Estresse (ISE), indice de Tolerancia ao estresse (ITE), Indice de
Tolerancia (ITol). As células coloridas indicam correlagdo significativa (p<0,05 pelo Teste £).
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APENDICE M (Dados Suplementares) - Figura S3
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Figura S3. Biplot da Analise de Componentes Principais (PCA) obtida por meio da combinagéo linear dos indices
biométricos de plantulas de 65 cultivares de soja sob Al 1,5 mM durante o processo de germinago. Indice de Vigor
do controle (IVc), Indice de Vigor do estresse (IVs), Indice Médio do Vigor (IMV), tolerancia (TOL),
Produtividade Média Geométrica (PMG), Indice de Sensibilidade ao Estresse (ISE), Indice de Tolerancia ao
estresse (ITE), indice de Tolerancia (ITol).
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APENDICE N (Dados Suplementares) - Figura S4
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Figura S4. Biplot da Analise de Componentes Principais (PCA) obtida por meio da combinagdo linear dos indices
biométricos de plantulas de 65 cultivares de soja sob Al 3,0 mM durante o processo de germinagio. Indice de Vigor
do controle (IVc), Indice de Vigor do estresse (IVs), Indice Médio do Vigor (IMV), tolerancia (TOL),
Produtividade Média Geométrica (PMG), Indice de Sensibilidade ao Estresse (ISE), Indice de Tolerancia ao
estresse (ITE), indice de Tolerancia (ITol).
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Figura S5. Heat map para os indices de tolerancia de plantulas de 65 cultivares de soja sob Al 1,5 mM durante o
processo de germinagdo. Indice de Vigor do controle (IVc), Indice de Vigor do estresse (IVs), Indice Médio do
Vigor (IMV), tolerancia (TOL), Produtividade Média Geométrica (PMG), Indice de Sensibilidade ao Estresse

(ISE), indice de Toleréncia ao estresse (ITE), Indice de Tolerancia (ITol).
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Figura S6. Heat map para os indices de tolerancia de plantulas de 65 cultivares de soja sob Al 3,0 mM durante o
processo de germinagdo. Indice de Vigor do controle (IVc), Indice de Vigor do estresse (IVs), Indice Médio do
Vigor (IMV), tolerancia (TOL), Produtividade Média Geométrica (PMG), Indice de Sensibilidade ao Estresse

(ISE), indice de Toleréncia ao estresse (ITE), Indice de Tolerancia (ITol).
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CAPITULO 2: Germinando sob estresse: aluminio modula a morfoanatomia e o

metabolismo o em apices radiculares de plantulas de soja

Resumo

O aluminio (Al) pode ocasionar distirbios metabdlicos que se refletem em menor performance
das plantulas. A germinagdo das sementes, o desempenho das plantulas, acimulo de Al, a
concentracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e aspectos fisioldgicos e metabdlicos
foram avaliados em &pices radiculares de soja de dois cultivares com tolerancia diferencial ao
Al: 50I52RSF IPRO (tolerante) e NA5909 RG (sensivel). As sementes foram semeadas em
papel Germitest® na auséncia (0 mM) e presenga (1,5 mM) de Al e no terceiro dia foram
mensurados: a taxa de germinacdo, o comprimento total de plantulas e indice de vigor, indice
de crescimento, comprimento total das raizes, volume das raizes e diametro médio das raizes.
Teor, sitios de acimulo de Al e micromorfologia de dpices radiculares foram analisados. Nos
dpices radiculares foram quantificados marcadores do estresse oxidativo (02", H2O2 e MDA),
atividades de enzimas antioxidantes (SOD, CAT, POX, APX, GPX, GR e DHAR) e compostos
relacionados ao metabolismo primério (aminodcidos, prolina, proteinas, amido, glicose, frutose,
sacarose, malato, fumarato, fendis, nitrato e ureideos). Na presenca de Al o indice de
crescimento, comprimento da raiz e total foram os parametros que apresentaram maior reducao
no cultivar sensivel, além disso houve engrossamento nas raizes desse cultivar. Nos dois
cultivares foi detectado Al no édpice das raizes pela reac@o positiva com o corante hematoxilina
e pelo fluor6foro lumogallion na microscopia confocal, inclusive nas células da borda. Danos
micromorfolégicos ndo foram observados nos dpices radiculares, entretanto o estresse oxidativo
e a peroxidacdo lipidica aumentaram no cultivar sensivel exposto ao Al. No cultivar tolerante
houve a formacdo de células de borda e a ativagcdo de um sistema antioxidante robusto,
contribuindo para minimizar os efeitos do estresse oxidativo ocasionado pelo Al. O
metabolismo primario foi modulado, com destaque para o aumento nos teores dos acucares
soliveis e reducdo de malato nos dois cultivares e aumento do teor de prolina e reducdo de
fendis no cultivar tolerante.

Palavras-chave: Glycine max (L) Merrill; células da borda; acimulo de Al; desempenho de
plantulas; estresse oxidativo; metabolismo primario.
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Abstract

Aluminum (Al) can cause metabolic disorders that reflected in reduced seedling performance.
Seed germination, seedling performance, Al accumulation, reactive oxygen species (ROS)
concentration, and physiological and metabolic aspects were evaluated in soybean root tips of
two cultivars with differential tolerance to Al: 50I52RSF IPRO (tolerant) and NA5909 RG
(sensitive). The seeds were sown on Germitest® paper in the absence (0 mM) and presence (1.5
mM) of Al, and on the third day, the germination rate, total seedling length and vigor index,
growth index, total root length, root volume, and average root diameter were measured. Al
content, Al accumulation sites, and root tip micromorphology were analyzed. Oxidative stress
markers (02", H2O,, and MDA), antioxidant enzyme activities (SOD, CAT, POX, APX, GPX,
GR, and DHAR), and compounds related to primary metabolism (amino acids, proline,
proteins, starch, glucose, fructose, sucrose, malate, fumarate, phenols, nitrate, and ureides) were
quantified in the root tips. In the presence of Al, the growth index, root length, and total length
were the parameters that showed the greatest reduction in the sensitive cultivar, in addition to
thickening in the roots of this cultivar. In both cultivars, Al was detected in the root tips by the
positive reaction with the hematoxylin dye and by the lumogallion fluorophore in confocal
microscopy, including in the edge cells. Micromorphological damage was not observed in the
root tips, however, oxidative stress and lipid peroxidation increased in the sensitive cultivar
exposed to Al. In the tolerant cultivar, there was the formation of border cells and the activation
of a robust antioxidant system, contributing to minimizing the effects of oxidative stress caused
by Al. Primary metabolism was modulated, with emphasis on the increase in soluble sugar
levels and reduction of malate in both cultivars and an increase in proline level and reduction
of phenols in the tolerant cultivar.

Keywords: Glycine max (L) Merrill; border cells; Al accumulation; seedling performance;
oxidative stress; primary metabolism.
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1 INTRODUCAO

A biodisponibilidade do aluminio (Al) em solos acidos (pH <5,5) ¢ um dos principais
fatores que contribuem para a redugdo da produtividade agricola nos trépicos, onde se localizam
regides estratégicas para a producdo de alimentos (Kochian et al., 2015; Rao et al., 2016). Dessa
forma, o estresse por Al se configura como problema cronico para a produgdo de alimentos, sob
um contexto de preocupacdo com a seguranca alimentar e a sustentabilidade ambiental
(Rasheed et al., 2023; Riaz et al., 2018). Ainda mais com a acidificacdo do solo se
intensificando com o uso de fertilizantes e absorcao de nutrientes cationicos pelas plantas
(Zhang et al., 2020).

A afinidade do Al pelos grupos carboxilicos com cargas negativas presentes na matriz
péctica da parede celular favorece seu acimulo nos apices radiculares (Ofoe ef al., 2023), como
pode ser observado em pontas de raizes de arroz (Brito et al., 2020; Ribeiro et al., 2022), soja
(Andrade et al., 2023; Silva et al., 2020) e milho pipoca (Yoshida et al., 2023) através de testes
de histolocalizacdo e uso de microscopia de luz e eletronica. O Al induz alteracdes fisioldgicas
(Silva et al., 2023) e morfoldgicas nas raizes (Ciamporovd, 2002; Riaz et al., 2018), culminando
na inibi¢do do crescimento radicular (Kochian et al., 2015; Ofoe et al., 2023). O aciumulo de
Al também compromete a absor¢do de dgua e nutrientes, conferindo susceptibilidade as plantas
submetidas a estresses por seca e disttrbios fisiolégicos em funcdo da deficiéncia nutricional
(Rao et al., 2016).

A ocorréncia de estresses abidticos, como o ocasionado pelo Al, nas fases sensiveis do
ciclo de vida das plantas (germinagdo e emergéncia), pode comprometer o seu desempenho no
campo e refletir em reducdo na produtividade (Rao et al., 2016; Steiner et al., 2021). Entretanto,
estudos mais frequentes visando avaliar os efeitos do Al em plantas cultivadas sdo conduzidos
nos estagios mais avangados de desenvolvimento (Andrade et al., 2023; Silva et al., 2020,
2023). Dessa forma, surgem questionamentos sobre a influéncia do Al nas fases iniciais do ciclo
de vida das plantas. Alguns autores avaliaram o efeito do Al na germinagdo de espécies
cultivadas e constataram que o estresse por Al reduziu a germinacdo de sementes e os
parametros biométricos de plantulas, como o comprimento do hipocétilo e da raiz (Cai et al.,
2022; Custddio et al., 2002; Steiner et al., 2021). Entretanto, estudos sobre o acimulo de Al e
os mecanismos de tolerancia a este metal em estagios germinativo e pds-germinativo sao pouco

explorados (Wang et al., 2019).
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O actiimulo de Al nas raizes pode ocasionar o estresse oxidativo, em fun¢do do
desbalanc¢o na producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) nos compartimentos celulares,
como radical anion superdxido (O2") e peréxido de hidrogénio (H202) (Gill; Tuteja, 2010;
Sharma et. al., 2012). Apesar da sintese de EROs pertencer ao metabolismo constitutivo das
plantas, atuando na sinalizacdo molecular (Appel; Hirt, 2004), inclusive modulando eventos
germinativos (Bailly, 2004; Bailly et al., 2008; Farooq et al., 2021), seu acimulo induz
modificagdes no status de oxido-reducdo de células e estresse oxidativo; danificando
biomoléculas como lipidios, proteinas e acidos nucléicos, que resulta na peroxidacao lipidica e
morte celular (Mittler, 2002).

As enzimas antioxidantes sdo a primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo
provocado pela exposicao ao Al (Gupta et al., 2013), que pode induzir a sintese e/ou a ativagao
das enzimas do sistema antioxidante: superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase
(POX), ascorbato peroxidase (APX) e glutationa peroxidase (GPX), reduzindo para niveis
tolerdveis a concentracdo de EROs (Appel; Hirt, 2004; Bailly, 2004). Dessa forma, a
maquinaria antioxidante atua para mitigar o estresse oxidativo ocasionado pelo Al (Ribeiro et
al., 2012, 2022; Yoshida et al., 2023). Outras respostas metabdlicas podem ser moduladas pela
exposicao ao Al téxico, desde as alteragdes na concentracdo de agucares soliveis e compostos
nitrogenados, até a sintese de acidos organicos e compostos fendlicos (Rahman; Upadhyaya,
2021; Ofoe et al., 2023). As alteragdes na sintese de compostos oriundos do metabolismo
central em condi¢do de estresse por Al podem consistir em respostas de tolerancia, e a
quantificagcdo desses metabdlitos pode ajudar na elucidacdo desses mecanismos (Andrade et al.,
2023; Silva et al., 2023; Siqueira et al., 2020).

A soja (Glycine max L. Merrill) é uma cultura anual de grande importancia para a
seguranga alimentar (Rasheed et al., 2023). No Brasil, seu cultivo ocorre em regides onde os
solos sdo naturalmente acidos e propensos a exposicao ao Al toxico desde as fases iniciais do
ciclo da cultura. Dessa forma, o desenvolvimento de cultivares com alta performance nessa
condicdo de cultivo é essencial (Rao et al., 2016). Nesse trabalho nds utilizamos dois cultivares
com tolerancia diferencial ao Al: 5S0I5S2RSF IPRO (tolerante) e NA5909 RG (sensivel), com
base em experimentos preliminares. Nosso objetivo foi avaliar o desempenho de ambos os
cultivares sob a exposi¢do ao Al durante a germinacdo; mapear sitios de acimulo de Al nos
tecidos radiculares e investigar a contribuicao do sistema antioxidante enzimatico e compostos
do metabolismo central na resposta diferencial ao Al. Dessa forma, hipotetizamos que o cultivar
tolerante acumule menos Al e que o metabolismo do carbono seja modulado no sentido de

conferir maior tolerancia, bem como um melhor mecanismo de defesa antioxidante que permite
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menores danos oxidativo através de um menor acimulo de EROs. Para atingir nossos objetivos,
analisamos o desempenho de plantulas através de parametros biométricos, técnicas de
histolocalizagdo de Al, quantificagdo de compostos do metabolismo do carbono, estresse
oxidativo e atividades de enzima do sistema antioxidante. A integracdo entre fenotipagem,
histoquimica e bioquimica fornece uma visao holistica das alteragdes fisioldgicas induzidas
pelo Al e melhor compreensao dos mecanismos de tolerancia associados a esse agente estressor.
Nossos resultados mostram um menor acimulo de Al nos dpices radiculares, modulacdo do
metabolismo primdrio e um papel crucial do sistema antioxidante enzimatico na melhor

performance e desenvolvimento inicial de plantulas do cultivar tolerante.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e condigoes de cultivo

Para andlises dos parametros biométricos, morfologicos, fisioldgicos e metabdlicos
foram utilizadas sementes de dois cultivares de soja SOIS2RSF IPRO e NA5909 RG, tolerante
e sensivel ao Al respectivamente. As sementes foram desinfestadas em NaOCl 2,5% (v/v)
durante dois minutos e lavadas trés vezes com édhgua destilada. Em seguida, elas foram
semeadas em caixas gerbox entre duas camadas de folhas duplas de papel Germitest®
umedecidos com as solucdes: auséncia de Al (controle) e presenca de Al (1,5 mM na forma de
AICl3), ambas em pH 4,0. O volume da solucdo foi equivalente a 2,5 vezes a massa seca do
papel. As caixas gerbox foram embaladas em saco plastico e dispostas em sala de crescimento
com fotoperiodo de 16/8 h luz/escuro (200 pmol de fétons m™2s™!), temperatura controlada de
25 °C (£2) e umidade relativa do ar de 60% durante trés dias. No final do experimento as
plantulas foram coletadas para as analises biométricas. Apices radiculares com 2 cm de
comprimento foram congelados em N> liquido e armazenados a -80 °C para as andlises
fisiologicas e metabolicas. As analises histoquimicas e morfoldgicas foram realizadas a fresco
em pontas de raizes com 0,5 cm de comprimento. Para as analises biométricas foram utilizadas
cinco repeti¢des por cultivar com a unidade experimental constituida por 20 sementes por caixa
gerbox. Para quantificar o Al foram utilizadas 12 sementes por caixa gerbox com 100 replicatas
por repeticdo e para as analises fisiologicas e bioquimicas foram utilizadas 12 sementes por

caixa gerbox com 10 replicatas por repetigao.
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2.2 Avaliacoes biométricas

Para avaliar o desempenho dos cultivares de soja na presenga do Al foi utilizado o
software Vigor-S® para a anélise das imagens das plantulas e o software WinRHIZO® para as
analises das raizes. As plantulas foram transferidas para uma folha de Etileno Acetato de Vinila
(EVA) de coloracdo azul e digitalizadas com uma resolucao de 300 dpi por um escaner HP
Scanjet 200, acoplado a um computador. Em seguida, pelo software Vigor-S® foram obtidos os
valores médios dos indices de crescimento (iCresc) e vigor (iVigor) das plantulas em uma escala
de 0 a 1000 e o comprimento total das plantulas (cTotal) (Castan et al., 2018). Com o software
WinRHIZO® (Regent Instruments, Québec, Canada) acoplado a um escaner EPSON Perfection
10000XL (Epson, Nagano, Japao) foram obtidos o comprimento total da raiz (cRaiz), volume
da raiz (volRaiz) e didmetro médio da raiz (diamRaiz). Para registrar a performance de

crescimento as plantulas foram fotografadas com camera fotografica (Nikon, Coolpix P510).

