DALTON DIAS DA SILVA JUNIOR

GERMINACAO E CARACTERIZACAO BIOQUiM[CA EM GENOTIPOS DE SOJA
SOB EFEITO DO ALUMINIO

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vigosa como parte das exigéncias do
Programa de Pd4s-Graduagdo em Fitotecnia
para a obteng¢do do titulo de Doctor Scientiae.

Orientador: Laércio Junio da Silva

Coorientadores: Auxiliadora Oliveira Martins
Cléberson Ribeiro

VICOSA - MINAS GERAIS
2020



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vigosa - Campus Vigosa

T
Silva Junior, Dalton Dias da, 1987-
S586g Germinagdo e caracteriza¢do bioquimica em genoétipos de
2020 soja sob efeito do aluminio / Dalton Dias da Silva Junior. —
Vigosa, MG, 2020.
73f. :il. ; 29 cm.

Orientador: Laércio Junio da Silva.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vigosa.
Referéncias bibliograficas: f. 61-73.

1. Glycine max. 2. Soja - Crescimento - Efeito do aluminio.
3. Aluminio - Metabolismo. 4. Antioxidantes. I. Universidade
Federal de Vigosa. Departamento de Agronomia. Programa de
Pés-Graduacdo em Fitotecnia. 1. Titulo.

CDD 22. ed. 633.343




DALTON DIAS DA SILVA JUNIOR

GERMINACAO E CARACTERIZACAO BIOQUIMICA EM GENOTIPOS DE SOJA
SOB EFEITO DO ALUMINIO

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vigosa como parte das exigéncias do
Programa de Pos-Graduagdo em Fitotecnia
para a obteng¢&o do titulo de Doctor Scientiae.

APROVADA: 12 de margo de 2020.

Assentimento:

-
T T
alton Djds da Silva Junior
Autor

e

Lﬁé@mﬁ da Silva

Orientador




Dedico estd tese aos meus pais, irmdos e amigos que sempre acreditaram e me apoiaram a
alcangar os meus objetivos.

“Ando devagar porque jd tive pressa, e levo
esse sorriso, porque jd chorei de mais, hoje
me sinto mais forte, mais feliz quem sabe, so
levo a certeza de que muito pouco eu sei, ou

nada sei...” (Almir Sater e Renato Teixeira)



AGRADECIMENTOS

A Nossa Senhora de Nazaré e a Deus por me proporcionarem a vida e a perseveranca
de enfrentar novos desafios todos os dias.

Ao meu pai, Dalton Dias da Silva (in memoriam) e a minha mae, Maria Margarida da
Silva Dias por sempre acreditarem nos meus sonhos e por sempre estarem ao meu lado,
agrade¢o do fundo do meu coracio.

Aos meus irmdos, Alexsandra Silva, Fébio Silva e Natasha Costa por todo o carinho e
motivacdo ao longo desses anos de estudos, amo voces.

A Simone Costa por todo carinho e motivacio para alcancar as etapas drduas vividas
durante a minha infincia e durante a carreira académica, muito obrigado.

Ao meu grande amigo e colega de profissdo, Professor Adalcir Aradjo Feitosa Jtnior
por realizar a permuta no plano de capacitacdo e por me oportunizar a cursar doutorado.
Demonstracao verdadeira de empatia e, incontestavel ato de boa-fé, sou eternamente grato.

Aos amigos e colegas de profissdo, Luciano Augusto Rohleder, Carlos Alexandre
Querino, Julianne Querino, Wanderlei Mendes, Marcos André Braz e Laura Miranda por
tornarem o ambiente de trabalho e os momentos particulares agradaveis e de elevada estima.

A Universidade Federal do Amazonas (UFAM) e ao Instituto de Educagdo,
Agricultura e Ambiente (IEAA) pelo incentivo em cursar o doutorado.

Ao Prof. Laércio Junio da Silva por toda dedicagdo, orientacdo, motivacao e amizade
para realizacdo da tese.

A Dr* Auxiliadora Oliveira Martins por aceitar a coorientacio dessa tese, por
sugestdes sempre pertinentes para o desenvolvimento do trabalho, muito obrigado.

Ao Prof. Cléberson Ribeiro por aceitar a coorienta¢do, por toda motivacdo, pelo
incentivo, pelas contribuicdes significativas, na participagdo da banca de exame de
qualificacdo e no exame de defesa da tese, muito obrigado.

A Prof* Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias pelo exemplo de docente, pelo
incentivo, pelas contribui¢des, significativas, na participacdo da banca de exame de
qualificacdo e no exame de defesa da tese, muito obrigado.

A Dr* Ariadne Morbeck Santos Oliveira por toda motivacdo, incentivo, na
participacdo da banca de exame de qualificacdo e no exame de defesa da tese, muito
obrigado.

A Dr* Carla do Carmo Milagres por toda motivacio, incentivo, na participacio da

banca do exame de defesa da tese, muito obrigado.



Aos Profs Wagner Aradjo e Adriano Nunes-Nesi pela motivagdo e por disponibilizar
a utilizacdo do laboratério pertencente a Unidade de Crescimento de Plantas do
Departamento de Biologia Vegetal da UFV para realizacdo das anélises bioquimicas, muito
obrigado.

Ao Programa de Pds-Graduacdo em Fitotecnia por todo o apoio durante o periodo do
doutorado.

Ao Prof. Carlos Eduardo Magalhdes por todo apoio, compreensdo e orientacdes
durante o doutoramento, obrigado.

Aos amigos e colegas da pds-graduacdo por todo o carinho e companheirismo durante
as disciplinas e eventuais ajudas na conducao de experimentos.

Ao Prof. Hugo Pinheiro (UFRA) por ter me orientado durante a iniciagdo cientifica, a
qual devo ensinamentos fundamentais e, principalmente, pela amizade, obrigado.

A Prof*. Gisele Barata da Silva (UFRA) por ter estabelecido parceira para o
desenvolvimento de projetos voltados a area de Fitopatologia, a qual devo ensinamentos
fundamentais e, principalmente, pela amizade, obrigado.

A Dr* Fabricia Kelly (UFRA) por todos os ensinamentos, compreensdo e amizade
durante o periodo de iniciagdo cientifica e carreira profissional, muito obrigado.

A todos os meus amigos que acompanharam a minha trajetdria pessoal e profissional,
obrigado.

Aos meus amigos do futebol “Las Peladas G.O” pelos momentos descontraidos, pela
amizade e por aceitarem que sou um zagueiro excelente, obrigado a todos.

Em memoéria, a0 meu amigo e colega de profissdo, Alessandro Machado da Silva.
Discente do curso de Doutorado em Fitopatologia da UFV, que nos deixou no dia
02/02/2020. Que o Senhor tenha o recebido na sua gléria. Serd lembrado pela sua dedicacado e
esperanca em tornar-se um profissional melhor e, que sempre lutou pelos seus sonhos.
Obrigado pelo convivio, simplicidade e amizade. Grande abrago para onde vocé estiver.

A Fundacio de Amparo 2 Pesquisa do Estado do Amazonas (FAPEAM) pela
concessao da bolsa de estudo durante o doutorado (Edital n° 01/2019 — ME/DO).

A Coordenagio de Aperfeicoamento de pessoal de Nivel Superior (CAPES BRASIL)
pelo incentivo da bolsa de doutorado que garantiu a realizagdo do trabalho.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cédigo de Financiamento 001.



BIOGRAFIA

Dalton Dias da Silva Junior, filho de Maria Margarida da Silva Dias e Dalton Dias da
Silva, nasceu no dia 9 de fevereiro de 1987, na cidade de Ananindeua, estado do Para.

Em 2008, iniciou o curso de graduacdo em Agronomia pela Universidade Federal
Rural da Amazoénia (Belém, Pard), graduando-se em julho de 2012. Em novembro desse
mesmo ano, iniciou o curso de mestrado em Ciéncias Agrérias (Fisiologia Vegetal) na
Universidade Federal de Vicosa, concluindo-o em novembro de 2014.

No ano de 2015 foi professor horista na Universidade Federal Rural da Amazonia,
ministrando disciplinas para o curso de Engenharia Florestal e Engenharia da Produgdo no
Campus de Parauapebas e, posteriormente, foi professor substituto na Universidade Federal
do Sul e do Sudeste do Para, na cidade de Maraba, sendo lotado do Instituto de Estudos em
Desenvolvimento Agrario e Regional, ministrando aula para o curso de Agronomia, ambas
universidades localizadas no estado do Pard. No ano de 2016, foi aprovado no concurso para
professor efetivo na Universidade Federal do Amazonas, sendo lotado no Instituto de
Educagdo, Agricultura e Ambiente pertencente ao Campus do Vale do Rio Madeira,
localizado na cidade de Humait4, estado do Amazonas. Sendo professor do quadro efetivo do
curso de Agronomia.

Ap6s quatro anos de carreira como professor do magistério superior, retornou a
Universidade Federal de Vigosa no ano de 2018 para iniciar o doutoramento no Programa de
P6s-Graduacao em Fitotecnia, na drea de Sementes e Propagacdo Vegetativa. No dia 12 de

marco de 2020, obteve o titulo de doutor em Fitotecnia



RESUMO

SILVA JUNIOR, Dalton Dias, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco de 2020.
Germinacio e caracterizacdo bioquimica em genétipos de soja sob efeito do aluminio.
Orientador: Laércio Junio da Silva. Coorientadores: Auxiliadora Oliveira Martins e
Cléberson Ribeiro.

z

A acidez encontrada no solo da regido do cerrado brasileiro € um fator limitante para
producdo agricola. Em solos dcidos, com pH menor que 5.0, a toxicidade por aluminio (Al)
resulta em reducdo do crescimento e desenvolvimento de plantas que ndo sdo adaptadas a
essa condicdo de acidez. O cation Al**, formado devido ao pH acido, em contato com a célula
vegetal, resulta em interacdes complexas com a parede celular e o citoplasma favorecendo a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). As respostas bioquimicas e fisiologicas
das plantas sob efeito fitotoxico do Al, sdo descritas no estddio pds-germinativo. Para cultura
da soja faltam informacdes a respeito das alteragdes bioquimicas que podem ocorrer durante
a germinacdo e o estabelecimento da plantula sob efeito desse metal pesado. O principal
objetivo desta pesquisa € identificar a sensibilidade ao Al em 29 gendtipos comerciais da soja
e, avaliar quais alteracdes bioquimicas ocorrem no estddio germinativo e no estabelecimento
da plantula. Os 29 genétipos avaliados apresentam reducio na germinacdo, no crescimento da
radicula e do hipocdtilo sob efeito do Al. Dentre esses, € possivel identificar genétipos mais
sensiveis a presenca do Al. Devido a diversidade apresentada dos genétipos estudados, foi
realizado a selecdo de cinco gendtipos que apresentaram diferenca na sensibilidade ao Al. As
alteragdes bioquimicas demonstram que o metabolismo de carboidrato foi reduzido e o
conteido de prolina e nitrato aumentou sob efeito do Al. O contetdo de dcidos orgénicos,
fumarato e malato, aumentou em todos os gendtipos avaliados. O contetido de MDA foi
maior em comparacdo ao tratamento controle. As enzimas do metabolismo antioxidativo
obtiveram maior acdo catalitica para promover a detoxificacdo das EROs. O aumento na
concentracdo de malato indica que o mecanismo de tolerancia ao Al existente na cultura da
soja promove a formacdo de complexo com o Al. O aumento no conteudo de prolina e na
atividade catalitica da CAT e POX sdo tragos bioquimicos responsivos a presenca do Al
durante a germinag¢do da soja. As alteracdes bioquimicas observadas sdo de fundamental
importancia para o melhoramento da cultura da soja em ambientes que apresente elevada

concentracdo de Al.

Palavras-chave: Glycine max, metabolismo, estresse oxidativo.



ABSTRACT

SILVA JUNIOR, Dalton Dias, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, March, 2020.
Germination and biochemical characterization in soybean genotypes under the effect of
aluminum. Advisor: Laércio Junio da Silva. Co-advisors: Auxiliadora Oliveira Martins and
Cléberson Ribeiro.

The acidity found in the soil of the Brazilian cerrado region is a limiting factor for
agricultural production. In acid soils, with a pH lower than 5.0, the toxicity by aluminum (Al)
results in reduced growth and development of plants that are not adapted to this acidity

condition. AI**

cation, formed due to acid pH in contact with the plant cell, results in
complex interactions with the cell wall and cytoplasm favoring the formation of reactive
oxygen species (ROS). The biochemical and physiological responses of plants under the
phytotoxic effect of Al are described in the post-germinative stage. For soybean culture there
is a lack of information on the biochemical changes that may occur during germination and
establishment of the seedling under the effect of this heavy metal. The main objective of this
research is to identify the sensitivity to Al in 29 commercial soybean genotypes and to assess
which biochemical changes occur at the germination stage and establishment of the seedling.
The 29 genotypes evaluated show a reduction in germination, root growth and hypocotyl
under the effect of Al. Among these, it is possible to identify genotypes more sensitive to the
presence of Al. Due to the diversity of the genotypes studied, we selected five genotypes that
showed difference in sensitivity to Al. The biochemical alterations show that the
carbohydrate metabolism was reduced and the content of proline and nitrate increased under
the effect of Al. The content of organic acids, fumarate and malate, increased in all genotypes
evaluated. The MDA content was higher compared to the control treatment. The enzymes of
the antioxidative metabolism obtained greater catalytic action to promote detoxification of
EROs. The increase in malate concentration indicates that the Al tolerance mechanism in
soybean culture promotes the formation of Al complex. The increase in proline content and
catalytic activity of CAT and POX are biochemical traits responsive to the presence of Al
during soybean germination. The biochemical changes observed are of fundamental
importance for the improvement of soybean culture in environments with a high

concentration of Al.

Keywords: Glycine max, metabolism, oxidative stress.
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INTRODUCAO GERAL

Embora existam estudos sobre as respostas das plantas sob efeito fitotoxico do Al, a
maioria deles € focada no estddio pds-germinativo, com o uso de plantas ja estabelecidas ou
populagdes de crescimento mais avancadas nas andlises realizadas (Mossor-Pietraszewska,
2001; Carcamo et al., 2019). Além disso, faltam informacdes relacionadas aos efeitos que o
Al pode causar no metabolismo, no crescimento e, consequente estabelecimento das plantulas
e quais estratégias fisioldgicas e/ou bioquimica estdo envolvidas na tolerincia a esse metal
pesado (Nunes-nesi et al., 2014; Moreno-Alvarado et al., 2017).

Em solos 4cidos (pH < 5,0), a toxicidade do Al ocorre devido a formagio do fon Al*>.
Esse é um dos principais fatores que contribui para a redu¢do da produtividade das espécies
agricolas (e.g. soja, milho e sorgo) e florestais (e.g. Acacia mangium e Enteroobium
contortisiliqguum) (Peixoto et al., 2007; Bojérquez-Quintal et al., 2017; Presotto et al., 2018).
Ressalta-se que mais de 40% das dreas agricultdveis do mundo estdo em condicdes dcidas e a
toxicidade desse metal provoca problemas ndo apenas para o setor agricola, mas também é
uma questdo ambiental, j4 que pode ocorrer contaminagdo de corpo d’agua e pode provocar
contamina¢do aos animais (Igbal and Shafiq, 2003; Silva and Matos, 2016; Rodrigues et al.,
2017). Os teores de Al (em KCl) nos solos brasileiros sdao elevados, podendo alcancar 10
cmolc kg! (aproximadamente 11 ppm) (Cunha et al., 2015).

