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RESUMO

FARIA JUNIOR, José Milton. Encarquilhamento foliar da soja: desenvolvimento,
estado nutricional das plantas e formas quimicas de manganés(ll) adsorvidas nas
raizes. 2025. 194 f. Dissertagdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, 2025.

Estudos sobre a distribuicdo das formas quimicas de Mn(ll) trocavel, complexado e
precipitado adsorvidas as raizes da planta de soja ao longo do ciclo de
desenvolvimento podem auxiliar na interpretagao retroativa sobre possiveis periodos
de excesso na disponibilidade do elemento no sistema solo-planta. O objetivo do
trabalho foi avaliar os efeitos da toxidez por Mn nos gendtipos de soja DONMARIO
66i68 IPRO® e BMX FURIA CE® em solugdo nutritiva no sistema Nutrient Fim
Technique (NFT), com disponibilidade de Mn variavel ao longo do ciclo de
desenvolvimento das plantas. A alteragdo na disponibilidade de Mn em solugao foi
realizada da seguinte forma: do estadio fenologico V1 a V7 a quantidade de Mn
adicionada em solucéo foi de 2 uM, de V7 a V10 (50 uM), de V10 a V13 (100 uM), de
V13 a V16 (0 uM) e de V16 a R7 (0 pM). A determinagdo das formas quimicas de
Mn(Il) trocavel, complexado e precipitado adsorvidas no apoplasto do sistema radicial;
a avaliacio dos sintomas de toxidez em folhas, o efeito sobre a produc¢ao de biomassa
e acumulo de macro e micronutrientes foram realizados anterior a alteragao na
concentragcdo de Mn da solugéo, nos estadios V7, V10, V13, V16 e R6. As analises
fisioloégicas foram realizadas somente no estadio V13. Para as variaveis fisiolégicas
nao houve diferengas entre os gendtipos. O incremento na disponibilidade de Mn em
solucdo ocasionou redugao no comprimento do sistema radicial nos estadios V10 e
V13, enquanto a massa da matéria seca da raiz demonstrou incrementos até o estadio
V16, com consequente aumento na densidade no estadio V13. O acumulo de
biomassa na parte aérea nao foi influenciado pelas oscilagées na disponibilidade de
Mn. As concentragdes de 50 e 100 yM Mn em solugdo ocasionaram interacoes
interibnicas no processo de absorcdo de nutrientes obtidos pelos teores da folha
diagndstico e da parte aérea, com inibicdo competitiva na absor¢do de Ca, Mg, Cu,
Fe e Zn, e efeito sinérgico sobre a absorcédo de S na parte aérea. Em V7, com 2 uM
Mn em solugédo a quantidade média de Mn(ll) adsorvido as raizes foi de 6 mg Mn kg~
1, com 50 uM Mn em solugdo, as formas de Mn(ll) adsorvidas as raizes apresentaram
valores médios de 293, 1406 e 770 mg Mn kg™!, e com 100 yM Mn em solugéo valores
médios de 511, 2163 e 946 mg Mn kg' matéria seca, para as formas de Mn(ll)
trocavel, complexado e precipitado, respectivamente. Os teores médios de Mn na
folha diagnostico foram de 475 e 985 mg Mn kg-! nas concentragdes de 50 e 100 yM
Mn em solugédo, e em ambas as concentragbes, associadas aos sintomas
caracteristicos de toxidez foi observado o encarquilhamento das folhas na planta de
soja. As formas de Mn(ll) adsorvidas as raizes acompanharam a flutuagdo na
disponibilidade de Mn em solucéo apresentando correlacao significativa com o teor de
Mn da folha diagndstico, e como permanecem adsorvidas as raizes, possibilitam seu
emprego como diagnédstico da toxidez por Mn em plantas de soja de forma retroativa.

Palavras-chave: complexado; precipitado; solugao nutritiva; toxidez; trocavel.



ABSTRACT

FARIA JUNIOR, José Milton. Soybean crinkle leaf: development, plant nutritional
status and chemical forms of manganese(ll) adsorbed on roots 2025. 194 p.
Dissertation (Master’'s degree in Agronomy) — Londrina State University, Londrina,
2025.

Studies on the distribution of the chemical forms of Mn(ll) exchangeable, complexed
and precipitated adsorbed on soybean plant roots throughout the development plant
cycle can help in retroactive interpretation of possible periods of Mn excess availability
in soil-plant system. The aim of work was to evaluate the effects of Mn toxicity on
soybean genotypes DONMARIO 66i68 IPRO® and BMX FURIA CE® in nutrient
solution, on Nutrient Fim Technique system, with variable Mn availability throughout
the plant development cycle. The change in the availability of Mn in solution was
carried out as follows: from the phenological stage V1 to V7 the amount of Mn in
solution was 2 yM, from V7 to V10 (50 uyM), from V10 to V13 (100 pM), from V13 to
V16 (0 uM) and from V16 to R7 (0 yM). Determination of the chemical forms of Mn(ll)
exchangeable, complexed and precipitated adsorbed on apoplast of soybean root
system; evaluation of toxicity symptoms in leaves, effect on biomass production and
accumulation of macro and micronutrients were carried out prior to change Mn
concentration in solution, at stages V7, V10, V13, V16 and R6. Physiological analyzes
were performed only at stage V13. For physiological variables there were no
differences between genotypes. The increase in Mn availability in solution caused a
reduction in length of root system on V10 and V13 stages, while the root dry matter
showed increases up to V16 stage, with a consequent increase in density on V13
stage. The shoot biomass accumulation was not influenced by fluctuations in Mn
availability. Concentrations of 50 and 100 yM Mn in solution caused interaction in
nutrient absorption process obtained from levels of the diagnostic leaf and shoot tissue,
with a competitive inhibition effect on absorption of Ca, Mg, Cu, Fe and Zn, and a
synergistic effect on absorption of S on shoot. In V7, with 2 yM Mn in solution the
average amount of Mn(ll) adsorbed on soybean roots was 6.00 mg Mn kg™' dw, with
50 yM Mn in solution, with 50 uM Mn in solution the Mn(ll) forms adsorbed on roots
presented average values of 293, 1406 and 770 mg Mn kg' dw, and with 100 uM Mn
in solution average values of 511, 2163 and 946 mg Mn kg' dw, for Mn(ll)
exchangeable, complexed and precipitated forms, respectively. The average Mn levels
on diagnostic leaf were 475 and 985 mg Mn kg™' at concentrations of 50 and 100 yM
Mn in solution, and at both concentrations, associated with toxicity symptoms, crinkle
leaf was observed on soybean plants. The forms of Mn(ll) adsorbed on roots followed
the fluctuation in availability of Mn in solution, presenting a significant correlation with
the Mn content of the diagnostic leaf, and as they remain adsorbed on roots, they
enable their use as a retroactive diagnosis of Mn toxicity in soybean plants.

Key-words: complexed; exchangeable; nutrient solution; precipitated; toxicity.
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Figura 7 — Formacao do oxalato a partir do glioxilato com redu¢cao de uma
molécula de nicotinamida adenosina dinucleotideo (NAD). O oxalato
€ oxidado a gas carbonico (COz2) e perdxido de dihidrogénio (H202)
pela enzima oxalato OXidase ...........ccovveeiiiiiiiiiie e
Figura 8 — Representagdo esquematica em (A) da cadeia de transporte de
elétrons (linha sdélida) e do transporte de protons (linhas pontilhadas).
(B) Cadeia de transporte de elétrons do fotossistema Il (PSIl), as
proteinas D1 e D2 ligam os principais cofatores de transporte de
elétrons. As proteinas do complexo antena CP47 e CP43 ligam todas
as moléculas de clorofila associadas ao PSIl. Trés proteinas
extrinsecas ligadas ao PSII no lumen servem como capa protetora
que cobre o nucleo catalitico do PSII. (C) Cluster catalitico Mn4CaOs
na interface entre a subunidade D1 e o CP43. Esferas em laranja
representam o Mn nos estados de oxidacao (I, Il e Ill), esfera roxa
Mn IV eamarela 0 Ca ........oooeeiiiiiiie e
Figura 9 — Ciclo do acido tricarboxilico e reagdes associadas. Em destaque
atuacdo do Mn?* como cofator metalico das enzimas malica, malato
desidrogenase e isocitrato desidrogenase na matriz mitocondrial ........
Figura 10 —Metabolismo C4 do tipo fosfoenolpiruvato carboxiquinase. A enzima
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPcarboxiquinase) descarboxila
uma molécula de oxalacetato liberando uma molécula de CO:2 para
carboxilagao pela ribulose 1,5 bisfosfato carboxilase e oxigenase
(RUBISCO) no ciclo de Calvin-Benson ............cccoovvviiiiiiiieiceeeeeeeiin,
Figura 11 —Metabolismo do nitrogénio, transporte e catabolismo de compostos
nitrogenados na planta de soja. Em (A) sintese de ureideos na célula
nao infectada do nodulo na raiz durante a fixagdo bioldgica de
nitrogénio (FBN) e posterior transporte do acido alantéico via xilema.
Absorgdo e assimilagdo de nitrato (NOgs’) pela raiz, e posterior
transporte da asparagina via xilema. Em (B) catabolismo do acido
alantoico nas folhas, com destaque para o Mn2* como cofator da
enzima alantoato amidohidrolase..............ooiiiiiii
Figura 12 —Rota de sintese do &acido indol-3-acético (AlA) dependente do
aminoacido triptofano (Trp) em plantas. A primeira etapa é catalisada

pela enzima triptofano aminotransferase (TAA) que transfere o



grupamento amino do Trp para o piruvato produzindo alanina (Ala).
A segunda etapa é dependente de O2 e NADPH, onde a enzima
YUCCA flavina monooxigenase converte o acido indol-3-pirdvico em
AlA, com liberacdo de CO2e H2O ......cooovviiiiiiiiii e,
Figura 13 —Relacdo entre Mn absorvido e o suprimento calculado pelos
processos de contato por interceptacao radicular e fluxo de massa,
representados pela reta em escala logaritmica...........ccccooeeeievvieiiinnnnnnn.
Figura 14 —Sistemas de cultivo em solug&o nutritiva Nutrient Film Technique
(NFT — Sistema NFT) e Deep Water Culture (DWC - Sistema
FIOAtING) cevveie e
Figura 15 —Rotas de absor¢ao de agua e nutrientes pela raiz. Para as plantas
com auséncia de exoderme, como a planta de soja, agua e
nutrientes podem ser movimentar pelas rotas apoplastica,
transmembrana e simplastica. Na rota simplastica, o deslocamento
ocorre através dos plasmodesmos. Na rota transmembrana, a agua
movimenta-se pelo espacgo existente entre plasmalema e a parede
celular. Na endoderme, as rotas apoplastica e transmembranar sao
bloqueadas pela estria de Caspary. O movimento da agua é
governado pela diferenca de potencial hidrico (y), enquanto o
movimento de solutos é influenciado pela diferenca de potencial
eletroqUIMICO (AL «ovveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
Figura 16 —Mecanismo de absor¢cdo de Mn empregado pela planta de soja
(Glycine max (L.) Merril) (Estratégia I). A ATPase presente na
membrana plasmatica gera um gradiente de potencial eletroquimico
(Ap) pelo bombeamento de H* para o apoplasto, gerando acidez
ativa que reduz o pH e incrementa a disponibilidade do elemento. O
Mn2* é absorvido via transportador por transporte ativo secundario.
Em condi¢cdes de baixa disponibilidade de Mn?*, o quelato+Mn**
formado pela complexacdao de substancias exsudadas pela planta
e/ou microrganismos presentes na rizosfera é reconhecido pela
redutase na plasmalema, sendo reduzido a Mn?* e posteriormente
absorvido via transportador. No citosol o Mn?* é complexado em
compostos organicos negativamente carregados (metal ligantes), e

transportado para parte aérea via xilema seguindo o fluxo



transpiratorio da planta...........ccoooooii i
Figura 17 —Esquema da localizag&o subcelular e modo de operacgao das familias
de proteinas transportadoras que atuam na homeostase de Mn
celular na raiz. As setas vermelhas indicam as familias de
transportadores envolvidas na importagao para o citosol. As setas
verdes sinalizam as familias de transportadores que atuam na
exportagcdo de Mn para o vacuolo e lumen de outras organelas...........

Figura 18 —Representagdo dos metais ligantes envolvidos na complexag¢ao do

Figura 19 —Diagrama esquematico dos componentes do espaco livre aparente
(ELA). Macroporos representam o espaco livre de agua (ELAH20)
com acesso livre para ions, moléculas neutras ou com carga elétrica
remanescente. Microporos compdem o espacgo livre de Donnan
(ELD), onde cargas elétricas negativas indifusiveis atraem cations e
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Figura 20 —Representagao do equilibrio de Donnan em sistemas separados por
uma membrana semipermeavel. O lado interno é representado pelo
citosol, enquanto o lado externo pelo apoplasto. Anterior ao equilibrio
nao ha difusdo do K* para o apoplasto devido a interacdo com a
carga elétrica negativa nao difusivel (§°), as atividades dos cations e
anions sao diferentes. Apds o equilibrio, em funcao da difusdo do CI-
para o citosol, o saldo negativo de cargas favorece a entrada do
cation com consequente incremento na atividade interna.....................

