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RESUMO

FANTE, Camila Argenta. Teores de isoflavonas no grdo e respostas
fisioldgicas em cultivares de soja submetidas ao alagamento, em diferentes
estadios. 2008. 48 p. Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia Vegetal) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. *

O estresse imposto as plantas pelo alagamento do solo constitui uma
barreira para o crescimento e a produtividade das mesmas. A identificagdo de
cultivares de soja tolerantes a inundagdo, ¢ que produzam maiores teores de
isoflavonas, compostos responsaveis pelo principio nutracéutico, torna-se
necessaria na medida em que a soja vem sendo utilizada na alimentagdo humana
e para o beneficio da saude. Dessa forma, o presente estudo foi realizado com o
objetivo de verificar os niveis de tolerdncia e o comportamento das cultivares de
soja ao alagamento em diferentes estddios de desenvolvimento, por meio de
analise de matéria seca, de agucares soluveis totais ¢ de amido e analisar a
resposta das mesmas em relagdo aos teores de isoflavonas. As cultivares BRS
267, BRS 257 e BRS 213 foram submetidas a 15 dias de alagamento, nos
estadios V6 € V8 e 11 dias sob estresse, no estadio R4. Os resultados revelam
que a cultivar BRS 213 foi a mais tolerante ao alagamento, uma vez que
apresentou, em média, o menor decréscimo na producdo de matéria seca.
Observou-se também que as cultivares BRS 267, BRS 213 e BRS 257
apresentaram maior enfolhamento quando alagadas nos estadios V6, V8 e R4,
respectivamente. Do mesmo modo, essas cultivares obtiveram maior produgdo
de grios e maiores teores de amido e agucares soluveis totais nas folhas, quando
comparadas ao controle, nesses mesmos estadios. Avaliou-se, ainda, a tolerancia
das plantas ao alagamento por meio da atividade enzimatica radicular das
enzimas alcool desidrogenase e piruvato descarboxilase. Sendo assim, as trés
cultivares apresentaram maior atividade das referidas enzimas quando
submetidas ao alagamento. Em relagdo as isoflavonas em cada cultivar, o
alagamento promoveu aumento desses compostos somente no estadio R4 da
BRS 267, permanecendo constante nas demais cultivares.

* Comité: Prof. Dr. José Donizeti Alves (orientador) — UFLA. Profa. Dra. Patricia de
Fatima Pereira Goulart (co-orientadora) - UNILAVRAS.
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ABSTRACT

FANTE, Camila Argenta. Isoflavon levels in grain and physiological
responses in the soybean cultivars submitted to flooding, at different stages.
2008. 48 p. Dissertation (Master in Plant Physiology) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG. *

The stress imposed on plants by soil flooding constitute a barrier for
growth and yield. The identification of soybean cultivars tolerant to flooding and
that produce high level of isoflavon compounds responsible for nutraceutic
principle, become necessary due the utilization of soybean in human nutrition
and is benefical for health. In this way, the present study to verify the tolerance
levels and soybean cultivars responses to flooding in various developmental
stages using dry mater accumulation, total soluble sugar, starch and isoflavon
levels. The cultivars BRS 267, BRS 257 and BRS 213 were submited to 15 days
of flooding, in the stage V6 and V8, and 11 days from the same stress in stage
R4. The results showed that BRS 213 was the most tolerant to flooding, showing
the lower decrease in dry matter production. It was observed a higher leaf
development in the cultivars BRS 267, BRS 213 and BRS 257 when the
flooding was applied in the stages V6, V8 and R4 respectively. In the same way,
these cultivars showed highest grain production, starch and total soluble sugars
in leaves, when compared with control, in the same stage. It was also evaluated
the flooding tolerance based in the root enzyme activity like alchool
desidrogenase and piruvate descarboxilase. The threee cultivars showed higher
activity when submitted to flooding. In relation to isoflavon in each cultivar, the
flooding promoted na increase of these compounds only in stage R4 from BRS
267, remaining constant in the other cultivars.

* Guidance Committee: José Donizeti Alves — UFLA; Patricia de Fatima Pereira Goulart
- UNILAVRAS
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INTRODUCAO

A soja (Glycine Max (L.) Merrill) é uma cultura de grande valor
comercial e industrial. Seus beneficios na alimentagdo e para a saude sdo
conhecidos pelos chineses ha milénios, mas somente nos ultimos anos passou a
ser considerada alimento funcional, ou seja, aquele que, além das fungdes
nutricionais basicas, produz efeitos benéficos a saude, sendo seguro para o
consumo sem supervisao médica.

O valor econémico da cultura estd relacionado a composi¢ao das
sementes, sendo o teor protéico, muitas vezes, um dos principais determinantes
do valor da soja (Maehler et al., 2003; Hernandez-Sebastia et al., 2005). Em
média, a soja possui 40% de proteinas, 20% de lipidios (6leo), 5% de minerais e
34% de carboidratos. Nao possui amido e cada 100 g de graos contém 230 mg
de calcio, 580 mg de fosforo, 9,4 mg de ferro, 1 mg de sodio, 1900 mg de
potassio, 220 mg de magnésio e 0,1 mg de cobre. Além da proteina e dos acidos
graxos, a soja oferece algumas vitaminas e outros compostos, como as
isoflavonas (Park et al., 2002; Lanna et al., 2005).

O preco da soja ¢ determinado pela negociagdo do grdo nas principais
bolsas de mercadoria. No mundo, a produgdo é de 216,3 milhdes de toneladas
com 92,6 milhdes de hectares plantados, movimentando aproximadamente 215
bilhdes de dodlares ao ano. Os Estados Unidos sdo os maiores produtores
mundiais do grdo e o Brasil ocupa o segundo lugar, com aproximadamente 21
milhdes de hectares plantados, produzindo 57,9 milhdes de toneladas de soja por
ano. O estado de Mato Grosso ¢ o maior produtor brasileiro de soja (Conab,
2007).

Um dos fatores determinantes da reducdo da produtividade das mais

variadas espécies de plantas ¢ a deficiéncia de oxigénio no solo, causada pelo
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excesso de agua, que pode ser provocado por excesso de chuvas e solos de
varzea, entre outras situagdes. Sob essas condigdes, a respiragdo aerobica das
plantas e de microrganismos reduz rapidamente a concentracdo do oxigénio na
solucdo do solo, levando a formagdo de um ambiente hipoxico (baixa
concentracdo de oxigénio) ou anodxico (auséncia de oxigénio), culminando com
o desaparecimento das plantas sensiveis. A baixa concentracdo de O, (Drew,
1997; Bacanamwo & Purcell, 1999; Dennis et al., 2000; Vartapetian et al., 2003)
e o excesso de CO, (Boru et al., 2003) junto as raizes sdo os principais fatores
determinantes de prejuizos as plantas, em condi¢gdes de inundacdo do solo.

No Brasil, a soja tem recebido atencdo consideravel por seus beneficios
para a satide humana, prevenindo doencas cronicas. As isoflavonas, compostos
fenolicos, compreendem as agliconas daidzeina, genisteina e gliciteina e
ocorrem naturalmente nos graos de soja, das quais a genisteina ¢ o principal
fator na prevencao do cancer (Coward et al., 1993; Liggins et al., 2000; Messina,
2000). A concentracdo de isoflavonas nos grdos de soja ¢ geneticamente
controlada e influenciada pelas condi¢des ambientais (Tsukamoto et al., 1995;
Boydak et al., 2002; Goées-Favoni et al., 2004; Caldweel, 2005).

