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genétipos de soja tolerantes a seca. 2016. 118 f. Tese (Doutorado em Agronomia)
— Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Parana, 2016.

RESUMO

A fixagao bioldégica de nitrogénio (FBN) assegura sustentabilidade a cultura da soja
(Glycine max L. Merr.). Porém, restricdes hidricas afetam a eficiéncia dos processos
fisioldgicos, incluindo a FBN, o rendimento e o desenvolvimento da planta. O objetivo
da pesquisa foi avaliar o desempenho de gendtipos de soja com diferentes niveis de
tolerancia a seca, quanto a atributos relacionados a FBN, a producao e ao estresse
oxidativo. O experimento foi realizado em casa de vegetacdo em delineamento em
blocos casualizados, em esquema fatorial 5x2, com cinco repeticdes, considerando-
se cinco gendtipos de soja (cv. Jackson, cv. BRS 317, R02-1325, R01-416F e RO1-
581F) e duas disponibilidades hidricas (80% e 30% da capacidade de campo — CC),
com avaliagdes em trés tempos: 10 dias, 22 dias e 42 dias de exposicdo a seca
(30% da CC) entre os estadios de florescimento e enchimento de gréos. As
sementes foram inoculadas com inoculante comercial contendo 7,2 x 10° bactérias
de Bradyrhizobium spp. por grama. Foram avaliados: teor de ureidos (foliolos,
peciolos e nodulos); teor de N total, de aménio (NH4") e de nitrato (NO3") nas folhas;
atividade das enzimas glutamina sintetase (GS) nos nédulos, superdxido dismutase
(SOD) e catalase (CAT) nas folhas; peroxidacéo de lipidios nas folhas e nas raizes;
numero e massa seca de noédulos; massa especifica de nddulos; area foliar; massa
seca da parte aérea e das raizes; indice de colheita; numero de vagens e de
sementes; massa de sementes por planta e massa de mil sementes. A restricao
hidrica diminuiu a nodulacdo e aumentou os ureidos nos nos nodulos; reduziu o
NH;" e aumentou o NO3™ nas folhas; ndo reduziu a atividade da GS nos nodulos da
R02-1325 e da cv. Jackson; diminuiu os componentes de rendimento, que se
intensificou aos 42 dias de exposicao a seca. A producado de sementes diminuiu com
a seca, porém a cv. Jackson e a R01-581F foram tolerantes por até 10 dias durante
o florescimento; e, a cv. BRS 317 por até 22 dias entre o florescimento e a formagao
das vagens. A R02-1325 foi mais produtiva em condigdo umida (80% da CC); e,
quando exposta a seca nao foi diferente das mais produtivas. A atividade da SOD e
da CAT nas folhas caracterizaram a cv. BRS 317, nos tempos de 10 dias e de 22
dias, e a cv Jackson aos 42 dias, como sensiveis ao estresse oxidativo. As linhagens
R02-1325, R01-416F e R01-581F nao indicaram respostas oxidativas as espécies
reativas de oxigénio (ERO) medida pela atividade da CAT. A cv. BRS 317, a R02-
1325 e a R01-581F foram sensiveis a peroxidacao de lipidios nas folhas até 22 dias
sob seca; e, nas raizes, a cv. BRS 317, a cv. Jackson e a R02-1325 aos 42 dias sob
seca. As linhagens R01-581F e R02-1325 apresentaram potencial para uso em
programas de melhoramento genético visando tolerancia a seca moderada.

Palavras-chave: Glycine max. Déficit hidrico. Espécies reativas de oxigénio.
Nitrogénio. Nodulos.
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ABSTRACT

The biological nitrogen fixation (BNF) process is pivotal to the sustainability of
soybean crop (Glycine max L. Merr.). However, drought may negatively affect the
plant development, the efficiency of physiological processes, including BNF, and crop
yield. The objective of this work was to evaluate the performance of soybean
genotypes contrasting in BNF tolerance to drought concerning to BNF attributes,
yield components and oxidative stress-related enzyme activities. The trial was carried
out in greenhouse, in a randomized block design and 5 x 2 factorial arrangements,
with five replications, considering five soybean genotypes (cv. BRS 317, cv. Jackson,
R02-1325, R01-416F and R01-581F) and two levels of water availability (80% and
30% of field capacity - FC), assessed in three times up to 10 days, 22 days and 42
days of exposure to drought (30% FC) between flowering and grain filling stages. The
seeds were inoculated with commercial inoculant containing 7.2 x 10° bacteria of
Bradyrhizobium spp. per gram. The assessed variables were: concentration of
ureides in folioles, petioles and nodules; concentration of total N, ammonium (NH;")
and nitrate (NO3’) in leaves; specific activity of the enzyme glutamine synthetase
(GS) in nodules, superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) in leaves; lipid
peroxidation in leaves and roots; number and dry weight of nodules; specific mass of
nodules; leaf area; dry mass of shoots and roots; harvest index; number of pods and
seeds; seed mass per plantand mass of thousand seeds. The water restriction
reduced nodulation and increased ureides in nodules; it reduced the NH;" and
increased NOj in leaves; it did not reduce the GS activity in nodules in R02-1325
and cv. Jackson; and it decreased yield components it intensified after 42 days of
drought exposure. Seed production decreased with drought, but cv. Jackson and
R01-581F showed better performance when exposed to 10 days of drought; whereas
cv. BRS 317 did up to 22 days. The line R02-1325 had higher yields under 80% of
FC; when exposed to drought did not differ from the most productive genotypes. The
increased in activity of SOD and CAT in leaves characterized the cv. BRS 317 up to
10 days and 22 days, and the cv. Jackson up to 42 days, as sensitive to reactive
oxygen species (ROS). Lines R02-1325, R01-416F and R01-581F did not show
oxidative responses to ROS based on the CAT activity. The genotypes cv. BRS 317,
R02-1325 and R01-581F were sensitive to lipid peroxidation in leaves up to 22 days;
whereas cv. BRS 317, cv. Jackson and R02-1325 in roots up to 42 days under
drought. The lines R01-581F and R02-1325 showed best performance and promising
potential for breeding programs aiming at tolerance to moderate drought.

Key words: Glycine max. Nitrogen. Nodulation. Reactive oxygen species. Water
deficit.
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1 INTRODUGAO

A fixagao biolodgica de nitrogénio (FBN) € um processo de extrema
importancia para a sustentabilidade econémica e ambiental dos sistemas de
producao de soja (Glycine max L. Merrill). No entanto, eventos climaticos extremos,
como altas temperaturas e estresses hidricos limitam o desenvolvimento da planta e
sao os principais fatores abiéticos desfavoraveis a nodulagao nas raizes, o que afeta
negativamente todas as fases da simbiose bactéria-planta, além de limitar o
crescimento e a sobrevivéncia dos organismos microsimbiontes no solo.

A condicdo de seca, ou seja, a exposi¢cao de plantas a restricao
hidrica por determinados periodos, promove a queda da produtividade em soja, ja
que seus reflexos interferem no processo da FBN, que é realizado no interior dos
nddulos pelo complexo protéico da nitrogenase, primeiro processo a ser prejudicado,
antes mesmo da fotossintese ou da respiragdo. Consequentemente, periodos de
exposi¢cao a seca diminuem o acumulo de biomassa da planta e o rendimento de
sementes, principalmente quando ocorre nos estadios mais criticos para a cultura,
entre o florescimento e o enchimento de gréos.

A sensibilidade do processo de FBN a seca varia entre os genotipos
de soja. O acumulo de ureidos na regiao foliar e nos noédulos pode estar associado
aos genotipos de soja sensiveis a seca. Consequentemente, a degradacdo dos
ureidos em folhas pode aumentar a tolerdncia a restrigdo hidrica. Igualmente,
genotipos tolerantes a seca apresentam maior numero de ndédulos grandes, com
maior conteudo relativo de agua e maior fixacdo de N, do que genotipos cujos
nddulos sdo menores.

Para minimizar os efeitos negativos da restrigdo hidrica, praticas
adequadas de manejo do solo, entre outras abordagens, como a utilizagédo de
gendtipos com tolerancia a seca, podem manter a eficiéncia da FBN por
determinados periodos. Com esse intuito, as linhagens americanas R02-1325, R01-
416F e RO1-581F foram desenvolvidas e caracterizadas como FBN tolerantes a
seca, além de apresentarem alto potencial produtivo. Essas linhagens sao
resultantes do cruzamento entre a cultivar de soja Jackson, FBN tolerante a seca, e
cultivares de alto rendimento.

Contudo, periodos de seca podem promover alteracdes na planta e

a antecipacao de sua senescéncia. Nessas condi¢gbes, ocorrem aumentos das
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espécies reativas de oxigénio (ERO), que sao produzidas durante o metabolismo
aerobico, pela interacdo de O, e elétrons provenientes da cadeia de transporte dos
cloroplastos e das mitocondrias, como a peroxidacao lipidica das membranas, que €
um dos eventos mais significativos do estresse oxidativo. Os danos provocados
podem ser evitados por sistemas antioxidativos em plantas superiores, como as
enzimas superoxido dismutase e a catalase.

A partir do desenvolvimento de linhagens de soja com
caracteristicas de tolerancia a seca, surge a necessidade de estudos especificos
para se identificar mais precisamente os fatores envolvidos na diminuicdo da FBN
em condicdo de déficit hidrico, pois os efeitos da restricao hidrica sobre a FBN e
sobre o rendimento da cultura dependem de sua duragdo e intensidade. Nesse
sentido, linhagens selecionadas com caracteristicas desejaveis podem ser usadas
em estudos fisiolégicos para a investigacdo da base de sua tolerancia a seca,
inclusive na indicagdo para a criagdo de esforgos para incorporar essas
caracteristicas em germoplasmas comerciais.

Assim, variedades e linhagens de soja com caracteristicas de
tolerancia ou sensibilidade a seca em relagdo a fixagao bioldgica de nitrogénio,
podem ter essas caracteristicas identificadas, quando expostas a restricado hidrica
em diferentes tempos cumulativos entre os estadios reprodutivos de florescimento e
de enchimento dos gréos.

Pontanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o desempenho de
gendtipos de soja que apresentam diferentes niveis de tolerancia a seca, expostos
ou nado a restricdo hidrica aplicada em periodos reprodutivos da cultura; com
avaliagcbes em atributos relacionados a fixagdo biolégica de nitrogénio, aos

componentes de producao e ao estresse oxidativo gerado pelo déficit hidrico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ORIGEM E EXPANSAO DA SOJA

A soja € uma planta leguminosa pertencente a familia Fabaceae
(Leguminosae), ao género Glycine e a espécie Glycine max (L) Merrill (CASTRO;
BERGAMIN; CANCIAN, 1999; SEDIYAMA; TEIXEIRA; BARROS, 2009). A planta de
soja hoje apresenta caracteristicas muito diferentes de seus ancestrais, que eram
rasteiras e se desenvolviam proximo a costa leste da Asia. A evolucdo da espécie
ocorreu naturalmente por meio de cruzamentos entre plantas selvagens, que
posteriormente foram domesticadas e melhoradas por cientistas da China antiga
(EMBRAPA, 2004).

A histéria da origem da soja € um tanto quanto controversa, porém
algumas evidéncias indicam que a planta foi domesticada no século Xl| a.C.,
provavelmente ao norte da China, no Vale do Rio Amarelo, berco da civilizacao
chinesa e possivel local de sua origem. Antigas referéncias a soja remetem ao Livro
de Odes (antologia de poesias chinesas simples e realistas da vida camponesa e
cortesa), que cobre o periodo entre os séculos Xll e Xl a.C., em que a palavra Shu
era apresentada para designar a soja, o que evidencia a possivel domesticacéo da
planta durante a dinastia Shang, entre os anos de 1500 e 1027 a.C. (QIU; CHANG,
2010).

Entretanto, a referéncia mais antiga encontrada na literatura sobre
a soja foi em um livro de medicina intitulado Pen-Ts’ao Kang-Mu (Matéria
Médica), escrito pelo Imperador Shen Nung entre os anos de 2883 a.C. a 2838
a.C, periodo em que a soja era considerada um dos cinco graos sagrados,
juntamente com o arroz, o trigo, a cevada e o milheto. Era grande a sua
importancia para a antiga civilizagdo chinesa, tanto que era celebrada com
cerimoniais ritualisticos na época da semeadura e da colheita por imperadores e
poetas chineses, que exaltavam as suas virtudes nos servicos a humanidade
(BONATO; BONATO, 1987; EMBRAPA, 2004; SEDIYAMA; TEIXEIRA; BARROS,
2009; QIU; CHANG, 2010).

A partir de registros antigos, sabe-se que a soja expandiu as suas
fronteiras lentamente, do norte para o sul da China, como também para o sudeste da

Asia, chegando & Coréia, e desta ao Jap3o entre os periodos de 200 a.C. e o século
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Il d.C.; porém, até 1894 a producdo de soja ficou praticamente restrita a China
(PROBST; JUDD, 1973; EMBRAPA, 2004).

Na Europa, a soja tornou-se conhecida a partir de 1739, ocasiao em
que foi plantada no Jardim Boténico de Paris (Franga); e, somente em 1875, teve
inicio uma grande campanha visando o cultivo da soja no continente europeu.
(SEDIYAMA; TEIXEIRA; BARROS, 2009).

Em 1765, a soja foi cultivada no Estado da Pensilvania, e pela
primeira vez citada nos Estados Unidos da América (EUA). A partir de 1880, a soja
adquiriu importancia como planta forrageira, e em 1915, foi pela primeira vez
esmagada para extragdo do 6leo para consumo humano naquele pais. Em 1920, a
area destinada a produgao de gréos era de 76 mil hectares (ha) e a destinada a
producao de forragem, pastagem e silagem chegava a 300 mil ha (PROBST; JUDD,
1973; BONATO; BONATO, 1987; HYMOWITZ, 1990; LANGE, 2008; SEDIYAMA,;
TEIXEIRA; BARROS, 2009). Em 1940, no auge do seu cultivo como forrageira,
foram cultivados nos EUA cerca de dois milndes de hectares de soja para a
alimentacao animal (EMBRAPA, 2004).

A soja chegou ao Brasil, via Estados Unidos, em 1882. Gustavo
D’Utra, professor da Escola de Agronomia da Bahia, realizou os primeiros estudos
de avaliagdo de gendtipos da espécie. No entanto, os gendtipos vindos da América
do Norte ndo apresentaram boa adaptacdo numa latitude em torno de 12° S
(FREIRE; VERNETTI, 1999; EMBRAPA, 2004; SEDIYAMA; TEIXEIRA; BARROS,
2009). Em 1891, gendtipos de soja foram introduzidos na cidade de Campinas, SP,
cujo desenvolvimento foi melhor numa latitude de 22°54° S. Nessa cidade, as
primeiras observacdes foram feitas por Daffert, em 1892; e, em 1900 e 1901, o
Instituto Agronémico de Campinas (IAC) promoveu a primeira distribuicdo de
sementes de soja para produtores paulistas (BONATO; BONATO, 1987).

Em 1914, tem-se registro do primeiro cultivo de soja no Rio Grande
do Sul, introduzida pelo professor Craig, da atual Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, onde a cultura encontrou condicbes para se desenvolver e se
expandir dadas as semelhangas climaticas do agroecossistema de origem dos
genotipos da regido sul dos EUA (BONATO; BONATO, 1987; FREIRE; VERNETTI,
1999; SEDIYAMA; TEIXEIRA; BARROS, 2009). Inicialmente, foi produzida
comercialmente no Brasil nas regides das missdes, principalmente no municipio de

Santa Rosa, RS, considerado o bergco nacional da soja. A leguminosa era utilizada
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para a alimentagao de suinos, como fonte de proteina para complementar a dieta a
base de milho, abobora e mandioca; e, também, utilizada como adubagdo verde
(BONATO; BONATO, 1987). Contudo, a partir de 1941, a area cultivada para gréos
superou a cultivada para forragem, cujo cultivo declinou rapidamente, até
desaparecer em meados dos anos de 1960, enquanto a area cultivada para a
producao de graos crescia de forma exponencial (EMBRAPA, 2004; SEDIYAMA,;
TEIXEIRA; BARROS, 2009).

A soja foi introduzida no Estado do Parana no ano de 1939,
primeiramente no Instituto de Pesquisas e Experimentagdo Agropecuaria do Sul,
Estacao Experimental de Curitiba, do entdo Ministério da Agricultura. A cultura foi
trazida pelos agricultores gauchos que emigraram para o sudeste e depois para o
oeste do Estado. Na regido dos Campos Gerais, sua produgédo cresceu a medida
que passou a ocupar as areas de arroz de sequeiro. No norte e nordeste do Estado,
a cultura surgiu como decorréncia dos efeitos das geadas de 1953 e 1955, que
destruiram os cafezais, levando os agricultores, primeiramente, ao plantio de cereais
como cultura intercalar e, devido as dificuldades de transporte e comercializagao
dessa produgéao, ao cultivo da soja, cuja colocagao era garantida, tanto no mercado
interno como externo a precos compensadores (KASTER; QUEIROZ; TERASAWA,
1981; VERNETTI, 1983; SILVA, 1981; FREIRE; VERNETTI, 1999; STOLF, 2005;
SANTOS, 2009).

Devido a sua facilidade de cultivo e colheita, a soja foi introduzida
como cultura ideal para fazer a rotacdo com o trigo, utilizando-se, praticamente, os
mesmos equipamentos. Dessa forma, a producio brasileira, que participava com
0,5% da produgao mundial em 1954, passou a 16% em 1976. A partir do Estado do
Rio Grande do Sul, a soja se expandiu para o restante do pais, primeiro para Santa
Catarina, depois para o Parana, Sdo Paulo, Minas Gerais e Centro-Oeste. Na
atualidade, devido as pesquisas e ao melhoramento genético, a soja € cultivada em
praticamente todo o territério nacional, como o principal produto agricola brasileiro
(EMBRAPA, 2004).

2.2 IMPORTANCIA ECONOMICA DA SOJA E 0S RIscos CLIMATICOS

A soja é uma commodity. E uma mercadoria de base em estado

bruto (matéria prima), com grande importancia internacional, e comercializada em
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bolsas de mercadorias especificas. O seu preco € muito volatil em razdo de diversas
variaveis, inclusive especulativas (SILVA; SAFADI; CASTRO JUNIOR, 2005; DEL
CORSO; SILVA; DUCLOS, 2006; CORONEL; MACHADO; CARVALHO, 2009).

No entanto, uma das atividades econdmicas do agronegdcio que
apresentou maior crescimento nos ultimos anos foi o da producéo de soja. Atribui-se
a isso, entre outros fatores, a consolidagao do grao como fonte de proteina vegetal
importante, com grandes demandas a partir dos setores da produgdo animal
(LAZZAROTTO; HIRAKURI, 2009). Nesse contexto, o Brasil possui significativa
participacao na oferta do produto ao mercado. Conforme estimativa de dezembro de
2015, do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, o Brasil participa com
31,25% da produgéo e 44,15% das exportacdes mundiais de soja em gréos (USDA,
2015).

O complexo agroindustrial da soja foi responsavel em 2014 por um
saldo positivo na balanca do agronegdécio acima de 30 bilhdes de dolares, e
participou com cerca de 35% do total. O Brasil exportou produtos do complexo soja,
de janeiro a novembro de 2015, aproximadamente, 68 milhdes de toneladas, cerca
de 10% a mais que em 2014, cujos principais paises importadores sao, China,
Holanda, Tailandia, Espanha, Franca, Indonésia, Coreia do Sul, Alemanha, Vietna e
Ira (CONAB, 2015).

A soja se consolidou como a principal cultura do agronegdcio
brasileiro e destaca o pais como segundo maior produtor mundial do grao. Porém,
em alguns anos agricolas, adversidades climaticas como o déficit hidrico provocam
quedas na produgdo. Conforme levantamento divulgado pela Companhia Nacional
de Abastecimento, a safra de 2011/12 sofreu reducdo na producdo em 11,9%,
passando de 75,32 milhdes de toneladas em 2010/11 para 66,37 milhdes, com
24,18 milhdes de hectares de area plantada. A reducao foi motivada por periodos de
seca ocorridos, principalmente, no sul do pais. No entanto, nas safras seguintes n&o
ocorreram restricoes hidricas, e com o0 aumento da area plantada para 32,09 milhdes
de hectares, a produgao de 2014/15 foi de 96,24 milhdes de toneladas, com
previsao recorde para 2015/16 ultrapassando cem milhdes de toneladas (CONAB,
2015).

As condic¢bes climaticas adversas causadas pelo fenbmeno La Nifia
foram os responsaveis pelo resultado negativo da safra 2011/12. O longo periodo de

estiagem causou perdas significativas as lavouras em alguns dos principais estados
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produtores, sobretudo ao Rio Grande do Sul, com perdas de 43,8%, seguido pelo
Parana com reducgéo de 29% e Mato Grosso do Sul, com perda de 10,5%. Na regiao
Centro-Oeste as condigbes climaticas foram mais favoraveis e apresentaram
crescimento na producédo (CONAB, 2015).

As previsbes para a safra de soja 2015/16 sao promissoras, com
uma area total de 33,19 milhdées de hectares, deve alcancar 102,46 milhdes de
toneladas e produtividade média de 3087 kg ha™'. Cultivada em todas as regies do
Brasil, a soja tem sua principal regido produtora no Centro-Oeste, com 45,37% sobre
o total da area cultivada com soja no territério nacional e 45,71% sobre o total de
grdos de soja produzidos, com produtividade estimada em 3119 kg ha'. Em
segundo, a regiao Sul participa com 34,02% sobre a area total ocupada e 34,40%
sobre a produgéo nacional do grdo, com produtividade média de 3122 kg ha'. O
Estado do Parana, segundo maior produtor nacional, contribui com 16,18% sobre a
area plantada e 17,96% sobre a produgao de soja do pais, com produtividade média
de 3416 kg ha™'. O maior produtor nacional é o Mato Grosso, com area ocupada de
27,54%, producgao correspondente a 28,37% e produtividade de 3179 kg ha'. O Rio
Grande do Sul, estado que mais sofreu com o periodo de déficit hidrico em 2011/12,
com produtividade de 1555 kg ha”, é o terceiro maior produtor nacional, com
produtividade prevista em 2015/16 de 2800 kg ha™' e producéo de 14,77 milhdes de
toneladas (CONAB, 2015).

2.3 FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO EM SOJA

O sucesso da soja no Brasil esta associado parcialmente a eficiéncia
de bactérias especificas fixadoras de nitrogénio molecular (N2), quando em simbiose
com a planta (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2001). Esse sucesso foi possivel por
meio de pesquisas entre microbiologistas e melhoristas de plantas, tornando o Brasil
lider mundial na substituigdo de fertilizantes nitrogenados por uma tecnologia
sustentavel, com consequentes vantagens econdmicas, sociais € ambientais ao pais
(DOBEREINER, 1997).

O ar atmosférico € constituido por aproximadamente 78% de Ny,
muito abundante, porém pouco reativo. O N, possui uma ligagao tripla covalente de
excepcional estabilidade entre os dois atomos de nitrogénio (N=N), o que n&o

permite que seja assimilado pela grande maioria dos organismos. Entretanto, ele
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pode ser fixado por processos industriais, com alto consumo de energia, como
ocorre com o processo Haber-Bosch. Contudo, é possivel por processos bioldgicos
obter a fixagdo do N, por meio de microrganismos especificos denominados
diazotroficos (TAIZ; ZEIGER, 2013), que incluem alguns géneros de bactérias,
cianobactérias e actinobactérias (FINOTO; SEDIYAMA; BARROS, 2009).

O Nitrogénio (N) é o nutriente requerido em maior quantidade pela
cultura da soja, considerando-se o alto teor de proteina no grao, cerca de 40%. Para
se produzir 1.000 kg de gréos, a cultura demanda cerca de 80 kg de N durante o seu
ciclo dos quais 65 kg estédo contidos no grao e 15 kg nos restos culturais (HUNGRIA;
CAMPO; MENDES, 2001). Finoto, Sediyama e Barros (2009) relatam que a cultura
da soja tem potencial de fixar pelas bactérias simbiontes até 450 kg ha' de N, para
uma produtividade de 5.400 kg ha™'. Também, Zilli et al. (2008) verificaram o
rendimento de graos de 3.680 kg ha™ e acimulo de N em grédos de soja de 210,9 kg
ha' com sementes inoculadas, contra 3.218 kg ha’' e 180,3 kg ha”,
respectivamente, para tratamento com aplicagdo de 200 kg ha' de N mineral.
Portanto, a cultura é favorecida economicamente pela fixacédo biologica de nitrogénio
(FBN), que também melhora a qualidade do solo sem poluir o ambiente,
principalmente, se aliada a sistemas de manejo que promovam o aumento de
matéria organica e que mantenham a umidade do solo adequada, tais como: rotagao
de culturas, cultivo minimo, adubacéo verde e sistema de plantio direto (CAMPOS;
HUNGRIA; TEDESCO, 2001).

No inicio de seu desenvolvimento, a planta de soja utiliza o N
acumulado nos cotilédones, além do nitrato (NO3") do solo. Apds a formacgao inicial
de um conjunto adequado de nddulos nas raizes, inicia-se o processo biolégico de
fixagdo de N, que alcanca o seu maximo no estadio de florescimento pleno (Rz). As
maximas taxas de fixacdo de N ocorrem no final do florescimento e durante o
enchimento de gréos. O N assimilado entre o desenvolvimento da vagem (R3) e 0
comecgo da maturagao (Ry) € a fonte predominante de N para as sementes (FEHR;
CAVINESS, 1977; ZAPATA et al., 1987).

O processo da FBN é similar ao da fixagcao industrial do N2, em que
ocorre a formagao da amoénia (NHs) a partir do N,. Na FBN a reagao geral é: N, + 8
e +8H"+ 16 ATP — 2 NH3; + H, + 16 ADP + 16 Pi. As bactérias que fixam o N,
possuem um complexo enzimatico chamado de nitrogenase, que é responsavel pela

catalisacdo dessa reagao bioquimica, formado por um complexo enzimatico: a Fe-
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proteina e a MoFe-proteina (NUNES; RAIMONDI; NIEDWIESKI, 2003; TAIZ;
ZEIGER, 2013).

Bactérias especificas do género Bradyrhizobium, ao entrar em
contato com as raizes, infectam os pelos radiculares, com consequente formacao de
nodulos. A relagédo simbidtica mais importante com a soja ocorre com as espécies B.
japonicum e B. elkanii (VARGAS; HUNGRIA, 1997; ZILLI et al., 2006), em que as
mais recomendadas, e comercializadas em inoculantes liquidos ou turfosos, sdo as
estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019, pertencentes a espécie B. elkanii, e as estirpes
SEMIA 5079 e SEMIA 5080, pertencentes a espécie B. japonicum (CHUEIRE et al.,
2003), tendo sido a SEMIA 5080 reclassificada como B. diazoefficiens (DELAMUTA
et al., 2013). Essas estirpes podem ser utilizadas individualmente ou combinadas
duas a duas, a critério do fabricante de inoculantes (ZILLI et al., 2009).

