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IMPACTO ESPERADO NA SOCIEDADE

Os resultados do presente estudo possibilitam o posicionamento da cultura da
quinoa, cultivar BRS Plabiru em ambientes &cidos com presenca de aluminio
disponivel na concentragdo de até 0,2 mg L.

A quinoa é um cereal interessante sob inUmeros aspectos. Em 2012 foi
reconhecido pela ONU como alimento para seguridade nutricional, dado os altos
teores de proteina, contempla todos 0s aminodcidos essenciais para ingestdo
humana, além de ndo conter gliten nos seus graos.

A Embrapa Cerrado lancou a cultivar de quinoa BRS Piabiru como alternativa
de cultivo na entressafra e 2°. cultivo no centro-oeste brasileiro, notoriamente solos
acidos com alta disponibilidade de aluminio toxico. Até a data de divulgacdo da
presente pesquisa, ndo se tinha conhecimento acerca da tolerancia desta espécie
nestas condicfes. Assim, os resultados do nosso estudo constituem base para
implementagdo da quinoa BRS Piabiru no cerrado brasileiro, o que possibilita
vantagens de ordem fitossanitaria, com a rotacao de culturas como alternativa a soja
e milho; impacto de ordem econbmica, dado o preco atrativo da quinoa no mercado
nacional e demanda em expansdo, com possibilidade ainda de alternativa de renda
de grupos vulneraveis, o que cumpre também sua funcao social. Neste aspecto, tem-
se também o papel do grao na promocédo de seguridade alimentar, social, ambiental
e ainda, pode-se favorecer a producao de silagem, farelos e uso gastronémico de alta
qualidade, dada a excepcionalidade nutricional dos grdos de quinoa.

Por fim, com os resultados da pesquisa ha contribuicdo para expansao da
cultura no Brasil, inclusdo de alimentos com alto valor nutricional na dieta dos
brasileiros, contribui ainda para agricultura mais sustentavel e inclusiva, além de
constituir-se estudo pioneiro para fomentacdo de inovacdes na area, sendo um dos
grandes desafios da producdo de alimentos contemporédnea e Objetivos Do
Desenvolvimento Sustentavel das Nac¢des Unidas [SDG 2; SDG 3 e SDG9] (ONU,
2023).



EXPECTED IMPACT ON SOCIETY

The results of the present study allow the positioning of the quinoa culture,
cultivar BRS Plabiru, in acidic environments with the presence of available aluminum
at concentrations of up to 0.2 mg L.

Quinoa is an interesting cereal in many ways. In 2012 it was recognized by the
UN as a food for nutritional security, given its high protein content, it includes all the
essential amino acids for human intake, in addition to not containing gluten in its grains.
Embrapa Cerrado launched the quinoa cultivar BRS Piabiru as an alternative for
cultivation in the off-season and 2nd. cultivation in the Brazilian Midwest, notoriously
acidic soils with high availability of toxic aluminum. Until the date of disclosure of this
research, there was no knowledge about the tolerance of this species under these
conditions. Thus, the results of our study constitute the basis for the implementation of
BRS Piabiru quinoa in the Brazilian cerrado, which enables phytosanitary advantages,
with crop rotation as an alternative to soy and corn; economic impact, given the
attractive price of quinoa in the national market and expanding demand, with the
possibility of an alternative income for vulnerable groups, which also fulfills its social
function. In this aspect, there is also the role of the grain in promoting food, social and
environmental security, and it can also favor the production of silage, bran and high-
quality gastronomic use, given the nutritional exceptionality of quinoa grains.

Finally, with the results of the research there is a contribution to the expansion
of culture in Brazil, the inclusion of foods with high nutritional value in the diet of
Brazilians, it also contributes to a more sustainable and inclusive agriculture, in
addition to constituting a pioneering study for the promotion of innovations in area,
being one of the great challenges of contemporary food production and the Sustainable
Development Goals of the United Nations [SDG 2; SDG 3 and SDG9] (UN, 2023).
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MECANISMOS DE TOLERANCIA AO ALUMINIO EM PLANTAS DE QUINOA

RESUMO - A toxicidade do aluminio (Al) € o fator mais limitante para a
agricultura tropical e subtropical. A cultura da quinoa (Chenopodium quinoa Willd.),
identificada como alimento do futuro, sera implantada neste contexto de solos acidos
e de alta concentracdo de Al solivel e téxico, mas ndo ha relatos cientificos sobre os
efeitos deste elemento na fisiologia, bioquimica e metabolismo desta espécie. O
objetivo deste trabalho foi investigar mecanismos de tolerancia ao Al em quinoa BRS
Piabiru quando submetida a niveis baixos e altos de Al**. O experimento foi realizado
em sala controlada e sistema hidroponico em pH 4, com 6 concentracdes de Al (0,
0,2,1,5,25e 125 mg L) na forma de cloreto de aluminio. As plantas foram coletadas
aos 60 dias apods o plantio (DAP). Folhas de plantas tratadas com as maiores
concentracfes de Al (25 e 125 mg L) apresentaram aumento no conteddo MDA e
atividade de algumas enzimas (SOD e GSH-Px). A maior massa seca de planta foi
obtida no tratamento controle e 0,2 mg L1, que obteve maior massa seca de raizes. A
massa seca da quinoa e os parametros biométricos das plantas foram gradualmente
reduzidos a medida que as concentra¢cfes de aluminio foram aumentadas. As plantas
com menor concentracdo de Al acumularam mais agUcares totais, produziram mais
carotenoides, além de aumento no contetudo de prolina, atividade de GPOX em folhas,
além de maior volume das raizes. Este pode ser um dos mecanismos de tolerancia

das plantas de quinoa sob exposicéo ao Al.

Palavras-chave: Chenopodium quinoa, estresse oxidativo, sistema antioxidante,

toxicidade



ALUMINIUM TOLERANCE MECHANISM IN QUINOA PLANTS

ABSTRACT - Aluminum (Al) toxicity is the most limiting factor for tropical and
subtropical agriculture. The culture of quinoa (Chenopodium quinoa Willd), identified
as food of the future, will be implemented in this context of acidic soils and high
concentration of soluble and toxic Al, and there are no scientific reports about the
mechanisms of tolerance of the crop to stresses by Al. The aim of this work was to
investigated mechanisms of Al tolerance in quinoa BRS Piabiru when submitted to
lower and high levels of AI**. The experiment was carried out in a controlled room and
hydroponic system at pH 4, with 6 concentrations of Al (0, 0.2, 1, 5, 25 and 125 mg L"
1) in the form of aluminum chloride. Plants were collected at 60 days after planting
(DAP). Plants with the highest concentration of Al (25 and 125 mg L) increased MDA
and some enzymes activities (SOD and GSH-Px). The highest dry mass of plant was
obtained in the control treatment and 0.2 mg Al L1, which obtained highest roots dry
mass. Dry mass of quinoa and biometrics parameters of plants were gradually reduced
as aluminum concentrations were increased. Plants with the lowest concentration of
Al accumulated more total sugars, produced more carotenoids, proline content, GPOX
activity and roots volume were increased. This may be the tolerance mechanism of
quinoa plants under Al exposure.

Keywords: Chenopodium quinoa, oxidative stress, antioxidant system, toxicity.



1 INTRODUCAO

O aluminio (Al) € o metal mais abundante na crosta terrestre e sua forma livre
(AI**) é toxico a maioria das espécies cultivadas, mesmo em baixas concentracdes
(Carcamo et al., 2019; Famoso et al., 2010; Feng et al., 2023). O poder deletério do
Al esta associado ao desencadeamento da superproducédo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) que, em excesso, promovem a interrup¢do da homeostase celular,
oxidacdo de macromoléculas bioldgicas (lipidios, agUcares, proteinas e &acidos
nucléicos), peroxidacéo lipidica e mudancas na atividade enzimética (Giannakoula et
al., 2018; Guo et al., 2018; Yu et al., 2019; Chauhan et al., 2021).

A toxicidade de Al em plantas é provocada pela alta afinidade do metal pelas
paredes celulares, membranas e metabdlitos (Phukunkamkaew et al., 2021), sendo o
maior desafio para a producdo agricola em regibes tropicais e subtropicais,
especialmente em relagdo a cultura da quinoa (Amjad et al.,, 2021). Assim a
caracterizacdo de mecanismos fisioldgicos e bioguimicos que conferem tolerancia ao
Al em cultivares agricolas € essencial para a expansao das fronteiras agricolas e a
seguranca alimentar (Lata-Tenesaca et al., 2021).

Para lidar com a toxicidade de Al, as plantas desenvolveram varias estratégias,
dentre as quais, o0 mecanismo externo de efluxo de acidos organicos pelas raizes,
amplamente documentado e compreendido (Miyasaka., et al 1991; Matsumoto et al.,
2012). Porém, outras vias, como o0 mecanismo de tolerancia pelo aumento do sistema
antioxidante de defesa, sao pouco exploradas (Carcamo-Fincheira et al., 2021).

Embora haja evidéncias de que o sistema antioxidante (enzimético e néo
enzimatico) seja responsivo a altas concentracdes de Al (Awasthi et al., 2019; Amjad
et al.,, 2020; Chen et al., 2020), estudos recentes sobre esses mecanismos de
tolerancia mostram divergéncias. Por exemplo, plantas de trigo expostas a 10 mm L-
llde Al obtiveram incremento na atividade das enzimas catalase e ascorbato
peroxidase (Yu et al., 2019). Ao passo que em arroz, a mesma concentracdo de Al
diminuiu o nivel de atividade destas enzimas (Awasthi et al. 2019).

