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RESUMO

A soja é a leguminosa de maior importancia econdmica no Brasil com
producdo de 72,23 milhdes de toneladas na safra de 2010/2011. O cultivo de soja
em regides que sofrem alagamento é uma das principais causas de perda de
produtividade no Brasil. Nestas condicdes, ocorre reducao na taxa de oxigénio do
solo, e o sistema radicular da planta entra em hipoxia prejudicando o
desenvolvimento e a produtividade das plantas. Existem evidéncias de que a adi¢ao
de nitrato em condicbes de alagamento do sistema radicular (hipoxia) promove
tolerancia ao estresse, entretanto os mecanismos bioquimicos que envolvem essa
tolerancia ainda nao estdo totalmente elucidados. Analisando as alteracbes no
metabolismo de nitrogénio em hipoxia, em plantas submetidas a diferentes condi¢cdes
experimentais, observou-se reducdo do conteudo de nitrato dentro da planta,
aumento no teor de aminoacidos solluveis totais, aumento na composicdo dos
aminodcidos livres: Ala e Gaba, e redugdo de Asn, em plantas ndo noduladas e
noduladas, além de reducado no conteudo de ureideos totais em plantas noduladas. A
adicao de nitrato promoveu maior conteudo de nitrato nas raizes, seiva do xilema e
nddulos, maior teor de aminoacidos soluveis totais, maior conteudo de proteinas
sollveis totais nas raizes e menor nas folhas. A atividade da enzima redutase do
nitrato in vivo em condi¢des de hipoxia reduziu nas raizes das plantas ndo noduladas
e nas raizes e folhas das plantas noduladas. A inclusdo de K'°NO; no meio
demonstrou que o nitrato &, de fato, absorvido em condicdes de hipoxia, pois as
raizes, folhas e nédulos todos incorporaram o '°N. Entretanto, absorgdo do nitrato

sob hipoxia foi bem menor do que sob normoxia. Tanto em normoxia como hipoxia
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as raizes apresentaram o maior grau de enriquecimento com "°N enquanto que a
incorporagdo nos nédulos foi menor. Houve incorporagéo de >N em aminoacidos em
todos os tecidos, o que permite concluir que o nitrato ndo é apenas absorvido pelas
raizes sob hipoxia mas também assimilado e transportado para a parte aérea. Os
aminoacidos mais préximos ao processo de assimilacdo de nitrato, Asp, Glu, Ala e
Asn, foram os que mais incorporaram o °N. No entanto, em geral um grau menor de
incorporacao foi encontrado sob hipoxia. A adicdo de nitrato, no dia 7, na solu¢ao do
vaso de cinco cultivares de soja cujo sistema radicular estava alagado promoveu, na
cultivar IAC Foscarin-31, maior crescimento da planta quando comparada as plantas
com nitrato desde o inicio do experimento; na cultivar IAC-23, maior massa seca do
sistema radicular; nas cultivares IAC-17 e IAC-18 foi evidenciado o mesmo
crescimento da planta que as demais com nitrato; e na cultivar IAC-24, houve menor
crescimento da planta. A adigdo também promoveu maior formac¢ao de aerénquima
no caule, na raiz principal e adventicia, além de estimular a maior formagao de raizes
adventicias. Os dados sugerem que em condigdes de hipoxia, embora em
quantidades bastante reduzidas e num processo mais lento, o nitrato é absorvido
pelas raizes, sendo parte, convertida a aminoacidos e menos de 40% convertidos a
nitrito, o qual é eliminado para o meio. A redug&o do nitrato via redutase do nitrato,
passo inicial de sua metabolizagdo, ndo € um passo limitante, uma vez que ha
producdo de nitrito, produto da atividade da enzima. Com a adicao de nitrato na
solugéo do vaso de cinco cultivares de soja foram observadas tendéncias para suprir
a auséncia de nitrogénio e manter o desenvolvimento da plantas em condicdes de
alagamento. A cultivar IAC Foscarin-31 e IAC-24 apresentaram crescimento geral da

planta, sendo maior o crescimento observado na cultivar IAC Foscarin-31. Na cultivar
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IAC-23 houve maior crescimento do sistema radicular; na cultivar IAC-17, da parte

aérea, assim como na IAC-18.
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SUMMARY

Soybean is a legume of great economic importance in Brazil with a production
of some 72.23 million tons (2010/2011 harvest). One of the main causes of
diminished vyields of the cultivars produced in Brazil is their cultivation in regions
subject to flooding. Under such conditions reduced availability of oxygen in the soil
leads to hypoxia of the root system which impairs plant development and yield.
There is evidence that the presence of nitrate during flooding can improve tolerance
to hypoxic stress. However, the biochemical mechanisms underlying this
phenomenon have not been fully elucidated. After analysis of the changes in nitrogen
metabolism that occur under hypoxia, in plants subjected to a variety of experimental
conditions, it was observed that there was a reduction in plant nitrate content, an
increase in total soluble amino acids, an increase in the relative abundance of free
Ala, Gaba, and a reduction in Asn, in both nodulated and non-nodulated plants, as
well as a reduction of ureides in nodulated plants. The addition of nitrate during
flooding resulted in a higher nitrate content of the root, nodule and xylem sap. Total
soluble amino acids and soluble proteins also increased in the root under these
conditions but decreased in the leaf. Under hypoxia the in vivo nitrate reductase
activity declined in the roots of non-nodulated plants and in both the roots and leaves
of nodulated plants. The inclusion of K'®NOjs in the nutrient solution confirmed the
uptake of nitrate under hypoxia, since roots, leaves and nodules became labelled.
However, uptake under hypoxia was much lower than that observed under normoxia.
Under both normoxia and hypoxia the roots showed the highest degree of '°N

enrichment while the nodules showed the weakest. Incorporation of >N in amino
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acids of all tissues shows that "®NO; was not only taken up by the roots under
hypoxia but that it was assimilated and transported to the shoot. The amino acids
considered closest to N assimilation, Asp, Glu, Ala and Asn, were the most highly
labelled. Nevertheless, lower levels of incorporation were generally found under
hypoxia. The addition of nitrate to the hydroponic nutrient solution of five soybean
cultivars, 7 days after flooding the root system, stimulated greater growth of the
cultivar IAC Foscarin-31 as compared to plants with nitrate from the beginning of the
experiment. It also stimulated greater root dry mass of the cultivar IAC-23, produced
a similar growth increase of cultivars IAC-17 and IAC-18 compared to those with
nitrate from the beginning, but resulted in less growth for the cultivar IAC-24. The
addition of nitrate also stimulated formation of adventitious roots as well as
aerenchyma which formed on both the stem and the main and adventitious roots. The
data show that under conditions of hypoxia, nitrate is taken up by the roots although
at a much lower rate than under normoxia, and in part is assimilated into amino acids
while nearly 40% is reduced to nitrite which is excreted to the surrounding medium.
The reduction of nitrate by the enzyme NR, the first step of nitrate metabolism, does
not appear to be limiting since large quantities of the reaction product, nitrite,
accumulate.  With the addition of nitrate to the flooding medium of five soybean
cultivars there was a tendency to overcome the absence of nitrogen and maintain
plant development under flooded conditions. Of the five cultivars studied, IAC
Foscarin-31 and IAC-24 responded positively through overall plant growth, with
Foscarin-31 showing the greatest growth. Cultivar IAC-23 responded with greater root

growth while IAC-17 and IAC-18 presented greater shoot growth.
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1. INTRODUCAO

1.1. Soja: origem e histérico no Brasil

A soja é uma leguminosa originaria da regido leste da China, sendo uma das
culturas mais antigas conhecidas, ha registros de plantio de soja que datam cinco mil
anos.

A introducdo da soja no Brasil deu-se no inicio do século XX, o primeiro
registro data de 1882, na Bahia, por Gustavo Dutra. Diversos outros registros
histéricos indicam que a soja "amarela" foi inicialmente plantada no Instituto
Agronémico de Campinas (IAC), em 1891, para teste como planta forrageira, e de la
expandiu-se para o sul do pais.

A expanséo e maior produtividade da cultura aconteceram em meados dos
anos 70, quando além do sul, estados do centro-oeste do pais comegaram a cultivar
soja. Este aumento na produgédo ocorreu devido a quebra da safra da Russia e a
incapacidade dos Estados Unidos de suprirem a demanda mundial. Nesta época o
Brasil superou até a China, que era a segunda maior produtora mundial de soja com
8.500.000 toneladas, a qual ficava logo atras dos Estados Unidos, o maior produtor
mundial até os dias de hoje (Missao, 2006).

Esta fase coincidiu com o fim do ciclo da extracdo da madeira no Parana,
tornando a soja a cultura central desta regidao. Outro fator de relevancia foi a grande
geada de 1975 que devastou os cafezais do norte do Parana. Desta forma os

fazendeiros preferiram cultivar soja ao invés do café (Missao, 2006).



Dados do Conab (2011) indicam que os principais estados produtores de soja
no Brasil sdo: MT, PR e RS sendo que juntos constituem mais de 62% da producao
nacional.

Nos ultimos anos a produgdo de soja no Brasil tem assumido grande
importancia econémica. A produtividade vem aumentando devido a muitos estudos
visando a producao de cultivares de soja adaptadas as diferentes regides do pais,
assim como de correcdo de solos, além de caracteristicas de infra-estrutura e
comercializacdo que ja operam nos niveis mundiais. A grande demanda nacional e
mundial por soja é outro fator preponderante para que esta cultura constitua 5% do

PIB brasileiro e 25% do PIB agricola (Conab, 2010).

1.2. A importancia agronémica da soja

O Brasil é o segundo maior produtor de soja do mundo com produgdo média
de 72,23 milhdes de toneladas na safra 2010/2011 (Conab, 2011).

Do ponto de vista agronémico, as leguminosas, como a soja, geram grande
interesse por poderem ser cultivadas sem adubacdo nitrogenada. Isto € possivel,
uma vez que as leguminosas realizam a fixagéo do nitrogénio atmosférico atraves de
uma associagao simbibtica com bactérias do solo, que é caracterizada pela presenca
de nodulos nas raizes. Nesta associacdo, as bactérias fixam o nitrogénio
atmosférico, e a planta fornece a energia necessaria para reger o processo. Os
tecidos do nédulo formam um ambiente propicio para que o sistema funcione com
grande eficiéncia. No caso do cultivo da soja, a fixagao de nitrogénio é explorada ao

maximo pelo agricultor brasileiro. A sua alta eficiéncia praticamente dispensa o uso



de adubo nitrogenado (Dobereiner, 1985) com enormes beneficios econdémicos
(Dobereiner, 1989).

O uso do adubo nitrogenado no cultivo da soja, utilizando-se nitrato ou aménio
(este ultimo transformado em nitrato em poucas semanas pelas bactérias
nitrificadoras do solo), representa um grande desperdicio de recursos, tendo em vista
a forte inibicao exercida pelo nitrato sobre o processo de formacao do nédulo e a sua
principal atividade metabdlica, a fixacdo do N, (Streeter, 1988). Em algumas
situagcdes, entretanto, o uso do nitrato pode ser benéfico, por exemplo, em campos
alagados, pois o nitrato aumenta a tolerancia da planta ao encharcamento do

sistema radicular (Sousa & Sodek, 2002).

1.3. Deficiéncia de oxigénio no sistema radicular

O alagamento do solo é um fenémeno bastante comum, principalmente em
solos compactados ou com deficiéncia de drenagem natural (Sairam et al., 2008).
Basta uma chuva forte para que tais solos figuem inundados durante horas ou até
dias. Nesta situacao, a troca gasosa entre o sistema radicular e o0 espago poroso do
solo fica bastante prejudicada, devido a baixa taxa de difusdo de gases no meio
aquoso em relagdo ao solo seco. A taxa de difusdo de oxigénio é cerca de 10* vezes
menor na agua do que no ar (Armstrong et al.,, 1994) e a sua concentracao 30 vezes
menor (Thomson & Greenway, 1991).

A baixa disponibilidade de oxigénio para o sistema radicular num campo
alagado torna o meio anaerobico, inviabilizando a respiracao das raizes. A partir do
momento que a concentracao de oxigénio presente se torna insuficiente para manter

a taxa normal de respiragdo da raiz, por definicdo, o sistema entra no estado de



hipoxia. O estresse de hipoxia prejudica em primeira instancia a respiracao da raiz
gerando declinio na taxa de ATP/ADP, o que indica restricdo da fosforilagcao oxidativa
(Dennis et al., 2000). Além disso, a hipoxia diminui a condutividade hidraulica e afeta
as aquaporinas, diminuindo a absorcdo de agua e nutrientes da raiz (Dell’amico et
al., 2001; Tournaire-Roux et al., 2003).

Os principais sintomas causados em plantas submetidas a hipoxia sao:
inibicdo do crescimento da planta (Sairam et al., 2008), reducédo do crescimento do
sistema radicular e da nodulacdo (Zenzen et al., 2007), reducdo dos teores de
nutrientes nas folhas (Pires et al, 2002) e, dependendo do estaddio de
desenvolvimento da planta, a morte.

A hipoxia afeta inicialmente a respiracdao das raizes. Como o oxigénio é o
aceptor final da cadeia transportadora de elétrons, em sua auséncia ou com a
reducao da sua concentracao, ha acumulo de NADH e FADH, (Sairam et al., 2008) e
consequentemente, diminuicdo da atividade enzimatica no ciclo de Krebs e acumulo
de seus compostos intermediarios. Com o acumulo de piruvato e de poder redutor,
ocorre aumento do processo de fermentagdo alcodlica com redugédo do piruvato a
etanol, que sera liberado para o meio externo a partir das raizes das plantas (Sousa
& Sodek, 2003). Além de modificagdes bioquimicas, plantas em condigdes de hipoxia
sofrem alteragdes morfolégicas, como o desenvolvimento de aerénquima e a
formacado de raizes adventicias (Thomas et al., 2005). Estas estruturas aparecem
como mecanismos adaptativos que aumentam a area disponivel para a entrada de

oxigénio e permitem a sobrevivéncia da planta estressada por mais tempo.



1.4. Nitrato e o seu efeito benéfico sob hipoxia

Estudos demonstram que a adigdo de nitrato (NO3z) em solos alagados
aumenta a tolerancia das plantas de soja a hipoxia (Malavolta, 1954; Thomas, 2004).
Teoricamente, isto ocorre uma vez que a redugao do nitrato aumenta a regeneracao
do NAD" e producéo do glutamato pela reacdo do 2-oxoglutarato com a glutamina, o
qual descarboxilado, forma o GABA (acido y butirico), um dos precursores da alanina
e do succinato (Bailey-Serres & Voesenek, 2008). A alanina e o succinato sao
acumulados nas células em condicdes de hipoxia, uma vez que nao sao toxicos as
células e suas sinteses permitem a manutencao da respiracao nestas condicoes, o
que pode ser explicado por um modelo metabdlico. A partir de outros estudos, foram
reveladas algumas alterac6es metabdlicas associadas a hipoxia do sistema radicular
e um destes estudos (Sousa & Sodek, 2002) foi util como ponto de partida para o
atual. Observou-se que o acumulo de matéria seca de plantas submetidas ao
alagamento na presencga do nitrato foi semelhante ao encontrado no controle nao-
alagado, embora o acumulo de N tenha sido ligeiramente menor. Por outro lado, na
presenca de NH;", o acimulo de matéria seca foi tdo baixo quanto ao do controle
alagado sem N (Thomas & Sodek, 2005).

O modelo do metabolismo primario sob hipoxia em L. japonicus, uma
leguminosa, proposto por Rocha et al. (2010), elucida como ocorre 0 acumulo de
alanina e succinato em condicbes de anoxia e indica uma rota de aumento na
producado de ATP. Este modelo propde que a producao de piruvato é ativada pela
glicélise, a qual € mantida pela regeneracdo do NAD" via reagdes de fermentagéo
que formam lactato e etanol. Para a producao de piruvato, ATP é formado. Evitando

o acumulo de piruvato, ha producao de alanina, cuja reagao produz 2-oxoglutarato, o



qual pode ser usado pela 2-oxoglutarato desidrogenase e a succinato Coa ligase
para a producdo de outro ATP. O succinato acumulara, assim como os compostos do
Ciclo de Krebs, devido a limitacdo do oxigénio. Na mitocondria, o NAD" requerido
pela 2- oxoglutarato oxidase pode ser reciclado via malato desidrogenase, a qual
obtém o oxalacetato via fosfoenolpiruvato carboxilase ou via aspartato
aminotransferase, sendo esta ativada em anoxia e provedora de glutamato, substrato
da alanina aminotransferase.

Em plantas de arroz, uma espécie tolerante ao alagamento, acredita-se que o
nitrato adicionado funcione como um dreno alternativo para elétrons, uma vez que
para esta espécie, os elétrons de NADH sao utilizados na reducao do nitrato ao invés

de serem utilizados na producgéo de etanol (Fan et al., 1997).

1.5. O papel da redutase do nitrato em condicoes de hipoxia

A redutase do nitrato (RN) é uma enzima chave no processo de assimilagao
de nitrato pelas plantas (Botrel et al., 1996; Campbell, 2001; De la Haba et al., 2001),
e cataliza a reagdo: NADH + NO3 + H" — NAD" + NO;™ + H20.

O nitrato absorvido pelas raizes € reduzido a nitrito pela RN e entdo o nitrito
(NO2) é reduzido pela redutase do nitrito (RNi) a aménia. A aménia é incorporada a
estrutura dos aminoacidos através do sistema enzimatico glutamina sintase-
glutamina-2-oxoglutarato transaminase (GS-GOGAT) (Aslam et al., 2001),
fornecendo nitrogénio para as plantas (Heller et al., 1998). A forma induzida da RN é
ativada na presenca de nitrato, ou seja, a atividade da RN é regulada pelo “pool”
metabdlico de nitrato localizado no citoplasma sob condigées de normoxia (Ferrari et

al., 1973; Aslam et al., 1976; Allegre et al., 2004; Lea et al., 2004). A concentragéo de



nitrato no “pool” citoplasmatico € menor e mais constante que a do “pool” vacuolar
(Ferrari et al., 1973; Martinoia et al., 1981; Zhen et al., 1991). Em raiz de plantas de
cevada sob normoxia, a concentracao exégena de nitrato determina a quantidade de
ions de nitrato nos “pools” metabdlicos e nao-metabdlicos (vacuolar) (Aslam et al.,
2001).

Varios estudos indicam que a sintese da RN é promovida, além do nitrato,
pela luz, pelos fitocromos e pela atividade fotossintética (Appenroth et al., 2000; De
la Haba et al., 2001). A atividade da RN € modulada tanto pela fosforilagdo como por
uma proteina especifica conhecida como 14-3-3 (Weiner & Kaiser, 1999, 2000). Em
espinafre, a fosforilacdo da RN necessita da serina-543 e é o primeiro passo para
sua inativagcao (Kanamaru et al., 1999). A completa inativacdo ocorre quando a forma
fosforilada € associada a proteina 14-3-3. Essa ligacdo é iniciada por cétions
bivalentes como o Mg?* e o Ca®" (Weiner & Kaiser, 2001). A ativacdo da RN ocorre
na dissociacao dessa proteina (14-3-3) assim como sua desfosforilagao (Huber et al.,
1996; Chung et al., 1999).

Garcia Novo & Crawford (1973) encontraram atividades maiores de RN nas
raizes de diversas espécies submetidas a hipoxia. Atividade da RN também
aumentou em coledptilos de plantulas de arroz durante a germinagdo em condi¢oes
de anoxia, devido ao aumento na expressao génica (Mattana et al., 1996). Por outro
lado, em todos os outros casos estudados, o0 aumento na atividade da RN durante a
hipoxia foi explicado pelo mecanismo de desfosforilagdo (Kaiser & Huber, 2001). O
mesmo mecanismo regulatério de desfosforilacao foi observado em raizes de plantas

de ervilha (Glaab & Kaiser, 1993), de cevada (Botrel et al., 1996) e de pepino (De la



Haba et al., 2001), nos quais aparentemente, a desfosforilacdo da RN é sinalizada
pela acidificagéo da célula (Botrel et al., 1996).

O papel fisioldégico do aumento na atividade da RN durante a hipoxia é pouco
compreendido. Dados obtidos com tomateiros, anteriormente (Allégre et al., 2004)
indicam que a redugao do nitrato pode estar envolvida no efeito benéfico do nitrato
na tolerancia a hipoxia, pois a inibicdo da enzima por tungsténio anulou o efeito
benéfico do nitrato. Por outro lado, outras evidéncias geram duvidas em relacao ao
papel do nitrato. Medidas realizadas em tecidos hipoxicos mostraram que as taxas
de reducéao e assimilacdo do nitrato sdo menores nestes casos (Lee, 1978). Esses
resultados indicam que as taxas reais de reducdo de nitrato ndo acompanham o
aumento na atividade da redutase de nitrato. O acumulo do produto, nitrito, no meio
em condi¢gdes de anoxia sugere que a reducao de nitrito € inibida mais fortemente do
que a reducdo do nitrato (Lee, 1979; Morard et al., 2004). E importante frisar que as
espécies com capacidade de germinar em condigdes anaerdbicas, como as plantas
de arroz, sdo um caso a parte (Reggiani et al., 1993a), pois a assimilacao do nitrato é
aumentada sob anoxia (Kemp & Small, 1993; Reggiani et al, 1993, 1993a). Em
plantas de soja é observada uma queda acentuada na atividade da RN em raizes

submetidas a hipoxia (Brandao, 2005).

1.6. Justificativa do trabalho
Os mecanismos de atuagao do nitrato como promotor de tolerancia em plantas
de soja sob condicoes de hipoxia ndo estdo totalmente elucidados. O presente

trabalho buscou compreender como o nitrato estd sendo metabolizado no sistema



radicular em condi¢des de hipoxia, o que pode revelar os mecanismos do seu efeito

benéfico durante o alagamento do sistema radicular.



2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi estudar como a adi¢cao de nitrato promove a

tolerdncia a hipoxia em plantas de soja submetidas ao alagamento do sistema

radicular. Os objetivos especificos foram:

Verificar como o metabolismo do nitrogénio é modificado em condigdes de
alagamento do sistema radicular, o que acarreta o estresse por hipoxia;
Verificar possiveis alteragdes no metabolismo apds a adigdo de nitrato na
solucao nutritiva de plantas em condi¢cdes de hipoxia;

Avaliar a atividade da enzima redutase do nitrato em condi¢des de hipoxia;
Determinar a localizagdo e quantidade de NO3;” marcado em diferentes partes
da planta de soja, a sua proporcdo no teor de nitrogénio total, e sua
incorporagao na forma de aminodacidos, em plantas submetidas a condigdes
de hipoxia;

Compreender como cinco cultivares de soja produzidas no estado de Sao
Paulo respondem ao nitrato adicionado ap6és o sistema radicular estar em

hipoxia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal e condicoes de cultivo

As sementes de soja [Glycine Max (L.) Merril] da cultivar IAC-23, desenvolvida
pelo Instituto Agronémico de Campinas, foram germinadas em bandejas plasticas
contendo vermiculita como substrato e mantidas em casa de vegetacdo, em
condicbes naturais de luz e temperatura.

Para obtencao e cultivo de plantas ndo noduladas, plantas com o primeiro par
de folhas totalmente expandido (V1, Ritchie et al., 1982) foram transferidas para
vasos plasticos de 1,4 L contendo vermiculita e cultivadas com solugdo nutritiva
completa (Hoagland & Arnon, 1938).

Para obtencdo e cultivo das plantas noduladas, plantas em estadio V1 de
desenvolvimento foram inoculadas com Bradyrhizobium elkani (SEMIA 5019) por
imersédo das raizes em uma suspensao contendo a bactéria. Em seguida as plantas
foram transferidas e cultivadas em sistema similar ao das plantas ndo noduladas,
com excegao da solugdo nutritiva que foi livre de N (0 mM NOg3’) (Hoagland & Arnon,
1938).

A aplicagdo da solugdo nutritiva foi feita duas vezes por semana, sendo
distribuidos 250 mL da solugdo por vaso e, quando necessario, as plantas foram

irrigadas com agua de torneira.

3.2. Obtencao, manutencao e multiplicacao do indculo
A manutencao (meio soélido) e a multiplicacdo (meio liquido) das bactérias

(Bradyrhizobium elkani) foram realizadas em meio de cultura recomendado por
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Norris & Date (1976), pH 6,8 - 7,0, utilizando os seguintes reagentes: KoHPO4
(0,5 g.L™"), MgS0,4.7H:0 (0,8 g.L'™"), NaCl (0,1 g.L™"), FeCls.6H.0 (0,01 g.L"), extrato
de levedura (0,8 g.L™"), manitol (10 g.L™") e 5 mL de azul de bromotimol a 0,5% (p/v)
em metanol. O meio sélido foi obtido adicionando-se 15 g.L™" de 4gar ao meio liquido.