Estabelecida a simbiose, a planta passa a fornecer os
fotoassimilados (carbono organico e nutrientes) as bactérias; e, em contrapartida, a
planta passa a receber produtos nitrogenados, como aminoacidos e ureidos
provenientes da FBN (FINOTO; SEDIYAMA; BARROS, 2009).

A formagao dos nodulos é o resultado de um processo complexo,
que envolve diversas etapas. Os nédulos se desenvolvem nas raizes por intermédio
de bactérias inoculadas na semente e presentes no solo. Por meio de estimulos
causados por substéncias organicas exsudadas pelas raizes, as bactérias se
multiplicam na rizosfera da planta. Em contato com os pelos radiculares, ocorre a
adesao dessas bactérias a epiderme dos pelos absorventes. Sinais moleculares séo
estabelecidos entre a bactéria por meio dos genes de nodulagdo, e pela planta
hospedeira por intermédio dos genes nodulinos. Esses sinais tém relacdo com as
substancias bioquimicas exsudadas pelas raizes, como compostos fendlicos
(flavondides), que ativam os genes da nodulacdo na bactéria, determinando a
infeccdo radicular e a formagao dos nddulos (HUNGRIA; VARGAS; CAMPO, 1997,
VARGAS; HUNGRIA, 1997; HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2001; FAGAN et al.,
2007; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Na sequéncia, ha a invaginagdo da parede celular dos pelos
colonizados pelas bactérias, desenvolvendo-se uma estrutura chamada de cordéo
de infeccdo, que penetra as células da epiderme das raizes. As bactérias
multiplicam-se no interior dos corddes de infeccdo, que continuam infectando as

células, transpassando as camadas iniciais do parénquima cortical, até atingir a
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endoderme ou camadas mais profundas, como o periciclo da raiz. No parénquima
cortical, com a presenca do cordao de infecgao, células tetrapléides multiplicam-se e
surgem os primordios do nodulo. Reguladores de crescimento, como auxinas e
citocininas, agem nas células tetraploides, modificando-as em meristemas, formando
nddulos cujo interior € ocupado por células bacterianas com formato distinto do
original, denominados bacterdides, abrigadas em envelopes membranosos
(HUNGRIA; VARGAS; CAMPO, 1997; FINOTO; SEDIYAMA; BARROS, 2009).

Quando ativos, o0s nddulos apresentam coloragdo rosea
avermelhada em seu interior, indicando a atividade da leghemoglobina, cuja fungao
€ regular a difusdo do oxigénio (O.) para o interior dos néduolos. Essa proteina é
formada apenas no nédulo, no qual a planta hospedeira produz a por¢ao globina, em
resposta a infec¢ao pela bactéria; enquanto que as bactérias simbiontes produzem a
porcao heme (APPLEBY, 1984; HUNGRIA; VARGAS; CAMPO, 1997; HUNGRIA;
CAMPO; MENDES, 2001; SILVEIRA; COSTA; OLIVEIRA, 2001). Apesar de as
bactérias serem aerobias, o processo de fixacdo de nitrogénio ocorre em
anaerobiose, pois 0 oxigénio oxida e danifica a nitrogenase (DIXON; WHEELER,
1986).

Os nddulos concentram-se principalmente na coroa da raiz, regiao
situada a cerca de um a trés centimetros abaixo do colo da planta, da qual saem as
principais ramificagbes radiculares. A nodulagcdo primaria ocorre nessa regidao e
predomina sobre a nodulagdo das raizes secundarias (HUNGRIA; BOHRER, 2000;
ZILLIl et al., 2008). Os ndédulos tornam-se evidentes entre 10 e 15 dias apds a
emergéncia, a partir dos estadios vegetativos V¢ e V;, dependendo da cultivar de
soja e das estirpes de bactérias, além da influéncia das condigbes do ambiente e do
manejo do solo da cultura (HUNGRIA; VARGAS; CAMPO, 1997; ARAUJO;
HUNGRIA, 1999; FINOTO; SEDIYAMA; BARROS, 2009).

Os nddulos funcionais e ativos apresentam superficie rugosa na
area externa e coloracdo avermelhada na parte interna. Um nddulo tem duragao
média de 6 a 8 semanas, mas pode chegar até 13 semanas. Os nddulos no sistema
radicular estdo em constante renovacdao e em formacado durante o ciclo da soja.
Porém, a nodulagdo maxima ocorre na fase reprodutiva, entre os estadios R, e Rs. E
nesse periodo que a soja tem maior necessidade de nutrientes e demais fatores
geradores da produgao (FINOTO; SEDIYAMA; BARROS, 2009). No entanto, a

quantidade de biomassa e o numero de nodulos por sistema radicular diferem de
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planta para planta, mudando em funcao das diversas variaveis envolvidas no cultivo
da soja, principalmente quando expostos ao estresse hidrico (PURCELL et al., 2004;
VIANA, 2007).

O eficiente sistema vascular no interior do nédulo supre as bactérias
fixadoras com produtos elaborados nas folhas pela fotossintese. Em contrapartida,
os bacteroides fixam o N, por meio da enzima nitrogenase (complexo nitrogenase),
reduzindo-o a amoénia (NHs), processo chamado de fixagdo bioldgica de nitrogénio
(FBN). Em seguida, a amoénia fixada € assimilada na forma de ureidos (alantoina,
acido alantéico e citrulina). Estes tém sua origem intermediada pelas enzimas
glutamina sintetase (GS) e pela glutamato sintase (GOGAT). Aproximadamente 90%
do N presente na seiva do xilema da soja séo translocados na forma de ureidos em
diregao a parte aérea da planta (VARGAS; HUNGRIA, 1997).

Para a atividade da FBN, os bacterdides precisam dos
fotoassimilados desdobrados na presenca de O, para formar o ATP que gera poder
redutor para reduzir o N2 a NH3 por meio da nitrogenase, e de um sistema doador de
elétrons. Os elétrons provenientes do desdobramento dos fotoassimilados passam
pela ferridoxina antes de chegar a nitrogenase, constituida pelos componentes
molibdo-ferro-proteina e ferroproteina, formando o complexo nitrogenase. Os dois
juntos catalisam a redugdo do N, a NHs. Por fim, a aménia é incorporada em
compostos organicos, iniciando-se a formacado de ureidos que, por meio da
transaminagao, servem de base para a sintese de aminoacidos e outros compostos
nitrogenados (VARGAS; HUNGRIA, 1997; SANJUAN-PINILLA, 2001; TAIZ,
ZEIGER, 2013).

2.4 NITROGENIO E IMPORTANCIA DA FBN

O nitrato (NO3) e o amédnio (NH,;") sdo as principais formas de
absorgdo de N pelas plantas. Quando a concentragdo externa de NH,* é baixa, esse
ion & absorvido pelas raizes através do processo ativo e, por processo passivo
quando é encontrado em altas concentragdes. O processo ativo é intermediado por
uma proteina transportadora localizada na membrana celular. Apds a absorgao, o
ion é rapidamente assimilado na forma organica, porque o acimulo de NH;" pode
atingir niveis tdxicos, podendo levar as plantas a morte; porém, as concentragdes
toleradas variam entres as espécies (MATTISON; SCHJOERRING, 2002;
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HEINRICHS et al., 2006; TAIZ; ZEIGER, 2013).

O NOg’, ao contrario do NH,"*, é absorvido pelas raizes apenas por
processo ativo por transportadores na membrana celular. O NOj™ absorvido nas
células das raizes pode ser armazenado temporariamente no vacuolo ou reduzido a
NH,", que nesse caso é usado para sintese de glutamina e asparagina, as quais
podem ser transportadas as folhas pelo fluxo transpiratério nos vasos do xilema. Em
varias espeécies, quando a capacidade de assimilacdo do NOj3; pelas raizes esta
saturada, o NH," liberado dos tecidos radiculares aos vasos do xilema € carreado
pelo fluxo transpiratério aos tecidos foliares (HELDT, 1997; TAIZ; ZEIGER, 2013).

A soja demanda grandes quantidades de N. No Brasil, essa
demanda é preferencialmente garantida pela FBN. O N fertilizante € mais facilmente
absorvido pela soja, porque ja estd em uma forma prontamente disponivel, ao passo
que, no caso do processo bioldgico, a planta precisa investir um gasto energético
inicial na formacao dos ndédulos. Observa-se que, a partir de 10 a 12 dias apods a
emergéncia das plantas de soja, as folhas apresentam coloragdo verde clara,
semelhante ao sintoma de deficiéncia de N. Nessa fase, as reservas das sementes
sdo investidas em grande parte na formagédo dos nddulos. Esse fato poderia sugerir
a aplicacdo de uma dose inicial de N mineral, supostamente para promover um
maior desenvolvimento inicial. No entanto, a adicdo de dose inicial de N foi testada
por pesquisadores no Brasil e, na presenga de um inoculante eficaz e eficiente, é
raro ocorrer qualquer efeito significativo sobre o rendimento de grdos com doses de
até 30 kg ha' (ALVES; BODDEY; URQUIAGA, 2003; HUNGRIA; CAMPO;
MENDES, 2007).

No Brasil, a inoculagdo com inoculantes na cultura da soja, contendo
bactérias diazotréficas eficientes e especificas, proporciona para o Brasil uma
economia em fertilizantes minerais nitrogenados de varios bilhdes de ddlares por
ano, que seriam necessarios para manter a atual produtividade da cultura. A soja
brasileira tornou-se altamente competitiva no mercado mundial, também por nao
depender da aplicacdo N mineral (DOBEREINER, 1997).

Portanto, ndo ha beneficio significativo pela adicdo de fertilizante
nitrogenado nos estadios vegetativos iniciais, porque apds as duas primeiras
semanas, as etapas de nodulagdo e de fixacdo do N, sado intensificadas até o
periodo de formagado e de inicio de enchimento das vagens (HUNGRIA; CAMPO;

MENDES, 2007). Igualmente, no estadio de enchimento das vagens, as folhas mais
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velhas tornam-se amarelas e senescentes, porque o N é translocado para os graos.
Nesse estadio, € possivel sugerir que ocorre deficiéncia de N, e que a aplicagao de
uma dose de N no final do florescimento aumentaria os rendimentos. Contudo,
observa-se uma formacdo secundaria de nodulos apods o florescimento e esses
nodulos contribuem, substancialmente, para o fornecimento de N para a planta
(ALVES; BODDEY; URQUIAGA, 2003, HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007). Reis
et al. (2002) demonstraram que, sob plantio convencional ou plantio direto, ndo
ocorreram beneficios a produgado de graos com a adicdo de 30 a 60 kg ha' de N
como sulfato de aménio no inicio do estadio de enchimento das vagens.

Para as cultivares brasileiras, desenvolvidas para ter eficiéncia na
simbiose com estirpes de bactérias do género Bradyrhizobium, a atividade da
nitrogenase se prolonga, frequentemente, até o periodo de enchimento dos gréos
(HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007). Nishi e Hungria (1996) adicionaram 400 kg
ha™' de N fertilizante em soja inoculada, com aplicacdes parceladas na semeadura e
no florescimento, divididas em 10 doses durante o desenvolvimento da planta, e a
producdo de gréos foi igual ou menor que nas plantas inoculadas na semeadura e
que nao receberam N mineral.

O N mineral tem efeito antagénico na FBN em soja. Hungria, Campo
e Mendes (2007) relatam que grandes quantidades de N fertilizante levam ao
aumento da massa foliar, bem como promovem folhas mais escuras e maiores, com
mais massa seca total que as de plantas que contam com a FBN; contudo, apesar
de mais N total acumulado, a producao de graos nao foi alterada. Os autores, apos
varios ensaios conduzidos, concluiram que a complementagdo com N mineral na
semeadura (20 a 40 kg N ha™), no inicio do florescimento (R1) (50 a 100 kg N ha™),
ou no enchimento dos gréos (Rs) (50 kg N ha™) resulta em decréscimo na nodulagéo
sem trazer beneficios aos rendimentos, tanto em diferentes sistemas de plantio,
como em genotipos de diferentes ciclos de maturagéo.

Além disso, o uso de N mineral pode resultar em perdas de N pelo
processo de desnitrificacdo, além de poluicdo atmosférica pela volatilizacdo de
amoénia, que gera gases de efeito estufa como 6xido nitrico e éxido nitroso. Ja a
poluicdo de reservatérios de agua doce ocorre em decorréncia da lixiviagado do
nitrato e o escorrimento superficial, que resultam em acumulo de formas
nitrogenadas nos cursos d’agua e lengois subterraneos, e pode atingir niveis toxicos

a peixes e ao homem. Doengas, como cancer e problemas respiratérios tém sido
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associadas ao consumo de aguas contaminadas com nitrato em paises da Europa.
A experiéncia desses paises deve servir para orientar uma politica de uso racional
de fertilizantes nitrogenados no Brasil, como tem ocorrido nas Conferéncias das
Partes (COP), a ultima ocorrida em 2015 em Paris (COP21). Uma das metas do
Governo Brasileiro, ja ha alguns anos, por meio do Plano ABC (agricultura de baixa
emissao de carbono), € ampliar o uso da FBN na agricultura, visando a reducéo da
emissdo de gases de efeito estufa na atmosfera. A FBN, portanto, possibilita a
concretizacdo de uma das metas para uma agricultura moderna, com vistas a
obtencdo de maximas produtividades, com a melhor relacdo custo/beneficio e
impacto ambiental minimo (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2001; AMARAL,;
CORDEIRO; GALENARI, 2011; BRASIL, 2012).

2.5 RESTRICAO HIDRICA EM SOJA

As moléculas de agua (H20) no solo estédo sujeitas a uma série de
forgcas que determinam o sentido e velocidade de deslocamento. A energia com a
qual o solo retém a agua € medida em termos de potencial de agua (‘Vv), que tem
unidades de pressdo, ou energia por unidade de volume, que equivale a forga por
unidade de area em Megapascal (MPa). O potencial de pressédo negativo € chamado
de potencial matricial (¥). Em solos ndo saturados, o potencial matricial representa
a forca de adesao da agua as particulas do solo. Quanto menor a umidade, mais
fortemente a agua sera retida pela matriz do solo. Cada solo, dependendo de sua
textura e porosidade, possui uma curva de retencdo caracteristica que relaciona o
conteudo de agua e o potencial matricial. Desta forma, a agua no solo se move,
principalmente, por fluxo de massa, governado por uma gradiente de potencial
matricial (LIBARDI, 2005; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Manter a umidade em niveis ideais para que a agua nao fique retida
pela matriz do solo, possibilita que a planta de soja complete seu ciclo em condigdes
favoraveis, ja que tem em sua massa fresca cerca de 90% de agua. Nos processos
fisiologicos e bioquimicos, a agua atua em praticamente todos, desempenhando a
funcdo de solvente, em que gases, minerais e outros solutos entram nas células e
movimentam-se pela planta. Outra fungao importante da agua € a de manutencgéao da
temperatura e de distribuicdo do calor (EMBRAPA, 2013).

As plantas de soja tém o seu consumo de agua determinado pela
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demanda evaporativa da atmosfera, propriedades do solo e caracteristicas dos
gendtipos (CUNHA; BERGAMASCHI, 1992; BERGONCI et al., 2001). As perdas de
agua por evaporagao e por transpiragdo constituem a evapotranspiragao, essencial
para estimar a quantidade de agua requerida para irrigacdo (PEREIRA; VILLA
NOVA; SEDYAMA, 1997; SILVA et al.,, 2005). A evapotranspiragdo maxima
acumulada de uma cultura depende do seu ciclo de desenvolvimento, e varia,
principalmente, com as caracteristicas das plantas, duragdo do ciclo, umidade do
solo e condi¢cbes atmosféricas, com destaque para a radiacdo solar, a umidade
relativa do ar, a velocidade do vento e a temperatura do ar (CALVACHE;
REICHARDT; BACCHI, 1998; KUSS, 2006).

Em condicdo de campo, déficits hidricos prolongados causam
mudangas na condigao fisioldgica na planta, como o fechamento dos estématos e o
enrolamento dos foliolos, causado pela desidratacdo dos tecidos. Portanto, a
reducdo da transpiracdo pode provocar a queda prematura das folhas, flores e
legumes, gerando diminuigdo do rendimento da cultura (EMBRAPA, 2013).

A queda de folhas, flores e vagens ocorre pela formacdo do acido
abscisico (ABA) e, consequentemente, pela produgao de etileno. Durante periodos
de estresse hidrico, o nivel de ABA aumenta, causando o fechamento dos
estbmatos em poucos minutos para diminuir a transpiragdo foliar. O fechamento
estomatico ocorre pela perda de solutos das células-guarda, que ficam desidratadas.
Essa perda comega quando o ABA produzido nas células do mesdfilo atinge os
estdbmatos, desencadeado pelo déficit hidrico (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2014;
TAIZ; ZEIGER, 2013).

O estresse hidrico pode ser causado tanto por déficit quanto por
excesso de agua no solo, o que afeta o desenvolvimento da planta. A produtividade
das plantas ¢ limitada pela agua e depende da quantidade disponivel desse recurso
e da eficiéncia do seu uso, uma vez que estresses hidricos afetam a fotossintese e a
conduténcia estomatica (THEISEN et al., 2008; TAIZ; ZAIGER, 2013). Hungria
(1994) sugere que o declinio da atividade fixadora do N2, em condi¢des de estresse
por temperatura elevada ou baixa umidade do solo esta relacionado com o
decréscimo da capacidade fotossintética da planta hospedeira ou com a queda na
eficiéncia do complexo da nitrogenase.

Os efeitos da deficiéncia hidrica sobre o rendimento das culturas

dependem da intensidade, duragao, época de ocorréncia e da interagdo com outros
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fatores determinantes da expressao do rendimento final (QUEIROZ et al., 1996).
Quando o déficit hidrico ocorre nos primeiros estadios de desenvolvimento
vegetativo, a soja se recupera melhor do que outras culturas, porque pode tolerar
curtos periodos, tem sistema radicular com profundidade efetiva de 0,40 m e periodo
de florescimento relativamente longo (FARIAS et al., 2001).

Em soja, os periodos mais sensiveis ao déficit hidrico sdo os de
germinagao e de emergéncia, além dos periodos de florescimento e de formacgao de
graos, porque envolvem diretamente na constituicio dos componentes do
rendimento, ou seja, do numero de plantas por area, do numero de vagens por
planta, do niumero de graos por vagem e da massa média de graos (CUNHA,;
BERGAMASCHI, 1992; EMBRAPA, 2011). A sensibilidade da soja as deficiéncias
hidricas, considerando o rendimento de graos, tende a aumentar a medida que a
cultura avanga em seu ciclo, e apresenta a maxima sensibilidade durante o periodo
reprodutivo, principalmente, nos estadios de formacédo de vagens e de enchimento
de graos (KORTE et al., 1983; KRON; SOUZA; RIBEIRO, 2008).

2.6 INTERACAO ENTRE FATORES DE ESTRESSE E A FBN

Fatores ambientais geradores de estresses podem afetar a
capacidade de nodulagéo e a fixagao de N, pelas populagdes de Bradyrhizobium em
simbiose com o sistema radicular da soja (CASTRO, 2000; SOARES, 2007).
Diversos autores sugerem que o sistema de FBN é sensivel ao déficit hidrico e tem
relagdo com o acumulo de ureideos em tecidos, folhas e ndédulos (SINCLAIR;
VADEZ; CHENU, 2003; PURCELL et al., 2004; KING; PURCELL, 2005). A base
dessa sensibilidade esta relacionada ao fato de que os ureideos sao transportados a
partir dos nodulos as folhas via xilema e, em condicdo de déficit hidrico, o
catabolismo dos ureideos € prejudicado, o que pode levar ao seu acumulo na regido
foliar. O aumento dos ureideos das folhas pode resultar em sua re-exportagdo para
os nédulos, junto com agua e acgucares via floema. O aumento da concentragéo de
ureideos nos nodulos inibe a fixagdo de N, em consequéncia de um efeito
retroinibitério, além de diminuir a sua respiragéo e vigor, e também diminuir o fluxo
de agua para os nodulos (PURCEL; KING; BALL, 2000).

King e Purcell (2005) avaliaram gendtipos de soja tolerantes e

sensiveis ao déficit hidrico em relagdo a FBN. Os autores verificaram que a cultivar
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Jackson, tolerante a baixa umidade no solo, apresentou baixos teores de ureideos
nas folhas; porém, o gendtipo KS4895, sensivel a seca, manteve teores altos de
ureideos nas folhas ou de asparagina nos nodulos.

O acumulo de ureideos nas folhas esta associado a suscetibilidade
da FBN em soja ao déficit hidrico. Consequentemente, a degradagao dos ureideos
em folhas pode ser a chave para o aumento da tolerancia da soja em solos secos
(VALDEZ; SINCLAIR, 2001).

No entanto, alguns autores divergem sobre a causa do acumulo de
ureidos na parte aérea ou em nodulos, e sobre a possibilidade de retroinibicido dos
ureidos da regiao foliar para os nédulos, com consequente inibicao da atividade da
FBN em condicdo de restricdo hidrica (CEREZINI, 2013). Assim, foi encontrada
relagdo entre o aumento de ureidos nos nédulos e o acumulo de aminoacidos nas
folhas, com reducdo da atividade da nitrogenase (KING; PURCELL, 2005). No
entanto, o acumulo de ureidos nas folhas nao se relacionou com fatores genéticos
ligados a atividade da enzima alantoato amidohidrolase, que metaboliza os ureidos
nas folhas (CHARLSON; KORTH; PURCELL, 2009).

Ja Vadez, Sinclair e Serraj (2000) observaram acumulo de ureidos
nos nddulos em condigcdo de seca, que foi associado a diminuigdo do suprimento de
agua, que comprometeu a sua translocagao e assim os ureidos recém-sintetizados
nao foram exportados; ou entdo, que os ureidos se acumularam pelo excesso de
ureidos ndo metabolizados na regiao foliar e retornaram para os nédulos via floema.
Porém, o déficit hidrico ndo alterou os teores de ureidos nas folhas em periodos
curtos de exposi¢cao a seca, mas 0 acumulou nos nodulos. Embora, tenha ocorrido o
acumulo de ureidos na parte aérea em condi¢cdes severas e cumulativas de seca, o
que indicou que a inibicao da FBN pode ter ter origem nos nédulos e n&o no sistema
(LADRERA et al., 2007). Alamillo et al. (2010) avaliaram folhas e raizes de feijao
comum (Phaseolus vulgaris) e sugeriram que o acido abscisico (ABA) esta envolvido
no acumulo de ureidos que ocorre na parte aérea das plantas (noduladas ou nao),
mas nao nos noédulos, apds 14 dias de seca, quando a atividade da nitrogenase ja
havia cessado.

Silvente, Sobolev e Lara (2012) observaram altera¢gées do conteudo
de ureidos nas folhas de gendtipo sensivel a seca, enquanto que no tolerante a
alteragcdo nao ocorreu, porém a atividade da nitrogenase permaneceu inalterada

para ambos. Eles concluiram que, a inibicdo da FBN e o acumulo de ureidos na
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regido foliar, motivados pela seca, ocorreram ao mesmo tempo, porém sem uma
relacdo de causa e efeito, porque seguiram velocidades diferentes. Contudo,
Cerezini (2013), ao comparar genotipos de soja FBN tolerante e ndo tolerante a
seca, sugeriu que a inibicdo da FBN motivada pela seca parece se relacionar com
falhas no metabolismo do carbono (C) e do nitrogénio (N) na parte aérea e nos
nodulos, com consequente acumulo de ureidos nos nodulos, peciolos e folhas,
juntamente com a escassez de substratos de C na forma de malato, em
consequéncia a inibicdo da enzima sacarose sintase (SS).

A restricdo hidrica pode diminuir o niumero e a massa dos nodulos
nas raizes de soja. A nodulagao € geralmente menor sob seca, tanto em gendtipos
considerados tolerantes, quanto nos considerados sensiveis ao déficit hidrico,
embora o efeito seja menor nos genadtipos tolerantes, porque conseguem manter por
mais tempo o suprimento de fotoassimilados, maior fluxo de agua e menores teores
de ureidos nos tecidos (KING; PURCELL, 2001; LADRERA et al., 2007).

Lesk, Rowhani e Ramankutty (2016) recentemente estimaram as
perdas globais de produtos agricolas dos ultimos anos, que foram motivadas por
catastrofes meteoroldgicas, e identificaram que a seca e as altas temperaturas foram
as causas mais significativas.

Existem algumas estratégias para se evitar os efeitos do déficit
hidrico na cultura da soja. Uma delas é o escape ou a eviténcia da seca. Em paises
em regides com periodos de precipitagdo bem definidos, o uso de gendtipos
precoces, permite que a planta complete o seu ciclo durante o periodo em que o
fornecimento de agua é suficiente, antes do inicio do periodo de seca, preferindo-se
menor rendimento do que quebra de producdo (TURNER; WRIGHT; SIDDIQUE,
2001, MANAVALAN et al., 2009).

Outra estratégia é reduzir o efeito da seca, o que envolve sistemas
de producao que possibilitem a planta manter maior conteudo de agua disponivel no
solo durante periodos de seca, seja por eficiéncia na absorgdo de agua a partir de
raizes ou por reducao da evapotranspiracdo, com o uso de sistemas de producdo
conservacionistas. Outra estratégia possivel é o cultivo de gendtipos com tolerancia
a seca, o que permite que a planta mantenha a turgescéncia celular e o metabolismo
mesmo com baixo potencial de agua (NGUYEN; BABU; BLUM, 1997; MANAVALAN
et al., 2009).

A linhagem RO02-1325 foi desenvolvida e caracterizada por
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apresentar caracteristica de tolerancia a seca em relagcdo a FBN, além de alto
potencial na producao de graos (DEVI et al., 2014). Similarmente, Chen et al. (2007)
relatam que as linhagens R01-416F e RO01-581F possuem alto potencial de
rendimento de grdos e ao mesmo tempo apresentam caracteristica de tolerancia a
seca moderada nos componentes da FBN. Essas linhagens sao resultantes do
cruzamento entre os genotipos de soja cv. Jackson (tolerante a seca) e cv. KS4895
(alto rendimento). A cv. Jackson, desde seu langamento em 1953, tem sido
caracterizada por apresentar FBN tolerante a seca (SERRAJ; SINCLAIR, 1996).

Com o desenvolvimento de gendtipos de soja tolerantes a seca,
surge a necessidade de estudos para se identificar mais precisamente os fatores
envolvidos no aumento ou na diminuicdo de caracteristicas relacionadas a FBN em
condicdo de restricdo hidrica. No entanto, os efeitos da seca sobre a FBN e o
rendimento da cultura da soja dependem de sua duragdo, intensidade e estadio de
ocorréncia, principalmente, quando em estadios criticos, como os reprodutivos da
planta (FARIAS et al., 2001; LADRERA et al., 2007; KRON; SOUZA; RIBEIRO,
2008).

