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RESUMO

ZONETTI, Patricia da Costa, D.S., Universidade Estadual de Maringa, fevereiro
de 2007. Teores de lignina e crescimento de raizes de soja  convencional e

transgénica, resistente ao glifosato em resposta a mudanca de
temperatura. Professor Orientador: Dr. Osvaldo Ferrarese Filho. Professores
Conselheiros: Dr®. Maria de Lourdes Lucio Ferrarese e Dr. Carlos Alberto
Scapim.

7

A presente tese € composta de trés trabalhos descritos separadamente. O
primeiro teve por objetivo realizar um estudo comparativo entre cultivares de
soja RR (resistente ao glifosato) e respectivas parentais quanto aos teores de
lignina e crescimento das raizes, assim como os teores de lignina e de fendis
totais nos tegumentos das sementes. Foram comparados dois grupos: 1)
cultivares CD 213RR e OC 14 e 2) cultivares CD 214RR e CD 201. As
cultivares transgénicas apresentaram maior crescimento da raiz primaria, em
relacdo as suas parentais. Houve diferenca significativa nos teores de lignina
apenas para 0 primeiro grupo em avaliacdo, em que a cultivar transgénica
apresentou maiores teores nas raizes e menores nos tegumentos. Quanto aos
conteudos de fendis, constataram-se diferencas nos dois grupos avaliados,
sendo o maior valor obtido para as cultivares RR, em ambos os casos. No
segundo estudo, sementes das cultivares CD 213RR e OC 14 foram
germinadas e, a seguir, mantidas durante quatro dias em sistema hidropénico
nas temperaturas de 25, 27,5, 30 e 32,5°C, com o objetivo de avaliar o
crescimento e lignificacdo das raizes. A analise dos dados revelou a ocorréncia
de interferéncia positiva da temperatura em todas as variaveis analisadas. A
cultivar RR apresentou menor crescimento do sistema radicular e maior
lignificagao da raiz. O terceiro estudo foi realizado com as cultivares CD 213RR
e OC 14. O objetivo foi avaliar o efeito da reducdo da temperatura na
lignificacédo e crescimento das raizes. Para isto, as sementes foram germinadas
a 25°C e, apos trés dias, transferidas para as temperaturas: 10, 15, 20 e 25°C,
permanecendo por quatro dias sob sistema hidropdnico. O aumento da
temperatura promoveu aumento no crescimento da raiz assim como afetou

positivamente a lignificagcdo das raizes. A cultivar RR apresentou maiores

XV



valores para as caracteristicas em estudo.

Palavras-chave : lignificacdo, soja transgénica, estresse por temperatura.
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ABSTRACT

ZONETTI, Patricia da Costa, D.S., State University of Maringa, February, 2007.
Lignin contents and root growth of glyphosate resis tant and non-resistant
soybean: influence of temperature . Adviser: Dr. Osvaldo Ferrarese Filho.
Advisor: Dr Maria de Lourdes Lucio Ferrarese and Dr. Carlos Alberto Scapim.

The present work is contains by three studies. The objective of the first study
was to compare transgenic soybean cultivars, resistant to glyphosate, to their
respective conventional parental cultivars, by quantification of lignin contents,
the growth of seedlings roots, lignin content of the seed coats and total
phenolics (PhAs). Two groups were compared: 1) Cultivars CD 213RR and OC
14 and 2) Cultivars CD 214RR and CD 201. Transgenic cultivars showed higher
root growth than their respective parental cultivars. Significant difference in the
lignin contents were observed only in the first group; the transgenic cultivar
showed higher contents in roots and lesser in seed coats. Both transgenic
cultivars showed higher levels of PhAs, compared with their parental cultivars.
In the second study, seeds of the cultivars CD 213RR and OC 14, were
germinated and transferred at 25, 27,5, 30 and 32,5°C for four days in
hydroponic systems. The objective was to evaluate the roots growth and
lignification. Data analysis showed the influence of temperature in all evaluated
parameters. RR cultivar showed lesser growth and higher lignification of the
roots. The third study were carried out with the cultivar CD 213RR and OC 14.
The objective was to evaluate the effects of low temperatures, on lignification
and root growth. After 3 days of germination at 25°C, seedlings were transferred
to the hidroponic systems, at 10, 15, 20 e 25°C for four days. Results showed
that low temperature decreased the roots growth and the lignification of the

roots. RR cultivars showed higher values on the evaluated parameters.

Keywords: lignification, transgenic soybean, temperature stress.
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INTRODUCAO GERAL

A soja (Glycine max (L.) Merrill), originaria da China, foi domesticada
por volta do século Xl a.C. Com o passar do tempo, a planta foi introduzida em
diferentes paises do mundo. No Brasil, a primeira referéncia sobre a cultura da
soja data de 1882, no Estado da Bahia. Atualmente, o pais é considerado o
segundo maior produtor mundial de soja, e grande exportador dessa
oleaginosa.

A planta, proveniente de regides de clima temperado, foi adaptada ao
clima tropical e subtropical a partir dos anos 70, época em que ocorreu grande
expansao da cultura. O mercado da soja continua se expandindo e, nos ultimos
anos, deu grande salto, sobretudo, em decorréncia do desenvolvimento de
cultivares mais produtivas e com outras caracteristicas de interesse do
agricultor como a tolerancia as doencas, aos insetos e aos herbicidas. Algumas
dessas caracteristicas tém sido alcancadas por meio de tecnologia do DNA
recombinante. E o caso das plantas de soja modificadas geneticamente,
resistentes ao glifosato (RR).

Glifosato [N-(fosfonometil) glicina] é utilizado na agricultura brasileira
desde 1978 por meio de formulacdes designadas herbicidas, como o pos-
emergente Roundup® Ready, o qual, dentre outras implicacdes, é eficiente
inibidor da enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSP sintase;
E.C. 2.5.1.19). A enzima EPSP sintase participa da via metabdlica do chiqu,
eresponsavel pela sintese de aminoacidos aromaticos essenciais, como a
fenilalanina e a tirosina. Esses aminoacidos, além de constituirem proteinas
importantes para o0 desenvolvimento da planta, participam da via dos
fenilpropendides, principal caminho para a sintese de compostos fendlicos,
dentre eles os monoligndis, precursores da lignina. Ao obstruir a via do chiqu,
pela inibicdo da EPSP sintase, o glifosato pode afetar ndo sé a producdo de
proteinas da soja, mas também a via metabdlica geradora de lignina.

A soja RR codifica uma variante da enzima EPSP sintase, que possui
baixa afinidade com o glifosato, conferindo-lhe resisténcia a esse herbicida.

Estudos sobre os efeitos dessa modificagdo genética sintese de lignina séo,
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sendo de interesse para a caracterizacdo do material genético.

Além de seu potencial genético, a produtividade da soja depende de
condicbes ambientais de solo e de clima. Dentre os elementos do clima, a
temperatura € um fator crucial no desenvolvimento da cultura. Em situacdes
adversas de temperatura, ocorrem mudancas bioquimicas e fisioldgicas que
permitem a planta ajustar-se a condicdo de estresse, podendo afetar o seu
crescimento e vigor.

A reducdo, no crescimento e na producdo de graos, submetidos as
temperaturas adversas podem estar associadas ao metabolismo de
fenilpropendides, o que resultaria em alteracdes, que afetariam a biossintese
de lignina.

Torna-se relevante confrontar a relacdo entre lignificacdo e crescimento
das cultivares transgénicas e suas respectivas parentais, sob tais condic¢oes,
visto que a EPSP sintase esta envolvida na sintese de fendis e nas reacdes
fisiologicas ao estresse de temperatura. Dessa forma, o presente trabalho teve
por objetivos: a) comparar a lignificacdo nas raizes de plantulas de soja
transgénica resistente ao glifosato (cultivares CD 213RR e CD 214RR) e suas
respectivas cultivares convencionais (OC 14 e CD 201) assim como 0S
conteudos de lignina e de fendis totais nos tegumentos dessas cultivares; b)
avaliar os efeitos de diferentes temperaturas na lignificacdo e no crescimento
de raizes de plantulas de soja das cultivares CD 213RR e OC 14; c) avaliar os
efeitos do estresse de baixa temperatura na lignificacdo e no crescimento das

raizes de plantulas de soja das cultivares CD 213RR e OC 14.

CAPITULO |

TEORES DE LIGNINA NOS TEGUMENTOS E NAS RAIZES DE
CULTIVARES DE SOJA ( Glycine max (L). Merrill) TRANSGENICAS
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RESISTENTES AO GLIFOSATO E RESPECTIVAS CULTIVARES
PARENTAIS

RESUMO. A soja modificada geneticamente, resistente ao glifosato (RR),
codifica uma variante da enzima EPSP sintase. Essa variante enziméatica
apresenta baixa afinidade ao herbicida, conferindo a planta resisténcia ao
produto. A EPSP sintase estd envolvida na via de biossintese de lignina.
Levando-se em conta essa alteragdo enzimatica, o objetivo do presente
trabalho foi verificar se a soja modificada geneticamente , resistente ao
glifosato, apresenta diferenca nos teores de lignina das raizes e dos
tegumentos, em comparacdo com sua cultivar parental. Para esses propositos,
foram avaliadas as cultivares CD 214RR e CD 213RR e suas respectivas
cultivares parentais CD 201 e OC 14. Para a avaliacdo das raizes, plantulas
com trés dias de germinacao foram mantidas durante 24, 48, 72 e 96 horas em
solugdo nutritiva, em camara de germinacdo do tipo B.O.D. Apds esses
periodos, foram avaliados os teores de lignina por meio do método do acido
tioglicdlico. Obteve-se, nesse ensaio, o0 comprimento relativo da raiz primaria e
as biomassas fresca e seca do sistema radicular. Os tegumentos das sementes
foram retirados manualmente, secos em estufa a 80°C por 24 horas. Apos esse
periodo, procedeu-se a determinacdo dos teores de lignina, pelo método do
acido tioglicdlico, e de fendis totais, pelo método colorimétrico. Foi realizado
estudo de contrastes para comparar cultivares e as respectivas parentais.
Foram significativas as intera¢cdes cultivar versus tempo de incubacgao para
asvariaveis: crescimento da raiz, biomassa fresca e teor de lignina nas raizes.
As cultivares transgénicas apresentaram maior crescimento da raiz primaria. A
cultivar transgénica CD 213RR apresentou maiores teores de lignina nas
raizes, apds 72 e 96 horas de incubacao, em relacdo a sua parental OC 14 e
menores teores de lignina nos tegumentos. Entre o outro grupo avaliado, CD
214RR e CD 201, né&o foi constatada diferenca significativa para os teores de
lignina nas raizes e tegumento das sementes. As cultivares transgénicas
apresentaram maiores quantidades de fendis totais no tegumento em relacéo

as suas respectivas parentais.



Palavras-chave : Soja RR, lignina, fenadis totais.



LIGNIN CONTENTS IN SEED COAT AND SEEDLINGS ROOTS OF
GLYPHOSATE-RESISTANT AND CONVENTIONAL SOYBEAN ( Glycine max
(L). Merrill)

ABSTRACT. Genetically modified soybean encodes a different form of the
enzyme EPSP synthase. This variation results in low catalytic affinity to the
molecule of glyphosate herbicide, so conferring to the plant resistance to this
herbicide. EPSP synthase acts in the biosynthetic pathway of lignin. Taking this
enzymatic modification into account, the objective of the present work was to
verify if glyphosate resistant soybean is different of its respective conventional
cultivar, with respect to seedlings roots and seed coat lignin contents. For this
purpose, transgenic cultivars CD 214RR and CD 213RR were evaluated
together with their respective parental cultivars, CD 201 and OC 14. Roots were
obtained after three days seedlings and then incubated in nutritive solution for
24, 48, 72 and 96 hours in a chamber with 12 hours of photoperiod, at 25°C.
After incubation, lignin contents of the dry roots were evaluated by the
thioglycolic acid method. Growth data and also fresh and dry biomasses of the
roots were obtained. Seed coats were manually peeling and then dried in oven-
drying at 80°C for 24 hours. After, the lignin contents were determined using the
thioglycolic acid method while the total phenolics were determined
colorimetrically. Statistical analysis compared transgenic and conventional by
contrast analysis. Cultivar x incubation time interaction was significant for root
growth, fresh biomass and lignin levels. Transgenic cultivars showed higher root
growth. The transgenic cultivar CD 213RR showed higher levels of lignin in the
roots, at 72 and 96 hours fo incubation, when compared with its parental OC 14,
and a lower lignin level in seed coat. No significant differences were observed in
the lignin contents of roots and seed coats for CD 214RR and CD 201.
Transgenic cultivars showed higher levels of total phenolics in seed coat when
compared to their respective parental cultivars.

Keywords: RR soybean, lignin, total phenols.



1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de cultivares resistentes a herbicidas surge como
alternativa no controle de plantas daninhas no sistema de cultivo. A obtencé&o
de culturas resistentes ao glifosato (principio ativo do herbicida Roundup®
Ready) tem sido realizada desde os anos 80 (SHAH et al., 1986; GASSER et
al., 1988; PADGETTE et al.,, 1995). Nessa linha de pesquisa, dentre as
inUmeras espécies, a soja (Glycine max (L.) Merrill) tornou-se alvo da atencéo
dos pesquisadores por se destacar como planta de grande retorno econémico.

glifosato influencia varios processos fisiologicos no vegetal como
inibicdo da sintese de clorofila, estimulo da sintese de etileno e redugédo da
sintese protéica (GALLI; MONTEZUNNA, 2005). Além dos processos citados, o
glifosato age como inibidor especifico da enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-
fosfato sintase (EPSP sintase), envolvida na via biossintética de aminoacidos
aromaticos, conhecida como via do chiquimato (STEINRUCKEN; AMRHEIN,
1980).

A via chiquimato converte precursores de carboidratos, derivados da
glicolise e da rota das pentoses fosfato, em aminoacidos aromaticos como a
fenilalanina e a tirosina (ANEXO A). nibe a enzima EPSP sintase, e bloquea
uma das reacdes dessa via, ou seja, a que converte o acido 5-fosfochiquimico
em acido 3-enolpiruvil-5-fosfochiquimico (PADGETTE et al., 1995).