Ap6s autoclavagem a 121°C por 20 minutos, os meios foram inoculados em
camara de fluxo laminar e incubados a 28-30°C. As placas com meio sélido depois
de inoculadas receberam vaselina liquida (Labsynth), previamente autoclavada,
sobre todo o meio, e, em seguida, foram armazenadas sob temperatura de 4 a 6°C.
Enquanto que o meio liquido, apds ter sido inoculado, foi incubado sob agitacdo a
temperatura ambiente, por um periodo de 3 a 4 dias, quando a suspensao de
bactérias atingiu uma quantidade em torno de 10° células viaveis.mL™' de UFC -
unidades formadoras de colbénias, podendo assim, ser utilizada para a inoculagéo

das plantulas.

3.3. Solucoes nutritivas

As solugdes nutritivas utilizadas no cultivo das plantas foram preparadas de
acordo com Hoagland & Arnon (1938). A solugdo +N (com NOj’), 10 vezes
concentrada, porém diluida antes do uso, e a solugdo -N (sem NOj’) tiveram a
seguinte composicao:
Solucado +N (10x conc.): Ca(NOj3)2.4H,O (50 mM); KNO3z (50 mM); MgS04.7H.O
(20 mM); KHzPO,4 (10 mM); H3BO3 (0,46 mM); MnCl..4H,O (1 mM); ZnSO4.7H.0
(7,65 uM); CuS04.5H,0 (3,20 uM); HoMoO4 (0,56 uM).

Solucao -N: MgS04.7H20 (2 mM); KH2PO4 (1 mM); CaS04.2H20 (2 mM) ; KaSO4
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(2 mM); HsBO;z; (0,046 mM); MnClo.4HO (9,1 uM); ZnS04.7H.O (0,765 uM);
CuS04.5H,0 (0,32 uM); HoMoOy4 (0,56 uM).

As duas solugcbes foram preparadas com todos os macronutrientes e
micronutrientes, exceto o ferro. O ferro foi adicionado apenas no momento da
utilizacdo das solugdes. Para isso, acrescentou-se as solugées, +N ou -N, 1 mL.L"
de uma solugdo de Fe-EDTA 1000 vezes concentrada (EDTA-Nap, 33,2 g.L”,

FeS0,.7H;0, 25 g.L™' e NaOH, 3,65 g.L™).

3.4. Tratamentos
3.4.1. Tratamentos em sistema hidropénico

Com o objetivo de verificar o efeito do nitrato, plantas ndo noduladas da
cultivar IAC-23 em estadio vegetativo V4 (3¢ trifolio totalmente expandido) e plantas
noduladas em estadio vegetativo V5 (4° trifolio totalmente expandido) (Ritchie et al.,
1982) foram transferidas para sistemas hidropénicos contendo solugao nutritiva -N ou
+N.

Em todos os experimentos hidropbnicos foram utilizados vasos plasticos de
3 L contendo solucdao nutritiva (+N ou -N) diluida a 1/3. Em cada vaso foram
acomodadas trés plantas, que tiveram o sistema radicular lavado cuidadosamente
com agua para a remocao do excesso de vermiculita. O sistema foi mantido sob
aeracao continua, por meio de tubo flexivel ligado a tubulacdo de um compressor de
ar nos tratamentos com aeracdo. As plantas de soja ndao noduladas foram
transferidas para hidroponia sete dias antes do inicio do experimento e mantidas em
aeracao, visando a adaptagado das plantas ao sistema hidropénico. A transferéncia

das plantas noduladas para hidroponia foi realizada no inicio do experimento, para
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evitar morte ou ineficiéncia dos nédulos devido a hidroponia. Nos dois casos, plantas
noduladas e ndo noduladas, a hipoxia foi induzida pela suspensao da aeragao e a
adicao de 100 mL de 6leo mineral para cobrir a superficie da solugdo nutritiva e
assim evitar a entrada de oxigénio no sistema. O volume inicial da solu¢ao no vaso
foi restabelecido diariamente, com adicdo de 4agua destilada, sendo esta
anteriormente borbulhada em N, gasoso para a retirada de gases e para que nao
houvesse interferéncia do O, nos tratamentos em hipoxia.

Nos experimentos onde foi realizada adigdo de nitrato, esta ocorreu na
solucao do vaso um dia apés a inducao da hipoxia, colocando 10 mL de uma solugéo
1,5 M de KNO3z com pipeta por baixo do 6leo mineral na superficie. A solucao foi
anteriormente borbulhada em N, gasoso. Posteriormente, por diluicdo a solugdo do

vaso passou a ter a concentracao esperada de 5 mM de nitrato.

3.4.1.1. Sistema hidroponico para material marcado com °N

As andlises de incorporacdo de °N em aminoacidos e em nitrogénio total
foram obtidas a partir de plantas de soja da cultivar IAC-23 em diferentes fases de
desenvolvimento. Sementes foram germinadas em vasos de 1,4 L com vermiculita e
ao atingirem o estadio de desenvolvimento a ser avaliado, as raizes foram lavadas
cuidadosamente com agua corrente. Em seguida, as plantas foram colocadas em
hidroponia, permanecendo uma planta por vaso. Dois tratamentos foram montados,
um com plantas em normoxia, ou seja, com 5 mM de °NO; e aeracéo e o outro com
5 mM de ""NOs sem aeragéo imposta no inicio do experimento. A solucdo de nitrato
colocada nos vasos de 200 mL no momento da montagem do experimento era

composta por 11% de N enriquecido. Os ensaios foram feitos nos estadios de
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desenvolvimento V1 a V8 em plantas ndo noduladas e de V1 a V9 em plantas
noduladas de acordo com Ritchie et al. (1982), e as coletas realizadas apds 48 horas

em sistema hidropénico.

3.4.2. Experimento com diferentes cultivares de soja: resposta ao nitrato em
condicoes de alagamento.

Neste experimento avaliou-se como cinco cultivares de soja n&o noduladas,
produzidas no estado de Sao Paulo, respondem ao nitrato em condicées de
alagamento do sistema radicular. Foram elas: IAC Foscarin-31, IAC-23, IAC-17,
IAC-24 e IAC-18. Todas desenvolvidas pelo Instituto Agronémico de Campinas.

Trés sementes de cada cultivar foram germinadas em vasos com vermiculita e
apds 10 dias foi realizado o desbaste, permanecendo uma planta por vaso durante
todo experimento. As plantas foram nutridas duas vezes por semana com solugao de
Hoagland & Arnon (1938).

Quando as plantas atingiram o estadio V4 de desenvolvimento (terceiro trifélio
totalmente expandido, de acordo com Ritchie et al, 1982), foi montado o
experimento. O alagamento foi realizado colocando os vasos com as plantas dentro
de outro vaso maior e adicionado a eles: solugdo nutritiva sem nitrato; solugao
nutritiva com nitrato; e solugdo nutritiva com nitrato adicionado apenas no sétimo dia
de analise. Nos tratamentos os vasos foram completados com solugao nutritiva de
Hoagland & Arnon (1938) a 1/3 (5 mM NOg3), a qual era trocada a cada sete dias,
uma vez que testes preliminares demonstraram que em 7 dias ha praticamente

consumo integral de nitrato da solugéo pelas plantas.
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3.5. Métodos analiticos
3.5.1. Coleta da seiva do xilema

A coleta da seiva do xilema foi realizada entre 11 e 13:00 h conforme
metodologia descrita por McClure & Israel (1979). Com auxilio de uma lamina foi feito
um corte transversal abaixo do n6 cotiledonar da planta, o qual separou a parte
aérea do sistema radicular. Em seguida, a parte aérea foi descartada e a regiao do
corte foi lavada com agua destilada e enxugada com papel de filtro iniciando-se a
coleta da seiva com auxilio de microcapilares de vidro. Os exsudatos da seiva foram
coletados em eppendorfs e mantidos no gelo para posterior armazenamento a - 20°C

até o momento das analises.

3.5.2. Extracao de amostras vegetais para analises bioquimicas

A extracao das amostras foi realizada de acordo com Bieleski & Turner (1966)
pesando 1 g MF ou 0,1 g MS e adicionando a elas 10 mL de MCW (metanol:
cloroférmio: agua) na propor¢cao 12:5:3 (v/v). ApOs 24 horas em repouso, as
amostras foram centrifugadas a 4000 x g por 30 minutos. O sobrenadante foi retirado
e para cada 4 mL deste foi acrescentado 1 mL de cloroférmio e 1,5 mL de agua
deionizada em funil de separacdo com agitacdo. A mistura foi mantida em repouso
por 24 horas para a separagcao das fases. Em seguida, foi coletada a fase aquosa, a
qual foi posteriormente utilizada para as analises de aminoacidos totais soluveis,
nitrato, nitrito, entre outras. Enquanto que, ao precipitado foram adicionados 10 mL
de NaOH 0,1 N. Apdés 24 horas, estas amostras foram centrifugadas a 4000 x g por
10 minutos e o sobrenadante guardado para posterior analise de proteinas soluveis

totais.
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3.5.3. Dosagem de nitrato

A dosagem de nitrato foi realizada de acordo com a metodologia de Cataldo et
al. (1975), a qual utiliza de 0,2 a 1,0 umol de KNO3, como padrao. Aliquotas de
100 uL foram pipetadas em tubos de ensaio e a elas adicionados 0,4 mL de reagente
salicilico (acido salicilico a 5% p/v em &cido sulfarico concentrado). Em seguida, as
amostras foram agitadas em vortex e apds 20 minutos, a elas foram adicionados
9,5 mL de NaOH 2 N. As amostras foram novamente agitadas em vortex e ao
atingirem a temperatura ambiente, as densidades O&ticas foram lidas em

espectrofotdmetro a 410 nm.

3.5.4. Dosagem de nitrito

A determinacgao de nitrito seguiu 0 método de Hageman & Reed (1980). Foram
misturados a 2 mL de amostra (1 mL de amostra e 1 mL de agua destilada) ou
branco (2 mL de agua destilada) ou padrées (0,01 a 0,1 pmol de NO;), 1 mL de
sulfanilamida a 1% (p/v) em HCI 1,5 N e 1 mL de N-(naftil)-etilenodiamina 2.HCI a
0,02% (p/v) em agua destilada, obtendo-se um volume final de 4 mL. A reacao foi
agitada em vortex e em seguida foram lidas as densidades d&ticas em
espectrofotbmetro a 540 nm. A atividade da enzima foi expressa em
umol NOz .gMF'.h™ e a dosagem de nitrito ndo veiculado a atividade da enzima RN

in vivo foi expressa em pmol.mL™", pmol.gMF™" ou pmol.gMS™.
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3.5.5. Dosagem de aminoacidos soluveis totais

Os aminoacidos soluveis totais foram analisados de acordo com Yemm &
Cocking (1955). Para esta analise, 1 mL de amostra, branco ou padrdes
(20 - 100 nmol de leucina) foram colocados em tubo de ensaio e a ele adicionado
0,5 mL de tampao citrato 0,2 M pH 5,0, 0,2 mL de ninhidrina a 5% em metilcelulsolve
(éter monometilico de etilenoglicol) e 1 mL de KCN 0,01 M a 2% em metilcelulsolve.
Em seguida, o tubo de ensaio foi agitado e coberto com bolinha de vidro, e incubado
em banho-maria a 100°C por 20 minutos. ApGs atingir a temperatura ambiente,
acrescentou-se etanol a 60% até completar o volume para 4 mL. As densidades

oticas foram lidas em espectrofotdbmetro a 570 nm.

3.5.6. Separacao e analise da composicao de aminoacidos das raizes, seiva do
xilema, nédulos e folhas por HPLC.

A separacdo e analise de aminoacidos livres foram efetuadas por High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) em coluna de fase reversa, apés
derivatizagdo com o-ftaldialdeido (OPA) [(Benson & Hare, 1975; Jarret et al., 1986)
com modificacées (Marur et al., 1994)].

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

A separacado foi efetuada por meio de um gradiente gerado com dois
solventes: tampao fosfato pH 7,25 para a bomba A, denominado tampao A
[NapgHPO4.7H,O 50 mM, CH3COONa.3H,O 50 mM, 20 mL de tetrahidrofurano e

20 mL de metanol especifico para HPLC em 1 L de volume final] e metanol a 65%
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também especifico para HPLC para a bomba B. Ambas as solugdes foram
submetidas a retirada de gases, sendo o tampao “A” filtrado a vacuo, em filtro
Millipore, por meio de membrana PVDF de 0,45 pum.

O reagente OPA foi preparado dissolvendo-se, inicialmente, 50 mg de OPA
em 1 mL de metanol especifico para HPLC e posteriormente misturando-o a 6,5 mL
de tampéao borato-NaOH, pH 9,5 (4cido bérico 2,4 g p/v em H2O; pH ajustado com
NaOH 2 N), filtrando-se em seguida em filtro Millipore em PVDF de 0,22 um. No dia
de andlise, 5 uL de 2-mercaptoetanol foram adicionados a 625 pL desta mistura.

As amostras de seiva do xilema foram centrifugadas a 14.000 x g por
2 minutos para posterior derivatizacao com o reagente OPA + 2-mercaptoetanol. As
amostras de folhas, raizes e nddulos foram filtradas em filtro Millipore em PVDF de
0,22 um e em seguida foram concentradas sob fluxo de nitrogénio gasoso 3 vezes
para folha e 5 vezes para raizes. As amostras de nédulos nao foram concentradas.

Uma aliquota de 20 pL, de amostra ou padréo, foi misturada com 60 uL do
reagente OPA + mercaptoetanol em microtubos. Apods agitacdo e dois minutos de
reacdo, tempo suficiente para se formar os derivados aminoacidos-OPA, uma
aliquota de 10 uL (padrao e folhas) ou 20 pL (seiva, raizes e nddulos) foi injetada na
camara de injecao de amostra do HPLC. Nesse momento foi iniciada a eluicdo da
mistura em um gradiente dos dois tampdes, crescente de “B” em relacdao a “A”,
através da coluna cromatografica (Waters Spherisorb ODS-2,5 um, 250 x 4,6 mm, da
SUPELCO INC.) com fluxo de 0,8 mL.min". O gradiente foi programado para
aumentar linearmente a proporcao de “B” em relacdo a "A” da seguinte forma: 25%
ao 0 min, 60% aos 35 min, 75% aos 45 min, 95% aos 60 min, 96% aos 65 min e

100% aos 66 min.
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Ao passar pela coluna cromatografica, os derivados aminoacidos-OPA foram
detectados por um monitor de fluorescéncia Shimadzu modelo 10AXL, ajustado com
A de excitacdo de 265 nm e A de emissdao de 450 nm. O sinal do monitor foi
processado por um integrador LKB modelo 2221.

As concentracdes de aminoacidos nas amostras foram determinadas pela
area dos picos integrados, comparada a dos picos de um padrédo Sigma AAS-18,
com 15 aminoacidos protéicos (ASP, GLU, SER, HIS, GLY, THR, ARG, ALA, TYR,
MET, VAL, PHE, ILE, LEU e LYS), ao qual foram adicionados os aminoacidos ASN,

GLN e GABA, todos na concentracdo de 50 nmol.mL™".

3.5.7. Dosagem de proteinas soluveis totais

A determinagéo das proteinas soluveis totais foi feita de acordo com Bradford
(1976). Inicialmente foi feito o reagente de Bradford: 100 mg de Coomassie Brilliant
Blue G250 dissolvido em 50 mL de etanol a 95%. Em seguida, 100 mL de acido
fosférico a 85% p/v foram adicionados e completado o volume para 1 litro com agua
destilada. Esta solucédo foi filtrada a vacuo e armazenada em frasco ambar a
temperatura ambiente. Para a dosagem, em 0,1 mL da amostra, branco ou padrao
(0,02 a 0,1 mg de BSA) foram adicionados 5 mL do reagente de Bradford e os tubos
com os reagentes mantidos incubando por 5 minutos a temperatura ambiente para

posterior leitura das densidades 6ticas em espectrofotobmetro a 595 nm.

3.5.8. Dosagem de ureideos totais
A quantificagdo de ureideos totais foi baseada na metodologia de Vogels &

van der Drift (1970). A hidrélise alcalina da alantoina em alantoato foi realizada em
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tubos de ensaio onde se acrescentou 250 pL de amostra, branco ou padrées (12,5 a
75 nmol de alantoina), 500 uL de agua destilada e 250 yL de NaOH 0,5 N. Em
seguida, os tubos foram fechados com bolinhas de vidro e levados ao banho-maria a
100°C por 8 minutos. Apds atingirem a temperatura ambiente, pipetou-se 250 L de
HCI 0,65 N para a hidrélise acida. Foram recolocadas as bolinhas de vidro e os tubos
retornaram ao banho-maria a 100°C por 4 minutos. Em seguida, os tubos foram
resfriados a temperatura ambiente e a eles adicionados 250 uL de tampéao fosfato
0,4 M pH 7,0 e 250 yL de fenil-hidrazina a 0,33%. O processo foi seguido de
agitacdo em vortex e repouso por 5 minutos. Decorrido este tempo, os tubos foram
resfriados em banho de gelo, onde permaneceram até a adicao de 1,25 mL de HCI
concentrado e gelado (0°C). Apés atingir a temperatura ambiente foram adicionados
250 pL de ferricianeto de potassio a 1,65%. Em seguida, os tubos foram agitados em
vortex e deixados a temperatura ambiente durante 15 minutos para posterior leitura

da densidade 6tica a 535 nm.

3.5.9. Extracao e dosagem da enzima redutase do nitrato in vivo

A dosagem in vivo da RN (EC 1.6.6.1) foi realizada baseada no método
descrito por Majerowicz et al. (2003). O material vegetal (raizes e folhas) foi coletado,
e apenas as raizes foram lavadas com agua deionizada e secas em papel
absorvente. As raizes foram cortadas em pequenos segmentos, com o auxilio de
uma tesoura e posteriormente pesadas (0,2 g). As folhas foram separadas do caule,
e a elas foi retirado em torno de 1 cm das regides distal e proximal e posteriormente
pesadas (0,1 g). Em seguida, o material vegetal foi colocado em seringa e

adicionados 5 mL de meio de reacdo (KoHPO4 0,05 M pH 7,5, KNO3; 0,05 M e
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propanol a 1%). Entédo, fez-se a inversdo da mesma para expelir o ar. Fechou-se a
saida da seringa com o dedo e puxou-se o émbolo varias vezes para fazer vacuo
com o material vegetal totalmente submerso no meio. As seringas foram cobertas
com papel aluminio, conservadas no escuro, e incubadas por 30 minutos a 30°C.
Apos esse tempo, a reacao foi paralisada retirando-se 0 meio de reagao da seringa.
As amostras foram utilizadas posteriormente para dosagem de nitrito, conforme

descrito no item 4.5.8.

3.5.10. Preparo das amostras e determinacao isotépica de N por espectrometria
de massas

A analise da determinacao isotopica de N foi realizada pelo Laboratério de
Isétopos Estaveis do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP) na
cidade de Piracicaba-SP e o procedimento utilizado esta descrito abaixo.

Amostras organicas com 20-200 pg de N, finamente moidas (granulometria de
100 “mesh”) foram seladas em capsulas de estanho (Sn), e colocadas no auto-
amostrador de um ANCA-GSL, modelo Hydra 20/20 de acordo com Barrie & Prosser
(1996).

As amostras foram purgadas do ar com um fluxo de He ultrapuro no auto-
amostrador. Em seguida, as amostras foram levadas para o interior de tubo de
combustao vertical, quando um pulso de O ultra puro substituiu temporariamente o
fluxo de He. O tubo de combustao foi preenchido com um catalisador o Cr.O3 (6xido
de cromo) e CuO (6xido de cobre) em fios cortados em pequenos pedagos, que
oxidaram os hidrocarbonos, e 1a de prata (Ag) que tem a funcao de reter 0 S (SO,) e

halogéneos. Quando o pulso de O, chegou ao forno de combustao juntamente com a
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amostra selada na cépsula de Sn, a temperatura no local inicialmente em 1000°C,
aumentou para 1700°C. Os produtos da combustdo: COz, Nz, NOx e HO foram
levados para um tubo de reducdo mantido a 600°C e que contém cobre metalico
(Cu). No tubo de reducgéo os 6xidos de nitrogénio sao reduzidos a Np, sendo também
retido o excesso de O.. A seguir, os gases sao conduzidos pelo gas carregador para
uma coluna preenchida com perclorato de magnésio [Mg(ClO,)2] que retém o vapor
de agua e coluna com carbosorb para reter CO,, quando objetiva-se somente
determinacéao isotépica de N. Por ultimo uma coluna cromatografica separa o N> de
impurezas. Uma pequena fragdo do efluente (0,1%) do sistema de preparacdo de
amostra entra no IRMS (analisador automatico de C:N interfaceado com um
espectrometro de massas) através de um longo tubo capilar com um constritor para
ajuste do fluxo de gas na entrada do IRMS. O gas entrando na fonte é analisado para
N-total e razdo '"N/'*N, por meio das intensidades das massas 28 ("N'N),

29 ("*N'N) e 30 ("°N"N).

O valor da abundancia isotépica da amostra (At) foi calculado pela férmula:

15N

Célculo: At% N = x 100
14N + 15N
... @ subtraido o valor para a abundancia natural de °N (em torno de 0,37% At) para

obter a APE (porcentagem de enriquecimento de atomos).
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3.5.11. Identificacdo em GC/MS de compostos marcados com '°N

As amostras liofilizadas de raizes/folhas (0,05 g) e nddulos (0,025 g) foram
extraidas em 2 mL de acido sulfosalicilico a 2%. Em seguida foram agitadas em
vortex e mantidas em repouso por 30 minutos. Apos este periodo, as amostras foram
centrifugadas a 14000 x g por 5 minutos e o sobrenadante foi separado e passado
em coluna Dowex 50W x 8 forma H* 200 mesh (0,5 g) e a coluna lavada com 4 mL
de agua deionizada. Em seguida, utilizou-se 2 mL de hidréxido de aménio 4 N para
eluir os aminoacidos. Posteriormente, metade do volume (1 mL) da amostra de
aminoacidos foi concentrada sob jato de nitrogénio gasoso.

Amostras de folhas, raizes e nédulos que foram liofilizadas inicialmente, assim
como de seiva coletada foram separadas em aliquotas de 100 pL em eppendorfs e
secas sob jato de gas nitrogénio. Em seguida, no caso da seiva, foram adicionados
cerca de 100 uL de HCI 0,1 N para eliminar possiveis interferentes (Silvester et al.,
1996) e as amostras secas novamente. Posteriormente, adicionou-se dicloro-metano
(CHoCI,) para retirar possiveis residuos de agua por evaporacao (mistura
azeotrépica). Nas amostras secas foram adicionados 30 pL de piridina (Merck, super-
seco) € 30 yL de MTBSTFA [N-metil-N-(tert-butildimetilsilil)trioflurocetamida] como
agente derivatizante (Woo & Lee,1995; Silvester et al., 1996). A reacao foi realizada
em banho seco a temperatura de 70°C durante 30 minutos. Em seguida, os
eppendorfs foram resfriados a temperatura ambiente, até serem centrifugados a
6000 x g e as amostras colocadas em “inserts” dentro de frascos de vidro para serem
analisadas no GC/MS.

A anadlise de aminodcidos foi realizada por Gas Chromatography/Mass

Spectroscopy (GC/MS), em cromatégrafo Shimadzu, acoplado a um detector de
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massas QP2010 Plus, modelo Shimadzu, em que a fonte de impacto de elétrons
opera com energia de ionizagdo de 70 eV. Os aminodcidos foram separados em uma
coluna capilar de silica DB-5 de 30 metros; 0,32 mm de diametro interno e 0,25 mm
de espessura do filme (J & W Scientific, USA).

As amostras foram injetadas utilizando-se um auto-injetor Split AOC-2i,
Shimadzu, com temperatura do injetor em 290°C. Utilizou-se He como gas de arraste
(1,46 mL.min™). Injetou-se 2 uL de amostra utilizando raz&o dos splits de 1.0 a 30.0.
A temperatura da interface GC/MS foi de 290°C e a temperatura da fonte de ions foi
de 200°C.

O gradiente de temperatura foi programado inicialmente para se manter em
100°C por 4 minutos e, posteriormente, para subir 6°C por minuto até alcangar a
temperatura de 290°C, o que foi mantido por 4 minutos. O tempo de corrida foi de
36,67 minutos. O método de deteccdo utilizado foi o SIM, o qual detectava os
aminoacidos de interesse, além dos ureideos. No modo SIM foi utilizado o m/z do
fragmento principal obtido, e este foi, para a maioria dos aminoacidos, o M-57. O
M+1 desse fragmento (e também o M+2, no caso dos aminodcidos com 2 atomos de
N) foram também medidos, pois a incorporacédo de '°N aumenta o m/z do fragmento
em M+1.

Os valores de enriquecimento dos aminoacidos (*°N) foram calculados de

acordo com a férmula abaixo, sugerida por Godber e Parsons (1998):

APE = (Re —Rc)/[1 + (Re — Rc)] x 100, em que:

APE representa a porcentagem de enriquecimento de atomos;
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Re = [(M+1)/M] (enriquecido) e

Rc = [(M+1)/M] (controle).