2.7 FISIOLOGIA DO ESTRESSE HIDRICO EM SOJA

O potencial de agua na planta pode ser descrito pela seguinte
equagdo: Yy = ¥s + ¥ + ¥, + ¥g, em que Y, € o0 potencial total de agua de um
sistema, ¥s € o potencial osmaético, W € o potencial matrico, ¥, € o potencial de
presséo, e Yy o potencial gravitacional. O componente gravitacional € de apenas
0,01 MPa por metro, e pode ser desconsiderado em tecidos cortados e em plantas
de baixo porte. Assim, o potencial de agua em um sistema € afetado principalmente
pelos efeitos osmobticos, matricos e de turgor das células; portanto, a equagao pode
ser simplificada para: ¥y = ¥Ys + ¥m + Y. Em um sistema em equilibrio hidrico, o
potencial total de agua é similar em toda a planta: na parede celular, no citoplasma,
nos vacuolos; contudo, os componentes do potencial total de agua podem se
apresentar distintos. No citoplasma, é devido aos efeitos osmaéticos, matricos e de
turgor; no vacuolo, deve-se, principalmente, aos efeitos osmoticos e de turgor (W =
Y5 + ¥,); e, na parede celular, deve-se, principalmente, aos efeitos matricos e, em

menor propor¢ao, aos efeitos osmoticos (WYw = Vs + ¥Ym) (SALISBURY; ROSS, 2013;
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TAIZ; ZEIGER, 2013).

Quando as plantas se encontram em condigao de restrigdo hidrica, a
taxa de transpiragdo foliar torna-se maior que a capacidade de absor¢do de agua
pelas raizes, o que se caracteriza pela diminuicdo dos teores de agua nos tecidos,
pela perda de turgescéncia foliar e pelo fechamento dos estdmatos (TAIZ; ZEIGER,
2013). A condicdo de estresse hidrico pode ser temporaria, em dias com
temperaturas altas, mesmo em plantas irrigadas adequadamente; mas, se a
diferenca de potencial hidrico se prolonga, a redugcdo na absor¢do de agua pode
acarretar um estado de murcha permanente (GUIMARAES; STONE, 2008).

O déficit hidrico pode provocar o fechamento parcial dos estématos,
reduzir a transpiragao e aumentar a temperatura das folhas em exposicao a radiacao
solar (GUIMARAES et al., 2010). Por isso, é possivel correlacionar a temperatura
foliar com a taxa transpiratoria e fotossintética, além de ser um indicador eficiente
das condic¢des hidricas da planta (HIRAYAMA; WADA; NEMOTO, 2006).

Conforme Manavan et al. (2009), progressos significativos no
melhoramento para a tolerdncia a seca nao podem ser feitos a menos que a
restricdo hidrica seja imposta ano apds ano para permitir a selegao direta para o
rendimento. Por este motivo, um campo com baixa capacidade de retengao de agua,
e uma uniformidade do solo em condi¢gdo de seca razoavel a cada ano € importante,
mas, infelizmente, € muito dificil de se alcancar essa condicao.

A fim de permitir medi¢cbes confiaveis em relagdo ao uso da agua em
soja, pode ser importante incluir comodidades, como um abrigo do tipo “rainout”, que
permite o abrir e fechar do teto automaticamente e o controle da umidade do solo, o
que possibilita a avaliacdo independente dos componentes de resisténcia a seca
(YUE et al., 2006; PENNISI, 2008, MANAVALAN et al., 2009). Altenativamente, o
cultivo em vasos, em casa de vegetacdo, em ambiente com temperatura e umidade
controladas é uma opgéao viavel.

Com os avancgos atuais, pode-se estudar caracteristicas fenotipicas
dos gendtipos e as respostas a deficiéncia de agua no solo sob condi¢des
controladas por determinagdes néo destrutivas das condi¢cdes hidricas ao longo do
tempo, usando equipamentos portateis e outros equipamentos de precisdo para
quantificar o uso da agua pela planta. A triagem de gendtipos em tais instalagdes
controladas tem a vantagem de quantificar as caracteristicas morfofisiolégicas que

influenciam a adaptagdo a seca, que por sua vez complementa os critérios de
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selecao de rendimento (CAPITANI et al., 2009, MANAVALAN et al., 2009).

A medicao da temperatura foliar, para avaliar as plantas em fungao
de seu estado hidrico, € util e pode proporcionar resposta eficiente e imediata, por
ser uma técnica ndo destrutiva e ndo demandar tecidos ou movimentagao intensa
dentro da parcelas (GUIMARAES et al., 2010). Mahan et al. (2010) utilizaram
sensores infravermelhos de temperatura sem fio e de baixo custo. Eles concluiram
que o equipamento fornece resolugdo e confiabilidade suficientes para avaliar de
forma continua a temperatura do dossel de plantas, e pode ser utilizado para
determinar os momentos de irrigagao.

Alguns métodos para medir o comportamento dos estdmatos frente
ao déficit hidrico empregam acoplamento de camara equipada com sensor na folha.
A medicao pode ser feita na superficie adaxial ou na abaxial e é avaliada durante as
primeiras horas da manha ou durante o periodo da tarde, conforme resposta da
espécie ou do gendtipo da planta (GUIMARAES; STONE, 2008). Paiva et al. (2005)
verificaram em folhas de feijoeiro (Phaseolus vulgaris) que a resposta dos estdmatos
ao déficit hidrico é possivel de ser determinada com porémetros que medem o fluxo
de ar através das folhas, com resultados sensiveis e rapidos. Estes autores
observaram a redugao da condutancia estomatica em resposta aos baixos valores
de potencial hidrico do solo e vice-versa.

A limitagdo da expansao na area foliar pode ser a primeira reacao
fisiolégica em plantas submetidas ao déficit hidrico, com consequente limitagdo ao
rendimento da cultura (SANTOS; CARLESSO, 1998; NOBREGA et al., 2001).
Thomas e Costa (1994) verificaram que o numero de legumes por planta de soja e a
massa de sementes foram os componentes mais afetados pelo déficit hidrico.
Observaram também, que o maior indice de area foliar e o maior periodo de
enchimento de grdos proporcionaram maiores rendimentos de sementes no
tratamento irrigado.

O déficit hidrico promove alteragdes na planta e a antecipacao de
sua senescéncia. Nessas condicdes, podem ocorrer aumentos das espécies reativas
de oxigénio (ERO), que sao produzidas durante o metabolismo aerdbico, pela
interacado de O, e elétrons provenientes da cadeia de transporte dos cloroplastos e
das mitocondrias (BOR; OZDEMIR; TURKAN, 2003). A suscetibilidade ao estresse
oxidativo depende do balanco entre a producdo de oxidantes e a capacidade
antioxidante da célula (PROCHAZKOVA et al., 2001).
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O estresse oxidativo € caracterizado pelo excesso de producao de
espécies reativas de oxigénio. As ERO incluem o perdxido de hidrogénio (H203), o
anion superéxido (O’;7), o radical hidroxil (HO') e o oxigénio singlete ('0,), os quais
podem causar danos as macromoléculas celulares. Os danos provocados pelas
ERO podem ser evitados por sistemas antioxidativos em plantas superiores, em que
se destacam enzimas como a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), o
ascorbato peroxidase (APX), além de outras peroxidases (POX) e a glutationa
redutase (GR). A SOD catalisa a dismutagédo do superéxido, mantendo baixos niveis
desse radical, sendo o H,O, produto de sua reagcdo. A CAT converte o H,O, em
oxigénio e agua e a APX catalisa a oxidagao do ascorbato a monodesidroascorbato
(MDHA), usando H,0O, como oxidante (JIMENEZ et al., 2002). A produc&o excessiva
de ERO nos cloroplastos das plantas sob estresse por seca tem sido descrito e
sugerido como um dos principais fatores responsavel pelo dano oxidativo em folhas
(CAVALCANTI et al., 2004).

As superdxido dismutases desempenham papel chave no sistema
de defesa antioxidante pela dismutagdo de O~ a H,O, e O,. As SODs sdo
metaloenzimas que ocorrem em trés diferentes formas moleculares (isoenzimas),
contendo os metais Mn, Fe ou Cu/Zn como grupos prostéticos (FRIDOVICH, 1986).

O aumento de CAT logo apos o florescimento em soja sugere que as
folhas aumentaram a sua capacidade de catalisar a decomposi¢cdo do H,O,. Porém,
quanto mais se aproxima da senescéncia, 25 dias apds o florescimento, essa
habilidade decresce com a queda da atividade da enzima (FU; HUANG; ZHANG,
2000). Garcia (2009) avaliou as condigbes de senescéncia em genotipos de soja
identificando a ac&do das enzimas relacionadas a estresses oxidativos na parte aérea
e concluiu que o estresse oxidativo nao foi o fator determinante na senescéncia foliar
natural das plantas de soja utilizadas no experimento.

Embora varios trabalhos fornegam evidéncias do papel protetor do
sistema enzimatico antioxidante CAT-SOD contra o estresse oxidativo em diversas
espécies de plantas, a resposta da atividade da CAT aos estresses tem sido
contraditorio; porém, alguns trabalhos tém demonstrado que a atividade da CAT é
aumentada (GROSSET; MILHOLLON; LUCAS, 1994; VAIDYANATHAN et al., 2003;
CAVALCANTI et al., 2004; JUNG, 2004).

A peroxidacgao de lipidios pode ocorrer a partir do estresse oxidativo

resultante do aumento das espécies reativas de oxigénio. Dentre os varios fatores
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que geram o estresse oxidativo em plantas, estdo incluidas as mudangas drasticas
de temperatura e o déficit hidrico (SMIRNOFF, 1993; ELSTNER; OSSWALD, 1994).
A producido das ERO pode acarretar o inicio do processo de peroxidacao lipidica
nas membranas celulares, formando hidroperdxidos de lipidios. A peroxidagao de
lipidios de membrana € um dos eventos mais significativos do estresse oxidativo
porque causa a diminuigdo da fluidez, modificacbes de permeabilidade i6nica e de
outras fung¢des associadas as membranas (QUEIROZ et al.,, 1998). Os eventos
bioquimicos resultantes da diminuicdo da fluidez das membranas incluem a
interferéncia nas fungdes das proteinas, a redugdo do suprimento de energia, a
perda de compartimentalizagao, a liberagao acentuada de ions e outros eventos que
interferem no metabolismo e levam ao desbalango e perda das fungcdes essenciais
(AZIZ; LARHER, 1998). As ERO danificam as proteinas, os lipidos e os &acidos
nucleicos, e o grau dos danos gerados depende do equilibrio entre a formacéo de
uma ERO e a sua remocgao pelos sistemas de exaustdo de antioxidantes
(HERNANDEZ; ALMANSA, 2002; CAVALCANTI et al., 2004).

O conhecimento sobre a fisiologia do estresse hidrico e sobre a
tolerancia a seca tém se acumulado por meio de pesquisas que vao desde medicdes
pontuais dos efeitos da restricdo hidrica na planta até estudos sobre mecanismos de
resposta em nivel morfoldgico, fisiolégico e molecular. Assim, com a integragdo das
varias tecnologias e do entendimento basico dos mecanismos envolvidos nos
processos de tolerdncia ao estresse, programas de melhoramento e praticas
agrondmicas adequadas podem tornar viavel a produgcdo de soja sem perdas
significativas de produtividade quando expostas a seca, conforme os tempos e os

estadios de ocorréncia (KU et al., 2013).
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3 ARTIGO A: DEFICIT HIiDRICO E FIXAGAO BIOLOGICA DO NITROGENIO EM
GENOTIPOS DE SOJA COM DIFERENTES NIVEIS DE TOLERANCIA A SECA
3.1 RESuMO

A restricdo hidrica é o principal fator abiodtico limitante ao processo de fixagao
bioldégica de nitrogénio (FBN) na cultura da soja (Glycine max L. Merr.). O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito da restricdo hidrica nos componentes relativos a
FBN em gendtipos de soja com diferentes niveis de tolerancia a seca, e no
desempenho da producdo de sementes, quando expostos ou ndao a seca. O
experimento foi realizado em condigdes controladas, com tratamentos em arranjo
fatorial 5x2, com cinco gendtipos de soja (BRS 317, Jackson, R02-1325, R01-416F e
R01-581F) e dois niveis de umidade, condi¢do umida (80% da CC) e de seca (30%
da CC), em um substrato contendo terra argilosa e areia na proporgdo 3:1. A
exposicao a restricdo hidrica foi iniciada aos 33 dias apés a semeadura, entre os
estadios Ry e Ry, com avaliagbes em tempos distintos apds 10 dias de seca em Ry,
22 dias em R4 e 42 dias em Rg. Foram avaliados: numero e massa seca de nodulos;
massa especifica de nédulos; teores de ureidos (foliolos, peciolos e nédulos); N total
nas folhas; e a massa de sementes por planta. A exposigcdo a seca diminuiu a
nodulacdo, o N nas folhas e a producdo de sementes; e aumentou os teores de
ureidos nos peciolos e nos nédulos quando avaliados no tempo inicial e no final. A
cv. Jackson e a R01-581F apresentaram tolerancia quando expostas a seca por até
10 dias durante o florescimento. A cv. BRS 317 apresentou tolerancia a seca por até
22 dias durante o florescimento e a formac&o das vagens. A R02-1325 apresentou
maior produgédo de sementes a 80% da CC e nao diferiu das mais produtivas quando

exposta a seca.

Palavras-chave: Glycine max. Estresse hidrico. Nitrogénio. Nodulos. Ureidos.

3.2 ABSTRACT

Water restriction is the main limiting abiotic factor to soybean crop (Glycine max L.
Merr.), causing negative effects on the biological nitrogen fixation (BNF). The

objective of this work was to evaluate the effect of water restriction on BNF traits in

soybean genotypes with different levels of drought tolerance, and performance in the
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production of seeds, when exposed or not to drought. The experiment was carried
out under controlled conditions, in a 5 x 2 factorial arrangement, with five soybean
genotypes (R01-416F, R01-581F, R02-1325 BRS 317 and Jackson) and two soil
moisture levels: wet (80% of field capacity, FC) and dry conditions (30% of FC) in a
substrate containing clayey soil and sand in the ratio 3:1. The water restriction
exposure was initiated at 33 days after sowing, in initial flowering stages, with
assessments in different times up to 10 days of drought in R, stage, 22 days in R4
and 42 days in Rs. The assessed variables were: number and dry weight of nodules;
specific mass of nodules; total ureides in folioles, petioles and nodules; total N
concentration in leaves; and mass of seeds. The exposure to water restriction
decreased nodulation, the leaf N concentration, seed yield, and increased the
contents of ureides in petioles and nodules. The genotypes cv. Jackson and RO1-
581F showed better performance under moderate drought up to 10 days in R, stage.
The cv. BRS 317 was tolerant to water restriction up to 22 days in R4. The line R02-
1325 showed higher grain yield at 80% of FC and did not differ from the most

productive genotypes under drought.

Key words: Glycine max. Nitrogen. Nodules. Ureides. Water stress.

3.3 INTRODUGAO

A planta de soja (Glycine max L. Merr.) tem em sua massa fresca
cerca de 90% de agua, que atua em praticamente todos os processos fisiologicos e
bioquimicos, com importante papel na regulagao e distribuigdo do calor. Periodos
prolongados de seca podem causar mudangas na condigéo fisiolégica da planta,
como o fechamento dos estdbmatos, e provocar a queda prematura das folhas, flores
e vagens, com consequente diminuigdo do potencial produtivo da cultura. Um dos
primeiros processos fisioldgicos prejudicados pela restricdo hidrica € a fixagao
biolégica do nitrogénio (FBN), cujo declinio esta relacionado ao decréscimo da
capacidade fotossintética do hospedeiro e/ou a danos ao complexo nitrogenase
(SERRAJ; SINCLAIR; PURCELL, 1999; KUSS et al., 2008; EMBRAPA, 2013; TAIZ;
ZEIGER, 2013).

A capacidade de nodulagdo e a eficiéncia em fixar o nitrogénio

atmosférico (N2) sdo dependentes da interacdo entre as estirpes de bactérias
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simbiontes e a planta hospedeira, que sao influenciadas pelas condi¢des ambientais.
Os nodulos no sistema radicular ficam ativos por semanas, em constante formagao e
renovagdo durante o ciclo da cultura, com maxima nodulagdo entre os estadios
reprodutivos de pleno florescimento (R2) e de enchimento de grdos (Rs) da soja. A
partir de Rg (sementes verdes totalmente formadas), inicia-se o processo gradativo
de maturagao das sementes, de senescéncia da planta e dos nddulos (R; e Rg), com
consequente redugdo da FBN (PURCELL; SERRAJ; SINCLAIR, 2004; HUNGRIA,;
CAMPO; MENDES, 2007; FINOTO; SEDIYAMA; BARROS, 2009).

Para realizar a FBN, os bacterdides no interior dos nddulos precisam
dos fotoassimilados fornecidos pelo hospedeiro e moléculas de oxigénio (O3) para
formar adenosina trifosfato (ATP) e reduzir o N, a amodnia (NHs3) por meio do
complexo nitrogenase. Por fim, um substrato orgénico recebe a NH; produzida para
posterior incorporacdo ao metabolismo da planta na forma de ureidos, que
corresponde a 90% do N translocado pela seiva do xilema em direcéo a parte aérea
(TAIZ; ZEIGER, 2013). O metabolismo de ureidos na regido foliar pode ser
prejudicado em condigdo de restricdo hidrica, resultando em acumulo nos foliolos,
peciolos, e possivel exportacdo aos nddulos via floema, o que pode inibir a FBN por
um efeito retroinibitério (VADEZ; SINCLAIR, 2001; SINCLAIR; VADEZ; CHENU,
2003; PURCELL; SERRAJ; SINCLAIR, 2004; KING; PURCELL, 2005).

A restrigdo hidrica diminui o numero e a massa dos nédulos nas
raizes de soja. A nodulagdo é geralmente menor sob seca, tanto em gendtipos
considerados tolerantes, quanto nos considerados sensiveis ao déficit hidrico,
embora o efeito seja menor nos genadtipos tolerantes, porque conseguem manter por
mais tempo o suprimento de fotoassimilados, maior fluxo de agua e menores teores
de ureidos nos tecidos (KING; PURCELL, 2001; LADRERA et al., 2007).

A linhagem R02-1325 foi caracterizada por apresentar tolerancia a
seca em relagdo aos componentes da FBN, além de alto potencial produtivo (DEVI
et al., 2014). Similarmente, Chen et al. (2007) relataram que as linhagens R01-416F
e R01-581F possuem alto potencial de rendimento de grdos e ao mesmo tempo
apresentam FBN tolerante a seca. Essas linhagens sao resultantes do cruzamento
entre os gendtipos de soja cv. Jackson (tolerante a seca) e cv. KS4895 (alto
rendimento). A cv. Jackson, desde seu langamento, tem sido caracterizada por
apresentar FBN tolerante a seca (SERRAJ; SINCLAIR, 1996).

Com o desenvolvimento de gendtipos de soja com caracteristicas de



42

tolerancia a seca, surge a necessidade de estudos para se identificar mais
precisamente os fatores envolvidos na redugdo da FBN em condicdo de restrigao
hidrica. Os efeitos da seca sobre a FBN e o rendimento da cultura da soja
dependem de sua duragdo e intensidade. O estadio em que ocorre a restricao
hidrica também pode influenciar nos efeitos sobre a cultura, principalmente nos mais
criticos como os estadios de florescimento e de enchimento de graos (FARIAS et al.,
2001; LADRERA et al., 2007; KRON; SOUZA; RIBEIRO, 2008).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da restrigao hidrica nos
componentes relacionados a fixagao bioldégica de nitrogénio em gendtipos de soja
com diferentes niveis de tolerancia a seca, € no desempenho na producdo de
sementes, expostos ou ndo a seca, em diferentes tempos entre os estadios

reprodutivos de florescimento e enchimento de graos.

3.4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no ano agricola de 2013/2014 em casa
de vegetacdo, em ambiente controlado com registros de temperatura entre 25 °C e
30 °C, e de umidade relativa do ar (UR%) entre 70% e 85% em média durante o
ciclo da cultura, no Departamento de Agronomia da Universidade Estadual de
Londrina — UEL, Londrina, PR (latitude 23°22" S, longitude 51°12" W e altitude 585
m). A semeadura ocorreu em 29 novembro de 2013 e a colheita em 04 de abril de
2014.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados com cinco
repeticbes, em arranjo fatorial 5x2, com cinco genétipos de soja: as linhagens R0O1-
416F, R01-581F e R02-1325, e as variedades Jackson e BRS 317; em duas
condig¢des hidricas: suprimento pleno de agua a 80% da capacidade de campo (CC)
(condigao umida) e de restricdo hidrica a 30% da CC (condig&o seca).

A cv. BRS 317 é uma variedade de soja convencional, com alto
potencial produtivo, desenvolvida pela Embrapa Soja e indicada para o cultivo nos
Estados do PR, SP, SC e sul do MS. Tem tipo de crescimento determinado, grupo
de maturidade 6.6 (Brasil) e ciclo de 122 a 128 dias numa altitude de 500 a 800 m
(EMBRAPA, 2010). Ndo ha divulgacdo da caracteristica de tolerancia ou
sensibilidade a seca, contudo alguns autores relataram que essa cultivar apresenta
FBN sensivel a seca (CEREZINI et al, 2014). No entanto, a cv. BRS 317 ¢é indicada
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pela FUNDACAO MS como moderadamente tolerante ao déficit hidrico para a regi&o
sul do Mato Grosso do Sul (PITOL, 2015). A cultivar Jackson foi desenvolvida nos
Estados Unidos em 1953, com grupo de maturidade VII (EUA), e tem sido
caracterizada como tolerante a seca em relagdo a FBN desde seu langamento. As
linhagens R02-1325, R01-416F e RO01-581F foram desenvolvidas nos Estados
Unidos na Estacdo Experimental Agricola do Arkansas, pertencentes ao grupo de
maturidade V (EUA). Possuem caracteristicas de sustentacdo da FBN em condigbes
de déficit hidrico moderado e alto potencial produtivo (CHEN et al., 2007; DEVI et al.,
2014).

A exposicao a restricao hidrica (30% da CC) foi iniciada aos 33 dias
apos a semeadura (DAS), em metade das parcelas experimentais quando os
genotipos se encontravam entre os estadios de florescimento Ry e R,. As avaliagdes
foram realizadas em trés tempos distintos de exposigdo a condicdo de 30% da CC
(seca), ou seja, aos 43 DAS, apdés 10 dias de exposicdo a seca, no estadio Ry
(florescimento pleno); aos 55 DAS, apos 22 dias de seca, no estadio R4 (vagens
formadas); e, aos 75 DAS, apos 42 dias de seca, no estadio Res (grdos formados e
verdes) (FEHR; CAVINESS, 1977).

As linhagens se apresentaram mais precoces que as variedades de
soja. Assim, os tempos para as avaliagdes foram determinados quando mais de 50%
das parcelas experimentais se encontravam nos respectivos estadios reprodutivos,
dentro das condicbes seca ou umida. Para a analise estatistica cada tempo de
avaliacao (10 dias, 22 dias e 42 dias) foi considerado um ensaio distinto, cuja
avaliacdo do efeito de tratamento dentro de um tempo de analise foi independente
dos demais tempos.

Cada parcela experimental foi representada por um vaso de
polietileno com capacidade para 9 L na cor marmore, para minimizar os efeitos da
radiacdo solar. Cada vaso recebeu 8 kg de um substrato na proporgédo 3:1
(terra:areia), formado pela mistura de Latossolo Vermelho distroférrico de textura
argilosa coletado na camada 0-20 cm em uma area de cultivo comercial de soja e
areia fina lavada de rio. Amostras do substrato foram analisadas para fins de
fertilidade (SILVA, 2009), cujos resultados sdo apresentados na Tabela 3.1.

Para a determinacdo do pH foi estimada a atividade do ion H" na
suspensao do substrato, utilizando-se solugao de cloreto de calcio (CaCly) e leitura

3+
I

por meio de um potencidbmetro. A determinacao da acidez trocavel (AlI°") foi com o
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extrator cloreto de potassio (KCI) e a leitura realizada por titulagdo com solucéo de
hidréxido de sédio (NaOH). A acidez potencial (H* + AI**) foi determinada com o uso
de solugdo tampao SMP (método de Shoemaker, McLean e Pratt) e leitura por meio
de um potencidmetro, com resultado obtido pela conversdo do valor da leitura
conforme tabela obtida pela resolu¢ao de equagdes de regressao.

Os teores de calcio (Ca®*) e magnésio (Mg?*) trocaveis foram
extraidos com KCI e determinados por titulagdo com EDTA. O fosforo (P) e o
potassio (K") foram determinados em solugdo extratora Mehlich-1. O teor de P foi
obtido por leitura em espectrofotdbmetro a 630 nm e construcdo de curva de
calibragao. O teor de K foi obtido por leitura em fotdbmetro de chama e construgao de
curva de calibragédo. A determinagédo de carbono (C) foi realizada conforme método
Walkley-Black, em que a matéria organica foi oxidada por ions dicromato (Cr,0;%)
em meio fortemente acido. O excesso de Cr,O;* foi titulado com FeSO, e o teor de
matéria organica (MO) calculado pela quantidade de Cr,O;* reduzido. A relacéo
entre o teor de MO e de C é de 1,724.

Tabela 3.1. Resultados da analise quimica de um substrato contendo terra argilosa e
areia na proporgao 3:1.

pH Ca** Mg®™ K AP H+AP* CTC V% C MO P
caCl, cmoledm™® cee. g kg - mg dm™
6,80 820 0,83 064 000 254 1221 7920 7,00 12,10 47,49

Analise Quimica do Solo — AQS (SILVA, 2009)

Antes da semeadura, sementes de soja foram inoculadas com
inoculante turfoso comercial contendo 7,2 x 10° unidades formadoras de coldnia por
grama (garantia do fabricante), contendo as estirpes SEMIA 5079 e SEMIA 5080 de
Bradyrhizobium spp. A partir do estadio V, (primeiro trifélio totalmente desenvolvido)
as plantas foram desbastadas e duas foram mantidas por vaso.