Com o aumento da procura por alimentos a base de soja no Brasil,
diversos produtos tém sido langados no mercado e pouco se conhece quanto a
presenga e a concentracdo de isoflavonas. Autores sugerem que compostos
presentes na soja, necessarios para a sua atividade funcional, as isoflavonas sdo
aumentadas quando a soja é cultivada em areas alagadas (Bennett et al., 2004;
Al-Tawaha et al, 2007). Por esse motivo, sdo necessarios mais estudos para o
conhecimento e a selecdo de cultivares capazes de produzir soja com alto teor
desses compostos.

A exploracdo de areas alagadas com espécies de importancia econdmica

depende da identificagdo ndo somente de plantas que possam sobreviver a
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inundacdo do solo, mas que também apresentem rendimentos capazes de trazer
retorno econdmico e benéfico para a satide humana. Por isso a cultura da soja
aparece como uma boa alternativa.

Este trabalho foi realizado com os objetivos de verificar os niveis de
tolerdncia e o comportamento das cultivares de soja ao alagamento em diferentes
estadios de desenvolvimento, analisando a resposta das mesmas em relagdo aos

teores de isoflavonas.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Soja e alagamento

A soja da origem a produtos e subprodutos muito usados pela
agroindustria e pelas industrias quimica e de alimentos. O seu cultivo em solos
hidromoérficos é de grande interesse em diversas regides do mundo,
especialmente nas regides nas quais o arroz irrigado € o principal produto. A
limitagdo ou a falta de oxigénio livre sdo comuns também em solo alagado,
como resultado do excesso de chuvas e de inundagdes. Nessas situagdes, a troca
gasosa ¢ reduzida para niveis extremamente baixos (Drew, 1997; Vartapetian &
Jackson, 1997; Dennis et al., 2000; Blokhina et al., 2003; Jackson & Colmer,
2005).

O efeito do estresse por saturagdo hidrica do solo sobre as plantas ¢é
complexo e dependente do estadio de desenvolvimento da planta e da duracdo
desse estresse (Schoffel et al., 2001). Os resultados sobre qual o estddio em que
as plantas s@o mais tolerantes a saturagdo hidrica do solo ndo s@o conclusivos.

O conceito de estresse esta intimamente relacionado ao de tolerancia ao
estresse, que ¢ a aptiddo da planta para enfrentar um ambiente desfavoravel.
Desse modo, a capacidade para sobreviver ao estresse é regida por mecanismos
que conferem tolerancia. Todos esses mecanismos podem ocorrer por meio da
combinagdo de processos comportamentais, morfologicos, anatdmicos,
fisiologicos e bioquimicos e dependem de processos moleculares.

A difusdo de gases da atmosfera até o solo ¢ fortemente afetada em areas
alagadas ou sujeitas ao alagamento temporario (Drew, 1997; Bacanamwo &
Purcell, 1999; Dennis et al., 2000). A soja ¢ tolerante a falta do oxigénio, mas ¢

sensivel a niveis elevados do didéxido de carbono na zona da raiz (Boru et al.



2003). O alagamento periddico durante o ciclo da cultura afeta adversamente seu
crescimento e produtividade.

A severidade do estresse ao alagamento depende de muitos fatores,
incluindo a dura¢do do alagamento, a variedade da cultura, o estado do
crescimento, o tipo do solo, os niveis de fertilidade, os patdogenos e as condigdes
do alagamento. Espécies diferem em tolerancia ao alagamento e cultivares de
soja apresentam mecanismos diferentes para sobreviver nesse meio. Esses
mecanismos ocorrem em niveis moleculares e bioquimicos e resultam em
alteragdes na aparéncia da planta e também no seu desempenho (Vantoai et al.,
2006).

De acordo com Bacanamwo & Purcell (1999), a identificagdo de
cultivares de soja tolerantes a inundag@o pode requerer a selecdo de plantas que
consigam manter o crescimento nessas condi¢des, o que € proporcional as
mudangas que ocorrem na morfologia das raizes. Alternativamente, o aumento
da tolerancia requer alteragdes genéticas para produzir aerénquima constitutivo
entre outras alteragcdes morfofisiologicas.

Raizes, rizomas e outros orgdos da planta obtém oxigénio para a
respiracdo da atmosfera gasosa do solo. Mas, quando o solo se torna
excessivamente molhado, a transferéncia de O, do ar para dentro do solo ¢
efetivamente bloqueada porque os maiores poros do solo, que sdo usualmente
preenchidos por ar, ficam preenchidos por agua. Qualquer oxigénio dissolvido
que permanece no solo € rapidamente consumido por microrganismos ¢ plantas,
¢ o solo ndo ¢ mais, por muito tempo, apto para suprir oxigénio. O aerénquima
(tecidos com alta propor¢do de espagos ou lacunas cheios de gas) oferece a
planta uma estratégia alternativa para obter oxigénio. A lacuna interconectada,
se estendendo debaixo do solo até dentro dos caules e folhas, faz um sistema

interno de aeracdo, habilitando partes da planta para sobreviver ou crescer, por
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um tempo, em um ambiente que ¢ deficiente de O, ou completamente
desprovido de mesmo (Drew et al., 2000; Dantas et al., 2001).

Liao & Lin (2001) afirmam que o excesso de agua no solo causa
reducdo imediata na troca de gases entre a planta ¢ o ambiente. O estresse
experimentado pelas raizes sob inundacdo intensifica-se com o tempo, com a
passagem de hipoxia para anoxia e¢ pela agdo das toxinas produzidas por
bactérias anaerdbicas do solo. A anoxia ou a hipoxia sofridas pelo sistema
radicular alteram o metabolismo celular, provocando queda imediata na
respiracdo das raizes, tanto em plantas tolerantes como nas intolerantes.

Sabe-se que o déficit ¢ mais prejudicial que o excesso de agua para a
soja (Sallam & Scott, 1987). Quanto ao estadio de desenvolvimento, acredita-se
que a fase reprodutiva seja a mais afetada pelo excesso de agua no solo,
principalmente o florescimento. No entanto, nos estadios vegetativos, os efeitos
podem ser significativos (Sa et al., 2004).

Sallam & Scott (1987) e Bacanamwo & Purcell (1999) estudaram o
efeito do alagamento em plantas de soja e concluiram que os tratamentos
reduziram significativamente o crescimento foliar e radicular da planta. No
entanto, Scott et al. (1989) observaram que a tolerancia a inundacdo varia entre
as cultivares, sendo algumas delas mais susceptiveis no estadio reprodutivo do
que no vegetativo.

A falta de oxigénio afeta a nutricdo mineral, a producdo ¢ a alocacgdo de
reguladores de crescimento, a fotossintese, a respiracdo e a alocagdo de
carboidratos. Em decorréncia de varios processos na planta, podem ser
observados danos, como clorose, epinastia ¢ abscisdo de folhas, diminui¢do da
taxa de crescimento e hipertrofia do caule, formacgdo de raizes adventicias e/ou
superficiais, redu¢ao no crescimento de raizes e formagdo de aerénquimas.

Enfim, dependendo da duragdo e da intensidade do estresse causado pela baixa
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disponibilidade de oxigénio, pode até levar a planta a morte (Almeida et al.,
2003).

