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RESUMO

SILVA, RODRIGO NASCIMENTO, M.Sc., Universidade Federal de Pelotas,
novembro de 2009. Caracteristicas fisiolégicas e bioquimicas de plantas de
soja [Glycine max (L.) MERRILL] sob condi¢cdes de hipoxia. Orientador: Prof. Nei
Fernandes Lopes, PhD. Co-orientadores: Prof. Dr. Dario Munt de Moraes, Pesq. Dr.

Flavio Gilberto Herter.

Os solos de varzea no Rio Grande do Sul ocupam 20% da area do Estado e séo
usados para o cultivo do arroz irrigado. O problema ¢é a dificil adaptacdo de culturas
com retorno econdémico, para rotacdo de cultura com o arroz, utilizando a mesma
infra-estrutura e elevado rendimento. A cultura da soja aparece como opgao e
apresenta variabilidade genética para tolerar o excesso de umidade no solo. O
experimento foi conduzido em casa-de-vegetacdo, em vasos, contendo como
substrato um Planossolo, coletado em local anteriormente cultivado com arroz
irrigado. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial (2x5x2), constituido de duas cultivares de soja (FT-Abyara e CD 202), cinco
periodos de inundacdo do solo (0; 2; 4; 6 e 8 dias de hipoxia) e duas épocas de
avaliacdo (estadios V4 e R1), com trés repeticdes, objetivando avaliacbes de
tolerancia das cultivares de soja em solos alagados. A inundacéo foi aplicada em V4,
mantendo-as por até oito dias e a recuperagdo avaliada em R1. Avaliaram-se
atributos morfolégicos, massas fresca e seca de 6rgaos, teores de ureideos na seiva
do xilema e proteinas totais em nodulos e raizes, bem como, teores de pigmentos
dos cloroplastideos e resisténcia estomatica e transpiracdo. Os dados foram
submetidos a analise estatistica. Houve diferenca de resposta entre os dois

cultivares na maioria das caracteristicas avaliadas em relacdo aos periodos de



hipoxia e pés-hipoxia. A cultivar FT-Abyara tem melhor adaptagdo ao alagamento,

guando comparada com a CD 202.

Palavras-chave: soja, hipoxia, alagamento, estresse hidrico, crescimento.



ABSTRACT

SILVA, RODRIGO NASCIMENTO, M.Sc., Federal University of Pelotas, november,
2009. Biochemical and physiological characteristics of soybean plants
[Glycine max (L.) MERRILL] under conditions of hypoxia. Advisor: Prof. Nei
Fernandes Lopes, Co-Adivisions: Prof. Dario Munt de Moraes, Dr. Flavio Gilberto
Herter.

The soils in the floodplain of Rio Grande do Sul occupy 20% of the area of the state
and are being pursued with the cultivation of rice. The problem is the difficult
adaptation of crops with economic return for this, looking up, species that use the
same infrastructure and high performance. The soybean culture appears as an option
and displays genetic variability to allow the excess moisture in the soil. The
experiment was conducted in a greenhouse in pots containing a substrate as
albaqualf, collected in a area previously cultivated with rice. The experimental design
was randomized blocks, in a factorial scheme (2x5x2), consisting of two soybean
cultivars (FT-Abyara, CD 202), five duration of flooding the soil (0; 2; 4; 6 and 8 days
of hypoxia) and two times (V4 and R1), with three replications. In order to
assessments of tolerance of soybean cultivars in flooded soils. The flooding was
applied in V4, keeping them for up to eight days and recovery valued at R1. It
wasevaluated the morphological attributes, fresh and dry weight of organs and levels
of ureides in the xylem sap and total proteins in nodules and roots, as well as
contents of chlorophyll pigments and stomatal resistance and transpiration. The data
were submitted to statistical analysis. It is concluded that there was difference in

response between the two cultivars in most parameters assessed in relation to



periods of hypoxia and post-hypoxia. Cultivar FT-Abyara has a better performance

against the flooding when compared with the CD 202.

Keywords: soybean, hypoxia, flooding, water stress, growth.
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INTRODUCAO GERAL

O Rio Grande do Sul possui aproximadamente cinco milhdes e quinhentos
mil hectares de solos aluviais e/ou hidromérficos (EMBRAPA, 2006), geralmente
planos e ricos em matéria organica, facilmente irrigveis por gravidade, na maioria
dos casos, e inundados temporariamente ou ndo (margens de corregos, rios, vales
amidos), porém, apresentando, muitas vezes, umidade excessiva, necessitando de
drenagem adequada (MARCHEZAN, 2002). Desse modo, apenas dois milhdes de
hectares séo utilizados para cultivar arroz irrigado, sendo usado, anualmente,
apenas um quarto deste total, e o restante ndo é explorado com cultura de gréos,
devido a incidéncia de plantas daninhas.

Vérios trabalhos séo realizados com a finalidade de buscar alternativas
para cultivos nas varzeas arrozeiras, proporcionando maior retorno econdémico
dessas areas, mas o grande problema é a dificil adaptagcdo de culturas que
possibilitem retorno econémico em solos alagados, na rotacdo com arroz, pois a
maioria das culturas produtoras de grdos sao mesdfitas. Buscam-se, como
alternativas, espécies que permitam a utilizacdo da mesma estrutura empregada no
arroz, apresentem mecanismos de tolerancia as condi¢des impostas pela inundacao
do solo, e possuam elevado potencial de rendimento. Para isso, a cultura da soja
aparece como boa alternativa (BARNI et al., 1985; GASTAL et al., 1998), visto que é
uma espécie originaria de areas alagadicas do norte da China (EVANS, 1996) e
apresenta variabilidade genética para tolerar o excesso de umidade no solo
(VANTOAI et al., 1994; THOMAS et al., 2000; PIRES et al., 2002).

A soja [Glycine max (L.) MERRILL] é a principal cultura do pais,
responsavel por 10% das exportacOes brasileiras. Desde 1970, a producdo e o
consumo de soja quadruplicaram no Brasil (MERCOSOJA, 2009). O RS apresenta
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grande cultivo de arroz em areas de varzeas e como rotacdo de cultura, a soja seria
a oportunidade, devido a utilizacdo das mesmas infra-estruturas orizicolas.

Os solos de arroz sédo extremamente alagadicos e essa caracteristica do
encharcamento modifica sua atmosfera, pois promove deficiéncia de gas oxigénio
(O,), acumulos de géas carbbnico (CO,), metano (CHj,), etileno (C,H,), gas sulfidrico
(H2S) e reducao da respiracdo aerdbica. O crescimento das raizes é paralisado, com
o limite de tolerancia das raizes de soja em relacdo ao CO,, que é 20% na atmosfera
do solo (COSTA, 1996).

O estresse experimentado pelas plantas sob inundacdo é intensificado
com o tempo, de tal forma que a planta parte de privacdo parcial (hipoxia) para total
(anoxia) de O, dificultando a respiracdo de Orgaos vegetais subterraneos e pela
acdo de toxinas por microrganismos aerobios que vivem no solo. Assim, anoxia e
toxinas podem matar as raizes, mas algumas das respostas iniciais a hipoxia e a
acao do etileno permitem que as raizes evitem a anoxia e toxicidade se a inundacéo
persistir (JACKSON, 1985).

A diminuicdo no teor de O, provoca desordens metabdlicas na planta
(uma das principais € a respiracdo anaerobica), diminuindo a eficiéncia na utilizagédo
de C e aumentando a producdo de acetaldeido, etanol e lactato (MARSCHNER,
1995). A deficiéncia de O, prejudica a sintese de fitorreguladores, tais como
giberelinas e citocininas (SMIT et al., 1990).

As plantas que toleraram condi¢des de restricdo de O, estdo ligadas com
a capacidade das raizes em oxidar a rizosfera por meio da transferéncia de O, da
parte aérea para as raizes (BARTLETT e JAMES, 1993).

Em concentracbes subatmosféricas de oxigénio, a taxa respiratéria é
reduzida, sendo acompanhada por diminuicéo na producdo de compostos altamente
energéticos como trifosfato de adenosina (ATP), redutores: dinucleotideo de
adenina-nicotinamida (NADH) e dinucleotideo de flavina-adenina (FADH;) e
compostos intermediarios para sintese de novas substancias indispensaveis ao
crescimento e desenvolvimento vegetal. Desse modo, a absor¢éo e incorporagéo de
ions sdo drasticamente afetadas, ocorrendo desnutricdo mineral, com visiveis
sintomas de deficiéncia de elementos minerais essenciais (DREW, 2000). Por outro
lado, a planta para sobreviver sob condi¢cdes anaerobicas necessita assegurar a
presenca de substratos respiratorios (VARTAPETIAN et al., 1977), produzir ATP
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com eficiéncia e eliminar produtos toxicos do metabolismo anaerébico (CRAWFORD
et al., 1998).

Conforme a espécie, a tolerancia ao estresse de oxigenacdo pode variar
de algumas horas a muitos dias. Normalmente, os vegetais superiores nao
sobrevivem sob anoxia por longos periodos, pois em poucas horas com déficit de
oxigénio ocorrem prejuizos letais ao metabolismo celular (SACHS et al., 1980).

A inundacdo do solo prejudica a nodulacdo de leguminosas e inibe a
fixacdo de N, em nddulos previamente formados (JACKSON, 1985). Na soja, esse
efeito ndo deve ser diferente, pois traz prejuizos na associacdo com Bradyrhizobium
japonicum, e torna necesséria a aplicacdo de nitrogénio na forma mineral para
plantas cultivadas sob inundacéo.

Do exposto, as terras baixas com solos rasos normalmente cultivados
com arroz, possuem problemas no que tange a rotagcdo de culturas, em virtude da
hipoxia ou anoxia que as raizes sdo submetidas pelo alagamento dessas areas apos
chuva pesada.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a tolerancia de dois
genotipos de soja [Glycine max (L.) MERRILL], cultivares FT-Abyara e CD 202, as
condi¢cBes de encharcamento do solo, comuns nas terras orizicolas da regido sul do
Rio Grande do Sul.
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CAPITULO 1

TEORES DE PIGMENTOS DOS CLOROPLASTIDEOS, UREIDEOS E
PROTEINAS EM PLANTAS DE SOJA [Glycine max (L.) MERRILL]
SOB CONDICOES DE HIPOXIA E POS-HIPOXIA

INTRODUCAO

Brasil e Argentina sdo o0 segundo e o terceiro maiores produtores
mundiais de soja, respectivamente. Na safra 2007/08, foram ocupados 36,6 milhGes
de hectares para a producdo do gréo nos dois paises, totalizando 106,2 milhdes de
toneladas. No Cone Sul, foram cultivados 40,5 milhdes de hectares, alcancando
producdo de 115 milhdes de toneladas do grdo. Assim, a soja € a grande
responsavel pelo crescente volume de exportacbes e o conseqlente avanco da
economia na regiao (MERCOSOJA, 2009)

As areas de varzeas do Estado do Rio Grande do Sul tém camada
superficial do solo pouco profunda e a subsuperficial quase impermeéavel estando
sujeitas ao alagamento em determinados periodos do ano (EMBRAPA, 2009), sendo
que um grande percentual das mesmas € utilizado principalmente para cultivo de
arroz (IBGE, 2009). Visando rotacdo de cultura, € necessaria a avaliacdo de outras
espécies que utilizem as mesmas infra-estruturas do arroz, demonstrando ainda,
mecanismos de tolerancia ao encharcamento do solo e bom potencial produtivo.

O cultivo da soja é uma opcdo economicamente viavel, pois estudos
realizados revelam a existéncia de especificidade de interacdo entre cultivares de
soja e diversos regimes hidricos, apesar de ter sua produtividade prejudicada pela
inundacao do solo (ZENZEN et al., 2007).
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A hipoxia provoca variagdes na respiracdo aerobica, no nivel nutricional e
na fotossintese (FERNANDEZ, 2006). Frequentemente o teor foliar de clorofila esta
associado ao contetudo de N (YODER e PETTIGREW-CROSBY, 1995) e a clorofila a
€ o principal pigmento responsavel pela captacdo da energia luminosa, enquanto
que a clorofila b e os carotendides tém funcdo fotoprotetora, associadas,
representam fatores relacionados a eficiéncia fotossintética de plantas, ao
crescimento e a adaptabilidade a diferentes ambientes (TAIZ, 2008).