Os principais aminoacidos avaliados, o tempo de retencdo e o fragmento
utilizado podem ser vistos na tabela abaixo (0 m/z representa M, e o valor para M+1

(ndo-apresentado) é igual o m/z na tabela somado 1) .

Fragmentos
aminoacidos Tempo de m/z
retencdo (min) M-57 M-85 M-159
ALA 12,2 232*
SER 20,2 288"
ASP 22,8 418
GLU 24,5 432
ASN 249 417
GLN 26,7 431

* para Ala e Ser, o principal fragmento obtido foi, respectivamente, o M-85 e M-159
3.5.12. Medicao da area foliar
A medida da area foliar foi realizada através de um integrador de area foliar

(LICOR modelo Li-3100) e o resultado expresso em cm?.

3.5.13. Medicao da massa seca da parte aérea e do sistema radicular

As amostras de parte aérea (folhas e caule) e do sistema radicular (raiz
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principal e raizes adventicias) foram secas em estufas a 50°C durante quatro dias e

em seguida foram pesadas.

4.5.14. Medicao do diametro do caule
A medicao do diametro do caule foi feita um centimetro acima do local do
alagamento (né cotiledonar) com auxilio de um paquimetro digital da marca Mitutoyo

Sul Americana e do modelo R500-196-20 B.

3.5.15. Determinacgao do volume do sistema radicular
Para determinar o volume do sistema radicular, foi verificado o volume de
deslocamento da agua da proveta quando submerso o sistema radicular menos o

volume da proveta antes da submersao.

3.5.16. Analise Histologica

Para a andlise histolégica, o caule e as raizes foram fixados em FAA
(formalina, acido acético glacial e alcool etilico 50%) na propor¢ao 1:1:18 (v/v) por
24 horas a vacuo (Johansen, 1940). Em seguida, o FAA foi substituido por alcool
etilico 50% por mais 24 horas. Transcorrido este periodo, houve a troca de solugéao
por alcool etilico 70%.

Amostras com 5 mm de comprimento, situadas acima e abaixo do né
cotiledonar (local do alagamento), foram retiradas do caule, da raiz principal e das
adventicias, que surgiram apds o inicio do alagamento. Essas amostras foram
desidratadas em série etilica, infiltradas e incluidas em glicolmetacrilato (Historesin,

Leica).
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As sec¢des transversais entre 5 e 8 mm foram obtidas em micrétomo rotativo
Leica RM 2125RT e coradas com Azul de Toluidina (Cl52040) a 0,05% (Feder &
O’Brien, 1968) em tampao citrato pH 4,4. Observacgdes e fotografias digitais foram
retiradas em microscopio Olympikus BX51 com cémara digital acoplada modelo

DP71.

3.6. Analise Estatistica

Nos tratamentos realizados em hidroponia, o delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com trés ou cinco repeticdes, onde cada vaso apresentava
uma ou trés replicatas. Quando necessario, aos dados foi aplicada a analise de
variancia e, nos casos significativos, as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

No tratamento de alagamento, o delineamento experimental utilizado foi o de
blocos casualizados, em esquema fatorial de 5 x 3 (cultivares x tratamentos), com
sete repetigdes. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia e as médias

comparadas pelo teste Tukey a 1% de probabilidade.
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4. RESULTADOS

4.1. Experimento |. Utilizacao de nitrato pelas plantas de soja nao noduladas da
cultivar IAC-23 em hidroponia e sob hipoxia.

O objetivo deste experimento foi saber se o nitrato presente na solugdo do
vaso € absorvido e metabolizado em condi¢des de hipoxia.

Plantas ndo noduladas foram cultivadas em vermiculita e ao atingirem o
estadio V4 de desenvolvimento foram transferidas para o sistema hidropénico. Apos
sete dias de adaptagcao das plantas ao meio, foram montados os tratamentos. Foram
testados trés tratamentos: plantas com nitrato em normoxia “+N+ar”, plantas com
nitrato em hipoxia “+N-ar” e plantas sem nitrato e em hipoxia “N-ar”. As plantas
foram separadas em vasos com solucéo nutritiva contendo 5 pmol.mL™ de nitrato ou
sem nitrato. Até o dia 1, as plantas dos tratamentos “+N+ar’ e “+N-ar” ficaram
submetidas as mesmas condicbes com nitrato e com aeragéo. A partir do dia 1, foi
imposta a hipoxia para as plantas do tratamento “+N-ar” e para as plantas do
tratamento “-N-ar”. As coletas da solugcdo do vaso foram realizadas do inicio do
experimento (dia 0) até o final (dia 5), enquanto que as coletas de raizes, seiva do
xilema e folhas foram feitas nos dias 0, 1, 2 e 5. Primeiramente, foram analisados os
conteudos de nitrato e nitrito da solugdo do vaso. Em seguida, foi verificado o
conteudo de nitrato nas raizes, seiva do xilema e folhas. O teor de aminoéacidos
soluveis totais, e a composicdo de aminoacidos também foram analisados nas

raizes, na seiva do xilema e nas folhas.
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4.1.1. Nitrato e nitrito na solucao do vaso em normoxia e hipoxia.

Até o dia 2, a quantidade inicial de 5 umol.mL" praticamente nio alterou nos
tratamentos com nitrato (Figura 1). Para as plantas do tratamento “+N+ar”, ocorreu
queda no contetdo de nitrato do vaso a partir do dia 3, atingindo 1,4 umol.mL" no
dia 5. Para as plantas no tratamento “+N-ar” também foi observada redugao na
concentracdo de nitrato do vaso, chegando a 0,8 pmol.mL" no dia 5. Nas plantas
com o tratamento “N-ar’, como esperado, foram observados apenas tracos de
nitrato na solugao do vaso.

O nitrito, formado pela reducao do nitrato, foi encontrado na solugcéo do vaso
das plantas do tratamento “+N-ar” conforme indicado na Figura 2. O conteudo de
nitrito presente no dia 3 foi em torno de 0,55 pmol.mL", seguido de aumento para
2,12 umol.mL" no dia 4, e este valor se manteve até o dia 5. Ndo foi encontrado

nitrito nos demais tratamentos.

4.1.2. Variacoes no conteudo de nitrato nas raizes, na seiva do xilema e nas
folhas das plantas de soja em normoxia e hipoxia.

No dia 0, o conteudo de nitrato encontrado nas raizes das plantas foi de
36 pmol.gMF ™ (Figura 3A). No dia 1, para o tratamento “+N+ar” o nivel endégeno do
nitrato nas raizes das plantas teve ligeira queda chegando a aproximadamente
32 umol.gMF". O contetido de nitrato aumentou para 40 pmol.gMF' no dia 2,
seguido de ligeira queda até o dia 5, quando foram observados 35 pmol.gMF' de
nitrato presente nas raizes. O contelddo de nitrato nas plantas do tratamento “+N-ar”
reducdo acentuada no contetido de nitrato de 35 umol.gMF ' para 14 pmol.gMF™" do

dia 0 para o dia 1, quando as plantas ainda estavam com aeragdo. Posteriormente,
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Figura 1. Conteudo de nitrato presente na solucao do vaso das plantas de soja
da cultivar IAC-23 nao noduladas em hidroponia. Os tratamentos foram: com
5 mM de NOj3 e aeracao “+N+ar” (H); com 0 mM de NO3 e sem aeracao “-N-ar”
imposta no dia 1 (®); com 5 mM de NO3 e sem aeracao “+N-ar” imposta no dia 1
(C1). As setas indicam a retirada da aeragdo (inicio da hipoxia) e as barras

representam o erro padrao das médias.
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Figura 2. Conteudo de nitrito presente na solucao do vaso de plantas de soja
da cultivar IAC-23 nao noduladas em hidroponia. Os tratamentos foram: com
5 mM de NO3™ e com aeracgao “+N+ar” ((J); com 0 mM de NO3™ e sem aeracao “-N-ar”
imposta no dia 1 (Ill); com 5 mM de NO3 e sem aeracao “+N-ar” imposta no dia 1

(H). As barras representam o erro padrdao das médias.
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reduziu de 32 pmol.gMF " no dia 1 para 15 pmol.gMF ' no dia 2, e continuou caindo,
chegando a 8 pmol.gMF " no dia 5 (Figura 3A). Nas raizes das plantas “-N-ar” houve
houve queda para 5 pmol.gMF " no dia 5 (Figura 3A).

O contetdo de nitrato na seiva do xilema no dia 0 foi de 15 pmol.mL™
(Figura 3B). No dia 1, as plantas “+N+ar” apresentaram reducéo para 12 pmol.mL"
de nitrato, com posterior aumento atingindo 15 pmol.mL " no dia 5. Houve redugéo de
12 umol.mL" no dia 1 para 2,8 pmol.mL™" no dia 5 nas plantas “+N-ar”. Na seiva das
plantas “N-ar” houve queda no conteldo de nitrato de 15 pmol.mL' para
6 pmol.mL " no dia 1. Com a imposicao da hipoxia, a reducdo no contetido de nitrato
foi mais acentuada que a observada nos outros tratamentos, atingindo 2 pmol.mL
de nitrato no dia 2, e 0 pmol.mL™ no dia 5 (Figura 3B).

As folhas das plantas nos tratamentos “+N+ar” e “+N-ar” apresentaram
35 pmol.gMF ™ de nitrato, no dia 0 ndo havendo variacéo até o dia 1. No dia 2, houve
aumento seguido de queda para os tratamentos com nitrato (Figura 3C). Para
plantas “+N+ar” o aumento de nitrato nas folhas foi de 35 umol.gMF' para
57 umol.gMF", seguido de reducéo para 35 pmol.gMF " no dia 5. Para o tratamento
“+N-ar” houve menor aumento no dia 2, de 35 pmol.gMF"' para 51 umol.gMF™,
diminuindo para 10 pmol.gMF" no dia 5. No tratamento “-N-ar” observou-se nas
folhas comportamento semelhante ao visto nas raizes, com redugéo no conteudo de
nitrato no dia 1, seguido de manutencdo nos dias 1 e 2, com 22 pmol.gMF", e

reducdo para 15 pmol.gMF ™" no dia 5. (Figura 3C).
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Figura 3. Conteudo de nitrato presente nas plantas de soja nao noduladas da

cultivar IAC-23. A: raizes, B: seiva do xilema e C: trif6lio mais novo totalmente

expandido das folhas das plantas com 5 mM de NOs; e aeragao “+N+ar” (H); com

0 mM de NO3 e sem aeracao “-N-ar” imposta no dia 1 (®); com 5 mM de NO3 e sem

aeracao “+N-ar” imposta no dia 1 ([). As setas indicam a retirada da aeracgao (inicio

da hipoxia) e as barras representam o erro padrao das médias.
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4.1.3. Teor de aminoacidos soluveis totais e composicao de aminoacidos livres
nas raizes, na seiva do xilema e nas folhas das plantas submetidas ou nao a
hipoxia.

Nas raizes, o teor de aminoacidos soluveis totais, no dia 0, foi de
1,6 umol.gMF™", para os trés tratamentos testados (Figura 4A). No dia 1, nas raizes
dos tratamentos com nitrato houve queda no teor de aminoacidos solUveis totais para
1,4 pmol.gMF'. Para as raizes “+N-ar” o teor de amino&cidos sollveis totais
aumentou para 4,3 pmol.gMF ' no dia 5. Nao houve aumento para as raizes no
tratamento “+N+ar’, o teor de aminodcidos solluveis totais manteve-se em
1,4 pmol.gMF" até o dia 5. Nas raizes “-N-ar”, o teor de aminodacidos sollveis totais
aumentou de 1,6 umol.gMF" para 2,9 pmol.gMF" do dia 0 ao dia 1, seguido de
queda para 1,4 pmol.gMF ™ no dia 5 (Figura 4A).

Os principais aminoacidos encontrados nas raizes no dia 0 foram Asp, Glu e
Asn com valores entre 20 e 24% e os aminodcidos Ala e Gaba apresentavam baixos
valores, menos de 3% (Tabela 1). Durante o experimento, nas raizes das plantas do
tratamento “+N+ar” a composicdo dos aminoacidos variou pouco, sendo que dos
aminoacidos citados a Asn apresentou maior variagdo, aumentando de 24% para
32% no dia 5. Nas plantas do tratamento “+N-ar” houve aumento no teor de Ala do
dia 1 ao dia 2 de 1,9% para 42,9%, chegando a 52,1% no dia 5. O expressivo
aumento em Ala foi acompanhado por um declinio acentuado dos trés aminoacidos
mais abundantes (Asp, Glu e Asn), sendo a maior queda registrada para Asp, que
chegou a 2,1%, enquanto que Asn e Glu chegaram a 6,3 e 7,1%, respectivamente,
no dia 5 (Tabela 1). No tratamento “-N-ar”, também foi observado expressivo

aumento em Ala e queda em Asp, Glu e Asn. Aprincipal diferenca entre

35



umol [AAs Totais].gMF

—m— +N +ar B ) ) —m— +N +ar
A Raizes —e—-N -ar Seivado xilema | e -N-ar
4,5 —O—+N-ar 4,5+ —o— +N -ar
4,0 "1 4,0
_ =) P
3,51 5 _— @ 35 \
-— 0
3,0- ; 2 3,0 ]
// (7]
2,51 i \E S 25-
// = [ 3
2,0 / o 2,0
>< =2 . .
158 — >/ = 1,5 / .
1 ,0 T T T T T 1 ,O T T T T T
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Tempo de experimento (dias) Tempo de experimento (dias)
C —m— +N +ar
Folhas —e— -N-ar
124 —O— +N -ar
w
2 111 \
) .
5 10
|_
<
< 97 -
g » 7 %
3 8 -
7 / T T T T
0 1 3 4 5

Tempo de experimento (dias)

Figura 4. Teor de aminoacidos soluveis totais das plantas de soja da cultivar

IAC-23 nao noduladas em hidroponia. A: raizes, B: seiva do xilema e C: trifélio

mais novo totalmente expandido das folhas das plantas com 5 mM de NOjs; e

aeracao “+N+ar” (H); com 0 mM de NO3; e sem aeracao “-N-ar” imposta no dia 1

(@); com 5 mM de NO3 e sem aeracao “+N-ar” imposta no dia 1 ([]). As setas

indicam a retirada da aeragao (inicio da hipoxia) e as barras representam o erro

padrao das médias.
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Tabela 1. Composicao de aminoacidos (mol%) nas raizes das plantas de soja
nao noduladas em hidroponia. Todas as plantas foram transferidas para hidroponia
na auséncia (-N) ou na presenga com 5 mM de NOjs (+N) e foram mantidas em
aeracao (+ar) ou sem aeragao (-ar)*™* por um periodo de cinco dias. Os valores

representam a média das repeticdes. **Hipoxia induzida no dia 1.

Dia0 Dia1 Dia1l Dia2 Dia2 Dia2 Dia5 Dia5 Diabs

+N+ar +N+ar -N-ar +N+ar -N-ar +N-ar +N+ar -N-ar +N -ar

ASP 22,8 172 16,4 23,5 5,6 0,9 18,0 3,5 2,1
GLU 20,3 21,8 21,0 17,7 194 9,4 19,0 12,5 7,1
ASN 240 21,0 109 233 9,2 10,9 32,0 2,4 6,3
SER 7,1 8,4 6,3 5,3 4,4 6,4 8,5 6,8 6,7
GLN 0,8 1,2 0,3 1,1 0,4 0,4 1,3 0,8 4,1
ALA 2,6 1,9 27,2 2,2 44,2 42,9 3,4 29,4 52,1
GABA 1,8 2,8 4,5 1,5 1,5 1,9 1,7 10,8 9,5

Outros* 20,6 25,7 134 252 145 279 160 33,7 11,9

Total

. 1,6 1,4 2,7 1,5 2,3 3,3 1,6 1,5 4,0
(pmol.gMF™)

*soma dos aminoacidos: His, Gly, Thr, Arg, Tyr, Met, Val, Phe, lle, Leu.
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os tratamentos de hipoxia foi um menor aumento de Ala no dia 5 no tratamento
“N-ar” e uma menor queda de Glu. O aminoacido Gaba, assim como a Ala,
aumentou no tratamento em hipoxia de aproximadamente 2% no dia 0 para valores
em torno de 10% no dia 5 (Tabela 1).

Na seiva do xilema o teor de aminodacidos soluveis totais, no dia 0, foi de
2,1 umol.mL™ em todos os tratamentos testados (Figura 4B). Nos tratamentos com
nitrato, do dia 0 ao dia 1, o teor de aminodcidos soluveis totais reduziu de
2,1 umol.mL™ para 1,8 pmol.mL™". A partir do dia 1, nas plantas “+N+ar” o teor de
aminodcidos soluveis totais ndo se alterou até o dia 5. No tratamento “+N-ar” houve
aumento do teor de aminoéacidos sollveis totais, a partir do dia 1, chegando a
3,3 umol.mL™" no dia 5. Na seiva do xilema das plantas “-N-ar” do dia 0 ao dia 1, o
teor de aminoacidos solliveis totais aumentou de 2,1 umol.mL™" para 3,8 umol.mL™ e
posteriormente, reduziu a 1,4 umol.mL™" no dia 5 (Figura 4B).

A seiva do xilema das plantas, no dia 0, constituia-se principalmente dos
aminoacidos Asp, Asn e GIn que juntos somavam 74,2% dos aminodacidos livres
(Tabela 2). A Ala e o Gaba apresentaram valores inferiores a 1% no dia 0. Nas
plantas “+N+ar” no dia 5, observou-se variagdo na composi¢cao em relagdo ao dia 0,
principalmente pela redugédo do Asp de 9,8% para 4,2%. No tratamento “+N-ar”
verificou-se do dia 1 ao dia 2 uma queda brusca da Asn de 42% para 15,7%,
aumento de Glu de 1,9% para 4,8% e aumento da Ala de 0,9% para 37,3%. No dia 5,
os aminodacidos Asn, Glu e Ala constituiam 12,3%, 8% e 43,1% da composicao de
aminoacidos livres presentes na seiva do xilema, respectivamente (Tabela 2). Perfil
semelhante na composi¢cao dos aminoacidos foi observado na seiva do xilema das

plantas “-N-ar”, com reducdo da Asn para 5,1%, aumento da Ala para 30,3% e do
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Tabela 2. Composicao de aminoacidos (mol%) na seiva do xilema das plantas
de soja nao noduladas em hidroponia. Todas as plantas foram transferidas para
hidroponia na auséncia (-N) ou na presenca com 5 mM de NOs (+N) e foram
mantidas em aeragao (+ar) ou sem aeracao (-ar)** por um periodo de cinco dias. Os

valores representam a média das repeticdes.  **Hipoxia induzida no dia 1.

Dia0 Dia1 Dia1l Dia2 Dia2 Dia 2 Dia5 Dia5 Diabs

+N+ar +N+ar -N-ar +N+ar -N-ar +N-ar +N+ar -N-ar +N -ar

ASP 9,8 209 439 13,8 352 12,7 4,2 9,2 8,2
GLU 1,6 1,9 2,7 1,1 8,4 4,8 0,8 17,4 8,0
ASN 59,5 42,0 264 498 11,6 15,7 60,8 5,1 12,3
SER 1,7 1,8 2,7 0,9 5,8 9,6 0,7 7,2 8,3
GLN 4,9 5,9 1,1 5,7 0,7 1,1 6,9 0,2 2,1
ALA 0,6 0,9 3,2 0,4 13,7 37,3 0,3 30,3 43,1
GABA 0,7 1,7 1,3 0,8 5,7 4,4 0,6 3,9 3,0

Outros* 21,2 24,7 186 27,5 18,8 14,4 25,7 26,6 15,1

Total

; 2,1 1,7 3,7 1,7 3,1 2,7 1,7 1,3 3,2
(umol.mL™)

*soma dos aminoacidos: His, Gly, Thr, Arg, Tyr, Met, Val, Phe, lle, Leu.
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Gaba para 3,9% no dia 5.

Nas folhas, o teor de aminodcidos soluveis totais no dia 0 foi de
8,3 umol.gMF™" para os trés tratamentos (Figura 4C). O teor de amino&cidos sollveis
totais reduziu, de 8,3 pmol.gMF ' para 7,6 pmol.gMF ™, do dia 0 para o dia 1, nos trés
tratamentos, seguido de aumento no dia 2. No tratamento “+N+ar”, no dia 2, o teor
de aminoacidos sollveis totais foi de 11,75 pmol.gMF' e no dia 5, de
10,8 pmol.gMF'. Nas folhas das plantas submetidas ao tratamento “+N-ar”, o teor de
aminoacidos soltveis totais foi de 8,9 pmol.gMF " no dia 2 e manteve-se no dia 5. O
teor de aminoacidos sollveis das plantas “-N-ar” no dia 2 foi de 9,2 pmol.gMF ™" e
reduziu a 8,1 pmol.gMF ™ no dia 5 (Figura 4C).

Nas folhas, no dia 0, os aminoacidos mais representativos foram o Asp, o Glu
e a Ala que juntos constituiram 65,3% dos aminodcidos presentes (Tabela 3). Ao
longo do experimento, no tratamento “+N+ar” algumas modificagbes na composicao
dos aminoacidos foram observadas, entretanto, pouco influenciaram na composi¢éao
de aminoacidos das folhas. Nas folhas das plantas do tratamento “+N-ar” houve
aumento no teor de Gaba de 9% para 16,6% no dia 2, assim com reducao de Asn de
8,3% para 7,6% e do Asp de 15,8% para 14,6%. No dia 5, estes aminoacidos
constituiam 15,8%, 2,6% e 11,2%, respectivamente, dos aminoacidos nas folhas
(Tabela 3). Nas plantas “-N-ar” foram observadas alteracées na composi¢cdo dos
aminoacidos Asp e Ala no dia 1, com reducao de 28,6% para 19,3% do Asp e
aumento de 9,8% para 16,8% da Ala. A partir do dia 1, houve queda na quantidade
de Asp de 19,3% para 8,5%, e o Gaba destacou-se com aumento de 5,8% para
19,4%. No dia 5, os amino&cidos Asp, Ala e Gaba sofreram leves modificagées na

sua representacao na composicao dos aminoacidos, em contra partida a Asn e a GIn
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Tabela 3. Composicao de aminoacidos (mol%) no trifélio mais novo totalmente
expandido das folhas das plantas de soja nao noduladas em hidroponia. Todas
as plantas foram transferidas para hidroponia na auséncia (-N) ou na presenga com
5 mM de NOj3™ (+N) e foram mantidas em aeragao (+ar) ou sem aeragao (-ar)** por
um periodo de cinco dias. Os valores representam a média das repeticoes.

**Hipoxia induzida no dia 1.

Dia0 Dia1 Dia1 Dia2 Dia2 Dia2 Dia5 Dia5  Diabs

+N+ar +N+ar -N-ar +N+ar -N-ar +N-ar +N+ar -N-ar +N -ar

ASP 28,6 158 198 216 8,5 14,6 28,7 125 11,2
GLU 26,9 235 2983 276 23,8 24,4 28,4 28,7 30,9
ASN 4,2 8,3 3,5 1,9 4,1 7,6 5,1 2,8 2,6
SER 8,3 10,9 938 12,4 10,6 9,6 5,8 7,8 9,8
GLN 3,7 3,6 4,0 2,6 3,3 3,0 0,1 1,8 1,9
ALA 9,8 124 16,8 129 16,9 13,7 12,3 16,6 @ 17,6
GABA 6,3 9,0 5,8 11,1 19,4 16,6 8,3 17,6 15,8

Outros* 12,4 16,5 11,3 9,8 13,4 10,4 11,4 12,1 10,3

Total

; 8,3 742 7,3 11,4 9,0 8,7 10,4 7,9 8,8
(pmol.gMF™)

*soma dos aminoacidos: His, Gly, Thr, Arg, Tyr, Met, Val, Phe, lle, Leu.
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destacaram-se com reducédo de 4,1 para 2,8% e de 3,3 para 1,8%, respectivamente

(Tabela 3).

4.2. Experimento Il. O nitrato e seu metabolismo nas plantas de soja nao
noduladas em condicoes de hipoxia.

Neste experimento, novos tratamentos foram adicionados no intuito de auxiliar
na conclusao dos resultados obtidos anteriormente, principalmente, sobre a atuacao
do nitrato quando adicionado posteriormente a imposi¢ao de hipoxia.

Plantas nao noduladas, em estadio V4 de desenvolvimento, foram transferidas
para hidroponia em presenca de nitrato e mantidas durante sete dias para a
adaptacao. Os tratamentos realizados foram: plantas sem nitrato e com aeracao
“N+ar”, plantas sem nitrato e sem aeragdo “-N-ar”, plantas com nitrato e com
aeracao “+N+ar”, plantas com nitrato e sem aeracédo “+N-ar” e plantas sem nitrato
nos dias 0 e 1, com adicao de nitrato no dia 2 e sem aeracdo “+N(adicdo)-ar’. No
dia 0, essas plantas foram separadas em vasos com 0 mM ou 5 mM de nitrato de
acordo com cada tratamento. No dia 1, houve troca da solu¢do do vaso e a aeragao
foi suspensa de acordo com os tratamentos. No dia 2 foi adicionado nitrato na
concentracdo de 5 mM para o tratamento “+N(adicdo)-ar”. Do dia 0 ao dia 1, os
tratamentos “+N+ar” e “+N-ar” estavam submetidos as mesmas condigdes com
nitrato e com aeragao, assim como os tratamentos “-N+ar” e “N-ar”. As coletas da
solucao do vaso foram realizadas diariamente (inclusive antes e logo depois da troca
da solugcao nos dias 1 e 2) e em seguida analisados os conteudos de nitrato e nitrito,

enquanto que as coletas de raizes, seiva do xilema e folhas foram feitas nos dias 0,
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1, 2 e 5. As analises realizadas foram: conteddo de nitrato, teor de aminoacidos

soluveis totais e proteinas solUveis totais nas raizes, seiva do xilema e folhas.

