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RESUMO

RESPOSTAS FISIOLOGICAS DE GENOTIPOS DE SOJA (Glycine max (L.) Merrill)
EM RELACAO AOS NIVEIS DE COBRE

AUTORA: Raissa Schwalbert
ORIENTADOR: Fernando Teixeira Nicoloso

O uso prolongado de fungicidas com cobre (Cu) em sua composicdo, utilizados para o
controle de doengas fungicas em videiras, vem ocasionando o acimulo de Cu no solo. Isso é
observado em vinhedos de varios paises, inclusive no Brasil, nos vinhedos da Campanha
Gaucha. O revolvimento do solo potencializa a oxidagdo da matéria organica e aumenta a
disponibilidade de Cu, que em excesso é tdxico as plantas jovens de videira transplantadas em
solos de vinhedos erradicados. Dessa forma, o uso de culturas anuais, como a soja, depois da
erradicacdo dos vinhedos, pode fitoextrair ou fitoestabilizar o Cu no solo diminuindo o seu
potencial toxidez. Além disso, a soja pode fixar N atmosférico, incrementando a
disponibilidade de N no solo, o que é importante em solos com baixo teor de matéria
organica. Para isso, se faz necessario estudar as respostas fisiologicas da cultura quando
exposta ao excesso de Cu, bem como avaliar quais as cultivares sdo mais adaptadas para essa
condicdo. O objetivo do estudo foi avaliar respostas fisioldgicas de diferentes gendtipos de
soja e a influéncia do revolvimento do solo sobre a fitotoxicidade do Cu as plantas. Para isso,
dois estudos foram realizados. O estudo 1 foi conduzido em sistema hidropbnico sendo os
tratamentos compostos por concentracdes de Cu (0,5, 20 e 40 uM de Cu) e cultivares de soja
(NA 5909 RG, DM 5958 RSF IPRO, M 6410 IPRO e DM 6563 RSF IPRO). Apos 21 dias de
cultivo, foram avaliadas as trocas gasosas da folha, a atividade das enzimas SOD e as
concentracdes de H20. e de TBARS, a massa seca de raizes e de parte aérea e a concentracdo
de Cu nos tecidos. O estudo 2 foi conduzido em canos de PVC contendo solo de vinhedo e
solo de campo natural. O solo foi coletado com estrutura indeformada e deformada. O solo
proveniente de campo natural foi corrigido e adubado. Sementes de cultivares de soja (DM
5958 RSF IPRO e M 6410 IPRO) foram inoculadas e semeadas nas colunas de solo. Foram
realizadas as mesmas avaliacbes do estudo 1 acrescido da atividade da POD. As plantas
cultivadas em concentracdes mais elevadas de Cu em ambos 0s estudos apresentaram menor
producdo de massa seca e taxa fotossintética, e maior concentracdo de Cu nos tecidos. No
estudo 1, a cultivar M 6410 IPRO foi a menos sensivel ao excesso de Cu. Essa cultivar
manteve a mais alta taxa fotossintética quando exposta a maior concentracdo de Cu, e
acumulou grandes concentragdes de Cu nas raizes sem reduzir a producdo de massa seca
radicular, possivelmente devido a maior atividade das enzimas SOD. Por outro lado, a
cultivar DM 5958 RSF IPRO reduziu drasticamente sua taxa fotossintética e sua producao de
massa seca em excesso de Cu. No estudo 2, para a estrutura de solo indeformada, o solo de
vinhedo foi mais prejudicial sobre a fisiologia das plantas do que o solo de campo natural. O
revolvimento do solo mostrou-se prejudicial as plantas em comparacgdo ao solo com estrutura
indeformada, mas essa resposta ocorreu em solos de ambas origens (vinhedo e campo
natural), mostrando que o efeito negativo do revolvimento ndo estd relacionado somente ao
aumento da disponibilidade de Cu no solo.

Palavras-chave: Metal Pesado. Fotossintese. Sistema Antioxidante. Producdo De Massa Seca.
Sistema De Manejo Do Solo.



ABSTRACT

PHYSIOLOGICAL RESPONSES OF SOYBEAN GENOTYPES (Glycine max (L.)
Merrill) IN RELATION TO COPPER LEVELS

AUTHOR: Raissa Schwalbert
ADVISOR: Fernando Teixeira Nicoloso

Prolonged use of copper-based fungicides, that are used to control fungal diseases in vines,
has led to the accumulation of Cu in the soil. This accumulation of Cu is observed in
vineyards of several countries, including Brazil, such as the Campanha Gadlcha region
vineyards. Soil mobilization increases organic matter oxidation and it increases copper
availability, which in excess is toxic to young vine plants transplanted into soils of eradicated
vineyards. Thus, after vineyard eradication, the using of annual crops, such as soybean, can
phytoextract or phytostabilize Cu in the soil, reducing its toxicity to plants. In addition,
soybean can fix atmospheric N, increasing the N availability in soil, which is important in
soils with low organic matter content. However, it is necessary to study soybean physiological
responses to high Cu concentrations, and which soybean cultivars would be better adapted to
this condition. The objective of the study was to evaluate the physiological responses of
different soybean genotypes and the influence of soil mobilization on Cu phytotoxicity to the
plants. Two studies were performed. Study 1 was conducted in hydroponic system and the
treatments were composed of Cu concentrations (0.5, 20 and 40 uM Cu) and soybean
cultivars (NA 5909 RG, DM 5958 RSF IPRO, M 6410 IPRO and DM 6563 RSF IPRO). 21
days after cultivation, leaf gas exchange was measured, SOD activity and H.O, and TBARS
concentrations in plants were evaluated. Dry matter of roots and dry matter of shoots, and Cu
concentration in the tissues were obtained. Study 2 was performed in PVC tubes containing
vineyard soil and natural field soil. Soil was collected with undisturbed and disturbed
structure. Natural field soil was submitted to liming and fertilization. Seeds of soybean
cultivars (DM 5958 RSF IPRO and M 6410 IPRO) were inoculated and sown in soil tubes.
The same evaluations of study 1 plus the POD activity were performed. In both studies, plants
grown at higher concentrations of Cu had lower dry mass production and lower
photosynthetic rates, and they had higher Cu concentrations in tissues. In study 1, cultivar M
6410 IPRO was the least sensitive cultivar to Cu excess. This cultivar maintained the highest
photosynthetic rate when exposed to higher Cu concentrations, and accumulated large
concentrations of Cu in roots without reducing root dry mass production. It possibly have
happened due to the higher SOD activity. On the other hand, the cultivar DM 5958 RSF IPRO
drastically reduced its photosynthetic rate and its dry mass production in Cu excess. In study
2, for undisturbed soil structure, vineyard soil was more harmful to plant physiology than
natural field soil. However, this response occurred in both soil types (vineyard and natural
field), showing that the negative effect of tillage is not only related to the increase of soil
availability Cu.

Keywords: Heavy Metal. Photosynthesis. Antioxidant System. Dry Matter Production. Soil
Management System.
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1 INTRODUCAO GERAL

O Rio Grande do Sul (RS) é o maior estado vitivinicola do Brasil. Neste cenério, a
maior e mais tradicional regido produtora é a Serra Gaucha. Porém, nas Ultimas décadas, a
atividade tem se expandindo para outras regides dentro do estado, principalmente para a
regido da Campanha Galcha, a qual concentra parte da producdo de uvas destinadas a
elaboracdo de vinhos finos e espumantes. Na Campanha Gaucha, o cultivo de videiras teve
inicio na década de 1970, em &reas anteriormente destinadas a pecuaria de corte. A expansdo
do cultivo da videira, se deve em grande parte ao clima da regido, o qual é mais favoravel ao
crescimento e desenvolvimento da cultura em relacdo a regido da Serra Galcha. Entretanto, as
precipitacbes pluviométricas ainda podem ser consideradas elevadas para a videira, 0 que
favorece a incidéncia de doencas fingicas, como o mildio (Plasmopara viticola). Por isso,
torna-se necessario a aplicacdo de produtos fitossanitarios para o controle dessas doencas.
Entre os principais fungicidas utilizados no controle das doencas, estd a calda bordalesa
(Ca(OH)2 + CuSO0a4), que além de alta eficiéncia no controle, apresenta baixo custo. Contudo,
em sua composicao, este fungicida apresenta alta quantidade de cobre (Cu), que somado as
frequentes aplicagdes durante o ciclo produtivo, pode adicionar anualmente até 30 kg ha™* de
Cu no solo, o que potencializa o risco de contaminacdo de aguas superficiais e pode atingir
teores toxicos as plantas, como ja acontece em varios paises do mundo com tradicdo na
producdo de uvas.

Apesar do Cu ser um elemento essencial as plantas, quando presente em elevadas
concentracdes no meio, pode acumular-se nos tecidos vegetais e causar respostas negativas
em nivel fisiolégico e bioquimico, o que pode levar a inibicdo do crescimento e
desenvolvimento das plantas. Um dos principais processos afetados pela a¢do toxica do Cu é a
fotossintese, onde o metal pode inibir a transferéncia de elétrons na cadeia transportadora, a
sintese de pigmentos e a atividade de enzimas do ciclo de Calvin. Devido a sua capacidade
redox, o Cu pode catalisar a producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) como o radical
hidroxil (OH") formado através da reacdo de Fenton. Caso o sistema antioxidante da planta
ndo seja capaz de detoxificar o excesso de EROs, estas podem reagir com constituintes
celulares e causar estresse oxidativo.

Os solos arenosos, como o0s da regido da Campanha Galcha, apresentam baixo teor de
matéria organica (MOS) e de 6xidos, hidréxidos e Oxi-hidroxidos de Fe e Al, que constituem
0s principais sitios de adsor¢do do Cu no solo. Dessa forma, expressiva quantidade de Cu esta

presente em formas trocaveis e sollveis, devido a baixa capacidade de adsorcdo destes solos,
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0 que aumenta o risco de fitotoxicidade. Associado a isso, o revolvimento do solo no
momento do replantio do vinhedo pode potencializar a oxidacdo da MOS e aumentar a
disponibilidade do Cu. Plantas de videiras jovens cultivadas nesses solos com altos teores de
Cu, apresentaram sintomas de toxidez como reducdo no crescimento e no acumulo de
macronutrientes, alteracbes morfoldgicas em raizes, reducdo da absorcdo de nutrientes e do
crescimento da parte aérea.

A reducdo ou suspensdo das aplicacbes de fungicidas que contém Cu em sua
composicdo caracteriza-se como medida inicial para remediacdo dos solos contaminados.
Entretanto, é necessario desenvolver estratégias de remediacdo, que reduzam a
biodisponibilidade do metal presente no solo, mantendo os solos férteis e produtivos, além de
reduzir o risco de contaminacdo ambiental pela transferéncia do elemento a outros ambientes.
O cultivo de plantas anuais no momento da erradicagdo de um vinhedo antigo promove
beneficios através da rotacdo de culturas, contribuindo para a melhoria do ecossistema. 1sso
além de reduzir a incidéncia de doencas, promoveria um aporte de material vegetal a
superficie do solo, o que potencialmente auxiliaria na fitoimobilizacédo e fitoextracdo do Cu,
diminuindo a sua toxidez as plantas. Além disso, a inclusdo de plantas que fixam
simbioticamente o N2, contribui para aumentar o contetdo de nitrogénio do solo, uma
contribuicdo importante em solos com baixo teor de matéria organica. A soja € uma
leguminosa fixadora de N2 e atualmente é considerada a oleaginosa de grdos com maior
importancia econdmica no cenario agricola mundial. Dessa forma, sua utilizacdo pode ser
uma alternativa interessante na fitoestabilizacdo e fitoextracdo de metais pesados em solos
contaminados, além de proporcionar uma fonte de renda.

Para isso, estudar as respostas fisiologicas que as plantas de soja podem apresentar
frente a estresses abidticos, como em solos contaminados, pode ajudar a desvendar as
estratégias empregadas na absorcao, acumulacdo e tolerancia aos metais pesados. Da mesma
forma, é necessario estudar quais cultivares de soja por apresentam maior tolerancia ao Cu, e

assim, poderiam ser cultivadas em ambientes contaminados.

1.1 HIPOTESES

1- ConcentragOes elevadas de Cu no meio aumentam a concentracdo de Cu nas
plantas causando diminuicdo da fotossintese e crescimento e alteracGes
bioguimicas, mas cultivares com ciclos de crescimento maiores apresentam maior

tolerancia.
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2- O revolvimento do solo aumenta a disponibilidade de Cu em solos arenosos e com
baixo teor de matéria organica, o que prejudica o crescimento das plantas em solos

de vinhedos.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Auvaliar respostas fisiologicas de diferentes gendtipos de soja e a influéncia do
revolvimento do solo sobre a fitotoxicidade do Cu as plantas.

1.2.2 Objetivos Especificos

1- Avaliar os parametros fotossintéticos, bioquimicos, producdo de massa e
concentragdo de Cu em cultivares de soja cultivadas em excesso de Cu no meio,
visando a selecédo de cultivares mais tolerantes.

2- Avaliar o efeito do revolvimento do solo contaminado por Cu sobre biomassa,
concentracdo de Cu nas folhas, parametros fotossintéticos e bioquimicos de

estresse oxidativo em soja.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 DINAMICA DO COBRE NO SOLO

O cobre (Cu) é considerado um metal pesado porque € um elemento quimico metélico
com densidade atémica maior do que 6 g dm e niimero atdmico maior que 20 (McBRIDE,
1994), podendo ser tdxico aos seres vivos quando presente em concentracdes elevadas. A
disponibilidade de Cu no solo varia naturalmente de acordo com a composicdo do material de
origem e com os processos de formagédo do solo (ABREU et al., 2012). O Cu é um dos metais
pesados menos moveis no solo devido a sua forte adsorcdo em coldides organicos e
inorganicos (BRADL, 2004; CROUE et al., 2003).

A maior parte do Cu que ¢ adicionado no solo permanece nas camadas superficiais,
sobretudo complexado na matéria orgénica do solo (MOS) (BRUN et al., 1998; OLIVEIRA et
al., 2005). Nessa fracdo, o Cu é retido principalmente pelos &cidos humicos e fulvicos,
formando complexos estaveis (SILVA; SA MENDONGCA, 2007), com elevada energia de
ligacdo, 0 que pode resultar na formacao de complexos de esfera interna (SPARKS, 1995). O
Cu apresenta alta afinidade de ligacdo aos grupos funcionais da MOS, incluindo grupos
contendo S e N, bem como grupos carboxilicos e fendlicos (CROUE et al., 2003) que
conferem alta energia de ligacédo e baixa reversibilidade (CASALI et al., 2008).

Na fracdo inorganica do solo, os principais componentes que influenciam as reacdes
de adsorcdo dos metais, como o Cu sdo os oxidos, hidroxidos e oxi-hidroxidos de Fe e Al, e
o0s grupos funcionais nas periferias dos argilominerais (BRADL, 2004). Além da quantidade e
qualidade da MOS, e de argilominerais no solo, outro fator que também exerce uma forte
influéncia na dindmica do Cu no solo é o pH (CHAIGNON; HINSINGER, 2003). Em geral,
em solos acidos, os metais apresentam maior mobilidade, enquanto que condi¢bes de pH
acima de 6,0 favorecem a sua retencdo, principalmente em solos altamente intemperizados
(SODRE; LENZI; COSTA, 2001).

