Plantulas de soja 'Tracaja’ expostas ao 0z6nio
sob condicoes controladas
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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento inicial, acdimulo de biomassa, trocas gasosas e
defesas antioxidativas de soja "Tracajd’, cultivada na Regido Amazdnica, exposta ao 0zdnio sob condicdes
controladas. Sementes germinadas em vasos foram levadas para duas cdmaras, uma com ar filtrado (AF) e outra
com ar filtrado mais 30 ppb de 0zdnio (AF + O;). Aos 10 e 20 dias ap6s a semeadura, as trocas gasosas, crescimento
em altura e acimulo de biomassa foram medidos; aos 20 dias apds a semeadura, as defesas antioxidativas (dcido
ascorbico e superdxido dismutase) foram analisadas. Aos 10 dias apds a semeadura, a fotossintese liquida,
condutancia estomatica, transpiracdo, altura, drea foliar e biomassa foram 16, 27, 11, 22, 29 e 18% menores,
respectivamente, no tratamento AF + O,. Aos 20 dias apds a semeadura, além dessas varidveis, comprimento da
raiz, didmetro do caule e razdo raiz:parte aérea foram 10, 15 e 12% menores, respectivamente, apesar da concentracao
de dcido ascdrbico e da atividade da superdxido dismutase terem aumentado. Plantulas de soja "Tracajd' apresentam
baixa tolerancia a concentracao de 30 ppb de ozdnio.

Termos para indexacao: Glycine max, poluic@o atmosférica, antioxidantes, trocas gasosas, crescimento.

Soybean 'Tracaja’ seedlings exposed to ozone under controlled conditions

Abstract — The objective of this work was to assess initial growth, biomass production, gas exchange and
antioxidative defenses of soybean "Tracajd' seedlings, cultivated in the Amazonian region, exposed to ozone
under controlled conditions. Seeds germinated in pots were placed in two chambers, one with filtered air (AF) and
other with filtered air plus 30 ppb of ozone (AF + O,). At 10 and 20 days after sowing, gas exchange, growth and
biomass were measured; at 20 days after sowing, antioxidative defenses (ascorbic acid and superoxide dismutase)
were analyzed. Net photosynthesis, stomatal conductance, transpiration rate, height, leaf area and biomass were
16, 27, 11, 22, 29 and 18% smaller, respectively, in AF + O, at 10 days after sowing. At 20 days after sowing,
besides this parameters, root length, stem diameter and root:shoot ratio were 10, 15 and 12% smaller, respectively,
although ascorbic acid concentrations and superoxide dismutase activity increased. Soybean "Tracajd’ seedlings
have low tolerance to concentration of 30 ppb of ozone.

Index terms: Glycine max, air pollution, antioxidants, gas exchange, growth.

Introducao

A soja (Glycine max) é uma das principais
oleaginosas produzidas no mundo e uma importante
matéria-prima empregada na elaboracido de diversos
produtos, desde 6leo até papel. Em virtude de seu valor
econdmico e de sua potencialidade de cultivo em diversas
condigdes, a cultura dessa leguminosa tem sido objeto
de constante investimento em tecnologias na agricultura.
Isto vem permitindo, entre outras coisas, 0 aumento
significativo de sua produtividade e a expansdo de
fronteiras agricolas. Atualmente, a soja é a cultura de

grdos mais importante do Brasil, e é cultivada em
diferentes regides do pais (Mello Filho et al., 2004), até
mesmo na regido sul da Amazonia.

A alteracao no uso do solo amazodnico em virtude do
avanco da agricultura e pecudria tem sido responsavel
por emissdes significativas de gases e particulas para a
atmosfera, uma vez que a queimada € comumente usada
na regido para a limpeza de dreas de plantio apds a
retirada da floresta (Artaxo et al., 1998, 2003, 2005).

