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RESUMO

BORELLA, Junior. Metabolismo fermentativo em raizes e nddulos de soja sob
condicdes de hipoxia e poés-hipoxia. 2011. 61f. Dissertacdo (Mestrado) —
Programa de POs-graduacdo em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

O metabolismo das plantas reage sensivelmente as mudancas de disponibilidade de
oxigénio impostas pelo alagamento. Uma das consequéncias imediatas da deplecéo
do oxigénio é a ativacdo do metabolismo anaerdbico e uma reducéo significativa na
producdo de energia. Este trabalho teve por objetivo avaliar o metabolismo
fermentativo em raizes e nédulos de soja [Glycine max (L.) Merril] sob condi¢cbes de
hipoxia e pos-hipoxia. Para isso dois experimentos foram conduzidos em casa de
vegetacdo com os gendtipos Fundacep 53 RR e BRS Macota, cultivados em vasos
de 3L contendo vermiculita como substrato, em associacdo com Bradyrhizobium
elkanii. Os tratamentos foram aplicados quando as plantas atingiram o estadio R2
(reprodutivo). Experimento | - o sistema radicular da soja foi submetido a hipoxia
pelo encaixe de um segundo vaso sem perfuracdes e inundado com solucéo
nutritiva diluida a 1/3 da concentragéo original, de forma a se manter uma lamina de
20 mm sobre a superficie do substrato. A inundacéo das plantas foi conduzida por 8
dias, apds este periodo foi retirado os vasos sem perfuracdes para avaliacdo da
recuperacdo. O material vegetal foi coletado no 2°, 4°, 6° e 8° dia apds a inundacédo
(DAI) ou recuperacao (DAR), juntamente com seus respectivos controles (mantidos
em normoxia) para a dosagem da atividade das enzimas fermentativas, alcool
desidrogenase (ADH), piruvato descarboxilase (PDC) e lactato desidrogenase (LDH)
em raizes e ndédulos. Experimento Il - as plantas foram transferidas para um sistema
hidropbnico e submetidas a hipoxia do sistema radicular pelo borbulhamento de N,
gasoso por 24 e 72 h ou mantidas em vermiculita (controle). Posteriormente
retornaram para vermiculita sob condicdes de normoxia por 24 e 72 h. Foram
avaliadas a atividade das enzimas ADH, PDC e LDH , metabolitos anaerdbicos
(etanol, lactato e piruvato) e conteudo de carboidratos (sacarose, acucares solluveis
totais, amido e polissacarideos sollveis em &gua) em raizes e ndédulos. O
delineamento foi inteiramente casualizado com quatro repeticdes. Os dados foram
submetidos a ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. No experimento | a inundagdo promoveu aumento significativo da
atividade da ADH, PDC e LDH, bem como a diminuicdo da atividade com a
recuperacdo em raizes e nodulos. Fundacep 53 RR respondeu de forma mais
efetiva aos tratamentos. No experimento Il, a atividade das enzimas ADH, PDC e
LDH, bem como os teores de etanol e lactato, aumentaram com a hipoxia em raizes



e nodulos e retornaram aos niveis pré-hipdxicos com a recuperacdo em ambos 0S
gendtipos. O teor de piruvato aumentou nos nédulos e diminuiu nas raizes e os
teores de aguUcares e sacarose aumentaram nas raizes e diminuiram nos nédulos
em hipoxia para ambos o0s gendtipos. Fundacep 53 RR foi mais responsiva aos
efeitos provocados pela hipoxia e pos-hipoxia que BRS Macota. Os efeitos foram
mais pronunciados nas plantas submetidas a hipoxia pelo sistema hidropdnico em
funcao da rapida deplecédo do oxigénio na solucéo.

Palavras-chave: Glycine max, alagamento, déficit de oxigénio, enzimas
fermentativas, metabdlitos.



ABSTRACT

BORELLA, Junior. Fermentative metabolism in soybean roots and nodules
under hypoxia and post-hypoxia conditions. 2011. 61f. Dissertagdo (Mestrado) —
Programa de POs-graduacdo em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

Plant metabolism is sensitively to changes in oxygen availability by waterlogging. The
immediate consequences of oxygen depletion are the activation of anaerobic
metabolism and a reduction in energy production. This study aimed to evaluate the
fermentative metabolism in soybean [Glycine max (L.) Merrill] roots and nodules
under hypoxia and post-hypoxia conditions. Two experiments were conducted in
greenhouse conditions with soybean genotypes Fundacep 53 RR and BRS Macota
grown in 3L pots containing vermiculite as substrate, in association with
Bradyrhizobium elkanii. The treatments were applied when the plants reached the R2
stage (reproductive). Experiment | - the root system of plants was subjected to
hypoxia by fitting a second pot without holes and flooded with nutrient solution diluted
to one-third of the original, in order to keep a blade of 20 mm on the surface of the
substrate. Plants were maintained flooded for eight days, and so the pot without
drilling holes was removed for recovery assessment. Non-waterlogging plants were
maintained as control (normoxic condition). The activities of fermentation enzymes,
alcohol dehydrogenase (ADH), pyruvate decarboxylase (PDC) and lactate
dehydrogenase (LDH) were quantified in roots and nodules collected at 2, 4, 6 and 8
days after flooding or recovery . Experiment Il - soybean plants were transferred to
a hydroponic system and roots were subjected to hypoxia by flowing N, gas during
24 and 72 h. For recovery, plants returned to vermiculite for 24 and 72 h. A control
group of plants was maintained in vermiculite.The enzymatic activities of ADH, PDC
and LDH, levels of anaerobic metabolites (ethanol, lactate and pyruvate) and
carbohydrate content (sucrose, soluble sugars, starch and water soluble
polysaccharides) were quantified in roots and nodules. The experiments were
completely randomized with four replications and data were analyzed by ANOVA and
compared by the Tukey test (P<0.05). Experiment | - activities of ADH, PDC and LDH
increased significantly in roots and nodules of flooded plants and decreased during
recovery. Fundacep 53 RR responded more effectively to treatments effects.
Experiment Il - the activity of ADH, PDC and LDH enzymes, as well as the content of
ethanol and lactate, increased with hypoxia in roots and nodules, and returned to
pre-hypoxic levels with the recovery in both genotypes. The pyruvate content
increased in nodules and decreased in roots, sugars and sucrose levels increased in
roots and decreased in nodules under hypoxia for both genotypes. Fundacep RR 53



was more responsive to the effects caused by hypoxia and post-hypoxia than BRS
Macota. The effects were more pronounced in plants subjected to hypoxia by
hydroponic system due to the rapid depletion of oxygen in the solution.

Keywords: Glycine max, waterlogging, oxygen deficiency, fermentative enzymes,
metabolites.
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1. INTRODUCAO

O alagamento do solo € um estresse abibtico relativamente comum nas
areas cultivadas do planeta e influencia a composicao e produtividade de inUmeras
espécies vegetais (JACKSON; COLMER, 2005). Em solos alagados, a queda da
disponibilidade de oxigénio é o principal fator de estresse, levando a uma cascata de
sinalizacdo que desencadeia uma série de alteracbes metabodlicas (HORCHANI et
al., 2009). A inundacdo impede as trocas gasosas entre o sistema radicular e o
espaco poroso do solo, pois a resisténcia de difusdo de muitos gases é
aproximadamente 1.000 vezes maior na dgua que no ar (ARMSTRONG et al., 1994;
VAN DONGEN et al, 2003; ZABALZA et al, 2009).

Uma das consequéncias imediatas da deplecédo de oxigénio € a ativacdo do
metabolismo anaerdbico e uma reducéo significativa na producdo de energia, que
passa ser obtida principalmente pela via glicolitica em detrimento a fosforilacao
oxidativa (TADEGE et al., 1999; HORCHANI et al., 2009; ZABALZA et al., 2009). A
sobrevivéncia das plantas nessas condicbes passa a depender quase
exclusivamente do metabolismo anaerdébico.

Com a falta de O, como aceptor final de elétrons, ocorre o acumulo de
intermediarios do ciclo de Krebs, diminui¢do da disponibilidade de NAD(P)*, acimulo
de piruvato e alteracfes nos niveis de ATP, que atuam como sinal para posteriores
respostas adaptativas (HORCHANI et al., 2009; MAGALHAES et al., 2009). Essas
respostas adaptativas sdo conhecidas como sindrome do baixo escape de oxigénio
(BAILEY-SERRES; VOESENEK, 2008), entre elas mudancas morfoldgicas e
anatdbmicas, como a formacdo de aerénquima, raizes adventicias (CRAWFORD;
BRAENDLE, 1996; YIN et al., 2010), alongamento do caule (ARMSTRONG et al.,
1994; FUKAO; BAILEY-SERRES, 2004) e formagéo de um filme de gas no entorno
das folhas (PEDERSEN et al., 2009).

Gradientes de oxigénio tém sido observadas em tecidos de varias estruturas
das plantas como raizes, nédulos, caules, sementes ou tubérculos (ARMSTRONG et
al, 1994.; GEIGENBERGER et al., 2000; VAN DONGEN et al., 2003; ZABALZA et

al., 2009) demonstrando que durante o desenvolvimento das plantas e,
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principalmente sob condicbes de hipoxia, as concentragbes de oxigénio podem
variar, dependendo da atividade do metabolismo do tecido (VAN DONGEN et al.,
2003; FUKAO; BAILEY-SERRES; 2004; BENAMAR et al., 2008). Portanto, as
respostas metabdlicas ao déficit de oxigénio estdo diretamente envolvidas na
otimizacdo do status de energia, consumindo o minimo possivel de oxigénio (VAN
DONGEN et al., 2011).