2.2 EXCESSO DE COBRE EM SOLOS DE VINHEDO

A contaminacdo do solo com Cu resulta principalmente de atividades humanas, como
a fundicdo, mineracdo e utilizacdo excessiva de produtos fitossanitarios que contém Cu em
suas formulagbes em préticas agricolas (BRUN; LE CORFF; MAILLET, 2003; EPSTEIN;

BASSEIN, 2001). Dessa forma, a viticultura destaca-se pelo uso desses produtos com Cu em
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sua composicao, para o controle preventivo de doencas fungicas em videiras, como o mildio,
causado pelo fungo Plasmopara viticola (MACKIE; MUELLER; KANDELER, 2012). Entre
os principais fungicidas utilizados no controle das doencas, esta a calda bordalesa (Ca(OH). +
CuSOg4), que consiste em uma suspensdo coloidal obtida pela mistura de sulfato de Cu,
hidréxido de Ca e 4gua. Além de alta eficiéncia no controle, a calda bordalesa apresenta baixo
custo, e por essa razdo, ao longo do ciclo da cultura realizam-se frequentes aplicacGes desse
fungicida, o que tem ocasionado o acimulo de Cu em solos de vinhedos (BRUNETTO et al.,
2014). Estima-se que 8 a 30 kg de Cu ha ano™ sejam aplicados via fungicidas em vinhedos
do Sul do Brasil (BRUNETTO et al., 2014; CASALI et al., 2008). Parte do Cu aplicado via
fungicidas é depositado na superficie adaxial das folhas, sendo lavado pela precipitacdo
pluviométrica e depositado sobre a superficie do solo. Além disso, folhas senescentes
contendo Cu na sua superficie também sdo fonte de adicdo de Cu a superficie do solo
(NACHTIGALL; NOGUEIROL; ALLEONI, 2007). Na Europa, a utilizagdo repetitiva de
fungicidas cupricos desde o final do século 19, tem sido responsavel pelo grande aumento do
teor total de Cu nas camadas superficiais dos solos de vinhedos (FERNANDEZ-CALVINO et
al., 2008; MICHAUD et al., 2007; TOSELLI et al., 2009).

No Brasil, 0 Rio Grande do Sul é o principal estado vitivinicola, onde a mais de trés
décadas a regido da Campanha Galcha vem destacando-se como uma importante produtora
de uvas viniferas (GIROTTO et al., 2016). Nessa regido, o inicio do cultivo de videiras
ocorreu em areas anteriormente ocupadas com campo natural, destinadas & pecuéria de corte,
que a partir da década de 1970 foram convertidas a vinhedos (PROTAS; CAMARGO, 2011).
Atualmente, essa regido concentra grande parte da producdo de uvas destinadas a elaboragédo
de vinhos finos e espumantes (FLORES; MEDEIROS, 2013). A regido da Campanha Gaucha
oferece boas condi¢fes edafoclimaticas para o cultivo da videira, entretanto, as precipitacdes
pluviométricas ainda podem ser consideradas elevadas para a cultura, 0 que requer um
namero alto de aplicacdes de fungicidas. Dentre os fungicidas, utiliza-se principalmente os
clpricos, cujo uso repetido vem resultando no acimulo de Cu nos solos (CAMBROLLE et
al., 2015; GIROTTO et al., 2014; MIOTTO et al., 2014; SANTANA et al., 2015).

Os solos de vinhedo utilizados nesse estudo apresentaram teores de Cu disponivel
acima de 60 mg dm= (extraido por Mehlich-1). No entanto, o contetido de Cu em solos de
vinhedos pode ter ampla variagdo nos paises produtores de uvas no mundo, devido
principalmente a diferencas fisico-quimicas entre os solos e as condigdes climaticas, tais
como a precipitagdo pluviométrica, que determina a incidéncia de doengas fungicas e,

consequentemente, a quantidade de Cu aplicada (KOMAREK et al., 2010). Esta situago
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merece maior atencdo nos solos da Campanha Gaucha, pois estes apresentam baixos teores de
argila (em geral < 10%), de matéria organica (<1%) e, portanto, baixa capacidade de adsor¢do
de Cu. Associado a isso, esses solos apresentam predominancia de argilominerais 1:1, como a
caulinita, que possui baixa substituicdo isomorfica, e baixa densidade de cargas negativas
(CTC) (McBRIDE, 1994). Estas caracteristicas conferem uma baixa capacidade de adsor¢do
de Cu (BRADL, 2004), sendo que a maior parte do metal permanece fracamente adsorvida,
podendo facilmente ser dessorvida para a solucdo do solo e entdo ficar passivel de absorcéo
pelas plantas (MIOTTO et al., 2014).

2.3 MANEJO DO SOLO SOBRE A DISPONIBILIDADE DO COBRE E A MICROBIOTA
DO SOLO

A MOS constitui um sistema complexo de substancias, cuja dindmica é governada
pela adicdo de residuos organicos de diversas naturezas e por uma transformacéo continua sob
acdo de fatores bidticos e abidticos (GUERRA et al., 2008). As camadas superficiais do solo
geralmente apresentam os maiores teores de MOS, devido a deposi¢do do material vegetal. A
MOS tem grande importancia na retencdo de cations e complexacdo de elementos tdxicos,
como o Cu, devido as cargas negativas presentes na superficie dos agregados (BAYER,;
MIELNICZUK, 2008). O Cu tem alta reatividade com grupos funcionais contendo S e N,
bem como grupos carboxilicos e fendlicos da MOS (CROUE et al., 2003). Essa alta afinidade
de ligacdo do Cu com as cargas da MOS, que confere alta energia de ligacdo (CASALI et al.,
2008), aumenta a sua complexacdo e, consequentemente, reduz sua disponibilidade e
mobilidade no solo, reduzindo o seu potencial fitotoxico (BRUNETTO et al., 2014). Isso é
observado em sistemas de cultivo ndo submetidos ao revolvimento do solo, como o sistema
de semeadura direta. Entretanto, quando o solo € submetido ao revolvimento, como ocorre no
sistema convencional de cultivo, a area superficial especifica da MOS é aumentada devido a
desagregacdo do solo, o que permite a entrada de oxigénio e estimula a decomposi¢ao
microbiana. Dessa forma, o Cu que estava ligado a superficie dos col6ides torna-se disponivel
podendo causar fitotoxicidade as plantas (TOSELLI et al., 2009).

Outro fator afetado pelas praticas agricolas de manejo de solo € a atividade microbiana
do solo. Esses organismos atuam nos processos de decomposicdo da MOS, participando
diretamente no ciclo biogeoquimico dos nutrientes, e dessa forma mediam a sua
disponibilidade no solo (GRISI; GRAY, 1986). Em solos ndo revolvidos, a mineralizagédo da

MOS ocorre mais lentamente, e isso ocasiona menores perdas de C e N, o que favorece a
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comunidade microbiana do solo como um todo, resultando em maior biomassa e atividade
microbiana nesse solos (CAMPOS et al., 2016). Por outro lado, o revolvimento do solo
estimula a perda de C e N através de COz e NH3 pela oxidagdo da MOS (OMONODE et al.,
2011), isso leva a muitas mudancgas na composi¢do da microbiota do solo (FIERER et al.,
2012), promovendo sua diminui¢do (PEREZ; RAMOS; McMANUS, 2005). Em um mesmo
solo, o revolvimento pode duplicar a taxa de perda da MOS e de perda de C e N, em relacdo a
um sistema de manejo sem revolvimento (BAYER; MIELNICZUK; MARTIN-NETO, 2000).

Esses efeitos causados pelo revolvimento do solo podem ser agravados em solos como
o0 utilizado nesse estudo, devido apresentar baixa protecdo fisica & MOS, pela inexpressiva
interacdo organomineral entre a MOS e éxidos de Fe e Al. Estes, sdo os principais minerais
responsaveis pela sorcdo de compostos organicos, e sdo apontados como a classe de minerais
mais importante na estabilizacgdgo da MOS (LOURENZI et al., 2011; WISEMAN;
PUTTMANN, 2005).

2.4 COBRE NA FISIOLOGIA DAS PLANTAS

O Cu é um elemento essencial aos vegetais pois atua como componente estrutural e
catalitico de varias proteinas e enzimas que estdo envolvidas em processos metabolicos
(PILON et al., 2006), como na fotossintese, na respiracdo, no metabolismo de carboidratos e
reproducdo (KABATA-PENDIAS, 2011). Em cloroplastos de plantas, ocorrem trés proteinas
cUpricas principais; a plastocianina, a polifenol oxidase e a superoxido dismutase (Cu/Zn-
SOD) (RAVET et al., 2011). A plastocianina é uma proteina localizada no limen de tilacoides
de plantas, e é responsavel pelo transporte de elétrons entre o citocromo b6f e o fotossistema |
na fase fotoquimica da fotossintese (YRUELA, 2013). A polifenol oxidase catalisa a
hidroxilagdo de monofendis em o-difendis e a oxidacdo destes ultimos para produzir o-
quinonas (MAYER, 2006). As enzimas superéxido dismutase (Cu/Zn-SOD) estdo presentes
nos peroxissomos, no citosol e no estroma dos cloroplastos, e agem na dismutacdo do radical
superéxido (O2™) a H2.0, (BURKHEAD et al., 2009; PILON; RAVET; TAPKEN, 2011). O
Cu também € importante para a citocromo c oxidase, uma oxidase terminal da cadeia
respiratoria nas mitocéndrias (CARR; WINGE, 2003), e atua como receptor de etileno na
membrana (BORGHI et al., 2007). Outras proteinas também requerem Cu, tais como
ascorbato oxidases e amina oxidases (COHU; PILON, 2010).

Entretanto, quando presente em altas concentracdes, pode proporcionar efeitos toxicos

ao tecido vegetal, inibindo o crescimento e o desenvolvimento das plantas, bem como causar
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desbalancos nutricionais nas plantas (KABATA-PENDIAS, 2011; WENG et al., 2005; XU et
al., 2006). Plantas que crescem em ambientes com altos teores de Cu disponiveis podem
acumular elevada quantidade deste metal em seus tecidos (KABATA PENDIAS, 2011),
sendo que o efeito primario da toxidez de Cu na maioria das espécies vegetais ocorre nas
raizes, podendo apresentar rachaduras e danos na cuticula, causando reducdo significativa na
absorcéo de agua e de nutrientes pelas raizes (CHEN et al., 2013; KOPITTKE et al., 2009).
Além disso, elevadas concentraces de Cu no substrato podem levar a translocacdo do metal
para a parte aérea e, dessa forma, interferir em véarios processos fisiologicos, como a
fotossintese (CAMBROLLE et al., 2013). O excesso de Cu na parte aérea pode impedir a
transferéncia de elétrons na cadeia transportadora, causar danos as membranas do cloroplasto,
inibir a formac&o e/ou alterar a estrutura dos pigmentos fotossintéticos e impedir a sintese ou
atividade das enzimas do ciclo de Calvin (GONZALEZ-MENDOZA et al., 2013; JOHN et
al., 2009; KUPPER et al., 2002; YRUELA, 2005).

Somado a isso, 0 acimulo de Cu na planta pode causar respostas bioquimicas de
estresse oxidativo devido ao efeito toxico que causa nas plantas (CAMBROLLE et al., 2012;
MATEOS-NARANJO et al., 2013). O Cu pode catalisar a formacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) em funcdo de oscilar entre as formas reduzida (Cu*) e oxidada (Cu*?) dentro
da planta. A terminologia EROs inclui os radicais livres, que sdo espécies reativas que
possuem um elétron desemparelhado em seu ultimo orbital, e outras, que embora nédo
possuam elétrons desemparelhados, sdo muito reativas em decorréncia de sua instabilidade
eletronica (MARRONI, 2002). Dentre elas, encontra-se 0 O>™, o qual é produzido por meio
de uma reducdo do oxigénio através de varios mecanismos, podendo ser resultado de uma
transferéncia de elétrons na mitocondria ou cloroplastos (BREUSEGEM et al., 2001; GILL;
TUTEJA, 2010). Nas células, o O2™ é convertido a H.O através da dismutacao realizada pela
enzima superoxido dismutase (SOD) (PILON; RAVET; TAPKEN, 2011). O H20, também ¢
uma ERO, porém menos reativa que 0 O>™ e relativamente estavel, o que pode facilitar a sua
difusdo através das membranas (MITTLER, 2002). Contudo, na presenca de metais de
transicio como o Cu?*, o H,O2 pode gerar o radical OH" através da reacdo de Fenton (GILL;
TUTEJA, 2010). O OH" e provavelmente um dos radicais mais reativos dentre as EROs, e
embora possua uma meia-vida curta, € um radical potencialmente forte e com afinidade a
biomoléculas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015; POSCHENRIEDER et al., 2008). O
oxigénio singleto (*O2) é uma ERO formada predominantemente nos cloroplastos através da
transferéncia de energia de uma clorofila foto-excitada para o elétron do oxigénio molecular
(MITTLER, 2002).
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Para controlar o nivel de EROs e para proteger as células contra o seu excesso, as
plantas possuem um sistema antioxidante representado por compostos de baixo peso
molecular, como os carotenoides, e por enzimas, tais como a SOD e a guaiacol peroxidase
(POD) (GRATAO et al., 2005). A atividade das enzimas SOD é essencial para a
transformacéo do radical O, em H20., enquanto que a POD é uma das enzimas responsaveis
pela remogdo do excesso de H.0> (SHARMA et al., 2012; CHOUDHARY et al., 2007;
TANYOLAC; EKMEKCI; UNALAN, 2007). Devido as EROs apresentarem potencial para
interagir com muitos componentes celulares, um desequilibrio entre as respostas antioxidantes
e 0 aumento da producdo de EROs pode causar estresse oxidativo na célula (ZHANG, Y.;
ZHANG, Z.; GUO, 2007), promovendo danos significativos as membranas e a outras
macromoléculas essenciais, tais como pigmentos fotossintéticos, proteinas, acidos nucléicos e
lipidios (GILL; TUTEJA, 2010). Além disso, a atividade das enzimas POD e SOD estdo entre
0s principais pardmetros bioquimicos afetados pelo estresse oxidativo (JAIN et al., 2010;
YANG et al., 2011). Essas perturbacdes nos processos fisiolégicos podem levar a inibicédo do
crescimento (MOURATO; MARTINS; CAMPOS-ANDRADA, 2009) e diminuicdo na
producdo de biomassa pelas plantas, como um resultado da toxidez do Cu (BAZIHIZINA et
al., 2015; ZHANG et al., 2014).

2.5 EXPANSAO DO CULTIVO DA SOJA (Glycine max (L.) MERRILL)

A soja é considerada a leguminosa de grdos de maior importancia econémica no
cenario agricola mundial (SANCHEZ-PARDO; FERNANDEZ-PASCUAL:; ZORNOZA,
2012), e o Brasil € o maior exportador e segundo maior produtor do grdo (CONAB, 2017).
Sendo a cultura agricola brasileira que mais cresceu nas Ultimas décadas, a soja é responsavel
por 57% da area cultivada no Brasil (MAPA, 2017). Dentro disso, o Rio Grande do Sul
contribui com uma area cultivada de 5,6 milhdes de hectares, sendo o terceiro maior produtor
de soja do pais (CONAB, 2017).

Nos ultimos anos, tem-se observado um incremento na implantacdo de culturas
agricolas na regido da Campanha Gaucha, a exemplo da soja, que tem ganhado espaco devido,
principalmente, ao incentivo financeiro que recebe (RATHMANN et al., 2008). Associado a
IS0, a cultura da soja pode ser utilizada no processo de fitoestabilizagdo de metais em solos
contaminados (FELLET et al., 2007; MURAKAMI; AE, 2009; PIERZYNSKI et al., 1994),

como os solos da regido da Campanha Gaucha. As plantas jovens de videira cultivadas nesses
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solos, demonstraram crescimento reduzido de raizes e parte aérea, clorose foliar e acimulo de
cobre nas raizes (MIOTTO et al., 2014).