Entre os gases emitidos estdo os precursores do 0zonio
(03), 0 qual é formado na atmosfera por meio de reacdes
fotoquimicas. A emissdo destes gases faz com que as
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concentragdes de O3 atinjam niveis que podem ser
prejudiciais a floresta e as culturas agricolas da regido,
mesmo a milhares de quildmetros das dreas queimadas
(Cordova Leal, 2003; Artaxo et al., 2005; Freitas et al.,
2005; Guyon et al., 2005).

Na Regido Amazodnica, a concentragdao média anual
de ozdnio estava entre 30—40 ppb na década de 1990,
porém, por meio de modelagem das tendéncias futuras
de emissdes de 6xidos de nitrogénio, um dos gases
precursores do ozdnio, estd previsto que esta
concentracdo alcance o valor médio anual de 60 ppb
até 2030 (Emberson, 2003). Ambos os niveis configuram
uma exposi¢ao cronica, ou seja, concentragdes nao muito
altas de 0z6nio por longo periodo, mas que podem causar
desequilibrios bioquimicos e fisioldgicos, como efeitos
sobre sistemas enzimadticos e alteracdes nas trocas
gasosas, respectivamente, que interferem no
crescimento, causando perda de biomassa e producao
de graos (Morgan et al., 2003; Ashmore, 2005; Filella
et al., 2005). O valor de 60 ppb é considerado fitotéxico
e capaz de provocar reducdo da produtividade de
espécies sensiveis (Fuhrer et al., 1997). Estudos indicam
que a soja € uma cultura sensivel ao 0z6nio; dependendo
do nivel de tolerdncia da cultivar, pode ocorrer até 80%
de reducdo da drea foliar e 50% de perda da producado
de sementes (Morgan et al., 2003; Ashmore, 2005).

H4 a necessidade de se estudar mais as espécies
cultivadas e suas diferentes variedades, para conhecer as
mais tolerantes aos efeitos negativos do 0zonio (Fuhrer &
Booker, 2003). Apesar da previsao de aumento dos niveis
de ozbdnio no Brasil, principalmente devido as queimadas
na Amazonia, ainda é desconhecido seu efeito sobre as
espécies agricolas aqui cultivadas e suas cultivares, que
sdo diferentes das encontradas nos Estados Unidos e paises
da Europa, onde este tipo de estudo vem sendo realizado
nas ultimas décadas. Na Amazdnia, em particular, ndo se
conhece a resisténcia das variedades que tém sido
cultivadas, principalmente no Sul da regido,
progressivamente cultivada com soja e mais exposta aos
efeitos de poluentes atmosféricos das queimadas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento inicial,
actimulo de biomassa, trocas gasosas e defesas antioxidativas
de plantulas de soja "Tracajd, cultivada na Regido Amazodnica,
exposta ao 0zonio sob condicdes controladas.

Material e Métodos

A exposicdo de plantulas de soja ao ozdnio foi
realizada em laboratério, na Secdo de Ecologia, do
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Instituto de Botanica, Sao Paulo, SP, em sistemas de
camaras fechadas. Estas camaras consistem de filmes
de Teflon fixados em armacdo de aco inoxiddvel. Em
sua parte inferior hd um suporte para vasos e, abaixo,
um reservatorio com dgua, ambos de aco inoxidavel.
Nessas camaras, as plantulas foram expostas a dois
tratamentos: ar filtrado (AF) isento de poluentes, e ar
filtrado enriquecido com 30+14 ppb de 0zonio (AF + Oy3)
por 6 horas didrias.

O ar introduzido nas cAmaras foi captado do ambiente
por um compressor e conduzido para um sistema de
filtragem contendo filtro secador, com silica, e filtros para
eliminar contaminantes atmosféricos, com carvao
ativado e permanganato de potdssio. Depois de filtrado,
uma parte do ar foi conduzida para uma das cadmaras
(AF) e outra para um compartimento que continha dois
tubos cilindricos, denominados misturadores. Nesses
tubos ocorreu a mistura do ar filtrado com o 0z6nio gerado
por um ozonizador, que foi, entdo, levado para a outra
camara (AF + O3). A concentracdo de ozdnio nas
camaras foi medida por meio de um analisador de 0z6nio
modelo EC 9810B da marca Ecotech.

