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Modificacoes morfolégicas e assimilaciao de nitrogénio em plantas de soja (Glycine max)
com sistemas radiculares sob deficiéncia de O,

Plantas noduladas de soja foram cultivadas em vasos com vermiculita e nutridas com soluc¢io
nutritiva sem N até o estddio V6-7, ocasido em que os sistemas radiculares foram inundados
durante 21 dias com soluc@o nutritiva sem N e com NOs3", NH;* e NH;NO3 com os objetivos
de: 1) caracterizar o desenvolvimento de aerénquima na planta de soja com sistema radicular
submetido a deficiéncia de O, 2) verificar a capacidade do aerénquima reverter o processo de
deficiéncia de O, no sistema radicular da planta de soja e restabelecer a fixa¢do simbidtica de
N, e 3) determinar o efeito da fonte de nitrogénio (N,, NO3’, NH;" ¢ NH;NO3) sobre o
desenvolvimento da planta de soja com sistema radicular sob deficiéncia de O,. Os resultados
demonstram que: 1) a planta de soja com sistema radicular inundado desenvolve aerénquima a
partir do periciclo no segmento de caule submerso, na raiz principal e nas raizes laterais; nas
raizes adventicias, que surgem no caule submerso, ocorrem aerénquima esquizégeno, lisigeno
e a partir do periciclo; e nos nddulos a origem do aerénquima € o felogé€nio. 2) na planta de
soja com sistema radicular inundado as interconexdes de aerénquima nos 6rgaos submersos da
planta fazem com que apds duas semanas de inundag¢do a planta reverta o processo de
deficiéncia de O, no sistema radicular e recupere a fixagdo simbidtica de Ny. Entretanto, a
planta tem seu desenvolvimento reduzido e apresenta-se clorética, e 3) o suprimento de NO3”
durante a inundacdo do sistema radicular da planta de soja faz com ela apresente
desenvolvimento similar a planta com sistema radicular ndo inundado. Porém, a presenca de
NH," durante a inundacdo reduz drasticamente o desenvolvimento da planta, mas a presenga
de NO3~ na propor¢do de 1:1 na solug@o nutritiva praticamente elimina o efeito toxico do

NH," a planta de soja com sistema radicular inundado.



Morphological modifications and nitrogen assimilation in soybean plants (Glycine max)
with root systems under O, deficiency

Nodulated soybean plants were cultivated in pots with vermiculite and fed with N-free
nutrient solution until the stage V6-7, when the root systems were flooded for 21 days with N-
free nutrient solution or nutrient solution containing NOs; , NHs" and NH;NOs, with the
following objectives: 1) characterize aerenchyma development in the soybean plant with the
root system submitted to O, deficiency ; 2) verify the capacity of the aerenchyma to revert the
process of O, deficiency in the root system of the soybean plant and to reestablish symbiotic
N, fixation and 3) determine the effect of the source of nitrogen (N, NO; , NH;" and
NH4NOs3) on the development of the soybean plant with the root system under O, deficiency.
The results demonstrate that: 1) the soybean plant with a flooded root system develops
aerenchyma from the pericycle in the submerged stem segment, in the main root and in the
lateral roots; in the adventitious roots, that appear on the submerged stem, schizogenous and
lysigenous aerenchyma forms from the pericycle; while in the nodules the origin of the
aerenchyma is the phellogen. 2) in the soybean plant with the root system flooded the
aerenchyma becomes interconnected within the submerged organs of the plant such that after
two weeks of flooding the plant reverts the process of O, deficiency in the root system and
recovers symbiotic N, fixation. However, the development of the plant is reduced and
becomes chlorotic , and 3) the supply of NO3™ during the flooding of the root system of the
soybean plant results in growth and development similar to that of the control plants whose
root system was not flooded. However, the presence of NH," during flooding reduces the
development of the plant drastically, but the presence of NO;3™ in the nutrient solution in the
proportion of 1:1 practically eliminates the toxic effect of NH4* to the soybean plant with a

flooded root system.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cultivo em solos de varzea no Rio Grande do Sul

Os solos de védrzea compreendem aqueles solos que apresentam uma caracteristica
comum, que ¢ a formacdo em condi¢des de hidromorfismo. A principal caracteristica desses
solos € a deficiente drenagem natural, normalmente motivada pelo relevo predominantemente
plano, associado a um perfil cuja camada superficial € pouco profunda e a sub-superficial é
praticamente impermedvel (Pauletto et al., 1998).

No RS os solos de varzea ocupam uma drea de aproximadamente 5,5 milhdes de
hectares (Pauletto et al., 1998) e, em torno de 3 milhdes de hectares vém sendo utilizados para
o cultivo de arroz irrigado, dos quais anualmente utilizam-se aproximadamente 1 milhdo de
hectares. Quase todo o restante da drea nao cultivada (pousio) vem sendo sub-utilizada com
pecudria de corte extensiva. Neste contexto, a soja surge como uma alternativa de cultivo as
areas de pousio, uma vez que utiliza praticamente a mesma infra-estrutura da lavoura de arroz
(IRGA, 2001).

A rotacdo de culturas em solos de varzea é uma prética recomendada para aumentar o
rendimento de graos de arroz, quer pelo efeito direto de quebrar o ciclo de insetos pragas,
moléstias e de plantas daninhas que prejudicam o desenvolvimento do arroz, ou pelo efeito
indireto na melhoria das condi¢des quimicas e fisicas do solo (IRGA, 2001). Entretanto, para
que esse efeito ocorra, é necessdrio estudar espécies e/ou cultivares que se adaptem as
condi¢des de excesso de dgua no solo e que proporcionem retorno econdmico ao produtor.
Nesse contexto, enquadra-se a cultura da soja, que, embora introduzida e melhorada para dreas

bem drenadas no Brasil, ¢ 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)

1.2. Deficiéncia de O, no solo e o desenvolvimento de aerénquima em plantas

Em um solo com drenagem deficiente, quando ocorre inundag@o, 0s espacos porosos
sdo preenchidos pela dgua. Para as plantas, o principal efeito imposto pela inundacdo € o
impedimento das trocas gasosas entre o sistema radicular e o espago poroso do solo, visto que
a resisténcia de difusdo de muitos gases é aproximadamente 1000 vezes maior na d4gua que no
ar (Armstrong et al., 1994). No caso do O, a velocidade de difusdo na dgua € 100 vezes
menor que no ar (Thomson & Greenway, 1991) e sua concentrac¢do no ar € 30 vezes maior que
dissolvido na 4gua, fazendo com que menos de 1 mm e ndo mais do que poucos centimetros
da superficie de um solo inundado apresentem condi¢des aerobicas (Armstrong et al., 1994).
Entretanto, apds 24 h de inundac@o, com temperatura ambiente superior a 20 °C, pode haver
esgotamento total do O, do solo devido ao consumo por microrganismos, fauna e raizes
(Armstrong et al., 1994; Marschner, 1995; Drew et al., 2000; Liesack et al., 2000),
ocasionando o acimulo de gds carbOnico, metano, etileno e gis sulfidrico (Costa, 1996;
Liesack et al., 2000).

A concentracdo do O, dissolvido na dgua a 20 °C, em equilibrio com o ar € 277 ?M, s6
que se estima que o Km para as enzimas citocromo oxidase e alternativa oxidase presentes na
mitocOndria isolada de raizes de soja € 0,14 e 1,7 ?7M, respectivamente, enfatizando que ao
nivel da mitocOndria as exigéncias de O, sdao muito baixas. Esta grande diferenca na
concentragdo de O, € explicada pela alta resisténcia de difus@o radial do O, nas células das

raizes (Drew, 1997).



H4 hipoxia quando a pressdo parcial de O, limita a produ¢do de ATP pela mitocondria
(Drew, 1997), sendo o metabolismo hipdxico caracterizado pela atividade simultinea da
respiracdo limitada (metabolismo aerdbico) e algum grau de fermentacdo (metabolismo
anaerdbico). Sob condi¢des hipdxicas, o metabolismo de um O6rgdo vegetal pode ser
heterogé€neo, visto que as camadas externas recebem mais O, que as camadas internas (Ricard
et al., 1994). A anoxia ocorre quando a producdo de ATP pela fosforilagdo oxidativa é
desprezivel em relacdo ao gerado pela glicolise e fermentacao (Drew, 1997).

O estresse ocasionado pela baixa concentracdo de O, no solo inundado faz com que
plantas tolerantes ao excesso de umidade desenvolvam aerénquima, podendo ocorrer nas
raizes, nédulos, rizomas, caule e folhas submersas (Pankhurst & Sprent, 1975; Kawase &
Whitmoyer, 1980; Armstrong et al., 1994; Loureiro et al., 1995; Drew, 1997; Jackson &
Armstrong, 1999; Drew et al., 2000; Schussler & Longstreth, 2000; Gibberd et al., 2001).

O aerénquima tem como principal caracteristica a presenca de grandes e numerosos
espacos intercelulares ou lacunas, onde o ar se acumula. A formagdo de aerénquima a partir de
células do parénquima fundamental pode se dar por separacdo das células (esquizégeno) ou
por lise destas (lisigeno). O aerénquima pode reduzir substancialmente a resisténcia interna ao
transporte de O, N, e vérios metabdlitos gasosos como CO; e etileno, especialmente entre a
parte aérea e as raizes. O transporte de O pelo aerénquima diminui o risco de asfixia da
planta, quando ela estd com o sistema radicular inundado ou completamente submersa e,
ainda, promove a desintoxicacdo da rizosfera de substincias formadas em solos reduzidos
(como O6xidos ferrosos e manganosos) devido a perda de O, pelas raizes (Jackson &
Armstrong, 1999, Sousa et al., 2000). O aerénquima reduz a demanda de O, por unidade de
volume de tecido no qual ocorre, quando comparado com o parénquima aerifero, mas poroso

(Armstrong et al., 1994; Jackson & Armstrong, 1999).
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O aerénquima pode ter origem meristematica ou ndo. A origem meristematica ocorre a
partir de sucessivas divisdes, induzidas pela hipoxia, de células meristemaéticas originando um
tecido parenquimdtico esponjoso (Justin & Armstrong, 1987). O aerénquima nao
meristemdtico pode ser formado por padrdes especificos de separacdo e expansdo diferencial
entre células adultas (aerénquima esquizdgeno) ou pela morte e dissolucdo de células adultas
especificas (aerénquima lisigeno). Entretanto, os dois tipos podem ocorrer na mesma planta e
o aerénquima esquizdgeno pode preceder a ocorréncia do aerénquima lisigeno no mesmo
o0rgdo (Justin & Armstrong, 1987; Armstrong et al., 1994; Schussler & Longstreth, 1996;
Jackson & Armstrong, 1999; Drew et al., 2000).

Os mecanismos que controlam o desenvolvimento do aerénquima de origem
meristemdtica e do aerénquima esquizdgeno sdo desconhecidos (Justin & Armstrong, 1987;
Armstrong et al., 1994; Schussler & Longstreth, 1996; Drew et al., 2000). O desenvolvimento
do aerénquima lisigeno € induzido pela hipoxia que estimula a sintese de etileno, o qual ativa
uma rota metabdlica envolvendo fosfoinositideos e Ca*™2, onde também estio envolvidas
enzimas como a celulase, proteases, lipases, DNAases e muitas outras (Drew et al., 2000;
Jones, 2001; Peng et al., 2001). A fragmentacdo e condensacdo nuclear sdo as primeiras
modificacdes observadas em células em lise. Segue-se a quebra do tonoplasto e outras
organelas, além da ruptura da membrana plasmatica. Depois da perda do citoplasma, as células
danificadas formam o aerénquima lisigeno (Schussler & Longstreth, 2000).

A sintese de etileno pelos tecidos é fortemente promovida pela hipoxia, mas bloqueada
pela anoxia devido ao requerimento de O, livre para a conversdo de ACC (4cido 1-
aminociclopropano 1-carboxilico) para etileno, pela ACC oxidase (Armstrong et al., 1994;
Dey & Harbone, 1997; Drew, 1997; Jackson & Armstrong, 1999; Drew et al., 2000; Peng et

al., 2001).



A soja € uma espécie origindria de drea alagadicas do norte da China (Evans, 1996),
apresentando variabilidade genética para tolerar o excesso de umidade no solo (VanToai et al.,
1994; Thomas et al., 2000; Pires et al., 2002), entretanto existem poucas informacgdes
morfoldgicas e anatdmicas para aclimatacdo da planta a inundacdo (Bacanamwo & Purcell,
1999a). Com a inundacdo, o segmento submerso do caule da planta de soja apresenta
hipertrofia e formacdo de um tecido esponjoso na base do caule, com rompimento da epiderme
(Pires et al., 2002). Nesse segmento, ocorre o desenvolvimento de raizes adventicias que
apresentam aerénquima lisigeno. Nas raizes laterais hd o desenvolvimento de aerénquima no
cortex, também ocorre o rompimento da epiderme (Bacanamwo & Purcell, 1999a; Pires et al.,
2002). Nos nédulos submetidos a baixa pressdo mparcial de O, ou inundagdo, por periodos

prolongados, ocorre a hipertrofia de lenticelas com formagdo de aerénquima (Pankhurst &

Sprent, 1975; Dakora & Atkins, 1989; Parson & Day, 1990).

1.3. Fixacdo simbidtica de N, e alteracoes metabolicas em plantas com sistemas
radiculares sob deficiéncia de O,

A fixacdo de Nj pelos rizébios, em ndédulos de leguminosas, € um processo que
demanda alta quantidade de energia, requerendo ao menos 4 ATP/2¢e transferidos ao N». Essa
energia é gerada mais eficientemente pela fosforilacdo oxidativa nos sitios de respiracdo do
rizobio. Paradoxalmente, entretanto, o oxigénio é um importante inibidor da atividade da
nitrogenase (Dakora & Atkins, 1989), embora a enzima também necessite de baixas
concentracdes de O, como aceptor final de elétrons (Guash et al., 2001). Isso fez com que as

leguminosas desenvolvessem uma barreira a difusdo de O, no nddulo, a fim de manter um

ambiente microaerdbico (Serraj et al., 1995; Minchin, 1997; Guash et al., 2001).



As leguminosas sdo geralmente sensiveis as inundacdes e o alagamento do solo pode
limitar seu crescimento, pois os nodulos precisam de O, para manter a respiragdo aerdbica
necessdria para suprir a grande quantidade de ATP indispensdvel a atividade da nitrogenase.
Apesar de terem adaptagdes como a proteina condutora de O, (leghemoglobina) para otimizar
o suprimento de (5, a maioria das leguminosas terrestres ndo é suficientemente capaz de
aumentar o fornecimento de O, para dentro de seus nédulos enquanto inundadas (Loureiro et
al., 1988). Entretanto, a fixacdo simbidtica de N> na soja pode se aclimatar a inundagdo e a
recuperacdo da fixacdo coincide com a formagdo de aerénquima e raizes adventicias
(Bacanamwo & Purcell, 1999a).