Dentre as regides agricolas do Brasil, a regido do cerrado era considerada como uma
area de baixa fertilidade natural, baixo valor econdmico e com baixa aptiddo agricola nos
meados de 1970 (Brannstrom et al., 2008), devido a sua elevada acidez caracteristica e,
consequente concentragdo de aluminio (Al). No entanto, atualmente o Brasil se destaca na
producdo de graos mundial, gracas a essa regido devido a introducdo de tecnologia e,
principalmente, devido ao melhoramento da soja, a principal cultura produzida na regidao
(Trabaquini et al., 2017). A soja [Glycine max (L.) Merrill] é considerada uma commodity
agricola, responsavel por grande parte do produto interno bruto brasileiro (PIB) agricola
(Santos Silva et al., 2017) e, é uma cultura altamente sensivel a elevados teores de Al.

O potencial de toxicidade do Al, uma vez em contato com a célula, principalmente da
raiz, resulta em interacdes complexas com a parede celular, membrana plasmdtica e com o
citosol, que ird promover a formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Kochian et
al., 2015). As plantas desenvolveram alguns mecanismos de tolerancia que sdo capazes de
mitigar os efeitos provocados por sua presenca. A desintoxicacdo do Al ocorre através da
formacdo do complexo Al-4cido orginico (Al-AO), a partir da interagio do fon AI** na

presengca de um 4cido organico (e.g. malato e/ou citrato) ou esse ion pode ser
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compartimentalizado no vacuolo. Outra estratégia que as plantas podem apresentar € a
exclusdo do complexo AI-AO anteriormente formado para regido da rizosfera. Além de
existir mecanismo capaz de exsudar malato e citrato para a regido da rizosfera e,
consequentemente, ocorrer a formacdo do complexo Al-AO na regido extracelular (Nunes-
nesi et al., 2014; Liu et al., 2018).

Para maioria das espécies agricolas ou florestais, o Al atua como inibidor do
crescimento radicular e, em alguns casos, pode comprometer as fun¢des fisiolégicas da parte
aérea das plantas, como: aumento das taxas de resisténcia a difusdo de CO2, reducdo na
abertura estomdtica e consequente declinio da atividade fotossintética, resultando em clorose
e alteragdes estruturais das folhas, redu¢do do numero e tamanho das folhas (Mossor-
Pietraszewska, 2001; Carcamo et al., 2019). O Al também reduz a germinacdo das sementes e
o crescimento das plantas de soja, milho (Zea mays) e trigo (Triticum aestivum) (Fageria,
2001; Custodio et al., 2002; Sarker et al., 2019). Algumas espécies podem apresentar
tolerancia a esse metal pesado, alfafa (Medicago sativa) (Ma et al., 2017) e canola (Brassica
napus) (Tan et al., 2017).

Por fim, é de extrema importancia o conhecimento da estratégia bioquimica que um
determinado grupo de gendtipos de soja podem apresentar sob o efeito do Al no estadio
germinativo e no estabelecimento da plantula. Essas informacdes podem subsidiar um
programa de melhoramento genético que objetive introduzir os caracteres que conferem
tolerancia em gendtipos produtivos. Portanto, o objetivo dessa pesquisa avaliar o efeito do Al
na germinacido e no crescimento das plantulas de soja. Além de realizar a caracterizacao
bioquimica desses processos através do estudo de diferentes gendtipos de soja que

apresentem sensibilidade ao Al.
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RESUMO

SILVA JUNIOR, Dalton Dias, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, mar¢o de 2020.
Germinacio, crescimento de plantulas e selecio de genétipos de soja sob efeito de
aluminio. Orientador: Laércio Junio da Silva. Coorientadores: Auxiliadora Oliveira Martins e
Cléberson Ribeiro.

A expansdo da fronteira agricola para os solos do cerrado brasileiro através do cultivo da
soja, vem aumento o seu rendimento anual em comparacao com regides do sul e sudeste do
pais. Devido a caracteristica dos solos do cerrado apresentarem pH < 5,0, a solubilidade do
aluminio (Al) € favorecida e, consequentemente, ocorre a formag¢do do cdtion trivalente
(AP*). Os efeitos fitotéxicos do Al podem provocar alteragdes bioquimicas na maquinaria
celular, afetar a germina¢do, e comprometer o crescimento da radicula da plantula. O objetivo
desta pesquisa, foi avaliar e identificar alteracOes na germinacdo e no crescimento de
plantulas de 29 genotipos de soja sob efeito do Al. Sementes dos gendtipos foram colocadas
para germinar em rolos de papel para germinagdo, utilizando-se solu¢do de AICl3 na
concentragdo de 1 mmol L! para umedecer o papel. Apés trés dias, foram obtidas imagens
das plantulas de todos os genétipos, via software Vigor-S.. As varidveis obtidas foram
percentuais de germinagdo, massa fresca de plantula, uniformidade, comprimento de radicula,
comprimento de hipocdétilo, comprimento total de plantula, indice de crescimento e indice de
vigor das plantulas. A dose de Al utilizada promoveu redugdo na germinagdo e no
crescimento da plantula da soja. Foi obtida correlacdo significativa para todos os parametros
de crescimento quando avaliado sob o efeito do Al. Os genétipos foram alocados em cinco
grupos distintos entre eles quanto as respostas das sementes e das plantulas ao efeito do Al. O
gendétipo M59171 apresentou menor tolerdncia ao Al e o NEO610 foi o gendtipo que
apresentou maior tolerancia ao Al. O Al promove redu¢do na germinacio e no crescimento de
plantula de soja. Além disso, foi identificado gendtipos sensiveis a presenca do Al de acordo
com os indices Iger, TPI, Iuni, IRZ, IHP, Icres, Icompt e IIV utilizados. Foi possivel
identificar e selecionar gendtipos com diferentes niveis de sensibilidade, sendo o M59171

mais sensivel, BS2606, S8I60RSF, AS3680 ¢ o NEO610 menos sensivel.

Palavras-chave: estresse abidtico, acidez do solo, crescimento da radicula, agrupamento.
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ABSTRACT

SILVA JUNIOR, Dalton Dias, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2020.
Evaluation of germination, seedling growth and selection of soybean genotypes under
aluminum effect. Advisor: Laércio Junio da Silva. Co-advisors: Auxiliadora Oliveira
Martins and Cléberson Ribeiro.

The expansion of the agricultural frontier to the soils of the Brazilian cerrado through the
cultivation of soy has increased its annual yield compared to regions in the south and
southeast of the country. Due to the characteristic of the cerrado soils have a pH < 5.0, the
solubility of aluminum (Al) is favored and, consequently, the formation of trivalent cation
(AI**) occurs. The phytotoxic effects of Al can cause biochemical alterations in the cellular
machinery, affect germination, and compromise the growth of the seedling radicle. The
objective of this research was to evaluate and identify alterations in the germination and
growth of seedlings of 29 soybean genotypes under the effect of Al. Seeds of the genotypes
were placed to germinate in paper rolls for germination, using AICl3 solution at a
concentration of 1 mmol L™! to moisten the paper. After three days, images of the seedlings of
all genotypes were obtained via Vigor-S software. The variables obtained were germination
percentage, fresh seedling mass, uniformity, radicle length, hypocotyl length, total seedling
length, growth index and seedling vigor index. The Al dose used promoted a reduction in
germination and growth of the soya seedling. A significant correlation was obtained for all
growth parameters when evaluated under the effect of Al. Genotypes were allocated to five
distinct groups among them regarding seed and seedling responses to Al. The M59171
genotype showed lower tolerance to Al and NEO610 was the genotype with the highest
tolerance to Al. Al promotes reduction in germination and growth of soybean seedlings. In
addition, Al sensitive genotypes were identified according to the Iger, TPI, Iuni, IRZ, IHP,
Icres, Icompt and IIV indices used. It was possible to identify and select genotypes with
different levels of sensitivity, being the M59171 more sensitive, BS2606, S8160RSF, AS3680
and the NEO610 less sensitive.

Keywords: abiotic stress, soil acidity, radicle growth, clustering.
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1. INTRODUCAO

A existéncia de metais pesados pode ocorrer de forma natural ou ser intensificada por
praticas agricolas (e.g. uso exaustivo do solo e utilizacdo de fertilizantes com base em NPK
sdo as principais praticas que contribuem para aumentar a acidez do solo), pela mineragado e
devido ao descarte de residuos (Echart and Cavalli-Molina, 2001). Entre estes metais,
destaca-se o aluminio (Al) como sendo um dos mais téxicos em dreas agricolas (Zagatto
Paterniani and Furlani, 2002).

O Al é considerado o terceiro elemento mais abundante na crosta terrestre, sendo
responsdvel por 8% da massa total de minerais presentes no globo. Ocorre
predominantemente em formas nio prejudiciais aos vegetais, ou seja, oxidos e silicatos de
aluminio (Silva and Matos, 2016; Rodrigues et al., 2017). O potencial hidrogenidnico (pH) <
5,0 proporciona maior solubilidade do Al, sendo que com a redu¢do desse potencial ocorre a
formacdo do cdtion trivalente (AI’*) originado a partir de hidréxido de aluminio [Al (OH)s]
(Echart and Cavalli-Molina, 2001).

Ao longo do tempo, surgiram evidéncias de que o Al tem efeitos toxicos no
crescimento das plantas, provocando alteracdes bioquimicas (e.g. exsudagcdo de metabdlitos,
alteracdo da composicao da parede celular, compartimentalizag¢do celular etc.), morfologicos
(e.g. alteracdo do crescimento da radicula, alteracdo no comprimento e espessura da radicula),
alteracdo no pH da rizosfera; microbiota do solo e heterogeneidade dos componentes do
sistema do solo de formar a mitigar os efeitos causados por esse metal (Ma and Furukawa,
2003; Mariano et al., 2005; Wang et al., 2015; Lan et al., 2019).

Algumas dessas evidéncias podem ser observadas devido a alteracdo do protoplasma
celular, pois o Al desestabiliza o potencial de membrana celular e aumentar a formagao de
espécies reativas de oxigénio (EROs), precipitacdo de fosfato no interior da parede celular do
tecido vegetal e na restricdo do fluxo de cations de célcio (Ca*"), potdssio(K*) e amdnio
(NH4") (Moreno-Alvarado et al., 2017). Ademais, podemos utilizar os aspectos visuais
caracteristicos da fitotoxicidade observados na reducdo do crescimento da radicula,
espessamento das raizes, nanismo, clorose e necrose tecidual, essencialmente identificados
nas raizes das plantas (Igbal and Shafiq, 2003; Kikui et al., 2005).

Todos esses fatores contribuem para a redu¢do do rendimento das culturas agricolas,
principalmente para o cultivo da soja, que € extremamente exigente em solos com alta
saturacdo de base, maior que 60% (Fageria, 2001). O estabelecimento da cultura da soja é

relacionado diretamente com a qualidade da semente utilizada (Tavares et al., 2016). Em
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condicdo de estresse abidtico, no caso a presenca do Al, pode ocorrer alteragdo na
germinacdo e no crescimento de plantulas de soja (Custddio et al., 2002).

A avaliacdo dos mecanismos de tolerancia permite identificar quais estratégias estao
sendo utilizadas para que as plantas mitiguem a interferéncia metabdlica causada pela
presenca do Al e, posteriormente, permite identificar quais linhagens e cultivares apresentam
maior tolerancia (Foy, 1984; Kikui et al., 2005; Magalhaes et al., 2007; Li et al., 2018; de
Castro et al., 2019). Devido aos fatos mencionados, o melhoramento genético das espécies
agricolas € uma estratégia efetiva para producao de culturas tolerantes ao Al em solos 4cidos.
Vale ressaltar que as plantas possuem variacdes em sua capacidade de mitigar a toxicidade ao
Al, sendo uma caracteristica interessante para selecao de cultivares tolerantes e consequente
reducdo da pratica de calagem no ambiente agricola.

Algumas pesquisas realizadas no estddio germinativo permitem identificar
caracteristicas dos mecanismos de tolerancia e resisténcia que uma cultura pode apresentar a
uma determinada condicdo de estresse abidtico. Para alfafa (Medicago sativa), utilizando a
indugdo por cloreto de sédio (NaCl) e polietileno glicol (PEG) a estresse salino e seca,
respectivamente, foi possivel identificar resposta de defesa no estddio germinativo da espécie.
Além de alteracdo no metabolismo de carboidratos e estresse oxidativo nos diferentes
genotipos avaliados (Ma et al., 2017). Tan et al (2017) relatam que em canola (Brassica
napus), foi possivel identificar genes que conferem resisténcia ao estresse salino e seca de
forma precoce, avaliando as caracteristicas da germinagao.

Para cultura do milho (Zea mays) foi estudo a resisténcia a seca por meio de indugdo
de cultivares de milho durante o estddio germinativo. Foi descoberto que a correlagdo
negativa da expressdo de um gene localizado no reticulo endoplasmético foi capaz de
identificar gendtipos de milho tolerante a essa condicdo (Xiang et al., 2017). Estudos
voltados para a avaliagdo da diversidade genética, distingdo e agrupamento de diferentes
genOtipos de soja e feijdo como sensivel e tolerante ao estresse hidrico permitiram identificar
as principais respostas fenotipicas quando esses foram submetidos a condi¢do do estresse
durante a germinacao (Dantas et al., 2017a; Gongalves et al., 2019).

Para cultura da soja, existem poucas informagdes a respeito da inducio de estresse por
Al durante o estddio de germinacdo e de crescimento da plantula. Diante do exposto, este
trabalho objetivou avaliar o efeito do Al na germinacdo e no crescimento das plantulas de
soja e, posteriormente, selecionar gendtipos que apresentem sensibilidade a esse metal

pesado.
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2. MATERIAL E METODOS

Sementes de 29 genétipos de soja (Glycine max) foram obtidas junto a produtores de
sementes comerciais, produzidas na safra 2018-2019, descritos na tabela 1. As andlises para
caracterizacdo fisiologica dos diferentes gendtipos foram realizadas no Laboratério de
Andlises de Sementes, do Departamento de Agronomia da Universidade Federal de Vigosa.

Para a determinacdo do grau de umidade das sementes foi utilizado o método da
estufa, conforme descrito nas Regras para Andlise de Semente - RAS (Brasil, 2009). As
sementes foram pesadas (10 gramas de sementes) e acondicionadas em sacos de papel e
posteriormente colocadas em estufa, a 105 °C (x 3) por 24 horas, utilizando-se quatro
repeticdes por genotipo.

Tabela 1. Identificacio numérica (ID), gendtipos, grupo de maturagdo, habito de

crescimento e ano de registro dos cultivares de soja utilizados no experimento.