2.3 Concentracado e localizagdo do Al

Apices radiculares (2 cm) foram secos em estufa a 70 °C até peso constante e moidos
em moinho de bolas. Amostras de 200 mg de ponta de raiz seca foram digeridas com solucao
nitroperclérica (3:1) e analisadas em espectrometria de emissdo dptica com plasma acoplado
indutivamente (ICP-OES, Optima 8300 DV, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) para
determinagdo da concentracdo de Al (Silva et al., 2020).

Para a histolocalizacdo do Al, raizes intactas frescas foram mergulhadas em
hematoxilina férrica 0,2% (p/v) contendo 0,02% KIO3 (p/v) por 15 min (Polle et al. 1978).
Posteriormente, as amostras foram lavadas em 4agua deionizada por 10 min para remover o
excesso de corante. As pontas das raizes com 2,0 cm de comprimento foram seccionadas e

fotografadas em estereomicroscopio (Zeiss, Stemi DV4, Alemanha).

2.4 Localizagdo do Al em dpices radiculares por microscopia confocal

Amostras frescas de dpices radiculares com 0,5 cm de comprimento foram imersos no
fluoréforo lumogallion (10 uM em tampa@o acetato 0,1 M pH 5,2) por 60 min sob temperatura
de 50 °C (Silva et al., 2020). As amostras foram lavadas trés vezes em tampao acetato e a
emissao de fluorescéncia observada em microscépio confocal de varredura a laser (LSMS510
META, Carl Zeiss Microlmaging, Thornwod, NY, USA). Adicionalmente, para histolocalizar
células mortas, os dpices radiculares foram corados com iodeto de propidio (IP) na concentragcdo

de 10 uM, diluido em tampao acetato (Jones; Senft, 1985, com adaptacdes). Dois conjuntos de
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filtro (ELFP) foram utilizados para excitacdo e emissao (488 nm e 520 nm, respectivamente)

(Ribeiro et al., 2022).

2.5 Microanalise dos apices radiculares por microscopia eletronica de varredura

Apices radiculares com 0,5 cm de comprimento foram fixados em 2,5% (v/v) de
glutaraldeido. Em seguida as amostras foram desidratadas em série etilica (30-100%) durante
10 min em cada alcool; secas com CO; em secador de ponto critico (Balzers, CPD 030, Balzers,
Liechtenstein, Alemanha) e afixados com fita dupla face em superficie metdlica e revestidas
com ouro no evaporador de carbono (Quorum Technologies, Q150T Ashford, Kent, UK). Em
microscopio eletronico de varredura (Zeiss, LEO, 1430VP, Cambridge, UK) sob tensdo de

aceleracdo de 12 kV, foi realizado a documentacao fotogréafica (Silva et al., 2020).

2.6 Quantificagdo e localizagdo do radical anion superoxido (0>")

O O2" foi quantificado em 80 mg de apices radiculares macerados em N liquido e
incubados em meio de reagdo composto por sal dissodico e 4cido etilenodiamino tetra-acético
(Na2EDTA) 100 mM, NADH 20 mM e tampao fosfato de sédio a 20 mM, pH 7,8 (Mohammadi;
Karr, 2001). A reacdo iniciou pela adi¢do de 100 pL de epinefrina 1,2 mM dissolvida em HCl
0,1 N. As amostras foram incubadas a 28 °C duramte 5 minutos, sob agitacdo e a absorvancia
lida a 480 nm (Boveris et al., 2002; Misra; Fridovich, 1971). A produgdo do O™ foi avaliada
através do adenocromo acumulado, utilizando o coeficiente de absortividade molar de 4,0 x 103
M- (Boveris et al., 2002).

A histolocalizacdo do O;™ foi realizada pelo azul de nitrotetraz6lio (NBT) conforme Shi
et al. (2010), com modificagdes. Para a deteccdo de O, dpices radiculares frescos foram
fragmentados a 2 cm a partir do 4pice e imersos em solugio de 1 mg mL™! de NBT dissolvido
em 10 mM de tampao fosfato de potéssio (pH 7,8). As amostras foram iluminadas durante 5
minutos, lavadas em élcool 70% e fotografadas por camera digital em microscopio trinocular

(Olympus, SZX7, Tokyio).

2.7 Quantificagdo e localizagdo do peroxido de hidrogénio (H>0>)
O H2O: foi quantificado em 150 mg de dpices radiculares macerados em N2 liquido. As
amostras foram homogeneizadas em 1 mL do meio de extragdo composto por 50 mM de tampao

fosfato de potassio, pH 6,5, contendo 1 mM de hidroxilamina. O macerado foi centrifugado a

10.000 x g, durante 15 min a4 °C (Kuo; Kao, 2003). Em seguida, 20 mL do sobrenadante foram
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adicionados ao meio de reagdo, composto por 250 mM de FeNH4(SO4) dissolvido em 25 mM
de H2SO4; 250 mM de laranja de xilenol e 100 mM de sorbitol (Gay; Gebicki, 2000). Durante
30 min as amostras foram incubadas no escuro e a leitura da absorbancia realizada a 560 nm.
A concentracdo de H,O; foi determinada por curva padrdo com padrdes auténticos de H>Oo.

A histolocalizacdo do H20: foi realizada utilizando o reagente 3’3 - diaminobenzidina
(DAB), conforme proposto por Shi er al. (2010), com modificacdes. As raizes foram
fragmentadas a 2 cm a partir do dpice e imersas em solucdo de 1 mg mL! de DAB preparado a
fresco e em dgua ultrapura (pH 3,8), incubados sob iluminacdo por 90 min. Os dpices
radiculares foram lavados em édlcool 70% e fotografados em microscépio trinocular (Olympus,

SZX7, Tokyio).

2.8 Quantificagcdo de malondialdeido (MDA) e determinagdo da viabilidade celular pelo
corante Evans blue

Apices radiculares de 150 mg foram macerados em N> liquido e homogeneizados em 1
mL de 4cido tricloroacético (TCA) 1% (p/v), seguido de centrifugacao a 12,000 x g durante 15
min a 4 °C. Aliquotas de 500 mL dos sobrenadantes foram adicionadas em 1,5 mL de solucao
de 4cido tiobarbitirico (TBA) 0,5 % (p/v) em TCA 20% (p/v). Em seguida, as amostras foram
incubadas a 95 °C sob agitacdo em termomisturador por 30 minutos. A reacdo foi interrompida
em banho de gelo e as amostras centrifugadas a 10.000 x g por 10 min, a 4 °C. A absorbancia
do sobrenadante foi lida em leitor de microplacas (Infinite M200 PRO, RChisto, Grodig,
Austria) em dois comprimentos de onda: 532 e 600 nm, respectivamente, sendo que esta dltima
corresponde a absorbancia inespecifica, cujos valores foram subtraidos das amostras. A
concentracdo do complexo aldeido malénico-TBA foi obtido pelo coeficiente de absortividade
molar de 155 mM™' cm™! (Heath; Packer, 1968).

Para a deteccdo da viabilidade celular, raizes intactas foram mergulhadas em 0,1% de
azul de Evans (p/v) por 40 min (Kato et al., 2007). Posteriormente, as amostras foram lavadas
em agua deionizada por 10 min para remover o excesso de corante. As pontas das raizes (2,0

cm) foram seccionadas e fotografadas em estereomicroscopio (Zeiss, Stemi DV4, Alemanha).

2.9 Quantificagdo da atividade das enzimas do sistema antioxidante

Apices radiculares de 150 mg foram macerados em N liquido para obter extratos brutos
para quantificar atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1), catalase
(CAT) (EC 1.11.1.6), peroxidase total (POX) (EC 1.11.1.7), peroxidase do ascorbato (APX)
(EC 1.11.1.11), redutase do deidroascorbato (DHAR) (EC 1.8.5.1), redutase da glutationa (GR)
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(EC 1.8.1.7) e peroxidase da glutationa (GPX) (EC 1.11.1.9). As avaliacdes enzimaticas
seguiram protocolos de Ribeiro et al. (2022).

A concentracdo de proteinas nas amostras foi quantificada seguindo o protocolo
proposto por Bradford (1976), utilizando BSA como padrao e absorbancia de 595 nm. Todas
as leituras de absorbancia foram realizadas em leitor de microplacas (Infinite M200 PRO,

RChisto, Grodig, Austria).

2.10 Analises bioquimicas

Apices radiculares, armazenados a -80 °C foram liofilizados a -51 °C. Aliquotas de 10
mg do material liofilizado foram submetidas a extracdo metanodlica (Lisec et al., 2006; com
modificagdes). Posteriormente, foram quantificados os teores de glicose, frutose, sacarose,
fumarato, malato, prolina, fenois totais, nitrato, ureideos totais, alantoato e alantoina a partir da
frac@o solivel, enquanto os teores de amido e proteinas soldveis totais foram quantificados a
partir da fracdo insoluvel. A quantificacdo de proteinas soluveis totais foi realizada conforme
protocolo de Bradford (1976). Os aminoécidos totais foram quantificados pelo método
colorimétrico (Yemm et al., 1955). A concentracdo de amido, glicose, frutose e sacarose foi
quantificada conforme protocolo proposto por Fernie et al. (2001). O teor de prolina foi
quantificado seguindo recomendacdes de Carillo e Gibon (2011).

A concentragdo de nitrato foi quantificada conforme métodos descritos em APHA
(2005). Aliquotas de 5 pL de extrato metandlico foram completadas para 300 uL com H>O
ultrapura e lidas em triplicatas nos comprimentos de onda de 210, 220 e 230 nm. Com as OD
obtidas, calculou-se a segunda derivada OD = ((OD210nm-OD220nm) - (OD220nm-
OD230nm)) e as absorbancias comparadas a curva-padrao de KNOs. A concentracdo de
ureideos totais foi quantificada de acordo com Vogels e Drift et al. (1970). O conteudo de
alantoato foi quantificado omitindo a etapa inicial de hidrdlise alcalina e a alantoina foi
calculada por diferenca, em relacdo a concentracdo de ureideos totais, que foi quantificada
utilizando curva de calibracdo contendo alantoina como padrdo. Os acidos organicos malato e
fumarato foram quantificados seguindo metodologia de Nunes-Nesi et al. (2007) e compostos

fendlicos totais conforme (Sun et al., 2007).

2.11 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de homogeneidade de variancias

(Bartlett, p<0,05) e normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk, p<0,05) e a analise de variancia e
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os valores médios dos tratamentos, quando significativos, comparados pelo Teste Duncan

(p<0,05) usando o software R x 64 4.0.5 (R Core Team, 2019).

3 RESULTADOS

O Al ndo alterou a taxa de germinacdo em nenhum dos cultivares avaliados (dados ndo
mostrados), mas reduziu o iCresc, o 1Vigor, cTotal e o cRaiz apenas para o cultivar NA5909
RG em 37, 25, 32 e 28%, respectivamente (Fig 1A-D). Na presenca de Al, o cultivar tolerante
50I52RSF IPRO apresentou maior iCresc, iVigor, cTotal e cRaiz em relacdo ao cultivar
sensivel. Adicionalmente, na presenca de Al houve redug¢do no volRaiz e acréscimo no
diamRaiz apenas para o cultivar NA5909 RG, com variacdo de 16% e 9%, respectivamente
(Fig. 1E e F). O Al ndo alterou nenhum parametro de crescimento para o cultivar 50I52RSF

IPRO, além disso, na presenca de Al, esse cultivar mostrou performance superior ao cultivar

NA5909 RG (Fig. 1G).
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Figura 1. Indice de crescimento (A), indice de vigor (B), comprimento total das plantulas (C), comprimento total
das raizes (D), volume das raizes (E), didmetro médio das raizes (F) e performance das plantulas (G) de dois
cultivares de soja, 72 horas apds a semeadura na auséncia e presenca de aluminio (Al). Valores médios seguidos
pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Duncan (p<0,05). As barras representam os valores
médios (n=5). + erro padrdo.
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A concentragdo de Al aumentou 73% no cultivar tolerante e 330% no cultivar sensivel
em relacio aos seus respectivos controles, e no sensivel a concentragdo desse metal f0i70%
maior quando comparado ao cultivar tolerante (Fig. 2A). Apenas as raizes expostas ao Al
apresentaram reacdo positiva com o corante hematoxilina (coloracdo purpura), sendo essa
coloragcdo concentrada na extremidade dos dpices radiculares (Fig. 2B). O cultivar sensivel
apresentou maior intensidade de coloragdo em relacdo ao tolerante apds exposi¢do ao Al,

corroborando com os dados encontrados na quantificagao do Al.
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Figura 2. Concentracdo de Al (A) e localizacdo de Al pelo corante hematoxilina (B) em dpices radiculares de
plantulas de dois cultivares de soja, SOIS2RSF IPRO e NA5909 RG, 72 horas apds a semeadura sob auséncia e
presenca de Al. Reag@o positiva com hematoxilina: coloragdo ptrpura Valores médios seguidos pela mesma letra
ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Duncan (p<0,05). As barras representam os valores médios (n=5) *
erro padrdo.