Foi estabelecida a massa de agua aplicada ao tratamento em
condicao de suprimento pleno como 80% da CC (umida) e de restricdo hidrica,
quando aplicada, em 30% da CC (seca) (ALBUQUERQUE, 2010). Assim,
diariamente, as disponibilidades hidricas eram determinadas a partir da massa de
agua (kg) contida em cada vaso, por meio de uma balanga eletrbnica com
capacidade para 15 kg, e, uma vez ao dia, os valores eram restabelecidos para 80%

ou 30% da CC pela determinagao e reposi¢céo do volume perdido de agua.
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Metade das parcelas experimentais foram mantidas com pleno
suprimento de agua em 80% da CC durante todo o ciclo da cultura. No entanto, a
outra metade das parcelas foi submetida a restricdo hidrica com umidade em 30%
da CC, entre os 33 DAS e 75 DAS, pelo tempo total de 42 dias. Dos 75 DAS até a
colheita aos 127 DAS, as plantas foram mantidas em condi¢do de 80% da CC. Em
cada um dos trés tempos (10 dias, 22 dias e 42 dias) sob seca, cinco repeticdes de
cada tratamento (cinco gendtipos x duas condi¢des hidricas) dentro de cinco blocos
foram aleatoriamente amostrados para as analises destrutivas, num total de 50
parcelas experimentais para cada avaliagdo. Na colheita (127 DAS), durante o
estadio Rg (maturagao), 100 parcelas representativas dos cinco genotipos foram
amostradas para determinagao do rendimento, ou seja, 25 parcelas sob seca por 10
dias, 25 por 22 dias, 25 por 42 dias e 25 sob condicdo umida durante todo o ciclo.
Foram utilizadas no experimento um total de 250 parcelas experimentais.

O efeito do regime hidrico aplicado (80% CC ou 30% CC) foi
avaliado por determinagdes ndo destrutivas na parte aérea das plantas e no
substrato das parcelas durante os periodos de exposigéo a restricdo hidrica (10 dias,
22 dias e 42 dias) pelas varidveis: condutancia estomatica (mmol m? s”) (Leaf
Porometer, Model SC-1, Decagon Devices, Inc); temperatura foliar (°C) (Termdmetro
Mira Laser, Incoterm); conteudo de agua no substrato antes da irrigacéo diaria (kg)
(Balanca digital, capacidade 15 kg, Toledo); teor de agua (m*> m™) e temperatura do
substrato (°C) a 5 cm de profundidade (5TE Soil Moisture Content/Procheck,
Decagon Devices, Inc); potencial hidrico do substrato (MPa) (WP4-T Dewpoint
Potentiameter, Decagon Devices, Inc). As determinagbes foliares ocorreram no
foliolo central do 3° trifélio totalmente desenvolvido a partir do apice do caule
principal das plantas.

Nos trés tempos avaliados, os vasos foram desmontados, a parte
aérea foi separada das raizes que foram lavadas e os nodulos separados. Os
nodulos e a parte aérea foram secos em estufa de circulagao forcada de ar a 65 °C
até atingirem massa constante. Foram avaliados o numero de nédulos e a massa
seca de nddulos por planta (g planta™); a massa especifica dos nédulos (mg/nédulo);
a concentragédo de N total na biomassa seca das folhas (g kg™') pelo método Kjeldahl
(TEDESCO et al., 1995); a massa de sementes por planta (g planta™); e os teores de
ureidos totais nos extratos dos tecidos da biomassa seca dos foliolos, dos peciolos e

dos nédulos (umol g™).
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Para a obtencdo do extrato para as analises de ureidos, apds o
material ser seco, moido e passado em peneira de 60 ou 100 mesh, o produto
resultante foi adicionado em um tubo de ensaio na quantidade de 0,1 g (nddulos) ou
0,3 g (foliolos ou peciolos), juntamente com 5 mL de tampéao fosfato, 0,1 M, pH 7,0,
e 2,5 mL de etanol (relagdo 2:1, tampao/etanol). O tubo foi aquecido a 80 °C, por
cinco minutos, sem ferver, e o seu conteudo misturado com a ajuda de um vortex.
Apo6s uma hora de descanso, o material foi filtrado em camadas de algod&o hidrofilo
estéril, e centrifugado em microcentrifuga por cerca de 5 minutos (10.000 g).
Aliquotas de 50 pL do extrato limpo e livre de qualquer suspensao foram utilizadas
para as analises de ureidos totais (HUNGRIA, 1994).

Os teores de ureidos totais (alantoina e acido alantéico) do extrato
dos tecidos foram quantificados pela técnica de Vogels e van der Drift (1970),
descrita em Hungria (1994). A técnica baseou-se no principio da hidrélise seletiva
dos ureideos a glioxilato, o qual foi quantificado colorimetricamente apds a reacao
Rimini-Scrhyver. Brevemente, aliquotas de 50 pL do extrato em duplicata foram
submetidas a uma sequéncia de hidrélise alcalina e hidrélise acida para a
quantificacdo dos ureidos. Obtidos os produtos de hidrolise, estes foram
quantificados colorimetricamente apds reacdo com fenilhidrazina e ferricianeto de
potassio que formou um cromoforo de coloragao rosa, cuja intensidade foi lida a 535
nm em espectrofotdmetro. As leituras de absorbancia foram convertidas em pmols
de ureidos totais contra uma reta padrao construida para cada conjunto de analises.
Os resultados foram expressos em umols de ureidos totais por grama de biomassa
seca no extrato.

Em Rg (maturagdo plena), as sementes dos gendtipos expostos a
condi¢cao umida (80% da CC) e a condigéo seca (30% da CC) nos trés tempos (10,
22 e 42 dias) foram coletadas para avaliagcdo de massa de sementes por planta (g),
que foi determinada a partir da correcdo a uma umidade de 13%.

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as

médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A principal rota para as trocas gasosas na planta sdo os estdématos,

cuja abertura influi na taxa de transpiracdo e no balango de energia. O fechamento
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dos estdbmatos em resposta ao déficit hidrico ou as altas temperaturas influenciam
toda a planta, pois compromete o desempenho fotossintético e o processo de FBN.
Paiva et al. (2005) observaram a condutancia estomatica diminuir em plantas de
feijdo comum (Phaseolus vulgaris) em resposta a restricdo hidrica. Nascimento et al.
(2011), também observaram a condutancia estomatica diminuir em 72% e a
temperatura foliar aumentar em 12% em feijao caupi (Vigna unguiculata) que
recebeu 50% da lamina de agua ideal. Assim, a medida que os estdbmatos se
fecham, a transpiracdo diminui, e ocorre o aumento da temperatura foliar
(GUIMARAES; STONE, 2010; CEREZINI et al., 2014). O presente trabalho confirma
os resultados desses autores, pois a restricdo hidrica reduziu a condutancia

estomatica em 73% e aumentou a temperatura foliar em cerca de 5% (Tabela 3.2).

Tabela 3.2. Determinagdes realizadas no substrato e na parte aérea de plantas de
soja (cv. BRS 317, cv. Jackson, R02-1325, R01-416F e RO1-581F) expostas a
condi¢cao umida (80% da CC) ou de seca (30% da CC) nos tempos de 10 dias, 22
dias e 42 dias entre os estadios R1 e Rs.

Var. Temperatura Condutancia Conteudo Teorde Temperatura Potencial

Foliar Estomatica de agua® agua*™ do Substrato Hidrico
Trat. (°C)  (mmol m?3s™) (kg) (m*m?) (° C) (MPa)
Umida 24,26 584,67 1,34 0,29 26,95 - 0,01
Seca 25,39 156,55 0,30 0,15 28,25 -1,20

* Contetido de agua em kg por vaso. ** Teor de 4gua em m> m™ nos primeiros 5 cm de profundidade.
Medicdes feitas antes da reposicéo didria de agua nos vasos. Var.: Variavel. Trat.: Tratamento. CC =
Capacidade de campo.

Os 10 dias de exposicéo a seca (30% da CC) entre os estadios de
florescimento R1 e Rz ndo influenciaram o numero de nédulos e a massa de nédulos
para o cv. Jackson, ou o numero de nédulos para a linhagem R02-1325. Para os
demais genotipos, a restricdo hidrica diminuiu tanto a massa quanto o numero de
nodulos (Figura 3.1).

No entanto, o tempo de 10 dias de seca ndo aumentou os teores de
ureidos nos peciolos e nos ndédulos em todos os gendtipos, exceto nos nédulos da
linhagem RO01-416F, que apresentou os maiores teores mesmo sob pleno
suprimento de agua. Porém, ndo foram observados efeitos da restricdo hidrica para
os ureidos nos foliolos. Apesar do aumento dos ureidos nos peciolos e nos nédulos
sob restricao hidrica, os teores de N foram menores na biomassa seca das folhas, o

que indicou um efeito negativo sobre a FBN, e, consequentemente, sobre a
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producao de sementes pelas plantas (Figura 3.1).

A restricdo hidrica durante os estadios R1 e R, por 10 dias reduziu a
massa de sementes das linhagens R02-1325 em 32% e R01-416F em 39%, mas
nao influenciou a cv. BRS 317, a cv. Jackson e a linhagem R01-581F. Entre os
gendtipos, a linhagem RO01-416F sob restricdo hidrica apresentou produgdo de
sementes 39% menor que a cultivar tolerante Jackson (Figura 3.1).

No tempo de 22 dias de exposicdo a seca, durante o estadio
reprodutivo em que as vagens estavam formadas (Ra), todos os gendtipos
submetidos a restricdo hidrica tiveram o numero e a massa seca de noédulos
reduzidos. Entre os gendtipos, a cv. Jackson apresentou o menor numero de
nodulos, correspondendo a 44% e 25% das médias dos demais gendtipos, sob
restricdo hidrica e pleno suprimento de agua, respectivamente (Figura 3.2). No
entanto, a massa especifica de nddulos, que € um indicativo do tamanho dos
nodulos, foi superior em porcentagem sob seca quando comparado ao tratamento
controle umido para a cv. Jackson (Figura 3.4).

King e Purcell (2001) sugeriram que nodulos maiores ajudam a
conferir tolerancia a seca, porque a fragao de tecidos fixadores de N, € maior do que
em nodulos pequenos. Os autores concluiram que a tolerdncia a seca da cv.
Jackson é parcialmente motivada pelas vantagens dos nddulos maiores, mas que
essa tolerancia também resulta de uma fonte maior e inerente de fotossintatos para
0s nédulos.

Aos 22 dias de exposicdo a seca (estadio R,), os ureidos nos
foliolos diminuiram apenas na linhagem R02-1325 sob restricdo hidrica. Os teores
de ureidos nos peciolos apresentaram variagdo entre os gendétipos quando expostos
a seca, ora aumentando, ora diminuindo, ou sem efeito. Entretanto, os ureidos nos
nddulos diminuiram em todos os gendtipos expostos a restricao hidrica. O maior teor
de ureidos nos nddulos foi observada na linhagem R02-1325, especialmente sob
restricdo hidrica. O teor de N nas folhas nao foi influenciado pela restricdo hidrica
para os genotipos Jackson e R01-416F, mas diminuiu nos demais gendtipos (Figura
3.2).
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Figura 3.1. Numero e massa de ndédulos, teor de ureidos (foliolos, peciolos e
nodulos), teor de N nas folhas e massa de sementes por planta de gendétipos de
soja com diferentes niveis de FBN tolerante a seca (cv. BRS 317, cv. Jackson, R02-
1325, R01-416F e R01-581F), expostos a condigao umida (80% CC) ou de seca
(30% CC) por 10 dias entre os estadios de florescimento Ry e Ry.
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Diversos autores sugerem que o aumento da concentragdo de
ureidos nas folhas pode provocar um efeito retroinibitério, com re-exportagao e
acumulo dos ureidos nos nédulos via floema, e que esta associado aos genaotipos de
soja sensiveis a seca (VADEZ; SINCLAIR, 2001; SINCLAIR; VADEZ; CHENU, 2003;
PURCELL; SERRAJ; SINCLAIR, 2004; KING; PURCELL, 2005).

Contudo, Coleto et al. (2014) verificaram o acumulo de ureidos em
caules e folhas, mas ndo em nddulos em P. vulgaris sob seca. O acumulo de ureidos
nao foi associado a dificuldade de translocacdo do produto da FBN sob seca, como
tem sido sugerido em soja, mas parece ter sido uma resposta geral da planta ao
estresse, de forma que o maior acumulo pode corresponder a maior sensibilidade do
genodtipo a seca. Aumento da concentragdo de ureidos em tecidos da parte aérea
parece também estar relacionado ao processo de senescéncia induzida pela seca,
em que acidos nucléicos sdo degradados a purinas e pirimidinas que sao realocadas
na planta na forma de ureidos (DE LUCA; HUNGRIA, 2014).

A restrigdo hidrica por 22 dias diminuiu a massa de sementes,
exceto para a cv. BRS 317, que apresentou caracteristicas de tolerancia a seca para
essa variavel. Sob restricdo hidrica, a linhagem R01-416F foi 33% menor em relagéo
a cv. BRS 317, e nao diferiu dos demais gendtipos (Figura 3.2).

No estadio Rg, apds 42 dias de restricdo hidrica, a cv. Jackson
apresentou, em geral, os menores numeros e massa de nodulos (Figura 3.3), porém
sua massa especifica se manteve proxima a 100% em relagdo ao controle umido
(Figura 3.4).

Ainda em Rg, os 42 dias de seca reduziram os teores de ureidos nos
foliolos, exceto a cv. Jackson, e nos peciolos, exceto a cv. BRS 317 que nao foram
influenciadas pela condicdo hidrica. Ja o teor de N nas folhas, a massa de
sementes, o numero de ndédulos e a massa seca de nédulos foram reduzidos em
todos os gendtipos. Entretanto, a restricdo hidrica aumentou o teor de ureidos nos
nodulos, exceto em R01-416F, que apresentou o menor teor comparado aos demais

gendtipos, especialmente quando induzido a seca (Figura 3.3).
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Figura 3.2. Numero e massa de ndédulos, teor de ureidos (foliolos, peciolos e
nodulos), teor de N nas folhas e massa de sementes por planta de gendétipos de
soja com diferentes niveis de FBN tolerante a seca (cv. BRS 317, cv. Jackson, R02-
1325, R01-416F e R01-581F), expostos a condigdao umida (80% CC) ou de seca
(30% CC) por 22 dias entre os estadios de florescimento (R1) e formacao de vagens
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Em Rs, a cv. BRS 317 apresentou o maior teor de ureidos nos
foliolos sob restricdo hidrica, enquanto nos peciolos as diferencas foram menos
evidentes. As concentragcdes de ureidos nos nodulos das linhagens R0O1-581F e
R01-416F foram menores que nos demais gendtipos sob restricdo hidrica. Maiores
teores de N nas folhas foram observadas nas linhagens R01-581F e R01-416F, com
efeitos mais evidentes sob restricao hidrica (Figura 3.3).

Sinclair, Purcell e King (2007) observaram maior teor de N foliar nas
linhagens R01-416F e RO1-581F em relagao ao parental Jackson, o que indicou que
os atributos herdados tornam as linhagens mais tolerantes a seca, e com maior
potencial produtivo nessa condi¢cdo. Esses resultados corroboram as observagdes
obtidas aos 22 e 42 dias sob seca (Figuras 3.2 e 3.3), em que as linhagens RO1-
416F e RO1-581F apresentaram maiores teores foliares de N em relagdo aos
gendtipos cv. Jackson, cv. BRS 317 e R01-1325. Entretanto, maiores teores foliares
de N nao resultaram em maiores produgdes de graos, principalmente para a R01-
416F, indicando que, embora o teor foliar de N seja importante para o potencial
produtivo, outros fatores também interferem na producao de graos (QUEIROZ et al.,
1996) (Figura 3.3).

Os resultados obtidos com a variavel massa de sementes indicou
que a cultivar Jackson e a linhagem RO01-581F apresentaram toleréncia a restricdo
hidrica quando aplicada em 30% da CC por até 10 dias durante os estadios de
florescimento (Figura 3.1). Igualmente, a cultivar BRS 317, comportou-se como
tolerante a seca, porém por até 22 dias sob condigdo de déficit hidrico a 30% da CC
entre os estadios de florescimento e formag&o das vagens (Figuras 3.1 e 3.2). Entre
0s genotipos, a linhagem R01-416F apresentou a maior redugdo na producéo de
sementes quando exposta a seca nos tempos de 10 dias e 22 dias durante os
estadios reprodutivos de florescimento (R4/Ry) e formacdo de vagens (Ry). Ja a
exposicao a restricdo hidrica por 42 dias (Rs) reduziu o desempenho de todos os
gendtipos. Contudo, sob condigcédo de pleno fornecimento de agua, a maior massa de
sementes foi obtida com a linhagem R02-1325 (Figuras 3.1, 3.2 e 3.3). Entre as
linhagens, RO1-581F e R02-1325 apresentam potencial para uso em programas de

melhoramento genético visando tolerancia a seca, quando comparadas a R01-416F.



53

Figura 3.3. Numero e massa de ndédulos, teor de ureidos (foliolos, peciolos e
nodulos), teor de N nas folhas e massa de sementes por planta de gendétipos de
soja com diferentes niveis de FBN tolerante a seca (cv. BRS 317, cv. Jackson, R02-
1325, R01-416F e R01-581F), expostos a condigao umida (80% CC) ou de seca
(30% CC) por 42 dias entre os estadios reprodutivos de florescimento (R1) e
enchimento de graos (Rs).
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Condicao hidrica; G = Genétipo; CC = Capacidade de campo.
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Figura 3.4. Valores relativos de numero (A), massa (B) e massa especifica (C) de
nodulos de gendtipos de soja com diferentes niveis de FBN tolerante a seca (cv.
BRS 317, cv. Jackson, linhagens R02-1325, R01-416F e R01-581F) obtido na
condigao de seca (30% da CC) em relagao a condi¢do umida (80% da CC) aos 10
(R2), 22 (R4) e 42 (Rg) dias de exposicao a restricao hidrica a partir do estadio Rj.
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3.6 CONCLUSOES

A restricao hidrica em 30% da capacidade de campo (CC) reduziu a
nodulagao, o teor de nitrogénio nas folhas e a produgdo de sementes; e aumentou
os teores de ureidos nos nodulos. Os teores de ureidos aumentaram nos peciolos
no tempo de exposicao a seca por 10 dias no estadio de florescimento.

A produgao de sementes identificou a cv. Jackson e a linhagem RO1-
581F como tolerantes a seca na condi¢ao de 30% da CC pelo tempo de exposicéo
de 10 dias durante os estadios reprodutivos de florescimento; a cv. BRS 317 foi
considerada tolerante a seca pelo tempo de exposigao de 22 dias entre os estadios
de florescimento e de formagé&o de vagens.

A linhagem R02-1325 apresentou maior produgdo de sementes sob
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pleno fornecimento de agua em 80% da CC e néo diferiu das mais produtivas sob
seca em 30% da CC.
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4 ARTIGO B: COMPONENTES DE PRODUGAO EM GENOTIPOS DE SOJA COM
DIFERENTES NIVEIS DE TOLERANCIA A SECA

4.1 REsSumMO

A restricdo hidrica limita o processo biolégico de fixacdo de nitrogénio (FBN) e,
consequentemente, reduz o rendimento da cultura da soja (Glycine max L. Merr.). O
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da restricdo hidrica em atributos relativos
aos componentes de produgdo de gendtipos de soja com distintos niveis de FBN
tolerante a seca. O experimento foi realizado em condi¢gdes controladas, com
tratamentos em arranjo fatorial 5x2, sendo cinco gendétipos de soja (BRS 317,
Jackson, R01-416F, R01-581F e R02-1325) e dois niveis de umidade no substrato:
condigdo umida (80% da capacidade de campo — CC) e de seca (30% da CC)
induzida a partir dos 33 dias apés a semeadura entre os estadios de florescimento
R4 e Ry, com avaliagbdes nos tempos de 10 dias em Ry, 22 dias em R4 e 42 dias em
Rs de exposigao a restricdo hidrica. As variaveis avaliadas foram: area foliar, massa
seca da parte aérea e de raizes, numero de vagens e de sementes, massa de
sementes por planta e massa de 1000 sementes. A restricdo hidrica diminuiu os
componentes de producédo ja nos estadios reprodutivos iniciais e seu efeito se
intensificou com o aumento do periodo de exposi¢cédo a seca. A cultivar Jackson e a
linhagem RO1-581F apresentam tolerancia a seca por até 10 dias durante o estadio
de florescimento. Entretanto, a cultivar BRS 317 apresentou tolerancia a seca por
até 22 dias entre os estadios de florescimento e de formacdo de vagens. As
linhagens R0O1-581F e R02-1325 apresentaram maior potencial produtivo do que a
RO1-416F.

Palavras-chave: Glycine max. Componentes de rendimento. Estresse hidrico.

Fixag&o biolégica de nitrogénio. Seca.
4.2 ABSTRACT
Water restriction limits the biological process of nitrogen fixation (BNF) and

consequently the soybean (Glycine max L. Merr.) yield is reduced. The objective of

this work was to evaluate the effect of water restriction on attributes related to yield
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components of soybean genotypes with distinct levels of BNF drought tolerance. The
experiment was conducted under controlled conditions with treatments in a 5 x 2
factorial arrangement, containing five soybean genotypes (cv. BRS 317, Jackson,
R01-416F, R01-581F and R02-1325) and two moisture levels in soil: wet (80% of
field capacity, FC) and dried (30% of FC) condition initiated in 33 days after sowing in
the early flowering stage (R1). Assessments were performed at different times up to
10 days (Rz stage), 22 days (R4) and 42 days (Rs) of exposure to water restriction.
The assessed variables were: leaf area, dry mass of shoots and roots, number of
pods and seeds, mass of seeds per plant and mass of 1000 seeds. Water restriction
decreased the yield components from the early reproductive stages and its effect
intensified by increasing the period of exposure. The genotypes cv. Jackson and
R01-581F had moderate drought tolerance up to 10 days during the flowering stage.
The cv. BRS 317 had moderate drought tolerance up to 22 days during the flowering
stage and pod formation. The R01-581F and RO02-1325 lines had higher yield
potential than R01-416F.

Key words: Glycine max. Drought. Biological nitrogen fixation. Yield components.

Water stress.

4.3 INTRODUCAO

Um dos primeiros processos fisioldgicos prejudicados pela
exposi¢cao da soja (Glycine max L. Merr.) a seca é a fixagao biolégica de nitrogénio
(FBN), cujo declinio esta relacionado ao decréscimo da capacidade fotossintética e
danos ao complexo nitrogenase (SERRAJ; SINCLAIR; PURCELL, 1999; KUSS et
al., 2008; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Periodos longos de déficit hidrico causam mudangas na condigéo
fisiolégica na planta, como o aumento da temperatura foliar, o fechamento dos
estdmatos e o enrolamento dos foliolos causado pela desidratagdo dos tecidos. A
reducdo da transpiracdo pode provocar a queda prematura das folhas, flores e
vagens, com consequente reduc&o do rendimento da cultura (EMBRAPA, 2013). A
queda desses componentes da planta sob estresse ocorre pela formacédo do acido
abscisico (ABA) e pela producéo de etileno. Durante periodos de seca, o nivel de

ABA aumenta e causa o fechamento dos estdbmatos em poucos minutos para
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diminuir a transpiracao foliar. Os estdbmatos se fecham com a perda de solutos das
células-guarda, que ficam desidratadas. Essa perda comeca quando o ABA
produzido nas células do mesofilo atinge os estdmatos, desencadeado pelo déficit
hidrico (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2014; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Os efeitos causados pela restricdo hidrica sobre o rendimento das
culturas dependem da intensidade, duracédo, época de ocorréncia e da interagao
com outros fatores determinantes da express&o do rendimento final (QUEIROZ et
al.,, 1996). Quando o déficit hidrico ocorre nos primeiros estadios de
desenvolvimento vegetativo, a soja se recupera melhor do que outras culturas
porque pode tolerar curtos periodos de restricdo, tem sistema radicular com
profundidade efetiva de 40 cm no campo e periodo de florescimento relativamente
longo (FARIAS et al., 2001).

No entanto, os periodos mais sensiveis ao déficit hidrico em soja
sdo o0s vegetativos iniciais e os reprodutivos de florescimento e formacédo das
sementes, porque estao diretamente envolvidos nos indicadores dos componentes
de producgao, entre outros, como o numero de plantas por area, o numero de vagens
por planta, o niumero de sementes por vagem e a massa média de sementes
(CUNHA; BERGAMASCHI, 1992; EMBRAPA, 2013). A sensibilidade da soja ao
déficit hidrico, quanto ao rendimento de sementes, aumenta a medida que a cultura
avanga em seu ciclo, com maxima sensibilidade durante o periodo reprodutivo,
principalmente nos estadios de formagdo de vagens e de enchimento dos gréos
(KORTE et al., 1983; KRON; SOUZA; RIBEIRO, 2008).

A limitagcdo da expansao na area foliar pode ser a primeira reagao
fisiologica em plantas submetidas ao déficit hidrico, com consequente limitagcdo ao
rendimento da cultura (SANTOS; CARLESSO, 1998; NOBREGA et al., 2001).
Thomas e Costa (1994) verificaram que o numero de vagens por planta de soja e a
massa de sementes foram os componentes mais influenciados pelo déficit hidrico.
Observaram também, que o maior indice de area foliar e o maior periodo de
enchimento de grdos proporcionaram maiores rendimentos de sementes no
tratamento irrigado.

Fatores ambientais geradores de estresses, como o déficit hidrico,
podem afetar negativamente a capacidade de nodulagdo, aumentar a concentragao
de ureidos na regiao foliar e nos nédulos, e, consequentemente, afetar a FBN pelos

Bradyrhizobium spp. em simbiose com o sistema radicular da soja (CASTRO, 2000;
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SOARES, 2007). King e Purcell (2005) avaliaram genétipos de soja tolerantes e
suscetiveis ao déficit hidrico em relagdo a FBN. Os autores verificaram que a cultivar
Jackson, tolerante a seca, apresentou menores teores de ureideos nas folhas;
porém, o genotipo KS4895, sensivel a seca, manteve maiores teores de ureideos
nas folhas ou de asparagina nos nédulos.

A linhagem R02-1325 foi caracterizada por apresentar FBN tolerante
a seca, além de alto potencial produtivo (DEVI et al., 2014). Similarmente, Chen et
al. (2007) relataram que as linhagens R01-416F e R01-581F possuem alto potencial
de rendimento de grdos e ao mesmo tempo apresentam caracteristica de FBN
tolerante a seca moderada. Essas linhagens sao resultantes do cruzamento entre os
genotipos de soja Jackson (FBN tolerante a seca) e KS4895 (alto rendimento). A cv.
Jackson, desde seu langcamento em 1953, foi caracterizada por apresentar FBN
tolerante a seca (SERRAJ; SINCLAIR, 1996).

Como existe variabilidade entre os genotipos de soja quanto aos
atributos relativos a FBN frente a seca, faz-se necessario promover estudos locais
para se identificar mais precisamente os fatores envolvidos na tolerdncia. No
entanto, os efeitos do déficit hidrico sobre a FBN e sobre os componentes de
producao em soja também dependem da duracdo e da intensidade da seca. O
estadio de desenvolvimento em que ocorre a restricdo hidrica também pode
influenciar nos efeitos sobre a cultura, principalmente nos estadios reprodutivos mais
criticos (FARIAS et al.,, 2001; LADRERA et al., 2007; KRON; SOUZA; RIBEIRO,
2008).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho de gendtipos de
soja com distintos niveis de tolerdncia a seca em relagdo a FBN, quanto aos
componentes de producgado, durante diferentes tempos de exposicdo a restricao

hidrica entre os estadios reprodutivos de florescimento e de enchimento de graos.