A soja modificada geneticamente (cultivar RR) codifica uma variante da
enzima EPSP sintase que possui baixa afinidade ao glifosato, conferindo a
planta resisténcia a esse herbicida (HARRISON et al., 1996). As linhagens de
soja resistentes ao glifosato podem ser obtidas pela inser¢cdo de um gene da
bactéria Agrobacterium sp CP4 que codifica uma variante da enzima EPSP
sintase (PADGETTE et al., 1995; VON PINHO, 2002).

Pouco se conhece sobre essa modificagdo genética no que tange ao
metabolismo secundario das plantas, em especial a biossintese de lignina. A
via de fenilpropendides, na qual se insere a EPSP sintase, representa o
caminho principal do metabolismo secundario de fendis nas plantas.

Os compostos fendlicos das plantas sdo geralmente caracterizados
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como metabdlitos aromaticos que possuem uma ou mais hidroxilas ligadas ao
anel aromatico, formando um grupo fenol. Os fendis vegetais constituem um
grupo quimicamente heterogéneo, com aproximadamente 10.000 compostos;
alguns sdo soluveis apenas em solventes organicos, outros sao acidos
carboxilicos e glicosideos soluveis em agua e ha, ainda, aqueles que séo
grandes polimeros insoluveis (BUCHANAN et al., 2000). Estes conduzem a
sintese de derivados secundarios como: isoflavondides, fitoalexinas,
antocianinas e lignina (TAIZ; ZEIGER, 2004).

lignina € um polimero proveniente da polimerizacdo de uma ou
mais unidades precursoras de trés monolignaois:, 0s alcoois p-cumarilico,
coniferilico e sinapilico (ANEXOS A, B e C). Uma ve z polimerizado, os
residuos, derivados de cada um desses precursores, sédo denominados, H
(p-hidroxifenil), G (guaiacil) e S (siringil), e os p  olimeros, enriquecidos
com esses componentes sao referidos como ligninas tipos H, G ou S
(DEAN, 1997). De um modo geral, as plantas vascular es produzem lignina
com o intuito de enrijecer seus tecidos condutivos e, formar barreira a fim
de evitar a perda excessiva de agua (CAPELETI, 2003 ). A importancia da
lignificac@o esta associada principalmente ao suporte mecanico dos 6rgdos das
plantas (BOUDET, 2000; BOUDET et al., 2003).

O conteudo considerado adequado de lignina pode variar de acordo
com o interesse do produtor ou empresa, a espécie em questao e dependendo
do 6rgédo que estd sendo analisado. No eucalipto (Eucalyptus sp), o elevado
teor de lignina nos tecidos do caule é prejudicial a obtencdo de polpa de
celulose e papel (ENDT et al., 2000). Em forrageiras, o alto teor de lignina na
parte aérea determina baixa digestibilidade, caracterizando pastagens de
gualidade (LACERDA, 2001). Levando em conta a quantidade de lignina na
raiz, pressupfe-se que alta quantidade de lignina ofereca a planta maior
sustentacdo no solo. No entanto, em excesso, pode levar a reducdo do
crescimento do 6rgdo. No tegumento de soja, foi verificada correlacdo positiva
entre o conteudo de lignina desses e os mecanismos de resisténcia aos danos
mecanicos, em que o maior contedado de lignina no tegumento ofereceu maior
resisténcia ao dano mecanico, e, portanto, maior vigor para as sementes
(CAPELETI et al., 2005).



o envolvimento da enzima EPSP sintase na via metabdlica de sintese
de lignina aliado ao fato de que a soja transgénica resistente ao glifosato (RR)
apresenta uma variante dessa, torna-se importante avaliar o conteudo de
lignina nesse material genético. Nesse contexto, 0os objetivos do presente
trabalho foram avaliar os teores de lignina e o crescimento das raizes de
plantulas de soja transgénica resistente ao glifosato (cultivares CD 213RR e
CD 214RR) e suas respectivas cultivares parentais (OC 14 e CD 201), assim
como comparar os teores de lignina e de fendis totais nos tegumentos das

sementes desses cultivares.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 CULTIVARES E SISTEMA EXPERIMENTAL

2.1.1 Cultivares

Foram utilizadas sementes de soja das cultivares transgénicas
resistentes ao glifosato CD 213RR e CD 214RR, e suas respectivas parentais
convencionais OC 14 e CD 201, cedidas pela Cooperativa Central de Pesquisa
Agricola Ltda. - Coodetec, Cascavel, Parana. As sementes foram provenientes
da safra 2004/2005, produzidas do campo experimental na cidade de Palotina,

Parané.

2.1.2 Sistema experimental

As sementes foram, previamente, desinfetadas em solugédo de
hipoclorito de sédio a 2% durante trés minutos e, em seguida, lavadas com
agua deionizada. Apds esse procedimento, as sementes foram depositadas
entre trés folhas de papel germitest (CEL-060), umedecidas, enroladas e
acondicionadas em béqueres contendo um pequeno filme de agua para
manutencdo da umidade. Os rolos de papel foram acondicionados em camara
de germinacgéo (Tecnal TE 400, Brasil) a 25°C e 80% de umidade relativa no
escuro. Apés trés dias de germinacdo, aram plantulas uniformes para a
montagem do sistema experimental.

Para execucdo do protocolo experimental, foram construidos, nas
oficinas da Universidade Estadual de Maringa, recipientes apropriados
baseados em sistemas de cultivo hidropénico (FERRARESE, 2000) (Figura 1 e
ANEXO D). Cada sistema experimental foi constituido de: 1) um recipiente
vitreo, medindo 15 cm de altura e 9 cm de diametro, adaptado sobre uma base
de acrilico de 2,5 cm de altura; 2) uma placa de acrilico, que serve como
suporte para as plantulas, contendo 25 orificios de 5 mm, suspensa por uma

coluna ajustavel, atarraxada a um suporte afixado na abertura do recipiente; 3)
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uma mangueira sorologica para aeragdo; 4) um filtro com membrana de
difluoreto de polivinilideno, com poro de tamanho 0,45 pm (Millipore®) acoplada
a mangueira e a 5) uma mini-bomba valvulada para o apropriado aeramento da

solucéo nutritiva contida no recipiente.

Figura 1 — Recipientes baseados em sistemas de cultivo hidropdnico, com
mangueiras para aeracdo. Local de incubacdo das plantulas:
camara de germinacao tipo B.O.D. — Laboratério de Bioquimica
Vegetal — UEM, Maringa - PR.

Cada sistema experimental, constituido de 25 plantulas, foi mantido em
camara de germinacdo (Tecnal TE 400, Brasil) a 25°C e 80% de umidade
relativa, com sistema de fotoperiodo de 12 horas em solucdo nutritiva de
Hoagland e Arnon (1950) meia-forca (ANEXO E) (SANTOS et al.,, 2004),
tamponada com fosfato de sédio e potassio 17 mM (pH 6,0) e mantidos sob

aeracao continua.
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2.2 CARACTERISTICAS AVALIADAS

2.2.1 Crescimento da raiz: comprimento relativo da raiz primaria e
biomassas fresca e seca das raizes

s comprimentos das raizes primarias de 25 plantulas, com trés dias de
desenvolvimento com auxilio de régua milimetrada (comprimento inicial). Apés
a obtencdo das medidas, as plantulas foram transferidas para o sistema
experimental, descrito anteriormente, permanecendo por 24, 48, 72 e 96 horas.
ApOs o periodo pré-determinado, ,0 0 comprimento da raiz (comprimento final).
O comprimento relativo foi obtido pela diferenca entre os comprimentos final e
inicial, expresso em centimetros.

ApoOs a obtencdo das medidas finais, as raizes foram excisadas e, com
auxilio de balanca analitica, foi obtido a biomassa fresca, expresso em gramas.
A matéria fresca foi levada a estufa com circulagédo de ar forcada por 24 horas
a 80°C. Apos esse periodo, o material foi levado a balanca analitica, obtendo-

se a biomassa seca, expressa em gramas.

2.2.2 Determinacao do teor de lignina das raizes

Para a quantificacdo de lignina, nas raizes de plantulas de soja, foi
utilizado o &acido tioglicdlico, que se complexa com a lignina, formando o
complexo lignotioglicélico, conforme descricbes de Chen et al. (2000) e
Ferrarese et al. (2002).

Apbs o periodo de incubagdo, em solucdo nutritiva (24, 48, 72 e 96
horas), as raizes foram cortadas e levadas a estufa a 80°C. O material seco
(0,3 g) foi macerado em gral de porcelana com 7 mL de tampéo fosfato de
sédio e potassio (50 mM, pH 7,0). O material foi transferido para tubo de
centrifuga de 15 mL. A segquir, foi efetuada centrifugacdo a 1500 xg, por 4
minutos. O sobrenadante foi desprezado e o material restante submetido a
mais duas centrifugacées com 7,0 mL da mesma solucdo tampéo. O material
foi ressuspendido em 7,0 mL de Triton X-100 (dissolvido em 1% de tampéao
fosfato) e centrifugado, por duas vezes consecutivas eliminando-se o

sobrenadante. O precipitado foi ressuspendido com 7 mL de solucdo de NacCl
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1 M (preparado no tampao) e centrifugado. O sobrenadante foi eliminado,
repetindo a operacdo por mais uma vez. O precipitado restante foi
ressuspendido com 7,0 mL de agua destilada e centrifugado por 4 minutos a
1500xg, desprezando-se 0 sobrenadante.

Em seguida, o precipitado obtido foi ressuspendido com 7,0 mL de
acetona e centrifugado por 4 minutos a 1500 xg, por duas vezes consecutivas,
e 0 sobrenadante foi eliminado. O precipitado foi acondicionado em estufa, a
60°C, durante 24 horas, seguido de resfriamento em dessecador a vacuo. O
precipitado obtido representa a parede celular, isenta de proteinas (CHEN et
al., 2000; FERRARESE et al., 2002). O material obtido foi acondicionado em
tubos de centrifuga, com rosca, juntamente com a mistura reativa de 1,2 mL de
acido tioglicolico e 6 mL de HCI 2 M, e aquecido por 4 horas a 95°C, em banho-
maria. ApO0s a reacdo, o material foi centrifugado a 1500 xg, durante 15
minutos. O precipitado foi lavado trés vezes com agua destilada e o produto da
reacao, o acido lignotioglicolico (LTGA), foi extraido com 7,0 mL de NaOH 0,5
M, a 30°C, por 18 horas, em incubadora (Marconi® MA 095), com agitacéo de
115 oscilacées Cmin™. A mistura resultante foi centrifugada a 1500 xg, durante
10 minutos, e o sobrenadante foi guardado. O precipitado obtido anteriormente
foi lavado novamente com 3,0 mL de NaOH 0,5 M, centrifugado e o
sobrenadante adicionado ao anterior. O sobrenadante obtido foi acidificado
com 1,8 mL de HCI concentrado e acondicionado em freezer, por no minimo 4
horas para precipitar o LTGA. O material foi centrifugado e o precipitado lavado
por duas vezes com agua destilada, eliminando-se o sobrenadante. O LTGA
obtido foi acondicionado em estufa, a 60°C, durante 24 horas e, a segquir,
armazenado em dessecador a vacuo, até analise. A determinacdo do LTGA foi
efetuada em espectrofotbmetro UV, a 280 nm, contra branco apropriado. Para
isso 0 material seco foi dissolvido em 1 mL de NaOH 0,5 M, de forma a obter

absorbéancia apropriada.

2.2.3 Determinacéo dos teores de lignina e de fenéi s nos tegumentos das
sementes

Inicialmente, foi retirado o tegumento das sementes manualmente, e

levados a estufa (80°C) por 24 horas. O material seco foi triturado. Partindo de
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0,3 g da matéria seca, procedeu-se a extracdo e quantificacdo de lignina,
conforme descrito no item 2.2.2.

Para determinacédo dos teores de fendis totais, foram utilizados 0,25 g
de matéria seca triturada. foi em pequenos recipientes de vidro com tampa-
rosca, contendo 5 mL de solugdo de HCI 2 N. Os frascos foram levados a
fervura durante 30 minutos, para digestdo. Apos a fervura, seguida de
resfriamento, o material passou pelo papel-filtro. O filtrado obtido foi diluido 150
vezes com agua destilada. Aos 5 mL do filtrado diluido, foram acrescentados
0,75 mL de NaCO3 1,9 M e 0,25 mL de reagente de Folin-Ciocalteau. A reacgéo
ocorreu no escuro por uma hora e a absorbancia foi determinada em
espectrofotometro a 750 nm (HERRIG et al., 2002).

2.3 ANALISE ESTATISTICA

O experimento foi montado em delineamento inteiramente ao acaso,
esquema fatorial 4x4 (quatro cultivares x quatro tempos de incubacdo) com
quatro repetices. Cada repeticdo foi constituida de 25 plantulas. Os dados
foram submetidos a andlise de varidncia, e as meédias entre cultivares
transgénicas e respectivas parentais foram comparadas pelo teste F com a
opcao “contrast” do programa SAS, a 5% de probabilidade. Para o fator tempo,

realizou-se analise de regresséao polinomial em cada cultivar.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Por meio da andlise de variancia, que interacdo significativa para
cultivar versus tempo de incubacdo para a variavel comprimento relativo das
raizes. A andlise indicou significancia para regressao linear em todas as
cultivares, como pode ser visto nas Figuras 2A, B, C e D em que também, as

equacdes de regressao para cada cultivar.
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Figura 2 — Comprimento relativo da raiz primaria de plantulas de soja submetidas
a diferentes periodos de incubacdo em solucdo nutritiva sob
fotoperiodo de 12 horas. Cultivares: CD 213RR (A); OC 14 (B); CD
214RR (C) e CD 201 (D).