Figura 21 —Representagdo da combinacdo dos dominios pécticos
homogalacturonano (HG) e ramnogalacturonano | (RG |) na lamela
média (LM). A associagdao do calcio (Ca) com os grupamentos
carboxilicos nas cadeias de HG permite a conexao dos dominios. As
cargas negativas dependentes de pH conferem a matriz a
capacidade de troca catidnica (CTC) possibilitando a adsor¢ao de
elementos com carga positiva e repulsdo anions. O arranjo das
cadeias proporciona a formacao de poros com diferentes didmetros
conferindo seletividade...............oooiiiiiiiiiiii

Figura 22 —Extragdo do Mn trocavel em raizes frescas de aveia (cultivar

Bannock, expresso em ug g' de matéria seca de raiz), pelas



solugdes extratoras Ca(NOs3)2.4H20 0,05 M, ZnS0O4.7H20 0,05 M e
HCI 10 mM, empregadas separadamente e em diferentes tempos de
L =Toz= (o I (1011 o 1) PP
Figura 23 —Absorgao e adsorgédo de Mn por raizes de aveia em solu¢do com pH
5,0 € 25 yM Mn no transcorrer de 60 MIiNULOS .........ccceviviiiiiiiiiieeininnnnn.
Figura 24 —Contelido de Mn total e ®*Mn na parte aérea, e Mn ndo trocavel nas
raizes das cultivares de aveia Sun Il e Alegrian, cultivadas na
auséncia de Mn até 9 DAE, e em 2 uM Mn e 0,20 uc >Mn até 17
DAE. Anterior as condigcdes A e B, o Mn trocavel foi retirado por
extragado com solugao nutritiva ausente em Mn. (A) Desenvolvimento
por 80 horas em solugdo com Mn ausente (0 uM), e (B) em solugéo
CoNtENdO 2 UM IMIN ..o e
Figura 25 —Absorgdo de Mn apoés a adigdo do °*Mn em solugdo. Mn total
determinado quimicamente, %*Mn determinado por contagem do
radioisétopo. A extrapolacdo que alcanca o eixo da abscissa
representa o Mn labil. Na raiz a extrapolagdo da linha do grafico
representa 0 MN N30 1ADIl ..o,
Figura 26 —Esquema da distribuicdo das formas de Mn na raiz. O Mn Total
representa o somatorio das formas de Mn no simplasto e apoplasto
radicial. No apoplasto as formas de Mn sdo divididas em trocavel,
complexado e precipitado. A fracdo nao trocavel € composta pelo Mn
complexado (labil) e pelo Mn precipitado (n&o labil). As setas indicam
o intercambio entre as formas de Mn, na cor vermelha a extragao por
SOIUGBES SAINAS ...
Figura 27 —Localizagdo a nivel celular dos pontos de produgdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e complexos enzimaticos antioxidantes
envolvidos NA INALIVAGAO ........cooeiiiiiiiiie e
Figura 28 —Mecanismo fisiolégico da toxidez por Mn em raiz de soja. Na parte
superior A, a alta disponibilidade de Mn?* proporciona estresse
oxidativo com produgao de espécies reativas de oxigénio (EROs), e
consequente sinalizagdo com expressao de genes e incremento na
atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD), peroxidase
(POD), catalase (CAT), e nos teores de prolina (PRO) e

malondialdeido (MDA). Em relagéo aos horm&nios ha incremento na



quantidade de acido salicilico e redugdo nas concentragcbes dos
horménios acidos indol acético (AlA) e indol-butirico (AIB), acido
jasmodnico (JA), acido abscisico (ABA) e giberelina (GAs). A toxidez
por Mn também reduz a absorgédo de Fe e Mg pelas raizes. Como
resultado, ha redugdo nos atributos biomassa, comprimento e
volume do sistema radicial. Em B, condicdo adequada de

disponibilidade de Mn?*, com crescimento normal do sistema radicial

Figura 29 —Sintomas da toxidez por Mn em folha de soja no més de dezembro

(primavera) com 100 pyM Mn em solugdo nutritiva, cultivar
DONMARIO 66i68 IPRO®. Em (A) e (B) presenga de manchas de
coloragdo marrom circundadas por areas clordticas. Em (C) e (D)
imagem da regiao necrotica ocasionada pela toxidez por 300 yM Mn
em solugado, cultivar BMX Poténcia RR, obtida por microscopia

eletrbnica de varredura. Em destaque regido limitrofe da area
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Figura 30 —Encarquilhamento (“crinkle leaf”’) em soja, cultivar DONMARIO 66i68

Figura 31

IPRO®. Em (A) e (B) encarquilhamento proporcionado por 50 e 100
MM Mn em solugdo em solugdo no més de junho (outono),

respectivamente. As setas destacam as folhas com crinkle leaf

devido a toxidez POr MN ...

Representacdo da formagdo de polimeros no processo de
lignificacdo. Os monolignodis sdo exportados através da plasmalema
por difusdo passiva (PD), por exocitose ou por transportadores do
tipo ABC e/ou antiporte acoplado a H* (PCA). As enzimas lacase e
peroxidase ativam os monoligndis resultando na adicdo de forma
cruzada com o polimero em extensdo. A producdao de H202 é
realizado pelas enzimas NADPoxidase e superdxido dismutase
(SOD). As proteinas dirigentes (DIP) guiam esteroespecificamente o

acoplamento dos radiciais. O manganés (Mn) atua como cofator na

ativagao do radiCal .............eiiiiiiii

Figura 32 —Valores dos componentes de potencial hidrico ¢ no sistema solo-

planta-atmosfera .........cooooo oo

Figura 33 —Representacdo esquematica do efeito no incremento das



concentragbes de NH4* acima da capacidade de assimilagdo da
planta. O NH4" em pH alcalino reage com uma hidroxila produzindo
uma molécula de NHs3, e devido a sua permeabilidade nas
membranas bioldgicas, acessa outros compartimentos celulares. Em
pH &cido a NHs reage com H+ produzindo NH4* dissipando o
gradiente de potencial eletroquimico. Na mitocéndria o NH4" é
produzido na desaminagdo da glicina durante o processo
fotorrespiratério. O incremento na concentragdo de NH4™ na matriz

mitocondrial inibe o complexo piruvato desidrogenase paralisando o

CIClO dO ACIO CItIICO ... e

Figura 34 —Intercambio entre espécies de fosforo em solu¢gdo em fungédo do pH ...

Figura 35 —Relagdes entre anions em (A), e entre cations em (B), pelo sistema

Proposto por Steiner (1961)......ouvveeiiiii e

Figura 36 —Metodologia para formulacado de solugao nutritiva com pH desejado
proposta por Steiner (1961). As setas vermelhas indicam que para
uma solugéo com relagéo K*: Ca?* de 60:40 e H2PO4™ como fonte de

P, aproximadamente 36% da concentragdo do anion necessita ser

adicionada naforma de KOH ...

Figura 37 —Dados referentes a temperatura (T°C) e umidade relativa (UR%) no
interior da unidade experimental no periodo de condugdo do

experimento. As setas vermelhas indicam o inicio e término das

AVANIAGOES. .euu i

Figura 38 —Bancada de cultivo do sistema NFT (Nutrient Film Technique). Os
circulos vermelho e branco simbolizam os gendtipos DONMARIO
66i68 IPRO® e BMX FURIA CE® na disposigao aleatéria empregada,
respectivamente. Em destaque a bordadura nas partes inicial e final,

e distancia entre perfis hidropdnicos. O reservatoério na parte inferior
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Figura 39 —Representagdo do desenvolvimento da planta de soja no perfil
hidropdnico com as variagdes na disponibilidade de Mn da solugao
nutritiva aplicadas, associados aos respectivos estadios fenoldgicos
e dias apds a emergéncia (DAE) de inicio e término do tratamento.

Na parte inferior temperaturas maxima, média, minima e respectivos

desvios padrao para cada fase de disponibilidade de Mn.....................

.92



Figura 40 —Processo de extragao das formas de Mn(ll). (A) Sistema radicial fixo
ao suporte do tipo “sabonete”, em destaque (seta amarela a
esquerda,) permanecendo suspenso na solugéo extratora. Em (B) e
(C) na parte inferior esquerda, detalhe das raizes imersas na solugéo
extratora no interior do becker..............uiiiii 99
Figura 41 —llustragdo das regides do caule amostradas para anatomia de
tecidos do caule da planta de soja no estadio fenolégico R7, aos 90
dias apOs @ €MErgENCIA .........ccevvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 101
Figura 42 —Secao transversal do caule de soja corada com Safrablau e
identificacdo dos tecidos: medula (M), xilema primario (X1), xilema
secundario (X2), floema secundario (F2), capa de fibras do floema
primario (CFF1), cértex (C) e epiderme (E)(Aumento 40X)............... 102
Figura 43 —Efeito de 100 yM Mn em solucgéao nutritiva nos genétipos DONMARIO
66i68 IRPO® e BMX FURIA CE®, estadio fenolégico V13 (50 DAE),
sobre as variaveis fisioldgicas taxa fotossintética (A — umol CO2 m
s™), concentragéo interna de CO2 (Ci — ymol mol'), condutancia
estomatica (gs — mol H20 m? s™), transpiragdo (E — mmol H20 m?
oy TR 104
Figura 44 —Efeito de 100 yM Mn em solucgéao nutritiva nos genétipos DONMARIO
66i68 IRPO® e BMX FURIA CE®, estadio fenolégico V13 (50 DAE),
sobre o teor de clorofila (mg m?) e os indices de eficiéncia
instantdnea no uso da agua (EUA), eficiéncia instantanea de
carboxilagao (EIC) e eficiéncia intrinseca no uso da agua (EiUA)..... 105
Figura 45 —Secdes transversais do caule da planta de soja corada com azul de
toluidina. Em (A) regido do entren6 V5-V6 do genotipo DONMARIO
66i68 IPRO® com disposigdo de tecidos adequada. A seta verde
indica a posigdo do cambio vascular. (B) Caule do genétipo BMX
FURIA CE® na regido do entrené V7-V8 com alteragdes na atividade
do cambio vascular (CV) e formagao irregular do floema secundario
(F2). A seta vermelha indica mudanca da atividade do CV com
paralizagdo na formagao do xilema secundario (X2) e produgao de
tecido parenquimatico. Demais tecidos: (M) medula, (X1) xilema
primario, (CFF1) capa de fibras do floema primario, (C) cértex e (E)

epiderme. AUMENTO 40X ... .. oo 106



Figura 46 —Secdes transversais do caule da planta de soja corada com azul de
toluidina. (A) regidao do entrené V5-V6 do gendtipo DONMARIO
66i68 IPRO®. A seta branca indica o cdmbio vascular (CV), floema
secundario com desenvolvimento normal. Presenca de
esclerénquima (ES) e parénquima do floema com disposicéao
adequada. Imagens B, C e D regiao do entrené V7-V8 do gendtipo
BMX FURIA CE®.com alteracdo na atividade do CV observado pela
desconfiguragao do floema secundario (F2) e substituicao por tecido
PAreNQUIMALICO ....cooviiiieiiii e e

Figura 47 —Diferenca na formacdo de vagens entre os gendtipos (A)
DONMARIO 66i68 IPRO® e (B) BMX FURIA CE®, aos 90 dias apds
a emergéncia (DAE). Em (B) sinais externos do cambio vascular com
atividade alterada. A desconfiguracdo do floema secundario
impossibilitou o transporte de fotoassimilados aos drenos
reprodutivos. Em destaque, paralizagdo do processo de formacéao
dAS VAGENS ..ot

Figura 48 —Parte aérea das plantas de soja, lado esquerdo (A) gendtipo
DONMARIO 66i68 IPRO®, e lado direito (B) gendtipo BMX FURIA
CE®. Na parte superior plantas no estadio fenolégico V7 (30DAE) em
solucao contendo 2 yM Mn. Na parte inferior plantas no estadio V10
(40 DAE) cultivadas por 10 dias em solugdo com 50 yM Mn ............

Figura 49 —Parte aérea das plantas de soja, no lado esquerdo (A) gendtipo
DONMARIO 66i68 IPRO®, e no lado direito (B) genétipo BMX FURIA
CE®. Parte superior plantas no estadio fenolégico V13 (DAE)
cultivadas por 10 dias em solugcdo com 100 uM Mn. Na parte
intermediaria e inferior, plantas nos estadios V16 (70 DAE) e R6 (90
DAE), em ambas, plantas cultivadas por 20 dias com auséncia de
adicao de Mn €M SOIUGEO.........oiiiiiiiiieeeeei e

Figura 50 —Evolugdo da massa seca de vagens (g) para os genoétipos
DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX FURIA CE® em fungéo dos
estadios fenoldgicos reprodutivos (Fehr et al., 1971) .......cccccceeei.