Em estadio mais avancado, esses danos podem ser exteriorizados pela
reducdo nos teores de clorofilas resultante da degradacédo e/ou decréscimo de sua
sintese, como constatado em folhas de outras espécies submetidas a diferentes
niveis de inundacédo (HUANG et al., 1994; PEZESHK et al., 1996).

As condi¢des de encharcamento do solo, levando a hipoxia, acarretam
emurchamento foliar, epinastia, clorose das folhas, hipertrofia diminuicdo no
crescimento do caule, da planta e da produtividade, aumento na susceptibilidade ao
ataque de pragas, doencas e morte das raizes. Alguns destes podem ser
considerados mecanismos fisiolégicos de adaptacédo das plantas ao encharcamento
do solo (BAILEY-SERRES e VOESENEK, 2008).

O nitrogénio é o nutriente mais sensivel as condicées de aeracéo do solo
e em situacdo de alagamento as reacdes de nitrogénio sao alteradas (SCHOLLES e
VARGAS, 2004). O excesso de agua no solo reduz a fixacdo do dinitrogénio e pode
ser mais severa durante o florescimento, pois nesse periodo o processo de fixacdo
bioldgica do N, atinge seu pico maximo, declinando a partir do estadio de formacao
de vagens (R3), por meio de senescéncia de nédulos. A diminui¢do na fixacdo do N,
€ devido a reducdo do suprimento de fotoassimilados aos nédulos, que competem
com as estruturas reprodutivas (MAHLER et al., 1994)

O objetivo deste trabalho foi o de quantificar os teores dos pigmentos dos
cloroplastideos (clorofilas a, b, total e carotenoides), ureideos e proteinas em dois
genotipos de soja, FT-Abyara e CD 202, durante os periodos de hipoxia e normoxia,
no intuito de verificar o grau de tolerancia e buscar alternativas para as areas de

varzea subutilizadas com a cultura do arroz no Estado do Rio Grande do Sul.



23

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em condicbes de casa-de-vegetacdo na
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria de Clima Temperado (EMBRAPA) de
Pelotas/RS no periodo de setembro de 2007 a marco de 2008.

Foi utilizado como substrato, um solo do tipo Planossolo Haplico Eutréfico
Solédico (EMBRAPA, 2006), com classificacdo americana de Albaqualf (ESTADOS
UNIDOS, 2006), proveniente da camada superficial (0-0,2m) coletado em local
anteriormente cultivado com arroz irrigado, de modo a representar as condicfes
reais do solo a ser cultivado com soja em rotacdo com a cultura do arroz.

No referido substrato, foi efetuado a correcao e fertilizacdo, apds analise
fisico-quimica (Tabela 1), com adicdo de 100 mg de P e 40 mg de K por quilograma
de substrato, nas formas de superfosfato triplo ou fosfato monocalcico [Ca(H2PO4)
2H20] e cloreto de potéassio (KCI), respectivamente. O pH do substrato foi corrigido
para 6,5 a fim de favorecer a simbiose rizébio-soja, sendo usado 8g de calcério
dolomitico C por quilograma de substrato, seguindo as recomendacdes da
Comisséo de Fertilidade do Solo (1995) para suprir as deficiéncias minerais do

cultivo da soja.

Tabela 1. Analise quimica de um substrato de solo do tipo Planossolo Haplico
Eutréfico Solddico (Albaqualf), em Pelotas, RS.

ANALISE BASICA ANALISE AUXILIAR

Arg®  pH? IND.SMP® M.O* P K Na Al Ca Mg
(%) - (%) L mglL-1..... ... mmolc dm-3.....
15 4.4 7.6 1,70 35 73 49 12 6 5

1. Argila; 2. Potencial Hidrogeniénico em Agua; 3. (indice Shoemaker, MacLean e Pratt, 1962); 4.
Matéria Orgéanica
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O substrato foi seco ao ar em casa-de-vegetacédo, posteriormente irrigado,
colocando-o na capacidade de campo, conforme curva de retencédo de agua no solo

(Figura 1), obtida por meio de extrator de pressdo com placa de ceramica porosa.

Umidade Volumétrica (%)

0 10 20 30 40
0 1 1 L J

¥, = 0,8163 ¢ 254270
R2=0,9

(=)
(93]
1

Potencial Matrico (MPa)
AR

1,5 -

Figura 1 — Curva de retencdo de agua do substrato solo do tipo Planossolo
Haplico Eutréfico Solddico (Albaqualf) proveniente da camada
superficial (0-0,2m) coletado em areas cultivadas com arroz

irriaado no municipio de Pelotas/RS.

Vasos perfurados e vedados ao fundo, com capacidade de 6L foram
preenchidos com o substrato previamente corrigido. Em cada vaso foi colocado a
mesma quantidade de solo (6 kg). Esses vasos foram irrigados e deixados em
repouso por 30 dias para acomodacéao do substrato.

O delineamento experimental usado foi o inteiramente casualizado, num
esquema fatorial (2 x 5 x 2), constituido de duas cultivares (FT-Abyara e CD 202),
cinco tratamentos (0; 2; 4; 6 e 8 dias de inundagdo), duas épocas de avaliacao
(estadios V4 e R1) baseado na escala diferencial de desenvolvimento da soja (FEHR
e CAVINESS, 1977), com trés repeticbes. A FT-Abyara foi escolhida baseada no
desempenho razoavel em condi¢bes de cultivo em solos alagados (TOMAS et al.,
2000 e PIRES et al., 2002), e a inexisténcia de informacdes a respeito da cultivar
CD 202 em condi¢cbes de solo alagado, sendo suas caracteristicas descritas na
Tabela 2.
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Tabela 2. Principais caracteristicas das cultivares FT-Abyara e CD 202 (1)

Caracteristicas Cultivar
FT-Abyara CD 202
Ciclo (dias) 121-130 117-120
Ciclo (classificagao) Semi-precoce Precoce
Altura de planta (cm) 84 84
Habito de crescimento Determinado Determinado
Massa de 100 semente (Q) 14,2 15,6
Fertilidade Alta Média/alta
Genealogia Unido x Sant’Ana CEPS 7716 x Invicta

@ Dados obtidos da Associacdo dos Produtores de Sementes do Rio Grande do Sul (APASSUL,
2003) e da Cooperativa Central de Pesquisa Agricola (COODECT, 2005).

Os tratamentos foram aplicados a intervalos regulares de 2 dias até no
maximo 8 dias, para garantir a sobrevivéncia das plantas.

A qualidade fisiologica das sementes das cultivares FT-Abyara e CD 202
(Tabela 3) foi determinada por meio da primeira contagem de germinacdo (PCG), do
teste de Germinacdo (BRASIL, 1992) e da condutividade elétrica (VIEIRA e
CARVALHO, 1994).

Tabela 3. Qualidade fisioldgica de sementes de soja, cultivares FT-Abyara e CD 202

CULTIVAR Primeira Contagem Teste germinativo  Condutividade elétrica
% mSm*g*
FT-Abyara 3h 24h
85,5 93,0 209 730
CD 202 88,6 91,0 199 780

A semeadura foi feita manualmente, colocando em cada vaso sete
sementes previamente inoculadas com Bradyrhyzobium japonicum contendo
estirpes SEMIA 5079 e SEMIA 5080, em meio liguido de marca comercial
RhizomaxR. Apos emergéncia das plantulas foi realizado um desbaste, reduzindo o
namero de plantulas para trés, evitando assim, maior competicdo entre as plantas
durante o ciclo de desenvolvimento.

A partir da abscisédo dos cotilédones e até o final do experimento, as
plantas foram nutridas com solugdo a meia-forca de HOAGLAND e ARNON (1938)

sem nitrogénio mineral, duas vezes por semana. O solo foi mantido com potencial
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hidrico proximo da capacidade de campo (Ww = - 0,03 MPa) (Figura 1) sendo
irrigado quando o substrato possuia 18% de agua, determinados por gravimetria.

No estadio V4 (40 dias apés emergéncia-DAE), os vasos foram irrigados
com solugdo nutritiva diluida, de forma a manter uma lamina de 30 mm, acima do
solo, permanecendo durante o periodo determinado de hipoxia (2; 4; 6; 8 dias de
inundacao), para tal os orificios do fundo do vaso foram vedados, evitando a
drenagem da solucdo, havendo para cada dia de alagamento, um tratamento
controle.

As amostras foram coletadas ao 0O; 2; 4; 6 e 8 dias ap0s inundacéo (DAI)
durante estadio V4. Enquanto, a drenagem dos vasos ocorreu concomitantemente e
a avaliacao da recuperacéo do efeito do tratamento foi durante estadio R1, a partir
dos 70 DAE nos mesmos tratamentos e intervalos de dias.

A extracdo dos pigmentos dos cloroplastideos foi realizada com acetona
(C3H60) a 80% v/v, na presenca de carbonato de calcio (CaCO3) e magnésio,
usando a terceira folha da haste principal, conforme método descrito por ARNON
(1949). As absorbancias foram lidas em espectrofotometro a 663, 647 e 470 nm e
calculados conforme equacbes de LICHTENTHALER (1987), sendo os teores de
clorofilas a, b e total (a+b) e de carotendides expressos em mg do pigmento g-1 de
massa fresca.

Abaixo do n6 cotiledonar foi feito o corte do caule, em forma de bisel, no
horario compreendido entre 11h e 13h, para coletar o exsudato xilematico, com
microcapilares de vidro, a fim de avaliar os teores de ureideos totais, conforme
McCLURE e ISRAEL (1979), posteriormente foram armazenados em banhos de gelo
e conservacdo em freezer. A amostragem para dosagem de ureideos do exsudato
xilematico foi baseada em VOGELS e van der DRIFT (1970). Foram transferidos 250
UL de amostras de seiva ou dos padrdes de alantoina (0-150 nmol mL™) para tubos
de ensaio, devidamente diluidos, e um branco (dgua) adicionando-se 0,5mL de agua
destilada e 0,25mL de hidréxido de sédio 20 g L™. Em seguida, os tubos foram
tampados com bolas de vidro e levados ao banho-maria a 100 °C por dez minutos e
resfriados em agua corrente, acrescentando-se 0,25 mL de acido cloridrico 23,79 L-
1, ap0s aquecidos a ebulicdo por cinco minutos e novamente resfriados foi colocado
0,25mL de tampao fosfato 0,4 mol L™ pH 7,0) e 0,25mL de fenilidrazina 0,33% p/v.

ApoOs repouso, aproximadamente quatro minutos, os tubos foram submetidos a
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banho de gelo para adi¢do de 1,25mL de acido cloridrico concentrado e 0,25mL de
ferrocianeto de potassio 1,65% p/v com agitacdo (vortex). As amostras foram lidas
em espectrofotdbmetro PG- instruments em comprimento de onda de 535nm, sendo
os valores expressos em umol de ureideos por mma3 de exsudato xilematico.

Os tecidos de raizes foram coletados do terco inferior do sistema radical,
lavados e retirando-se o excesso de umidade com papel toalha. As amostras de
raizes (1,5 + 0,03 g) e nddulos (0,5 + 0,03 g) foram conservadas e transportadas em
banhos de gelo e armazenadas em freezer.

A extracdo dos metabolitos de raizes foi realizada conforme o descrito por
BIELESKI e TUNER (1966). Os tecidos das raizes foram macerados com nitrogénio
liguido e homogeneizados com solucdo extratora de metanol/cloroférmio/agua na
proporcdo 12:5:3, empregando 10mL g*, e transferidos para frascos escuros,
permanecendo em repouso por 24h. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas (1000xg por 30min), sendo a fracdo do sobrenadante recuperada em
proveta e para cada 4 mL, acrescentava-se 1,0mL de cloroférmio e 1,5mL de agua
pura, sendo agitada em seguida e deixada em repouso por 24h para a separacao
das fases. A fase aquosa (superior) foi coletada e evaporada em banho-maria a 39
°C por aproximadamente 16h para eliminacdo do residuo de cloroférmio e
concentracdo das amostras. A fase cloroférmica (inferior) foi descartada. As
amostras concentradas tiveram seu volume mensurado e armazenadas em tubos
eppendorf a temperatura de aproximadamente -18 °C. O precipitado foi resuspenso
em 10mL de NaOH 0,1 N e homogeneizado em vértex. Apos 24h em repouso, estes
extratos foram centrifugados e coletados o sobrenadante contendo a porcéo protéica
(BUENO, 1989).

