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Plantas de soja sob alagamento sofrem com a falta de 4gua e com o surgimento de
embolismo no xilema?

Resumo

Vérios fatores interferem no bom funcionamento das plantas. As mudancas climaticas, cada vez
mais contrastantes, viabilizam que hajam déficits em elementos essenciais para a bioquimica
vegetal. Todavia, contraintuitivamente, ndo somente climas secos afetam sua homeostase. Sob
alagamento, vegetais também sofrem com a falta de agua, por um fenébmeno denominado
embolismo. Logo, o objetivo da pesquisa foi de analisar dois genétipos da planta de soja, e como
se comportavam quando submetidos ao alagamento. As plantas, de ambos os gendtipos, foram
cultivadas e, posteriormente, submetidas ao alagamento. Apdés o tratamento, analisou-se o
comportamento fisiol6gico. Os dados coletados foram estatisticamente analisados e dissertados.
Em um primeiro momento, observou-se que a taxa fotossintética da planta de gendtipo tolerante
se manteve estavel em relacdo a sensivel, apos alagamento. O potencial hidrico manteve-se em
um padrdo quase linear para ambos 0s gendtipos, com poucas variagdes, e se recuperando
gradativamente apds o alagamento. Para analisar se os potenciais hidricos medidos seriam capazes
de induzir o embolismo a planta, utilizou-se os dados obtidos em um experimento com soja na
Australia, realizado em condicfes climaticas similares. Foi observado que, na soja tolerante, o
embolismo ocorreu em potenciais hidricos mais elevados em relagdo aos outros dois individuos.
Ainda, analisou-se os danos foliares, e notou-se que as plantas sensiveis ao alagamento
apresentaram maiores danos e recuperagdo demorada, diferentemente da planta de gendtipo
tolerante que, mesmo com taxa de danos foliares consideraveis, apresentou uma exponencial
recuperacdo apos o alagamento. Portanto, conclui-se que, possivelmente, plantas sensiveis
sofreram mais com o embolismo do xilema.
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INTRODUCAO

O baixo teor de 4gua e consequentemente baixo potencial hidrico (Yw) nos
tecidos vegetais € um dos fatores mais nocivos ao funcionamento das plantas (Sevanto et
al., 2014; Adams et al., 2017; Choat et al., 2018). Sob baixos ¥Yw, uma série de eventos
fisiologicos e bioquimicos acontecem nos tecidos das plantas, dentre eles a producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), com consequente dano a moléculas e estruturas
organicos como enzimas, componentes da maquinaria fotossintética (indicado pela
reducdo no rendimento quantico maximo do fotossistema 1) e membranas (indicado pelo
aumento na peroxidacdo lipidica) (Jiang and Zhang, 2002). Adicionalmente, quando as
plantas sdo expostas a baixos Ww, a tensdo gerada no xilema pode exceder um limite a
partir do qual bolhas de ar sdo puxadas para dentro do xilema, rapidamente se expandindo
e bloqueando o fluxo de agua no conduto (i.e. embolismo; Tyree and Sperry, 1989). O
embolismo induzido, por sua vez, reduz as condutancias hidraulicas, negativamente
afetando a fotossintese e o crescimento da planta como um todo, e em Gltima instancia,
tem sido associado a mortalidade de plantas (Sack and Holbrook, 2006; Brodribb et al.,
2007; Adams et al., 2017; Choat et al., 2018; Cardoso et al., 2020).