Alguns autores (Maehler et al., 2003; Bennett et al., 2004) estudaram o
efeito da irrigacdo em certos periodos do ciclo de plantas de soja e perceberam
que, em periodos criticos, a irrigagdo proporciona maior disponibilidade hidrica
com melhores condi¢des para absorcdo de nutrientes, resultando em maior
redistribuicdo de assimilados para os grdos. Nesses mesmos estudos observou-
se, também, que o contetido de proteinas nos graos foi semelhante, em plantas
controle e em plantas que sofreram o estresse. Ja Al-Tawaha et al. (2007)
revelaram que a irrigag@o teve impacto muito limitado sobre as concentragdes de
proteinas e 6leo, ndo sendo os principais efeitos observados. Boydak et al.
(2002) observaram que, quando a irrigagao foi aplicada no décimo segundo dia
apos a emergéncia, houve significativa diferenga no teor de proteinas com
relagdo aos outros tratamentos, o que demonstra que a irrigacdo parece ter

influéncia sobre a composi¢do da semente.

2.2 Soja, um alimento funcional

A soja, leguminosa originaria da China, ¢ um dos produtos agricolas de
maior importancia no agronegocio brasileiro, ja que o pais € o segundo maior
produtor mundial. Atualmente, ¢ o alimento que mais oferece possibilidades
para o desenvolvimento de produtos funcionais. Além disso, esta ¢ uma cultura
que vem recebendo grande interesse, devido a excelente combinagdo que
apresenta entre produtividade (normalmente acima de duas toneladas pro
hectare), teores de proteina (em torno de 40%) e 6leo no grdo (em torno de
20%).

A soja ¢ utilizada como alimento devido ao seu elevado teor protéico,

muito embora também possua, em sua composicao quimica, outras substancias,
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como os isoflavondides que sdo relacionados a importantes propriedades
bioldgicas como atividade antioxidante (Esaki et al., 1998; Esaki et al., 1999;
Park et al., 2001), antifungica (Naim et al., 1974), propriedades estrogénicas
(Han et al, 2002; Messina, 2000), anticancerigena (Coward et al., 1993; Peterson
& Barnes, 1993; Denis et al., 1999; Liggins et al., 2000; Messina, 2000) e contra
a osteosporose (Messina, 1999; Liggins et al., 2000).

Outros efeitos benéficos das isoflavonas incluem a reducgdo do risco de
doencas cardiovasculares (Tikkanem et al., 1998; Liggins et al., 2000; Messina,
2000), pois podem afetar os niveis de colesterol total no sangue por meio da
redu¢do de fragdes LDL e do aumento de HDL (Chiari et al., 2004; Han et al,
2002). Desse modo, sdo substancias que atuam de maneira protetora na camada
que recobre internamente as artérias. Além disso, esses compostos podem
atenuar os sintomas da menopausa (Kurzer, 2000).

O maior interesse dos pesquisadores ¢ na farmacologia e na fisiologia
das isoflavonas, pois elas apresentam estrutura ndo esteroidal, mas comportam-
se como estrogenos, na maioria dos sistemas bioldgicos (Esteves & Monteiro,
2001).

As isoflavonas s3o compostos pertencentes ao grupo dos flavonoides,
que possuem trés anéis benzeno em sua estrutura, da classe dos fitoestrogenos e
estdo amplamente distribuidas no reino vegetal (Park et al., 2001). O grao de
soja contém, basicamente, trés tipos de isoflavonas que se apresentam,
normalmente, em quatro diferentes formas, que sdo: glicosiladas (daidzina,
genistina e glicitina), acetilglicosiladas (acetildaidzina, acetilgenistina e
acetilglicitina), malonilglicosiladas (malonildaidzina, malonilgenistina e
malonilglicitina) e a forma estrutural n3o conjugada, aglicona (daidzeina,

genisteina e gliciteina).



As formas malonil sdo as mais abundantes na soja in natura. Quando
submetida a processamentos nos quais sejam utilizadas altas temperaturas e
pressdo, elas sdo convertidas nas formas acetil e estas, a formas glicosidicas
(Park et al., 2001; Goes-Favoni et al., 2004). A isoflavona genisteina tem grande
poder de controle de células cancerosas. Esta aglicona foi capaz de inibir o
crescimento de células tumorais da préstata humana, quando comparada a sua
forma glicosilada. Além disso, foi relatado que a atividade antioxidante da
genisteina, ou de outras isoflavonas agliconas, ¢ superior a das
glicosilisoflavonas. Goées-Favoni et al. (2004) afirmam que produtos ndo-
fermentados tém concentragdes de isoflavonas duas a trés vezes maiores que
produtos fermentados, entretanto, a distribuicdo dos constituintes difere nesses
dois grupos. Produtos fermentados apresentam, principalmente, formas
agliconas enquanto os produtos ndo-fermentados apresentam maiores
concentracdes de glicosidios.

As concentra¢des desses compostos sdo relativamente grandes na soja e
as principais isoflavonas encontradas sdo a daidzeina, a genisteina e a gliciteina.
Do total de isoflavonas, dois ter¢os s@o de glicosideos conjugados de genisteina,
sendo o restante composto de conjugados de daidzeina e pequenas quantidades
de gliciteina. Ja nos produtos fermentados de soja, predominam genisteina e
daidzeina, devido a acdo de glicosidases bacterianas (Esteves & Monteiro,
2001).

Adaptacdo das praticas, como data de plantio, adubagdo, irrigagdo e
controle de ervas daninhas, pode ser utilizada para aumentar as concentragdes de
isoflavonas em soja (Vyn et al.,, 2002; Bennett et al., 2004; Al-Tawaha &
Seguin, 2006). Segundo Al-Tawaha et al. (2007), a irrigagdo resulta em algumas
das maiores concentracdes de isoflavonas em graos de soja, tendo um dos

tratamentos irrigados apresentado aumento de 45% na concentracdo total de
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isoflavonas, em comparacdo ao tratamento ndo irrigado. Neste mesmo estudo, a
irrigacdo aumentou os teores de daidzeina, genisteina, gliciteina e isoflavonas
totais em 117%, 44%, 50% e 60%, respectivamente, em relacdo ao controle, em
uma das cultivares em estudo. Bennett et al. (2004) relataram aumentos de 130%
a 280% na concentracdo total de isoflavonas em graos de plantas irrigadas, em
relagdo a plantas ndo irrigadas. Do mesmo modo, Caldwell et al. (2005) e
Lozovaya et al. (2005) concluiram que a resposta a irrigacdo pode aumentar,
dependendo da cultivar, a concentracdo de isoflavonas em soja.

As caracteristicas genéticas do grao, bem como as condi¢des climaticas
(temperatura durante a fase de enchimento de grios), influenciam no teor de
isoflavonas (Tsukamoto et al., 1995; Boydak et al., 2002; Goes-Favoni et al.,
2004; Caldweel, 2005).

Kudou et al. (1991) e Carrdo-Panizzi et al. (1999) afirmam que o
acimulo de isoflavonas ocorre durante o enchimento dos graos (entre 35 e 60
dias depois do florescimento), quando genistina ¢ malonilgenistina tendem a
acumular no final do periodo de desenvolvimento e daidzina e malonildaidzina
estdo presentes, em altas concentragdes, durante todo o periodo de maturacao.
Segundo Lozovaya et al. (2005), baixas temperaturas durante o desenvolvimento
das sementes levam a uma maior concentra¢do de isoflavonas, no entanto, essa
resposta ¢ dependente também do fator genético de cada cultivar.