Em plantas de soja com fixacdo simbidtica de N, efetiva, os ureideos (dcido alantdico e
alantoina) constituem aproximadamente 80% do N transportado na seiva do xilema, sendo
considerados produtos especificos da fixacdo (McClure & Israel, 1979, McClure et al., 1980).
Ja, na composi¢ao (mol%) de aminoacidos na seiva do xilema predominam a ASN (? 50%) e a
GLN (? 20%) (Puiatti & Sodek, 1999; Amarante, 2002). A ASN ¢é formada via asparagina
sintetase, a partir de ASP e GLN, com hidrélise simultanea de ATP em AMP. Neste caso, a
GLN tem o papelde doador de N para formar o grupo amida (Lea & Fowden, 1975; Shi et al.,
1997; Amarante, 2002).

Os teores de URE e GLN na seiva do xilema sdo considerados indicadores da
eficiéncia da fixacdo simbidtica de N, em soja e quando ocorre inundagdo, independentemente
do periodo ser de 1h, 1 dia ou 4 dias, hd uma reducao de 93% no teor de URE e 91% no de
GLN na seiva do xilema, quando comparados com os teores em plantas ndo inundadas
(Amarante, 2002). A hipoxia inibe o acimulo de biomassa e a fixacdo de N,, entretanto a
inibicdo da fixacdo ocorre mais cedo e € mais pronunciada que o actimulo de biomassa

(Bacanamwo & Purcell, 1999b).



No sistema radicular inundado, durante a diminuicdo da disponibilidade de O, a
respiracdo aerdbica € substituida parcialmente pela glicélise e fermentacdo. Neste caso, a
respiracdo mitocondrial € limitada pela falta de O, como aceptor final de elétrons. A
fermentacdo corresponde a um periodo excepcional e transitorio no metabolismo das raizes,
onde a produgdo de ATP cai de 36 para 2 moles por mol de glicose metabolizada (Dennis et
al., 1993; Morard & Silvestre, 1996; Sousa & Sodek, 2002).

Na respiracdo anaerdbica, pela falta de O, como aceptor final de elétrons, ocorre o
acimulo de intermedidrios no ciclo de Krebs, diminuicdo da disponibilidade de NADPH e
acimulo de piruvato. A partir do piruvato sdo produzidos os principais produtos da
fermentacdo em tecidos vegetais: etanol, lactato e alanina. Embora a atividade conjunta da
glicdlise e fermentacido permitam apenas a sintese limitada de ATP, pela fosforilacdo ao nivel
de substrato, regenera-se NAD' e remove-se o excesso de protons (Dennis et al., 1992;
Armstrong et al., 1994, Ricard et al., 1994; Morard & Silvestre, 1996, Drew, 1997; Sousa &
Sodek, 2002). A injiria e morte das raizes tem sido atribuida ao actimulo de metabdlitos
toxicos produzidos durante a fermentacio (principalmente etanol), diminui¢do no metabolismo
energético e a falta de substratos para a respiracao (Drew, 1997).

A regulagdo do pH citosélico é considerada o fator determinante da sobrevivéncia do
tecido vegetal a deficiéncia de . A acidificagdo do citosol tem sido atribuida ao acido
lactico. Entretanto, estudos cinéticos envolvendo mudancas na concentracdo de lactato, pH
citosolico e nucleotideos, depois da transferéncia para anoxia e com posterior reoxigenagao,
demonstram que o pH citosélico muda muito mais rapidamente que a concentracdo de lactato
e a mudanca estd relacionada com o decréscimo de ATP. Isto sugere que o decréscimo de ATP

¢ a principal causa da acidificacdo do citosol, que pode ocorrer pela inibi¢io da bomba de



prétons, devido 2 baixa concentra¢do de ATP e pela liberacdo de H no citosol via hidrélise de
ATP (Ricard et al., 1994).

Em raizes de soja, cv. IAC-17, ndo noduladas, sob hipoxia, o destino principal do
piruvato € a conversdo a ALA, com baixa sintese de etanol e lactato (Sousa, 2001),. Porém
ndo pode ser descartada a hipétese de que o etanol possa ser difundido ao meio externo. Por
outro lado, essa pode ser uma caracteristica da cultivar estudada, tendo em vista que certas
cultivares de soja, sob hipoxia, ndo aumentam a atividade da enzima &lcool desidrogenase,
que converte acetaldeido em etanol (Kennedy et al., 1992).

Com a deficiéncia de O, no sistema radicular ocorre uma modificagdo na composicao
de aminodacidos na seiva do xilema e da raiz. Os niveis de GLU, ASP e suas amidas diminuem
e ocorre o acimulo de ALA e GABA. A ALA e o GABA sido sintetizados a partir do GLU que
deve ser produzido constantemente em condi¢cdes de hipoxia. O GLU pode derivar de: 1)
processos proteoliticos, 2) reacdes de transaminacdo de outros aminodcidos, 3) reassimilagdo
de NH;" através do ciclo glutamina sintetase/glutamato sintase e 4) redu¢do de nitrato
(Reggiani et al., 1988; Reggiani, 1999; Reggiani et al., 2000).

A sintese de ALA pode ter como fonte de N a transaminacao, indiretamente com ASP,
via aspartato aminotransferase e, diretamente com GLU, através da alanina aminotransferase
(Sousa & Sodek, 2002), tendo em vista que a alanina aminotransferase nao aceita ASP como
doador do grupo NH, (Sousa, 2001). Porém, pouco se sabe sobre a importancia da formacao
de ALA sob hipoxia, visto que sua sintese a partir do piruvato ndo regenera NAD" (Sousa &
Sodek, 2002), embora contribua a regulacdo do pH celular (Reggiani et al., 1988).

A sintese do GABA ocorre pela ? -descarboxilacio do GLU, reagdo catalisada pela

glutamato descarboxilase. A funcdo do GABA, em condicdes de hipoxia, é regular o pH

celular (Reggiani, 1999; Shelp et al., 1999; Sousa & Sodek, 2002).
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Em plantas de soja inoculadas, com sistema radicular sob hipoxia, ocorre na seiva do
xilema o aumento na propor¢cdo de ALA e em menor extensdo de GABA e SER. O aumento
de ALA no xilema € resultado de alteragdes metabdlicas, principalmente nas raizes e em
menor propor¢do nos nddulos (Puiatti & Sodek, 1999; Amarante, 2002). Aparentemente, o
ASP ¢ a fonte de N para formacdo da ALA (Puiatti & Sodek, 1999).

O teor de ASP, em plantas de soja fixando N,, diminui com a inundacdo (Amarante,
2002). Entretanto em hidroponia, com aeracdo continua, ocorre aumento no teor de ASP e
reducdo no teor de ASN (Puiatti & Sodek, 1999). Sendo que o transporte preferencial de ASP,
as custas de ASN, ocorre em plantas de soja cuja assimilacao de N € deficiente (Lima, 2002).

Com a inundagdo do sistema radicular de plantas de soja fixando N, diminui a
quantidade de aminodcidos livres totais na seiva do xilema (Puiatti & Sodek, 1999).

As reservas de amido nas raizes sdo consideradas de facil mobilizacdo durante a
inundacao do solo e podem rapidamente prover os agucares para o metabolismo anaerdbico
(Perata et al., 1992). A quantidade de amido nas raizes diminui marcadamente nos primeiros
dias de inundagdo, aumentando os teores de glicose e frutose (Liao & Lin, 2001). Entretanto, o
transporte de fotoassimilados as raizes diminui devido a redu¢do da demanda de carboidratos
destas ou pelo colapso do sistema de transporte de fotoassimilados, diminuindo a taxa
fotossintética das folhas, que mesmo assim, acumulam amido (Hsu et al., 1999).

A falta de O, no sistema radicular da planta de soja, além de inibir a fixacdo
simbidtica, também inibe a absor¢do de N e outros minerais, inibindo o crescimento das raizes
e a nodulacdo (Sallam & Scott, 1987). Entdo, o transporte de N e/ou minerais para a parte
aérea pode ser inadequado, resultando em plantas raquiticas e clordticas (Nathanson et al.,
1984). Além disso, ocorre a redugdo na taxa fotossintética das folhas, atribuida parcialmente a

diminui¢do da condutincia estomadtica (Oosterhuis et al., 1990). A diminuicdo das taxas de
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assimilacdo liquida e expansdo foliar provocam a diminui¢do da taxa de crescimento da
cultura de soja e, conseqiientemente, proporcionam menor rendimento de graos (Linkemer et

al., 1998).

1.4. Influéncia da assimilacdo de nitrato (NO3;) e aménio (NH;*) sobre o
desenvolvimento de plantas com sistemas radiculares sob deficiéncia de O,

Em muitos solos aerébicos, o NO3 e o NH4' sdo as fontes predominantes de N
disponiveis as plantas. Entretanto, as concentragdes médias de NH;" nos solos aerdébicos sdo
10-1000 vezes menores que as de NO3 e raramente excedem 50 ?M (Marschner, 1995). A
diferenca na concentracdo do solo ndo necessariamente se reflete na razdo de absor¢do de cada
forma (Wirén et al., 2000), visto que muitas espécies absorvem preferencialmente NH,",
provavelmente em funcdo de sua assimilacdo requerer menos energia que a do NOj.
Normalmente, a maioria das espécies apresenta melhor desenvolvimento quando supridas com
NH,;" e NOs. Entretanto, poucas espécies apresentam desenvolvimento satisfatorio quando o
NH," € a tnica ou a fonte predominante de N e muitas desenvolvem sintomas de toxidez
quando crescem em niveis de NH;* moderados para altos (Howitt & Udvardi, 2000; Wirén et
al., 2000, Britto et al., 2001).

A absor¢do de NH," pelas raizes das plantas ocorre de forma passiva, por difusio
através de canais, quando as concentracdes externas de NH," sdo altas e de forma ativa,
através de transportadores, quando as concentragdes externas sdo baixas; ja a dsorcao de
NOjs™ ocorre somente de forma ativa, independentemente da concentracdo externa (Williams &
Miller, 2001).

Muitas hip6teses tém sido formuladas para explicar a toxidez do NH,* as plantas, mas

nenhuma delas é considerada satisfatoria (Wirén et al., 2000; Britto et al., 2001):
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a) A absor¢do de NH," pelas raizes estd associada ao mecanismo de efluxo de H a
rizosfera e a liberacdo de H também est4 associada com a incorporagio de NH;" em proteinas,
sugerindo a acidificacdo da rizosfera e/ou distirbio do pH intracelular, o que poderia explicar
a toxidez do NH,". Entretanto, em muitos casos a toxidez é observada em meio com pH
tamponado e espécies sensiveis a toxidez ndo demonstram distdrbio no pH citosélico induzido
pelo NH," (Wirén et al., 2000; Britto et al., 2001).

b) A limitacdo de carboidratos nas raizes também contribuiria para a toxidez, baseado
no fato de que o NH," por si s6 nio é translocado a parte aérea em muitas plantas e entdo,
grande quantidade de esqueletos de carbono para assimilagdo de N precisariam ser providos as
raizes, ocasionando a falta de esqueletos de carbono nas mesmas. Porém, em alguns casos, o
suprimento externo de ? -cetoglutarato, uma fonte chave de carbono para assimilacdo de N,
alivia os sintomas de toxidez, mas em outros casos ele aumenta o metabolismo do NH,",
sugerindo que outros fatores podem limitar a assimilagdo de NH,* (Britto et al., 2001).

¢) A hipétese de que a toxidez de NH;" promove o desacoplamento da fotofosforilagdo
nos cloroplastos, muito citada na literatura, € incorreta, pois concentragcdes muito altas de
NH," ndo afetam esse processo em cloroplastos intactos (Britto et al., 2001).

d) A diminuicio de cétions essenciais como K, Mg™ e Ca* no tecido de plantas
submetidas a periodos prolongados de nutricdio com NH;" pode contribuir para a toxidez
devido ao desbalan¢o nutricional (Britto et al., 2001).

) Mais recentemente foi proposta uma ciclagem fitil de NH;", via transmembrana das
células da raiz, para explicar a hipétese de toxidez celular por NH,* as plantas (Britto et al.,
2001). Em espécies sensiveis a toxidez de NH,*, submetidas a altas concentra¢des externas de

NH,*, ocorre uma hiperpolarizagio negativa do potencial da membrana plasmatica das células

das raizes, ocasionando uma disfunc¢@o na regulag¢do da entrada de NH;*, que leva ao actimulo

11



excessivo de NH;* no citosol. Para minimizar o efeito do excesso de NH4", ocorre um efluxo
ativo (com gasto de ATP) de mais de 80% do NH;" que entrou nas células através da
membrana plasmatica das células das raizes. Este ciclo fitil aumenta em 40% a respiracdo das
raizes, € independente da atividade da glutamina sintetase e de outros processos relacionados
ao metabolismo do N e é acompanhado por uma diminuicdo no desenvolvimento das plantas
(Britto et al., 2001). Entretanto, o alto custo energético do efluxo de NH;" através da
membrana plasmdtica estd superestimado e o consumo da energia requerida para ativar o
efluxo pode aumentar os sintomas de toxidez, ou seja, diminuir o desenvolvimento da planta
(Kronzucker et al., 2001).

Por outro lado, o crescimento limitado de plantas, ndo fixadoras de N,, que recebem
exclusivamente NH;" como fonte de N pode estar relacionado a auséncia de NO3™. O NO3™ ndo
€ somente um importante osmoregulador, mas também um ion essencial para translocacido de
cations no xilema e um sinalizador que induz a expressao de genes envolvidos na absor¢ao e
assimilacdo de N, metabolismo de 4cidos organicos e sintese de amido (Wirén et al., 2000;
Forde, 2002).

Quando os sistemas radiculares de muitas espécies de plantas sdo expostos ao
suprimento de NOs3" localizado, eles respondem com aumento da taxa de proliferacdo de raizes
laterais, especialmente na zona rica em NOj3™. O sinal para aumentar a atividade meristemética
das raizes laterais aparenta vir do ion NO3™ e ndo de um metabdlito proveniente da assimilacao
de NOj3™ (Forde, 2002).

As mudancas na fonte de N podem modificar o balanco hormonal na seiva do xilema,
afetando o crescimento da parte aérea. Ao modificar a nutricdo das plantas supridas com
NH;NO; para NH,", as folhas novas formadas sdo menores e com menor nimero de células.

Essas mudancas coincidem com um forte declinio na concentragdo de citocinina na seiva do
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xilema (Wirén et al., 2000; Forde, 2002). A nutricio exclusiva com NH;" aumenta a
concentragdo de dcido abscisico na seiva do xilema, hormonio esse que contribui
potencialmente ao crescimento fenotipico raquitico (Wirén et al., 2000).

Em soja nao nodulada, o aminodcido ASN predomina como forma de transporte de N
no xilema (McClure & Israel, 1979). Para a biossintese de ASN € necessario ASP, sintetizado
via acdo da aspartato aminotransferase, que produz ASP a partir de GLU e oxalacetato. O ASP
€ em seguida aminado em ASN, via asparagina sintetase, em reacao de transamida¢do usando
o N na forma de amida da GLN. Portanto, a ASN constitui-se num dos produtos primarios da
assimilacdo de NOj", pois a asparagina sintetase atua em seqiiéncia ao sistema glutamina
sintetase/glutamato sintase (Lea & Ireland, 1999).