D aevomro O a0
1 64161RSF 6,4 INDET 2018
2 NEO530 53 INDET 2018
3 68170RSF 6,8 INDET 2015
4 66168RSF 6,6 INDET 2017
5 NEO610 6,1 INDET 2019
6 NEO660 6,6 INDET 2019
7 53154RSF 5.4 INDET 2016
8 65165RSF 6,5 INDET 2017
9 6563RSF 6,3 INDET 2012
10 5958RSF 5,8 INDET 2012
11 50I52RSF 5,0 INDET 2016
12 58160RSF 5,6 DETER 2015
13 59I60RSF 5,9 INDET 2017
14 55I57RSF 5,5 INDET 2017
15 57152RSF 5.7 INDET 2018
16 63164RSF 6,3 INDET 2015
17 BS2606 6,0 INDET 2013
18 M64101 6,4 INDET 2011
19 M59471 5,9 INDET 2013
20 TMG7063 6,6 INDET 2016
21 M58381 5,8 INDET 2016
22 NS6601 6,6 INDET 2015
23 M59171 5.9 INDET 2012
24 NA5909 6,2 INDET 2008
25 M62101 6,2 INDET 2011
26 NS6700 6,7 INDET 2013
27 NS5445 5.4 INDET 2012

19



28 AS3680 6,8 INDET 2014
29 AS3730 7.3 INDET 2011

2.1. Definicado e aplicacdo dos tratamentos utilizados

Nakagawa (1999), descreve e ilustra como foram distribuidas as 20 sementes de 5
repeti¢des para gendtipos avaliados. Foram confeccionados rolos de papel para germinagao,
umedecidos com a quantidade de dgua deionizada equivalente a 2,5 vezes a massa do papel
seco, sendo caracterizado como tratamento controle. A quantidade de dgua equivalente para
umedecer o papel seco foi estimada de acordo com a RAS (Brasil, 2009).

Para o tratamento em presenca de aluminio (Al) foi utilizada a solug@o de cloreto de
aluminio - AICl3 (Sigma Aldrich — 06220). A concentracio de 1 mmol L! (pH 4,0) foi
escolhida a partir de uma sondagem prévia de concentragdes (0, 1, 5, 10, 15, 20, 30 e 40
mmol L) que ndio causaram efeitos drésticos na germinagiio e no crescimento da radicula. A
quantidade de dgua equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco foi substituida pela solugdo
de AICI3 2 1 mmol L! (pH 4,0) e, posteriormente os rolos de papel, tanto para o tratamento
controle quanto para o tratamento em presenga de Al, foram distribuidos aleatoriamente em

germinador do tipo Mangelsdorf, a temperatura de 25 °C.

Imagem 1: Aplicacdo de diferentes doses de Al para realizar a escolha da dose que causou
redugiio nos gendtipos da soja. A dose escolhida foi de 1 mmol L', pois ndo apresentou
efeitos drasticos na reducao do crescimento da radicula (Fonte particular).

2.2. Avaliacao do desempenho das sementes por andlise de imagem — Vigor S

Para todos os dois tratamentos, os rolos foram mantidos no germinador a 25 °C
durante trés dias para posterior avaliacdo das plantulas no software Vigor-S (Castan et al.,
2018). As plantulas de cada repeticdo foram transferidas do rolo de papel para germinagdo

para uma folha de etil vinil acetato (EVA) de colorag@o azul, com dimensdes de 30 cm x 20
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cm, que corresponde a drea util do escaner, para que fosse possivel gerar contraste necessario
para andlise no software. Em sequéncia, foram obtidas as digitalizacdes das imagens das
plantulas por repeti¢do, utilizando um escaner HP Scanjet 200, instalado em posi¢do invertida
no interior de uma caixa (60 x 50 x 12 cm), acoplado a um notebook Core i5 (2.3 GHz, 8 GB
de memoéria RAM, HD de 1 TB). A resolucdo da imagem foi ajustada para 300 dpi. Assim,
foi possivel estimar os valores médios do indice de vigor e uniformidade de plantulas, que
compreende valores de 0 a 1000, comprimento médio do hipocétilo, raiz e total de plantula,
sendo o vigor das sementes diretamente proporcional a esses valores e o percentual de

sementes germinadas (Hoffmaster et al., 2005).

2.3. Obtengao dos indices

A estimativa do indice de germinacao (Iger), indice de tolerancia de plantula (TPI),
indice de uniformidade (Iuni), indice de crescimento da radicula (IRZ), indice de crescimento
do hipocétilo (IHP), indice de crescimento (Icres), indice de comprimento total (Icomp) e
indice de vigor (IIV) foram obtidos a partir da relagdes entre o percentual de germinacao das
sementes, massa fresca, uniformidade, crescimento da radicula, crescimento do hipocétilo,
crescimento, comprimento total e indice de vigor das plantulas que foram semeadas na
presenca de Al com as mesmas caracteristicas avaliadas para as plantulas submetidas ao
tratamento controle. Os valores dos indices variam de 0 a 1. Na férmula abaixo podemos

observar como foi obtido o IRZ.

Cm Al

IRZ=———
Cm Control

Em que:

IRZ: indice de crescimento da radicula

Cm Al: comprimento da radicula das plantulas semeadas na presenca de AL,

Cm Control: comprimento da radicula das plantulas semeadas em agua deionizada.

Para estimativa dos valores absolutos das caracteristicas de germinacao, comprimento
da radicula, crescimento do hipocétilo, comprimento total, crescimento e vigor foram obtidos
através da metodologia descrita por Hoffmaster et al (2005) e, a massa fresca, foi estimada

utilizando-se uma balanga analitica de precisao.

2.4. Anadlise estatistica
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Os dados

obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e, posteriormente,
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transformados em indices, que levam em consideracdo a relacdo do parametro obtido na
presenca de aluminio com o tratamento controle. Posteriormente, os indices obtidos no item
2.3 das sementes de soja foram submetidos a andlise de correlacdo linear de Pearson (r), a
significancia dos valores de r foi determinada pelo teste t (P < 0,05). A andlise de
componentes principais foi realizada utilizando-se todas as varidveis. Para estimativa do
ndmero 6timo de clusters foi utilizado o método de Mojena (1977) e andlise de agrupamento
foi realizada a partir de varidveis quantitativas de medidas de dissimilaridade dos genétipos
avaliados para posteriormente estimar a distancia Euclidiana entre os grupos. Para realizacao
de todas as andlises estatisticas foi utilizado o software R x 64 3.5.3 (R Core Team, 2019) e

os dados foram padronizados de acordo com a relacio obtida no item 2.3.
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3. RESULTADOS

O grau de umidade média das sementes dos 29 genétipos avaliados foi de
aproximadamente 12,5%. Ressalta-se que nenhum dos genétipos descritos na Tabela 1
apresentou desvio padrdo significativo em relagdo a média para os valores de umidade (dados
ndo apresentados).

Os valores médios e o desvio padrao de todas as caracteristicas avaliadas encontram-
se na tabela 2. Todos os genétipos avaliados apresentaram percentual germinativo maior que
80% para o tratamento na auséncia do Al (Tabela 2). Ao analisarmos o efeito do Al na
germinacdo houve redugdo na germinag@o e no crescimento das plantulas. Realizando a
mesma comparacdo para o comprimento do hipocétilo e da radicula, foram observadas
reducdes quando os gendtipos foram submetidos ao efeito do Al durante a germinacdo e
crescimento inicial da plantula. O comprimento total, indice de vigor, crescimento,

uniformidade e a massa seca, também foram alterados.
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Tabela 2: Valores médios e desvio padrdo dos dados de germinacdo, comprimento de hipocétilo, comprimento de radicula, comprimento total,
indice de vigor, crescimento, uniformidade e massa seca de plantulas de 29 genétipos de soja avaliados na auséncia (-) e na presenca (+) de
aluminio. Valores em negritos demonstram interac@o significativa entre os tratamentos. As médias foram comparadas para cada genétipo pelo
teste t de Student a 5%.

j HIPOCOTILO RADICULA COMPRIMENTO TOTAL

ID GENOTIPO GERMINACAO (%) (cm plantula ') (cm plantula ') (cm plantula ')

- Al DP + +Al DP + - Al DP + +Al DP + - Al DP + +Al DP + - Al DP + +Al DP +
1 64161RSF 86 1,60 68 1,85 2,21 0,23 1,94 0,14 3,51 0,56 3,12 0,45 5,72 0,70 5,06 0,41
2 NEO530 87 0,80 75 1,55 2,15 0,07 1,94 0,10 4,34 0,41 3,80 0,29 6,49 0,38 5,74 0,37
3 68I70RSF 76 0,40 61 1,17 1,80 0,15 1,63 0,16 3,39 0,25 2,83 0,15 5,20 0,36 4,45 0,29
4 66I68RSF 85 1,10 74 0,98 2,03 0,10 1,79 0,05 4,97 0,32 4,32 0,39 6,99 0,23 6,11 0,41
5 NEO610 91 0,40 82 1,20 2,40 0,13 2,14 0,15 4,59 0,23 4,15 0,30 6,99 0,14 6,29 0,28
6 NEO660 94 0,40 83 1,50 2,23 0,18 2,00 0,16 5,39 0,23 4,32 0,44 7,62 0,29 6,32 0,30
7 53154RSF 92 0,49 78 0,80 2,14 0,25 1,76 0,27 5,03 0,69 4,16 0,61 7,17 0,86 5,93 0,63
8 65165RSF 68 1,36 54 1,47 1,87 0,21 1,56 0,14 2,87 0,33 2,50 0,41 4,74 0,25 4,06 0,42
9 6563RSF 83 0,80 68 0,49 1,88 0,30 1,49 0,14 3,05 0,27 2,55 0,12 4,93 0,54 4,05 0,15
10 5958RSF 88 1,20 80 0,00 2,04 0,19 1,61 0,14 4,06 0,16 3,83 0,10 6,10 0,16 5,43 0,18
11 50I52RSF 84 0,75 69 0,40 2,13 0,13 1,91 0,17 4,16 0,30 3,44 0,39 6,30 0,23 5,35 0,43
12 58I60RSF 92 1,02 72 0,80 1,98 0,20 1,72 0,12 5,17 0,56 4,77 0,46 7,15 0,73 6,49 0,57
13 59160RSF 89 0,40 62 0,49 1,94 0,19 1,59 0,09 3,93 0,29 3,52 0,11 5,87 0,47 5,12 0,17
14 55I57RSF 89 0,98 67 0,80 1,70 0,21 1,51 0,19 3,43 0,51 3,03 0,37 5,13 0,40 4,54 0,27
15 57152RSF 89 0,40 72 0,80 2,09 0,19 1,70 0,07 3,78 0,16 3,07 0,47 5,87 0,24 4,77 0,52
16 63164RSF 94 0,40 82 0,49 1,74 0,13 1,60 0,14 4,04 0,42 3,66 0,25 5,78 0,41 5,26 0,26
17 BS2606 88 0,80 75 1,10 1,99 0,15 1,74 0,08 4,06 0,49 2,96 0,23 6,04 0,64 4,70 0,25
18 M64101 94 0,75 83 0,49 2,10 0,14 1,94 0,11 3,84 0,34 3,58 0,16 5,94 0,33 5,53 0,24
19 M59471 92 0,49 79 0,40 1,91 0,07 1,77 0,09 4,06 0,28 3,42 0,25 5,97 0,33 5,18 0,29
20 TMG7063 90 0,89 78 0,49 2,10 0,20 1,83 0,17 3,88 0,61 3,28 0,42 5,98 0,69 5,11 0,54
21 M5838I1 94 0,75 85 0,00 2,17 0,15 1,81 0,08 4,87 0,10 3,42 0,25 7,03 0,24 5,22 0,29
22 NS6601 94 0,40 88 0,49 2,08 0,19 1,63 0,15 5,17 0,29 3,61 0,28 7,26 0,38 5,24 0,33
23 M59171 94 0,74 87 0,77 2,35 0,06 1,87 0,05 3,76 0,22 2,69 0,39 6,11 0,23 4,56 0,37
24 NA5909 92 0,49 83 0,49 2,08 0,20 1,64 0,12 4,53 0,32 4,05 0,53 6,61 0,46 5,69 0,59
25 M62101 94 0,40 86 1,17 1,89 0,08 1,67 0,10 4,64 0,46 3,96 0,38 6,53 0,49 5,63 0,43
26 NS6700 97 0,49 78 1,36 2,49 0,35 1,87 0,09 3,82 0,44 2,93 0,48 6,31 0,52 4,80 0,52
27 NS5445 95 0,63 87 0,80 2,24 0,26 1,89 0,19 3,76 0,50 3,12 0,19 6,01 0,62 5,00 0,21
28 AS3680 90 0,89 64 1,60 2,03 0,17 1,87 0,25 4,06 0,27 2,87 0,43 6,09 0,25 4,73 0,53
29 AS3730 85 0,63 66 2,23 2,36 0,51 1,66 0,39 4,63 0,99 2,79 1,12 6,99 1,50 4,46 1,47
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Tabela 2. (continuacao)

) INDICE DE VIGOR CRESCIMENTO UNIFORMIDADE MASSA FRESCA

ID GENOTIPO (g plantula =)