A intensidade da fluorescéncia, pelo fluoréforo lumogalion (cor verde), aumentou nos
apices radiculares de ambos os cultivares apds exposi¢do ao Al, com maior intensidade para o
cultivar sensivel (Fig. 3E) no qual a fluorescéncia ficou concentrada na regido mais externa da
raiz. Ja no cultivar tolerante a intensidade de fluorescéncia foi maior na regidao da coifa e em
células da borda da raiz (CBRs) (Fig. 3C). Adicionalmente, foi avaliado a ocorréncia de morte
celular (Jones; Senft, 1985), através da intensidade de fluorescéncia emitida pelo fluor6foro
iodeto de propidio (cor vermelha), a qual foi observada em CBRs do cultivar tolerantes (Fig.
3C, seta vermelha). Neste cultivar foi observado a sobreposi¢do dos fluor6foros lumogalion
(nticleo das CBRs - verde) e iodeto de propidio (parede celular das CBRs - vermelho) (Fig. 3C,

setas amarelas).
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Figura 3. Localizacdo de Al por microscopia confocal através do fluor6foro lumogalion em dpices radiculares de
plantulas de dois cultivares de soja, SOIS2RSF IPRO (A — C) e NA5909 RG (D - F), 72 horas apds a semeadura
sob auséncia (A e D) e presenca de Al (B, C, E e F). Cor verde representa reacgéo positiva com o lumogalion
(presenca de Al). Cor vermelha representa reag@o positiva com o iodeto de propidio (presenca de morte celular).
Setas: presenca de células da borda na ponta da raiz. Seta branca: células da borda com florescéncia pelo fluor6foro
lumogalion. Seta vermelha: células da borda com florescéncia pelo fluoréforo iodeto de propidio. Setas amarelas:
células da borda com sobreposi¢do de florescéncia pelos fluoréforos iodeto de propidio (parede celular) e
lumogalion (nicleo da célula).

A micromoforlogia dos dpices radiculares evidenciou que apds a exposi¢ao ao Al nao
houve danos estruturais nas raizes de ambos os cultivares de soja (Fig. 4). Contudo, na presenga
de Al houve formagdo de CBRs nos épices radiculares de ambos os cultivares (Fig. 4B, D).
Adicionalmente, no cultivar tolerante S0I5S2RSF IPRO foi observado maior frequéncia de CBRs

na extremidade apical da raiz, agregadas por mucilagem (Fig. 4B).
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Figura 4. Micromorfologia de 4pices radiculares por microscopia eletronica de varredura (MEV) de plantulas de
dois cultivares de soja, SOI5S2RSF IPRO (A e B) e NA5909 RG (C e D), 72 horas apés a semeadura sob auséncia
(A e C) e presenca de Al (B e D). Células da borda da raiz (asteriscos) aderidas na mucilagem (seta vermelha).

A exposicdo ao Al ndo aumentou a concentra¢do de Oz em ambos os cultivares (Fig.
5A) e ndo houve diferenca na intensidade de coloracdo pelo corante NBT entre os cultivares
apos exposicdo ao Al (Fig. 5D). Por outro lado, as concentragdes de Ho O, e MDA aumentaram
sob exposi¢ao ao Al apenas no cultivar NA5909 RG em 44% e 99%, respectivamente, em
relacdo ao seu controle (Fig. 5B-C). A histolocalizacdo do H2O2 e de morte celular foi mais

pronunciada no cultivar sensivel apds exposi¢do ao Al (Fig. 5SE-F).
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Figura 5. Concentracio do radical anion superéxido - O,™ (A), peroxido de hidrogénio - H,O» (B) e peroxidagao
lipidica - MDA (C), histolocalizacdo do O, pelo corante NBT (D) e do H,O, pelo corante DAB (E) e avaliagao
da viabilidade de células pelo corante Azul de Evans (F) em dpices radiculares de plantulas de dois cultivares de
soja, SOI52RSF IPRO e NA5909 RG, 72 horas apds a semeadura na auséncia e presenga de Al. Reagdo positiva
com NBT: coloragdo purpura. Reagdo positiva com DAB: coloracao marrom. Reacao positiva com Azul de Evans:
coloracdo azulada. Valores médios seguidos pela mesma letra nao diferem estatisticamente pelo Teste de Duncan
(p<0,05). As barras representam os valores médios (n=5) + erro padrao.

A atividade de todas as enzimas avaliadas aumentou apds a exposi¢do do cultivar
S50I52RSF IPRO ao Al em relacdo ao seu controle, e em relacdo ao cultivar NA5S909 RG para
a maioria das enzimas (Fig. 6). Contudo, ndo houve diferencgas entre os cultivares, na presenca
de Al, para a atividade da GR (Fig. 6F). Destaca-se que, para o cultivar NA5909 RG nao houve
qualquer modulacdo na atividade das enzimas do sistema antioxidante das plantulas apds

exposicao ao Al.
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Figura 6. Atividade das enzimas super6xido dismutase - SOD (A), catalase - CAT (B), peroxidase total - POX
(C), peroxidase do ascorbato - APX (D), peroxidase da glutationa - GPX (E), glutationa redutase - GR (F) e
dehidroascorbato redutase DHAR (G) em 4pices radiculares de plantulas de dois cultivares de soja, SOI5S2RSF
IPRO e NA5909 RG, 72 horas apds a semeadura sob auséncia e presenca de Al. Valores médios seguidos pela
mesma letra ndo se diferem estatisticamente pelo Teste de Duncan (p<0,05). As barras representam os valores
médios (n=5) + erro padrio.
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A presenca do Al ndo alterou a concentra¢ido de aminodcidos livres (Fig. 7A) e proteinas
soluveis totais (Fig. 7C) nos dois cultivares. Entretanto, a concentracdo do aminodcido prolina
aumentou expressivamente (101,55%) no cultivar 5S0I52RSF IPRO sob Al (Fig. 7B). A
exposicdo ao Al aumentou a concentragdo de nitrato no cultivar tolerante, mas reduziu a
concentracdo desse composto no cultivar sensivel (Fig. 7D). A concentracdo de ureideos totais
(Fig. 7E) e alantoatos (Fig. 7F) ndo foi modificada nos dois cultivares apds exposi¢do ao Al.

Contudo, tanto na auséncia quanto na presenca de Al o cultivar S0I52RSF IPRO apresentou

maior concentracdo dessas moléculas em relagcdo ao cultivar NA5909 RG.
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Figura 7. Concentracdo de aminodcidos total (A), prolina (B), proteinas totais (C), nitrato (D), ureideos totais (E)
e alantoato (F) em 4pices radiculares de plantulas de dois cultivares de soja, SOI52RSF IPRO e NA5909 RG, 72
horas apés a semeadura sob auséncia e presenca de Al. Valores médios seguidos pela mesma letra néo se diferem
estatisticamente pelo Teste de Duncan (p < 0,05). As barras representam os valores médios (n=5) + erro padrao.
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A exposicao ao Al modulou a sintese de carboidratos tanto no cultivar 50I52RSF IPRO
quanto no cultivar NA5909 RG (Fig. 8). A concentracdo de amido nao diferiu entre os
tratamentos para o mesmo cultivar (Fig. 8A), porém o Al promoveu maior acimulo de amido
no cultivar NA5909 RG em relag@o ao cultivar SOI52RSF IPRO. A presenga do Al aumentou a
concentracdo de glicose e frutose nos dois cultivares de soja (Fig. 8B e C). Nessa condi¢do, a
concentracdo de glicose e frutose aumentou 81 e 20%, no cultivar SOI52RSF IPRO, e 20 e 17%
no cultivar NA5909 RG, respectivamente. A exposi¢do ao Al resultou em maior acimulo de

sacarose (37%) apenas no cultivar S0I52RSF IPRO (Fig. 8D).
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Figura 8. Concentragdo de amido (A), glicose (B), frutose (C) e sacarose (D) em &pices radiculares de plantulas
de dois cultivares de soja, S0I52RSF IPRO e NA5909 RG, 72 horas apds a semeadura sob auséncia ou presenga
de Al. Valores médios seguidos pela mesma letra ndo se diferem estatisticamente pelo Teste de Duncan (p<0,05).
As barras representam o erro padrao dos valores médios (n=5). As barras representam os valores médios (n=5) +
erro padrdo.

A concentra¢do de malato em dpices radiculares reduziu sob exposicao ao Al tanto no
cultivar S50I52RSF IPRO (7,21%) quanto no cultivar NA5909 RG (18,7%) (Fig. 9A). Os niveis
de fumarato ndo diferiram entre os cultivares de soja sob presenca de Al (Fig. 9B). No cultivar
S0I52RSF IPRO o Al reduziu a concentracdo de fendis totais (15.37%), resposta ndo observada
no cultivar NA5909 RG (Fig. 9C).
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Figura 9. Concentracdo de malato (A), fumarato (B) e compostos fenélicos totais (C) em dpices radiculares de
plantulas de dois cultivares de soja, SOIS2RSF IPRO e NA5909 RG, 72 horas apds a semeadura sob auséncia e
presenca de Al. Valores médios seguidos pela mesma letra ndo se diferem estatisticamente pelo teste de Duncan
(p £0,05). As barras representam os valores médios (n=5) + erro padrio.

4 DISCUSSAO

A toxidez por Al € um problema cronico em solos dcidos, portanto a elucidacdo de
mecanismos de tolerdncia em resposta a este tipo de estresse € fundamental para o
desenvolvimento de cultivares tolerantes adaptados a essa condicdo (Riaz et al., 2018; Rao et
al., 2016). Nesse trabalho avaliamos a modulacdo do acimulo do Al sobre a germinagdo e o
desempenho das plantulas, sintese de metabdlitos e marcadores do estresse oxidativo e

observamos respostas diferenciais a este metal entre os dois cultivares de soja, SOIS2RSF IPRO

(tolerante) e NA5909 RG (sensivel).

4.1 O Al nao alterou a germinagdo, mas induziu modulacdo diferencial no desempenho das
plantulas

Embora a presenca de fons téxicos possa prejudicar a germinagdo, que € a fase mais
sensivel do ciclo de vida das plantas (El Moukhtari et al., 2019), o Al ndo alterou a taxa da
germinacdo nos cultivares de soja, sensivel e tolerante a este metal, analisados. Essa mesma
resposta foi observada em outros cultivares de Glycine max (Custddio, 2002), em Nicotiana
tabacum (Burklew et al., 2012) e Zea mays (Delavar et al., 2017). A reducdo da germinacio de
sementes expostas ao Al foi reportada em Oryza sativa (Qianqian et al., 2023; Xu et al., 2017),
Triticum aestivum (Zhang et al., 2010), Eugenia dysenterica (Rodrigues et al., 2019) e
Helianthus annuus (Cai et al., 2022).0 tegumento da semente pode ter limitado a absor¢do de
Al, uma vez que em sementes maduras sua presenga restringe a absorcao de metais pesados
(Kranner; Colville, 2011) e sua permeabilidade varia em func¢do da sua composi¢do quimica
(Silva et al., 2021). Dessa forma, a composi¢ao quimica dos tecidos que envolvem o embrido
pode restringir ou ndo a absor¢cdo de Al, reproduzindo respostas germinativas diversas em

sementes de diferentes espécies apds contato com este metal.
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Apesar de nao haver alteracdo na germinagdo, o desempenho das plantulas do cultivar
NA5909 RG reduziu apds a exposi¢ao ao Al (Fig. 1), em fun¢do do maior acimulo desse
elemento nos dpices radiculares (Fig. 2). O estresse por Al afeta o desempenho de plantulas,
pois inibe o crescimento radicular, sintoma primdrio da toxidez ao Al, e frequentemente
utilizado para diferenciar cultivares quanto a sua tolerancia (Kochian et al., 2015). Neste
trabalho o Al inibiu o crescimento radicular do cultivar NA5909 RG (Fig. 1D), o que confirma
a maior tolerancia do cultivar SOI5S2RSF IPRO frente a este metal uma vez que o comprimento
e volume das raizes desse cultivar ndo foram reduzidos (Fig. 1D, E). A manutencdo do
crescimento radicular sob exposi¢do ao Al é considerada como uma resposta de tolerancia ao
metal (Ofoe et al., 2023) e tem sido reportado em espécies cultivadas como soja (Silva et al.,
2020, 2023), arroz (Brito et al., 2020; Ribeiro et al., 2023) e milho pipoca (Yoshida et al.,
2023). A redug¢do no comprimento das raizes no cultivar NA5909 RG (Fig. 1D) estd
correlacionada com redugdo no cTotal (Fig. 1C), iVigor (Fig. 1B), iCresc (Fig. 1A) e volRaiz
(Fig. 1E).

Adicionalmente, a exposicdo ao Al normalmente aumenta a espessura das raizes,
sobretudo em cultivares mais sensiveis, como foi observado nesse trabalho para o cultivar
NAS5909 RG (Fig. 1F). As raizes das plantulas do cultivar tolerante ndo apresentaram alteracao
no didmetro sob Al, confirmando sua capacidade de crescimento nessa condi¢do (Yoshida et
al., 2023). Esses resultados apontam para uma menor performance das plantulas do cultivar
NA5909 RG (Fig. 1G) sob exposicdo ao Al. As plantulas de sementes germinadas sob
exposicao ao Al tendem a apresentar reducdo dos parametros de crescimento como inibi¢ao do
comprimento de raiz (Steiner et al., 2021), inibicdo do comprimento de plantulas (Zhang et al.,
2010), reducdo do indice de vigor das plantulas (Delavar et al., 2017) e formagao de plantulas
anormais (Custddio et al., 2002). Dessa forma, pardmetros biométricos de raizes podem ser
empregados como marcadores fenotipicos de tolerancia ao Al.

A toxidez do Al no cultivar sensivel pode ser atribuida ao acimulo desse elemento nos
apices radiculares (Fig. 2A), evidenciado também pela intensidade na coloragdo com
hematoxilina (Fig. 2B) e fluorescéncia com o lumogallion (Fig. 3). A maior sensibilidade das
raizes ao Al esta associada ao maior acumulo desse elemento no dpice radicular (Ribeiro ez al.,
2022; Silva et al., 2020; Yoshida et al., 2023), que € o sitio de percep¢ao e expressao da toxidez
por Al (Kopittke et al. 2015; Ofoe et al., 2023). O Al pode ser depositado na parede celular e
modificar suas propriedades mecanicas, dificultando a expansio radicular (Ciamporova, 2002).
Em cultivares tolerantes essa deposi¢do resulta em imobiliza¢do do Al, reduzindo seus efeitos

toxicos em regides do simplasto. Imobilizacdo do Al na parede celular e nos tecidos externos
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da soja foi relatado por Silva et al. (2020) e Andrade et al. (2023). O cultivar tolerante acumulou
menos Al em relagdo ao cultivar sensivel (Fig. 2) nos dpices radiculares (Fig. 3), o que explica
sua melhor performance sob exposi¢io ao Al. Resultados semelhantes também foram
reportados em soja (Silva et al., 2020), arroz (Ribeiro et al., 2022) e milho pipoca (Yoshida et
al., 2023).