Em solos inundados ocorre o actimulo de NH,*, pois a auséncia de O, interrompe a
mineraliza¢dao do N na forma amoniacal. O NO3™ é o primeiro composto oxidado do solo a ser
utilizado pelos microrganismos anaerdbicos (Kronzucker, et al., 1998; Sousa et al., 2000).
Entretanto, em espécies tolerantes a hipoxia, que desenvolvem aerénquima interligando a parte
aérea com as raizes, hd uma pequena interface na rizosfera oxidada onde predomina NOs’,
mesmo em solos inundados (Liesack ef al., 2000).

A reducdo de NO3™ a NH4" consome quatro NAD(P)H (8 elétrons) e oito prétons por
ciclo de reacdo, que é muito mais eficiente na regeneracdo de NAD™ e no consumo de prétons
que outras reagdes de fermentacdo conhecidas, incluindo a producdo de etanol. Se
suficientemente ativo, o metabolismo anaerébico do NO3™ pode facilitar a produg@o de energia
e aliviar a acidez citoplasmatica (Salsac et al., 1987; Fan et al., 1997). Essa hip6tese s6 é
importante para espécies onde a redu¢do de NO3™ predomina nas raizes (ex.: milho e cevada) e
niao em soja onde a maior parte do NO3™ € reduzido na parte aérea (Touraine et al., 1988;

Bacanamwo & Purcell, 1999b). Porém os aproximadamente 30% do NOs;™ reduzidos nas
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raizes da soja contribuem significativamente ao metabolismo da planta (Crafts-Brandner &
Harper, 1982). Entretanto, a redugdo de NOs™ sob deficiéncia de O, tem pouco suporte como
hipétese de caminho alternativo a demanda de elétrons, exceto em arroz onde ocorre a
diminuicdo da produc¢do de etanol (Sousa & Sodek, 2002).

A redutase de NO3;™ (NR) tem maior atividade em tecidos vegetais sob anoxia do que
em bem aerados, mas a razdo para isso € desconhecida. A ativacdo da NR pela condi¢do de
anoxia € mediada pela defosforilacdo da enzima (Glaab & Kaiser, 1993; Botrel et al., 1996) e
provavelmente sinalizada pela acidificacdo citosélica (Botrel et al., 1996). Juntamente com a
ativacdo da NR, a anoxia leva a um grande acimulo de nitrito e a sua excrecao pelas raizes
(Lee, 1979). Surpreendentemente, em tecidos foliares sob anoxia, a redu¢do de NO;3 e o
actimulo de nitrito sa3o muito menores do que se poderia esperar para a alta atividade da NR
determinada no extrato. Isto indica que nas raizes, assim como nas folhas, as taxas de reducdo
de NO;™ ndo sao somente ditadas pelo estado de ativacdo da NR, mas também por outros
fatores como a disponibilidade de substrato. Se a grande producdo de nitrito por tecidos
andxicos tem um propdsito fisiolégico ainda ndo se sabe. A producdo de dcido nitrico fraco e
sua excrecdo na forma ndo dissociada pode ajudar a estabilizar o pH citosélico. Entretanto
estudos preliminares ndo evidenciam isso. Alternativamente, a reducao de NO3;™ pode diminuir
a taxa de fermentacdo etandlica ou lactica. O dcido lactico, especialmente, pode ser toxico
visto que ele ndo € tdo facilmente excretado como o etanol e o dcido nitrico (Kaiser & Huber,
2001). Entretanto, a diminuicao da taxa de fermentacdo etandlica devida a reducdo de NOs,
por enquanto, sé estd comprovada em arroz (Sousa & Sodek, 2002).

A redutase de NOs3", além de catalisar a transferéncia de dois elétrons do NAD(P)H
para NOs3™ para produzir nitrito, pode canalizar a transferéncia de um elétron do NAD(P)H para

o nitrito para produzir 6xido nitrico (NO). Este composto pode estar envolvido na sinalizacao
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molecular do controle do crescimento, diferenciacdo e senescéncia em plantas, além das
respostas a interacdo planta-patogeno (Kaiser et al., 2002). Durante a hipoxia, o etileno esta
envolvido na indugdo “tardia” (24-28 h apds o inicio da hipoxia) da dlcool desidrogenase, mas
algum sinalizador € o precursor da inducdo (Peng et al., 2001). Estudos tém demonstrado que
6xido nitrico pode agir como um sinalizador em condi¢des de anoxia (Magalhaes et al., 2002).

Em raizes de plantas de soja, ndo noduladas, cultivadas em hipoxia com suprimento de
NOs", quando comparadas com plantas em normoxia, h4 um aumento nos teores de
aminodcidos totais, sacarose, acticares soliveis totais, ALA, lactato e etanol, e reduciao no teor
de NOj". No exsudado do xilema aumentam os teores dos aminoacidos ALA, GABA e SER e
de aminodcidos totais, enquanto os teores de NO3” e ASN diminuem. No exsudado do floema
diminuem os teores de acucares soliveis totais, sacarose e aminoacidos livres totais (Sousa,
2001).

O estresse pela inundagdo provoca, em plantas de soja, o0 aumento no desenvolvimento
de raizes adventicias, aumento na razdo raizes/parte aérea e decréscimo na drea foliar. Sob
inundacdo, o suprimento de NO3™ diminui em 55% o desenvolvimento de aerénquima na base
do caule em relagdo a plantas de soja fixando N, (Bacanamwo & Purcell, 1999a).

Plantas de soja, com sistema radicular sob hipoxia, quando dependentes da fixacdo de
N», tém maior decréscimo no N total que na biomassa, ja quando dependentes da absor¢cdo de
NOs™ sao menos afetadas pela hipoxia que plantas de soja dependentes da fixacdo de No. A
biomassa e o N total de plantas em hipoxia, supridas com NO3", diminuem somente 12% e
21%, respectivamente, quando comparadas com plantas em normoxia fixando N;. Sob
hipoxia, a atividade da nitrogenase diminui 89%, enquanto a absor¢do de NO;™ diminui

somente 9%. Portanto, o suprimento de NO3™ para plantas de soja sob hipoxia minimiza os
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efeitos do estresse provocado pela falta de O, no sistema radicular (Bacanamwo & Purcell,
1999b).

Em condi¢des anaerdbicas hd uma sintese preferencial de ALA sobre outros
aminoacidos durante a assimila¢do de NH,". Esta estratégia permite a célula manter o fluxo de
carbono para sintese de alanina com producdo liquida de ATP e NADH, no balanco da
glicélise, exatamente para suprir a demanda de assimilacdo de NH;*. Como resultado, a
sintese de ALA permite manter a assimilagio de NH," em anaerobiose, enquanto mantém os
balancos de energia e redox. Nessas condi¢des, as células mantém alguma atividade oxidativa
no ciclo de Krebs para suprir 2-oxoglutarato para producao de GLU (Vanlerberghe & Turpin,
1990; Vanlerberghe et al., 1991).

Em coledptilos de arroz em anaerobiose o actimulo de etanol, GABA e, especialmente,
ALA € maior com suprimento de NH,* do que NO3". Os niveis de GLN e ASN sdo
substancialmente maiores com NH,", tanto em condi¢des aerébicas como anaerdbicas (Fan et

al., 1997).
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

Caracterizar o desenvolvimento de aerénquima na planta de soja com sistema radicular

submetido a deficiéncia de O».

Verificar a capacidade do aerénquima reverter o processo de deficiéncia de O, no

sistema radicular da planta de soja e restabelecer a fixagdo simbidtica de N».

Determinar o efeito da fonte de nitrogénio (N,, NOs;, NH;* e NH;NO3) sobre o

desenvolvimento da planta de soja com sistema radicular sob deficiéncia de O,.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material vegetal e condicoes de cultivo

Plantas de soja (Glycine max), cv. FI-Abyara, inoculadas na semeadura com
Bradyrhizobium elkanii, estirpe SEMIA 5019, foram cultivadas de setembro a mar¢o em casa-
de-vegetacdo sob condi¢des naturais de temperatura, onde a média das temperaturas maximas
do ar fo1 de 38 °C e das minimas de 19 °C. O fotoperiodo foi de 18 h, da semeadura até as
plantas apresentarem duas folhas trifolioladas desenvolvidas (Costa & Marchezan, 1982), a
fim de evitar o florescimento precoce, com posterior cultivo em fotoperiodo natural. A partir
desse estadio de desenvolvimento as plantas foram tutoradas.

A cv. FT-Abyara foi selecionada em ensaios preliminares por apresentar melhor
adaptacdo a inundacdo do sistema radicular e as condicdes de cultivo entre 8 gendtipos

testados (FT-Abyara, FT-Saray, BR-4, V1, V4, V5, V9 e V11).

3.1.1. Inundaciao dos sistemas radiculares das plantas de soja com solucido
nutritiva sem N
Duas plantas foram cultivadas em vasos plasticos de 2 L, tendo vermiculita como
substrato e nutridas duas vezes por semana com 200 mL de solu¢@o nutritiva de Hoagland &
Arnon (1950) sem N até o estddio V6-7 (plantas no estddio vegetativo com 5 ou 6 folhas
trifolioladas desenvolvidas, de acordo com Costa & Marchezan, 1982) ou até R2 (plantas no
florescimento, com 10 a 12 folhas trifolioladas desenvolvidas). Nesses estadios, os vasos com
plantas foram colocados dentro de vasos de 3 L ndo furados e inundouse os sistemas
radiculares das plantas com soluc¢d@o nutritiva sem N a 1/3 de sua concentragdo, a fim de evitar

danos ao sistema radicular. Manteve-se uma lamina de solu¢do nutritiva de 2-3 cm acima do
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nivel da vermiculita, com complementacao didria da solucdo, proporcionando um volume de
1,8 L por vaso inundado.

A inundagdo dos sistemas radiculares das plantas a partir do estddio V6-7 durou 21
dias, com avaliagdes em dias alternados. Para as plantas em R2 a inundacdo foi de 10 dias,
com avaliacdes didrias durante 7 dias ¢ no 10° dia.

Testemunhas sem inundagdo também foram cultivadas, sendo nutridas duas vezes por
semana com 200 mL/vaso da soluc¢do nutritiva sem N até o estadio V6-7 ou até R2, a partir dai
aumentouwse a freqiiéncia para trés vezes por semana, a fim de fornecer uma nutricdo mais
proxima das plantas com sistemas radiculares inundados, pois essas tinham permanentemente
disponivel 1,8 L de solucdo nutritiva 1/3 (600 mL de solu¢do nao diluida).

IrrigacGes, quando necessdrias, foram feitas com dgua de torneira. Durante o cultivo
das plantas sem inunda¢do dos sistemas radiculares ndo foram utilizados pratos sob os vasos
para evitar o excesso de umidade.

Foram utilizadas trés repeti¢des, cada uma composta por duas plantas/vaso, por estddio

e data de avaliacdo.

3.1.2. Inundacao dos sistemas radiculares das plantas de soja com solucao
nutritiva com diferentes fontes de N
Plantas de soja foram cultivadas até o estddio V6-7, ocasido na qual tiveram os
sistemas radiculares inundados com solucao nutritiva sem N a 1/3 de sua concentragdo e com
adi¢do de 5 mM de N na forma de NO;", NH;* ou NH;NO;. A dose de 5 mM foi adotada por
equivaler ao N disponivel em 1/3 da concentragdo da solucao nutritiva de Hoagland & Arnon

(1950) com N. A fonte de NO3™ foi 0 KNO3 e a de NH,* foi o (NH,), SOy4.
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O periodo de inundagéo foi de 21 dias, com avalia¢des didrias durante os 5 primeiros,
14° e 21° dias de inundagdo.

A implementagdo dos tratamentos (plantas com sistemas radiculares inundados e
testemunhas ndo inundadas) e condu¢do do experimento foram iguais ao descrito no item
3.1.1., com adi¢do das fontes de N na solu¢do nutritiva para inundacao dos sistemas

radiculares das plantas.

3.2. Métodos analiticos

3.2.1. Estudo anatomico dos érgaos submersos

Plantas de soja foram cultivadas até o estddio V6-7, ocasido em que tiveram os
sistemas radiculares inundados com solug@o nutritiva sem N a 1/3 de sua concentragdo pelo
periodo de 21dias, conforme o item 3.1.1.

Segmentos das plantas com sistemas radiculares inundados e de testemunhas foram
coletados apos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 14 e 21 dias, com 3 repeti¢des por tratamento. Foram
coletados segmentos de 1 cm a) nas plantas do tratamento inundado: do caule submerso, da
transi¢do caule submerso e ndo submerso, da raiz principal (do 4° ao 5° cm abaixo do nivel do
substrato), da raiz lateral (situada entre 1 e 2 cm de profundidade e a 1 cm de distancia da raiz
principal), da raiz adventicia (com mais de 1 cm de comprimento) do caule submerso, e b)
nas plantas testemunhas do caule, raiz principal e raiz lateral. Em ambos os tratamentos foram
coletados nddulos (situados entre 1 e 3 cm de profundidade). As trés repeticdes de cada
tratamento foram colocadas no mesmo frasco de vidro.

A fixacdo do material vegetal foi feita com formalina neutra tamponada (100 nl de
formol; 4,0 g de fosfato monossddico hidratado; 6,5 g de fosfato de sddio bibdsico anidro;

completando o volume de 1 L com 4gua destilada). A desidratacdo foi feita na seqiiéncia de
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alcool etilico de 30%, 50% e 70%, por 12 h em cada concentracdo. Tanto na fixacdo, como na
desidratacao utilizou-se 50 mL de cada solucdo em frascos de vidro com 5,0 cm de diametro e
7,5 cm de altura.

Os segmentos foram cortados a fim de ter no midximo 3 mm de altura, largura e
profundidade, para os procedimentos de infiltracio em resina pléstica, seguindo o protocolo
descrito por Gerrits (1991), detalhado a seguir.

Na pré-infiltracdo utilizou-se a mistura em igual propor¢do de élcool etilico 99,5°
mais solucdo de infiltracdo (resina liquida Leica historesin, marca Jung, mais pé ativador, na
propor¢do de 50 mL para 0,5 g, respectivamente), permanecendo o material nessa solucdo por
12 h em temperatura ambiente. Na infiltracdo utilizowse apenas a solug¢do de infiltragdo,
permanecendo o material por 12 h sob refrigera¢do de 5 °C. Tanto na pré-infiltracdo como na
infiltracdo utilizow-se 4 mL de cada solu¢do em frascos de vidro com 2,5 cm de didmetro e
5,0 cm de altura.

A polimerizagdo foi feita com solugdo de infiltracdo mais endurecedor, na propor¢ao
de 15 mL para 1 mL, respectivamente, com distribui¢do da solucdo em moldes de polietileno
com 10 células com capacidade individual de 1,5 mL, com posterior colocacio e orientagao
das 3 repeti¢des dos segmentos de material vegetal de cada tratamento e data de coleta na
mesma célula. Os moldes permaneceram em capela, em temperatura ambiente por 1 h, com
posterior transferéncia para estufa a 40 °C por 12 h.