4.4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado durante a safra agricola 2013/2014, em
casa de vegetagdo do Departamento de Agronomia da Universidade Estadual de
Londrina — UEL, Londrina, PR, com temperatura variando entre 25 °C e 30 °C, UR%
entre 70% e 85%, latitude 23°22’ S, longitude 51°12° W e altitude 585 m. A

semeadura ocorreu em 29 de nobembro de 2013 e a colheita em 04 de abril de
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2014.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados com cinco
repeticdbes, em aranjo fatorial 5x2, cujos fatores foram cinco gendtipos de soja, as
variedades BRS 317 e Jackson e as linhagens R01-416F, R01-581F e R02-1325,
combinadas com duas condigdes hidricas, suprimento pleno de agua a 80% da
capacidade de campo - CC (condicdo umida) e de exposi¢ao a restricao hidrica a
30% da CC (condicao seca), a partir dos estadios de florescimento, entre R4 e Ry, 33
dias apos a semeadura (DAS), até os tempos de exposi¢cdo a seca de 10 dias
durante o estadio R, (43 DAS), de 22 dias em R4 (55 DAS) e de 42 dias em Rg (75
DAS) (FEHR; CAVINESS, 1977).

A cv. BRS 317 é uma variedade de soja convencional, com alto
potencial produtivo, desenvolvida pela Embrapa Soja e indicada para o cultivo nos
Estados do PR, SP, SC e sul do MS. Tem tipo de crescimento determinado, grupo
de maturidade 6.6 (Brasil) e ciclo de 122 a 128 dias numa altitude de 500 a 800 m
(EMBRAPA, 2010). Embora n&o haja divulgagcéo da caracteristica de tolerancia ou
sensibilidade a seca para a cv. BRS-317, alguns autores relataram que essa cultivar
€ sensivel a seca em relagao a FBN (CEREZINI et al., 2014). No entanto, a cv. BRS
317 é indicada pela FUNDACAO MS como moderadamente tolerante ao déficit
hidrico para a regido sul do Mato Grosso do Sul (PITOL, 2015). A cultivar Jackson foi
desenvolvida nos Estados Unidos em 1953, com grupo de maturidade VII (EUA), e
tem sido caracterizada como tolerante a seca em relagdo a FBN desde seu
langamento. As linhagens R02-1325, R01-416F e R01-581F foram desenvolvidas
nos Estados Unidos na Estagdo Experimental Agricola do Arkansas, e langadas com
grupo de maturidade V (EUA). Possuem caracteristicas de manutengcdo da FBN em
condi¢gdes de déficit hidrico moderado e alto potencial produtivo (CHEN et al., 2007;
DEVI et al., 2014).

As disponibilidades hidricas foram determinadas diariamente a partir
da massa de agua (kg) contida em cada vaso, correspondente ao volume em litros, e
restabelecidas uma vez ao dia com base na reposicdo do volume perdido pela
evapotranspiracado. Foi estabelecida a massa de agua aplicada ao tratamento em
condigdo de suprimento pleno como 80% da capacidade de campo (CC) e de
restricdo hidrica, quando aplicada, em 30% da CC (ALBUQUERQUE, 2010).

A exposigao a restricao hidrica (30% da CC) foi iniciada aos 33 DAS,

em metade das parcelas experimentais quando os gendtipos se encontravam entre
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os estadios de florescimento Ry e R,. As avaliagbes foram realizadas em trés
tempos de exposi¢cao a condicao de 30% da CC (seca), ou seja, aos 43 DAS, apos
10 dias de seca, durante o estadio de florescimento pleno (R3); aos 55 DAS, apoés 22
dias sob seca, durante o estadio de vagens formadas (Rs); e, aos 75 DAS, apos 42
dias sob seca, durante o estadio de graos formados e verdes (Rs).

As linhagens se apresentaram mais precoces que as variedades de
soja. Assim, os tempos para as avaliagdes foram determinados quando mais de 50%
das parcelas experimentais se encontravam nos respectivos estadios reprodutivos,
dentro das condi¢des de seca ou umida. Cada tempo de avaliagédo (10 dias, 22 dias
e 42 dias) foi considerado um ensaio distinto para fins de analise estatistica.

Cada parcela experimental foi constituida por um vaso de polietileno
na cor marmore, para minimizar os efeitos da radiagao solar, com capacidade para 9
L, preenchido com 8 kg de um substrato na proporgéo 3:1 (terra:areia), com terra
obtida da camada 0-20 cm de um solo comercial cultivado com soja (Latossolo
Vermelho distroférrico de textura argilosa) e areia fina lavada de rio para evitar a
compactagcdo. Amostras do substrato foram analisadas para fins de fertilidade

(SILVA, 2009), cujos resultados sao apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Resultados da analise quimica de um substrato contendo terra argilosa e
areia da proporc¢ao 3:1 (terra:areia).

pH Ca® Mg®™ K' AP°F" H+AP* CTC V% C MO P
CaCl, cmolgdm™® s gkg” - mg dm
6,80 8,20 0,83 0,64 0,00 2,54 12,21 79,20 7,00 12,10 47,49

Andlise quimica do solo — AQS (SILVA, 2009)

Para a determinacdo do pH foi estimada a atividade do ion H* na
suspensao do substrato, utilizando-se solugao de cloreto de calcio (CaCly) e leitura

por meio de um potencidmetro. A determinacédo da acidez trocavel (AI3+

) foi com o
extrator cloreto de potassio (KCI) e a leitura realizada por titulagdo com solucéo de
hidréxido de sédio (NaOH). A acidez potencial (H* + AI**) foi determinada com o uso
de solugédo tampao SMP (método de Shoemaker, McLean e Pratt) e leitura por meio
de um potencidmetro, com resultado obtido pela conversdo do valor da leitura
conforme tabela obtida pela resolu¢ao de equagdes de regressao.

Os teores de calcio (Ca®*) e magnésio (Mg?*) trocaveis foram

extraidos com KCI e determinados por titulagdo com EDTA. O fosforo (P) e o
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potassio (K*) foram determinados em solugdo extratora de Mehlich-1. O teor de P foi
obtido por leitura em espectrofotdmetro a 630 nm e construcdo de curva de
calibracé@o. O teor de K* foi obtido por leitura em fotémetro de chama e construcéo
de curva de calibracdo. A determinacdo de carbono (C) foi realizada conforme
método Walkley-Black, em que a matéria organica foi oxidada por ions dicromato
(Cr,07%) em meio fortemente acido. O excesso de Cr,O;* foi titulado com FeSO, e o
teor de matéria organica (MO) calculado pela quantidade de Cr,O;* reduzido. A
relagao entre o teor de MO e de C é de 1,724.

Antes da semeadura, as sementes de soja foram inoculadas com
inoculante turfoso comercial contendo 7,2 x 10° unidades formadoras de colénia por
grama (garantia do fabricante) , contendo as estirpes SEMIA 5079 e SEMIA 5080 de
Bradyrhizobium spp. No estadio V;, (primeiro trifdlio totalmente desenvolvido) as
plantas foram desbastadas e duas foram mantidas por vaso.

O efeito do regime hidrico aplicado (Umido ou seco) foi avaliado por
determinagdes ndo destrutivas na parte aérea das plantas durante os estadios Ry,
R, e Rg pelas varidveis: condutancia estomatica (mmol m? s™) (Leaf Porometer,
Model SC-1, Decagon Devices, Inc) e temperatura foliar (°C) (Termdmetro Mira
Laser, Incoterm). As determinacdes foliares ocorreram no foliolo central do 3° trifélio
totalmente desenvolvido a partir do apice do caule principal das plantas.

As plantas foram mantidas com umidade de 80% da CC até os
estadios de florescimento (33 DAS) entre Ry e Ry, a partir do qual, metade das
parcelas de cada gendtipo foram expostas a restricdo hidrica correspondente a 30%
da CC até 75 DAS durante o estadio de pleno enchimento de gréos verdes Rs, e na
sequéncia, novamente, mantidas sob condicdo umida até a colheita. Em cada um
dos tempos de exposigdo a seca (10 dias, 22 dias e 42 dias), cinco repeticdes de
cada tratamento (cinco gendtipos x duas condi¢des hidricas) dentro de cinco blocos
foram aleatoriamente amostradas para as analises destrutivas correspondentes. Em
Rs, no estadio de maturacao (127 DAS), as parcelas experimentais ndo expostas e
as expostas aos tempos de seca foram coletadas para determinagao do rendimento,
totalizando 250 parcelas.

As variaveis avaliadas foram: area foliar (cm?), massa seca da parte
aérea (g), massa seca de raizes (g), numero de vagens, numero de sementes,
massa de sementes (g) e massa de 1000 sementes (g) por planta.

A area foliar (cm?) por planta foi determinada utilizando-se
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equipamento medidor de area foliar de bancada (Area Meter, LI-3100, LI-COR). A
parte aérea e as raizes por planta foram secas em estufa de circulacao forgada de ar
a 65 °C até atingirem massa constante (g). Em Rg, as vagens foram coletadas e
contadas; as sementes foram contadas e a massa de sementes (g) corrigida para
13% de umidade.

As massas de sementes foram obtidas a partir de plantas expostas
ou ndo aos diferentes tempos de exposigcao a seca (10, 22 e 42 dias), apos a
colheita no estadio de maturagao plena (Rs). A massa de 1000 sementes foi obtido
pela razdo entre massa e numero de sementes multiplicado por 1000.

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as

médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os estdbmatos sdo a principal rota para as trocas gasosas. Sua
abertura influencia na taxa transpiratoria e no balango energético nas plantas. O
fechamento dos estOmatos em resposta a seca afeta toda a planta porque
compromete o desempenho dos processos de fotossintese e de FBN. Nascimento et
al. (2011) observaram a conduténcia estomatica diminuir em 72% e a temperatura
foliar aumentar em 12% em plantas de feijao caupi (Vigna unguiculata) expostas a
seca. O presente ensaio confirma esses dados, pois a restricdo hidrica reduziu a
condutancia estomatica em 73% e aumentou a temperatura foliar em cerca de 5%
(Tabela 4.2). Assim, a medida que os estdbmatos se fecharam, a transpiragao
diminuiu, e a temperatura foliar aumentou, fato também observado por alguns
autores (GUIMARAES; STONE, 2010; CEREZINI et al., 2014).

Santos e Carlesso (1998) e Nobrega et al. (2001) observaram que a
limitagdo da expansdo na area foliar pode ser a primeira reagdo fisiologica em
plantas submetidas ao déficit hidrico, com consequente limitagdo ao rendimento da
cultura. O presente trabalho corrobora essas observacdes, porque a area foliar foi
reduzida quando as plantas foram expostas a restricao hidrica. Essa redugao foi de
34,3% quando expostas por 10 dias de seca entre os estadios R1 e Ry, em 44,7%
apoés 22 dias de seca até o estadio Ry e em 49,5% apds 42 dias de seca até R,

quando comparadas ao controle a 80% da CC (Tabela 4.3).
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Tabela 4.2. Temperatura foliar e condutancia estomatica na parte aérea de
genotipos de soja com diferentes niveis de FBN tolerante a seca, expostos a
condicao umida (80% da CC) ou seca (30% da CC) durante o tempo de 42 dias
entre os estadios de florescimento e enchimento dos graos.

Variaveis Temperatura Foliar Condutancia Estomatica
°C) (mmol m?s™)
Tratamentos Seca Umida % (+) Seca Umida % (-)
BRS 317 25,7 24 4 5,6 132,1 562,2 76,5
Jackson 25,7 242 6,2 139,1 551,0 74,8
R02-1325 25,3 24,0 5,1 126,3 664,5 81,0
R0O1-416F 25,5 24,5 4,1 195,4 606,0 67,8
R0O1-581F 24,8 24,3 2,2 188,9 539,8 65,0
Médias 25,4 24,3 4,6 156,4 584,7 73,0
% (+) = porcentagem de aumento da temperatura das folhas sob seca.
% (-) = porcentagem de redugéo da condutancia estomatica das folhas sob seca.

Comparativamente, a area foliar ndo diferiu entre os genotipos
expostos a seca até 10 dias no estadio R,. No tempo de exposicdo a seca por 22
dias até R4, a area foliar foi maior na cv. BRS 317 e diferiu da linhagem R01-416F,
que foi menor sob seca. No tempo de 42 dias até Rg, as maiores areas foliares foram
observadas nas cultivares BRS 317 e Jackson, que diferiram das linhagens RO02-
1325 e R01-416F expostas a seca. A linhagem R01-416F apresentou a menor area
foliar sob seca, o que determinou sua desvantagem produtiva (Tabelas 4.3 e 4.9).

A restrigao hidrica reduziu a massa seca da parte aérea (MSPA) dos
genotipos em 18,8% aos 10 dias de exposi¢cédo a seca, em 37,1% aos 22 dias e em
45,9% aos 42 dias, quando comparados com o controle umido. Nao houve
diferengcas para a MSPA (seca ou umida) entre os gendtipos, nos trés tempos
avaliados de exposig¢ao a condi¢cao de 30% da CC, exceto a linhagem R01-416F que
foi menor na condicdo umida em Rg, porque sua senescéncia natural ocorreu mais
cedo (Tabela 4.4).

Sob restricdo hidrica, os resultados de area foliar se apresentaram
coesos com os de producao de sementes (Tabelas 4.3 e 4.9), enquanto que na
condigdo de pleno fornecimento de agua, foram os resultados de massa seca da
parte aérea que foram coerentes a produgdao de sementes, principalmente a
linhagem R02-1325 (Tabelas 4.4 e 4.9). Comparativamente, a redugdo de massa

seca da parte aérea foi semelhante a redugao percentual de massa de sementes
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nos periodos expostos a seca (Figura 4.1).

Tabela 4.3. Area foliar (cm?) por planta de genétipos de soja com diferentes niveis
de FBN tolerante a seca, expostos a condi¢ao umida (80% CC) ou seca (30% CC) a
partir de 33 DAS nos estadios de florescimento entre Ry e Ry, pelos tempos de 10
dias até o estadio R,, 22 dias até R4 e 42 dias até Re.

Condicao Gendtipos

Hidrica BRS 317 Jackson R02-1325 R01-416F R01-581F
10 dias (cm? planta™)

Seca 836 Ba 966 Ba 847 Ba 964 Ba 959 Ba
Umida 1222 Ab 1452 Aab 1289 Aab 1491 Aa 1510 Aa
CV% =11,42 Valor de P (CH) < 0,001 Valorde P (G) = 0,002 Valor de P (CHxG) = 0,645
22 dias (cm? planta™)

Seca 1574 Ba 1520 Bab 1449 Bab 1136 Bb 1459 Bab
Umida 2876 Aa 2923 Aa 2379 Ab 2218 Ab 2526 Aab
CV% = 11,37 Valor de P (CH) < 0,001 Valor de P (G) < 0,001 Valor de P (CHxG) = 0,157
42 dias (cm? planta™)

Seca 1893 Ba 1703 Ba 1251 Bbc 1125 Bc 1560 Bab
Umida 4178 Aa 3516 Ab 2378 Ad 2063 Ad 2782 Ac
CV% = 8,53 Valor de P (CH) < 0,001 Valor de P (G) < 0,001 Valor de P (CHxG) < 0,001

Médias seguidas pela mesma letra, mailsculas nas colunas e minusculas nas linhas, néo diferem
entre si pelo teste Tukey (P<0,05). CH = Condigdo hidrica; G = Gendtipo. DAS = Dias apos a
semeadura. CC = Capacidade de campo.

Tabela 4.4. Massa seca da parte aérea (g) por planta de gendtipos de soja com
diferentes niveis de FBN tolerante a seca, expostos a condigdo umida (80% CC) ou
seca (30% CC) a partir de 33 DAS nos estadios de florescimento entre Ry e Ry, pelos
tempos de 10 dias até o estadio Ry, 22 dias até R, e 42 dias até Re.

Condicao Gendtipos

Hidrica BRS 317 Jackson R02-1325 R01-416F R01-581F
10 dias (g planta™)

Seca 4,48 Ba 4,62 Ba 4,71 Ba 5,15 Ba 5,18 Ba
Umida 5,55 Aa 5,79 Aa 6,29 Aa 6,02 Aa 6,13 Aa
CV% =10,28 Valor de P (CH) < 0,001 Valorde P (G) = 0,067 Valor de P (CHxG) = 0,656
22 dias (g planta™)

Seca 8,60 Ba 8,26 Ba 9,98 Ba 8,61 Ba 8,76 Ba
Umida 13,35 Aa 14,13 Aa 14,71 Aa 14,00 Aa 14,03 Aa
CV% = 10,84 Valor de P (CH) < 0,001 Valor de P (G) = 0,149 Valor de P (CHxG) = 0,827
42 dias (g planta™)

Seca 16,25 Ba 13,98 Ba 17,51 Ba 16,59 Ba 17,44 Ba
Umida 32,95 Aa 30,05 Aa 31,73 Aa 25,19 Ab 31,12 Aa
CV% = 8,91 Valor de P (CH) < 0,001 Valor de P (G) < 0,001  Valor de P (CHxG) = 0,001

Médias seguidas pela mesma letra, mailsculas nas colunas e minusculas nas linhas, ndo diferem
entre si pelo teste Tukey (P<0,05). CH = Condigdo hidrica; G = Gendétipo. DAS = Dias apds a
semeadura. CC = Capacidade de campo.

James, Lawn e Cooper (2008) pesquisaram aspectos da fisiologia
das folhas de diferentes gendtipos de soja com o intuito de identificar materiais que

apresentassem melhor produtividade sob seca intermitente. Os autores relataram



66

estudos comparativos de outros pesquisadores que indicaram que a soja € mais
sensivel a seca do que outras especies de leguminosas produtoras de graos, em
parte porque as plantas entraram em senescéncia mais rapidamente, de acordo com
a intensidade com que foram expostas a seca (SINCLAIR; LUDLOW, 1986;
MORGAN, 1992; LIKOSWE; LAWN, 2008). Nesse sentido, Thomas e Costa (1994)
identificaram que maior area foliar e maiores periodos de enchimento de graos
ocorreram em condi¢ao de pleno fornecimento de agua, e que o numero de vagens
e a massa de sementes por planta de soja foram os componentes mais afetados
pelo déficit hidrico.

As raizes, diferentemente da parte area, ndao foram influenciadas
pela seca nos estadios reprodutivos iniciais, porque a planta exposta a seca
provavelmente deixou de desenvolver parte aérea para investir em raizes. O efeito
dos 10 dias de restricdo hidrica reduziu apenas a massa seca de raizes da linhagem
R02-1325; apds 22 dias de seca nao houve diferencas entre os gendtipos nas
condicdes seca e umida. No entanto, a seca apods 42 dias reduziu a massa de raizes
dos gendtipos BRS 317, Jackson e R01-581F, comparados ao controle umido. Na
comparagao entre os gendtipos, nao se observaram diferengas aos 22 dias de seca,
porém diferencas foram notadas aos 10 dias e aos 42 dias de seca. Em R, (10 dias),
a linhagem R01-581F apresentou maior massa de raizes em relag&o a cv. Jackson.
Em Rs (42 dias) as variedades BRS 317 e Jackson apresentaram maiores valores
quando comparadas as trés linhagens de soja (Tabela 4.5).

O numero de vagens por planta sofreu redugdo média de 26,9%
quando os gendtipos foram expostos a seca por 10 dias, 38% de reducgéo por 22
dias e 46,9% de reducgao por 42 dias, quando comparado ao controle umido (Figura
4.1). No entanto, a cultivar BRS 317, aos 10 dias de exposi¢ao a restricdo hidrica
durante os estadios de florescimento, ndo apresentou diferenga significativa entre as
meédias de condigdo seca e umida, o que pode indicar sua tolerancia a seca durante
esse tempo (Tabela 4.6).

Na comparacgao entre os gendtipos expostos a seca, a cv. BRS 317
apresentou o maior numero de vagens, nado diferindo da cv. Jackson, mas foi
superior as trés linhagens, cuja menor meédia foi da R02-1325 aos 10 dias em Ry.
Aos 22 dias, ja em R4, a cv. BRS 317 apresentou numero de vagens
significativamente maior que as linhagens R02-1325 e R01-416F sob seca. Em Rg, a

cv. Jackson foi superior a R02-1325, que apresentou 0 menor numero de vagens
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sob seca. Nao houve diferengas significativas para o niumero de vagens entre os

cinco genotipos expostos a condicdo umida (Tabela 4.6).

Tabela 4.5. Massa seca de raizes (g) por planta de gendtipos de soja com diferentes
niveis de FBN tolerante a seca, expostos a condi¢ao umida (80% CC) ou seca (30%
CC) a partir de 33 DAS nos estadios de florescimento entre Ry e Ry, pelos tempos de
10 dias até o estadio Ry, 22 dias até R4 e 42 dias até Re.

Condicao Gendtipos

Hidrica BRS 317 Jackson R02-1325 R01-416F R01-581F
10 dias (g planta™)

Seca 2,04 Aab 1,94 Ab 1,98 Bab 2,19 Aab 2,28 Aa
Umida 2,07 Aab 1,98 Ab 2,28 Aab 2,32 Aa 2,29 Aab
CV% = 8,55 Valor de P (CH) = 0,055 Valor de P (G) = 0,002 Valor de P (CHxG) = 0,346
22 dias (g planta™)

Seca 2,85 Aa 3,18 Aa 2,98 Aa 2,92 Aa 3,19 Aa
Umida 2,64 Ab 3,74 Aa 2,98 Aab 3,35 Aab 2,98 Aab
CV% = 17,46 Valor de P (CH) = 0,453 Valorde P (G) = 0,074 Valor de P (CHxG) = 0,357
42 dias (g planta™)

Seca 4,06 Ba 4,73 Ba 2,86 Ab 2,13 Ab 2,73 Bb
Umida 5,32 Ab 6,87 Aa 3,28 Acd 2,33 Ad 3,73 Ac
CV% = 13,90 Valor de P (CH) < 0,001 Valor de P (G) < 0,001 Valor de P (CHxG) = 0,002

Médias seguidas pela mesma letra, maiusculas nas colunas e minusculas nas linhas, ndo diferem
entre si pelo teste Tukey (P<0,05). CH = Condigdo hidrica; G = Gendétipo. DAS = Dias apos a
semeadura. CC = Capacidade de campo.

Tabela 4.6. Numero de vagens por planta de gendétipos de soja com diferentes niveis
de FBN tolerante a seca, expostos a condicao umida (80% CC) ou de seca (30%
CC) a partir de 33 DAS nos estadios de florescimento entre Ry e Ry, pelos tempos de
10 dias até o estadio Ry, 22 dias até R4 e 42 dias até Re.

Condicéao Gendtipos

Hidrica BRS 317 Jackson R02-1325 R01-416F R0O1-581F
10 dias (n° planta™)

Seca 54,00 Aa 49,50 Bab 34,50 Bc 39,20 Bbc 41,60 Bbc
Umida 58,20 Aa 64,80 Aa 55,80 Aa 59,10 Aa 61,50 Aa
CV% =11,73 Valor de P (CH) < 0,001 Valor de P (G) < 0,001 Valor de P (CHxG) = 0,019
22 dias (n° planta™)

Seca 47,10 Ba 38,40 Bab 30,30 Bb 30,20 Bb 39,50 Bab
Umida 58,20 Aa 64,80 Aa 55,80 Aa 59,10 Aa 61,50 Aa
CV% =11,83 Valor de P (CH) < 0,001 Valorde P (G) = 0,001 Valor de P (CHxG) = 0,012
42 dias (n° planta™)

Seca 32,80 Bab 37,90 Ba 24,90 Bb 29,70 Bab 33,70 Bab
Umida 58,20 Aa 64,80 Aa 55,80 Aa 59,10 Aa 61,50 Aa
CV% = 12,08 Valor de P (CH) < 0,001 Valor de P (G) = 0,002  Valor de P (CHxG) =0,825

Médias seguidas pela mesma letra, maiusculas nas colunas e minusculas nas linhas, ndo diferem
entre si pelo teste Tukey (P<0,05). CH = Condi¢cdo hidrica; G = Gendétipo. DAS = Dias apos a
semeadura. CC = Capacidade de campo.

O numero de sementes por planta da cv. BRS 317 nao diferiu entre

as condigdes hidricas, nos primeiros 10 dias de exposi¢ao a seca durante o estadio
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de florescimento Ry, indicando sua tolerancia a seca nas fases iniciais do periodo
reprodutivo. No entanto, os demais gendétipos expostos a seca apresentaram
reducado quando comparados ao controle umido (Tabela 4.7).

A restricao hidrica por 22 dias no estadio R4 e por 42 dias em Rg
reduziu o numero de sementes em todos os gendtipos. As reducgdes foram, 26,7%
quando o periodo de seca foi por 10 dias, 37,1% por 22 dias e 48,4% por 42 dias,
comparados com o controle umido (Tabela 4.7 e Figura 4.1).

A avaliagdo entre os gendtipos demonstrou que a cv. BRS 317
apresentou o maior numero de sementes em exposicao a seca até Ry, sem diferir de
R01-581F nesse estadio. Em R4, novamente o cv. BR 317 apresentou a maior média
sob seca, sem diferir das linhagens R01-581F e R02-1325. A exposi¢cado a seca por
42 dias (Rs) igualou os gendtipos. Na condicdo umida, a linhagem R02-1325
apresentou o maior numero de sementes em relagao aos genétipos Jackson e BRS
317 (Tabela 4.7).

Tabela 4.7. Numero de sementes por planta de gendtipos de soja com diferentes
niveis de tolerancia a seca, expostos a condigdo umida (80% CC) ou de seca (30%
CC) a partir de 33 DAS nos estadios de florescimento entre Ry e Ry, pelos tempos de
10 dias até o estadio Ry, 22 dias até R4 e 42 dias até Re.

Condicao Gendtipos

Hidrica BRS 317 Jackson R02-1325 R01-416F R0O1-581F
10 dias (n° planta™)

Seca 11410Aa  94,40Bb  83,70Bb  79,60Bb 95,00 Bab
Umida 115,00 Ab  116,70Ab  14140Aa 119,50 Ab 131,50 Aab
CV% = 11,04 Valor de P (CH) < 0,001 Valor de P (G) = 0,029 Valor de P (CHxG) < 0,001
22 dias (n° planta™)

Seca 96,60 Ba 71,50Bb 73,00 Bab 65,00 Bb 86,50 Bab
Umida 115,00 Ab 116,70 Ab 141,40 Aa 119,50 Aab 131,50 Aab
CV% =13,19 Valor de P (CH) < 0,001 Valorde P (G) = 0,017 Valor de P (CHxG) = 0,004
42 dias (n° planta™)

Seca 65,70 Ba 70,10 Ba 58,40 Ba 57,90 Ba 70,20 Ba
Umida 115,00 Ab 116,70 Ab 141,40 Aa 119,50 Aab 131,50 Aab
CV% = 13,13 Valor de P (CH) < 0,001 Valor de P (G) = 0,120  Valor de P (CHxG) = 0,019

Médias seguidas pela mesma letra, maiusculas nas colunas e minusculas nas linhas, ndo diferem
entre si pelo teste Tukey (P<0,05). CH = Condigdo hidrica; G = Gendétipo. DAS = Dias apos a
semeadura. CC = Capacidade de campo.