Deste modo, embora outras vias de defesa a toxicidade de Al, como aumento

de compostos secundarios, ja tenham sido evidenciados em alguns estudos com



espécies de arroz (Awasthi et al., 2017; Ma et al., 2012), alface (Chen et al., 2020) e
blueberry (Carcamo et al., 2019), ha forte evidéncia de que o sistema antioxidante de
defesa seja umas das vias de tolerancia preponderantes em vegetais que né&o
possuam mecanismos externos para minimizar os efeitos das altas concentracoes de
Al, como é o caso da quinoa (Hinojosa et al., 2018). Nesta mesma espécie observou-
se a presenca de adaptacdes morfolégicas e producado de metabolitos secundarios,
tais como os polifendis (Chen et al., 2020) em plantas expostas a deficiéncia hidrica
(Serna et al., 2020), estresse salino (Parvez et al., 2020), altas temperaturas (Hinojosa
et al., 2019) e por alguns metais pesados, como cromo (Guarino et al., 2020;
Scoccianti et al., 2016) e a combinacédo cadmio e chumbo (Amjadet al., 2021). Assim,
a quinoa tem sido considerada uma espécie resistente a diversos estresses abibticos
(Hinojosa et al., 2018), o que suscita a hipotese de que também apresentem tolerancia
ao Al.

A quinoa (Chenopodium quinoa Willd) é classificada como pseudo-cereal,
planta de ciclo anual, haldfita facultativa, e pertencente a familia Amaranthaceae,
origindria da Cordilheira dos Andes e eleita pela FAO como cultura destinada a
oferecer seguranca alimentar no século XXI (Angeli et al., 2020). Nos ultimos anos
tem despertado interesse da comunidade cientifica e de produtores (Grenfell-Shaw et
al., 2021; Rosales et al., 2020) pela elevada qualidade nutricional e alta adaptabilidade
a condicbes adversas. Todavia, um dos maiores entraves para expansao da cultura
no Brasil e demais areas tropicais, € o desconhecimento acerca da tolerancia da
guinoa ao ambiente em que sera implementada. Neste caso, um dos fatores presentes
em tais areas, é a alta concentracdo de Al*3.

Assim, objetivou-se investigar se as plantas de quinoa possuem tolerancia ao
Al, e, se sim, até quais concentracfes. Além disso, quais seriam 0S mecanismos
antioxidantes acionados na promocao de tolerancia ao Al nestas plantas, e qual efeito
em parametros de crescimento, fisioldgicos e bioquimicos das plantas.

Observou-se diminuicdo de massa de plantas a medida que as concentracdes
de aluminio foram aumentadas. No entanto, a concentragdo 0,2 mg de Al estimulou
maior volume de raizes, carotenoides, conteudo de prolina, agucar total e atividade da
GPOX. Em maiores concentracdes de Al houve incremento na atividade das enzimas

SOD, CAT e GSH-Px. Este pode ser o mecanismo de tolerancia das plantas de quinoa



sob exposicdo ao Al. Tal estudo é imprescindivel também para elucidar os
mecanismos de tolerancia ao Al em plantas estratégicas nutricionalmente e que visem
a seguridade alimentar mundial. Além de contribuir no posicionamento da cultivar no

cenario agricola brasileiro.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O problema do aluminio para producéao agricola

A acidificacdo do solo é fenbmeno natural, porém ac¢fes antropicas aceleram o
processo de diminuicdo do pH do solo (Guo et al., 2010; Feng et al., 2023), cuja
consequéncia mais drastica para a agricultura é a disponibilidade do aluminio (Al) na
forma ibnica APR* (Lin e Wu, 1994). O Al é um constituinte natural do solo, sendo
terceiro elemento mais abundante, cuja forma precipitada (aluminosilicatos) ndo é
absorvida pelas plantas. Todavia, durante o processo de acidificacdo do solo
(pH<5,0), inicia-se sua solubilizacdo, que culmina em formas fitotoxicas,
principalmente ion AI**, considerada a forma mais téxica (Panda et al., 2009; Schmitt
et al., 2016; Chauhan et al., 2021) para a maioria das culturas cultivadas.

Neste sentido, a toxicidade do aluminio (Al) € um importante fator que limita o
crescimento das plantas e afeta a e produtividade das culturas em solos acidos. O Al
(ions Al 3*) é absorvido pelas células radiculares e possui consequéncia mais evidente
a inibicdo do crescimento das raizes e/ou engrossamento radicular, o que prejudica a
absorcdo de &gua e nutrientes. E técnicas de calagem e gessagem, embora
imprescindiveis quando ha indicativo de tal pratica a partir da interpretacao da analise
de solo, podem ser onerosas, demandarem tempo, condi¢des climéticas favoraveis e,
se nao for aplicado corretamente, o problema da alta saturacdo de Al no solo
persistira. E ainda, no caso da calagem, sO havera correcéo da acidez do solo nas
camadas superficiais (0-20cm), e sabe-se que o Al téxico é altamente solubilizado e
percola em profundidade. Sendo assim, embora a préatica de calagem e gessagem
sejam considerados pré-requesitos para implementacao de culturas em tais condi¢cdes

(alta acidez e alta concentracéo de Al trocavel), traz ainda uma série de beneficios



(tais como diminuicdo da acidez, e consequente diminui¢cdo do poder deletério do Al,
dado que ndo assumira a forma toxica; aumento da disponibilidade de Ca e S, além
de condicionar melhorias no sistema radicular), o emprego de tais técnicas
agronbmicas demanda esforcos, tempo e acesso a informagdo da correta
amostragem e interpretacdo da analise de solo. Neste contexto, em que a aplicacéo
de gesso agricola e calcario sdo fundamentais para cultivo, e emprego de gendtipos
tolerantes para implementagéo da cultura também seria interessante, uma vez que
trariam ainda mais beneficios, dado que solo (a partir da aplicagcao de calcario e gesso
agricola) e planta (tolerancia ao Al), estariam ajustados para maiores produtividades
no cenario de solos do cerrado.

A tolerancia ao Al nos gendtipos pode apresentar-se a partir de mecanismos
de tolerancia externos ao Al (tais como de secrec¢éo de &cidos organico, como malato,
citrato e oxalato pelas raizes), sdo capazes de quelar o Al 3+ para formar um complexo
Al-OA néo toxico, que diminui a entrada de Al 3* nas células radiculares. No entanto,
em plantas que ndo possuem tal recurso de sobrevivéncia, a entrada de ions de Al®*,
certamente acarretara na superproducdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) nas
células, deletérias por provocar danos a biomoléculas como lipidios, carboidratos,
proteinas e acidos nucleicos. Quando ha uma superproducdo de ERO, as plantas
possuem mecanismos para que haja modulagéo da desintoxicacdo a partir do sistema

de defesa antioxidante, enzimatico e/ou nao enzimatico.

2.2  Estresse oxidativo em plantas provocado pelo Al

O estresse oxidativo € gerado durante a condicdo de estresse bidtico ou
abiético, como consequéncia de um grave desequilibrio celular, provocado por
superproducao de espécies reativas de oxigénio (ERO), condicdo em que ha uma
producdo mais intensa do que a capacidade dos mecanismos antioxidantes de
desintoxica-las. Nesse sentido, havera o desencadeamento de disturbios fisioldgicos,
como por exemplo, danos em proteinas, DNA, lipideos e carboidratos, podendo as
plantas entrarem em colapso total ou morte celular programada.

Embora a produgdo de ERO se dé constantemente, como produto da

fotossintese e respiracdo celular, estas espécies reativas sdo produzidas em baixas



concentracfes, por varios processos metabolicos no cloroplasto, mitocéndrias,
peroxissomos, membrana plasmatica, apoplasto e nucleo (Sandalio et al., 2013), ou
seja, a producdo de ERO é fundamental para o metabolismo das plantas. Como
exemplo pode-se citar a reducdo do oxigénio molecular (02) para H20, nesta acéo
pode ser transferido um, dois ou trés elétrons para o O?, formando radicais superéxido
(O%) e a hidroxila (OH"), além de produtos néo radicais, como peroxido de hidrogénio
(H202) e oxigénio singleto (*02) (Demidchik, 2015).

A exposicéo das plantas ao estresse por Al desencadeia a superproducgéo de
ERO nas mitocbéndrias, cloroplastos e peroxissomos (Liu et al., 2014) que podem
causar danos oxidativos aos componentes celulares se ndo houver a ativacao efetiva
do sistema antioxidante de defesa ou se a maquinaria antioxidante estiver
sobrecarregada (Sivaguru et al., 2013).

Embora o Al ndo seja um elemento de transi¢cdo, atua como catalisador na
geracdo de ERO, que pode conduzir ao estresse oxidativo em plantas (Gupta et al.,
2013). As varias formas de ERO geradas nas células, quando superproduzidas,
induzem a peroxidacdo lipidica, danos ao DNA, desnaturacdo de proteinas,
comprometimento da atividade enzimatica, oxidacéo de carboidratos, e tudo isso pode
resultar em morte celular programada. Apesar disso, as ERO atuam, principalmente,
como moléculas de sinalizacdo, regulando o crescimento, o desenvolvimento e 0s
sistemas de defesa das plantas, mas o desequilibrio na sua producao pode afetar o
metabolismo celular como um todo (Noctor e Foyer, 1998; Gupta et al., 2013).

2.3 Estresse por Al e alteracdes morfoldgicas

Por outro lado, um dos sintomas mais bem relatados na literatura e notérios
nas plantas sob toxicidade por Al com alteragcdes na morfologia da raiz ja € bem
relatada na literatura (Kopittke et al., 2015), estudos seminais exploraram a ligagao
entre a toxicidade do Al e a inibicdo do crescimento radicular em plantas superiores
(Matsumoto, 2000; Gupta et al., 2013; Panda et al., 2009; Chauhan et al., 2021). O
dano radicular causado durante a exposi¢cao prolongada ao Al, acarreta subsequente

deficiéncia na absorcdo de agua e nutrientes, o que culmina em decréscimos no



crescimento e produtividade da cultura (Jones e Kochian, 1995; Barcel6 e
Poschenrieder, 2002).

Sabe-se que a maior parte do Al absorvido do solo penetra através do apice da
raiz, mas provoca danos também a epiderme e ao cortex radicular (Silva, 2012;
Kopittke et al., 2015). Estudos recentes apontaram que o disturbio responsavel pela
rapida reducdo no crescimento radicular e/ou engrossamento esta relacionado a
interrupcdo da expansdo celular através da desorganizagdo de microtubulos e
microfilamentos nas células radiculares (Wallace e Andersen, 1984; Sade et al., 2016).
Neste sentido, o Al provoca reducdo da divisdo celular e ao bloqueio da acédo do
citoesqueleto (Ciamporova, 2002; Panda et al., 2009; Silva, 2012), aumento na tensdo
dos filamentos de actina (Grabski e Schindler 1995; Amends et al., 2009), cuja
consequéncia sdo deformacgfes morfoldgicas e estruturais nas raizes de plantas nao
tolerantes ao Al (Kopittke et al., 2015).

