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1. INTRODUCAO

Na natureza existem plantas que sdo expostas a condicbes ambientais
desfavoraveis ao seu desenvolvimento. A soja [Glycine max (L.) Merrill] € um
exemplo que se enquadra neste contexto. Embora introduzida e melhorada para
areas bem drenadas no Brasil, € uma espécie originaria de areas alagadicas do
norte da China (EVANS, 1996). Existe variabilidade genética em soja para a
tolerancia ao excesso de umidade do solo (THOMAS et al., 2000), o que possibilita o
seu cultivo em areas de varzea do Rio Grande do Sul, como alternativa ao arroz-
irrigado.

Estudos referentes a gradientes de oxigénio em varias estruturas das
plantas, como raiz, caule, nddulos, entre outros (ARMSTRONG et al., 1994; VAN
DONGEN et al., 2003), mostram que, as concentracdes de oxigénio sob condicbes
de hipoxia, podem variar, dependendo exclusivamente da atividade metabdlica do
tecido (VAN DONGEN et al.,2003). Logo, as respostas do metabolismo ao déficit de
oxigénio estdo diretamente envolvidas na otimizacdo do status de energia,
consumindo o minimo possivel de oxigénio (VAN DONGEN et al.,2011).

Com o déficit de Oz ocorre a ativacdo do metabolismo fermentativo,
resultando no acumulo de produtos como o etanol, através da oxidacdo do piruvato
proveniente da glicélise, por meio de duas reacdes subsequentes catalisada pela
piruvato descarboxilase (PDC) e alcool desidrogenase (ADH) (TADEGE et al.,1999).
No entanto, a producdo de etanol pela ADH possui algumas desvantagens; sendo
ele volatil, se difunde rapidamente para fora das células, ocasionando perda
consideravel de carbono durante a hipéxia (ROCHA et al., 2010).

Este trabalho teve por objetivo analisar os teores de etanol em raizes de
duas cultivares de soja, submetidas a diferentes periodos de hipoxia do sistema
radicular.

2. METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

O experimento foi desenvolvido com plantas de soja [Glycine max (L.) Merril]
cv. Embrapa 45 e BR 4, provenientes de sementes fornecidas pela Embrapa Clima
Temperado, cultivadas em casa de vegetacdo sob condi¢bes naturais de luz e
temperatura. As sementes foram semeadas em bandejas contendo vermiculita como
substrato e, ao atingirem o estadio VO (plantulas com cotilédones abertos) (FEHR et
al., 1971), foram transferidas para sistema hidropénico, constituido de vasos de trés
litros contendo solugdo nutritiva sob aeracdo continua de ar atmosférico via
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aeradores de aquario comercial. Foram mantidas doze plantas por vaso durante
todo o experimento, as quais foram nutridas com solugao nutritiva conforme HEWITT
(1963). Semanalmente, a solugdo nutritiva foi substituida visando manter a
estabilidade na concentragédo dos nutrientes, assim como o pH em 6,6.

O tratamento hipoxico nas plantas foi aplicado ao atingirem o estadio de
desenvolvimento V1(folhas unifolioladas completamente desenvolvidas) (FEHR et
al., 1971). Nessa ocasido, as plantas foram transferidas para vasos com solugao
nutritiva sob fluxo continuo de gas N; (99,99% N,), quando o teor de O, na solugao
estava proximo a zero mg.L™. O tratamento foi aplicado nas plantas nos intervalos
de tempo de 0,5h; 4h; 24h e 72h. A concentracdo de oxigénio na solugéao foi
monitorada com o auxilio de um oximetro (Handylab OX1). Plantas mantidas no
sistema hidropbnico sob aeracdo continua de ar atmosférico foram utilizadas como
controle.

O etanol foi extraido por maceracédo de raizes, com auxilio de N; liquido em
almofariz, seguindo da adicdo de 8 mL de acido perclorico (6%) e centrifugado a
3000g por 20 minutos a +4°C. O sobrenadante foi neutralizado com K,COj3 (4M),
acompanhado da adicdo prévia de alaranjado de metila (0,5 mg mL") levando a
precipitagcdo de perclorato de potassio apdés 1h em geladeira. O sobrenadante foi
coletado e o volume aferido. Apos centrifugacao (14.000g por 5 minutos +4°C), o pH
foi corrigido para 7, quando necessario. A quantificacdo de etanol foi determinada
pelo registro da reducdo de NAD" a NADH a 340 nm em espectrofotdmetro, através
de Kits de ensaio (Boehringer, Mannheim, Germany) conforme descrito por Kolb e
Joly (2009).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2 x 4 x 2 [gendtipos de soja (Embrapa 45 e BR 4) x periodos de tratamento
(0,5h; 4h; 24h e 72h) x condicdo de tratamento (normoéxia e hipoxia), com quatro
repeticdes. A unidade experimental foi constituida por seis plantas. Os dados foram
submetidos a ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. As analises foram realizadas com o auxilio do programa SAS
(SAS Institute Inc. Cary, NC, USA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de O, monitorados ao longo do periodo de inundacdo foram
proximos a zero mg L™, caracterizando a hipéxia na solucéo de cultivo. Os valores
de etanol em raizes variaram ao longo do experimento, sendo observada uma
resposta diferenciada ao déficit de O, no sistema radicular entre os dois genoétipos
(Figura 1).

A inundacdo promoveu um aumento significativo no teor de etanol no
periodo de 4h de hip6xia para o gendtipo Embrapa 45, seguido de uma constante
gueda dos teores em 24 e 72h em relacdo ao controle. Para BR4 o periodo de
inundacdo ndo foi suficiente para elevar o teor de etanol do sistema radicular,
permanecendo o0s niveis préximos ao controle (Figura 1). O aumento significativo
dos valores de etanol do genotipo Embrapa 45 em relagdo a BR4 demonstra que
este é mais responsivo aos efeitos da inundacdo, sendo capaz de alterar o seu
metabolismo para o provimento de energia.

O etanol é provavelmente o maior produto de tecidos em plantas e sua rota
de formacdo é responsavel pela tolerancia ao déficit de O,. Ele é produzido
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sequencialmente pela acdo da PDC, através da oxidacdo e descarboxilagdo do
piruvato em acetaldeido, que € substrato para ADH produzir etanol (GOOD;
CROSBY, 1989).

As concentracbes de etanol normalmente encontradas em plantas séo
insuficientes para causar toxidade. Por outro lado, o etanol ndo é facilmente
metabolizado e, sendo sollvel 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; ROCHA et
al.,2010). Este fato explica provavelmente a queda dos teores de etanol em 24 e 72h
de hipdxia.
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Figura 1. Teor de etanol em raizes de soja das cultivares Embrapa 45 e BR 4, submetidas a diferentes
periodos de hip6xia do sistema radicular. Letras mailsculas comparam os tratamentos de normoxia e de
hipoxia entre si para os periodos de 0,5, 4, 24 e 72h e letras minUsculas comparam o tratamento de
norméxia ou de hipdxia isoladamente entre periodos de avaliagdo. Letras iguais ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

4. CONCLUSAO

O estresse por hipoxia em sistema hidropdnico é capaz de induzir em curtos
periodos o acumulo de etanol em raizes de soja em estadio V1, resultante da
atividade da fermentacdo alcodlica. Os resultados indicam que a capacidade de
rapida resposta € influenciada pelo gendétipo, sugerindo que Embrapa 45 apresenta
uma maior tolerancia a hipdéxia que o genotipo BR 4.
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