A variavel massa de sementes indicou que a cv. Jackson e a
linhagem RO01-581F apresentaram tolerancia a restricdo hidrica por até 10 dias
durante os estadios reprodutivos de florescimento Ry e Ry. A adaptagao ao ambiente

favoreceu a cv. BRS 317, comportando-se como tolerante a seca por até 22 dias sob
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déficit hidrico. Entre os genétipos, os piores resultados foram observados para a
linhagem R01-416F, com redugado na producédo de sementes nos tempos de 10 dias
e 22 dias de seca entre os estadios reprodutivos de florescimento R, e formagao das
vagens R4. Ja a exposigéo a restricao hidrica por 42 dias em Rg reduziu a massa de
sementes em todos os gendtipos. Contudo, sob condicéo de pleno fornecimento de
agua, a maior massa de sementes foi obtida com a linhagem R02-1325. Nesse
aspecto, as linhagens R01-581F e R02-1325 foram mais eficientes que a R01-416F
(Tabela 4.8), o que foi corroborado por Cerezini et al. (2014) ao concluirem que a
linhagem RO1-581F confirmou a sua tolerancia frente a restricao hidrica, devido a

sua capacidade para abrandar os efeitos da seca na planta como um todo.

Tabela 4.8. Massa de sementes (g) por planta de gendtipos de soja com diferentes
niveis de tolerancia a seca, expostos a condigdo umida (80% CC) ou de seca (30%
CC) a partir de 33 DAS nos estadios de florescimento entre Ry e Ry, pelos tempos de
10 dias até o estadio Ry, 22 dias até R4 e 42 dias até Re.

Condicao Gendtipos

Hidrica BRS 317 Jackson R02-1325 R0O1-416F R01-581F
10 dias (g planta™)

Seca 16,09 Aa 16,33 Aa 14,81 Ba 9,92 Bb 14,12 Aab
Umida 16,85 Ab 16,70 Ab 21,76 Aa 16,17 Ab 17,11 Ab
CV% = 14,64 Valor de P (CH) < 0,001 Valor de P (G) < 0,001 Valor de P (CHxG) = 0,006
22 dias (g planta™)

Seca 14,67 Aa 12,17 Bab 12,35 Bab 9,89 Bb 11,65 Bab
Umida 16,85 Ab 16,70 Ab 21,76 Aa 16,17 Ab 17,11 Ab
CV% = 16,68 Valor de P (CH) < 0,001 Valorde P (G) =0,011 Valor de P (CHxG) = 0,040
42 dias (g planta™)

Seca 9,45 Ba 10,22 Ba 11,02 Ba 8,62 Ba 10,15 Ba
Umida 16,85 Ab 16,70 Ab 21,76 Aa 16,17 Ab 17,11 Ab
CV% = 16,39 Valor de P (CH) < 0,001 Valor de P (G) = 0,004 Valor de P (CHxG) = 0,258

Médias seguidas pela mesma letra, maiusculas nas colunas e minusculas nas linhas, ndo diferem
entre si pelo teste Tukey (P<0,05). CH = Condi¢cdo hidrica; G = Gendétipo. DAS = Dias apos a
semeadura. CC = Capacidade de campo.

Pesquisadores tém se esforcado em examinar os efeitos da seca em
diferentes estadios de desenvolvimento e as consequéncias sobre a producido de
soja (KU et al., 2013). Brown, Brown e Caviness (1985) avaliaram quatro cultivares
de crescimento determinado e verificaram que a seca iniciada em R, ou R4 reduziu
de forma significativa os componentes de rendimento. Eck, Mathers e Musick (1987)
analisaram os efeitos da seca em varias estadios de crescimento sobre o rendimento
de sementes de cultivares de soja e verificaram que a perda de rendimento foi mais

grave quando o déficit hidrico foi aplicado durante todo o periodo de
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desenvolvimento da semente, entre Rs e R;, com redugcédo média de 45% a 88%.
Também, Desclaux, Huynh e Roumet (2000) analisaram os componentes de
rendimento sob estresse hidrico aplicado em diferentes estadios de
desenvolvimento, com condigdo de estresse atingida com a interrupgéo da irrigagéo
por 4 ou 5 dias até que os niveis de umidade no solo atingissem 30% ou 50% da
CC. Eles observaram que o efeito mais grave foi durante o periodo de formagao das
sementes. Assim, um dos periodos mais sensiveis para a soja sob seca € o de
enchimento de grdos porque estd envolvido diretamente com formagédo dos
componentes de rendimento (CUNHA; BERGAMASCHI, 1992; CASAGRANDE,
2001; KUSS et al., 2008; EMBRAPA, 2013). Nesse sentido, periodos cumulativos de
seca até o estadio em que as sementes estdo formadas, como o de 42 dias até Rg
nao selecionaram caracteristicas de tolerancia a seca entre os gendétipos. Periodos
de até 10 dias no florescimento (Ry) e de até 22 dias de seca na formacao de
vagens (R4) apresentaram-se melhores para avaliar genétipos com tolerancia a seca
com base nos componentes de rendimento (Tabela 4.8).

A variavel massa de 1000 sementes serve de parametro para se
identificar o tamanho do grdo. Quando exposta a seca por 10 dias entre os estadios
reprodutivos de florescimento (R; € Ry), a cv. Jackson apresentou aumento da
massa de 1000 sementes (g) em 23,6%, comparado ao controle umido. Os demais
gendtipos nao diferiram entre a condigdo seca e umida. Quando a restrigdo hidrica
perdurou até Ry, os 22 dias de seca nao resutaram em diferencas entre os
genotipos nas duas condigdes hidricas. Porém, o tratamento com 42 dias de seca
(Re) aumentou a massa de 1000 sementes da linhagem R02-1325 em 27,1%,
compararado ao controle umido. As médias n&o diferiram entre os genotipos na
condigdo umida, porém quando foram expostos a seca por 10 dias (Ry) a cv. BRS
317 e a linhagem RO01-416F apresentaram resultados inferiores em relagdo a
Jackson e a R02-1325. Com o aumento da exposi¢céo a seca por 42 dias (Rs), a cv.
BRS 317 foi inferior a R02-1325 em 20,5% (Tabela 4.9).

A exposicado a seca nao afetou a variavel massa de 1000 sementes
para todos os gendtipos, e as linhagens nao diferiram em comparagédo ao seu
controle umido. No entanto, com a exposi¢cao a seca, observou-se que a cv. Jackson
e a linhagem R02-1325 obtiveram os maiores resultados, principalmente nos
estadios iniciais até 22 dias de seca (Tabela 4.9). Vinhal-Freitas et al. (2011)

avaliaram a massa de 1000 sementes em soja e concluiram que houve efeito
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significativo do tamanho das sementes de soja em relagdo ao vigor, pois sementes
de maior tamanho demonstraram maior qualidade fisiolégica nos testes avaliados.
No entanto, Perin, Araujo e Teixeira (2002) avaliaram o efeito do tamanho da
semente na acumulagcdo de biomassa, nutrientes e na produtividade do feijoeiro
(Phaseolus vulgaris) e concluiram que nao houve efeito do tamanho da semente na
producdo de graos, componentes de producdo e indice de colheita, porque
sementes de maior tamanho anteciparam o crescimento do feijoeiro, mas plantas
originadas de sementes pequenas compensaram seu menor crescimento inicial e

garantiram a mesma producao de graos.

Tabela 4.9. Massa de 1000 sementes (g) de gendtipos de soja com diferentes niveis
de toleréancia a seca, expostos a condigéo hidrica umida (80% CC) ou de seca (30%
CC) a partir de 33 DAS nos estadios de florescimento entre Ry e Ry, pelos tempos de
10 dias até o estadio Ry, 22 dias até R4 e 42 dias até Rs.

Condicao Gendtipos

Hidrica BRS 317 Jackson R02-1325 R01-416F R01-581F
10 dias (9)

Seca 141,84 Ab 178,67 Aa 178,22 Aa 123,70 Ab 148,79 Aab
Umida 146,81 Aa 144,47 Ba 154,27 Aa 135,79 Aa 129,42 Aa
CV% =13,10 Valor de P (CH) = 0,034 Valorde P (G) = 0,001 Valor de P (CHxG) = 0,053
22 dias (9)

Seca 153,33 Aa 172,85 Aa 169,53 Aa 155,69 Aa 133,36 Aa
Umida 146,81 Aa 144,47 Aa 154,27 Aa 135,79 Aa 129,42 Aa
CV% = 15,98 Valor de P (CH) = 0,035 Valor de P (G) = 0,056  Valor de P (CHxG) = 0,782
42 dias (9)

Seca 143,96 Ab 144,99 Aab 196,10 Aa 148,94 Aab 145,63 Aab
Umida 146,81 Aa 144,47 Aa 154,27 Ba 135,79 Aa 129,42 Aa
CV% = 19,05 Valor de P (CH) = 0,095 Valor de P (G) = 0,041  Valor de P (CHxG) = 0,438

Médias seguidas pela mesma letra, mailsculas nas colunas e minusculas nas linhas, néo diferem
entre si pelo teste Tukey (P<0,05). CH = Condigdo hidrica; G = Gendétipo. DAS = Dias apos a
semeadura.

O déficit hidrico reduziu a massa de sementes dos genotipos, com
porcentagem meédia de 19,6% pela exposicdo a seca por 10 dias, 31,4% pela
exposicao por 22 dias e 44,2% pela exposi¢cao por 42 dias. Conforme Specht, Hume
e Kumudini (1999), periodos de seca chegam a reduzir o rendimento em cerca de

40%, fato também observado neste trabalho (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Porcentagem de redugcao média do (A) n° de vagens, n° de sementes e
massa de sementes e da (B) massa de sementes, massa seca da parte aérea
(MSPA) e area foliar (AF) dos gendtipos de soja cv. BRS 317, cv. Jackson, R02-
1325, R01-416F e R0O1-581F sob seca (30% da capacidade de campo - CC),
comparados a condigdo umida (80% da CC), nos tempos de 10 dias até o estadio
Ry, 22 dias até R4 e 42 dias até Res.
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4.6 CONCLUSOES

A restricdo hidrica diminuiu os componentes de produg¢ao desde os
estadios reprodutivos iniciais e seu efeito se intensificou com o aumento do tempo
de exposicéo a seca.

A cv. Jackson e a linhagem R01-581F foram tolerantes a seca por
até 10 dias no florescimento e a cv. BRS 317 foi tolerante a seca por até 22 dias de
exposicdo a uma umidade de 30% da CC, entre os estadios de florescimento e de

formagao das vagens.



73

As linhagens R02-1325 e R01-581F nao diferiram dos gendtipos

mais produtivos e apresentaram maior potencial que a R01-416F
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5 ARTIGO C: ESTRESSE OXIDATIVO E ENZIMA ASSIMILATORIA DE
NITROGENIO EM GENOTIPOS DE SOJA COM DIFERENTES NiVEIS DE
TOLERANCIA A SECA

5.1 RESuMoO

O déficit hidrico pode limitar a produtividade da cultura da soja (Glycine max L.
Merr.) como consequéncia do estresse oxidativo e do prejuizo ao processo de
fixagao bioldgica de nitrogénio (FBN). O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
restricdo hidrica sobre enzima envolvida na assimilacdo do N e ao estresse oxidativo
em genotipos de soja com diferentes niveis de tolerancia da FBN a seca. O
experimento foi realizado em condigdes controladas, com tratamentos em arranjo
fatorial 5x2, com cinco gendétipos de soja (BRS 317, Jackson, R02-1325, R01-416F e
R01-581F) e dois niveis de umidade no solo: condigcdo umida (80% da capacidade
de campo — CC) e de seca (30% da CC) iniciada no florescimento entre Ry e Ry, e
mantida por até 10 dias em Ry, até 22 dias em R, e até 42 dias em Rg. Avaliaram-se
a concentragdo de amonio (NH4") e de nitrato (NOj3’), a atividade especifica das
enzimas glutamina sintetase (GS), superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), e
a peroxidacéo de lipidios em folhas e raizes. A concentragdo de NH4" reduziu e a de
NOj3; aumentou nas folhas com o aumento do tempo de exposicdo a seca. A
linhagem R02-1325 manteve a atividade da GS nos ndédulos quando exposta a
restricdo hidrica, e foi similar a cv. Jackson. A atividade das enzimas antioxidantes
SOD e CAT indicou sensibilidade nas folhas as espécies reativas de oxigénio (ERO)
para a cv. BRS 317 aos 10 dias (SOD) e aos 22 dias (CAT) e para a cv. Jackson aos
42 dias (CAT) de exposicédo a seca. Alguns gendotipos apresentaram sensibilidade a
peroxidagao de lipidios nas folhas: a cv. BRS 317 apés 10 dias, as linhagens R02-
1325 e R01-581F apds 22 dias; e, nas raizes, a cv. BRS 317, a cv. Jackson e a
linhagem RO02-1325 apo6s 42 dias de exposicdo a seca. A linhagem RO01-416F
apresentou tolerancia ao estresse oxidativo gerado pela seca. A seca nao reduziu a

atividade da catalase nas linhagens com FBN tolerante a seca.

Palavras-chave: Glycine max. Catalase. Espécies reativas de oxigénio. Peroxidagao

de lipidios. Superdéxido dismutase.
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5.2 ABSTRACT

Drought can limit the soybean (Glycine max L. Merr.) yield, as a consequence to the
oxidative stress stress and negative effects on the biological nitrogen fixation (BNF)
process. The objective of this work was to evaluate the effect of water restriction on
enzyme involved in the assimilation of N and oxidative stress in soybean genotypes
with different levels of BNF drought tolerance. The experiment was conducted under
controlled conditions, with treatments in a 5 x 2 factorial arrangement, with five
soybean genotypes (BRS 317, Jackson, R02-1325, R01-416F and R01-581F) and
two moisture levels: well-watered (80% of field capacity, FC) or drought (30% of FC)
starting at Ry and kept up to R; (10 days), R4 (22 days) and Rs (42 days) when plants
were assessed. We evaluated the concentration of ammonium (NH;*) and nitrate
(NO3"), the specific activity of glutamine synthetase (GS), superoxide dismutase
(SOD) and catalase (CAT), and lipid peroxidation in leaves and roots. The NH,"
concentration reduced and the NO3™ concentration increased in soybean leaves with
the increase of water restriction period. The line R02-1325 kept the activity of the
enzyme glutamine synthetase in the nodules under drought likewise the drought-
tolerant genotype Jackson. The enzymes related to oxidative stress, SOD) and CAT
in leaves, indicated sensitivity to the reactive oxygen species (ROS) for the cv. BRS
317 after 10 days (SOD) and 22 days (CAT) and cv. Jackson after 42 days (CAT)
under drought. Some genotypes showed sensitivity to lipid peroxidation in leaves: cv.
BRS 317 after 10 days, R02-1325 and R01-581F line after 22 days; in roots, cv. BRS
317, cv. Jackson and R02-1325 line after 42 exposed to drought. The R01-416F line
showed tolerance to oxidative stress caused by drought. The drought did not reduce

the activity of catalase in the lines with FBN drought tolerant.

Key words: Glycine max. BNF. Catalase. Lipid peroxidation. Reative oxygen

species. Superoxide dismutase.
5.3 INTRODUGAO
A soja (Glycine max L. Merr.) € uma leguminosa capaz de

desenvolver e estabelecer nédulos em seu sistema radicular (CASTRO; BERGAMIN;
CANCIAN, 1999; SEDIYAMA; TEIXEIRA; BARROS, 2009), onde um eficiente
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sistema vascular supre as bactérias que fazem a fixagcao biolégica de nitrogénio
(FBN) com produtos elaborados nas folhas pela fotossintese. A amoénia (NH3) fixada
pelos bacteroides nos ndédulos € assimilada na forma de ureidos (alantoina, acido
alantdico e citrulina), que tém sua origem intermediada pelas enzimas glutamina
sintetase (GS; EC 6.3.1.2) e glutamato sintase (GOGAT; EC; 1.4.1.14 e 1.4.7.1 ).
Aproximadamente 90% do nitrogénio (N) presente na seiva do xilema s&o
translocados na forma de ureidos em diregdo a parte aérea da planta (VARGAS;
HUNGRIA, 1997; KERBAUY, 2008). No entanto, o transporte e o metabolismo dos
ureidos na regiao foliar pode ser prejudicado em condigao de restricao hidrica, o que
pode resultar o seu acumulo na regiao foliar, e, possivelmente, nos nddulos, que
pode resultar na inibicdo da FBN por um efeito retroinibitorio (VADEZ; SINCLAIR,
2001; SINCLAIR; VADEZ; CHENU, 2003; PURCELL; SERRAJ; SINCLAIR, 2004;
KING; PURCELL, 2005).

A atividade das enzimas responsaveis pela reducdo e assimilacao
do Nz ocorre apés as fases de infecgao e de formacao dos nédulos. No processo de
FBN, o primeiro produto estavel € a NHs;, transferida do bacteroide para o citosol da
planta hospedeira. Cerca de 95% da atividade das enzimas glutamina sintetase (GS)
e glutamato sintase (GOGAT) esta localizada no citosol dos nddulos, responsaveis
pelas reagdes de assimilagdo da NHs. Inicialmente, a GS adiciona NH3; ao acido
glutdmico, com a hidrdélise simultadnea de adenosina trifosfato (ATP) e a formacao da
glutamina, que é o produto organico inicial da FBN. Devido ao baixo K, (cinética de
Michaelis-Menten) da GS para a NH3 (200 nM), essa é considerada a via principal de
assimilagao desse composto nos nédulos. A diminui¢gado da atividade da GS causada
por estresses pode limitar a FBN, por prejuizo tanto as bactérias diazotroficas como
ao hospedeiro (HUNGRIA, 1994; SALISBURY; ROSS, 2013).

Os principais compostos organicos de transporte do N recém fixado
sdo os ureidos alantoina e acido alantéico. A enzima GS incorpora a NH3 ao
glutamato, produzindo a glutamina no citosol da célula infectada. A glutamina é
entdo convertida a acido urico, o qual é translocado para células vizinhas nao
infectadas. Nestas células, a alantoina é sintetizada nos peroxissomos a partir do
acido urico e o acido alantdico é sintetizado a partir da alantoina no reticulo
endoplasmatico. Os ureideos, uma vez na parte aérea, sao rapidamente
catabolizados e liberam aménio (NH4"), o qual & assimilado na rota GS-GOGAT. A

forma de assimilacdo de N depende da forma em que ele é obtido pela planta. Se o
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N é fornecido na forma de nitrato (NOg3’), a planta primeiramente o reduz a nitrito
(NO,) e entdo para NH;", que é assimilado em compostos organicos, como
aminoacidos. Quando a planta absorve NH,", ele pode ser imediatamente assimilado
em compostos organicos. O NH;" pode ser produzido na planta a partir do
metabolismo de compostos organicos, como ocorre na fotorrespiracdo e na FBN
(KERBAUY, 2008; SALISBURY; ROSS, 2013; TAIZ; ZEIGER, 2013).

As plantas podem estocar NO3;™ em niveis muito altos nos vacuolos
ou o transportar via xilema sem que ocorram efeitos nocivos sobre os tecidos
vegetais. No entanto, o consumo de plantas com alta concentracdo de NOs™ por
humanos e animais € nocivo, e a sua assimilagéo pelas plantas € importante para
evitar 0 seu excesso quando esta é usada como alimento. Ao contrario do NOj/,
altas concentragbes de NH,* sdo tdxicas para as plantas. O cation NH," pode agir no
desacoplamento do transporte de elétrons da fotossintese e da respiracao,
dissipando o gradiente eletroquimico de H' gerado entre os dois lados da
membrana, impedindo que ocorra a produgcao de ATP. Assim, as plantas assimilam
o NH4" proximo ao sitio de absorg¢éo ou producéo, evitando efeitos toxicos sobre as
enzimas do citosol (HELDT, 1997; KERBAUY, 2008; SALISBURY; ROSS, 2013;
TAIZ; ZEIGER, 2013).

Periodos prolongados de seca podem causar mudangas na
condigdo fisiologica da planta, como promover o fechamento dos estébmatos, e
provocar a queda prematura das folhas, flores e vagens, além de reduzir a expansao
foliar e a massa da parte aérea, com consequente diminuigao do potencial produtivo
da cultura. Um dos primeiros processos fisioldgicos prejudicados pela restricdo
hidrica € a FBN, cujo declinio esta relacionado ao decréscimo da capacidade
fotossintética do hospedeiro e a danos ao complexo nitrogenase (SERRAJ;
SINCLAIR; PURCELL, 1999; KUSS et al., 2008; EMBRAPA, 2013; TAIZ; ZEIGER,
2013).

O déficit hidrico promove alteragdes na planta e a antecipacao de
sua senescéncia. Nessas condi¢cdes, podem ocorrer aumentos das espécies reativas
de oxigénio (ERO), que sao produzidas durante o metabolismo aerdbico, pela
interacdo entre o oxigénio molecular (O2) e elétrons provenientes da cadeia de
transporte dos cloroplastos e das mitocondrias (BOR; OZDEMIR; TURKAN, 2003). A
tolerancia ou suscetibilidade ao estresse oxidativo depende do balango entre a

producao de oxidantes e a capacidade antioxidante da célula (PROCHAZKOVA et



78

al., 2001).

As ERO incluem o peroxido de hidrogénio (H202), o anion
superéxido (O;"), o radical hidroxil (HO') e o oxigénio singlete ('O,), os quais podem
causar danos as macromoléculas celulares (TAIZ; ZEIGER, 2013). Os danos
provocados pelas ERO podem ser evitados por sistemas antioxidativos em plantas
superiores, em que se destacam as enzimas superdxido dismutase (SOD; EC
1.15.1.1) e a catalase (CAT; EC 1.11.1.6). A SOD catalisa a dismutagdo do
superoxido, mantendo baixos niveis desse radical, sendo o H,O, produto de sua
reacdo; ja a CAT converte o H,O, em oxigénio e agua (JIMENEZ et al., 2002).

O aumento de atividade da CAT logo apds o florescimento em soja
sugere que as folhas aumentam a sua capacidade de catalisar a decomposi¢céo do
H,O,. Porém, quanto mais se aproxima da senescéncia, essa habilidade decresce
com a queda da atividade da enzima (FU; HUANG; ZHANG, 2000). Garcia (2009)
avaliou as condi¢cdes de senescéncia em gendtipos de soja e identificou a acéo de
enzimas relacionadas a estresses oxidativos na parte area, concluindo que o
estresse oxidativo n&o foi o fator determinante na senescéncia foliar natural das
plantas.

Temperaturas extremas ou estresses hidricos sao fatores que
causam estresses oxidativos em plantas (ELSTNER; OSSWALD, 1994). A produgéo
de ERO pode iniciar o processo de peroxidagao lipidica nas membranas celulares e
formar hidroperoxidos de lipidios. Um dos fatos mais relevantes do estresse
oxidativo é a peroxidacao de lipidios de membrana, porque acarreta a redugao da
fluidez e alteragdes de permeabilidade iGnica que, consequentemente, interferem
nas fungbes das proteinas, reduz o suprimento de energia, provoca a perda de
compartimentalizacdo e a liberagao acentuada de ions, entre outros eventos que
interferem no metabolismo e levam ao desbalanco e perda de fungdes essenciais
(AZIZ; LARHER, 1998; QUEIROZ et al., 1998).

Genotipos com caracteristicas de FBN tolerante a seca e alto
potencial produtivo, como a linhagem R02-1325, foram desenvolvidas na Estagao
Experimental Agricola do Arkansas (EUA) (DEVI et al.,, 2014). Igualmente, as
linhagens R01-416F e R01-581F foram caracterizadas por possuirem alto potencial
de rendimento de gréaos e a caracteristica de FBN tolerante a seca moderada. Essas
linhagens sao resultantes do cruzamento entre a cv. Jackson (FBN tolerante a seca)
e cv. KS4895 (alto rendimento) (CHEN et al., 2007). A cv. Jackson desde seu
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langamento tem sido caracterizada por apresentar FBN tolerante a seca (SERRAJ;
SINCLAIR, 1996).

Com os relatos de tolerancia a restricdo hidrica para determinados
gendtipos de soja, surge a necessidade de estudos mais especificos para se
identificar os fatores envolvidos no mecanismo de tolerancia a seca, porque o efeito
do déficit hidrico depende de sua duracdo, intensidade e também de fatores
relacionados a atenuacdo do estresse oxidativo. O estadio de ocorréncia de
restricdo hidrica também pode influenciar nos efeitos sobre a cultura, principalmente
em estadios criticos como os de florescimento e de enchimento de graos (FARIAS et
al., 2001; LADRERA et al., 2007; KRON; SOUZA; RIBEIRO, 2008).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da restricdo hidrica
sobre enzima envolvida na assimilagdo do nitrogénio e no estresse oxidativo em
gendtipos de soja com diferentes niveis de tolerancia da FBN a seca, em diferentes

tempos de exposicao ao déficit hidrico durante estadios reprodutivos da cultura.

5.4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no ano agricola de 2013/2014, entre os
meses de novembro e abril, em casa de vegetagcdo com temperatura entre 25 °C e
30 °C, e umidade relativa do ar (UR%) entre 70% e 85% durante o ciclo da cultura,
no Departamento de Agronomia da Universidade Estadual de Londrina — UEL,
Londrina, PR (latitude 23°22’ S, longitude 51°12’ W e altitude 585 m).

O delineamento experimental foi em blocos casualizados com cinco
repeticbes, em arranjo fatorial 5x2, com cinco gendtipos de soja: as variedades cv.
Jackson e cv. BRS 317, e as linhagens R01-416F, R01-581F e R02-1325; e duas
condig¢des hidricas: suprimento pleno de agua a 80% da capacidade de campo (CC)
(condigao umida) e restricao hidrica a 30% da CC (condi¢ao seca).

A BRS 317 é uma variedade de soja convencional, com alto
potencial produtivo, desenvolvida pela Embrapa Soja e indicada para o cultivo nos
Estados do PR, SP, SC e sul do MS. Tem tipo de crescimento determinado, grupo
de maturidade 6.6 (Brasil) e ciclo de 122 a 128 dias numa altitude de 500 a 800 m
(EMBRAPA, 2010). Ndo ha divulgacdo da caracteristica de tolerancia ou
sensibilidade a seca para a cv. BRS-317, contudo alguns autores relataram que

essa cultivar € sensivel a seca em relagdo a FBN (CEREZINI et al, 2014). No
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entanto, a cv. BRS 317 é indicada pela FUNDACAO MS como moderadamente
tolerante ao déficit hidrico para a regido sul do Mato Grosso do Sul (PITOL, 2015). A
cultivar Jackson foi desenvolvida nos Estados Unidos em 1953, com grupo de
maturidade VIl (EUA), e é caracterizada como tolerante a seca em relacédo a FBN
desde seu langamento. As linhagens R02-1325, R01-416F e RO01-581F foram
desenvolvidas nos Estados Unidos na Estagao Experimental Agricola do Arkansas, e
pertence ao grupo de maturagédo V (EUA). Possuem caracteristicas de sustentagao
da FBN em condi¢des de déficit hidrico moderado e alto potencial produtivo (CHEN
et al., 2007; DEVI et al., 2014).