Nessas condicOes, a sintese de muitas proteinas da célula é suprimida
engquanto que a sintese de um grupo especifico de proteinas aumenta (SACHS et
al., 1980; ZABALZA et al., 2009; CHRISTIANSON et al., 2010). Incluidas neste
grupo estdo enzimas de duas vias importantes; a primeira utiliza o piruvato como
substrato para produzir lactato pela acdo da lactato desidrogenase (LDH) e a
segunda produz etanol através de duas reacdes subsequentes catalisada pela
piruvato descarboxilase (PDC) e alcool desidrogenase (ADH) (TADEGE et al., 1999;
ZABALZA et al.,, 2009). No entanto, estas duas vias tém desvantagens claras:
lactato € toxico para as células e etanol se difunde rapidamente para fora das
células, o que leva a uma perda consideravel de carbono durante a hipoxia (ROCHA
et al., 2010a).

Embora a atividade conjunta da glicélise e fermentacdo permitam apenas a
sintese limitada de ATP, pela fosforilacdo ao nivel de substrato com producdo de
ATP de 36 para 2 moles por mol de glicose metabolizada (DENNIS et al., 1992;
SOUSA; SODEK, 2002; SAIRAM et al., 2009), estas vias regeneram NAD" e
removem o excesso de protons (ARMSTRONG et al., 1994, RICARD et al., 1994;
DREW, 1997; SOUSA; SODEK, 2002).

Algumas pesquisas sugerem o acumulo de compostos pela diminuicdo na
taxa de crescimento (BARRET-LENNARD et al.,, 1988; EVANS, 2003) e pela
diminuicdo da taxa de respiragdo (HUANG e JOHNSON, 1995), como aumento dos
teores de carboidratos, como aclUcares e sacarose nas raizes e principalmente na
parte aérea, quando submetidas ao estresse hipoxico, mesmo havendo diminui¢ao
na taxa fotossintética (SAIRAM et al., 2009).

Em plantas sob condi¢cbes normais de oxigenacgao, as vias do metabolismo
fermentativo estdo ausentes ou com atividade bastante reduzida, mas séo
rapidamente induzidas em baixa concentracdo de O,, 0 que sugere um papel no

mecanismo de sobrevivéncia das plantas, embora ndo se conheca qual a extensao
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da contribuicdo e como elas se relacionam em baixo teor de O, (DENNIS et al.,
2000).

Soja € uma espécie originaria de areas alagadicas do norte da China
(EVANS, 1996) e apresenta variabilidade genética para tolerar o excesso de
umidade no solo (THOMAS et al., 2000). Muitos estudos tém sido realizados para
elucidar os efeitos do déficit de oxigénio em plantas, no entanto, poucos trabalhos
sao relacionados com plantas noduladas, especialmente em soja. Nesse contexto,
visando melhor entender os efeitos ocasionados pela deplecdo de oxigénio no
sistema radicular, o objetivo deste trabalho foi caracterizar o metabolismo
anaerdbico através de alteracbes no metabolismo fermentativo e alocacdo de
carboidratos em raizes e nédulos de dois genoétipos soja sob condicées de hipoxia e

pos-hipoxia.



2. REVISAO DE LITERATURA

O alagamento € um fator ambiental relativamente comum nas areas
cultivadas do planeta, gerando dificuldades para a producéo agricola e florestal
(JACKSON; COLMER, 2005; KUMUTHA et al., 2008). A América do Sul possui
varios ambientes sujeitos a inundac¢des, como florestas de galeria, o Pantanal e os
chamados solos de varzea resultantes de um alagamento periddico na época das
chuvas ou em cheias de rios (ANDRADE et al., 1999). No Brasil, aproximadamente
28 milhdes de hectares de solos estdo sujeitos ao encharcamento (solos aluviais e
hidromérficos), parte encontra-se na regido dos Cerrados e parte na regidao Sul do
Brasil (VITORINO et al., 2001; MAGALHAES et al., 2005). Cerca de 5,4 milhdes de
hectares situam-se no Estado do Rio Grande do Sul e poderiam ser incorporados ao
processo produtivo (SCOTT e NORMAN, 2000).

Uma forma de aumentar a eficiéncia do sistema produtivo brasileiro é
diversificar as espécies cultivadas nas areas de varzea (sujeitas ao alagamento),
como a incorporacao de culturas de milho e de soja em rotacdo com o arroz irrigado,
praticas que estdo sendo desenvolvidas nos EUA (SCOTT e NORMAN, 2000).

O Brasil € um dos maiores produtores de soja do mundo (SCOTT e
NORMAN, 2000). Além da importancia econémica mundial, a soja € uma leguminosa
gue oferece proteinas de alta qualidade (BALESTRASSE et al., 2001). Nas
condicdes brasileiras, a cultura de soja, principal produtora de 6leo vegetal, matéria
prima para a producao de biodisel, apresenta-se como uma alternativa interessante
e potencialmente viavel para ocupar esse segmento. Uma vez que, 90% do Oleo
vegetal produzido no Brasil € de soja, embora seja a oleaginosa com menor teor de
Oleo por unidade de peso, sua producdo estd atrelada a demanda, sempre
crescente, por farelo proteico, principal matéria prima da racao animal.

A soja também apresenta uma cadeia produtiva bem estruturada, com uma
ampla rede de pesquisa que assegura solugfes rapidas para possiveis problemas
associados a cultura, oferece rapido retorno do investimento e é de facil

comercializacdo (OLIVEIRA; REYS, 2009). Embora seja uma cultura amplamente
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difundida, o seu cultivo em solos sujeitos ao alagamento de forma a possibilitar
retorno econdmico, depende da existéncia de cultivares tolerantes ao excesso de
agua no solo. Por ser espécie originaria de areas alagadicas do norte da China
(EVANS, 1996), apresenta variabilidade genética para tolerar o excesso de umidade
no solo (THOMAS et al., 2000).

Os vegetais superiores necessitam de grande demanda de O, para manter o
metabolismo e o crescimento. Em condi¢cbes de campo, € comum ocorrer deficiéncia
de oxigénio no sistema radicular das plantas (KENNEDY et al., 1992; PEDERSEN et
al, 2006.; VOESENEK et al., 2006) e na maioria das plantas cultivadas durante o seu
ciclo (JACKSON et al.,, 1982), pois mesmo solos bem drenados tornam-se
encharcados por curtos periodos, depois de fortes chuvas, submetendo as raizes a
ambientes hipdéxicos (ARMSTRONG et al., 1994; COLMER, 2003; FUKAO; BAILEY-
SERRES, 2004; THOMAS et al., 2005; BAILEY-SERRES; VOESENEK, 2008;
PEDERSEN et al., 2009).

A limitacdo de oxigénio afeta negativamente o desempenho da planta
(GEIGENBERGER, 2003; BAILEY-SERRES; VOESENEK, 2008; HORCHANI et al.,
2009), principalmente das raizes que requerem suficiente fornecimento para
atingirem as suas fungdes plenamente (VAN DONGEN et al., 2003; ARMSTRONG
et al., 2009; ZABALZA et al., 2009). As plantas respondem ao estresse por déficit de
O, ativando a via de metabolismo anaerébico (SACHS et al., 1980), desencadeando
varias mudancas metabdlicas, dentre as quais, a obtencdo de energia passa a ser
principalmente pela via glicolitica em detrimento a fosforilacdo oxidativa (TADEGE et
al., 1999; KUMUTHA et al., 2008; HORCHANI et al., 2009; ZABALZA et al., 2009). A
glicélise produz dois ATP e duas moléculas de piruvato por unidade de hexose
(DENNIS et al., 1992; SOUSA; SODEK, 2002; SAIRAM et al.,, 2009), enquanto
concomitantemente, ocorre a reducdo do NAD® para NADH. A fim de manter a
glicolise sob condicGes andxicas, o NAD" precisa ser continuamente regenerado a
partir de NADH via reag0es fermentativas (Esquema 1) (ARMSTRONG et al., 1994,
RICARD et al., 1994; DREW, 1997; TADEGE et al., 1999; SOUSA; SODEK, 2002).

Em soja, o alagamento do sistema radicular provocou amarelecimento e
abscisao das folhas dos nés inferiores, diminuicdo no crescimento, na fotossintese e
no rendimento de graos (SCOTT et al., 1989). O suprimento de carboidratos e a
regulacdo do metabolismo de carboidratos e de energia, sdo importantes na
superacao do estresse hipéxico (ANDREEYV et al., 1991; KUMUTHA et al., 2008), e
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muitas plantas acumulam acucares (SAIRAM et al., 2009), amino4cidos (FAN et al.,
1988; ROCHA et al., 2010a; SHINGAKI-WELLS et al., 2011) e reservas como amido
(BARTA, 1987), quando submetidas a deficiéncia de O..

Algumas pesquisas sugerem que o0 acumulo desses compostos se deve pela
diminuicdo na taxa de crescimento (BARRET-LENNARD et al., 1988; EVANS et al.,
2003) e pela diminuicdo da taxa de respiracdo (HUANG e JOHNSON, 1995). O
aumento dos teores de carboidratos, como agucares, nas raizes e principalmente na
parte aérea, ocorre quando as raizes sdo submetidas ao estresse hipéxico, mesmo
havendo diminuicdo na taxa fotossintética (SAIRAM et al., 2009).

A ativagdo do metabolismo fermentativo desencadeia um acumulo de
produtos, como o etanol, lactato e alanina (Ala) principalmente (FAN et al., 1997;
SOUZA; SODEK, 2002; ROCHA et al., 2010a), derivados do piruvato, produto final
da glicolise (DREW, 1997).