O Al adsorvido nas células liga-se, principalmente, a matriz de pectina da
parede celular, mais especificamente, nos grupos carboxilicos carregados
negativamente (Chang et al., 1999). Dessa forma, a ligacdo forte e rapida do Al
desintegra as propriedades estruturais e mecanicas da parede celular levando a
diminuicao da extensibilidade da parede (Kochian et al., 2005).

Devido as suas propriedades fisico-quimicas, o Al apresenta uma forte
interacdo com a superficie da membrana plasmatica carregada negativamente e,
portanto, serve como primeiro alvo potencial para a toxicidade do Al3+ dentro do
simplasma (Ishikawa e Wagatsuma, 1998). Apés a ligacdo do Al, a estrutura e a
funcdo da membrana ficam comprometidos, o que resulta na susceptibilidade a
alteracdo do fluxo de ions e oxidacdo a partir da superproducdo de ERO pelo
metabolismo vegetal (Kochian et al., 2015). Haja vista a alta afinidade que o Al na
forma idnica (AIP*) assume por praticamente todos o0os compostos celulares,
especialmente com 2 doadores, como DNA, ATP e lipidios (Phukunkamkaew et al.,
2021).

Neste sentido, ha fortes evidéncias de que as plantas que acumulam Al devem
possuir mecanismos de tolerancia que desintoxicam o Al internamente. Varias
hipéteses para o mecanismo interno de tolerancia ao Al tém sido propostas, dentre as

quais, as mais consolidadas, tais como a quelatizacao no citosol, compartimentacéo



no vacuolo (Kochian 1995; Taylor 1991), bem como os estudos mais incipientes e

promissores, como de modulacéo a partir do sistema antioxidante de defesa.

2.4 Mecanismos de tolerancia ao Al

O problema da toxicidade de Al nas plantas € estudado ha muito tempo na
literatura cientifica, de modo que alguns mecanismos de tolerancia j& sdo bem
esclarecidos. Dentre estes, a exsudacdo de acidos organicos na rizosfera,
compartimentalizacdo e, o mais incipiente, tolerancia modulada pelo mecanismo

antioxidante de defesa.

2.4.1 Exsudacéo de &cidos organicos

Um dos mecanismos mais estudados, que atuam na desintoxicacéo interna de
Al,inclui a formacéo de complexos de Al com acidos orgéanicos e compostos fenélicos
e seu sequestro em vacuolos, afim manter o baixo nivel de Al livre no citosol e impedir
a sua acéao fitotoxica (Kochian et al., 2005).

Sob altas concentragdes de Al no meio, plantas que apresentam mecanismo
de tolerancia por exclusao por Al, podem apresentarem a exsudacdo de acidos
organicos, tais como malato, citrato e oxalato. Trata-se de um mecanismo importante
e jA bem compreendido de resisténcia das plantas a toxicidade do metal (Kochian et
al., 2015).

Os &cidos organicos sdo exsudados pelas raizes e atingem a regido da
rizosfera, sendo capazes de fazer a quelatizacdo com as moléculas de Al livre (AI%*).
Tal processo substitui 0 Al tdéxico por moléculas estaveis e nao fitotoxicas. O
mecanismo de exclusdo ja também € bem consolidado na literatura, bem como a
identificacdo de genodtipos que possuem tal recurso para lidar com altas
concentracdes de Al no meio ja esta avancada. Sabe-se, por exemplo, que na cultura
do milho s&o exsudados primordialmente citrato, e em trigo ha a detoxicacao interna

pela complexacdo do Al com oxalato e posterior compartimentalizacdo vacuolar



(Kochian et al., 2005; Shen et al 2002). JAem folhas de horténsias, foi demonstrado
gue o Al é quelado com citrato em uma proporcao de 1:1 (Ma et al. 1997a). Em folhas
de trigo mourisco, Al é complexado com oxalato em uma propor¢éo de 1:3 (Ma et al.
1997b). O complexo Al-oxalato (1:3) também estava presente em folhas de Melastoma
malabathricum L., embora outras formas de Al também tenham sido observadas
(Watanabe et al. 1998). Tanto o Al-oxalato (1:3) e o complexo Al-citrato (1:1) ndo sao

formas fitotoxicos, portanto o Al é detoxicado no metabolismo vegetal.

2.4.2 Compartimentalizacao

O Al pode ser isolado em sitios, tal como o vacuolo, e ndo comprometer o
metabolismo vegetal, pois sera compartimentalizado e ndo ira compor o citosol vegetal
(Taylor, 1988). O trabalho seminal responsavel por tal comprovacéo foi realizado por
Barcel6et al., (1996) a partir de microanalises de raio-X, foi observado depoésitos
densos de elétrons em vacuolos das pontas das raizes extraidas de plantulas de milho
acondicionadas emAI**por 24 a 120h. o que comprova a vigéncia deste mecanismo
de tolerancia em tais genétipos e evidencia a importancia deste mecanismo no auxilio

atolerancia de plantas ao Al

2.4.3 Mecanismo antioxidante de defesa

Para desintoxicar as células, as plantas podem empregar um complexo sistema
antioxidante, enzimatico e ndo enzimatico. Os antioxidantes enzimaticos
compreendem enzimas como a superéxido dismutase, catalase, peroxidases e
enzimas do ciclo do ascorbato e glutationa. Do sistema antioxidante ndo enzimatico,
pode-se destacar a atuacdo do ascorbato, da glutationa, compostos fendlicos e
carotenoides (Silva et al., 2000), que protegem as células vegetais dos do dano
oxidativo, eliminando as ERO, para reestabelecer a homeostase vegetal.

Todavia, mecanismos antioxidantes de tolerancia ao Al ainda estdo pouco

esclarecidos e controversos. Sabe-se que a resposta das plantas contra os efeitos



deletérios das ERO ocorre através de um sistema de defesa que compreende
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (Abbas et al., 2017) capazes de agir
contra as ERO e interromper cascatas de oxidacdo descontrolada nas células tanto
sob condigcbes normais, como quando estimuladas por eventos de estresse
(Czarnocka e Karpinski, 2018).

O ascorbato (AsA), a glutationa (GSH), o [B-caroteno, o a-tocoferol, os
carotenoides e a prolina, sdo os principais agentes ndo enzimaticos do maquinério
antioxidante (Sachdev et al., 2021), que visam restabelecer a homeostase celular a
partir da detoxicacdo da cascata de producdo exacerbada de ERO desencadeada
pela exposicdo ao Al, a partir do sequestro ou degradacéo destes e, assim, previne
possiveis danos celulares.

E ainda, em condi¢Bes de estresse, as plantas podem modificar a sintese de
seus metabdlitos para conseguir se adaptar e sobreviver as pressdes do ambiente
(Arbona et al., 2013), todavia tais estudos ainda sao incipientes.

O aminoéacido prolina ocorre amplamente nas plantas e normalmente se
acumula em grandes quantidades em resposta a estresses abidticos (Giannakoula et
al., 2008), incluindo o estresse por Al (Galvez et al., 1991; Klan et al., 2000). Além
disso, os carotenoides séo pigmentos e fotoprotetores que também protegem contra
danos oxidativos (Young et el., 2018).

Além do mecanismo antioxidante ndo enzimatico, as plantas podem se proteger
dos efeitos deletérios do Al a partir de ativacéo do sistema antioxidante enzimatico.

Algumas das enzimas antioxidantes presentes na linha de defesa enzimatica
incluem a SOD, APX, CAT, GR, GPOX, GSH-PX entre outras peroxidases (Gratao et
al., 2015; Alves et al., 2018). O acido ascérbico (AsA), tocoferéis, polifenois e
carotenoides compreendem 0s antioxidantes ndo enzimaticos (Sharma et al., 2012).
A SOD é reconhecida como a primeira enzima antioxidante a compor a linha de defesa
enzimatica contra as ERO, atuando na dismuta¢éo de anions superéxido em excesso
nas células (Sharma et al., 2012; Gratéo et al., 2015). Em angiospermas, pode ser
caracterizada sob trés isoformas encontradas em distintas localidades (Yan et al.,
2017), sendo nas mitocondrias e peroxissomos, preferencialmente encontrada a
manganés SOD (Mn-SOD) (Ueda et al., 2013), nos cloroplastos a ferro SOD (Fe-SOD)
e a cobre/zinco SOD (Cu/Zn-SOD) predominante no citosol, cloroplastos e
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peroxissomos (Jozefczak et al., 2015). Estudos recentes com trigo demonstram que a
atividade enzimatica (SOD, APX, GR) se correlacionam positivamente com o
tratamento de Al (Pirzadah et al., 2019).

A Superoxido dismutase (SOD EC 1.15.1.1) € uma metaloenzima e pode ser
considerada a principal enzima antioxidante pois participa da primeira linha de defesa
contra a toxicidade de ERO. Esta enzima catalisa a dismutacdo de Oz em H202 e O2
em todos os compartimentos subcelulares, incluindo cloroplastros, mitocondrias,
nudcleo, peroxissomos, citoplasma e apoplastos (GILL et al., 2015). Experimentos com
batata (Dorneles et al., 2019 e trigo (Darko et al., 2004) evidenciaram que a exposi¢cao
ao Al provocou declinio da atividade da SOD para 0s genotipos sensiveis.

A catalase (CAT EC 1.11.1.6) também caracteriza por uma enzima crucial na
detoxicacdo celular. O H202 € uma molécula que pode ser altamente reativa, no
entanto pode ser convertida rapidamente em H20 e O: pela agcdo da CAT (EC
1.11.1.6) em diferentes compartimentos, sendo considerada uma parte vital do
mecanismo de defesa antioxidante (Gill e Tuteja, 2010).