A exposicao a restricao hidrica (30% da CC) foi iniciada aos 33 dias
apos a semeadura (DAS), em metade das parcelas experimentais quando os cinco
genotipos se encontravam entre os estadios de florescimento Ry e R,. As avaliagdes
foram realizadas em trés tempos diferentes de exposi¢ao a seca (30% da CC), aos
10 dias (43 DAS) durante o estadio de florescimento pleno (Ry); aos 22 dias (55
DAS) durante o estadio de formagdo das vagens (R4); e, aos 42 dias (75 DAS)
durante o estadio em que os graos estavam totalmente formados e ainda verdes (Re)
(FEHR; CAVINESS, 1977).

As linhagens se apresentaram mais precoces que as variedades de
soja. Assim, os tempos para as avaliagdes foram determinados quando mais de 50%
das parcelas experimentais, na condicdo de seca ou umida, se encontravam nos
respectivos estadios reprodutivos. Para a analise estatistica foi considerado cada
tempo de avaliagao (10 dias, 22 dias e 42 dias) um ensaio independente dos demais
tempos.

Cada parcela experimental foi representada por um vaso de
polietilieno com capacidade para 9 L na cor marmore, para minimizar os efeitos da
radiacdo solar. Cada vaso recebeu 8 kg de um substrato na proporgédo 3:1
(terra:areia), formado pela mistura de Latossolo Vermelho distroférrico de textura
argilosa coletado na camada 0-20 cm em uma area de cultivo comercial de soja e
areia fina lavada de rio. Amostras do substrato foram analisadas para fins de
fertilidade (SILVA, 2009), cujos resultados sado apresentados na Tabela 5.1.

Para a determinacdo do pH, foi estimada a atividade do ion H* na
suspensao do substrato, utilizando-se solugao de cloreto de calcio (CaCly) e leitura
por meio de um potencidmetro. A determinacdo da acidez trocavel (AI**) foi com o

extrator cloreto de potassio (KCI) e a leitura realizada por titulagdo com solucéo de
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hidréxido de sédio (NaOH). A acidez potencial (H* + AI**) foi determinada com o uso
de solugado tampao SMP (método de Shoemaker, McLean e Pratt) e leitura por meio
de um potencidmetro, com resultado obtido pela conversdo do valor da leitura
conforme tabela obtida pela resolu¢cdo de equagdes de regresséo.

Os teores de calcio (Ca®*) e magnésio (Mg?*) trocaveis foram
extraidos com KCI e determinados por titulagdo com EDTA. O fosforo (P) e o
potassio (K*) foram determinados por meio de solugéo extratora Mehlich-1. O teor de
P foi obtido por leitura em espectrofotbmetro a 630 nm e constru¢cdo de curva de
calibracdo. O teor de K foi obtido por leitura em fotdmetro de chama e construgcao de
curva de calibragcado. A determinacao de carbono (C) foi realizada conforme método
Walkley-Black, em que a matéria organica foi oxidada por ions dicromato (Cr,0;%)
em meio fortemente acido. O excesso de Cr,O;* foi titulado com FeSOy, e o teor de
matéria organica (MO) calculado pela quantidade de Cr,O;* reduzido. A relagcdo
entre oteorde MO ede C éde 1,724..

Tabela 5.1. Resultados da analise quimica de um substrato contendo terra argilosa e
areia na proporgao 3:1.

pH Ca* Mg®™ K' AP H+AP* CTC V% C MO P
CaCl, omoledm™® s gkg - mg dm™
6,80 820 0,83 064 0,00 254 1221 7920 7,00 12,10 47,49

Andlise Quimica do Solo — AQS (SILVA, 2009)

Antes da semeadura, sementes de soja foram inoculadas com
inoculante turfoso comercial contendo 7,2 x 10° unidades formadoras de coldnia por
grama (garantia do fabricante), contendo as estirpes SEMIA 5079 e SEMIA 5080 de
Bradyrhizobium spp. A partir do estadio V, (primeiro trifélio totalmente desenvolvido)
as plantas foram desbastadas e duas foram mantidas por vaso.

Foi estabelecida a massa de agua aplicada ao tratamento em
condigdo de suprimento pleno como 80% da CC (umida) e de restricdo hidrica,
quando aplicada, em 30% da CC (seca) (ALBUQUERQUE, 2010). Assim,
diariamente, as disponibilidades hidricas eram determinadas a partir da massa de
agua em quilogramas contida em cada vaso, por meio de uma balanga eletrénica
com capacidade para 15 kg, e, uma vez ao dia, foram restabelecidos a 80% ou 30%
da CC pela determinagao e reposi¢cao do volume perdido pela evapotranspiragao.

Metade das parcelas experimentais foram mantidas com pleno
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suprimento de agua em 80% da CC em todo o ciclo da cultura. No entanto, a outra
metade das parcelas foi submetida a restricao hidrica com umidade em 30% da CC,
entre os 33 DAS e 75 DAS, pelo tempo total de 42 dias. Em cada um dos trés
tempos de exposi¢cdo a seca (10 dias, 22 dias e 42 dias), cinco repeticbes de cada
tratamento (cinco gendtipos x duas condi¢gbes hidricas), dentro de cinco blocos,
foram aleatoriamente amostrados para as analises destrutivas, num total de 50
parcelas experimentais por cada tempo. Foram utilizadas neste trabalho um total de
150 parcelas experimentais.

O efeito do regime hidrico (Umido ou seco) foi avaliado por
determinagdes nao destrutivas na parte aérea das plantas durante os estadios Ry,
R, e Rg pelas varidveis: condutancia estomatica (mmol m? s™) (Leaf Porometer,
Model SC-1, Decagon Devices, Inc) e temperatura foliar (°C) (Termdmetro Mira
Laser, Incoterm). As determinacdes foliares ocorreram no foliolo central do 3° trifélio
totalmente desenvolvido a partir do apice do caule principal das plantas.

As variaveis avaliadas foram: concentragdo de aménio (NH;") e
nitrato (NO3’) nas folhas, atividade especifica das enzimas glutamina sintetase nos
nodulos, superéxido dismutase e catalase nas folhas, e peroxidacao de lipidios nas
folhas e nas raizes.

Para avaliacdo do teor de NH;* e NO3™ nas folhas, os foliolos foram
secos em estufa de circulagdo forgada de ar a 65 °C até atingirem massa constante.
Para obtencdo do extrato, o material seco foi moido, passado em peneira de 60 ou
100 mesh, e transferido para um tubo de ensaio na quantidade de 0,3 g, juntamente
com 5,0 mL de tampéao fosfato de potassio, 0,1 M, pH 7 (6,8 g de KH,PO4 e 8,705 g
de KoHPO4 em 500 mL de solugdo com agua destilada), e 2,5 mL de etanol. A
mistura foi aquecida a 80 °C por cinco minutos (sem ferver) e agitada em vortex.
Apds uma hora, o extrato foi filtrado em algodao hidréfilo estéril e centrifugado em
microcentrifuga por cinco minutos (10.000 g) (HUNGRIA, 1994).

Para o teor de NH," nas folhas, empregou-se o método baseado em
Mitchell (1972), com solugdo de hipoclorito de sodio substituida por
dicloroisocianurato de sédio, conforme Felker (1977) e descrito por Hungria (1994),
ja que o hipoclorito de sodio perde rapidamente seu poder oxidante. Aliquotas de 50
ML do extrato em duplicata foram adicionadas em tubos de ensaio com 450 uL de
agua destilada. Entao, 2,5 mL da solugao A (10 g de fenol e 50 mg de nitroprussiato

de sédio em 1,0 L de solugdo com agua destilada) e 2,5 mL da solucdo B (30 g de
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NaOH e 0,62 g de dicloroisocianurato de sédio em 1000 mL de solugdo com agua
destilada) foram adicionados e misturados em vortex. Apés 30 minutos, formou-se
um cromoforo, cuja intensidade foi lida a 630 nm em espectrofotdmetro. As leituras
de absorbancia foram convertidas em nmols de NH;" contra uma curva padrdo
construida para cada conjunto de analises (NH4CIl, 5,0 mM, com concentragdes
finais de 0 a 400 nmols de NH,*). Os resultados foram expressos em pmols de
amonio por grama de massa seca.

Os teores de NO3™ nas folhas foram obtidos com base em Cataldo et
al. (1975), reduzindo-se as quantidades para Vi, conforme descrito em Hungria
(1994). Aliquotas de 50 uL do extrato em duplicata foram misturados com 200 uL de
solugdo de acido salicilico a 5% (5,0 g de acido salicilico em 100 mL de acido
sulfurico concentrado) em um tubo de ensaio. Apos 20 minutos em temperatura
ambiente, foram adicionados lentamente 4,75 mL de NaOH, 2 M, para atingir pH
superior a 12. A reacao foi misturada em vortex e esfriada em temperatura ambiente.
Formou-se um cromoforo, cuja intensidade foi lida a 410 nm em espectrofotdmetro.
As leituras de absorbancia foram convertidas em nmols de NOs™ contra uma curva
padrdo construida para cada conjunto de analises (KNOj;, 5,0 mM, com
concentracgoes finais de 0 a 400 nmols de NO3’). Os resultados foram expressos em
pMmols de nitrato por grama de massa seca.

A atividade especifica da enzima glutamina sintetase (GS; EC
6.3.1.2) nos nodulos foi medida em extrato obtido conforme Hungria, Barradas e
Wallsgrove (1991). Cerca de 2,0 g de nddulos frescos foram lavados com agua
destilada e mantidos a 0 °C durante a coleta, armazenados em microtubos de 2,0
mL. Em seguida, foram congelados em nitrogénio liquido (NL;) e imediatamente
preservados a -80 °C até o momento das analises. Uma aliquota de 0,5 g de
nodulos foi mascerado com uma pitada de polivinilpolipirrolidona (PVPP) e 5,0 mL
de solugdo de extragcdo, em almofariz e pistilo mantidos a 4 °C sobre gelo picado. O
homogeneizado foi transferido para microtubos e centrifugado a 4 °C (20.000 g) por
30 minutos. Na sequéncia, o sobrenadante passou por coluna de Sephadex® G-25
(Sigma-Aldrich) previamente dessalinizada. No processo de extragdo, o
fracionamento do tecido nodular € essencial, porque possibilita a separacdo da
fracao bacteroidal da fragao contendo o citosol da planta hospedeira.

A solugcédo tampao de homogeneizagdo e de extragao (HUNGRIA,

1994) foi baseada na solucdo de Kendall et al. (1986) para a glutamina sintetase,
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que consiste em solugao tampao A, pH 7,7 (1,97 g de Tris-base, 50 mM; 0,6162 g de
MgS0,4.7H,0, 10 mM; e 25 mL de etilenoglicol, 10%, em 250 mL de solugao) e
solugdo de extragdo, pH 7,7 (0,184 g de acido glutamico, 5,0 mM; 0,125 mL de
Triton X-100, 0,05%; e 0,193 g de ditiotreitol (DTT), 5,0 mM, em 250 mL de solugao.
O DTT foi adicionado ap6s o acerto do pH e antes do uso da solugéo).

Para a determinacdo da atividade da GS (HUNGRIA, 1994;
HUNGRIA; BARRADAS; WALLSGROVE, 1991; CULLIMORE; SIMS, 1980), o y-
glutamil-hidroxamato foi determinado conforme Ferguson e Sims (1971). Apods
obtencdo do extrato dos nddulos e efetuada a dessalinizagcao da coluna de
Sephadex® G-25 (gel filtrante) com 10 mL do tampao de dessalinizacdo (tamp&o A,
pH 7,7; € 0,1542 g de DTT, 5 mM, em 200 mL de solug¢ao), 500 uL foram carregados
na coluna, seguidos dois carregamentos (450 pL e 750 pL) do tampéo de
dessalinizacdo, e finalmente 1000 uL da solucdo de extracdo. Na repeticdo do
processo, ao se adicionar 500 uL do extrato da amostra seguinte, foi iniciada a
coleta do filtrado, continuando a coleta com a adicdo de 450 pyL do tampao de
dessalinizagédo, num total de 950 uL, e assim sucessivamente. Nos carregamentos
de 750 pL do tampao de dessalinizacao e 1000 uL de solugao de extracéo o eluente
era desprezado.

Para o ensaio da atividade da enzima glutamina sintetase, foram
transferidos 450 pL da solugédo de ensaio, pH 6,4 (0,3 g de Tris-base; 0,45 g de L-
glutamina; 0,13 g de hidroxilamina-HCI; 1,2 mg de adenosina difostato sodica; e 12,5
mg de MnCl; ou 15 mg de MnS04.4H,0, em 50 mL de solucdo); 50 yL da solugao
de arsenato de sédio a 6,4%, pH 6,4 (6,4 g de arsenato de sédio em 100 mL de
tampao Tris-base); e 20 pL do extrato filtrado de ndédulos para microtubos de 2,0 mL.
A reacéo foi incubada por 10 minutos a 30 °C, seguida pela adicdao de 500 pL de
solugédo de cloreto de ferro Ill (5,0 g de FeCls;, 0,37 M; 2,8 mL de HCI, 0,67 M; e
1,634 g de acido tricloroacético, 0,2 M, em 50 mL de solugao, filtrados em duplo
papel de filtro e mantidos em vidro escuro) e centrifugado em microcentrifuga por 10
minutos (10.000 g). Formou-se um cromoforo, cuja intensidade foi lida a 505 nm em
espectrofotdbmetro. As leituras de absorbancia foram convertidas em mmols de y-
glutamil hidroxamato contra uma curva padrdo construida para cada conjunto de
analises (solugcdo de y-glutamil hidroxamato, 25 mM, com aliquotas de O mL a 0,4

mL). Os resultados da atividade da enzima glutamina sintetase foram expressos em
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mmols de y-glutamil hidroxamato formados por minuto por mg de proteinas.

Para obtencdo do extrato para avaliar as atividades especificas das
enzimas superoxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) e catalase (CAT; EC 1.11.1.6)
nas folhas, foram coletados trifdlios do terceiro né a partir do apice do caule principal
das plantas em cada tempo avaliado de exposigcéo a seca (10 dias em Ry, 22 dias
em R4 e 42 dias em Rg). Os foliolos frescos foram lavados com agua destilada e
mantidos a 0 °C durante a coleta, embalados em papel aluminio. Em seguida, foram
congelados em NL, e, imediatamente, preservados a -80 °C até o momento das
analises.

A extracdo enzimatica foi realizada com as solugdes e os materiais
mantidos sobre gelo picado a 4 °C. Amostras de 1,0 g de foliolos em nitrogénio
liquido foram maceradas com almofariz e pistilo, € homogeneizadas com 3,0 mL de
tampao fosfato de potassio, 0,1 M, pH 7,0, contendo EDTA sddico, 1 mM; DTT, 3
mM e PVPP insoluvel, 0,5% (p/v) (0,186 g de EDTA sédico, 0,2313 g de DTT, e 2,5
g de PVPP, em 500 mL de solucdo de tampdo fosfato de potassio). O
homogeneizado foi centrifugado (12.000 g) a 4 °C por 15 minutos, e o sobrenadante
coletado e centrifugado (12.000 g) novamente por mais 15 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi armazenado a -20 °C até o momento das analises.

Atividade especifica da enzima superoxido dismutase (SOD; EC
1.15.1.1) nas folhas foi obtida com base em Beauchamp e Fridovich (1971) e
Giannopolitis e Ries (1977). Para as analises foram preparadas as seguintes
solugdes:

a) Solucdo estoque de riboflavina: preparada em ambiente escuro
em recipiente forrado com papel aluminio, 0,3763 g de riboflavina, 0,1 M, em 10 mL
de agua destilada, armazenada em microtubos de 2,0 mL forrados com papel
aluminio em freezer;

b) Solugdo de trabalho de riboflavina, 200 pM: 20 uL da solugéo
estoque de riboflavina em 10 mL de agua destilada, preparada no escuro em
recipiente forrado com papel aluminio, com diluigcao feita no dia da leitura e mantida
refrigerada;

c) Solugéo estoque de metionina: 0,4849 g de metionina em 50 mL
de agua destilada, preparada no escuro em recipiente envolto em papel aluminio;

d) Solugao estoque de EDTA sddico: 0,3722 g em 100 mL de agua

destilada;
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e) Solugao estoque de nitroblue tetrazolium (NBT): 0,0122 g em 15
mL de agua destilada, preparados no dia da leitura, em ambiente escuro, em
recipiente envolto em papel aluminio;

f) Solugdo mix de trabalho em recipiente envolto com papel aluminio
(volume para 1 amostra): 0,360 mL de agua destilada; 1,0 mL de tampao fosfato de
potassio, 0,1 M, pH 7,8; 0,400 mL de metionina, 13 mM; 20 uL de EDTA sddico, 0,1
mM; e 150 uL de NBT, 75 uM.

Para as analises, foram preparadas trés diferentes reagcdes em tubos
de ensaios:

1) Amostra no claro (volume por amostra): 1,930 mL do mix; 50 uL
do extrato enzimatico; e 20 uL da solugao de trabalho de riboflavina.

2) Amostra branco no claro (amostra unica em ftriplicata para cada
bateria de analises): 1,930 mL do mix; 50 yL de agua destilada; 20 uL da solugéo de
trabalho de riboflavina.

As amostras no claro e as amostras branco no claro foram agitadas
em vortex e mantidas por 10 minutos em camara de luz a 25 °C. A camara de luz
utilizada foi uma caixa térmica com seu interior forrado com folha de aluminio e agua
na temperatura ambiente, com lampada fluorescente de 15 W acoplada na tampa da
caixa. A amostra branco no claro apresentou cor azul arroxeada.

3) Amostra branco no escuro (volume por amostra): 1,930 mL do
mix; 50 uL do extrato enzimatico; 20 uL da solugdo de trabalho de riboflavina, em
tubo de ensaio coberto com papel aluminio.

Todo o procedimento da amostra branco no escuro foi realizado em
ambiente sem iluminagao. Imediatamente, a amostra foi agitada em vortex e mantida
em camara escura (caixa térmica com seu interior forrado com folha de aluminio) por
10 minutos a 25°C.

Para ambas as amostras, formou-se um cromaéforo, cuja intensidade
foi lida a 560 nm de absorbancia em espectrofotometro. Uma unidade de SOD (U) é
definida como a quantidade de enzima requerida para inibir 50% da fotorredug¢ao do
NBT em comparacdo com os tubos sem o extrato de plantas. Os resultados da
atividade especifica da enzima superoéxido dismutase foram expressos em U ug™” de

proteina, os quais foram obtidos por meio das equacdes 1 e 2.
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1) BC — (AC-AE)
................... x 100 = % de inibigdo

(2) U % de inibicao x volume da amostra pL
Atividade Especificada SOD = = -—-—--—mmmmmemmemn = -
ug de proteina 50 % x concentragéo de proteina ug pL*

Onde, BC é a amostra branco no claro (sem enzima); AC é a
amostra no claro; e AE é a amostra branco no escuro. U é uma unidade de SOD
requerida para inibir 50% da fotorredu¢cao do NBT, portanto o valor de U de uma
amostra é a razao entre a % de inibicdo de uma amostra e o valor de 50% de
inibicao.

A obtencao do extrato para avaliar a atividade especifica da enzima
catalase (CAT; EC 1.11.1.6) nas folhas foi baseada em Havir e McHale (1987). Para
a analise da atividade, foi preparada solu¢do de trabalho de perdxido de hidrogénio
(H202), 1,25/100 (v/v), contendo 1,250 mL de H20, (130 vol., 30%) em 98,750 mL de
tampao fosfato de potassio, 0,1 M, pH 7,0, para cada bateria de analises.
Individualmente, para cada leitura, foram pipetados 1987,5 uL da solucdo de
trabalho de H,O, em microtubo de 2,0 mL e incubado em banho-maria a 30°C por 2
minutos. Na sequéncia, uma aliquota de 12,5 pyL do extrato enzimatico foi
adicionado, e o microtubo foi fechado e tombado levemente uma vez, sem agitar,
para misturar o extrato com a solugcdo e a reagao ser iniciada. Imediatamente, foi
realizada a leitura em espectrofotdmetro em absorbancia de 240 nm, e a atividade
determinada pelo monitoramento de degradagao de H,O, a cada 10 segundos por 1
minuto, contra um branco sem o extrato. A atividade enzimatica da catalase foi
calculada pelo coeficiente de extingdo molar de 36 mM™ cm™. A atividade especifica
foi determinada pela razdo entre o valor da atividade bruta da catalase e a
concentracdo de proteinas em cada amostra. Os resultados foram expressos como
pMmol H2O, consumido por minuto por mg de proteina.

Para a determinagao do teor de proteina foi utilizado o método de
Bradford (1976), descrito por Hungria (1994). Brevemente, uma aliquota de 50 pL do
extrato enzimatico (nddulos ou folhas) foi adicionada a 5 mL de solug&o de trabalho
de Coomassie brilhante azul G-250 15/100 (v/v) (Solugdo estoque: 100 mg de
comassie brilhante azul G-250 dissolvidos em 50 mL de etanol, 95%, e adicionados

a 100 mL de acido fosférico, 85%. Solugao de trabalho: 15 mL de solugédo estoque
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diluidas em 85 mL de tampao fosfato de potassio, 0,1 M, pH 7). A absorbancia foi
lida no comprimento de onda de 595 nm em espectrofotdmetro, apds dois minutos e
antes de 1 hora, contra uma curva padréo construida para o conjunto de analises
(padrdo: albumina de soro bovino — BSA, 1 mg/mL, com aliquotas de 10 pg a 100 pg
de proteina e tampao fosfato de potassio, 0,1 M, pH 7,0).

As determinagdes de peroxidagao de lipidios em raizes e folhas
foram realizadas pelo método TBARS (Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbiturico) descrito por Carmak e Horst (1991) e utilizado por Cavalcanti et al.
(2004). Foram coletadas amostras de trifdlios (terceiro né a partir do apice do caule
principal) e de raizes frescas dos gendtipos de soja nos tempos de 10 dias, 22 dias e
42 dias de exposicdo a restricdo hidrica, durante os estadios R;, Rs e Reg,
respectivamente, lavadas com agua destilada e mantidas a 0 °C durante a coleta,
embaladas em papel aluminio. Na sequéncia, foram congeladas em NL; e
preservadas a -80 °C até o momento das analises.

No processo de extragdo, os materiais e solugdes foram mantidos
em gelo (4 °C). Com auxilio de almofariz e pistilo, 1 g por amostra de tecido vegetal
(folhas ou raizes) foi macerado com NL, e imediatamente homogeneizado com 3,0
mL de solugédo 1% de acido tricloroacético (TCA) em agua destilada (5,0 g de TCA
em 500 mL de solugdo com agua destilada) por cerca de 3 minutos. O
homogeneizado foi tranferido para um microtubo de 2,0 mL, cuja concentragdo do
extrato resultante foi de 0,333 g de massa fresca por mL de solugédo extratora (TCA
1%). O extrato nos tubos foi mantido no gelo até a centrifugagéo.

Para a analise da peroxidagao de lipidios em folhas e raizes, as
solugdes foram armazenadas em refrigerador e mantidas no gelo ou agua gelada
durante o uso. O homogeneizado foi centrifugado por 15 minutos (20.000 g) a 4°C e
0 sobrenadante coletado e mantido em gelo. Foram utilizados tubos de ensaio com
tampas, capazes de suportar altas temperaturas, aos quais foram adicionados 2,5
mL de uma solugédo de TBARS (2,5 g de acido tiobarbiturico - TBA, 0,5%, em 100 g
de acido tricloroacético - TCA, 20%, em 500 mL de solugdo com agua destilada) e
0,5 mL do extrato vegetal. Os tubos foram agitados em vortex e mantidos por 30
minutos em banho-maria a 95 °C. Em seguida, a reagéo resultante de coloragao
opaca rosea-alaranjada foi interrompida mantendo os tubos no gelo por 10 minutos.
Para a clarificagao, as reagdes foram centrifugadas por 5 minutos (20.000 g) a 4°C

em microtubos de 2,0 mL. As leituras foram realizadas em espectrofotometro nas
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absorbancias de 532 nm e 600 nm. O resultado final em absorbancia foi obtido ao se
subtrair a leitura a 600 nm da obtida a 532 nm.

A quantidade de malonaldeido (MDA), metabdlito reativo ao acido
tioboarbiturico (TBARS), foi calculada usando o coeficiente de extingdo de 155 mM™’
cm™. O resultado foi expresso em nmols de TBARS-MDA por g de massa fresca
(MF). Foi utilizada a férmula, conforme lei de Beer-Lambert-Bouguer: Concentragao
de TBARS-MDA = (A532-A600)/155 nM TBARS-MDA g™ MF.

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as

médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A restricdo hidrica provoca o fechamento dos estdmatos e afeta os
processos fisiolégicos da planta, e, consequentemente, o desempenho fotossintético
e o processo de FBN. Com o fechamento dos estdmatos ha redugao da transpiragao
e aumento da temperatura foliar (GUIMARAES; STONE, 2010; TAIZ; ZEIGER, 2013;
CEREZINI et al., 2014). Neste trabalho, os gendtipos de soja expostos a seca
apresentaram redugdo na condutancia estomatica em 73% e aumento da
temperatura foliar em cerca de 5% (Figura 5.1).

O ion NH4" nas folhas é rapidamente assimilado proximo ao local de
producéo. Isso evita os efeitos toxicos do NH;" sobre as enzimas do citosol. Apds 10
dias de exposicao a seca no estadio de florescimento pleno (Rz) a concentragao de
NH,4" nas folhas foi reduzida nos genotipos de soja cv. Jackson (27,2%) e R02-1325
(34,1%); e, aos 22 dias de seca, em R4 (vagens formadas) o NH4" foi reduzido na
linhagem R02-1325 (18,9%). Em R (gréos verdes formados), apds 42 dias de seca,
o teor de NH," nas folhas dos cinco gendtipos foi reduzida em 39,4%, quando
comparado ao controle umido (Figura 5.2).