As proteinas totais foram dosadas, utilizando amostras e padréo soro
albumina bovina (BSA) em quantidades variando entre 0 e 100pg num volume de
0,1mL, acrescidos de 5,0mL de reagente de cor (Coomasie Brilliant G 250, 100mg
em 50mL de etanol 95% e 100mL de acido fosférico 85% p/v ) para nodulos,
enquanto para raizes as quantidades do padréo variaram de 0 a 20 ug de proteina
por 0,1mL, com 1mL de reagente de cor. Apds a adi¢cdo do reagente de cor sobre as
amostras e padrdes, os tubos foram agitados para posterior leitura das absorbéancias
a 595nm, em espectrofotometro (BRADFORD, 1976). Os resultados foram

expressos em mg de proteinas totais por g de massa fresca.
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Os dados coletados foram submetidos estatisticamente a analise de variancia (teste
F). Nos casos de interacdes significativas entre os fatores foi utilizada a analise de
regressdo com emprego de polindmios ortogonais (RICHARDS, 1970). Os dados
apresentaram distribuicdo normal do erro e variagdo homogénea, nao necessitando
de transformagdo dos dados. Para analise estatistica, foi utilizado o programa
estatistico ASSISTAT (SILVA, 2008) e os calculos realizados no Microsoft Office
Excel 2007.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de regressao dos teores de clorofilas para as cultivares FT-Abyara
e CD 202 apresentou tendéncia quadratica com coeficientes de determinacéo (R? =
0,9) significativos em nivel de 5% de probabilidade quando comparada ao periodo
de alagamento ou de recuperagcdo (Figura 2). Os teores de clorofilas a foram
influenciados pela interacdo entre o periodo de alagamento ou de recuperagcéo e
pelo gendtipo.

Os teores de clorofilas a foram reduzidos com o incremento do periodo de
hipoxia para ambas cultivares (Figura 2A e 2C), ocorrido durante o estadio V4
(Figura 1A e 1C), exceto aos quatro dias apds a lamina de inundacdo. Os valores
encontrados foram sempre inferiores aos obtidos pelo tratamento controle ao longo
dos dias, mostrando que ambas as cultivares apresentaram redugédo nos teores de
clorofila a, mostrando susceptibilidade ao alagamento. A diminuicdo na producéo de
energia fotoquimica, em conseqiéncia da baixa aeracado, seja por encharcamento
ou inundacédo do solo, pode afetar a eficiéncia fotossintética, em virtude de disturbios
causados na raiz ou diretamente na parte aérea, e dos danos que ocorrem nas
estruturas responsaveis pela fase fotoquimica da fotossintese (ISHIDA, 2002).

E interessante ressaltar que aos quatro dias de alagamento, ambas as
cultivares apresentaram teores de clorofila a, superiores ao tratamento de dois dias
de alagamento.

Os teores de clorofilas a, determinados no periodo de recuperacao, ou seja,
a partir do estadio R1 das plantas sob hipoxia foram menores do que o das plantas-
controle (Figura 2B e 2D) levando a diagnosticar que a recuperacao nao foi completa
em ambas cultivares, porém a cv. FT-Abyara foi menos afetada, apresentando

teores de clorofila a superiores aos da cv. CD 202 (Figura 2D), levando a destacar
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que hipoxia foi mais deletéria para cv. CD 202, no que tange a recuperagdo da

concentracéo clorofila a.
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Figura 2 — Teores de clorofila a de soja nodulada [Glycine max (L.) MERRILL] das
cultivares FT-Abyara (A e B) e CD 202 (C e D), em funcdo de periodos de
alagamento (A e C) aplicado no estadio vegetativo V4 (hipoxia), e avaliados
nos estadios V4 e R1 (florescimento), periodo de recuperacéo (B e D), sendo
tratamentos-controle (o—o) e hipoxia e pos-hipoxia(e—e).*significativo a 5%

probabilidade.
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A clorofila b apés absorver luz, transfere para a clorofila a energia captada
do féton para que faga a converséo. Os teores de clorofila b foram influenciados pelo

periodo de alagamento em ambos o0s genoétipos. Também houve reducao
nos teores de clorofila b com o incremento do periodo de hipoxia para ambas
cultivares (Figura 3A e 3C), ocorrido durante o estadio V4, exceto aos quatro dias
apos inundacéo, sendo que os valores encontrados de clorofila b foram superiores
na cultivar FT- Abyara nos respectivos tratamentos, demonstrando um efeito
deletério mais significativo na cultivar CD 202. Normalmente estresse que ocorre nas
raizes, afeta mais a parte aérea do que propriamente o sistema radical.

Os valores encontrados foram sempre inferiores aos obtidos pelo tratamento
controle ao longo dos dias, mostrando que ambas as cultivares apresentaram
reducado nos teores de clorofila b, mostrando a sensibilidade a hipoxia. O tratamento
controle também apresentou reducéo ao longo do estadio de desenvolvimento o que
leva a concluir que possa ter ocorrido algum efeito de sombreamento. Isso
demonstra que a clorofila b tem diminuicdo na captacdo de energia de outros
comprimentos de onda e possivelmente ineficiéncia na transferéncia de energia para
a clorofila a (Figura 3), visto que a mesma também foi reduzida (SCALON et al.,
2003).

No periodo de recuperacdo, a cultivar FT-Abyara teve uma adaptabilidade
significativamente melhor quando comparada a cultivar CD 202. Os teores de
clorofila b na cultivar CD 202 foram severamente reduzidos no periodo de
recuperacgéo, semelhantemente ao ocorrido com os teores de clorofila a (Figura 2D),
confirmando entdo que a parte aérea responsavel pela captacdo de luz foi reduzida
pelo efeito do alagamento. Isso pode ter sido em funcéo da hipoxia, que provocou
aumento na disponibilidade de Fe*? e Mn*? provocando alteracdes nas moléculas da
clorofila, uma vez que esses nutrientes estdo ligados a constituicdo dos
grupamentos heme, que séo essenciais em sua constituicdo. Porém, tais sintomas
manifestam-se tardiamente, quando as plantas ja4 estdo bastante danificadas
(MALAVOLTA, 1997).

A diminuicdo nos teores de clorofila a (Figura 2) e clorofila b (Figura 3) em
relacdo ao incremento do periodo de alagamento foi semelhante em trabalhos
conduzidos por CORREA et al. (2008).
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Figura 3 — Teores de clorofila b de soja nodulada [Glycine max (L.) MERRILL]
das cultivares FT-Abyara (A e B) e CD 202 (C e D), em funcéo de
periodos de alagamento (A e C) aplicado no estadio vegetativo V4
(hipoxia), e avaliados nos estadios V4 e R1 (florescimento), periodo de

recuperacéo (B e D),

periodo de recuperacdo (B e D), sendo

tratamentos-controle (o—o) e hipoxia e pds-hipoxia (e—e).*significativo

a 5% probabilidade.
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De maneira similar, os teores de clorofila total (Figura 4) foram reduzidos
significativamente com o periodo de alagamento, o que era de se esperar, Vvisto a
reducdo nos teores de clorofilas a e b, sendo o efeito deletério, mais significativo, na
cultivar CD 202 (Figura 4C) do que na FT-Abyara (Figura 4A) e ainda inferior ao das
plantas-testemunha, em ambas as cultivares (Figuras 4A e 4C). A cultivar FT-
Abyara (Figura 4B) teve melhor recuperacdo quando comparada a cultivar CD 202
(FIGURA 4D), que apresentou queda mais acentuada, nos teores de clorofila
total, o que leva a prever certa tolerancia ao alagamento da cv. FT-Abyara.

A deficiéncia de oxigénio no sistema radical da planta de soja, além de inibir
a fixacdo simbidtica, também prejudica a absorcdo de nitrogénio e outros minerais,
afetando negativamente o0 crescimento das raizes e a nodulacao.
Consequentemente, o transporte de N e de outros ions para a parte aérea pode ser
inadequado, resultando em baixa nos teores de clorofila total originando plantas
raquiticas e cloroticas, devido a baixa eficiéncia na conversdo da radiacédo luminosa
em energia, sob a forma de ATP e NADPH (THOMAS, 2004).

Os teores de clorofila total diminuiram com a hipoxia e a clorose observavel,
mesmo aos 21 dias de alagamento, em pupunheiras (CARVALHO e ISHIDA, 2002).
Um solo hipoxico, deficiente em oxigénio, pode se transformar em anoxico, pela
respiracdo dos O6rgdos submersos das plantas ou pelos microrganismos ali
existentes.

Os decréscimos nos teores de clorofilas neste ensaio, estdo de acordo com
a tendéncia de reducédo dos teores de clorofilas a, b e total, obtidos em outras
cultivares de soja, onde a diminuicdo chegou a niveis de aproximadamente 70%
com o incremento do alagamento (ROSA et al., 2007).

Os carotendides sdo componentes essenciais na antena fotossintética,
contribuem na absorcdo da radiacdo incidente e na dissipacdo do excesso de
energia absorvida, estando relacionados a protecdo celular contra danos
fotoxidativos (MITLER, 2002) dentre outras funcgdes.
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Figura 4 — Teores de clorofila total de soja nodulada [Glycine max (L.) MERRILL]
das cultivares FT-Abyara (A e B) e CD 202 (C e D), em funcdo de
periodos de alagamento (A e C) aplicado no estadio vegetativo V4
(hipoxia), e avaliados nos estadios V4 e R1 (florescimento), periodo de
recuperagdo (B e D), sendo tratamentos-controle (o—o) e hipoxia e pos-
hipoxia (e—e).” significativo a 5% probabilidade (n=3).
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Os teores de carotendides diferiram entre os genoétipos estudados havendo
decréscimo em relacdo ao incremento do periodo de alagamento (Figura 5). As
cultivares FT-Abyara (Figura 5A) e CD 202 (Figura 5C) quando submetidas ao
periodo de alagamento, apresentaram diferentes respostas a recuperacgéo,
ocasionando reduc¢do significativamente maior nos teores de carotendides na cv. CD
202 (Figura 5D) do que na FT-Abyara (Figura 5B). Comportamento semelhante foi
observado também nos teores de clorofilas a, b e total (Figuras 2B, Figura 3B e
Figura 4B).

Em gendtipos de soja, ocorre reducdo nos teores de pigmentos dos
cloroplastideos (clorofilas e carotendides) e reducdo do acumulo de matéria seca e
produtividade e em periodos mais prolongados de alagamentos, sobrevém a
senescéncia e morte (BARROS, 2004).

A reducao nos teores de pigmentos dos cloroplastideos (Figuras 2, 3, 4 e 5)
tanto na duracdo do alagamento quanto no periodo de recuperacdo, estdo de
acordo com as detectadas em plantas de soja (cvs. BRS 153 e BRS 154), quando
submetidas de 3 a 12 dias de inundagdo com posterior recuperacdo (BARROS,
2004; CORREA, 2008).

As plantas de soja apresentaram folhas amareladas (cloréticas) nos
tratamentos hipoxicos, em ambas as cultivares, no periodo de recuperacdo, em
virtude da reducédo no teor de pigmentos fotossintéticos. Consequentemente ocorre
diminuicdo na producdo de energia fotoquimica, em razdo da baixa aeracgdo, devido
a lamina de &gua acima do solo, podendo afetar a eficiéncia fotossintética, em
virtude de disturbios causados na raiz ou diretamente na parte aérea, e dos danos
que ocorrem nas estruturas responsaveis pela fase fotoquimica da fotossintese
(ALLEN et al., 1996).
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Figura 5 — Teores de clorofila total de soja nodulada [Glycine max (L.) MERRILL]
das cultivares FT-Abyara (A e B) e CD 202 (C e D), em funcéo de
periodos de alagamento (A e C) aplicado no estadio vegetativo V4
(hipoxia), e avaliados nos estadios V4 e R1 (florescimento), periodo de
recuperacdo (B e D), sendo tratamentos-controle (o—o) e hipoxia e pés-

hipoxia (e—e).* P<0,05; n=3
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Em condi¢éo de inundacao, a eficiéncia fotossintética diminui em virtude da
degradacdo (HUANG et al., 1994) ou reducdo na sintese de clorofilas (SENA
GOMES e KOZLOWSKI, 1988) devido ao acumulo de etileno ou reducéo na sintese
de citocininas (ISHIDA et al., 2002).