Usando o piruvato como substrato, o metabolismo fermentativo produz
lactato através da lactato desidrogenase (LDH) ou etanol através de duas reacdes
subsequentes catalisada pela piruvato descarboxilase (PDC) e alcool desidrogenase
(ADH) (Esquema 1) (TADEGE et al., 1999; ZABALZA et al., 2009). No entanto, estas
duas vias tém desvantagens claras: lactato é tdxico para as células e etanol se
difunde rapidamente para fora das células, o que leva a uma perda consideravel de
carbono durante a hipoxia (ROCHA et al., 2010a). Embora a indu¢éo da atividade da
ADH, PDC e LDH podem contribuir para a sobrevivéncia e superar a escassez de
energia através da fermentacéo de carboidratos para manter a producédo de ATP na
auséncia de oxigénio (WANG et al.,, 2009), o beneficio sob tais condi¢cdes vai
depender do tipo de tecido, estagio de desenvolvimento, espécie, gendétipo, da
gravidade e da duracao do estresse (FUKAO; BAILEY-SERRES, 2004; WANG et al.,
2009). De modo geral, espécies ou genotipos que apresentam maior concentracao
de carboidratos nas raizes e um mecanismo metabdlico eficiente associado a sua
mobilizacdo via metabolismo fermentativo, apresentam maior tolerancia para

enfrentar a privacdo de oxigénio (SAIRAM et al., 2009).



18

Starch

Starch degradation

Soluble
carbohydrates

@ Sucrose H.0
~ ’ Invertase
Sucrose synthase y \\K nveriase | }——— inhibitor
S
Fructese + UDP-g u.cse Glucose + Fructoss
Glucose-1-P .

\\ @
Glucose 8-P
Sucrose metabolism
Fructose-" P
Lactate dehycrogen.as,e/,F'yTuvaﬁ\<A | Pyruvate decarboxylase |
Lactate ‘/r\/.

Ace=taldehyde

\ Alcohol dehydrogenase

C@ Ethanol

NAD‘

Anaerobic fermentation

TRENOS in Plant Science

Esquema 1. Adaptacdes no metabolismo de carboidratos sob déficit de O,. Fonte: Fukao e Bailey-
Serres, 2004).

Além das raizes, o sistema radicular de leguminosas é também constituido
de nodulos, estruturas responsaveis pela fixacdo simbittica de N,. Pouco se sabe
sobre o comportamento do nddulo durante o alagamento do sistema radicular.
Mesmo em condi¢cdes normais ha uma limitacdo no fornecimento de oxigénio para a
fixacdo de nitrogénio, em fungcdo de uma barreira variavel a difusdo de oxigénio
presente nos tecidos externos do nédulo que circundam a regido central infectada
(HUNT et al.,, 1989; LAYZELL et al.,, 1990). Portanto, o ndédulo € naturalmente

hipoxico (embora levemente) e por este motivo extremamente sensivel ao
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alagamento em funcgéo da baixa disponibilidade de oxigénio (LIMA; SODEK, 2003;
AMARANTE; SODEK, 2006).

O processo de fixacdo de N, € bastante prejudicado pelo alagamento, quase
gue imediatamente (AMARANTE; SODEK, 2006), enquanto que as raizes entram
em hipoxia apenas algumas horas depois do alagamento (SOUSA; SODEK, 2003).
A falta de O, no nédulo € uma situagdo completamente diferente da de uma raiz
inundada, principalmente devido ao mecanismo que envolve a leghemoglobina, que
permite ao nédulo funcionar sob baixas concentracdes de O, (SOUZA; SODEK,
2002).

A recuperacdo pOs-hipoxia depende da espécie, do estaddio da planta, da
duracéo e intensidade do estresse hipoxico e do tempo de recuperacao (FAN et al.,
1988; SCOTT et al., 1989). No entanto, um dos principais aspectos que dificultam a
recuperacdo pés-hipdxia estd na geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
como o superéxido (O,"), oxigénio singleto (*O,), peréxido de hidrogénio (H.O,) e
radicais hidroxila (OH®) (SUBBAIAH; SACHS, 2003; JACKSON; COLMER, 2005). As
ROS sao altamente reativas e podem alterar o metabolismo celular através de danos
oxidativos nos lipideos, proteinas e &cidos nucleicos (KUK et al., 2003; AZEVEDO
NETO et al., 2006).

O cultivo de soja, em éareas sujeitas a inundacdo ou com deficiéncia de
drenagem natural, pode ser viabilizado também por meio da identificacdo de
mecanismos de tolerancia a deficiéncia de O, em genaétipos, o que contribui para a
caracterizacdo e geracdo de cultivares mais adaptadas, tornando assim, mais
eficiente o atual modelo produtivo dessas areas, que € ocupado, em grande parte,
pelo monocultivo de arroz irrigado.

Muitos estudos tém sido realizados para elucidar os efeitos do déficit de
oxigénio em plantas, no entanto poucos trabalhos sdo relacionados com plantas
noduladas, especialmente em soja. Nesse contexto, visando melhor entender os
efeitos ocasionados pela deplecdo de oxigénio no sistema radicular, o objetivo deste
trabalho foi caracterizar o metabolismo anaerdbico através de alteragdes no
metabolismo fermentativo e alocacdo de carboidratos em raizes e nodulos de dois

genotipos soja sob condi¢des de hipoxia e pos-hipoxia.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal e condi¢gdes de cultivo

O experimento foi desenvolvido com plantas de soja [Glycine max (L.) Merril]
cv. Fundacep 53 RR e BRS Macota, provenientes de sementes fornecidas pela
Embrapa Clima Temperado, cultivadas em casa de vegetacdo sob condi¢bes
naturais de luz e temperatura. As plantas foram cultivadas em vasos plasticos de 3L
(trés plantas por vaso), contendo vermiculita média expandida como substrato e
nutridas duas vezes por semana com 250 mL de solugdo de Hoagland e Arnon
(1938) sem nitrogénio mineral (LIMA; SODEK, 2003). No estadio VO (plantulas com
cotilédones abertos), definido por FEHR et al. (1971), foi realizada a inoculacdo da
soja com Bradyrhizobium elkanii estirpe SEMIA 587 (FEPAGRO), cultivado em meio
liquido (NORRIS; DATE, 1976). Os tratamentos hipoxicos foram aplicados as plantas
em estadio R2, caracterizado pelo inicio da floragédo (FEHR et al., 1971).

Experimento | - O sistema radicular foi submetido a inundacéo por meio do
encaixe de um segundo vaso, de mesmo modelo e sem perfuracbes, nos vasos
contendo as plantas e inundado com solucdo nutritiva diluida a 1/3 da concentragéo
original, de forma a se manter uma lamina de 20 mm sobre a superficie do substrato.
O teor de O, na solugéo nutritiva dos vasos inundados foi monitorado diariamente
com o auxilio de um oximetro (Handylab OX1). A inundacdo das plantas foi
conduzida por 8 dias. ApOs este periodo, as plantas destinadas a avaliacdo da
recuperacdo tiveram os vasos sem perfuracdes retirados para a drenagem da
solucédo e recuperagéo por 8 dias. Plantas utilizadas como controle foram mantidas
em condi¢cbes de normoxia. O material vegetal (1g de raizes e 0,5g de nédulos) foi
coletado no 29, 4° 6° e 8° dias apOs a inundagdo (DAIl) ou recuperacdo (DAR),
juntamente com seus respectivos controles e armazenados a -80°C, para a dosagem
da atividade das enzimas fermentativas.

Experimento Il - O tratamento hipdxico foi aplicado as plantas, apds a
remocao da vermiculita do sistema radicular com agua corrente, e transferéncia a

um sistema hidropénico, constituido de vasos de 3L contendo solucéo nutritiva sem
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nitrogénio diluida a 1/3 da concentragdo normal. Foram mantidas trés plantas por
vaso, onde os sistemas radiculares inteiros, incluindo ndédulos, permaneceram
submersos na solucdo e foram submetidos a hipoxia pelo fluxo de gas N, (99,99%
N2) por 24h e 72h. A concentracdo de oxigénio na solucdo foi monitorada com o
auxilio de um oximetro (Handylab OX1). O tratamento de recuperacdo consistiu na
transferéncia das plantas para vasos com vermiculita, nas mesmas condicbes em
que foram cultivadas, por 24h e 72h. Plantas mantidas apenas em vermiculita foram
utilizadas como controle. Para as analises, cinco réplicas biolégicas de raizes ou

ndédulos por tratamento foram coletadas e armazenadas em ultra-freezer (- 80°C).

3.2 Determinac@es analiticas

3.2.1 Atividade enziméatica

As atividades das enzimas alcool desidrogenase (ADH - EC 1.1.1.1),
piruvato descarboxilase (PDC - EC 4.1.1.17) e lactato desidrogenase (LDH - EC
1.1.1.17) foram avaliadas em raizes e nddulos (Experimentos | e Il). Os tecidos
foram macerados em gral com N liquido e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 5% (p/p
MF) e homogeneizados em tampé&o Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, contendo ditiotreitol
(DTT) 1 mM. Os extratos foram centrifugados a 12.000g por 20 min a 4°C. Uma
aliquota de 2,5 mL do sobrenadante foi dessalinizada em coluna de cromatografia
de exclusdo molecular PD10 — Sephadex G-25 M (GE Healthcare, Buckinghamshire,
UK) (SOUZA; SODEK, 2003). A fragdo proteica eluida foi utilizada para os ensaios
enzimaticos e determinacdo do conteudo de proteina de acordo com Bradford
(1976), para o experimento Il. As atividades das enzimas foram quantificadas a partir
do monitoramento da oxidacdo do NADH, em espectrofotdmetro, a 340 nm por 2
minem meio de reagao de 1,5 mL mantido a 30°C em cubeta de polimetilmetacrilato .