Os blocos de historesina polimerizada foram colados com adesivo pldstico sobre
blocos de madeira, a fim de serem cortados em micrétomo da América Optical, modelo 820,
na espessura de 12 ? m.

Os cortes foram montados sobre 1aminas de vidro (2,5 cm x 7,5 cm) aquecidas a

65°C, com posterior coloragdo por 3 minutos em azul de toluidina na concentra¢do de 0,05%
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em tampao acetato de sédio anidro 0,1 M e pH 4,7 e lavagem em 4gua corrente por 5 minutos
(O’Brien et al., 1964). Apés a secagem das laminas em temperatura ambiente, os cortes foram
observados em microscépio 6tico Olympus, modelo BX40 e fotografados por meio do sistema
automatico fotomicrografico acoplado a ele.

As fotografias dos segmentos da planta foram feitas em lupa Olympus, modelo SZXO9,

utilizando o sistema automatico fotomicrogréafico acoplado.

3.2.2. Determinacao do espaco poroso nos nédulos e raiz principal

O espaco poroso (aerénquima) nos nddulos e raiz principal foi determinado de acordo
com Jensen et al. (1969). Os nddulos foram coletados em raizes situadas até 3 cm de
profundidade, pois abaixo de 5 cm de profundidade os nddulos praticamente ndo
desenvolveram aerénquima. Utilizou-se o segmento de 8 cm mais superficial da raiz principal
em funcdo de ter-se observado em ensaios preliminares o desenvolvimento rdpido (visivel a
olho nu em 2 dias de inundacdo) de aerénquima nessa regido, semelhante ao que ocorreu no

caule submerso de plantas com sistemas radiculares inundados.

3.2.3. Coleta da seiva do xilema

A coleta da seiva do xilema foi realizada entre 11 h e 13 h. Seguiu-se a metodologia de
McClure & Israel (1979), sendo o caule secionado, com lamina de barbear, logo abaixo do n6
cotiledonar das plantas. O corte foi lavado com &4gua deionizada e enxuto com papel
absorvente. Em seguida, o exsudado foi coletado com auxilio de microcapilares de vidro e
transferido para tubos tipo eppendorf que permaneceram em banho de gelo. Apds a coleta, as

amostras foram armazenadas em freezer para andlises posteriores.
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3.2.4.Separacao e analise da composicao de aminoacidos livres na seiva do xilema

A separacdo e andlise da composicao de aminodcidos livres na seiva do xilema foi
realizada por cromatografia liquida de alta performance (HPLC) em coluna de fase reversa,
apos derivacdo com orto- ftaldialdeido (OPA), conforme Jarret et al. (1986).

O aparelho de HPLC utilizado era constituido de duas bombas, A e B, da marca LKB,
modelo 2150, controladas por um gerador de gradiente da marca LKB, modelo 2152.

A separacdo foi efetuada por meio de um gradiente gerado com os solventes tampao
fosfato (= “A”) na bomba A [(CH;COONa.3H,O + Na,HPO4.7H,0) pH 7,25 a 50 mM, 20
mL de tetrahidrofurano e 20 mL de metanol especifico para HPLC em 1 L de volume final
completado com dgua] e metanol 65% (=“B”) especifico para HPLC na bomba B. Ambos os
tampdes foram deaerados, sendo o tampao “A” filtrado a viacuo, em filtro Millipore, com
membrana PVDF, com 0,45 ? m de didmetro.

O reagente OPA foi preparado dissolvendo-se 50 mg de OPA em 1 mL de metanol
especifico para HPLC com posterior mistura em 6,5 mL de tampao borato-NaOH, pH 9,5 (2,4
g de acido boérico em 90 mL de KO, pH ajustado com NaOH 2 N) e filtrando com filtro
Millipore, através de membrana PVDF, com 0,45 ?m de diametro. Para derivacdo, 5 ?L de
mercaptoetanol foram adicionados a 625 ?L da mistura.

As amostras de seiva do xilema foram centrifugadas a 14.000 g por 2 min, para
posterior derivacdo com a mistura OPA-borato + mercaptoetanol.

Uma aliquota de 10 ?L.  de amostra ou padrido foi misturada com 70 ?L do reagente
OPA-borato + mercaptoetanol em eppendorf, agitando-se. Apdés 2 min de reagdo, tempo
suficiente para formar os derivados aminodcidos-OPA, uma aliquota de 10 ?L da mistura da
amostra ou padrio com OPA-borato + mercaptoetanol foi injetada no HPLC. Iniciouse a

eluicio da mistura em gradiente dos dois tampdes, “A” e “B”, através da coluna
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cromatografica (Waters Spherisorb ODS-2, 5 ?m, 4,6 mm x 250 mm, da SUPELCO INC.),
com fluxo de 0,8 mL/min, em um gradiente de: 20-28% de “B” entre 0 e 5 min, 28-58% de
“B” entre 6 e 35 min, 58-75% de “B” entre 36 e 40min, 75-95% de “B” entre 41 ¢ 56 min e,
95-100% de “B” entre 57 € 61 min.

Ao passar pela coluna cromatografica os derivados aminodcidos-OPA foram
detectados pelo monitor de fluorescéncia Shimadzu, modelo RF-530, ajustado com ? de
excitacdo de 265 nm e ? de emissdo de 480 nm. O registro da 4rea e do tempo de retencdo de
cada derivado foi feito pelo integrador da marca LKB, modelo 2221.

As concentragdes de aminodcidos nas amostras foram determinadas pela drea dos picos
integrados, comparados aos picos de um padrao Sigma AAS-18, com 15 aminodcidos
protéicos (ASP, GLU, SER, HIS, GLY, THR, ARG, ALA, TYR, MET, VAL, PHE, ILE, LEU
e LYS), aos quais foram adicionados os aminodcidos ASN, GLN e GABA, todos a
concentragdo de 250 nmol/mL (Figura 1). Quando foi detectado no cromatograma o pico de
algum aminoécido ndo identificado no padrao utilizado, sua concentragdo foi determinada pela

média das dreas dos picos integrados conhecidos, anterior e posterior a ele.

3.2.5. Quantificacio de ureideos totais (URE) na seiva do xilema

A determina¢do de URE na seiva do xilema foi feita de acordo com Vogels & Van Der
Drift (1970), que estima os teores de ureideos a partir de leituras de absorbancia a 535 nm,
tomando-se como base uma curva padrao de alantoina com quantidades variando entre 0 e 75
nmol.

Utilizow-se entre 5 e 20 ?L de seiva, quantidade varidvel de acordo com o tratamento
e data de avaliacdo, completando o volume até 750 ?L com dgua, em tubos de ensaio. Apds

adicionar 250 ? L de NaOH 0,5 N, os tubos foram agitados, tampados com esferas de vidro e
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Figura 1. Perfis de eluicdo de derivados OPA-aminodcidos do padrio Sigma AAS-18,
enriquecido com ASN, GLN e GABA, em coluna cromatografica Spherisorb ODS-2 (57m, 4,6

mm x 250 mm) por HPLC. Taxa de fluxo: 0,8 mL/min, ? de excitagdo: 250 nm, ? de emissao:

480 nm, tampao A: NaaHPO4 50 mM e pH 7,25, tampao B: metanol 65%, gradiente: 20 a 100%

de B em 61 min.

25



colocados em banho-maria a 100 °C durante 8 min, com a finalidade de fazer a hidrolise
alcalina da alantoina em alantoato. Apds o resfriamento foram acrescentados 250 ? L de HCI
0,65 N, os tubos foram agitados, tampados com esferas de vidro e colocados em banho-maria
a 100 °C durante 4 min, com a finalidade de fazer a hidrélise dcida do alantoato em glioxilato
e uréia. Apds o resfriamento, os tubos receberam 250 ?L de tampdo fosfato (NaHPO4 +
KH,PO,) 0,4 M, pH 7,0 e 250 ?L de fenil-hidrazina a 0,33%. Foram agitados e mantidos em
repouso por 5 min, com a finalidade de formar o 4cido glioxilico fenil hidrazona.
Posteriormente, os tubos foram resfriados a 0 °C, em banho de gelo, por 5 min. Em
seguida adicionowse 1,25 mL de HCI concentrado e gelado (0°C) e 250 ?L de ferricianeto de
potéssio [K3Fe (CN)s] a 1,65%. Os tubos foram agitados e deixados a temperatura ambiente
durante 15 min, para posterior leitura de absorbéncia a 535 nm. Nessa etapa o dcido glioxilico
fenil hidrazona é transformado em 1,5-difenilformazam, de cor vermelha, equivalente a

presenca de ureideos totais na amostra.

3.2.6. Quantificacdo dos aminoacidos livres totais (ALT) na seiva do xilema
A quantidade de ALT na seiva do xilema de cada amostra foi determinada pelo
somatorio das dreas de todos os picos integrados detectados no cromatograma, conforme

descrito no item 3.2.4.

3.2.7. Dosagem de nitrato (NOs") na solu¢ao nutritiva
A quantificacio de NOs3 na solucdo nutritiva foi realizada conforme método de
Cataldo et al. (1975). Em tubos de ensaio, foram pipetados 100 ? L. de dgua (branco), amostras

e padroes (tendo como fonte KNO3), completando o volume até 100 ? L com H,O e 400 ?L do
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reagente salicilico (dcido salicilico 5% p/v em HSO4 concentrado) e os tubos foram agitados.
Apo6s 20 min a temperatura ambiente, foram adicionados 9,5 mL de NaOH 2 N. Os tubos
esfriaram a temperatura ambiente, foram agitados e foi feita a leitura da absorbancia a 410 nm

dos padrdes e amostras contra o branco.

3.2.8. Dosagem de amonio (NH;") na solucio nutritiva

A quantifica¢do de NH;" na solugfo nutritiva foi realizada conforme método de
Mitchell (1972), modificada por Felker (1977). Em tubos de ensaio, foram pipetados 500 ?L
de 4gua (branco), amostras e padrdes (tendo como fonte NH4Cl) completando o volume até
500 7L com H,O. Adicionouwse 2,5 mL da solu¢do A (5 g de fenol + 25 mg de nitroprussiato
de s6dio em 500 ml de HO). A seguir acrescentouse 2,5 mL da solugdo B (15 g de NaOH +
0,31 g de dicloroisocianurato de sédio em 500 ml de H,O), agitowse os tubos e apds 30 min

foi feita a leitura da absorbancia a 630 nm dos padrdes e amostras contra o branco.

3.2.9. Dosagem da concentracido de O; e pH da solu¢ao nutritiva
Os teores de O, na solucdo nutritiva foram medidos em medidor portétil de tensdo de
0, da marca JENWAY, modelo 9071. O pH das solu¢des nutritivas foi determinado em pH-

metro da marca Micronal, modelo B474.

3.2.10. Determinacao da area foliar e matéria seca das plantas
A area foliar foi determinada utilizando-se o medidor de area da marca LI-COR,

modelo LI-3100.
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A matéria seca das plantas foi determinada em balanca analitica, apds as mesmas
permanecerem em estufa ventilada, na temperatura de 60 °C, até massa constante. A
temperatura de 60 °C foi utilizada para evitar perdas, por volatilizacdo, de N do tecido vegetal.

3.2.11. Dosagem do teor de N na parte aérea das plantas

O teor de N na parte aérea das plantas foi determinado pela técnica de Kjeldahl de

acordo com Tedesco et al. (1995).

3.2.12. Dosagem do teor de clorofila nas folhas
O teor de clorofila foi determinado em discos foliares retirados do tultimo trifélio
totalmente expandido (folha adulta), tendo como referéncia a base da planta. Utilizow-se como

solugdo extratora dimetilsulféxido (DMSO), com base em Hiscox & Israelstam (1979).

3.3. Delineamentos experimentais e analises estatisticas

Os tratamentos dos ensaios realizados foram dispostos em delineamento experimental
inteiramente casualizado, com 3 repeti¢des, onde cada vaso com duas plantas compds a
unidade experimental. Aos dados quantitativos obtidos, foi aplicada a andlise de variincia e,
nos casos significativos, as médias foram comparadas pela diferenca minima significativa
(D.M.S.) ou pelo teste de Duncan na probabilidade (P) = 0,05, utilizando-se o programa

computacional SANEST (Sistema de Anélise Estatistica).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Concentracoes de O, na solucao nutritiva dos expe rimentos

As concentragdes de O, na solucdo nutritiva dos vasos, nos experimentos com plantas
com sistemas radiculares inundados a partir de V6-7, foram de aproximadamente 6,7 mg de
O,/L de solugdo na ocasido da inundagdo, com posterior diminui¢ao para 0,9 a 0,4 mg de O,/L
de solugdo a partir de um dia até 21 dias de inundacdo (Figura 2). Essa variacdo didria, em
cada experimento, ocorreu em funcio da oscilacdo didria da temperatura.

O padrao da curva de disponibilidade de O, na solucao nutritiva (Figura 2) demonstra

uma diminui¢do brusca no teor de O, apés um dia de inundacio, caracterizando a situacio de

O, (mg/L de solugao)
W
-~
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Dias de inundagdo
Figura 2. Concentracdo média de O, na solug@o nutritiva dos vasos cultivados com

soja com sistemas radiculares inundados, durante 21 dias, a partir do estddio V6-7.
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hipoxia nos sistemas radiculares das plantas durante os 21 dias de inundac¢do. Os resultados se
aproximam dos encontrados por Sousa (2001) cultivando soja num sistema de hidroponia, sem
borbulhamento e com 6leo mineral em suspensdo na solu¢do nutritiva dos vasos.

Durante os 21 dias que duraram os experimentos com hipoxia, com plantas de soja,
foram acompanhadas as modificacdes morfoldgicas ocorridas nos segmentos dos 6rgaos

submersos e os niveis de aminodcidos transportados na seiva do xilema.

4.2. Modificacoes morfologicas e desenvolvimento de aerénquima em plantas de soja
com sistemas radiculares sob deficiéncia de O,

O estudo das modificacdes morfolégicas e desenvolvimento de aerénquima nas
plantas de soja com sistemas radiculares inundados, iniciou-se quando elas se encontravam
no estadio vegetativo com 5-6 folhas trifolioladas desenvolvidas (V6-7) e terminou 21 dias
ap6és, quando as plantas estavam com 10-12 folhas trifolioladas desenvolvidas e no

florescimento.

4.2.1. Na porcao caulinar submersa e nas raizes adventicias

Ap6s um dia de inundagd@o ocorreu a hipertrofia de lenticelas no segmento do caule
submerso. No segundo dia a hipertrofia das lenticelas aumentou, comecaram a surgir raizes
adventicias (Figura 3C) e a epiderme do caule submerso comecou a se romper (Figura 4A)
devido ao desenvolvimento de aerénquima, produzido a partir de divisdes de células do
periciclo (Figuras 4B e C). No terceiro dia ja existiam raizes adventicias com 2 a 5 mm de
comprimento. A partir do 4° ou 5° dia acentuou-se o desenvolvimento do aerénquima no caule
submerso e na transi¢do caule-raiz principal da planta (Figura 3E e F, respectivamente), bem

como ja existiam varias raizes adventicias com mais de 1 cm de comprimento (Figura SA). Do
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Figura 3. Transi¢io do caule com a raiz principal de uma planta de soja ndo inundada (A). inundada
por 2 dias (C) e inundada por 5 dias (E). Corte transversal do caule de uma planta de soja nfio inundada
(B), inundada por 2 dias (D) e inundada por 5 dias (F) Barras = 1mm.
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Figura 4. A) Desenvolvimento de aerénquima no caule submerso de uma planta de soja inundada; B e C) Corte
transversal do caule submerso mostrando o desenvolvimento de aerénquima (aer) a partir do periciclo (per). Barras =
100 pm.