4.2 Células de Borda da Raiz protegem os dpices radiculares do Al toxico

Através da microscopia eletronica de varredura visualizamos um aglomerado de células,
principalmente em dpices radiculares do cultivar SOIS2RSF IPRO apés a exposicao ao Al (Fig.
4B). Essas células sdo classificadas com CBRs e estdo aderidas a mucilagem secretadas pelo
proprio édpice radicular (Fig. 4B). Nesse mesmo cultivar, pela microscopia confocal, foi
detectado uma grande presenca de Al em CBRs com tendéncia de morte celular (Fig. 3C). Estas
CBRs atuam na linha de frente, protegendo o centro meristematico dos dpices radiculares do
contato direto com o Al. Aquelas células mais externas ao dpice radicular podem acumular o
Al e sofrer morte celular programada apds um certo tempo de exposicao a este metal, enquanto
mais CBRs sdo formadas. Possivelmente o cultivar SOI52RSF IPRO apresenta um grande
turnover de producdo de CBRs. Estes resultados demonstram um potencial mecanismo de
resisténcia do cultivar 50I52RSF IPRO frente a este agente estressor. Alguns relatos na
literatura associam a presenga de CBRs com a mitigacdo do estresse por Al, cuja remogao
intensifica os efeitos toxicos desse elemento nas raizes (Cai et al., 2011; Yang et al., 2016).
Essas células secretam mucilagem que interagem com Al e reduz sua biodisponibilidade nas
raizes (Driouich et al., 2013). Ainda ha poucos relatos na literatura sobre o papel desempenhado
pelas CBRs na tolerancia ao Al em soja (Cai et al., 2013). Apesar do escasso nimero de
trabalhos para a cultura da soja, ha outros trabalhos para outras culturas como Pisum sativum
(Yang et al., 2016) e Oryza sativa (Xiao; Liang, 2022). Estudos futuros com o cultivar
S0I52RSF IPRO podem ser desenvolvidos para investigar a fun¢do das CBRs na tolerincia ao

Al em plantulas de soja.

4.3 Acumulo de EROs e atividade de enzimas antioxidantes diferenciam os cultivares de soja
quanto a sua sensibilidade ao Al

O acimulo de Al no cultivar sensivel ocasionou estresse oxidativo nos dpices
radiculares (Fig. 5), em func¢do do desbalanco entre a formacao e a remocao de EROs (Fig. 6),

o que culminou no aumento da peroxidacao lipidica e morte celular (Fig. 5C e F) e redu¢do do
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desempenho das plantulas do cultivar sensivel (Fig. 1G). A concentragdo de H>O> no cultivar
NA5909 RG aumentou (Fig. 5B), corroborando com a histolocalizacao, nos dpices radiculares,
dessa ERO através do DAB (Fig. SE). O mesmo comportamento j foi observado para cultivares
sensiveis de Oryza sativa (Ma et al., 2007; Qiangian et al., 2023; Xu et al., 2017), Triticum
aestivum L. (Xu et al., 2011) e Hordeum vulgare L (Tamaés et al., 2004). A exposi¢do ao Al
também aumentou o teor de MDA no cultivar NA5909 RG (Fig. 5C), um metabdlito indicador
de peroxidacgdo lipidica cujo acimulo estd vinculado a perda de integridade das membranas
celulares (Tistama et al., 2012). Nesse trabalho, apesar de maior taxa de peroxidacao lipidica
(Fig. 5C) e morte celular (Fig. 5F) no cultivar sensivel, ndo detectamos danos na
micromorfologia das raizes (Fig. 4C, D), possivelmente pelo tempo relativamente curto de
exposicao ao estresse e idade das plantulas. A alteracdo na micromorfologia de raizes pode ser
resultado do estresse oxidativo, que provoca danos na epiderme, ruptura e desorganizagdao
celular e até descamacgdo, mesmo em cultivares mais tolerantes, em fun¢do do acimulo mais
externo do Al (Brito et al., 2020; Ribeiro et al., 2022; Souza et al., 2016; Yoshida et al., 2023).

No cultivar 50I52RSF IPRO ndo houve aumento na concentracao de H.O, e MDA em
raizes expostas ao Al (Fig. 5B, C), pois a atuacio robusta do sistema antioxidante evitou danos
por estresse oxidativo (Fig. 6) e resultou em melhor performance das plantulas (Fig. 1). Um
sistema antioxidante robusto impede que o nivel de EROs atinja concentra¢des prejudiciais,
mantendo em equilibrio a produgdo e a capacidade de remocao dessas moléculas. Em cultivares
em que essa capacidade € comprometida, os niveis de EROs aumentam, resultam em
peroxidacao lipidica, perda de fun¢cdo das membranas celulares e redu¢do do potencial de
crescimento (Mittler, 2002). Dessa forma, estabelecemos aqui uma relaciao entre acimulo de
EROs e peroxidacdo lipidica no cultivar NA5909 RG, que apresentou desempenho inferior ao
cultivar S0I52RSF IPRO (Fig. 1G). Esse comportamento € o esperado entre cultivares que se
diferem quanto a sensibilidade ao estresse por Al, como pode ser observado em Oryza sativa
(Ma et al., 2007; Qiangian et al., 2023; Xu et al., 2017) e Triticum aestivum L. (Xu et al., 2011).

A atividade de enzimas do sistema antioxidante constitui importante mecanismo de
defesa contra o estresse por Al (Ofoe et al., 2023). A SOD atua na linha de frente contra o
estresse oxidativo, dismutando o Oz em H2O; (Gill et al., 2015; Zhou et al., 2021). Neste
estudo ndo foi detectado aumento na produgdo de O;™ para ambos os cultivares (Fig. 5SA), nem
foi possivel observar um padrdo de coloragao diferencial em resposta ao Al através do corante
NBT (Fig. 5D). O H202 pode ser removido pelas enzimas peroxidases e catalase (Appel; Hirt,
2004). Nos apices radiculares que cresceram sob exposicao ao Al a atividade da CAT (Fig. 6B),
POX (Fig. 6C), APX (Fig. 6D) e GPX (Fig. 6E) aumentaram para o cultivar S0I52RSF IPRO.
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Como elas atuam na remocdo do H02, isso justifica menor acumulo dessa molécula,
peroxidacdo lipidica e morte celular no cultivar S0I52RSF IPRO (Fig. 5B, C, F) (Zhou et al.,
2021). J4 no cultivar NA5909 RG a exposi¢do ao Al ndo aumentou a atividade das enzimas
removedoras de H>O», resultando em seu acimulo (Fig. 5B, E) e consequentemente alteragcdes
no contetido de MDA.

A APX e a DHAR fazem parte do ciclo do ascorbato. A APX catalisa a conversdo do
H>02 em monodesidroascorbato (MDHA) e 4gua, utilizando o ascorbato como doador de
elétrons, que € regenerado pela enzima DHAR (Mittler, 2002). As enzimas GPX e GR estao
vinculadas ao ciclo da glutationa. A GPX catalisa a formac¢ao de glutationa oxidada (GSSG),
através da reacdo entre glutationa reduzida (GSH) e H20z. A regeneracdo de GSH ¢é catalisada
pela GR a partir da GSSG (Mittler, 2002). Nesse estudo a atividade de APX (Fig. 6D), GPX
(Fig. 6E), GR (Fig. 6F) e DHAR (Fig. 6G) aumentaram no cultivar S0IS2RSF IPRO exposto
ao Al Isso sinaliza uma importante atuacao de metabdlitos antioxidantes no ciclo ascorbato-
glutationa na tolerancia ao estresse por Al no cultivar SOI52RSF IPRO. Possivelmente a reacao
catalisada pela GR promove aumentos na concentracdo de GSH, culminando no aumento da
atividade da GPX (Xu et al., 2011). A atuacio de ambas as enzimas também € importante para
controlar o nivel de H>O», impedindo o estresse oxidativo e a peroxidacao lipidica no cultivar
tolerante. Uma atuacdo significativa do metabolismo antioxidante enzimético em resposta ao
estresse por Al também foi reportada em arroz (Ribeiro et al., 2012, 2022), soja (Silva et al.,

2023) e milho pipoca (Yoshida et al., 2023).

4.4 A modulagdo do metabolismo primario reforca respostas de tolerancia ao Al em soja

O metabolismo primdrio nas raizes também contribui para respostas diferenciais ao
estresse por Al (Rahman; Upadhyaya, 2021; Silva et al., 2023). Este trabalho mostra uma
modulagdo das repostas do metabolismo primdrio, como o aumento na sintese de agucares
soliveis (Fig. 8B-D), comportamento observado em plantulas de soja (Andrade et al., 2023;
Silva et al., 2023) e Citrus sinensis (Yang et al., 2020) sob estresse por Al. As plantulas deste
estudo encontram-se em fase pds-germinativa e dependem dos nutrientes armazenados nos
cotilédones que sdo mobilizados para as raizes em crescimento (Zhou et al., 2009). Nesse
estadio a glicose € formada via ciclo do glioxilato, cuja atividade aumenta sob estresse por Al,
no qual os 4cidos graxos passam pela f—oxidagao para produzir dcidos graxos livres que sao
convertidos em glicose (Zhou et al., 2009). Nesse estudo, possivelmente essa rota metabdlica

foi modulada nas plantulas de soja para aumentar o fornecimento de agucares soluveis a raiz
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em crescimento para combater o estresse, principalmente no cultivar tolerante; atuando na
osmoregulacio (Giannakoula et al. 2008, 2010; Tabuchi ef al. 2004) e prote¢cdo de membranas
(Ofoe et al., 2023; Silva et al., 2023). O cultivar sensivel exposto ao Al mobilizou menos
amido, em relacdo ao cultivar tolerante (Fig. 8A). O Al pode inativar a o-amilase, enzima
hidrolitica necessdria para a mobilizacdo de reservas em sementes durante a germinacio
(Muralikrishna; Nirmala, 2005; Xu et al., 2017). Possivelmente o Al reduziu a atividade das
enzimas que hidrolisam o amido em funcao do estresse por Al, resultando em menor suprimento
energético para as plantulas, refletindo na reducdo do seu crescimento (Fig. 1).

Os 4cidos organicos atuam na detoxificagdo do Al, tanto pela sua exclusdo, quanto pela
sua compartimentalizacdo no simplasto (Kochian et al., 2015; Ofoe et al., 2023). O aumento na
concentracdo de 4cidos organicos geralmente estd associado com a tolerdncia ao Al téxico
(Andrade et al., 2023; Zhou et al., 2018). Neste trabalho, a concentra¢do de malato reduziu em
ambos os cultivares, sobretudo no cultivar NA5909 RG (Fig. 9A), enquanto a concentracdo de
fumarato néo alterou (Fig. 9B). Isso sugere uma possivel exsuda¢do do malato para quelar o Al
externamente. Além disso € possivel que o malato seja utilizado no ciclo do 4cido tricarboxilico
para formar outros dcidos organicos, como o citrato, cujo acimulo € registrado como resposta
de tolerancia em cultivares de soja expostas ao Al (Nian et al., 2005; Silva et al., 2001; Yang
et al., 2000; Zhou et al., 2018) ou 2—oxoglutarato, empregado na biossintese de prolina,
aminoécido cujo aumento foi reportado no cultivar tolerante exposto ao Al (Fig 7B).

Sob estresse a sintese de aminoacidos pode aumentar, pois essas moléculas podem ser
intermedidrias na formagdo de outros metabdlitos (Hildebrandt er al., 2015). Neste estudo a
concentragcdo de aminodcidos totais e proteinas ndo foi modificado (Fig. 7A, C). Entretanto, no
cultivar S0I52RSF IPRO foi registrado um pool na concentracdo de prolina (Fig. 7B). O
acumulo de osmolitos ou solutos compativeis, como a prolina, estéd relacionado a respostas de
tolerancia ao Al, pois ela € utilizada para sintese de proteinas, osmorregulacdo, manutencdo do
balango redox, sinalizacdo do desenvolvimento vegetal modulando fun¢des mitocondriais,
remo¢do de EROs e estabilizacdo de enzimas antioxidantes (Ofoe et al., 2023; Rahman;
Upadhyaya, 2021; Szabados; Savouré, 2010). Pirzadah et al. (2019) reportaram o acimulo de
prolina em resposta ao Al tanto no cultivar sensivel quanto no cultivar tolerante do género
Fagopyrum.

Os compostos fendlicos também estdo vinculados a respostas de tolerancia ao estresse
por Al por meio da complexacdo e remog¢ao de EROs, reduzindo os danos por estresse oxidativo
(Kochian et al., 2015; Maejima et al., 2016; Ofoe et al., 2023; Rahman; Upadhyaya, 2021).

Neste estudo a concentra¢do de compostos fendlicos reduziu no cultivar tolerante (Fig. 9C). Em
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raizes de plantulas de Lactuca sativa o acimulo de compostos fendlicos foi associado com
resposta de tolerancia ao estresse por Al (Chen et al., 2020). Possivelmente os compostos
fendlicos foram exsudados ou utilizados para combater estresse oxidativo, reduzindo sua
concentracdo celular. Este é um indicativo de que o metabolismo secunddrio de alguma forma
também pode conferir tolerncia ao Al téxico em plantulas de soja. Dessa forma, o contetido
de prolina e compostos fendlicos totais podem ser biomarcadores de tolerancia ao Al no cultivar

S0I52RSF IPRO.

5 CONCLUSAO

A exposi¢ao ao Al ndo alterou a taxa de germinacao das sementes, mas plantulas de soja
do cultivar 5S0I52RSF IPRO apresentaram performance superior em relacdo ao cultivar NA5909
RG. A resposta de tolerancia ao Al no cultivar SOIS2RSF IPRO pode ser atribuida ao menor
acimulo de Al, remocdo de ERO por mecanismos enzimdticos e presenca de CBRs. A
modulacdo de compostos do metabolismo do carbono também aponta para respostas de
tolerancia ao Al no cultivar SOI5S2RSF IPRO, como o aumento na concentra¢do de acucares

soluveis e prolina e redu¢do de malato e compostos fendlicos.
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CAPITULO 3: Silicio e células da borda da raiz na mitigaco do estresse por aluminio em

soja: uma parceria que pode dar certo

Resumo

Altas concentracdes de Al sdo encontradas em solos 4cidos, condicdo desfavordvel para que as
culturas agricolas expressem seu mdximo potencial produtivo. Algumas estratégias podem ser
utilizadas para atenuar a toxidez por Al nessa condi¢do, incluindo o uso de silicio (Si). Neste
trabalho objetivamos avaliar o papel do Si e células de borda da raiz (CBRs) na mitigacdo do
estresse por Al em plantulas de soja. Os tratamentos consistiram na combinac¢ao entre auséncia
e presenga de Si (1 mM) e trés concentracdes de Al (0, 100, 300 uM). A concentragdo de 100
uM nao afetou significativamente o crescimento das plantulas, porém sob 300 uM este
parametro reduziu e o crescimento radicular foi inibido devido ao elevado acimulo de Al nos
apices radiculares que resultou em estresse oxidativo e morte celular. Por outro lado, a adicao
de Si aumentou a sintese de mucilagem e a presenca de CBRs, que reduziu o acimulo de Al e
impediu a ocorréncia de estresse oxidativo e danos de membrana nos &pices radiculares,
melhorando a performance das plantulas. A sintese de prolina, compostos fendlicos e malato
estdo vinculadas as respostas de tolerancia ao Al (100 uM) e sob estresse mais severo as raizes
tendem a acumular amido e glicose. Assim, este trabalho demonstrou que o Si atenua os efeitos
toxicos do Al em plantulas de soja, atuando como elemento benéfico para melhorar o
desenvolvimento de plantas cultivadas em solos acidos.