Figura 51 —Sistema radicial das plantas de soja em solugéo nutritiva, na parte
superior (A) genotipo DONMARIO 66i68 IPRO®, e na parte inferior
(B) gendtipo BMX FURIA CE®, nos estadios fenoldgicos V7, V10,



V13, V16 e R6 aos 30, 40, 50, 70 e 90 dias apds a emergéncia
(DAE), respectivamente ...........uueiiiiiiiiiiiiee e 121
Figura 52 —Folha recém madura (terceira folha do apice para base) dos
gendtipos DONMARIO 66i68 IPRO® em (A) na parte superior, e BMX
FURIA CE® em (B) na parte inferior, nos estadios fenolégicos V7,
V10, V13, V16 e R6 aos 30, 40, 50, 70 e 90 dias apds a emergéncia

Figura 53 —Diagrama dos efeitos interibnicos em plantas de soja proporcionados
pelo incremento na disponibilidade de Mn em solugao nutritiva (100
MM) sobre a absorgéo dos nutrientes essenciais (N, P, K, Ca, Mg, S,
Cu, Fe e Zn), avaliados pelos teores na folha diagndstico para os
genétipos DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX FURIA CE®.................. 135
Figura 54 —Diagrama dos efeitos interibnicos em plantas de soja proporcionados
pelo incremento na disponibilidade de Mn em solugao nutritiva (100
MM) sobre a absorgdo dos nutrientes essenciais (P, K, Ca, Mg, S,
Cu, Fe e Zn), avaliados pelos teores na parte aérea (caule + folhas)
para os gendtipos DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX FURIA CE®..... 145
Figura 55 —Diagrama do efeito proporcionado pelo incremento na
disponibilidade de Mn em solucéao nutritiva (100 uM) sobre os teores
dos nutrientes (P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe e Zn) no sistema radicial das
plantas de soja ndo submetidas ao processo de extragao das formas
(o L= YL T 1 O PPPRRR 152
Figura 56 —Sistema radicial das plantas de soja submetidas ao processo de
extracdo das formas de Mn(ll). Em (A) genétipo DONMARIO 66168
IPRO® e em (B) gen6tipo BMX FURIA CE® .........ccocoveveveceeeeen, 154
Figura 57 —Sistema radicial das plantas submetidas ao processo de extragao
das formas de Mn(ll). Em (A) e (B) representam os gendétipos
DONMARIO 66168 IPRO® e BMX FURIA CE®, respectivamente. Na
parte superior plantas no estadio fenoldgico V16 (70 DAE) e na parte
inferior em R6 (90 DAE) Em destaque areas de crescimento na
auséncia de suprimento de Mn em solugdo com raizes de coloragao
clara com menor adsor¢ao de Mn ..........coiiiiiiiiii i, 155
Figura 58 —Gendtipos de soja DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX FURIA CE® aos

32 dias ap6s a emergéncia (DAE), 48 horas em solugao com 50 uM



Figura 59 —Sintomas foliares de toxidez por Mn em folhas no gendtipo
DONMARIO 66i68 IPRO® no estadio fenoldgico V1 (40 DAE) e 10
dias de crescimento em solugdo com 50 yM Mn. (A) Manchas
clordticas e areas necroticas entre as nervuras caracteristicas do
sintoma. (B) Alteragdes na morfologia foliar com expressao do
sintoma denominado encarquilhamento (“crinkle leaf”)..................... 167

Figura 60 —Sintomas de toxidez por Mn no apice dos genatipos (A) DONMARIO
66i68 IPRO® e (B) BMX FURIA CE® com 100 pM Mn em solucéo no
estadio fenolégico V13 (50 DAE). As setas brancas indicam a
presenca de tecido oxidado das nervuras pela deposicdo de Mn..... 169

Figura 61 —Cronologia do desenvolvimento da toxidez por Mn em folhas soja
para os genotipos (A) DONMARIO 66i68 IPRO® na parte superior, e
(B) BMX FURIA CE® na parte inferior, ambos no estadio fenolégico
V13 (50 DAE). As etiquetas brancas (Vn) indicam o né vegetativo da
localizagéo da folha da respectiva folha ..............ccooeiiiiiii e, 170

Figura 62 —Folhas da planta de soja nao sensiveis ao encarquilhamento foliar
por toxidez de Mn com bordos abertos(bordos ndo mais se tocam).

E folhas com bordos ainda em contato, localizadas no meristema
apical, sensiveis ao encarquilhamento foliar por toxidez de Mn........ 172

Figura 63 —Cronologia do desenvolvimento da toxidez por Mn em folhas soja
para os genotipos (A) DONMARIO 66i68 IPRO® na parte superior, e
(B) BMX FURIA CE® na parte inferior, ambos no estadio fenolégico
V16 (70 DAE). As etiquetas brancas (Vn) indicam o né vegetativo da
localizagdo da respectiva folha ... 174

Figura 64 —Sintomas foliares de toxidez por Mn em folhas nos gendtipos
DONMARIO 66i68 IPRO® (A) e BMX FURIA CE® (B), no estadio V16
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Figura 65 —Cronologia do desenvolvimento da toxidez por Mn em folhas soja
para os genotipos (A) DONMARIO 66i68 IPRO® na parte superior, e
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R6 (90 DAE). As etiquetas brancas (Vn) indicam o né vegetativo da
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1 INTRODUGAO

Tanto a causa como o0 mecanismo do encarquilhamento das folhas de soja
observado em regides com solos derivado do material de origem basalto permanecem
sem respostas. A desordem apresenta sintomas semelhantes a toxidez por Mn, com
enrugamento do limbo foliar entre as nervuras de segunda ordem associado a
alterac¢des no formato da folha. Nos talhdes de produgao, os sintomas surgem a partir
do estadio fenoldgico V2, distribuido na forma de reboleiras com maior presenga nas
areas de baixada. De maneira semelhante, a cultura do algodao também apresenta
problemas de encarquilhamento, em inglés “crinkle leaf’, com a descricdo da
desordem datada em 1937. Entretanto, a resposta de que era proporcionada pelo
excesso de Mn foi alcangada somente 20 anos mais tarde.

Para interpretar a toxidez por Mn em soja € necessario conhecer 0
comportamento do elemento no interior do solo e suas fungdes na planta. No sistema
solo-planta, a dinamica do ciclo biogeoquimico do Mn é definida pelas suas
caracteristicas quimicas. Com numero de oxidagao variando de -3 a +7, o Mn é o
elemento com maior numero de estados de oxidagido entre os nutrientes. As plantas
absorvem somente a forma reduzida do elemento, sendo assim, condi¢des de toxidez
sdo caracterizadas pela alta disponibilidade da forma Mn?* na solugdo do solo.
Processos de oxirredugao por rotas biolégicas e/ou quimicas governam a quantidade
de Mn?* presente no solo, sendo influenciado principalmente pelos fatores pH e
potencial redox (Eh/pe) do solo. Essas caracteristicas tornam os teores do Mn no solo
flutuantes dificultando os estudos sobre toxidez.

Na planta o Mn € um micronutriente essencial, cofator metalico de mais de 35
enzimas, porém, como grupo prostético integra somente as enzimas superéxido
dismutase, oxalato oxigenase e o cluster manganico do complexo de liberacdo de
oxigénio do fotossistema Il. Quando em concentragdes acima da adequada no citosol,
o Mn por inibigado competitiva substitui outros cofatores metalicos alterando a atividade
de outros sistemas enzimaticos proporcionando a formacao de espécies reativas de
oxigénio (EROs) com consequente estresse oxidativo. Para evitar esse problema as
plantas desenvolveram mecanismos de controle que governam o0s processos de
absorcao, transporte e armazenamento de Mn.

Entretanto, quando a disponibilidade de Mn na solugcédo do solo & superior ao
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nivel de tolerado por esses mecanismos de controle, o Mn é absorvido em demasia
proporcionando toxidez sendo visualizada nas folhas pela presengca de manchas de
coloragao marrom circundadas por areas cloréticas, associadas ou n&o ao crinkle leaf.
Um detalhe da toxidez por Mn em soja € que o encarquilhamento é consequencia de
altos teores de Mn no tecido foliar e atinge somente os pontos de crescimento
alterando a morfologia das folhas nas quais os foliolos apresentam o formato cilindrico
ou com bordos ainda em contato.

Recentemente alguns trabalhos tém apresentado os efeitos da toxidez por Mn
na parte aérea e raizes da planta de soja, entretanto, informagdes sobre a cinética
das formas de Mn(ll) (trocavel, complexado e precipitado) adsorvidas no apoplasto do
cortex radicial durante o ciclo de desenvolvimento da soja sdo escassos. Informagdes
nesse contexto podem auxiliar na interpretagdo da expressao da toxidez por Mn de
forma retroativa, possibilitando determinar se em algum momento durante o ciclo de
desenvolvimento a planta passou por condigdes de alta disponibilidade de Mn na
solucao do solo.

As hipoteses avaliadas neste trabalho séo que i) o encarquilhamento € um dos
sintomas da toxidez por Mn, ii) as raizes da planta de soja quando em condigdes de
alta disponibilidade de Mn adsorvem o elemento no apoplasto das células do sistema
radicial permanecendo as formas quimicas de Mn(ll) trocavel, complexado e
precipitado adsorvidas mesmo apos a redug¢ao da disponibilidade de Mn, e que iii) ha
correlagdo entre as formas quimicas de Mn(ll) adsorvidas as raizes e o teor do
elemento no tecido da folha recém madura.

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da toxidez por Mn em genétipos de
soja cultivados em solugao nutritiva com disponibilidade de Mn variavel ao longo do
ciclo de desenvolvimento da planta através da determinagéo i) da expressao do
encarquilhamento (“crinkle leaf”) nas folhas; ii) do efeito sobre as variaveis referentes
a producédo de biomassa e acumulo de macro e micronutrientes; iii) das formas
quimicas de manganés(ll) trocavel, complexado e precipitado, adsorvidas no
apoplasto das células do sistema radicial e ao final, e da iv) correlagao entre as formas
quimicas de manganés(ll) com o teor de Mn na folha diagndstico permitindo a
interpretacéo da toxidez por Mn em soja pela analise das formas de Mn(ll) adsorvidas
as raizes em ambientes com disponibilidade de Mn variavel como a presente no

sistema solo-planta.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CULTURA DA SOJA NO BRASIL: MELHORAMENTO GENETICO E MANEJO DA ACIDEZ DO
SoLo

No final da década de 70 o Brasil apresentava uma area cultivada com soja de
8,80 milhdes de hectares e uma producgao de 15 milhdes de toneladas. Inicialmente a
area explorada pela cultura era limitada pelas caracteristicas genéticas dos cultivares
disponiveis, com produtividades economicamente viaveis até a latitude 23° sul.
Concomitantemente, as condi¢des de baixo pHHzo do solo e alta disponibilidade dos
elementos que compbéem o complexo de acidez do solo (H*, AI** e Mn?*), limitavam o
potencial produtivo de grande parte das regides produtoras (Gazzoni e Dall’Agnol,
2018).

Em 1978 pesquisadores da Embrapa Soja empregando métodos tradicionais
de melhoramento genético desenvolveram cultivares de soja com periodo juvenil
longo. Essa caracteristica prolongou o periodo pré-indutivo do florescimento de 14
para 30 dias, possibilitando o cultivo da oleaginosa em latitudes inferiores a 23° sul
(Gomes e Kaster, 2000). Em relacao a fertilidade do solo, o programa de corregéo de
solo criado pelo governo federal na década de 60, denominado de “Operacgao Tatu”,
disponibilizou recursos financeiros e informagdes destinados a correcao da acidez do
solo, permitindo que areas inicialmente inaptas fossem exploradas pela cultura.

Apods 50 anos, o cenario da soja no Brasil é outro. Na safra 2023/24, o pais
figura como maior produtor mundial (Embrapa, 2025), alcangando uma produgéo de
147,71 milhdes de toneladas da oleaginosa em 46,17 milhdes de hectares semeados
(Conab, 2025). O avango nos processos de melhoramento genético tem possibilitado
o langamento de novos cultivares anualmente, entretanto, o manejo da fertilidade do
solo destinado a corre¢ao da acidez € um processo continuo, e em algumas situagoes,
tem sido negligenciado pelos produtores.

Dos elementos que integram o complexo de acidez do solo, o efeito limitante
ao crescimento das raizes é variavel em funcao da espécie quimica. O H* comeca ser
um fator limitante quando o pHn20 do solo € inferior a quatro. Em condigdes de pHH20
> 4,9, mais de 90% do AI®* é precipitado em formas n&o toxicas as raizes, com
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tolerancia a determinada saturagcdo por aluminio (Al%) sendo uma caracteristica
genotipica (Ritchie, 1989). Enquanto a faixa de predisposig¢ao a toxidez por Mn inicia
em pHu2o < 5,5 (Menzies, 2003), valor este proximo a faixa de pHH2o preconizada
como ideal (6 < pHH20 < 7) para a cultura da soja (Oliveira Junior et al, 2020).