A acédo da catalase ocorre em peroxissomos, glioxissomos e organelas. Esta
enzima é um eficiente eliminador de ERO, exibe alta taxa de reacdo, que pode
dismutar cerca de 6 milhdes de moléculas de H202 por minuto. Além disso, a CAT néo
utiliza nenhum agente redutor equivalente, atua direta e eficientemente durante a
conversdo de H20: (Gill e Tuteja, 2010). Darko et al. (2004) demonstraram a
importancia da CAT na promocao de tolerancia ao Al utilizando gendtipos tolerantes
e sensiveis ao metal. A partir destes resultados, evidenciou-se o papel importante de
enzimas na detoxicacdo das ERO quando expostas ao Al.

A Glutationa Peroxidase (GSH-Px, EC 1.11.1.9) constitui-se em uma classe de
isoenzimas que utilizam a glutationa para reduzir o H202, protegendo as células do
dano oxidativo. Considerada uma enzima reguladora redox (Gill et al.,, 2013;
Hasanuzzaman et al., 2020). A GSH-Px participa do ciclo AsA-GSH e depende de
GSH como seu doador de elétrons especifico para reduzir H202 e outros
hidroperoxidos, sendo capaz de reparar efetivamente a peroxidacédo lipidica da
membrana celular (Alves et al., 2018). Além disso, GSH-Px, que catalisa a oxidacao
de GSH a GSSG, é citosolico e relacionado a papéis importantes em plantas, como

vias de sinalizacdo de estresse salino, sinalizacdo de ABA e homeostase redox (Zhai
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et al. 2013). A GSH participa da degradacdo do H20: através de uma reacédo
catalisada pela enzima Glutationa Peroxidase (GSH-PXx).

A Guaiacol peroxidase (GPOX E.C.1.11.1.7) é considerada uma enzima
importante no combate a estresses abibticos, utilizando o H202. Em algumas espécies
de plantas, quando expostas ao estresse salino, pode ocorrer um aumento de sua
atividade tanto nas folhas, como nas raizes para reduzir os danos oxidativos causados
por esta condicdo (Gill & Tuteja, 2010). A GPOX esta envolvida na desintoxicacao do
H20:2 através da oxidac&o do guaiacol (Hiraga et al. 2001), e estudos demonstraram
gue o seu incremento esta intimamente relacionado a niveis elevados de Al no meio
(Nogueirol et al., 2015).

2.5 A importancia da quinoa

A quinoa (Chenopodium quinoa Willd) € uma planta de ciclo anual,
pertencente a familia Amaranthaceae, de acordo com a APG Il (antiga
Chenopodiaceae) e originaria da Cordilheira dos Andes. Recentemente foram
desenvolvidas linhagens no Brasil, e sua domesticacéo e aclimatacdo a ambientes do
cerrado esta incipiente, sendo a BRS Piabiru a primeira e Unica cultivar de quinoa
recomendada para o Brasil. A quinoa também é classificada como a cultura mais
indicada para a seguranga alimentar mundial (FAO 2020), pois fornece todos os
aminoacidos essenciais a alimentacdo humana, possui alta adaptabilidade a
diferentes condicfes climaticas, e algumas espécies do género possuem tolerancia a
estresse salino (Adolf et al., 2013; Igbal et al., 2020).

Algumas espécies de quinoa ja foram classificadas como halofitas
facultativas, o que pode indicar tolerancia a outros estresses, especialmente o hidrico
(Jaikishun et al., 2019). E ainda, estudos recentes sugerem que haja também
caracteristicas de metalofitas em plantas de quinoa (Amjad et al., 2021). Assim sendo,
a cultura da quinoa tem sido considerada como tolerante a mdultiplos estresses

abidticos (Jacobsen et al., 2003).
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Muitos estudos destacam a quinoa como o melhor alimento de origem vegetal
para 0 consumo humano, pois, em comparacao com a maioria dos cereais, apresenta
um grande equilibrio de aminoacidos essenciais, vitaminas e minerais (Dakhili et al.,
2019; Silva et al., 2020), benéficos para a saude humana.

Trata-se de uma cultura interessante e extremamente promissora, nao so pelo
seu valor nutricional, mas também por sua composi¢cao de compostos bioativos, como
compostos fendlicos e vitamina C, que podem variar entre espécies e ambientes de
adaptacao (Hirose et al., 2010).

Devido ao atrativo nutricional e comercial da quinoa, sua producao e consumo
ampliaram-se em paises que podem representar condi¢cdes limitantes para seu
desenvolvimento, mesmo sendo uma cultura que ostenta caracteristicas de tolerancia
(Jacobsen et al., 2003). Varias pesquisas abordaram principalmente a tolerancia ao
estrese salino e a seca (Hinojosa et al., 2018; Parvez et al., 2020). Essa adaptabilidade
permitiu que a quinoa seja considerada uma cultura promissora as culturas
tradicionais de graos.

A cultivar BRS Piabiru é a primeira opcédo como cultivo granifero de quinoa, e
sua insercao objetivou contribuir na diversificacdo dos sistemas produtivos no Brasil
(Spehar et al., 2006). A adaptabilidade da quinoa as condi¢cdes dos sistemas de
producao e condi¢cBes de cultivo depende da continuidade nos estudos sobre as bases
nutricionais e, especialmente, fisioldgica, objetivando revelar se ha adaptabilidade da
cultura e tolerancia as caracteristicas do meio em que sera implementada,
notoriamente, solos com alta acidez e elevadas concentracfes de Al livre. A partir do
uso de estratégias que contemplem tais objetivos, a cultivar € promissora alternativa
para producdo mais expressiva de graos, silagem, opc¢ao gastronémica e ainda, do
ponto de vista cientifico, estudos que visem desvendar a adaptabilidade da promissora
cultura nas condi¢cdes em que haverd a implementacéo sdo fundamentais para maior
éxito no cultivo. O presente estudo constituir-se-4 base do conhecimento sobre a

tolerancia ao Al desta importante espécie no mencionado contexto.
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em sistema de cultivo hidroponico em sala
climatizada (temperatura, luz e umidade) localizada no Departamento de Biologia da
UNESP-FCAV (Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias 'Julio de Mesquita
Filho") da Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal, Brasil. Sementes
de quinoa cv. BRS Piabiru (Spehar et al., 2006) foram obtidos da Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecudria do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento,

Brasil.
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3.1 Condicfes de crescimento e experimentais

As sementes da quinoa foram esterilizadas com solucéo de hipoclorito de sédio
(5%), enxaguadas trés vezes e semeadas em caixas preenchidas com uma mistura
1:1 (em volume) de substrato comercial BioPlant® (composto de turfa de esfagno,
vermiculita e fibra de coco) e vermiculita. As caixas foram mantidas em uma sala
controlada. Mudas com sete dias de idade foram transplantadas por vaso (2L) em
sistema de cultivo hidroponico aeracéo, contendo solugéo nutritiva Clark em pH 4 por
sete dias em 50% de forca ibnica para aclimatacdo e mais sete dias em 50% de forca
ibnica, para que, apés este periodo, a solugdo ofertada chegasse a 100% de forca
iGnica aos 24 DAE.

A solucéo foi renovada a cada 3 dias e o pH foi mantido em 4, medido e ajustado
diariamente com solucéo (1 mol L?) de HCI ou NaOH, quando necessario. A imposicao
do estresse pelo Al iniciou-se no 24° dia apés a emergéncia, e as plantas foram
coletadas para andlise aos 54 DAE, final da fase vegetativa das plantas de quinoa
BRS Piabiru.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com seis
tratamentos, sendo cinco concentraces de Al, que foram obtidas em experimentos
anteriores. O Al foi fornecido na forma de cloreto, segundo Carcamo et al. (2019). O
experimento teve 8 repeticdes, sendo 4 para andlise de crescimento e 4 para analise
bioquimica. (T1) Controle (T2) 0,2 mg L 1 de Al; (T3) 1 mg L de Al; (T4) 5 mg'de Al
(T5) 25 mgide Al (T6) 125 mg L1 de Al, sendo este Ultimo equivalente a 4625 uM de
Al*3 (Shaff et al., 2010). As concentracdes experimentais foram baseadas em estudos
pretéritos a partir da normativa da FAO acerca do limite permitido para utilizacao de
agua para irrigacdo de culturas contendo Al, de 5 mg L (Ayers et al., 1985).

A solugéo nutritiva adotada foi baseada em Clark (1975), pois € adaptada para
amplo suprimento de nutrientes em condicdes acidas, possui alta estabilidade de pH,
pois as plantas absorvem agua e nutrientes, e baixa concentracdo de fosforo em
relacdo a solucdo nutritiva de Hoagland, o que reduz a probabilidade de precipitacao
de Al como AIPOx.
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A composicao quimica nominal desta solucdo também foi testada no software
Geochem-EZ (Shaff et al., 2010), resultando em 92% de AIP* livre disponivel. O pH da
solucéo foi medido diariamente e mantido em 4,0+0,1 (usando solugdo de NaOH ou
HCI) para garantir a solubilidade do Al. A solucao foi totalmente substituida a cada 3
dias,

Ap6s um periodo de 54 dias pos germinacao, correspondendo a 30 dias sob
exposicdo ao Al, amostras de folhas e raizes foram imersas em N2 liquido e
armazenadas a -80 °C para analise de peroxidacao lipidica, H202, acucares totais,
concentracdo de prolina, extracdo de enzimas e determinacdo de proteinas. E as
demais repeticbes foram lavadas com agua destilada e mantidas em sacos de papel
e secas em estufa de secagem (60 °C) até atingir peso constante para secagem.
determinacao de massa seca dos tecidos das plantas.

3.2 Parametros de crescimento da planta (parte aérea e raiz)

As medidas biométricas foram realizadas ao final do experimento (54 DAE),
medindo-se o comprimento da raiz e da parte aérea da planta com uma régua
graduada em mm, e para area foliar, com o software Image J® (Orsini et al., 2010).

As raizes das plantas foram colocadas em uma proveta graduada com volume
conhecido de agua, seguindo a metodologia proposta em Siemens & Zwiazek (2008).
Apoés a imersao total das raizes, o volume das raizes foi obtido pela diferenca entre o
volume anterior e o atual. O volume das raizes foi expresso em cm?.