Sementes de soja "Tracajd’, fornecidas pela Embrapa
Soja, Londrina, PR, foram colocadas para germinar, em
janeiro de 2006, em seis vasos de aco inoxiddvel, com
capacidade de 1 m3. Os vasos foram preenchidos com uma
camada de vermiculita, uma de substrato comercial
Plantmax (Eucatex — Brasil) e embebidos com dgua. Sobre
o substrato foram postas 16 sementes, que foram cobertas
com uma fina camada de vermiculita. Trés vasos foram
colocados em cada cAmara. As plantulas germinadas foram
irrigadas por capilaridade, através de barbantes de ndilon
inseridos na base dos vasos, sendo que uma de suas
extremidades ficou em contato com as raizes e a outra
metade mergulhada no reservatério de dgua.

Aos 10 dias apds a semeadura, foram realizadas medidas
de trocas gasosas em 9 plantulas de cada cAmara, por meio
de um analisador de gases por infravermelho (LI-6400,
LI-COR, NE, USA). As taxas de fotossintese liquida,
condutancia estomdtica e transpiracdo foram medidas entre
9 e 11h damanha, sob condi¢des ambientais, com densidade
média de fluxo de fétons fotossinteticamente ativos de
1.400 pumol m s°!, temperatura média de 28°C e umidade
relativa do ar média de 73%. Foram retiradas 10 plantulas
de cada tratamento para avaliar o crescimento e actimulo
de biomassa — altura, didmetro, comprimento da raiz, drea
foliar, biomassa total e razao entre biomassa radicular e
epigea. As plantulas restantes permaneceram nas camaras
de fumigacdo. Aos 20 dias apds a semeadura, foram
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novamente realizadas medidas de trocas gasosas,
crescimento e acimulo de biomassa. Também foram
analisadas as defesas antioxidativas (acido ascorbico e
enzima superdxido dismutase). Todo este procedimento
experimental foi realizado em duplicata.

A fim de avaliar a concentracio de 4cido ascérbico
(AA), folhas frescas (0,5 g) foram homogeneizadas com
12 mL de solugdo aquosa de etileno diamina 4cido
tetracético — sal de sédio (EDTA-Na,) (0,07%) e acido
oxdlico (0,5%). O extrato resultante foi centrifugado
(40.000 g, 30 min, a 2°C). Leituras foram realizadas em
espectrofotdometro (A = 520 nm), apds o acréscimo de
2,5 mL de solucdo 2,6 diclorofenol-indofenol sal de sédio
dihidratado (DCPiP) (0,02%) (primeira leitura) e 0,05 mL
de 4cido ascorbico 1% ao sobrenadante (segunda
leitura). O contetido de acido ascorbico foi estimado com
base na diferenca entre o branco e o resultado da
diferenca dessas leituras (Keller & Schwager, 1977).

A atividade da enzima superéxido dismutase (SOD)
foi determinada de acordo com Osswald et al. (1992).
Folhas frescas (0,35 g) foram homogeneizadas com
PVPP e solugdo contendo tampao fosfato (50 mM,
pH 7,5), EDTA-Na; 1 mM, NaCl 50 mM e 4cido
ascorbico 1 mM e centrifugadas (22.000 g, 25 min,
a 2°C). Ao sobrenadante foram adicionados 0,5 mL de
EDTA-Na; 0,54 mM, 0,8 mL de tampao fosfato de
potdssio (0,1 M, pH 7), 0,5 mL de metionina 0,13 mM,
0,5 mL de azul p-nitrotetrazélio (NBT) 0,44 mM e
0,2 mL de riboflavina 1 mM, e a solugdo resultante foi
exposta a luz fluorescente (80 W) por 30 min. Extratos
preparados seguindo o mesmo procedimento foram
mantidos no escuro. A absorbancia da solucao foi medida

em espectrofotdmetro (A = 560 nm) em ambos os tipos
de extrato (iluminado e ndo iluminado) e a diferenca
entre as duas absorbancias foi considerada para a
determinacdo da atividade da SOD, que consistiu na
inibi¢do da reducdo do NBT, pela dismutag@o enzimética
do superdxido.