O uso da cultura da soja nesses solos contaminados por Cu € uma alternativa
interessante, uma vez que as concentracbes de Cu no solo tendem a diminuir durante o
desenvolvimento da cultura (SMANHOTTO et al., 2010). Outras culturas anuais ja foram
estudadas com essa finalidade (TIECHER et al., 2017). Entretanto, estudos sobre a tolerancia
da soja ao excesso de Cu em solos contaminados ainda sdo escassos (SILVA; VITTI;
TREVIZAM, 2014). Associado a isso, os solos utilizados nesse estudo apresentam baixo teor
de matéria organica, e a vegetacdo de plantas que coabitam os vinhedos, tais como espécies
nativas dos Campos Sulinos e plantas de cobertura de solo cultivadas nas entrelinhas, é
predominantemente formada por gramineas (QUADROS; TRINDADE; BORBA, 2009;
ZALAMENA et al., 2013). Portanto, a inclusdo de plantas que fixam simbioticamente 0 Na,
como a soja, pode, contribuir na melhoria do ecossistema, aumentando o conteudo de
nitrogénio disponivel no solo e promovendo a manutencao da cobertura vegetal (CONRAD et
al., 2018; WHITING et al., 2004).
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3 MANUSCRITO I

RESPOSTAS FISIOLOGICAS DE CULTIVARES DE SOJA (Glycine max (L.)
MERRILL) SUBEMTIDAS AO EXCESSO DE COBRE

RESUMO

O cobre (Cu) é um elemento essencial para o crescimento e desenvolvimento das
plantas. Porém, quando em excesso pode causar efeitos toxicos através de perturbacdes nos
processos bioquimicos e fisiologicos, mas essas respostas podem ser diferentes para cada
cultivar de soja (Glycine max (L.) Merrill). O objetivo do estudo foi avaliar as respostas
fisiologicas de diferentes cultivares de soja ao excesso de Cu. O estudo foi conduzido em
sistema hidroponico, sendo os tratamentos compostos por trés concentra¢des de Cu (0,5, 20 e
40 uM de Cu) e quatro cultivares de soja (NA 5909 RG, DM 5958 RSF IPRO, M 6410 IPRO
e DM 6563 RSF IPRO). Apds 21 dias de cultivo foram avaliadas as trocas gasosas da folha e
as mesmas folhas foram utilizadas para determinar a atividade das enzimas SOD e as
concentragfes de H.O2 e de TBARS. As plantas foram seccionadas em raizes e parte aérea
para obtencdo da massa seca e concentracdo de Cu nos tecidos. O excesso de Cu no meio
aumentou a concentracao de Cu nas raizes e parte aérea das plantas de soja, o que foi toxico
para as plantas diminuindo a producdo de massa seca, comprometendo a fotossintese, mesmo
com o0 aumento da atividade do sistema antioxidante (SOD). A cultivar M 6410 IPRO
manteve a mais alta taxa fotossintética quando exposta a maior concentragdo de Cu. Essa
cultivar ainda acumulou grandes concentracdes de Cu nas raizes sem diminuir a producéo de
massa seca radicular, possivelmente devido a maior atividade das enzimas SOD. Por outro
lado, a cultivar DM 5958 RSF IPRO reduziu drasticamente sua taxa fotossintética e sua
producdo de massa seca em excesso de Cu.

Palavras-chave: Metal Pesado. Fotossintese. Sistema Antioxidante. Producdo de Massa Seca.
ABSTRACT

Copper (Cu) is an essential element for the growth and development of plants. However,
when present in excessive concentrations can cause toxic effects related to disturbances in
biochemical and physiological processes. These responses may be different among soybean
cultivars. The objective of this study was to evaluate the physiological responses of different
soybean cultivars to increases in Cu concentrations. To pursue it 4 different soybean cultivars
(NA 5909 RG, DM 5958 RSF IPRO, M 6410 IPRO and DM 6563 RSF IPRO) were submited
to treatments with 3 concentrations of Cu (0.5, 20 and 40 uM Cu). 21 days after the
emergence, leaf gas exchanges, were evaluated and the same leaves were used to determine
superoxide dismutase (SOD) activity and H202 and TBARS concentrations. Soybean plants
were sectioned in roots and shoots to obtain the dry mass and Cu concentration in tissues for
the different fractions. High concentrations of Cu were toxic to soybean plants, reducing dry
mass production and compromising photosynthesis. The M 6410 IPRO cultivar maintained
the highest photosynthetic rate when exposed to the highest Cu concentration. This cultivar
also accumulated large concentrations of Cu in the roots without decreasing root dry mass
production, possibly due to the higher SOD activity. On the other hand, DM 5958 RSF IPRO
cultivar drastically reduced its photosynthetic rate and its dry mass production in Cu excess.

Key-words: Heavy Metal. Photosynthesis. Antioxidant System. Dry Matter Production.
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3.1 INTRODUCAO

Aplicagdes sucessivas de fungicidas cupricos em videiras ocasionaram o aumento do
contetdo de cobre (Cu) em solos de vinhedos ao longo dos anos (BRUNETTO et al., 2014).
As videiras, com o passar dos anos diminuem a produtividade de uva e, por isso, 0s vinhedos
sdo erradicados. Contudo, no momento da reimplantacao dos vinhedos, a mobilizacdo do solo
potencializa a oxidacdo da matéria organica do solo (MOS), o que leva a0 aumento na
disponibilidade de Cu no solo (CAMPOS et al., 2013), especialmente em solos com baixa
protecdo fisica da MOS e baixa capacidade de sor¢do do Cu no solo (BRUNETTO et al.,
2014). O Cu em excesso no solo tem sido toxico para plantas jovens de videiras
transplantadas em vinhedos antigos (MIOTTO et al., 2014). Dessa forma, culturas anuais,
como a soja, podem ser cultivadas durante alguns anos auxiliando na fitoestabilizagdo do Cu,
para que posteriormente as videiras possam ser reinseridas nessas areas (FELLET et al., 2007;
MURAKAMI; AE, 2009; PIERZYNSKI et al., 1994).

O Cu é um elemento essencial as plantas, mas quando presente em elevadas
concentragdes no meio pode ser acumulado no tecido vegetal, causando respostas negativas
em nivel fisiol6gico, o que pode causar a inibicdo do crescimento e desenvolvimento das
plantas (KABATA-PENDIAS, 2011). O efeito primario da toxidez por Cu na maioria das
espécies vegetais ocorre nas raizes, e essas geralmente acumulam mais Cu do que a parte
aérea (LASAT, 2002). Entretanto, elevadas concentracbes de Cu no substrato podem
estimular a translocacdo de Cu para a parte aérea e, dessa forma, interferir em varios
processos fisioldgicos (CAMBROLLE et al., 2013). No processo da fotossintese, o0 Cu pode
causar a inibicdo do fluxo de elétrons, alteracGes na composicdo das membranas do
cloroplasto, e inibicdo da sintese e/ou alteracBes na estrutura dos pigmentos fotossintéticos
tais como clorofilas e carotenoides (GONZALEZ-MENDOZA et al., 2013; JOHN et al.,
2009).

Além disso, devido a sua capacidade redox, o Cu pode catalisar a producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (NAVARI-1ZZO; QUARTACCI, 2001), como o radical
hidroxil (OH®) formado através da reacdo de Fenton (GILL; TUTEJA, 2010). Estas EROs
possuem um elétron ndo emparelhado e sdo altamente reativas. O equilibrio entre a geracéo e
a eliminacdo de EROs é controlado pelo sistema de defesa antioxidante (BECANA et al.,
2010). Entretanto, quando este ndo pode suportar o nivel de producdo de EROs, ocorre 0
estresse oxidativo (GIROTTO et al., 2013), causando danos em estruturas ricas em acidos

graxos, como a peroxidagdo lipidica em membranas celulares, que produz compostos
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carbonados como o malondialdeido (SOTO; GAETE; HIDALGO, 2011). O equilibrio entre a
producdo de EROs e a atividade do sistema antioxidante € crucial para a sobrevivéncia e
adaptacdo de plantas que crescem em solos com niveis elevados de metais pesados
(SLOMKA et al., 2008). A primeira linha de defesa do sistema antioxidante da planta contra
as EROs é a superoxido dismutase (SOD), que age na dismutagdo do radical superdxido (O2™)
para a forma menos toxica de H.O2 e O, (ZOUARI et al., 2016). A atividade dessa enzima é
geralmente aumentada sob condicGes de elevadas concentracbes de metais, como o Cu
(ZHANG et al., 2010).

Contudo, as respostas fisiologicas das plantas cultivadas em excesso de Cu podem
variar entre espécies e/ou entre cultivares dentro de uma mesma espécie (MASSOCATTO et
al., 2013). Desse modo, avaliar essas respostas pode ajudar a desvendar as estratégias
empregadas na absorcdo, acumulacdo e tolerancia aos metais pesados, bem como quais as
cultivares sdo mais adaptadas & solos contaminados por Cu (CAMBROLLE et al., 2013;
KABATA-PENDIAS, 2011). Sendo assim, nesse estudo utilizaram-se as cultivares de soja
gue destacam-se como mais adaptadas as condicdes edafoclimaticas da regido da Campanha
Galcha (EMBRAPA, 2014) de acordo com o registro nacional de cultivares (RNC, 2016),
tais como NA 5909 RG, DM 5958 RSF IPRO, M 6410 IPRO e DM 6563 RSF IPRO. O
estudo objetivou avaliar respostas fisioldgicas de diferentes cultivares de soja ao excesso de
Cu.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Descricgéo do experimento

O estudo foi realizado durante 0 més de outubro de 2016 em casa de vegetacao
climatizada, localizada no Departamento de Biologia da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM), no municipio de Santa Maria, Rio Grande do Sul, regido Sul do Brasil
(29°42°56,44” S e 53°43°12,57” W). A temperatura média do ar no interior da casa de
vegetacdo foi 26°C e a umidade relativa do ar 50%. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado contendo 4 repeti¢cdes. As plantas foram cultivadas em sistema de
cultivo hidropdnico, onde cada bandeja continha 17 litros de solugdo nutritiva contendo as
seguintes concentragdes (mg L™Y): 85,31 N; 7,54 P; 11,54 S; 97,64 Ca; 23,68 Mg; 104,75 K;
176,76 Cl; 0,27 B; 0,05 Mo; 0,01 Ni; 0,13 Zn; 0,03 Cu; 0,11 Mn e 2,68 Fe. Trés plantulas de
cada cultivar de soja: NA 5909 RG (5909), DM 5958 RSF IPRO (5958), M 6410 IPRO
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(6410) e DM 6563 RSF IPRO (6563) foram fixadas por espumas em placas de isopor e
aeradas com o auxilio de um compressor (Chiaperini, CJ40 AP3V 360L, Brasil).

As sementes utilizadas para a obtencdo das plantulas foram previamente desinfestadas
em hipoclorito de sédio & 10% (v/v) por 15 min (SANCHEZ-PARDO; FERNANDEZ-
PASCUAL; ZORNOZA, 2012). As sementes foram semeadas em papel filtro umedecido 2,5
vezes 0 peso do papel seco, e mantidas em germinador tipo BOD (Box Organism
Development) a 20°C com fotoperiodo de 24 horas. Plantulas homogéneas foram transferidas
para o sistema de cultivo hidropdnico. Apo6s 7 dias de aclimatizacdo das plantulas, foram
adicionadas as concentragdes de Cu (0,5 pM, correspondente a concentracdo original da
solucdo nutritiva, 20 e 40 pM) fornecidos na forma de CuSOas. Durante o periodo
experimental a solucdo nutritiva foi substituida a cada quatro dias, e 0 pH mantido a 5,5. Apds

21 dias de cultivo foram realizadas as avaliacGes e coleta das plantas.

3.2.2 Producao de massa seca e concentracao de Cu no tecido

Aos 21 dias apds o transplante, duas plantas de cada repeticdo foram coletadas e
seccionadas em raizes e parte aérea. As raizes foram lavadas com agua destilada, secas com
papel absorvente e reservadas. Raizes e parte aéreas foram secas em estufa de ventilacéo
forcada a 65 °C até obtencdo de massa constante. A massa seca de raizes (MSR) e massa seca
da parte aérea (MSPA) foram obtidas usando uma balanca de precisdo (Shimadzu, AY 220,
Filipinas). As raizes e parte aéreas das plantas foram moidas em moinho do tipo Willey e
passadas em peneira com malha de 2 mm. O tecido foi submetido a digestdo nitroperclérica
(EMBRAPA, 2009). A concentracdo de Cu no extrato da digestdo foi determinada em

espectrofotdbmetro de absorcdo atomica (Perkin Elmer, AAnalyst 200, Estados Unidos).

3.2.3 Trocas gasosas da folha

Aos 21 dias apds o transplante das plantulas, as trocas gasosas das folhas com o
ambiente foram determinadas utilizando uma radiagdo de 1500 pmol m2 s™! e concentragéo
de CO; de 400 pmol mol™?, por meio de um analisador de gas por radiacdo infra-vermelho
[Infrared Gas Analyser (IRGA), Mod. Li-COR® 6400 XT]. As leituras foram realizadas entre
oito e dez horas da manhd. Obteve-se a taxa de assimilag&o liquida de CO2 (A), a concentracdo
intercelular de CO> (Cj), a taxa de transpiracdo (E), a condutancia estomatica de vapores de

agua (Gs), a eficiéncia do uso da agua (EUA), obtida pela relacdo entre quantidade de CO>
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fixado pela fotossintese e quantidade de agua transpirada, e a eficiéncia instantanea de
carboxilagdo da rubisco (A/Ci), obtida pela relagdo entre quantidade de CO: fixado pela
fotossintese e a concentracdo intercelular de CO2. As avaliacGes foram realizadas no ultimo
trifélio completamente expandido em uma planta de cada repeticéo.

As folhas utilizadas para a realizacdo dos parametros fotossintéticos juntamente com
as raizes das plantas correspondentes, foram coletadas logo ap6s o término das leituras e
imediatamente congeladas em N liquido. Os tecidos foram macerados para a determinacéo

dos pigmentos fotossintéticos, atividade SOD, concentracdo de H2O- e peroxidacdo lipidica.

3.2.4 Pigmentos fotossintéticos

A determinacédo da concentracdo dos pigmentos fotossintéticos foi realizada segundo a
metodologia proposta por Hiscox e Israesistam (1979), com auxilio da férmula de
Lichtenthaler (1987). Para isso 0,05 g de material vegetal foram pesados e incubados durante
5 min a 65 °C em 40 ml de dimetilsulfoxido (DMSQO) até a remocdo completa dos pigmentos
do tecido. A absorbancia da solucdo do sobrenadante foi determinada em um
espectrofotometro (Bel Photonics, 1105, Brasil) nos comprimentos de onda de 663, 645 e 470
nm, para a determinacdo da clorofila a, b e carotenoides, respectivamente. A clorofila total

representa a soma dos valores de clorofilas a e b.

3.2.5 Atividade das enzimas SOD

Meio grama de material vegetal foi pesado e homogeneizado em 3 mL da solugédo
tampéo de fosfato de sédio 0,05 mol L (pH 7,8), incluindo 1 mM EDTA e 0,5% Triton X-
100. O extrato homogeneizado foi centrifugado a 13000 g durante 20 min a 4 °C. O
sobrenadante foi utilizado para a determinacdo da atividade enzimatica e conteldo proteico
(BRADFORD, 1976; ZHU et al., 2004).

A atividade das enzimas SOD foi determinada de acordo com o método
espectrofotométrico descrito por Giannopolitis e Ries (1977). Para a reacdo, 3 mL do mix
contendo solugéo tampéo de fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), metionina (13 mM), EDTA
(0,1 uM), NBT (75 pM) e riboflavina (2 uM) foram adicionados em um tubo de ensaio. Os
tubos foram incubados com lampadas fluorescentes de 15 watts durante 15 min. Em seguida,
foi realizada a leitura da absorbancia em um espectrofotdmetro (Bel Photonics, 1105, Brasil) a

560 nm. Por esse método foi determinada a inibicdo da redugdo do NBT (p-nitro blue
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tetrazolium) pelo extrato enzimatico, evitando assim a formagdo do cromdforo. Tubos que
ndo continham extrato, expostos e ndo expostos a luz foram utilizados como brancos para a
reacdo. Uma unidade de atividade enzimatica (U) de SOD foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para obter 50% de inibicdo da reducdo do NBT pela SOD contida no
extrato enzimético. A atividade foi determinada pelo calculo da quantidade de extrato que

inibe 50% da reacdo de NBT e expressa em U mg™ proteina.