A atividade da ADH foi monitorada no sentido da formacdo do etanol
(acetaldeido - ADH — etanol) em meio de reagcdo contendo tampéo Tris-HCI 50
mM, pH 7,5 para nédulos e fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0 para raizes, NADH
0,2 mM, acetaldeido 5 mM e extrato enzimatico. A reacao foi iniciada pela adicéo de
acetaldeido ao meio (HANSON et al., 1984). A atividade da PDC foi monitorada no

sentido de formacéo do etanol a partir de uma reacéao acoplada (piruvato - PDC —
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acetaldeido - ADH — etanol) em meio de reacdo contendo tampdo MES 50 mM
(pH 6,0 para nédulo; pH 6,5 para raizes), NADH 0,2 mM, tiamina pirofosfato 0,5 mM,
cloreto de magnésio 1 mM, acido oxamico 20 mM, ADH 10 U e piruvato de sodio 10
mM e amostra. A reacéo foi iniciada pela adicdo do piruvato ao meio (HANSON et
al., 1984). A atividade da LDH foi monitorada no sentido de formacéo do lactato
(piruvato —» LDH — lactato) em meio de reacéo contendo tampéao Tris-HCl 50 mM,
pH 7,5 para nédulo e fosfato de potassio, pH 7,0 para raizes, NADH 0,2 mM, cianeto

de potassio 3 uM, metilpirazol 4 mM, piruvato de sédio 10 mM e amostra. O piruvato

foi utilizado para iniciar a reacdo (HANSON; JACOBSEN 1984).

3.2.2 Contelido de metabdlitos anaerdbicos

Os metabdlitos etanol, lactato e piruvato de raizes e ndédulos (experimento
II), foram extraidos por meio de maceracdo dos tecidos em gral, com N, liquido,
seguido de homogeneizacdo em 10 mL de &cido perclérico 6% (p/v) e centrifugacéo
a 3.000g por 20 min a 0°C. A cada sobrenadante coletado, adicionou-se uma gota
de alaranjado de metila 0,5 g mL™, seguido de neutralizagdo com carbonato de
potdssio 5M em banho de gelo. Ap6s 2h em geladeira para precipitacdo do
perclorato de potassio, o sobrenadante foi coletado e centrifugado a 12.000g por 5
min a 0°C (KOLB; JOLY 2009). Etanol e lactato foram determinados
enzimaticamente por meio de kits, conforme recomendacBes do fabricante
(Boehringer, Mannheim, Germany). Piruvato foi determinado de acordo com
Lamprecht e Heinz (1984).

3.2.3 Conteldo de carboidratos

Os extratos para dosagem de acgucares soluveis totais (AST) e sacarose, em
raizes e nédulos (experimento Il), foram obtidos conforme metodologia de Bieleski e
Turner (1966) com modificagbes. As amostras foram maceradas com N, liquido em
gral e homogeneizadas com 10 mL g™ de MF (massa fresca) de MCW (metanol:
cloroférmio: agua), na proporcdo de 12:5:3. Apos 24 h, os extratos foram
centrifugados a 600g por 30 min. Recuperou-se a fracdo sobrenadante e para cada

4 mL, acrescentou-se 1,0 mL de cloroférmio e 1,5 mL de agua e centrifugou-se
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novamente para a separacao de fases. O sobrenadante contendo os metabdlitos foi
coletado e transferido para banho-maria a 38°C, permanecendo por cerca de 30 h
para eliminacdo do residuo de cloroférmio e concentracdo das amostras para as
analises de acucares e sacarose. O precipitado obtido da primeira centrifugacéo foi
ressuspendido em 10 mL de &cido tricloroacético 10% p/v. Apés 24 h centrifugou-se
a 600g por 30 min e coletou-se o0 sobrenadante para determinacdo de
polissacarideos soluveis em agua (WSP) conforme McCready et al., 1950. No
precipitado adicionou-se 10 mL de &cido perclérico 30% p/v. Apds agitacdo por 30
min em agitador, centrifugou-se o extrato a 600g por 30 min e coletou-se o
sobrenadante contendo aglcares provenientes da digestdo do amido (McCREADY
et al., 1950).

A dosagem de AST foi realizada com base em Graham e Smydzuk (1965).

Tomou-se 1 mL de cada amostra, de um branco (agua) e dos padrdes (10-150 pg de

glicose mL™), em tubos de ensaio, mantidos em gelo. Adicionou-se 3 mL de solucéo
de antrona (0,15% p/v em &cido sulfdrico concentrado) resfriada a cada tubo e
cobriu-se imediatamente com bolinhas de vidro. Apés 15 min, agitaram-se os tubos
e incubou-se em banho-maria a 90°C por 20 min. Em seguida, mantiveram-se 0s
tubos no escuro até a atingir temperatura ambiente. Os tubos foram novamente
agitados e a densidade o6ptica (D.O.) dos padrées e amostras foi medida a 620 nm
contra o branco.

A dosagem de sacarose foi determinada de acordo com Handel (1968).

Pipetou-se aliquotas de 100 uL do branco (agua), amostras e padrées (20 -100 pg
de sacarose) para tubos de ensaio e adicionou-se 100 uL de KOH 30% p/v. Os tubos

foram cobertos com bolinhas de vidro e incubados em banho-maria por 10 min a
100°C. Apds atingir em temperatura ambiente, adicionou-se 3 mL de antrona (0,15%
p/v em &cido sulfurico 70% v/v) e novamente foram incubados em banho-maria a
40°C por 15 min. Apés, mediu-se a D.O. a 620 nm dos padrdes e amostras contra o
branco.

A determinagdo do amido foi realizada de acordo com Graham e Smydzuk
(1965), da mesma forma que AST, sendo que ao final, os valores obtidos foram
multiplicados pelo fator de corre¢cdo 0,9, para conversdo em teores de amido,
segundo McCready et al. (1950). A determinacdo de WSP foi realizada por mesma

metodologia executada para AST.
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3.3 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2 x 4 x 2 (regime hidrico x periodo de inundacéo ou recuperacao X
genotipos) para o experimento | e inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5 x
2 (tratamentos x genotipos), para o experimento I, com quatro repeticées. A unidade
experimental consistiu em um vaso contendo trés plantas. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e em caso de significancia pelo teste F,
as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Todas as
andlises foram realizadas com o auxilio do programa estatistico SAS 8.0 (SAS
Institute Inc. Cary, NC, USA).



4. RESULTADOS

4.1 Experimento |

Os valores de O, monitorados na solucéo nutritiva cairam de 6,5 mg L™ sob
condicées de normoxia, para 1,5 mg L™ no primeiro dia de inundacdo do sistema
radicular das plantas, chegando aos niveis de 0,5 mg L™ no quarto dia de inundacao

e 0,35 mg L™ no oitavo dia, caracterizando a hipoxia no sistema de cultivo (Figura 1).
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Figura 1. Teores de O, na solugdo nutritiva sob cultivo de plantas de soja Fundacep 53 RR e BRS
Macota em normoxia e apos inducéo da hipoxia ao longo de oito dias de inundacgéo.

A atividade das enzimas em raizes e nddulos de soja variou ao longo do
periodo de inundacdo e recuperacdo, sendo observada resposta diferenciada ao
déficit de O, entre os dois genotipos. A atividade da alcool desidrogenase em raizes
(Figura 2) mostrou variacdo ao longo da inundacéo e recuperacao, sendo estimulada
sob hipoxia com aumento da atividade ao longo do tempo de inundagdo e
fortemente ativa aos 6 e 8 dias de hipoxia para ambos os genatipos (Figura 2 A e C).
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Com o retorno & normoxia os niveis de atividade da ADH cairam consideravelmente
ja no 2° dia de recuperacdo em relacdo a atividade do 8° dia de inundacédo, no
entanto, atingiram os niveis do controle apenas no 6° dia de recuperacao para BRS
Macota. Embora tenha aumentado novamente no 8° dia de recuperacao, a atividade

foi baixa (Figura 2 D).
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Figura 2. Atividade da alcool desidrogenase (ADH) em raizes de soja das cultivares Fundacep 53 RR
(A e B) e BRS Macota (C e D) submetidas a diferentes periodos de inundagéo e recuperacdo do
sistema radicular. Letras mindsculas comparam os periodos de inundagédo ou recuperacdo e letras
mailsculas comparam o regime hidrico (controle e inundacdo ou recuperacdo). Letras iguais nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os valores representam média + desvio
padréo.

Em ndédulos (Figura 3), assim com nas raizes, a hipoxia estimulou o rapido
aumento da atividade da ADH resultando em forte resposta aos 4 dias de inundacéo
para o gendtipo Fundacep 53 RR (Figura 3 A) enquanto que para BRS Macota, o
aumento consideravel de atividade foi observado no oitavo dia de tratamento
(Figura 3 C). Ambos os genotipos responderam de forma efetiva a recuperagdo, com

gueda dos niveis de atividade da ADH no decorrer do tempo. No entanto, apenas
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Fundacep 53 RR atingiu os niveis do controle com 8 dias de recuperacédo (Figura 3
B e D).
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Figura 3. Atividade da &lcool desidrogenase (ADH) em nddulos de soja das cultivares Fundacep 53
RR (A e B) e BRS Macota (C e D) submetidas a diferentes periodos de inundagéo e recuperacao do
sistema radicular. Letras mindsculas comparam os periodos de inundagdo ou recuperacgdo e letras
maidsculas comparam o regime hidrico (controle e inundac@o ou recuperacéo). Letras iguais ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os valores representam média + desvio
padréo.