Pode ser que ocorreu resposta significativa da cultivar CD 213RR
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(Figura 2A) em relagédo aos demais materiais genéticos. A cada intervalo de 12
horas de incubacéo, houve incremento de 3,07 cm no comprimento da raiz
primaria nessa cultivar. A cultivar foi a CD 201 (Figura 2D), com aumento de
2,05 cm a cada 12 horas de avaliacdo. A cultivar CD 214RR apresentou
incremento no comprimento relativo da raiz na ordem de 2,06 cm (Figura 2C),
enquanto que a cultivar OC 14 apresentou acréscimo de 2,52 cm, em média,
no crescimento da raiz primaria, ao longo do periodo de 12 horas (Figura 2B).
A comparacao entre cultivares RR e suas respectivas parentais indicou
diferenca significativa (teste F a 5% de probabilidade) no primeiro grupo em
avaliacdo (cultivares CD 214RR e CD 201) nos periodos de 48 e 72 horas
(Tabela 1). A cultivar transgénica CD 214RR apresentou maiores
comprimentos relativos da raiz primaria nos dois periodos de incubacéo
descritos anteriormente (Tabela 2). Com relacdo a cultivar CD 213RR e OC 14
houve diferenca significativa entre esses materiais genéticos nos tempos de 72
e 96 horas de incubacdo (Tabela 1). A cultivar CD 213RR apresentou maior

comprimento das raizes em 96 horas de incubacéo (Tabela 2).

Tabela 1 — Quadrados meédios dos contrastes de cultivares transgénicas
resistentes ao glifosato (RR) e suas respectivas parentais dentro de
tempo de incubacgéo para variavel comprimento relativo da raiz primaria

(cm)

FV QM F P>F
CD 214RR versus CD 201 tempo 24 hs 0,10811250 0,29 0,5903 ns
CD 214RR versus CD 201 tempo 48 hs 2,16320000 588 0,0191*
CD 214RR versus CD 201 tempo 72 hs 1,54001250 4,19 10,0463 *
CD 214RR versus CD 201 tempo 96 hs 0,21780000 0,59 0,4454 ns
CD 213RR versus OC 14 tempo 24 hs 0,02205000 0,06 0,8077 ns
CD 213RR versus OC 14 tempo 48 hs 0,08611250 0,23 0,6307 ns.
CD 213RR versus OC 14 tempo 72 hs 1,76612500 4,83 0,0329*
CD 213RR versus OC 14 tempo 96 hs 7,78151250 21,15 <0,0001 *

* significativo a 5% de probabilidade pelo teste F
ns = ndo-significativo

Tabela 2 — Comprimento relativo da raiz primaria (cm) de plantulas de soja
transgénicas resistentes ao glifosato (RR) e suas respectivas
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parentais em diferentes tempos de incubacdo em solugéo nutritiva
sob fotoperiodo de 12 horas a 25C. Contraste 1 — CD 214RR e
CD 201. Contraste 2 — CD 213RR e OC 14

Comprimento relativo da raiz primaria (cm)

Cultivares Periodo de incubagédo em solucéo nutritiva
Contraste 1 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
CD 214RR 2,56 5,46 7,71 8,69
CD 201 2,33 4,43 6,83 8,36
Contraste 2
CD 213RR 2,64 5,22 7,63 12,05
OC 14 2,74 5,43 8,58 10,08

CV=9,63

Outra forma de o crescimento de raizes € por meio de sua biomassa
fresca e seca. Nesse caso, sdo nao s6 o comprimento da raiz primaria, mas as
dimensdes dessa e das raizes secundarias. foi observado efeito significativo
para a variavel biomassa seca (p>0,05). diferenca significativa na interacao
cultivar versus tempo de incubacédo para variavel biomassa fresca das raizes. A
cultivar CD 201 (Figura 3D) apresentou maior valor de biomassa fresca das
raizes entre os intervalos de incubacéo testados. A cada intervalo de 12 horas
de incubacédo, houve incremento de 0,08 g por plantula. A cultivar OC 14
apresentou menor incremento na biomassa fresca; em média 0,058 g a cada
aumento do tempo de incubacao (Figura 3B). As cultivares transgénicas, CD
213RR e CD 214RR apresentaram, em média, incremento de 0,064 e 0,069 g,
respectivamente (Figura 3A e C).

O estudo comparativo entre as cultivares RR e suas respectivas
parentais revelou para biomassa fresca entre o primeiro grupo em avaliacao
(cultivares CD 214RR e CD 201). Entre as cultivares CD 213RR e OC 14,
observou-se diferenca entre 48 e 72 horas de incubacdo em solucao nutritiva
(Tabela 3). A cultivar OC 14 apresentou maior valor de biomassa em ambos os

periodos de incubacéo (Tabela 4).
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Figura 3 — Biomassa fresca de raizes de plantulas de soja submetidas a
diferentes periodos de incubagdo em solugcdo nutritiva sob
fotoperiodo de 12 horas. Cultivares: CD 213RR (A); OC 14 (B); CD
214RR (C) e CD 201 (D).

Tabela 3 - Quadrados médios dos contrastes de cultivares de soja
transgénicas resistentes ao glifosato (RR) e suas respectivas
parentais dentro de tempo de incubacé&o para variavel biomassa
fresca da raiz por plantula (g)

FV QM F P>F

CD 214RR versus CD 201 tempo 24 hs  0,00003232 0,10 0,7501 ns
CD 214RR versus CD 201 tempo 48 hs  0,00047926 1,52 0,2234 ns.
CD 214RR versus CD 201 tempo 72 hs  0,00029476 0,94 0,3383 ns
CD 214RR versus CD 201 tempo 96 hs  0,00114242 3,63 0,0629 ns
CD 213RR versus OC 14 tempo 24 hs 0,00003200 0,10 0,7513 ns
CD 213RR versus OC 14 tempo 48 hs 0,00162450 5,16 0,0277 *

CD 213RR versus OC 14 tempo 72 hs 0,00171112 5,43 0,0240 *
CD 213RR versus OC 14 tempo 96 hs 0,00059513 1,89 0,1757 ns

* significativo a 5% pelo teste F
ns = ndo-significativo
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Tabela 4 — Biomassa fresca da raiz por plantula (g) de soja transgénicas
resistentes ao glifosato (RR) e suas respectivas parentais em
diferentes tempos de incubacdo em solugcdo nutritiva sob
fotoperiodo de 12 horas a 25C. Contraste 1 - CD 214RR e CD
201. Contraste 2 - CD 213RR e OC 14

Biomassa fresca / plantula (g)

Cultivares Periodo de incubagédo em solugéo nutritiva
Contraste 1 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
CD 214RR 0,0973 0,1814 0,2409 0,3077
CD 201 0,0924 0,1659 0,2530 0,3316
Contraste 2
CD 213RR 0,0825 0,0992 0,1427 0,2845
OC 14 0,0865 0,1947 0,1720 0,2672
CV=9,68

De uma forma geral, as cultivares transgénicas apresentaram maior
comprimento relativo da raiz primaria em alguns periodos de incubacéo,o
entanto, menor valor de biomassa fresca do sistema radicular foi observado na
cultivar CD 213RR. O menor crescimento do sistema radicular, em cultivares
RR, pode ser explicado conforme sugerido por Brenbrook (2001). Segundo
esse autor, a incorporacdo do gene da variante enzimatica EPSP sintase afeta
drasticamente o metabolismo dos aminoacidos aromaticos, e provoca sua
diminuicéo.

Padgette et al. (1995) avaliaram em média 40 a 50 caracteristicas da
linhagem de soja transgénica 40-3-2RR e sua respectiva parental, incluindo
aminoacidos aromaticos, acidos graxos, leticina, entre outros, e observaram
reducdo significativa nos niveis de fenilalanina na linhagem RR. Sidhu et al.
(2000) encontraram diferenca significativa entre linhagens de milho RR e
convencional quanto ao conteudo de tirosina, na linhagem RR. Essas
diferencas podem ser decorrentes da incorporacdo do gene de resisténcia. No
entanto, deve ser levado em conta que em virtude do fato das linhagens RR
serem obtidas por métodos de retrocruzamentos, elas ndo sdo 100%
iIsogénicas com suas parentais, e é possivel pequena variabilidade genética

que pode interferir na caracteristica.
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Os resultados referentes aos teores de lignina nas raizes, ao longo do
periodo de incubacdo, das quatro cultivares podem ser visualizados na Figura
4A, B, C e D. Dos materiais em estudos, observou-se maior resposta da
cultivar CD 213RR (Figura 4A). A cada intervalo de 12 horas de incubacéo
incremento de 3,47 mg LTGA/g raiz nos teores de lignina das raizes. A cultivar
OC 14 apresentou menor aumento nos teores de lignina, ao longo do tempo de
incubacdo, em comparacdo com os demais materiais. A equacao de regressao

indicou aumento de 2,34 mg LTGA g™ raiz, nessa cultivar (Figura 4B).
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Figura 4 — Teores de lignina em mg LTGA g* raiz de plantulas de soja
submetidas a diferentes periodos de incubacdo em solucdo
nutritiva sob fotoperiodo de 12 horas. Cultivares: CD 213RR (A);
OC 14 (B); CD 214RR (C) e CD 201 (D).

O estudo de contrastes entre os materiais RR e seus respectivos
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parentais revelou diferenca significativa pelo Teste F a 5% de significancia
somente ap0s 72 e 96 horas de incubacdo, apenas entre a cultivar CD
213RR e sua parental OC 14 (Tabela 5). A cultivar CD 213RR apresentou
maiores teores de lignina nas raizes nestes periodos de incubacéo (Tabela
6). Esse aumento, no teor de lignina, apos 96 horas de incubacao, na cultivar
CD 213RR, foi de 6,55 mg LTGA g™ raiz (29,17%) acima do valor obtido na
sua parental OC 14. Nao h diferencas significativas entre CD 201 e CD
214RR (Tabela 5). Observa-se dessa forma comportamento diferenciado dos
materiais RR nos tempos de incubacdo avaliados frente & insercdo do gene
da variante da EPSP sintase. E possivel que essa diferenca de
comportamento seja resultante da base genética das cultivares CD 213RR e
CD 214RR.

Tabela 5 — Quadrados médios dos contrastes de cultivares de soja transgénicas
resistentes ao glifosato (RR) e suas respectivas parentais dentro de
tempo de incubacao para a variavel teor de lignina na raiz (mg LTGA

g raiz)
FV QM F P>F
CD 214RR versus CD 201 tempo 24 hs 0,07605000 0,05 0,8200 ns
CD 214RR versus CD 201 tempo 48 hs 3,20045000 2,07 0,1567 ns
CD 214RR versus CD 201 tempo 72 hs 0,27751250 0,18 0,6737 ns
CD 214RR versus CD 201 tempo 96 hs ~ 4,89845000 3,17 0,0814 ns
CD 213RR versus OC 14 tempo 24 hs 6,03781250 3,90 0,0539 ns
CD 213RR versus OC 14 tempo 48 hs 0,25205000 0,16 0,6882 ns
CD 213RR versus OC 14 tempo 72 hs ~ 15,07005000 9,75 0,0030 *
CD 213RR versus OC 14 tempo 96 hs  44,50961250 28,79 <0,0001 *

* significativo a 5% pelo teste F
ns = ndo-significativo

Tabela 6 — Valores médios do teor de lignina (mg LTGA g™ raiz) em raizes de
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soja transgénicas resistentes ao glifosato (RR) e suas respectivas
parentais em diferentes tempos de incubagdo em solug&o nutritiva
sob fotoperiodo de 12 horas a 25C. Contraste 1 - CD 214RR e CD
201. Contraste 2 - CD 213RR e OC 14

Teor de lignina (mg LTGA g™ raiz) em raizes

Cultivares Periodo de incubacdo em solucao nutritiva
Contraste 1 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
CD 214RR 10,62 16,09 17,49 21,15
CD 201 10,42 14,82 17,87 19,59
Contraste 2
CD 213RR 11,49 12,96 14,79 22,45
OoC 14 9,76 12,61 12,05 15,90

Cv=8,22

Da analise dos resultados obtidos, € que o maior teor de lignina
encontrado nas raizes da cultivar CD 213RR em relagdo a sua parental, tenha
sido resultante da transferéncia do gene de resisténcia ao herbicida. Como é
notorio (SHAH et al., 1986; PADGETTE et al., 1995), a soja modificada
geneticamente resistente ao glifosato codifica uma variante da EPSP sintase,
cuja variante apresenta baixa afinidade ao herbicida, conferindo a planta
resisténcia a esse composto, mas podendo alterar a rota dos fenilpropendides
gue culmina com a biossintese de lignina (HARRISON et al., 1996).

Com base nesses resultados, é possivel crer gue a cultivar transgénica RR
apresenta comportamento diferenciado no metabolismo de biossintese de lignina
com relacdo a sua parental. No entanto, havendo estudos adicionaiscom outros
materiais RR e outros tempos de incubacao para melhor esclarecimento dessa
possibilidade. Além disso, estudos com enzimas e/ou intermediarios da via de
fenilpropendides poderéao fortalecer esse entendimento.

No que se refere as caracteristicas de tegumento, a analise revelou
diferencas significativas entre as cultivares CD 213RR e OC 14 quanto ao
contetdo de lignina (Tabela 7). A cultivar RR apresentou menor conteudo de
lignina. E provavel que a cultivar CD 213RR apresente maior susceptibilidade
ao dano mecanico, dessa forma menor vigor das sementes. No caso dos teores

de fendis totais do tegumento, foi constatada diferenca entre os dois grupos
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avaliados (Tabela 8). As -cultivares transgénicas apresentaram maiores
quantidades de fendis totais em relacdo as suas parentais (Tabela 9). Ainda que
tenha apresentado maior valor de fendis livres que a sua parental OC 14, a
cultivar transgénica CD 213RR apresentou menor teor de lignina no tegumento
(Tabela 9).