3.2.6 Peroxido de hidrogénio (H20z2)

A concentracdo de H20- foi determinada conforme metodologia proposta por Loreto e
Velikova (2001). Para isso, 0,1 g do material vegetal foram homogeneizados em 2,0 mL de de
acido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v). Posteriormente, 0 homogeneizado foi centrifugado a
12.000 g por 15 min & 4 °C e 0,5 mL do sobrenadante foi retirado e adicionado em 0,5 mL de
tampéo fosfato de potassio (10 mM) (pH 7,0) e 1 mL de KI (1 mol L™?). As leituras foram

realizadas em espectrofotdbmetro (Bel Photonics, 1105, Brasil) a 390 nm.

3.2.7 Peroxidacao lipidica

As espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) foram determinadas usando
metodologia proposta por EI-Moshaty et al. (1993), de acordo com o acumulo de
malondialdeido (MDA), como produto final da peroxidacdo lipidica. Meio grama do material
vegetal foi adicionado em 4,0 mL de tampéo fosfato citrato TFK 0,2 M (pH 6,5). As amostras
foram centrifugadas em centrifuga refrigerada a 4 °C durante 15 min em 20000 g. Para a
determinacdo de TBARS foram coletadas aliquotas de 1,5 mL do sobrenadante ao qual foi
adicionado um volume igual de &cido tiobarbitdrico (TBA) 0,5% (p/v) e acido tricloroacético
(TCA) 20% (p/v), sendo posteriormente incubadas em banho-maria a 95 °C durante 40 min. A
reacao foi paralisada em banho de gelo por 15 min. Apds, as amostras foram centrifugadas a
10000 g durante 5 min e em seguida foi determinada a absorbancia em espectrofotometro (Bel

Photonics, 1105, Brasil) a 532 nm, descontando-se a absorbancia inespecifica a 600 nm.
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3.2.8 Andlise estatistica

A normalidade dos residuos foi testada através do teste de Shapiro-Wilk. Os diferentes
modelos (homocedasticos e heterocedasticos) foram selecionados baseados no critérios de
informacdo de Akaike (AIC) e no critério de informacdo Bayesiano (BIC). Todos os modelos
foram ajustados usando o pacote "nlme" (PINHEIRO et al., 2017) do ambiente estatistico R
(R Core Team, 2017). Os resultados foram submetidos a analise de variancia e testados pelo
teste F. Quando significativo a 5% de probabilidade de erro, as médias foram comparadas
pelo teste de Scott Knott. Uma anélise de componentes principais (ACP) foi realizada para
verificar a estrutura de correlacdo e o grau de associacdo das diferentes variaveis consideradas
neste estudo. Este tipo de analise permite a identificacdo de associacBes mais complexas
entre as variaveis avaliadas e identificacdo daquelas com maior contribuicdo para as
diferencas entre os tratamentos avaliados nesse estudo. Apenas componentes com autovalores
maiores que 1 foram consideradas nesse estudo. A ACP foi realizada usando o pacote
“FactoMineR” (LE; JOSSE; HUSSON, 2008) do ambiente estatistico R (R CORE TEAM,
2017).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Producéo de massa seca e concentracéo de Cu

As cultivares diminuiram a producdo de massa seca de parte aérea (MSPA) com o
incremento das concentracdes de Cu na solugdo nutritiva (Tabela suplementar). Mas, a
producdo de MSPA né&o diferiu entre as cultivares. A cultivar 5958 apresentou producéo de
massa seca de raizes (MSR) menor em 24 e 45%, respectivamente, para o0s tratamentos de 20
e 40 uM de Cu, quando comparado ao controle. Entretanto, a relacdo MSR/MSPA néo diferiu
entre as concentracdes de Cu para essa cultivar, uma vez que a parte aérea e raizes foram
semelhantemente afetadas pelo excesso do Cu. Nas cultivares 6410 e 6563 as concentragoes
de Cu néo afetaram a producdo de MSR. Entretanto, para ambas as cultivares, na presenca de
40 uM de Cu, a relagdo MSR/MSPA foi 55% maior do que no tratamento controle (Tabela 1).

As concentragdes de Cu na parte aérea e raizes aumentaram com 0 incremento da
concentracdo de Cu na solugdo (Figura 1). Na concentracdo controle de Cu (0,5 uM), a
concentracdo de Cu na parte aérea e raizes ndo diferiu entre as cultivares. Na presenca de 20

KM de Cu, a cultivar 6563 apresentou a maior concentragdo de Cu na parte aérea. Entretanto,
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a concentracdo de Cu nas raizes ndo diferiu estatisticamente entre as cultivares. Na presenca
de 40 uM de Cu, a cultivar 5909 apresentou a maior concentracdo de Cu na parte aérea,
aproximadamente 10 vezes maior que o observado na concentracdo controle, e a menor
concentracdo de Cu nas raizes. As cultivares 5958 e 6410 apresentaram as maiores
concentracfes de Cu nas raizes quando cultivadas na solugdo com 40 uM de Cu (Figura 1).

Tabela 1 - Massa seca de raizes e relacdo da massa seca de raizes/massa seca da parte aérea das cultivares de
soja 5909, 5958, 6410 e 6563 cultivadas em trés concentracdes de Cu (0,5, 20 e 40 uM) em solucdo

nutritiva.
Concentragéo de Cu (uM) 5909 5958 6410 6563
Massa seca de raizes (g)
0,5 022 +0,01aC 0,37 + 0,03 aA 0,27 + 0,03 aB 0,25+ 0,03 aB
20 0,24 £ 0,04 aB 0,28 + 0,02 bA 0,24 + 0,00 aB 0,27 + 0,02 aA
40 0,14+ 0,01 bC 0,20+0,01cB 0,24 £ 0,01 aA 0,27 £ 0,02 aA
Relacio massa seca de raiz/ massa seca de parte aerea (g)
0,5 0,11 + 0,01 bC 0,17 £ 0,02 aA 0,14 + 0,01 bB 0,12+0,01cC
20 0,14 +0,02 aB 0,16 + 0,02 aA 0,13+0,01 bB 0,15+ 0,01 bB
40 0,11 + 0,01 bC 0,19+ 0,02 aB 0,21 £ 0,03 aA 0,18 £ 0,02 aB

"Os valores foram obtidos a partir de duas plantas e representam as médias + desvio padrdo de quatro repeticoes.
Letras maiGsculas indicam comparagédo entre cultivares para uma mesma concentragdo de Cu, enquanto letras
mindsculas indicam comparagdo entre concentragdes de Cu para uma mesma cultivar ( P<0.05).
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Figura 1 - Concentracdes de Cu na parte aérea (PA) e raizes (R) das cultivares de soja 5909, 5958, 6410 e 6563
cultivadas em trés concentracdes de Cu (0,5, 20 e 40 uM) na solucdo nutritiva. Letras mailsculas
indicam comparacdo entre cultivares para uma mesma concentracdo de Cu e parte da planta. Letras
mindsculas indicam comparacédo entre concentracfes de Cu para uma mesma cultivar e parte da planta
(P<0.05). As barras verticais representam + desvio padrao.
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3.3.2 Trocas gasosas da folha

O excesso de Cu na solucdo nutritiva causou alteraces nos parametros fotossintéticos
das cultivares de soja. Na presenca de 20 UM de Cu, a cultivar 6563 foi a Unica que
apresentou taxa de assimilagdo liquida de CO2 (A) menor a obtida no tratamento controle
(Figura 2 a). As demais cultivares apresentaram os maximos valores para A e A/Ciem 20 uM
de Cu (Figuras 2 a, b). Nessa concentracdo de Cu houve diminuicdo na concentracdo interna
de CO: (Ci) e na taxa transpiratéria (E) para todas as cultivares. O mesmo comportamento foi
observado para a condutancia estomatica (Gs), com excecdo da cultivar 6410 que ndo diferiu
do tratamento controle para essa variavel (Figuras 2 c, d, e).

Na presenca de 40 uM de Cu todas as cultivares apresentaram os menores valores de
A, A/Ci, Ci, E e Gs, em comparacdo com os valores obtidos nas demais concentracdes. Para
essa concentracdo de Cu, a cultivar 6410 mostrou-se menos sensivel, apresentando 70% da A
obtida no controle (Figura 2). Por outro lado, a cultivar 5958 foi a mais sensivel a presenca de

40 uM de Cu, mantendo apenas 23% da A obtida no controle.
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A eficiéncia de uso da agua (EUA) foi menor para todas as cultivares na concentracao
controle de Cu, em comparagdo com as outras concentragdes. Com o fornecimento de 20 ou
40 uM de Cu néo houve variacdo na EUA para as cultivares, exceto para a cultivar 6410 que

apresentou méxima EUA na presenca de 20 uM de Cu (Figura 2 f).
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Figura 2 - Taxa de assimilacdo liquida de CO; (a), eficiéncia instantdnea de carboxilagdo da rubisco (b),
concentacdo interna de CO- (c), taxa de transpiracdo (d), condutancia estomatica (e) e eficiéncia do
uso da agua (f) em cultivares de soja (5909, 5958, 6410 e 6563) cultivadas em trés concentracfes de
Cu (0,5, 20 e 40 uM) na solucdo nutritiva. Letras maitsculas indicam comparacdo entre cultivares
para uma mesma concentracéo de Cu. Letras mindsculas indicam comparagdo entre concentragdes de
Cu para uma mesma cultivar (P<0.05). As barras verticais representam + desvio padréo.
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3.3.3 Pigmentos fotossintéticos

Todas as cultivares apresentaram diminuicdo na concentracdo de pigmentos
fotossintéticos na presenca de 40 UM de Cu em relacdo as outras concentragdes (Tabela 2).
Na presenca de 20 pM de Cu as cultivares 6410 e 5958 apresentaram aumento na
concentracdo de clorofila a, sendo que a cultivar 5958 apresentou também aumento na

concentracdo de clorofila b e clorofila total (Tabela 2).

Tabela 2 - Concentracdo de clorofila a, clorofila b, clorofila total e carotenoides em cultivares de soja (5909,
5958, 6410 e 6563) cultivadas em trés concentracfes de Cu (0,5, 20 e 40 uM) em solucdo nutritiva.

Concentragdo de Cu

(M) 5909 5958 6410 6563
Clorofila a (mg g-1 PF)
0,5 120+012aA  109£016bB  103+001bB  1,05+0,03aB
20 1,04 +£0,11bB 1,34 £ 0,05 aA 1,04 £ 0,02 aB 1,16 +0,11aB
40 0,78+ 0,05 cA 0,67 £ 0,03 cA 0,46 + 0,06 cB 0,59 +0,05bB
Clorofilab (mg g PF)
0,5 0,36 £ 0,04 aA 0,33+£0,03 bA 0,29 +£0,02 aB 0,29 £ 0,01 aB
20 0,28 £ 0,03 bC 0,40 £ 0,02 aA 0,26 £ 0,01 aC 0,32+ 0,04 aB
40 0,21 £0,03cA 0,18 £ 0,02 cA 0,11 +0,02bB 0,15+ 0,01 bB
Clorofila total (mg g~ PF)
0,5 1,56 £ 0,03 aA 1,42 + 0,02 bB 1,32+£0,02 aB 1,34+0,01aB
20 1,32+0,01 bC 1,75+ 0,01 aA 1,30+ 0,01 aC 1,49+0,01aB
40 0,99+0,01cA 0,86 + 0,03 cA 0,58 £ 0,03 bB 0,74 +£0,01 bB
Carotenoides (mg g-1 PF)
0,5 0,33+0,16 aA 0,35+0,17 aA 0,28+ 0,01aB 0,31+ 0,05aB
20 0,29+ 0,14 bC 0,37+ 0,07 aA 0,26 £ 0,03 ab 0,33+0,15aB
40 0,21 £0,07 cA 0,19 + 0,05 bA 0,12 + 0,06 bC 0,16 + 0,06 bB

"Médias + desvio padréo de quatro repeticGes. Letras mailsculas representam a comparacéo entre cultivares para
uma mesma concentragdo de Cu. Letras minudsculas representam a comparagdo entre concentragdes para uma
mesma cultivar (P<0.05).

3.3.4 Parametros bioquimicos

Na presenca de baixa concentracdo de Cu (0,5 uM) observou-se a menor atividade das

enzimas SOD em todas as parte aéreas e raizes das cultivares de soja. Aumentando a
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concentracdo de Cu na solucdo para 20 e 40 uM, a atividade das enzimas SOD também
aumentou, apresentando, na maioria das vezes, maior atividade na parte aérea em comparagédo
as raizes. As cultivares ndo diferiram entre si para a atividade das enzimas SOD nas raizes nas
concentragdes 0,5 e 20 uM de Cu. Mas, na presenca de 40 UM de Cu, a cultivar 6410
apresentou a mais alta atividade das enzimas SOD nas raizes, em comparagdo com as outras
cultivares (Figura 3 a).

Na presenca de 0,5 uM de Cu, as cultivares ndo apresentaram diferenca entre si para
as concentragdes de H20-, tanto nas raizes quando na parte aérea. Na concentracdo de 40 uM
de Cu, as concentracdes de H>O2 nas raizes e parte aérea foram em geral maiores em
comparacdo ao controle. A cultivar 5909 diferenciou-se das demais, apresentando a maior
concentracdo de H2O. na parte aérea. As cultivares 6563 e 5958 apresentaram, a maior e
menor concentracdo de H20: nas raizes, respectivamente (Figura 3 b).

As concentracGes de malondialdeido (MDA) na parte aérea apresentaram diferencas
apenas para a cultivar 6563, que aumentou em 45% quando cultivada em 40 uM de Cu, em
comparacdo ao controle. As raizes das plantas cultivadas na presenca de 20 uM de Cu
apresentaram diminuicdo nas concentragcdes de MDA, em comparagdo com o controle (Figura
30).



48

Figura 3 - Atividade das enzimas superdxido dismutase (a), concentracdo de peroxido de hidrogénio (b) e
concentracdo de malondialdeido (c) em cultivares de soja (5909, 5958, 6410 e 6563) cultivadas em
trés concentracBes de Cu (0,5, 20 e 40 uM) na solucdo nutritiva. Letras mailsculas indicam
comparacdo entre cultivares para uma mesma concentracdo de Cu e parte da planta. Letras minGsculas
indicam comparacdo entre concentracdes para uma mesma cultivar e parte da planta (P<0.05). As
barras verticais representam + desvio padréo.
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3.3.5 Anaélise de componentes principais

A anélise de componentes principais (ACP) demonstrou que a soma da variabilidade
dos componentes explicam 78,84% da variabilidade dos resultados originais (Figura 4 a).
Deste total, 66,46% foi explicado pelo componente principal 1 (CP1) e 12,38% pelo
componente proncipal 2 (CP 2). A distribuicdo dos pontos em cada grupo no CP 1 esta

relacionada com as concentragdes de Cu, separando as concentragdes 0,5 e 20 uM de Cu em
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relacdo ao tratamento com 40 uM de Cu. Para esta separacdo, as varidveis mais influentes no

grupo das concentracBes 0,5 e 20 uM de Cu foram a concentracdo dos pigmentos e as

varidveis fotossintéticas (exceto EUA), a massa seca e a concentracdo de MDA nas raizes

(TBARS raizes). No grupo da maior concentragdo de Cu, as varidveis com maior contribuicéo

foram a concentragcdo de Cu nos tecidos, a atividade das enzimas SOD e a concentragéo de

H2O2 na raizes e parte aérea, concentracdo de MDA na parte aérea (TBARS PA) e EUA

(Figura 4).