- Al DP + + Al DP + - Al DP + +Al DP + - Al DP + + Al DP + -Al  DP+ +Al DPz
1 64161RSF | 414,80 1529 322,78 47,98 : 324,56 9,68 24237 42,14 662,91 1598 539,59 67,36 6,11 0,47 4,39 1,02
2 NEOS530 488,38 26,71 436,25 16,94 @ 399,10 40,02 338,95 32,82 722,24 14,48 625,04 89,86 9,29 0,51 7,93 0,92
3 68I170RSF 376,15 37,78 300,03 17,19 : 277,69 32,07 193,39 15,24 612,92 49,22 541,78 62,30 7,68 0,41 4,44 0,22
4 66168RSF 511,80 36,34 448,26 34,57 454,50 43,09 372,25 42,50 667,24 30,64 603,96 37,00 1041 0,72 8,95 0,55
5 NEO610 517,92 26,74 459,16 61,70 449,21 18,59 382,67 68,45 682,69 45,73 633,04 49,92 8,44 0,60 7,08 1,31
6 NEO660 620,86 26,01 471,72 69,14 @ 558,87 27,14 393,54 60,88 765,48 25,36 654,17 110,43 8,99 0,29 791 1,07
7 53154RSF 567,02 47,61 452,66 46,92 | 505,86 61,09 362,35 56,69 709,63 17,44 663,40 24,53 10,97 0,36 9,00 0,74
8 65I65RSF | 321,58 33,94 25240 46,33 : 217,36 32,33 163,52 45,60 564,70 52,20 457,10 49,65 6,65 0,63 5,30 0,80
9 6563RSF 397,33 13,74 325,60 27,33 : 272,33 8,51 205,55 11,93 694,91 18,35 599,92 59,65 7,24 0,29 6,04 0,25
10 5958RSF 526,51 29,34 467,07 17,23 @ 421,08 30,48 356,30 10,79 786,38 29,57 709,40 40,21 7,03 0,47 5,42 0,25
11  50I52RSF 472,10 36,85 382,96 30,28 @ 383,96 32,40 286,89 43,14 687,13 53,22 603,10 30,24 8,65 0,38 6,14 0,17
12 58I60RSF 569,82 44,06 458,73 42,48 @ 492,23 47,66 382,02 46,79 750,87 37,59 637,71 46,69 9,04 0,71 7,17 0,51
13  59160RSF 506,47 20,85 441,82 4540 | 420,18 29,66 335,53 39,26 732,87 22,22 664,89 51,28 7,69 0,28 5,15 0,41
14  55I57RSF 446,18 46,30 355,30 15,30 @ 340,48 50,25 237,45 15,95 689,81 40,16 621,37 20,42 10,76 0,49 7,44 0,34
15 57I52RSF | 475,11 21,56 384,44 4544 @ 365,37 2290 267,16 48,17 732,96 33,50 650,20 62,64 6,90 0,33 4,59 0,21
16  63164RSF 500,89 41,51 461,92 19,32 @ 398,27 49,87 360,01 20,38 755,49 26,75 689,09 4472 9,45 0,35 6,81 0,25
17 BS2606 493,05 19,05 369,80 31,86 @ 392,30 25,85 255,20 32,33 728,10 7,30 637,10 38,84 7,69 0,28 6,47 0,68
18 M64101 451,59 11,41 387,61 51,40 349,93 16,89 302,56 44,69 688,80 7,38 586,09 75,61 12,88 0,26 9,87 0,07
19 M59471 493,42 19,82 419,40 18,13 = 391,23 27,07 310,66 23,65 731,87 29,07 673,02 16,19 13,16 049 10,77 0,38
20 TMG7063 @ 461,90 49,52 405,92 32,69 368,02 62,98 319,99 46,04 681,70 36,39 627,01 35,06 11,85 0,25 10,65 0,24
21 M5838I1 564,04 18,94 419,40 18,13 = 496,48 18,39 310,66 23,65 721,61 21,36 673,02 16,19 11,08 0,03 10,44 0,31
22 NS6601 593,94 15,01 419,08 18,53 @ 532,36 21,39 311,04 24,32 737,55 6,06 671,16 17,65 12,36 0,62 11,49 0,35
23 M59171 472,51 12,26 205,85 16,62 = 423,89 52,71 362,99 22,51 710,33 12,07 521,16 39,44 9,59 0,41 8,62 0,33
24 NA5909 54494 39,73 48791 4535 : 459,85 51,73 413,53 52,43 754,13 23,20 668,98 50,95 8,43 0,44 6,97 0,23
25 M62101 550,70 38,27 466,88 24,70 @ 462,69 41,73 380,26 18,47 766,03 30,05 671,82 81,14 6,68 0,16 5,95 0,20
26 NS6700 503,94 43,51 385,65 32,12 410,23 53,53 269,33 41,31 722,67 28,99 657,09 42,35 9,10 0,29 7,41 0,60
27 NS5445 481,32 51,99 417,03 26,33 = 388,03 69,77 321,82 35,51 719,72 18,70 674,46 21,17 9,33 0,70 7,46 0,67
28 AS3680 483,33 58,18 302,83 46,81 @ 367,35 52,00 210,53 46,27 687,33 54,88 518,23 58,09 7,23 0,43 5,20 0,41
29 AS3730 51549 62,01 277,02 37,79 @ 423,72 74,55 221,08 114,41 | 729,63 38,70 520,90 58,79 7,58 0,96 5,50 1,01
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Figura 1. Matriz de correlacdo obtida a partir das caracteristicas de germinagdo, crescimento
e massa de plantula, indice de vigor e uniformidade dos diferentes genétipos de soja em
presenca de Al. Indice de germinacao (Iger), indice de tolerancia de plantula (TPI), indice de
uniformidade (Iuni), indice de crescimento da radicula (IRZ), indice de crescimento do
hipocétilo (IHP), indice de crescimento (Icres), indice de comprimento total (Icompt) e indice
de vigor (IIV), obtidos por meio da relacdo entre os valores brutos observados com o
tratamento em presenca de Al com os valores brutos do tratamento controle. Células
coloridas indicam correlagdo significativa (P < 0,05 pelo teste t).

Os indices de germinacdo (Iger) e de tolerancia de plantulas (TPI) apresentaram
correlacdo positiva entre si (Figura 1). O indice de comprimento total (Icompt) e o indice de
vigor (IIV) apresentaram correlacdo positiva e com valor maior que 0,7. O indice de
crescimento (Icres) e o indice de crescimento do hipocétilo (IHP) apresentam correlagdo
positiva com o Icompt. As alteragdes no crescimento da plantula estdo associadas com os
efeitos provocados pela presenca do Al nesse estddio. O TPI, o indice de comprimento
(Icompt) e de vigor (IIV) apresentaram correlagdes negativas, porém significativas. Assim, os
gendtipos menos sensiveis ao estresse por Al, podem apresetar menor crescimento de
plantula para andlise realizada ao terceiro dia pds protrusao da radicula.

A fim de avaliar os dados de todos os gendtipos em conjunto, foi obtida a andlise
multivariada de componentes principais (PCA), utilizando-se os indices avaliados nas
sementes e plantulas de 29 genétipos sob o efeito do Al (Figura 2). Podemos observar que os

dois primeiros componentes principais (Dim 1 e Dim 2) explicam 60,70% da variabilidade

total dos dados, sendo que cada componente contribui 43,0% e 17,70%, respectivamente.
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Observa-se que os vetores e os glifos sdo representados pelas varidveis e genotipos avaliados,

respectivamente.

Grafico de PCA das variaveis
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Figura 2. Andlise de componentes principais (PCA) obtido por meio da combinagdo linear
das varidveis relacionadas as caracteristicas de germinagdo, crescimento e massa de plantula,
indice de vigor e uniformidade dos diferentes gendtipos de soja em presenca de Al. Em A,
grafico de PCA dos gendtipos. Em B, gréfico das varidveis, Indice de germinacdo (Iger),
indice de tolerancia de plantula (TPI), indice de uniformidade (Iuni), indice de crescimento
da raiz primdria (IRZ), indice de crescimento do hipocétilo (IHP), indice de crescimento
(Icres), indice de comprimento total (Icomp) e indice de vigor (IIV), obtidos através da
relacdo entre os valores brutos observados com o tratamento em presenca de Al com os
valores brutos do tratamento controle.

Na PCA ¢€ possivel observar a projecdo de tracos individuais dos gendtipos com
vetores no plano dos dois eixos, sendo dada pela diagramagao de ordenada central, em que os
vetores em azul representam os indices estudados. O primeiro eixo e, o principal, &
coordenado pelo Icres que explica 43,0% das combinagdes. J4 o segundo eixo, € coordenado
pelo TPI que explica 17,70% das combinacdes avaliadas.

Na regido em que os valores para os dois componentes sao maximos (+, +;
1°quadrante), podemos observar a dispersdao de nove gendtipos, M62101, NA5909, NEO610,
NEO530, 66170RSF, 5958RSF, M64101, 63164RSF e M59171 (Figura 2). Esses estdo mais
correlacionados com o Icres (primeiro componente), IRZ, IHP, Icom, IIV e Iuni. No segundo
quadrante, onde apenas o valor do segundo componente é maximo, observamos a distribuicao
de trés gendtipos, sendo eles, o M59471, M58381 e NEO660. No terceiro quadrante, os dois
componentes principais sdo negativos e, apresenta seis genétipos no seu quadrante, o
6563RSF, 53154RSF, 68170RSF, 65165RSF, BS2606 e 57152RSF. No ultimo quadrante,
observamos que apenas o segundo componente apresenta valores negativos e, apresenta sete

gendtipos dispersos, sendo eles, o AS3680, 58I60RSF, AS3670, S0I52RSF, 64I61RSF,
55I57RSF e 59160RSF.
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Devido a quantidade de gendtipos avaliados no presente estudo, foi necessario realizar
o agrupamento dos gendtipos de soja submetidos a condicdo de estresse por Al para posterior
caracterizacdo bioquimica das marcas metabodlicas que conferem maior ou menor tolerancia
aos genGtipos de soja. Na Figura 3.A e 3.B, € possivel identificar cinco grupos distintos (I, 1I,
III, IV e V), onde dentro de cada grupo os gendtipos sdo semelhantes entre si e diferem dos
gendtipos dentro dos outros grupos.

Para a formacdo dos grupos, inicialmente foi determinado o nimero 6timo de grupos
pelo método de Mojena (1977). Para andlise em questdo foram definidos cinco grupos
distintos (Figura 3. A). Por meio da distancia euclidiana, uma medida de dissimilaridade,
podemos observar na Figura 3 B que o grupo V contém 11 dos 29 genétipos avaliados, sendo
o maior grupo encontrado. Os grupos II e III sdo intermedidrios, pois possuem oito € sete
genotipos, respectivamente. Os menores grupos sdo formados pelos gendtipos MS5S9171,

pertencente ao grupo I e, AS3680 e AS3670 pertencente ao grupo IV.
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Figura 3. Andlise de agrupamento realizada a partir dos indices relacionadas as
caracteristicas de germinacdo, crescimento e massa da plantula, indice de vigor e
uniformidade dos diferentes genétipos de soja (G. max) em presenca de Al. Em A, o nimero
o6timo de grupos estabelecidos pela metodologia de Mojena (1977) e, em B, dendrograma
obtido por meio da distancia Euclidiana, apresentando a divisdo dos 29 genétipos avaliados
em cinco grupos distintos (Grupos I, II, III, IV e V) de acordo com as caracteristicas
avaliadas. A seta, em destaque, indica dos gendtipos menos sensiveis € mais sensiveis a
presenca do Al.
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4. DISCUSSAO

Embora alguns efeitos do Al sobre a germinacdo e o estabelecimento da plantula
tenham sido observados em macaranduba (Erythrina speciosa), grumixama (Eugenia
brasiliensis) e pepino (Cucumis sativus) (Koszo et al., 2007) e também para milho
(Mazzocato et al., 2002), é necessario aprofundar os conhecimentos a respeito dos impactos
que o Al pode causar no processo de germinacdo e, como os diferentes gendtipos se
comportam na presenca desse metal pesado. Os 29 gendtipos de soja estudados nessa
pesquisa apresentaram evidéncias na reducdo do crescimento, germinacdo € nos parametros
avaliados para o estabelecimento da plantula sob efeito do Al (Figuras 1, 2 e 3.B).

O efeito do Al foi observado mediante correlacdes positivas obtidas entre o IRZ, o
Icompt e o IIV (Figura 1). Todos os indices, nos quais foram avaliados o padrdo de
crescimento das plantulas, apresentaram correlagdo significativa com o II'V. Estes resultados
evidenciam a reducdo do crescimento da radicula e vigor das plantulas quando as sementes de
soja foram submetidas a concentracio de Al maior que 1,0 mmol. dm™ (Custédio et al.,
2002). Essas informagdes sdo necessdrias para subsidiar decisdes em um programa de
melhoramento genético, bem como, identificar caracteristicas morfoldgicas que caracterizem
diferentes genotipos em um banco de germoplasma (Ryan ez al., 1993).

Para abreviar o tempo no processo de selecdo de um individuo tolerante por indugdo a
condic¢do de estresse abidtico, € necessdrio utilizar ferramentas de avaliagdo que reduzam esse
periodo, bem como, avaliar de forma precoce um determinado traco fenotipico indicador. Ja
que o teste de germinagdo e de comprimento de plantulas sio utilizados em avaliacdo precoce
de genétipos de plantas, as empresas de melhoramento conseguiram estabelecer estratégias
vidveis na selecdo e caracterizacdo dos gendtipos (Sartain and Kamprath, 1977; Menosso et
al., 2000; Dantas et al., 2017b). Nao obstante, essas metodologias podem apresentar tempo
elevado para cultura como o café que demora 30 dias para ocorrer a germinagdo, para o
fornecimento dos resultados, erros relacionados a subjetividade das avaliacdes, bem como
apresentam cardter destrutivo das sementes avaliadas nos testes (Huang et al., 2015; Rahman
and Cho, 2016).

Para sementes de soja sdo necessdrios até oito dias para avaliacdo do teste de
germinagdo de acordo com as RAS (Brasil, 2009). Abud et al. (2017) prop0s para plantulas
de brocolis (Brassica oleracea ) a avaliagdo da germinacao, do vigor e dos demais indices no
terceiro dia ap6s a semeadura. Para acelerar as avaliagdes e eliminar a subjetividade costuma-
se utilizar software de avaliacdo de desempenho de sementes por meio da analise de imagem

de plantula (Medeiros et al., 2019).
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Na Figura 2, podemos observar a dispersdo dos 29 gendtipos nos quatro quadrantes da
PCA e o comportamento dos oitos vetores. Para cada eixo, os maiores valores indicam a
varidvel mais representativa, para o0 Dim 1 observamos aumento para o Icres e IRZ, ja para o
Dim 2 € observado a importancia do TPI e do Iger. A andlise de componentes principais
facilita a interpretacdo de varidveis relacionadas a manifestacdo das caracteristicas a partir
dos tratamentos utilizados (Silva et al., 2019). No nosso estudo, as caracteristicas que
promoveram a dispersdo dos 29 genétipos sdo o Icres e o TPIL. Este resultado evidencia a
variabilidade genética dos gendtipos avaliados quanto a tolerancia ao estresse por Al durante
o processo de germinagdo das sementes.

Com a utilizagdo do ndmero 6timo de clusters (Figura 3. A), foi possivel identificar
cinco grupos contrastantes quanto as caracteristicas de germinacdo e crescimento de plantula
avaliadas nos 29 genétipos de soja (Figura 3. B). Houve a formacgao de cinco grupos (Figura
3. B), que apresentam menor e maior tolerancia sob influéncia do aluminio a partir da relacao
do Iger, IRZ e o IIV. O grupo I € considerado menos tolerante ao Al com apenas um
genotipo, o grupo II possui oito gendtipos, sendo que o gendtipo M59171 € o representante
que apresenta maior contraste em relacdo ao grupo de maior tolerancia, o NEO610,
pertencente ao grupo V.

Os grupos III e IV apresentam sete e dois genotipos, respectivamente. Sao
considerados como os grupos que apresentam tolerancia intermedidria e os individuos que os
representam sdo S8I60RSF e AS3680, respectivamente. O grupo V € o grupo que apresenta
maior tolerancia ao Al de acordo com as caracteristicas avaliadas, onde os onze individuos
que o compde apresentaram comportamento similar de Iuni, IRZ, IHP, Icres, Icomp, IIV. Os
valores médios e o desvio padrdo para cada indice avaliado estdo descritos na tabela 2.