Durante o trabalho, as condicdes de temperatura,
umidade relativa e radiacdo fotossinteticamente ativa
foram monitoradas. Os valores médios de temperatura
e umidade relativa foram 27°C e 77%, respectivamente,
com méximo e minimo de temperatura de 37 e 20°C e
de umidade relativa de 94 e 39%. A irradiancia média,
do periodo de 12 horas didrias, foi de 700 pmol m2 s,
com valores maximos de 1.800 umol m-2s-! nos dias
ensolarados e 100 umol m2 s-! nos dias nublados.

As diferencas entre os tratamentos foram avaliadas
pelo teste t, utilizando-se o programa Sigma Stat (Jandel
Scientific, 1994). Também foi realizada andlise de
componentes principais (ACP) para avaliar as respostas
das varidveis em relacdo aos tratamentos, utilizando-se
programa PCOrd (McCune & Mefford, 1999). A ACP
separa as varidveis, estatisticamente mais relevantes
dentro do desenho experimental, que explicam a
variabilidade das medidas.

Resultados e Discussao

As trocas gasosas nas plantulas de soja foram mais
elevadas aos 20 dias apds a semeadura do que aos
10 dias, em ambos os tratamentos, AF e AF + O3
(Tabela 1). Isto possivelmente ocorreu porque, aos
20 dias, as plantulas haviam deixado de depender das

Tabela 1. Fotossintese liquida (Wmol m2 s'!), condutincia estomatica (mol m2 s'), transpira¢do (mmol m2 s'1), altura (cm),
comprimento da raiz (cm), didmetro do caule (cm), drea foliar (cm?), biomassa total (g) e razdo raiz:parte aérea de plantulas de soja
'Tracaja' aos 10 e 20 dias apés a semeadura e dcido ascorbico (mg g'!) e atividade da enzima superéxido dismutase (unidade de
SOD) em plantulas de soja "Tracajd' aos 20 dias apds a semeadura, sob condi¢des controladas de fumigacgao.

Variaveis 10 dias ap6s a semeadura 20 dias apos a semeadura
AF AF + O4 AF AF + 04
Fotossintese liquida 11,84% 9,95 17,00%* 13,60
Condutancia estomatica 0,59* 0,43 0,75%* 0,59
Transpiragao 9,00* 7,91 9,61%* 7,69
Altura 17,5% 13,6 35,9* 33,6
Comprimento da raiz 7,33 7,55 10,20* 9,16
Diametro do caule 0,12 0,14* 0,20%* 0,17
Area foliar 12,10* 8,55 80,70* 58,60
Biomassa total 0,11* 0,09 0,48%* 0,38
Razao raiz:parte aérea 0,230 0,210 0,064* 0,056
Acido ascorbico - - 18,6 22,8%
Super6xido dismutase - - 101 140*

*Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste t.
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reservas dos cotilédones; estes ja haviam caido ou,
quando ainda presentes, as plantulas dependiam menos
deles e mais do processo fotossintético.