4.2.1. Consumo de nitrato e conteudo de nitrito na solucao do vaso.

Nos dias 0 e 1, o conteudo de nitrato nos tratamentos com nitrato foi mantido
em 5 pmol.mL" pela troca da solucdo nutritiva (Figura 5). A partir do dia 2, o
conteudo de nitrato reduziu até o dia 5, nos tratamentos com nitrato. No tratamento
“+N+ar”, no dia 5, o contetido de nitrato foi de 1 pmol.mL" e no tratamento “+N-ar”, o
contelido de nitrato foi de 0,4 umol.mL'. Nos tratamentos sem nitrato foram
observados apenas tragos de nitrato durante os cinco dias de experimento (Figura 5).
A adicao de nitrato, para o tratamento “+N(adic&do)-ar”, promoveu a concentragao de
5 pmol.mL™", com reducdo do contetdo de nitrato a partir do dia 2, chegando a
2 pmol.mL" no dia 5. Estes dados mostram claramente que o consumo de nitrato
ocorre apos o sistema ter entrado em hipoxia.

O conteudo de nitrito foi observado na solugdo do vaso apenas nos
tratamentos onde havia nitrato a partir do 3° dia de experimento (Figura 6). Na
presenca de aeragdao apenas tragos de nitrito foram observados no tratamento
“+N+ar”, nos dias 4 e 5. No tratamento “+N-ar”, o conteudo de nitrito no dia 3 foi de
0,32 pmol.mL™ e em seguida aumentou para 0,9 umol.mL" no dia 5. A adicdo de
nitrato, tratamento “+N(adicdo)-ar”, promoveu 0,08 umol.mL" de nitrito no dia 3 e
aumento para 1,3 pmol.mL " no dia 5 (Figura 6). E interessante observar que este
valor é bem mais baixo do que a quantidade de nitrato consumido, em torno de
3 a 5 pmol.mL™ (Figura 5). Portanto, a maior parte do nitrato consumido n&o

acumulou na forma de nitrito.
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Figura 5. Conteudo de nitrato na solucao nutritiva das plantas de soja em
sistema hidropénico com e sem aeracao. Os tratamentos foram: com 0 mM de
NOs e aeracao “-N+ar” (¢); com 0 mM de NO3 e sem aeragao “-N-ar” imposta no
dia 1 (®@); com 5 mM de NO3 e aeragao “+N+ar” (H); com 5 mM de NO3 e sem
aeracao “+N-ar” imposta no dia 1 ((J); com 5 mM de NOj3™ adicionado no dia 2 e sem
aeracao “+N(adi¢do)-ar” imposta no dia 1 (X). As setas indicam a retirada da aeragao
(inicio da hipoxia), o asterisco mostra a adi¢cdo de nitrato e as barras representam o

erro padrao das médias.
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Figura 6. Conteudo de nitrito presente na solucao do vaso das plantas de soja
da cultivar IAC-23 nao noduladas em hidroponia. Os tratamentos foram: 0 mM de
NO3; e com aeracao “-N+ar” (£); com 0 mM de NOs e sem aeracgao “-N-ar” imposta
no dia 1 (lll); com 5 mM de NOj3 e com aeragao “+N+ar” ((1): 5 mM de NO3 e sem
aeracao “+N-ar” imposta no dia 1(H); com adicdo de 5 mM de NO3 no dia 2 e sem
aeracao “+N(adicao)-ar” imposta no dia 1 (xI). As barras representam o erro padrao

das médias.
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4.2.2. O conteudo de nitrato nas raizes, na seiva do xilema e nas folhas das
plantas de soja.

O contelido de nitrato nas raizes, no dia 0, foi de 400 pmol.gMS™ (Figura 7A).
Nos tratamentos com nitrato houve aumento no conteldo de nitrato de
400 pmol.gMS™ para 510 pmol.gMS™ no dia 1. No dia 5, o contetido de nitrato foi de
400 umol.gMS™. A partir do dia 1, o contetido de nitrato nas plantas “+N-ar” reduziu
para 250 pmol.gMS™" e chegou a 100 umol.gMS™ no dia 5. Nas raizes das plantas
“_N+ar”, o contetido de nitrato caiu de 400 umol.gMS™ no dia 0 para 80 umol.gMS™
no dia 1. O contetido de nitrato manteve-se em 80 pmol.gMS™ até o dia 2 e reduziu a
0 umol.gMS™ no dia 5. No tratamento “-N-ar” o contetido de nitrato manteve-se em
80 umol.gMS™ do dia 1 com redugéo a 0 umol.gMS™ no dia 5. De modo geral, estes
dados demonstram uma mobilizagdo do nitrato enddégeno das raizes na auséncia de
nitrato no meio (Figura 7A). No tratamento “+N(adi¢do)-ar” foi detectado nitrato, em
torno de 80 pmol.gMS™, apenas no dia 2, quando este foi adicionado seguido de
manutencdo no dia 5. Este dado indica a absor¢ao de nitrato pela raiz sob hipoxia e
esta coerente com a queda do nitrato observada no meio (ver este mesmo
tratamento na figura 5).

O conteldo de nitrato na seiva do xilema foi de 3,9 pmol.mL™ (Figura 7B), no
dia 0. Nas plantas “+N+ar” o conteido de nitrato manteve-se em 3,9 umol.mL™" do dia
0 ao dia 1, e atingiu 3,4 pmol.mL™ no dia 5, coincidindo com o observado nas raizes.
O conteudo de nitrato, a partir do dia 1, nas plantas “+N-ar” reduziu, chegando a
0,5 umol.mL™ no dia 5. Evidentemente, a hipoxia reduziu fortemente o transporte de
nitrato pelo xilema. Na seiva do xilema das plantas “-N+ar”, o conteudo de nitrato

reduziu de 3,9 pmol.mL" para 0,6 umol.mL" do dia 0 para o dia 1, manteve-se
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Figura 7. Conteudo de nitrato nas plantas de soja em sistema hidropénico com

e sem aeracao. A: raizes; B: seiva do xilema e C: folhas (trifélio mais novo

totalmente expandido). As setas indicam a retirada da aeracéao (inicio da hipoxia), o

asterisco mostra a adicdo de nitrato e as barras representam o erro padrao das

médias.
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praticamente inalterado no dia 2 e sofreu pequena redugédo, caindo para a
0,4 pmol.mL™" no dia 5 (Figura 7B). Nas plantas do tratamento “-N-ar”, o contetido de
nitrato do dia 0 ao dia 1 reduziu de 3,9 umol.mL™ para 0,6 pmol.mL™", onde manteve-

th)

se até o dia 5. No tratamento “+N(adicao)-ar’, o conteudo de nitrato na seiva do
xilema foi de 0,8 pmol.mL™ nodia2 e de 0,5 umol.mL™ no dia 5 (Figura 7B).

O contetido de nitrato nas folhas, no dia 0, foi de 115 pmol.gMS™" (Figura 7C).
Nas plantas com nitrato, o contetido deste chegou a 135 pmol.gMS™ no dia 1. No
tratamento “+N+ar”, o contetido de nitrato aumentou de 115 pmol.gMS™ no dia 1
para 205 umol.gMS™ no dia 2. No dia 5 o valor observado foi de 185 pmol.gMS™
(Figura 7C). Nas plantas “+N-ar”, o contetido de nitrato reduziu de 135 pmol.gMS™
no dia 1 para 50 pmol.gMS™ no dia 2, com reducdo para 25 pmol.gMS™ no dia 5.
Nas folhas das plantas sem nitrato houve queda brusca e imediata no conteudo de
nitrato, com reducdo de 115 pmol.gMS™' para 30 pmol.gMS™' no dia 1.
Posteriormente, nas plantas do tratamento “-N+ar” o conteudo de nitrato aumentou
de 30 umol.gMS™ para 75 pmol.gMS™ no dia 2, com posterior redugéo no dia 5. O
conteudo de nitrato das plantas do tratamento “N-ar” a partir do dia 1 manteve-se

em 25 umol.gMS™ até o dia 5. No tratamento “+N(adicéo)-ar”, o contetido de nitrato

foi de 25 pmol.gMS™ no dia 2 e no dia 5.

4.2.3. Teor de aminoacidos soluveis totais nas plantas de soja.

Nas raizes, o teor de aminoacidos sollveis totais foi de 16,5 pmol.gMS™ no
dia 0 (Figura 8A). A partir do dia 0, nas plantas “+N+ar” o teor de aminoacidos
soliveis totais aumentou para 19 umol.gMS™ e posteriormente reduziu para

aproximadamente 12 umol.gMS™ no dia 5, de forma semelhante ao observado no
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conteudo de nitrato nas raizes (figura 7A). Nas plantas “+N-ar’, o teor de
amino&cidos solliveis totais aumentou de 16,5 umol.gMS™ no dia 0 para
24 umol.gMS™" no dia 2 e diminuiu para 15,8 pmol.gMS™ no dia 5. Aparentemente, na
presencga de nitrato, houve maior sintese ou acumulo de aminoécidos em hipoxia do
que em normoxia. Nas raizes das plantas dos tratamentos sem nitrato o teor de
aminoacidos sollveis totais aumentou de 16,5 pumol.gMS™ no dia 0 para
17 umol.gMS™ no dia 1 (Figura 8A). A partir do dia 1, nas plantas “N+ar” o teor de
aminoacidos sollveis totais aumentou para 20,8 pmol.gMS™ no dia 2 e reduziu para
11 pmol.gMS™ no dia 5. Nas plantas “N-ar” o teor de amino&cidos sollveis totais
reduziu 14,5 umol.gMS™ no dia 2 seguido de posterior queda para 13,5 pmol.gMS™

no dia 5. No tratamento “+N(adicdo)-ar’, o teor de aminoacidos solluveis totais
aumentou de 14,6 pmol.gMS™ no dia 2 para 18 pmol.gMS™ no dia 5 (Figura 8A). O
aumento no dia 5 observado no tratamento “+N(adi¢cao)-ar” pode estar relacionado
com a diminui¢cdo no conteudo de nitrato nas raizes em decorréncia da assimilagao
do nitrato em aminoacidos.

Na seiva do xilema, o teor de aminoacidos sollveis totais foi de 3 pmol.mL™ no
dia 0 (Figura 8B). Nas plantas “+N+ar” o teor de aminodacidos soluveis totais caiu
para 2,6 pmol.mL" no dia 1, manteve-se no dia 2 e com subseqiiente queda para
1,8 umol.mL™ no dia 5. No tratamento “+N-ar” o teor de aminoacidos solliveis totais
aumentou de 2,5 umol.mL™ no dia 1 para 3,2 pmol.mL™ no dia 2, e reduziu a
1,75 pmol.mL™ no dia 5. Na seiva do xilema das plantas “N+ar’ o teor de
aminoacidos sollveis totais reduziu de 3 pmol.mL" para 0,7 pmol.mL" do dia 0 ao

dia 1 e aumentou para 1,5 umol.mL™' no dia 2, com posterior reducdo para

0,7 umol.mL" no dia 5. Esta reducdo pode estar relacionada & queda no transporte
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representam o erro padrao das médias.
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de nitrato (ver figura 7B). A partir do dia 1, nas plantas “-N-ar” houve aumento no teor
de aminoécidos soltveis totais de 0,7 umol.mL™ para 1,3 umol.mL " no dia 2 e no dia
5. No dia 2, as plantas do tratamento “+N(adi¢do)-ar” apresentaram 1,3 pmol.mL™" de
teor de aminoacidos sollveis totais, seguido de aumento para 3,25 pmol.mL" no
dia 5 (Figura 8B).

No dia 0, o teor de aminodacidos soluveis totais nas folhas foi de
30,4 umol.gMS™ (Figura 8C). Nas plantas com nitrato na solugdo do vaso verificou-se
manutengao no teor de aminoacidos soluveis totais do dia 0 ao dia 1. Nas plantas
“+N+ar” o teor de aminodacidos solliveis totais aumentou para 46 umol.gMS™ no dia 2
e valor semelhante foi observado também no dia 5. No tratamento “+N-ar” o teor de
amino4cidos sollveis totais reduziu de 37 pmol.gMS' no dia 1 para
aproximadamente 25 pmol.gMS™ no dia 2 e para 5 umol.gMS™ no dia 5. Este perfil
esteve bastante préximo aquele observado para o conteudo de nitrato nas folhas (ver
figura 7C). Nas folhas das plantas “-N+ar” o teor de aminoacidos soluveis reduziu de
30,4 pmol.gMS™ para 11 pmol.gMS™ do dia 0 ao dia 1 e chegou a 0 pmol.gMS™ no
dia 5. O pequeno aumento no teor de aminoécidos soluveis totais, no dia 2, coincidiu
com o conteudo de nitrato observado nas folhas para este mesmo tratamento (Figura
7C). No tratamento “-N-ar” o teor de aminoacidos solliveis totais foi de 11 umol.gMS™
no dia 1 e de 2 umol.gMS™ no dia 5. Nas folhas das plantas do tratamento
“+N(adigd0)-ar’ o teor de amino&cidos totais foi de 11 umol.gMS™ nos dias 2 e 5

(Figura 8C).
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4.2.4. Conteudo de proteinas soluveis totais nas raizes e folhas das plantas de
soja.

O conteudo de proteinas sollveis totais nas raizes das plantas manteve-se
constante em todos os tratamentos com valores médios de 87,5 mg.gMS™ do dia 0
ao dia 1, com posterior aumento para valores entre 91 e 95 mg.gMS™ no dia 2. Em
geral, o conteudo de proteinas sollveis totais no tratamento “-N+ar” foi maior quando
comparado ao tratamento “-N-ar”. O tratamento “-N-ar” nao diferiu dos demais
tratamentos testados (Figura 9A). No dia 5, as plantas do tratamento “+N+ar”
mantiveram o contelido de proteinas sollveis totais em 95,5 mg.gMS™, as plantas
“+N-ar” apresentaram reducdo para 90 mg.gMS™, as plantas “-N+ar” apresentaram
aumento para 97,5 mg.gMS™ e nas plantas “-N-ar” o contetido de proteinas soltveis
totais manteve-se em 93 mg.gMS™'. Com a adicdo de nitrato “+N(adicdo)-ar’ o
conteido de proteinas sollveis totais aumentou para aproximadamente 98 mg.gMS™
no dia 5 (Figura 9A).

O conteudo de proteinas soluveis totais nas folhas apresentou comportamento
diferente do encontrado nas raizes. No dia 0, o conteudo de proteinas soluveis totais
nas folhas foi de 21 mg.gMS™ (Figura 9B). No tratamento “+N+ar” o conteido de
proteinas solliveis totais reduziu para 19,5 mg.gMS™ no dia 1, mantendo-se no dia 2
e chegando 24 mg.gMS™ no dia 5. Nas folhas das plantas “+N-ar’ o contetido de
proteinas sollveis totais aumentou de 19,5 mg.gMS™ no dia 1 para 30 mg.gMS™ no
dia 5. Nas folhas das plantas dos tratamentos sem nitrato, houve ligeiro aumento de
21 mg.gMS™ para 23 mg.gMS™ do dia 0 ao dia 2. No tratamento “-N+ar” o contetido
de proteinas sollveis totais reduziu para 20 mg.gMS™ no dia 5. Para o tratamento

“.N-ar” a quantidade manteve-se constante, em 23 mg.gMS™' ao passo que para o
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IAC-23 em hidroponia com e sem aeracdo. A: raizes e B: folhas (trifélio mais novo
totalmente expandido). As setas indicam a retirada da aeracéao (inicio da hipoxia), o
asterisco mostra a adicdo de nitrato e as barras representam o erro padrao das

médias.
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tratamento “+N(adigdo)-ar” o conteudo de proteinas soluveis totais reduziu para
20 mg.gMS™, no dia 5. De modo geral, em todos os tratamentos exceto o “+N-ar’,

houve pouca variagdo no conteudo de proteina sollveis totais das folhas (Figura 9B).

4.3. Experimento lll. O nitrato e seu metabolismo nas plantas de soja noduladas
em condi¢cdes de hipoxia.

A presenga de nitrato enddégeno nas plantas ndo noduladas dificulta a
interpretacdo de dados de adicao de nitrato durante a hipoxia, porque nao se sabe se
o metabolismo observado é resultado do nitrato endégeno, do nitrato adicionado no
meio ou de ambos. Visando responder esta questdo foram utilizadas plantas
noduladas neste experimento, que cresceram na auséncia de nitrato. Nas plantas
noduladas, a fonte de nitrogénio utilizada é o amoénio proveniente da fixagdo
biologica do nitrogénio molecular. Assim sendo, podemos assumir que todo nitrato
observado na planta sera proveniente de adigdo do mesmo.

As plantas foram cultivadas em vermiculita e no dia 0 os tratamentos foram
montados. Os tratamentos realizados foram: plantas mantidas na vermiculita sem
nitrato “V-N”, plantas transferidas para hidroponia sem nitrato e com aeragéo
“H-N+ar”, plantas transferidas para hidroponia com 5 mM de nitrato adicionado no dia
1 e sem aeracao “H+N(adicdo)-ar” e plantas colocadas em hidroponia sem nitrato e
sem aeracao “H-N-ar”. No dia 0, algumas plantas foram mantidas em vermiculita.
Outras plantas foram transferidas para hidroponia, e foi adicionada solugcao nutritiva
contendo ou nao nitrato, dependendo do tratamento, e adicionado 6leo mineral na
solucao do vaso para a imposi¢ao da hipoxia. No dia 1, foi adicionado 5 mM de NO3’

no tratamento “H+N(adicdo)-ar”. Até o dia 1, os tratamentos “H-N-ar’ e
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“H+N(adi¢ao)-ar” estavam submetidos as mesmas condicdes. As coletas da solugao
do vaso foram feitas diariamente e em seguida analisados os conteudos de nitrato e
de nitrito. As coletas de raizes, nodulos, seiva do xilema e folhas foram realizadas
nos dias 0, 1 e 4. As analises realizadas foram: conteudo de nitrato, conteudo de
nitrito, teor de aminoacidos sollveis totais, composicdo de aminoacidos livres,
conteudo de proteinas solluveis totais e contedudo de ureideos totais nas raizes,

nodulos, seiva do xilema e folhas.

4.3.1. O nitrato na solucao do vaso, nas raizes, nédulos, seiva do xilema e
folhas das plantas de soja.

Como esperado, nao foi observado nitrato na solugéo do vaso dos tratamentos
sem nitrato, exceto pelos tragos verificados no dia 2, nas plantas com aeragao

th)

(Figura 10). No tratamento “H+N(adicdo)-ar” o conteudo de nitrato foi de
5,8 umol.mL™" no dia 1, reduzindo para 1,6 umol.mL™" nos dias 2 e 3 e aumentando
para 3 pmol.mL™" no dia 4 (Figura 10).

Nas raizes, o contetido de nitrato foi de 1 pmol.gMF ' no dia 0 para as plantas
dos trés tratamentos, apesar das plantas terem sido cultivadas sem adi¢do de nitrato
(Figura 11A). Este conteudo de nitrato foi mais de 10 vezes menor que o observado
nas plantas ndo noduladas cultivadas com nitrato no experimento anterior, 0 que
comprova a eficiéncia da utilizacdo de plantas noduladas (Figura 7A).
Provavelmente, a fonte deste nitrato seja a agua usada no preparo da solucao
nutritiva. O conteddo de nitrato das plantas “V-N” manteve-se em torno de

1 pmol.gMF' durante os quatro dias de experimento. As plantas que foram

transferidas para hidroponia apresentaram aumento no conteudo de nitrato para
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1,6 pmol.gMF ' no dia 1. A partir do dia 1, as plantas “H-N+ar” e as plantas “H-N-ar”
mantiveram o contelido de nitrato em 1,6 pmol.gMF' até o dia 4 e as plantas
“H+N(adi¢do)-ar” apresentaram aumento no contetido de nitrato para 3,6 pmol.gMF
no dia 4. Apesar de ser um teor relativamente baixo, o resultado indica absorgéo de
nitrato do meio (Figura 11A).

Nos nédulos, o conteldo de nitrato foi de 3,75 pmol.gMF' (também
considerado tracos) no dia 0 e reduziu no dia 1 para valores em torno de
3,25 pmol.gMF ' nos 4 tratamentos testados (Figura 11B). A partir do dia 1, o
conteudo de nitrato reduziu nas plantas “V-N” e nas plantas “H-N+ar” de
3,25 pmol.gMF ™" para 2,75 umol.gMF ' no dia 4. Nas plantas “H-N-ar”, o contetido de
nitrato reduziu de 3,25 pmol.gMF" no dia 1 para 2,9 umol.gMF ' no dia 4. Nos
nédulos das plantas “H+N(adigdo)-ar’, o conteddo de nitrato aumentou de
3,25 umol.gMF" no dia 1 para 4 umol.gMF" no dia 4 (Figura 11B).

O conteudo de nitrato na seiva do xilema foi muito baixo nas plantas
noduladas em relacdo ao observado nas plantas ndo noduladas (Figuras 2C e 7B).
No dia 0, o contetido de nitrato foi de 0,24 umol.mL" na seiva das plantas (Figura
11C). Nas plantas “V-N”, o contetido de nitrato reduziu para 0,18 pmol.mL™ no dia 1
e para 0,11 pmol.mL" no dia 4. No dia 1, as plantas em hidroponia apresentaram
0,24 pmol.mL™ de nitrato assim como no dia 0. A partir do dia 1, as plantas “H-N+ar”
apresentaram aumento no contetdo de nitrato para 0,48 pmol.mL™" no dia 4, e as
plantas “H-N-ar” apresentaram reducdo para 0,09 umol.mL" no dia 4. Nas plantas
“H+N(adicdo)-ar’ o contetido de nitrato aumentou de 0,24 umol.mL™" no dia 1 para

0,78 pmol.gMF' no dia 4 (Figura 11C). Este aumento, embora discreto, estad de
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o erro padrao das médias.

57



A V-N
Raizes H-N-+ar
4,07 —X— H+N (adicao)-ar
—@— H-N-ar
3,5 X
N
And 3,0 T
LL
=
D 2,57
o
Z 2,01
- " ;/Ii e
1,00
0,5 T T T T
0 1 2 3 4
Tempo de experimento (dias)
C V-N
1.04 H-N+ar
’ Seiva do xilema| < H+N (adigao) -ar
—@— H-N-ar
0,84 o«
‘E_m 0,6
o
3 .
0.2 .\\'\I
0,0 T T T T
0 1 2 3 4

Tempo de experimento (dias)

umol NO, .gMF"

umol NO, .gMF"’

Noédulos

V-N
H-N+ar

—X— H+N (adigéo) -ar
—@— H-N-ar

1 2
Tempo de experi

3 4
mento (dias)

Folhas

V-N

H-N+ar
—X— H+N (adicao) -ar
—@—H-N-ar

3 4

Tempo de experimento (dias)

Figura 11. Conteudo de nitrato nas plantas de soja noduladas. Analises nas

raizes (A), nos ndédulos (B), na seiva do xilema (C) e nas folhas (trifélio mais novo

totalmente expandido) (D) das plantas em vermiculita (V) ou em hidroponia (H). As

setas indicam a retirada da aeracédo (hipoxia) e o asterisco, a adicdo de 5 mM de

nitrato. As barras representam o erro padrao das médias.
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acordo com a entrada de uma pequena quantidade de nitrato na planta durante a
hipoxia.

No dia 0, o contetido de nitrato nas folhas foi de 2,4 umol.gMF ™ (Figura 11D).
Nas plantas “V-N” o conteido de nitrato aumentou para 3,1 pmol.gMF ™ no dia 1 e
para 3,5 pmol.gMF" no dia 4. O contetdo de nitrato nas folhas das plantas
transferidas para a hidroponia reduziu de 2,4 pmol.gMF' no dia 0 para 2 umol.gMF’
no dia 1. No dia 4 o contetido de nitrato atingiu 5 pmol.gMF ' nas plantas “H-N+ar” e
nas plantas “H-N-ar” foi para 3 pmol.gMF'. O contelido de nitrato nas plantas
“H+N(adicdo)-ar” foi de 2 pmol.gMF ™" no dia 1 e aumentou para 4,6 pmol.gMF" no
dia 5 (Figura 11D). A resposta positiva apdés adicdo de nitrato em plantas ja& em
hipoxia vem de encontro com outros dados deste tratamento, todos indicativos da

absorcéao de nitrato pela planta nesta condicao.