A técnica de fenotipagem utilizada demonstra ser promissora, no que tange a selecao
de genétipos de soja sob o efeito do aluminio para programa de melhoramento genético, uma
vez que, € possivel observar a formacgdo de grupos que possuem caracteristicas semelhantes e
permite analisar caracteristicas distintas entre 0s grupos, tais grupos sao observados na Figura
3 B. A utilizacdo de andlise de agrupamento ¢ uma ferramenta pratica e eficiente que permite
reunir as varidveis em um grupo, de forma que exista homogeneidade dentro do grupo e
heterogeneidade mdxima entre os grupos (Karasawa et al., 2005; Bertan et al., 2014; Torres

etal., 2015).
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5. CONCLUSOES

O Al promove redu¢@o na germinagdo, no crescimento do hipocétilo, no crescimento
da radicula e no comprimento total de plantula dos gendtipos avaliados na concentragdo de 1
mmol L. A partir dessas informacdes, foi possivel identificar gendtipos sensiveis a presenca
do Al de acordo com os indices Iger, TPI, Iuni, IRZ, IHP, Icres, Icompt e IIV. Em ordem
crescente, o nimero de grupos formados, estd de acordo com a sensibilidade avaliada, sendo
o gen6tipo M59171 pertencente ao grupo I o que apresentou maior sensibilidade ao efeito do
Al. Os genétipos M5838I, NS6601, NEO660, BS2606, NS6700, 68I70RSF, 53154RSF e
6563RSF pertencente ao grupo II. O grupo III (genétipos 58I6RSF, 64161RSF, 65165RSF,
S59I60RSF, 55I57RSF, 50I52RSF e 57152RSF) e o grupo IV (AS3680 e AS3730)
apresentaram gendtipos intermedidrios para sensibilidade ao Al. No grupo V foi identificado
genodtipos menos sensivel ao Al, NEO610, NEO530, 66I68RSF, TMG7063, M6210],
M59471, NS5445, 5958RSF, NA5909, 63164RSF e M64101.
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RESUMO

SILVA JUNIOR, Dalton Dias, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, mar¢o de 2020.
Efeitos do aluminio na germinacao, no crescimento e no metabolismo de plantulas de
soja. Orientador: Laércio Junio da Silva. Coorientadores: Auxiliadora Oliveira Martins e
Cléberson Ribeiro.

O solo do cerrado € caracterizado por apresentar elevada acidez que facilita a fitotoxicidade
por aluminio (Al) e consequentemente reduz o crescimento e desenvolvimento dessa
leguminosa. Esse fato pode contribuir para reducdo da produtividade agricola nessa regido.
No entanto, o melhoramento genético objetiva selecionar cultivares que possuam a
caracteristica de tolerar essas condiches sem que ocorra um comprometimento da
produtividade e consequentemente reducdo no uso de corretivos agricolas. Diante do exposto,
o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do Al na germinacao, no crescimento inicial de
plantulas e as alteracdes metabodlicas em plantulas de cinco gendtipos de soja contrastantes
quanto a tolerancia a este metal. Para tanto, sementes dos genétipos foram colocadas para
germinar na presenca de AICIs, nas concentragdes de 0 e Immol L. Aos trés dias apés a
semeadura, as plantulas foram avaliadas quanto ao crescimento e no oitavo dia foi avaliada a
porcentagem de germinag¢do das sementes. Amostras de plantulas de todos os gendtipos
foram submetidas a quantificacdo de metabdlitos primérios, atividade de enzimas
antioxidativas e conteido de MDA. Nossos resultados indicam que a germinagdo, o
crescimento de plantulas, o metabolismo de carboidratos e de dcidos organicos sdo alterados
quando os gendtipos de soja sdo submetidos a condicdo de estresse por Al. Foi possivel
observar que sob efeito do Al aumentou o conteudo de proteinas, prolina e nitrato. O Al
promoveu redu¢do na germinagdo € no crescimento total. A reducdo no contetido de amido e
sacarose sdo tracos importantes para compreensao do mecanismo instalado nas sementes de
soja. O conteddo de malato € um forte indicador de sensibilidade a plantulas de soja sob
efeito desse metal pesado. O conteudo de MDA aumentou e a agdo da CAT e POX
promovem a remogao de radicais livre presente na célula. Os genétipos avaliados apresentam

diferentes niveis de sensibilidade ao Al.

Palavras-chave: acucares soluveis, amido, prolina, peroxidase e nitrato.
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ABSTRACT

SILVA JUNIOR, Dalton Dias, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, March, 2020. Effects
of aluminium on germination, growth and metabolism of soybean seedlings. Advisor:
Laércio Junio da Silva. Co-advisors: Auxiliadora Oliveira Martins and Cléberson Ribeiro.

The soil of the cerrado is characterized by high acidity which facilitates the phytotoxicity by
aluminium (Al) and consequently reduces the growth and development of this legume. This
fact can contribute to the reduction of agricultural productivity in this region. However, the
genetic improvement aims to select cultivars that have the characteristic of tolerating these
conditions without compromising productivity and consequently reducing the use of
agricultural correctives. In view of the above, the objective of this study was to evaluate the
effects of Al on germination, initial growth of seedlings and metabolic changes in seedlings
of five contrasting soybean genotypes regarding tolerance to this metal. For this purpose,
seeds of the genotypes were placed to germinate in the presence of AlCl3, in concentrations
of 0 and 1mmol L At three days after sowing, the seedlings were evaluated for growth and
on the eighth day the percentage of germination of the seeds was evaluated. Samples of
seedlings of all genotypes were submitted to the quantification of primary metabolites,
activity of antioxidative enzymes and MDA content. Our results indicate that germination,
growth of seedlings, metabolism of carbohydrates and organic acids are altered when
soybean genotypes are subjected to Al stress condition. It was possible to observe that under
the effect of Al increased protein, proline and nitrate content. Al promoted a reduction in
germination and total growth. The reduction in starch and sucrose content are important traits
for understanding the mechanism installed in soybeans. The malate content is a strong
indicator of sensitivity to soybean seedlings under the effect of this heavy metal. The MDA
content has increased, and the action of CAT and POX promote the removal of free radicals

present in the cell. The genotypes evaluated have different levels of sensitivity to Al.

Keywords: sugars, starch, proline, peroxidase and nitrate.
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max) possui elevado teor de proteina e é um dos principais alimentos
utilizados na dieta animal e uma das culturas leguminosas mais importantes do mundo, com
quase 118 milhdes de hectares cultivados (Santos Silva et al., 2017). O Brasil deve ser o
maior produtor de soja na safra 2019/2020, com estimativa de producio de 125 milhdes de t
(Kenner and Hui Jiang, 2020). Parte desse aumento se deve a expansdo agricola em drea de
cultivo ndo tradicional, como a regido do cerrado que é predominante de solos 4cidos.

Em condig¢des de solos acidos, a toxicidade do aluminio (Al) representa um problema
grave para produgdo agricola (Trabaquini et al., 2017). O pH do solo é fortemente
relacionado aos niveis de Al disponivel que compromete o crescimento das espécies
cultivadas (Moir and Moot, 2010). A solubilizacdo do Al é facilitada em pH baixo, menor

que 5.0, formando o cdtion trivalente APt

, que pode interferir em processos fisicos e
celulares da planta como, redugdo e inibicao do crescimento radicular, que consequentemente
ird comprometer a absor¢do de dgua e nutrientes afetando assim o rendimento das culturas
(Vendrame et al., 2010; Rodrigues et al., 2017).

Rodrigues et al (2017) relatam que plantas cultivadas em solos 4cidos, devido a
presenca de Al, resulta na diminui¢do do crescimento radicular. Ressalta-se que o
crescimento da parte drea pode ser afetado negativamente, quando a planta cresce em
ambiente rico em Al. Além de apresentar redu¢do do tamanho e quantidade das folhas e
meristemas florais e reducdo da biomassa (Ma and Furukawa, 2003; Li and Xing, 2011;
Mattiello et al., 2014). A toxicidade do Al pode resultar em alteragcdes complexas do
protoplasma, através de interacdes com a parede celular, membrana plasmética e o citoplasma
(I11€S et al., 2006). Dependendo da concentracdo de Al presente no meio, as alteracdes do
processo metabdlico podem resultar em danos irreversiveis, promovendo alteracdes
estruturais do DNA e posteriormente comprometer a divisdo celular que resulta na
interrupcdo do crescimento da radicula, uma vez que afeta a diferenciacdo das células
presentes nesse meristema (I11€$ ez al., 2006; Panda et al., 2009).

Os mecanismos de resisténcia e tolerancia vém sendo desenvolvidos ao longo do
processo evolutivo das plantas, de forma a mitigar os danos causados pelo Al. A tolerancia e

desintoxicagdo ao Al é um mecanismo de resisténcia em que os fons AI**

sdo complexados
com &cidos organicos - AOs (e.g. malato e citrato) ou podem ser compartimentalizados nos
vacuolos e até mesmo serem transportados para parte aérea da planta (Kochian et al., 2015).
Para o mecanismo de exclusdo do Al, pode ocorrer com a exsudacdo de AO para regido da

rizosfera, através de proteinas especificas de membrana (Nunes-nesi et al., 2014) e,
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posteriormente, ocorrer a formacao do complexo Al-AO ou o Al pode ser exsudado na forma
de Al-composto organico (e.g. 4cidos organicos, compostos fendlicos), do citoplasma para

1>* nas células da raiz. Os

regido da rizosfera. Esses processos impedem a entrada do fon A
AOs exsudados possuem alta afinidade de ligagio com o Al** da regido do apoplasto ou da
rizosfera (Kochian et al., 2004; Hartwig et al., 2007).

As plantas apresentam variados mecanismos de exsudag¢do de outros compostos que
estdo relacionados a resisténcia ao Al, por exemplo, o catecol, a catequina e quercetina
(Winkel-Shirley, 2002; Peixoto et al., 2007). Plantas de Triticum aestivum (trigo) e
Arabidopsis thaliana apresentam o malato como principal AO usado para quelar o Al,
envolvendo transportadores 16nicos de TaALMT1 e AtALMT], respectivamente. Sorghum
bicolor e Zea mays exsudam citrato como agente quelante (Magalhaes et al., 2007; Maron et
al., 2010). Para Glycine max, Zhou et al (2018a) revelaram que o gene GmMEI, que
codifica uma enzima malica dependente de NADP* (ME-NADP), promove o aumento na
sintese de malato e citrato devido a presenca do Al no citoplasma.

Durante a selecdo realizada pelos programas de melhoramento genético vegetal na
cultura da soja, podemos observar que o principal objetivo ndo foi o desenvolvimento de
cultivares tolerantes a presenca de Al no ambiente cultivado, fato atribuido a exigéncia de
solos com pH > 5,5 que promovem assim o rendimento ideal e esperado pela cultura. A
inducdo e selecdo de plantas que apresentam os mecanismos de tolerancia a determinado tipo
de estresse abidtico € uma técnica utilizada para reduzir o tempo de identificagdo de um
gendtipo promissor para o inicio de um programa de melhoramento de plantas (Girotto et al.,
2012).

Existem poucas informagdes relacionadas com os efeitos do Al no metabolismo e
crescimento de plantas de soja e, como esse metal pesado pode interferir nos processos
bioquimicos da espécie em estudo. Sendo assim, o objetivo dessa pesquisa foi realizar a
caracterizacdo bioquimica do processo de germinacao e do crescimento inicial de plantulas de

soja com diferente sensibilidade ao Al.

2. MATERIAL E METODOS

Sementes de cinco gendtipos de soja (Glycine max) foram selecionados em ensaios
preliminares quanto a tolerancia aos efeitos do Al durante o processo de germinagdo e
crescimento inicial das plantulas (capitulo 1), sendo eles: M59171, BS2606, 58I60RSF,
AS3680 e NEO610. As analises para caracterizagdo da germinacdo e do crescimento da

plantula foram realizadas no Laboratério de Andlises de Sementes, localizado no
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Departamento de Agronomia. A caracterizagdo bioquimica foi realizada na Unidade de
Crescimento de Plantas pertencente ao Departamento de Biologia Vegetal. Os dois

laboratérios pertencem a Universidade Federal de Vigosa.

2.1. Teste de germinagdo sob efeito do Al

O teste de germinagdo foi realizado de acordo com a metodologia descrita nas Regras
para Anélises de Sementes (Brasil, 2009). Foram utilizadas cinco repeti¢cdes de 50 sementes
para cada gendtipo. Foram confeccionados rolos de papel para germinagdo, umedecidos com
a quantidade de 4dgua deionizada equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco, sendo
caracterizado como tratamento controle. A quantidade de dgua equivalente para umedecer o
papel seco foi estimada de acordo com a RAS (Brasil, 2009).

Para o tratamento em presenca de Al foi utilizada a solu¢do de cloreto de aluminio -
AICl3 (Sigma Aldrich — 06220), na concentragdo de 1 mmol L! (pH 4,0). A quantidade de
agua equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco foi substituida pela solugdo de AICl3 a 1
mmol L (pH 4,0) e, posteriormente os rolos de papel, tanto para o tratamento controle
quanto para o tratamento em presenca de Al, foram distribuidos aleatoriamente em
germinador do tipo Mangelsdorf, a 25 °C.

A porcentagem de germinacido (%G) foi obtida até o oitavo dia de semeadura e

posteriormente os resultados do percentual foram estimados para cada repeti¢ao.

2.2. Avaliacao do desempenho das sementes por andlise de imagem — Vigor S

Foi realizada com cinco repeticdes de 20 sementes para cada genétipo, seguindo a
metodologia descrita para o teste de germinacdo. As sementes foram distribuidas em duas
fileiras, alternando-se as 20 sementes, no terco superior, sobre duas folhas de papel para
germinacdo e cobertas com uma terceira folha. Foram confeccionados rolos de papel para
germinagdo, umedecidos com a quantidade de 4gua deionizada, ou solucdo de AICls,
equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco.

Os rolos contendo as sementes dos diferentes gendtipos de soja submetidos a
condi¢do controle (H20) e, em presenca de Al foram mantidos no germinador a 25 °C durante
trés dias para posterior avaliacdo das plantulas no software Vigor-S. As plantulas de cada
repeticdo foram transferidas do rolo de papel para germinacdo para uma folha de etil vinil
acetato (EVA) de coloracao azul, com dimensdes de 30 cm x 20 cm, que corresponde a drea
util do escaner, para que fosse possivel gerar contraste necessario para anélise no software.

Em sequéncia, foram obtidas as digitalizacdes das imagens das plantulas por repeticdo,
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utilizando um escaner HP Scanjet 200, instalado em posicdo invertida no interior de uma
caixa (60 x 50 x 12 cm), acoplado a um notebook Core i5 (2.3 GHz, 8 GB de meméria RAM,
HD de 1 TB). A resolucao da imagem foi ajustada para 300 dpi. Assim, foi possivel estimar
os valores médios do indice de vigor e uniformidade de plantulas, que compreende valores de
0 a 1000, comprimento médio do hipocétilo, raiz e total de plantula, sendo o vigor das
sementes diretamente proporcional a esses valores e o percentual de sementes germinadas

(Hoffmaster et al., 2005).

2.3. Coleta do material e andlise bioquimica

Para avaliar se o Al promoveu alteracdes no metabolismo primario, as plantulas foram
embaladas em papel aluminio, imediatamente mergulhadas em nitrogénio liquido e
armazenadas em freezer, -80 °C, até andlise. O material foi liofilizado a - 20 °C por 3 dias e,
posteriormente, o eixo embriondrio da plantula foi separado do cotilédone.