As condicbes de baixa disponibilidade de oxigénio, a que as plantas de soja
foram submetidas, acarretaram reducdes drasticas na producdo de pigmentos
fotossintéticos, ocorrendo diferenca significativa com a situacdo normal (tratamentos-
controle) sendo que a diminuicdo nos teores de pigmentos fotossintéticos na cultivar
CD 202 foi mais acentuada quando comparados aos da FT-Abyara.

Os teores de ureideos decresceram, em fungcédo do incremento da duracéo
da hipoxia, de forma diferenciada, para ambas as cultivares na fase V4 (Figura 6) no
exsudato xilematico. A cv. FT-Abyara (Figura 6A) teve reduc¢bes de 32,4; 22,5; 19,0
e 48,5%, enquanto a cv. CD 202 (Figura 6C) sofreu diminuicbes de 27,6; 47,9; 60,6
e 50%, reciprocamente, aos 2; 4; 6 e 8 dias de alagamento do substrato, em relacéo
aos tratamentos-controle. Assim a concentracdo de ureideos da cultivar CD 202 foi
mais alterada que a da cultivar FT-Abyara no periodo de alagamento, principalmente
aos seis e oito dias de inundagdo, permitindo inferir que a falta de oxigénio nos
nodulos potencializa a restricdo quanto a difusdo do O,

A avaliacdo da recuperacao, ocorrida durante 30-38 dias apoOs estadio V4,
possibilitou melhor adaptacéo para cv. FT-Abyara (Figura 6B), do que na cultivar CD
202 (Figura 6D), no entanto, sem atingir os niveis de tratamentos-controle. A cv. FT-
Abyara recuperou 80,2; 78,12; 82,22 e 63,15%, ao passo que CD 202, as
recuperacbes foram de 70,29; 55,26; 48,65 e 56,28%, respectivamente aos

tratamentos no estadio V4, aos 2; 4; 6 e 8 dias de encharcamento do solo.
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Figura 6 — Teores de ureideos totais em exsudato xilematico de plantas de soja

nodulada [Glycine max (L.) MERRILL] das cultivares FT-Abyara (A e B) e CD
202 (C e D), em funcdo de periodos de alagamento (A e C) aplicado no
estadio vegetativo V4 (hipoxia), e avaliados nos estadios V4 e R1
(florescimento), sendo tratamentos-controle (o—o) e hipoxia e pds-hipoxia
(e—e). * significativo a 5% probabilidade (n=3).
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Os resultados apresentados neste trabalho estdo de acordo com os de
BARROS (2004) que trabalhando com gendtipos de soja, BRS 153, BRS 154 e BRS
205, concluiu que ha diminuicdo nos teores de ureideos na seiva do Xxilema,
conforme o incremento dos dias de alagamento, ou seja, 1; 3; 5 e 7 dias de
encharcamento do solo, na fase hipéxica e quando do periodo de recuperacéo, as
concentracdes de ureideos, ndo retornam a niveis de plantas-controle.

Em plantas inoculadas de soja, os ureideos sdo as principais fontes de
nitrogénio (McLURE e ISRAEL, 1979), porém necessitam, inicialmente, serem
metabolizados para posterior utilizacdo pela planta. Apesar dos ureideos nao
exercerem um papel direto na nutricdo nitrogenada do grao da soja (RAINBIRD et al.
1984), foi demonstrado que o nitrogénio, oriundo da fixacdo bioldgica é direcionado
preferencialmente para o crescimento de 6rgdos reprodutivos da soja, apos a
floracdo (OHYAMA, 1983; YONEYAMA e ISHIZUKA, 1982).

As concentracfes de proteinas tiveram maior acumulo nas raizes das
plantas da cultivar FT-Abyara (Figura 7A) até os quatro dias de inundacédo. Aos seis
dias de ambiente hipoxico, os teores de proteinas decairam a valores abaixo do
controle, o que pode ser devido a algum mecanismo adaptativo, ao contrario da
cultivar CD 202 (Figura 7C) que os valores de proteinas foram menores que 0s
encontrados pelos tratamentos-controle, apresentando leve incremento aos quatro
dias de inundacédo, mas depois diminuiram para valores aquém dos encontrados nas
plantas-controle. Os valores foram incrementados em 11,27 e 18,86%,
respectivamente, aos dois e quatro dias de inundacéo (Figura 7A). Ja aos seis e oito
dias de inundacdo houve, respectivamente, decréscimos de 17,37 e 19,09% nos
teores de proteinas totais. A cultivar CD 202 apresentou reducfes de 15,89; 9,38;
26,97 e 26,95% nos teores protéicos, respectivamente, aos 2; 4; 6 e 8 dias de
inundacao, demonstrando a a¢ao danosa do alagamento.

No que concerne ao periodo de recuperacdo, as duas cultivares
apresentaram tendéncia semelhante na reducéo dos teores de proteinas totais. A
partir dos seis dias houve incremento nos teores de proteinas para a cultivar FT-
Abyara (Figura 7B) com valores acima do controle. Houve recuperacdes de 93,9 e
95,0 e acréscimos de 120,1 E 147,8% respectivamente aos 2, 4, 6 e 8 dias

(inundados em V4 e determinados em R1).
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Figura 7 — Teores de proteinas totais em raizes de plantas de soja nodulada [Glycine

max (L.) MERRILL] das cultivares FT-Abyara (A e B)e CD 202 (C e D), em
funcdo de periodos de alagamento (A e C) aplicado no estadio vegetativo
V4 (hipoxia), e avaliados nos estadios V4 e R1 (florescimento), sendo
tratamentos-controle (o—o) e hipoxia e pds-hipoxia (e—e). * significativo a

5% probabilidade (n=3).
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Também em condi¢cBes alagadicas, ocorre aumento expressivo nas
concentragbes de proteinas e na recuperacdo, a concentracdo de proteinas s e
acréscimo de 4,8 e 20,9% (aos 6 e 8 dias inundados em V4 e medidos em R1).
Enquanto, a cultivar CD 202 (Figura 7D) apresentou recuperacdes de 79,8; 85,5;
90,5 e 93,1% nos teores protéicos, reciprocamente aos 2; 4; 6 e 8 dias de
inundacao em V4 e avaliados em R1.

As tendéncias encontradas nos teores de proteinas totais, neste ensaio,
estdo de acordo com os de BARRETO et al. (2008), em que a cultivar de sorgo
AG2005E alagada apresenta maiores acumulos de proteinas livres durante todo o
periodo de alagamento das plantas, portanto os aminoacidos degradados séo
utilizados em maior grau para sintese de proteinas. Também MARQUES e JOLY
(2000) avaliando a adaptacdo de quatro espécies forrageiras em resposta ao
estresse anoxico, confirma que o crescimento durante o déficit de oxigénio e a
sobrevivéncia apds o estresse estdo associados aos incrementos durante a hipoxia,
utilizando-os para a recuperacgao, quando da remocéao do estresse hipéxico.

Em nddulos, os teores de proteinas totais foram reduzidos com o aumento
no periodo de alagamento, para ambos os genétipos (Figura 8). A cultivar FT-Abyara
(Figura 8A) apresentou reducdes de 8,7; 26,7; 35,7 e 40,2%, ao passo que, CD 202
(Figura 8C) teve reducobes de 15,1; 18,0; 19,2 e 32,0% em relacdo aos tratamentos-
controle, respectivamente aos 2; 4; 6 e 8 dias de inundagéo.

Ap0s periodo de drenagem, durante estadio R1, houve também decréscimo
nos teores de proteinas totais, ndo atingindo os niveis dos tratamentos-controle,
recuperando apenas 79,7; 66,7; 61 e 52% para cultivar FT-Abyara (Figura 8B) e
78,4; 67,5; 63,9 e 60,9% para cv. CD 202 (Figura 8D), reciprocamente aos 2; 4; 6 e 8
dias de inundacéo, realizados em V4 e verificados em R1.

A tendéncia de diminuicdo nos teores de proteina totais conforme o
incremento na duracdo do periodo de hipoxia também foi observado por BADINELLI
(2008) nas cultivares BRS 153 e BRS 154, sendo que na recuperacdo, os teores

protéicos atingiram os niveis dos controles, em amostras de nodulos.
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Figura 8 — Teores de proteinas totais em nddulos de plantas de soja nodulada
[Glycine max (L.) MERRILL] das cultivares FT-Abyara (A e B) e CD 202 (C
e D), em funcdo de periodos de alagamento (A e C) aplicado no estadio
vegetativo V4 (hipoxia), e avaliados nos estadios V4 e R1 (florescimento),
sendo tratamentos-controle (o—o) e hipoxia e poés-hipoxia (e—e). *
significativo a 5% probabilidade (n=3).
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CONCLUSOES

As concentracfes dos pigmentos dos cloroplastideos das plantas de soja
sob hipoxia séo inferiores aos das plantas controle, tanto no periodo de alagamento
guanto no de recuperacao, sendo reduzidos conforme o incremento dos dias de
alagamentos. Nao houve recuperacdo completa nos teores de clorofilas a, b e total e
carotendides com a remocdo da hipoxia em ambas cultivares. A fixacdo do
dinitrogénio é reduzida na seiva xilematica e os teores de proteinas totais aumentam
pelo efeito da hipoxia, nas raizes e diminuem em ndodulos. A cultivar FT-Abyara tem

menor susceptibilidade a hipoxia do que a cv. CD 202.
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CAPITULO 2

RESISTENCIA ESTOMATICA E TRANSPIRACAO EM CULTIVARES
DE SOJA [Glycine max (L.) MERRILL] SOB CONDICOES DE

HIPOXIA E POS-HIPOXIA

INTRODUCAO

Em regibes de solos hidromorficos, também conhecidos como solos de
varzea, onde a drenagem € deficiente, a baixa disponibilidade de oxigénio é
frequente, sendo muito utilizados para cultura de arroz. A diversificagdo ou
incorporacao de novas culturas as areas de varzea (solos hidromorficos), geralmente
destinadas a producdo de arroz irrigado, € uma forma de aumentar a eficiéncia do
sistema produtivo.

Condicdes temporarias de encharcamento sdo de ampla distribuicdo nas
mais variadas partes do mundo, devido a irregularidades na distribuicdo da
precipitacdo pluvial, mau controle da agua, drenagem ineficiente, preparo
inadequado do solo, que podem gerar uma condicdo de anaerobiose que, mesmo
por curtos periodos de tempo, podem acarretar consequéncias danosas as plantas
(SCOTT e NORMAN, 2000).

Um dos primeiros sintomas do alagamento em plantas nao-tolerantes ao

ambiente andxico nas raizes é o fechamento estomético (KOZLOWSKI e
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PALLARDY, 2002). Ainda, o alagamento induz significativa redu¢do na condutancia
estomatica, tendendo a acentuar-se com o0 tempo de tratamento, ndo levando,
porém, a um fechamento completo dos estématos, mesmo no periodo da tarde, o
qual ocorre normalmente maior demanda evapotranspiratoria (MATSUI e
TSUCHIYA, 2006).

Em geral, sob efeito do alagamento, ocorre a diminuicdo da absorcéo de
agua, tanto pela reducdo do comprimento e superficie total das raizes, como em
consequéncia da sua morte, ou ainda, pelo aumento da resisténcia ao fluxo de agua
(PRYOR, 2006). Estes fenomenos produzem o emurchamento das folhas, caso nédo
possuam bom controle estomatico e baixa transpiracao cuticular.

Além de adaptacdes morfo-anatdmicas (ALAOUI-SOSSE et al., 2005),
podem ocorrer algumas alteracdes nas taxas de transpiracdo, de fotossintese e na
condutancia estomatica, decorrentes de ajustes bioquimicos e metabdlicos,
provocados pela inundacao.

O objetivo deste trabalho foi o de determinar a resisténcia estomatica e a
transpiracdo de dois gendétipos de soja, FT-Abyara e CD 202, durante diferentes
periodos de inundacdo e de recuperacdo com a intencdo de avaliar o grau de
tolerancia a hipoxia e buscar alternativas para as areas de varzeas subutilizadas

com a cultura do arroz no estado do Rio Grande do Sul.
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MATERIAL E METODOS

O experimento e as andlises foram conduzidos em condi¢cdes de casa-de-
vegetacdo na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria de Clima Temperado
(EMBRAPA) de Pelotas/RS no periodo de setembro de 2007 a marco de 2008.