O déficit hidrico do solo (comumente conhecido como seca) corresponde ao
principal estresse que resulta na redugdo do Ww da planta (Choat et al., 2018; Cardoso et
al., 2020). No entanto, qualquer evento que afete o funcionamento das raizes (principal
orgdo responsavel pela absor¢do de agua do solo) pode potencialmente reduzir o ¥Yw dos
tecidos vegetais. Inicialmente, é contraintuitivo pensar que plantas que contenham suas
raizes totalmente submersas (i.e., alagamento do solo) possam sofrer com a falta de agua
em seus tecidos. Todavia, estudos recentes mostram a reducdo do Ww de folhas e caules
guando as plantas estdo alagadas (Toral-Juarez et al., 2021). Isso acontece uma vez que a
diminuicdo do oxigénio na rizosfera induz um aumento na fermentacéo alcéolica e lactica
nas raizes e consequente acidificacdo celular, resultando em ultima insténcia na reducéo

da atividade de proteinas de membrana de transporte de &gua chamadas aquaporinas
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(Aroca et al., 2012; Bailey-Serres and Colmer, 2014).

Embora alguns trabalhos mostrem redugdes no W¥w nas folhas de algumas espécies
sob alagamento (Toral-Juarez et al., 2021), ndo se sabe ao certo quais os menores Ww que
podem ser alcancados em plantas sob alagamento e se eles seriam suficientemente baixos
para induzir o embolismo no xilema em folhas e caules. Para realizacdo desse projeto,
selecionou-se a soja como planta modelo por ser uma cultura herbacea muito cultivada no
sul do Brasil em solos propensos ao alagamento (Ribas et al., 2021). Esse trabalho se
torna ainda mais relevante do ponto de vista ambiental, uma vez que sdo esperados
aumentos na intensidade e frequéncia de eventos de alagamento em algumas regides do
planeta com as mudancas climaticas ambientais (IPCC, 2018). Esse projeto faz parte do
projeto “mde” DESVENDANDO A ESTRUTURA E O FUNCIONAMENTO
HIDRAULICO DAS PLANTAS, submetido e aprovado pela Pro-Reitoria de Pesquisa e
Pds-Graduacdo de acordo com edital PRPPG 09/2020.

No projeto mencionado, objetivou-se o entendimento do funcionamento das
plantas com respeito ao movimento de agua no xilema (e potencialmente embolismo) sob
condicdes de seca, quando o potencial hidrico das plantas é reduzido a niveis drasticos.
Dessa forma, os objetivos desse projeto foram (i) avaliar a velocidade e a intensidade nas
quedas das taxas de trocas gasosas, incluindo fotossintese, (ii) quantificar a faixa minima
de Ww observada em plantas de soja durante e apos o alagamento, (iii) verificar se o Yw
minimo observado durante e/ou apds o alagamento é compativel com Ww limiar para
indugdo do embolismo em folhas e caules de soja, e (iv) verificar se os baixos ¥Yw
observados durante e/ou ap6s o alagamento é suficiente para induzir mortalidade em
folhas e/ou em plantas inteiras de soja.

M ETODOLOGIA

Todo o experimento foi realizado nas casas de vegetagdo do campus Santa Clara
da UNIFAL-MG. Plantas de soja foram cultivadas em vermiculita em potes de 5 L e

irrigadas todos os dias com solucdo nutritiva de Hoagland 25% até a capacidade de
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campo. Foram cultivadas por 60 dias nas casas de vegetacdo com luz e temperatura
naturais. Aos 60 dias, foram submetidas ao alagamento, colocando potes sem furos por
baixo do pote contendo as plantas e irrigadas até a formacdo de uma lamina de 2 cm de
altura depois do solo (Da-Silva and do Amarante, 2020). Os potes foram cobertos com
isopor envolto em papel aluminio para evitar crescimento de algas e oxigenacdo da
solugdo. Durante o alagamento, as plantas foram mantidas sob irrigacdo com solugédo
nutritiva de Hoagland 25% por 15 dias para manutencdo do nivel da agua. Depois de 15
dias de alagamento, 0 excesso de agua sera drenado por 15 dias adicionais. Todas as
medicdes foram realizadas a cada 3 dias durante o alagamento e pds-alagamento.