Tabela 7 — Quadrados médios dos contrastes de cultivares de soja
transgénicas resistentes ao glifosato (RR) e suas respectivas
parentais para variavel teor de lignina no tegumento (mg LTGA
g’ tegumento)

FV QM F P>F
CD 214RR versus CD 201 0,03001250 3,09 0,1041 ns
CD 213RR versus OC 14 0,23461250 24,18 0,0004 *

* significativo a 5% pelo teste F
ns = ndo-significativo

Tabela 8 — Quadrados médios dos contrastes de cultivares de soja
transgénicas resistentes ao glifosato (RR) e suas respectivas
parentais para variavel teor de fendis totais em tegumento (mg g
tegumento™)

FV QM F P>F
CD 214RR versus CD 201 0,67977800 13,74 0,0030*
CD 213RR versus OC 14 0,71640450 14,48 0,0025*

* significativo a 5% pelo teste F
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Tabela 9 — Valores médios dos teores de lignina (mg LTGA g™ tegumento) e de
fendis totais (mg g tegumento™) nos tegumentos de soja
transgénicas resistentes ao glifosato (RR) e suas respectivas
parentais. Contraste 1- CD 214RR e CD 201. Contraste 2- CD
213RR e OC 14

Cultivares Variaveis

Contraste 1 Lignina tegumento Fenois tegumento

CD 214RR 2,50 2,94

CD 201 2,62 2,36

Contraste 2

CD 213RR 2,24 2,83

OoC 14 2,58 2,23
CV=3,96 CVv=8,59

Estudos comparativos dos teores de compostos fenodlicos e suas
relacbes com a lignificagdo em soja resistente ao glifosato (RR) e convencional
nao foram descritos, até 0 momento, na literatura especializada. Isso, de certo
modo, dificulta a analise dos dados obtidos nesse trabalho. Todavia, e ainda
que trilhando o terreno especulativo, pode-se supor que alteragbes ocorridas
na via de fenilpropendides, provocadas possivelmente pela inser¢do do gene
que expressa a EPSP sintase, indicam o acumulo de fendis totais livres néo-
destinados, na sua totalidade, a sintese de lignina.

De fato, € amplamente aceito que os compostos fendlicos, oriundos da
via de fenilpropendides, podem ser desviados para diferentes caminhos
metabdlicos, como sintese de antocianina, flavonodides, entre outros, além das
reacoes de biossintese de lignina (BUCHANAN et al., 2000). Fato digno de
nota é que, nesse trabalho, foram determinados os teores de totais e néo,
especificamente, os acidos fendlicos (ferulico, p-cumarico, caféico e sinapico)
efetivamente envolvidos no processo de biossintese da lignina. Diante disso,
estudos adicionais serdo necessarios para melhor compreenséo do papel que
0os compostos fendlicos, em especial aqueles inseridos na via de
fenilpropendides, exercem na lignificacdo de cultivares de soja transgénica e

respectivas parentais.
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4 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos pode ser concluido que:

1) as cultivares transgénicas resistente ao glifosato (CD 213RR e CD
214RR) apresentaram maior crescimento longitudinal das raizes que as suas
cultivares parentais, , menores valores de biomassas das raizes;

2) a cultivar CD 213RR apresentou maiores teores de lignina nas
raizes, e menores no tegumento em comparac¢ao com sua parental OC 14;

3) as cultivares resistentes ao glifosato apresentaram maior quantidade

de fendis totais no tegumento em relacao as suas parentais convencionais.
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CAPITULO Il

EFEITOS DA TEMPERATURA N CRESCIMENTO E NA LIGNIFICA CAO DE
RAIZES DE SOJA (Glycine max (L). Merrill) CULTIVAR TRANSGENICA,
RESISTENTE AO GLIFOSATO, E CULTIVAR CONVENCIONAL

RESUMO. Além de seu potencial genético, a produtividade da soja (Glycine
max (L). Merrill) depende de condi¢cdes ambientais de solo e de clima. Dentre os
elementos do clima, a temperatura € um fator crucial no desenvolvimento da
cultura. A elevada temperatura, dentre outras implicacdes, afeta o crescimento e
promove alteragdes no metabolismo secundario das plantas. A soja transgénica,
resistente ao glifosato, expressa uma variante da enzima EPSP sintase,
pachiquimato, culmina com a biossintese de lignina. Esse fato pressupfe que
essas plantas podem apresentar comportamento diferenciado das plantas
convencionais. objetivo desse trabalho foi avaliar possiveis diferencas no
crescimento e na lignificacdo das raizes de soja, resistentes ou ndo ao glifosato,
sob diferentes temperaturas. Sementes de soja da cultivar OC 14 e da
transgénica CD 213RR foram germinadas nas temperaturas de 25, 27,5, 30 e
32,5°C, trés dias, as plantulas mantidas durante 96 horas em solucéo nutritiva
de Hoagland e Arnon (1950), meia forca, nas temperaturas ApOs esse periodo,
avaliou-se o crescimento das raizes e os teores de lignina. Os dados foram
submetidos a andlise de varidncia e o0s resultados indicaram efeitos
significativos da temperatura comprimento relativo da raiz priméaria e biomassas
da raiz. O aumento da temperatura promoveu incremento no crescimento do
sistema radicular. A cultivar transgénica CD 213RR apresentou menor
crescimento e maior lignificagdo das raizes em comparagdo acultivar
convencional OC 14 metabolismo diferenciado da cultivar parental no tocante a

biossintese de lignina.

Palavras-chave: soja transgénica, alta temperatura; lignificacdo das raizes.
EFFECTS OF TEMPERATURE ON ROOT GROWTH AND LIGNIFICA TION
OF GLYPHOSATE-RESISTANT AND CONVENTIONAL SOYBEAN ( Glycine
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max (L.) Merrill)

ABSTRACT. Besides its genetic potential, soybean productivity depends of
environment conditions such as soil features and climate. Among climate
elements, temperature is a very important feature on the culture development.
High temperatures affect growth and the plant secondary metabolism, among
other implications. Genetically modified soybean encodes a different form of the
enzyme EPSP synthase, which is involved in important pathways of secondary
metabolism, including lignin biosynthesis. Then, differences between
glyphosate-resistant and conventional soybean cannot be discarded The
objective of this work was to evaluate possible differences between growth and
lignin content of roots in transgenic and conventional soybean, acclimated to
different temperatures. Seeds of OC 14 cultivar and its respective transgenic
cultivar, CD 213RR, were germinated at 25, 27.5, 30 and 32.5°C, during three
days. After, seedlings were grown for 96 hours in Hoagland half-strength nutrient
solution, with 12 hours of photoperiod. After incubation, roots relative length,
fresh and dry biomasses and lignin content were determined. Data were
submitted to variance analysis and results indicated a significant effect to
temperature and also to primary and biomass root. The temperature increase
improved the roots growth. Transgenic cultivar CD 213RR showed a lower
growth and a higher lignin content of roots than the conventional cultivar OC 14.
Transgenic cultivar probably presents metabolic differences related to lignin

biosynthesis.

Keywords: transgenic soybean; high temperature; root lignification.

1 INTRODUCAO

O cultivo comercial da soja (Glycine max (L.) Merril) vem ocupando a
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cada ano posicdo de destaque com o plantio degrandes areas continuas. No
Brasil, segundo dados da CONAB (2007), a producdo de soja, na safra
2005/2006, foi de 53,42 mil toneladas, e o Estado do Parana se posicionou no
segundo lugar no ranking da producao nacional.

O estabelecimento de mudancas, no sistema de cultivo, associado ao
lancamento de novas cultivares, tem proporcionado ganhos produtivos nas
lavouras. No entanto, embora o padrdo de germinacdo das sementes e do
desenvolvimento das plantas serem programados geneticamente essa
expressao pode ser mudada por fatores ambientais incontrolaveis no sistema de
cultivo (SANTOS et al., 1992).

A temperatura G6tima para o desenvolvimento vegetativo da soja esta
em torno de 30°C. No entanto, existem materiais genéticos para 0s quais a
temperatura 6tima pode chegar a 25°C ou estar entre 25 e 30°C (MIYASAKA,;
MEDINA, 1981). Para esses materiais mais sensiveis, 0 aumento de
temperatura pode se tornar uma condicao limitante do crescimento. O aumento
da temperatura pode modificar a estabilidade das membranas celulares (TAIZ;
ZEIGER, 2004), afetando diferentes processos metabdlicos, em especial a
fotossintese e a respiracéao celular.

Quando a temperatura estressante para as plantas, elas alteram como
forma de protecdo o seu metabolismo primario e secundério. Afetando esse
altimo, pode ocasionar mudancas na via metabdlica dos fenilpropendides,
principal caminho para a sintese de compostos fendlicos e de lignina (DIXON;
PAIVA, 1995).

A classe mais abundante de compostos fendlicos, nas plantas, é a
derivada d fenilalanina. Por meio da elimina¢do de uma molécula de amonia, a
fenilalanina se converte em &cido cindmico,cuja reacdo € catalisada pela
fenilalanina amoénia liase (PAL), uma das enzimas mais estudada no
metabolismo secundario vegetal. A PAL atua em um ponto de ramificacdo entre
0s metabolismos primario e secundario, de forma que a reacdo por ela
catalisada é uma etapa reguladora importante na formagdo de muitos
compostos fendlicos. As formacgfes de fenilpropendides simples, cumarinas,
derivados do acido benzoico, lignina, antocianinas, isoflavonas, taninos
condensados e outros flavonoides tém inicio com fenilalanina (TAIZ; ZEIGER,
2004).
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lignina € um polimero de fenilpropenoides (DEAN, 1997), presente nas
paredes celulares. A incorporacao de lignina na parede celular ocasiona rigidez
estrutural e resisténcia dos tecidos das plantas (POLLE et al., 1994; BOUDET
et al., 2003). Isso ocorre por causa do mecanismo de espessamento, que
diminui a extensibilidade da parede celular em decorréncia da formacao de
pontes difenil entre polimeros da parede, por agdo das peroxidases (SANCHEZ
et al., 1996).

O aumento da temperatura, no solo (em torno de 45°C), afeta d a soja
e a convencional no tocante a biossintese de lignina (BRENBROOK, 2001).em
tais a produtividade de soja transgénica, no Rio Grande do Sul, mostrou
desempenho semelhante nos(NODARI; DESTRO, 2006). Nesse contexto, a
quantificacdo de lignina nas raizes de soja RR e convencional podera elucidar
possiveis alteracbes metabolicas das plantas quando submetidas ao aumento
de temperatura.

A soja modificada geneticamente, resistente ao glifosato (cultivar RR ou
Roundup Ready) codifica uma variante da enzima EPSP sintase que possui
baixa afinidade ao glifosato, conferindo a planta resisténcia a este herbicida
(HARRISON et al., 1996; VON PINHO, 2002), esta enzima esta inserida na via
metabdlica do acido chiguimico, que culmina entre 0s compostos, com a sintese
de lignina (STEINRUCKEN; AMRHEIN, 1980). O aumento da temperatura ao
afetar a o, afeta o crescimento do vegetal, que pode ser em virtude ndo sé a
maior deposicdo de lignina na parede celular, mas pelo fato desta rota
metabolica também culminar com a sintese de aminoacidos aroméaticos
essenciais, como fenilalanina e tirosina.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o crescimento e a
lignificacdo de raizes de soja RR e convencional, cultivadas sob diferentes
temperaturas, levando em conta que a soja RR apresenta uma enzima variante
pertencente a via do chiquimato, , e que, sob condicdes adversas de

temperatura, essa via metabdlica esta atuante nas plantas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 CONDUCAO DO ENSAIO

O ensaio foi conduzido em camara de germinacéao tipo B.O.D (Tecnal

TE 400, Brasil), no Laboratério de Bioquimica Vegetal da Universidade
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Estadual de Maringa, Maringa, Parana.

Foram utilizadas sementes de soja cultivar transgénica resistente ao
glifosato CD 213RR e sua parental, cultivar convencional OC 14, cedidas pela
Cooperativa Central de Pesquisa Agricola Ltda - Coodetec, Cascavel, Parana,
as quais foram provenientes da safra 2004/2005, obtidas do campo
experimental localizado na cidade de Palotina, Parana.

2.2 TRATAMENTOS

As sementes foram germinar,no escuro, em camara de germinacao
tipo B.O.D a temperatura de 25, 27,5, 30 e 32,5C. Apés trés dias de
germinacao, as plantulas foram acondicionadas em sistema experimental com
base no cultivo hidropdnicoa solucdo de Hoagland e Arnon (1950), meia forca
(SANTOS et al., 2004) tamponada com tampao fosfato de sédio e potassio 67
mM, pH 6,0. No sistema experimental, as plantulas foram mantidas por quatro,
mesmas temperaturas em que foram germinadas e sob fotoperiodo de 12

horas. A solucao nutritiva foi renovada a cada intervalo de 24 horas.

2.3 CARACTERISTICAS AVALIADAS

2.3.1 Medidas de crescimento

ApoOs quatro dias, no sistema experimental, foram avaliados: o
comprimento relativo da raiz primaria das plantulas, as biomassas frescas e
secas das raizes e osteores de lignina das raizes em todos os tratamentos.

2.3.1.1 Determinacdo do comprimento relativo da raiz primaria

Para determinacdo do comprimento relativo da raiz primaria foram
medidas, com auxilio de régua milimetrada, as raizes principais de 25 plantulas
(comprimento inicial). Apds as medi¢Bes as plantulas foram transferidas para o
sistema hidropbnico para cumprimento do protocolo . Em seguida os
comprimentos das raizes principais foram novamente medidos e considerados
como comprimento final. O comprimento relativo foi obtido pela diferenca entre

os comprimentos final e inicial, expresso em centimetros.
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2.3.1.2 Determinagéo das biomassas frescas e secas

ApoOs a determinacdo dos comprimentos das raizesprimarias, elas
foram excisadas e, com auxilio de balanca analitica com precisdo de 0,0001 g,
foram determinadas as biomassas frescas, expressas em gramas. Em seguida,
as amostras foram acondicionadas em estufa com circulagéo forcada de ar por
24 horas a 80°C. Apés este periodo, as amostras foram retiradas da estufa e
acondicionadas em dessecador a vacuo. ApGOs resfriamento espontaneo, as
amostras foram pesadas em balanca analitica para obtencdo das biomassas

Secas, expressas em gramas.