Palavras-chave: desempenho de plantulas; mucilagem; microscopia; estresse oxidativo;
metabolismo primdrio; elemento benéfico.
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Abstract

High concentrations of Al are found in acidic soils, an unfavorable condition for crops to
express their maximum productive potential. Some strategies can be used to mitigate Al toxicity
in this condition, including the use of silicon (Si). In this study, we aimed to evaluate the role
of Si and root border cells (RBCs) in mitigating Al stress in soybean seedlings. The treatments
consisted of a combination of absence and presence of Si (1 mM) and three Al concentrations
(0, 100, 300 uM). The 100 pM concentration had no significant effect on seedling growth;
however, at 300 uM, growth parameters were adversely affected, with root growth being
inhibited due to the high accumulation of aluminum in the root tips. This accumulation induced
oxidative stress and ultimately led to cell death. On the other hand, Si addition increased
mucilage synthesis and the presence of RBCs, which reduced Al accumulation and prevented
oxidative stress and membrane damage in root tips, improving seedling performance. The
synthesis of proline, phenolic compounds, and malate is associated with aluminum tolerance
responses at 100 pM. Under more severe stress conditions, roots exhibit an increased
accumulation of starch and glucose. Thus, this study demonstrated that Si attenuates the toxic
effects of Al in soybean seedlings, acting as a beneficial element to enhance plant development
in acidic soils.

Keywords: seedling performance; mucilage; microscopy; oxidative stress; primary
metabolism; beneficial element.
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1 INTRODUCAO

A acidez do solo é um grave problema para a producdo de alimentos, pois nessa
condicdo o aluminio (Al) do solo se solubiliza liberando fons Al**, sua forma mais téxica para
as plantas (Kochian et al., 2015). O Al absorvido acumula preferencialmente no dpice radicular,
regido onde ocorrem os sintomas primdrios de toxicidade desse metal, como a inibi¢do do
crescimento radicular (Ofoe et al., 2023). Isso pode ocorrer em funcdo do acimulo do Al no
apoplasto, alterando as func¢des da parede celular e reduzindo o alongamento celular (Yoshida
etal.,2023). Sitios de acimulo de Al podem ser investigados utilizando técnicas de microscopia
Otica, eletrOnica, fluorescéncia e espectroscopia de raio-X e seu mapeamento pode ajudar na
elucidacdo de respostas de sensibilidade e mecanismos de tolerdncia a esse tipo de estresse
(Andrade et al., 2023; Ribeiro et al., 2022; Silva et al., 2020). Os efeitos toxicos do Al
modificam a arquitetura e a morfologia radicular, reduzindo a eficiéncia na absorcao de dgua e
nutrientes e, consequentemente reduzindo o potencial das plantas em atingir sua mdxima
produtividade (Bojorquez-Quintal et al., 2017). Dessa forma, é imperativo a elucidacio de
mecanismos de tolerancia ao Al para o desenvolvimento de cultivares tolerantes; permitindo
assim que as plantas cultivadas aumentem seu potencial produtivo, mesmo em solos acidos
(Rasheed et al., 2023).

O estresse por Al induz a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que
resultam em disfuncdes metabdlicas, sobretudo em gendtipos sensiveis. Geralmente os
genOtipos tolerantes ao Al aumentam a atividade de enzimas antioxidantes para lidar com a
formacdo de EROs (Ribeiro et al., 2022; Yoshida et al., 2023). Além disso, o metabolismo do
carbono pode ser modulado, culminando na sintese de 4cidos orgdnicos como o malato
(Andrade et al., 2023; Silva et al., 2023) e outras moléculas que auxiliam na detoxificacdo como
a prolina (Chowra et al., 2017; Pirzadah et al., 2019) e compostos fendlicos (Chen et al., 2020).
Outro mecanismo envolvido com a resisténcia da planta ao Al consiste na detoxifica¢do externa
desempenhada pelas células da borda da raiz (CBRs) associadas a mucilagem. As CBRs sdo
um grupo de células vidveis separadas da coifa que envolvem os dpices radiculares, formando
uma camada de protecdo entre a superficie da raiz e o solo (Hawes et al., 2000) cuja formacao
requer a participacdo da enzima poligalacturonase (PG) (Driouich et al., 2007). Essas células
secretam mucilagem, um polissacarideo gelatinoso de elevado peso molecular (Xiao; Liang,
2022), envolvido na complexacdo do Al toxico (Cai et al., 2013; Miyasaka; Hawes, 2001). As
CBRs sdo as primeiras células radiculares a entrarem em contato direto com o Al biodisponivel,
que se acumula em maior propor¢do nas suas paredes celulares (Tamas et al., 2005; Wang et

al., 2004; Yang et al., 2016). Isso pode culminar na formag¢do de EROs nas CBRs e induzir a
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morte celular programada (Xiao; Liang, 2022). A mucilagem associada as CBRs dificulta a
difusdo do Al em direcdo aos dpices radiculares, constituindo assim um mecanismo de protecao
a sua toxicidade (Hawes et al., 2016; Ropitaux et al., 2020; Weiller et al., 2017).

O silicio (Si) atua como elemento benéfico para a maioria das plantas contribuindo na
defesa contra patogenos e estresses abidticos (Hodson; Evans, 2020), como o estresse por Al
(Pontigo et al., 2017; Xiao et al., 2021). A formac¢dao do complexo Si-Al reduz a toxidez por Al
em plantas, ao diminuir a ligacdo deste metal com a parede celular, cuja interacdo resulta na
reducdo do alongamento radicular (Hodson; Evans, 2020; Kopittke et al., 2017). A intera¢io
Si-Al gera hidroxialuminosilicatos no apoplasto dos dpices radiculares, forma de Al ndo téxica
aos 4apices radiculares, reduzindo assim a sua mobilidade (Wang et al., 2004). A aplicacdo
exogena de Si pode estar vinculada a formacdo de CBRs e mucilagem (Xiao; Liang, 2022).

A cultura da soja (Glycine max L. Merrill) € de grande importancia para a seguranga
alimentar mundial, cujo cultivo no Brasil é amplamente difundido no bioma Cerrado,
caracterizado pela presencga de solos dcidos, pouco férteis e com alta saturacdo por Al (Furley;
Ratter, 1988; Oliveira-Filho; Ratter, 2002; Pennington et al., 2006). Alguns trabalhos ja
evidenciaram a importincia das CBRs em dapices radiculares de soja (Cai et al., 2011), contudo
ha pouca informacdo sobre o aumento da resisténcia induzido pelas CBRs sobre o Al, ao evitar
sua absorc¢do pelas células radiculares (Cai et al., 2011). Por outro lado, ndo ha nenhum trabalho
sobre CBRs e Si na mitigacdo do estresse por Al para a cultura da soja.

Neste trabalho objetivamos avaliar o papel sinérgico das CBRs e do Si na tolerancia ao
Al em plantulas de soja e buscamos responder aos questionamentos: I) A presenca de CBRs
pode atenuar a toxicidade do Al em plantulas de soja? II) A presenga de Si no meio de cultivo
confere maior tolerancia ao estresse por Al em plantulas? III) Si e CBRs podem atuar
sinergicamente conferindo maior tolerancia a plantulas de soja ao Al? No6s hipotetizamos que a
presenca de CBRs e Si atenua os efeitos toxicos do Al ao evitar sua entrada nas células
radiculares, resultando na reducdo dos danos. Nesse contexto avaliamos o possivel efeito
mitigador do Si aplicado em solucdo nutritiva no desempenho de plantulas de soja, acimulo de
Al pela histolocalizagdo e quantificacdo quimica desse metal, mapeamento de sitios de actimulo
de ambos elementos (Al e Si) por espectrometria dispersiva de energia (EDS), avaliagdo da
viabilidade de CBRs e histolocalizacdo de celulose e mucilagem, acimulo de EROs,
micromorfologia de &pices radiculares, atividade de enzimas antioxidantes e sintese de
substancias vinculadas ao metabolismo do carbono (aminoécidos, proteinas, agicares, acidos
organicos e compostos fendlicos) em raizes de plantulas de soja cultivadas em solu¢do nutritiva

com auséncia ou presenca de Si e Al.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e condigoes de cultivo

Sementes de soja, cultivar S0I52RSF IPRO, foram higienizadas com NaOCl 2,5% (v/v)
durante dois minutos e lavadas trés vezes com dgua destilada. Em seguida, elas foram semeadas
em rolos de papel Germitest® umedecidos em solucio de CaCl» (100 uM, pH 7,0) e incubadas
em sala de crescimento a 25 °C (1) durante trés dias no escuro e dois dias sob iluminagdao com
fotoperiodo de 16/8 h luz/escuro (200 pmol de fétons m2s™), 60% de umidade relativa e aeracdo
constante.

No quinto dia as plantulas foram padronizadas conforme o vigor e homogeneidade, e
divididas em dois grupos: auséncia (0 mM) e presenca (1,0 mM) de Si e aclimatadas em solucdo
de Clark (1975) meia-forca (pH 4,5). O Si foi fornecido na forma de acido monosalicilico
(H4S104) cuja solugdo foi preparada utilizando o K2S103 em uma coluna preenchida com resina
de troca catidnica (Amberlit IR-120, H* form; Sigma). No sexto dia as plantulas foram
submetidas a trés concentragdes de Al na forma de AICI3: 0, 100 e 300 uM, associado com a
auséncia ou presenca de Si (1,0 mM) em solucdo de Clark (1975) meia forca (pH 4,5). As
plantulas foram cultivadas nessas solugdes por 48 hs e a unidade experimental consistiu em um
vaso com seis plantulas. No final do experimento as raizes inteiras foram coletadas para as
anélises biométricas e quantificagio de Al e Si. Apices radiculares de 0,5 cm foram coletados
para as analises histoquimicas e morfoldgicas, € 5 cm da raiz principal (a partir do apice) foram

congeladas em N> liquido e armazenadas a -80 °C para as andlises fisiologicas e bioquimicas.

2.2 Avaliacoes biométricas

Com uma régua milimetrada foi mensurado o comprimento final da raiz principal (CFR)
de cada plantula nos tempos 0 e 48 horas e por diferenga foi obtido o crescimento liquido das
raizes (CLR). As raizes foram coletadas, armazenadas em dlcool 30% e com o sistema
WinRHIZO® (Regent Instruments, Québec, Canad4) acoplado a um escaner profissional foram
obtidos parametros radiculares: comprimento total da raiz (CTR), volume de raiz (VR) e
diametro médio de raiz (DMR). As raizes foram secas em estufa a 65 °C até atingirem peso

constante e o peso seco da raiz (PSR) foi mensurado utilizando balanca analitica de precisao.

2.3 Quantificagdo e histolocalizagdo de Al

O Al foi quantificado em raizes inteiras secas em estufa a 65 °C até atingir massa

constante. As rafzes foram trituradas em moinho de bolas, e 200 mg de p6 foi submetido a
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digestdo em solugdo nitroperclédrica (3:1) em bloco digestor com controle de temperatura. As
amostras foram analisadas em espectrometria de emissdo Optica por plasma acoplado
indutivamente (ICP-OES, PerkinElmer Optima 3000XL, Maryland, USA) (Silva et al., 2020).

Para a histolocalizagao do Al, 4pices radiculares com 0,5 cm de comprimento foram
lavados em 4gua destilada e posteriormente imersos em solu¢do de hematoxilina (0,2% de
hematoxilina e 0,02% de KIOs3, p/v) por 1 min. O Al foi detectado conforme método proposto
por Polle et al. (1978), com modificagdes. Os dpices radiculares corados foram novamente

lavados e fotogratados em microscépio trinocular (Olympus, SZX7, Tokyio).

2.4 Localizagdo do aluminio por microscopia confocal

Apices radiculares foram lavados com tampdo acetato e imersos em solugdo de
lumogallion (10 uM em tampao acetato 0,1 M pH 5,2) por 1 h a 50° C. As amostras foram
lavadas trés vezes em tampdo e a fluorescéncia observada em microscopio confocal de
varredura a laser (LSM510 META, Carl Zeiss Microlmaging, Thornwood, NY, USA). Para
excitacdo e emissdo, comprimentos de onda de 488 nm e 520 nm foram utilizados em dois
conjuntos de filtro ELFP, respectivamente (Ribeiro et al., 2022). As imagens foram obtidas em

sequéncia por Z-stacks em intervalos de 11 pm.

2.5 Microandalise de apices radiculares por espectrometro de energia dispersiva de raio-X
(EDS) acoplado com microscopio eletronico de varredura (MEYV)

Apices radiculares (0,5 cm) foram coletados e fixados em 2,5% (v/v) de glutaraldeido
preparado em 0,05 M de tampao cacodilato (pH 7,2). As amostras foram desidratadas em série
etilica (30-100%) permanecendo por 10 min em cada série; secas com CO; em secador de ponto
critico (CPD 030, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein) montadas em superficie metélica. As
amostras foram revestidas com ouro no metalizador (FDU 010, Balzers, Liechtenstein) para
avaliacdo no MEV (LEO 1430 VP, Zeiss, Cambridge, UK), ao passo que para o EDS as
amostras foram revestidas com carbono (Quorum Q150 T, East Grinstead, West Sussex, UK)
analisadas com o uso de uma sonda de raio-X (X-EDS, IXRF systems, Houston, TX, USA) sob
tensao de aceleracdo de 20 kV. Microandlise de Al e Si foi realizada em MEV-EDS utilizando
um mapa de distribuicao e intensidade desses elementos nos dpices radiculares (Ribeiro et al.,

2022).
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2.6 Avaliacdo da viabilidade de CBRs

Apices radiculares (0,5 cm) foram inicialmente lavados em d4gua destilada e
posteriormente imersos em solugd@o de azul de tripan (0,5%) durante 10 minutos (Xiao; Liang,
2022; com modificagdes). Os d&pices radiculares corados foram novamente lavados e

fotografados em microscépio trinocular (Olympus, SZX7, Tokyio).

2.7 Visualiza¢do da camada de mucilagem de CBRs

Apices radiculares (0,5 cm) foram inicialmente lavados em dgua destilada, e
posteriormente imersos em solu¢do de vermelho neutro (0,01%) durante 30 segundos e
observados em microscopio de luz (Cai et al., 2013; com modificagdes). Para visualizar a
presenca de celulose, dpices radiculares foram lavados e incubados em solucdo de vermelho
direto 23 (0,1 mg mL") durante 10 min no escuro e observados em microscépio de luz
(Ropitaux et al., 2020; com modificacdes). Os dpices radiculares corados foram novamente

lavados e fotogratados em microscopio trinocular (Olympus, SZX7, Tokyio).

2.8 Atividade da enzima galacturonase (EC 3.2.1.15)

Apices radiculares (100 mg) foram macerados em N3 liquido, lavados durante 10
minutos em etanol 95% e 80% com cada lavagem sucedida por centrifugacdo a 10,000 xg
durante 20 minutos a 4 °C. O pelet foi solubilizado em 500 pL de solu¢dao de 1,8 M de NaCl
em tampao acido acético-acetato de soédio (50 mM, pH 5,5). As amostras foram incubadas a 4
°C durante 20 minutos e centrifugadas a 10,000 xg a 4 °C durante 20 minutos. Uma aliquota de
50 uL de extrato enzimatico bruto foi adicionada ao meio de reacdo composto por 50 puL de
acido poligalacturonico (5 mg/mL) e 100 pL. de tampao acido acético. O meio de reacao foi
incubado a 37 °C durante 1 h em banho maria. O 4dcido galactur6nico, produto da reacdo foi
quantificado pelo 4cido dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959), cuja absorbancia foi lida a 540
nm em leitor de microplacas (Infinite M200 PRO, RChisto, Grodig, Austria), utilizando como

padrao o reagente dcido D-galactur6nico (Xiao; Liang, 2022).