A exposi¢do ao 0z0onio reduziu as trocas gasosas nas
plantas do tratamento AF + O3 tanto aos 10 como aos
20 dias apds a semeadura, quando comparado ao
tratamento AF (Tabela 1). Aos 10 dias, esta reducao foi
de 16, 27 e 12%, respectivamente, para fotossintese
liquida, condutancia estomdtica e transpiracdo. Aos
20 dias, as reducdes da fotossintese liquida (20%) e da
transpiracdo (20%) foram mais pronunciadas, ao passo
que a condutancia estomdtica apresentou uma reducao
mais baixa (21%), quando comparada com as plantulas
aos 10 dias ap6s a semeadura. A diminuicdo na
fotossintese liquida nas plantulas expostas ao 0zonio pode
ter sido causada por distirbios em vérias etapas do
processo fotossintético, provocados pelo estresse
oxidativo devido a producdo de espécies ativas de
oxigénio. Estudos mostram que a carboxilagio &,
geralmente, a etapa mais vulnerdvel, pois a ribulose
bifosfato carboxilase-oxigenase (Rubisco) tem sua
sintese e atividade reduzida (Pell et al., 1994; Farage &
Long, 1999; Zheng et al., 2002).

A reducdo da condutancia estomadtica pode ser causa
ou efeito da menor assimilacio de carbono (Bortier et al.,
2000; Zheng et al., 2002). No entanto, o fato de, aos
10 dias, a porcentagem de reducdo entre o tratamento
AF e AF + O3 (27%) ter sido maior do que aos 20 dias
(21%) pode indicar que as plantulas expostas a0 0zonio
diminuiram sua capacidade de regular a condutancia com
o prolongamento da exposi¢do. Com condutancia
estomdtica mais alta, hd maior fluxo de ozo6nio para o
interior da folha e, assim, maior estresse oxidativo, o
que pode ter sido a causa da maior reducido da
fotossintese e da transpiracdo aos 20 dias, em
comparacao com as plantulas do tratamento AF.

A reducdo das trocas gasosas influenciou o
crescimento e acimulo de biomassa, que também foram
reduzidos nas plantulas do tratamento AF + O;
(Tabela 1). Dez dias ap6s a semeadura, estas plantulas
apresentaram valores médios de crescimento em altura,
drea foliar e biomassa menores do que as plantulas do
tratamento AF. Aos 20 dias, além destes parametros,
comprimento da raiz, didmetro do caule e razdo entre
biomassa radicular e epigea também foram reduzidos.

As alteracdes no crescimento e producao de biomassa
nas plantulas do tratamento AF + O3 também podem
ser decorrentes de desequilibrios nutricionais causados
pela redug@o da biomassa radicular e possivel mudanca
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na absorcdo de nutrientes pela planta (Oksanen, 2001).
A redugdo da disponibilidade de nutrientes pode atingir
vias metabdlicas, inibir enzimas destas vias, afetar o
metabolismo de carboidratos, bem como as vias de
transporte de nutrientes entre as partes da planta
(Oksanen & Saleem, 1999; Postiglione et al., 2000;
Morgan et al., 2003).

A concentragdo de dcido ascérbico e a atividade da
enzima superéxido dismutase, em plantulas de soja
"Tracajd’ aos 20 dias apds a semeadura, foram maiores
18 e 28%, respectivamente, no tratamento AF + O3
(Tabela 1). As plantulas devem ter desviado energia do
crescimento para investir em defesas antioxidativas.
Contudo, o aumento em defesas nem sempre é capaz
de evitar danos as plantas (Filella et al., 2005). Booker
& Fiscus (2005) também observaram aumento das
defesas antioxidativas em plantas de soja expostas ao
0z0nio, no entanto, assim como no presente trabalho, a
fotossintese liquida e o crescimento também diminuiram.