4.3.2. Conteudo de nitrito na solucao do vaso, raizes e nédulos das plantas.

Na solugdo do vaso e nas raizes, o conteudo de nitrito sé foi observado nas
plantas com nitrato no dia 4. O valor obtido foi de 1,9 umol.mL™" na solugéo do vaso e
de 0,85 pmol.gMF" nas raizes (Figura 12A e 12B). Embora o valor seja baixo, é
préoximo do conteudo de nitrato das raizes (Figura 2).

Nos nédulos, nos dias 0 e 1, o conteudo de nitrito foi igual para todos os
tratamentos testados, sendo de 0,2 umol.gMF ™" no dia 0 e de 0,12 umol.gMF ™" no dia
1 (Figura 12C). Nos dias 2 e 3 nao foi encontrado nitrito nos nédulos. No dia 4, nas
plantas “V-N” o contetido de nitrito foi de 0,05 pmol.gMF™', nas plantas “H-N+ar” foi
de 0,12 pmol.gMF !, assim como nas plantas “H-N-ar” e nas plantas “H+N(adicdo)-ar”

o contetdo de nitrito foi de 0,95 umol.gMF™' (Figura 12C). Também foi realizada
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Figura 12. Conteudo de nitrito nas plantas de soja noduladas. Andlises na
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analise do conteudo de nitrito na seiva do xilema e nas folhas, porém nado foram

encontrados nem tracos de nitrito.

4.3.3. O teor de aminoacidos soluveis totais nas plantas de soja.

Nas raizes, no dia 0, o teor de aminodcidos solUveis totais foi de
1,2 pmol.gMF ™ (Figura 13A). Nas plantas “V-N” o teor de amino4cidos sollveis totais
manteve-se em 1,2 umol.gMF' durante todo o experimento. No dia 1, o teor de
aminoacidos soluveis totais, nas plantas em hidroponia, aumentou para
1,56 umol.gMF'. Nas plantas “H-N+ar’, o teor de amino4cidos sollveis totais
aumentou de 1,5 umol.gMF ' no dia 1 para 2,2 pmol.gMF " no dia 4. Nas raizes das
plantas “H-N-ar”, o teor de aminoacidos sollveis totais, chegou a 2,0 umol.gMF' no
dia 4. Nas plantas do tratamento “H+N(adicdo)-ar”, o teor de aminoacidos soluveis
totais aumentou de 1,5 umol.gMF! no dia 1 para 4,1 pmol.gMF" no dia 4 (Figura
13A), assim como observado no conteudo de nitrato nas raizes (Figura 11A).

No dia 0, o teor de aminoacidos solluveis totais nos nddulo foi de
18 pmol.gMF™" (Figura 13B). Nas plantas “V-N” o teor de amino4cidos soltveis totais
reduziu para 16,5 umol.gMF' no dia 1 e permaneceu com valores em torno de
17 umol.gMF' até o dia 4. Nas plantas em hidroponia, o teor de aminoacidos
solliveis totais caiu para 10,9 umol.gMF ™" no dia 1 e reduziu para 8 pmol.gMF " nas
plantas sem nitrato (normoxia e hipoxia) no dia 4. Nas plantas “H+N(adi¢do)-ar”, o
teor de aminodcidos sollveis totais aumentou de 10,9 pmol.gMF' para

14 pmol.gMF ' do dia 1 ao dia 4 (Figura 13B).
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Figura 13. Teor de aminoacidos soluveis totais nas plantas de soja noduladas.

Analises nas raizes (A), nos nédulos (B), na seiva do xilema (C) e nas folhas (trifélio

mais novo totalmente expandido) (D) das plantas em vermiculita (V) ou em

hidroponia (H). As setas indicam a retirada da aeracao (hipoxia) e o asterisco, a

adicao de 5 mM de nitrato. As barras representam o erro padrao das médias.
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Na seiva do xilema, o teor de amino&cidos soluveis totais encontrado no dia 0
foi de 1,25 umol.mL™" (Figura 13C). Nas plantas “V-N" o teor de amino4cidos sollveis
totais aumentou para 2,2 pmol.mL™ no dia 1 e para 2,75 pmol.mL" no dia 4. Nas
plantas em hidroponia houve pequena redugdo no teor de aminoacidos soluveis
totais, obtendo 1 umol.mL" no dia 1. O teor de aminodacidos soltveis totais aumentou
para 1,5 pmol.mL™" nas plantas “H-N+ar’ e nas plantas “H-N-ar’, no dia 4. Nas
plantas “H+N(adicdo)-ar’, o teor de aminoé&cidos solluveis totais aumentou de
1 umol.mL™" no dia 1 para 3,25 umol.mL™" no dia 4 (Figura 13C).

No dia 0, o teor de amino&cidos soluveis totais nas folhas, foi de
10,75 umol.gMF " para todos os tratamentos analisados (Figura 13D). Nas plantas
“V-N” o teor de amino4cidos sollveis totais reduziu para 8,75 pmol.gMF" no dia 4.
Nas plantas do tratamento “H-N+ar” o teor de aminoacidos soluveis totais reduziu
para 8,25 umol.gMF " no dia 1 e para 10,5 umol.gMF " no dia 4. O mesmo teor de
amino4cidos soluveis totais foi observado para os tratamentos “H-N-ar” e

“‘H+N(adi¢ao)-ar” no dia 1. A partir do dia 1, as plantas “H-N-ar” apresentaram
aumento no teor de amino&cidos sollveis totais para 10,25 pmol.gMF ™" no dia 4. Na
folha das plantas “H+N(adi¢do)-ar” observou-se aumento no teor de aminoacidos

solliveis totais para 8,75 pmol.gMF ' no dia 4 (Figura 13D).

4.3.4. A composicao de aminoacidos livres presentes nas plantas de soja.

Nas raizes das plantas noduladas, os aminoacidos livres mais representativos
no dia 4 foram o Asp, o Glu e a Asn quando as plantas estavam em vermiculita
(Tabela 4). Estes trés aminodacidos juntos perfizeram aproximadamente 50% da

composicao de aminoacidos livres, enquanto que os aminoé&cidos Ala e Gaba,
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representaram 5,3 e 10%, respectivamente. Nas plantas “H-N+ar” foram observados
valores inferiores de Gaba e Ala, além de maior participacdo do Asp e da Asn,
quando comparados as plantas em hipoxia. No dia 4, observou-se nas raizes das
plantas “H-N-ar’, reducdo acentuada do Asp, que passou de 24,9% (dia 0) para
apenas 5,3% dos aminoacidos livres presentes, e reducao drastica do Glu de 40%
para 12,6% (Tabela 4). Os aminoacidos, Asn, GIn, Gaba, e principalmente Ala,
aumentaram sua representacdo na composicao dos aminoacidos das raizes. No
tratamento “H+N(adicdo)-ar” observou-se 45% de Ala e 12,8% de Gaba valores
superiores aos encontrados nas plantas “V-N”.

Nos nédulos das plantas “V-N” verificou-se no dia 0 que os trés principais
aminoacidos observados nas raizes, Asp, Glu e Asn compunham mais de 50% de
aminodcidos livres, mas diferentemente das raizes, a Ala compunha mais de 15%
dos aminoacidos (Tabela 5). Nas plantas em hidroponia e em hipoxia, observou-se
maior participagdo do Gaba em relagéo as plantas “V-N”, representando 15,5% nas

th)

plantas “H+N(adicdo)-ar” e 13,7% nas plantas “H-N-ar”. A Ala ndao apresentou
diferenca entre os tratamentos “H+N(adicdo)-ar” e “H-N-ar”. O Glu nas plantas
“H-N-ar” passou a compor 42,3% e nas plantas “H+N-ar”, 30,1% e o Asp passou a
constituir menos de 7% nas plantas em hipoxia. A composi¢ao de aminoécidos livres
nos noédulos das plantas “H-N+ar” foi semelhante a observada nos ndédulos das
plantas “V-N”, com menores valores de Ala e Gaba que passaram a representar
11,1% da composicdo de aminoacidos livres. Comparando as plantas em hipoxia

com as com aeracao no dia 4, foi observado para a Ala, no minimo o dobro da

composicao e para o Gaba sete vezes (Tabela 5).

64



Tabela 4. Composicao de aminoacidos (mol%) nas raizes das plantas de soja
noduladas em vermiculita (V) ou hidroponia (H). As plantas que foram
transferidas para hidroponia estavam na presenca de nitrato com 5 mM (+N) ou em
sua auséncia (-N) e foram mantidas em aeragéo (+ar) ou sem (-ar) por um periodo

de quatro dias. Os valores representam a média das repeti¢oes.

Dia 0

V-N

ASP 24,9

GLU 40,0
ASN 3,9
SER 2,9
GLN 1,7
ALA 3,2
GABA 2,1

Outros* 21,3

Total
(umol.gMF™) ’

*soma dos aminoacidos: His, Gly, Thr, Arg, Tyr, Met, Val, Phe, lle, Leu.

65



Tabela 5. Composicao de aminoacidos (mol%) nos nédulos das plantas de soja
noduladas em vermiculita (V) ou hidroponia (H). As plantas que foram
transferidas para hidroponia estavam na presenca de nitrato com 5 mM (+N) ou em
sua auséncia (-N) e foram mantidas em aeracao (+ar) ou sem (-ar) por um periodo

de quatro dias. Os valores representam a média das repeti¢oes.

Dia 0

V-N

ASP 23,1
GLU 33,6
ASN 9,6
SER 7,3
GLN 1,6
ALA 15,3
GABA 2,4
Outros* 7.1

Total

(umol.gMF™) 180

*soma dos aminoacidos: His, Gly, Thr, Arg, Tyr, Met, Val, Phe, lle, Leu

66



Na seiva do xilema, observou-se nas plantas “V-N" 20,3% de Asp, 2% de Glu
e 31,2% de Asn no dia 0 (Tabela 6). A composicao de Gin, diferente do valor baixo
observado nas raizes (1,7%) e nos nddulos (1,6%) (Tabelas 4 e 5), passou a
representar 25,7% e a Ala e o Gaba, 0,45% e 1,2%, respectivamente. Nas plantas
“H-N+ar” o Asp, 0 Glu e Asn também contribuiram com mais de 50% na composicao
de aminoécidos livres, a GIn apresentou 14,3% (valor muito superior as plantas em
hipoxia), Ala 0,7% e Gaba 1,5%. As plantas “H-N-ar” no dia 1 apresentaram 50,5%
de Asp, 12,2% de Glu e 10,3% de Asn, os quais juntos perfizeram 73% da
composicao de aminodacidos livres (Tabela 6). A GIn diferentemente das plantas
“V-N” passou a compor 1% e a Ala e o Gaba juntos 4,7%. No dia 4, a composicao
dos aminoécidos livres apresentava outro perfil, com 29,1% representando os trés
aminodacidos, Asp, Glu e Asn. A GIn reduziu a 0,1% e a Ala passou a representar
30,2% e curiosamente o Gaba ndo alterou a sua contribuicdo na composi¢cdo dos
aminoacidos na seiva. Nas plantas “H+N(adicao)-ar”, no dia 4, a composi¢cao do Asp
foi de 7,8%, a Gin representou 1,4% e a Ala contribuiu com 54,6%, sendo esta a
maior representacdo de aminodcidos livres na seiva do xilema, em todos os
tratamentos (Tabela 6).

Nas folhas das plantas “V-N”, os trés principais aminoacidos (Asp, Glu e Asn)
constituiram menos de 40% da composigcdo de aminoacidos € a Ala e o Gaba
constituem juntos 35% (Tabela 7). No dia 4, as plantas “H-N+ar” os aminoacidos
Asp, Glu e Asn constituiram 37,6%, e a Ala e o Gaba, 27,8%. As plantas “H-N-ar”
apresentaram 72,8% da composicao em Asp, Glu e Asn e a Ala e o Gaba juntos
contribuiram com 10,5%. No dia 0, Asp, Glu e Asn compunham 36% da composi¢ao

nas plantas “V-N” enquanto Ala e Gaba constituiam 10,5% nas plantas “H-N-ar”. Nas
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Tabela 6. Composicao de aminoacidos (mol%) na seiva do xilema das plantas
de soja noduladas em vermiculita (V) ou hidroponia (H). As plantas que foram
transferidas para hidroponia estavam na presenca de nitrato com 5 mM (+N) ou em
sua auséncia (-N) e foram mantidas em aeracao (+ar) ou sem (-ar) por um periodo

de quatro dias. Os valores representam a média das repetigoes.

Dia 0

V-N

ASP 20,3
GLU 2,0
ASN 31,2
SER 4,6
GLN 25,7
ALA 0,45
GABA 1,2
Outros* 14,5

Total

(umol.gMF™) .25

*soma dos aminoacidos: His, Gly, Thr, Arg, Tyr, Met, Val, Phe, lle, Leu.
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plantas “H+N(adi¢do)-ar” a composicao de Asp, Glu e Asn chegou a 58,9% e de Ala

e Gaba, 18,5% (Tabela 7).

4.3.5. Conteudo de proteinas soluveis totais nas plantas de soja.

No dia 0, o conteudo de proteinas soluveis totais nas raizes foi de
9,6 mg.gMF"' (Figura 14A). Nas plantas “V-N”" o contetdo de proteinas sollveis
totais reduziu para 7,9 mg.gMF ™' no dia 1 e para 6,9 mg.gMF " no dia 4. Nas raizes
das plantas em hipoxia o0 conteldo de proteinas solUveis totais reduziu para
7,6 mg.gMF " no dia 1. A partir do dia 1, o contelido de proteinas sollveis totais
reduziu para 5,56 mg.gMF ' nas plantas “H-N+ar” e manteve-se em 7,6 mg.gMF"
nas plantas “H-N-ar” no dia 4. Nas raizes das plantas “H+N(adicao)-ar” o conteudo
de proteinas sollveis totais aumentou de 7,6 mg.gMF ™ no dia 1 para 9,5 mg.gMF"
no dia 4 (Figura 14A).

No dia 0, o conteudo de proteinas sollveis totais nos nédulos foi de
11,2 mg.gMF™" (Figura 14B). No dia 1 houve reducdo no contetdo de proteinas
solliveis totais para valores em torno de 9,5 mg.gMF ™" para todos os tratamentos. No
dia 4 o contetido de proteinas soltveis totais foi de 8,8 mg.gMF ' nas plantas “V-N" e
7,8 mg.gMF ' nas plantas “H-N+ar”. As plantas “H-N-ar” apresentaram, no dia 4,
8,8 mg.gMF™', assim como no dia 1. Nas plantas “H+N(adicdo)-ar” o conteido de
proteinas sollveis totais manteve-se em torno de 9,5 mg.gMF ' até o dia 4 (Figura
14B).

No dia 0, o conteudo de proteinas sollveis totais nas folhas foi de
7,4 mg.gMF ' (Figura 14C). Nas plantas “V-N” o contetido de proteinas sollveis totais

aumentou de 7,4 mg.gMF " para 8,9 mg.gMF ' no dia 1 e para 10,2 mg.gMF ™ no dia
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Tabela 7. Composicao de aminoacidos (mol%) nas folhas das plantas de soja
noduladas em vermiculita (V) ou hidroponia (H). As plantas que foram
transferidas para hidroponia estavam na presenca de nitrato com 5 mM (+N) ou em
sua auséncia (-N) e foram mantidas em aeragéo (+ar) ou sem (-ar) por um periodo

de quatro dias. Os valores representam a média das repeti¢oes.

Dia 0
V-N
ASP 8,7
GLU 25,1
ASN 2,1
SER 8,2
GLN 2,6
ALA 15,8
GABA 19,2
Outros* 18,3
Total
(umol.gMF™) 125

*soma dos aminoacidos: His, Gly, Thr, Arg, Tyr, Met, Val, Phe, lle, Leu.
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Figura 14. Conteudo de proteinas solluveis totais nas plantas de soja
noduladas. Analises nas raizes (A), nos nédulos (B), na seiva do xilema (C) e nas
folhas (trifélio mais novo totalmente expandido) (D) das plantas em vermiculita (V) ou
em hidroponia (H). As setas indicam a retirada da aeracéo (hipoxia) e o asterisco, a

adicao de 5 mM de nitrato. As barras representam o erro padrao das médias.
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4. Nas plantas em hidroponia também houve aumento no conteudo de proteinas
solliveis totais para 7,6 mg.gMF "' no dia 1. No dia 4, o contetido de proteinas foi de
8,6 mg.gMF ' nas plantas “H-N+ar” e de 6,5 mg.gMF" nas plantas “H-N-ar”. Nas

th)

plantas “H+N(adicdo)-ar” o conteudo de proteinas soluveis totais aumentou de

7,6 mg.gMF ™" no dia 1 para aproximadamente 8 mg.gMF ™' no dia 4 (Figura 14C).

4.3.6. Conteudo de ureideos totais nas plantas de soja.

Nas raizes, os conteudos de ureideos totais foram muito baixos, apresentando
valores inferiores a 0,05 umol.gMF " nos 4 dias de experimento (Figura 15A). Estes
valores podem ser considerados como tracos de ureideos nas raizes, possivelmente
proveniente dos nédulos, onde ocorrem a sua producao.

No dia 0, o contetido de ureideos totais nos nédulos foi de 0,4 pmol.gMF™
(Figura 15B). Nas plantas “V-N”, o conteudo de ureideos totais reduziu para
0,3 pmol.gMF'1 no dia 1 e para 0,19 |,1mol.gMF'1 no dia 4. As plantas em hidroponia
apresentaram reducéo no contelido de ureideos totais para 0,18 pmol.gMF ' no dia 1.
Nas plantas “H-N+ar” o contetido de ureideos totais aumentou para 0,2 pmol.gMF ' e
nas plantas “H-N-ar” diminuiu para 0,12 pmol.gMF " no dia 4. No nédulo das plantas
“H+N(adi¢do)-ar’ o contetido de ureideos totais foi de 0,12 umol.gMF" no dia 4
(Figura 15B).

Na seiva do xilema, o conteido de ureideos totais foi de 0,42 umol.mL™, no
dia 0 (Figura 15C). Nas plantas “V-N” o conteudo de ureideos totais aumentou para
0,6 pmol.mL™ no dia 1 e chegou a 0,87 pmol.mL™" no dia 4, reflexo do transporte do
principal produto da fixacao de nitrogénio (ureideos) para a parte aérea. Nas plantas

em hidroponia, o contetido de ureideos totais reduziu para 0,07 pmol.mL™" no dia 1.
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Figura 15. Conteudo de ureideos totais nas plantas de soja. Andlises nas raizes
(A), nos nodulos (B), na seiva do xilema (C) e nas folhas (trifélio mais novo
totalmente expandido) (D) das plantas em vermiculita (V) ou em hidroponia (H). As
setas indicam a retirada da aeracédo (hipoxia) e o asterisco, a adicdo de 5 mM de

nitrato. As barras representam o erro padrao das médias.
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No dia 4, o conteudo de ureideos totais nas plantas “H-N+ar” foi de
0,12 pmol.mL" e nas plantas “H-N-ar’ foi de 0,07 pmol.mL'. Nas plantas
“H+N(adi¢do)-ar’ o contelido de ureideos totais manteve-se em 0,7 pmol.mL™" do dia
1 ao dia 4 (Figura 15C). Estes baixos valores de ureideos sao indicativos da inibi¢cao
da atividade da fixagdo em condi¢des de hidroponia.

Nas folhas, o contetdo de ureideos totais foi de 0,45 pmol.gMF' no dia 0
(Figura 15D). Nas plantas “V-N”, o conteudo de ureideos totais reduziu durante os
quatro dias de experimento observando-se 0,2 pmol.gMF " no dia 4. Nas plantas em
hidroponia, o contetido de ureideos totais reduziu para 0,25 pmol.gMF ™ no dia 1. No
dia 4, o contetido de ureideos totais foi de 0,1 pmol.gMF " nas plantas “-N+ar” e de
0,05 pmol.gMF ™ nas plantas “N-ar”. Nas plantas “H+N(adi¢do)-ar” o contetido de
ureideos totais foi de 0,6 pmol.gMF ™ no dia 4 (Figura 15D). Esta resposta positiva da
adicao do nitrato durante a hipoxia nao foi esperada, pois ndo foi observada resposta
em nenhuma outra parte da planta que indicasse sintese e/ou aumento no

transporte.

4.4. A atividade da enzima redutase do nitrato in vivo nas plantas de soja nao
noduladas e noduladas.

Tendo em vista que os dados dos experimentos anteriores indicam um
metabolismo bastante restrito do nitrato durante a hipoxia, este experimento foi
realizado para verificar a existéncia de alguma associacdo entre a atividade da
enzima redutase do nitrato e as alteragdes no metabolismo do nitrato em hipoxia. O
experimento foi conduzido tanto com plantas n&o noduladas como com noduladas. A

montagem deste experimento foi igual a montagem dos experimentos 2 e 3, exceto

74



pela adigdo do tratamento: hidroponia com nitrato adicionado no dia 2 mais aeragao
“+N(adicado)+ar” nas plantas noduladas (rever Tépicos 4.2 e 4.3).

Nas plantas ndo noduladas a atividade da enzima redutase do nitrato in vivo
foi avaliada em condigdes de hidroponia, sem ou com nitrato adicionado no dia 2, e
na presenca ou nao de aeragao.

Nas raizes, a atividade da enzima nas plantas com nitrato na solu¢do do vaso
foi maior que nas plantas sem nitrato. No dia 0, a atividade da enzima foi de
0,04 umoINO,.gMF".h™" nas raizes (Figura 16A). Nas plantas “+N+ar” a atividade da
enzima manteve-se no dia 1, aumentou para 0,3 pmoINOz.gMF'.h"™" no dia 2 e para
0,4 pmoINOz.gMF'.h' no dia 5. Nas plantas “+N-ar” a atividade da enzima
aumentou para 0,66 pmolNOz .gMF'.h™' no dia 2, com posterior redugédo para 0,5
umoINO, .gMF'.h™" no dia 5. Nas plantas sem nitrato, a atividade da enzima
manteve-se em 0,04 pmoINO, .gMF".h"" até o dia 1. Nas plantas “-N+ar” a atividade
da enzima aumentou para 0,2 pmolNO,.gMF'h™ no dia 2, com queda para
aproximadamente 0,1 umolNO,.gMF".h"" no dia 5. A atividade da enzima RN nas
raizes das plantas “H-N-ar” manteve-se em 0,6 umolNO,.gMF".h™" do dia 2 ao dia 5.
A adicdo de nitrato promoveu aumento na atividade da enzima de 0,1 umoINO,".gMF"
".h"'no dia 2 para 0,28 umoINO,.gMF".h™ no dia 5 tornando evidente a indugédo da
enzima pelo nitrato em condi¢des de hipoxia, bem como em normoxia (Figura 16A).

Nas folhas das plantas ndo noduladas, a atividade da enzima foi de
0,55 pumoINO,.gMF'.h" no dia 0, de 1,2 pmoINO,.gMF'.h" no dia 1 e de
1,5 umoINO,.gMF".h™" no dia 2 para todos os tratamentos exceto para o tratamento
“+N-ar” no dia 2 (Figura 16B). Isto ocorreu possivelmente pelo fato das folhas ainda

possuirem nitrato o qual foi consumido durante o experimento. No dia 5, a atividade
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da enzima aumentou para 2 umolNO,.gMF".h™" nas plantas “+N+ar”. Nas plantas
“+N-ar” a atividade da enzima aumentou para 2,1 umoINOz .gMF".h™" no dia 2 e
reduziu para 2 pmoINOy.gMF'.h" no dia 5. Nas plantas “N+ar’, a atividade da
enzima manteve-se em 1,5 pmoINO>.gMF '.h™ e nas plantas “H-N-ar” reduziu para
1,2 pmoINO,.gMF".h™" no dia 5 (Figura 16B). A adicdo de nitrato nas plantas
promoveu a maior atividade da enzima no dia 5 com 2,2 pmoINO; .gMF'.h™,
indicando, mais uma vez, a indu¢ao da enzima e, portanto, a entrada e transporte de
nitrato da raiz até a folha nas plantas em hipoxia.

Nas plantas de soja noduladas, observou-se baixissima atividade da enzima
nas raizes (abaixo de 0,05 umoINO,.gMF".h"") no dia 0, quando as plantas estavam
em “V-N” (totalmente dependentes da fixacdo de Np). Esta atividade manteve-se
baixa no tratamento “V-N” durante todo experimento (Figura 17A). Nos demais
tratamentos a atividade também manteve-se baixa com pequenas variagdes, exceto
pelo aumento acentuado observado no tratamento com a adigéo de nitrato e hipoxia.
Nas plantas em hidroponia a atividade da enzima foi de 0,2 pmoINO; .gMF'.h™ no
dia 1. No dia 4, a atividade da enzima reduziu a zero nas plantas “H-N+ar”, manteve-
se nas plantas “H-N-ar” e “H+N(adicdo)+ar”. As plantas “H+N(adigdo)-ar’
apresentaram aumento na atividade da RN para 1,18 pmoINOz .gMF".h"" no dia 4
(Figura 17A).