No inicio da expansao da cultura no territério nacional a acidez do solo foi
inerente a caracteristica nativa dos solos em condig¢ao tropical. Apos a corregao da
acidez efetuada no desbravamento dessas areas, o processo de acidificacdo ainda
continua, motivado principalmente pela aplicacao de fertilizantes quimicos. Desta
forma, em solos com teores mais elevados de Mn em sua constituigcdo, condigdes para
predisposi¢cao da toxidez por Mn n&o sao raras de acontecer, devendo este fato ser

considerado na confecg¢ao do planejamento do manejo da fertilidade do solo.

2.2 ENCARQUILHAMENTO (“CRINKLE LEAF”) FOLIAR NA SOJA: UM PROBLEMA SEM RESPOSTAS

O encarquilhamento foliar na soja é caracterizado pelo enrugamento do limbo
foliar entre as nervuras de segunda ordem e alteragao no formato da borda da folha,
conferindo um aspecto “bolhoso”, como apresentado na Figura 1. Segundo Amorin e
Salgado (1995) anormalidades no crescimento, na multiplicacéo e diferenciacado das
células podem produzir deformagcdes como o encarquilhamento. Segundo os autores
o sintoma é resultante do crescimento exagerado de células (hiperplasia e/ou
hipertrofia), de forma localizada no limbo foliar, ocasionando zonas de deformacao.

Em relagcdo as alteracbes morfoldgicas nas folhas de soja, varios agentes
apresentam a capacidade de proporcionar alteracdes semelhantes como i) a
fitotoxidez motivada por herbicidas pré e pés emergentes (Swain et al., 2025); ii) os
sintomas em reboleira ocasionado pelo ataque de  acaros-branco
(Polyphagotarsonemus latus) e acaro-rajado (Tetranychus urticae) (Moscardi et al.,
2012); iii) a incidéncia em folhas ndo maduras das espécies de trips Caliothrips
braziliensis e Frankliniella schultzei (Moscardi et al., 2012) iv) a presenga de altas
populag¢des do nematoide Aphelencoides spp., agente causal da Soja Louca Il (Meyer
et al., 2017); v) a deficiéncia de boro, o elemento atua na unido das cadeias de
rhamonogalacturano Il, proporcionando alteragcbes na montagem da matriz péctica
(Carpita et al., 2015); e toxidez por Mn (Sinclair, 1996).
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Figura 1 — Lavoura de soja em solo derivado do material de origem basalto com
sintomas de encarquilhamento foliar (“crinkle leaf”), cultivar DONMARIO 66i68 IPRO®,
safra 2021/22.

Fonte: O préprio autor.

De acordo com Neumaier et al (2023) os sintomas do encarquilhamento
geralmente surgem no inicio do ciclo, a partir do estadio fenolégico V2 (Fehr et al,
1971), podendo desaparecer poucos estadios depois, permanecerem até o
florescimento ou mesmo até o final do ciclo da soja. A presencga do encarquilhamento
nos talhdes de produgdo nido apresenta um padrao de expressdo, na maioria das
vezes surgem na forma de reboleiras com dimensdes variaveis. Entretanto as areas
mais baixas dos talhdes apresentam maior frequéncia no aparecimento da desordem,
e a magnitude da area afetada também é variavel entre safras. De forma geral, o
aparecimento do encarquilhamento em uma safra aumenta a probabilidade de
recorréncia do fendbmeno nas safras seguintes.

A Embrapa Soja vem realizando pesquisas sobre o assunto, a maioria dos

casos sao provenientes de areas com solo derivado do material de origem basalto. A
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causa do encarquilhamento ainda nao foi determinada, porém, segundo a instituigao
alguns pontos podem ser descartados como i) toxidez por Mn, pelo fato dos teores no
solo e tecido vegetal das areas com problema serem inferiores aos niveis criticos de
toxidez; ii) deficiéncia de B e/ou Zn, as areas afetadas demonstravam teores
adequados no tecido vegetal; iii) ataque por acaro e/ou trips, auséncia de vestigios e
sintomas diferentes; iv) Soja Louca Il, essa anomalia apresenta sintomas diferentes;
V) baixa temperatura apos a emergéncia, testes na instituicdo descartaram a hipotese
e vi) nematoides, proporcionam sintomas diferentes (Canal Rural, 2017).

Na cultura do algodéao o crinkle leaf foi primeiramente descrito e nomeado por
Neal (1937). A causa da desordem foi elucidada somente 20 anos mais tarde pelo
trabalho de Adams e Wear (1957). Por meio de experimento empregando solo como
substrato os autores avaliaram o aparecimento do crinkle leaf com as formas de Mn
soluvel em H20, trocavel e facilmente reduzivel no solo. Como a desordem apresentou
correlagdo com a forma de Mn soluvel em H20, os autores realizaram mais dois
experimentos, um controlando a composi¢ao da solugao do solo e outro em solugao
nutritiva, concluindo que o crinkle leaf ndo foi resultado do pH baixo mas sim da
concentracdo de Mn no meio.

No caso da soja, recentemente os trabalhos de Santos et al. (2017) e Liu et al.
(2023) apresentam os efeitos da toxidez por Mn na parte aérea e raizes, entretanto,
informagdes sobre a cinética das formas de Mn (trocavel, complexado e precipitado)
adsorvidas no apoplasto do cértex radicial durante o ciclo de desenvolvimento da soja
sdo escassos. Desta forma, informagdes nesse contexto podem auxiliar na
interpretacdo da expressédo da toxidez por Mn e ao final excluir definitivamente o
elemento como possivel causa do encarquilhamento ou recoloca-lo na lista de
possiveis fatores que motivam a desordem.

Para melhor interpretacao dos fatores envolvidos na toxidez por Mn em soja,
nas segoes seguintes foram realizadas consideragdes sobre os i) fatores que atuam
na concentragdo de Mn na solugdo do solo; ii) fungbes do elemento na planta, iii)
absorgao, transporte, translocagéo e acumulo de Mn pela planta; iv) adsorgédo do Mn
no apoplasto radicular; v) formas quimicas de Mn adsorvidas a raiz; vi) metodologias
de determinagéo das formas de Mn adsorvidas a raiz; e vii) toxidez por Mn na planta

de soja.
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2.3 MANGANES NA RELACAO SOLO-PLANTA

Informacgdes sobre o material de origem do solo e processos pedogenéticos
sao fundamentais na interpretacdo da dinamica dos nutrientes no ambiente solo (Weil
e Brady, 2017). O basalto € material de origem de diversos solos, derivado de rochas
igneas ricas em Si, Al, Fe e Mn (Schaetzl e Anderson, 2005). De acordo com Wilson
(2004), o nivel dos elementos presentes no material de formagéo do solo persiste no
horizonte C, influenciando a constituicado dos horizontes superiores.

Em funcéo dessa caracteristica, o basalto origina solos com elevados niveis de
Mn, com quantidades na faixa de 20 a 5000 mg kg-!, enquanto materiais sedimentares,
por exemplo, possuem valores proximos a 100 mg kg (Stevenson e Cole, 1999). Com
participagéo de 0,1% na constituicdo da crosta terrestre (Turekian e Wedepohl, 1961),
o0 Mn é constituinte de mais de uma centena de minerais, na maior parte das vezes
substituindo Fe e Mg nas estruturas cristalinas (Gilkes e McKienzie, 1998). Com a
evolucido dos métodos de espectroscopia houve a elucidagao de novas arquiteturas
de estruturas de minerais nos quais o Mn é constituinte, com consequente incremento
na lista de minerais (Post, 1999)

A unidade basica para formacao da estrutura cristalina dos minerais de Mn é o
octaedro do 6xido MnOs, que em diferentes arranjos permitem a formagéo de dois
grandes grupos: estruturas em tunel ou em camadas, representadas na Figura 2.
Neste ultimo grupo outros elementos também participam da formagao da estrutura.
Os minerais lithiophorita, hollandita e birnessita sdo os mais relatados em solos. Uma
caracteristica desses minerais €& apresentarem elevada superficie especifica
conferindo uma capacidade de troca de cations (CTC) superior ao do argilomineral
montmorinolita (Post 1999).

No sistema solo-planta, a dindmica do ciclo biogeoquimico do Mn é definida
pelas suas caracteristicas quimicas (Lingappa et al, 2019). Como metal de transicao,
apresenta singular configuragao eletronica (3d® 4s?) na camada de valéncia. O orbital
4s esta completo com dois elétrons, enquanto o orbital 3d, com capacidade de alocar
10 elétrons, apresenta somente cinco elétrons, conferindo ao elemento um caracter
anfétero (Negra et al, 2005).

Com numero de oxidagao (nox) variando de -3 a +7, o Mn é o elemento com

maior numero de estados de oxidagao entre os metais de transi¢ao (Armstrong, 2008).
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Figura 2 — Estrutura dos minerais de Mn. Na parte superior (A) sdo apresentados os
minerais com estrutura em tuanel: pirolusita, ramsdellita, hollandita, romanechita e
todorokita. Em destaque o octaedro do 6xido MnOs, com o atomo de Mn no centro e
atomos de oxigénio nos vértices. Na parte inferior (B) sdo apresentados os minerais
com estrutura em camadas. A lithiophorita € constituida por camadas de MnOs (azul)
intercaladas por camadas de (Al,Li)(OH)s (rosa). A chalcophanita é formada por
camadas de MnOs (azul) e octaedros de Zn (verde), enquanto a Na-birnessita

apresenta camadas de MnOs (azul) intercaladas por camadas de Na/H20 (amarelo).

A — Minerais com estrutura na forma de tinel

WO

Pirolusita Ramsdellita

Hollandita Romanechita Todorokita

B — Minerais com estrutura em camadas

NIDI NN
sz’AV/mm_N/
WVINVIVINHVINVINY,
NI RN

Lithiophorita Chalcophanita Na-Bimessita
Fonte: Post (1999, p. 3450), modificado pelo préprio autor.
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No sistema solo o Mn apresenta estados de oxidagdo normalmente entre +2
e +4, com a forma Mn3* instavel aparecendo como intermediario em alguns processos
de oxirredugédo (Havlin et al, 2017). Na solugdo do solo, Malavolta et al. (1997)
apresentam como valores de referéncia a concentracdo de Mn entre 1 e 41 mM, sendo
absorvido como Mn?* pelas plantas (Marschner, 1995).

Entre os cations que compdem o complexo de acidez do solo (H*, Al** e Mn?*),
o Mn é o ion que apresenta o comportamento mais complexo (Kabata-Pendias, 2000).
A Figura 3 apresenta o intercambio entre os pools de Mn no sistema solo-planta. De
acordo com Ritchie (1989), grande parte do Mn presente no solo encontra-se em
estados de oxidagdo diferentes de +2. O Mn?* presente na solugédo do solo pode ser
absorvido pelas raizes, adsorvido as cargas negativas presentes no complexo sortivo

do solo ou sofrer oxidagao alimentando os pools de Mn com nox diferente de +2.

Figura 3 — Pools de Mn no sistema solo-planta e processos de intercambio. A solugao
do solo é o pool responsavel pelo fornecimento de Mn para o crescimento da planta.
Os pools com armazenamento de Mn na forma adsorvida ou facilmente reduzivel

desempenham maior participagcéo no abastecimento da solugao do solo.

Mn mineral ou adsorvido
especificamente em
oxidos de Mn

R
o*\@c;edoqa"

Absorgéo Oxidagéo

MnOH*, MnHCO,*, MnO,

Solugéo do Solo
Oy,
PN
“©s,

Mn adsorvido na matéria Mn lentamente reduzivel em
organica, argila e compostos de moderada
sesquioxidos de Fe e Al solubilidade

Redugéo

Fonte: Ritchie (1989, p. 36), modificado pelo proprio autor.

Os processos de oxidacao e redugao que atuam sobre o Mn no sistema solo-

planta transcorrem pelas vias quimica e bioldgica. A oxidagao (Mn?* — Mn**) ocorre
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predominantemente pela rota biolégica com ou sem a participagdo de enzimas no
processo. De um lado a oxidagao microbiana ndo enzimatica é efetuada por produtos
do metabolismo de microrganismos com o Mn?* atuando como agente redutor. Do
outro lado, a oxidagdo microbiana enzimatica ocorre em condicbes aerobicas
executada por bactérias especificas com consequente formagao de 6xidos de Mn
(Ghiorse e Ehrlich, 1992), reduzindo a quantidade de Mn?* na solugdo do solo.

O processo de redugio (Mn** — Mn?*), responsavel por abastecer a solugao
do solo com Mn?* também pode ser realizado por microrganismos pela rota bioldgica,
entretanto a rota quimica prevalece por varios caminhos (Ritchie, 1989). Na rizosfera
o Mn atua como agente oxidante recebendo elétrons proveniente da degradacao de
compostos organicos (Vodyanitskii, 2009). Na formagéo de substancias humicas no
solo, os acidos fendlicos envolvidos no processo sdo oxidados no interior de 6xidos
de Mn, com consequente redugéo e formagao de Mn?* (Ding et al., 2022).