Para quantificar o acumulo de massa seca, as plantas foram divididas em trés
partes (folhas, caule e raiz) e todas as amostras foram entéo colocadas em sacos de
papel e colocadas em estufa de ar quente a 65°C até peso constante. O peso final foi
registrado em balanca com precisdo de 0,001 g, e a média de cada planta em cada

vaso, e foi utilizada para determinar a massa seca
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3.3 Conteudo de clorofila e carotenoides

O conteudo de clorofla e de carotenoides foi determinado
espectrofotometricamente. Folhas frescas (0,50 mg) foram adicionadas a um tubo
com 2 ml de acetona (80%). Apos refrigeracdo durante 72h a 4°C até inteira
despigmentacdo do tecido foliar, as amostras foram quantificadas em
espectrofotometro. Os carotendides foram lidos em 470 nm, clorofila a em 645 e
clorofila b em 662 nm (Lichtentlaler, 1987).

3.4 Conteudo de peroxido de hidrogénio

A concentracao de peroxido de hidrogénio (H202) foi determinada de acordo
com Alexieva et al. (2001). Aproximadamente 200 mg de material vegetal congelado
foram pesados e moidos em almofariz de porcelana com nitrogénio liquido. No
material vegetal macerado triturado foi adicionado misturado com 2 mL de &cido
tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v) e mantido em tubo Eppendorf. O material foi
homogeneizado por vortex e centrifugado a 10.000 rpm por 15 min a 4°C. Em seguida,
200 uL de sobrenadante foi coletado e misturado com 200 pL de tampao fosfato de
potassio 100 mM pH 7,5 (100 mM) e 800 uL de iodeto de potassio (1 M). As amostras
foram colocadas no gelo por 1 h. Apdés aquecimento a temperatura ambiente, as
leituras de absorbancia foram feitas a 390 nm em um espectrofotdmetro. A
concentracédo de H202 na folha foi calculada com base em uma curva padréo e os

resultados expressos em pmol g™t MF (massa fresca).

35 Conteudo de MDA

A peroxidacdo lipidica foi avaliada de acordo com Heath e Packer (1968). Para
a extracdo, o material foliar foi macerado em 2 mL de solug&o de &cido tricloroacético
a 0,1% (p/v), depois centrifugado a 4000 rpm por 15 min a 4°C. A 200 uL de
sobrenadante foi entdo adicionado 1 mL de acido tiobarbittrico (TBA) a 0,5%. A

mistura foi vigorosamente agitada e incubada a 95°C por 30 min. A reacéo foi parada
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em gelo e centrifugada a 4000 rpm por 10 min. A absorbancia foi entdo registrada em
535 nm, e uma absorbancia néo especifica em 600 nm. Para calcular o teor de MDA,
foi utilizado o coeficiente de extingdo molar 155 mM™ cm™, e os resultados foram

expressos em nmol MDA g~! de massa fresca (MF).

3.6 Conteldo de Prolina

Folhas frescas e amostras de raizes (0,5 g) foram homogeneizadas em acido
sulfosalicilico 3% e filtradas. O filtrado da mistura foi adicionado com 1 mL cada de
ninidrina acida e acido acético glacial e foi colocado em agua fervente por 1 h. Tolueno
(4 mL) foi adicionado a mistura, e a absorbancia foi medida espectrofotometricamente
a 520nm e convertida em mmol g™ peso fresco contra prolina padrdo. O contetddo de

prolina foi determinado conforme descrito por Bates et al. (1973).

3.7 Acucar Total

Para a extracdo, 0,5 g de material vegetal foi moido em almofariz e pildo de
porcelana, misturado com 5 mL de solucdo de MCW (60% metanol, 25% cloroférmio
e 15% agua) e mantido em geladeira por 24 horas a 4°C. O material foi agitado em
vortex e centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C. Em outro tubo, 2,0 mL do
sobrenadante do extrato de MCW foram transferidos e misturados com 0,5 mL de
cloroformio e 0,75 mL de &agua deionizada. ApO6s a separacdo de fases, a
concentracdo de acucares totais foi determinada usando a fase solivel em agua. Para
quantificar os acgucares totais, 10 uyL de sobrenadante foi misturado com 250 uL de
fenol a 5% (m/v) e 1 mL de acido sulfarico concentrado (Dubois et al., 1956). A mistura
foi agitada em vértex e apos resfriamento até a temperatura ambiente, a absorbancia

das amostras foi lida a 490 nm. Os resultados foram expressos em mg g~* MF.
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3.8 Proteinas e extracdo enzimatica

A extracdo enzimatica de folhas e raizes foi realizada por Boaretto et al. 2014.
Os tecidos foram homogeneizados em um almofariz resfriado a frio com um pildo
usando um tampéo de extracao contendo 100 mM de tampéo fosfato de potassio (pH
7,5), 1 mM de acido etilenodiaminotetraacético (EDTA), 3 mM de DL-ditiotreitol e 5%
(p/v) polivinilpolipirrolidona insoltvel na propor¢cdo volume/peso fresco de 3:1 para
folhas e frutos e 2:1 para raizes. O homogenato foi centrifugado a 10.000 xg por 30
min, e 0 sobrenadante foi armazenado a -80 °C para posterior determinacdo da
atividade da Superdxido dismutase (SOD, EC: 1,15,1,1), Catalase (CAT, CAT, EC
1.11. 1.6), atividade de Guaiacol peroxidase (GPOX, EC1.11.1.7) e atividade de
ensaio de Glutationa peroxidase (GSH-Px, EC 1.11.1.9). A concentracdo de proteina
foi ensaiada seguindo o método de Bradford (1976) usando albumina de soro bovino
como padréo.

A determinacdo da atividade da SOD seguiu o protocolo desenvolvido por
Giannopolitis e Ries (1977). O meio de ensaio continha solugédo salina tamponada
com fosfato de sédio 50 mM (pH 7,8), metionina 50 mM, EDTA 10 mM, cloreto de azul
de nitrotetrazélio 1 mM e riboflavina 0,1 mM; essas substancias reagiram sob uma
lampada fluorescente (25 °C, 5 min), o que resultou na formacéo de um composto azul
de formazan. A absorbancia foi lida no comprimento de onda de 560 nm. Os resultados
foram expressos em U mg de proteina™1.

A atividade da Catalase (CAT) foi determinada medindo a degradacao de H20:2
a 240 nm durante 1 min. A atividade da catalase (CAT) foi analisada
espectrofotometricamente a 25 °C em uma mistura de reagdo contendo o0 extrato
protéico, 1 mL de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e 25 yL H202 (solucéo
a 30%) (Nogueirol et al., 2015). A atividade de CAT foi expressa como mmol min!
mg~! de proteina.

A atividade da GSH-Px foi determinada de acordo com Flohé e Glnzler (1984)
com algumas modificagbes. Uma mistura contendo extrato de planta, tampéao fosfato
de potassio 100 mM (pH 7,0), EDTA 3 mM, 0,24 U GR/mL, glutationa 10 mM (GSH) e
azida de sédio 1 mM foi incubada a 37°C por 10 min. Além disso, NADPH 1,5 mM e
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H202 1,5 mM foram adicionados e a oxidacdo do NADPH foi monitorada por 5 min a
340 nm. A atividade enzimatica de GSH-Px foi calculada usando o coeficiente de
extingdo molar de 6,22 mM™t cm™ (Nagalakshmi e Prasad, 2001), e os resultados
foram expressos em pmol min~* mgde proteina.

A atividade de GPOX foi determinada de acordo com Monteiro et al. (2011).
Uma mistura contendo tampao fosfato-citrato (fosfato de sodio dibasico 0,2 M: acido
citrico 0,1 M) pH 5,0, enzima (extrato vegetal) e 0,5% guaiacol, foi incubada por 15
min a 30 °C. A reacéao foi entdo interrompida transferindo imediatamente as cubetas
descartaveis para um banho de agua gelada, seguido da adicdo de solucédo de
metabissulfito de sédio a 2%. A atividade da GPOX foi monitorada em 450 nm
(absorbancia) e uma unidade de atividade da enzima GPOX (U) corresponde a um
aumento de 0,001 na absorbancia expressa como min~t mg™ de proteina (Monteiro
et al., 2011).

3.9 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) pelo teste F
(p<0,05) e, quando significativo, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey
(p<0,05). Os resultados foram expressos como a média e o erro padrao da média
(SEM) de quatro repeticdes independentes para o crescimento da planta, teor de
clorofila e carotenoides, conteddo de prolina, aclUcares totais e proteinas solUveis
totais e para cada extrato vegetal MDA, H202, SOD, CAT, Atividades GPOX e GSH-
Px. A analise estatistica foi realizada por meio do software estatistico AgroEstat®.

A andlise de correlacéo de Pearson (p<0,05) também foi realizada para verificar
as variaveis dependentes diretamente correlacionadas aos tratamentos. Por meio do
software R (R Development Core Team, 2015), o pacote “corrplot” foi acessado para
criar o mapa de calor, utilizando as fungdes “color’ e “cor.mtest” e criar matrizes de
coeficiente e p-value, respectivamente. Para facilitar a visualizagcdo de correlagdes

significativas, foram inseridos asteriscos nas células do mapa de calor.

4. RESULTADOS
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Crescimento de plantas

Os resultados apresentados na Fig. 1 mostram que a altura da parte aérea,
area foliar, comprimento e volume das raizes diminuiram nas plantas expostas em
concentracdo de Al maior que 0,2 mg. Os menores comprimentos de parte aérea
foram encontrados nas plantas submetidas as maiores concentracdes de Al (Fig. 1A).
O mesmo padréo foi observado para a area foliar, pois as plantas sob 1, 5, 25 e 125
mg de Al, mostraram reducdes de 31%, 34%, 46% e 62% na aérea foliar em relacéo
ao tratamento controle (Fig. 1B).