Comparativamente, a seca ndo causou alteracdes no teor de NH4"
entre os gendtipos nos estadios Ry e Rg, no entanto, em R4, a cv. Jackson
apresentou a maior média e diferiu da linhagem R02-1325 em 18,2%. A reducao da
concentracdo de NH;" nas folhas sob restricdo hidrica pode conferir as plantas maior
tolerancia a seca, pois as células vegetais evitam a toxicidade do aménio pela rapida
conversdo do NH;" gerado a partir dos ureidos transportados via xilema e

catabolizados na parte aérea (TAIZ; ZEIGER, 2013), processo que é prejudicado
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pela restricdo hidrica. Nesse sentido, a cv Jackson e a linhagem R02-1325 sob seca
se destacaram nos estadios iniciais (R, € R4). No entanto, com o aumento do
periodo de seca até 42 dias (Rs), € sob o efeito deletério da restrigdo hidrica, a
concentragdo de amoénio foi reduzida nas folhas de todos os gendtipos, com maior
intensidade no periodo em que os graos ja estavam formados. Essa redugao
generalizada também pode ser resultante da forca de dreno para a formacao de
graos e o declinio da atividade de FBN nesse estadio de desenvolvimento da cultura
(Figura 5.2).

Figura 5.1. Condutancia estomatica (A) e temperatura foliar (B) na parte aérea de
gendtipos de soja com diferentes niveis de FBN tolerante a seca (cv. BRS 317, cv.
Jackson, R02-1325, R01-416F e R01-581F) expostos as condigao umida (80% da
capacidade de campo - CC) e de seca (30% da CC) por até 42 dias durante os
estadios florescimento e enchimento de graos.
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Diferentemente do NH,*, altas concentragbes de NOs3 s&o
armazenadas no vacuolo sem causar toxicidade a planta. A concentracdo de NOj
foi reduzida nas folhas do gendtipo Jackson (47,7%) no estadio Ry, em razdo da
seca; em Ry, o teor de NO3 aumentou 22,6% na linhagem R02-1325 e 26,5% na

R01-581F, em comparag&o ao controle umido. Em Rg, com 0 aumento do periodo de
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seca, o teor de NOj3™ das folhas aumentou nos cinco gendtipos em 46,2% (Figura
5.3). Quando os gendtipos foram comparados sob restricdo hidrica no estadio Rg, a
linhagem R02-1325 apresentou maiores concentragbes de NO3;™ nas folhas, porém
sem diferir dos controles cv. Jackson ou cv. BRS 317, mas foi superior as linhagens
R01-416F (26,8%) e R01-581F (33,1%) (Figura 5.3).

As concentracdes de NH;* e NO3™ nas folhas se inverteram com o
aumento do tempo de restricdo hidrica nos estadios reprodutivos, ou seja, as
concentragdes de NH;" diminuiram e as concentragdes de NO3; foram
incrementadas. Embora o NO3™ possa ser acumulado nos vaculos das celulas sem
causar toxicidade a planta, altas concentracbes de aménio sao téxicas. O cation
NH," pode agir no desacoplamento do transporte de elétrons da fotossintese e da
respiragéo, dissipando o gradiente eletroquimico de H* gerado entre os dois lados
da membrana, o que impede a produgdo de ATP (adenosina trifosfato). Assim, as
plantas assimilam o NH;" proximo ao sitio de absorcdo ou produgdo, evitando os
efeitos téxicos sobre as enzimas do citosol (HELDT, 1997; KERBAUY, 2008;
SALISBURY; ROSS, 2013). Silveira, Costa e Oliveira (2001) avaliaram plantas de
feijao caupi (Vigna unguiculata) expostas ao déficit hidrico por até seis dias e depois
reidratadas, e verificaram que os teores de NO3; aumentaram em raizes, porém
houve reduc&o nas folhas, como também foi reduzida a atividade da glutamina
sintetase nos nédulos.

Embora o NOj3; possa ser acumulado nos vacuolos para posterior
uso, para sua assimilacdo precisa ser reduzido a (NH,4"), e entdo incorporado em
compostos organicos. Esse processo € intermediado pela enzima nitrato redutase
(NR). A NR em plantas superiores é uma enzima complexa e extremamente sensivel
as variagdes ambientais, ao substrato e ao produto final, e protege o metabolismo de
N dessas variagdes. A atividade dessa enzima aumenta rapidamente na presenca
de NOg’, pelo aumento da luz e temperatura, mas é reduzida com o acumulo de NHj3,
pelo estresse hidrico ou térmico e pela baixa luminosidade (KRAMER; BOYER,
1995; MARSCHNER, 1995; PIMENTEL, 1998). Assim, com o aumento do periodo
de exposi¢ao a seca, reducdo da condutancia estomatica e alteracdes do teores de
NH,*, possivelmente reduziu a atividade da enzima NR, o que resultou no aumento

dos teores de NOs'.
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Figura 5.2. Concentragdo de amdnio (NH4') em folhas de gendtipos de soja com
diferentes niveis de FBN tolerante a seca (cv. BRS 317, cv. Jackson, R02-1325,
R01-416F e R01-581F) expostos a condigdo umida (80% CC) e de seca (30% CC)
por (A) 10 dias até o estadio Ry, por (B) 22 dias até R4 e por (C) 42 dias até Re.
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Médias seguidas pela mesma letra, maiusculas (condi¢cao hidrica, dentro de gendtipo) e minusculas
(gendtipos, dentro de condi¢ao hidrica) nao diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

A: CV% = 18,37; valor de P (CH) = 0,002; valor de P (G) = 0,001; valor de P (CHxG) = 0,123.

B: CV% = 9,83; valor de P (CH) = 0,139; valor de P (G) = 0,516; valor de (CHxG) = 0,058.

C: CV% = 8,86; valor de P (CH) < 0,001; valor de P (G) = 0,597; valor de P (CHxG) = 0,125.

CH = Condicéo hidrica; G = Genétipo; CC = Capacidade de campo. Valores em pmol de NH," por

grama de massa seca (MS).
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Figura 5.3. Concentracao de nitrato (NO3;) em folhas de gendtipos de soja com
diferentes niveis de FBN tolerante a seca (cv. BRS 317, cv. Jackson, R02-1325,
R01-416F e R01-581F) expostos a condigdo umida (80% CC) e de seca (30% CC)
por (A) 10 dias até o estadio Ry, por (B) 22 dias até R4 e por (C) 42 dias até Re.
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Médias seguidas pela mesma letra, maiusculas (condi¢cao hidrica, dentro de gendtipo) e minusculas
(gendtipos, dentro de condi¢ao hidrica) nao diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

A: CV% = 22,11; valor de P (CH) = 0,087; valor de P (G) = 0,068; valor de P (CHxG) = 0,011.

B: CV% = 15,74, valor de P (CH) = 0,007; valor de P (G) = 0,232; valor de P (CHxG) = 0,295.

C: CV% = 15,05; valor de P (CH) < 0,001; valor de P (G) < 0,001; valor de P (CHxG) = 0,191.

CH = Condigao hidrica; G = Genotipo; CC = Capacidade de campo. Valores em umol de NO3™ por
grama de massa seca (MS).

Sob 10 dias de restricdo hidrica no estadio de florescimento (Ry), a
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atividade da enzima glutamina sintetase (GS) nos noédulos foi reduzida nos
genotipos BRS 317 (25,3%), R01-416F (37%) e R01-581F (55,7%); porém aumentou
nos genotipos Jackson (23%) e R02-1325 (37,8%). No estadio R4, o efeito da seca
por 22 dias aumentou a atividade da GS nos genotipos BRS 317 (84,7%), Jackson
(52,2%) e R01-416F (123,5%) e néo foi influenciada nas linhagens R02-1325 e R01-
581F, quando comparada com o controle umido. Em Rg, apds 42 dias de seca, a GS
diminuiu na cv. BRS 317 (56,6%) e aumentou na linhagem R02-1325 (64,2%), sem
efeito nos demais genotipos (Figura 5.4).

Ao serem comparados os genoétipos apdés 10 dias sob seca, no
estadio Ry, a linhagem R02-1325 apresentou maior atividade da GS nos nddulos em
relacdo aos demais genotipos. Aos 22 dias em R4, a cv. BRS 317 apresentou maior
atividade em relacéo a cv. Jackson e a linhagem R02-1325. Aos 42 dias em Rg, as
médias entre os gendtipos nao diferiram entre si (Figura 5.4).

A atividade especifica da GS aumentou com o avango dos estadios
reprodutivos, de 0,83 mmol (Ry) para 0,92 mmol (R4) e, depois, para 1,42 mmol (Rs)
na média das condi¢des hidricas; no entanto, o comportamento da atividade da GS
se apresentou muito particular de gendtipo para gendtipo, de tempo para tempo,
seja sob seca ou sob condigdo umida. Contudo, a linhagem R02-1325 e a variedade
cv. Jackson nao tiveram a atividade da GS reduzida em nenhum dos estadios ou
tempo de exposicdo a seca. Em contrapartida, a cv. BRS 317 apresentou redugéo
na GS nos tempos de 10 dias de seca no estadio R, e de 42 dias em Rg (Figura 5.4).

No processo de FBN, o primeiro produto estavel € a amdnia (NH3),
que tem sua assimilagdo mediada pelas enzimas glutamina sintetase (GS) e
glutamato sintase (GOGAT), precursores dos ureidos que sao translocados via
xilema para a parte aérea. A diminuicdo da atividade da GS causada por estresses
pode ser um dos fatores limitantes a FBN (HUNGRIA, 1994).

O aumento ou a reducdo da atividade da GS sob seca pode estar
associado a concentragcao de ureidos na seiva do xilema em funcdo de varios
fatores, como o tempo de exposi¢ao e o estadio da planta. Alguns autores avaliaram
a cv. Jackson e associaram os baixos teores de ureidos no exsudato do xilema e
nos peciolos a condigdo de pleno suprimento de agua, mas também houve baixo
acumulo de ureidos quando essa variedade era exposta a seca (SERRAJ;
SINCLAIR, 1997; SERRAJ et al., 1997; SERRAJ; VADEZ; SINCLAIR, 2001).
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Figura 5.4. Atividade especifica da enzima glutamina sintetase (GS) em nddulos de
gendtipos de soja com diferentes niveis de FBN tolerante a seca (cv. BRS 317, cv.
Jackson, R02-1325, R01-416F e R01-581F) expostos a condigdo umida (80% CC) e
de seca (30% CC) por (A) 10 dias até o estadio R,, por (B) 22 dias até R4 e por (C)
42 dias até Rs.
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Médias seguidas pela mesma letra, mailusculas (condi¢do hidrica, dentro de gendtipo) e minusculas
(gendtipos, dentro de condicdo hidrica) nao diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

A: CV% = 14,40; valor de P (CH) < 0,001; valor de P (G) < 0,001; valor de P (CHxG) < 0,001.

B: CV% = 15,86; valor de P (CH) < 0,001; valor de P (G) < 0,001; valor de P (CHxG) < 0,001.

C: CV% = 17,80; valor de P (CH) = 0,017; valor de P (G) < 0,001; valor de P (CHxG) < 0,001.

CH = Condicao hidrica; G = Genotipo; CC = Capacidade de campo. Valores em mmol de y-glutamil
hidroxamato formados por minuto por miligrama de proteina.
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A primeira barreira enzimatica que atua na protegao celular contra o
estresse oxidativo é a superédxido dismutase, que atua na dismutagao do radical
superoxido, e o transforma em peroxido de hidrogénio e oxigénio (O2.- — H202 + O2)
(BLOKHINA; VIROLAINEN; FAGERSTEDT, 2003; SILVA, 2013).

A atividade especifica da enzima superdxido dismutase (SOD) sob
10 dias de seca foi reduzida nas folhas do gendtipo cv. BRS 317 (20,4%) no estadio
R»; e, aos 22 dias em R4 aumentou na linhagem R01-581F (16,8%), comparado ao
controle umido. Para os demais gendtipos, ndo houve diferengas entre as médias
dos tratamentos seca e umida, o que ocorreu para todos os gendtipos aos 42 dias
em R (Figura 5.5).

Ao serem comparadas as meédias dos gendtipos nos trés tempos de
exposicao a seca, foram observadas diferengcas apenas aos 22 dias no estadio Ry,
no qual a variedade cv. BRS 317 apresentou a maior atividade da SOD e diferiu
apenas da linhagem R02-1325, em que houve reducdo em 16,5%, quando exposta a
seca (Figura 5.5).

A atividade especifica da enzima catalase (CAT) nas folhas da cv.
Jackson aumentou (236%) quando exposta a seca por 10 dias no estadio Ry,
enquanto as médias dos demais genodtipos ndo foram influenciadas pela condigcédo
hidrica. No estadio R4, a atividade da CAT diminuiu nas folhas da cv. BRS 317
(29,1%), aumentou nas linhagens R02-1325 (83,5%) e R01-416F (55%), e nao
diferiu para a cv. Jackson e a linhagem R01-581F em resposta a seca. Com o
aumento do periodo de exposicdo a seca em Rg, a atividade da CAT aumentou nas
folhas da cv. BRS 317 (63,1%), reduziu na cv. Jackson (46,4%), e ndao nao foi
alterada nas linhagens (Figura 5.6).

Quando a atividade da CAT foi comparada entre os gendtipos sob
restricdo hidrica, no estadio Ry, a linhagem RO01-581F nao diferiu da cultivar
Jackson, e ambos foram significativamente superiores aos demais genoétipos. Em Ry,
a cv. BRS 317 e a linhagem R02-1325 apresentaram valores superiores a R0O1-581F.

Em Re, ndo houve diferengas entre os gendtipos (Figura 5.6).
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Figura 5.5. Atividade especifica da enzima superéxido dismutase (SOD) em folhas
de gendtipos de soja com diferentes niveis de FBN tolerante a seca (cv. BRS 317,
cv. Jackson, R02-1325, R01-416F e R01-581F) expostos a condigdo umida (80%
CC) e de seca (30% CC) por (A) 10 dias até o estadio Ry, por (B) 22 dias até R4 e
por (C) 42 dias até Re.
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Médias seguidas pela mesma letra, mailusculas (condi¢do hidrica, dentro de gendtipo) e minusculas
(gendtipos, dentro de condicdo hidrica) nao diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

A: CV% = 10,81; valor de P (CH) = 0,598; valor de P (G) = 0,104; valor de P (CHxG) = 0,011.

B: CV% = 10,06; valor de P (CH) = 0,113; valor de P (G) < 0,001; valor de P (CHxG) = 0,294.

C: CV% = 11,94; valor de P (CH) = 0,617; valor de P (G) = 0,249; valor de P (CHxG) = 0,664.

CH = Condigao hidrica; G = Genotipo; CC = Capacidade de campo; Valores expressos em U ug'1
proteina: quantidade de enzima requerida para inibir 50% da fotorredugdo do NBT (Nitroblue
tetrazolium) por micrograma de proteina.
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Figura 5.6. Atividade especifica da enzima catalase (CAT) em folhas de gendtipos
de soja com diferentes niveis de FBN tolerante a seca (cv. BRS 317, cv. Jackson,
R02-1325, R01-416F e R01-581F) expostos a condi¢ao umida (80% CC) e de seca
(30% CC) por (A) 10 dias até o estadio Ry, por (B) 22 dias até R4 e por (C) 42 dias
até RG.
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Médias seguidas pela mesma letra, mailusculas (condi¢do hidrica, dentro de gendtipo) e minusculas
(gendtipos, dentro de condicdo hidrica) nao diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

A: CV% = 25,31; valor de P (CH) = 0,001; valor de P (G) < 0,001; valor de P (CHxG) < 0,001.

B: CV% = 30,40; valor de P (CH) = 0,542; valor de P (G) < 0,001; valor de P (CHxG) = 0,001.

C: CV% = 32,67; valor de P (CH) = 0,752; valor de P (G) = 0,440; valor de P (CHxG) = 0,007.

CH = Condigao hidrica; G = Gendétipo; CC = Capacidade de campo. Valores em umol de H,O, por
minuto por miligrama de proteina.
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O aumento da atividade da CAT indica que as folhas aumentaram a
sua capacidade de catalisar a decomposi¢cdo do H,O, em O, e H;O. Fu, Huang e
Zhang (2000) sugerem que a atividade da catalase aumenta a partir do
florescimento e decresce préximo a senescéncia. Garcia (2009) avaliou as
condigdes de senescéncia em gendtipos de soja identificando a agdo das enzimas
relacionadas ao estresse oxidativo na parte area e concluiu que o estresse oxidativo
nao foi o fator determinante na senescéncia foliar natural das plantas.

Os resultados da atividade da CAT indicam caracteristicas de
tolerancia ao estresse oxidativo sob déficit hidrico nas linhagens. Em Ry, os
genotipos sob seca nao apresentaram reducdo da atividade da enzima catalase.
Sob déficit hidrico, a cv. BRS 317 reduziu a atividade da enzima nas folhas em Ry, e
a cv. Jackson apresentou menor atividade enzimatica em relagdo ao seu controle em
Rs. Nenhuma das linhagens apresentou redugido da atividade da catalase sob seca
nos trés periodos avaliados (Figura 5.6).

A peroxidacéo lipidica foi maior nas folhas (Figura 5.7) do que nas
raizes (Figura 5.8). Aos 10 dias sob seca no estadio Ry, a cv. BRS 317 apresentou
aumento dos valores de peroxidagdo de lipidios nas folhas em 58,7%, em
comparagao ao controle umido. Igualmente, apos 22 dias sob seca, no estadio Ry,
as linhagens R02-1325 e R01-581F apresentaram aumento da lipoperoxidagéo foliar
em 24,3% e 40,8%, respectivamente. Com o aumento da exposi¢cao a seca por 42
dias, os gendtipos ndo diferiram quanto a peroxidagdo de lipidios entre os
tratamentos sob seca e umido. Na comparacéao entre os gendtipos nas folhas, houve
diferengas somente aos 22 dias no estadio R4, cujos valores reduziram para a cv.
BRS 317 e aumentaram para a R02-1325 sob seca (Figura 5.7).

A peroxidacao lipidica acarreta alteracbes na estrutura e na
permeabilidade das membranas celulares, com liberagcdo de produtos citotoxicos,
como o malonaldeido (MDA), culminando na morte da ceélula (SALISBURY; ROSS,
2013). Comparativamente, entre a condicdo umida e seca, apods 10 dias (Ry) e 22
dias (R4) de restricdo hidrica, ndo houve aumento do valor de MDA nas raizes;
porém, houve redugdo do valor no estadio Ry para a linhagem R01-416F (35,1%).
Com o aumento da exposicédo a seca em 42 dias (Rs), aumentou a peroxidagéo de
lipidios nas raizes dos gendtipos cv. BRS 317 (53%), cv. Jackson (72,6%) e R02-
1325 (49,4%). Nesse estadio, ndo houve efeito da seca nas linhagens R01-416F e

R01-581F em relacdo a lipoperoxidagdo, quando comparadas a condicdo de
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suprimento normal de agua (80% CC) (Figura 5.8).

Figura 5.7. Peroxidagéo de lipidios em folhas de gendtipos de soja com diferentes
niveis de FBN tolerante a seca (cv. BRS 317, cv. Jackson, R02-1325, R01-416F e
R01-581F) expostos a condi¢do umida (80% CC) e de seca (30% CC) por (A) 10
dias até o estadio Ry, por (B) 22 dias até R4 e por (C) 42 dias até Rs.
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Médias seguidas pela mesma letra, maidsculas (condigao hidrica, dentro de gendtipo) e minusculas
(genodtipos, dentro de condigéo hidrica) n&o diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

A: CV% = 24,58; valor de P (CH) = 0,017; valor de P (G) = 0,357; valor de P (CHxG) = 0,457.

B: CV% = 21,55; valor de P (CH) = 0,004; valor de P (G) < 0,001; valor de (CHxG) = 0,346.

C: CV% = 23,08; valor de P (CH) = 0,955; valor de P (G) = 0,005; valor de (CHxG) = 0,525.
Resultados em nmols de TBARS-MDA por g de massa fresca. CH = Condigao hidrica; G = Gendtipo;
CC = Capacidade de campo. TBARS = Substéncias reativas ao acido tiobarbiturico. MDA =
Malonaldeido. Valores em nmol de TBARS-MDA por grama de massa fresca (MF).
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Figura 5.8. Peroxidacao de lipidios em raizes de gendtipos de soja com diferentes
niveis de FBN tolerante a seca (cv. BRS 317, cv. Jackson, R02-1325, R01-416F e
R01-581F) expostos a condigdo umida (80% CC) e de seca (30% CC) por (A) 10
dias até o estadio Ry, por (B) 22 dias até R4 e por (C) 42 dias até Rs.
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Médias seguidas pela mesma letra, maiusculas (condigado hidrica, dentro de genétipo) e minusculas
(gendtipos, dentro de condicao hidrica) nao diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

A: CV% = 29,09; valor de P (CH) = 0,461; valor de P (G) = 0,783; valor de P (CHxG) = 0,091.

B: CV% = 39,78; valor de P (CH) = 0,540; valor de P (G) = 0,261; valor de P (CHxG) = 0,566.

C: CV% = 25,75; valor de P (CH) < 0,001; valor de P (G) < 0,001; valor de P (CHxG) = 0,030.
Resultados em nmols de TBARS-MDA por g de massa fresca. CH = Condi¢ao hidrica; G = Gendtipo;
CC = Capacidade de campo. TBARS = Substancias reativas ao acido tiobarbiturico. MDA =
Malonaldeido.



102

Quando a comparacgao foi entre os gendtipos nos estadios R, e Ry,
nao houve diferengas sob restricdo hidrica; no estadio Rs, com o aumento do
periodo de exposigcédo a seca, a linhagem R01-581F apresentou a menor média em
relacdo aos genotipos cv. BRS 317, cv. Jackson e R02-1325 (Figura 5.8).

A cv. BRS 317 se apresentou sensivel as espécies reativas de
oxigénio (ERO) aos 10 dias de exposi¢cao a seca em R, e aos 22 dias em R4, com a
reducao da atividade das enzimas SOD (R;) e CAT (R4), e aumento da peroxidagao
de lipidios nas folhas (Rz). A cv. Jackson (FBN tolerante a seca) se apresentou
sensivel as ERO, como sugerem os dados de reducdo da atividade da CAT e
aumento da peroxidagao lipidica nas raizes aos 42 dias de seca no estadio R,
quando a planta iniciava sua senescéncia. Ilgualmente, a cv. BRS 317 e a linhagem
R02-1325 apresentaram sensibilidade as ERO aos 42 dias sob seca no estadio Rg
para a peroxidagao de lipidios nas raizes. As linhagens R02-1325, R01-416F e R0O1-
581F, consideradas como FBN tolerante a seca moderada, ndo se apresentaram
sensiveis as espécies reativas de oxigénio nos estadios iniciais quando avaliada
pela atividade da SOD ou da CAT, mas com base na peroxidacdo de lipidios nas
folhas, as linhagens R02-1325 e R01-581F foram sensiveis as ERO em Ry; e a R02-
1325 nas raizes em Rg. A linhagem R01-481F foi tolerante as ERO sob restricao
hidrica, com base nos resultados de perixidacdo de lipidios e da atividade das
enzimas SOD e CAT (Figuras 5.6, 5.7 € 5.8).

5.6 CONCLUSOES

A concentracdo de NH;" foi reduzida enquanto a concentracéo de
NOs3™ aumentou em folhas dos gendétipos durante os estadios reprodutivos, a medida
que aumentou o periodo de exposigao a seca. A maior redugao da concentragao de
NH;" nas folhas nos periodos inicias de seca reforga a cv. Jackson e a linhagem
R02-1325 como tolerantes a seca, principalmente quando essa caracteristica é
associada a vantagem desses gendtipos nao terem tido reducdo da atividade da
enzima glutamina sintetase nos nodulos.

A reducdo da atividade das enzimas antioxidantes superoxido
dismutase e catalase identificaram gendtipos sensiveis as espécies reativas de
oxigénio quando expostos a seca nos estadios iniciais, como a cv. BRS 317 aos 10

dias e 22 dias, reforcado pelo aumento da peroxidacao de lipidios nas folhas desse
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genotipo no estadio Ry, como também para as linhagens R01-581F e R02-1325 em
R4.

A linhagem R01-416F foi tolerante as espécies reativas de oxigénio
avaliada pelas atividades de SOD e CAT ou de peroxidacéo de lipidios. As linhagens
R02-1325, R01-416F e R01581F nao sofreram reagdes as ERO com base na

atividade da enzima catalase.



104

CONCLUSOES GERAIS

A seca diminuiu a nodulagao e o teor foliar de N na soja; aumentou
os teores de ureidos no estadio inicial e no final, em peciolos e nddulos, e nao
reduziu a atividade da enzima glutamina sintetase nos nédulos da linhagem RO02-
1325 e da cv. Jackson. Com a intensificagao do periodo de exposi¢cao a seca, o teor
de NH;" reduziu e o de NO3” aumentou nas folhas. Essa caracteristica em reduzir o
NH;" nos tempos iniciais de exposicdo a seca pode ser uma caracteristica que
confere tolerancia a seca aos genotipos R02-1325 e Jackson.

A restricdo hidrica diminuiu os componentes de rendimento a partir
dos estadios reprodutivos iniciais e seu efeito se intensificou com o aumento do
periodo de seca. A produgado de sementes diminuiu com o déficit hidrico, mas os
genotipos Jackson e R01-581F apresentaram tolerancia a restricdo hidrica no tempo
de exposigcao a seca por até 10 dias durante o estadio de florescimento, enquanto a
cv. BRS 317 apresentou tolerancia a seca por até 22 dias com exposi¢cao durante os
estadios de florescimento e de formagédo de vagens. Assim, os melhores periodos
para avaliagcado da tolerancia a seca, quanto aos componentes de producio, foram
os de 10 dias no estadio R, e de 22 dias em Rs. A linhagem R02-1325 apresentou
maior producado de sementes sob pleno suprimento de agua em 80% da capacidade
de campo (CC) e quando exposta a seca em 30% da CC nao diferiu dos gendtipos
mais produtivos.

A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) ou da catalase
(CAT) foi eficiente em identificar gendtipos tolerantes ou sensiveis a agao das
espécies reativas de oxigénio quando foram expostos a seca. A cv. BRS 317 foi
sensivel ao estresse oxidativo nos tempos iniciais de exposicdo a seca por até 10
dias em Ry e por até 22 dias em R4 com base na reducio da atividade das enzimas
SOD e CAT e aumento da peroxidagao de lipidios nas folhas. A cv. Jackson, a cv.
BRS 317 e a linhagem R02-1325 foram sensiveis as espécies reativas de oxigénio
apods 42 dias de exposicao a seca, quanto a peroxidacao de lipidios nas raizes. As
trés linhagens expostas a seca foram tolerantes ao estresse oxidativo com a
atividade da enzima catalase. A linhagem R01-416F apresentou maior tolerancia ao
estresse oxidativo quando exposta a seca.

As caracteristicas relacionadas ao estresse oxidativo ndo foram

determinantes em identificar, comparativamente, genétipos quanto a tolerancia a
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seca, como foram as caracteristicas relacionadas a FBN e aos componentes de
producao sob restricdo hidrica. Nesse sentido, as linhagens R01-581F e R02-1325
apresentam-se como materiais potenciais para a indicagdo em programas de

melhoramento genético visando toleréncia a seca moderada.
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