2.9 Quantificag¢do de espécies reativas de oxigénio

O radical anion superéxido (O:™) foi quantificado em 80 mg de dpices radiculares
macerados em N> liquido e incubados em meio de reagao composto por 100 uM de sal dissodico
e 4cido etilenodiamino tetra-acético (Na2EDTA) 100 uM, 20 uM de NADH e tampao fosfato
de sodio a 20 mM, pH 7,8 (Mohammadi; Karr, 2001). A reacdo se iniciou pela adicao de 100
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pL de epinefrina 1,2 mM dissolvida em HCI 0,1 N. As amostras foram incubadas a 28 °C, sob
agitacdo por cinco minutos € a absorbancia lida a 480 nm (Boveris ef al., 2002; Misra;
Fridovich, 1971). A produgdo de O>" foi avaliada através do adenocromo acumulado, utilizando
o coeficiente de absortividade molar de 4,0 x 10> M™! (Boveris et al., 2002).

O H>0; foi quantificado em 150 mg de dpices radiculares macerados em N> liquido e 1
mL do meio de extragdo composto por 50 mM de tampao fosfato de potéssio, pH 6,5, contendo
1 mM de hidroxilamina. O extrato bruto foi centrifugado a 10.000 x g, durante 15 min, 4 °C
(Kuo; Kao, 2003). Ao meio de reacao, composto por 250 uM de FeNH4(SO4) dissolvido em 25
mM de H>SOy4; 250 uM de laranja de xilenol e 100 mM de sorbitol (Gay; Gebicki, 2000), foi
aliquotado 20 pL do sobrenadante. Durante 30 min as amostras foram incubadas no escuro e a
leitura da absorbancia realizada a 560 nm. A concentragio de H>O; foi expressa em pmol g™!

de massa fresca a partir de uma curva padrao pré-definida.

2.10 Quantificagdo de malondialdeido (MDA) e determinag¢do da viabilidade celular pelo
corante Evans blue

O MDA foi quantificado em150 mg de dpices radiculares macerados em Nz liquido e
homogeneizados em 1 mL de acido tricloroacético (TCA) 1% (p/v), seguido de centrifugacdo
a 12,000 x g durante 15 min a 4 °C. Aliquotas de 500 uL dos sobrenadantes foram pipetadas
em 1,5 mL de solugdo de tiobarbitirico (TBA) 0,5 % (p/v) em TCA 20% (p/v), e posteriormente
incubados a 95 °C sob agitacdo durante 30 minutos. A reagdo foi interrompida em banho de
gelo durante 40 minutos e as amostras centrifugadas a 10.000 x g por 10 min, 4 °C. A
absorbancia do sobrenadante foi lida em dois comprimentos de onda: 532 e 600 nm,
respectivamente, sendo que esta ultima corresponde a absorbancia inespecifica, cujos valores
foram subtraidos aqueles das amostras. Através do coeficiente de absortividade molar de 155
mM! cm™! foi calculado a concentracio do complexo aldeido malonico-TBA (Heath; Packer,
1968).

Para a deteccdo da viabilidade celular, raizes intactas foram mergulhadas em 0,1% de
azul de Evans (p/v) por 10 min (Kato et al., 2007). Posteriormente, as amostras foram lavadas
em 4gua deionizada por 10 min para remover o excesso de corante. Os dpices radiculares forma
cortados e novamente lavados e fotografados em microscépio trinocular (Olympus, SZX7,

Tokyio).
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2.11 Quantificacdo da atividade das enzimas do sistema antioxidante

O extrato enzimdtico bruto foi obtido a partir da maceragdo de 150 mg de 4dpices
radiculares em N> liquido, para quantificar atividade das enzimas SOD (EC 1.15.1.1), CAT (EC
1.11.1.6), POX (EC 1.11.1.7) e APX (EC 1.11.1.11). As avaliacdes enzimadticas foram
realizadas conforme previamente descrito por Ribeiro et al. (2022).

A concentracdo de proteinas nas amostras foi quantificada seguindo protocolo proposto
por Bradford (1976), utilizando BSA como padrdo e absorbancia de 595 nm. Todas as leituras
de absorbancia foram realizadas em leitor de placas de microplacas (Infinite M200 PRO,

RChisto, Grodig, Austria).

2.12 Analises bioquimicas

Apices radiculares foram coletados e armazenados a -80 °C e liofilizados a -51 °C.
Amostras de 10 mg do material liofilizado foram submetidas a extracdo metandlica (Lisec et
al., 2006 com modificacdes). Com o extrato bruto foram quantificados os teores de glicose,
frutose, sacarose, fumarato, malato, prolina e compostos fendlicos totais a partir da fracao
soluvel, enquanto os teores de amido e proteinas soluveis totais foram quantificados a partir da
fracdo insolivel. As proteinas soliveis totais foram quantificadas pelo método de Bradford
(1976) e os aminodcidos totais foram quantificados pelo método colorimétrico (Yemm et
al.,1955). A concentracdo de amido, glicose, frutose e sacarose foi quantificada conforme
protocolo proposto por Fernie er al. (2001). O teor de prolina foi quantificado seguindo
recomendacdes de Carillo e Gibon (2011). Os &cidos organicos malato e fumarato foram
quantificados seguindo metodologia de Nunes-Nesi et al. (2007) e compostos fendlicos totais

conforme (Sun et al., 2007).

2.13 Delineamento experimental e andlise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado e os
tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 2 x 3 compreendendo o suprimento de Si:
auséncia ou presenca, submetidos a trés concentragdes de Al: 0, 100 e 300 uM de Al. Nos
experimentos foram empregadas cinco repeticdes com seis plantulas por vaso.

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de homogeneidade de variancias
(Bartlett, p<0,05) e normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk, p<0,05) e a andlise de variancia
(ANOVA) e os valores médios dos tratamentos, quando significativos, comparados pelo Teste

Duncan (p<0,05) usando o software R x 64 4.0.5 (R Core Team, 2019).
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3 RESULTADOS

A concentracao de 300 uM de Al na auséncia de Si resultou em efeitos negativos nos
parametros fenotipicos das raizes (Fig. 1). Nessa concentragcdo, o CLR, CFR, CTR, VR e PSR
(Fig. 1A-D, F) reduziram em 72%, 21%, 65%, 42% e 16%, respectivamente, em relacdo ao
controle. J& sob 100 uM de Al o CTR (Fig. 1C) e VR (Fig. 1D) reduziram 27% ¢ 21%,
respectivamente, em relacao ao controle. A adi¢ao de Si na auséncia de Al aumentou apenas o
pardmetro de biomassa das raizes (Fig. 1F). Apds o fornecimento de Si no tratamento com Al
(100 uM) houve aumento no CTR (49%) (Fig. 1C) e no VR (29%) (Fig. 1D) em comparacao
ao tratamento 100 uM de Al sem Si, O mesmo ocorreu na presenga de Si com 300 uM de Al, o
qual aumentou todos os parametros biométricos avaliados em relacdo a mesma concentracao
de Al sem Si: CLR (275%), CFR (25%), CTR (183%), VR (54%) e PSR (19%) (Fig. 1A-D, F).
O didmetro das raizes foi o unico parametro que reduziu com a adicao de Si na concentra¢io
de 100 uM (8%) e de 300 uM (35%) de Al (Fig. 1E). A exposicdo a 300 uM de Al reduziu a
performance das plantulas de soja cujo sistema radicular apresentou menor densidade de raizes

laterais e efeitos negativos na parte aérea, contudo a adicdo de Si atenuou esses efeitos (Fig.

1G).
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Figura 1. Comprimento liquido de raizes (CRL) (A), comprimento final das raizes (CFR) (B), comprimento total
das raizes (CTR) (C), volume das raizes (VR) (D), didmetro médio das raizes (DMR) (E), peso seco das raizes
(PSR) (F) e performance (G) de plantulas de soja cultivar SOI5S2RSF IPRO apds 48 horas de exposi¢c@o a solucao
nutritiva na auséncia (0 mM) e presenga de silicio (1mM), associado com a auséncia (0 uM) e presenga de Al (100
ou 300 pM) durante 72 horas. Valores médios seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste
de Duncan (p<0.05). Letras maitsculas comparam o efeito da aplicacdo do Si na mesma concentracao de Al,
enquanto letras mindsculas comparam o efeito de diferentes concentragdes de Al na mesma concentragio de Si.
As barras representam os valores médios (n = 5 plantas) + erro padréo.

Na auséncia de Si, a concentracao de Al nos dpices radiculares aumentou com as doses
crescentes de Al: 145 vezes a 100 uM e 224 vezes a 300 uM, em relacdo ao controle, e 54% na
concentracao de 300 uM em relacao a 100 uM (Fig. 2A). Entretanto, a adi¢ao de Si reduziu o
acimulo de Al nos apices radiculares em 65% e 40% sob 100 e 300 uM de Al, respectivamente.

As raizes expostas ao Al exibiram reacdo positiva (coloracdo purpura) ao corante
hematoxilina, sendo a coloragdo mais intensa observada na concentracao de 300 uM de Al na
auséncia de Si. Com a adi¢do de Si, a marcac¢do do Al como corante foi reduzida em ambas as

concentracdes desse metal (Fig. 2B).
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Fig. 2 Concentracio do Al (A) e histolocalizagdo de Al pelo corante hematoxilina (B) em édpices radiculares de
plantulas de soja cultivar SOI52RSF IPRO ap6s 48 horas de exposi¢do a solugdo nutritiva na auséncia (0 mM) e
presenca de silicio (ImM), associado com a auséncia (0 uM) e presenga de Al (100 ou 300 uM) durante 72
horas.Valores médios seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Duncan (p<0,05).
Letras maitisculas comparam o efeito da aplicacdo do Si na mesma concentracdo de Al, enquanto letras mintsculas
comparam o efeito de diferentes concentracdes de Al na mesma concentragdo de Si. As barras representam os
valores médios (n = 5 plantas) + erro padrao.

As raizes expostas a concentragdo de 300 uM de Al (-Si) apresentaram maior
intensidade de fluorescéncia na coifa e na regido da epiderme (Fig. 3C), mas que reduziu com
a presenca de Si (Fig. 3F). A adicdo de Si resultou na formacao de CBRs envolvidas por uma
densa camada de mucilagem nas raizes expostas ao Al (Fig. 3E e F e Fig. S2A e E). Essas
células apresentam formato alongado e com alta intensidade de fluorescéncia, principalmente
na regido da parede celular e do nucleo celular (Fig. S2F), revelando acimulo de Al nessas
estruturas. As CBRs do tratamento 300 uM na presenga de Si também foram marcadas com o
fluor6foro iodeto de propideo. As CBRs mais externas ao dpice radicular emitiram
fluorescéncia vermelha (Fig. S2G e H), que indica a ocorréncia de morte celular (Jones e Sentft,
1985). Sob 300 uM de Al a distribui¢ao da fluorescéncia do complexo Al — lumogallion foi
forte e difusa acima da camada de 44 um, abrangendo a regido externa dos apices radiculares,
principalmente as células da epiderme e da coifa (Fig. STA-H). Na camada de 66-77 pm a
fluorescéncia ficou mais restrita a coifa (Fig. S1G-H). Nesse mesmo tratamento (300 uM de
Al) na presenca de Si, a intensidade do complexo Al — lumogallion foi menor em relacdo a

auséncia desse elemento e reduziu a medida que se aumentou a profundidade (Fig. 3F, S1I-N).
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Fig. 3 Localizagdo do Al por microscopia confocal utilizando o fluoréforo lumogallion na superficie de apices
radiculares de soja cultivar S0I52RSF IPRO apds 48 horas de exposi¢do a solug¢do nutritiva na auséncia (0 mM)
(A-C) ou presenga de silicio (ImM) (D-F) associado com a auséncia (0 uM) (A, D) ou presenca de Al na
concentragdo de 100 uM (B, E) ou 300 puM (C, F) durante 72 horas. A cor verde mostra emissdo de fluorescéncia
do Al ao reagir com o fluoréforo lumogallion. Setas vermelhas: presenga de CBRs imersas em densa camada de
mucilagem.

Apds exposicdo as concentragdes de 0 e 100 pM de Al foi possivel observar pelas
micrografias de MEV que ndo houveram danos estruturais nos dpices radiculares, os quais
estavam integros e com a presenca de mucilagem (Fig. 4A e B). Por outro lado, sob 300 uM de
Al a superficie da raiz apresentou formacao de fissuras transversas, descamacao e auséncia de
mucilagem (Fig. 4C). Com a adi¢do de Si, a presenca de mucilagem foi intensificada,
principalmente na presenca de Al (Fig. 4E e F), e os danos na micromorfologia das raizes foi
revertido na concentracdo de 300 uM (Fig. 4F). A combinagdo de 100 uM de Al e Si resultou
em uma camada de mucilagem mais espessa, em comparagdo aos demais tratamentos (Fig. 4E).

Nos tratamentos expostos ao Al a distribuicao desse elemento foi difusa, principalmente
na dose de 300 uM, tanto na auséncia (Fig. 41) quanto na presenca de Si (Fig. 4L). A exposi¢ao
a 300 uM de Al resultou em maior intensidade de acimulo desse elemento em relacao aos
demais tratamentos, que foi menor com a adi¢@o de Si (Fig. 4S). O MEV-EDS também revelou
uma distribuicdo difusa (Fig. 4P e R) e alta intensidade de Si (Fig. 4T) naqueles tratamentos em
que esse elemento foi adicionado. A aplicacdo de Al combinado ao fornecimento de Si resultou

na forte marcag@o do Si na mucilagem, principalmente na concentracdo de 300 uM (Fig. 4R).
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Fig. 4 Microscopia eletronica de varredura (MEV, A-F) e microscopia eletronica de varredura acoplada a uma
sonda de raio-X (G-R) em mapas com sitios de actimulo de Al na cor vermelha (G-L) e Si na cor verde (M-R) na
superficie de dpices radiculares de soja cultivar SOI5S2RSF IPRO ap6s 48 horas de exposicdo a solugdo nutritiva
na auséncia (0 mM) e presenca de silicio (1mM), associado com a auséncia (0 pM) e presenga de Al (100 ou 300
puM) durante 72 horas. O brilho de cada pixel ¢ uma indicagdo direta da abundancia relativa dos elementos
representados pela intensidade (contagens por segundo — CPS) de Al (S) e Si (T). Setas vermelhas: camada de
mucilagem. Seta azul: danos na micromorfologia das raizes (fissuras transversais). Valores médios seguidos pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Duncan (p<0,05). Letras maitisculas comparam o efeito
da aplicacdo do Si na mesma concentragcdo de Al, enquanto letras mindsculas comparam o efeito de diferentes
concentracdes de Al na mesma concentragdo de Si. As barras representam os valores médios (n = 5 plantas) + erro
padrdo.