2.3.2 Determinacao dos teores de lignina nas raizes

Para a quantificacdo de lignina nas raizes das plantulas de soja, foi
utilizado o método do acido tioglicolico (CHEN et al., 2000; FERRARESE et al.,
2002). Para isso, as raizes excisadas das plantulas foram acondicionadas em
estufa a 80°C. O material seco (0,3 g) foi macerado em gral de porcelana com
7 mL de tampéao fosfato de sodio e potassio (50 mM, pH 7,0). O material foi
transferido para tubo de centrifuga de 15 mL. A seguir, foi efetuada
centrifugacéo, a 1500 xg, por quatro minutos. O sobrenadante foi desprezado e
0 material restante submetido a mais duas centrifugacées com 7,0 mL da
mesma solucao tampédo. O material foi ressuspendido em 7,0 mL de Triton X-
100 (dissolvido em 1% de tampao fosfato) e centrifugado, por duas vezes
consecutivas, eliminando-se o sobrenadante. O precipitado foi ressuspendido
com 7 mL de solugdo de NaCl 1 M (preparado no tampéo) e centrifugado. O
sobrenadante foi eliminado, repetindo a operagdo por mais uma vez. O
precipitado restante foi ressuspendido com 7,0 mL de agua destilada e
centrifugado por quatro minutos a 1500 xg, desprezando-se o sobrenadante.

O precipitado obtido anteriormente foi ressuspendido com 7,0 mL de
acetona e centrifugado por quatro minutos a 1500 xg, por duas vezes
consecutivas, sendo o sobrenadante eliminado. O precipitado foi acondicionado
em estufa (60°C, 24 horas), e resfriado em dessecador a vacuo. O precipitado

obtido representa a parede celular, isenta de proteinas (CHEN et al., 2000;
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FERRARESE et al., 2002). O material obtido foi acondicionado em tubos de
centrifuga, com rosca, juntamente com a mistura reativa de 1,2 mL de &cido
tioglicolico e 6 mL de HCI 2 M, sendo aquecido por quatro horas a 95°C, em
banho-maria. Apds a reacdo, o material foi centrifugado a 1500 xg, durante 15
minutos. O precipitado foi lavado trés vezes com agua destilada e o produto da
reacdo, o acido lignotioglicolico (LTGA) foi extraido com 7,0 mL de NaOH 0,5
M, a 30°C, por 18 horas, em incubadora (Marconi MAQ95), com agitacdo de
115 oscilagdes min™. A mistura resultante foi centrifugada a 1500 xg, durante
dez minutos, e o sobrenadante guardado. O precipitado obtido anteriormente
foi lavado novamente com 3,0 mL de NaOH 0,5 M, centrifugado e o
sobrenadante adicionado ao anterior. O material obtido foi acidificado com 1,8
mL de HCI concentrado e acondicionado em freezer, por no minimo de quatro
horas, para precipitar o LTGA. O material foi centrifugado e o precipitado
lavado por duas vezes com agua destilada, eliminando-se o sobrenadante. O
LTGA obtido foi acondicionado em estufa (60°C, 24 horas) e, a seguir,
armazenado em dessecador a vacuo, até analise. A determinacao do LTGA foi
efetuada em espectrofotbmetro UV, a 280 nm, contra branco apropriado. Para
iIsso, 0 material obtido seco foi dissolvido em 1 mL de NaOH 0,5 M, de forma a

obter absorbancia apropriada.

2.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O experimento foi montado em delineamento inteiramente ao acaso,
esquema fatorial 2x4 (duas cultivares x quatro temperaturas) com quatro
repeticbes. Cada repeticdo foi constituida de 25 plantulas. Os dados foram
analisados por analise de variancia, as médias entre cultivares comparadas
pelo teste F a 5% de significancia. Para o fator tempo, realizou-se analise de
regressao polinomial em cada cultivar.

A andlise dos dados foi realizada com auxilio do programa SISVAR da

Universidade Federal de Lavras, Lavras - MG.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos permitiram constatar diferenca significativa no
comprimento relativo da raiz, entre as cultivares.O na temperatura de 27,5C. A
cultivar OC 14 apresentou maior comprimento da raiz principal com relagéo a
transgénica CD 213RR (Tabela 1). cada cultivar isoladamente ndo foram

significativoss

Tabela 1 — Valores médios do comprimento relativo da raiz primaria (cm) de
plantulas de soja cultivar transgénica resistente ao glifosato e
cultivar parental em diferentes temperaturas

Temperatura
Cultivares 25T 27,5C 30C 32,5C
OoC 14 17,37 19,72 17,90 18,30
CD 213RR 17,67 15,57 16,55 17,57

Médias nas colunas comparadas pelo teste F em nivel de 5% de significancia

diferencas significativas, pelo teste F, entre os materiais genéticos nivel
de 5% de probabilidade, (Tabela 2) em que A cultivar convencional OC 14 obteve
maior valor de biomassaTabela A temperatura interferiu no crescimento do
sistema radicular de as cultivares. Como mostra na Figura 1, , com o0 aumento da
temperatura, promoveu incremento linear na biomassa do sistema radicular e a
cada aumento de 2,5C, houve um incremento de 0,0100 g. Em relacdo a
biomassa seca, a mesma cultivar apresentou comportamento quadratico e o ponto
de maximo segundo a equacéo ajustada foi 28,98T (F igura 2).

Tabela 2 — Valores médios de biomassa fresca (g) das raizes de plantulas de
Soja, cultivar transgénica resistente ao glifosato e cultivar parental
em diferentes temperaturas

Temperatura
Cultivares 25T 27,5C 30C 32,5C
OC 14 0,126 0,141 0,184 0,195
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CD 213RR 0,107 0,048 0,097 0,140

Médias nas colunas comparadas pelo teste F em nivel de 5% de significancia
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Figura 1 — Biomassa fresca (g) de raizes de soja RR e parental, em diferentes

temperaturas.
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Figura 2 — Biomassa seca (g) de raizes de soja, RR e parental, em diferentes
temperaturas.

J4, para a cultivar CD 213RR, observou-se queda do crescimento do
sistema radicular a 27,5C. Aumentos da biomassa fresca foram observados
ntemperaturas mais altas (30 e 32,5C) Figura 1). O ponto de minimo foi a
28,02<C, quando o valor de biomassa foi de 0,064 g. O mesmo comportamento
foi observado com a vbiomassa seca nesta cultivar, quando o ponto de minimo
foi de 28,06C (Figura 2).

O melhor crescimento do sistema radicularspode ser fato de que faixa
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de temperatura em analise tem sido considerada 6tima para o crescimento e
desenvolvimento vegetativo da cultura da soja (EMBRAPA, 2003).

A Tabela 3 os dados referentes a biomassa seca das raizes. iferenca
significativa das cultivares somente nas temperaturas de 27,5 e 30°C, com
acultivar convencional OC 14, apresentando maiores valores de biomassa seca
nas respectivas temperaturas.

Tabela 3 — Valores médios de biomassa seca (g) das raizes de
plantulas de soja, cultivar transgénica resistente ao glifosato e
cultivar parental em diferentes temperaturas

Temperatura
Cultivares 25C 27,5C 30C 32,5C
OoC 14 0,0070 0,0085 0,0157 0,0113
CD 213RR 0,0065 0,0027 0,0057 0,0085

Médias nas colunas comparadas pelo teste F em nivel de 5% de significancia

De um modo geral, pode-se destacar que 0 menor crescimento do
sistema radicular, encontrado na cultivar transgénica CD 213RR (Tabelas 1, 2
e 3), pode ser decorrente de maior lignificacdo das raizes, nas temperaturas
testadas (Tabela 4). Foi encontrada diferenca significativa a 5% de

probabilidade pelo teste F em todas as temperaturas testadas.

Tabela 4 — Valores médios de lignina mgLTGA/g raiz de raizes de soja cultivar
transgénica resistente ao glifosato e a cultivar parental em
diferentes temperaturas

Cultivares Temperatura
25T 27,5C 30C 32,5C
OC 14 15,91 25,28 24,10 24,47
CD 213RR 22,45 29,18 31,39 29,22

Médias nas colunas comparadas pelo teste F em nivel de 5% de significancia
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O comportamento dos materiais genéticos quanto ao conteddo de
lignina, expostos as diferentes temperaturas, € mostrado na Figura 3. Para as
duas cultivares, a equacao quadratica foi significativa. O ponto de maxima
mostrou-se 0 mesmo a 30°C, lignina 34,65 e 26,19 mg LTGA g, as cultivares
transgénica e convencional, respectivamente. O teor de lignina, 30°C, na
cultivar RR foi da ordem de 31% superior que na convencional.

Coghlan (1999) relatou que, sob climas quentes, a soja RR apresenta
teores de lignina em torno de 20% do que o encontrado na soja convencional,
sugerindo que isto maior susceptibilidade do caule as quebraduras a altura das
plantas. maior susceptibilidade do caule se deve ao fato de que, aumentado os
seus teores, lignina eocupespacos primordialmente requeridos pela celulose e,
torna o caule mais rigido esem a adequada flexibilidade. Em situacdes de
campo, o acamamento do caule é uma caracteristica de maior relevancia,
neste caso maior teor de lignina, implicaria em menor indice de acamamento.
Os dados obtidos no presente trabalho (Tabela 4 e Figura 3) corroboram
agueles obtidos pelo autor citado, com excecao dos resultados a 25°C. So
autor constatou que a soja RR cresceu tanto quanto a convencional e sem is
diferencas significativas nos conteudos de lignina

y= -289,489+21,3827x-0,3562%

R%=1
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= 30
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Figura 3 — Teores de lignina em mg LTGA g™ raiz de raizes de plantulas de
soja RR e parental, em diferentes temperaturas.

Como relatado por Padgette et al. (1995) e Facchini et al. (2000),
existem diferencas na composicdo de véarios metabdlitos da soja RR e da
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convencional, incluindo os aminoacidos aromaticos. Uma das linhagens de soja
RR continha menor teor de fenilalanina que a convencional. Situacao
semelhante foi observada em milho no que tange ao aminoacido tirosina
(SIDHU et al., 2000). Como é notorio, esses aminoacidos, além de constituirem
importantes proteinas para o desenvolvimento das plantas, s&o moléculas
iniciadoras da via dos fenilpropendides, principal caminho para a sintese de
compostos fendlicos, dentre esses os monoligndis que sao precursores da
lignina (STRACK, 1997).

E razoavel supor que os baixos teores de fenilalanina, relatados para a
soja transgénica na literatura, sejam decorrentes da sua utilizacdo nao-
somente na via de sintese de proteinas como na de lignina, o que resulta nos

aumentos observados deste polimero.
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4 CONCLUSOES

Temperatura de 30°C provocou incremento nos valores de
biomassas do sistema radicular de plantulas de soja, cultivares CD
213RR e OC 14.

A cultivar transgénica CD 213RR apresentou menor crescimento e
maior lignificacdo do sistema radicular em relacdo a cultivar

convencional OC 14.
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CAPITULO Il

LIGNIFICACAO DE RAIZES DE SOJA ( Glycine max (L). Merrill), CULTIVAR
TRANSGENICA RESISTENTE AO GLIFOSATO E CULTIVAR PARE NTAL,
EM RESPOSTA A REDUCAO DE TEMPERATURA

RESUMO. O estresse causado pela baixa temperatura, dentre outras
implicacdes, afeta o crescimento do vegetal assim como o seu metabolismo
secundario. Pelo fato da soja RR apresentar variante enzimatica de uma das
principais vias do metabolismo secundario, ligada a sintese de lignina, s pode
apresentar comportamento diferenciado, sob baixa temperatura, se comparada
com sua linhagem parental. O objetivo deste trabalho foi investigar possiveis
diferencas no crescimento e nos conteudos de lignina nas raizes de soja
cultivar transgénica resistente ao glifosato e cultivar parental em resposta a
reducdo de temperatura. CApOs trés dias de germinacdo das sementes, as
plantulas foram mantidas em solucdo nutritiva, as 10, 15, 20 e 25°C (¥2°C),
com fotoperiodo de 12 horas. Apdés 96 horas, foi avaliado o comprimento
relativo da raiz primaria, biomassa fresca e seca das raizes e os teores de
lignina. Dos resultados obtidos, foi possivel constatar que o aumento da
temperatura promoveu aumento no crescimento das plantulas de soja com
subsequiente incremento na lignificacdo das raizes. Dentre os materiais em
estudo, tanto o comprimento relativo quanto os indices de biomassas e de

lignina foram superiores na cultivar transgénica (CD 213RR).

Palavras-chave: soja transgénica; baixa temperatura; crescimento das raizes;

lignificacao.
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ROOT LIGNIFICATION OF GLYPHOSATE-RESISTANT AND
CONVENTIONAL SOYBEAN ( Glycine max (L). Merrill) UNDER
ACLIMATION TO LOW TEMPERATURES

ABSTRACT. Low temperature stress affects plant growth and its secondary
metabolism, among other implications. Genetically modified soybean encodes a
different form of the enzyme EPSP synthase, which is involved in important
pathways of secondary metabolism, including lignin biosynthesis. Thus, the
influence of low temperatures may be different between glyphosate resistant
and conventional soybean development. The objective of this work was to
evaluate possible differences between growth and lignin content of roots of
transgenic and conventional soybean cultivars, acclimated to low temperature.
CAfter three days of germination, seedlings were grown in nutrient solution, at
10, 15, 20 and 25°C (+ 2°C) with 12 hours of photoperiod. After 96 hours, the
relative root length, fresh and dry biomasses and lignin content were
determined. Results showed that high temperature increased growth and lignin
content of seedlings roots. Relative length, fresh and dry biomasses and also

lignin content were high in transgenic soybean (CD 213RR).

Keywords: transgenic soybean; low temperature; roots growth; lignification.
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1 INTRODUCAO

Fatores ambientais como &gua, luz e temperatura influenciam o
crescimento, desenvolvimento e a produtividade das plantas. Sob condi¢gdes de
cultivo, os vegetais estdo expostos a diferentes estresses, o qual € definido
como um fator externo, que exerce influéncia desvantajosa na planta (TAIZ;
ZEIGER, 2004). Dessa forma, alteracbes ambientais podem afetar o
crescimento das plantas o que pode resultar em perda de produtividade. O
estresse pela baixa temperatura € um grande problema para a producéo
agricola (CVIKROVA, 2002), incluindo a cultura da soja (Glycine max (L.)
Merrill), adaptada as regides tropicais e subtropicais, que € muito sensivel a
este tipo de estresse ambiental. requer 25°C a 30°C para um bom
desenvolvimento, e rendimento (ZHANG; SMITH, 1994).