Figura 4 - Relacdo entre o componente principal 1 (CP 1) e o componente principal 2 (CP 2) dos parametros
fotossintéticos (A, A/C;, E, EUA, Gse C;), concentracdo de clorofilas a, b, total e de carotenoides,
massa seca (MSPA e MSR) concentracdo de Cu nas raizes e parte aérea (Cu R e Cu PA), atividade das
enzimas superéxido dismutase nas raizes e parte aérea (SOD R e SOD PA), concentragdo de perdxido
de hidrogénio nas raizes e parte aérea (H.O. R e H20, PA) e peroxidacdo lipidica nas raizes e parte

aérea (Thars R e Thars PA), de cultivares de soja 5909, 5958, 6410 e 6563 para as trés concentracdes
de Cu na solucéo nutritiva (0,5; 20 e 40 uM de Cu).
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3.4 DISCUSSAO

As concentracfes de Cu observadas nas plantas de soja cultivadas em 40 uM de Cu
podem ser consideradas toxicas (KABATA-PENDIAS, 2011) e apresentaram correlacéo
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negativa com a producdo de massa seca (Figura 4). A menor producdo de MSPA obtida em 40
UM de Cu (Tabela suplementar) pode ser atribuida a menor fotossintese (A) (Figura 2 a),
conforme sugerido também por Cambrollé et al. (2013). Isso porque, a elevada concentragdo
de Cu na parte aérea pode causar o0 comprometimento dos processos fotossintéticos (ZHANG
et al., 2014), impedindo o fluxo de elétrons na fase fotoquimica, alterando a composi¢do das
membranas dos tilacoides e dos pigmentos fotossintéticos, e ainda, causando a inibicdo da
sintese ou atividade de enzimas do ciclo de Calvin (GONZALEZ-MENDOZA et al., 2013;
JOHN et al., 2009).

Para a concentracdo de 20 puM de Cu, onde ndo ocorreu a diminuicdo na taxa
fotossintética das cultivares 5958, 5909 e 6410, a diminuicdo na producdo de MSPA pode
estar relacionada a adocdo de mecanismos de tolerancia ao excesso de Cu para os quais tenha
ocorrido a destinacdo dos produtos fotossintéticos em detrimento do crescimento
(BAZIHIZINA et al., 2015), tais como a sintese de ligantes de metais, para sequestrar o
excesso de Cu no citoplasma da célula e/ou, a compartimentalizacdo do metal no vacuolo
(HALL, 2002). Além disso, a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) também
pode ser responsavel pela diminuicdo da producdo de massa seca, devido a correlacdo
negativa que a concentracdo de H>O. apresentou com MSR e MSPA (Figura 4). Isso é
baseado no principio de que os organismos podem mobilizar suas reservas de energia para
suportar condicdes de estresse, tais como processo de detoxificagdo com consequentes custos
em fungdes bioldgicas como o crescimento (CALOW, 1991).

A concentracdo de Cu nos tecidos aumentou proporcionalmente com a presenca do
metal na solucdo nutritiva (Figura 1). Além disso, esse aumento foi superior nas raizes do que
na parte aérea das plantas. Isso é devido a imobiliza¢do do Cu por carboidratos extracelulares
na parede celular das raizes, que faz com que menos ions permanegam livres no citoplasma
para serem transportados para a parte aérea (LASAT, 2002). Essa restri¢do da translocacao do
Cu para a parte aérea parece ser uma estratégia de sobrevivéncia das plantas, buscando manter
menor concentracdo do metal nos érgdos mais sensiveis fotossinteticamente, e acumulando o
excesso nos 0rgaos menos sensiveis, tais com as raizes (YANG et al., 2011). As cultivares
6563 e 6410 apresentaram maior capacidade de acumular Cu nas raizes (Figura 1), sem
ocorrer diminuicdo na producdo de massa seca das raizes (Tabela 1). Por outro lado, essas
plantas apresentaram diminui¢do na producdo de MSPA com o0 excesso de Cu no meio
(Tabela Suplementar). Isso ocasionou 0 aumento da relagdo de MSR/MSPA em excesso de

Cu. Segundo Zhang et al. (2014), esse aumento na relagdo de MSR/MSPA pode ser um
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mecanismo que busca melhorar a absor¢do de outros nutrientes ou algum outro recurso
limitante devido a presenca do Cu.

A presenca de 20 uM de Cu ocasionou um aumento na taxa de assimilacéo liquida de
CO2 (A) e na eficiéncia instantanea de carboxilagdo da rubisco (A/Ci) para as cultivares 59009,
5958 e 6410, mesmo ocorrendo pequena restricdo na condutdncia estomética (Gs) e
diminuicdo da concentracdo interna de CO. (Cj) (Figura 1). Isso pode ser atribuido ao papel
que o metal desempenha no transporte de elétrons na fotossintese como componente da
plastocianina (YRUELA, 2013). Além disso, baixas concentracdes de Cu no meio podem
estimular a evolucdo do oxigénio no PSII e, por consequéncia, o fluxo de elétrons (BURDA et
al., 2002). A cultivar 6563 foi a Unica que apresentou reducdo em A para a concentracdo de
20uM de Cu (Figura 2 a), o que pode estar relacionado ao grande acumulo de Cu na parte
aerea (Figura 1), uma vez que essas varidveis apresentaram correlagdo negativa (Figura 4).
Essa concentracdo de Cu pode ter potencializado a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), comprometendo indiretamente o aparato fotossintético pela inibicdo do reparo de
proteinas fundamentais do PSII (MURATA et al., 2007).

A diminuicdo de Gs nas maiores concentracdes de Cu possivelmente é responsavel
pela diminuicdo na taxa transpiratéria (E), uma vez que apresentaram alta correlacdo positiva
(Figura 4). Com menor condutancia estomatica, a perda de agua é reduzida e, por
consequéncia, ocorre um aumento na eficiéncia de uso da agua (EUA), como observado para
as concentracdes de 20 e 40 uM de Cu em relacdo ao controle (Figura 2). Por outro lado, a
diminuicdo observada em Gs ndo aparenta ser a principal causa para a diminuicdo em A e em
AJ/Ci na presenca de 40 uM de Cu, uma vez que Ci manteve aproximadamente 90% do valor
verificado no tratamento controle. Portanto, outro fator é responsavel por essa diminuicdo da
fotossintese. Isso pode ter acontecido por causa da menor concentracdo de pigmentos
fotossintéticos (Tabela 2) ou pela formacdo de EROS devido a presencga de excesso de Cu
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015), uma vez que essas variaveis apresentaram correlacao
positiva e negativa, respectivamente com a fotossintese (Figura 4).

O efeito toxico que a concentracdo elevada de Cu (40 pM) causou sobre as
concentracdes dos pigmentos fotossintéticos pode ser devido a (i) alteracdes na composigédo
dos tilacoides (JOHN et al., 2009); (ii) peroxidacdo das membranas do cloroplasto, através da
formagéo de EROs (GILL; TUTEJA, 2010); e (iii) formacdo de complexos entre o metal e 0
pigmento (BAZIHIZINA et al., 2015) como a substituicdo do Mg pelo Cu na molécula de
clorofila (KUPPER et al., 2002). Além disso, os carotenoides sdo pigmentos que, além da

absorcéo de luz como pigmentos acessorios nos complexos de captacdo de luz, também atuam
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exercendo acgdo fotoprotetora do aparato fotoquimico, prevenindo danos foto-oxidativos as
moléculas de clorofila (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007). Portando, pode-se sugerir que
a diminuicdo da concentracdo de clorofilas na presenca de 40 uM de Cu (Tabela 2) também
podem resultar, em parte, da diminui¢do da concentracdo de carotenoides (Tabela 2).

Nesse estudo, nos tratamentos de 20 e 40 uM de Cu houve aumento na atividade das
enzimas SOD (Figura 3 a), que pode ser devido a um aumento na producdo de O™, pois a
SOD é responsavel pela sua detoxificacdo e constitui a primeira linha de defesa da célula
contra as EROs (THOUNAOJAM et al., 2012). A atividade das enzimas SOD apresentou
correlagéo positiva com a concentracdo de Cu (Figura 4). Isso aconteceu porque a SOD, bem
como outras enzimas antioxidantes, tem geralmente sua atividade aumentada sob condicGes
de altas concentracdes de Cu (ZHANG et al., 2010). A maior atividade das enzimas SOD na
parte aérea, quando comparada as raizes, pode ter relagdo com as isoformas de SOD (SOD
Cu/Zn e SOD Fe) presentes nos cloroplastos (PILON; RAVET; TAPKEN, 2011).

As concentracGes de H.O> aumentaram progressivamente em ambas parte aérea e
raizes da maioria das cultivares (Figura 3 b). Resultados semelhantes foram observados por
Thounaojam et al. (2012), o que demonstra que possivelmente o acimulo de Cu na planta
ocasionou 0 aumento na producdo de O” e na atividade das enzimas SOD e,
consequentemente, um aumento nas concentragdes de H>O2, como pode ser observado pela
correlacdo positiva que essas variaveis apresentaram (Figura 4). Para a cultivar 6410,
possivelmente, alguma outra linha de defesa do sistema antioxidante, tais como a atividade da
catalase ou de peroxidades tenham agido na detoxificacdo do H>O> na parte aérea das plantas
(CHOUDHARY et al., 2007; GILL; TUTEJA, 2010). A concentracdo de EROs nas plantas
aparentemente ndo causou a peroxidacdo das membranas, de acordo com as concentracfes de
malondialdeido (MDA) detectados na parte aérea das cultivares 5958, 5909 e 6410 (Figura 3
c). Resultados semelhantes foram observados por Chen et al. (2015), que 0s associaram com 0
baixo transporte do Cu das raizes para a parte aérea. O mesmo nédo € valido para a cultivar
6563 que apresentou elevada concentracdo de MDA na parte aérea na presenca de 40 uM de
Cu (Figura 3 c), indicando que possa ter ocorrido peroxidacdo lipidica. Possivelmente, a
detoxificacdo do H202 nédo tenha sido eficiente e na presenca de Cu ocorreu a formacao de
OH" através da reagdo de Fenton (GILL; TUTEJA, 2010).

3.5 CONCLUSOES
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Elevadas concentragOes de Cu na solugéo nutritiva foram prejudiciais para a fisiologia
das plantas de soja, e embora essa resposta tenha sido diferente para cada cultivar, nenhuma
cultivar apresentou tolerancia ao excesso de Cu.

Na presenca de 40 uM de Cu, a cultivar M 6410 IPRO foi menos afetada pelo excesso
de Cu, mantendo a mais alta taxa fotossintética dentre as cultivares, e acumulando grandes
quantidades de Cu nas raizes, sem que a producdo de massa seca radicular fosse
comprometida.

A cultivar DM 6563 RSF IPRO mostrou resultados semelhantes a M 6410 IPRO,
entretanto, sua taxa fotossintética diminuiu mais, além de apresentar dano oxidativo na parte
aerea.

A cultivar NA 5909 RG apresentou a maior translocacdo de Cu para a parte a€rea,
entretanto, o sistema antioxidante da planta evitou que o Cu na parte aérea causasse
peroxidacao lipidica.

A cultivar DM 5958 RSF IPRO mostrou-se a mais sensivel ao excesso de Cu,

reduzindo drasticamente sua taxa fotossintética e sua producdo de massa seca.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela suplementar - Massa seca de parte aérea de duas plantas de soja cultivadas em trés concentrac6es de Cu
(0,5, 20 e 40 uM) em solucdo nutritiva.

Concentracdo de Cu (uUM) Massa seca de parte aérea (g)
0,5 2,07a"
20 1,76 b
40 1,26¢

*Os valores representam a média das cultivares NA 5909 RG, DM 5958 RSF IPRO, M 6410 IPRO
E DM 6563 RSF IPRO para cada concentragdo de Cu.



58

4 MANUSCRITO 11

ALTERACOES FISIOLOGICAS EM SOJA (Glycine max (L) MERRILL)
CULTIVADA EM SOLO CONTAMINADO POR CU COM ESTRUTURA
INDEFORMADA E DEFORMADA

RESUMO

Devido ao historico de 35 anos de aplicagdo de fungicidas cupricos em videiras ao
longo de vérios anos ocorreu 0 aumento do contetido de cobre (Cu) em solos de vinhedos.
Consequentemente, verifica-se um decréscimo na produtividade dos vinhedos antigos, e por
essa razdo estes sdo erradicados. No momento do reimplante de um novo vinhedo, o solo é
mobilizado, o que potencializa a oxidacdo da matéria organica do solo (MOS), especialmente
em solos como os da Campanha Galcha, que apresentam baixa protecdo fisica a MOS. Isso
leva ao aumento na disponibilidade de Cu no solo, o que tem se mostrado tdxico para plantas
jovens de videira. Dessa forma, o uso de culturas anuais, como a soja, depois da erradicacdo
dos vinhedos, pode fitoextrair ou fitoestabilizar o Cu no solo diminuindo o seu potencial
toxidez. Além disso, a soja pode fixar N2 atmosférico, incrementando a disponibilidade de N
no solo, o que é importante em solos com baixo teor de matéria organica. O objetivo do
estudo foi avaliar respostas fisiologicas da cultura da soja (Glycine max (L.) Merrill) cultivada
em solo com estrutura deformada e indeformada, contaminado com Cu. Amostras de um
Argissolo Vermelho foram coletadas com estruturas deformadas e indeformadas em um
vinhedo com histérico de 35 anos de aplicagdes de fungicidas clupricos, e em uma area de
campo natural, adjacente ao vinhedo. O solo do campo natural foi submetido a calagem,
adubacdo e incubacdo. Sementes de duas cultivares de soja (DM 5958 RSF IPRO e M 6410
IPRO) foram inoculadas e semeadas no solo. Trocas gasosas da folha, concentracdo de
pigmentos fotossintéticos, enzimas antioxidantes tais como superoxido dismutase (SOD) e
guaiacol peroxidase (POD), concentracdo de H»O2, peroxidacdo lipidica (TBARS),
concentragdo de Cu nas folhas e massa seca foram avaliadas. Para a estrutura indeformada, o
solo de vinhedo foi mais prejudicial sobre a fisiologia das plantas do que o solo de campo
natural. O revolvimento do solo mostrou-se prejudicial as plantas em comparacdo ao solo com
estrutura indeformada, mas essa resposta ocorreu em ambos os tipos de solo (vinhedo e
campo natural) mostrando que o efeito negativo do revolvimento ndo estd relacionado
somente ao aumento da disponibilidade de Cu no solo. Isso pode ser devido as perdas de C e
N através de CO2 e NHs pela oxidacdo da MOS, levando a alteracdes na composicdo da
microbiota do solo e dessa forma interferindo na disponibilidade de nutrientes do solo.

Palavras-chave: Metal Pesado. Fotossintese. Estresse Oxidativo. Sistema de Manejo do Solo.