Nas folhas das plantas noduladas a atividade da enzima RN in vivo foi
bastante baixa (0,15 pmoINO..gMF'.h™") no dia 0 para todos os tratamentos
testados (Figura 17B). Nas plantas “V-N” a atividade da enzima reduziu, chegando a

0 pmoIlNO;.gMF'.h' no dia 4. Nas plantas “H-N+ar’ a atividade da
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Figura 16. Atividade da enzima redutase do nitrato in vivo nas plantas de soja
nao noduladas. Analises nas raizes (A) e nas folhas (trifélio mais novo totalmente
expandido) (B). As setas indicam a retirada da aerac&o (hipoxia) e o asterisco, a

adicao de 5 mM de nitrato. As barras representam o erro padrao das médias.
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Figura 17. Atividade da enzima redutase do nitrato in vivo nas plantas de soja
noduladas em vermiculita (V) e em hidroponia (H). Andlises nas raizes (A) e nas
folhas (trifélio mais novo totalmente expandido) (B). As setas indicam a retirada da

aeracao (hipoxia) e o asterisco, a adicdo de 5 mM de nitrato. As barras representam

o erro padrao das médias.
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enzima manteve-se no dia 1 e reduziu a 0 pmoINO2 .gMF'.h™" no dia 4. Nas plantas
“H-N-ar” a atividade da enzima aumentou para 0,3 pmolNOz.gMF".h™" no dia 1 e
reduziu a 0 pmoINO;.gMF'.h™ no dia 4. As plantas submetidas aos tratamentos de
adicao de nitrato, com aeragao ou nao, apresentaram atividades da RN diferentes no
dia 4. As plantas “H+N(adicao)+ar” apresentaram manutengao da atividade no dia 1,
seguido de aumento para 1,6 pmoINO,.gMF'.h" no dia 4, e as plantas
“H+N(adicao)-ar” também apresentaram manutengédo da atividade no dia 1, porém
diminui¢do para 0 pmoINO,.gMF".h™" no dia 4 (Figura 17B). Neste caso, o efeito da

hipoxia nas folhas foi o contrario do observado nas raizes.

4.5. Experimento IV. Analise da incorporacdo de '°NO;™ nas plantas de soja niao
noduladas e noduladas durante a hipoxia.

O objetivo deste experimento foi observar a absorcado de nitrato durante a
hipoxia, utilizando para isso um composto marcado (*°NOg).

Experimentos que utilizam NOs; na solugdo do vaso exigem condicdes
especiais de aplicacdo do is6topo, como volume de meio reduzido; 0 que acarreta
menor tempo de exposi¢do ao isétopo. Além destas peculiaridades, a eficiéncia de
absor¢do pode variar com a idade da planta. Por esta razdo foram feitas analises nos
diversos estadios de desenvolvimento das plantas de soja.

As fases do desenvolvimento testadas foram: 12 par de folhas, e do primeiro
ao sétimo trifélio totalmente expandido, totalizando 8 fases diferentes. Cada planta foi
colocada em um frasco com 200 mL de K'>’NO; na concentragcdo de 5 mM com 11%
de N enriquecido onde as plantas eram mantidas por 48 horas. Estas plantas foram

separadas em 2 tratamentos: normoxia, com aeragao ininterrupta, e hipoxia, sem

79



aeracdao e com uma camada de 6leo mineral sobre a solugdo do vaso colocada
durante a montagem do experimento. O volume do frasco e o tempo de exposi¢ao
para que nao fosse esgotado todo isétopo do meio foram determinados em testes
preliminares.

As raizes, nddulos, quando presentes, e folhas de cada planta foram
coletados, liofilizados e parte da amostra foi enviada para o Centro de Energia
Nuclear na Agricultura - CENA para andlises da incorporacdo de "N na amostra e
teor de N. O restante das amostras foi utilizado em nosso laboratério para a

determinagdo do enriquecimento de '°N em aminoacidos via GC/MS.

4.5.1. Incorporacio de ">°N-NO; nas plantas de soja ndo noduladas e noduladas.

Observou-se durante o desenvolvimento das plantas ndo noduladas, que o
enriquecimento de N nas raizes caiu de 4 a 0,9% do 12 par de folhas ao 7¢ trifélio,
nas plantas em normoxia (Figura 18A). Em hipoxia, esta queda também foi
observada até o 6° trifélio, embora com valores mais baixos que em normoxia. No
7¢ trifélio das plantas em hipoxia, houve maior enriquecimento de "°N, em relacéo as
plantas do mesmo tratamento sendo este valor (2,3%), 0 maior de enriquecimento
observado em hipoxia (Figura 18A).

Nas folhas das plantas ndo noduladas também houve maior incorporagéao de
N em normoxia em relacdo as plantas em hipoxia na mesma fase de
desenvolvimento (Figura 18B). Os menores valores de enriquecimento em normoxia
foram de 1,1% no 1° par de folhas, seguido de aumento no 1° trifélio para 3%. A

partir do 2° trifélio verificou-se queda, tendo sido obtido 1,2% no 72 trifélio (Figura
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primaria/trifoliolada expandida indicada.
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18B). Nas folhas das plantas em hipoxia houve dois picos de incorporacdo no 2°
trifdlio e no 62 trifélio com 1,25% e 1,1%, respectivamente. Nas raizes das plantas
noduladas o enriquecimento de '°N foi maior em normoxia durante todas as fases de
desenvolvimento das plantas, com valores de enriquecimento entre 2 (72 trifdlio) e
4,9% (1° trifélio) (Figura 19A). Esta tendéncia a queda também foi observada nas
raizes de planta ndo noduladas (Figura 18A). As plantas em hipoxia apresentaram
valores inferiores a 2% de incorporagdo de "°N nas raizes. A menor incorporacéo foi
de 0,6% no 42 e no 6° trifélio.

Nos nodulos das plantas mantidas em normoxia e hipoxia, a incorporacao de
*N foi muito baixa, entre 0,1 e 0,3% de enriquecimento (Figura 19B). As analises nos
nédulos comegaram a ser realizadas com o 32 trifélio totalmente expandido, uma vez
que anteriormente a esta fase de desenvolvimento ndo havia nddulos suficientes
para a realizacao desta andlise, por estarem em formacao e serem em sua maioria
muito pequenos.

Nas folhas das plantas noduladas, o enriquecimento de "N foi maior nas
plantas em normoxia quando comparada as plantas em hipoxia na mesma fase de
desenvolvimento (Figura 19C). Em normoxia a porcentagem de enriquecimento foi
entre 0,9 % e 3,6%, sendo o maior enriquecimento observado no 22 trifélio € 0 menor
no 7° trifdlio. Nas folhas das plantas em hipoxia, a porcentagem de enriquecimento
variou entre 0,3 e 1,8%. O maior enriqguecimento foi observado no 2° trifélio e o
menor no 4° e 79 trifélio (Figura 19C). Em hipoxia, houve um comportamento
semelhante ao observado em normoxia, com dois aumentos na incorporacéo de "°N

no 2% e no 6° trifdlio, porém em intensidades diferentes.
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primaria/trifoliolada expandida indicada.
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4.5.2. Teor de N presente nas plantas de soja.

O teor de N nas raizes das plantas ndo noduladas foi semelhante em
normoxia e em hipoxia, com queda no teor no 1% par de folhas até o 2° trifdlio e
aumento no 3° trifélio, seguido de queda, em ambos os tratamentos (Figura 20A). A
partir do 4° trifélio pode-se dizer que ocorreu manutencao no teor de N na raiz até o
7° trifélio nas plantas em normoxia e até o 6° trifélio nas plantas em hipoxia. O maior
teor de N foi observado nas raizes das plantas em normoxia com 3% no 3¢ trifélio e
nas em hipoxia, 2,1% no 7° trifélio. Geralmente, o teor de N nas raizes das plantas
sob hipoxia é nitidamente menor do que em normoxia.

Nas folhas, a partir do 1° trifdlio, o teor de N nas plantas em normoxia e em
hipoxia seguiram um padrao, com aumento até o 3° trifélio, seguido de reducado até o
6° trifdlio com aumento posterior (Figura 20A). Sendo os maiores valores verificados
nas plantas em normoxia do 12 par de folhas até o 3° trifélio. A partir do 3° trifdlio n&o
houve diferenca no teor de N entre as plantas em normoxia e em hipoxia.

O teor de N, nas raizes das plantas noduladas, tanto em normoxia quanto em
hipoxia oscilou durante todas as fases de desenvolvimento de 1,2 a 2,4% em
normoxia e de 0,75 a 2,4% em hipoxia (Figura 21A). A partir do 42 trifélio houve um
padrao no teor de N para ambos os tratamentos, com aumento no 5° trifélio, redugcéao
no 6° e novo aumento no 79 trifélio (Figura 21A). Normalmente, conforme observado
para as plantas ndo noduladas, o teor de N foi menor em plantas em hipoxia.

No nédulo, o teor de N oscilou entre 4,55 e 5,3% em normoxia e entre 4,45 e
5,5% em hipoxia (Figura 21B). Esta leve variacao pode ter ocorrido devido a fatores
climaticos entre uma fase e outra e pela presenca de nédulos ativos e inativos.

Portanto, pode-se considerar que o0s teores apresentaram comportamento
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apareceu a folha primaria/trifoliolada expandida indicada.
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As fases de desenvolvimento foram definidas pelo estadio em que apareceu a folha

primaria/trifoliolada expandida indicada.
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praticamente estavel. Esta variagdo coincide com o perfil encontrado no
enriquecimento de N nos nédulos (ver Figura 19B). Nas folhas das plantas
noduladas, o teor de N manteve um padrdo durante o desenvolvimento das plantas
em normoxia € em hipoxia, com valores quase sempre menores nas plantas em
hipoxia (Figura 21C). Os menores teores de N foram observados no 2° trifélio nos
dois tratamentos, com valores de 3% em normoxia e 2,2% em hipoxia. A partir do 4°
trifdlio o teor de N nas plantas em normoxia e hipoxia, praticamente foram os
mesmos até o 7° trifolio expandido (Figura 21C), coincidindo com o observado nas

folhas das plantas ndo noduladas (Figura 20B).

4.5.3. Incorporacio de >N em aminoacidos nas plantas de soja.

Os principais aminoacidos encontrados nas raizes, nddulos e folhas séo: a
Ala, Ser, Asp, Glu, Asn, por esta razao, esses aminoacidos foram escolhidos para
andlise da porcentagem de enriquecimento em '°N. Outro aminoacido comum nas
plantas é a GIn, no entanto, ndo foi encontrado enriquecimento significativo neste
aminoacido nas plantas noduladas.

Nas raizes das plantas ndo noduladas, em normoxia, ocorreu enriquecimento
de N em todos os aminoacidos testados na maioria das fases de desenvolvimento.
A Ala foi o Unico aminoacido que apresentou enriquecimento em todas as fases do
desenvolvimento nos dois tratamentos testados (Figura 22). Em normoxia o
enriquecimento de >N em Ala ficou entre 3,5 e 5,8%, em Ser entre 0,4% e 4,5% e
em Asp, de 0,5 a 6,8%. O Glu apresentou de 0,3 a 5% de enriquecimento. O maior
enriquecimento em normoxia nas raizes foi obtido pela Asn no 3° trifélio, 8,8%. Em

hipoxia, nas raizes, o maior enriquecimento de °N foi obtido pela Ala no 12 trifélio

87



Raizes Normoxia Hl Ala
B Ser
10- [ Asp
Il Gu
< s [ Asn
S gl
Z
(@]
£ 67
()
£
g 4
=]
g
O 27
* * %% *

Folhas

14-

-
N
1

-
o
1

Enriquecimento "N (%)

0_19par 19tri 2%tri 3°tri 4°tri 5%tri 6%tri 7° tri

Fases de desenvolvimento

Normoxi W Ala
ormoxia —ae

0 Asp
Il Glu
[ Asn

*

_19par 19tri 2%tri 3°tri 4%tri 5°tri 6%tri 7°tri

Fases de desenvolvimento

Raizes

101

&~ o] oo
1 1 1

Enriquecimento "N (%)
N

Folhas

— - —_
o N >
1 1 |

Enriquecimento "N (%)
[e0)

Hipoxia Al
B Ser
[ Asp
Il Glu
[ Asn

* k% *

0_1‘3par 1ot 2ot 3°tri 4°tri 5°tri 6°tri 7°tri

Fases de desenvolvimento

Hl Aa
B Ser
[ Asp
Bl Gu
[ Asn

Hipoxia

*

_19par 1%9tri 29tri 32tri 4°tri 5%tri 6%tri 7°%tri

Fases de desenvolvimento

Figura 22. Incorporacido de "N em aminoacidos nas plantas de soja nao

noduladas. Avaliagdes nas raizes, nos nodulos e nas folhas (trifélio mais novo

totalmente expandido) das plantas em normoxia e hipoxia. O asterisco indica a nao

deteccao do aminoécido.

88



com 8,4% e para este aminoacido o menor enriquecimento foi de 2,8% no 6° trifdlio.
A Ser apresentou valores de enriquecimento de 0,2% a 3,2%, o Asp enriqueceu 5%
no 32 trifélio e o Glu apresentou enriquecimento de 1,8% a 4,1%. A Asn apresentou
grandes valores de enriquecimento de 1 a 7,5%, sendo o maior valor obtido no
12 trifélio (Figura 22).

Nas folhas das plantas ndo noduladas, houve maior incorporacéo de >N nos
aminoacidos avaliados em normoxia que em hipoxia em praticamente todas as fases
do desenvolvimento das plantas (Figura 22). Em normoxia, houve enriquecimento
nos cinco aminoacidos avaliados. A incorporacao em Ala variou de 3 a 9,2%, em Ser
de 1,6 a 7,9%, em Asp de 1,7 a 8,2%, em Glude 1 a 7% e em Asn de 0,5 a 12%.
Os maiores enriquecimentos foram em Asn no 2° (12,1%) e no 42 trifélio (9,8%). Em
hipoxia, o maior enriquecimento foi de 6% em Asn, assim como observado em
normoxia no 22 trifélio. Em Ala os valores de enriquecimento oscilaram de 1,6 a 4%,
em Ser de 0,2 a 3% e em Asp de 0,7 a 2,8%. O Glu obteve enriquecimento de 0,2 a
3% e a Asn de 0,8 a 6%, exceto no 12 e no 5° trifélio (Figura 22).

Nas raizes das plantas noduladas em normoxia observou-se para Ala valores
de enriquecimento entre 4,2 e 7,8%, j& em hipoxia, os valores ficaram entre 3,8 e
5,9% (Figura 23). O enriquecimento nos aminoacidos Ser em normoxia ficou de 2,5 a
4,8%, Asp foi de 4 a 8,8% e Glu de 4,9 a 9,8%. A maior porcentagem de
enriquecimento foi em Asn (12%) no 6° trifdlio. Nas plantas em hipoxia, apenas a Ser
obteve enriquecimento de "N nas raizes do 12 par de folhas até o 7° trifélio
totalmente expandido com valores de 3 a 4,8% de enriquecimento. O Asp, e o Glu,
apresentaram enriquecimento no 1° par de folhas e do 32 ao 5° trifdlio, oscilando

entre valores de 0,4 a 3,1% parao Asp e de 2,1 a 4,2% para o Glu. A incorporacao
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em Asn, tanto em normoxia quanto em hipoxia, muitas vezes ndo foi detectada,
sendo observada nas raizes apenas no 6° trifélio (12%) em normoxia e no 1° par de
folhas (0,8%) e no 5° trifdlio (1%) em hipoxia (Figura 23).

Nos nodulos das plantas em normoxia, os aminoacidos que apresentaram
maior enriquecimento de "N foram a Ala (presente em todas as fases do
desenvolvimento), o Asp e a Asn, com valores superiores a 2,6%, 1,2% e de 3,6%,
respectivamente. Os demais aminoacidos, Ser e Glu apresentaram enriquecimento
apenas no 2° trifélio (Ser) e no 72 trifélio (Glu) com valores inferiores a 0,3% (Figura
23). Em hipoxia, a porcentagem de enriquecimento no nédulo foi superior a das
plantas em normoxia. A Ala apresentou enriquecimento entre 1 e 4,2%, a Ser de
0,3 a23% e aAsnde1a7%. No caso de Asp sé nao foi possivel detectar
enriquecimento de "N no 7° trifélio. O Glu apresentou maior enriquecimento (3,8%)
no 32 trifdlio (Figura 23).

Nas folhas das plantas noduladas em normoxia houve enriquecimento de '°N
em todos os aminoacidos avaliados e em todas as fases de desenvolvimento, sendo
0s maiores valores obtidos pela Asn, com 12,5% e 13,5%, no 1% e 2° trifélio
respectivamente (Figura 23). A Ala apresentou padrao semelhante ao observado nas
raizes nestas mesmas condi¢cdes, no entanto com valores entre 6 e 9,5%. A Ser
apresentou enriquecimento entre 1 € 9,1%, o Asp entre 2 e 10,5% , 0 Glu entre 1,3 e
10% e para Asn a variacdo observada foi de 1 a 13%. A incorporacdo em Asn foi a
que apresentou maiores valores. Nas folhas das plantas em hipoxia observou-se que
apenas a Ala obteve enriquecimento de '°N em todas as fases do desenvolvimento
com valores inferiores a 6,5%. A Ser apresentou 0 maior enriquecimento (6%) no

2° trifélio. O Asp e o Glu nao obtiveram enriquecimento no 42, 5% e no 7° trifélio e os
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maiores valores para estes aminoacidos foram 7% no 2° triflio. Asn s6 apresentou

enriquecimento no 62 trifélio com valor de 12% (Figura 23).

4.6. Resposta de cinco cultivares de soja ao nitrato sob alagamento prolongado
do sistema radicular.

O objetivo deste trabalho foi avaliar como cinco cultivares de soja nao
noduladas (IAC Foscarin-31, IAC-23, IAC-17, IAC-24 e IAC-18) produzidas no estado
de Sao Paulo respondem ao nitrato em condigcbes de alagamento prolongado do
sistema radicular, utilizando para isso parametros de desenvolvimento.

As sementes de cada cultivar foram germinadas em vasos com vermiculita e
quando as plantas atingiram o estadio V4 de desenvolvimento foi montado o
experimento. O alagamento foi realizado colocando os vasos com as plantas dentro
de outro vaso maior e adicionado a eles: solugao nutritiva sem nitrato “-N”; solucao
nutritiva com nitrato “+N”; e solugdo nutritiva com nitrato adicionado apenas no
sétimo dia de andlise “+N adicao”. Nos tratamentos, os vasos foram completados
com solugao nutritiva de Hoagland & Arnon (1938) em concentracao 1/3 do normal,
sem nitrato ou com 5 mM de nitrato. A solugao foi trocada a cada sete dias.

As coletas foram realizadas com 0 e 28 dias de tratamento e avaliados os
parametros de desenvolvimento: area foliar; massa seca da parte aérea (MSPA);
didmetro do caule sob a lamina d"agua; o volume do sistema radicular (VSR) e
massa seca do sistema radicular (MSSR). Anadlises histolégicas também foram
realizadas no 28° dia de experimento no né cotiledonar do caule (local de delimitacao
do alagamento nas plantas), na raiz principal € nas raizes adventicias formadas apds

o alagamento.
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4.6.1. O efeito do alagamento na parte aérea das plantas.

A andlise da area foliar das cinco cultivares de soja no dia 0 ndo apresentou
diferenca significativa entre as cultivares IAC Foscarin-31, IAC-17, IAC-24 e IAC-18.
A cultivar 1AC-23 diferiu significativamente apenas das cultivares IAC-24 e 1AC-18,
apresentando maior area foliar (Figura 24). No dia 28 nao houve diferenca
significativa na area foliar das cinco cultivares no tratamento “-N”. No tratamento
“+N”, a cultivar IAC-17 apresentou a maior area foliar entre as cinco cultivares, com
média de 1430 cm®. As cultivares IAC-23 e IAC-24 nao diferiram, obtendo em torno
de 1300 cm? As cultivares IAC Foscarin-31 e IAC-18 apresentaram os menores
valores de area foliar no tratamento “+N” apds 28 dias de experimento apresentando
cerca de 1000 cm? No tratamento “+N adi¢cdo” obtiveram-se as maiores areas
foliares, em torno de 1400 cm?®, nas cultivares IAC Foscarin-31, IAC-23 e IAC-17 nao
havendo diferenca entre elas. As menores éareas foliares foram observadas nas
cultivares IAC-24 e IAC-18, em torno de 800 cm? (Figura 24).

Analise entre os tratamentos para a mesma cultivar mostraram que néo houve
diferenca entre o dia 0 e as plantas “-N” nas cultivares IAC Foscarin-31, |IAC-23,
IAC-17, IAC-24 e IAC-18 (Figura 24), indicando baixissimo crescimento destas
plantas na auséncia de nitrogénio.

Nao houve diferenca na area foliar das plantas da cultivar IAC-23 submetidas
aos tratamentos “+N” e “+N adicdo” no dia 28 e o mesmo foi observado para as
cultivares 1AC-17 e IAC-18. A cultivar IAC-24, apresentou menor area foliar no
tratamento “+N adicdo” com plantas 23,33% menores que as plantas “+N”. A cultivar
IAC Foscarin-31, ao contrario, apresentou maior area foliar nas plantas “+N adicao”

com valor de 1400 cm? (Figura 24).
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Figura 24. Area foliar de cinco cultivares de soja submetidas ao alagamento do
sistema radicular. Andlises no dia 0 (XX) e alagadas sem nitrato “-N” (), com
nitrato “+N” (M) e com nitrato adicionado no dia 7 “+N adicao” (M) por 28 dias de
experimento. As barras representam o erro padrdao das médias e as letras, o teste
Tukey a 1% de probabilidade. As letras mailusculas indicam a comparagao entre as
cultivares para o mesmo tratamento e as letras minUsculas, a comparacao entre os

tratamentos para a mesma cultivar.
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No dia 0 nao havia diferenca na MSPA entre as cinco cultivares avaliadas
(Figura 25). Nas plantas “N” houve aumento significativo na MSPA para todas as
cultivares do dia 0 ao dia 28, exceto para a IAC-18. Nas plantas “+N” houve maior
MSPA, com diferencas significativas entre cultivares. Os maiores valores de MSPA,
entre 10,5 e 11,5 g, foram encontrados nas cultivares IAC-23 e IAC-24,
respectivamente. Neste mesmo tratamento ndo houve diferenca entre as cultivares
IAC-23 e IAC-17. Valores em torno de 6,25 g foram encontrados nas cultivares
IAC Foscarin-31 e IAC-18 no dia 28 (Figura 25).

No tratamento “+N adicao” houve maior acumulo de MSPA que no tratamento
“+N”, na cultivar IAC Foscarin-31 (9,1 g), menor na cultivar, IAC-24 (7,5 g) e igual nas
demais cultivares. O perfil observado neste tratamento foi semelhante ao verificado
para area foliar (Figura 24).

Na cultivar IAC Foscarin-31 foi observado aumento de 1 g no dia 0 para 3,5 g
na MSPA das plantas “N”, no dia 28. Plantas “+N” obtiveram aumento superior,
tendo em torno de 6 g de MSPA. Ja a adi¢@o de nitrato promoveu maiores valores de
MSPA, em torno de 9 g (Figura 25).

As cultivares IAC-23 e IAC-17 apresentaram 0 mesmo comportamento para a
MSPA. Plantas que no dia 0 apresentavam pouco mais de 1 g chegaram a 3 g de
MSPA no tratamento “N”. Nos tratamentos “+N” e “+N adicdo” a MSPA foi de
aproximadamente 11 g no dia 28 (Figura 25).

A cultivar IAC-24 apresentou aumento em torno de 200% na MSPA das
plantas “-N” quando comparada com as do dia 0. Plantas “+N” apresentaram valores
aproximadamente 2 vezes maiores que no dia 0 e aproximadamente 9 vezes

maiores que nas plantas “-N”. A adicao de nitrato promoveu valores médios de 7 g,
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Figura 25. Massa seca da parte aérea de cinco cultivares de soja submetidas ao
alagamento do sistema radicular. Analises no dia 0 (XX) e alagadas sem nitrato
“N” (LJ), com nitrato “+N” () e com nitrato adicionado no dia 7 “+N adicao” (H) por
28 dias de experimento. As barras representam o erro padrao das médias e as letras,
o teste Tukey a 1% de probabilidade. As letras mailsculas indicam a comparagao
entre as cultivares para 0 mesmo tratamento e as letras minusculas, a comparacao

entre os tratamentos para a mesma cultivar.
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sendo estes inferiores aos observados nas plantas “+N” (12 g) no dia 28 (Figura 25).
Na cultivar IAC-18, as plantas “N” nao diferiram das plantas do dia 0. As
plantas alagadas sob as duas condi¢des de nitrato (“+N” e “+N adicao”) nao diferiram

entre si, e apresentaram valores em torno de 7 g de MSPA (Figura 25).