Portanto, justifica-se a realizacdo do presente estudo, em razdo da
caréncia de trabalhos que realizem a quantificagcdo de isoflavonas em cultivares
de soja submetidas ao alagamento, em diferentes estadios de desenvolvimento e

que verifiquem também os niveis de tolerancia destas plantas a inundacao.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Epoca e localizagdo do experimento

O presente trabalho foi desenvolvido, de janeiro a abril de 2007, na area
experimental do setor de Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), em Lavras, MG, a 918 m de altitude, nas coordenadas 21°14’S de
latitude e 45°00°W de longitude GRW.

3.2 Material vegetal
Foram utilizadas plantas de soja das cultivares BRS 267, BRS 257 e
BRS 213, especificas para alimentacdo humana, cedidas pela Embrapa Soja,

Londrina-PR.

3.3 Inducéo dos tratamentos e conducdo do experimento

Sementes das trés cultivares de soja foram semeadas em vasos com
capacidade para 8 litros (dimensdes de 25 cm de didmetro e 23 cm de altura),
contendo, como substrato, solo previamente adubado com calcario (0,68 kg.m™),
fosforo (5 kg.m™) e potassio (2,5 kg.m™). Inicialmente, foram colocadas sete
sementes por vaso, a profundidade aproximada de 3 cm, sendo realizado
desbaste das plantas aos 10 dias apds a emergéncia, deixando-se apenas trés
plantas por vaso. Apos o desbaste, foi realizada adubacdo com magnésio (30
mg.kg™), nitrogénio (300 mg.kg™") e micronutrientes (boro 0,5 mg.kg™"; zinco 10
mg.kg"; ferro 5 mg.kg'; manganés 3 mg.kg”; cobre 1,5 mgkg” e molibdénio
0,1 mg.kg™).

Ao atingirem os estadios V6 (plantas com sexto nd), V8 (plantas com
oitavo no) e R4 (formagdo de vagens), as plantas foram submetidas ao

alagamento. Para tanto, os vasos foram colocados, individualmente, dentro de
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recipientes maiores (28 cm de didmetro e 26 cm de altura), sem vazdo de agua.
Em seguida foi adicionada agua, tomando-se o cuidado de manté-la a 2 cm
acima do nivel do solo. Para o tratamento controle, as plantas foram irrigadas,
diariamente, permanecendo o solo préximo a capacidade de campo.

No dia da indugdo dos tratamentos, foram selecionados 12 vasos, dos
quais seis foram alagados e os outros seis foram deixados como controle na
capacidade de campo. Apos 15 dias de alagamento nos estddios V6 e V8 e 11
dias no estagio R4, coletaram-se plantas de trés vasos de cada tratamento, para
as analises bioquimicas ¢ de crescimento. Os demais vasos permaneceram na

capacidade de campo até o final do experimento.

3.4 Avaliacgéo de crescimento
Na época de cada avaliagdo, foi determinada a massa seca de raiz, caule
e folhas, obtida apos quatro dias em estufa, a 70°C. A producdo também foi

determinada analisando-se a matéria seca e o numero de graos por planta.

3.5 Analises de carboidratos

Das amostras de folhas e raizes colocadas em estufa, a 70°C, foram
retirados 300 mg de matéria seca, que foram macerados em 5 mL do extrator
tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,6, submetendo-se ao banho-maria, a
40°C, por 30 minutos. O extrato foi centrifugado, a 10.000 x g por 20 minutos.
O precipitado foi ressuspendido em 5 mL do extrator, submetido a centrifugacao
e, ao final, os sobrenadantes reunidos e utilizados para a quantificagdo de
agucares soluveis totais.

Para a extracdo do amido, o precipitado foi novamente ressuspendido
com 8 mL do tampao acetato de potassio 200 mM, pH 4,8. As amostras foram

submetidas ao banho-maria, a 40°C, adicionando-se 2 mL da enzima
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amiloglucosidase (12,6 unidades). Os tubos permaneceram em banho-maria por
2 horas e, em seguida, as amostras foram centrifugadas, a 20.000 x g por 18
minutos, sendo o sobrenadante coletado € o volume completado para 15 mL.
Para a quantificacdo dos agucares soliveis totais e do amido, foi
utilizado o método da Antrona, segundo metodologia descrita por Yemm e

Willis (1954).

3.6 Analises de proteinas e enzimaticas
Proteinas totais

As proteinas de raizes foram extraidas pela maceragdo de 300 mg do
material em nitrogénio liquido. Adicionaram-se 800 pL do tampao de extragdo
(Hepes 200 mM pH 7,5, B-mercaptoetanol, glicerol 87%, PVPP 6%), seguido de
centrifugacdo, a 13.000 x g, por 15 minutos, a 4°C e o sobrenadante foi coletado
para a quantificagdo.

As proteinas no grao foram extraidas pela maceragdo de 100 mg do
material fresco em nitrogénio liquido. Para extragdo da gordura, acrescentaram-
se 300 uL de éter e 300 pL de agua ao material macerado, que foi armazenado, a
4°C, por 30 minutos. Realizou-se uma centrifugacdo a 10.000 x g e o
sobrenadante foi descartado. Ao pellet adicionou-se 1 mL de tampao borato 0,02
M pH 9,0 seguido de centrifugacdo, a 14.000 x g, por 3 minutos. Ao
sobrenadante foram adicionados 750 uL de tampao desnaturante, composto por
Tris HCI 0,02M pH 8,6; SDS 1%; B-mercaptoetanol 0,3% e glicerol 8,3%. As
amostras foram aquecidas, a 90°C, por 2 minutos.

A quantificacdo das proteinas foi realizada segundo a metodologia de

Bradford (1976) e as leituras realizadas em espectrofotometro a 595 nm. Os
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resultados foram calculados com base na curva padrdo de BSA (soro albumina

bovina).

Gel de proteinas totais no grao

A eletroforese das proteinas do grao foi realizada pelo método SDS-
PAGE, em que foram aplicados 20 pg de proteinas de cada amostra por canaleta
e, como padrao, utilizou-se um marcador de peso molecular de 213.000 a 8.000
daltons, em gel de poliacrilamida 12,5% (gel separador) e 6% (gel
concentrador). O tampao de corrida utilizado foi tris-glicina acrescido de SDS
pH 8,3 ¢ a corrida eletroforética foi realizada em sistema vertical, a 4°C, com
voltagem constante, a 60V, por, aproximadamente, 7 horas. Terminada a corrida,
os géis foram corados em solucdo de Comassie Blue R-250 overnight e

descorados em solugdo de etanol 5%, acido acético 10% e agua 85%, conforme

Alfenas (2006).