ABSTRACT

Due to the historical application of copper (Cu) fungicides in vines over several years, copper
content in vineyards soils has increased. Over the years, the grape yield from old vineyards
decreases, and because of that, they have been eradicated. At the moment of the
reimplantation of a new vineyard, the soil is mobilized, which increases soil organic matter
(SOM) oxidation, especially in soils such those from Campanha Gaucha, which present low
physical protection to the SOM. This leads to increased availability of Cu in soil, which was
toxic to young vine plants. Thus, after vineyard eradication, the using of annual crops, such as
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soybean, can phytoextract or phytostabilize Cu in the soil, reducing its toxicity to plants. In
addition, soybean can fix atmospheric N2, increasing the N availability in soil, which is
important in soils with low organic matter content. The objective of this study was to evaluate
physiological responses of soybean (Glycine max (L.) Merrill) cultivated in disturbed and
undisturbed soils contaminated with Cu. Samples of a Red Argisol were collected with
disturbed and undisturbed in 1) a vineyard that continuously received fungicide applications
in the last 35 years, and in 2) a natural field area, adjacent to the vineyard. The natural field
soil was submitted to liming, fertilization and incubation. Seeds of two soybean cultivars (DM
5958 RSF IPRO and M 6410 IPRO) were inoculated and sown in the soil. The evaluated
variables were leaf gas exchange with the environment, photosynthetic pigments
concentration, antioxidant enzymes such as superoxide dismutase (SOD) and guaiacol
peroxidase (POD), H20- concentration, lipid peroxidation (TBARS) and, Cu concentration in
leaves and dry mass. The vineyard soil with undisturbed structure was more harmful to
variables considered in this study than the natural field soil with undisturbed structure. Soil
with deformed structure was harmful to plants compared to soil with undisturbed structure,
however, this response occurred in both soil conditions (vineyard and natural field), showing
that the negative effect of tillage was not only related to the increase of Cu availability in soil.
This can be due to the losses of C and N through CO> and NHs by the oxidation of SOM,
leading to changes in the composition of soil microorganisms and thus interfering in the
availability of soil nutrients.

Key-words: Heavy metal. Photosynthesis. Oxidative stress. Soil Management System.

4.1 INTRODUCAO

O uso prolongado de fungicidas com cobre (Cu) na sua composicao, como a calda
bordalesa (CuSOs4 5H,O + Ca(OH)) utilizada para o controle de doencas flngicas em
videiras (Vitis sp.), vem ocasionando o acumulo de Cu no solo, principalmente nas camadas
superficiais (BRUNETTO et al., 2014). Nessa porcao de solo, o Cu permanece, sobretudo,
ligado a matéria organica (MOS) (BRUN et al.,, 1998; OLIVEIRA et al., 2005). A
disponibilidade de Cu no solo também é dependente dos grupos funcionais de particulas
reativas do solo como dxidos, hidroxidos e oxi-hidroxidos de Fe e Al, bem como da CTC e do
pH do solo (MIOTTO et al., 2017). Dessa forma, os solos da regido da Campanha Galucha,
gue sdo arenosos, possuem baixo teor de MOS e predominio de argilominerais 1:1,
apresentam baixa capacidade de adsorcéo de Cu no solo (BRUNETTO et al., 2014).

Devido a diminuigéo na produtividade das videiras, que ocorre com o passar dos anos,
0 vinhedo necessita ser erradicado. Para isso, realiza-se o revolvimento do solo, o que
potencializa a oxidagédo da MOS, aumentando a disponibilidade de Cu no solo (CAMPOS et
al., 2013). Além disso, o revolvimento do solo pode provocar mudangas na composicao da
microbiota do solo (FIERER et al., 2012). As plantas jovens de videira cultivadas nesses solos

demonstram crescimento reduzido nas raizes e brotos, clorose foliar e acumulagdo de Cu nas
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raizes (MIOTTO et al., 2014). Por essa razdo, o uso de plantas anuais, como a soja, € uma
alternativa para promover a reducdo gradual dos niveis de contaminacdo atraves da
fitoestabilizacdo do Cu (MEURER, 2012). Além disso, a soja, como uma leguminosa fixadora
de N2, pode contribuir para o incremento do conteddo de N disponivel no solo (CONRAD et
al., 2018; WHITING et al., 2004), além de gerar uma renda financeira alternativa. Entretanto,
estudos sobre as respostas fisioldgicas da soja ao excesso de Cu em solos contaminados ainda
sdo escassos (SILVA; VITTI; TREVIZAM, 2014), bem como a influéncia do manejo de
preparo desses solos sobre o estabelecimecimento da cultura.

O Cu, apesar de ser um micronutriente, quando presente em excesso no solo, pode
causar danos fisiologicos e bioquimicos as plantas, comprometendo o seu crescimento e
desenvolvimento (GIROTTO et al., 2013). O excesso de Cu pode causar (i) alteracdo na
composi¢do das membranas do cloroplasto e dos pigmentos fotossintéticos, comprometendo a
atividade fotossintética da planta (GILL; TUTEJA, 2010), (ii) desequilibrios nutricionais nas
plantas, (iii) danos no aparato fotossintético, interrompendo o fluxo de elétrons na cadeia
transportadora (CAMBROLLE et al., 2013), e (iv) danos oxidativos devido ao desbalango
entre a atividade do sistema antioxidante da planta e a producdo de espécies reativas de
oxigénio (GILL; TUTEJA, 2010). Como consequéncia, 0 alto teor de Cu no solo pode
prejudicar o incremento da massa seca das plantas, retardando seu crescimento (OLIVEIRA et
al., 2015). O estudo objetivou avaliar respostas fisioldgicas da cultura da soja cultivadas em

solo com estrutura deformada e indeformada, contaminado com Cu.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Coleta de solo

Amostras de um Argissolo Vermelho (EMBRAPA, 2013), Typic Hapludalf (SOIL
SURVEY STAFF, 2006) foram coletadas em um vinhedo com 35 anos de cultivo e histérico
de aplicacéo de, aproximadamente, 10 kg Cu ha® ano™? via fungicidas ctpricos. Coletou-se
também, solo de um campo natural, localizado em uma area adjacente ao vinhedo. O clima da
regido € subtropical Umido (Cfa), segundo a classificacdo de Koppen, com media
pluviométrica de 1388 mm ano?, e temperatura média anual de 18,4 °C, sendo 24,6°C a
temperatura média do més mais quente (IPAGRO, 1989).

Os solos de vinhedo e campo natural foram coletados com estrutura deformada e

indeformada. A coleta de solo com estrutura indeformada foi realizada com a inser¢do manual
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de tubos de PVC no solo, acoplados a um coletor de monolito, até 0,40 m de profundidade. A
condicdo de solo indeformado simulou o sistema de semeadura direta. O solo com estrutura
deformada foi coletado com o auxilio de uma pa-de-corte e homogeneizado em bandejas, com
0 intuito de simular o sistema de cultivo convencional. A homogeneizacao foi realizada nas
camadas de 0-0,20 m e 0,20-0,40 m. As caracteristicas fisicas e quimicas do solo de vinhedo e
campo natural antes da instalacdo do experimento constam na tabela suplementar.

O solo de campo natural com estrutura deformada referente a camada 0-0,20 m foi
separado em sacos plasticos contendo 10 kg de solo cada. Em seguida, foi adicionado 0,7
toneladas ha® de CaCO3:MgCOs (relagdo 2:1), para elevar o pH em &gua até 6,0, como
sugerido pela CQFS-RS/SC (2004). Adicionou-se agua destilada para elevar a capacidade de
campo a 70%. O solo foi incubado durante 30 dias, e em seguida foi adicionado 110 kg P20s
ha! na forma de superfosfato triplo (SFT-41% de P,Os), para elevar o contetido de P em solos
com menos de 20% argila acima do nivel critico (CQFS-RS/SC, 2004). A capacidade de
campo foi elevada novamente a 70% e o solo foi incubado por mais 30 dias. A cada dois dias
os sacos de solo foram abertos, homogeneizados, pesados e, quando necessario, foi
adicionado &gua destilada para manter a capacidade de campo em 70%. O solo de campo
natural com estrutura deformada referente a camada 0,20-0,40 m n&o recebeu aplicagdo de
calcario e P conforme sugerido pela CQFS-RS/SC (2004) para essa profundidade.
Posteriormente, 0s solos foram secos ao ar e dispostos em tubos de PVC (0,2 x 0,45 m). Para
1SS0, inicialmente o solo da camada de 0,20-0,40 m foi acondicionado no interior do tubo, e,
em seguida, o solo da camada de 0-0,20 m foi adicionado sobre o solo da camada 0,20-0,40 m
no mesmo tubo.

Para o solo de campo natural com estrutura indeformada, a correcdo da acidez foi
realizada em superficie, conforme indicado pela CQFS-RS/SC (2004) para o cultivo em
sistema de semeadura direta. Para isso, adicionou-se a mesma dose de calcario (0,7 toneladas
ha! de CaCO; e MgCOs relacdo 2:1) utilizada no solo de campo natural com estrutura
deformada (CQFS-RS/SC, 2004) e elevou-se a capacidade de campo a 70% utilizando agua
destilada. Apds 30 dias, realizou-se a adubacédo fosfatada, aplicando 110 kg P.Os ha na
forma de SFT.

O solo de vinhedo com estruturas deformada e indeformada né&o recebeu corre¢do da
acidez e adubacdo fosfatada, visto que o pH encontrava-se na faixa considerada 6tima para a
cultura da soja, e os teores de P estavam acima do nivel critico (CQFS-RS/SC, 2004). O solo
de vinhedo com estrutura deformada foi seco ao ar e alocado em canos de PVC (0,2 x 0,45

m), conforme descrito para o solo de campo natural.
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4.2.2 Descricdo do experimento

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo localizada no Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), no municipio de Santa Maria, Rio
Grande do Sul, regido Sul do Brasil (29°42°56,44” S e 53°43°12,57” W). A temperatura média
interna na casa de vegetacdo foi 24°C e umidade relativa do ar de 50%. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado com trés repeticdes. Sementes de duas
cultivares de soja (DM 5958 RSF IPRO e M 6410 IPRO) foram inoculadas com inoculante
liquido contendo bactérias do género Bradyrhizobium. Cinco sementes foram semeadas em
tubos de PVC (0,2 m de diametro e 0,45 m de comprimento) contendo solo de vinhedo e de
campo natural. Ap6s a emergéncia, foram mantidas 3 plantulas uniformes por unidade
experimental. Ao longo do ciclo da cultura, as plantas foram irrigadas com agua destilada e os
tratos culturais foram realizados mediante necessidade. As plantas foram cultivadas até o

estagio fenoldgico R8 que corresponde a maturacao plena.

4.2.3 Avaliacdes

4.2.3.1 Trocas gasosas da folha

Aos 45 dias depois da semeadura foram determinados os parametros fotossintéticos
por meio da medicdo das trocas gasosas da folha utilizando um analisador de gas por radiacéo
infra-vermelho [Infrared Gas Analyser (IRGA), Mod. Li-COR® 6400 XT] com radiacdo
fotossintética de 1500 pmol m™2 st e concentragdo de CO, de 400 pmol mol™. Para a
medicdo foi utilizado o ultimo trifélio completamente expandido de cada planta. Foram
determinados a taxa de assimilacdo liquida de CO2 (A), a concentracdo intercelular de CO>
(Ci), a taxa de transpiracdo (E), a condutdncia estomatica de vapores de agua (Gs), a
eficiéncia do uso da agua (EUA), obtida pela relacdo entre quantidade de CO: fixado pela
fotossintese e quantidade de agua transpirada, e a eficiéncia instantanea de carboxilagdo da
rubisco (A/Ci), obtida pela relagdo entre quantidade de CO: fixado pela fotossintese e a
concentracdo intercelular de CO.. As folhas utilizadas para a realizacdo dos parametros
fotossintéticos foram coletadas e imediatamente congeladas em N liquido e, posteriormente,
os tecidos foram macerados e reservados para as andlises de concentragdo de pigmentos
fotossintéticos, atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD) e guaiacol peroxidase

(POD), concentracdo de H20> e concentra¢do de malondialdeido (MDA).
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4.2.3.2 Concentracdo de clorofilas e carotenoides

Foram pesados 0,5 g de material vegetal macerado e posteriormente foram incubados
durante 5 min a 65 °C em 40 ml de dimetilsulfoxido (DMSQ) até a extracdo completa dos
pigmentos do tecido. A absorbancia da solucdo sobrenadante foi medida em
espectrofotdmetro (Bel Photonics, 1105, Brasil) nos comprimentos de onda de 663, 645 e 470
nm para a determinagdo da concentragdo de clorofila a, b e carotenoides, respectivamente,
segundo a metodologia proposta por Hiscox e Israeslstam (1979), com auxilio da formula de

Lichtenthaler (1987). A clorofila total representa a soma dos valores de clorofilas a e b.

4.2.3.3 Atividade das enzimas SOD e POD

Foram pesados 0,5 g de material vegetal macerado e posteriormente foram
homogeneizados em 3 mL da solucéo tampdo de fosfato de sédio 0,05 mol L™ (pH 7,8),
incluindo 1 mM EDTA e 0,5 % Triton X-100. O homogeneizado foi centrifugado a 13000 g
durante 20 min a 4°C em uma centrifuga refrigerada (Sigma, 3-18 K 1029, Brasil). O
sobrenadante foi utilizado para a determinacdo da atividade enzimatica e contedo proteico
(BRADFORD, 1976; ZHU et al., 2004).

A atividade das enzimas SOD foi determinada através do método espectrofotométrico
descrito por Giannopolitis e Ries (1977). Para a reagéo foi adicionado em um tubo de ensaio 3
mL do mix, contendo solucdo tampéo de fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), metionina (13
mM), EDTA (0,1 uM), NBT (75 uM) e riboflavina (2 uM). Os tubos foram incubados com
lampadas fluorescentes de 15 watts durante 15 min, sendo entdo realizada a leitura da
absorbancia em espectrofotémetro (Bel Photonics, 1105, Brasil) a 560 nm. Para a leitura, 0s
brancos foram compostos de tubos que ndo continham extrato, exposto e ndo exposto a luz.
Uma unidade de atividade enzimatica (U) de SOD foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para obter 50% de inibicdo da reducdo do NBT pela SOD contida no extrato
enzimatico. A atividade foi determinada pelo calculo da quantidade de extrato que inibe 50%
da reacdo de NBT e expressa em U mg proteina.

A atividade da POD foi mensurada de acordo com a metodologia de Zeraik et al.
(2008). A mistura da reacdo foi composta por 1,0 mL de tampéo fosfato de potéssio com pH
6,5 (100 mM), 1,0 mL de guaiacol (15 mM) e 1,0 mL de H2O2 (3 mM). Depois de
homogeneizada foi adicionado 50 uL de extrato vegetal a solucdo. A oxidacdo do guaiacol a
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tetraguaiacol foi mensurado através do aumento da absorbéncia em 470 nm em

espectrofotometro (Femto, 800 XI, Brasil).

4.2.3.4 Peréxido de hidrogénio (H20>)

A concentracdo de perdxido de hidrogénio foi determinada de acordo com Loreto;
Velikova (2001). Para isso, foram pesados 0,1 g do material vegetal e homogeneizados em 2,0
mL de é&cido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v). Posteriormente, o homogeneizado foi
centrifugado a 12.000 g por 15 min a 4 °C e 0,5 mL do sobrenadante foi retirado. O
sobrenadante foi adicionado em 0,5 mL de tampdo fosfato de potassio (10 mM) (pH 7,0) e 1
mL de KI (1M). A absorbancia dessa solucdo foi medida em espectrofotometro (Bel
Photonics, 1105, Brasil) & 390 nm.

4.2.3.5 Peroxidacao lipidica

Para a determinacdo da peroxidacdo lipidica foi utilizada a metodologia proposta por
El-Moshaty et al. (1993), onde determina-se as espécies reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) nos tecidos vegetais, de acordo com o acumulo de MDA, como produto final da
peroxidacdo lipidica. Para isso foram homogeneizados 0,5 g de amostra em 4,0 mL de tamp&o
fosfato citrato TFK 0,2 M (pH 6,5), e centrifugados em centrifuga refrigerada (Sigma, 3-18 K
1029, Brasil) a 4 °C durante 15 min em 20000 g. Para a determinacdo de TBARS foram
coletadas aliquotas de 1,5 mL do sobrenadante ao qual foi adicionado um volume igual de
acido tiobarbitarico (TBA) 0,5% (p/v) e &cido tricloroacético (TCA) 20% (p/v).
Posteriormente, as amostras foram incubadas em banho-maria & 95 °C durante 40 minutos,
sendo a reacdo paralisada em banho de gelo por 15 min. Apds, as amostras foram
centrifugadas a 10000 g durante 5 minutos e foi determinada a absorbancia em
espectrofotébmetro (Bel Photonics, 1105, Brasil) a 532 nm, descontando-se a absorbancia

inespecifica a 600 nm.