O substrato utilizado foi um solo do tipo Planossolo Héaplico Eutréfico
Solédico (EMBRAPA, 2006). No referido substrato, foi efetuado a correcdo e
fertilizacdo, apds andlise fisico-quimica (Tabela 1, Cap.l). Posteriormente o
substrato foi seco ao ar em casa-de-vegetacéo, irrigado, de modo a coloca-lo na
capacidade de campo, conforme curva de retencdo de agua no solo (Figura 1,
Cap.1).

O delineamento experimental usado foi o inteiramente casualizado, num
esquema fatorial (2 x 5 x 2), constituido de duas cultivares, cinco tratamentos (0; 2;
4; 6 e 8 dias de hipoxia), duas épocas de avaliacao (estadios V4 e R1), baseado na
escala diferencial de desenvolvimento da soja (FEHR e CAVINESS, 1977), com trés
repeticoes.

As cultivares escolhidas foram FT-Abyara e CD 202 (Tabela 2, Cap.1). Foi
determinada a qualidade fisiologica das sementes das cultivares FT-Abyara e CD
202 (Tabela 3, cap.l) e posteriormente realizada a semeadura manualmente,
colocando em <cada vaso sete sementes previamente inoculadas com
Bradyrhyzobium japonicum contendo estirpes SEMIA 5079 e SEMIA 5080, na fase
liguida, de marca comercial RhizomaxR. Apd6s emergéncia das plantulas, foi
realizado um desbaste, reduzindo o numero de plantulas para trés, evitando assim,
maior competicao entre as plantas durante o ciclo de desenvolvimento.

A partir da abscisdo dos cotilédones e até o final do experimento, as plantas
foram nutridas com solugcdo meia forca de HOAGLAND e ARNON (1938) sem
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nitrogénio mineral, duas vezes por semana. O solo foi mantido com potencial hidrico
préximo da capacidade de campo (W, = -0,03 MPa), sendo irrigado quando o
substrato possuia 18% de agua, determinados por gravimetria.

No estadio V4, 40 dias apos emergéncia (DAE) os vasos foram irrigados com
solugcdo nutritiva, de forma a manter uma lamina de 30 mm, acima do solo,
permanecendo durante o periodo determinado de hipoxia (2; 4; 6; 8 dias de
inundacao), para tal os orificios do fundo do vaso foram vedados, evitando a
drenagem do substrato, onde para cada dia de alagamento havia um tratamento
controle.

AvaliacOes da resisténcia estomatica e de transpiracdo foram efetuadas nas
folhas de soja nos tratamentos 0; 2; 4; 6 e 8 dias ap0s inundacao (DAI). A drenagem
dos vasos ocorreu concomitantemente e a avaliagdo da recuperacao do efeito do
tratamento foi realizada durante estddio R1 (a partir dos 70 DAE), nos mesmos
tratamentos e intervalos de dias.

A resisténcia estomatica e transpiracdo foram medidas utilizando um
pordmetro de equilibrio dindmico marca LICOR, modelo LI-1600, determinando a
resisténcia estomatica foliar de forma direta. Foram realizadas duas determinacdes
diariamente na face abaxial das folhas. Com a finalidade de representar
adequadamente as avaliacOes, trés folhas (32, 42, e 52 do centro) na época de cada
medicdo, completamente expandidas, na face abaxial no periodo da manha (10h as
13h) e da tarde (15h as 18h) em cada tratamento de inundag&o e no controle diério,
na altura mediana das plantas. Foram efetuadas seis medicdes, sendo
desconsiderados os pontos extremos e calculada a média das leituras por repeticéo.
Os resultados de resisténcia estomatica foram expressos em s cm™ e os de
transpiracdo em mmol m? s™.

Os dados coletados foram submetidos a analise de variancia (teste F). Os
efeitos estatisticamente significativos pelo teste F foram submetidos a andlise de
regressdo com emprego de polindbmios ortogonais (RICHARDS, 1970). Os dados
apresentaram distribuicdo normal do erro e variagdo homogénea, ndo necessitando
de transformacdo dos dados. Para andlise estatistica, foi usado o programa
estatistico ASSISTAT (SILVA, 2008) e os calculos realizados no Microsoft Office
Excel 2007.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A resisténcia estomatica manteve-se praticamente uniforme com o passar
dos dias, aferindo a um metabolismo normal, nas plantas controle com auséncia de
estresse. Entretanto a resisténcia estomatica aumentou com o periodo de
alagamento para as cultivares FT-Abyara (Figura 1A e 1C) e CD 202 (Figura 2A e
2C) no turno matutino, com coeficientes de determinacdes significativos em nivel
de 5% de probabilidade. Os valores de resisténcia estomatica variaram de 4,7 a
8,0 s cm™ nos tratamentos alagados, ao passo que a média do controle variou de
2,5 a 2,7 s cm?, no turno da manha para a cultivar FT-Abyara. Os acréscimos
chegaram a 88,0; 161,5; 175 e 175,8% em relacdo a seus respectivos tratamentos-
controle (2; 4; 6 e 8 dias de inundacédo), para a cultivar FT-Abyara. No periodo
vespertino os acréscimos chegaram a 89,7; 149,13; 164,8 e 190,2%,
respectivamente, conforme aos 2; 4; 6 e 8 dias de inundagéo, em relagdo  aos
tratamentos-controle.

Houve recuperacdo ao estresse submetido, para a cultivar FT-Abyara, no
estadio R1, tanto na medicdo feita a tarde, quanto na manh&, de forma que,
comparado a um controle de resisténcia estomatica com oscilagdo de 2,6 a 3,3 s
cm™. No periodo diurno, os valores de acréscimos na resisténcia estomatica na
manha foram de 11,2; 43,3; 47,2 e 77,3% conforme, respectivamente, ao
incremento dos dias de alagamento (2; 4; 6 e 8 dias), inferiores ao periodo de
alagamento. Ao passo que na leitura realizada a tarde, os valores oscilaram para

16,6; 55,0; 48,30 e 67,7% conforme o respectivo dia de incremento no alagamento.
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Figura 1 — Resisténcia estomatica de folhas de soja nodulada [Glycine max (L.)
MERRILL] da cultivar FT-Abyara em funcdo de periodos de alagamento (A e
C) aplicado no estadio vegetativo V4 (hipoxia), e avaliados nos estadios V4 e

R1 (florescimento),

periodo de

recuperacdo (B e D),

sendo o0s

tratamentos-controle (o—o) e hipoxia e pés-hipoxia (e—e), no turno da
manha (A e B) e no turno da tarde (C e D).* significativo a 5% probabilidade

(n=3).
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A tendéncia de resultados aqui apresentados estdo de acordo com o0s
encontrados por Triticum aestivum (HUAGAND et al., 1994a,b), em que os
estbmatos se mostram sensiveis a hipoxia na primeira semana. Respostas distintas
da resisténcia estomatica ao alagamento também foram verificadas entre gramineas
tropicais (BARUCH, 1994b).

Variacbes na resisténcia estomaticas, observadas ao longo do periodo
diurno, podem ser explicadas por uma série de fatores, entre eles, a sensibilidade a
densidade do fluxo radiante, que segundo TURNER (1974), a condi¢céo de estresse,
influencia a acdo estomatica, em funcdo do déficit de presséo de vapor d'agua, que
atua como indicador do equilibrio térmico entre a planta e o meio, além de ritmos
endoégenos em funcdo da diminuicdo da agua no solo. Como resultados, as
medicOes de resisténcia estomética, em geral, apresentam variabilidade acentuada.

A cultivar CD 202 (Figuras 2A e 2C) apresentou valores de resisténcia
estomatica superiores aos apresentados pela cultivar FT-Abyara (Figura 1A e 1C),
nos dois horarios avaliados, em relacdo aos periodos de alagamento. Os acréscimos
obtidos foram de 207,7; 204,3; 214,6 e 260,1% em relacdo aos tratamentos-controle
das plantas em auséncia de estresse por alagamento. No periodo vespertino os
acréscimos chegaram a 169,8; 177,67; 212,7 e 237,1%, respectivamente, conforme,
2; 4; 6 e 8 dias de alagamento. A variabilidade na resisténcia estoméatica para esta
cultivar submetida ao alagamento foi de 6,1 a 9,7 s mm™ em detrimento aos
tratamentos-controle que foram de 2,6 a 2,9 s cm™. Estes resultados levam a inferir
gue os danos causados pelo suprimento de oxigénio nas raizes foi mais deletério
para a cultivar CD 202 (Figura 2A e 2C), no periodo vegetativo V4.

No que tange ao inicio do periodo de florescimento, época em que foi
avaliada a recuperacgao, a resisténcia estomatica da cultivar CD 202 (Figuras 2B e
2D) variou durante o dia, para os tratamentos-controle, de 3,1 a 4,4 s cm'. No
horario da manhéa os valores encontrados apresentaram aumentos de 125,8; 148,3;
152,6 e 171,2%, conforme o respectivo incremento dos dias de alagamento (2; 4; 6 e
8 dias) em V4, em relacdo aos tratamentos-controle, mantido, somente, na
capacidade de campo. No horério da tarde os valores ocorridos foram semelhantes,
alguns menores, na ordem de 162,2; 143,7; 128,8 e 118,5%, conforme incremento

dos dias de alagamento (2; 4; 6 e 8).
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Figura 2 — Resisténcia estomatica de soja nodulada [Glycine max (L.) MERRILL] da
cultivar CD 202, em funcéo de periodos de alagamento (A e C) aplicado no
estadio vegetativo V4 (hipoxia), e avaliados nos estadios V4 e R1
(florescimento), periodo de recuperacédo (B e D), sendo tratamentos-controle
(0—o0) e hipoxia e p6s-hipoxia (e—e), no turno da manha (A e B) e no turno
da tarde (C e D).* significativo a 5% probabilidade (n=3).
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Ressaltam-se também maiores valores de resisténcia estomatica obtido nos
tratamentos-controle neste horario. Portanto, houve aumento da resisténcia
estomatica, principalmente no periodo de manhad a tarde, sendo estabelecidas
relagcdes entre 0 mecanismo de abertura e fechamento dos estomatos com diversos
fatores exogenos (radiacdo solar, umidade relativa e temperatura do ar) e
enddgenos que atuam na propria planta, estando de acordo como descrito por
SIEBENEICHLER et al. (1998).

O aumento da resisténcia estomética determina uma reducdo da taxa de
perda de vapor d’agua e representa uma vantagem imediata para prevenir a
desidratacdo do tecido foliar, em periodos do dia onde a demanda atmosférica é
maior que o fluxo de agua na folha, entretanto, em periodos prolongados, pode
afetar o balanco de calor sensivel do vegetal e ainda a absorcdo do CO,,
repercutindo na diminuicdo da fotossintese (RIBAS et al., 2000).

Possivelmente os efeitos do emurchamento verificados nas folhas da cultivar
CD 202 de soja entre os estadios V4 e R1, comprovaram o efeito negativo do
alagamento, alterando a resisténcia estomatica, esse efeito, nas folhas do topo do
dossel, ndo foi tdo acentuados quanto nas folhas inferiores.

O estresse anodxico a que foi submetido as cultivares de soja possibilitou o
fechamento dos estdmatos, aumentando a resisténcia estomatica, afetando
diretamente a etapa difusiva do processo fotossintético, além de outras alteracdes
implicadas no processo de redugcdo do CO,, o que concorda com trabalhos de
ROMERO et al. (2003).

Os resultados também estdo de acordo com BATISTA et al. (2008), onde o
alagamento provocou aumento na resisténcia estomatica aos 2; 5 e 15 dias de
inundacdo em Cecropia pachystachya Trec. Também, em plantas de milho BRS-
4154, submetidas ao alagamento do solo, apresentam efeito negativo nas
caracteristicas biofisicas de resisténcia estomatica e transpiracdo (ROMERO et al.,
2003).

Apesar da interacdo de diversos fatores que atuam sobre os estématos e,
consequentemente, sobre a resisténcia estomatica, fica evidente o efeito do estresse
por alagamento sobre esse parametro, observando que o mesmo pode ser utilizado

como indicador na avaliacao de estresses.
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E importante relatar que, assim como, na resisténcia estomatica (Figuras 1 e
2), os teores de clorofilas a, b, total e carotenoides (Figuras 2; 3; 4 e 5; cap. 1)
também foram afetados, tanto na cultivar FT-Abyara quanto na cultivar CD 202,
mostrando a sensibilidade ao alagamento das duas cultivares. Ressalta-se que 0s
efeitos danosos nos teores comentados, até entdo apresentados, foram mais
significantes na cultivar CD 202 do que na FT-Abyara, o que demonstra uma relativa
tolerancia ao alagamento da cv. FT-Abyara.