Aliquotas de aproximadamente 10 mg de material liofilizado do eixo embriondrio das
plantulas de soja, foram extraidos em 700 uL. metanol e agitados em vortex por 10 segundos.
Posteriormente, foram agitados em 750 rpm, por 20 minutos a 80 °C e centrifugados logo em
seguida em 13.300 rpm por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e transferido para
um microtubo de 2 mL. Posteriormente, foram adicionados 375 uL de cloroférmio (CHCL3)
e 750 uL de H>O ultrapura ao sobrenadante e agitado em voértex por 10 segundos. Em
seguida, foram centrifugados a 13.300 rpm por 10 minutos a 4 °C. A fase superior (polar e
transparente) foi recolhida para um novo microtubo e armazenada a - 20 °C para posterior
quantificacdo de: acucares soluveis (glicose, frutose e sacarose), dcidos organicos (fumarato e
malato), aminodcidos soldveis totais, prolina e nitrato. O precipitado (pellet), formado a partir
da extracdo em metanol, foi lavado com 1000 pL de etanol 70% para posterior quantificacdao
de proteinas soluveis e amido como descrito por Lisec (2006) e algumas modificagdes

descritas.

2.3.1. Quantificagdo de glicose, frutose e sacarose

Glicose, frutose e sacarose foram estimadas usando o ensaio de substrato enzimatico
continuo, como descrito por Fernie (2001), a partir de aliquota de 5 pL. do extrato metandlico
obtido anteriormente, foi adicionado em meio de reacdo de 205 pL [150 pL de tampao
HEPES (KOH 0,1 M + 3 mM MgCl, em pH 7,0); 4,65 uL de ATP 109 mM (60 mg mL);
4,65 uL de NADP* 48,4 mM (36 mg mL™); 0,77 uL de Glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PDH — 700 U mL") e 45 uL de H>O ultra pura] em microplaca por pogo. Foi realizada a
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leitura das amostras em um leitor de microplaca (Molecular Devices, Sunny Valle, EUA) em
comprimento de onda de 340 nm. A cinética foi avaliada por meio da formacio NADPH,
devido a adicdo de 1,5 U de Hexocinase (1,5 U em 5 pL), sendo possivel estimar a
quantidade de glicose presente no extrato. Apds a estabilizacdo da reacdo, foi adicionado 0,7
U de Phosphoglucose isomerase (PGI — 0,7 U em 5 pL), formando novamente NADPH,
permitindo estimar agora o teor de frutose nas amostras. Por fim, apds a estabilizacdo da
reacdo foi adicionado na reacdo 5 U de Invertase (5 U em 5 pL) para que a quantidade de
sacarose fosse estimada, a partir da sua isomerizagdo e posteriormente oxidacdo da glicose e

frutose com a formagdo de NADPH. Todos os célculos foram baseados na equagao:

40D

lde NADPH = ————
Himot ¢e (2,85 x 6,22)
Os valores foram corrigidos de acordo com a massa inicial das amostras e os

resultados expressos em mmol de glicose, frutose e sacarose kg™! massa seca (MS).

2.3.2. Quantificacdo de amido

Para a determinacdo de amido, o precipitado (pellet) da extracdo metanodlica foi
solubilizado por aquecimento a 95 °C, em 400 uL. NaOH (0,1 M). Em seguida, 61,25 uL de
solucdo de 4cido acético (1 M) foram adicionados as amostras para neutraliza¢do e posterior
degradacdo do amido. A degradacdo do amido, ocorreu a partir da adicdo de 40 puL do extrato
neutralizado adicionado a 60 pL do mix de degradacdo [59 puL de tampdo acetato de sodio
(50 mm, pH 4,9) + 1 uL de amilo glucosidase (170 U mL") + 0,012 pL de a-amilase (325 U
mL™1)]. A reacdo de degradacdo ocorreu em overnight a 37 °C.

Apo6s a etapa de degradacdo e a formacdo de residuos de glicose a partir de amido
presente nas amostras, 10 uL do extrato obtido da degradagdo foi adicionado em meio de
reacao de 200 uL [150 pL de tampao HEPES (KOH 1 M + 30 mM MgCl, em pH 7,0); 4,65
uL de ATP 109 mM (60 mg mL™); 4,65 uL de NADP* 48,4 mM (36 mg mL™1); 0,77 uL de
Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH — 700 U mL™') e 40uL de H,O ultra pura] em
microplaca de 96 pocos. Foi realizada a leitura das amostras em comprimento de onda de 340
nm. A cinética foi avaliada por meio da formacio NADPH, devido a adicdo de 2 U de
Hexocinase (2 U em 5 pL), sendo possivel estimar o conteudo de amido determinado como

equivalentes de glicose (Hendriks et al., 2003), conforme a férmula abaixo:

40D

lde NADPH= ————
pmol de (2,85 x 6,22)
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Os valores foram corrigidos de acordo com a massa inicial das amostras e os

resultados expressos em mmol de equivalente glicose kg™! massa seca (MS).

2.3.3. Quantificacdo de fumarato e malato

A concentragdo de fumarato e malato foi determinada em aliquotas de 10 uL do
extrato metandlico que foram pipetados em microplaca contendo 80 uL do meio de reacdo
composto por: 50 uL de tampao Tricine [10 mM] em KOH 0,2 M MgCl», pH 9.0; 10 uL de
brometo de metil tiazolil difenil tetrazéilio (MTT) [10 mM], 2 uL de etossulfato fenazina
(PES) [20 mM]; 10 pL de Triton [10%]; 10 pL dinucleotideo de nicotinamida e adenina
(NAD") [30 mM] e 3 puL de agua ultrapura. Apds, foi realizada a leitura da absorbancia a 570
nm por 5 minutos. Posteriormente foi adicionado 1 U de malato desidrogenase (5 uL) e a
absorbancia foi lida até a cinética se tornar estavel. Subsequente, foram adicionados 0,1 U de
fumarase (5 uL) e absorbancia foi lida até a estabilidade. Para a determinacdo de fumarato e
malato foi feito uma curva de calibragdo utilizando fumarato e malato como padrdo, em

concentracdes que variaram de 0 a 20 mM (Nunes-Nesi et al., 2007)

2.3.4. Quantificacdo de aminodcidos soliiveis

O conteudo de aminodcidos soluveis totais foi realizado de acordo com Yemm et al
(1955). Em uma microplaca adicionou-se 10 pL do extrato metandlico obtido + 40 uL de
H>O ultra pura, 50 uLL de tampao citrato [1M] a pH 5,2 acrescidos de 4cido ascorbico 0,2%
(p/v) e 100 pL de ninhidrina 1% (p/v) em metanol 70% (v/v), em cada pogo. As amostras
foram incubadas no escuro por 20 minutos a 95 °C e, em seguida a reagdo foi paralisada em
banho de gelo. Posteriormente, foi realizada a leitura da placa no comprimento de onda de
570 nm. Para a determinacdo de aminodécidos totais fez-se a curva de calibracdo utilizando
leucina como padrdo, nas concentracdes de 0, 4, 8, 16, 24, 32 e 40 mM. Os resultados foram

expressos pumol aa g”! de massa seca (MS).

2.3.5. Quantificagao de nitrato

A determinagdo da concentracdo de nitrato (NO3") foi realizada de acordo com a
metodologia descrita em (Baird et al., 2019). Aliquotas de 5 pL. de extrato metandlico foram
adicionadas em 295 uL com H>O ultrapura e posteriormente lidas em triplicatas nos
comprimentos de onda de 210, 220 e 230 nm. A partir das absorbancias obtidas, foi calculada

a segunda derivada: [(ABS210 - ABS20) - (ABS20 - ABS230)]. As absorbancias foram
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comparadas a curva padrao de nitrato de potdssio (KNO3) e os resultados foram expressos em

pmol g'1 de massa seca (MS).

2.3.6. Quantificacao de prolina

A determinacdo da concentracdo de prolina foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Shabnam et al (2016). Aproximadamente, 50 uL de extrato metandlico foram
adicionados a 100 pL de solucdo 4cida de ninhidrina (1,25 g de ninhidrina; 30 mL de acido
acético 17 glacial; 20 mL de &4cido fosférico 6M). As amostras foram incubadas por 60
minutos, a 95 °C e, em seguida a reacdo foi paralisada em banho de gelo. As amostras foram
lidas no comprimento de onda de 520 nm e as absorbancias comparadas a curva padrdo de

prolina (1 mM). Os resultados foram expressos em pmol g'! de massa seca (MS).

2.3.7. Quantificacdo de proteinas soliiveis

Utilizou-se a técnica de Bradford (1976) para determinagdo dos teores de proteinas
nos extratos precipitados e neutralizados com 400 uL NaOH (0,1 M). Ocorreu diluicdo para
quantificacdo 1:10 do extrato bruto obtido. Foram adicionados 5 pL do extrato diluido em 45
uL de NaOH (0,1 M) e 250 pL de reagente de Bradford. Uma série de solucdo de albumina
soro bovina (BSA) diluida com o mesmo tampao de extracdo serviu como padrdo para
quantificacdo das proteinas. A quantificacdo das proteinas foi conduzida em microplacas, em

leitor (Molecular Devices, Sunny Valle, EUA) a 595 nm.

2.3.8. Quantificacdo de aldeido malonico (MDA)

A quantificacdo da peroxidagao de lipidios foi estimada pela concentracdo de aldeido
malonico (MDA), por meio de teste de substancias reativas ao 4cido tiobarbitdrico (TBARS),
segundo Heath e Packer (1968). Foram utilizados aproximadamente 30 mg de material
liofilizado do eixo embriondrio das sementes de soja. Extraidas com 1 mL de é&cido
tricloroacético (TCA) 0,1% p/v e centrifugadas a 13.300 rpm por 15 minutos, a 4 °C.
Posteriormente o sobrenadante foi recolhido e transferido para outro microtubo. Uma aliquota
de 0,5 mL do sobrenadante foi adicionada em meio de reagdo contendo 1,5 mL de solucio de
acido tiobarbitdrico (TBA) 0,5% p/v em TCA 20% p/v. Ap0s, os tubos contendo as amostras
e o meio de reacdo foram fechados e incubados a 95 °C por 25 minutos. Transcorrido o
tempo, a reacdo foi paralisada em banho de gelo por 5 minutos e, em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 13.300 g por 10 minutos a 4 °C. A absorbancia do sobrenadante foi

determinada no comprimento de ondas de 532 nm. A absorbancia inespecifica foi obtida em
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600 e 400 nm e subtraida das leituras a 532 nm. A concentragdo do complexo aldeido
malonico-TBA foram calculadas utilizando-se o coeficiente de absortividade molar de 155
mM! cm! (Hodges et al., 1999), sendo os resultados expressos em nmol MDA mg ' de

massa seca (MS).

2.4. Extracdo e ensaios enzimdticos
Aliquotas de aproximadamente 20 mg para o ensaio da SOD e 40 mg para o ensaio da

CAT, APX e POX de material liofilizado do eixo embriondrio das sementes de soja.

2.4.1. Atividade dismutase do superoxido (SOD)

A extracdo da dismutase do superdxido (SOD, EC 1.15.1.1) foi realizada a partir de
20 mg de material liofilizado do eixo embriondrio das sementes de soja e homogeneizados
em 200 pL do meio de reacdo contendo 100 mM de tampao fosfato de potassio (TFK; pH
7,8); 0,1 mM de EDTA; 0,1% (v/v) 10 mg de polivinil pirrolidona (PVP) e 20 mM de
ascorbato. Apds centrifugacdao a 13.300 rpm, por 15 minutos, a 4°C, o sobrenadante foi
coletado para as andlises posteriores.

A atividade da SOD foi determinada segundo Giannopolitis e Ries (1977). O meio de
reacdo foi constituido de: 52,5 mM de TFK (pH 7,8); 0,1 uM de EDTA; 13 mM de metionina
(pH 7,8); 2 uM de riboflavina; 0,075 mM de azul de nitro tetrazélio (NBT) e uma aliquota de
15 pL do extrato enzimatico. A produ¢do de formazana azul proveniente da reducdo do NBT
em presenca de luz € mdxima na auséncia da enzima e foi acompanhada em um
espectrofotdmetro, monitorando-se o incremento na ABS a 560 nm. A atividade da SOD esta
relacionada a capacidade da enzima presente no extrato em inibir a produ¢do de formazana
azul. Os resultados foram expressos em unidades de SOD mg™! proteina, considerando-se que
uma unidade de SOD € a quantidade de enzima requerida capaz de reduzir em 50% a

producdo de formazana azul.

2.4.2. Atividade peroxidase do ascorbato (APX), catalase (CAT) e peroxidase (POX)

A peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11), catalase (CAT, EC 1.11.1.6) e
peroxidase (POX, 1.11.1.7) foram extraidas a partir de 40 mg de material liofilizado do eixo
embriondrio das plantulas de soja e homogeneizadas com 1000 uL do meio de extracdo
contendo 50 mM de tampao fosfato de potassio - TFK (pH 7,0); 2 mM de EDTA; 20 mM de
ascorbato € 30 mg de PVP. Apods centrifugacdo a 13.300 rpm, por 15 minutos a 4 °C, o

sobrenadante foi coletado para as andlises enziméticas.
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A atividade da APX foi acompanhada pelo decréscimo da ABS a 290 nm em meio de
reacdo contendo TFK 50 mM (pH 7,0); 0,1 mM de H20O»; 0,5 mM de ascorbato e 50 pL. do
extrato enzimatico (Nakano and Asada, 1981). Para os célculos, 1 unidade de APX € a
quantidade de enzima capaz de oxidar 1 umol de ascorbato min!.

O meio de reagao da CAT foi com 50 mM de TFK (pH 7,0) e H2O, 12,5 mM; e a
reacao foi iniciada pela adi¢ao de 30 uL de extrato. A atividade da CAT foi determinada pelo
monitoramento do decréscimo da ABS a 240 nm (Havir and McHale, 1987) e para os
célculos foi considerado que 1 unidade de CAT € a quantidade de enzima capaz de oxidar 1
umol de H202 min™.

A atividade da POX foi estimada a partir da adicdo de 50 pL do extrato enzimatico
bruto, a meio de reagdo contendo TFK 25 mM (pH 6,8), 20 mM de pirogalol e 20 mM de
H>0,. A atividade catalitica da enzima foi observada pela produgdo de purpurogalina e
através do aumento da absorbancia a 420 nm a 25 °C. O coeficiente de extin¢ao molar de 2,47
M cm™! foi utilizado para estimar a atividade e o resultado expresso foi em unidade de POX
mg‘l de proteina (Kar and Mishra, 1976; Maehly, 2006). A determinacdo de proteinas
utilizadas para estimativa da atividade enzimdtica da APX, CAT e POX foi realizada de

acordo com Bradford (1976).