Lehmann et al. (1987) avaliaram a capacidade do Mn em oxidar acidos
fendlicos em solo tratado com mono-oxobromato de litio (LiOBr) para remocgao da
matéria organica. A taxa de oxidagdo aumentou com o grau de metilagdo nas
hidroxilas das estruturas aromaticas. Entretanto, quando Fe e Mn foram removidos
pelo emprego da solugcao de ditionitrito-citrato, a oxidagcao dos acidos fendlicos foi
interrompida. Desta forma, a oxidacdo de acidos fendlicos esta acoplada com a
reducao dos oxidos de Mn.

Mais fatores atuam na rota de redugdao quimica. Os Oxidos de Mn sao
negativamente carregados (Post, 1999), sendo atraidos por particulas positivamente
carregadas. Devido as condigcbes que favorecem o intemperismo nas regides
tropicais, solos originados do basalto apresentam altas quantidades de 6xidos de Fe
com ponto de carga zero (PCZ) acima de pH 7,0, com capacidade de adsor¢ao de
anions (CTA) na faixa de pH empregada no cultivo da maioria das espécies.

Nessa condi¢do, os oxidos de Mn s&o atraidos pelos oxidos de Fe, e durante
0 processo de umedecimento/secagem do solo, 0 Mn em proximidade com o Fe, atua
como receptor ou doador de elétrons conforme o Fe oxida ou sofre reducao,

respectivamente, conforme a equacéo 1 (Hem, 1963)

2 Fe(OH)s + Mn2* + 2H* = MnO2 + 4 H20 + Fe?* (Eq. 1)

Atkins et al. (2016) apresentam os potenciais padrdo de reducgdo (E°) de



24

algumas semirreagdes nas quais o Mn é integrante (Tabela 1). Os valores de E°,
medidos em volt (V), permitem para um processo redox conhecido, a predi¢cao e
separagao dos integrantes em agente oxidante e agente redutor. Lingappa et al.
(2019) apresentam os valores de E° de varias semirreagdes no sistema solo-planta
(Figura 4).

Tabela 1 — Semirreacdes das espécies de Mn e respectivos potenciais padrao

de redugéo (E°), em volts (V).

Semi-reagao E° (V)

1) MnO4 + 8 H* + 58 — Mn?* + 4 H20 +1,51 A

2) Mn3 + & — Mn2* +1,51
Incremento

3) MnO2 +4 H* + 2 & —» Mn?* + 2 H20 +1,23 na habilidade
de atuar

4) MnO#% + 2 H20 + 2 & — MnO2 + 4 OH- +0,60 como agente
oxidante

5) MnO4™ + & — MnOs? +0,56

6) Mn?* + 2 & — Mns) -1,18

Fonte: Atkins et al. (2016, p. A16), modificado pelo proprio autor.

Em relacédo aos valores apresentados na Tabela 1, quanto maior o valor de
E°, maior sera a capacidade do integrante da semirreagdo em atuar como agente
oxidante, ou seja, receber elétrons em determinado processo redox. Quando
observamos a Figura 4A, os pares redox representam semirreagdes de forma
simplificada, entretanto, os valores de E° sdo os mesmos. No sistema solo-planta
quando observamos os valores de E° dos pares redox (Figura 4A), e comparamos
com os valores apresentados na tabela 1, é possivel observar que o Mn apresenta a
maior habilidade em adquirir elétrons dentre os integrantes do sistema.

A Figura 4B apresenta o efeito da variagdo do pH e da concentracdo de Mn
sobre os valores de E°. O incremento no pH de 0 para 7, reduz o de E° do par redox
MnO2/Mn?* em 0,82 V, passando de 1,23 para 0,41 V. Enquanto a redugéo de 10°
vezes na concentracdo, de 1 M para 1 uM, reduz o valor de E° em 0,18 V. A redugéo
no E° pela variagio do pH é mais eficiente no decréscimo da habilidade do par redox
MnO2/Mn?* em atuar como agente oxidante.
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Figura 4 — Valores do potencial padrédo de reducdo de semirreagdes (E°), em volt (V).
(A) valores de E? para diversos pares redox no sistema solo-planta. (B) Efeito da
variacao de pH e concentracdo de Mn sobre os valores do potencial padréo de
redugédo (EO).
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Fonte: Lingappa et al. (2019, p. 116), modificado pelo préprio autor.

De acordo com Hem (1972) a distribuigdo das espécies de Mn em solugao &
influenciada principalmente pelos fatores: potencial redox (Eh), potencial de elétrons
(pe) e pH. Devido a dindmica complexa das espécies de Mn no sistema solo-planta,
Pavan e Miyazawa (1984) reportam a dificuldade na interpretagao das variagdes nos
teores de Mn obtidos nas analises de solo.

Miyazawa et al. (1993) realizaram uma série experimentos com objetivo de
avaliar o efeito dos fatores insolagao, temperatura, oxidacdo da matéria orgéanica e
esterilizagdo sobre os valores obtidos na determinagao analitica do Mn em amostras
oriundas de latossolo vermelho distréfico. O extrator empregado foi o acetato de
amoénio (NH4Ac) 1 M a pH 7,0 na propor¢ao 1:10 (solo: solugao), e determinagao por

espectrofotometria de absorgao atdmica (EAA). A quantidade total de Mn presente na
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area de estudo foi de 1930 mg kg™’ de solo.

Para o fator insolagao, as amostras foram acondicionadas em caixas plasticas
de 25 cm de altura, os periodos de insolagcdao foram de 3, 7, 14 e 21 dias. A
determinacao do Mn foi realizada nas profundidades de 0-2,5,2,5-5,5-10e 10 -
15 cm. As maiores variagdes foram observadas na profundidade de 0 — 2,5 cm, com
incremento de 40 vezes quando comparada a profundidade de 10 — 15 cm.

Na avaliagdo do efeito da temperatura, as amostras foram submetidas as
condicdes de 20, 40, 60, 80 e 100 °C por duas horas e 120 °C por 30 min, todos em
banho maria. Até 40 °C a temperatura exerceu pouca alteragdo na cinética de
liberacdo do Mn, entretanto a partir de 60 °C a quantidade de Mn aumentou
exponencialmente.

A esterilizagao foi efetuada em autoclave a 120 °C por 30 min. Os tratamentos
consistiram na adigdo de 0, 125, 250 e 500 mg de Mn kg' de solo seco na forma
MnSO4.H20, com as amostras submetidas as condi¢des: seca, capacidade de campo
mantido com H20 destilada, capacidade de campo mantida com adicao de solucao de
solo e solo nao esterilizado mantido na capacidade de campo. Os periodos de
incubacao foram 0, 10, 20, 30, 60, 120 e 180 dias.

Apods 60 dias de incubagao praticamente todo o Mn adicionado (500 mg) ao
solo néao esterilizado nao foi extraido pelo NHsAc. No tratamento com solo esterilizado
e umidade mantida pela adicdo de solucéo do solo, a insolubilizagédo do Mn ocorreu
aos 120 dias de incubacao. Nas amostras de solo autoclavadas mantidas seca ou na
capacidade de campo pela adicdo de H20 destilada, o Mn aumentou 24 e 30%,
respectivamente, até 30 dias de incubacgao, permanecendo nesses patamares até o
final do periodo de incubacéo.

A oxidagao da matéria organica foi realizada pela adi¢ao de H202 e secagem
a sobra até 15% de umidade, posteriormente as amostras foram submetidas aos
tratamentos: secagem em estufa a 60 °C por 24 horas, autoclavagem a 120° C por 30
min, incineracdo em mufla a 250 e 500 °C e manutencdo em condi¢cao de laboratério
(sombra e temperatura ambiente). Amostras de solo ndo submetidas a oxidagéao por
H202 sofreram incrementos nos teores de Mn determinados por NH4Ac nas
magnitudes de 14 vezes para secagem a 60 °C, 78 vezes para autoclagem, seis e 33
vezes para incineragao a 250 e 500 °C, respectivamente.

O tratamento com H202 proporcionou redugao entre 9 a 26% nos valores de

matéria organica. Nessas amostras a secagem a 60 °C e a autoclavagem



27

proporcionaram incrementos superiores a 100 vezes nas quantidades de Mn extraidas
por NH4sAc 1 M a pH 7,0. Por outro lado, as condi¢gbes de incineragdo ocasionaram
reducdo quando comparado ao solo ndao oxidado.

Das condi¢des impostas por Miyazawa et al. (1993), a insolagao e temperatura
proporcionaram condi¢cdes oxidativas, com alteracdo da massa microbiana e
degradacao de compostos de carbono, com consequente reducéo de espécies de Mn
presentes em outros pools pela rota quimica, proporcionando maior solubilizagao e
extracdo pelo NHsAc 1 Ma pH 7,0.

Na esterilizagdo por autoclavagem, as amostras submetidas ao processo
sofreram a perda da populagdo microbiana existente, impossibilitando a oxidagao do
Mn pela rota biologica. Nos tratamentos onde as amostras foram mantidas secas ou
na capacidade de campo com H20 destilada houve a solubilizagdo de espécies de Mn
devido a oxidacdo de compostos orgéanicos e reducao pela rota quimica, de forma
semelhante as condi¢des de insolagédo, aquecimento e oxidacdo da matéria organica
pelo H20:2.

Por outro lado, as amostras ndao autoclavadas apresentavam uma populagao
microbiana pré-existente, possibilitando a oxidagao do Mn pela rota bioldégica com 60
dias de incubacdo. Enquanto, as autoclavadas com umidade na capacidade de campo
mantida pela adigdo de solu¢cdo do solo foram “reinoculadas”, demonstrando uma
oxidagao pela rota biolégica mais lenta.

No sistema solo-planta as quantidades de Mn?* presentes no pool solugdo do
solo aumentam com o decréscimo do pH, com predisposi¢gao para condi¢cdes de
toxidez em pH < 5,5 (Menzies, 2003). De forma semelhante aos demais nutrientes
essenciais, a disponibilidade do Mn também ¢é influenciada pelo pH do solo, como
apresentado na Figura 5. Malavolta e Kliemann (1985) mostraram que o incremento
de uma unidade do pH reduz a concentracdo de Mn?* em 100 vezes na solugéo do
solo.

Havlin et al. (2017) elencam os principais fatores envolvidos na alteracéo do
pH dos solos, sendo eles: i) pH da precipitagao, ii) degradacdo da matéria organica
do solo, iii) processos de transformacao de nutrientes (mineralizagédo e imobilizagéo),
iv) absorgdo de nutrientes pelas plantas, v) lixiviagdo de anions acompanhado por
bases, vi) desprotonacdo dos minerais de argila e 6xidos de Fe e Al, vii) hidrélise do

Fe e Al e viii) adigdo de sais fertilizantes.
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Figura 5 — Relagao entre pH e disponibilidade de nutrientes e aluminio no
sistema solo-planta. Em destaque zona de predisposi¢ao a toxidez por

Mn?* em condig&o de pHH20 < 5,5.
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Fonte: Malavolta (2006, p. 31), modificado pelo préprio autor.

A zona de predisposicéo a toxidez por Mn?*, destacado na figura 5, inicia em
condicdes de pHH20 < 5,5. A manutencgao do pH do solo na faixa ideal, além de permitir
a disponibilidade adequada de nutrientes, favorece o sistema solo-planta e evita altas
concentragbes de Mn?* na solugdo solo. Entretanto, o limite inferior da faixa ideal de
pH é préximo ao inicio da zona de predisposicdo, um intervalo de apenas 0,5 ponto
na escala de pH. Mascarenhas et al. (1982) e Quaggio et al. (1982) demonstraram
que a quantidade de calcario requerida para reduzir a quantidade de Mn?* a niveis
adequados para a nutricdo das plantas é superior a quantidade necessaria para a
precipitagdo do AI** no solo. Desta forma, em solos derivados de materiais de origem
ricos em Mn, além de verificar o equilibrio e nivel de saturagédo por bases (V%) no
planejamento da calagem, o fator pH do solo necessita ser considerado.

A CTC do solo nos apresenta a magnitude de cargas negativas presentes, e

consequentemente, os potenciais pontos de adsorcao de elementos positivamente
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carregados. Solos de maior CTC apresentam maior capacidade de adsor¢cao e maior
habilidade no tamponamento da solugcdo do solo. Essas caracteristicas sé&o
importantes e positivas para o sistema solo-planta, entretanto, a fragdo da CTC a pH
7,0 n&o ocupada por bases € preenchida pela acidez potencial (H + Al). Desta forma,
solos com diferentes CTCpH 7,0 podem apresentar V% iguais, porém, certamente
apresentam pHwzo diferentes.