Medidas fisiolégicas como resisténcia estomética (Figuras 1 e 2),
transpiragéo (Figuras 3 e 4) podem ser utilizadas para caracterizar o estado de
estresse da planta, conforme relatos nos trabalhos de BERGONCI et al., 2000;
RIBAS et al., 2000.

Houve decréscimo da transpiracdo com o periodo de alagamento para
ambas as cultivares (Figuras 3 e 4), no horario da manha e da tarde.

As taxas transpiratorias para cultivar FT-Abyara (Figura 3) sob hipoxia foram
menores que o0s obtidos pelas plantas testemunhas, sendo esta diferenca
acentuada com o periodo de alagamento. No horario da manha (Figura 3A), os
valores de transpiracdo diminuiram para 29,7; 25,5; 28,81 e 28,0%, conforme o
respectivo incremento da hipoxia, aos 2; 4; 6 e 8 dias de inundacédo, em relacdo aos
tratamentos-controle, com médias de transpiracdo de 0,51 a 0,56 mmol m? s™. No
horario da tarde (Figura 3C), a transpiracdo média para 0s tratamentos-controle
foram de 0,52 a 0,60 mmol m? s com reducdes de 13,1; 15,3; 34,6 e 38,9%, em
relacdo aos mesmos respectivos incrementos de dias de alagamento, quando

com parados aos tratamentos-controle.
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Figura 3 — Transpiracdo de folhas de soja nodulada [Glycine max (L.) MERRILL] da

cultivar FT-Abyara, em funcéo de periodos de alagamento (A e C) aplicado
no estadio vegetativo V4 (hipoxia), e avaliados nos estadios V4 e R1
(florescimento), periodo de recuperaggéo (B e D), sendo
tratamentos-controle (o—o) e hipoxia e pos-hipoxia (e—e), no turno da
manha (A e B) e no turno da tarde (C e D).* significativo a 5% probabilidade
(n=3).
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No periodo de florescimento, época em que 0S vasos ja estavam sob
drenagem, momento em que foi avaliada a recuperacdo, a cultivar FT-Abyara
(Figura 3B) apresentou, no horario da manha, transpiracdo média 0,71 a 0,79 mmol
m? st com reducdes para valores de 16,4; 27,6; 37,6 e 39,7% conforme o
respectivo incremento da hipoxia, aos 2; 4; 6 e 8 dias de inundacdo, em relacao
aos tratamentos-controle. Ao passo que no horario da tarde (Figura 3D) os valores
se alteram para 10,3; 23,9; 34,4 e 29,6% em relacdo 0S mesmos respectivos
incrementos de dias de alagamento cuja transpiracdo média dos tratamentos-
controle foram de 0,61 a 0,63 mmol m?s™,

No entanto, 0 aumento na resisténcia estomatica pode, muitas vezes, nao
estar diretamente relacionada com a diminuigdo da transpiracdo. Outros processos
podem ser relacionados induzindo ao fechamento dos estdématos, tais como o efluxo
de potassio nas folhas de plantas em estresse, causando perda de turgor, as altas
concentracfes de etileno e o aumento na producdo de ABA nas folhas (REIS et al.,
2007).

Os valores da transpiracao para a cultivar CD 202 sob hipoxia (Figura 4A e
4C) foram menores que os obtidos pelas plantas testemunhas, senda esta diferenca
acentuada com a duracdo do alagamento e ainda menores quando comparado com
a cultivar FT-Abyara (Figura 3A e Figura 3C). No horario da manha, os valores de
transpiracdo diminuiram para 24,5; 22,6; 31,6 e 29,7%, conforme o0 respectivo
incremento da hipoxia, aos 2; 4; 6 e 8 dias de inundacdo, em relacdo aos
tratamentos-controle, que apresentou transpiracdo média de 0,51 a 0,52 mmol m™
s, No horério da tarde (Figura 3C), a média das transpiracdes média para os
tratamentos-controle foram de 0,44 a 0,46 mmol m? s™ com reducdes de 21,4; 22,3;
28,3 e 27,6%, em relacdo aos mesmos respectivos incrementos de dias de
alagamento.

A cultivar CD 202 (Figura 4B) apresentou, no horario da manhé, transpiragéo
média 0,68 a 0,72 mmol m? s™ com reducdes para valores de 35,

6; 32,8; 50,0 e 58,1% conforme o respectivo incremento da hipoxia, aos 2; 4; 6 e 8
dias de inundacdo, em relacdo aos tratamentos-controle, ao passo que no horario
da tarde (Figura 4D) os valores se alteram para 38,6; 33,8; 40,7 €,2% em relacao os

mesmos respectivos incrementos de dias de alagamento, com média de
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transpiracdo dos controles oscilando entre 0,60 a 0,72 mmol m? s™, no tratamento
de recuperacao.
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Figura 4 — Transpiracao de folhas de soja nodulada [Glicine max (L.) MERRILL] da
cultivar CD 202, em funcéo de periodos de alagamento (A e C) aplicado no
estadio vegetativo V4 (hipoxia), e avaliados nos estadios V4 e R1
(florescimento), periodo de recuperacédo (B e D), sendo tratamentos-controle
(0o—o0) e hipoxia e p6s-hipoxia (e—e), no turno da manha (A e B) e no turno
da tarde (C e D).* significativo a 5% probabilidade.
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O decréscimo na transpiracdo com o periodo de alagamento também foram
observados em plantas Jovens de Curaua (Ananas erectifolius L. B. Smith), no qual
a transpiracao medida foi menor nas plantas alagadas do que nas plantas controle.

Em Zea mays L., a transpiracdo decresceu significativamente entre o quinto
e sétimo dia sob alagamento, mas recuperou-se a partir de entdo, no decorrer do
periodo de estresse (WENKERT et al., 1981).

Podemos observar que as plantas apresentaram diferencas de respostas
quanto ao estresse submetido no periodo de alagamento. A cultivar FT-Abyara
embora tenha sofrido efeito do estresse, apresentou redugcdes na  transpiragédo e
na condutancia Experimentos tém mostrado que a deficiéncia das raizes de trigo ou
cevada em absorver ions de nutrientes e transporta-los para o xilema e deste para a
parte aérea rapidamente estomatico, assim como, a cultivar CD 202, onde a ac¢éo
danificadora foi maior. Ambas as cultivares ndo apresentaram respostas em nivel de
controle, o que confirma a acdo do alagamento nas raizes das mesmas. Em raizes
anoxicas ou hipoxicas falta energia suficiente para sustentar processos fisioldgicos
dos quais dependem as partes aéreas, levando a escassez de ions nos tecidos em
desenvolvimento e expansdo. As folhas velhas senescem prematuramente por
causa da realocacao de elementos méveis no floema (N, P, K) para as folhas jovens.
A permeabilidade mais baixa das raizes a agua, freqientemente leva a um
decréscimo do potencial hidrico da folha e & murcha, embora este decréscimo seja
temporario se os estdmatos fecharem, evitando mais perda de agua por transpiracéo
(PETERNELLI, 2003).

A tendéncia de reducao da transpiracdo com o periodo de alagamento ou de
recuperacdo pode, possivelmente ser explicada, em virtude do aumento da
resisténcia estomatica (Figuras 4 e 5) em resposta ao fechamento dos estdbmatos
durante o excesso de agua ou as consequéncias deste excesso, podendo ter
também ocasionado sinais quimicos originario das raizes, em virtude da relagdo de
dependéncia entre a resisténcia estomatica e o grau de hidratacdo das raizes (TAIZ
e ZEIGER, 2004).
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CONCLUSOES

A hipoxia provoca aumento na resisténcia estomatica e diminuicdo na
transpiracdo, incrementados com o periodo de alagamento, para ambas cultivares
de soja. No entanto, as cultivares tem diferencas de respostas tanto no periodo de
alagamento quanto no de recuperagdo, sem chegar aos niveis de controle, sendo a

cv. CD 202 mais susceptivel do que a FT-Abyara.
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CAPITULO 3

CRESCIMENTO DE CULTIVARES DE SOJA [Glycine max (L.)

MERRILL] SOB CONDICOES DE HIPOXIA E POS-HIPOXIA

INTRODUCAO

Os ecossistemas inundaveis, como areas de solos organicos e sedimentos
fluviais, nos quais o lencol freatico se mantém sempre elevado, ao contrario do que
se imagina, ocorrem com frequéncia em varias regides do pais, representando
grande entrave ao estabelecimento de culturas tolerantes nestas regifes. Rio
Grande do Sul possui cerca de 5,5 milhdes de hectares de solos propicios ao cultivo
de arroz irrigado. Deste total, aproximadamente um milhdo de hectares € cultivado
anualmente com a cultura. O restante da area € utilizado para a pecuéria extensiva,
de baixo retorno financeiro (EMBRAPA, 2006). Poucas pesquisas foram conduzidas
no Brasil, objetivando avaliar espécies que resistam ao alagamento. O cultivo de
soja, em parte desta area, € uma alternativa atraente de intensificacdo do uso da
terra e de diversificacdo da renda da propriedade agricola, com a vantagem de
aproveitar praticamente a mesma infra-estrutura da lavoura de arroz (LANGE, 2007).

O excesso de agua no solo promove deficiéncia de oxigénio, tornando o
ambiente das raizes hipdxico, consequentemente a respiracdo dos 0Orgaos
submersos da planta e/ou de microorganismos é comprometida, 0 oxigénio &

esgotado nesse ambiente, ficando andxico, sendo a glicdlise e o metabolismo
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fermentativo o principal meio de obtencé@o de ATP pelas células vegetais (ALVES et
al, 2000).

Plantas tolerantes ou que apresentam certo grau de tolerancia desenvolvem
estruturas ou mecanismos que lhe permitam sobreviver por periodos mais
prolongados nessas condigdes (BRAY et al., 2000).

A saturacao hidrica do solo limita os sistemas de raizes em suprir nutrientes
minerais para os diversos 0rgaos da planta com diminuicdes no comprimento da raiz
principal, na altura da planta e no crescimento, em geral, assim como, induz a
abscisédo foliar, reduz a expansdo da folha e inibe a formacdo dos primordios
foliares. No entanto, a recuperacdo da planta apds estresse hipoxico, pode ser
comprometida, devido, principalmente a formacédo do acetaldeido e radicais livres,
sendo dependente da espécie, do estadio da planta, da duracdo e intensidade do
estresse e do tempo de recuperacdo (BARROS, 2004; FRIES et al., 2007; BAILEY-
SERRES e VOESENEK, 2008).

As massas totais (fresca ou seca), a relacdo massa raiz/parte aérea, 0
volume de raiz, a fotossintese da planta, além de complica¢cdes no metabolismo do
processo respiratorio-oxidativo sdo as principais alteragbes em plantas sob
condicbes de excesso de &gua. Contudo, as plantas podem desenvolver
mecanismos adaptativos, contornando essas situacées (BELTRAO, 2001).

O presente trabalho teve como objetivo analisar o crescimento de dois
gendtipos de soja [Glycine max (L.) MERRILL], FT-Abyara e CD 202, quanto a
tolerancia a hipoxia e pos-hipoxia como proposta de insercdo da soja em areas com

a cultura do arroz no Estado do Rio Grande do Sul.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em condicbes de casa-de-vegetacdo na
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria de Clima Temperado (EMBRAPA) de
Pelotas/RS no periodo de setembro de 2007 a marco de 2008. Posteriormente as
andlises foram realizadas no Laboratério de Sementes da Faculdade de Agronomia
Eliseu Maciel e no Departamento de Botanica da Universidade Federal de Pelotas.

O substrato utilizado foi um solo do tipo Planossolo Haplico Eutréfico
Solddico (EMBRAPA, 2006). No referido substrato, foi efetuado a correcdo e
fertilizacdo, apos andlise fisico-quimica (Tabela 1, Cap.l). Posteriormente o
substrato foi seco ao ar livre em casa-de-vegetacao, irrigado, de modo a colocé-lo na
capacidade de campo com posterior ajuste da equacdo entre o teor de agua e o
potencial matrico, conforme curva de retencao de agua no solo (Figura 1, Cap.1).