A viabilidade das CBRs foi avaliada pela reacdo do corante azul de tripan, cuja
coloracdo azulada detecta células invidveis. Raizes expostas ao Al na auséncia de Si
apresentaram maior incidéncia de CBRs invidveis, detectadas pela maior intensidade da
coloragdo azulada (Fig. 5A). Nos tratamentos 0 e 100 uM de Al, apenas as CBRs foram
marcadas por esse corante, enquanto que sob 300 uM esse dano se estendeu também as células
do dpice radicular. Entretanto, a adicdo de Si aumentou a viabilidade das CBRs e dos 4pices
radiculares, tanto na auséncia quanto na presenca de Al. A presenca de Al com a auséncia de
Si aumentou o teor de celulose nas CBRs, enquanto que a presenca de Si reduziu o teor desse
polissacarideo (Fig. 5B). Na auséncia de Si, a intensifica¢ao do estresse (300 uM de Al) reduziu
a sintese de mucilagem nos dpices radiculares (Fig. 5C). Entretanto, com a adi¢do de Si os
apices radiculares apresentaram uma camada mais espessa de mucilagem, em relacio a auséncia
desse elemento, inclusive a 300 uM de Al. Na auséncia de Si, a atividade da PG teve aumentos
de 116% e 83%, respectivamente, nas concentragdes de 100 e 300 uM de Al. Ja com a adigao
de Si, houve aumento na atividade da enzima no controle (83%) mantendo igual ao tratamento

300 uM, mas reduziu 46% na concentracdao de 100 uM de Al (Fig. 5D).
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Fig. 5 Histolocalizacdo de CBRs invidveis com Azul de Tripan (A), presenca de celulose com a sonda Direct Red
23 (B), presenca de mucilagem com o corante Vermelho Neutro (C) e atividade da enzima poligalacturonase (D)
em dpices radiculares de soja cultivar S0I52RSF IPRO apds 48 horas de exposi¢do a solugdo nutritiva na auséncia
(0 mM) e presenga de silicio (1mM), associado com a ausé€ncia (0 uM) e presenca de Al (100 ou 300 uM) durante
72 horas. Seta vermelha: células de borda da raiz invidveis. Setas azuis: presenca de celulose em células de borda
daraiz. Setas amarelas: presenca de camada de mucilagem. Valores médios seguidos pela mesma letra nao diferem
estatisticamente pelo Teste de Duncan (p<0.05). Letras maitisculas comparam o efeito da aplicagdo do Sina mesma
concentracdo de Al, enquanto letras mindsculas comparam o efeito de diferentes concentra¢des de Al na mesma
concentrac@o de Si. As barras representam os valores médios (n = 5 plantas) + erro padrao.

A concentrac¢do de O2" aumentou no tratamento 300 uM de Al, tanto na auséncia (82%),
quanto na presencga de Si (78%) (Fig. 6A). A adi¢do de Si reduziu a concentracio dessa EROs
sob 0 uM (29%), 100 uM (25%) e 300 uM (24%). A concentragao de H>O, aumentou com a
exposi¢ao ao Al nas concentracdes de 100 uM (36%) e 300 uM (104%) (Fig. 6B). Mesmo com
a adicdo de Si a sintese dessa EROs foi superior na concentracao de 300 uM (70%) em relagao
ao controle. Mas a presenca do Si reduziu a concentragdo de H>O> nas raizes expostas ao Al
nas concentracdes de 100 uM (36%) e 300 uM (17%). O teor de MDA aumentou com o
incremento da concentracdo de Al, sendo mais acentuada nas raizes expostas a 300 uM de Al
(47%) (Fig. 6C). Nas raizes expostas ao Al e na preenga de Si a taxa de peroxidacao lipidica foi
27 e 29% menor nas concentracdes de 100 e 300 uM de Al, respectivamente. A reagdo com o
corante Azul de Evans revelou morte celular nos dpices radiculares expostos nas duas
concentragdes de Al, com maior intensidade a 300 uM, cujos &pices radiculares apresentaram
danos perceptiveis na integridade das raizes (Fig. 6D). Por outro lado, o efeito de morte celular

foi revertido com a adi¢cdo de Si em todos os tratamentos.
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Fig. 6 Concentracdo do radical anion superdxido - O™ (A), peréxido de hidrogénio - H,O» (B) e malondialdeido

- MDA (C) e avaliagdo da viabilidade de células radiculares pelo corante Azul de Evans (D) em dpices radiculares
de soja cultivar 50I52RSF IPRO apds 48 horas de exposic¢do a solugdo nutritiva na auséncia (0 mM) e presenga de
silicio (1mM), associado com a auséncia (0 pM) e presenga de Al (100 ou 300 uM) durante 72 horas. Valores
médios seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Duncan (p<0.05). Letras maiusculas
comparam o efeito da aplicacdo do Si na mesma concentragdo de Al, enquanto letras mintdsculas comparam o
efeito de diferentes concentracdes de Al na mesma concentracdo de Si. As barras representam os valores médios
(n = 5 plantas) + erro padrio.

A atividade da SOD e CAT reduziu 32% sob 100 uM de Al, mas ndo alterou sob 300
uM de Al, em relagao ao controle (Fig. 7A-B). Com a aplica¢@o de Si a atividade dessas enzimas
foi maior no controle, reduzindo com a exposi¢ao ao Al. Nas concentracdes 0 e 100 uM de Al
com a adicdo de Si, a atividade da SOD e CAT foi maior que na auséncia desse elemento. A
atividade de POX duplicou nas raizes expostas a 300 uM de Al na auséncia de Si (Fig. 7C).
Entretanto, a adicdo de Si, reduziu em 26% a atividade dessa enzima sob 300 uM de Al. A
aplicacdo de Al ndo alterou a atividade da APX, mas a combinacdo desse elemento com Si
reduziu a atividade dessa enzima sob 100 (31%) e 300 uM de Al (10%) em relagdo ao controle
com Si (Fig. 7D). Mesmo assim, a atividade da APX foi maior nas raizes expostas ao Si nos

tratamentos 0 e 300 uM de Al
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Fig. 7 Atividade das enzimas superéxido dismutase - SOD (A), catalase - CAT (B), peroxidase total - POX (C) e
peroxidase do ascorbato - APX (D) em 4pices radiculares de soja cultivar S0IS2RSF IPRO apds 48 horas de
exposi¢o a solugdo nutritiva na auséncia (0 mM) e presenca de silicio (1mM), associado com a auséncia (0 uM)
e presenga de Al (100 ou 300 uM) durante 72 horas. Valores médios seguidos pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo Teste de Duncan (p<0.05). Letras maitisculas comparam o efeito da aplicagdo do Sina mesma
concentracdo de Al, enquanto letras mindsculas comparam o efeito de diferentes concentracdes de Al na mesma
concentragdo de Si. As barras representam os valores médios (n = 5 plantas) + erro padrao.

A exposicdo ao Al na presenca de Si modulou o metabolismo primdrio em &dpices
radiculares de soja (Fig. 8). A concentracdo de aminoacidos reduziu 42% sob 300 uM de Al e
auséncia de Si, no entanto, foram observados aumentos nas concentragdes de 100 (66%) e 300
UM (49%) de Al combinadas com Si em relagdo ao controle (Fig. 8A). A exposicdo ao Al
aumentou a concentracao de prolina tanto na auséncia (100 uM, 320%) quanto na presenca de
Si (100 uM, 456%) (Fig. 8B). Sob 300 uM a sintese dessa biomolécula foi 2,2 vezes maior em
relacdo ao controle na auséncia e presenca de Si, mas foi inferior a concentragdo de 100 uM de
Al. A concentracdo de proteinas ndo foi alterada pela exposi¢do ao Al e pela aplicagdo de Si,
mas a combinagao desses elementos resultou em maior concentragdo de proteinas no tratamento
de 300 uM em relagdao a 100 uM de Al (Fig. 8C). O Al induziu maior acimulo de compostos
fenolicos no tratamento de 100 pM (59%) e 300 uM (40%) (Fig. 8D). Com a adigdo de Si essa

resposta foi observada apenas na concentracdo 100 pM (45%) com redugdo de 28% sob 300

r 30

r 25

r 20

o o = e
@ © o W
(eujsyoid l'_ﬁLu i |ount)

o
w

e
=}

(11} l_Augu.z |owiri)
1v0

1+

(eujajoud

Xdv



111

uM de Al. O maior teor de fumarato (Fig. 8E) foi observado na presen¢a de Si no controle e
sob 300 uM de Al (40% e 35%, respectivamente). Por outro lado, a exposi¢ao a 100 uM resultou
em maior acimulo de malato (113%), e a 300 pM o acimulo desse acido organico reduziu
(30%) em relac@o ao controle (Fig. 8F). Com a adi¢d@o de Si as raizes acumularam mais malato
a medida que se aumentou a concentragdo de Al no meio de cultivo. A adicdo de Si reduziu o

acumulo desse acido organico a 100 uM (38%), mas aumentou a 300 uM (140%).
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Fig. 8 Concentracdo de aminodcidos totais (A), prolina (B), proteinas (C) compostos fenélicos totais (D), fumarato
(E) e malato (F) em apices radiculares de soja cultivar S0I52RSF IPRO ap6s 48 horas de exposi¢do a solugdo
nutritiva na auséncia (0 mM) e presenca de silicio (1mM), associado com a auséncia (0 uM) e presenga de Al (100
ou 300 uM) durante 72 horas. Valores médios seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo Teste
de Duncan (p<0.05). Letras maitsculas comparam o efeito da aplicagdo do Si na mesma concentragdo de Al,
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enquanto letras mindsculas comparam o efeito de diferentes concentragdes de Al na mesma concentragdo de Si.
As barras representam os valores médios (n = 5 plantas) + erro padrdo.

As raizes expostas a 300 uM de Al apresentaram maior acimulo de amido em relagao
ao controle (24%) e ao tratamento com 100 uM de Al (Fig. 9A), ambos na auséncia de Si,
também se mostrou maior quando comparado a presenga de Si. No entanto, na presenca de Si
os niveis dessa biomolécula foram iguais em todos os tratamentos. Comportamento semelhante
ao do amido foi verificado para os teores de glicose na auséncia de Si nas diferentes dosagens
de Al (Fig. 9B). J4 na presenca de Si e combinada com a presenca de Al, verificou-se drastica
redugdo do teor de glicose, redugado esta de 55% e 40% sob 100 e 300 uM, respectivamente. O
acumulo de frutose reduziu a 100 uM de Al tanto na auséncia (20%), quanto na presenca de Si
(70%) em relacdo ao controle e ao tratamento com 300 uM de Al, este que por sua vez ndo
apresentou quaisquer diferencas em relagdo ao controle (Fig. 9C). Por outro lado, a adi¢do de
Si aumentou o acumulo de sacarose na concentra¢cdo de 100 uM de Al (71%), em relagdo ao
controle e 300 uM de Al (Fig. 9D), efeito contrario ao encontrado nos teores de glicose e frutose,

porém sem quaisquer alteracdes nas demais combinagdes de tratamentos.
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Fig. 9 Concentragdo de amido (A), glicose (B), frutose (C) e sacarose (D) em 4pices radiculares de soja cultivar
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associado com a auséncia (0 uM) e presenga de Al (100 ou 300 uM) durante 72 horas. Valores médios seguidos
pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Duncan (p<0.05). Letras maitGsculas comparam o
efeito da aplicagdo do Si na mesma concentragdo de Al, enquanto letras mindsculas comparam o efeito de
diferentes concentragdes de Al na mesma concentragdo de Si. As barras representam os valores médios (n = 5
plantas) + erro padrdo.

4 DISCUSSAO

A presenca de Al toxico nos solos agricultdveis € uma preocupagdo para o crescimento
e desenvolvimento de plantas cultivadas, assim a identificacdo de mecanismos de resisténcia a
este metal pode selecionar cultivares mais resistentes a esse agente estressor (Rasheed et al.,
2023). Adicionalmente, tem-se enfatizado a experimentacao com aplicacdo de compostos com
potencial de mitigar o estresse abidtico em cultivos agricolas, como o elemento Si (Coskun et
al.,2019). Neste trabalho nés demonstramos o efeito mitigador da aplica¢do do Si em condicdes
de estresse por Al em plantulas de soja.

A aplicagdo de 300 uM de Al inibiu o crescimento das raizes (Fig. 1A-C), resultando
em um sistema radicular pouco ramificado e com baixa densidade de raizes laterais (Fig. 1D) e
reducdo da biomassa (Fig. 1F), culminando em danos severos no desempenho das plantulas
(Fig. 1G). Efeitos téxicos do Al no crescimento radicular sempre sdo relatados em plantas
cultivadas com sensibilidade a este metal (Brito et al., 2020; Silva et al., 2020). Apesar de 100
uM de Al causar fitotoxidez em raizes de algumas plantas cultivadas (Andrade et al., 2023;
Silva et al., 2020; 2023), neste trabalho essa concentracdo resultou apenas na redu¢do do CTR
(Fig. 1C) e VR (Fig. 1D), o que indica que este ndo foi um tratamento que causou estresse as
plantulas cuja performance foi semelhante a auséncia desse elemento (Fig. 1G). Além disso,
neste tratamento os apices radiculares acumularam menos Al em relagdao a 300 uM de Al (Fig.
2A).

Além do maior teor de Al sob 300 uM, os dpices radiculares foram mais intensamente
corados pela hematoxilina (Fig. 2B), com distribui¢do por todo o dpice radicular (Fig. 4]) e
aumento da intensidade desse elemento (Fig. 4S). Os dpices radiculares também apresentaram
uma alta fluorescéncia pelo fluoréforo lumogallion na epiderme e na coifa da raiz (Fig. 3C).
Por outro lado, sob 100 uM de Al os apices radiculares foram fracamente corados com
hematoxilina (Fig. 2B), pois a intensidade de colora¢do varia com a concentragdo absorvida
desse elemento (Radmer et al., 2012), corroborando com os resultados do MEV-EDS (Fig. 4H)
e de fluorescéncia, que revelou a presenca do complexo Al — lumogallion apenas na coifa da
raiz (Fig. 3B). O maior acimulo de Al sob 300 uM explica os danos na micromorfologia dos
apices radiculares que apresentaram fissuras transverssas na epiderme da raiz (Fig. 4C),

enquanto sob 100 uM de Al as raizes se mantiveram integras e com presen¢a de mucilagem
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(Fig. 4B). Danos estruturais no apice radicular em funcdo do estresse por Al também foi
relatado em Glycine max (Silva et al., 2020) e Oryza sativa (Brito et al., 2020), que culminam
com a morte celular em tecidos radiculares em fungao do estresse oxidativo (Ribeiro et al.,
2022; Yoshida et al. 2023).