A temperatura de resfriamento é definida como baixa, porém
insuficiente para a formagédo de gelo. O crescimento normal das plantas
afetado sob temperatura de resfriamento. O cultivo de plantas sobbaixas
temperaturas pode provocar reducdo no vigor e na taxa de crescimento,
mesmo na auséncia de outros sintomas e/ou injurias (RODRIGUES et al.,
2001). Janas et al. (2000) observaram reducdo drastica do crescimento de
raizes de soja, submetidas a 10°C. Segundo os autores, o retardamento do
alongamento das raizes ocorreu apos um dia de submissdo das raizes a
situacao estressante.

Exposicdes a baixa temperatura provocam mudancas fisiologicas e
bioquimicas que permitem aajustar-se a condicdo d estresse. O metabolismo
secundario dos vegetais pode ser alterado nessa condigdo fenilalanina aménia
liase) é a enzima que inicia a via dos fenilpropendides, convertendo a
fenilalanina em &cido trans-cindmico (ABREU, 1994). 6é o principal caminho
para a sintese de compostos fendlicos, dentre eles os monolignois, precursores
da lignina. A atividade dessa enzima aumenta e proporciona o acumulo de
varios fenilpropendides como consequéncia de varios fatores bibticos e
abidticos (DIXON; PAIVA, 1995). Nesse caminho,Janas et al. (2002) relataram

que a atividade da PAL, em raizes de soja cultivadas al0°C, aumentou
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significativamente. Nesse aspecto, se a PAL, enzima inicial da via de
fenilpropendides, é afetada por baixas temperaturas, esse fato pode implicar
em mudancas nas reacoes de biossintese de lignina e, por conseguinte na
lignificacdo das plantas.

strutural, a lignina € um polimero fendlico altamente ramificado e
constituido de alcoois fenilpropendides (BOUDET, 2000). A lignina corresponde
a 15-30% da biomassa seca da parede celular representando o segundo mais
abundante polimero na natureza, apés a celulose. Além de proporcionar rigidez
aos tecidos condutivos das plantas vasculares, a funciona como barreira contra
a perda excessiva de agua (BUCHANAM et al., 2000). A presenca de lignina
nas plantas € fundamental para as juncdes entre células vizinhas, expansao e
enrijecimento dos tecidos que geram uma forte barreira fisica contra a invaséo
de microrganismos (BOUDET, 2000), e suporte mecanico dos 6rgdos (POLLE
et al., 1994; BOUDET et al., 2003).

Segundo Harrison et al. (1996), a soja transgénica, resistente ao
glifosato (RR), possui um gene introduzido que codifica uma variante da
enzima EPSPsintase (5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase). Esta enzima,
assim como a PAL, participa da via biossintética eresponsavel pela sintese da
maioria dos metabdlitos secundarios, aminoacidos aromaticos e lignina. ae e

Levando-se em conta que uma das enzimas-chave para a sintesede
lignina é modificada na soja transgénica resistente ao glifosato, e que sob estresse
de temperatura existem relatos que indicam modificacdes no metabolismo
secundario das plantas, é possivel crer que as plantas transgénicas apresentem
comportamento diferenciado da parental na biossintese de lignina, quando
submetidas a baixa temperatura. Nessa linha de raciocinioo presente trabalho
teve como objetivo investigar possiveis diferengas no crescimento e nos teores
lignina nas raizes de soja (Glycine max (L.) Merril), cultivar transgénica resistente
ao glifosato e cultivar parental, em resposta a reducao de temperatura.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 CULTIVARES E TRATAMENTOS
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ementes de soja da cultivar transgénica resistente ao glifosato CD
213RR e da sua parental OC 14, provenientes da safra 2004/2005 e obtidas do
campo experimental localizado na cidade de Palotina — PR.foram cedidas pela
Cooperativa Central de Pesquisa Agricola Ltda. - Coodetec, Cascavel, Parana

Para avaliar o estresse de baixa temperatura, plantulas com trés dias
de germinacdo a 25T foram aclimatadas nas temperat uras de 10, 15, 20 por
96 horas. Como temperatura-padréo, foi utilizada 25T, na qual as plantulas
foram aclimatadas por 96 horas. Todos os sforamconduzidos em camara B.O.D
(Tecnal TE 400, Brasil), no Laboratério de Bioquimica Vegetal da Universidade
Estadual de Maringa, Maringa, Parana.

2.2 SISTEMA EXPERIMENTAL

2.2.1 Germinagao das sementes

As sementes foram previamente desinfetadas em solucdo de
hipoclorito de sédio a 2% durante trés minutos e, em seguida, foram lavadas
com Aagua deionizada. Apds esse procedimento, as sementes foram
depositadas entre trés folhas de papel germitest (CEL-060), umedecidas, as
quais foram enroladas e acondicionadas em béqueres, contendo um pequeno
filme de agua para manutencdo da umidade. Os rolos foram acondicionados
em camara escura (Tecnal TE 400, Brasil) a 25°C e 80% de umidade relativa.
Apés trés dias de germinacao, foram separadas 25 plantulas uniformes para a
montagem de cada repeticdo de cada tratamento.

2.2.2 Transferéncia das plantulas para o sistema ex perimental

O sistema experimental utilizado foi descrito por Ferrarese (2000),
estabelecido com base no cultivo hidrop6nico. Cada sistema constou de: 1) um
recipiente vitreo, adaptado sobre uma base de acrilico; 2) uma placa de
acrilico, que serviu como suporte para as plantulas, contendo 25 orificios de 5

mm, suspensa por uma coluna ajustavel, atarraxada a um suporte afixado na
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abertura do recipiente; 3) uma mangueira sorolégica para aeracao; 4) um filtro
com membrana de difluoreto de polivinilideno, com poro de 0,45 um (Millipore®)
acoplada a mangueira e a uma mini-bomba valvulada para o apropriado
aeramento da solugéo nutritiva contida no recipiente.

Cada sistema experimental foi constituido de 25 plantulas, o qual
mantido em camara de germinacao tipo B.O.D. (Tecnal TE 400, Brasil) nas
temperaturas de cada tratamento (10, 15, 20 e 25C), e 80% de umidade
relativa, com fotoperiodo de 12 horas em solu¢do nutritiva de Hoagland e
Arnon (1950) meia-forca (SANTOS et al., 2004), tamponada com fosfato de

sédio e potassio 17 mM (pH 6,0), e mantido sob aeragao continua.

2.3 CARACTERISTICAS AVALIADAS

2.3.1 Determinacdo dos comprimentos relativos das r  aizes primarias e
dasbiomassas fresca e seca das raizes de plantulas aclimatadas a
baixa temperatura

Os comprimentos das raizes primarias de 25 plantulas, com trés dias
de desenvolvimento, foram medidoscom auxilio de régua milimetrada
(comprimento inicial). Apos a obtencdo das medidas, as plantulas foram
transferidas para o sistema experimental e aclimatadas em camara de
germinacao tipo B.O.D. (Tecnal TE 400), a 10, 15, 20 ou 25°C (x 2°C), com
fotoperiodo de 12 horas, durante 96 horas. Apds o periodo novamente, ramsos
comprimentos das raizes (comprimento final). O comprimento relativo foi obtido
pela diferenca entre os comprimentos final e inicial, expresso em centimetros.
Aas raizes foram cortadas e, com auxilio de balanga analitica, foi
determinado biomassa fresca, express em gramas. A matéria fresca foi
acondicionada em estufa por 24 horas a 80°C, obtendo-se a biomassa seca,

expresso em gramas.

2.3.2 Determinacdo dos teores de lignina das raizes de plantulas
aclimatadas a baixa temperatura

Para a quantificacdo de lignina, nas raizes de plantulas de soja, foi

utilizado o método do acido tioglicolico de acordo com Chen et al. (2000) e
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Ferrarese et al. (2002).

Apbés 96 horas de aclimatacdo, diferentes temperaturas, as raizes
foram cortadas e levadas a estufa a 80°C. O material seco (0,3 g) foi macerado
em gral de porcelana com 7 mL de tampé&o fosfato de sédio e potassio (50 mM,
pH 7,0). O material foi transferido para tubo de centrifuga de 15 mL. A seguir,
foi efetuada a centrifugacéo, a 1500 xg, por quatro minutos. O sobrenadante foi
desprezado e o material restante submetido a mais duas centrifugacdes com
7,0 mL da mesma solucdo tampao. O material foi ressuspendido em 7,0 mL de
Triton X-100 (dissolvido em 1% de tampéo fosfato) e centrifugado, por duas
vezes consecutivas, eliminando-se o sobrenadante. O precipitado foi
ressuspendido com 7 mL de solugdo de NaCl 1 M (preparado no tampéao) e
centrifugado. O sobrenadante foi eliminado, repetindo a operacdo por mais
uma vez. O precipitado restante foi ressuspendido com 7,0 mL de &gua
destilada e centrifugado por quatro minutos a 1500 xg, desprezando-se o
sobrenadante.

precipitado obtido foi ressuspendido com 7,0 mL de acetona e
centrifugado por quatro minutos a 1500 xg, por duas vezes consecutivas, e 0
sobrenadante foi eliminado. O precipitado foi acondicionado em estufa, a 60°C,
durante 24 horas, e resfriado em dessecador a vacuo. O precipitado obtido
representa a parede celular, isenta de proteinas (CHEN et al., 2000;
FERRARESE et al., 2002). O material obtido foi acondicionado em tubos de
centrifuga, com rosca, juntamente com a mistura reativa de 1,2 mL de &cido
tioglicolico e 6 mL de HCI 2 M, sendo aquecido por quatro horas a 95°C, em
banho-maria. Apds a reacdo, o material foi centrifugado a 1500 xg, durante 15
minutos. O precipitado foi lavado trés vezes com agua destilada e o produto da
reacdo, o acido lignotioglicélico (LTGA), foi extraido com 7,0 mL de NaOH 0,5
M, a 30°C por 18 horas, em incubadora (Marconi® MA 095), com agitacdo de
115 oscilagdes min™. A mistura resultante foi centrifugada a 1500 xg durante
dez minutos, e 0 sobrenadante guardado. O precipitado obtido anteriormente
foi lavado novamente com 3,0 mL de NaOH 0,5 M, centrifugado e o
sobrenadante adicionado ao anterior. O sobrenadante obtido foi acidificado
com 1,8 mL de HCI concentrado e acondicionado em freezer, por no minimo de
4 horas, para precipitar o LTGA. O material foi centrifugado e o precipitado

lavado por duas vezes com agua destilada, eliminando-se o sobrenadante. O
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LTGA obtido foi acondicionado em estufa, a 60°C, durante 24 horas e, a seguir,
foi armazenado em dessecador a vacuo, até andlise. A determinagédo do LTGA
foi efetuada em espectrofotbmetro UV, a 280 nm, contra branco apropriado.
Para isso, o material obtido seco foi dissolvido em 1 mL de NaOH 0,5 M, de

forma a obter absorbancia apropriada.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

O experimento foi montado em delineamento inteiramente ao acaso,
esquema fatorial 2x4 (duas cultivares x quatro temperaturas de incubac¢ao) com
quatro repeticdes. Cada repeticdo foi constituida de 25 plantulas. Os dados
foram submetidos a analise de varidncia e as médias entre cultivares
comparadas pelo teste F a 5% de significancia. Para o fator tempo realizou-se
analise deregressao polinomial em cada cultivar.

A andlise dos dados foi realizada com auxilio do programa SISVAR da

Universidade Federal de Lavras.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos permitiram constatar que com o aumento da
temperatura houve incremento no comprimento da raiz primaria das plantulas
das cultivares de soja CD 213RR e OC 14. Para a cultivar CD 213RR, esse
incremento foi da ordem de 3,52 cm a cada aumento de 5°C, enquanto que
para OC 14 foi de 3,25 cm (Figura 1B e A). Com éciabiomassas frescas e
secas, a cultivar RR apresentou incremento de 0,059 g na biomassa fresca e
0,0232 g na biomassa seca a cada aumento de 5°C, enquanto na cultivar
convencional esse incremento foi de 0,0647 g e 0,02718 g na biomassa fresca

e seca, respectivamente (Figuras 2Be Ae 3B e A).

y =-2,965+3,5222x
R?=0,99

y =-2,5825+3,2515x
R?=0,98

Comprimento relativo da raiz priméaria

10 15 20 25 10 15 20 25
Temperatura ( °C) Temperatura ( °C)

Comprimento relativo da raiz primaria

Figura 1 — Comprimento relativo (cm) da raiz primaria de plantulas de soja
cultivar RR e parental, ao longo de 96 horas de incubacdo em
solucéo nutritiva sob fotoperiodo de 12 horas, em quatro diferentes
temperaturas. A: cultivar OC 14; B: cultivar CD 213RR.
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Figura 2 — Biomassa fresca (g) de raizes de plantulas de soja cultivar RR e
parental, submetidas a um periodo de incubacdo de 96 horas em
solucao nutritiva sob fotoperiodo de 12 horas, em quatro diferentes
temperaturas. A: cultivar OC 14; B: cultivar CD 213RR.
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Figura 3 — Biomassa seca (g) de raizes de plantulas de soja cultivar RR e
parental, submetidas a um periodo de incubacdo de 96 horas em
solucéo nutritiva sob fotoperiodo de 12 horas, em quatro diferentes
temperaturas. A: cultivar OC 14; B: cultivar CD 213RR.

Houve diferencas significativas, pelo teste F, entre as cultivares nas
temperaturas de 20C e 25C, o comprimento relativo das raizes. A cultivar RR
apresentou maior comprimento25<, , cultivar OC 14( Tabela 1). J4, com relacdo
a biomassa fresca das raizesdiferencas significativas entre as cultivares nas
temperaturas de 10 e 15C.A cultivar CD 213RR apres entou maiores valores de
biomassa que a OC 14 (Tabela 2) nessas temperaturas. a biomassa seca,
aramscultivar RR nas temperaturas de 10, 15 e 25T. 96 horas de aclimatagéo a

10C, a biomassa seca das raizes foi de 50 a 60% m enor em relacéo asraizes
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das plantulas mantidas a 25T (Tabela 3).

Com base nos dados de biomassas fresca e seca (Tabelas 2 e 3),

pode-se afirmar que a cultivar RR apresentou maior crescimento do sistema
radicular na menor temperatura analisada (10C).