As trocas gasosas foram obtidas usando o sistema de trocas gasosas IRGA (LI-
6400XT; LI-COR Inc., Lincoln, NE, EUA), realizadas entre as 08:00 e 10:00 h em folhas
totalmente expandidas, sob radiagdo fotossinteticamente ativa (RFA) de 1000 umol fotons
m2s?, 25°C 400 pmol de CO2 mol™ ar e déficit de presséo de vapor entre 1,0 e 2,0 kPa.

As medicdes de potencial hidrico foliar foram realizadas na antemanhd (04:30 —
05:30 h) e ao meio-dia. As curvas de resisténcia do xilema ao embolismo das plantas de
soja foram realizadas de acordo com o método Optico utilizando plantas de soja néo
estressadas previamente (Brodribb et al., 2016). Anteriormente ao experimento, todas as
plantas foram hidratadas na noite anterior para garantir a reidratacdo maxima de seus
tecidos. Na manhd seguinte as plantas foram levadas ao laboratério, removidas do pote e
suas raizes lavadas. Folhas e caules foram posicionados sob uma lupa (M205A, Leica
Microsystems, Heerbrugg, Suica) e terd o desenvolvimento da cavitacdo gravado por
meio de fotos que foram tiradas a cada 2 min, usando-Se uma camera montada sobre a
lupa para a construcdo da curva tempo versus area cavitada. O potencial hidrico foi
medido nas folhas adjacentes a cada 6 h, usando-se uma bomba de Scholander para a
construcdo da curva tempo versus potencial hidrico. As imagens foram analisadas
quantificando-se as diferencas na transmissdo de luz através da folha utilizando um
método de subtracdo de imagens do Imagel. Para analisar a relacdo entre area cavitada
versus potencial hidrico, ambas as equagGes anteriores foram unificadas. O potencial

hidrico responsavel por 12%, 50% e 88% dos eventos de embolismo na folha e no caule
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foi entdo obtido utilizando as curvas de vulnerabilidade Optica.

O experimento foi realizado em delineamento experimental inteiramente
casualizado com dois tratamentos (controle e alagado/pds-alagado) e seis plantas por
tratamento (n = 6). Para cada tempo de analise, os parametros das plantas do controle
serdo comparados com o das plantas alagadas/pés-alagadas utilizando-se o teste t de
Student (P < 0,05), caso os dados sejam normais e homocedasticos, ou utilizando o teste

de Mann-Whitney (P < 0,05), caso os dados ndo sejam normais ou homocedasticos.

RESULTADOS E DlscussAo

Plantas controle de ambos gendtipos apresentaram valores de fotossintese
semelhantes (c. 20 a 25 pmol m-2 s -1) (Fig. 1). Assim como comumente observado em
experimentos de casa de vegetacdo cujas condicdes de luz, temperatura e umidade relativa
ndo sdo totalmente controladas, as trocas gasosas das plantas controle variaram ao longo
do experimento dependendo das condi¢cBes ambientais externas as quais as plantas
estavam submetidas. Fotossintese de plantas tolerante alagadas diminuiram em relacéo ao
controle apenas apds 12 dias de alagamento, o que foi mantido aos 18 dias de alagamento
(Fig. 1A e C). Nas plantas sensivel, as quedas em fotossintese das plantas alagadas em
relacdo ao controle se deu ap6s apenas seis dias (Fig. 1B e C). A fotossintese das plantas
alagadas de ambos o0s gendtipos retornou a valores semelhantes ao controle apenas 12 dias
apos a reoxigenacdo (Fig. 1A-C).
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Figura 1. (A) Fotossintese de gendétipos de soja tolerante e (B) da sensivel ao alagamento
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e (C) valores relativos de fotossintese de plantas alagadas em relacdo ao controle (%). As
regides em azul indicam o periodo de alagamento. Dados em verde referem-se ao
gendtipo tolerante (PelBR 15-7015c), em vermelho ao genotipo sensivel (PelBR 15-
7060), circulos as plantas controle, quadrados as plantas alagadas. Dados sdo medias (n =
6) + erro padrdo. As médias de plantas alagadas e controle foram comparadas pelo teste t
de Student (ns ndo significativo, * P > 0.05, ** P > 0.01, *** P > 0.001).