Analises enzimaticas

A atividade radicular da enzima alcool desidrogenase (ADH) foi
determinada segundo a metodologia descrita por Hanson et al. (1986), a
atividade da lactato desidrogenase (LDH) segundo Hoffman et al. (1986) ¢ a
ativadade da piruvato descarboxilase (PDC) segundo metodologia descrita por
Kato-Noguchi (2000). A atividade da ADH foi monitorada pela redugdo do
NAD", a 340 nm, por 3 minutos, em um meio de reacdo incubado a 28°C,
contendo tampdo Tris HC1 1 M, pH 8,0, NAD" 10 mg mL" e etanol 50%. A
atividade da LDH também foi monitorada pela reducdo do NAD", a 340 nm, por
3 minutos, em um meio de reagdo incubado a 28°C, contendo tampao Tris HCI 1
M, pH 8,0, NAD" 10 mg mL™, MgCl, 100 mM e lactato de sodio 60%. E a
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atividade da PDC foi medida pela oxidagdo do NADH, a 340 nm, por 3 minutos
em meio de reacdo incubado a 28°C, contendo tampao MES 0,085 M pH 6,5,
tiamina pirofosfato 0,5 mM, MgCl, 0,5 mM, NADH 0,15 mM, 14 unidades de
ADH e piruvato de sédio 10 mM.

Gel de atividade da ADH

A eletroforese foi realizada pelo método PAGE nao-desnaturante em gel
de poliacrilamida a 7%. Os extratos foram quantificados e 15 pg de proteina
foram aplicadas em cada canaleta. O tampao de corrida utilizado foi tris-glicina
pH 8,3 e a corrida eletroforética foi realizada em sistema vertical, a 4°C e
voltagem constante, a 100 V, por, aproximadamente, 4 horas. Terminada a
corrida, os géis foram incubados, no escuro, a 30°C em uma solucdo de Tris-
HCI, 0,1M, pH 7,5 contendo NAD", PMS, MTT e etanol, conforme Alfenas
(2006).

3.7 Anélise de isoflavonas

Extracé@o: amostras de 100 mg de grios moidos foram colocadas em
tubos de ensaio contendo 4 ml de etanol 70% e 0,1% de acido acético, e
deixadas em temperatura ambiente por 1 hora, sob agitacdo constante. Apos a
extragdo, 1,5 ml do extrato foi centrifugado, a 14.000 rpm, por 15 minutos, a
5°C. Em seguida, foram transferidas 500uL. do extrato para tubos do autoinjetor
de amostras do cromatografo liquido, e 20uL do extrato foram utilizados para a
analise de quantificag¢do das isoflavonas.

Analise em HPLC: a separagio e a quantificagdo das isoflavonas foram
realizadas de acordo com a metodologia preconizada por Berhow (2002), em
cromatografo liquido da marca Waters, modelo 2690, com injetor automatico de

amostras. Utilizou-se, para tanto, uma coluna de fase reversa do tipo ODS C18
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(YMC Pack ODS-AM Columm), com 250 mm de comprimento x 0,4 mm de
diametro interno e particulas de Sum.

Para a separagdo das isoflavonas, adotou-se o sistema de gradiente linear
binario, tendo como fases moveis: 1) metanol contendo 0,025% de acido
trifluoroacético (TFA) (solvente A) e 2) dgua destilada deionizada ultrapura
contendo 0,025% de TFA (solvente B). A condicdo inicial do gradiente foi de
20% para o solvente A, que, aos 40 minutos, atingiu a concentragdo de 100%
para, em seguida, retornar a 20%, aos 41 minutos e permanecer nessas condi¢des
até os 60 minutos. Portanto, o tempo total de corrida para cada amostra foi de 60
minutos. A vazdo da fase movel foi de 1 mL/min e a temperatura, durante a
corrida, de 25°C. Para a detec¢do das isoflavonas, foi utilizado o detector de
arranjo de foto diodo da marca Waters, modelo 996, ajustado para o
comprimento de onda igual a 260 nm. Para a identificagdo dos picos
correspondentes a cada uma das isoflavonas, foram utilizados padroes de
daidzina, daidzeina, genistina e genisteina, da marca Sigma, solubilizados em
metanol (grau HPLC), nas seguintes concentragdes: 0,00625 mg/mL, 0,0125
mg/mL, 0,0250 mg/mL, 0,0500 mg/mL e 0,1000 mg/mL. Para a quantificagdo
das 12 formas de isoflavonas, por padronizacdo externa (area dos picos), foram
utilizados os padroes como referéncia, bem como o coeficiente de extingao
molar de cada uma delas para o célculo das outras formas (malonil e acetil).

O experimento foi realizado em esquema de blocos ao acaso, com trés
repeticdes e os resultados foram avaliados por andlise de variancia (ANAVA) e
teste de Tukey quando adequado, utilizando-se o programa de analise estatistica

Sisvar (Ferreira, 2000).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises na planta

A resposta das cultivares de soja ao alagamento variou de acordo com o
estadio de desenvolvimento da planta e do 6rgdo analisado (Figuras 1 e 2). Para
a cultivar BRS 267, o alagamento promoveu diminui¢do no conteudo de matéria
seca no estddio V6 para folha, no estadio V8 para os trés 6rgaos em estudo ¢ R4
para a raiz. A cultivar BRS 257 apresentou queda na matéria seca de folha, caule
e raiz apenas no estadio V6. A matéria seca das folhas e raizes da BRS 213
diminuiu no estadio V6, tendo, no estadio V8, a matéria seca de raiz aumentado
nas plantas submetidas ao estresse.

Estes resultados revelaram que, de maneira geral, o alagamento das
plantas influenciou negativamente o crescimento das cultivares de soja. Este
resultado também foi obtido por Bacanamwo & Purcell (1999), que observaram
diminui¢do na matéria seca total de plantas com 14 dias de alagamento, em
relagdo as plantas controle.

Um fator importante a ser considerado na avaliagdo do nivel de
tolerancia da soja ao alagamento ¢ a producdo de matéria seca. Pires et al. (2002)
verificaram diferenga na matéria seca de raiz entre plantas alagadas e controle ¢
afirmaram que as cultivares ndo apresentam a mesma resposta quando
submetidas ao estresse pela falta de oxigénio. Rhine (2006) observou que todas
as cultivares se recuperaram vegetativamente depois do alagamento. No entanto,
as plantas foram mais tolerantes ao estresse aplicado no estadio vegetativo do
que aquele aplicado no estadio reprodutivo, tendo a menor tolerancia sido

observada nas plantas alagadas no estadio RS5.
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FIGURA 1. Matéria seca total (A) e matéria seca de folhas (B) de trés cultivares de soja. Controle (O0) e
alagadas (m) nos estadios V6, V8 e R4. Barras representam o erro padrdo da média. UFLA, Lavras, MG, 2008.

18



>

101 BRS 267 BRS 257 BRS213
2
b
§ 2 | |_»' |+I
0 - T T r T . r T T
V6 8 27} \6 8 R4 \b \B R4
B
i ; BRS 267 BRS 257 BRS?13
8 3-
£
n
0 T T r T T T T
\6 \B R4 \b \B R4 \b \B R4

FIGURA 2. Matéria seca de caule (A) e matéria seca de raiz (B) de trés cultivares de soja. Controle (0O) e
alagadas (m) nos estadios V6, V8 e R4. Barras representam o erro padrao da média. UFLA, Lavras, MG, 2008.
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Quando se comparam as trés cultivares em estudo, verifica-se que a
cultivar de soja BRS 213 foi a mais tolerante ao alagamento, uma vez que
apresentou, em média, o menor decréscimo de matéria seca, 2,4%, em relagdo ao
controle ndo alagado. Para este gendtipo, vale destacar que, no estadio V8, o
alagamento promoveu resposta positiva no crescimento radicular das raizes em
21%, resultado observado também por Pires et al. (2002), que estudaram duas
cultivares de soja alagadas por 21 dias. No ultimo estadio (R4), ndo houve
variacdo entre o crescimento dos 6rgaos de plantas alagadas e ndo alagadas. A
cultivar BRS 257 ficou na posi¢ao intermediaria, decrescendo em 5% a matéria
seca sob estresse e a BRS 267 foi a mais sensivel, diminuindo sua massa seca
total em 27 %.