Melo et al (1988) apresenta a equagao 2 para o calculo do pH solo em fungéo
do V%. A calibragdo foi realizada através de incubagdo com CaCOs (puro para
analise) em 30 amostras de solo provenientes dos estados de Sao Paulo, Mato Grosso
e Goias. Pela Eq 2, um V% de 70% proporciona um pH de 6,03, ao passo que para
um pH de 6,5 é necessario um V% de 94%. O valor do indice pH é calculado pelo
logaritmo negativo da concentracdo de H*. Portanto, para solos com elevada CTC e
V% de 70%, os 30% remanescente da CTCpH7,0 ocupados com H + Al proporcionam

elevado potencial em adicionar H* a solugao do solo.

pH = 4,69 + 0,0192 * V% (Eq. 2)

A solugdo SMPpH75 proposta por Shoemaker et al. (1961) determina
quimicamente a capacidade do solo em alterar o pH da solugdo tamponada. Os
autores correlacionaram a alteracado de pH da solugdo SMPpH7,5 com a quantidade de
carbonato de calcio (CaCO3) necessaria para neutralizar a acidez (H*) produzida pelo
solo. Desta forma, a metodologia proposta por Shoemaker e colaboradores fornece
nao somente as quantidades de CaCO3s necessarias para alcancar determinado valor
de pH, mas informa também capacidade de determinado solo em adicionar H* em
solugédo e seu potencial em consumir hidroxilas oriundas da calagem (OH").

Lynch e Wojciechowski (2015) reportaram uma lista de fatores que limitam o
desenvolvimento do sistema radicial das plantas em 12 ordens do Soil Taxonomy
System, entre elas, os autores destacam elevados niveis de Mn e ressaltam que
apesar da toxidez do elemento ser um problema importante, pouca atengao é
direcionada a essa variavel.

A toxidez por elementos, segundo Tisdale et al (1985), é uma das 52 variaveis
que atuam sobre os sistemas de producao agricola e apresentadas na Tabela 2,
dentre as quais, o sistema solo-planta abrange 32 dessas variaveis. Como discutido

no item 2.4.6, a toxidez por Mn gera prejuizos ao crescimento das raizes
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proporcionando efeitos negativos sobre varias variaveis do sistema de producgao.

Desta forma, a principal estratégia para contornar os problemas ocasionados pela

toxidez por Mn é manejar o pH do solo para valores dentro da faixa ideal, sendo a

calagem a principal pratica desse conjunto de estratégias.

Tabela 2 — Variaveis que exercem interferéncia sobre o sistema de produgao

agricola.

Variaveis do sistema de producéao

Clima Solo Cultura

Precipitacao Teor de M.O. Espécie

Quantidade Tipo de argila Cultivar

Distribuicao Textura Populagao

Intensidade Grau de estruturacao Estande

Duragao Profundidade do perfil Geometria
Temperatura Drenagem Espacamento

Tmax diurna pH Evaporagéao

Tmin Noturna CTC Transpiragao
Umidade Relativa V% Disponibilidade de H20
Radiagao Solar Face (N, S, L ou W) Nutricdo

Quantidade Topografia Pragas

Intensidade Temperatura do solo Doencas

Duragao Semeadura direta Plantas infestantes
Altitude Semeadura convencional indice de colheita
Latitude Cobertura por palha Rotacao de culturas
Vento Niveis de nutrientes Irrigacao

Velocidade Toxidez por elementos

Frequéncia Impedimento quimico (B1)

[CO2] atmosfera

N° de dias com T > 32°C

Fonte: Tisdale et al. (1985) e Havlin et al. (2017), modificado pelo préprio autor.
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2.4 MANGANES NA PLANTA

2.4.1 Fungdes do Manganés na Planta

A essencialidade do Mn foi creditada ao trabalho realizado por Mc Hargue
(1922), sendo confirmada pelos critérios propostos por Arnon e Stout (1939): um
elemento nao é considerado essencial ao desenvolvimento da planta a menos que (i)
a sua deficiéncia impossibilita que a planta complete os estadios vegetativos e
reprodutivos do seu ciclo de vida, (ii) a deficiéncia é especifica do elemento em
questado e pode ser prevenida ou corrigida somente pelo suprimento do elemento, e
(iii) o elemento esta diretamente envolvido na nutricdo da planta independentemente
de possiveis efeitos em corrigir condi¢gdes microbioldgicas ou quimicas desfavoraveis
no solo ou no meio de cultivo.

Na planta o Mn é grupo prostético das enzimas superoxido dismutase
(MnSOD), oxalato oxidase, e constituinte do complexo de liberacdo de oxigénio do
fotossistema Il (PSIl) (Broadley et al, 2012). A MnSOD presente principalmente nas
mitocéndrias e peroxissomos, apresenta um unico atomo de Mn por molécula, nao
apresentando atividade na auséncia do cofator no sitio catalitico (Alscher et al., 2002).
A MnSOD ¢é um dos componentes do sistema de inativacao de espécies reativas de
oxigénio (EROs), catalisando a conversdao do oxigénio superéxido (O2°") produzido
quando a molécula de oxigénio (Oz2) recebe um elétron, em perodxido de dihidrogénio
(H202). Posteriormente, o H202 pode ser convertido em H20 pela agdo das enzimas
catalase, peroxirredoxina ou ascorbato oxidase, como apresentado na Figura 6 (Taiz
et al, 2017).

O oxalato, derivado do acido oxalico pela ionizagdo dos hidrogénios dos
grupamentos carboxilicos, € empregado por algumas espécies como anion no
balanceamento de cargas da homeostase vacuolar (Marschner, 1995). O oxalato é
proveniente da reacao de oxidagdo do glioxilato, gerando uma molécula de
nicotinamida adenosina dinucleotideo reduzido (NADH) (Nelson et al, 2019). A
oxidagao do oxalato pela enzima oxalato oxidase gerando duas moléculas de gas
carbonico (COz2) e H202 é apresentada na figura 7 (Tanner et al., 2001).

A atividade da enzima oxalato oxidase € observada no apoplasto, atuando
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Figura 6 — Rotas metabdlicas antioxidantes que regulam os niveis de espécies
reativas de oxigénio (EROs) nas células. O oxigénio superéxido (O2°") é produzido
quando o O2 recebe um elétron. A superoxido dismutase (SOD) converte o O2*" em
peréxido de dihidrogénio (H202), que pode ser decomposto a H20 pelas enzimas

catalase, peroxirredoxina e ascorbato peroxidase.
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Figura 7 — Formacgéao do oxalato a partir do glioxilato com redugdo de uma molécula
de nicotinamida adenosina dinucleotideo (NAD). O oxalato é oxidado a gas carbdnico

(CO2) e perdxido de dihidrogénio (H202) pela enzima oxalato oxidase.
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Fonte: Adaptado de Nelson e Cox (2019, p. 697) e Tanner et al. (2001, p. 43632), modificado

pelo proprio autor.
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como sistema de defesa na inibigado de toxinas fungicas, e promovendo a lignificagéo
pela produgédo de H202 necessaria na ligagao entre monoligndis na sintese de lignina
(Cakmak et al., 2023).

Na fragdo do fotossistema Il (PSll) situada no lumen do tilacoide, o complexo
de liberagdo de oxigénio catalisa a quebra de duas moléculas de H20, produzindo
uma molécula de O2 e quatro prétons (H*), gerando o gradiente de potencial
eletroquimico necessario a sintese de adenosina trifosfato (ATP) pela ATP sintase. O
cluster manganico Mn4sCaOs composto por quatro atomos de Mn em diferentes
estados de oxidacao ¢é localizado na porgao do lumen da proteina D1 na interface com

o complexo antena CP43, como apresentado na Figura 8 (Oliver et al., 2022).

Figura 8 — Representacdo esquematica em (A) da cadeia de transporte de elétrons
(linha sdlida) e do transporte de proétons (linhas pontilhadas). (B) Cadeia de transporte
de elétrons do fotossistema Il (PSIl), as proteinas D1 e D2 ligam os principais
cofatores de transporte de elétrons. As proteinas do complexo antena CP47 e CP43
ligam todas as moléculas de clorofila associadas ao PSIl. Trés proteinas extrinsecas
ligadas ao PSIl no lumen servem como capa protetora que cobre o nucleo catalitico
do PSII. (C) Cluster catalitico Mn4CaOs na interface entre a subunidade D1 e o CP43.
Esferas em laranja representam o Mn nos estados de oxidagao (1, Il e lll), esfera roxa

Mn IV e amarela o Ca.
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Como cofator metalico, o Mn participa da ativagcdo de outras 35 enzimas
(Burnell, 1988). Com um raio iénico de 0,075 nm, valor muito préoximo ao do raio do
Mg (0,065 nm), para algumas enzimas os dois elementos apresentam a capacidade
de atuar como cofator metalico, porém, com diferengas na quantidade requerida para
ativacdo do processo enzimatico. A Figura 9 esquematiza o ciclo do acido
tricarboxilico, em destaque estdo as enzimas malato desidrogenase, malica e
isocitrato desidrogenase que s&o ativadas por ambos os elementos, entretanto, como
a concentragdo de Mg no citosol € de 50 a 100 vezes superior a do Mn, normalmente

a ativagao é realizada pelo primeiro elemento (Eaton, 2015).

Figura 9 — Ciclo do acido tricarboxilico e reagbdes associadas. Em destaque atuagao
do Mn?* como cofator metalico das enzimas malica, malato desidrogenase e isocitrato

desidrogenase na matriz mitocondrial.
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Fonte: Taiz et al (2017, p. 328), modificado pelo proprio autor.

Em outros processos enzimaticos, como na ativacdo da RNA polimerase do

cloroplasto, o Mn apresenta eficiéncia superior em 10 vezes quando comparado ao
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Mg (Burnell, 1988). Nas plantas que apresentam a anatomia de Kranz e efetuam a
descarboxilagdo nas células da bainha do feixe vascular empregando a enzima
fosfoenolpiruvato carboxiquinase, ao contrario das enzimas do ciclo do acido citrico,

o requerimento por Mn é absoluto (Broadley et al, 2012) (Figura 10).

Figura 10 — Metabolismo C4 do tipo fosfoenolpiruvato carboxiquinase. A enzima
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPcarboxiquinase) descarboxila uma molécula de
oxalacetato liberando uma molécula de CO:2 para carboxilagdo pela ribulose 1,5

bisfosfato carboxilase e oxigenase (RUBISCO) no ciclo de Calvin-Benson.
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Fonte: Niyogi et al. (2015, p. 562), modificado pelo préprio autor.

No metabolismo do N nas leguminosas, como a soja, o NH3 proveniente da
fixagcdo bioldgica de nitrogénio (FBN) é incorporado ao glutamato, no interior das
células infectadas, formando glutamina, e posteriormente acido urico que migra para
as células nao infectadas do nédulo, possibilitando a formacgao dos ureideos alantoina
e acido alantéico, sendo entdo, transportados para as folhas e vagens via xilema
(Baral et al, 2016). Para o aproveitamento do N proveniente da FBN é necessario o
catabolismo dos ureideos com liberacao de NHs para sintese de aminoacidos (Todd
e Polacco, 2004). A enzima alantoato amidohidrolase necessita do Mn?* como cofator
metalico como apresentado na Figura 11 (Eaton, 2015). Desta forma, na auséncia do
Mn ha prejuizos no aproveitamento do N proveniente da FBN.

O Mn também participa da ativagdo de enzimas na via metabdlica de sintese
do acido shiquimico, exercendo influéncia sobre a sintese de aminoacidos aromaticos,

lignina, flavonoides e do acido-3-indol acético (AlA) (Hansch e Mendel, 2009). Desta
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forma, em condigcbes de deficiéncia de Mn a queda na sintese do aminoacido

triptofano, precursor na rota de sintese do horménio, proporciona menor formagao de

AlA nos tecidos da planta. A Figura 12 apresenta a rota de sintese do AlA dependente

do aminoacido triptofano em plantas (Zhao, 2012).

Figura 11 — Metabolismo do nitrogénio, transporte e catabolismo de compostos

nitrogenados na planta de soja. Em (A) sintese de ureideos na célula ndo infectada

do nddulo na raiz durante a fixag&o bioldgica de nitrogénio (FBN) e posterior transporte

do acido alantdico via xilema. Absorg¢ao e assimilagao de nitrato (NO3") pela raiz, e

posterior transporte da asparagina via xilema. Em (B) catabolismo do acido alantéico

nas folhas, com destaque para o Mn?* como cofator da enzima alantoato

amidohidrolase.
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autor.

Quando em excesso no tecido vegetal, além de competir com o Mg?* na

complexacédo dos grupamentos fosfato presentes na molécula de ATP (Marschner,
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1995), o Mn também incrementa a atividade da enzima &acido indol acético oxidase
(AIA oxidase) ocasionando redug¢ao nos niveis de AlA nos pontos de crescimento da
parte aérea e raizes (Banduski et al, 1995; Uchida, 2000).