Nas plantas controle de ambos gendtipos € visivel um padrdo quase linear com
variacfes minimas no potencial hidrico foliar (Fig. 2). Em contrapartida, nota-se que,
durante o periodo de alagamento, ambos 0s gen6tipos apresentaram reducdes no potencial
hidrico, se diferindo do controle. Plantas do gendtipo tolerante apresentaram, no entanto,
potenciais hidricos mais negativos durante o alagamento, atingindo valores menores do
que -1.2 MPa, enquanto plantas do gendtipo tolerante apresentaram sempre valores
maiores do que -1.0 MPa, mesmo apo6s 18 dias de alagamento. Ap6s a retirada do
alagamento, houve em ambos 0s gendtipos a recuperacdo gradativa do potencial hidrico

até valores proximos (mas ainda sim menores estatisticamente) do controle.
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Figura 2. (A) Potencial hidrico foliar dos genotipos de soja tolerante e (B) sensivel ao
alagamento. As regides em azul consistem no tempo de alagamento das mudas. As
regibes em azul indicam o periodo de alagamento. Dados em verde referem-se ao
gendtipo tolerante (PelBR 15-7015c), em vermelho ao genotipo sensivel (PelBR 15-

7060), circulos as plantas controle, quadrados as plantas alagadas. Dados sdo medias (n =
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6) + erro padrdo. As médias de plantas alagadas e controle foram comparadas pelo teste t
de Student (ns ndo significativo, * P > 0.05, ** P > 0.01, *** P > 0.001).

Para verificar se os potenciais hidricos atingidos pelas plantas de soja durante e
apos alagamento seriam suficientes para induzir o embolismo, seria importante que
plantas de ambos os gendtipos fossem avaliadas e curvas de embolismo ao longo da
desidratacdo foliar fossem realizadas. No entanto, a coleta desses dados para plantas de
ambos 0s gendtipos ndo foi possivel devido as limitagdes de equipamentos e a saida da
prof. Amanda Cardoso da UNIFAL-MG para ingresso como professora na Universidade
Estadual da Carolina do Norte nos EUA no final de abril de 2022. Assim, decidiu-se
exibir resultados obtidos com plantas de soja cultivadas na Australia em 2017 em
condi¢cdes ambientais similares as plantas de ambos 0s geno6tipos crescidas na UNIFAL-
MG. Os resultados obtidos na Australia mostram que plantas de soja comegam a exibir
embolismo a partir de -1.0 MPa. No entanto, ha variacdo entre os trés individuos
avaliados, e o individuo mais resistente comecou a exibir embolismo na folha a partir de -
1.7 MPa. Isso mostra como as folhas de soja podem ser diferentes entre si (variagdo intra-
especifica) e que ao longo da copa diferentes folhas podem ter diferentes niveis de
embolismo para 0 mesmo potencial hidrico. De forma geral, o potencial hidrico associado
a 50% de embolismo na folha (P50) para as trés repeticdes foi de -1.30 MPa.
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Figura 3. Acumulo de embolismo durante desidratacdo em folhas de soja (n = 3)
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cultivada na Australia (sob 25°C e luz natural) em 2017.

A partir de 12 dias de alagamento, plantas de ambos 0s genotipos comecaram a
apresentar folhas com danos (Fig. 4). Os danos nas folhas observados no genotipo
tolerante durante o periodo de alagamento sdo notaveis, de tendéncia exponencial,
todavia, com recuperacdo significativamente rapida (Fig. 4A). De forma contréria,
observa-se para 0 genotipo sensivel, uma taxa similar de folhas com danos (c. 20%), que
se inicia antes e apresenta uma recuperacdo lenta ao longo dos dias apds o final do
alagamento (Fig. 4B). O aumento de folhas com danos nas plantas controle de ambos os