4.2.3.6 Concentracéo de Cu e producdo de massa seca

O terceiro trifolio maduro do terco superior da haste principal de cada planta foi
coletado quando as plantas estavam no estagio R2, segundo a escala de Fehr et al. (1971),
conforme proposto pela CQFS-RS/SC (2004) para a determinagdo de nutrientes no tecido. As
folhas foram secas a 65 °C até massa constante, moidas em moinho do tipo Willey. O tecido
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foi passado em peneira com malha de 2 mm e submetido a digestdo nitroperclorica
(EMBRAPA, 2009). Para isso, 0,250 g de massa seca foram acondicionados em tubos de
digestdo. Em seguida, 4 mL de solucédo nitroperclorica (3:1) foram adicionados em cada tubo
de digestdo. O extrato permaneceu em repouso por 12 horas e posteriormente foi digerido a
175 °C até mineralizacdo completa. A concentragdo de Cu no extrato foi determinada em
espectrofotdmetro de absorcdo atomica (Perkin Elmer, A Analyst 200, Estados Unidos).
Quando as plantas encontravam-se no estagio fenologico R8, que corresponde a
maturacdo plena, a parte aérea das plantas foi seccionada no nivel do solo. No mesmo
momento, as colunas de solo foram cortadas longitudinalmente e as raizes foram separadas do
solo com o auxilio de uma peneira. As raizes foram lavadas em agua destilada para remocéo
do solo aderido a superficie e foram secas em papel absorvente. A parte aérea e as raizes
foram acondicionados em sacos de papel e secas em estufa com ventilacdo forgada de ar a 65
°C até a obtencdo de massa constante. Para a determinacdo da massa seca de raiz (MSR) e da
massa seca de parte aérea (MSPA) utilizou-se uma balanca de precisdo (Shimadzu, AY220,

Filipinas).

4.2.4 Andlise estatistica

Para todas as variaveis analisadas, um modelo linear misto foi ajustado, considerando
estrutura do solo (deformada e indeformada), origem do solo (vinhedo ou campo natural) e a
interacdo entre esses fatores como efeito fixo, e as cultivares como efeito randomico. A
normalidade dos residuos foi testada através do teste de Shapiro-Wilk e o modelo foi ajustado
com variancias homogéneas e heterogéneas para os diferentes fatores. Os diferentes modelos
(homocedasticos e heterocedasticos) foram selecionados baseados no critérios de informacéo
de Akaike (AIC) e no critério de informacdo Bayesiano (BIC). Todos os modelos foram
ajustados usando o pacote "nime" (PINHEIRO et al., 2017) do ambiente estatistico R (R
CORE TEAM, 2017). Quando os tratamentos foram significativos, com nivel de significancia
menor que 0,05 a comparacdo de médias foi realizada usando o teste de Tukey.

Uma analise de componentes principais (ACP) foi realizada para verificar a estrutura
de correlagdo e o grau de associagdo das diferentes varidveis. Este tipo de analise permite a
identificacdo de associacfes mais complexas entre as varidveis avaliadas e identificagcdo
daquelas com maior contribuicdo para as diferengas entre os tratamentos avaliados nesse
estudo. Apenas componentes com autovalores maiores que 1 foram consideradas. A ACP foi
realizada usando o pacote “FactoMineR” (LE; JOSSE; HUSSON, 2008). De maneira
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complementar a ACP, uma analise de componentes da variancia foi realizada através do
pacote “varComp” (QU, 2017), para verificar qual fonte de variacdo conhecida teve maior
explicacdo na variabilidade de cada uma das variaveis resposta. Através dessa analise foi
observado que a cultivar ndo apresentou grande influéncia para nenhuma varidvel analisada
(Figura suplementar), bem como respostas pouco expressivas na ACP (Figura 1 b) e, por essa
razdo, cultivar foi considerada como efeito randémico, para evitar interacfes triplas mais

complexas para desdobramento.

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Analise de componentes da variancia e ACP

Considerando as fontes de varia¢fes individuais conhecidas nesse estudo (estrutura de
solo, origem de solo e cultivar), o fator estrutura de solo explicou majoritariamente a
variabilidade de todas as variaveis, exceto para TBARS e concentracdo de Cu nas folhas,
onde o efeito de origem de solo foi responsavel pela explicacdo da maior porcentagem da
variancia (Figura suplementar). Para a ACP, apenas os dois primeiros componentes foram
extraidos, os quais juntos explicaram 72,4% da variabilidade total dos dados. O componente
principal 1 (CP1) explicou 60,2% da variabilidade, com maior influéncia dos pigmentos
fotossintéticos (clorofilas a, b, total e carotenoides) e massa seca de raiz, os quais foram
positivamente correlacionados entre si, e da concentracdo de H>O> e atividade das enzimas
SOD, as quais apresentaram correlacdo negativa com as varidveis citadas anteriormente
(Figura 1). O componente principal 2 (CP2) explicou 12,2% da variabilidade e foi
primariamente influenciado pela condutancia estomatica de vapores de agua (Gs) (Figura 1).
Houve uma diferenciacdo evidente entre as estruturas de solo deformada e indeformada na
ACP (Figura 1 d), concordando com a anélise de componentes da variancia que demonstrou
que esse fator explicou grande parte da variabilidade das variaveis consideradas neste estudo

(Figura suplementar).

4.3.2 Trocas gasosas da folha

Os valores de taxa de assimilagdo liquida de CO. (A) e a eficiéncia instantanea de
carboxilacdo da rubisco (A/Ci) foram maiores nas plantas cultivadas no solo de campo natural

com estrutura indeformada (Figura 2 a, b). O solo com estrutura indeformada proporcionou
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maiores valores para A e A/Ci em relagdo ao solo com estrutura deformada,
independentemente da origem do solo ser de vinhedo ou de campo natural (Figura 2 a, b). A
concentragédo intercelular de CO> (Ci) e a taxa transpiratoria (E) foram maiores nas plantas
cultivadas no solo com estrutura deformada em relacdo as plantas cultivada no solo com
estrutura indeformada (Figura 2 c, d). Os valores de eficiéncia de uso da 4gua (EUA) foram
maior nas plantas cultivadas no solo com estrutura indeformada em relacdo as plantas

cultivadas no solo com estrutura deformada (Figura 2 e).

4.3.3 Pigmentos fotossintéticos

A concentracdo de clorofila total foi maior nas plantas cultivadas no solo com
estrutura indeformada em relacdo as plantas cultivadas no solo com estrutura deformada
(Figura 3 a). A concentracdo de clorofila total também foi maior em condig¢Ges de solo do
campo natural em relacdo ao solo do vinhedo (Figura 3 b). A concentracdo de carotenoides e
de clorofila a foi maior nas plantas cultivadas no solo com estrutura indeformada em relacéo
as plantas cultivadas no solo com estrutura deformada (Figura 3 c, d). A concentracdo de
clorofila b foi maior nas plantas cultivadas em condi¢fes de solo de campo natural com
estrutura indeformada, além disso, foi maior no solo com estrutura indeformada em relagéo as
plantas cultivadas no solo com estrutura deformada; e maior nas plantas cultivadas no solo de

campo natural, em relacdo as plantas cultivadas no solo de vinhedo (Figura 3 e).

4.3.4 Atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) e guaiacol peroxidase (POD)

A atividade das enzimas SOD foi maior nas folhas das plantas cultivadas no solo de
vinhedo, em relacdo as plantas do solo de campo natural, e também foi maior nas plantas
cultivadas no solo com estrutura deformada em relacdo as plantas cultivadas no solo com
estrutura indeformada (Figura 4 a, b). A atividade da POD foi maior nas plantas cultivadas no
solo de campo natural com estrutura indeformada, sendo sempre maior nas plantas cultivadas
no solo com estrutura indeformada em relacdo as plantas cultivadas no solo com estrutura
deformada. Para as plantas cultivadas no solo com estrutura deformada, n&o houve diferencga

na atividade da POD entre o solo de vinhedo e de campo natural (Figura 4 c).
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4.3.5 Peroxido de hidrogénio (H20z2)

A concentragdo de H.O nas folhas foi maior nas plantas cultivadas no solo com
estrutura deformada em relacéo as plantas cultivadas no solo com estrutura indeformada, para
ambos os solos, de vinhedo e campo natural. Para a estrutura indeformada, as folhas das
plantas cultivadas no solo de vinhedo apresentaram maior concentracdo de H>O> em

comparacéo as plantas cultivadas em solo de campo natural (Figura 4 d).

4.3.6 Peroxidacdo lipidica

A concentracdo de MDA nas folhas das plantas cultivadas no solo de campo natural
ndo diferiu estatisticamente entre o tipo de estrutura do solo (Figura 4 e). Para o solo de
vinhedo, a concentracdo de MDA foi maior nas folhas das plantas cultivadas no solo com
estrutura deformada. A maior concentracdo de MDA nas folhas foi observada nas plantas

cultivadas no solo de vinhedo com estrutura deformada.

4.3.7 Concentracdo de Cu e producdo de massa seca

A maior concentracdo de Cu nas folhas foi observada nas plantas cultivadas no solo de
vinhedo com estrutura deformada, em comparacao as plantas dos demais tratamentos (Figura
5). Além disso, as plantas cultivadas no solo de vinhedo apresentaram maior concentracéo de
Cu nas folhas, comparativamente as plantas cultivadas no solo de campo natural (Figura 5).
Nas plantas cultivadas em solo de campo natural, ndo houve diferenca na concentracdo de Cu
nas folhas independente da estrutura de solo (Figura 5). A producdo de massa seca de parte
aérea foi maior nas plantas cultivadas em solo de campo natural em comparacdo as plantas
cultivadas em solo de vinhedo. As plantas cultivadas em solo com estrutura deformada
apresentaram producdo de massa seca de parte aérea menor do que as plantas cultivadas em
solo com estrutura indeformada ( Figura 6 a, b). A producdo de massa seca de raizes foi maior
nas plantas cultivadas no solo de campo natural com estrutura indeformada. Na estrutura
deformada de solo, as plantas cultivadas em solo de vinhedo ndo diferiram das plantas

cultivadas em solo de campo natural para a produgdo de massa seca de raizes (Figura 6 c).

4.4 DISCUSSAO

As plantas de soja cultivadas no solo de vinhedo com estrutura indeformada

apresentaram, em geral, desempenho fisioldgico prejudicado, quando comparadas as plantas
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cultivadas no solo de campo natural com estrutura indeformada (Figura 1 a, c, d). Isso pode
ter acontecido porque o solo de vinhedo possuia 63 mg Cu kg™, superior em 35 vezes ao
observado no solo de campo natural (1,8 mg Cu kg?). Devido aos solos utilizados nesse
estudo apresentarem baixo teor de matéria organica e baixa capacidade de troca de cétions
(CTC), eles possuem pouca capacidade de complexagdo de Cu (BRADL, 2004; McBRIDE,
1994). Dessa forma, grande parte do Cu presente no solo apresenta-se fracamente adsorvido,
podendo facilmente ser liberado para a solucdo do solo para ser absorvido pelas plantas
(MIOTTO et al., 2014).

As concentracdes de Cu nas folhas das plantas de soja cultivadas no solo de vinhedo
foram maiores que aquelas observadas nas folhas das plantas cultivadas no solo de campo
natural, em ambas as estruturas de solo (Figura 5). Embora concentracdes de Cu na parte
aérea inferiores & 20 mg kg™ ndo sejam consideradas toxicas para a um grande nimero de
espécies (KABATA-PENDIAS, 2011), concentragbes de 12 mg kg de Cu que foram
observadas nas folhas das plantas de soja cultivadas em solo de vinhedo com estrutura
indeformada, mostraram-se prejudiciais as plantas, diminuindo os parametros fotossintéticos
tais como a A e A/C;, bem como a concentracdo de clorofila b, em comparacdo as plantas
cultivadas em solo de campo natural com estrutura indeformada (Figuras 2, 3). Isso aconteceu
porque o0 excesso de Cu no tecido prejudica a maquinaria fotossintética através do: (i)
impedimento do fluxo de elétrons na fotossintese, (ii) diminuicdo da sintese ou atividade das
enzimas do ciclo de Calvin (GONZALEZ-MENDOZA et al., 2013), (iii) desestruturacio dos
tilacéides (JOHN et al., 2009) e (iv) mudancas na estrutura da molécula de clorofila pela
substituicio do atomo de Mg (KUPPER et al., 2002). Da mesma forma, a produgdo de massa
seca das plantas de soja cultivadas no solo de vinhedo foi menor em comparacdo as plantas
cultivadas em solo de campo natural (Figura 6 b), e, maior nas plantas cultivadas em solo com
estrutura deformada em comparagdo aquelas cultivadas em solo com estrutura indeformada
(Figura 6 a). Isso pode ser um resultado da elevada concentracdo de Cu nas folhas das plantas
cultivadas no solo de vinhedo, principalmente com a estrutrura deformada, o que
possivelmente tenha comprometido os processos fotossintéticos na planta (CAMBROLE et
al., 2015). Uma vez que as variaveis MSPA e A apresentarem correlacdo positiva entre si e
negativa com a concentracdo de Cu nas folhas (Figura 1 a).

Os parédmetros bioquimicos, tais como atividade das enzimas SOD, concentragdes de
H202 e TBARS também foram maiores nas folhas das plantas cultivadas em solo de vinhedo
com estrutura indeformada em comparagéo aquelas cultivadas em solo de campo natural com

estrutura indeformada (Figura 4 a, b, c, d). Isso aconteceu porque o Cu pode mudar o seu
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estado de oxidacgdo facilmente, podendo, através da reacdo de Fenton, catalisar a formacdo de
espeécies reativas de oxigénio (EROs), que, em elevadas concentracdes, podem causar danos
as membranas celulares (GILL; TUTEJA, 2010). Para evitar esses danos oxidativos, o sistema
antioxidante da planta combate o excesso de EROs. A SOD age na dismutacéo do superoxido
em H»0., e sua atividade geralmente é aumentada sob condicGes de altas concentragcdes de Cu
(ZHANG et al., 2010), como o que ocorreu nesse estudo nos solos de vinhedo em comparacéo
aos solos de campo natural (Figura 5), e pode ser verificado pela correlagdo positiva que
ocorreu entre essas variaveis (SOD, H202 e TBARS) (Figura 1 a). O H.O2 é a ERO menos
danosa para a célula, entretanto, na presenga de um metal de transicdo como o Cu pode
formar o radical hidroxil (OH") que € altamente danoso, podendo reagir com lipidios,
proteinas e &cidos nucléicos (GILL; TUTEJA, 2010). Por essa razdo, a detoxificacdo do H.O>
catalisada pela POD e outras enzimas é fundamental (CHOUDHARY et al., 2007; GILL;
TUTEJA, 2010). Entretanto, nesse estudo, ndo observou-se aumento da atividade da POD, em
resposta as concentragdes de H>O. (Figura 4 c¢), como pode ser observado na ACP (Figura 1
a). Mesmo assim, nas plantas de soja cultivadas em solo com estrutura indeformada néo foi
verificado aumento na concentracdo de MDA para o solo de vinhedo em comparagédo ao solo
de campo natural (Figura 4 e), o que indica que outra linha de defesa do sistema antioxidante
da planta, como a catalase, pode ter detoxificado o H2O>, impedindo a formacéo de OH" na
presenca de Cu, o que poderia causar a peroxidacdo lipidica (CHOUDHARY et al., 2007,
GILL; TUTEJA, 2010).