-

32



S5t

LS\
A
‘: : < Ry k A
. TN [~y D
R N2 L ALY F Yy

Figura 5. A) Planta de soja inundada por 5 dias; B) Desenvolvimento da raiz adventicia a partir do caule
submerso por 14 dias; C) Corte transversal da raiz adventicia mostrando a presenca de aerénguima
esquizogeno (—) e lisigeno (*). Barmras: AeB=1mm e C= 100 pm.
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7° para o 14° (Figura 5B) e 21° dia (dados nao mostrados) de inundagdo praticamente nao
houve alteracdo no volume de aerénquima na se¢do transversal do caule submerso, jd o
volume de raizes adventicias aumentou.

As raizes adventicias (Figura 5B) do caule submerso apresentaram aerénquima
esquizdgeno e lisigeno no cortex (Figura 5C). Com o prolongamento da inundacdo aumentou a
formacdo de aerénquima lisigeno e no 14° e no 21° dias de inundag@o observou-se o
desenvolvimento de aerénquima a partir de divisdes de células do periciclo. O aerénquima
produzido a partir do periciclo deslocou a endoderme e o cértex em direc@o a parte mais
externa da raiz, rompendo a epiderme e eliminando esses tecidos. Apds 14 dias de inundagdo
observouse a presenca de raizes laterais nas raizes adventicias (dados nao mostrados).

Nas plantas ndo inundadas observowse a presenca de primérdios de raizes adventicias
na regido de transi¢do caule-raiz principal (Figura 3A e B) devido a grande capacidade da
vermiculita reter umidade ( 2 L da vermiculita utilizada absorveram 400 mL de H,O).

Os resultados obtidos para o desenvolvimento de aerénquima no caule submerso,
surgimento de raizes adventicias com aerénquima vao de encontro com a bibliografia existente
(Bacanamwo & Purcell, 1999; Pires et al., 2002), além do que esclarecem algumas ddvidas e
acrescentam informacdOes mais detalhadas sobre o assunto. No caule submerso o tecido
esponjoso referido por Pires et al. (2002) € aerénquima produzido a partir de células do
periciclo. Nas raizes adventicias além de aerénquima lisigeno (Bacanamwo & Purcell, 1999;
Pires et al., 2002) ocorre a formacdo de aerénquima esquizdgeno e aerénquima produzido a

partir de células do periciclo, quando o periodo de inundagdo foi igual ou superior a 14 dias.
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4.2.2. Na raiz principal e nas raizes laterais

O desenvolvimento de aerénquima nos primeiros 8 cm da raiz principal (Figura 5A) foi
pequeno até o 4° dia de inundagdo, a partir dai ele aumentou rapidamente. O aerénquima teve
origem a partir de divisdes de células do periciclo.

Nas raizes laterais observouwse o surgimento de aerénquima a partir do 5° ou 6° dia de
inundagio, tendo como origem divisdes de células do periciclo (Figura 6B).

No 14° dia de inundagdo, observou-se que, tanto nos primeiros 8 cm da raiz principal
como nas raizes laterais situadas entre 2 e 3 cm de profundidade, o aerénquima produzido a
partir do periciclo deslocou a endoderme e o cértex em direcdo a parte mais externa da raiz,
rompeu a epiderme e eliminou esses tecidos.

O desenvolvimento de aerénquima na raiz principal e raizes laterais ndo ocorre no
cortex conforme descrito por Bacanamwo & Purcell (1999) e Pires et al. (2002), mas sim em
substituicdo ao cortex, tendo em vista que o aerénquima é produzido a partir de células do

periciclo.

4.2.3. Nos nédulos

O desenvolvimento de aerénquima nos nddulos, situados nos primeiros 3 cm de
profundidade, foi rdpido com a inundagdo, atingindo em torno de 1,8 % do volume do nédulo
ap6s 1 dia de inundagdo e ndo se alterando mais. O aerénquima teve origem em divisdes de
células do felogénio (Figura 6C), apresentando uma conexao entre o aerénquima do nédulo e o
aerénquima da raiz lateral a que ele estd ligado (Figura 6A).

Os nédulos da soja suportaram a inundacdo até 21 dias, respaldando os trabalhos de

Pankhurst & Sprent (1975), Dakora & Atkins (1989) e Parson & Day (1990) e isso deve-se
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Figura 6. A) Aerénquima (aer) na raiz lateral (rl) e nddulo (n6d) de uma planta de soja inundada por 21 dias; B)
Desenvolvimento de aerénquima a partir do periciclo (per) na raiz lateral: C) Desenvolvimento de aerénquima a
partir do felogénio (fel) no nédulo. Abreviaturas — end: endoderme, cor: cortex, epi: epiderme, ti: tecido infectado,
&v: bainha vascular, ci: cortex interno, es: esclereideos, ce: cortex externo. Barras = 100 .
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ao desenvolvimento de aerénquima a partir de células do felogénio. Entretanto, nos nédulos
situados abaixo de 7-8 cm de profundidade praticamente ndo houve desenvolvimento de
aerénquima.

Mesmo nos nddulos de plantas ndo inundadas ocorreu o desenvolvimento de
aerénquima a partir da hipertrofia de lenticelas. A hipertrofia das lenticelas ocorreu devido a

divisdes de células do felogénio.

4.2.4. Na planta

Na planta de soja com sistema radicular inundado ocorreu uma interconexdao de
aerénquima no segmento do caule submerso e a raiz principal, a raiz principal e as raizes
laterais mais superficiais (até 5 cm de profundidade) e as raizes laterais mais superficiais e os
nodulos, a partir do 5° dia de inundacdo. Além do que, no segmento do caule submerso
ocorreu o desenvolvimento de raizes adventicias (a partir do 2° dia de inundag@o) com
aerénquima esquizégeno e lisigeno (desde o 2° dia de desenvolvimento da raiz adventicia) e a
partir do periciclo (apds 2 semanas de inundacdo). Isso demonstra a capacidade da planta de

soja tolerar o excesso de umidade no solo (VanToai et al., 1994; Bacanamwo & Purcell,

1999a; Thomas et al., 2000; Pires et al., 2002).

4.3. Composicao de aminoacidos na seiva do xilema e fixacdo de N, em plantas de soja
com sistemas radiculares inundados com solucio nutritiva sem N

Para verificar o efeito da inundacdo sobre a composi¢do de aminoécidos na seiva do

xilema e fixacdo de N, foram feitos dois experimentos: 1) com as plantas de soja no estadio

vegetativo com 5-6 folhas trifolioladas desenvolvidas (V6-7), submetidas a periodo de

inundacdo de 21 dias, apds o qual as plantas encontravam-se com 9-10 folhas trifolioladas
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desenvolvidas; 2) com as plantas de soja no florescimento (R2), apresentando 12 folhas
trifolioladas desenvolvidas, periodo de inundacdo de 10 dias, apds o qual as plantas atingiram
o estddio de formacdo de legume.

Foram utilizados dois estddios de desenvolvimento das plantas com o objetivo de
verificar o efeito do acimulo de matéria seca e, conseqiientemente, de reservas na planta sobre

a capacidade das mesmas reverterem o processo de hipoxia no sistema radicular.

4.3.1. Plantas com sistemas radiculares inundados a partir do estadio V6-7

A composi¢do de aminodcidos na seiva do xilema das plantas com sistemas radiculares
inundados no estddio V6-7 estdo na Figura 7 e Tabela 1. Os aminodcidos que apresentaram
maior proporcao e variacdo foram a ALA, ASN, ASP, GLN, SER e GABA e a variacdo
durante os 21 dias de inundacao foi destacada na Figura 7. Na Tabela 1 estdo representados os
dados para todos aminodcidos, apenas para os dias 5, 13 e 21, junto com o teor de aminoacidos
totais, ureideos e clorofila das folhas.

O teor de ALA, um indicador de anaerobiose (Puiatti & Sodek, 1999; Reggiani et al.,
2000; Sousa & Sodek, 2002), aumentou bruscamente no 1° dia de inundacdo (Figura 7),
atingindo 37% da composicao dos os aminoacidos, diminuiu no 3° dia e se manteve em torno
de 15% até o 11° dia, ocasido em que sofreu nova queda e do 15° dia de inundacdo em diante
atingiu valores inferiores a 2%. O teor de ASP apresentou comportamento oposto a ALA,
diminuiu bruscamente no 1° dia, de 23% para 3%, manteve-se baixo até o 7° dia e comegou a
crescer lentamente até o 13°, quando aumentou rapidamente, atingindo 42% no 21° dia de
inundacdo. Isso pode ser explicado porque o ASP € a fonte de N para formag¢do de ALA em

plantas de soja sob deficiéncia de Oz no sistema radicular (Puiatti & Sodek, 1999).
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Figura 7. Composi¢ao dos principais aminoacidos (aa) na seiva do xilema de plantas de soja com sistemas

radiculares inundados, durante 21 dias, com solu¢@o nutritiva sem N, a partir do estddio V6-7.
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Tabela 1. Composicdo de aminodcidos, teores de aminodcidos livres totais (ALT), ureideos
(URE) na seiva do xilema e clorofila (Clorof.) nas folhas de plantas de soja com sistemas
radiculares ndo inundados (NI) e inundados (I), durante 21 dias com solu¢@o nutritiva sem N,
a partir do estddio V6-7.

Amino- 7 dias 13 dias 21 dias
acidos NI I NI I NI I
..................................... MOl% ..o
ASP 17,98 2,37 5,79 7,62 12,27 42,56
GLU 2,87 1,79 0,83 3,19 3,98 3,85
ASN 34,73 24,86 49,99 30,17 49,18 18,54
SER 1,64 6,75 1,02 5,30 0,52 2,13
GLN 20,17 6,61 22,77 5,99 20,63 16,19
HIS 4,15 1,95 3,50 2,05 2,16 1,69
GLY 0,16 1,05 2,45 1,11 3,50 0,41
THR 4,83 6,12 2,74 5,01 0,47 2,23
ARG 1,87 1,70 1,55 1,09 0,42 0,87
ALA 0,45 14,04 0,21 8,65 0,48 0,65
GABA 2,24 7,15 1,03 6,15 1,73 1,55
TYR 0,42 1,98 0,31 1,13 0,26 0,23
MET 0,12 0,83 0,35 1,91 0,29 0,52
VAL 2,63 5,25 2,19 4,28 1,45 2,69
PHE 0,75 1,41 0,77 1,19 0,40 0,65
ILE 0,98 2,45 0,82 2,89 0,55 0,46
LEU 0,82 2,58 0,68 1,94 0,37 0,50
LYS 2,80 4,35 2,52 2,63 1,33 2,69
ni+ 0,40 6,75 0,47 7,70 0,00 1,57
................................................. Tmol/mL ..o
ALT 1,6a% 1,0b 2.8a 1,5b 1,6 a 0,5b
URE 4,1a 0,7b 4,0a 1,3b 39a 29a
................................................. 78/CM2 i
Clorof. 36,9 a 21,8b 38,4 a 15,1b 47,6 a 14,0b

1 . o~ . o
4/ '1.i. = ndo identificados.

2 Médias seguidas de letras distintas na linha, dentro de cada periodo, diferem entre si pelo teste da D.M.S. (P ?
0,05).
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Entretanto, esses resultados sugerem que a planta de soja saiu de uma condi¢do de hipoxia
para normoxia, mesmo sob inundacdo, provavelmente em funcdo sua capacidade de
desenvolver aerénquima nos 6rgaos submersos, conforme foi visto no item 4.2. A elevacgdo do
teor de ASP estd associada ao cultivo de soja nodulada em hidroponia com aerac¢do (Puiatti &
Sodek, 1999), enquanto o teor de ASP diminui com a inundac¢do (Amarante, 2002).

O teor de GLN, um indicador da eficiéncia da fixacdo simbidtica em soja (Amarante,
2002), diminuiu bruscamente no 1° dia de inundacao (Figura 7), caiu de 22% para quase 0%,
e manteve-se proximo a esse valor até o 5° dia, ocasido em que comecou aumentar e se
manteve proximo a 5% até o 13° dia, quando comegou a crescer e atingiu valores entre 15 e
17%, valores esses proximos aos 20% de plantas ndo inundadas (Tabela 1). Também ficou
evidenciada a relacdo entre os teores de GLN e ureideos, outro indicador da fixacdo de N, na
seiva do xilema da soja (Amarante, 2002), que apresentaram um coeficiente de correlagdo (r)
de 0,90 (Figura 8). Isso enfatiza que a fixacdo de N; na soja pode se aclimatar a inundagdo e a
recuperagdo da fixacdo coincide com a formacdo de aerénquima e raizes adventicias
(Bacanamwo & Purcell, 1999a).

O teor de ASN diminuiu acentuadamentente apds o primeiro dia de inundagdo (Figura
7), passando de 30% para 10%, quando comegou a se recuperar lentamente, com alguma
variacdo, até atingir o mesmo nivel pré-inundagdo no 13° e 15° dias de inundag¢do, ocasiao em
que voltou a diminuir. Até o 15° as oscilagdes no teor de ASN apresentaram uma relacao
inversa com ALA, porém a queda de ASN no final do experimento parece estar relacionada
com o aumento de ASP. Tendo em vista que tanto a ASN (Lea & Fowden, 1975; Shi et al.,
1997) como a ALA (Puiatti & Sodek, 1999; Sousa, 2001) sdo produzidas a partir do ASP,
estas variacoes podem ser explicadas pela utilizacdo competitiva de ASP na sintese desses

dois aminodcidos. Desta forma, na fase inicial, ocorre um aumento brusco na transformacao de
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Figura 8. Concentracdes de glutamina (GLN) e ureideos na seiva do xilema de

plantas de soja com sistemas radiculares inundados, durante 21 dias com solugdo

nutritiva sem N, a partir do estddio V6-7.