4.6.2. O alagamento e o diametro do caule.

No dia 0 ndo houve diferenga entre as cinco cultivares de soja avaliadas,
assim como nas analises da parte aérea no mesmo periodo (ver Figuras 24 e 25). A
maioria das cultivares ndo apresentou diferenca no didmetro do caule no tratamento
“N” quando comparadas entre si. O didmetro do caule da cultivar IAC-18 “-N” nao
diferiu do didmetro do caule da cultivar IAC Foscarin-31 com valores ao redor de
5 mm (Figura 26).

As cultivares IAC Foscarin-31 e IAC-24 quando submetidas ao tratamento +N
apresentaram os maiores valores de didmetros do caule atingindo valores superiores
a 8 mm (Figura 26). As cultivares IAC-23, IAC-17 e IAC-18 nao apresentaram
diferenca significativa no diametro do caule no tratamento “+N” com valores
superiores a 7 mm. O didmetro do caule entre as cultivares |1AC-17 e |IAC-24 néo
diferiram no tratamento “+N” (Figura 26).

O maior didametro do caule nas plantas “+N adi¢cdo” foi observado para as
cultivares IAC-23 que atingiu 8 mm e IAC Foscarin-31 que atingiu 7 mm. A I1AC-17
com didmetro do caule superior a 7 mm nao diferiu das cultivares IAC Foscarin-31,
IAC-18 e IAC-24.

A cultivar IAC Foscarin-31 apresentou maior diametro do caule (5,1 mm) nas

plantas “N” em relacdo as plantas no dia 0 (2,4 mm) e estes valores foram
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Figura 26. Diametro do caule de cinco cultivares de soja submetidas ao
alagamento do sistema radicular. Analises no dia 0 (XX) e alagadas sem nitrato
“~N” (LJ), com nitrato “+N” () e com nitrato adicionado no dia 7 “+N adi¢cdo” (H) por
28 dias de experimento. As barras representam o erro padrao das médias e as letras,
o teste Tukey a 1% de probabilidade. As letras mailsculas indicam a comparagao
entre as cultivares para o0 mesmo tratamento e as letras minusculas, a comparacgao

entre os tratamentos para a mesma cultivar.
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inferiores aos obtidos nos dois tratamentos com nitrato (em torno de 7 mm). Este
mesmo comportamento foi observado nas cultivares IAC-17 e IAC-18 (Figura 26).

A cultivar IAC-23 apresentou maior didmetro no caule nas plantas “+N adi¢cao”
com valores de 8 mm, seguido das plantas “-N” e “+N”, que nao diferiram entre si.
Resultado diferente foi observado na cultivar IAC-24, onde os maiores valores de
didmetro do caule foram encontrados nas plantas “+N” e “+N adi¢cdo”, 7,5 mm (Figura
26).

E notavel que a resposta ao nitrato em termos de aumento no diametro do
caule tenha sido menor do que para os outros parametros, pois na auséncia do
nitrato o aumento no didmetro do caule foi bastante significativo e para uma cultivar

(IAC-23) este néo diferiu do aumento obtido com nitrato.

4.6.3. O efeito do alagamento no sistema radicular das cultivares de soja.

Andlises do VSR entre as cinco cultivares ndo demonstraram diferenca entre
elas no dia 0 (Figura 27). No dia 28, as cultivares IAC Foscarin-31, IAC-23,
IAC-17 e IAC-18 néao diferiram no VSR para o tratamento “-N”. A cultivar 1AC-24
apresentou o maior VSR, em torno de 22,5 cm® neste mesmo tratamento, e as
cultivares IAC Foscarin-31 e IAC-23 néo diferiram da IAC-24 (Figura 27).

A resposta ao nitrato foi bastante variavel entre as cultivares. As cultivares
IAC-23 e IAC-24 apresentaram os maiores valores do VSR (44 cm®) nas plantas
“+N”. A cultivar IAC-17 apresentou em média 32,5 cm® de VSR neste mesmo
tratamento. Valores inferiores a este nas plantas “+N” foram obtidos pelas cultivares

IAC Foscarin-31 (22 cm®) e IAC-18 (16 cm®).
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Figura 27. Volume do sistema radicular de cinco cultivares de soja submetidas
ao alagamento do sistema radicular. Analises no dia 0 (XX) e alagadas sem nitrato
“N” (LJ), com nitrato “+N” () e com nitrato adicionado no dia 7 “+N adicao” (H) por
28 dias de experimento. As barras representam o erro padrdao das médias e as letras,
o teste Tukey a 1% de probabilidade. As letras mailsculas indicam a comparagao
entre as cultivares para 0 mesmo tratamento e as letras minusculas, a comparacao

entre os tratamentos para a mesma cultivar.
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A adicdo de nitrato promoveu o maior VSR na cultivar IAC-23 (48 cm®) e os
menores valores nas cultivares IAC-24 e IAC-18 (em torno de 16 cm®) (Figura 27).

Na cultivar IAC Foscarin-31 observou-se aumento de aproximadamente quatro
vezes entre as plantas “-N” e as plantas no dia 0. As plantas “-N” ndo diferiram das
“+N” no VSR. Valores médios de 35 cm®foram encontrados nas plantas “+N adi¢ao”,
as quais tiveram aumento de sete vezes em relagao ao dia 0.

Na cultivar IAC-23 observou-se aumento nas plantas “-N” em relacéo ao dia 0
de 5 cm?® para 19 cm?®. Nesta cultivar foram encontrados valores médios de 46 cm®de
VSR nos tratamentos com nitrato, os quais nao diferiram entre si (Figura 27).

Na cultivar IAC-17, aumento de duas vezes foi observado em plantas “-N” e de
cinco vezes nas plantas “+N adicdo” em relacao ao dia 0 e o maior valor de VSR foi
de 32 cm®nas plantas “+N”.

A cultivar IAC-24 apresentou aumento de 4,6 vezes no VSR nas plantas “-N”
comparado com o dia 0, obtendo valores médios de 23 cm® As plantas “+N”
apresentaram aumento de 8,6 vezes e as plantas “+N adicdo” de 3 vezes em relagao
ao dia 0, apresentando valores em torno de 43 cm® e de 15 cm®, respectivamente
(Figura 27).

Na cultivar IAC-18, o VSR foi menor nas plantas no dia 0 com 2 cm® e nédo
houve diferenca entre os tratamentos no dia 28 com valores superiores a 10 cm®
(Figura 27).

Nao houve diferenga na MSSR no dia 0 entre as cultivares avaliadas. Para o
tratamento “-N” ndo houve diferencga significativa na MSSR entre as cinco cultivares

avaliadas (Figura 28).
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Figura 28. Massa seca do sistema radicular de cinco cultivares de soja
submetidas ao alagamento do sistema radicular. Andlises no dia 0 (XX) e
alagadas sem nitrato “-N” (1), com nitrato “+N” (M) e com nitrato adicionado no dia 7
“+N adicao” (H) por 28 dias de experimento. As barras representam o erro padréo
das médias e as letras, o teste Tukey a 1% de probabilidade. As letras maiusculas
indicam a comparagdo entre as cultivares para o mesmo tratamento e as letras

mindsculas, a comparacao entre os tratamentos para a mesma cultivar.
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As plantas “+N” n&do diferiram na MSSR entre as cultivares IAC Foscarin-31,
IAC-23 e IAC-17. A cultivar IAC-18 com valor médio de 2 g de MSSR n&o apresentou
diferenca das cultivares IAC Foscarin-31 e |AC-17 neste parametro de
desenvolvimento. As plantas “+N” da cultivar IAC-24 apresentaram o maior valor
médio de MSSR (5,7 g) (Figura 28).

As plantas “+N adi¢ao” das cultivares IAC Foscarin-31 e IAC-23 apresentaram
as maiores MSSR com valores médios de 5 g. As cultivares IAC-17, IAC-24 e IAC-18
nao apresentaram diferenga na MSSR.

A cultivar IAC Foscarin-31 nao apresentou diferenca na MSSR entre o dia 0 e
as plantas “N”, assim como ndo houve diferenca entre as plantas “-N” e “+N”. A
adicao de nitrato promoveu maior MSSR para esta cultivar, obtendo valores médios
de 5g.

A cultivar IAC-23 nao apresentou diferengca na MSSR entre as plantas no dia 0
e as plantas “-N”, as quais apresentaram valores inferiores aos obtidos pelas plantas
dos tratamentos “+N” e “+N adi¢do”, valores meédios de 4 g (Figura 28).

Para a cultivar IAC-17 as plantas “-N” ndo diferiram das plantas “+N” e n&o
houve diferenca na MSSR entre os dois tratamentos com nitrato.

Na cultivar 1AC-24, diferentemente das demais cultivares, as plantas “-N”
tiveram aumento em média de 1 g em relagdo ao dia 0, ndo diferenciando das
plantas “+N adigdo”. O maior valor de MSSR para esta cultivar foi encontrado nas
plantas “+N”, chegando a 6,5 g (Figura 28).

A cultivar IAC-18 nao apresentou diferengca na MSSR entre as plantas no dia 0

e as plantas “-N”, assim como nao diferiu entre os trés tratamentos no dia 28.
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4.6.4. Alteracoes nos tecidos das plantas em funcao do estresse por
alagamento.

As andlises anteriores mostraram alteragcbes nos parametros de
desenvolvimento da parte aérea e do sistema radicular nas cultivares. Escolheu-se a
cultivar 1AC-23, para analisar histologicamente e compreender 0 que ocorreu nos
tecidos das plantas, como forma de entender as variacbes no crescimento e na
estrutura das mesmas. Esta cultivar foi escolhida, dentre as utilizadas neste estudo,
por indicar tolerdncia ao alagamento. De acordo com as observagdes visuais
realizadas durante o experimento verificou-se que em todas as cultivares ocorrem as
modifica¢des teciduais, porém em intensidades diferentes. Desta forma a analise de
apenas uma cultivar nos permite inferir informacdes sobre as demais cultivares.

Para comparar as estruturas anatémicas avaliadas, no dia 0, foram mantidas
as plantas da cultivar IAC-23 ndo alagadas em vasos, e apds 28 dias, foram
coletados o caule (5 mm acima e abaixo do né cotiledonar), a raiz principal e as
adventicias. E estas plantas foram denominadas controle.

O caule das plantas controle ja se encontrava em estaddio secundéario de
crescimento evidenciado pela formagdo de cambio (ou faixa cambial), que produz
floema secundério externamente e xilema secundario internamente, além da
presenca do inicio da instalagdo da periderme e lenticelas (Figura 29A).

Nas plantas alagadas, que também estavam em estadio secundario de
crescimento, células parenquimaticas do cértex e possivelmente células do periciclo
se dividiram intensamente formando um tecido com células parenquimaticas de

arranjo muito frouxo, o aerénquima (Figuras 29 B,C,D)
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Figura 29. Secoes transversais do caule de plantas de soja da cultivar IAC-23
alagadas durante 28 dias. (A) controle; (B) plantas alagadas sem nitrato “-N”;
(C) plantas alagadas com nitrato “+N”; (D) plantas alagadas com nitrato adicionado
no dia 7 “+N adi¢cdo”. A seta branca indica a lenticela e as setas pretas a faixa
cambial. A regiao interna as setas duplas pretas mostra as células em divisdo para
formar o aerénquima e a regido interna as setas duplas brancas indica o cortex. O

circulo indica as fibras de esclerénquima e a estrela o aerénquima.



Nas plantas “-N” observou-se o desenvolvimento de fibras de esclerénquima
no cértex préximas ao floema (Figura 29B), sendo que a instalacdo das células em
divisdo que formaram o aerénquima ocorreu externamente a estas fibras (Figura
29B), deslocando e/ou arrebentando partes do cortex.

Nas plantas “+N”, as células em divisdo para formar o aerénquima estavam
dispostas de maneira mais compacta e o aerénquima formado apresentava arranjo
menos frouxo que o arranjo das plantas “-N”.

A adicdo de nitrato aparentemente forma aerénquima mais compacto, com
maior nimero de células e espacos intercelulares, embora estes espacos sejam
menores que nas plantas sem nitrato (Figuras 29A-D).

A raiz principal, assim como o caule, estava em estadio secundario de
crescimento (Figura 30A), constatado pela formacao de xilema e floema secundarios.
Na planta controle, o cértex estava colapsado devido ao atrito com a vermiculita
(Figura 30A).

Assim como no caule, o alagamento promoveu a formagédo de aerénquima a
partir de células parenquimaticas do coértex e possivelmente também do periciclo
como pode ser observado na Figura 28C. O aerénquima formado com a adi¢do de
nitrato, assim como no caule, apresentou células de arranjo mais compacto que nas
plantas sem adi¢cado de nitrato (Figura 30A-D).

Na raiz adventicia formada apds a instalacdo do alagamento do sistema
radicular observou-se as mesmas caracteristicas que na raiz principal para todos os
tratamentos (Figura 31B,C,D), com células de arranjo mais compacto e aerénquima
nas plantas “+N adicdo” (Figura 31C,D). Esses resultados indicam que as

modificagcdes na estrutura das plantas (formacado de aerénquima) para suportar a
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Figura 30. SecOes transversais da raiz principal de soja da cultivar I1AC-23
alagadas durante 28 dias. (A) controle; (B) plantas alagadas sem nitrato “-N”;
(C) plantas alagadas com nitrato “+N”; (D) plantas alagadas com nitrato adicionado
no dia 7 “+N adicdo”. A regido interna a seta dupla preta compreende células em

divisao para formar o aerénquima, e a estrela o aerénquima.
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Figura 31. Secoes transversais de raiz adventicia de soja da cultivar IAC-23
apos alagamento do sistema radicular. (A) controle; (B) plantas alagadas sem
nitrato “-N”; (C) plantas alagadas com nitrato “+N”; (D) plantas alagadas com nitrato

adicionado no dia 7 “+N adi¢ao”. A estrela indica o aerénquima.
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falta de oxigénio, ocorrem de forma semelhante desde a regido do caule, onde a
planta foi alagada, até a raiz principal ou adventicia que estd em crescimento.

Observagbes visuais durante o experimento mostraram maior formacdo de
raizes adventicias nos tratamentos “+N” e “+N adi¢do”, chegando a constituir
externamente mais de 75% de todo sistema radicular da planta no dia 28, e cobrindo
praticamente toda lamina d’ agua do vaso (dados nao mostrados). Nas plantas “-N”,
as raizes adventicias constituiram de 50 a 75% neste mesmo periodo sugerindo
forma de obtencao de oxigénio e retardo na formacao de aerénquima.

Em relacdo a formagao de aerénquima, também por observacdes visuais,
observou-se tecido branco esponjoso nas plantas “+N” e “+N adicdo”, no dia 28
(Figura 32). Esse tecido ocupava de 25 a 50% da regido entre o n6 cotiledonar e a
zona apical da raiz principal. Nas plantas “-N” esse tecido ocupava de 50 a 75%
(dados nado mostrados). O tecido observado foi caracterizado como aerénquima, com

base nas andlises histoldgicas.
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Figura 32. Exemplo do sistema radicular de uma planta de soja da cultivar
IAC-23 com valores entre 50 e 75% de aerénquima. As setas indicam o tecido

esponjoso considerado como aerénquima.
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5. DISCUSSAO

5.1. Utilizacao do nitrato por plantas de soja durante o alagamento do sistema
radicular.

Inicialmente, estudou-se o efeito da hipoxia em plantas ndo noduladas. Nao
houve diferenga no consumo de nitrato da solu¢ao do vaso, que foi de 80% tanto em
normoxia quanto em hipoxia. Esperava-se encontrar um consumo de nitrato um
pouco maior nas plantas em hipoxia, assim como observado em soja por Brandao
(2005), mas como o consumo esta relacionado a condicées abibticas, como, por
exemplo, temperatura e luminosidade, e ndo dispunhamos de controle destas
condicdes na casa de vegetacdo, leves alteracbes abidticas podem explicam os
resultados observados. De qualquer forma, pode-se concluir que o consumo de
nitrato em hipoxia é da mesma ordem daquele em normoxia.

Os dados referentes aos produtos do metabolismo do nitrato deixam evidente
que o metabolismo do nitrato em hipoxia é muito diferente do metabolismo em
normoxia. Em primeiro lugar, apenas nas plantas em hipoxia e com nitrato foi
encontrado o nitrito na solugdo do vaso. Em hipoxia a quantidade de nitrito
acumulado no vaso foi em torno de 0,9 a 1,3 umol.mL", e a quantidade de nitrato
consumido, em torno de 4,6 pmol.mL™ (ver Fig. 5). Esses resultados indicam que
aproximadamente 29% do nitrato consumido acumulou na forma de nitrito. Em outro
experimento (ver figuras 1 e 2) célculo semelhante revelou que em torno de 40% do
nitrato consumido do vaso acumulou no meio, na forma de nitrito. O acumulo de
nitrito ja foi observado em outros estudos com hipoxia (Lee, 1978; Reggiani et al.,

1985; Botrel et a./, 1996). De acordo com Caunes (2002) a produg¢ao de nitrito ocorre
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devido a acdao de bactérias presentes no meio. No entanto, Morard et al. (2004)
sugerem que a producado de nitrito seja devida ao metabolismo de nitrato das raizes
das plantas, uma vez que ocorre sua produgdo mesmo em solugdo nutritiva estéril
com raizes in vitro, ou seja, sem a presenca de bactérias do meio. Brandao (2005)
utilizando o antibiético cloranfenicol, verificou menor contetdo de nitrito na solucéao
do vaso quando este composto estava presente e as plantas de soja estavam em
hipoxia. Entretanto, o antibiético ndo inibiu por completo a producdo de nitrito,
sugerindo que a sua producdo pode envolver dois processos, um por agao
bacteriana e outro resultante do metabolismo do nitrato nas raizes. Provavelmente, a
eliminagao do nitrito da raiz e do nédulo para o meio ocorra devido a toxicidade do
nitrito para as plantas (Glaab & Kaiser, 1993). O fato de boa parte do nitrito formado
nao ser reduzida a amoénia e depois assimilada é coerente, tendo em vista a
necessidade de oxigénio para a reducao do nitrito (Lee, 1978; 1979).

Na planta, os compostos do metabolismo de nitrogénio também foram
bastante alterados em condigcbes de hipoxia, consistente com caminhos de
metabolismo distintos do nitrato sob normoxia e hipoxia. Em hipoxia, o conteudo de
nitrato reduziu nas plantas e o teor de aminoacidos soluveis totais aumentou apenas
nas raizes e na seiva do xilema, assim como verificado por Barta (1987) em
Medicago sativa L. e em Lotus corniculatus, por Sousa & Sodek (2002) e Brandao
(2005) em soja. A diminuigdo do nitrato enddégeno nas raizes durante a hipoxia foi
quase total. A mobilizacdo do nitrato endégeno das raizes é um processo associado
a deficiéncia de N, como pode ser visto na Fig. 7, com as plantas transferidas do
meio contendo nitrato para um meio livre de N mineral (tratamento -N+ar). Portanto,

com relagcdo ao nitrato enddégeno das raizes, a planta em hipoxia com nitrato
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presente respondeu como uma planta em deficiéncia de N, ou seja, com a
assimilagdo do nitrato bastante prejudicada pela falta de substrato. Mobilizacdo do
nitrato endégeno sob hipoxia pode explicar o menor teor de N total nas raizes de
plantas submetidas a 2 dias de hipoxia em relagdo a normoxia (Fig. 20).

Se houve diminuigdo do nitrato enddégeno das raizes sob hipoxia o teor de
aminodacidos livres mostrou o contrario, talvez devido a degradacao de proteinas.
Este aumento dos aminoacidos é mais complexo para interpretar. Além dos
aminoacidos serem produtos da assimilagcdo do nitrato, outra fonte importante é o
transporte da parte aérea via floema, componente da chamada reciclagem de
aminodacidos pela planta (Pate et al., 1981). De fato, queda no teor de aminoacidos
nas folhas de plantas sob hipoxia, embora mais discreta nas plantas noduladas, pode
evidenciar uma mobilizagdo de nitrogénio da parte aérea para as raizes. Porém, o
fato do teor de aminoacidos nas raizes sob hipoxia ser maior na presencga do nitrato
do que na auséncia pode indicar que alguma assimilagdo de nitrato de fato ocorreu
sob hipoxia. Outra evidéncia para alguma forma de absor¢cdo e metabolismo do
nitrato na planta sob hipoxia € um discreto, mas significativo aumento no transporte
de nitrato e aminoacidos no xilema, fenbmeno este também observado por Brandao
(2005).

Uma preocupagédo com relacdo aos experimentos inicias conduzidos neste
estudo foi com a possibilidade de que parte do nitrato consumido sob hipoxia
pudesse ter acontecido nas primeiras horas do experimento quando a hipoxia estava
sendo induzida. Depois que a aeracdo do sistema hidropbnico é suspensa e a
superficie coberta com éleo mineral, a respiracao do sistema radicular continua na

sua taxa normal durante véarias horas até que o nivel de oxigénio seja insuficiente
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para suportar a mesma taxa de respiracdo (Sousa & Sodek, 2003). E s6 neste
momento que o sistema entra em hipoxia. Para contornar este problema foi
conduzido um experimento (Expto. Il) no qual a planta foi transferida para uma
solugdo livre de N mineral um dia antes de induzir a hipoxia. O nitrato foi adicionado
no dia seguinte, usando uma solugcao concentrada de nitrato, introduzida por baixo
da camada de 6leo mineral. Neste experimento, houve a mesma resposta com a
presenca do nitrato observada no experimento anterior, ou seja, grande consumo do
nitrato, acumulo de nitrito no meio, queda menor no teor de nitrato das raizes, e
aumento no teor de aminoacidos nas raizes e no xilema. Este tratamento também
promoveu maior contetdo de proteinas solUveis totais nas raizes e menor nas folhas
das plantas ndo noduladas, em relacdo aos demais tratamentos em hipoxia, inclusive
com nitrato. Nao foi verificada nenhuma influéncia no transporte do nitrato pelo
xilema.

Nos experimentos realizados inicialmente utilizou-se plantas ndo noduladas,
no entanto, a presenca de nitrato endégeno nao permitiu inferir se 0 metabolismo
observado é resultado do nitrato enddgeno, do nitrato adicionado no meio ou de
ambos, uma vez que as plantas ndo noduladas s&o nutridas com nitrato durante todo
0 seu desenvolvimento. Para verificar o real efeito do nitrato adicionado foi realizado
o experimento com plantas noduladas, cultivadas na auséncia de nitrato no meio e
livres de nitrato endégeno. No experimento com as plantas noduladas foi possivel
verificar a mesma queda brusca de nitrato na solugdo do vaso sob hipoxia conforme
observado para as ndo noduladas. As andlises para nitrato e os produtos do seu
metabolismo revelaram um quadro semelhante ao observado com as plantas nao

noduladas, e algumas questdes ficaram mais evidentes. Ocorreu acumulo de nitrato
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nas raizes de plantas noduladas sob hipoxia, embora em quantidade
aproximadamente cem vezes menor que a encontrada numa planta nodulada
cultivada com nitrato em normoxia (cf. Fig. 11A e 7A). Portanto, é irrefutavel a
evidéncia de que o nitrato, embora em quantidades bastante reduzidas, é absorvido
pelas raizes sob hipoxia. Um fato que corrobora com isso € que a adicao de nitrato
um dia depois que o sistema experimental entrou em hipoxia, anulou a possibilidade
de que a absorcdo do nitrato pudesse ter ocorrido durante na fase inicial do
tratamento, quando o sistema ainda nao havia atingido a hipoxia. O aumento de
nitrato na seiva do xilema durante a hipoxia também reforca esta evidéncia, pois no
caso das plantas noduladas o nitrato absorvido do meio € a Unica fonte de nitrato
disponivel para transporte no xilema. Também com as plantas noduladas foi
observado o efeito positivo do nitrato no meio. Nestas plantas o teor de aminoacidos
aumentou nas raizes sob hipoxia, bem como na seiva do xilema, o que demonstra
que o fendmeno € resultado direto do nitrato absorvido e ndo uma consequéncia da
mobilizagao do nitrato endégeno da raiz.