Em relacdo ao sistema radicular, quando comparado ao tratamento controle,
as plantas expostas a 1, 5, 25 e 125 mg de Al exibiram reducdes de 43%, 52%, 60%
e 92% no comprimento de raizes (Fig. 1C), e 59%, 78%, 89% e 95% no volume de
raizes, respectivamente (Fig. 1D). Curiosamente, as plantas expostas a menor
concentracdo de Al (0,2 mg) tiveram um aumento de 3,12% no volume de raizes, em

relacdo ao tratamento controle (Fig. 1D).
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Fig. 1. Altura de planta (A,area foliar (B), comprimento de raiz (C) e volume de raiz
(D)medidos em plantas de quinoa aos 54 DAE, apdés um periodo de 30 dias na
presenca de seis concentra¢cées de aluminio (0, 0,2, 1, 5, 25, 125 mg L™1). As barras
indicam o erro padrdo da média. Letras diferentes no topo das colunas indicam a
diferenga entre os tratamentos com diferenga significativa em P < 0,05 pelo teste de
Tukey.

A massa seca das plantas de quinoa foi gradualmente reduzida a medida que
as concentracdes de aluminio foram aumentadas. A maior massa seca de plantas foi
obtida no tratamento controle e a menor concentragéo de aluminio (0,2 mg Al L), ndo
havendo diferenca entre esses tratamentos para raizes e parte aérea (Fig. 2). A massa
seca da parte aérea das plantas expostas ao Al tiveram diminui¢do de 19%, 27%, 40%
e 46% sob 1, 5, 25 e 125 mg de Al, respectivamente, comparado ao controle (Fig. 2A).
Nas raizes de plantas condicionadas as concentracdes de 1, 5, 15 e 125 mg de Al, o
acumulo de massa seca das raizes foi diminuido em 39%, 43%, 68% e 76%,

respectivamente, comparado ao controle (Fig. 2C).
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Fig. 2. Massa seca de caule (A) massa seca de folha (B), massa seca das raiz (C) e
massa seca total (D) medidos em plantas de quinoa aos 54 DAE, apds um periodo de
30 dias na presenca de seis concentracdes de aluminio (0, 0,2, 1, 5, 25, 125 mg L™%).
As barras indicam o erro padrdo da média. Letras diferentes no topo das colunas
indicam a diferenca entre os tratamentos com diferenga significativa em P < 0,05 pelo
teste de Tukey.

Pigmentos fotossintéticos

As plantas que receberam o tratamento controle, 0,2 e 1 mg de Al L! ndo
diferiram entre si quanto ao teor de clorofila total, sendo superiores as demais. O
menor teor de clorofila total foi observado nas plantas tratadas com 25 e 125 mg de
Al, com decréscimos de 43 e 75%, respectivamente (Fig. 3A). As plantas que
receberam o tratamento com 0,2 mg de Al L' resultaram no maior teor de

carotendides, com aumento de 13% em relagdo ao tratamento controle. Em
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concentracfes de 25 e 125 mg foram responsaveis por um declinio de 36% e 71% no

conteudo de carotendides (Fig. 3B).

Proteina e agUcares

O teor de proteina foi menor nas plantas que receberam as maiores
concentragbes de Al. Plantas submetidas as concentragbes 25 e 125 mg
apresentaram diminuicdo de 46% e 61%, respectivamente, comparado ao controle
(Fig. 4A). O acumulo de agucares totais foi 28% e 37% maiores nas plantas sob as
concentracdes de 0,2 e 5 mg de Al que o tratamento controle.

Os acucares totais da planta foram maiores nas concentra¢des de 0,2 e 5 mg
L1, sendo 28% e 37% maiores que o tratamento controle. A maior concentracédo de Al
(125 mg L) foi responsavel por uma reducédo de 17% em relacdo ao tratamento

controle (Fig. 4B).
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Fig. 3. Clorofila total (B) e teor de carotenoides (B) medidos em plantas de quinoa aos
54 DAE, ap6s um periodo de 30 dias na presenca de seis concentracdes de aluminio
(0, 0,2, 1, 5, 25, 125 mg L1). As barras indicam o erro padrdo da média. Letras
diferentes no topo das colunas indicam a diferenca entre os tratamentos com diferenca
significativa em P < 0,05 pelo teste de Tukey.
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Fig. 4. Proteinas sollveis (A) e acucar total (B) medidos em plantas de quinoa aos 54
DAE, ap6s um periodo de 30 dias na presenca de seis concentracdes de aluminio (0O,
0,2, 1,5, 25,125 mg L?). As barras indicam o erro padrdo da média. Letras diferentes
no topo das colunas indicam a diferenca entre os tratamentos com diferenca
significativa em P < 0,05 pelo teste de Tukey.
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Fig. 5. Prolina (A), H202 (B) e malondialdeido (MDA) (C) medidos em folhas de plantas
de quinoa com cinquenta e quatro dias de idade por um periodo de 14 dias na
presenca de seis concentracdes de aluminio (0, 0,2, 1, 5, 25, 125 mg L™!). As barras
indicam o erro padrdo da média. Letras diferentes no topo das colunas indicam a
diferenca entre os tratamentos com diferenga significativa em P < 0,05 pelo teste de

Tukey.
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Fig. 6. Atividade enzimética. SOD (A), CAT(B), GPOX (C) e GSHPx (D) de folhas de
plantas de quinoa com cinquenta e quatro dias de idade durante um periodo de 14
dias na presenca de seis concentracdes de aluminio (0, 0,2, 1, 5, 25, 125 mg L ). As
barras indicam o erro padréo da média. Letras diferentes no topo das colunas indicam
a diferenca entre os tratamentos com diferenca significativa em P < 0,05 pelo teste de
Tukey.

Producéo de prolina, peroxidacdo lipidica e teor de peréxido de hidrogénio

As plantas submetidas a 125 mg Al também apresentaram os maiores teores
de H202, em comparac¢do com o tratamento controle (Fig. 5B). Os teores de MDA nas
plantas aumentaram 9,45%, 24%, 45%, 61% e 82% nos tratamentos 0,2, 1, 5,2 e 125
mg de Al, respectivamente, em relacdo ao tratamento controle (Fig. 5C), porém nao
houve diferenca entre a menor concentracao de Al (0,2 mg Al) e o tratamento controle.

As plantas submetidas a 125 mg L* apresentaram os maiores teores de H20z,

porém, ja nas concentracfes de 1 mg de Al e 25 mg de Al observou-se aumento de
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36% e 24% no teor de peroxido de hidrogénio em relacdo as plantas do tratamento
controle. Curiosamente, no tratamento com 5 mg de Al houve uma diminuicdo de 12%
no teor de peroxido das plantas, em comparacdo com o tratamento controle (Fig. 5B).

O contetdo de MDA das folhas aumentou & medida que as concentracdes de
Al aumentaram, porém nao houve diferenca entre a menor concentracao de Al (0,2
mg Al) e o tratamento controle. O aumento no teor de MDA das plantas foi de 9,45%,
24%, 45%, 61% e 82% nos tratamentos 0,2, 1,5,2 e 125 mg L1, respectivamente, em
relacéo ao tratamento controle (Fig. 5C). A maior concentracédo de MDA foi observada
nas plantas que receberam a maior concentracéo de Al (125 mg L1).

A producdo de prolina nas plantas foi aumentada com a adicdo de
concentracles de Al nas plantas, exceto para a concentragédo de 0,2 mg L, que foi
superior ao tratamento controle e inferior a concentracéo de 125 mg L. A producéo
de prolina nas plantas que receberam o tratamento 125 mg de Al L' aumentou 501%
em relacdo ao tratamento controle. Plantas submetidas a concentracdo de 0,2 mg
apresentaram aumento de 295% no contelddo de prolina em comparacdo ao
tratamento controle. Ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos controle e
1 mg de Al (Fig. 5A).
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Fig. 7. Heatmap mostrando a correlagdo de Pearson entre os parametros biométricos,
fisiolégicos, bioquimicos e enzimaticos de plantas de quinoa em resposta a aplicacdo de Al
como fonte de cloreto de aluminio. * Indica relagao significativa (p < 0,05) e ** indica (p < 0,01).
Abreviaturas: Niumero de folhas (FolhasN), Altura das plantas (AlturaP), Comprimento das
raizes (ComprimentoR), Volume das raizes (VolumeR), Massa seca das raizes (RaizesDm),
Massa seca das folhas (FolhasDm), Massa seca do caule (CauleDm) , Massa seca da parte
aérea (ShootDm), Massa Seca Total (TotalDm), Area foliar (Aereas), clorofila a (Chl a),
clorofila b (Chl b), clorofila total (chla+b), carotendides totais (Cx+c ), malondialdeido (MDA),
peroxido de hidrogénio (H20:), conteado de prolina (prolina), proteinas sollveis totais
(proteinas), acucares totais (acgucares), superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
guaiacol peroxidase (GPOX) e glutationa peroxidase (GSH-Px).



33

Atividade enzimatica e correlacédo de Pearson

Nas plantas que receberam 25 e 125 mg de Al, observou-se aumentos na
atividade da SOD em 78% e 149%, respectivamente, comparado ao controle (Fig. 6A).
Nas plantas submetidas a 5 e 125 mg de Al, observou-se um aumento de 62% e 56%
na atividade da CAT, em relacdo ao controle (Fig. 6B). Ja para a GPOX, a maior
atividade foi observada em plantas submetidas a menor concentracéao de Al (0,2 mg),
responsavel pelo aumento de 220,55% em relacéo ao tratamento controle (Fig. 6C).

O Al também estimulou aumentos progressivos na atividade da GSH-Px, pois
nas plantas submetidas as concentragées de 0,2, 1, 5, 25 e 125 mg de Al houve
incrementos de 57%, 14%, 51%, 135% e 219%, respectivamente, em compara¢ao ao
tratamento controle (Fig. 6D).

Nas plantas que receberam os tratamentos 25 mg Lt e 125 mg L1, observou-
se maior atividade da enzima SOD 78% e 149%, respectivamente, e ndo houve
diferenca entre os tratamentos controle, 1, 0.2. e 5 mg Lt de Al (Fig. 6A).

Nas plantas tratadas com 5 mg L e 125 mg de Al, observou-se um aumento
de 62% e 56% na atividade da enzima catalase, ndo havendo diferenca entre os
tratamentos controle, 0,2 e 1 mg L-1 (FIG. 6B). O tratamento 0,2 mg de Al L foi
responsavel pela maior atividade da enzima GPOX em plantas de quinoa, com
aumento de 220,55% em relacdo ao tratamento controle (Fig. 6C). E as menores
atividades no tratamento controle e 25 mg L.