O delineamento experimental usado foi o inteiramente casualizado, num
esquema fatorial (2 x 5 x 2), constituido de duas cultivares, cinco tratamentos (0; 2;
4; 6 e 8 dias de hipoxia), duas épocas de avaliacdo (estadio V4 e estadio R1)
baseado na escala diferencial de desenvolvimento da soja (FEHR e CAVINESS,
1977), com trés repeticdes.

As cultivares escolhidas foram FT-Abyara e CD 202 (Tabela 2, Cap.1). Foi
determinada a qualidade fisioldgica das sementes das cultivares FT-Abyara e CD
202 (Tabela 3, cap.l) e posteriormente realizada a semeadura manualmente,
colocando em cada vaso sete sementes previamente inoculadas com
Bradyrhyzobium japonicum contendo estirpes SEMIA 5079 e SEMIA 5080, em meio
liquido, de marca RhizomaxR. Apds emergéncia das plantulas, foi realizado um
desbaste, reduzindo o numero de plantulas para trés, evitando assim, maior

competicdo entre as plantas durante o ciclo de desenvolvimento.
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A partir da absciséo dos cotilédones e até o final do experimento, as plantas
foram nutridas com solucdo meia forca de HOAGLAND e ARNON (1938) sem
nitrogénio mineral, duas vezes por semana. O solo foi mantido com potencial hidrico
préximo da capacidade de campo (W, = - 0,03 MPa), sendo irrigado quando o
substrato possuia 18% de agua, determinados por gravimetria.

No estadio V4 (aos 40 dias apds emergéncia) os vasos foram irrigados com
solucdo nutritiva, de forma a manter uma lamina de 30 mm, acima do solo,
permanecendo durante o periodo determinado de hipoxia (2; 4; 6; 8 dias de
inundacgéo), para tal os orificios do fundo do vaso foram vedados, evitando a
drenagem do substrato, onde para cada dia de alagamento havia um tratamento
controle.

As avaliagOes das massas frescas e secas foram efetuadas nos tratamentos
0; 2; 4; 6 e 8 dias apoés inundacao (DAI), a partir do estadio V4. A drenagem dos
vasos ocorreu sucessivamente aos 2; 4; 6 e 8 DAI e a avaliacdo da recuperacao do
efeito do tratamento foi realizada durante estadio R1 (a partir dos 70 dias apos
emergéncia), nos mesmos tratamentos e intervalos de dias.

As caracteristicas de crescimento avaliadas foram é&rea foliar, volume de
raizes e as massas frescas e secas da parte aérea e das raizes medidas durante
estadios de desenvolvimento V4 e R1 da soja, nos intervalos de dias anteriormente
mencionados. Para estas determinagcdes as plantas foram cortadas rente ao solo e
separadas em parte aérea e raizes. Posteriormente, as raizes foram lavadas em
agua corrente, sob peneiras, para a remoc¢ao das particulas de substrato aderidas,
evitando assim a perda de amostras e enroladas em papel toalha para a retirada do
excesso de umidade.

O volume de raizes foi determinado em proveta graduada pelo
deslocamento da coluna de agua devido a submersao.

As folhas foram separadas das plantas e depositadas imediatamente em
sacos plasticos com algoddo embebido em agua, conduzidas para determinacdo da
area foliar, por meio de medidor de area LICOR, modelo 3100. Logo a seguir, as
fitomassas frescas foram determinadas gravimetricamente.

Em seguida, a parte aérea e as raizes foram colocadas em sacos de papel e
secas em estufa de ventilacdo forcada a temperatura de 65+3 °C por 72 horas,

guando atingiram massa constante.
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Os dados coletados foram submetidos estatisticamente a analise de
variancia (teste F). Os efeitos estatisticamente significativos pelo teste F foram
submetidos a analise de regressdo com emprego de polindmios ortogonais
(RICHARDS, 1970). Os dados apresentaram distribuicdo normal do erro e variagao
homogénea, ndo necessitando de transformacdo dos dados. Para andlise
estatistica, foi utilizado o programa estatistico ASSISTAT (SILVA, 2008) e os

calculos realizados no Microsoft Office Excel 2007.



65

RESULTADOS E DISCUSSAO

A area foliar (Af) dos tratamentos-controle (Figura 1) mantiveram-se
praticamente constante com o passar dos dias, em ambos os periodos de
alagamento ou recuperacado. A area foliar ndo foi reduzida significativamente com o
incremento da duracdo do alagamento para ambas as cultivares no estadio V4. No
periodo de recuperacgédo, estadio R1, a cultivar FT-Abyara (Figura 1B) diminui Af, em
relacdo aos tratamentos-controle crescido na capacidade de campo, recuperando
95,1; 98,0; 87,5 e 81,5%, ao passo que, a cultivar CD 202 (Figura 1D) teve
recuperacbes menores e de 75,1; 76,6; 73,4 e 68,8%, respectivamente, aos
tratamentos que foram alagados no estadio V4 (2; 4; 6 e 8 dias). Por conseguinte, o
excesso de &gua no solo, devido a lamina de 30 milimetros, influenciou
negativamente a superficie de captacdo de luz solar pelas plantas, sendo mais
drastico na cultivar CD 202 que na FT-Abyara. Essa recuperacdo na area foliar,
provavelmente, pode ser devida a modificagcdo em alguma funcéo fisiologica (taxas
de crescimento relativo, fotossintética, transpiratoria, renovacgéo foliar e condutancia
estomatica, etc.) para manter suas atividades vitais, assim como prevé (CHAPIN Il
et al.,, 1993).Também, modificacbes anatbmicas nas folhas, colmo e raizes sao
importantes para garantir a sobrevivéncia da planta em condi¢des de solos mal

drenados, onde a concentragao de O2 é baixa (hipoxia) ou inexistente (anoxia).
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Figura 1 — Area foliar de plantas de soja nodulada [Glycine max (L.) MERRILL]
das cultivares FT-Abyara (A e B) e CD 202 (C e D), em funcao de
periodos de alagamento (A e C) aplicado no estadio vegetativo V4
(hipoxia), e avaliados nos estadios V4 e R1 (florescimento), sendo
tratamentos-controle (o—o) e hipoxia e pds-hipoxia (e—e). * significativo
a 5% probabilidade (n=3).
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A érea foliar avaliada neste trabalho esta de acordo com BARROS al.
(2004), em gue plantas de soja submetidas ao excesso hidrico reduzem a area foliar
conforme a duracao do tempo de alagamento.

A interagdo entre 0 excesso hidrico, tempo e cultivar alterou a massa fresca
de parte aérea (Figura 2), sendo reduzido com aumento na duracé@o da hipoxia para
ambas as cultivares (Figuras 2A e 2C). A cv. FT-Abyara (Figura 2A) apresentou
reducdes de 12,4; 18,4; 25,0 e 30,0% e a cv. CD 202 (Figuras 2B) de 13,0; 23,1;
29,8 e 36,1% de massa fresca de parte aérea, em relacdo ao incremento da duracéo
do alagamento, reciprocamente, aos 2; 4; 6 e 8 dias de hipoxia, quando comparado
com as plantas crescidas em condicfes regulares. Portanto, a massa fresca da parte
aérea da cv. CD 202 foi mais reduzida pelo estresse do alagamento do que a cv. FT-
Abyara, principalmente aos seis e oito dias de encharcamento do solo. Entretanto,
durante o periodo de recuperacdo (70-78 DAE) houve recuperacdes de 96,7; 88,9;
87,1 e 82,3% na cultivar FT-Abyara e menores na faixa de 75,4; 75,1; 73,5 e 72,2%
para cv. CD 202, reciprocamente, aos tratamentos hipéxicos submetidos no estadio
V4 (2; 4; 6 e 8 dias), em relagédo aos tratamentos-controle.

Destaca-se que a recuperacao da massa fresca da cultivar FT-Abyara foi
significativamente melhor, no estadio R1, que a do gendtipo CD 202, sem mesmo
assim, chegar aos niveis de controle.

A tendéncia de reducdo da massa fresca da parte aérea em relacdo a
duracdo do alagamento, esta de acordo com BARROS (2004), que obteve queda
com o incremento do ambiente hipéxico em gendtipos de Glycine max (L.) MERRIL
sob condicbes de deficiéncia de oxigénio. Da mesma forma, em funcdo da
deficiéncia de oxigénio nas raizes podem ocorrer alteracfes na massa seca aérea
devido a mudancgas no fluxo de substancias entre os dois sistemas, principalmente
do sinal hormonal e de nutrientes (JACKSON, 1990).

O crescimento e desenvolvimento das diferentes partes da planta sdo afetados em
ambiente alagado, causando variagbes na respiragdo aerébica, no nivel
nutricional e na fotossintese (ALAOUI-SOSSE et al. 2005).
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Figura 2 — Massa fresca de parte aérea de plantas de soja nodulada [Glycine max
(L.) MERRILL] das cultivares FT-Abyara (A e B) e CD 202 (C e D), em
funcdo de periodos de alagamento (A e C) aplicado no estadio vegetativo
V4 (hipoxia), e avaliados nos estadios V4 e R1 (florescimento), sendo
tratamentos-controle (o—o) e hipoxia e pds-hipoxia (e—e). * significativo a
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No que concerne a massa seca de parte aérea, a cultivar FT-Abyara
(Figura 3A) revelou diminuicbes de 11,6; 21,0; 24,2 e 29,2%, ao passo que, a
cultivar CD 202 (Figura 3C) sofreu reductes de 10,9; 21,3; 34,9 e 36,0% de massa
seca de parte aérea, em relagdo ao incremento de alagamento, respectivamente
aos 2; 4; 6 e 8 dias de hipoxia, durante estadio V4, quando comparado com as
plantas crescidas em condi¢cdes normais ao longo dos dias.

E interessante reforcar que aos dois dias de inundacg&o, a cv. CD 202 teve
diminuicdo menor que a cv. FT-Abyara, 0 que ndo ocorreu com a massa fresca, o
que permite inferir que possivelmente, as folhas nesse momento estavam com
excesso de agua, revelando uma baixa em sua massa seca, perdida por
evaporacdo em estufa de ventilacdo forcada. Salienta-se ainda, que a cv. FT-
Abyara alcancou significante e baixa reducdo de massa seca de parte aérea, aos
oito dias de inundacdo, quando comparada com o outro genétipo, sem, no entanto,
assemelhar-se aos da plantas dos tratamentos-controle. No estadio R1, a cultivar
FT-Abyara apresentou recuperacdes de 96,6; 89,0; 86,0 e 81,8% na massa seca
de parte aérea, em relacdo aos tratamentos-controle crescido proximo a
capacidade de campo (Figura 3B), ao passo que, na cultivar CD 202 (Figura 3D),
as recuperacbes foram de 76,4, 75,5, 73,5 e 72,6, respectivamente, aos
tratamentos alagados no estadio V4 (2; 4; 6 e 8 DAI), conforme o periodo de
encharcamento.

Conforme exposto, o gendétipo CD 202 foi menos tolerante ao estresse do
alagamento, no que tange a area foliar e massas fresca e seca (Figuras 1C, 2C e
3C) quando comparado ao genoétipo FT-Abyara (Figura 1A, 2A e 3A).

Esse trabalho também esta de acordo com o de BARROS (2004), em que
ha rendimento menor de massa seca de parte aérea, sem, no entanto, alcancar os
niveis de controle, de plantas de soja sob alagamento. Houve algumas tentativas
de adaptacgéo, principalmente da cultivar FT-Abyara tolerar o estresse hidrico. Isso
mostra que nos mecanismos de tolerancia das plantas ao alagamento do solo
existe uma série de caracteristicas e estratégias adaptativas que melhoram a troca
de gases e mantém a producao de energia pela planta (ARMSTRONG et al., 1994).