Figura 12 — Rota de sintese do acido indol-3-acético (AlA)
dependente do aminoacido triptofano (Trp) em plantas. A primeira
etapa é catalisada pela enzima triptofano aminotransferase (TAA)
que transfere o grupamento amino do Trp para o piruvato
produzindo alanina (Ala). A segunda etapa é dependente de Oz e
NADPH, onde a enzima YUCCA flavina monooxigenase converte

0 acido indol-3-piravico em AlA, com liberagao de CO2 e H20.
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Fonte: Zhao (2012, p. 335), modificado pelo proprio autor.
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2.4.2 Absorcéao, Transporte, Translocagao e Acumulo de Manganés na Planta

No solo o Mn pode ser encontrado em varios estados de oxidagao, porém, &
absorvido pelas plantas somente como Mn?* (Marschner, 1995). Segundo Malavolta
et al. (1997) anterior a absorgéo ha a necessidade do contato entre nutriente e raiz,
podendo esse processo ocorrer por interceptagao radicular, fluxo de massa e/ou
difusdo. A intercepgao radicular ocorre simultaneamente ao processo de crescimento
das raizes no meio de cultivo, sendo diretamente proporcional a area superficial do
sistema radicial.

O processo fluxo de massa consiste no movimento do nutriente em uma fase
aquosa movel devido a diferenga de potencial hidrico (y), sendo influenciado pela
concentracdo do elemento em solugdo e a taxa transpiratoria da planta. Enquanto a
difusdo representa o movimento espontaneo do nutriente pela agitagao térmica a favor
do gradiente de concentragcédo, sendo alterada pelo (i) coeficiente de difusdo da
molécula em agua, (ii) area de absorgao, (iii) fracdo do volume de solo ocupado pela
agua, (iv) distédncia do nutriente ao ponto de absorgao, e (v) diferenga de concentragéo
do nutriente entre os pontos de absorg¢ao e a distancia considerada (Malavolta, 2006).

Para cada nutriente mineral a absorgao ocorre pela participacao de pelo menos
dois processos de contato nutriente/raiz simultaneamente. No caso do Mn os trés
processos podem contribuir para absor¢cdo do elemento no meio de cultivo (Barber,
1995). Halstead et al. (1968) avaliaram a contribuicdo dos processos intercepgéao
radicular e fluxo de massa na absorgao de Mn pela planta de soja, cultivar Harosy 63,
sob ambiente protegido em dois tipos de solo e duas condigdes de taxas
transpiratorias promovidas por alteragédo na humidade relativa (100 — 80% UR e 20%
UR, baixa e alta taxa transpiratéria, respectivamente).

Os valores entre o teor de Mn nos tecidos da planta e a contribuigao calculada
dos processos de contato de interceptacao radicular somado ao fluxo de massa sao
apresentados pela reta em escala logaritmica na Figura 13. A correlagao foi de 0,65,
0s pontos acima da equacao linear representam os tratamentos onde o processo de
difusdo contribuiu na absorgao de Mn, enquanto, os valores abaixo representam que
0 processo ocorreu, porém, o Mn ficou acumulado préximo as raizes.

Os dois tipos de solos, textura argilosa e arenosa, empregados no experimento
apresentavam diferengas quanto a porosidade, capacidade de troca catiénica (CTC)

e niveis de célcio (Ca?*). Segundo os autores a diferencga na taxa transpiratéria entre
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os tratamentos avaliada aos 14 dias ndo alterou a taxa de difusdo, sendo esse
processo governado pelo nivel de Mn, onde o incremento na participagao da difusao

foi proporcionado pelo baixo nivel de Mn no solo de textura arenosa.

Figura 13 — Relagéo entre Mn absorvido e o suprimento
calculado pelos processos de contato por interceptagao
radicular e fluxo de massa, representados pela reta em

escala logaritmica.
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Fonte: Halstead et al. (1968, p. 71), modificado pelo

préprio autor.

No cultivo da planta de soja em solugdo nutritiva para experimentacéo
agrondmica, o sistema Deep Water Culture (DWC), comumente denominado de
sistema floating, pela auséncia de bombeamento e permanéncia do sistema radicial
na solugao de nutrientes do reservatério, permite que o contato entre raiz e nutrientes
acontega pelos trés processos (interceptagao radicular, fluxo de massa e difuséo),
como apresentado na Figura 14. Enquanto no sistema Nutrient Film Technique (NFT),
o movimento do filme de nutrientes pelas raizes das plantas alocadas nos perfis
hidropdnicos promove o contato entre raiz e nutrientes, reduzindo a contribuicdo do
processo de difusdo, porém, incrementando a interceptagao radicular. Desta forma,

experimentos com cultivo em solucao nutritiva no sistema NFT, interceptacao radicular
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e fluxo de massa, sao os processos majoritarios de contato entre nutriente e raiz.

Figura 14 — Sistemas de cultivo em solug¢ao nutritiva Nutrient Film Technique (NFT —
Sistema NFT) e Deep Water Culture (DWC — Sistema Floating).

Nutrient Film Technique (NFT) Deep Water Culture (DWC)
“Sistema NFT” “Sistema Floating”
vy L) 249
oiig® she® ehd®
5+ S Y T X S (R X
-~ & ’+~’ e e l\d eid e ijd
Perfi \T u \u 'J ’!;?Q ’B\é?o ’:é"
Hidropdnico { \I \EJ’ D ~"" «l\" ﬂr‘
W Solugéo Nutritiva
\) Solugéo Nutritiva
= B

Bomba de ar Bomba d'agua Bomba de ar
(Oxigenacéo) (Oxigenagéo)

Fonte: O proprio autor.

Aposs o contato entre nutriente e raiz, o Mn (assim como os demais nutrientes)
pode ser absorvido pelo mecanismo passivo e/ou ativo. O mecanismo de absorgao
passivo compreende a entrada do nutriente pela rota apoplastica, representada na
Figura 15. O processo ocorre sem gasto de energia pela planta, a favor de um
gradiente de potencial eletroquimico (Au), com permanéncia do nutriente no espago
livre aparente (ELA). O ELA corresponde a soma dos espagos existentes na parede
celular, entre as células (intercelular) e na superficie da plasmalema. A absorgao
passiva é processo reversivel, podendo o nutriente ser deslocado por outro elemento
com caracteristicas quimicas semelhantes em solucdes de baixo potencial osmatico
(wr) (Malavolta, 2006).

O mecanismo de absorgao passivo ocorre até a endoderme, onde a deposi¢cao
de suberina da estria de Caspary impossibilita a passagem de agua e nutrientes pela
via apoplastica (Figura 15). Para entrar no citosol e acessar a via de absorgao
simplastica, o Mn?* necessita ser absorvido pelo mecanismo de absorgéo ativa. Welch
(1995) apresenta as estratégias | e Il empregadas para absorcdo de Fe e
micronutrientes por dicotiledéneas e monocotiledbneas ndo gramineas, e por plantas
da familia Poacea, respectivamente. Segundo o autor, a ATPase presente na
membrana plasmatica gera um gradiente de Au ao transportar H* para o apoplasto,

acidificando a rizosfera, com consequente incremento na disponibilidade Mn?*,
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permitindo a absorc¢ao por transporte ativo secundario via transportador localizado na

plasmalema, como diagramado na figura 16.

Figura 15 — Rotas de absorgédo de agua e nutrientes pela raiz. Para as plantas com
auséncia de exoderme, como a planta de soja, agua e nutrientes podem ser
movimentar pelas rotas apoplastica, transmembrana e simplastica. Na rota
simplastica, o deslocamento ocorre através dos plasmodesmos. Na rota
transmembrana, a dgua movimenta-se pelo espago existente entre plasmalema e a
parede celular. Na endoderme, as rotas apoplastica e transmembranar sao
bloqueadas pela estria de Caspary. O movimento da agua é governado pela diferenca
de potencial hidrico (y), enquanto o movimento de solutos € influenciado pela

diferenca de potencial eletroquimico (Au).
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Fonte: Taiz et al. (2017, p. 103)

Quando em estados de oxidagao diferentes de +2, o Mn precisa ser reduzido a
Mn?2* para posterior reconhecimento pelo transportador. Como estratégia de absorgao
para suprir a demanda por Mn, na membrana plasmatica ha uma redutase com
capacidade de reduzir o Mn** em Mn*2, empregando poder redutor na forma de NADH,
porém, o processo de reducdo ocorre somente quando o Mn** é complexado

(quelato+Mn**) por substancias organicas exsudadas pela prépria planta ou por
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microrganismos presentes na rizosfera. Apds o processo de redugéo ha liberagédo do
complexo Mn?* e quelato, com posterior absorgdo do Mn?* via transportador, como

apresentado na Figura 16.

Figura 16 — Mecanismo de absorcdo de Mn empregado pela planta de soja
(Glycine max (L.) Merril) (Estratégia 1). A ATPase presente na membrana
plasmatica gera um gradiente de potencial eletroquimico (Ax) pelo
bombeamento de H* para o apoplasto, gerando acidez ativa que reduz o pH e
incrementa a disponibilidade do elemento. O Mn?* é absorvido via transportador
por transporte ativo secundario. Em condicbes de baixa disponibilidade de
Mn?*, o quelato+Mn** formado pela complexagdo de substancias exsudadas
pela planta e/ou microrganismos presentes na rizosfera € reconhecido pela
redutase na plasmalema, sendo reduzido a Mn?* e posteriormente absorvido
via transportador. No citosol o Mn?* é complexado em compostos organicos
negativamente carregados (metal ligantes), e transportado para parte aérea via

xilema seguindo o fluxo transpiratério da planta.
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Para manter um suprimento adequado de Mn, a aquisigao via transportadores
transmembranares e distribuicdo para os locais drenos necessitam de controle.
Segundo Alejandro et al. (2020) o mecanismo mais importante de controle na
absorcdo de nutrientes € a presenca de proteinas transportadoras localizadas na
membrana plasmatica.

Semelhante ao observado na forma de operacédo dos transportadores que
participam na absorgdo dos demais elementos, as proteinas que constituem os
transportadores de Mn nao apresentam especificidade, podendo transportar outros
cations divalentes como Fe?*, Cu?*, Cd?*, Ca?*, Co?* e Ni?* (Alejandro et al, 2020). A
falta de especificidade nao € uma regra para todos os transportadores presentes na
célula vegetal, entretanto, proporciona a formagéao de interagdes interibnicas durante
processo de absorcéo. Por exemplo, sob condi¢gdes de excesso na disponibilidade de
Mn, devido a pequena diferenga entre os raios idnicos do Ca?* e Mn?*, pode ocorrer a
absorcao de Mn através do transportador de Ca. Para garantir a homeostase de Mn
celular, o blogueio na operagao do transportador pode impossibilitar a absorcao de Ca
momentaneamente (Pittman, 2005).

Os efeitos interidbnicos no processo de absorg¢ao de nutrientes podem ser do
tipo (i) antagbnico, quando a maior disponibilidade de um elemento implica na menor
absorcao de outro elemento, (ll) sinérgico, a maior presenca de determinado elemento
no meio de crescimento promove maior absorgao de outro elemento, e (lll) inibitorio,
neste caso a maior concentracdo de determinado elemento no substrato de
crescimento reduz a absorg¢ao de outro elemento, de forma competitiva quando esses
elemento se ligam ao mesmo sitio no transportador e ndo competitiva quando a
ligacado a ocorre em sitios distintos no transportador (Malavolta, 2006).

A Tabela 3 apresenta os efeitos interibnicos motivados pela alta disponibilidade
de Mn?* na absorgdo de outros nutrientes essenciais e benéficos. Neste caso o
incremento na viabilidade do Mn?* estimula a absorgdo de P e S. Em contrapartida,
para os demais nutrientes apresentados o efeito € inibitério sendo observado uma
menor absorgéo de N, K, Ca, Mg, Cu, Fe Zn, Mo e Si.

Informacgdes a respeito de interagdes antagdnicas sdo empregados para driblar
possiveis efeitos de toxidez, por outro lado, os efeitos interidbnicos sinérgicos podem
ser empregados para auxiliar o desenvolvimento da cultura em condigdes de baixa
disponibilidade de determinado elemento. A inibicdo competitiva pode ser resolvida

pelo incremento na disponibilidade do elemento de menor participagao no par do efeito
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interidbnico, enquanto a inibicdo ndao competitiva exige a remog¢ao do elemento

promotor do efeito.

Tabela 3 — Efeitos interidnicos proporcionados da alta disponibilidade de Mn2* no
meio de crescimento das raizes das plantas sobre a absorgdo de nutrientes

minerais essenciais e benéficos.

Nutriente Interacao Referéncia
. . Sharma e Bapat (2000);
P Sinergismo
Shuman e Anderson (1976)
. Alam et al. (2003);
K Antagonismo
Kabata-Pendias (2000)
Islam (1986); Kabata-Pendias (2000)
Ca Inibicdo competitiva
Malavolta (2006)
Mg Inibigdo competitiva Moreira et al. (2003)
S Sinergismo Akay e Uzum (2017)
L . Lombnaes e Singh (2003);
Cu Inibicdo competitiva
Kabata-Pendias (2000)
o N Heenan e Campbell (1983);
Fe Inibigdo competitiva
Malavolta et al. (1997)
o N Adiloglu (2006);
Zn Inibigdo competitiva
De Verenes et al. (2001).
Mo Antagonismo Kabata-Pendias (2000)
_ _ Che et al. (2016);
Si Antagonismo

Kabata-Pendias (2000)

Fonte: O proprio autor.