O Al estimulou a atividade enzimética de GSH-Px, de modo que as maiores
atividades da enzima GSH-Px foram obtidas em plantas com maiores concentracées
de Al (25 e 125 mg de Al), sendo 135% e 219% maiores que o tratamento controle.
Com excecdo da concentracdo de 1 mg L%, houve uma tendéncia de aumento
progressivo e linear da atividade de GSH-Px a medida que a concentracdo de Al no
meio aumentou em 57%, 14%, 51%, 135% e 219%, respectivamente, em comparagao
com o tratamento de controle (Fig. 6D).

Em geral, foi observada correlacéo positiva entre pigmentos fotossintéticos e
proteina total com os parametros de crescimento e massa seca de planta (Fig. 7),
evidenciando a importancia destes para o desenvolvimento das plantas. Por outro

lado, verificou-se correlacdo negativa do MDA com os parametros de crescimento,
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massa seca, pigmentos fotossintéticos e proteina totais e agucares totais. Ja a enzima
SOD correlacionou-se positivamente com H202, MDA e prolina. A enzima CAT
correlacionou-se negativamente com o teor de carotenoides, enquanto GPOX foi
positivamente correlacionada com os agucares totais. Observou-se, também,

correlacéo positiva entre GSH-PX, prolina, SOD, MDA e H20:2 (Fig. 7).

Controle 0,2 5 25

Concentracao de Al (mg L-1)
0 0,2 1 5 25 125
Concentragao de Al (mg L)

Fig.8. Efeito do aluminio no crescimento de plantas de quinoa expostas a 0, 0,2, 1, 5,

25 e 125 mg L™ por 30 dias na planta (A) e no apice radicular(B).

5. DISCUSSAO

A alta disponibilidade de Al** no ambiente de cultivo das plantas limita o
crescimento da maioria das espécies agricolas cultivadas. Embora os programas de
melhoramento de plantas tenham selecionado cultivares com maior tolerancia ao Al*3,
0S mecanismos bioquimicos e fisioldgicos envolvidos na protecdo das plantas a este
elemento ainda carecem de esclarecimentos. A quinoa € a Unica espécie entre cereais
e pseudo-cereais, que, além de possui todos os aminoacidos essenciais para dieta
humana (De Oliveira Vergara et al., 2019), foi selecionada como alimento para
seguridade alimentar mundial (ONU 2020) e tem sido considerada tolerante a diversos
estresses abiodticos (Lata-Tenesaca et al., 2021). Assim, consideramos a hipotese que
a cultivar de quinoa BRS PIABIRU apresente mecanismos de desintoxicacdo aos
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efeitos deletérios do Al*3, haja vista que a cultivar foi desenvolvida para ambiente de

cerrado, notavelmente de pH acido com elevado teores Al*3 (Spehar et al., 2006).

Crescimento de plantas

Nossos resultados mostraram que plantas de quinoa cultivadas na presenca de
0.2 mg L* Al apresentaram incremento de volume radicular (Fig 1D) com crescimento
de raizes secundarias (Fig 6B). Tal acréscimo pode estar relacionado com o ja
relatado efeito do metal observado em outras espécies, especialmente nas culturas
do cha verde (Camellia sinensis), rododendro indiano (Melastoma malabathricum) e
da cultura do arroz (Oryza sativa), em que o Al é capaz de induzir o alongamento
radicular, além de desenvolvimento de raizes secundarias, o que pode explicar o
aumento do volume radicular em tais plantas (Ghanati et al., 2005; Watanabe et al.,
2005), mas os mecanismos envolvidos nesta indugcdo ainda n&do s&o bem
esclarecidos.

Ja em concentragées maiores (5 a 125 mg L) o Al induziu danos fisiolégicos em
raiz e parte aérea, apresentado pelas redu¢cdes no tamanho e volume de raizes, além
da diminuicéo na area foliar, 0 que impactou negativamente o acimulo de massa seca
destes 6rgaos (Fig 2). Isso sugere que o dano do Al as plantas de quinoa seja
sistémico, acometendo a planta inteira. Ha estudos incipientes que apontam os danos
provocados do Al nas raizes relacionando com auxina (Li et al., 2018), pectinas
(Nagayama et al., 2022) e capacidade do gendtipo de alterar o pH da rizosfera, que
esta intimamente relacionada com a exsudacao de &cidos organicos no meio (Zheng
et al, 1998; Nazari et al., 2023).

Pigmentos fotossintéticos

Além do comprometimento radicular das plantas (Abd EI-Moneim et al., 2014;
Awasthi et al., 2017), o Al acarreta mudancas também na parte aérea, como
diminuicdo da area foliar (Gavassi et al., 2020) e alteracdo na coloracao das folhas,

seja por pontuacdes esbranquicadas (Rouphael et al., 2017) e/ou amarelecimento
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(RIAZ et al., 2018; Blamey et al., 2015). A acdao fitotoxica do Al acarreta alteracbes
nas estruturas foliares que podem afetar diretamente a atividade do sistema
fotossintético (Almeida et al., 2019). De fato, a partir 5 mg L* de Al, as plantas de
quinoa apresentaram uma reducao significativa nos teores de clorofila total e
carotenoides (Fig. 3), indicando uma menor capacidade de eficiéncia fotoquimica. Isto
afetou diretamente a integridade metabdlica celular refletindo em diminuigcdes no
contetdo de acucar total (Fig. 3B) e proteinas (Fig. 3A), importantes precursores de
outros metabdlitos essenciais as plantas (Wang et al., 2015). Esse mecanismo
contribui para elucidar o papel do Al na reducéo do crescimento das plantas de quinoa
BRS PIABIRU.

Proteina e acucar

A concentracdo 1 mg Lt de Al estimulou a producéo de proteinas sollveis totais
em plantas de quinoa, no entanto, nas maiores concentracdes, as diminuicdes foram
lineares (Fig. 3). Em estudo de Tamman et al. (2018) em mudas de arroz, a aplicacédo
de 500 uM de Al também aumentou o teor de proteinas sollveis totais em 20% em
relacdo ao tratamento controle. Tal acréscimo carece de maiores esclarecimentos na
literatura, no entanto especulamos que seja também um mecanismo de tolerancia ao
Al em plantas de quinoa, pois o conteido de MDA nesta concentracdo nédo diferiu do
MDA obtido na concentracdo 0.2 mg (Fig. 5A), que obteve aumento no volume de
raizes (Fig 1D) e massa seca semelhante ao tratamento controle (Fig 2D).

Producédo de prolina, peroxidacao lipidica e conteudo de perdxido de

hidrogénio

O aminoacido prolina ocorre amplamente nas plantas e normalmente se
acumula em grandes quantidades em resposta a estresses abiéticos (Giannakoula et

al., 2008), incluindo o estresse por Al (Galvez et al., 1991; Hayat et al., 2012; Klan et
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al., 2000). Todavia, nossos dados revelam que a concentracéo de Al de 0,2 mg L*
(0,007 mmol L) ndo representou um fator estressante para a cultivar de quinoa
testada, pelo contrério, tal concentracdo promoveu crescimento de raizes, com efeito
estimulante nos teores de carotenoides e de prolina, sem haver, portanto, acréscimo
no conteuddo de MDA em relacdo ao tratamento controle. Tais respostas estdo em
consonancia com estudos de Moreno-Alvarado et al. (2017) em que 0,2 mmol L de
Al resultou em efeito benéfico quanto ao crescimento das plantas, teor de aminoacidos
e prolina. Neste sentido, nossos dados mostram que os teores de prolina nas plantas
de quinoa expostas ao Al confirmaram o papel deste osmalito no alivio da toxicidade
causada pelo Al, especialmente na concentracéo 0,2 mg (Fig. 4C). O papel da prolina
como protetor celular sob condicbes de estresse a partir da eliminacdo e
tamponamento das células de potencial redox foi demonstrado também nos trabalhos

de Ashraf & Fooland, (2015) com a cultura do arroz.

Atividade enzimética e correlacdo de Pearson

O estresse oxidativo em plantas € caracterizado pela ruptura da homeostase
celular, gerado a partir da superproducédo de espécies reativas do oxigénio (ROS).
Nestas condi¢cdes, além de mecanismos ndo enzimaticos, tais como prolina e
carotenoides, as plantas ativam um sistema de defesa antioxidante enzimatico, que
compreendem, por exemplo, as enzimas superéxido dismutase (SOD, EC: 1,15,1,1),
catalase (CAT, CAT, EC 1.11. 1.6), guaiacol peroxidase (GPOX, EC1.11.1.7),
glutationa peroxidase (GSH-Px, EC 1.11.1.9) que também estdo envolvidas na
eliminacao do excesso de ROS no tecido vegetal (Kuo e Kao, 2003; Zouari et al. 2016;
Serna, et al.,, 2020; Amjad et al., 2021) e protegem as células vegetais do dano
oxidativo, eliminando e neutralizando as ROS, no sentido de restaurar o equilibrio
entre sua producao e degradagao.

A primeira resposta de defesa das plantas para restabelecer a homeostase
celular e amenizar a toxicidade de Al, sdo estratégias de mecanismo DETOX

enzimatico, com participagdo de enzimas como a SOD, que dismutam superoxido em



38

peréxido de hidrogénio (Noctor e Foyer 2016). Em seguida, o H202 pode ser eliminado
pela catalase (CAT, EC 1.11.1.6), glutationa peroxidase (GPX, EC 1.11.1.9) (Noctor
et al. 2018) e outras peroxidases. Ja as enzimas CAT e GPOX desempenham papel
importante na detoxicagcdo do H202, pois utiliza este substrato da enzima SOD (o
peroxido de hidrogénio) e o degrada, em H20 e O2. Nossos resultados evidenciam tal
evento. Em nosso trabalho, a atividade da enzima SOD foi menor nas concentracdes
mais baixas de Al (0.2, 1 e 5 mg L) e nao diferiram das plantas de quinoa do
tratamento controle. Além disso, ndo houve aumento pronunciado no contetdo de
MDA em tais concentracfes (Fig. 5C), o que se pode deduzir que ndo houve alta
atividade enzimética desta enzima pois ndo houve desequilibrio da homeostase
celular com superprodugao de ERO nas menores concentragdes de Al. No entanto,
as maiores concentracdes de Al (25 e 125 mg L), provocaram aumento da atividade
da enzima SOD, sendo ainda maior na maior concentracdo de Al, o que corresponde
também ao maior conteudo de H20:2 (Fig 5B). Tal resultado é esperado e indica a alta
capacidade da enzima em dismutar o O2" em H202. Esses achados sdo consistentes
com os resultados de estudos anteriores que mostraram que a atividade da SOD foi
aumentada em outras plantas ja consideradas tolerantes ao Al, como na cultura do
ché (Huang et al., 2021) e do arroz (Basit et al., 2022).