ASP em ALA, o que prejudica a sintese de ASN. Em seguida, estabelecida a condi¢do de

hipoxia, a utilizacdo de ASP na sintese de ASN e ALA fica estabilizada, pelo menos até o 11°

dia. A partir do 11° dia de inundacdo as plantas, por meio de adaptacdes morfoldgicas,

conseguiram reverter o processo de deficiéncia de O, no sistema radicular, momento em que

ocorreu um aumento acentuado no teores de ASP e GLN e uma diminuicdo nos teores de

ASN e ALA. Neste momento, a transformacdo de ASP em ALA diminuiu rapidamente, de

forma que sobra ASP para a sintese de ASN, porém acima da capacidade para formar ASN, o

que leva ao aumento de ASP também. Na fase final (apds o 15° dia), caracterizada a volta a

normoxia em funcdo do teor baixissimo de ALA, a ligeira queda na ASN associada ao

aumento ainda maior de ASP, aparentemente seria um reflexo de um excedente maior de ASP
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em relacdo a capacidade de sintese de ASN. A predominancia de ASP na seiva do xilema foi
também encontrada em soja nodulada cultivada em hidroponia com aeracdo (Lima, 2002),
situacdo paralela a inundacdo com formacao de aerénquima. Entretanto, Lima (2002) atribui a
queda de ASN e aumento de ASP, em plantas de soja noduladas submetidas a hidroponia com
aeracdo, a uma queda na atividade da asparagina sintetase (enzima responsdvel pela
transformacdo de ASP em ASN) no nddulo, provocada pelo impedimento da fixacdo de N,.
Aparentemente, a aeragdo do sistema de hidroponia foi suficiente para evitar a hipoxia do
sistema radicular, mas ndo do ndédulo, com conseqii€ncias prejudiciais a fixacdo de N,. Tal
interpretacao ndo parece adequada para o sistema de inundacdo com formagdo de aerénquima,
pois os dados (GLN e ureideos) sugerem a recuperacdo quase total dos nédulos em termos de
fixacdo de N,. Neste caso, o suprimento dos ndédulos com O via aerénquima parece ser
proximo do ideal. Uma possivel explicagdo para esta discrepancia esti numa possivel
recuperagdo apenas parcial da atividade da asparagina sintetase no nddulo. De fato, a
recuperacdo da fixacdo de N, no sistema estudado por Lima (2002), onde as plantas voltaram
do sistema hidroponico para vermiculita (disponibilidade plena de O,) foi muito mais rdpida
em termos de fixacdo de N, (recuperacdo de GLN no xilema) do que para a atividade da
asparagina sintetase. Deve ser lembrado também que no sistema estudado por Lima (2002) a
recuperacdo do estresse envolveu apenas o nddulo, enquanto que no sistema aqui estudado
envolveu ndo s6 o ndédulo como também a recuperacdo do sistema radicular da hipoxia.
Portanto, isso leva a crer que o transporte preferencial de ASN ou ASP, na seiva do xilema de
plantas de soja inundadas, dependentes da fixacdo simbidtica de N,, estd relacionado com a
disponibilidade de O, e, conseqiientemente, energia para sintese e interconversdo de

aminoacidos no sistema radicular.
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Os aminodcidos SER e GABA (Figura 7) ocorreram em pequena propor¢ao na seiva do
xilema, o teor de SER aumentou no 1° dia, atingindo 15%, e comegou a decrescer até o 21°
dia de inundac¢do, quando representou 2% da composi¢do da seiva do xilema. Ja o teor de
GABA aumentou lentamente durante os primeiros 5 dias de inundac¢do, atingindo 8% no 9°
dia e a partir dai comecou a decrescer, principalmente apds o 13° dia de inundacdo, quando as
plantas de soja conseguiram reverter o processo de deficiéncia de O, no sistema radicular.
Resultados semelhantes fora encontrados por Puiatti & Sodek (1999) e Amarante (2002) para
periodos de inundagdo de até 5 dias. A sintese de GABA ocorre pela ? -descarboxilagdo do

GLU (Reggiani, 1999; Shelp et al., 1999).

As principais interconversoes entre os aminodcidos livres em raizes deficientes em O,
ja foram esclarecidas através de estudos metabdlicos e enzimadticos, sendo atribuidas ao ajuste
do metabolismo para regular o pH celular (Sousa, 2001; Sousa & Sodek, 2002). Os resultados
obtidos na seiva do xilema das plantas de soja fixando N; (Figura 7), com sistemas radiculares
sob inundacdo, confirmam isso.

Os demais aminodacidos estudados (GLU, HIS, GLY, THR, ARG, TYR, MET, VAL,
PHE, ILE, LEU e LYS) apresentaram pouca varia¢do na seiva do xilema durante os 21 dias de
inundacdo do sistema radicular (Tabela 1) e portanto ndo serdo abordados na discussao.

A quantidade de aminodcidos livres totais (ALT) na seiva do xilema diminuiu
drasticamente com a inundac¢do, atingindo valores préximos a 50% do valor da testemunha
ndo inundada apés 7 e 13 dias de inundagdo, e 30% apés 21 dias (Tabela 1), o que pode
refletir numa deficiéncia de N para o desenvolvimento das plantas.

Mesmo sob condi¢do de inundagdo do sistema radicular as plantas de soja continuaram
a se desenvolver e apds 21 dias de tratamento produziram entre 4 e 5 folhas trifolioladas

novas. Entretanto, essas folhas apresentaram teores de clorofila menores que as plantas nao
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inundadas a partir de uma semana de inundacdo (Tabela 1), demonstrando uma deficiéncia de
nitrogénio.

Observando e analisando em conjunto as modificagdes morfoldgicas e fisiologicas que
ocorreram nas plantas de soja noduladas, com sistemas radiculares inundados, pode-se afirmar
que, apds 2 semana,s as plantas reverteram os sintomas provenientes do processo de
deficiéncia de O; no sistema radicular e recuperaram a fixacao simbidtica de N,. Entretanto, as
plantas sobreviveram ao periodo de 21 dias de inundagdo, embora tenham tido seu
desenvolvimento reduzido e tenham se apresentado clordticas, quando comparadas com
plantas ndo inundadas. Os resultados relativos ao desenvolvimento das plantas sdo
semelhantes aos encontrados por Nathanson et al. (1984), Sallam & Scott (1987), Oosterhuis
et al. (1990) e Bacanamwo & Purcell (1999a). Maiores detalhes, envolvendo parametros de

desenvolvimento, sao abordados no item 4.4.

4.3.2. Plantas com sistemas radiculares inunda dos a partir do florescimento

Esse experimento foi conduzido com o objetivo de verificar a influéncia da inundagdo
dos sistemas radiculares em plantas de soja com desenvolvimento mais avancado, sobre a
composicao dos aminodcidos na seiva do xilema e a fixagcdo de N, Por ocasido do inicio da
inundacdo as plantas no florescimento (R2) apresentavam 12 folhas trifolioladas
desenvolvidas em relagdao as 5-6 folhas das plantas no estadio vegetativo V6-7, portanto
apresentavam maior acimulo de matéria seca e reservas nos 6rgdos das plantas.

O teor de O, na solug@o nutritiva, aerénquima nos nédulos e raiz principal, teores de
ALA e GLN, quantidade de ureideos e aminodcidos livres totais na seiva do xilema das
plantas de soja com sistemas radiculares inundados a partir do florescimento, sdo apresentados

na Tabela 2. Avaliowse o percentual de aerénquima nos 8 cm da raiz principal, a partir do colo
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Tabela 2. Teores de O, na solug¢do nutritiva, aerénquima nos nddulos e raiz principal, teores de alanina e glutamina, quantidade de ureideos
e aminodcidos livres totais (ALT) na seiva do xilema de plantas de soja com sistemas radiculares inundados, durante 10 dias com solugao

nutritiva sem N, a partir do florescimento.

Dias de O3 na solucao Aerénquima (%) mol% na seiva ?mol/mL de seiva
Inundagdo (mg/L) Nédulos Raiz" Alanina Glutamina Ureideos ALT
0 6,6 04 b? 03 ¢ 0,4 13,7 42a 2,1a
1 0,9 19a 1.6 ¢ 34,0 0,6 02 b 1,2 be
2 0,7 1,9a 25 ¢ -- -- -- --
3 0,6 19a 26 ¢ 17,7 0,2 02 b 08 ¢
4 0,8 1,7 ab 47 ¢ -- -- -- --
5 0,6 1,8a 134 b 12,8 0,8 02 b 0,7 ¢
6 0,6 1,8a 173 b -- -- -- --
7 0,6 2,1a 22,0a 3,9 6,2 14 b 1,1 be
10 0,7 1,7 ab 21,7 a 6,2 12,8 39a 1,6 ab

48 cm da raiz principal a partir do colo da planta.
2 Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Duncan (P ? 0,05).
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da planta, tendo em vista que em experimentos preliminares foi observado que esse segmento
da planta apresentava desenvolvimento rdpido e intenso de aerénquima, além de menor
variacdo que nas outras regides estudadas da planta. O experimento foi conduzido sob
temperaturas mais amenas (média das temperaturas miximas de 32 °C) do que o experimento
com inundag¢@o no estddio V6-7 (média das temperaturas mdximas de 38 °C).

O teor de O, na solucdo nutritiva (Tabela 2) diminuiu rapidamente apds 1 dia de
inundacgdo, passando de 6,6 mg de O»/L de solugdo para 0,9 mg de O,/L e manteve-se em
torno de 0,7 mg de O,/L durante o experimento, evidenciando a deficiéncia de O, no sistema
radicular das plantas inundadas. Resultados semelhantes foram obtidos por Sousa (2001).

O percentual de aerénquima nos nédulos (Tabela 2) aumentou de 0,4% nas plantas ndo
inundadas para 1,9% a partir do 1° dia de inundacdo e manteve-se préximo a esse valor
durante todo o experimento. Ja, o percentual de aerénquima na raiz principal aumentou
gradativamente, passando de 4,7% no 4° dia de inundacdo para 13,4% no 5° e 22% no 7° dia
de inundagdo.

Os teores de ureideos e GLN (Tabela 2), indicadores da fixacdo de N,, na seiva do
xilema estdo relacionados com o percentual de aerénquima na raiz principal. A partir do 7° dia
de inundacdo, quando o aerénquima atingiu 22% na raiz principal, comecou a recuperaciao da
fixacdo de N, que se igualou a condi¢@o de pré-inundacdo apés o 10° dia de inundagdo.

Os teores de ALA, aminodacido indicador de anaerobiose, e aminodcidos livres totais
(Tabela 2) na seiva do xilema também estdo relacionados com o percentual de aerénquima na
raiz principal. O teor de ALA diminuiu com o aumento do aerénquima, entretanto ndo atingiu
o mesmo valor da condi¢do de pré-inundagdo apds o 10° dia de inundagdo. Ja o teor de
aminodcidos livres totais comegou a se recuperar com o desenvolvimento do aerénquima e

atingiu o mesmo teor da condicdo de pré-inundacio apés o 10° dia de inundagdo.
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Os resultados demonstram que no 10° dia de inundacdo as plantas de soja com
sistemas radiculares inundados a partir do florescimento reverteram o processo de deficiéncia
de O, e recuperaram a fixagdo simbidtica de No. A recuperacdo mais rdpida das plantas
inundadas a partir do florescimento, quando comparadas as inundadas no estddio V6-7, pode
ter ocorrido em fungdo da maior quantidade de reservas de amido nas raizes para manter a
glicdlise e o metabolismo durante o estresse, tendo em vista que essas reservas sao
consideradas de f4cil mobilizacdo durante a inundagdo (Drew, 1977; Perata et al., 1992). Além
do que, a quantidade de amido nas raizes diminui marcadamente nos primeiros dias de
inundacdo, aumentando os teores de glicose e frutose (Liao & Lin, 2001). Resultados
semelhantes foram encontrados por Souza (2001) trabalhando com plantas de soja, ndo

inoculadas e inundadas com solucdo nutritiva acrescida de NOs".

4.4. Composicao de aminoacidos na seiva do xilema, fixacdo simbidtica de N, e
parametros de desenvolvimento nas plantas de soja com sistemas radiculares
inundados com solucido nutritiva com diferentes fontes de N

Este experimento foi realizado com o objetivo de verificar o efeito da inundacdo dos
sistemas radiculares de plantas de soja, a partir do estddio V6-7, com solu¢do nutritiva com
diferentes fontes de N (sem N e com NO;’, NH;" e NH;NO;) sobre a composi¢do de
aminodcidos na seiva do xilema, fixacdo de N, e parametros de desenvolvimento das plantas

(estatura, drea foliar, matéria seca e N total). A inundagdo sem N foi feita de forma

semelhante a do experimento descrito no item 4.3.1. As avaliacdes na seiva do xilema foram

feitas nos primeiros 5 dias de inundagdo, periodo em que se manifestaram as adaptagcdes
metabdlicas ao estresse (Figuras 7 e 8) e no 14° e 21° dias de inundacdo, para verificar o efeito

prolongado dos tratamentos, quando ocorre a reversao do processo de deficiéncia de O, no
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sistema radicular e recuperacdo da fixacdo de N, em funcdo das modificacdes morfoldgicas

(desenvolvimento de aerénquima e raizes adventicias).

4.4.1. Composicao de aminoacidos na seiva do xilema e fixacao simbiotica de N;

A composicao dos principais aminodcidos (ALA, ASP, ASN, GLN, GABA e SER) na
seiva do xilema de plantas de soja com sistemas radiculares inundados durante 21 dias, com
solugdo nutritiva com NH;*, NOs, NHsNO; e sem N é apresentada na Figura 9.

Independentemente da fonte de N, a ALA foi o aminodcido que ocorreu em maior
propor¢do na seiva do xilema nos 3 primeiros dias de inundacdo do sistema radicular (Figura
9). Entretanto, quando a fonte de N foi NH;* ou NH4sNO3 esse periodo aumentou para 5 dias
e o teor de ALA ficou entre 55-70% para inunda¢io com soluc¢io contendo NH," e entre 40-
50% para solucao com NH4sNO3, além do que o teor se manteve mais elevado no 14° dia de
inundacdo nesses tratamentos quando comparados a inunda¢do com solug¢dao contendo NOj3
como fonte de N e SN. Como o teor de ALA no xilema € reflexo da sua formacdo na raiz
(Sousa & Sodek, 2003). Fica demonstrado que o aumento na sintese de ALA na raiz em
condic¢des de deficiéncia de O, no sistema radicular é estimulado pela disponibilidade de NO3
e principalmente NH;" no meio externo. Esta estratégia permite a célula manter um fluxo
maior de carbono para sintese de alanina com producao maior de ATP e NADH, no balango
da glicélise, exatamente para suprir a demanda desses cofatores na assimilagdo de NH,".
Como resultado, a sintese de ALA permite manter a assimilagdo de NH," em anaerobiose,

enquanto mantém os balancos de energia e redox. Nessas condicdes, as células mantém
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Figura 9. Composicao dos principais aminoacidos (aa) na seiva do xilema de plantas de soja

com sistemas radiculares inundados durante 21 dias com solu¢do nutritiva com NH;", NO5’,

NH4NO; e sem N (SN), a partir do estddio V6-7.
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alguma atividade oxidativa no ciclo de Krebs para suprir 2-oxoglutarato para produgao
de GLU (Vanlerberghe & Turpin, 1990; Vanlerberghe et al., 1991). Mesmo quando a
inundacdo foi com solucdo contendo NOs’, a ALA atingiu 43% da composicao da seiva do
xilema e 30% quando dependente da fixacdo simbidtica de N, (sem N mineral). Resultados
semelhantes a estes foram encontrados por Puiatti & Sodek (1999), Sousa (2001) e Amarante
(2002). Entretanto, convém salientar que como a fixa¢do de N, € inibida nos primeiros 5 dias
de inundacdo, o N para sintese de ALA provave]1 ente vem de outros aminodcidos das raizes
e/ou de aminodcidos via floema. Apesar da importancia da sintese de ALA durante a hipoxia
das plantas de soja, pouco € conhecido sobre seu papel metabdlico, visto que sua sintese a
partir do piruvato ndo regenera NAD™. Porém o fato de ndo causar toxidez a célula e contribuir

na regulagdo do pH celular ja lhe confere importantes propriedades na toleram:la a hipoxia

aa@ol%

eggiani et al., 1988; Sousa & Sodek, 2002). A diminui¢do acentuada ;%10 teor de ALA na
seiva do xilema em todos tratamentos, do 5° ao 14° dia de inundagdo e desse para o 21° dia,
reforcam a hipétese de que a planta de soja cons{ gue reverter o processo de deficiéncia de O,
no sistema radicular por meio de modificacdes morfoldgicas(aerénquima e raizes adventicias).