2.5. Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado no experimento foi o inteiramente casualizado. A
unidade experimental dos experimentos de germinagdo, metabodlitos primdrios e atividade
enzimatica foram compostas por cinco repeticdes com 50 sementes para cada genotipo e
tratamento. Para avaliacio de desempenho das sementes via andlise de imagens foram
utilizadas cinco repeticdes com 20 semente para cada gendtipo. Os dados obtidos foram
submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e posteriormente as diferencas entre as
médias foram examinadas pelo teste . Todos os dados foram analisados no software R x 64

3.5.3 (R Core Team, 2019).
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3. RESULTADOS

O Al reduziu a germinagdo das sementes e o indice de vigor das plantulas de soja em
todos os gendtipos avaliados (Figura 1. A, B). O efeito méximo observado na inibicdo da
germinagdo das sementes foi no gendtipo AS3680, que apresentou redugdo significativa de
90% para 64%, diminuicdo de 37,5%, em comparacdo aos tratamentos controle e presenga de
Al (Figura 1. A). Além de apresentar significativa reducdo para o indice de vigor, variando de
483 para 303 (Figura 1. B). O NEO610 apresentou reducao de 91% para 82% quando exposto
ao Al (Figura 1. A) e valor ndo significativo para o indice de vigor (Figura 1. B), sendo o

gendtipo que apresentou menor para redugdo dos parametros avaliados na presenca do Al.
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Figura 1: Efeito do Al na germinag@o de sementes (A) e no indice de vigor (B) de plantulas
de soja. O asterisco representa diferenca estatistica entre os tratamentos para cada genotipo,
em nivel de 5% pelo teste t de Student. Médias de 5 repeti¢Oes e desvio padrao.

Como consequéncia da exposi¢cdo ao Al, é possivel observar variacdo significativa no

crescimento e estabelecimento das plantulas de soja (Figura 2. A-D). Na figura 2 A e 2D, os
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genotipos BS2606 e AS3680, apresentam reducdo no crescimento da radicula e no
crescimento total.

Nas figuras 2 B, 2 C e 2 D podemos observar reducao no comprimento do hipocétilo,
da radicula e no comprimento total das plantulas dos gendtipos M59171, BS2606, S58I60RSF,
AS3680 e NEO610. Por sua vez, o Al também reduziu significativamente a biomassa, o
crescimento e uniformidade das plantulas durante o processo de germinacao (Figura 2. E-G).
Na figura 2 E podemos observar reducao na massa fresca de quase todos os genétipos de soja
sob condig¢des de estresse. Somente o gendtipo NEO610 ndo apresentou variagcdo. O mesmo
fato € observado nas figuras 2 F e 2 G para o crescimento e uniformidade das plantulas

avaliadas.
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Figura 2: Andlise de crescimento de plantulas dos cincos gendtipos de soja. Alteracdes
fenotipicas de plantulas sob efeito do Al (A), comprimento da radicula (B), comprimento do
hipocétilo (C), comprimento total (D), massa fresca de plantulas (g plantula 1 (E),
uniformidade (F) e crescimento (G). As médias de 100 plantulas avaliadas no terceiro dia
apods a germinacdo. O asterisco representa diferenca estatistica entre os tratamentos para cada
genotipo, em nivel de 5% pelo teste t de Student. Médias de 5 repeticdes e desvio padrao.
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O crescimento (Figura 2. G) e a uniformidade (Figura 2. F) inicial das plantulas foram
comprometidos quando as sementes dos diferentes genétipos foram semeadas em ambiente
desfavordvel ao processo germinativo, na presenca do Al. Neste argumento, foram
observadas variagdes no contetido de carboidratos e amido do eixo embriondrio das plantulas

em resposta ao Al (Figura 3).
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Figura 3: Alteracdo no contetido de carboidratos e amido em plantulas de soja sob efeito do
Al Glicose (A), frutose (B), sacarose (C) e amido (D). O asterisco representa diferenca
estatistica entre os tratamentos para cada gendtipo, em nivel de 5% pelo teste t de Student.
Meédias de 5 repetigcdes e desvio padrao.

Os contetdos de glicose, frutose, sacarose e amido (Figura 3. A-D) reduziram no
genotipo NEOG610 tratado com Al, porém nao ocorreu reducdo nas caracteristicas de plantulas
avaliadas anteriormente (Figuras 1 e 2,). Ao observar os genotipos 58160RSF e BS2606 com
aumento, respectivo, de 20,79% e 33,21% do teor de glicose dos eixos embriondrio das
plantulas quando tratadas com Al em relagdo ao controle. Na figura 3 B, podemos observar
reducdo significativa no teor de frutose apenas para o genétipo NEO610. O teor de sacarose e
amido reduziu para todos os gendtipos semeados na presenca do Al (Figura 3. C e 3. D). A
reducdo no teor de sacarose e amido, respectivamente, para cada gendtipo avaliado foi de

aproximadamente 31,3% e 62,9% para M59171 , 40,1% e 48,4% para BS2606, 41,5% e
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33,42% para 58I60RSF, 47% e 73,13% para AS3680 e 52,23% e 50,1% para o genotipo
NEO610.

Para compreender melhor as respostas do Al na interferéncia do processo germinativo
dos diferentes gendtipos de soja e o papel dos dcidos organicos como “complexadores” de Al,
foi necessdria investigar as influéncias do Al no metabolismo dos 4cidos organicos (Figura
4). Devido as alteracdes no conteido de acticares (Figura 3), decidiu-se estimar e analisar
dois importantes 4cidos organicos (AQO) centrais para o metabolismo dos dcidos

tricarboxilicos (TCA), fumarato e malato (Figura 4. A e 4. B).
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Figura 4: Conteido de 4cidos organicos (AOs) em plantulas de soja sob efeito do Al.
Concentracdo de fumarato (A) e malato (B). O asterisco representa diferenca estatistica entre
os tratamentos para cada genétipo, em nivel de 5% pelo teste t de Student. Médias de 5
repeticoes e desvio padrao.

Como observado na figura 4 A, todos os cinco gendtipos evidenciaram aumento nos
niveis de fumarato (Figura 4. A). Notavelmente, os gendtipos BS2606 e S8I60RSF na

presenca do Al apresentaram aumento significativo no conteudo de fumarato de 136% e

139%, respectivamente, em comparagdo ao tratamento sem a presenca de Al. Seguindo o
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mesmo comportamento, em condicdes de estresse por Al, os genétipos M59171 e NEO610
apresentaram valores duas vezes maiores que o conteido de fumarato das plantulas controle.
AS3680 foi o gendtipo que apresentou menor valor para o aumento no conteido de fumarato,
porém o valor obtido de 82,9% no teor de fumarato em relagdo ao controle foi significativo.
O aumento significativo no teor de malato para os gendtipos submetidos ao Al também ¢é
observado na figura 4 B. Contudo, os niveis elevados de malato, trés vezes maior do que a
concentragdo das plantulas no tratamento controle, indicam que o aluminio afeta
exponencialmente o metabolismo desses dcidos organicos nos diferentes gendtipos de soja
estudados.

Os metabdlitos que apresentam nitrogénio na sua constituicdo, como proteinas
soliveis totais, aminodcidos totais, prolina e o fon nitrato, foram estimados nas plantulas de
soja (Figura 5). O estresse por Al alterou o conteido de proteina de todos os gendtipos
avaliados (Figura 5. A) sendo que o gendtipo 58160RSF apresentou aumento de 29%,
seguido de 26% do BS2606, 24,6% do AS3680, 21% do NEO610 e por fim aumento de 15%
no teor de proteina para o gendtipo M59171. Além disso, houve alteracdo no conteido de
aminodcidos totais (Figura 5. B) para os gen6tipos M59171 e 58I60RSF avaliados sob efeito
do aluminio.

Na exposi¢do ao Al, todos os gendtipos apresentaram aumento significativo na
concentracdo de prolina (Figura 5. C), em comparacdo ao observado para as plantulas do
tratamento controle. Os valores observados sob efeito do Al ultrapassam o dobro da
quantidade de prolina no tratamento controle. O teor de nitrato teve comportamento parecido
ao conteudo de prolina (Figura 5. D). No entanto, apenas o gendtipo NEO610 apresentou
aumento no teor do nitrato das plantulas tratadas com Al e as plantulas do controle. O efeito
da toxicidade do Al, causou aumento na concentracdo de prolina e de nitrato do genétipo
58160RSF, aumentando em média 2,51 umol prolina g' de massa seca e 0,5513 umol nitrato

¢! de massa seca em relacdo 2 média obtida no tratamento controle, respectivamente.
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A oxidacdo das membranas e compostos celulares, bem como, reprogramagdo do
metabolismo € uma importante a¢do para mitigar o efeito deletério causado pelo Al, sendo
necessdrio estimar a quantidade de um dos subprodutos da peroxidacao de lipidios, o aldeido
maldnico (MDA), além de estimar a atividade enzimatica do sistema antioxidativo celular,
tais como: dismutase do superdxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX) e
peroxidase (POX) (Figura 6).

Aparentemente existe pouca variacdo na concentracdo de aldeido malonico (MDA)
nas plantulas controle dos diferentes genétipos (Figura 6. A). No entanto, ao comparar cada
genotipo em relagdo aos tratamentos utilizados, observa-se que o Al provocou danos devido
ao aumento dos compostos lipidicos de membrana celulares dos genétipos, com excecao do
genotipo AS3680. A saber, os genétipos S8I60RSF e NEO610 aumentaram em 25,8% e 28%,
respectivamente, o conteido de MDA no eixo embriondrio das plantulas que foram
submetidas ao tratamento em presenca do Al. Os gendtipos M59171 e BS2606 obtiveram
valores acima da média quando comparados com o tratameto controle para cada genétipo de

16% e 15,5%, respectivamente.
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Houve aumento significativo para ativiadade da SOD (Figura 6. B) apenas no
gendtipo AS3680, quando as sementes destes foram submetidas ao processo de germinagdo
na presenca de Al, o aumento foi de 22% em relagdo a condicdo controle. A atividade
catalitica da CAT (Figura 6. C) foi estimulada positivamente devido ao tratamento com Al
apenas para os gendtipos M59171, S8I60RSF e NEO610, com aumento de 11,7 U, 12,33 U e
19 U mg! de protefna, respectivamente, em relacdo ao tratamento controle.

Na figura 6 D, € possivel observar a reducdo na atividade catalitica da APX devido ao
tratamento com Al. Foram obtidas diferencas significativas na reducdo da atividade para os
gendtipos M59171, BS2606, AS3680 e o NEO610. No entanto, para atividade da peroxidase
(POX), observa-se aumento significativo na sua atuagdo para todos os genotipos avaliados
sob Al (Figura 6. E). O gendtipo sob efeito do Al que apresentou aumento na atividade
catalitica da POX foi o BS2606, de 156, 74 U de POX mg‘1 proteina em relacdo ao
tratamento controle (Figura 6. E). O gen6tipo NEO610, também sob efeito do Al, apresentou
aumento de apenas 62,53 U de POX mg™! proteina. Os demais gendtipos tiveram alteracdo na
atividade da POX, porém os valores da atividade catalitica foram intermedidrios aos

gen6tipos BS2606 e NEO610.
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4. DISCUSSAO

A fitotoxicidade provocada pela presenga do Al reduziu a germinagdo e comprometeu
o crescimento da plantula (Figura 1), provocando reducao no crescimento da radicula (Figura
2. A) e do hipocétilo (Figura 2. B). O efeito do aluminio foi capaz de provocar reducdo da
biomassa e do estabelecimento da plantula (Figura 2. E, F e G). Todos os genétipos utilizados
apresentaram valores de germinag@o acima de 80% no tratamento controle, o que atende o
padrdo para comercializacio de sementes no Brasil. No entanto, ao avaliar os genétipos
submetidos a condicdo de estresse por Al, identificamos reduc¢do significativa da germinagdo
e no crescimento da plantula (Figura 1. A e B).

Acredita-se que o Al seja um dos principais fatores limitantes para produgdo agricola
nacional. Em média, o prejuizo causado pelo estresse provocado pelo Al € de 5 % da
producdo (Bojoérquez-Quintal et al., 2017). Ressalta-se que existem cultivares de soja que sdo
sensiveis e tolerantes a condi¢do de estresse por Al, além de demonstrar alteracdes
fenotipicas e metabolicas completamente distintas (Menosso et al., 2001). Sob elevadas
concentracoes de Al, o processo germinativo fica comprometido e, consequentemente, o
crescimento e desenvolvimento das plantulas, como observado para Glycine max (Custédio et
al., 2002), Oryza sativa (Kazue Silva, 2007), Jatropha curcas (Gordin et al., 2013), Conyza
canadenses e Conyza bonariensis (Yamashita et al., 2011).

Na presenca do Al, a germinagdo, o crescimento inicial e o crescimento da radicula
das plantulas foram afetados (Figura 2. B, C e D). Os genétipos M59171, BS2606 e AS3680
apresentaram redugdes significativas no comprimento do hipocétilo e da radicula, devido aos
efeitos do Al que age na inibi¢do do crescimento radicular e impede a absor¢cdo da dgua no
substrato utilizado. Outros mecanismos importantes sdo descritos como o efeito do Al na
parede celular, comprometimento da divisdo celular e no alongamento das células da radicula
(Kochian et al., 2004).

Elevadas concentracdes de Al, além de promoverem a fitotoxidez, para maioria das
plantas, afetam a absorcdo e transporte de dgua e nutrientes essenciais (quando a planta €
fotossinteticamente independente) gerando severas alteracdes celulares. O processo de
divisdo celular, bem como o alongamento das células da raiz resultam em menor crescimento
que podem ser influenciadas por outros tipos de estresse, como a deficiéncia hidrica, afetando
significativamente a produtividade das plantas em solos 4cidos, inviabilizando o cultivo
nessas areas (Mascarenhas et al., 1984; Hartwig et al., 2007).

A quantidade de biomassa dos genétipos avaliados foi reduzida na presenca do Al

(Figura 2. E). A expressiva reducdo da biomassa dos gendtipos de soja estd associada a
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redu¢do nos conteidos de sacarose e amido (Figura 3). Além disso, a presenca do Al
provocou aumento dos niveis de fumarato e malato (Figura 4), aumento no contetido de
proteina, aminoécidos totais, prolina e nitrato (Figura 5). Aparentemente esses resultados
demonstram que o Al é capaz de desacoplar o metabolismo primdario durante o processo de
germinagdo e crescimento das plantulas como uma forma de mitigar os efeitos deletérios do
Al. A ocorréncia de estresse abidtico promove alteragdo no processo de germinacdo, bem
como no metabolismo inicial do crescimento da planta (Obata and Fernie, 2012; de Oliveira
Pires et al., 2016), conforme observado no presente trabalho.

Os agucares soldveis, principais metabdlitos que atuam no suprimento de carboidratos
para o crescimento (Rosa et al., 2009; Gangola and Ramadoss, 2018), sdo altamente sensiveis
ao estresse abidtico. Nesse estudo, os gendtipos na presenca de Al apresentaram variacao no
conteddo de glicose, com redugdo de 22,1% para o genétipo NEO610 e aumento de 12,3%
para o gendtipo S8I60RSF em relacdo ao controle. O consumo elevado do sacarose (Figura 3.
C) e da amido (Figura 3. D) para formacido de glicose e frutose estdo ocorrendo,
provavelmente, devido a atividade respiratdria da via glicolitica para formagao de piruvato e,
consequente, manutencao do TCA, conforme observado no aumento no conteido de malato e
fumarato (Figura 3). De maneira indiferente, o conteido de frutose foi afetado
negatimavemente apenas no gendtipo NEO610 em resposta ao tratamento com Al. O
contetddo de sacarose foi reduzido em resposta ao Al para todos os genétipos avaliados.