A planta tolerante deve ser capaz de crescer e modificar o padréo de alocacao de



Massa seca de parte aérea (g planta™)

=
|

B

y = -0,0083x2+ 0,0303x+ 1,495
R2=0,83

cy=-0,0173x2+0,1657x+ 1,4235
*R?2=0,90

ey =-0,0066x%+0,0195x +1,3478
*R?=0,90

oy=-0,0217x%+0,2451x+1,1423
*R?=0,89

Periodo de hipoxia (dias)

(durante alagamento em V4)

70

7 B oy =-0,0544x2+ 0,5578x+ 4,3659
*R?2=10,85
4 - ey =-0,0341x%+0,2291x + 4,7583
*R?=0,92

1 T T 1

2 4 6 8
D

7 -
(/6/\@\

4 3

ey =-0,0944x? + 0,9639x +3,9925

*R?=0,99
oy =-0,0702x2 + 0,6782x + 3,1675
*R?=0,99
2 4 6 8

Periodo de hipoxia (dias) em V4

(durante recuperacédo em R1)

Figura 3 — Massa seca de parte aérea de plantas de soja nodulada [Glycine max (L.)
MERRILL] das cultivares FT-Abyara (A e B) e CD 202 (C e D), em fungéo de
periodos de alagamento (A e C) aplicado no estadio vegetativo V4 (hipoxia), e
avaliados nos estadios V4 e R1 (florescimento), sendo tratamentos-controle
(0o—o0) e hipoxia e pés-hipoxia (e—e). * significativo a 5% probabilidade (n=3).
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carbono para investimento em éarea fotossintética e distribuicdo de oxigénio as
raizes. A tendéncia de plantas bem adaptadas e tolerantes ao alagamento €&
reverter a biomassa as folhas e raizes (BARUCH, 1994a; DIAS-FILHO, 2002).

No volume das raizes (Figura 4) houve diferenca de resposta entre as
cultivares, no que concerne a interacdo entre o regime hidrico e tempo de
tratamento. Assim, ambas as cultivares (Figura 4A e 4C) apresentaram tendéncia
a diminuir o volume de raizes, conforme o periodo de encharcamento, sem chegar
aos niveis de tratamentos-controle. As reducdes para FT-Abyara foram de 10,1;
22,7, 24,6 e 26,7%, reciprocamente aos 2; 4; 6 e 8 dias de excesso hidrico. Em
contraste, a cv. CD 202 apresentou diminuicBes maiores e na ordem de 12,8; 22,0;
36,4 e 29,1% em relacdo aos mesmos dias de inundacéao.

No estadio R1, a cv. FT-Abyara (Figura 4B) mostrou tendéncia de aumento
do volume de raizes, conforme incremento dos dias de alagamento, aproximando-
se aos tratamentos-controle, aos oito DAIL. Em contrapartida a cv. CD 202 (Figura
4D) aumentou o volume de raizes, apenas aos quatro dias. A recuperacdo do
volume de raizes, comparado aos tratamentos-controle, foi na ordem de 90,8; 85,1;
89,7 e 95,8% para cultivar FT-Abyara. Ao passo que, na CD 202 foram de 74,3,
79,0; 73,3 e 75,7% conforme os respectivos dias de hipoxia (2; 4; 6 e 8 dias
alagados no estadio V4 e avaliados no estadio R1).

E possivel entdo um retorno das condigdes hipdxicas anaerdbicas para
situagcdes com maior disponibilidade de oxigénio, possibilitando assim, condi¢des
para que haja retorno na assimilacdo de compostos nitrogenados (SA, 2005).

O aumento do volume de raizes diminuiu na época de alagamento,
ocorrendo substancial incremento no volume de raizes em R1 a diferentes periodos
de hipoxia e retorno a normoxia, sem atingir os niveis dos tratamentos controle.
Estes resultados estdo de acordo aos obtidos nos gendétipos de soja BRS 153 e
BRS 154 por BADINELLI (2008).
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Figura 4 — Volume de raizes de plantas de soja nodulada [Glycine max (L.)
MERRILL] das cultivares FT-Abyara (A e B) e CD 202 (C e D), em funcéo
de periodos de alagamento (A e C) aplicado no estadio vegetativo V4
(hipoxia), e avaliados nos estadios V4 e R1 (florescimento), sendo
tratamentos-controle (o—o) e hipoxia e pds-hipoxia (e—e). * significativo a
5% probabilidade (n=3).



73

Enquanto a cultivar CD 202 (Figura 5C) sofreu diminui¢des de 8,4; 4,7; 5,5 e 7,2%,
respectivamente aos 2; 4; 6 e 8 dias de hipoxia quando comparado com as plantas
crescidas em condi¢cfes normais ao longo dos dias. A cultivar CD 202 teve maior
reducdo (superior a cv. FT-Abyara) em sua massa fresca de raizes apenas aos
dois e quatro dias de inundagédo e apds houve uma tendéncia na diminuicdo de
reducdo dessa massa seca para valores menores e inferiores aos da cv. FT-
Abyara. Mesmo assim, a cv. FT-Abyara apresentou mesma tendéncia de reducao
de massa fresca de sistema radical em funcdo da duragéo por alagamento.

Quanto ao periodo de recuperacdo, dos 70-78 DAE, para cultivar FT-
Abyara, os valores recuperados foram de 84,2; 80,0; 84,38 e 97,06% ao passo que
a cultivar CD 202 apresentou valores menores de 82,68; 85,40; 86,73 e 87,40%,
respectivamente, aos tratamentos-controle. Isso mostra que o alagamento
influenciou negativamente a fitomassa fresca de raizes, ndo oferecendo condicdes
para que as plantas de soja retornassem as condicfes ideais, verificadas junto as
plantas controles.

Os resultados encontrados neste trabalho, estdo de acordo com os de
SANTIAGO e PALOTI (2007) que observaram também diminuicdo na fitomassa
seca de raizes em Guibourtia hymenifolia (Moric.) J. Leonard (Fabaceae) e Genipa
americana L. (Rubiaceae), submetidas ao estresse por alagamento do substrato.

A massa seca de raizes (Figura 6) apresentou a mesma tendéncia de
reducdo conforme o incremento dos dias de alagamento, apresentando altos
coeficientes de determinacao e significativos a 5% de probabilidade, em ambas as
cultivares.

Na cultivar FT-Abyara (Figura 6A) ocorreram decréscimos de 10,6; 11,4;
14,2 e 9,8%, ao passo que, a cultivar CD 202 (Figura 6C) sofreu reducdes de 21,8;
23,4; 35,1 e 35,3% de massa seca das raizes, em relagdo ao incremento do
periodo de alagamento, respectivamente, 2; 4; 6 e 8 dias de hipoxia, quando
comparado com os controles, crescidos na capacidade de campo. Observa-se
a superioridade da cultivar FT-Abyara em detrimento da CD 202, que foi

severamente afetada pelo regime hidrico imposto.
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Figura 5 — Massa fresca de raizes de plantas de soja nodulada [Glycine max
(L.) MERRILL] das cultivares FT-Abyara (A e B) e CD 202 (C e D), em
funcdo de periodos de alagamento (A e C) aplicado no estadio
vegetativo V4 (hipoxia), e avaliados nos estadios V4 e R1
(florescimento), sendo tratamentos-controle (o—o) e hipoxia e poés-
hipoxia (e—e). * significativo a 5% probabilidade (n=3).
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funcdo de periodos de alagamento (A e C), aplicado no estadio
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No periodo de normoxia, intervalo regular de 30 dias entre cada
tratamento, a cultivar FT-Abyara (Figura 6B) apresentou recuperacfes, em relacao
aos tratamentos-controle crescidos na capacidade de campo, de 85,6; 86,5; 83,7 e
90,9%, enquanto, na cultivar CD 202 (Figura 6D) foram de 88,9; 91,2; 89,0 e 94,5%
respectivamente, aos 2; 4; 6 e 8 dias de inundagdo no estadio V4, sugerindo
respostas muito semelhantes ao alagamento.

Isso revela que o incremento do alagamento influenciou a fitomassa seca
de raizes, de forma similar, oferecendo condi¢cdes para que as plantas de soja
retornassem a uma recuperagéao, ainda que incompleta.

O presente trabalho também esta de acordo com o de JUNIOR et al. (2008)
gue descreve a reducdo de massa seca de raizes em condi¢cdes de alagamento,
em varios genaotipos de soja, observado no estadio V6.

A deficiéncia de oxigénio também influenciou a raz&o entre a massa seca
da parte aérea e a massa seca de raizes (MSPA/MSR) no periodo de inundacéo,
ocorrendo resposta diferenciada no periodo de inundacdo. A cultivar FT-Abyara
apresentou acréscimo de 4,5% aos dois dias de inundacéo e reducao de 6,3; 11,5
e 26,1% respectivamente aos 4; 6 e 8 dias de inundacdo (Figura 7A). Ao passo
que, a cultivar CD 202 apresentou acréscimos de 13,9; 2,6; 0,16 aos 2; 4 e 6 dias
de inundacéo e decréscimo de 1,28% aos 8 DAI (Figura 7C).

No que tange ao momento da recuperacao existiram acréscimos de 12,6;
11,35; 2,98 aos 2; 4 e 6 DAI e reducdo de 14,5% aos 8 DAI para cultivar FT-
Abyara (Figura 7B). Enquanto que para cultivar CD 202 (Figura 7D) houve apenas
reducdes de 13,7; 17,4; 17,5 e 23,0% respectivamente, aos 2; 4; 6 e 8 dias
alagados em V4 e verificados em R1, em relagcdo aos respectivos tratamentos-
controle. No periodo de inundacdo a razdo MSPA/MSR decresceu drasticamente
com o incremento na duracdo da hipoxia nas raizes da cultivar FT-Abyara (Figura
7A), fato ndo ocorrido na mesma intensidade na cultivar CD 202 (Figura 7C). E
regra geral, que um fator que atua numa parte afeta mais a outra parte, porém
neste caso houve reducdo mais acentuada na massa seca das raizes em virtude,
provavelmente, da drastica alteracdo no metabolismo que passou de aerobico para
anaerobico. Relata-se, entdo, que a recuperacdo foi mais afetada na relagéo

MSPA/MSR da cultivar CD 202 na época de recuperacao.
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A deficiéncia de oxigénio reduz a razdo entre a massa seca da parte aérea e
a massa seca do sistema de raizes no periodo de inundacdo, ndo ocorrendo
diferenca de resposta entre as cultivares de soja BRS 153 e BRS 154 (BADINELLI,
2008), estando de acordo com os resultados desse trabalho. Também, o aumento
da razdo MSPA/MSR ocorre apoés o terceiro dia de inundacao, intensificando-se com
0 avanco do periodo de tratamento hipoxico, o0 que demonstra maior efeito inibitorio
do crescimento do sistema das raizes em relacao a parte aérea

Embora a formacéo de raizes adventicias seja apontada como indicador da
presenca de mecanismo adaptativo em plantas tolerantes ao alagamento do solo
(ARMSTRONG et al.,, 1994; LIAU e LIN, 2001), tal mecanismo pode nao
necessariamente garantir a tolerancia plena da planta a esse estresse.

Realmente, a inundacdo desencadeia uma seérie de processos que
influenciam as caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas do solo como meio para
o desenvolvimento das plantas e nestas condi¢des, as plantas podem apresentar
adaptacdes morfologicas, anatbmicas e metabdlicas, de forma a minimizar os
efeitos da falta de oxigénio, o que pode ter ocorrido posteriormente na
recuperacdo. E interessante frisar, que sob o estresse hipoxico, nenhuma das

cultivares atingiu os niveis de controle.
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Figura 7 — Razdo massa seca da parte aérea / massa seca de raizes

(MSPA/MSR) de plantas de soja nodulada [Glycine max (L.) MERRILL]
das cultivares FT-Abyara (A e B) e CD 202 (C e D), em funcédo de
periodos de alagamento (A e C) aplicado no estadio vegetativo V4
(hipoxia), e avaliados nos estadios V4 e R1 (florescimento), sendo
tratamentos-controle (o—o) e hipoxia e pds-hipoxia (e—se). * significativo
a 5% probabilidade (n=3).
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CONCLUSOES

O estresse hipoxico provoca reducdes em todas as caracteristicas de
crescimento avaliadas, acentuando-se com o incremento do periodo de
alagamento, exceto na razao parte aérea / raizes. A cultivar FT-Abyara é mais

eficiente na recuperacédo do estresse, quando comparada com a cultivar CD 202,

sem recuperar a niveis de controle.
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CONCLUSOES GERAIS

A hipoxia provoca reducdo na fixacdo do gas nitrogénio, bem como, na
alocacdo de compostos protéicos, havendo também, diminuicdo nas concentracdes
de pigmentos fotossintéticos, aumento de resisténcia estomatica e diminuicdo da
transpiragdo, provocando assim, alteragBes negativas nas caracteristicas de
crescimento avaliadas, fazendo com que as plantas ndo retornassem a niveis de
tratamentos-controle. A cultivar FT-Abyara € superior a cultivar CD 202, tanto no
periodo de hipoxia quanto no de recuperacdo, para a maioria dos parametros

determinados.
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