Tabela 1 — Valores médios do comprimento relativo de raizes (cm) de plantulas

de soja cultivares de soja cultivar RR e parental (CD 213RR e OC

14) em diferentes temperaturas de incubacdo em solug¢ao nutritiva
sob fotoperiodo de 12 horas

Temperatura
Cultivares 10C 15 20C 25T
OoC 14 0,777 3,36 7,97 10,08
CD 213RR 0,867 3,76 7,30 11,43
Médias nas colunas comparadas pelo teste F em nivel de 5% de significancia

Tabela 2 — Valores médios de biomassa fresca (g) de raizes de plantulas de

soja cultivar RR e parental (CD 213RR e OC 14) em diferentes
temperaturas de incubagdo em solucdo nutritiva sob fotoperiodo de

12 horas
Temperatura
Cultivares 10C 15T 20C 25T
OoC 14 0,071 0,097 0,144 0,267
CD 213RR 0,096 0,116 0,157 0,284
Médias nas colunas comparadas pelo teste F em nivel de 5% de significancia
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Tabela 3 — Valores médios de biomassa seca (g) de raizes de plantulas de soja
cultivar RR e parental (CD 213RR e OC 14) em diferentes
temperaturas de incubac&o em solucéo nutritiva sob fotoperiodo de

12 horas
Temperatura
Cultivares 10C 15<C 20C 25T
OoCc 14 0,00475 0,00637 0,00927 0,0127
CD 213RR 0,00670 0,00790 0,00950 0,0140

Médias nas colunas comparadas pelo teste F em nivel de 5% de significancia

O crescimento de uma planta pode ser medido de diversas maneiras e
é regulado por fatores intrinsecos e extrinsecos (ambientais). Dentre os fatores
extrinsecos, a baixa temperatura tem sido relatada como um grave problema
para a agricultura. que a diminuicdo da temperatura provoca mudancas na
estrutura celular, tanto nas membranas plasmaticas quanto na parede celular
(MATSUURA; OBATA, 1993). a aclimatacao de plantulas, a 10C, provoca
reducdo na incorporacdo de polissacarideos na parede celular das raizes. Tais
mudancas podem provocar danos irreversiveis para a planta, como a
diminuicdo do alongamento celular (ZABOTIN et al., 1998).

De acordo com resultados obtidos por Janas et al. (2000), a baixa
temperatura pode reduzir o crescimento médio das plantas, sem que essas
apresentem outros sintomas de estresse. Esses autores avaliaram o
crescimento de raizes de plantulas de soja mantidas no escuro, aclimatadas a
temperatura de 10C, e constataram reducao de 50% d o comprimento da raiz
principal, apos 96 horass, em comparacdo com plantulas mantidas a 25<.
Nesse trabalho, observou-se drastica reducdo do comprimento das raizes
primarias nas cultivares estudadas, se comparadas as plantulas aclimatadas a
10T com aquelas que permaneceram a 25C. Essa redu ¢é&o foi d92,29% na
cultivar OC 14 e de 92,41% na cultivar CD 213RR (Tabela 1).

De modo subseqiente a avaliagdo do crescimento das raizes, foi
analisada a lignificacdo, sob as diferentes temperaturas: 10, 15, 20 e 25°C. Os
resultados indicaram diferencas significativas nos teores de lignina das raizes.

A Figura 4 revela menores teores de lignina nos dois materiais genéticos. que

56



para o caso dcultivar RR, aumentoocorreu incremento de 2,35 mg LTGA g*,
cultivar OC 14, o aumento nos teores de lignina foram, em média, de 1,87 mg
LTGA g™ raiz.

aque a cultivar CD 213RR apresentou maiores teores lignina em
comparacao a cultivar OC 14 em todas as temperaturas avaliadas pelo teste F
a 5% de probabilidade (Tabela 4).

24
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N R?=0,97
S 20
o
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)
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o — = *
E 16 == 7 Ty=10,652+1,8697x
N B T y=25 ’
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©
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‘ *0OCl4 ® CD213RR ‘

Figura 4 — Teores de lignina em mg LTGA/g raiz em soja cultivar RR e parental
(D213RR e OC 14) ap6s 96 horas, sob fotoperiodo de 12 horas, em
diferentes temperaturas.

Tabela 4 — Valores médios dos teores de lignina (mg LTGA g™ raiz) em raizes
plantulas de soja cultivar RR e parental (CD 213RR e OC 14)
diferentes temperaturas de incubagcdo em solugdo nutritiva sob
fotoperiodo de 12 horas

Temperatura
Cultivares 10C 15C 20C 25T
OoC 14 12,31 14,40 16,86 15,90
CD 213RR 15,37 16,96 19,28 22,45

Médias nas colunas comparadas pelo teste F em nivel de 5% de significancia

Conforme sugerido por Janas et al. (2000), uma das respostas da
planta ao estresse € o acumulo de compostos fenolicos. A forma como este

acumulo pode afetar a via de fenilpropendides tem sido estudada ainda que o

57



mecanismo permaneca obscuro. Janas et al. (2000 e 2002) relataram que as
raizes de soja, incubadas durante 24 horas, a 10°C, apresentaram aumento
nos teores de fenois solaveis no citosol. Embora os autores tenham constatado
que a baixa temperatura aumentou o contetudo de fendis totais, foi observada
diminuicao nos teores de compostos fendlicos ligados a parede celular.

E aceito que diminuicbes nos teores de éacidos fendlicos ligados a
parede celular podem modificar a extensibilidade dessa associada a diminuicédo
na velocidade de sintese da lignina (POLLE et al., 1994; DIXON; PAIVA, 1995;
SANTOS et al., 2004). Como consequéncia, alteracbes nas propriedades
mecanicas da parede celular poderdo ocorrer implicando em quebras de
ligagOes iOnicas e covalentes entre seus diferentes constituintes. Entre esses
constituintes, destacam-se os polissacarideos. Em apoio a essa possibilidade,
Zabotin et al. (1998) revelaram que a reducdo no crescimento das raizes de
trigo, sob baixa temperatura, foi associada com drasticas modificacbes nos
polissacarideos. Nessa linha de raciocinio, é plausivel que se os
polissacarideos ndo formarem complexos com os acidos fendlicos, fato este
importante no desenvolvimento das plantas, esses permanecerdo soluveis o
gue pode explicar o aumento dos seus teores,como por Janas et al. (2000).

Ainda que os teores acidos fenolicos ndo tenham sido determinados
nesse trabalho, foi constatada significativa reducdo na lignificacdo nas raizes
crescidas sob baixas temperaturas. Reducdo nos teores de acidos fendlicos
ligados a parede celular em soja convencional, submetidas a baixa
temperatura, foi relatada por Janas et al. (2000, 2002). Desde que acidos
fendlicos (ferulico, p-cumarico e caféico) estejam associados a sintese de
lignina (BUCHANAM et al.,, 2000), suas quantificacbes poderdo fornecer
importantes informacdes quanto a reduzida lignificacdo constatada nas

condi¢Oes descritas nesse trabalho.

4 CONCLUSOES
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A elevacdo da temperatura provocou aumento no crescimento das
raizes das plantulas de soja, cultivares CD 213RR e OC 14, assim
como aumento no processo de lignificacao;

A cultivar transgénica, CD 213RR apresentou melhor crescimento
do sistema radicular e maior teor de lignina nas raizes, possivel
tolerdncia a condicdo de estresse de baixa temperatura, em

comparagdo com sua parental OC 14.
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CONSIDERACOES FINAIS

A 25°C, as plantulas das cultivares transgénicas resistentes ao
glifosato (CD 213RR e CD 214RR) apresentaram maior crescimento
longitudinal das raizes que as suas cultivares parentais (OC 14 e CD 201,
respectivamente), , menores valores de biomassas das raizes, o que implica
em menor crescimento do sistema radicular, o qual pode ser decorrente de
maior lignificacdo das raizes. Esse maior teor de lignina na cultivar RR foi
significativo apenas para o primeiro grupo em avaliacdo (CD 213RR e OC 14).
No segundo grupo (CD 214RR e CD 201) nao foi detectada diferenca
significativa. No entanto, estudos com outros tempos de incubacdo sé&o
interessantes e podem ajudar na elucidacao dessa situacao, ja que em valores
brutos, a cultivar CD 214RR apresentou maior valor de lignina na raiz, apés
quatro dias de incubacéo, em relacdo a CD 201.

Em relacdo as caracteristicas de tegumento, as cultivares RR
apresentaram maior teor de fendis totais. Quanto ao teor de lignina, houve
diferenca somente entre CD 213RR e OC 14, no qual a cultivar RR apresentou
menor teor de lignina no tegumento da semente. Observou-se, também,
comportamento diferenciado dos materiais RR (CD 213RR e CD 214RR)
avaliados frente a insercdo do gene da variante da EPSP sintase. E possivel
que essa diferenca de comportamento seja pela base genética destas
cultivares. Dessa forma, -se estudos adicionais com outros materiais RR para
melhor esclarecimento. Além disso, estudos com enzimas e/ou intermediarios
da via de fenilpropendides poderéo fortalecer esse entendimento.

O diagndstico de que a cultivar CD 213RR apresenta menor teor de
lignina no tegumento pode gerar maior susceptibilidade da semente ao dano
mecanico, desta forma menor vigor. De fato, em trabalho ainda ndo-publicado
foi encontrado que essa cultivar apresenta menor vigor das sementes do que a
cultivar convencional OC 14.

Estudos comparativos dos teores de compostos fendlicos e suas
relacbes com a lignificacdo em soja transgénica resistente ao glifosato (RR) e

convencional ndo foram descritos, até o0 momento, na literatura. De qualquer
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forma, pode-se supor que alteracdes ocorridas na via de fenilpropendides,
provocadas possivelmente pela insercdo do gene que expressa a EPSP
sintase, indicam o acumulo, no tegumento, de fendis totais livres néo
destinados, na sua totalidade, a sintese de lignina.

O estudo das cultivares, sob diferentes temperaturas, mostrou que na
temperatura de 30°C houve incremento nos valores de biomassas do sistema
radicular de plantulas de soja das duas cultivares CD 213RR e OC 14. A
cultivar RR apresentou menor crescimento das raizes, o que pode ser
decorrente de maior lignificacdo. Considerando os problemas ocasionados pelo
efeito estufa, estudos com temperaturas mais altas que 32,5°C séo
interessantes e importantes para uma melhor caracterizacdo do fenbmeno de
lignificagéo sob essas condic¢des.

Quando as plantulas foram submetidas a baixa temperatura, observou-
se que o crescimento do sistema radicular foi afetado negativamente. Em
comparacdo com a cultivar transgénica, a CD 213RR apresentou melhor
crescimento do sistema radicular e maior teor de lignina nas raizes, sob baixa
temperatura, possivel tolerancia a condi¢cdo de estresse de baixa temperatura,

em comparacao com sua parental OC 14.
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APENDICES A
CAPITULO |

Tabela 1A — Analise de variancia dos dados obtidos no experimento de
comprimento relativo da raiz primaria de plantulas de soja,
cultivares CD 213RR, CD 214RR, OC 14 e CD 201

FV GL SQ QM F P>F
Var 3 19,3626172 6,4542057 17,54 < 0,0001
tempo 471,0395047 157,0131682 426,72 <0,0001
Var xTempo 23,7774641 2,6419405 7,18 < 0,0001
Tratamentos 15 514,1795859  34,2786391 93,16 <0,0001
Erro 48 17,6616250 0,3679505

Total 63 531,8412109

CV (%) = 9,63

Tabela 2A — Andlise de variancia dos dados obtidos no experimento de
biomassa fresca das raizes de plantulas de soja, cultivares CD
213RR, CD 214RR, OC 14 e CD 201

FV GL SQ QM F P>F
Var 0,04288583 0,01429528 4538  <0,0001
tempo 0,38009556 0,12669852 402,17  <0,0001
Var xTempo 9 0,01774182 0,00197131 6,26  <0,0001
Tratamentos 15 0,44072322 0,02938155 93,26  <0,0001
Erro 48 0,01512172 0,00031504

Total 63 0,45584493

CV (%) = 9,68
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Tabela 3A — Analise de variancia dos dados obtidos no experimento de
biomassa seca das raizes de plantulas de soja, cultivares CD
213RR, CD 214RR, OC 14 e CD 201

FV GL SQ QM F P>F
Var 0,00007425 0,00002475 0,54 0,6566
tempo 0,00061852 0,00020617 4,51 0,0073
Var xTempo 0,00036722 0,00004080 0,89 0,5396
Tratamentos 15 0,00105998 0,00007067 1,54 0,1271
Erro 48 0,00219609 0,00004575

Total 63 0,00325607

CV (%) =6,17

Tabela 4A — Analise de variancia dos dados obtidos no experimento de
determinacdo de lignina das raizes de plantulas de soja,
cultivares CD 213RR, CD 214RR, OC 14 e CD 201

FV GL SQ QM F P>F
Var 3 99,6656797  33,2218932 21,49 <0,0001
tempo 767,4660422 255,8220141 165,45 < 0,0001
Var xTempo 75,9996766 8,4444085 546 <0,0001
Tratamentos 15 943,1313980 62,8754270 40,66 < 0,0001
Erro 48 74,2190250 1,5462300

Total 63 1017,3504230

CV (%) = 8,22

Tabela 5A — Andlise de variancia dos dados obtidos no experimento de
determinacdo de lignina do tegumento de sementes de soja,
cultivares CD 213RR, CD 214RR, OC 14 e CD 201

FV GL SQ QM F P>F
Var 3 0,36072500 0,12024167 12,39 0,0006
Erro 12 0,11645000 0,00970417

Total 15 0,47717500

CV (%) = 3,96
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Tabela

6A — Analise de variancia dos dados obtidos no experimento de
determinacdo de fenois totais do tegumento de sementes de
soja, cultivares CD 213RR, CD 214RR, OC 14 e CD 201

FV GL SQ QM F P>F
Var 3 1,45211475 0,48403825 9,78 0,0015
Erro 12 0,59361300 0,04946775

Total 15 2,04572775

CV (%) = 8,59
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APENDICES B
CAPITULO Il