Assim, quando ha a superproducdo de ERO, as plantas podem ativar um
sistema de defesa antioxidante enzimatico, que compreendem, por exemplo, as
enzimas superoéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GSH-
Px), guaiacol peroxidase (GPOX), e mecanismos ndo enzimaticos, como prolina
(PRO) e carotenoides (CAR) que também estdo envolvidos na eliminacdo do excesso
de ROS no tecido vegetal (Zouari et al. 2016; SERNA, et al., 2020; AMJAD et al.,
2021) e protegem as ceélulas vegetais do dano oxidativo, eliminando e neutralizando
as ROS, no sentido de restaurar o equilibrio entre sua producéo e degradacéao.

Em nossos resultados, o estresse e dano oxidativo por Al foi constatado pelo
aumento no conteudo de MDA (Fig. 5C), declinio no conteudo de pigmentos
fotossintéticos (Fig. 4A e B), proteinas (Fig. 3A) e acucares totais (Fig.3B) que, afetou
negativamente o crescimento das plantas (Fig. D e E), com consequente diminui¢ao
do acumulo de biomassa (Fig. 1D), com declinio da massa seca da parte aérea (Fig

1B) e massa seca de raizes (Fig. 1C) a partir da concentracdo 1 mg de Al L, e sendo
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o decréscimo mais pronunciado a partir da concentracéo 5 mg de AlL. E ainda, plantas
submetidas as concentragcées acima de 5 mg L acarretou decréscimo de proteinas
totais, todavia acompanhado com acréscimo na atividade de enzimas, tais como SOD
e GSH-Px.

Estudos recentes mostram a contribuicdo do sistema antioxidante da quinoa
na protecdo das plantas contra diferentes tipos de estresse como o déficit hidrico
(Serna et al., 2020), salinidade (Parvéz et al., 2020), estresse térmico (Hinojosa et al.,
2019) e por metais pesados como cadmio e chumbo (Guarino et al., 2020). Na
presente pesquisa, foi observado aumento na atividade das enzimas SOD, CAT,
GPOX e GSH-Px em plantas submetidas ao Al (Fig. 5). Entretanto, tais atividade
enzimaticas mostraram padrfes de ativacdo diferenciados: a GPOX apresentou maior
atividade nas menores concentragdes de Al (Fig. 5 C), enquanto SOD, CAT e GSH-
px foram estimuladas nas maiores (Figs. 5 A, B e D), sugerindo que estas enzimas
antioxidantes permaneceram ativas fornecendo uma protecdo maior evitando o
colapso e morte das plantas, embora o Al tenha causado efeitos negativos ao
crescimento e ao metabolismo das plantas de quinoa (Fig. 1).

Quanto as especificidades de cada enzima, uma das primeiras respostas de
defesa das plantas para restabelecer a homeostase celular em condi¢des de estresse
envolve a participacdo da SOD, que dismuta o anion superéxido (O2) em peréxido de
hidrogénio (H202) (Noctor e Foyer 2016). Em seguida, o H202 pode ser eliminado pela
CAT (Noctor et al. 2018) e outras peroxidases. A GPOX também desempenha papel
importante na desintoxicagédo do H202, pois utiliza H202 da enzima SOD, e proveniente
de outras vias, e o degrada, em H20 e Oz2. Em nosso trabalho, a atividade da enzima
SOD foi menor nas concentragdes mais baixas de Al (0,2, 1 e 5 mg L) e ndo diferiram
das plantas de quinoa do tratamento controle. Além disso, ndo houve aumento
pronunciado no conteudo de MDA em tais concentracdes (Fig. 5C), o que se
podededuzir que ndo houve alta atividade enziméatica desta enzima pois ndo houve
desequilibrio da homeostase celular com superproducdo de ROS nas menores
concentracdes de Al. No entanto, as maiores concentracdes de Al (25 e 125 mg L),
provocaram aumento da atividade da enzima SOD, sendo mais elevada na maior
concentracéo de Al, o que corresponde também ao maior contetdo de H202 (Fig. 5B).

Tal resultado é esperado e indica a alta capacidade da enzima em dismutar o O% em
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H20:2. Esses achados sdo consistentes com os resultados de estudos anteriores que
mostraram que a atividade da SOD foi aumentada em outras plantas ja consideradas
tolerantes ao Al, como na cultura do cha (Huang et al., 2021) e do arroz (Basit et al.,
2022). Além disso, nossos dados mostraram que as enzimas SOD, CAT e GSH-PX
parecem atuar conjuntamente na promocao de tolerancia ao Al em concentracdes
mais elevadas de Al, pois o incremento de suas atividades correlacionou
positivamente com o MDA e H20:2 (Fig. 7), ou seja, com exce¢do da GPOX, houve
correlacdo positiva entre as enzimas SOD, CAT e GSH-PX com o principal indicador
de estresse oxidativo MDA (Fig. 7), o que evidencia o papel importante destas enzimas
na protecao do estresse por Al. E ainda, a correlacao positiva entre SOD, CAT e GSH-
PX mostra o sinergismo de a¢ao dessas enzimas (Fig. 7). Assim, foram observados
aumentos de atividade das enzimas SOD, CAT, GPOX e GSH-Px em plantas
submetidas ao aluminio (Fig. 6), porém estas enzimas mostraram um padrdo de
ativacao diferente; a GPOX apresentou maior atividade nas menores concentracées
de Al (Fig. 6C), enquanto SOD, CAT e GSH-Px foram estimuladas nas maiores (Figs.
6A, B e D), 0 que sugere gque estas enzimas antioxidantes permaneceram ativas
fornecendo uma protecdo maior evitando o colapso e morte das plantas, dado os
efeitos negativos bem pronunciados do Al no crescimento, massa seca e metabolismo
das plantas de quinoa. E ainda, enzima GPOX foi fundamental para que minimizar o
efeito deletério do Al na concentracédo 0,2 mg L1, haja vista que néo houve diferenca
na massa seca e na producao de MDA em relacéo as plantas do tratamento controle.
Tal fato pode ser explicado pela atuacdo da GPOX estar relacionada a manutencéo
da integridade da parede celular, e assim, anulou-se o efeito toxico nestas em tais
circunstancias, haja vista que o poder deletério do Al é responsavel por afetar,
sobretudo, membranas e parede celular com posterior lesdo dos tecidos (Awasthi et
al., 2017).

Nossos resultados indicam também que ha, fundamentalmente, dois
mecanismos de tolerancia ao Al em plantas de quinoa, a depender da concentragéo:
na menor concentragdo (0,2mg L) ha incremento do sistema antioxidante com
atuacado sobretudo da prolina (antioxidante ndo enzimatico) e da GPOX, enquanto na
concentracdo mais elevada (125 mg) ha aumento significativo das enzimas

antioxidantes como SOD, CAT e GSH-Px. Estes resultados sinalizam o dinamismo do
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sistema antioxidante de defesa das plantas na manutencédo de atividades fisiologicas
das plantas de quinoa sob diferentes concentracfes de Al em ambientes acidos.

E ainda, é possivel visualizar duas vias de tolerancia ao Al. A primeira com
atuacdo nas menores concentracdes (até 0,2 mg L), com atuagdo da prolina e da
GPOX. E outra, nas maiores concentracdes (25 e 125 mg L), em que também ha
atuacdo da prolina, todavia sem aumento da GPOX, mas com incremento das
enzimas SOD, CAT e GSH-Px. No primeiro caso, observa-se a tolerancia ao Al em
plantas de quinoa. J& no segundo, o incremento do sistema antioxidante enzimatico,
sem atuacao da GPOX, nao foi suficiente para reduzir os efeitos deletérios do Al em
massa seca e aumento da producao de MDA.

Em sintese, o crescimento e acumulo de massa seca de plantas de quinoa
foram diminuidos a medida que as concentracfes de aluminio foram aumentadas.
Entretanto, é importante ressaltar que a concentracdo 0,2 mg de Al estimulou maior
volume de raizes, contetdo de prolina, acucar total e atividade da GPOX. Em maiores
concentracbes de Al (25 e 125 mg) houve incremento expressivo no contetdo de
MDA, acompanhado com aumento na atividade das enzimas SOD, CAT e GSH-Px, o
gue evitou colapso no metabolismo vegetal. Estudos futuros nas areas proteémicas e
metabolémicas podem auxiliar na elucidacéo de outros mecanismos de tolerancia ao

Al em plantas de quinoa.

6. CONCLUSAO

A toxicidade do Al acarretou diminui¢do no crescimento, biomassa e pigmentos
fotossintéticos, além provocar aumento linear na peroxidacéao lipidica em plantas de
guinoa, o que indica nao tolerancia ao metal. Portanto, ndo se recomenda o cultivo de
quinoa BRS-Piabiru em ambientes de pH 4 com concentracdes de Al** disponivel a
partir de 0,2 mg L de AI**. No entanto, maior atividade da GPOX, juntamente com
maior producdo de prolina, estdo associados a ganhos em volume de raizes na
concentracdo de 0,2 mg L1, Por fim, a correlacdo positiva entre enzimas antioxidantes
e concentracao crescente de Al, indica que este sistema de defesa contribui para

minimizar os danos causados pela toxicidade do Al. O presente estudo constitui a
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base para o conhecimento dos efeitos do Al em plantas de quinoa, contribuindo para

0 posicionamento desta espécie em ambientes acidos com teores elevados de Al livre.
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