Os principais efeitos do alagamento no solo foram verificados nas raizes
das plantas, as quais apresentam mudangas anatomico-morfologicas para se
adaptarem ao ambiente de hipoxia (Pires et al., 2002; Boru et al., 2003.)
Acredita-se que esta adaptagdo a falta de oxigénio prolongada seja devido a
mecanismos, como o crescimento de raizes laterais, o surgimento de raizes
adventicias e a formag@o de aerénquima, ocorrendo também formagdo de
rachaduras no caule que resultaram em hipertrofia.

Boru et al. (2003) também observaram que as plantas sobrevivem a duas
semanas sem oxigénio, mostrando-se muito tolerantes ao excesso de agua e de
anaerobiose, 0 que sugere que as plantas de soja ndo sdo susceptiveis em
situacdo de solo alagado.

Quanto a matéria seca dos graos, as trés cultivares do tratamento
controle apresentaram produ¢des semelhantes (Figura 3A). No entanto, quando
as plantas foram submetidas ao alagamento, comparativamente ao controle,
apresentaram diferentes respostas, dependendo do estadio no qual foram
submetidas ao estresse. Quando as plantas foram alagadas no estadio V6, a

cultivar que mais se destacou foi a BRS 267. As demais, além da menor
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produgdo, quando alagadas, apresentaram-se inferiores aos seus respectivos
controles. No estadio V8, BRS 213 mostrou maior produgdo, quando alagada.
BRS 267 ¢ BRS 257 tiveram produgdo reduzida, inclusive em relagdo ao
controle. Para o estadio R4, apesar de nenhuma cultivar sob alagamento ter
produzido menos que o seu respectivo controle, verificou-se superioridade de
producdo da cultivar BRS 257.

No entanto, em um estudo com plantas de soja expostas ao estresse por
saturacdao hidrica do solo, Schoffel et al. (2001) observaram que, a partir do
estadio V6, as plantas apresentaram maior producdo em relacdo ao alagamento
aplicado nos outros estadios. Segundo Cho & Yamakawa (2006) e Cho et al.
(2006), a acumulagdo de biomassa é reduzida pelo periodo de alagamento em
soja, e o estresse pela falta de oxigénio diminui a fotossintese e o rendimento de
graos.

Uma boa produtividade depende de um grande aporte de carboidratos
das folhas até os grios que, por sua vez, ¢ dependente de uma eficiente
fotossintese, garantida com um bom enfolhamento das plantas. No caso deste
estudo, verifica-se que, para cada estadio de desenvolvimento, a cultivar que
mais investiu no crescimento vegetativo, quando em situagdo de alagamento,
apresentou, no final do seu ciclo, maior producdo de grdos. Assim, as cultivares
BRS 267, BRS 213 ¢ BRS257, que mais se destacaram na produgdo de gréos
(Figura 3A), quando o alagamento ocorreu nos estadios V6, V8 e R4,
respectivamente, foram as mesmas que apresentaram maior grau de

enfolhamento quando alagadas nestes mesmos estadios (Figura 1B).
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FIGURA 3. Matéria seca de graos (A) e nimero de graos (B). BRS 267
(0); BRS 257 (m) e BRS 213 (m), alagadas nos estadios V6, V8 e R4.
Barras representam o erro padrao da média. UFLA, Lavras, MG, 2008.
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Estes resultados sugerem, para estas cultivares, a existéncia de boa
relagdo fonte e dreno em que, por meio do numero de graos (Figura 3B), pode-se
observar que as maiores produgdes foram decorrentes de graos maiores.

Apesar de a fotossintese ndo ter sido mensurada, a analise de
carboidratos revela que este processo estava sendo operado em taxas
satisfatorias. Verifica-se que, de maneira geral, todas as cultivares apresentaram,
nas folhas, maiores teores de amido (Figura 4A) e de agucares soluveis totais
(Figura 5A), sob condi¢cdes de alagamento. Nas raizes, apesar de pequenas
variacgoes, os valores das concentragdes de amido ndo foram muito discrepantes
entre plantas alagadas e controle (Figura 4B). Ja para os agucares soluveis totais
radiculares (Figura 5B), ndo foi observado um padrdo regular entre plantas
alagadas e controle, nos diferentes estadios.

Variagdes nas concentragdes desses acguicares podem ser atribuidas a
diferentes graus de degradacdo de amido, translocagdo para as raizes, alocacao
dos carbonos em matéria seca e aproveitamento no metabolismo respiratorio,
dependentes da idade da planta.

Os resultados sugerem que o alagamento do solo causa reducdo na taxa
de translocagdo de carboidratos das folhas para as raizes e diminui¢do do
crescimento e das atividades metabolicas das raizes, que passam a demandar
menor quantidade de carboidratos. Desse modo, tais transformacdes podem
provocar acimulo de fotossintatos nas folhas, na forma de amido (Liao & Lin,
2001; Dias-Filho, 2005).

O que se verifica € que as cultivares BRS 267, BRS 213 ¢ BRS 257, que
apresentaram maiores produgdes (Figura 3) e maior enfolhamento (Figura 1B),
quando alagadas nos estadios V6, V8 e R4, respectivamente, foram as mesmas
que apresentaram, nas folhas, maiores teores de amido (Figura 4A) e agucares
soluveis totais (Figura 5A). A translocagdo de agucares soluveis das folhas para

as raizes € bastante afetada pelo alagamento e é reduzida em numerosas espécies
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FIGURA 4. Teor de amido em folhas (A) e raizes (B) de trés cultivares de soja. Controle (0) e alagadas (m)
nos estadios V6, V8 e R4. A barra indica o erro padrao da média. UFLA, Lavras, MG, 2008.
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FIGURA 5. Teor de agucares soluveis totais em folhas (A) e raizes (B) de trés cultivares de soja. Controle (0)
e alagadas (m) nos estadios V6, V8 e R4. A barra indica o erro padrao da média. UFLA, Lavras, MG, 2008.
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ndo-tolerantes. Desse modo, os agucares soliveis produzidos na fotossintese
tendem a se acumular nas folhas e ndo sdo translocados para as raizes, onde sdo
necessarios para manter a via glicolitica em funcionamento. Portanto, a maior
disponibilidade de substrato respiratorio, como a glicose, pode ser determinante
na sobrevivéncia dos tecidos das raizes em ambientes anoxicos (Drew, 1997;
Vartapetian & Jackson,1997; Amarante & Sodek, 2006).

A respiragdo anaerobica ¢ muito menos eficiente do que a aerdbica na
producdo de ATP por molécula de glicose utilizada. Sendo assim, Vartapetian &
Jackson (1997) afirmam que os tecidos das raizes necessitam de grandes
quantidades de agucares para que possa ser gerado ATP suficiente para manter
as células funcionando em condi¢des anoxicas.