Ap6s adigao de 300 uM de Al combinado com a presenca de Si, esse elemento mitigou
o estresse provocado pelo Al, em func¢do da reducdo do teor desse metal nos dpices radiculares
(Fig. 2). A adicdo de Si aumentou a presenca (Fig. 3E e F) e viabilidade de CBRs (Fig. SA) e a
sintese de mucilagem (Fig. 4E e F; Fig. 5C) nas duas concentra¢des de Al, o que sustenta nossa
hipdtese inicial de que esse elemento promove a sintese de mucilagem e CBRs. Dessa forma, a
combinagdo de Si, mucilagem e CBRs resultou em menores danos na raiz quando na presenga
de Al (Fig. 4F; Fig. 6D), pois a camada de mucilagem age como barreira para a difusdo de Al
aos dpices radiculares, reduzindo seu acumulo e toxicidade, principalmente nas células
meristemdticas do 4pice radicular (Cai et al., 2013; Miyasaka; Hawes, 2001). Resposta de
tolerancia ao Al devido a presenca de mucilagem foi reportada por Cai et al. (2013), que
demonstraram a imobilizagdo do Al por mucilagem secretada pelas CBRs. Os mecanismos
pelos quais a mucilagem se liga ao Al pode estar relacionada a sua composi¢ao, como a presenca
de 4cido urdnico, que apresenta alta afinidade por cétions, e grau de metilacio (Watanabe et
al., 2008). Além disso, o acimulo de H* dos acidos organicos (Cai et al., 2013) e presenga de
agentes quelantes na mucilagem, como os compostos fendlicos (Cai et al., 2013; Watanabe et
al., 2008), podem se ligar ao Al reduzindo sua biodisponibilidade.

A atividade da PG aumentou nas raizes expostas ao Al, mas a adi¢do de Si reduziu a
atividade dessa enzima na concentragdo de 100 uM de Al (Fig. 5D). Isso demonstra a
capacidade que o Al tem de manter as CBRs separadas, mantendo-as dispersas e reduzindo sua
populacdo préoximo ao apice radicular. Entretanto, a aplicagdo de Si ao reduzir a atividade da
PG, manteve as CBRs agregadas e proximas ao dpice da raiz, permitindo maior sintese de
mucilagem e aumento da tolerancia ao Al, corroborando com os resultados de encontrados por
Xiao e Liang et al., (2022). A presenca de celulose na mucilagem ndo pode ser considerada
como resposta de tolerancia ao Al, visto que este elemento ndo se fixa na celulose, cujo teor
reduziu com a aplicagdo de Si em todos os tratamentos, (Xiao; Liang, 2022). Possivelmente a
aplicacdo de Si alterou a composi¢do da parede celular das CBRs, reduzindo o teor de celulose
e aumentando o teor de pectina, que apresenta maior afinidade de ligacao ao Al.

Sob 300 uM o acimulo de Al nos apices radiculares resultou em alta concentracdo de
0. (Fig. 6A) e H2O2 (Fig. 6B), desencadeando estresse oxidativo e peroxidacao lipidica (Fig.

6C). Alta concentragdao de EROs em plantulas expostas ao Al também foi relatado em plantulas
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de O. sativa (Ribeiro et al., 2022), Zea mays (Yoshida et al., 2023) e G. max (Silva et al., 2023).
O aumento na taxa de peroxidacdo lipidica ¢ um marcador do estresse oxidativo, indicando
baixa remocao de EROs, cujo actimulo resulta em rea¢des com biomoléculas, comprometendo
a integridade das membranas celulares (Mittler, 2002). Esses resultados culminam para a
ocorréncia de morte celular da raiz, em fun¢do da perda da integridade da membrana celular
(Fig. 6D). A severidade do estresse (300 uM de Al) impediu o aumento na atividade das
enzimas envolvidas na remoc¢ao de EROs, resultando assim no seu acimulo. Apenas a POX
aumentou sua atividade sob 300 uM de Al (Fig. 7C).

O incremento no teor de H>O» (Fig. 6B) sob 100 uM de Al nos apices radiculares ndo
se configurou no desenvolvimento de estresse oxidativo, pois a taxa de peroxidacao lipidica
nao aumentou (Fig. 6C), e as raizes se mantiveram vivas e sem danos aparentes (Fig. 6D). Além
disso, a atividade de SOD e CAT, enzimas fundamentais na remoc¢do de EROs, reduziram
quando comparadas ao controle sem Si (Fig. 7A e B). O aumento na produ¢do de EROs nao
traduz a ocorréncia do estresse, pois isso pode ser sinal de intensa atividade metabdlica,
sobretudo em tecidos em crescimento. Além disso, comparando a auséncia ou presenga de Si
sob 100 uM de Al vemos que com Si a concentragdo de Oz2", H2O2 e MDA reduziram e o teste
com azul de Evans revelou menor incidéncia de morte celular nessas raizes (Fig. 6). Também
foi observado um aumento na atividade de SOD e CAT, que pode explicar a reducdo de O>" e
H>0., apesar de ndo ter ocorrido estresse oxidativo na auséncia desse elemento.

Tanto sob a auséncia quanto presenca de Si o metabolismo primaério foi alterado em
apices radiculares expostos a 100 uM de Al, o que pode explicar o melhor desempenho das
plantulas em ambos os tratamentos. A adi¢do resultou em acimulo de aminodcidos livres,
prolina, compostos fendlicos, malato e sacarose e reducdo de fumarato, glicose e frutose (Fig.
8 e 9). A exposi¢ao a 300 uM de Al também resultou em acumulo de prolina, compostos
fendlicos, amido e glicose, porém os teores de aminoacidos (Fig. 8A) e malato (Fig. 8F)
reduziram. O acumulo de prolina e compostos fendlicos estdo vinculados a respostas de
tolerncia ao Al toxico agindo na remog¢do de EROs (Ofoe et al., 2023; Rahman; Upadhyaya,
2021). O acumulo de prolina sempre € relatado em plantas expostas ao Al (Chowra et al., 2017,
Pirzadah et al., 2019) e pode ser empregada na remoc¢ao de EROs, assim como os compostos
fendlicos (Kochian et al., 2015; Maejima et al., 2016), na sintese proteica e osmorregulacdo
(Ofoe et al., 2023; Rahman; Upadhyaya, 2021). O malato ao ser exsudado dos dapices
radiculares quela e indisponibiliza o Al, reduzindo sua toxidez. Seu acimulo sempre é reportado

como resposta de tolerancia ao Al (Andrade et al., 2023; Radmer et al., 2012). Por outro lado,
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a reducdo do acimulo de malato sob 300 uM de Al pode indicar o seu emprego na sintese de
outros compostos originados do ciclo dos 4cidos tricarboxilicos, ou devido ao processo de
exsudacgdo pelas raizes.

Sabe-se que a toxidez por Al pode prejudicar a atividade das enzimas amiloliticas (Xu
et al., 2017), o que pode explicar o alto teor de amido sob 300 uM de Al. Sob estresse por Al,
as raizes podem acumular glicose que atua como agente osmoregulador (Giannakoula et al.
2008; 2010), evitando a desidratag¢ao da raiz ou estabilizador de membranas (Ofoe et al., 2023;
Silva et al., 2023) ou ainda contribuir na sintese de moléculas utilizadas na mitigacdo do
estresse como prolina e compostos fendlicos, cujo aumento foi reportado neste trabalho (Fig.
8B, D). Os aminodcidos podem ser utilizados como compostos intermedidrios na sintese de
outras moléculas, o que explica sua redugdo sob 300 uM de Al (Hildebrandt et al., 2015).

Neste trabalho nds observamos um actimulo de fumarato e malato sob 300 uM de Al
com a adi¢do de Si e reducio na concentracdo de compostos fendlicos com a aplicagdo deste
elemento. Possivelmente a presenca de prétons dos dcidos organicos na mucilagem tenha
contribuido para quelar o Al téxico (Cai et al., 2013). Por ndo se configurar com uma situagao
de estresse, possivelmente a sintese de fendlicos foi reduzida. Ainda nesse tratamento
observamos uma reducio no acimulo de amido e glicose 300 uM combinado com Si. A sintese
de mucilagem e CBRs demanda glicose, oriunda inclusive da degradacdo do amido, o que pode
explicar a redu¢do na concentracdo de ambos compostos. Comparando a auséncia e presenca
de Si sob 300 uM vemos que a adi¢do de Si aumentou a concentracdo de aminodcidos (Fig.
8A), prolina (Fig. 8B) e malato (Fig. 8F). Por outro lado, vemos uma reducao no acimulo de
amido (Fig. 9A) e glicose (Fig. 9B). Como a sintese de mucilagem e CBRs requer a presenca
de acgucares, possivelmente o amido pode estar sendo convertido em glicose, que estd sendo
empregada na sintese de mucilagem e CBRs.

Além da mucilagem, as CBRs, que sdo a primeira camada da raiz em contato direto com
o Al, desempenham um papel importante na tolerancia ao Al em plantulas de soja, cuja remocao
inibiu alongamento radicular nessa espécie (Cai et al., 2013). A exposicao ao Al pode induzir
a produc¢do de mucilagem por CBRs, fornecendo mais sitios de absor¢@o ao Al e diminuindo o
seu contato com araiz e a inibi¢do do crescimento radicular (Cai et al., 2011; Yang et al., 2016).
Neste estudo nds registramos um acimulo de Al na parede e niicleo celular das CBRs (Fig. S2D
e F) resultando em sua morte (Fig. S2G e H). Apesar do Si reduzir o acimulo de EROs nos
apices radiculares, na concentracdo de 300 uM a producdo de O>™ e H20: foi superior ao

controle com Si, apesar de ndo ocorrer aumento da taxa de peroxidagao lipidica e morte celular.
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Quando comparamos a auséncia ou presen¢a de Si sob 300 uM de Al observamos que a adi¢ao
de Si resultou na redu¢do do acimulo de EROs (Fig. 6A e B), menor taxa de peroxidacao
lipidica (Fig. 6C) e morte celular (Fig. 6D) nos dpices radiculares. Nessa condicao registramos
uma reducdo na atividade da SOD (Fig. 7A), CAT (Fig. 7B), POX (Fig. 7C) um leve aumento
na atividade de APX (Fig. 7D). Esses resultados sinalizam que esse aumento de EROs ndo se
configura como estresse oxidativo. Possivelmente o acimulo de EROs aumentou nas CBRs
induzido a morte celular programada dessas células. Entretanto, mais estudos devem ser

conduzidos para melhor compreendermos o mecanismo pelo qual isso ocorre.

5 CONCLUSAO

O acumulo de Al em dapices radiculares de soja ocasiona estresse oxidativo e danos de
membrana, culminando na reduciao do desempenho das plantulas. Entretanto, a presenga de Si
no meio de cultivo minimiza drasticamente o efeito da toxidez por Al, pois aumenta a
viabilidade das CBRs que sintetizam mais mucilagem, responsavel por manté-las em volta das
raizes. A presenc¢a de mucilagem e CBRs reduzem o contato e consequentemente o actimulo de
Al nas raizes, permitindo o crescimento das plantulas de soja, apesar de concentragdes de Al

em doses fitotoxicas.
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APENDICE A (Dados Suplementares) - Tabela S1

Resultados (significancia) da ANOVA para os efeitos simples do fornecimento de silicio (Si),
aluminio (Al) e sua interacdo (Si x Al) para todos os parametros quantificados em raizes de soja
cultivar S0IS2RSF IPRO ap6s 48 horas de exposicdo a solugdo nutritiva na auséncia (0 mM) e
presenca de silicio (1mM), associado com a auséncia (0 uM) e presenca de Al (100 ou 300 uM)
durante 72 horas.

Parametro Si Al Si x Al
Comprimento liquido de raizes <0.0010* <0.0010*  <0.0010%*
Comprimento da raiz <0.0010* <0.0010%* 0.0015*
Comprimento total da raiz <0.0010* <0.0010*  <0.0010%*
Volume da raiz <0.0010* <0.0010%* 0.0098*
Diametro médio da raiz <0.0010* <0.0010*  <0.0010*
Massa seca da raiz <0.0010* 0.0028* 0.6763
Teor de Al <0.0010* <0.0010*  <0.0010*
Intensidade de Al <0.0010* 0.0465%* <0.0010*
Intensidade de Si <0.0010* 0.0466* <0.0010%*
Atividade da PG 0.5853  0.0115* <0.0010%*
0" <0.0010* <0.0010%* 0.3649
H>0» <0.0010* <0.0010%* 0.0264*
MDA 0.0035* 0.0122* 0.1711
SOD <0.0010* <0.0002%* 0.1360
CAT <0.0010* <0.0010%* 0.0039*
POX 0.1008 <0.0010%* 0.0084*
APX 0.0368* <0.0010* 0.0148*
Aminoacidos 0.1656  0.0074* <0.0010%*
Proline 0.2583 <0.0010% 0.1475
Proteina 0.3500 0.0201* 0.1595
Compostos fendlicos 0.1224 <0.0010* 0.2135
Fumarato 0.0082*  0.4912 0.0575
Malato 0.6005 <0.0010*  <0.0010%*
Amido 0.0269*  0.4855 0.0441*
Glicose <0.0010* 0.0234* 0.0113*
Frutose <0.0010* <0.0010%* 0.0043*
Sacarose <0.0010* <0.0010%* <0.0010%*

Nivel de significancia: *: 5%.
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APENDICE B (Dados Suplementares) - Figura S1

Sem Si Com Si
300 uM Al 300 uM Al

22 um 11 pm O pm

Profundidade
33 um

44 um

66 um 55 um

77 pm

Figura S1 Localizag¢do do Al por microscopia confocal de varredura a laser na superficie em dpices radiculares de
soja cultivar S0I52RSF IPRO ap6s 48 horas de exposicao a solu¢do nutritiva contendo 300 uM de Al na auséncia
de Si (A-H) ou na presenca de silicio (ImM) (I-N) durante 72 horas. A cor verde evidencia a emissdao de
fluorescéncia do fluoréforo lumogallion. As imagens foram obtidas em diferentes profundidades em &pices
radiculares usando a técnica “Z stacks”, com intervalo de 11 um.
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APENDICE C (Dados Suplementares) - Figura S2

Figura S2 Localizag¢do do Al por microscopia confocal de varredura a laser na superficie em dpices radiculares de
soja cultivar S0I52RSF IPRO apés 48 horas de exposicdo a solucdo nutritiva na presenca de silicio (1mM)
associado com a presenca de 100 pM de Al (A - C) e 300 pM de Al (D - H) apds 72 horas. A cor verde mostra
emissdo de fluorescéncia do Al ao reagir com o fluoréforo lumogallion e a cor vermelha mostra emissdo de
fluorescéncia de células mortas ao reagir com o fluoréforo iodeto de propidio. Setas azuis: células de borda da raiz

imersas em densa camada de mucilagem. Seta branca: células de borda mortas.
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CONCLUSAO GERAL

Os cultivares de soja respondem diferencialmente ao Al toxico e este comportamento
permitiu classificd-los quanto a sensibilidade ao estresse exercido por este metal. Apesar do Al
ndo influenciar a taxa de germinacdo, o desempenho de plantulas foi comprometido,
principalmente nos cultivares sensiveis. Esse comportamento estd vinculado ao acimulo de Al
que resulta em danos na micromorfologia das raizes e estresse oxidativo. As respostas de
tolerancia ao Al em soja podem ser associadas principalmente a atuacdo das enzimas
antioxidantes, acimulo de metabdlitos (prolina, compostos fendlicos, acucares e dcidos
organicos) e atuacdo de CBRs nas raizes na sintese de mucilagem, que pode ser potencializada

com a aplicacdo de Si.