A hipoxia estimulou a atividade da enzima piruvato descarboxilase (PDC) em
raizes, em todos os periodos de inundacao (Figura 4). Em ambos 0s genaotipos, o
aumento foi significativo e proporcional em relagcdo ao tempo de hipoxia (Figura 4 A
e C). A atividade da PDC diminuiu consideravelmente aos 2 dias de recuperacao,
com valores de atividade semelhante aos 2 dias de inundacdo, caindo
significativamente aos 4 dias de recuperacéo (Figura 4 B e D). Embora a atividade
da PDC nao tenha atingido os niveis do controle sob condi¢cdes de normoxia para
Fundacep 53 RR, sua atividade foi relativamente baixa e proxima ao controle (Figura
4 B).
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Figura 4. Atividade da piruvato descarboxilase (PDC) em raizes de soja das cultivares Fundacep 53
RR (A e B) e BRS Macota (C e D) submetidas a diferentes periodos de inundacéo e recuperacdo do
sistema radicular. Letras mindsculas comparam os periodos de inundagdo ou recuperacgdo e letras
mailsculas comparam o regime hidrico (controle e inundacdo ou recuperacdo). Letras iguais ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os valores representam média + desvio
padréo.

Em nédulos, o aumento significativo da atividade da PDC no genoétipo BRS
Macota ocorreu apenas aos 6 dias de inundacdo em relacdo ao controle (Figura 5
C), sendo consideravelmente elevada aos 8 dias. Fundacep 53 RR respondeu aos
efeitos do déficit de O, com aumento da atividade da PDC ja aos 2 dias de
inundacao em relacdo ao controle e tendeu a estabilizar a atividade aos 6 e 8 dias
de inundacgao (Figura 5 A). Com o retorno a normoxia observa-se que em Fundacep
53 RR a atividade da PDC néo retornou aos niveis de atividade do controle (Figura 5
B), enquanto que em BRS Macota a atividade decresceu aos niveis pré-hipoxicos

aos 8 dias de recuperacéo (Figura 5 D).
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Figura 5. Atividade da piruvato descarboxilase (PDC) em ndédulos de soja das cultivares Fundacep 53
RR (A e B) e BRS Macota (C e D) submetidas a diferentes periodos de inundac¢éo e recuperacdo do
sistema radicular. Letras mindsculas comparam os periodos de inundagdo ou recuperacdo e letras
mailsculas comparam o regime hidrico (controle e inundacdo ou recuperagdo). Letras iguais nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os valores representam média + desvio
padréo.

A atividade da lactato desidrogenase (LDH), tanto em raizes quanto em
nodulos, foi extremamente baixa comparada a atividade da PDC e principalmente a
atividade da ADH. Em raizes sob inundacéo, a atividade da LDH aumentou desde o
primeiro periodo de inundagéo em relagéo ao controle e tendeu a estabilizar entre o
6° e 8° dia em Fundacep 53 RR (Figura 6 A). Resposta semelhante aos efeitos da
hipoxia se observa em raizes de BRS Macota, sendo o aumento significativo
observado no 4° dia de inundagao quando comparado ao controle (Figura 6 C). Em
funcdo da baixa atividade da LDH na maioria dos tecidos em condi¢cdes de hipoxia,
com o retorno a normoxia, a atividade tendeu a diminuir muito rapidamente, com
retorno aos niveis pré-hipoxicos aos 2 dias de recuperacdo para BRS Macota e aos
4 dias para Fundacep 53 RR (Figuras 6 B e D).
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Figura 6. Atividade da lactato desidrogenase (LDH) em raizes de soja da cultivares Fundacep 53 RR
(A e B) e BRS Macota (C e D) submetidas a diferentes periodos de inundagéo e recuperacdo do
sistema radicular. Letras mindsculas comparam os periodos de inundagdo ou recuperacgdo e letras
mailsculas comparam o regime hidrico (controle e inundacdo ou recuperacdo). Letras iguais néo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os valores representam média + desvio
padréo.

A atividade da LDH aumentou com o inicio da inundacdo em relacdo ao
controle e tendeu a se manter ao longo do periodo de 8 dias em nddulos de
Fundacep 53 RR (Figura 7 A). Em BRS Macota o aumento da atividade da LDH em
nédulos foi verificado aos 4 dias de inundacdo, sendo expressiva no oitavo dia
(Figura 7 C). Com o retorno a normoxia, a atividade retornou aos niveis semelhantes
ao controle no gendtipo Fundacep 53 RR aos seis dias de recuperagao (Figura 7 B),
enquanto que em BRS Macota a atividade manteve-se ao longo do tempo
restabelecendo aos niveis pré-hipoxicos apenas no oitavo dia de recuperagédo
(Figura 7 D).
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Figura 7. Atividade da lactato desidrogenase (LDH) em ndédulos de soja das cultivares Fundacep 53
RR (A e B) e BRS Macota (C e D) submetidas a diferentes periodos de inundacgéo e recuperagéo do
sistema radicular. Letras mindsculas comparam os periodos de inundagdo ou recuperacdo e letras
maidsculas comparam o regime hidrico (controle e inundac@o ou recuperacéo). Letras iguais ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os valores representam média + desvio
padrao.

Conforme pode ser observado nas tabelas (1, 2, 3 e 4) em anexo, referentes
a analise de variancia, houve interacao significativa entre os genétipos Fundacep 53
RR e BRS Macota para a atividade das enzimas ADH, PDC e LDH.

Nas figuras 8 e 9 sdo apresentadas as diferencas entre 0os genotipos em
relacdo aos periodos de inundacdo e recuperacdo. Pode-se observar tanto para
raizes quanto para nodulos diferenga significativa de atividade enzimatica entre os
genatipos, sendo que Fundacep 53 RR respondeu mais efetivamente com aumento
da atividade ao longo da inundacdo comparado a BRS Macota, para todas as
enzimas analisadas.

Com retorno a normoxia, Fundacep 53 RR tende a reduzir a atividade
proxima aos niveis de atividade de BRS Macota ao longo da recuperagéo (Figuras 8
e 9), a excecdo da atividade da PDC e LDH em ndédulos (Figura 9 D e F).
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Figura 8. Atividade da &lcool desidrogenase (ADH), piruvato descarboxilase (PDC) e lactato
desidrogenase (LDH) em raizes de soja das cultivares Fundacep 53 RR e BRS Macota submetidas a
diferentes periodos de inundacéo (A, C e E) e de recuperagéo (B, D e F) do sistema radicular. Letras
mindsculas comparam o periodo de inundagdo ou recuperagdo entre 0s genotipos. Letras iguais ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey 5% de probabilidade. Os valores representam média + desvio

padréo.
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Figura 9. Atividade da 4&lcool desidrogenase (ADH), piruvato descarboxilase (PDC) e lactato
desidrogenase (LDH) em nédulos de soja das cultivares Fundacep 53 RR e BRS Macota submetidas
a diferentes periodos de inundacédo (A, C e E) e de recuperacdo (B, D e F) do sistema radicular.
Letras mindsculas comparam o periodo de inundacdo ou recuperagcdo entre 0s genétipos. Letras
iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey 5% de probabilidade. Os valores representam média +
desvio padrao.

4.2 Experimento Il

Sob normoxia, os teores de oxigénio da solugao nutritiva utilizada no sistema
hidropénico foi de 6,37 mg L™, caindo de forma abrupta, chegando a 0,53 mg L™ em

6 h apéds o inicio do borbulhamento de gas N, na solucéo e atingindo 0,27 mg L™ em
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24h, permanecendo préximo a esse nivel até o final do experimento (72 h),
caracterizando o ambiente hipoxico (Figura 10).

7
6 —e— BRS Macota
~ 5 - -0 - Fundacep 53 RR
O/‘\
g7, 4
)
(¢B)
~ 2 .
1 O
~e—— 00— 9
0123456 24 48 72

Tempo de hipoxia (h)

Figura 10. Teores de O, na solugdo nutritiva sob cultivo de plantas de soja Fundacep 53 RR e BRS
Macota em normoxia e apos inducéo da hipoxia por 72 h.

4.2.1 Atividade enzimatica

A atividade das enzimas do metabolismo fermentativo em raizes e nodulos
de soja das cultivares Fundacep 53 RR e BRS Macota foi fortemente influenciada
pelas condi¢cbes de hipoxia e pos-hipoxia (Figuras 11 e 12). A atividade da enzima
alcool desidrogenase (ADH) nas raizes aumentou significativamente em relagéo ao
controle com 24 h de hipoxia, elevando-se expressivamente as 72 h para ambos 0s
gendtipos (Figura 11 A). Com o retorno a normoxia os niveis de ADH nas raizes
diminuiram significativamente, sendo que Fundacep 53 RR foi mais efetiva no que
se refere a reducéo da atividade enzimatica no periodo de recuperagéao.

A atividade da enzima piruvato descarboxilase (PDC) respondeu de forma
semelhante aos efeitos da deficiéncia de O, nas raizes de ambos 0s genoétipos, com
significativo aumento e queda da atividade com a hipoxia e retorno & normoxia,
respectivamente. No entanto observou-se que, para a cultivar Fundacep 53RR, a

atividade dessa enzima demorou mais para responder a hipoxia e retornou mais
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rapido aos niveis proximos do controle (Figura 11 B). Concomitante as demais
enzimas, a atividade da lactato desidrogenase (LDH) em raizes de ambos os
genaotipos respondeu a hipoxia (24 e 72 h) com aumento significativo e retornou aos

niveis proximos ao controle com 72 h de recuperacao (Figura 11 C).
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Figura 11. Atividade de enzimas alcool desidrogenase — ADH (A), piruvato descarboxilase — PDC (B)
e lactato desidrogenase — LDH (C) em raizes dos gendtipos de soja Fundacep 53 RR e BRS Macota
sob condicdes de hipoxia e pés-hipoxia. Letras mindsculas iguais ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Hipoxia (Oh-H, 24h-H e 72h-H) e recuperacdo (24h-R e 72h-R). Os
valores representam a média + desvio padrao.
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A resposta das enzimas fermentativas em nodulos dos genétipos Fundacep
53 RR e BRS Macota foi semelhante ao das raizes sob hipoxia. No entanto, as
raizes responderam de maneira mais efetiva com o retorno a normoxia (Figura 12).
A atividade da ADH em nédulos para Fundacep 53 RR aumentou com o inicio da
hipoxia, elevando-se ainda mais com o retorno a normoxia apdés 24h de
recuperacdo. A atividade da enzima as 72 h de recuperacdo decresceu em relacédo
ao tratamento 24h-R, porém, ainda nado restabelecendo a atividade aos niveis do
controle (Figura 12 A). Para BRS Macota ocorreu um aumento significativo da
atividade da ADH com a hipoxia. Ndo houve decréscimo significativo da atividade
com a recuperacdo e 0s niveis mantiveram-se ainda altos, mesmo 72h apds o
retorno a normoxia (Figura 12 A).