A andlise dos crescimentos vegetativo e reprodutivo das cultivares
submetidas ao alagamento temporario das raizes, em diferentes estadios de
desenvolvimento, revelou que, apesar dos diferentes graus de tolerdncia entre
elas, todas conseguiram crescer e produzir sementes. Isso mostra que as plantas,
de alguma maneira, desenvolveram mecanismos de sobrevivéncia ao
alagamento. Segundo Sousa & Sodek (2002), as plantas respondem a condigdes
anaerobicas por meio de mudangas na expressdo de genes. Juntamente com a
piruvato descarboxilase (PDC), a indugdo da alcool desidrogenase (ADH) ¢
associada com a capacidade de sobrevivéncia das plantas sob anoxia. Preiszner
et al. (2001) afirmam que o gene da ADH em plantas é induzido pela hipoxia ou
anoxia e também pelo calor, desidratacdo e frio. Eles relatam a seqiiéncia e a
estrutura do promotor da ADH em soja e perceberam que ele ¢ induzido pela
anoxia, mas nao responde ao frio ou a algum ferimento. Assim, a hipoxia induz
a expressdao de genes necessarios para melhorar a tolerancia das plantas ao
estresse pelo alagamento.

Desse modo, um dos mecanismos de tolerancia a hipoxia ¢ a ativacao ou

a sintese de polipeptidios anaerdbicos. Para testar esta hipotese foi verificada,
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nas raizes, a atividade das enzimas alcool desidrogenase (Figura 6A), piruvato
descarboxilase (Figura 6B) e lactato desidrogenase (Figura 7A). Todas as
cultivares apresentaram maior atividade radicular das enzimas piruvato
descarboxilase e alcool desidrogenase, quando submetidas ao alagamento. Esta
ultima revelada também por andalise em gel de poliacrilamida (Figura 8). Esse
mesmo padrao de resposta, de maneira geral, ndo foi observado para a enzima
lactato desidrogenase. O teor de proteinas nas raizes das trés cultivares de soja
em estudo mostrou-se, de maneira geral, maior nas plantas alagadas em relagdo a
seus controles (Figura 7B).

Na auséncia de oxigénio, cessam o transporte de elétrons e a fosforilacao
oxidativa nas mitocondrias, o ciclo do acido tricarboxilico ndo pode operar e o
ATP pode ser produzido apenas por fermentacdo. Assim, as raizes,
primeiramente, comecam a fermentar piruvato a lactato, pela acdo da lactato
desidrogenase (LDH). Em um pH acido, a LDH ¢ inibida e a piruvato
descarboxilase ¢ ativada, produzindo acetaldeido que ¢, por sua vez, reduzido a
etanol pela alcool desidrogenase. Essa modificagdo da rota ocorre por causa dos
diferentes 6timos de pH das enzimas citosolicas envolvidas. Ou seja, a PDC e a
ADH catalisam a descarboxilagdo do piruvato a acetaldeido e a reducdo do
acetaldeido a etanol, com oxidagdo do NADH (Kimmerer, 1987).

Este mesmo autor observou que a ADH foi induzida pela hipoxia nas
raizes de soja e de algoddo que, apds um periodo sob borbulho, reduziu a
fermentag@o, pois diminuiu os niveis de acetaldeido e etanol. Kato-Noguchi
(2007), em estudo com arroz, observou aumento nao significativo na atividade
da LDH em plantas com 48 horas de anoxia. No entanto, o estresse aumentou a
atividade da ADH nas cultivares. A vantagem da indu¢do da ADH em anoxia foi
mencionada como sendo a aceleragdo da rota etandlica da fermentagao, que foi
também apoiada por estudos com ADH em milho e em arabidopsis (Johnson et

al., 1994; Ellis et al., 1999).
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FIGURA 8: Gel de atividade da desidrogenase alcodlica de raizes de trés
cultivares de soja. C = controle e A = alagada nos estadios V6. V8 e R4. UFLA,
Lavras, MG, 2008.



4.2 Analises no gréo

As proteinas nos gridos (Figura 9) apresentaram, para a cultivar BRS
267, em todos os estadios de desenvolvimento, menores teores quando
submetidas ao alagamento. Por outro lado, as cultivares BRS 257 ¢ BRS 213,
quando alagadas, diferiram do seu controle apenas no estadio R4, apresentando
maior teor na primeira ¢ menor na segunda, respectivamente. Apesar de
comprovadamente existir uma relagdo inversa entre os teores de acidos graxos e
concentracao de proteinas em sementes de soja, estes fatores sdo herdados como
caracteristicas quantitativas e sofrem grande influéncia do meio ambiente

(Santos, 2006).
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0,0 T T T
Controle \6 8 R4

FIGURA 9: Teor de proteinas totais em graos de soja. BRS 267 (0); BRS
257 (m) e BRS 213 (m), alagadas em trés estadios V6, V8 e R4. A barra
indica o erro padrao da média. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Dados encontrados na literatura indicam que a concentragdo de proteinas
¢ aumentada sob altas temperaturas (Dwivedi et al., 1996). Os fatores genéticos

e a temperatura durante o periodo reprodutivo afetam também os teores de 6leo

31



nos graos (Oliva et al., 2006). Apesar do controle genético, a concentra¢do de
proteinas da soja ¢ influenciada pela disponibilidade de nitrogénio. Como o
nitrogénio da fixacdo simbiotica vai para a formacdo da semente, a maximizagéo
do processo de fixagdo pode contribuir com uma maior concentra¢do de
nitrogénio e, conseqilentemente, de proteinas nos grios de soja (Avila et al.,
2007). Os teores de proteinas das sementes de soja sdo também influenciados
pelo ambiente, principalmente durante o periodo de enchimento dos graos.

A andlise eletroforética em gel de poliacrilamida revelou que as trés
cultivares apresentaram, em todos os estadios de desenvolvimento, o mesmo
padrio de bandas relativas as proteinas totais, independentemente do tratamento
(Figura 10), padrao também observado por Pinto et al. (1995). Pode-se observar
também a presenca das enzimas ADH em todas as cultivares e da lipoxigenase
na BRS 267. As cultivares BRS 257 ¢ BRS 213 ndo apresentam as enzimas
lipoxigenases (LOX), podendo, entfo, prevenir o desenvolvimento do sabor
desagradavel observado em produtos de soja.

O alagamento, além de ter provocado alteracdes morfologicas e
bioquimicas nas plantas, provocou alteragdes quantitativas e qualitativas na
composi¢do bioquimica do grdo. Em relacdo as isoflavonas, verificam-se
alteragGes em sua concentragdo nas trés cultivares (Tabela 1). Na cultivar BRS
267, o alagamento promoveu aumento apenas no estadio R4, ndo diferindo nos
outros estadios. Nas outras cultivares, independentemente do estadio em que os
estresse foi aplicado, o teor de isoflavonas permaneceu constante. Segundo
Cadwell et al. (2004) e Lozovaya et al. (2005), ocorre um aumento minimo no
conteudo de isoflavonas entre os tratamentos. Ao comparar os teores de
isoflavonas das trés cultivares, em cada tratamento, observou-se que a cultivar

BRS 267 apresentou as menores concentragdes para as plantas alagadas, nos trés
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estadios. BRS 257 ¢ BRS 213 nao diferiram nos estadios V6 ¢ R4, tendo a

primeira sido superior no estadio V8.