Moreno-Alvarado et al (2017) propds que os agucares soliveis podem ser uma
possivel resposta a tolerancia ao Al em Oryza sativa. O conteudo de frutose parece ndo esta
associado a uma possivel resposta ao estresse por Al, uma vez que, foi encontrada apenas
variacao significativa para o NEO610 (Figura 4. B). Sulpice (2009) observou em Arabidopsis
que existe estreita relacdo com a reducdo do uso de carbono com o actimulo de amido e
consequente ganho de biomassa, mas o fendmeno foi observado em plantas
fotossinteticamente ativas e os nossos resultados na figura 2 E, para massa fresca, apresenta
reducdo na massa das plantulas.

Foram observados aumentos no conteido dos AO em plantulas de soja devido ao
tratamento com Al (Figura 4). O nivel de fumarato (Figura 5. A) foi maior quando os
diferentes genotipos foram submetidos aos estresse por Al, variando de 82,9 a 139,05 mmol
de fumarato kg' de massa seca em relagio ao tratamento controle. O aumento na
concentracdo de malato durante a germinagdo das sementes semeadas em meio contendo Al

(Figura 5. B) pode ser explicado por um possivel aumento da operagdo do ciclo dos éacidos
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tricarboxilicos (TCA) ou de reagdes biossintéticas dos amianodcidos (Ishizaki er al., 2006;
Aragjo et al., 2010).

Zhou (2018b) destaca que muitos desses exsudados constituintes sdo essenciais para
manutencdo do potencial osmético interno, um dos principais fatores responsivel pela
absorcao de dgua pelas sementes. Ainda, pela manutencdo do turgor celular necessdrio para
protrusao da raiz primadria e a liberacao de exsudados para o meio externo, que contribui para
complexar os fons toxicos, no caso o Al é quelatado pela exsudacdo de 4cidos organicos (e.g.
malato e fumarato). Neste sentido, foram observados em sementes de Erythrina speciosa e
Eugenia brasiliensis efeitos toxicos do Al no processo de germinag¢do. As sementes foram
embebidas com solucio de cloreto de aluminio (AICI; a partir de pH 3.5), sendo possivel
evidenciar que os efeitos fitotéxicos do Al ocorrem a partir de pH 3,5, além de destacar que
os efeitos a esse metal pesado ocorrem durante a fase de embebicao do processo germinativo
(Koszo et al., 2007).

Embora ocorram diferencas significativativas nos niveis de aminoécidos totais (Figura
6. B) para os gen6tipos BS2606 e 58160RSF, os niveis de sacarose e amido foram reduzidos,
o que pode estd diretamente relacionado com o aumento de fumarato e malato desses
genotipos sob efeito do Al. A variacdo nos niveis de fumarato e malato estdo diretamente
relacionados a resposta do metabolismo dos genétipos de soja devido a presenca do Al. A
exsudacdo ou a complexacdo no citoplasma de AOs com Al, como mecanismo de tolerancia,
representa um gasto significativo de compostos de carbono para mitigar os impactos
deletérios do estresse provocado pelo Al na rizosfera ou no interior das células da raiz (Ma et
al., 2001; Kochian et al., 2015). Além disso, novas evidéncias foram adicionadas de que o
GmMEI]1 pode funcionar em vias anaplerdticas para suprir o ciclo do TCA, fato esse ocorreu
em G. max sob efeito do Al (Zhou et al., 2018a).

Em resposta ao Al, foi possivel observar um padrdao claro das alteragdes dos
compostos nitrogenados (N), incluindo proteinas totais, aminodcidos totais, conteudo de
prolina e de nitrato (Figura 5). Podemos afirmar que a concentracdo de Al utilizado neste
estudo € capaz de promover aumento no conteido de proteinas totais (Figura 5. A). No
entanto, ndo € possivel observar um aumento significativo dos aminoécidos totais para todos
os gendtipos sob efeito do Al. Apenas os gendtipos MS9171 e 5858160RSF apresentaram
aumento no conteido de aminodcidos (Figura 5. B). O aumento observado de aminodcidos
ndo parece estd associado a maior degradacio de proteinas, pois essa associagdo parece estar
relacionada a uma interconversdo de aminoécidos induzido pela presenca de Al, agindo

provavelmente como um sinal de inani¢do por carboidratos (Hildebrandt, 2018).
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Virios estudos relacionam o aumento de carboidratos e/ou de aminodcidos nas raizes
como mecanismo fisioldgico inespecifico ligado a provavel tolerincia ao Al em Oryza sativa,
Zea mays e Sorghum bicolor (Cambria et al., 1983; Khan et al., 2000; Moreno-Alvarado et
al., 2017). Em parte, ndo se pode relacionar com os estudos anteriores realizados com os
niveis metabdlicos encontrados para os diferentes gendtipos soja nesse estudo, uma vez que,
os diferentes gendtipos de soja apresentam reducdo para os carboidratos soliveis (glicose,
frutose, sacarose) e amido, apresentando aumento somente para o teor de aminodcidos totais
(Figura 5. B). Os resultados até aqui apresentados evidenciam que € ncessdrio um trabalho
minucioso para alcangar o entendimento mecaniscista da tolerancia ao Al em plantas de soja.

Para concentragdo de prolina, observou-se aumento significativo no presente estudo
(Figura 6. C). Devido a presenca de Al, os genétipos M59171, BS2606, S8I60RSF, AS3680 e
NEOG610 apresentaram aumento de 114,5%; 93,17%; 119,22%; 106,86% e 102,19%,
respectivamente, em relacdo as plantulas do tratamento controle. O aumento de prolina livre
foi relacionado a tolerancia ao Al em plantas de Zea mays (Khan et al., 2000; Giannakoula et
al., 2008) e Lactuca sativa (Silva and Matos, 2016). O aumento no conteddo de prolina pode
sugerir que o mecanismo responsivo ao efeito do Al nos genétipos de soja pode ser eficiente
em contrololar as alteracdes metabdlicas sob o estresse (Talebi ef al., 2014; Silva et al.,
2015), além da fung¢do osmoreguladora, também € relacionada a protecdo das estruturas
celulares (Silva e Matos, 2016). Na figura 3 D, podemos observar aumento significativo para
quase todos os gendtipos. Apenas o gendtipo NEO610 ndo apresentou diferencas
significativas. Em situacdo de estresse abidtico, o NO* desenvolveu alteragio no
metabolismo do nitrogénio e no metabolismo 16nico de Oryza sativa (Wang et al., 2012b).

O estresse abidtico, na sua grande maioria, induz danos oxidativos e,
consequentemente, perda de vigor da semente devido a associacdo direta com aumento da
producdo de EROs (Bailly, 2004; Deng et al., 2017). Na figura 6 A, podemos observar
variacao na concentracdo de MDA, um produto secunddrio da peroxidacdo de acidos graxos
poli-insaturados (Ilangovan et al., 2006) devido a oxidacdo dos lipidios de membrana pelas
EROs. Nesse caso, a peroxidacdo lipidica induz o aumento da permeabilidade das
membranas, acarretando perda de eletrélitos e fungdes celulares.

As plantulas sob efeito do Al dos diferentes gendtipos apresentaram aumento no
conteido de MDA comparado com o tratamento controle (Figura 6. A). Isso indica que sob
influéncia do Al ocorre aumento na concentracdo de MDA, pois em contato com interior da
célula, o Al compromete a atividade das membranas celulares das organelas (e.g. mitocondria

e vacuolo) (Parkhey et al., 2012). Quando ocorre alteracdo na funcdo da membrana celular
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promovida na presenca do Al, hd extravasamento do conteido intracelular (Hernandez-
Barrera et al., 2015).

O efeito do Al avaliado em plantulas de soja provocou alteracdo na atividade catalitica
das enzimas antioxidantes (SOD, CAT, APX e POX, Figura 6. B, 6. C, 6. D, 6. E,
respectivamente). Para atividade da dismutase do superdxido (SOD), apenas o genétipo
AS3680 apresentou aumento devido a presenca de Al (Figura 7. B). A SOD é considerada
por muitos autores como a primeira linha defensiva contra EROS, originadas de situagdes de
estresse (Carvalho er al., 2013; Gill er al., 2015). O aumento da atividade da SOD esta
associado a “dismutacdo” do radical superdxido (‘O2") em peréxido de hidrogénio (H,02), o
que previne o conteido celular de oxidacao intensa provocada por EROs (Cheng and Song,
2008; Sahu et al., 2017a).

A atividade catalitica da catalase (CAT, figura 6 C), converte o H2O> em H>O e O,
prevenindo a possivel interferéncia do peréxido de hidrogénio no conteudo celular (Muniz et
al., 2007). Os gendtipos M59171, 58I60RSF e NEO610 tiveram aumento de 126%, 52% e
123%, respectivamente, na atividade da CAT. Foi observado por Sharma (2018) que a
atividade da SOD e CAT diminui em sementes de Vigna radiata em condi¢des de
deterioragdo controlada, quando hd formacdo de EROs. Para atividade da ascorbato
peroxidase (APX, figura 6. D), houve reducdo significativa em todos os genotipos
submetidos a presenca de Al, principalmente no gendtipo AS3680 que foi de 5,15 U de APX
mg! de proteina em relagio ao controle. A APX catalisa o H2O, formando H,O e, €
considerada como promotora da homeostase celular reduzindo a concentracdo de H>O2 e
apresenta a¢do sinalizadora (Asada, 1992; Bailly, 2004).

Na figura 6 E podemos observar aumento significativo na atividade da peroxidase
(POX) em plantulas de soja sob efeito de Al. O gendtipo que apresentou maior atividade da
POX foi o BS2606, aumento de 156% em relagdo ao controle. A POX, assim como APX,
pertencem ao grupo de enzimas peroxidases que atuam na neutralizacdo do H2O2, o qual
participa de vérios processos fisioldgicos (Smirnoff, 2018). Essas enzimas utilizam o H20»
como receptores de elétrons e competem pelo mesmo sitio catalitico, o que demonstra que
possuem acdo conjunta (Bae et al., 2016; Smirnoff, 2018). As EROs sdo presentes no
metabolismo celular, mas quando estdo em desiquilibrio por fatores endégenos ou exdgenos
podem provocar redu¢do da germinagdo, vigor e o estabelecimento da plantula (Kibinza et
al.,2011; Wang et al., 2012a; Sahu et al., 2017b).

De maneira geral, é possivel observar que existe o estresse oxidativo instalado nas

plantulas sob efeito do Al, devido a alteracdo no conteudo de MDA (Figura 6. A), alteragdo
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na atividade de enzimas antioxidativas (Figura 6. C, 6. D e 6. E). Sementes de G. max e
outras oleaginosas quando submetidas a estresse abidtico apresentam acimulo de H2O»,
resultando na perda da viabilidade e do vigor (Sharma er al., 2018). Entre os principais
efeitos deletérios provocados pelo excesso de EROs, devido a presenca de Al, em sementes,
podemos destacar a oxidagdo de lipidios de membrana, carboidrato, proteinas e dcidos
nucléicos (Yin et al., 2015; Chmielowska-Bak et al., 2015; Bojérquez-Quintal et al., 2017),
os quais corroboram com os resultados encontrados na nossa pesquisa, j4 que ocorreu
reducdo da biomassa (Figura 2. E) e alteracdo no contetido dos agucares soliveis e amido
(Figura 3).

Kranner et al (2010) avaliaram as caracteristicas do aumento de EROS na germinagdo
e desenvolvimento de plantulas de Pisum sativum, os resultados observados foram a reducao
do alongamento radicular, bem como, o aumento da concentragdo de EROS. Este dltimo pode
se relacionar com o aumento da atividade das peroxidases apresentado nos genétipos de soja
avaliado, embora o Al tenha estimulado efeitos na atividade da SOD, CAT, APX e POX,
essas variacdes nao foram eficientes em controlar as EROs intracelulares, o que possibilitou
aumento na concentracdao de MDA.

Do exposto, a selecdo de gendtipos com caracteristicas bioquimicas necessarias para
suportarem o efeito deletério causado pelo Al ao metabolismo celular vem sendo considerada
uma promotora alternativa. Com isso, pode haver aumento da producdo e expansido da
fronteira agricola em solos dcidos que apresente elevadas concentracdes de Al. As praticas
agricolas envolvendo diferentes métodos estdo sendo empregadas no manejo cultural, em
solucdo nutritiva e na selecdo de sementes e plantulas que apresente as caracteristicas
desejadas (Sanchez-Chacon et al., 2000). Tais estratégias sdo consideradas indispensdveis
para programas de melhoramento genético que objetivem a identificacdo de plantas mais
produtivas e com maior adaptabilidade a condi¢do de estresse. Ressalta-se que, as
constituigdes genotipicas superiores proporcionam melhor ajuste a condi¢des nutricionais
diversas que podem mitigar os problemas da produtividade em solos &4cidos devido a
presenca de Al (Sdnchez-Chacoén et al., 2000; De Freitas et al., 2006).

As 23 caracteristicas avaliadas nos cinco genétipos estudados, podemos destacar a
importancia do aumento do conteido dos dcidos organicos (fumarato e malato), reducdo do
conteddo de amido, sacarose e, consequente, reducdo do crescimento total das plantulas de
soja sob efeito do Al. O aumento no conteido de prolina e do nitrato para os indica
importante regulagdo no metabolismo do nitrogénio. O aumento da concentracdo de MDA e

da atividade catalitica da CAT e POX que sob efeito do Al, ocorre estresse oxidativo, bem
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como, a regulacdo dessas enzimas para mitigar o efeito deletério causado por esse metal
pesado. Devido a proximidade genética dos gendtipos, € possivel inferir que este grupo
apresenta nivel de sensibilidade a exposi¢ao por Al, sendo o mais sensivel AS3680, com
sensibilidade intermedidria: MS59I71, BS2606 e menos sensivel os gendtipos S8I60RSF e
NEO610.
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5. CONCLUSOES

O Al promoveu reducdo na germinacdo, massa fresca, uniformidade e no crescimento
total (radicula e hipocétilo) de plantulas de soja. Ocorreu redug¢do na concentragdo de amido e
sacarose e, aumento na concentracdo de fumarato, malato, prolina e nitrato nas plantulas sob
efeito do Al. O aumento no contetido de MDA e a a¢do coordenada do aumento da atividade
catalitica da CAT e POX mitigaram o efeito do Al no metabolismo das plantulas de soja.

A 1identificacdo dos principais metabdlitos e enzimas envolvidas na promocdo de
tolerancia e sensibilidade ao Al em plantulas de soja permite selecionar gendtipos nos
estddios iniciais da germinacdo até o estabelecimento das plantulas sob efeito desse metal
pesado para fins de melhoramento da cultura.

Identificamos diferentes niveis de sensibilidade nos cinco genétipos estudados, sendo
que, o gendtipo AS3680 mais sensivel a presenca do Al. O genétipo MS9I71 e BS2606 sao
intermedidrios a condicdo de estresse e os gendtipos S8I60RSF e NEO610 sio menos

sensiveis a presenca do Al.
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