A atividade da PDC em ndédulos para Fundacep 53 RR foi semelhante a
ADH, com aumento significativo com a hipoxia as 24 e 72 h, no entanto, embora
tenha ocorrido queda de atividade com a recuperacdo, os niveis ainda mantiveram-
se altos. Para nodulos de BRS Macota, ocorreu aumento da atividade da PDC com a
hipoxia e manteve-se superior ao controle, mesmo sob 72 h de recuperacao (Figura
12 B).

A atividade da LDH em nédulos de Fundacep 53 RR foi semelhante a PDC,
ocorrendo aumento da atividade com a hipoxia e ndo retornando aos niveis do
controle mesmo com 72 h de recuperacdo. Para BRS Macota houve aumento da
atividade da LDH nos nddulos sob hipoxia e queda na atividade as 72 h de retorno a

condi¢do de normoxia, ndo decrescendo aos niveis pré-hipdxicos (Figura 12 C).
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Figura 12. Atividade de enzimas éalcool desidrogenase — ADH (A), piruvato descarboxilase — PDC (B)
e lactato desidrogenase — LDH (C) em ndédulos dos genétipos de soja Fundacep 53 RR e BRS
Macota sob condi¢des de hipoxia e pds-hipoxia. Letras minUsculas iguais ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Hipoxia (Oh-H, 24h-H e 72h-H) e recuperacéo (24h-R e 72h-

R). Os valores representam a média + desvio padréo.

4.2.2 Teores de metabolitos anaerdbicos

Os teores de metabdlitos anaerdbicos sdo apresentados na figura 13 para

raizes e na figura 14 para nédulos. Os teores de etanol nas raizes aumentaram com

a hipoxia, elevando-se ainda mais com 24 h de recuperacao (Figura 13 A). No

entanto, sob 72 h de retorno as condicbes de normoxia, 0s teores de etanol
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retornaram aos niveis pré-hipoxicos para o genétipo Fundacep 53 RR e, apesar de
reduzir em BRS Macota, permaneceram significativamente superiores ao controle.

As concentracdes de lactato em raizes de ambos 0s genoétipos aumentaram
com a hipoxia (Figura 13 B). No entanto, em BRS Macota, o aumento foi mais
expressivo em relacdo ao controle, quando comparado a Fundacep 53 RR sob 24 h
de hipoxia, mantendo-se até 72h. Sob recuperacdo, os teores desse metabdlito
decresceram apoOs 24h de tratamento nos dois genotipos, alcancando niveis pré-
hipbxicos apds 72h de normoxia.

Os teores de piruvato, para ambos 0s genétipos, mantiveram-se aos niveis
do controle com 24 h de hipoxia, ocorrendo diminuicdo com 72 h, e, apds o retorno a
normoxia, apenas Fundacep 53RR restabeleceu os teores de piruvato aos niveis do
controle (Figura 13 C).

Os teores de etanol em ndédulos de Fundacep 53 RR foram superiores ao
controle apenas no tratamento de 24 h de recuperacdo, restabelecendo aos niveis
pré-hipoxicos com 72 h de normoxia (Figura 14 A). Em BRS Macota nao foi
observado aumento dos teores de etanol nos ndédulos com a hipoxia, no entanto,
com o retorno a normoxia, observou-se uma queda dos teores em relacdo ao
controle.

Os teores de lactato em Fundacep 53 RR aumentaram apenas com 72 h de
hipoxia, enquanto que em BRS Macota, aumentaram marcadamente com 24 h de
hipoxia, permanecendo elevado com 72 h de tratamento (Figura 14 B). Em ambos
0S gendtipos, as concentracdes de lactato decresceram aos niveis pré-hipdxicos
com 24 h de recuperagéo.

Os teores de piruvato nos nédulos, diferentemente das raizes, aumentaram
para Fundacep 53 RR com a hipoxia (24 e 72 h) e restabeleceram-se com 72 h de
recuperacdo. Em BRS Macota ndo ocorreu alteracdes na concentracdo desse
metabalito (Figura 14 C).
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Figura 13. Teores dos metabdlitos anaerdbicos, etanol (A), lactato (B) e piruvato (C), em raizes dos
gendtipos de soja Fundacep 53 RR e BRS Macota, sob condi¢cdes de hipoxia e p6s-hipoxia. Letras
mindsculas iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Hipoxia (Oh-H,
24h-H e 72h-H) e recuperacéo (24h-R e 72h-R). Os valores representam a média * desvio padrao.
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Figura 14. Teores dos metabdlitos anaerébicos etanol (A), lactato (B) e piruvato (C), em nédulos dos
genotipos de soja Fundacep 53 RR e BRS Macota, sob condicBes de hipoxia e pés-hipoxia. Letras
mindsculas iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Hipoxia (Oh-H,
24h-H e 72h-H) e recuperacéo (24h-R e 72h-R). Os valores representam a média * desvio padrao.

4.2.3 Teores de carboidratos

Os teores de carboidratos estdo apresentados nas figuras 15 e 16 para
raizes e nddulos de soja, respectivamente. Os teores de agucares sollveis totais
(AST) em raizes de Fundacep 53 RR ndo alteraram significativamente nos

tratamentos de hipoxia e de recuperacdo. Em BRS Macota, embora os teores
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tenham diminuido com 24h de hipoxia e aumentado com o retorno a normoxia, as
médias ndo diferiram do controle (Figura 15 A).

Os teores de sacarose em raizes de Fundacep RR aumentaram com 72 h de
hipoxia e diminuiram com a recuperacao aos niveis do controle com 24h. Em BRS
Macota, diminuiram nas primeiras 24 h de hipoxia, restabelecendo aos niveis
equivalentes ao controle para os demais tratamentos (Figura 15 B). Em raizes de
Fundacep 53 RR nédo houve alteracdo do conteudo de polissacarideos solUveis em
agua (WSP) durante os periodos de hipoxia ou de recuperacdo avaliados.
Entretanto, para BRS Macota houve decréscimo significativo com 24h de hipoxia,
permanecendo constante mesmo apds 24h de retorno as condi¢cdes de normoxia,
restabelecendo-se no periodo de 72 h (Figura 15 C). Os teores de amido em raizes
aumentaram com 24 h de hipoxia e diminuiram com 72 h, aumentando novamente
com o retorno a normoxia para Fundacep 53 RR. Para BRS Macota os teores de
amido aumentaram significativamente apenas com 72 h de recuperagao (Figura 15
D).

Os teores de AST em nodulos, para ambos os genétipos diminuiram com a
hipoxia e retornaram aos niveis pré-hipdéxicos durante o tratamento de recuperacéao,
sendo equivalentes ao controle as 24h pdés-hipoxia para BRS Macota e 72 h para
Fundacep 53 RR (Figura 16 A). Os teores de sacarose tenderam a diminuir sob
condicBes de hipoxia e retornam aos niveis hormais com 72 h de recuperacao para
Fundacep 53 RR; ja para BRS Macota, durante a hipoxia, 0os teores se mantiveram
proximos e aumentaram com a recuperacao a niveis superiores ao controle (Figura
16 B). Os tratamentos de hipoxia e pds-hipoxia hdo causaram alteracdes nos teores
de WSP em nddulos de ambos os gendtipos (Figura 16 C). Os teores de amido em
nddulos do gendtipo Fundacep 53 RR aumentaram nas primeiras 24 h de hipoxia e
cairam novamente proximo aos niveis do controle, aumentando drasticamente com
72 h de recuperagdo. Para BRS Macota, os teores de amido aumentaram com a
hipoxia, cairam com 24 h de recuperacdo e novamente aumentaram com 72 h de

recuperacéo (Figura 16 D).
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Figura 15. Teores de acUcares solluveis totais — AST (A), sacarose (B), carboidratos solUveis em
agua — WSP (C) e amido (D), em raizes dos genétipos de soja Fundacep 53 RR e BRS Macota, sob
condicdes de hipoxia e pos-hipoxia. Letras mindsculas iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade. Hipoxia (Oh-H, 24h-H e 72h-H) e recuperacdo (24h-R e 72h-R). Os valores
representam a média + desvio padréo.
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Figura 16. Teores de acUcares solluveis totais — AST (A), sacarose (B), carboidratos solUveis em
agua — WSP (C) e amido (D), em nodulos dos genétipos de soja Fundacep 53 RR e BRS Macota, sob
condic¢bes de hipoxia e pos-hipoxia. Letras mindsculas iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade. Hipoxia (Oh-H, 24h-H e 72h-H) e recuperacao (24h-R e 72h-R). Os valores
representam a média + desvio padréo.