Tabela 1B - Andlise de variancia dos dados obtidos no experimento
comprimento da raiz primaria de plantulas de soja, cultivares
CD 213RR e OC 14, sob diferentes temperaturas

FV GL SQ QM F P>F
Temperatura 3 2,117143 0,705714 0,476  0,7019
Variedade 1 17,101339  17,101339 11,545  0,0026
Var xTemp. 3 21,549018 7,183006 4,849  0,0097
Erro 22 32,587500 1,481250

Total 29 73,355000

CV (%) = 6,93

Tabela 2B - Desdobramento de Variedade dentro de cada nivel de
temperatura, Variavel: Comprimento da raiz priméria de
plantulas de soja

FV GL SQ QM F P>F
Var/25T 1 0,1800000  0,1800000 0,122 0,7307
Var/27,5C 1 34,445000  34,445000 23,254 0,0001
Var/30C 1 3,124286 3,124286 2,109 0,1605
Var/32,5C 1 0,901071 0,901071 0,608 0,4437
Erro 22 32,587500 1,481250

Tabela 3B — Desdobramento de Temperatura dentro de cada Variedade,
Variavel: Comprimento da raiz primaria de plantulas de soja

FV GL SQ QM F P>F
Temp/OC 14 3 11,979286  3,993095 2,696 0,0698
Temp/CD 213RR 3 11,686875  3,895625 2,630 0,0745
Erro 22 32,587500  1,481250
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Tabela 4B — Analise de variancia dos dados obtidos no experimento de
biomassa fresca de raizes de plantulas de soja, cultivares CD
213RR e OC 14, sob diferentes temperaturas

FV GL SQ QM F P>F
Temperatura 3 0,019189 0,006396 5,454 0,0059
Variedade 1 0,026149 0,021490 22,297 0,0001
Var xTemp. 3 0,009826 0,003275 2,80 0,0495
Erro 22 0,025801 0,001173

Total 29 0,080965

CV (%) = 27,21

Tabela 5B — Desdobramento de Variedade dentro de cada nivel de
temperatura, Varidvel: Biomassa fresca de raizes de plantulas
de soja

FV GL SQ QM F P>F

Var/25C 1 0,000685 0,000685 0,584 0,4530

Var/27,5C 1 0,017298 0,017298 14,750 0,0009

Var/30C 1 0,012901 0,012901 11,0 0,0031

Var/32,5C 1 0,005092 0,005092 4,342 0,0490

Erro 22 0,025801 0,001173

Tabela 6B — Desdobramento de Temperatura dentro de cada Variedade,
Variavel: Biomassa fresca de raizes de plantulas de soja

FV GL SQ QM F P>F
Temp/OC 14 3 0,011447  0,003816 3,253 0,0404
Temp/CD 213RR 3 0,017569  0,005856 4,933 0,0084
Erro 22 0,025801  0,001173
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Tabela 7B — Andlise de variancia dos dados obtidos no experimento biomassa
seca de raizes de plantulas de soja, cultivares CD 213RR e OC
14, sob diferentes temperaturas

FV GL SQ QM F P>F
Temperatura 3 0,000098 0,000033 4,402 0,0143
Variedade 1 0,000131 0,000131 17,729 0,0004
Var xTemp. 3 0,000096 0,000032 4,296 0,0157
Erro 22 0,000163 0,000007

Total 29 0,000488

CV (%) =24,77

Tabela 8B — Desdobramento de Variedade dentro de cada nivel de
temperatura, Varidvel: Biomassa seca de raizes de plantulas
de soja

FV GL SQ QM F P>F

Var/25C 1 0,000001 0,000001 0,067 0,7976

Var/27,5C 1 0,000066 0,000066 8,916 0,0068

Var/30C 1 0,000147 0,000147 19,777 0,0002

Var/32,5C 1 0,000014 0,000014 1,856 0,1869

Erro 22 0,000163 0,000007

Tabela 9B — Desdobramento de Temperatura dentro de cada Variedade,
Variavel: Biomassa seca de raizes de plantulas de soja

FV GL SQ QM F P>F
Temp/OC 14 3 0,000125  0,000042 5,630 0,0050
Temp/CD 213RR 3 0,000068  0,000023 3,067 0,0484
Erro 22 0,000163  0,000007
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Tabela 10B — Analise de variancia dos dados obtidos no experimento de teor
de lignina das raizes de plantulas de soja, cultivares CD 213RR
e OC 14, sob diferentes temperaturas

FV GL SQ QM F P>F
Temperatura 3 396,677859 132,225953 142,344 < 0,0001
Variedade 1 252,843828 252,843828 272,192 <0,0001
Var xTemp. 3 14,770284 4,923428 5,300 0,0060
Erro 24 22,293975 0,928916

Total 31 686,585947

CV (%) = 3,82

Tabela 10B — Analise de variancia dos dados obtidos no experimento de teor
de lignina das raizes de plantulas de soja, cultivares CD 213RR
e OC 14, sob diferentes temperaturas

FV GL SQ QM F P>F
Var/25T 1 85,6740 85,674 92,230 < 0,0001
Var/27,5C 1 30,3810 30,3810 32,706 < 0,0001
Var/30C 1 106,4340 106,4340 114,579 < 0,0001
Var/32,5C 1 45,1250 45,125 48,578 < 0,0001
Erro 24 22,2939 0,928916

Tabela 12B — Desdobramento de Temperatura dentro de cada Variedade,
Variavel: Teor de lignina de raizes de plantulas de soja

FV GL SQ QM F P>F
Temp/OC 14 3 230,6265 76,875500 82,758 < 0,0001
Temp/CD 213RR 3 180,8210 60,273800 64,886 < 0,0001
Erro 24 22,2939  0,928916

71



APENDICES C
CAPITULO 1l

Tabela 1C - Analise de variancia dos dados obtidos no experimento
comprimento da raiz priméaria de plantulas de soja, cultivares
CD 213RR e OC 14, aclimatadas sob baixa temperatura

FV GL SQ QM F P>F
Temperatura 3 461,228309 153,742770 1202,809 < 0,0001
Variedade 1 0,693253 0,693253 5,424 0,0286
Var xTemp. 3 4,156284 1,385428 10,839 < 0,0001
Erro 24 3,067675 0,127820

Total 31 469,145522

CV (%) = 6,28

Tabela 2C - Desdobramento de Variedade dentro de cada nivel de
temperatura, Variavel: Comprimento da raiz priméria de
plantulas de soja

FV GL SQ QM F P>F
Var/10T 1 0,016200  0,016200 0,127 0,7249
Var/15C 1 0,324012  0,324012 2,535 0,1244
Var/20C 1 0,877813  0,877813 6,868 0,0150
Var/25¢ 1 3,631512  3,631512 28,411  <0,0001
Erro 24 3,067675  0,127820

Tabela 3C — Desdobramento de Temperatura dentro de cada Variedade,
Variavel: Comprimento da raiz primaria de plantulas de soja

FV GL SQ QM F P>F
Temp/OC 14 3 215752025 71,917342 562,646 < 0,0001
Temp/CD 213RR 3 249,632569 83,210856 651,001 < 0,0001
Erro 24 3,067675  0,127820
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Tabela 4C — Analise de variancia dos dados obtidos de biomassa fresca das
raizes de plantulas de soja, cultivares CD 213RR e OC 14,
aclimatadas sob baixa temperatura

FV GL SQ QM F P>F
Temperatura 3 0,176132 0,058711 359,399 < 0,0001
Variedade 0,001188 0,001188 7,273 0,0126
Var xTemp. 3 0,001718 0,000573 3,504 0,0308
Erro 24 0,003921 0,000163

Total 31 0,182959

CV (%) = 8,29

Tabela 5C - Desdobramento de Variedade dentro de cada nivel de

temperatura, Variavel: Biomassa fresca das raizes de
plantulas de soja

FV GL SQ QM F P>F
Var/10T 1 0,001225  0,001225 7,498 0,0115
Var/15C 1 0,000761  0,000761 4,655 0,0412
Var/20C 1 0,000325  0,000325 1,990 0,1712
Var/25C 1 0,000595  0,000595 3,642 0,0684
Erro 24 0,003921  0,000163

Tabela 6C — Desdobramento de Temperatura dentro de cada Variedade,
Variavel: Biomassa fresca das raizes de plantulas de soja

FV GL SQ QM F P>F
Temp/OC 14 3 0,091001  0,030334 185,658 < 0,0001
Temp/CD 213RR 3 0,086849  0,028950 177,186 < 0,0001
Erro 24 0,003921  0,000163
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Tabela 7C — Analise de variancia dos dados obtidos de biomassa seca das
raizes de plantulas de soja, cultivares CD 213RR e OC 14,
aclimatadas sob baixa temperatura

FV GL SQ QM F P>F
Temperatura 3 0,000268  0,000089 254,288 < 0,0001
Variedade 1 0,000010  0,000010 28,205  <0,0001
Var xTemp. 3 0,000006  0,000002 5,347 0,0058
Erro 24 0,000008 3,51x10”

Total 31 0,000292

CV (%) =6,65

Tabela 8C - Desdobramento de Variedade dentro de cada nivel de
temperatura, Varidvel: Biomassa seca das raizes de plantulas
de soja

FV GL SQ QM F P>F

Var/10C 1 0,000008 0,000008 21,664 0,0001

Var/15C 1 0,000005 0,000005 13,250 0,0013

Var/20C 1 0,000000 0,000000 0,431 0,5178

Var/25C 1 0,000003 0,000003 8,902 0,0065

Erro 24 0,000008 3,51x10”

Tabela 9C — Desdobramento de Temperatura dentro de cada Variedade,
Variavel: Biomassa seca das raizes de plantulas de soja

FV GL SQ QM F P>F
Temp/OC 14 3 0,000151  0,000050 143,043 < 0,0001
Temp/CD 213RR 3 0,000123  0,000041 116,593 < 0,0001
Erro 24 0,000008  3,51x107
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Tabela 10C — Andlise de variancia dos dados obtidos do teor de lignina em
raizes de plantulas de soja, cultivares CD 213RR e OC 14,
aclimatadas sob baixa temperatura

FV GL SQ QM F P>F
Temperatura 3 78,708584 26,236190 15,59709 < 0,0001
Variedade 1 81,376903 81,376903 48,37800 < 0,0001
Var xTemp, 3 106,679909 35,559970 21,13900 <0,0001
Erro 24 40,370425 1,682121

Total 31 307,135822

CV (%) =7,66

Tabela 11C — Desdobramento de Variedade dentro de cada nivel

de

temperatura, Variavel: Teor de lignina das raizes de plantulas

de soja
FV GL SQ QM F P>F
Var/10C 1 18,727200 18,727200 11,133 0,0028
Var/15C 1 13,107200 13,107200 7,792 0,0101
Var/20C 1 11,712800 11,712800 6,963 0,0144
Var/25TC 1 44,509600 44,509600 26,461 < 0,0001
Erro 24 40,370425 1,682121

Tabela 12C — Desdobramento de Temperatura dentro de cada Variedade,
Variavel: Teor de lignina das raizes de plantulas de soja

FV GL SQ QM F P>F
Temp/OC 14 3 72,156269  24,052090 14,299 < 0,0001
Temp/CD 213RR 3 113,232250  37,744075 22,439  <0,0001
Erro 24 40,370425  1,682121
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ANEXO A
PARTE DA VIA METABOLICA DO CHIQUIMATO E FENILPROPEN OIDES.
BIOSSINTESE DE LIGNINA (EM NEGRITO, MONOLIGNOIS)

Fosfoenolpiruvato + eritrose 4-P

l

Chiquimato

|

Chiquimato 3-P
l EPSP sintase

5 enolpiruvatochiquimato 3P

!

Fenilalanina - éacido cindmico - &cido p-cumarico - - alcool p-cumarilico

acido caféico

|

acido feralico — - alcool coniferilico —» LIGNINA

v

acido 5 hidroxifertlico

|

acido sinaptico - - - - - alcool sinapilico
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ANEXO B
VIA METABOLICA DOS FENILPROPENOIDES (BUCHANAN et al ., 2000)
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ANEXO C
ESTRUTURA QUIMICA DETALHADA DE UMA MOLECULA DE LIGN INA.
AS UNIDADES DE FENILPROPENOIDES NAO SE ENCONTRAM LI GADAS
DE FORMA SIMPLES E DE UMA UNICA MANEIRA (TAIZ; ZEIG ER, 1998).
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ANEXO D
MODELO DO SISTEMA EXPERIMENTAL DESENVOLVIDO NO
LABORATORIO DE BIOQUIMICA VEGETAL, UEM, MARINGA, PA RANA

Desenho: Wanderley Dantas dos Santos
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ANEXO E
COMPOSICAO QUIMICA DA SOLUCAO NUTRITIVA UTILIZADAN O
SISTEMA EXPERIMENTAL, ADAPTADO PELO LABORATORIO DE
BIOQUIMICA VEGETAL, UEM. SOLUCAO NUTRITIVA DE HOAGL AND E
ARNON (1950) MEIA-FORCA

Solucbes estoque Quantidade do sal por Quantidade da solucao
litro de solucdo estoque estoque por litro de
(9) solucao nutritiva (mL)
Macronutrientes:
KH,PO,4 136,0 1
KNOs3 101,0 5
Ca(N03)2.4H20 236,0 5
MgS0,4.7H,0 246,5 2
Micronutrientes: * 1
Fe-EDTA *x 1

* Preparo da solu¢cdo de micronutrientes: 2,86 g de H3BOs; 1,81 g de MnCl,. 4H,0; 0,22 g de
ZnS0O,. 7TH,0; 0,08 g de CuS0O,. 5H,0 e 0,02 g de H,S; M00O,.H,0 dissolvidos em um litro de
agua deionizada.

** Preparo da solucdo de Fe-EDTA: as solu¢gBes de FeCls. 6H,0 e 26,1 g de EDTA foram
dissolvidas em agua deionizada sob aquecimento a 50°C. Em seguida, as duas solu¢des foram
misturadas completando o volume para um litro com agua deionizada. Para armazenamento,
utilizou-se um frasco de vidro escuro, e a solucéo foi mantida em geladeira.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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