O teor de ASN na seiva do xilema também foi fortemente influenciado pela fonte de N
durante a inundacdo do sistema radicular. A inundacio com solu¢do contendo NO3", além de
proporcionar um aumento menor no teor de ALA na seiva do xilema ggando comparada com
aquela contendo NHy", fez com que o teor de ASN diminuisse muito pouco apds 1 dia de
inundagdo (de 20 para 15%), com aumento progressivo até o 5° dia de inundacdo, quando
atingiu 48% (Figura 9), propor¢do essa similar a encontrada em plantas de soja com fixagao
simbiodtica efetiva de N; (Puiatti & Sodek, 1999; Amarante, 2002); sendo que a ASN constitui

um dos produtos primdrios da assimilacio de NOj3’, pois a asparagina sintetase atua em

seqiiéncia ao sistema glutamina sintetase/glutamato sintase (Lima, 2002). De modo geral,
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observa-se uma relagdo inversa entre ALA e ASN ou ALA e ASN+ASP, o que vem de
encontro a hipétese de que o ASP (ou ASN via ASP) é precursor da ALA (Sousa e Sodek,
2003). A inundacdo com solucdo contendo NH4NO; apresentou valores intermedidrios de
ASN em relagdo aos demais tratamentos. J4, nos tratamentos com NH;" como fonte de N e
sem N (dependente da fixacdo simbidtica de N;), o teor de ASN diminuiu de 20 para 10%
ap6s 1 dia de inundagio, com recuperacio progressiva até atingir novamente 20% no 5° dia de
inundacdo. Em todos os tratamentos o teor de ASN foi proximo ou aumentou do 5° para o 14°
dia de inundacdo, e do 14° para o 21° dia de inundacdo, exceto no tratamento sem N, onde
houve uma redugdo. Os resultados demonstram que mesmo em hipoxia o suprimento de NOj3
nos 5 dias de inundag@o e as modificagdes morfoldgicas (aerénquima e raizes adventicias)
ap6s 14 dias de inundacdo, nos demais tratamentos, favoreceram a sintese de ASN. Fica
descartada a hipétese proposta por Liesack et al., (2000) de que devido a presenca de
aerénquima interligando os sistemas aéreo e radicular de espécies tolerantes a hipoxia, haveria
uma pequena interface na rizosfera onde predomina NOs’, mesmo em solos alagados onde
predomina NH4*, tendo em vista que ndo se encontrou NO3™ na seiva do xilema (dados ndo
mostrados) das plantas de soja com sistemas radiculares inundados com NH,". Isso evidencia
que a sintese de ASN esta relacionada com a disponibilidade de O, para o metabolismo do
sistema radicular das plantas de soja sob hipoxia.

Os teores de ASP, GABA e SER foram baixos e apresentaram comportamento similar
em todos os tratamentos (Figura 9). J4, o teor de GLN (Figura 9) diminuiu pouco nos
primeiros 4 dias de inundacdo com NHyNOs, passando de 16% para 10%. Entretanto sua
origem ndo € a fixacdo simbidtica, tendo em vista que o teor de ureideos (Tabela 3) na

seiva do xilema foi baixo nesse periodo. Provavelmente, a presenca de NH;™ no meio provoca
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Tabela 3. Ureideos na seiva do xilema de plantas de soja com sistemas radiculares inundados
por 5 dias, com soluc¢do nutritiva sem N (SN) e com NO;” NH;" e NH; NO3, a partir do

estddio V6-7, e em plantas com sistemas radiculares ndo inundados (NI).

Trata- Dia(s)
mentos 1 2 3 4 5
............................................ Imol/mL ..o

NI 30at 3,1a 23a 19a 23a
SN 0,1 b 0,1 b 0,1 b 0,6 b 0,6 b
NO;3 0,1 b 0,1 b 02 b 0,2 ¢ 0,1 ¢
NH,* 0,1 b 0,1 b 0,1 b 0,1 ¢ 0,1 c
NH4NOs 0,1 b 0,1 b 0,1 b 0,1 ¢ 0,1 ¢

v Médias com letras distintas na coluna difere m entre si pelo teste de Duncan (P ? 0,05).

a assimila¢do em GLN pela glutamina sintetase (mecanismo para evitar acimulo de NH;" na
célula) e, por motivo desconhecido, a eficiéncia para transferir este N da GLN a ALA seja
menor quando o NO3™ também esta presente.

Os teores de ureideos na seiva do xilema de plantas de soja com sistemas radiculares
inundados por 5 dias com soluc@o nutritiva sem N e com NO3;” NH;"e NH4NO;s e plantas ndo
inundadas sdo apresentados na Tabela 3. Os teores de ureideos na seiva do xilema cairam para
valores minimos nos 3 primeiros dias de inunda¢do, independentemente da fonte de N. No 4°

e 5° dias ja comecou a recuperacdo da fixacdo simbidtica de N, nas plantas inundadas sem N,
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enquanto os tratamentos com N suprimiram a fixacdo simbidtica, provavelmente devido ao
efeito interativo da inundacdo com o efeito inibitério do N sobre a atividade do nddulo.

Os teores de aminodcidos livres totais (ALT) na seiva do xilema de plantas de soja
com sistemas radiculares inundados por 5 dias com solug¢do nutritiva sem N e com NO3;" NH;*
e NH4NOj3 e plantas ndo inundadas sido apresentados na Tabela 4. Os teores de ALT na seiva
do xilema foram maiores nos 5 primeiros dias de inundacdo nas plantas com sistemas
radiculares inundados com solu¢do contendo NH;*. Nas plantas com sistemas radiculares
inundados com NO3NHy; e NOj3™ os teores de ALT foram similares na maioria dos dias de
inundacdo. J4 nas plantas com sistemas radiculares inundados com solucao contendo NO3™ os
teores de ALT foram superiores na maioria dos dias de inundacdo aos teores das plantas com
sistemas radiculares inundados com solucdo sem N e plantas ndo inundadas. Entre esses
ultimos tratamentos ndo houve diferenca nos teores de ALT nos 5 dias de inundagdo. Os
resultados demonstram a maior quantidade de ALT na seiva do xilema das plantas com
sistemas radiculares inundados com NH,"e isso provavelmente aconteceu porque a absor¢io
de NH,4" pelas raizes das plantas ocorre de forma passiva, difusdo através de canais, para altas
concentracdes externas de NHy" e de forma ativa, através de transportadores, para baixas
concentracdes externas (Williams & Miller, 2001). J4, a absor¢do de NO3™ ocorre somente de
forma ativa sendo mais afetada pela baixa disponibilidade de energia em condi¢des de
deficiéncia de O, no sistema radicular inundado. Além do que, a assimilagdo de NH;™ ocorre
nas raizes, via glutamina sintetase, cujo Km para NH," é muito baixo (Lea & Ireland, 1999).
Por outro lado, a assimilacio de NO3;™ pode ocorrer tanto nas raizes como na parte aérea
(Williams & Miller, 2001) e na soja cerca de 30% do NO3™ € assimilado nas raizes (Crafts-
Brandner & Harper, 1982). Isso justifica a maior quantidade de ALT encontrada na seiva do

xilema de plantas de soja com sistemas radiculares inundados com solu¢do nutritiva com
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Tabela 4 Aminodcidos livres totais na seiva do xilema de plantas de soja com sistemas
radiculares inundados por 5 dias com solucdo nutritiva sem N (SN) e com NOs’ NH4* e

NH4NO3, a partir do estddio V6-7, e em plantas com sistemas radiculares ndo inundados (NI).

Trata- Dia(s)
mentos 1 2 3 4 5
............................................ Imol/mL ..o

NI 14 c¥ 1,6 ¢ 09 ¢ 12 ¢ 12 ¢
SN 14 ¢ 14 ¢ 1,0 ¢ 09 ¢ 0,6 ¢
NO;5 1.9 c 3,2 be 55b 29 b 38 b
NH,* 6,6 a 7,6 a 7.8 a 54a 6,1 a
NH4NOs 42b 4,6 b 6,9 ab 4.8 a 4,7 b

v Médias com letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Duncan (P ? 0,05)

NH,", em comparac¢do com as plantas cujos sistemas radiculares foram inundados com solucio
nutritiva com NO3 .

Mais discussdo envolvendo os efeitos das fontes de N sobre a quantidade de ALT e
ureideos na seiva do xilema, incluindo os periodos de 14 e 21 dias de inundacdo, serd

abordada no item 4.4.2.

4.4.2. Parametros de desenvolvimento nas plantas de soja
As avaliagdes a seguir foram uma conseqiiéncia do estudo da composi¢do de

aminodcidos na seiva do xilema de plantas de soja com sistemas radiculares inundados com

55



solugdes contendo diferentes fontes de N em ensaios preliminares, tendo em vista que nas
plantas com sistemas radiculares inundados com solu¢do nutritiva com NH;" foram
observados maiores teores de ALT na seiva do xilema, porém menor desenvolvimento das
plantas a partir do 5° dia de inundacdo, quando comparadas com plantas cujos sistemas
radiculares foram inundados com solug@o nutritiva com NOs'".

A estatura e a drea foliar de plantas de soja com sistemas radiculares inundados por 5,
14 e 21 dias com solug@o nutritiva sem N e com NOs NH;* e NH4NO;s, a partir do estidio
V6-7, e de plantas com sistemas radiculares nao inundados sao apresentadas na Tabela 5.

A estatura das plantas (Tabela 5) com sistemas radiculares inundados com solugdo
contendo NO3™ ndo diferiu da estatura das plantas com sistemas radiculares ndo inundados, aos
5, 14 e 21 dias de inundag¢do, sendo superior aos demais tratamentos inundados com adicado de
N mineral. J4, a estatura das plantas com sistemas radiculares inundados com solucao
contendo NH;" foi a menor entre todos os tratamentos e mesmo a presenca de NH," na
mistura NH4sNO3 foi suficiente para reduzir a estatura das plantas, quando
comparadas com as plantas com sistemas radiculares ndo inundados ou inundados com NOs'.
O suprimento de NH;" durante 21 dias de inundac¢@o do sistema radicular reduziu a estatura
das plantas, em relagdo ao controle ndo inundado, da mesma forma que a auséncia de N
mineral durante a inundacao. A presenca de NO3™ na solugdo nutritiva durante a inundagao dos
sistemas radiculares das plantas fez com que a érea foliar (Tabela 5) das plantas equivalesse a
das plantas com sistemas radiculares ndo inundados, aos 5, 14 e 21 dias de inundagdo. As
inundacdes dos sistemas radiculares com solucdes com NH;" e sem N proporcionaram as
menores dreas foliares das plantas nos 3 periodos de inundagdo. Ja, a inundag@o dos sistemas
radiculares com solugao contendo NHsNO3 afetou menos a drea foliar das plantas apds 21 dias

de inundagio que a inundag¢do com solugdo contendo NH,™.
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Tabela 5. Estatura e 4rea foliar na seiva do xilema de plantas de soja com sistemas
radiculares inundados por 5, 14 e 21 dias com solug¢do nutritiva sem N (SN) e com NO3;” NH;*
e NH4NO3, a partir do estddio V6-7 e em plantas com sistemas radiculares ndo inundados

(NT).

Trata- Estatura (cm) Area foliar (cm?planta)

mentos 5 dias 14 dias 21 dias 5 dias 14 dias 21dias
NI 62,0abY 773 a 96,6 a 1334 a 2199 a 3220 a
SN 65,0 a 770 a 81,0 ¢ 1132 b 1642 bc 1581 ¢
NO;5~ 63,0 a 773 a 926 a 1307 a 2012 ab 3001 a
NH,* 553 ¢ 66,6 b 773 ¢ 1219 ab 1458 ¢ 1689 ¢
NHsNO; 57,0 be 68,6 b 87,0 b 1198 b 1640 be 2504 b

Y Medias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Duncan (P ? 0,05).

A matéria seca da parte aérea, das raizes e total das plantas é apresentada na Tabela 6.

A matéria seca total (Tabela 6) das plantas ndo diferiu entre os tratamentos apds 5 dias
de inundacdo, entretanto, a partir do 14° dia as plantas com sistemas radiculares inundados
com solu¢do com NH," apresentaram menor matéria seca, sendo que esse efeito se acentuou
mais no 21° dia de inundagdo. A inunda¢do com solug¢do contendo NH;" restringiu o
desenvolvimento das raizes antes (14° dia de inundacdo) que da parte aérea (21° dia de
inundagdo). O acimulo de matéria seca nas plantas com sistemas radiculares inundados sem
suprimento de N mineral foi similar ao das plantas com inundacdo com solu¢do contendo
NH," (Tabela 6). A presenca de NO;  na solu¢do nutritiva, sozinho ou na mistura
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Tabela 6. Matéria seca (MS) na parte aérea, raizes e total de plantas de soja com sistemas radiculares inundados por 5, 14 e 21 dias

com solug¢do nutritiva sem N (SN) e com NO3;” NH4" e NH4NOs, a partir do estddio V6-7, e em plantas ndo inundadas (NI).

Trata- MS na Parte Aérea (g/planta) MS nas Raizes (g/planta) MS Total (g/planta)

mentos 5 dias 14 dias 21 dias 5 dias 14 dias 21dias 5 dias 14 dias 21 dias
NI 51 bY 10,9 a 149 a 1,0a 2,8 a 34a 6,1 a 13,7 a 18,3 a
SN 5,3 ab 10,1 a 10,4 b 0,8 a 1,7 b 1,3 b 6,1a 11,8 ab 11,7 b
NOs” 6,1a 114 a 154 a 0,9 a 2,6 a 4,2 a 7,0a 140a 19,6 a
NH,* 5,6 ab 94 a 98 b 09a 1,2 b 1,7 b 6,4 a 10,6 b 11,5 b
NH4NO; 5,3 ab 99a 13,6 a 0,9a 1,6 b 4,6 a 6,2a 11,5 ab 18,2 a

Y'Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Duncan (P ? 0,05).
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NH4NO3, durante a inundag@o dos sistemas radiculares das plantas, foi benéfica em termos de
acimulo de matéria seca das plantas, visto que estas também ndo diferiram das plantas com
sistemas radiculares ndo inundados, aos 14 e 21 dias de inundacdo. A presenca de NO3
sozinho na solu¢do de inundacdo estimulou o desenvolvimento radicular das plantas no 14° e
21° dias de inundagdo, enquanto na mistura NHsNO; o efeito foi observado no 21° dia de

inundacdo (Tabela 6).