5. DISCUSSAO

Quando organismos aerdbicos sdo privados de O,, a fosforilacdo oxidativa
mitocondrial € inibida (ZABALZA et al., 2009), enquanto que as vias da glicdlise e
fermentacdo sdo ativadas, levando ao acumulo de diversos produtos, tais como
piruvato, lactato, etanol, alanina (Ala) entre outros (FAN et al.,, 1997; SOUZA;
SODEK, 2002; ROCHA et al., 2010a). Embora os niveis de O, ndo tenham se
exaurido completamente na solucdo nutritiva, mesmo ap6s 24 h de hipoxia (Figura
1) ou 8 dias de hipoxia (Figura 10), a quantidade que pode ser aproveitada pelas
raizes é praticamente desprezivel, pois os teores de O, decresceram a valores
minimos e a sua taxa de difusdo em &gua é 10* vezes menor do que no ar
(ARMSTRONG et al., 1994; 2009).

Os teores de O, foram exauridos mais rapidamente pelo fluxo de N, gasoso
na solugao (Experimento Il), evidenciado na figura 10, em comparagéo aos teores de
02 na solucao do experimento | (Figura 1). Observa-se que os teores de O, para o
experimento | decrescem rapidamente em 6h de inundacdo, enquanto que no
experimento Il esses teores se equivalem apenas aos 3 dias de inundacdo. Esse
rapido declinio das concentracdes de O, resultou em respostas diferenciadas quanto
a atividade das enzimas nos dois experimentos. A atividade das enzimas ADH, PDC
e LDH, aumentaram de forma mais efetiva aos efeitos da hipoxia no experimento |
em relacao ao experimento Il.

Respostas ao déficit de oxigénio tém sido estudadas em Arabidopsis
thaliana, bem como em varias outras espécies. O baixo nivel de oxigénio causa
rapidas mudancas na transcricdo de genes, sintese e degradacéo de proteinas e no
metabolismo celular (BAILEY-SERRES e VOESENEK, 2008). O aumento rapido da
atividade da enzima ADH (Figuras 2, 3, 11 A e 12 A) tanto em raizes quanto em
nodulos dos gendtipos de soja Fundacep 53 RR e BRS Macota sob condi¢cbes de
hipoxia esta relacionado a rapida expresséao do gene adh, gene chave envolvido na
fermentacao (CHRISTIANSON et al., 2010).

A atividade da ADH em raizes de algoddo aumentou em até 48 h pods-

hipoxia e somente apods este periodo teve declinio (MILLAR et al., 1994), retornando
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aos niveis pré-hipoxicos com 120 h poés-tratamento (MILLAR; DENNIS 1996),
semelhante as respostas mostrada nas Figuras 2, 3, 11 A e 12 A, ocorrendo
aumento da atividade da ADH em ndédulos de Fundacep mesmo apés 24 h de
retorno & normoxia (Figura 12 A) ou o declinio lento da atividade da enzima em
raizes poés-hipoxia, ndo atingindo os niveis pré-hipoxicos mesmo apos 72 h de
recuperacao (Figura 11 A).

Os teores elevados de etanol nas raizes e nédulos (Figuras 13 A e 14 A)
estdo relacionados a alta atividade da ADH nesses 6rgdos sob condi¢des de hipoxia.
Ainda é possivel observar que os niveis de etanol se mantiveram altos mesmo com
0 retorno a normoxia, também resultado do lento declinio da atividade da ADH. Os
baixos teores de etanol em nédulos de BRS Macota (Figura 14 A) podem ser
resultado da senescéncia avancada do tecido devido ao tempo de exposi¢cdo ao
déficit de O, pois 0s nédulos com 72 h de hipoxia encontravam-se em deterioracao,
nao sendo o mesmo observado para Fundacep 53 RR.

Estudos em Arabidopsis thaliana demonstram que o aumento da expressao
dos genes e atividade das enzimas ADH e PDC séo essenciais para a tolerancia a
hipoxia (KURSTEINER et al., 2003, BIENIAWSKA et al., 2007). Pode ser observado
nas figuras 2, 3, 4, 5, 11 e 12 comportamento semelhante de atividade para ADH e
PDC, enzimas da rota responsavel pela producdo do etanol. O etanol é
provavelmente o maior produto da fermentagédo em tecidos de plantas superiores e,
a sua rota de formacédo, € responsavel pela tolerancia ao déficit de O,, produzido
sequencialmente pela acdo da PDC através da oxidacdo e descarboxilagdo do
piruvato em acetaldeido que é substrato para ADH produzir etanol (GOOD;
CROSBY, 1989). Em termos de eficiéncia, a rota de formagdo do etanol &€ mais
importante que a rota de formagao de lactato, pois essa via promove uma maior
geracdo de NAD" e o consumo de prétons (KATO-NOGUCHI, 2000).

As concentragcdes de etanol normalmente encontradas em plantas séo
insuficientes para causar toxicidade. Por outro lado, o etanol ndo é facilmente
metabolizado e sendo solivel na bicamada lipidica das membranas celulares
(DREW, 1997), pode quase que totalmente ser difundido para fora do meio
circundante, resultando em perda de carbono (GOOD; CROSBY, 1989; PERATA,
ALPI, 1993; ROCHA et al., 2010a).

A enzima LDH é induzida sob hipoxia e seu produto, lactato, € muitas vezes

produzido antes do etanol, logo que a planta entra em hipoxia, ocorrendo a
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acidificacado do citosol (KATO-NOGUCHI, 2000). A queda do pH citosélico (DREW,
1997) sinaliza para a produgéo de etanol, uma vez que a enzima PDC é ativada
quando o pH diminui e a ADH é ativada sob condi¢cdes de hipoxia (GOOD;
CROSBY, 1989). O aumento da atividade da LDH foi acompanhada pelo aumento
do teor de lactato (Figuras 11, 12, 13 e 14) em ambos 0s gendtipos e tecidos e
ocorreu logo nas primeiras 24 h de hipoxia, caindo com o0 retorno a normoxia,
aumento bem menos expressivo ou nao detectado inicialmente para as enzimas
ADH e PDC. O aumento da atividade da ADH e PDC ocorreu consideravelmente as
72 h de hipoxia, estendendo-se para 24 h pés-hipoxia, acompanhada também pelo
seu respectivo metabdlito, etanol. Portanto a mudanca da fermentacao lactica para a
alcoodlica representa um importante indicador da capacidade de uma planta
sobreviver a hipoxia sem sofrer danos celulares extensivos (MUSTROPH et al.,
2006, 2010).

BRS Macota mostrou-se mais sensivel ao alagamento enquanto que
Fundacep 53 RR apresentou maior tolerancia aos efeitos hipdxicos e pos-hipoxicos,
podendo ser confirmado pela atividade enzimatica (Figuras 8, 9, 11 e 12). Fundacep
respondeu de forma mais eficiente ao retorno a condigdo de normoxia, com declinio
mais rapido da atividade das enzimas fermentativas a valores proximos aos niveis
pré-hipoxicos (Figuras 11 e 12), evidenciado principalmente pela atividade da ADH.
Plantas que investem na producdo de etanol apresentam maior tolerancia ao
alagamento (GOOD; CROSBY, 1989). Comparado a Fundacep 53 RR, BRS Macota
mesmo apods retorno a normoxia continuou investindo na atividade da ADH (Figuras
11 e 12 A), o que também refletiu nos teores de etanol (Figura 13 e 14 A) numa
tentativa de minimizar os efeitos hipdéxicos. Fundacep 53 RR também
apresentoumaiores teores pré-hipoéxicos de carboidratos (Figuras 15 e 16) o que
pode também ter conferindo maior tolerancia em relagdo a BRS Macota.

O piruvato é substrato comum para a producdo de etanol e lactato. O
acumulo de piruvato é resultado do declinio da taxa de oxidagdo e incremento na
taxa de sintese, conforme foi observado em raizes de soja ndo nodulada sob hipoxia
(SOUZA; SODEK, 2002) e em raizes hipoxicas de cevada (GOOD; MUENCH, 1993).
No entanto, pode-se observar um comportamento diferenciado nos genétipos
utilizados, uma vez que tratam-se de plantas noduladas e apresentam mecanismo

metabdlico diferenciado das plantas ndo-noduladas.
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Os teores de piruvato aumentaram em nodulos (Figura 14 C) e diminuiram
nas raizes (Figura 13 C). O aumento dos teores de piruvato nos nédulos pode estar
relacionado ao aumento da taxa de oxidacdo dos carboidratos, principalmente
sacarose (Figura 16 B) e AST (Figura 16 D). E os baixos teores de piruvato nas
raizes podem estar relacionados ao aumento dos teores de sacarose (Figura 15 B),
AST (Figura 15 D) e amido (Figura 15 A), pelo menos nas primeiras 24 h de hipoxia,
provavelmente associados ao metabolismo diferenciado de ambos os tecidos e a
necessidade de suprir a demanda celular por energia, como pode ser observado em
trabalhos de Fan et al. (1988) e Reggiani et al. (2000).

Ainda € possivel observar que a maior taxa de oxidacdo do piruvato em
raizes resultou também em maior taxa de producao de lactato (Figura 13 B) e etanol
(Figura 13 A). Associados a isso, 0 maior acumulo de piruvato em nodulos resultou
em menor taxa de producdo de lactato (Figura 14 B) e etanol (Figura 14 A), em
ambos os tecidos sob hipoxia em relagdo aos teores pré-hipoxicos.

Uma terceira via também é ativada sob condicBes de hipoxia, e utiliza o
piruvato como substrato para a producédo de aminoacidos como a alanina, catalisada
pela enzima alanina aminotransferase (AlaAT) e GABA (acido y-aminobutirico)
(SOUSA; SODEK, 2003; MIYASHITA et al., 2007; VAN DONGEN et al., 2009;
ROCHA et al.,, 2010 a e b). O aumento da atividade da AlaAT e a producédo de
alanina sob condicdes de hipoxia € muito mais expressiva em raizes de soja do que
em nddulos (ROCHA et al., 2010 b), o que explica em parte a reducdo dos teores de
piruvato nas raizes (Figura 13 C) e ndo em nodulos (Figura 14 C).