A anélise de componentes principais (ACP) resumiu
78,5% da variabilidade total dos dados nos dois primeiros
eixos: o primeiro eixo representou 58,3% da variabilidade
das medidas e o segundo 20,2% (Figura 1). No lado
positivo do eixo 1, foram alocadas unidades amostrais
referentes as plantulas do tratamento AF, as quais foram
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Figura 1. Anélise de componentes principais (ACP) das vari-
dveis bioldgicas avaliadas nas plantulas de soja '"Tracajd’
20 dias apds a semeadura, sob condi¢des controladas de fu-
migacdo. alt: altura; raiz: comprimento da raiz; diam: didmetro
do caule; biom: biomassa; razdo: raiz:parte aérea;
foto: fotossintese liquida; cond: condutancia estomdtica;
transp: transpira¢do; AA: 4dcido ascérbico; SOD: superdxido
dismutase.
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fortemente associadas a altos valores de transpiracgao,
fotossintese liquida e condutincia estomatica. Estas
varidveis foram altamente correlacionadas com o eixo 1
(Tabela 2). Diferentemente, no lado negativo do eixo 1,
encontraram-se as unidades amostrais das plantulas do
tratamento AF + O3 associadas a altos valores de acido
ascorbico e superdxido dismutase. As defesas
antioxidativas apresentaram as maiores correlacdes com
o eixo 2. Desta forma, a ACP traduziu, principalmente
pelo eixo 1, a resposta das plantulas de soja a diferenca
entre os tratamentos.

A reducdo das trocas gasosas, do crescimento e
acimulo de biomassa da cultivar estudada foi alta,
considerando a concentracdo a qual as plantulas foram
submetidas. Além disso, estas mesmas plantulas expostas
ao ozOnio apresentaram mudancas no padrao de emissao
de compostos organicos volateis e danos foliares visiveis,
parametros que ainda necessitam de maior investigacao,
mas que também indicam a sensibilidade desta cultivar
ao ozonio.

Esses resultados indicam uma possivel perda de
produtividade da soja causada pela exposi¢c@o ao 0zonio.
Heagle et al. (1999) e Britz & Robinson (2001)
observaram que diferentes cultivares de soja utilizadas
na agricultura norte-americana quando expostas ao
0z0nio, diminuiram a producdo de biomassa e graos
podendo ocorrer prejuizos econdmicos de até
US$ 4,00 bilhdes ao ano (Ashmore, 2005). Ao avaliar a
sensibilidade ao 0zonio das espécies de maior importancia
econdmica cultivadas na China, Europa e Estados
Unidos, Chameides et al. (1999) e Aunan et al. (2000),
Mills et al. (2000) e Ashmore (2003), respectivamente,
concluiram que a soja é uma das espécies mais sensiveis.

Os resultados deste trabalho indicam os danos
potenciais do oz6nio ao cultivo da soja em regides

Tabela 2. Correlacgio de Pearson e Kendall das varidveis bio-
16gicas com os eixos 1 e 2.

Variaveis Eixo 1 Eixo 2
Altura 0,130 0,532
Comprimento da raiz 0,555 0,574
Diametro do caule -0,162 0,425
Biomassa 0,193 0,572
Raiz/parte aérea 0,269 0,275
Fotossintese liquida 0,739 0,385
Condutancia estomatica 0,617 -0,055
Transpira¢ao 0,924 -0,365
Acido ascorbico -0,556 -0,655
Superdxido dismutase -0,593 -0,685

brasileiras, especialmente as que recebem as plumas
das queimadas da Amazonia, uma vez que Cordova Leal
et al. (2003) e Artaxo et al. (2005) registraram, durante
o periodo das queimadas, concentracdo atmosférica de
ozdnio trés vezes mais alta do que a utilizada neste
trabalho.

Conclusoes

1. Aos 10 dias apds a semeadura, plantulas de soja
"Tracajd' expostas ao 0zOnio apresentam valores médios
de fotossintese liquida, condutincia estomatica,
transpiracdo, altura, drea foliar e biomassa menores.

2. Aos 20 dias apds a semeadura, além desses
parametros, plantulas de soja "Tracaja’ expostas ao 0z6nio
apresentam valores médios de comprimento da raiz,
didmetro do caule e razdo raiz:parte aérea menores e
concentracao de 4cido ascorbico e atividade da enzima
superdxido dismutase elevadas.
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