Os teores de aminodacidos livres totais € ureideos na seiva do xilema sao

apresentados na Tabela 7.

Os teores de aminodcidos livres totais (ALT) na seiva do xilema das plantas com
sistemas radiculares inundados com solu¢do com NH;" foram muito maiores que nos demais
tratamentos no 5°, 14° e 21° dias de inundacdo. A inundacdo com solucdo com NO3
proporcionou teores de ALT entre 8 € 9 vezes menores que a inundacdo com solugdo com
NH," no 14° e 21° dias de inundac@o, entretanto os teores nio diferiram dos encontrados nas

plantas cujos sistemas radiculares nao estavam inundados (Tabela 7).

Os teores de ureideos (Tabela 7) na seiva do xilema foram fortemente reduzidos pelos
tratamentos inundados, independentemente do periodo de inundagcdo. Até o 5° dia da
inundacdo dos sistemas radiculares das plantas de soja com solu¢d@o nutritiva com fontes de N
mineral a queda dos ureideos foi acentuada (refletindo numa maior inibicdo da fixacdo
simbidtica de Ny). J4, a partir do 14° dia de inundacdo ndo houve diferenca no teor de ureideos
entre as plantas inundadas com solucao com NO;3; e com NH4*, sendo que esses tratamentos
atingiram de 70-80% do teor de ureideos na seiva do xilema das plantas com sistemas

radiculares n3o inundados. As plantas com sistemas radiculares inundados sem N mineral
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Tabela 7. Amino4cidos livres (ALT) e ureideos na seiva do xilema de plantas de soja com
sistemas radiculares inundados por 5, 14 e 21 dias com solu¢do nutritiva sem N (SN) e com
NO;" NH4" e NH4NO3, a partir do estiddio V6-7, e em plantas com sistemas radiculares ndo
inundados (NI).

Trata- ALT (? mol/mL) Ureideos (? mol/mL)

mentos 5 dias 14 dias 21 dias 5 dias 14 dias 21dias
NI 1,2 ¢V 1,3 ¢ 0,7 b 23a 2,7 a 3,0a
SN 0,6 ¢ 1,1 ¢ 09 b 0,6 b 1,2 ¢ 1,2 ¢
NO;5~ 3.8 b 14 ¢ 22 b 0,1 ¢ 20 b 23 b
NH4* 6,1a 11,5a 219a 0,1 ¢ 2,1 b 2.8 ab
NHsNO; 477 b 6,3b 19 b 0,1 ¢ 21 b 2,6 ab

Y Medias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Duncan (P ? 0,05).

atingiram 26% do teor de ureideos das plantas nao inundadas no 5° dia de inundacdo, 44% no

14° dia e 40% no 21° dia.

A quantidade total e percentual de N na parte aérea das plantas de soja é

apresentadas na Tabela 8.

A quantidade de N total na parte aérea das plantas com sistemas radiculares inundados
foi menor que nas plantas ndo inundadas em todos periodos de avaliagdo, reflexo da baixa
atividade de fixacdo de N, nesta condi¢do. Nao houve diferenca entre os tratamentos

inundados com solucdes com diferentes fontes de N no 5° e 14° dia de inundagdo. Entretanto,
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Tabela 8. Quantidade total e percentual de N na parte aérea de plantas de soja com
sistemas radiculares inundados por 5,14 e 21 dias com solug@o nutritiva sem N (SN) e

com NO; NH;" e NH4;NO3;, a partir do estddio V6-7, e em plantas ndo inundadas (NI).

Trata- N na parte aérea (mg/planta) %N na parte aérea

mentos 5 dias 14 dias 21dias 5 dias 14 dias 21 dias
NI 149 a 296 a 453 a 29a 2,7a 30a
SN 88 ¢ 124 ¢ 122 d 1,6 d 1,2 ¢ 1,2 ¢
NOs” 132 ab 225 b 356 b 2,2 bc 20 b 23 b
NH,* 135 ab 200 b 277 ¢ 24 b 2,1 b 2,8 ab
NH4NO3 124 b 204 b 351 b 2,3 bc 2,1 b 2,6 ab

Y'Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Duncan (P ? 0,05).

no 21° dia de inundacgdo, os tratamentos com NH4NO3z e NOj3™ foram superiores ao tratamento
com NH;" e essa diferenga ocorreu pela menor produ¢do de matéria seca na parte aérea
(Tabela 6) do tratamento com NH,*, tendo em vista que ndo ocorreu diferenca no teor de N no
tecido (Tabela 8). A inundacdo dos sistemas radiculares das plantas sem suplementacdo de N
mineral diminuiu drasticamente a quantidade de N na parte aérea das plantas. Isso ocorreu
tanto pela menor producao de matéria seca na parte aérea (Tabela 6) como pelo menor teor de

N no tecido (Tabela 8).

O pH das solugdes nutritivas com diferentes fontes de N nao foi um fator determinante
para as diferengas entre os tratamentos. Foi de aproximadamente 6,8 na solu¢do sem N, 6,8 na

solucdo com NH;NOs, 7,2 na solugdo com NO3” e 6,4 na solu¢do com NH,™,
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independentemente do periodo de inundacgdo ter sido de 5, 14 ou 21 dias. Isso demonstra que o
NH,* ndo acidificou o pH da solu¢io e mesmo assim houve efeito téxico. Observagdes
semelhantes sdo citadas por Wirén et al. (2000) e Britto et al. (2001).

Nao houve actimulo de NO3 e/ou NH;" nas solugdes nutritivas dos vasos, mesmo com
complementacdo didria das solugdes com 5 mM de N e, apds 21 dias de inundagdo, encontrou
se de 1,5 a 2,0 mM de NO;™ no tratamento inundado com solu¢do com NOj3", 1,5 mM de NH,*
no tratamento inundado com solu¢do com NH;", ? 1 mM de NH;" ¢ 1,5 mM de NOj; no
tratamento inundado com solu¢do com NH4sNO3,

A presenca de NH;* na mistura NH;NO3, na inundacdo dos sistemas radiculares das
plantas de soja, ndo diminuiu a matéria seca total (Tabela 6) das plantas apos 5, 14 ou 21 dias
de inundagdo, mas reduziu a estatura e a area foliar (Tabela 5) nos trés periodos de avaliacdo,
em relacdo aos tratamentos ndo inundado e inundado com NO;3". Isso demonstra que a
inundagio, mesmo na presenca de NOs~, o NH,™ afeta o desenvolvimento das plantas de soja.
Dessa forma fica excluida a hipétese proposta por Wirén et al. (2000) de que a toxidez do
NH," estaria relacionada a auséncia do NOj™ devido ao fato desse fon ser essencial para a
translocacdo de cations no xilema e um sinalizador que induz a expressao de genes envolvidos
na absorc¢do e assimilacdo de N, metabolismo de 4cidos organicos e sintese de amido.

A inundagio com solu¢do com NH;* aumentou a quantidade de aminodcidos livres
totais na seiva do xilema aos 5, 14 e 21 dias de inundagdo (Tabela 7). Isso deve ter acontecido
porque a absor¢do de NH;" pelas raizes das plantas ocorre de forma passiva e a de NOs™ de
forma ativa (Williams & Miller, 2001), conforme ja foi salientado no item 4.4.1. Além do que,
a assimila¢do de NH," ocorre nas raizes, via glutamina sintetase. De fato, plantas de soja ndo
inoculadas, nutridas com NH4*, também apresentam elevados teores de aminoacidos livres no
xilema com a presenca marcante de GLN (Sodek, dados ndo publicados), produto da
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assimilacdo de NH;". Nas plantas inundadas estudadas aqui, o teor de GLN na seiva do xilema
(Figura 9) ndo foi muito elevado no tratamento com NH;*. Isto pode ser explicado pela
utilizacdo do N da GLN (formada a partir da assimilacdo de NH,;") na sintese de ALA. Desta
forma, o N da GLN ¢ transferido para GLU, pela enzima glutamato sintase e em seguida de
GLU para ALA pela enzima alanina aminotransferase.

Por outro lado, o elevado teor de aminodcidos (Tabela 7) translocados para a parte
aérea no tratamento com NH;" nfio trouxe nenhum beneficio aparente e pode estar relacionado
com sua menor utilizacdo pela planta, tendo em vista que ocorreu uma restricio no
desenvolvimento das mesmas (Tabelas 5 e 6) . De acordo com Wirén et al. (2000) e Forde
(2002), a nutri¢do exclusiva com NHy" diminui o tamanho das folhas novas, que apresentam
poucas células. Essas mudangas coincidem com uma forte diminui¢do de citocinina na seiva
do xilema. Também ocorre aumento na concentracdo de dcido abscisico na seiva do xilema,
horménio esse que contribui potencialmente com o crescimento fenotipico raquitico.
Entretanto, apesar de haver o efeito toxico da presenca de NH;" ao desenvolvimento das
plantas sob hipoxia ou ndo, muitas hipéteses tém sido formuladas para explicar esse efeito,
mas nenhuma é considerada satisfatoria (Wirén et al., 2000; Britto et al., 2001).

A medida que o periodo de inundacdo se prolongou para 14 e 21 dias ndo houve
diferenca entre o tratamento inundado com NOj3™ e o ndo inundado para estatura, drea foliar
(Tabela 5), matéria seca total e matéria seca das raizes (Tabela 6), demonstrando que a
presenca de NO3™ aliviou os efeitos da deficiéncia de O, no sistema radicular das plantas de
soja. Tais resultados vem de encontro com os da literatura, pois é conhecido que a presenca de
NOs3;™ no meio aumenta a tolerancia do sistema radicular a inundacdo (Malavolta, 1954;

Trought & Drew, 1981; Prioul & Guyot, 1985, Bacanamwo & Purcell 1999a,b). Entretanto, a
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quantidade total de N na parte aérea (Tabela 8) foi maior nas plantas com sistemas radiculares
nao inundados do que inundados com solugdes com NO3z™ e com NH4NO3

O efeito da inundacdo dos sistemas radiculares das plantas exclusivamente com
solucdo com NOj3 sdo evidentes nos resultados obtidos, porém pouco sabe-se sobre os
mecanismos fisiolégicos envolvendo o NOs3™ para aliviar a hipoxia no sistema radicular das
plantas.

A reducdo de NO3™ a NH4" consome quatro NAD(P)H (8 elétrons) e oito prétons por
ciclo de reacdo, que é muito mais eficiente na regeneracdo de NAD" e no consumo de prétons
que outras reagdes de fermentacdo conhecidas, incluindo a producdo de etanol. Se
suficientemente ativo, o metabolismo anaerébico do NO3™ pode facilitar a producdo de energia
e aliviar a acidez citoplasmatica (Salsac et al., 1987; Fan et al., 1997). Entretanto, os dados da
literatura dao pouco apoio a esta hipétese de que a reducdo de NO3™ possa funcionar como um
dreno alternativo para elétrons, exceto para plantas de arroz. Em plantas de arroz, o NO3
reduziu a producao de etanol (Fan et al., 1987), exatamente o esperado pela hipétese. Porém,
em raizes destacadas de outros cereais (Lee, 1978; Reggiani et al., 1985) mais etanol foi
produzido em condi¢des anaerdbicas na presenca de NOs'™.

A atividade da redutase de nitrato (NR) aumenta em tecidos vegetais sob deficiéncia de
O3, levando a um grande acimulo de nitrito (NO;") e sua excrecdo pelas raizes (Lee, 1979).
Entretanto, a finalidade fisioldgica do acimulo de NO," € desconhecida. A producao de 4cido
nitrico fraco e sua excrecdo quando ndo dissociado, pode ajudar a estabilizar o pH citosdlico.
Alternativamente, a redu¢do de NO3™ pode diminuir a taxa de fermentacdo etandlica ou latica.
O 4cido lactico, especialmente, pode ser toxico visto que ele ndo € tdo facilmente excretado

como o etanol e o dcido nitrico (Kaiser & Huber, 2001). Entretanto, a diminuicao da taxa de
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fermentacdo etandlica devido a reducdo de NO3", por enquanto, s estd comprovada em arroz
(Sousa & sodek, 2002).

A redutase de NO3™ pode catalisar a transferéncia de um elétron do NAD(P)H para o
nitrito para produzir 6xido nitrico (NO). Composto esse que pode estar envolvido na
sinalizacdo molecular do controle do crescimento, diferenciacdo e senescéncia em plantas
(Kaiser et al., 2002). Durante a hipoxia, o etileno estd envolvido na inducdo “tardia” (24-28 h
apos o inicio da hipoxia) da élcool desidrogenase, mas algum sinalizador € o precursor da
inducdo (Peng et al., 2001). Estudos tém demonstrado que 6xido nitrico pode agir como um
sinalizador em condi¢des de anoxia (Magalhdes et al., 2002), porém ainda ndo se sabe o
quanto a redutase de NO3™ contribui para este processo.

Os resultados obtidos demonstram que a planta de soja nodulada possui a capacidade
de se adaptar ao excesso de umidade no sistema radicular, inclusive fixar N», e que isto ocorre
devido a modificacdes morfolégicas e metabdlicas nos 6rgdos submersos. O estddio de
desenvolvimento da planta tem influéncia no processo de reversdo da hipoxia, pois quanto
maior a quantidade de reservas nas raizes, mais rapidamente ela supera o estresse anaerdbico.
Entretanto, a presenga de NH;* (forma de N que predomina em solos hidromérficos) durante a
inundacdo prolongada (2 semanas ou mais) dos sistemas radiculares, prejudica o
desenvolvimento das plantas. Mesmo com esse entrave, existe a perspectiva de se selecionar
gendtipos de soja que apresentem rendimentos de grios satisfatorios quando cultivados em

solos hidromorficos.
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5. CONCLUSOES

A planta de soja com sistema radicular inundado desenvolve aerénquima no segmento
de caule submerso, nas raizes adventicias que surgem no caule submerso, na raiz principal, nas
raizes laterais e nos nddulos. No segmento do caule submerso, na raiz principal e raizes
laterais a origem do aerénquima é no periciclo. Nas raizes adventicias ocorrem aerénquima
esquizogeno e lisigeno no cortex durante a primeira semana de inundagdo e apos duas semanas
de inundagdo ocorre o desenvolvimento de aerénquima a partir do periciclo. Nos nédulos a

origem do aerénquima é o felogénio.

Na planta de soja com sistema radicular inundado as interconexdes de aerénquima nos
orgdos submersos da planta fazem com que apds duas semanas de inundacdo a planta reverta o
processo de deficiéncia de » no sistema radicular e recupere a fixagdo simbidtica de N.

Entretanto, a planta tem seu desenvolvimento reduzido e apresenta-se clordtica.

O suprimento de NO3™ durante a inunda¢do do sistema radicular da planta de soja faz
com ela apresente desenvolvimento similar ao da planta com sistema radicular ndo inundado.
Entretanto, a presenca de NH;* durante a inundacdo reduz drasticamente o desenvolvimento
da planta, mas a presenca de NO3  na propor¢do de 1:1 na solucdo nutritiva praticamente

elimina o efeito téxico do NH;" a planta de soja com sistema radicular inundado.
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