Quando o solo de vinhedo foi revolvido (estrutura deformada) observou-se maior
concentracdo de Cu nas folhas das plantas de soja, comparativamente aquelas cultivadas no
solo com estrutura indeformada (Figuras 1 a, c, d, 5). O revolvimento do solo favorece a
oxidacdo da MOS, e como parte do Cu estd complexado a MOS, sua disponibilidade na
solucdo e fitotoxicidade é aumentada (BRUNETTO et al., 2014; GIROTTO et al., 2013). Isso
acontece devido ao solo utilizado nesse estudo apresentar baixa protecao fisica a MOS,
devido a inexpressiva interacdo organomineral entre a MOS e Oxidos de Fe e Al, os quais sdo
0S principais minerais responsaveis pela sorcdo de compostos organicos, e sdo apontados
como a classe de minerais mais importante na estabilizacdo da MOS (LOURENZI et al.,
2011; WISEMAN; PUTTMANN, 2005).

O revolvimento do solo (estrutura deformada) apresentou uma resposta negativa para a
fisiologia das plantas de soja em comparagdo ao manejo do solo com estrutura indeformada,
para ambos os solos de vinhedo e de campo natural. Isso pode ser observado na ACP pela
alocacdo da estrutura deformada proxima a variaveis como TBARS, concentracdo de H2O> e
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concentragdo de Cu nas folhas, que correlacionaram-se negativamente com a massa seca,
AJ/Ci, A e pigmentos (Figura 1 a, c, d). Todavia, a resposta negativa do revolvimento do solo
sobre parametros fotossintéticos, atividade das enzimas SOD e POD, concentracdo de H20- e
producdo de massa seca das plantas de soja ndo parece estar relacionada somente ao aumento
da disponibilidade do Cu no solo, uma vez que esse comportamento foi observado em ambos
os solos (campo natural e vinhedo) (Figuras 2, 3 e 4). Nesse estudo, o efeito do revolvimento
do solo, independente do conteudo de Cu, gerou uma resposta negativa sobre as plantas. 1sso
pode estar relacionado & perda de C e N como CO2 e NHz pela oxidacdo da MOS
(OMONODE et al., 2011), o que provoca alteragdes na composicdo e quantidade de
microrganismos do solo (FIERER et al., 2012) afetando diretamente a disponibilidade de
nutrientes no solo (MOREIRA; MALAVOLTA, 2004), e ndo somente relacionado a toxidez

causada pelo aumento da disponibilidade de Cu provocado pelo revolvimento.

4.5 CONCLUSOES

O solo de vinhedo com longo histérico de aplicacdo de fungicidas cupricos sob
estrutura indeformada apresentou efeitos negativos sobre a fisiologia das plantas de soja,
diminuindo a taxa de assimilacdo liquida de COg, eficiéncia instantanea de carboxilacdo da
rubisco, concentracdo de clorofila b, atividade da guaiacol peroxidase, massa seca de parte
aérea e de raiz, aumentando concentracdes de perdxido de hidrogénio e Cu nas folhas, em
comparacdo as plantas de soja cultivadas em solo de campo natural com estrutura
indeformada.

As plantas de soja cultivadas em solo com estrutura deformada, que simulou um
cultivo em sistema convencional, apresentaram desempenho fisioldgico prejudicado em
comparacao as plantas cultivadas no solo com estrutura indeformada, o qual reproduz o
sistema de semeadura direta. Entretanto, o efeito prejudicial do revolvimento do solo sobre as
plantas foi observado em ambos os solos, de vinhedo e campo natural. 1sso pode estar
relacionado a oxidagdo da matéria organica e as consequentes perdas de C e N no sistema, 0
que reduz a disponibilidade de nutrientes as plantas, e ndo somente relacionado ao aumento da

disponibilidade de Cu no solo.
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Figura 1 - Relacdo entre o componente principal 1 (CP 1) e o componente principal 2 (CP 2) dos parametros
fotossintéticos (A, A/Ci, E, EUA, Gs e Ci ), pigmentos fotossintéticos (clorofilas a, b, total e
carotenoides), massa seca da parte aérea e raizes (MSPA e MSR), concentracdo de Cu nas folhas,
atividade das enzimas antioxidantes (SOD e POD), concentragdo de H,O, e peroxidagdo lipidica
(TBARS) (a) para cultivares de soja (DM 5958 RSF IPRO e M 6410 IPRO) (b), origem do solo
[campo natural (CN) e vinhedo (V1)] (c) e estrutura de solo [deformada (D) e indeformada (1)] (d).
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Figura 2 - Taxa de assimilacdo liquida de CO, (a), eficiéncia instantanea de carboxilagdo da rubisco (b),
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concentacdo interna de CO- (c), taxa de transpiracdo (d) e eficiéncia do uso da &gua (e) em plantas de
soja (Glycine max (L.) Merrill) cultivadas em solo de campo natural (CN) e vinhedo (VI), com
estruturas deformada (D) e indeformada (1). Letras mailsculas indicam comparacdo entre solos para
uma mesma estrutura, enquanto letras minudsculas indicam comparacdo entre estruturas para um
mesmo solo (P<0,05). As barras verticias representam + desvio padrao.
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Figura 3 - Concentracdes de clorofila total (a, b), clorofila a (c), carotenoides (d), e clorofila b (e) em plantas de
soja (Glycine max (L.) Merrill) cultivadas em solo de campo natural (CN) e vinhedo (VI), com
estruturas deformada (D) e indeformada (1). Letras mailsculas indicam comparacdo entre solos para
uma mesma estrutura, enquanto letras minudsculas indicam comparacdo entre estruturas para um
mesmo solo (P<0,05). As barras verticias representam + desvio padrao.
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Figura 4 - Atividade das enzimas superoxido dismutase (a, b), atividade da guaiacol peroxidase (c), concentracdo
de H,O; (d) e peroxidacdo lipidica (e) em plantas de soja (Glycine max (L.) Merrill) cultivadas em
solo de campo natural (CN) e vinhedo (VI), com estruturas deformada (D) e indeformada (). Letras
mailsculas indicam comparacdo entre solos para uma mesma estrutura, enquanto letras mindsculas
indicam comparacéo entre estruturas para um mesmo solo (P<0,05). As barras verticias representam +
desvio padrao.
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Figura 5 - Concentragdo de Cu nas folhas de plantas de soja (Glycine max (L.) Merrill) cultivadas em solo de
campo natural (CN) e vinhedo (VI), com estruturas deformada (D) e indeformada (I). Letras
maiusculas indicam comparacdo entre solos para uma mesma estrutura, enquanto letras mindsculas
indicam comparagéo entre estruturas para um mesmo solo (P<0,05). As barras verticias representam
* desvio padrdo.
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Figura 6 - Massa seca de parte aérea (a) e massa seca de raizes (b) em plantas de soja (Glycine max (L.) Merrill)

MSPA (g)

cultivadas em solo de campo natural (CN) e vinhedo (VI) com estruturas deformada (D) e
indeformada (I). Letras maiusculas indicam comparagdo entre solos para uma mesma estrutura,
enquanto letras mindsculas indicam comparagdo entre estruturas para um mesmo solo (P<0,05). As
barras verticias representam + desvio padréo.
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Tabela Suplementar — Caracteristicas fisicas e quimicas da camada de 0-0,20 m de um solo Argissolo Vermelho
cultivado por 35 anos com videiras e um solo de campo natural adjacente ao vinhedo.

Vinhedo Campo natural
Areia g kgt 822 818
Silte g kgt 95 88
Argila g kg-1 83 94
Matéria organica g kg* 12 12
PH Hzo (1:1) 6,3 53
Al trocavel por KCI 2mol L (cmol. dm) 0 0,1
Ca trocavel por KCI 1mol L (cmole dm™) 2,6 1,2
Mg trocavel por KCI 2mol L (cmol. dm) 0,6 0,6
P disponivel por Mehlich-1 (mg kg% 53 5,6
K disponivel por Mehlich-1 (mg kg?) 68 64
Cu disponivel por Mehlich-1 (mg kg™?) 63 1,8
Zn disponivel por Mehlich-1 (mg kg?) 17 2,3
CTC efetiva® (cmolc kg™?) 3,4 2,1
CTC pu7° (cmolc kg) 4,4 3,6

2 capacidade de efetivamente trocar cétions.
b capacidade de trocar cations em pH 7.



81

5 DISCUSSAO GERAL

Existem diferentes fontes de contaminacdo de Cu nos solos agricolas. Dentre elas,
destacam-se as aplicacGes de dejetos de animais como forma organica de adubacdo, e 0 uso
frequente de fungicidas cupricos, amplamente utilizados em pomares e vinhedos. As
concentragdes de Cu encontradas nos solos de vinhedo utilizados nesse estudo foram 35 vezes
maiores do que as concentracfes encontradas em solos de campo natural. Embora a legislacéao
brasileira permita o cultivo de plantas em solos com esse nivel de contaminacdo (CONAMA,
2009), devido as grandes quantidades de Cu adicionadas anualmente a esses solos (CASALI
et al., 2008), se faz necessaria a adogdo de medidas preventivas a polui¢éo do solo, o que além
de inviabilizar o cultivo de plantas, poderia causar risco a saide humana e ao meio ambiente.
Sendo assim, a suspensdo ou diminui¢do do uso de fungicidas cupricos consiste em umas das
principais medidas a serem adotadas quando se visa a remediagcdo de solos de vinhedos
contaminados por Cu. Dessa forma, estratégias que visam a insercdo de culturas anuais na
rotacdo de culturas, como o sugerido neste estudo atraveés da soja, € uma importante
alternativa para melhoria a longo prazo do solo e do sistema como um todo.

Um dos beneficios da rotacdo de culturas é a diminuicdo de incidéncia de doencas nas
plantas, o que reduz a necessidade de aplicacdo de fungicidas cupricos em cultivos futuros de
videiras. Além disso, a utilizacdo de culturas anuais na rotacdo de culturas, proporciona uma
maior deposicdo de material vegetal sobre o solo, aumentando o teor de MOS, o que é
importante para aumentar a capacidade do solo em complexar o Cu e diminuir a sua
fitotoxicidade. O uso da soja, apresenta outros beneficios além destes, tais como alta
produtividade e rentabilidade. Além disso, como uma planta leguminosa, a soja apresenta a
capacidade de fixar N2 atmosférico, adicionando altas quantidades de N no sistema, uma
caracteristica importante especialmente em solos com baixo teor de MOS, como o0s solos
utilizados nesse estudo.

As cultivares de soja utilizadas no primeiro estudo (NA 5909 RG, DM 5958 RSF
IPRO, M 6410 IPRO e DM 6563 RSF IPRO), comportaram-se de maneira diferente,
entretanto, todas apresentaram diminuicdo na sua taxa fotossintética e produgdo de massa seca
guando expostas ao excesso de Cu. Mas, de acordo com 0 exposto no manuscrito I, dentre as
cultivares testadas neste estudo, a cultivar M 6410 IPRO ¢ a mais recomendada para 0 uso em
ambientes contaminados por Cu, e a cultivar DM 5958 RSF IPRO nédo é recomendada para

essa finalidade por apresentar danos fisioldgicos mais severos.
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No segundo estudo, o cultivo da soja em solos de vinhedos ocasionou um acumulo de
Cu nas folhas maior do que o cultivo das plantas em solos de campo natural. Isso pode ter
acontecido porque o solo do vinhedo apresentou 35 vezes mais Cu disponivel do que o solo
de campo natural. Associado a isso, 0s solos utilizados nesse estudo apresentam pouca
capacidade de complexacéo de Cu, devido ao baixo teor de MOS e baixa capacidade de troca
de cations (CTC) (BRADL, 2004; McBRIDE, 1994), o que permite que grande parte do Cu
presente no solo, permaneca fracamente adsorvido, podendo facilmente ser liberado para a
solucdo do solo para ser absorvido pelas plantas (MIOTTO et al., 2014). O acumulo de Cu
nas folhas foi mais acentuado nas plantas cultivadas em solo com estrutura deformada em
comparacdo aquelas cultivadas em solo com estrutura indeformada, o que era esperado devido
ao revolvimento do solo favorecer a oxidacdo da MOS e assim aumentar a disponibilidade de
Cu na solucéo do solo (BRUNETTO et al., 2014; GIROTTO et al., 2013), especialmente em
solos como esses, que apresentam baixa protecao fisica da MOS.

Contudo, o revolvimento do solo afetou de maneira semelhante a fisiologia das plantas
cultivadas em solos de vinhedo e de campo natural. Dessa forma, os efeitos negativos
observados sobre a fisiologia das plantas de soja cultivadas em solo de vinhedo com estrutura
deformada ndo sdo atribuidos somente ao aumento na disponibilidade do Cu causado pela
oxidacdo da MOS em funcdo do revolvimento, visto que as plantas cultivadas em solo de
campo natural com a mesma estrutura de solo também apresentaram danos. Além do aumento
da disponibilidade de Cu, a oxidacdo da MOS também ocasiona perdas de C e N do solo nas
formas de CO. e NH3z (OMONODE et al., 2011), o que afeta a disponibilidade de nutrientes
devido afetar os microrganismos do solo (FIERER et al., 2012).

Isso nos leva a concluir que o revolvimento do solo ndo € recomendado para o cultivo
de soja nos solos utilizados neste estudo. Além disso, conclui-se que o cultivo da soja pode
ser realizado nesses solos contaminados por Cu com estrutura indeformada, ou seja, em
sistema de semeadura direta, uma vez que os danos fisioldgicos apresentados por essas
plantas, tais como diminuicdo na producdo de massa seca, nos parametros fotossintéticos e
bioquimicos, foram inferiores a 20% em relacdo as plantas cultivadas em solo de campo

natural com estrutura indeformada.
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6 APENDICES

Apéndice 1 — Cultivares de soja (Glycine max (L.) Merrill) (6563, 5909, 6410 e 5958) ap0s 15
dias de cultivo em sistema hidropénico contendo Cu na solugdo nutritiva.
Concentracdo de 0,5 uM de Cu (esquerda), 20 uM de Cu (centro), e 40 uM de
Cu (direita).

Fonte: Schwalbert, R (2018).

Apéndice 2 — Plantas de soja (Glycine max (L.) Merrill) apds 21 dias de cultivo em sistema
hidropénico contendo Cu na solugdo nutritiva. Concentracdo de 0,5 uM de Cu
(esquerda), 20 uM de Cu (centro), e 40 uM de Cu (direita).

Fonte: Schwalbert, R (2018).
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Apéndice 3 — Plantas de soja (Glycine max (L.) Merrill) em estagio R2 cultivadas em canos de

PVC contendo solo de vinhedo e de campo natural com estrutura de solo

deformada e indeformada.

Fonte: Schwalbert, R (2018).

Apéndice 4 — Determinacdo das trocas gasosas da folha com o ambiente em plantas de soja
(Glycine max (L.) Merrill) em estagio R2 cultivadas em canos de PVC
contendo solo de vinhedo e de campo natural com estrutura de solo deformada
e indeformada.
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Fonte: Schwalbert, R (2018).
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Apéndice 5 — Cultivares de soja (Glycine max (L.) Merrill) 6410 (a, b) e 5958 (c, d) em

estadgio R2 cultivadas em canos de PVC contendo solo de vinhedo (VI) e de

campo natural (CN) com estrutura de solo e indeformada (I) (a, c) e
deformada (D) (b, d).

V15958 D

V159581

Fonte: Schwalbert, R (2018).
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Apéndice 6 — Crescimento radicular da soja (Glycine max (L.) Merrill) cultivada em colunas

de solo de campo natural com estrutura indeformada.

Fonte: Schwalbert, R (2018).