genotipos acontece uma vez que as plantas atingiram avancado estagio reprodutivo nesse

periodo.
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Figura 4. (A) Porcentagem folhas que apresentaram danos dos gendtipos de soja tolerante
e (B) sensivel ao alagamento. As regides em azul indicam o periodo de alagamento.
Dados em verde referem-se ao gendtipo tolerante (PelBR 15-7015c¢), em vermelho ao
gendtipo sensivel (PelBR 15-7060), circulos as plantas controle, quadrados as plantas
alagadas. Dados sdo médias (n = 6) + erro padrdo. As médias de plantas alagadas e
controle foram comparadas pelo teste t de Student (ns néo significativo, * P > 0.05, ** P
>0.01, *** P >0.001).

De modo geral, poucas diferengas foram observadas nas respostas das plantas dos
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genotipos sensivel e tolerante durante e apds o alagamento. Apos 18 dias de alagamento,
os valores de fotossintese de ambos os gendétipos foram reduzidos a aproximadamente
30% dos valores do controle e a recuperacdo fotossintética apos o alagamento se deu de
modo muito semelhante entre os genotipos (Fig. 1C). Isso demonstra uma capacidade
similar de resposta ao alagamento entre esses dois gendtipos em condi¢des de casa de
vegetacdo, em contraste com o que foi observado em experimentos de campo no Rio
Grande do Sul pela EMBRAPA (artigo em preparacdo). Variacdes entre respostas de
plantas cultivadas na casa de vegetacdo e no campo Sa0 comuns, uma vez que na casa de
vegetacdo as condi¢bes sdo mais controladas e no campo multiplos fatores abidticos e
abidticos contribuem para as respostas vegetais, exacerbando varia¢fes genéticas (Birch,
2007).

No entanto, algumas diferencas sdo dignas de menc¢do. O potencial hidrico, por
exemplo, atingiu valores consideravelmente mais negativos durante o alagamento nas
plantas sensiveis (c. -1.20 MPa) do que nas plantas tolerantes (c. -1.0 MPa) (Fig. 2), o que
pode ter resultado em niveis iniciais (menores do que 50%) de embolismo nas folhas
sensiveis, mas ndo nas tolerante, caso a resisténcia ao embolismo destas plantas de soja
sejam semelhantes as das plantas de soja cultivadas na Australia (Fig. 3). A ocorréncia de
embolismo no gen6tipo sensivel, mas ndao no tolerante, poderia explicar, por exemplo, as
maiores taxas de dano foliar nas plantas sensiveis do que nas tolerante mesmo depois da
remocao do alagamento, uma vez que a presenca de embolismo foliar foi recentemente
apontada como diretamente responsavel por danos foliares visiveis (Cardoso et al., 2020).

Mais uma vez esses resultados contrastam com resultados obtidos pela
EMBRAPA sob condicbes de campo, onde plantas sensiveis tiveram menor producdo de
vagens no pos-alagamento devido a alta mortalidade de folhas e até de plantas inteiras

(artigo em preparacao).

CONCLUSC)ES ou CONSIDERACC)ES FINAIS

Comparando as dinamicas de potencial hidrico em plantas de soja durante o alagamento
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com dados previamente coletados de resisténcia ao embolismo na espécie, observa-se que
é possivel que plantas do gendtipo sensivel, mas ndo do tolerante, tenham apresentado
niveis basais (menores que 50%) de embolismo durante esse estresse. No entanto, para a
confirmacdo desses resultados, curvas de vulnerabilidade em outras condi¢cdes ambientais
do Brasil e com os dois genotipos precisam ser realizadas no futuro. Em consequéncia de
um potencial nivel de embolismo diferencial durante o alagamento, plantas sensiveis
apresentam maiores danos foliares apos o periodo de recuperacdo. Esse maior dano foliar,
no entanto, ndo resulta em menores acimulos de massa seca de folhas, raizes e vagem

nesse gendtipo apds a recuperacdo do alagamento.
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