BRS 267 BRS 257 BRS 213

M C V6 V8 R4 M C V6 V&8 R4 M C V6 V8 R4

FIGURA 10: Andlise eletroforética SDS-PAGE em gel de poliacrilamida
12,5% de proteinas extraidas dos graos de trés cultivares de soja alagadas
nos estadios V6, V8 e R4. Marcador (M); Controle (C). UFLA, Lavras,

MG, 2008.
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TABELA 1. Concentragdo de isoflavonas totais em grdos de soja, com e sem

inundacdo.
Total ISF (mg IF 100g™ amostra)
Tratamentos
Controle V6 V8 R4
BRS 267 503,3 Ba* 373,3 Bb 361,0 Bc 678,0 Ab
BRS 257 602,0 Aa 654,6 Aa 671,0 Aa 708,6 Aa
BRS 213 619,6 Aa 6493 Aa 505,3 Ab 526,6Aa

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, p<0,05, pelo teste de Tukey.
Maitsculas comparam tratamentos em cada cultivar e minisculas comparam cultivares
em cada tratamento.

As variagdes na concentracdo total destes isoflavondides foram
decorrentes de variagdes individuais de cada um dos tipos estudados. Para a
cultivar BRS 267, o aumento na concentracdo total das isoflavonas no estadio
R4 foi devido a daidzina (Tabela 2), a genistina (Tabela 3), a malonil daidzina
(Tabela 4) e a malonil genistina (Tabela 5) e a diminui¢ao, em relacdo as outras
cultivares, foi devido, principalmente, a malonil daidzina (Tabela 4).

Estudos afirmam que diferentes teores de isoflavonas sdo encontrados
para cada cultivar, isso porque sdo geneticamente determinados, podendo ser
afetados pelo meio ambiente (Graham, 1991; Carrdo-Panizzi et al., 1999; Park et
al., 2001; Carrdo-Panizzi et al., 2003; Bennett et al, 2004; Ribeiro et al., 2007).
Desse modo, Pinto et al. (2005) afirmam que valores elevados de temperatura
¢ umidade relativa tendem a diminuir a quantidade de formas malonil, formando

glicosideos e agliconas.
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TABELA 2. Concentragio de daidzina em graos de soja, com e sem inundagao.

Daidzina (mg IF 100g™ amostra)

Cultivares Tratamentos
Controle V6 V8 R4
BRS 267 22,60 Ba* 19,30 Bb 24,70 Ba 43,20 Aa
BRS 257 27,09 Aa 29,75 Aab 34,90 Aa 39,70 Aa
BRS 213 20,05 Aa 32,90 Aa 22,54 Aa 26,96 Ab

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, p<0,05, pelo teste de Tukey.

Maitsculas comparam tratamentos em cada cultivar e minusculas comparam cultivares

em cada tratamento.

TABELA 3. Concentragdo de genistina em graos de soja, com e sem inundagao.

Genistina (mg IF 100g™ amostra)

Cultivares Tratamentos
Controle V6 V8 R4
BRS 267 28,10 Ba* 24,40 Ba 26,20 Ba 4590 Aa
BRS 257 24,10 Aa 29,60 Aa 31,20 Aa 35,30 Ab
BRS 213 25,39 Aa 27,54 Aa 21,07 Aa 25,71 Ab

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, p<0,05, pelo teste de Tukey.
Maiusculas comparam tratamentos em cada cultivar e mintisculas comparam cultivares
em cada tratamento.
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TABELA 4. Concentragdo de malonil daidzina em graos de soja, com e sem
inundacao.

Malonil daidzina (mg IF 100g™ amostra)

Cultivares Tratamentos

Controle V6 V8 R4

BRS 267 142,00 ABb* 86,30 Bb 94,20 Bb 190,90 Ab
BRS 257 202,90 Aa 213,50 Aa 222,40 Aa 246,70 Aa

BRS 213 215,70 Aa 231,13 Aa 190,98 ABa 158,86 Bb

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, p<0,05, pelo teste de Tukey.
Maiusculas comparam tratamentos em cada cultivar e mintisculas comparam cultivares
em cada tratamento.

TABELA 5. Concentragdo de malonil genistina em grios de soja, com e sem

inundagdo.

Malonil genistina (mg IF 100g™ amostra)

Cultivares Tratamentos

Controle V6 V8 R4

BRS 267 250,1 Aa* 151,90 Bb 172,30 Bb 322,40 Aa
BRS 257 260,1 Aa 309,20 Aa 307,10 Aa 294,60 Aa

BRS 213 310,8 Aa 308,10 Aa 221,66 Bb 247,31 ABb

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, p<0,05, pelo teste de Tukey.
Maiutsculas comparam tratamentos em cada cultivar e minusculas comparam cultivares
em cada tratamento
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Uma vez que os tipos de isoflavonas encontradas em maior quantidade
no grdo sao de glicosilisoflavonas, ¢ necessaria a conversdo dessas formas para
agliconas, pois estas resultam em quantidades maiores de compostos benéficos a
satde humana. Segundo Grun et al. (2001), em produtos derivados de graos de
soja, como tofu, quando submetidos a determinados tratamentos térmicos, as
formas malonil sofrem biotransformagdes e se tornam agliconas, aumentando,
assim, os teores de componentes responsaveis pelos efeitos funcionais. Com
isso, a isoflavona genisteina (Tabela 6), principal responsavel pelo efeito
nutracéutico da soja, ndo apresentou, neste estudo, seus teores mais elevados
devido, provavelmente, ao processo de extragdo e quantificacdo padrio utilizado
no Centro Embrapa Soja-Londrina, PR. Neste Centro, o protocolo ndo submete
0 extrato a nenhum tratamento térmico.

Desse modo, varios autores relatam que os niveis de isoflavonas
agliconas aumentam devido ao processamento e os teores de formas malonil
reduzem pela clivagem dos grupos ésteres e pelo calor a que ¢ submetido o
extrato (Kudou et al., 1991; Park et al, 2001; Park et al., 2002; Carrao-Panizzi et
al., 2003; Lui et al., 2003; Chiari et al., 2004; Goes-Favoni et al., 2004; Ciabotti
et al., 2000).
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TABELA 6.

Concentragdo de genisteina em grios de

soja, com € sem

inundagdo.
Genisteina (mg IF 100g™ amostra)
Tratamentos
Controle V6 V8 R4
BRS 267 1,42 Ba* 4,57 Aa ND Ba ND Bb
BRS 257 1,24 Aa 0,96 Ab 0,93 Aa 1,33 Aa
BRS 213 1,69 Aa 0,98 Ab 1,24 Aa 2,40 Aa

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, p<0,05 pelo teste de Tukey.
Maiusculas comparam tratamentos em cada cultivar e mintisculas comparam cultivares
em cada tratamento. ND = Nao Detectado.
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5 CONCLUSAO

As cultivares BRS 267, BRS 213 e BRS257 apresentaram maior
crescimento vegetativo, maior producdo de grdos, maiores teores de amido e
aglcares soluveis totais nas folhas, quando o alagamento ocorreu nos estadios

V6, V8 e R4, respectivamente.
BRS 213 foi a que apresentou a maior tolerancia ao alagamento.

Todas as cultivares apresentaram maior atividade das enzimas alcool
desidrogenase e piruvato descarboxilase, em relacdo ao controle, quando

submetidas ao alagamento, nos trés estadios de desenvolvimento.

O alagamento promoveu aumento nos teores totais de isoflavonas nas
plantas alagadas no estadio R4 da cultivar BRS 267, permanecendo constante

nas demais cultivares.

A cultivar BRS 213 foi a que apresentou maiores teores de isoflavona

genisteina, em relacdo as outras duas cultivares.
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