E importante salientar que a adicdo de nitrato acarreta a inativagdo dos
nddulos, fazendo com que as plantas utilizem o nitrato disponivel em detrimento ao
gasto de energia para fixar o nitrogénio atmosférico via bactérias, conforme ja
descrito na literatura (Amarante & Sodek, 2006). No caso dos tratamentos
envolvendo alagamento do sistema radicular (hipoxia), independente da presenca ou
nao do nitrato, a falta de oxigénio também leva a inativacdo dos ndédulos quase que
imediatamente (Amarante & Sodek, 2006). Consequentemente, as plantas noduladas
s6 podem assimilar o nitrogénio via assimilacdo do nitrato. Os dados demonstram

que isto de fato ocorre, porém em escala bastante reduzida.
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Houve forte influéncia da hipoxia na composicdo de aminoacidos,
principalmente nas raizes e na seiva do xilema, com altera¢des significativas na
presenca do nitrato. Conforme observado em trabalhos anteriores (Puiatti & Sodek,
1999; Sousa & Sodek, 2003) a hipoxia leva a formagédo de grandes quantidades de
alanina na raiz e na seiva do xilema. Por outro lado, nos nédulos e nas folhas os
nossos dados mostram alteracoes de alanina bastante discretas ou nulas. Alanina é
formada na raiz sob hipoxia a partir de piruvato, como uma reacao alternativa a
fermentacao alcoolica (Ricard et al.,, 1994) e a producéo intensa de alanina nestas
condicdes transborda para o transporte a parte aérea via xilema (Sousa & Sodek,
2003). A presenca do nitrato fez aumentar ainda mais a produgcdo de alanina e,
portanto, pode significar a assimilagdo do nitrato para este servir como fonte de
nitrogénio neste processo. O fato deste aumento em alanina ser também bastante
evidente na auséncia do nitrato significa que a sintese de alanina ndo depende
apenas da assimilagdo do nitrato para fornecer nitrogénio e devem existir outras
fontes. Isto ficou bastante claro no experimento com plantas noduladas onde nao
havia nem o nitrato endégeno presente na raiz para servir como possivel fonte, e
mesmo assim, houve o caracteristico aumento em alanina. Entretanto, o fato do
nitrato elevar ainda mais o teor de alanina, tanto nas raizes como no xilema, e tanto
em plantas noduladas como ndo noduladas, indica que o nitrato est4d sendo
metabolizado sob hipoxia e assim fornecendo nitrogénio para este processo. Esta
hipétese foi confirmada pelos dados obtidos com o nitrato marcado com N,

discutidos mais adiante.
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Rocha et al. (2010), ao estudarem uma espécie tolerante ao alagamento
(Lotus japonicus), sugerem que em condicdes de hipoxia ha estimulo para a sintese
de Ala e acumulo de succinato que gera producao extra de ATP.

A elevacao de alanina na composi¢do de aminoacidos das raizes e da seiva
sempre vem acompanhada por um decréscimo do acido aspartico e/ou asparagina.
Foi sugerido que o acido aspartico (um produto metabdlico da asparagina) € um
precursor importante na sintese de alanina sob hipoxia, como fornecedor do
nitrogénio da alanina via reagdes de transaminacdo (Sousa & Sodek, 2002a).
Quando o nitrato é a fonte de nitrogénio neste processo, 0 caminho metabdlico mais
provavel é a reducéo e assimilacdo do nitrato em glutamina e glutamato via o ciclo
GS/GOGAT (Buchanan et al., 2001) seguido por transaminagéo entre glutamato e
piruvato para formar alanina (Sousa & Sodek, 2002a). Esta alteracdo na composigcao
também foi vista em plantas de soja por Puiatti & Sodek (1999), Sousa & Sodek
(2002) e Thomas (2004).

Na auséncia de nitrogénio em plantas de soja, Lima & Sodek (2003)
observaram redugcédo da Asn e aumento de Asp, assim como verificado nas plantas
nao noduladas e noduladas. Segundo estes autores, a biossintese de Asn é regulada
pelo “status” de N e C na planta ou pela razdo C:N, de forma que quando esta razédo
¢ alta (falta de N) diminui a sintese da Asparagina sintetase responsavel pela sintese
de Asn, resultando em menor conversdo de Asp em Asn, sendo que parte do Asp
vem via floema.

A hipoxia causou o maior conteudo de proteinas solUveis totais nas raizes e
nos nodulos. Com adicdo de nitrato houve maior conteddo de proteina nas folhas.

Nos nodulos, ndo houve diferenca no conteddo de proteinas sollveis totais entre os
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tratamentos com nitrato. Horchani & Aschi-Smiti (2010) observaram, em plantas de
tomate sob hipoxia, redugdo no conteudo de proteinas nas raizes devido a sua alta
degradacéo.

A adicao de nitrato promoveu maior conteudo de ureideos nas raizes e nas
folhas e ndo houve diferenca nos nodulos e na seiva do xilema. Dordas (2009)
acredita que o nodulo tem influéncia na tolerancia das plantas a hipoxia e sugere
uma rota com atuacao das hemoglobinas ndo simbidticas presente no nédulo em
plantas de soja que aumenta a tolerancia por reducao do nitrato e acumulo de éxido
nitrico (NO).

O metabolismo do nitrato inicia-se pelo passo catalizado pela enzima redutase
de nitrato. Embora os dados discutidos até agora indiguem que o processo de
assimilagdo do nitrato seja bastante reduzido, as atividades mais altas da redutase
do nitrato encontradas aqui em raizes sob hipoxia indicam que a redugéo do nitrato
nao € o passo limitante. Por outro lado, em estudo anterior, Branddo (2005)
encontrou uma queda na atividade de redutase do nitrato em raizes de soja
submetidas a hipoxia. O motivo dessa discrepancia € desconhecido. Porém, todos
os trabalhos na literatura sobre redutase do nitrato e hipoxia mostram um aumento
da atividade dessa enzima sob hipoxia, incluindo os de plantas de ervilha (Glaab &
Kaiser, 1993), de cevada (Botrel & Kaiser, 1997) e de tomate (Allégre et al., 2004). O
acumulo de quantidades elevadas de nitrito, produto da redugao do nitrato catalisada
pela enzima redutase do nitrato, indica que a baixa atividade dessa enzima nao pode
ser responsavel pela baixa assimilagdo de nitrato sob hipoxia. E conhecido que o
oxigénio é necessario para a reducao do nitrito (Lee, 1978;1979), o que pode explicar

o impedimento da assimilagdo do nitrato sem restricdo a formacao do nitrito. Fica,
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portanto, a duvida quanto a funcdo metabdlica deste aumento de RN durante a
hipoxia. Possivelmente, durante a hipoxia a redugéo de nitrato possa funcionar como
um dreno alternativo para elétrons, assim substituindo a transformagéo de piruvato
em etanol (fermentac&o) neste papel. Tal hipdétese ganhou destaque na literatura,
pois poderia explicar o efeito benéfico do nitrato na tolerancia de plantas a hipoxia.
Entretanto, os dados na literatura trouxeram pouco apoio para a hipétese de que este
processo possa funcionar como um dreno alternativo para elétrons, exceto para
plantas de arroz. Nestas plantas, o nitrato reduziu a produgéo de etanol (Fan et al.,
1997), exatamente como esperado pela hipétese. Entretanto, em raizes destacadas
de plantas de cevada (Lee, 1978) e de milho (Reggiani et al., 1985) mais etanol foi
produzido em condicbes de anoxia na presenca do nitrato. Portanto ainda existe
controvérsia a respeito desta hipétese para o papel do aumento de RN em hipoxia,
principalmente porque plantas de arroz sdo consideradas um caso a parte, por serem
totalmente adaptadas a condigdes de hipoxia (Reggiani et al., 1993a).

Uma nova e promissora linha de investigacdo envolve uma reagdo secundaria
da RN que leva a producao de NO a partir do nitrito (Kaiser et al., 2002; Magalhaes
et al., 2002). E aparentemente contraditério que o aumento da RN sob anoxia seja
acompanhado por uma diminuigdo na taxa de reduc¢do do nitrato, 0 que coloca em
duvida o papel fisiologico do aumento de atividade nessas condi¢coes (Kaiser &
Huber, 2001). Tendo em vista a maior diminuicao da redugdo do nitrito comparada
com a do nitrato, o nitrito acumula favorecendo a producdo de NO (Rockel et al.,
2002). O NO tem despertado grande interesse em funcao do seu possivel papel em
diversos processos fisioldgicos como a interacao planta-patégeno e outras situacoes

de estresse como a anoxia (Magalhdes et al., 2002). Entretanto, o quanto a RN
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contribui para a produgdo de NO para sinalizar uma condi¢cdo de estresse ndo é
conhecido (Kaiser & Huber, 2001).

Outras evidéncias claras de que o nitrato € absorvido pela raiz sob condi¢coes
de hipoxia podem ser encontradas nos dados obtidos com "NOs". O fato do N ter
sido encontrado em todas as partes da planta (raizes, folhas, ndédulos) demonstra
que o nitrato do meio é absorvido pela planta em condigcbes de hipoxia e, como
esperado, em normoxia também. O maior enriquecimento de N em normoxia, com
raras excecgdes, indica que a absorcao de nitrato do meio é bem mais lenta em
condicbes de hipoxia. Portanto, a hipoxia prejudica o processo, mas nao o anula.
Outro ponto interessante é o fato de que o "N foi encontrado tanto nas folhas como
nas raizes, o que indica que o transporte do nitrato absorvido da raiz para a parte
aérea também ocorre em hipoxia. Como €& de se esperar, o grau de enriquecimento
nas raizes, o ponto de entrada do mineral, foi maior do que nas folhas. Nas plantas
noduladas os nodulos também foram enriquecidos, porém em grau bem menor do
gue as raizes ou as folhas, tanto em normoxia como hipoxia. Isto esta de acordo com
outros estudos que mostram uma capacidade bastante limitada dos nddulos em
absorver e metabolizar o nitrato (Sprent et al., 1987).

O ™N do nitrato incorporado com grande eficiéncia nos aminoacidos
demonstra claramente que o nitrato ndo foi apenas absorvido pelas raizes, mas
também metabolizado em condigbes de hipoxia. Mostra ainda que sob hipoxia pelo
menos uma parte do nitrato seguiu o metabolismo normalmente encontrado nas
plantas em normoxia, ou seja, assimilacdo em aminoacidos. O enriquecimento dos
aminoacidos foi de modo geral maior que o enriquecimento do N total, tanto em

normoxia como hipoxia. Isto pode ser explicado, pois de todos os metabdlitos de N,
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0s aminodcidos estdo mais proximos do metabolismo do nitrato e assim receberéo o
*N primeiro. De fato, os produtos imediatos da assimilagéo do nitrato foram os mais
enriquecidos, como Asp, Glu e Ala, Asn e GIn também, embora n&o tenham sido
encontrados em quantidades suficientes para anélise de '°N em todas as amostras.
E interessante notar que nas raizes das plantas em normoxia e hipoxia os citados
aminoacidos foram enriquecidos em grau semelhante. Talvez os aminoacidos cujas
sinteses aumentam em condi¢cdes de hipoxia, Ala e Ser, tenham sido enriquecidos
mais sob hipoxia em comparacédo com o Asp e o Glu, precursores da sintese de Ala.
Tais dados estdo compativeis com a conclusao tirada acima de que a absorcao do
nitrato em hipoxia € bem mais lenta do que em normoxia. Possivelmente, a duracao
do experimento tenha sido longa o suficiente para que a absorcdao do nitrato em
hipoxia entrasse em equilibrio com a sua assimilagdo em amino&cidos. Para
comprovar isto, seria necessario realizar experimentos de cinética de absorg¢do, com
menores periodos de incubagdo com o is6topo. No caso das folhas, o grau de
enriquecimento dos aminoacidos foi menor em hipoxia. De qualquer forma, estes
dados permitem outra conclusdo importante, pois o elevado grau de enriquecimento
de aminoacidos, produtos da assimilagdo de nitrato, indica claramente que o
processo de assimilagéo de nitrato de fato ocorre sob hipoxia.

O Unico estudo encontrado na literatura envolvendo a utilizagdo de >NOs; em
condi¢des de hipoxia foi realizado pelo grupo de Reggiani (Reggiani et al., 1995;
Reggiani et al., 1997) com plantulas de arroz. Resultados obtidos por estes autores
demonstram incorporacdo de "N em alguns aminoacidos, incluindo Ala e Glu.
Reggiani et al. (1997) concluiram que n&o existe nenhum bloqueio no caminho de

assimilacdo de nitrato sob hipoxia. Embora os nossos dados com plantas de soja
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também demonstrem o funcionamento do caminho de assimilacdo do nitrato durante
a hipoxia, a nossa conclusao foi de que este processo esta bastante limitado nessas
condi¢des. Entretanto, em termos de estudos sobre a hipoxia ou anoxia, as plantas
de arroz sao consideradas um caso a parte (Reggiani et al.,1993), pois essa € uma
espécie que tem capacidade de germinar em ambientes anaerobicos, sendo
plenamente adaptada a condi¢cdes de anoxia. A plena adaptacao desta espécie ao
alagamento permite que a assimilagdo de nitrato seja aumentada em anoxia
(Reggiani et al., 1993; 1993a; Kemp & Small, 1993), uma situacdo evidentemente

diferente daquela encontrada para as plantas de soja.

5.2. Efeito do nitrato no desenvolvimento e na morfoanatomia de cinco
cultivares de soja durante o alagamento prolongado do sistema radicular.

Para comparagédo do comportamento de cinco cultivares produzidas no estado
de Sao Paulo, quanto a sua tolerancia ao alagamento e aos efeitos do nitrato sobre o
desenvolvimento das mesmas, foram avaliados cinco parametros de
desenvolvimento em que plantas estavam com o sistema radicular alagado durante
28 dias.

Apoés o alagamento prolongado (28 dias) observou-se em todas as cultivares o
desenvolvimento da planta bem superior na presengca de nitrato que em sua
auséncia.

Nao houve variacdo na area foliar e na MSPA em cada uma das cultivares
IAC-23, IAC-17 e IAC-18 com nitrato, durante os 28 dias de experimento. Esses
dados indicam que o tratamento de adicdo de nitrato permitiu que a plantas se

recuperassem, e atingissem o mesmo crescimento da parte aérea que as plantas
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que tinham nitrato disponivel desde o inicio, uma vez que independente do
tratamento imposto ndo houve variacdo nestes parametros. Dados diferentes foram
obtidos para as outras cultivares. A cultivar IAC Foscarin-31, teve maior crescimento
em plantas com nitrato adicionado, enquanto as plantas da cultivar IAC-24 nao
conseguiram suprir 0 periodo de auséncia do nitrato, apresentando menor
crescimento nas plantas submetidas ao tratamento com adicao de nitrato. O aumento
da massa seca da parte aérea com a adicao de nitrato condiz com o observado nas
plantas de soja da cultivar FT- Abyara, quando estas foram alagadas durante 72
horas (Sa, 2005). O aumento na area foliar também foi verificado por Mello Junior
(1992) em plantas de trigo supridas por duas fontes de nitrogénio quando o solo foi
alagado.

O incremento da é&rea foliar com a adicdo de nitrato provavelmente esta
relacionado ao retardamento da senescéncia foliar, e este pode ser atribuido ao teor
de clorofila das folhas submetidas a inundac¢ao. De acordo com Sa (2005), plantas de
soja da cultivar FT- Abyara que receberam nitrato, quando comparadas com as que
ndo o receberam durante o alagamento do sistema radicular, apresentaram
coloracao das folhas mais intensa, coloracao esta que, segundo Meurer et al. (1981)
deve-se ao suprimento adequado de nitrogénio durante o crescimento vegetativo.
Esta coloragdo também foi observada neste experimento (dados ndo mostrados).

Altos valores de massa seca da parte aérea quando as plantas foram
alagadas com nitrato também foram observados em plantas de feijao da cultivar
IAPAR-31 quando alagadas com solucao de Hoagland durante seis dias (Nascimento

et al., 2004).
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O aumento do didametro do caule reflete a hipertrofia do caule e indica o
quanto a planta alagada sofreu alteracées anatdémicas e morfoldgicas para suportar
este estresse, sendo desta forma, um dos principais indicadores de alagamento do
sistema radicular de acordo com Pires et al. (2002). A cultivar IAC-23 apresentou o
caule de maior diametro, quando o nitrato foi adicionado, ja nas cultivares IAC-18,
IAC-17 e IAC Foscarin-31 nao houve diferenca entre os tratamentos com nitrato. No
entanto, na cultivar IAC-24 com a adicao de nitrato ocorreu reducédo no diametro do
caule.

A planta durante o seu desenvolvimento compatrtilha energia entre a parte
aérea e o sistema radicular, e esta particdo pode ser determinada de acordo com a
disponibilidade de nutrientes, como a de nitrogénio. Em condi¢des de alagamento, e
consequentemente, hipoxia, a particio de energia é alterada, sendo comum
encontrar artigos que citam que, na auséncia de N o sistema radicular tende a se
expandir como forma de buscar o nutriente a maiores profundidades para explorar
maior volume de solo. No entanto, para algumas espécies ndo € o que ocorre. Em
algumas forrageiras, tais como, capim-tanzania, capim-massai e capim-xaraés o
nitrogénio ndo é translocado para ao sistema radicular prioritariamente, mas para a
deposicdo de massa seca da parte aérea, e desta forma a parte aérea funciona com
dreno mais evidente do que a raiz (Santos et al., 2006; Martuscello et al., 2009).

O volume do sistema radicular é o espago que as raizes ocupam € 0 seu
aumento ou reducao pode estar relacionado com as modificacdbes morfolégicas no
sistema radicular, como formacao de aerénquima, formacao de raizes adventicias e
estas informacbes podem ser relacionadas as medidas da MSSR nas mesmas

condicoes.
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Analises do volume do sistema radicular apresentaram para a cultivar
IAC Foscarin-31 maiores valores quando houve adigdo de nitrato. Nao houve
diferenca entre os tratamentos com nitrato para as cultivares I1AC-23, IAC-18 e
IAC-17. O menor valor para o VSR foi obtido pela cultivar IAC-24 quando o nitrato foi
adicionado. Estas observacdes foram muito semelhantes ao observado na massa
seca do sistema radicular, exceto para a cultivar IAC-23, que apresentou maiores
valores quando houve adicao de nitrato. As cultivares IAC-18 e IAC-17 conseguiram
suprir o periodo de auséncia do nitrato apresentando crescimento semelhante ao das
plantas cultivadas com nitrato, ao contrario da cultivar IAC-24.

As plantas s&o capazes de perceber o teor de N tanto interna como
externamente, e modificar seu metabolismo (Sakakibara, 2006). Algumas das
respostas ao N sdo locais, restritas apenas as raizes diretamente expostas ao sinal
nutricional, enquanto outras sdo sistémicas, implicando em intrincadas rotas de
percepcao e sinalizacdo de N (Forde, 2002).

Estudos com magnoliopsidas caracterizaram quatro adaptacées morfoldgicas
relacionadas a disponibilidade de N, sendo elas: efeito estimulatério local do N sobre
o alongamento de raizes laterais; o efeito sistémico inibitorio de altas concentracdes
de N sobre a ativagdo de meristemas laterais de raiz; a supressao da iniciagdo de
raizes laterais por alta razdo C:N da planta e a inibigdo do crescimento da raiz
primaria e estimulo a producao de raizes laterais por teores externos de L-glutamato
(L-Glu) (Zhang et al., 2007)

Silva e Delatorre (2009) observaram que o ion nitrato atua diretamente no
aumento em numero e comprimento de raizes laterais e pélos radiculares, quando a

raiz que estd sob limitacdo encontra regides do solo ricas em N, fato este
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comprovado por Zhang & Forde (2000) que estudando mutantes deficientes na
enzima RN obtiveram este mesmo resultado. Estes mesmos autores propuseram
que o transportador de nitrato de dupla afinidade NRT1.1 & o responsavel pela
sinalizagdo inicial da presenga de nitrogénio no apice da raiz.

Respostas opostas ao mesmo nutriente indicam que as plantas adaptam-se a
disponibilidade do nutriente em um ambiente em constante mudanca. A inibicdo do
desenvolvimento é reversivel e induzida pelo teor de nitrato nos tecidos (Zhang et al.,
1999). Essa seria uma regulacdo a distancia, buscando estimular a particao de
recursos entre a parte aérea e o sistema radicular, uma vez que N suficiente seria
obtido via fluxo de massa.

Ha evidéncias de que a sinalizacdo de N em longa distancia se dé
principalmente via citocininas (sintese no meristema apical de raizes), pois ocorre
alta correlacdo entre conteudo de citocininas e disponibilidade de N em diversas
espécies (Wagner & Beck, 1993; Takei et al., 2001). Recentemente, o acido
giberélico (GA) foi associado as mudancas de particdo devido a relacdo C:N da
planta. O GA interagiria com as rotas respiratorias e a taxa amino/nitrato para regular
a particdo de biomassa entre raiz e parte aérea (Pellny et al., 2008). E possivel que
mais de um sistema de sinalizagdo seja utilizado, considerando as diversas
respostas a disponibilidade de N e a interagcdo deste com o carbono.

Algumas plantas ndo apresentam grandes variagcdées no comprimento da raiz
principal sob deficiéncia de N e sim alteragdes na densidade de raizes laterais, as
quais variam com a espécie em estudo (Zhang et al., 1999; Zhang & Forde, 2000;
Linkohr et al., 2002). Por outro lado, ha grande variagdo no comprimento das raizes

laterais. Zhang & Forde (2000) observaram aumento de 300% no crescimento das
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raizes laterais de arabidopsis quando reduziram a concentracdo de NO3 de 1 para
0,01 mmol.L". O aumento do alongamento e do nimero de raizes laterais e da
densidade de pélos radiculares sob deficiéncia de N podem incrementar
significativamente a massa seca de raizes, como observado por
Anandacoomaraswamy et al. (2002) em plantas de cha (Camellia sinenses) e por
Horchani & Aschi-Smiti (2010) em plantas de tomate alagadas por trés semanas.

Os resultados obtidos indicam que o nitrato é nutriente importante para o
desenvolvimento de plantas de soja ndo noduladas, e que em sua auséncia sob
condicdes de alagamento as plantas apresentam reduzido crescimento. Ja, a
presenca do nitrato permite que a planta se desenvolva em condi¢oes de
alagamento. A priorizagdo do desenvolvimento ou da parte aérea ou do sistema
radicular, ou a ndo priorizagdo varia entre as cultivares, inclusive em intensidade e,
parece ter relagdo com o estresse por hipoxia.

Observou-se que as cultivares IAC Foscarin-31 e IAC-24 ndo priorizam
nenhuma parte especifica sob condi¢gdes de alagamento, apresentando crescimento
maior das plantas como um todo quando receberam adigdo de nitrato. As plantas da
cultivar IAC-23 nao priorizaram crescimento da parte aérea, e apresentaram
consideraveis modificacbes morfolégicas nas raizes que foram comprovadas pela
baixa MSSR, principalmente com alagamento com nitrato. Uma expressiva
priorizacao da parte aérea foi encontrada na cultivar IAC-17, uma vez que o grande
volume do sistema radicular observado para essa cultivar foi convertido em
aerénquima e raizes adventicias, ndo se traduzindo em MSSR. A cultivar IAC-18,

independentemente do tratamento, manteve os mesmos valores de VSR e de MSSR
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e apresentou variagcdo apenas nos parametros de parte aérea conforme os
tratamentos impostos.

De acordo com Sairam et al. (2008), ocorre formacao de raizes adventicias
em plantas alagadas devido a producdo de etileno que fica acumulado no solo
alagado e estimula a formacao de raizes. Além disso, o etileno esta intimamente
relacionado com a formacdo de aerénquima (Visser et al., 1997), o que foi
comprovado em estudos com inibidores de etileno, nos quais ndo houve a formacgao
de aerénquima (Drew et al., 1981).

Bragina et al. (2003) estudando plantulas de milho em hipoxia verificaram
acelerada producao de etileno e ativacdao das enzimas que destruiram as paredes
das células nas raizes adventicias e mudaram o padrao de crescimento, sendo esta
uma importante resposta adaptativa a hipoxia.

Thomas et al. (2005) observaram a formacao de aerénquima, inicialmente no
coértex, e posteriormente substituido por aerénquima secundario, derivado de células
parenquimaticas e possivelmente do periciclo. Neste experimento sé foi observada a
formacdo do aerénquima secundario a partir também de células parenquimaticas e
do periciclo.

O aerénquima é um tecido com amplo espacgo intercelular que permite a baixa
resisténcia interna para a troca de gases entre o caule aerdbico e a raiz anaerdbica
(Sairam et al., 2008). O aumento do VSR nas cultivares de soja pode ajudar a
explicar o desenvolvimento bem maior e mais rapido na presenca de nitrato da

planta.
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6. CONCLUSOES

Os dados permitiram concluir que em condigcbes de hipoxia, embora em
quantidades bastante reduzidas e num processo mais lento, o nitrato € absorvido
pela raiz, sendo, parte, convertido a aminoacidos € menos de 40% convertida a
nitrito o qual é eliminado para o meio. A redugéo do nitrato, via RN, passo inicial de
sua metabolizacdo, ndo é um passo limitante, uma vez que ha producédo de nitrito,
produto da atividade da enzima.

A adicao de nitrato na solugdo do vaso de cinco cultivares de soja demonstrou
diferentes priorizagdes para suprir a auséncia de nitrogénio e manter o
desenvolvimento das plantas em condigdes de alagamento. As cultivares
IAC Foscarin-31 e IAC-24 apresentaram crescimento geral da planta, sendo maior o
crescimento observado na cultivar IAC Foscarin-31. A cultivar IAC-23 priorizou o
crescimento do sistema radicular e a cultivar IAC-17 o crescimento da parte aérea,
assim como a IAC-18. A adicdo de nitrato também promoveu maior formagédo de
aerénquima no caule, raiz principal e adventicia, além de grande quantidade de
raizes adventicias, o que pode explicar a melhor tolerdncia ao estresse de

alagamento.
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