Embora a inducéo da atividade da ADH, PDC e LDH podem contribuir para a
sobrevivéncia e superar a escassez de energia através da fermentacdo de
carboidratos para manter a producdo de ATP na auséncia de oxigénio (WANG et al.,
2009), o beneficio sob tais condicbes vai depender do tipo de tecido, estagio de
desenvolvimento, espécie, genotipo, da gravidade e da duracdo do estresse
(FUKAO; BAILEY-SERRES, 2004; WANG et al., 2009). De modo geral, espécies ou
genodtipos que apresentam maior concentracdo de carboidratos nas raizes e um
mecanismo metabolico eficiente associado a sua mobilizagdo via metabolismo
fermentativo, apresentam maior tolerancia para enfrentar a privacdo de oxigénio
(SAIRAM et al., 2009).

Estudos demonstram que em espécies susceptiveis a hipoxia ocorre

diminuicdo dos teores de carboidratos, como agucares e sacarose devido ao maior
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consumo de ATP pelas células para a manutencdo do metabolismo, enquanto que
espécies mais tolerantes ocorre aumento dos teores de carboidratos, especialmente
acucares e sacarose, também relacionados ao aumento da atividade das enzimas
do metabolismo de carboidratos, como a sacarose sintase (Susy) (KENNEDY et al.,
1992). A Susy € uma enzima chave responsavel pela hidrolise reversivel da
sacarose em frutose e glicose, que sdo substrato para a via glicolitica, principal fonte
de energia sob hipoxia (KUMUTHA et al., 2008), concomitante ao aumento da
atividade da Susy, ocorre diminuicdo da atividade da invertase em espécies
tolerantes a hipoxia, como o milho (SPRINGER et al., 1986).

Em raizes de feijdo-guandu [Cajanus cajan (L.) Mllsp] sob condicdes de
alagamento, houve diminuicdo da atividade e expressdo da Susy e ADH em
genaotipos susceptiveis e aumento da atividade e expressdo em genotipos tolerantes,
acompanhados pelos teores de carboidratos (KUMUTHA et al., 2008). Efeitos
similares também s&o reportados em raizes de feijdo sob hipoxia (SAIRAM et al.,
2009). Assim o aumento dos teores de acucares e sacarose (Figura 6) em raizes de
Fundacep 53 RR pode ter conferido maior tolerancia aos efeitos da hipoxia e
consequentemente suprido a planta com as reservas apds o retorno a normoxia.

As diferencas entre raizes e nodulos ocorrem devido a diferenca de
metabolismo, impostas também pela morfo-fisiologia dos tecidos, pois mesmo em
condi¢cBes normais ha uma limitacdo no fornecimento de oxigénio para a fixacdo de
nitrogénio, em funcdo de uma barreira variavel a difusdo de oxigénio presente nos
tecidos externos do nédulo que circundam a regido central infectada (HUNT et al.,
1989; LAYZELL et al., 1990). Portanto, o nédulo € naturalmente hipoxico (embora
levemente) e por este motivo extremamente sensivel ao alagamento em funcgéo da
baixa disponibilidade de oxigénio (LIMA; SODEK, 2003; AMARANTE; SODEK,
2006).

O processo de fixacao de N, € bastante prejudicado pelo alagamento, quase
gue imediatamente (AMARANTE; SODEK, 2006), enquanto que as raizes entram
em hipoxia apenas algumas horas depois do alagamento (SOUSA; SODEK, 2003).
Apesar da limitacdo pelo O, mesmo em condi¢cdes normais (HUNT et al., 1989), o
nodulo possui um eficiente mecanismo de transporte de O, para suprir a respiracao
do bacterioide e assim fornecer energia para a fixagdo de N,. A falta de O, no nédulo
€ uma situacdo completamente diferente da de uma raiz inundada, principalmente

devido ao mecanismo que envolve leghemoglobina, que permite ao nédulo funcionar
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sob baixas concentracbes de O,. Uma comparacdo de respostas para baixa
concentragdo de O, livre, revela aspectos interessantes do nddulo e da fisiologia da
raiz, contribuindo para a compreensao dos processos envolvidos (SOUZA; SODEK,
2002), o que pode ser constatado pelas respostas diferenciadas entre nédulos e

raizes quanto as variaveis avaliadas nesse trabalho.



6. CONSIDERACOES FINAIS

Em soja, a deficiéncia de oxigénio no sistema radicular causa o aumento da
atividade das enzimas fermentativas, ADH, PDC e LDH em raizes e ndédulos, tanto
em resposta a decréscimos rapidos de O, disponivel, induzido artificialmente por
enriqguecimento de N, gasoso na rizosfera (experimento ), quanto em resposta a
decréscimos mais lentos, devido ao consumo de O, pela respiracdo célular
(experimento II), seguindo reposta dependente do tempo de estresse.

O estresse por hipoxia induz o acumulo de metabdlitos anaerdbicos,
principalmente etanol e lactato, resultado da alta atividade enzimética e também
altera o0 metabolismo de carboidratos para o provimento de energia a planta sob
déficit de O..

Com o retorno a normoxia ha diminuicdo consideravel da atividade das
enzimas fermentativas bem como dos teores de metabdlitos e alteracbes no
metabolismo de carboidratos.

Os efeitos da réapida deplecdo de O, (experimento IlI) sdo muito mais
pronunciados, evidenciados pelo aumento da atividade das enzimas fermentativas,
esses efeitos também refletem em significativas alteracbes dos teores de
metabdlitos anaerobicos e carboidratos.

O gendtipo Fundacep 53 RR demonstra maior tolerancia aos efeitos
hipoxicos e pos-hipoxicos em relacdo a BRS Macota, em ambos os experimentos,
pois além de apresentar maior eficiéncia em induzir a atividade das enzimas
fermentativas e teor de metabdlitos durante a hipoxia, restabelece mais rapidamente
a atividade e os teores de metabdlitos aos niveis pré-hipoxicos com o retorno a

normoxia.
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Tabela 1. Andlise de variancia para as variaveis atividade da enzima &alcool
desidrogenase (ADH), piruvato descarboxilase (PDC) e lactato desidrogenase (LDH)

em raizes de cultivares de soja submetida a periodos de hipoxia

Quadrados médios

Fonte de variagdo® G.L.
ADH PDC LDH

R 1 22,757** 2,361** 0,033**

P 3 1,191** 0,469** 0,008**

G 1 0,507** 0,141** 0,002**

RxP 3 0,446** 0,455** 0,004**

GxR 1 0,030** 0,132** 0,002**

GxP 3 0,095** 0,008** 0,0002*
GxRxP 3 0,027** 0,008** 0,0003**
C.V. (%) 127,002 15,526 18,514

(**)/(*) Significativo ao nivel de 1 e 5% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.

(®) R = regime hidrico; P = periodo; G = genotipo.

Tabela 2. Analise de variancia para as variaveis atividade da enzima alcool
desidrogenase (ADH), piruvato descarboxilase (PDC) e lactato desidrogenase (LDH)

em raizes de cultivares de soja submetida a periodos de pés-hipoxia

Quadrados médios

Fonte de variagédo® G.L.
ADH PDC LDH
R 1 5,087** 8,423** 0,0002
P 3 0,136** 0,653** 0,360**
G 1 0,057** 0,004 0,008
RxP 3 0,993** 0,836** 0,117*
GxR 1 0,0003 0,711** 0,001
GxP 3 0,019** 0,483** 0,049
GxRxP 3 0,026** 0,816** 0,094~
C.V. (%) 22,492 17,443 7,590

(**)/(*) Significativo ao nivel de 1 e 5% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.

(* R = regime hidrico; P = periodo; G = gendtipo.
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Tabela 3. Andlise de varidancia para as varidveis atividade da enzima &lcool
desidrogenase (ADH), piruvato descarboxilase (PDC) e lactato desidrogenase (LDH)

em nodulos de cultivares de soja submetidos a periodos de hipoxia

Quadrados médios

Fonte de variagdo® G.L.
ADH PDC LDH
R 1 4,427 1,585** 0,615**
P 3 0,046** 0,214** 0,064**
G 1 0,166** 1,600** 1,186**
RxP 3 0,109** 0,220** 0,034**
GxR 1 0,048** 0,206** 0,002
GxP 3 0,014** 0,204** 0,026**
GxRxP 3 0,016** 0,014 0,014**
C.V. (%) 3,662 44,428 15,015

(**)/(*) Significativo ao nivel de 1 e 5% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.

(*) R = regime hidrico; P = periodo; G = genotipo.

Tabela 4. Analise de variancia para as variaveis atividade da enzima alcool
desidrogenase (ADH), piruvato descarboxilase (PDC) e lactato desidrogenase (LDH)
em nodulos de cultivares de soja submetidos a periodos de pds-hipoxia

Quadrados médios

Fonte de variacédo® G.L.
ADH PDC LDH

R 1 2,163** 0,495** 0,278**

P 3 0,084** 0,091** 0,071*

G 1 0,060** 0,558** 0,743**

RxP 3 0,115** 0,003 0,032**

GxR 1 0,016 0,128** 0,012*

GxP 3 0,013~ 0,045** 0,030**
GxRxP 3 0,028** 0,011** 0,008*
C.V. (%) 6,954 30,416 10,973

(**)/(*) Significativo ao nivel de 1 e 5% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.

(* R = regime hidrico; P = periodo; G = gendtipo.