Diversas familias de transportadores proteicos participam na manutencao da
homeostase de Mn celular, sendo classificados como transportadores de importagao
e exportagao (Alejandro et al, 2020). Essa classificagdo emprega como referéncia o
citosol, desta forma, a entrada de Mn no citosol € considerada uma importagao,

enquanto a saida para vacuolo ou lumen de outra organela é considerada uma
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exportacao. A Figura 17 esquematiza a localizagao subcelular dos transportadores na
rota de absorgao simplastica, enquanto a Tabela 4 apresenta a lista das familias de

transportadores de Mn que podem estar presentes na planta de soja

Figura 17 — Esquema da localizagao subcelular e modo de operagao das familias de
proteinas transportadores que atuam na homeostase de Mn celular na raiz. As setas
vermelhas indicam as familias de transportadores envolvidas na importagado para o
citosol. As setas verdes sinalizam as familias de transportadores que atuam na

exportacado de Mn para o vacuolo e lumen de outras organelas.
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Fonte: Alejandro et al. (2020, p. 9), modificado pelo proprio autor.

Os transportadores da familia Natural Resistence Associated Macrophage
Protein (NRAMP) sdo encontrados nas membranas plasmatica e vacuolar, atuam
como meta/H* simporte na importagao de cations divalentes para o citosol. As familias
Zinc Regulated Transporter/Iron Regulated Transporter (ZIP — ZRT/IRT) e Yellow
Stripe-Like (YSL) também sao importadores de Mn, porém, com localizagao descrita
somente na plasmalema, atuam no transporte do apoplasto para o simplasto (Pittman,
2005). De acordo com Shaaf et al (2004) o transporte de Mn complexado a
aminoacidos n&o proteigénicos, como a nicotinamina e fitossideroforos, é efetuado por

transportadores da familia YSL.



Tabela 4 — Familias de transportadores envolvidos na homeostase de Mn?* celular.
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. N . Elementos
Familia Nome Classificagao Tipo
transportados
_ _ _ Mn?*, Fe?*, Zn?*,
Natural Resistence Associated Simporte .
NRAMP NRAMP . Importador Cd?*, Co?*, Ni** e
Macrophage Protein Metal/H*
Cu?
Zinc Regulated Transporter/Iron Mn?*, Fe?*, Cd?*,
ZIP ZRT/IRT Importador Transporte
Regulated Transporter Co?* e Cu?*
Mn?*, Zn?*, Cu?*,
YSL YSL Yellow Stripe-Like Importador Transporte _
Ni2*, Cd?* e Fe?*
CDF Cation Diffusion Facilitator Metal?*/H* Mn?*, Fe?*, Co?,
CDF Exportador
MTP Metal Transport Protein (K*) antiporte Cd?* e Ni?*
VIT VIT Vacuolar Iron Transporter Exportador Transporte Fe?* e Mn?*
CaCA CaCA Bivalent Cation Transporter Exportador Transporte Mn?* e Ca?*
P-type ATPase Paa-type ATPase Paa-type Ca?*-ATPase Exportador Transporte Mn?2*

Fonte: Pittman (2005) e Alejandro et al. (2020), modificado pelo préprio autor.
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As familias de transportadores Vacuolar lron Transporter (VIT) e Bivalent
Cation Transporter (CaCA) atuam na exportagdo de Mn do citosol para o interior do
vacuolo, transportando também Fe2* e Ca?*, respectivamente. Os transportadores
Metal Transport Protein (MTP) pertencem a familia Cation Diffussion Facilitator (CDF),
exportando cations divalentes do citosol para o interior do vacuolo e lumen do
Complexo do Golgi (CG) através do antiporte Metal**/H* ou K* (Montanini et al, 2007).
Enquanto a familia P-type ATPase transporta o Mn do citosol para o lumen do Reticulo
Endoplasmatico (ER) (Pittman, 2005).

A importancia da homeostase de Mn celular reside no fato de que altas
concentragdes de Mn?* no citosol sdo toxicas as células devido a formagéo de EROs
e/ou pelo deslocamento de outros cations divalentes que atuam como cofatores
enzimaticos de metaloproteinas tornando-as nao funcionais. Apds acessar a rota
simplastica, o Mn?* é complexado por compostos organicos como a nicotinamina e
acidos organicos citrico e malico, denominados de metal ligantes e apresentados na
Figura 18 (Haydon e Cobbett, 2007). A complexacao, além de auxiliar na homeostase,
permite acesso do Mn ao cilindro central, e posterior transporte via xilema seguindo o
fluxo transpiratorio da planta (Patrick et al., 2015).

O vacuolo por ser o local de armazenamento de compostos variados e
elementos na forma idnica, € o local preferencial para o estoque de Mn?* intracelular,
com a participagdo dos transportadores da familia MTP na exportagdo. Quando
complexado pela nicotinamina ou acidos organicos (citrico e malico) o Mn pode ser
estocado no lumen de organelas, como CG e RE, com exportacado realizada por
transportadores das familias VIT, CaCA, MTP e P-type ATPase. Na semente, o Mn
complexado com fitato pode ser armazenado tanto no vacuolo como no ER, sendo
posteriormente liberado conforme a necessidade e crescimento da pléntula (Haydon
e Cobbett, 2007).

Tsukamoto et al. (2006) avaliou a translocagdo do ’Mn em plantas de aveia
cultivadas em solugcédo nutritiva aos 21 dias apds a germinagdo (DAG), sob as
condicdes de fornecimento de Mn em excesso, deficiente e adequado. A condi¢ao de
suprimento adequado foi de 0,5 pM Mn em solucdo, as plantas sob deficiéncia
permaneceram os 14 dias finais na auséncia de Mn e o excesso foi simulado por 100
MM Mn em solugcdo nos ultimos 7 dias. Apdés a imposicao das condicbes de
disponibilidade, a solugao de cultivo foi substituida e o Mn foi fornecido na forma do

radioisétopo ®2Mn para todas as condi¢cdes de suprimento do elemento, a avaliagdo
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da translocacéo foi verificada por Positon-Emtting Tracer Imaging System (PETIS) e

autorradiografia, em ambiente com fornecimento de luz (320 umol m-' s™') e escuro.

Figura 18 — Representagédo dos metais ligantes envolvidos na

complexagdo do Mn?*.
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Fonte: Haydon e Cobbett (2007, p. 500).

Na condicao de luz, as plantas sob deficiéncia apresentaram translocacao mais
rapida de Mn para o centro de discriminacéo (CD — representado pela localizagao do
meristema apical) e para a folha mais jovem, atingindo a velocidade de 0,060 cm min-
'. Enquanto as plantas na condicdo de excesso de Mn demonstraram uma
translocacao mais lenta que as plantas com suprimento adequado, apresentando uma
contagem 20% inferior no CD. Na auséncia de luz, a translocagéo para o CD e folhas
mais velhas apresentou redug¢ado, enquanto a folha mais jovem continuou a receber
52Mn proveniente das raizes, indicando que no primeiro caso a translocacdo de Mn é
governada pelo fluxo transpiratério, e no segundo, por pressao de raiz.

O fornecimento via foliar foi realizado pela retirada da ponta da segunda folha
mais jovem e posterior imersdo em solugéo nutritiva contendo 52Mn. Apos 25 minutos
o radioisotopo foi detectado no CD, com posterior translocagao para folhas mais
velhas e raizes. Segundo o autor, nessa condicdo o °%Mn foi translocado
preferencialmente para os érgdos com maior for¢ga de dreno, como folha jovem e apice
do sistema radicial.

Esses resultados demostram que a translocagao do Mn no xilema depende do
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fluxo transpiratorio, e que os meristemas sao continuamente abastecidos por Mn
devido a translocagido por pressao de raiz no periodo noturno. A capacidade de
deslocamento basipetal € dependente de transportadores, ndo ocorrendo
passivamente por difusdo (Tsukamoto et al., 2006). Além disso, a velocidade de
translocacao ¢ influenciada pelo status nutricional de Mn da planta, onde a condigao
de deficiéncia pode induzir a transcricdo de genes dos transportadores e sintese de
metal ligantes, proporcionando maior absor¢ao e transloca¢ao do elemento.

Quando comparado aos demais nutrientes essenciais, devido a necessidade
de complexagao para o transporte, o Mn é classificado como moderadamente movel
no xilema (Kabata-Pendias, 2000). No floema, pelos dados apresentados por
Tsukamoto et al. (2006), foi possivel observar que o Mn recém absorvido apresenta a
habilidade de movimentagdo, ndo sendo 0 mesmo observado para o Mn ja alocado
em algum sitio de agcdo ou armazenado no interior de organelas. Neste caso,
mobilidade e redistribuicao representam atributos diferentes, devendo ser aplicados
corretamente para n&o incorrer em equivocos de manejo nutricional.

Normalmente o aparecimento dos sintomas de caréncia de Mn surgem
primeiramente nas folhas mais novas devido a baixa taxa de redistribuicdo do
elemento no interior da planta. Em fungao disso, Marschner (1995) classifica 0 Mn
como praticamente imével na planta, enfatizando a dependéncia do transporte via

xilema para a distribuicdo de Mn para os locais dreno (Rengel, 2001).

2.4.3 Adsorgao de Manganés no Apoplasto Radicular

Para as plantas com auséncia de exoderme na raiz como a planta de soja, o
mecanismo de absorgcido passivo abordado no Topico 2.4.2 representa a entrada do
nutriente no apoplasto do cortex radicular e permanéncia no espaco livre aparente
(ELA). O ELA é composto pelo espaco livre de agua (ELAH20), acessado livremente
por ions e moléculas, e representado pelos macroporos destacados na figura 19. O
espaco livre de Donnan (ELD) é outro componente do ELA, nesta regido cargas
negativas indifusiveis geram interagbes eletrostaticas, com atracdo de cations e
repeléncia de anions nas regides destacadas como microporos da Figura 19 (White,
2012).
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Figura 19 — Diagrama esquematico dos componentes do espago livre
aparente (ELA). Macroporos representam o espaco livre de agua (ELAH20)
com acesso livre para ions, moléculas neutras ou com carga elétrica
remanescente. Microporos compdem o espaco livre de Donnan (ELD), onde

cargas elétricas negativas indifusiveis atraem cations e repelem anions.
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Fonte: White (2012, p. 9).
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O equilibrio de Donnan expressa a equivaléncia das atividades dos ions em
solugdo para condigdes em que anions indifusiveis integram uma unica parte do
sistema (Stell e Joslin, 1986). Os anions indifusiveis nao participam do calculo, porém,
alteram a atividade dos cations apds o equilibrio. Barber (1995) apresenta a equacéao
para o equilibrio de Donnan (Eq. 3), enquanto a Figura 20 demonstra o efeito dos

anions indifusiveis sobre a disposi¢ao do sistema apds o equilibrio.

Ci*Ai=Ce*Ae (Eq 3)

3

As variaveis C e A representam as atividades do cation e anion, e os indices “i
e “e”, as localizagdes interno e externo, respectivamente. Pela Eq. 3 o produto das
atividades dos cations e anions, do lado interno e externo, tendem a ser iguais apos o
equilibrio. As cargas elétricas nao difusiveis (§°) inicialmente equilibram os cations no
meio interno. Quando externamente ao sistema separado por uma membrana

semipermeavel ha um par ibnico com mesmo cation, a difusdo do anion favorece a
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entrada do cation com consequente aumento na atividade como diagramado na figura
20. Embora esse processo seja passivo, a atividade do cation internamente chega a

ser 30 vezes superior a do meio externo (Malavolta, 2006).

Figura 20 — Representagdo do equilibrio de Donnan em sistemas
separados por uma membrana semipermeavel. O lado interno é
representado pelo citosol, enquanto o lado externo pelo apoplasto.
Anterior ao equilibrio ndo ha difusao do K* para o apoplasto devido a
interagcdo com a carga elétrica negativa nao difusivel (§), as atividades
dos cations e anions sao diferentes. Apds o equilibrio, em funcédo da
difusdo do CI- para o citosol, o saldo negativo de cargas favorece a

entrada do cation com consequente incremento na atividade interna.

Antes do equilibrio
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K+ § K* + CI
Ci Ce Ae
Depois do
equilibrio
K*+§ +CI K* + CI
Ci+X X Ce-X Ae-X
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I

Membrana semipermeéavel
Fonte: O préprio autor.

De acordo com Barber (1995), no solo apesar da auséncia de uma membrana
semipermeavel separando os sistemas, as cargas elétricas negativas existentes na
fase solida atraem os cations eletrostaticamente com formacao de uma dupla camada
elétrica, impondo uma condicdo similar a presenca de uma barreira. Similarmente, no
apoplasto do sistema radicial, as cargas elétricas negativas dos constituintes da
lamela média e da parede celular também exercem forgcas eletrostaticas,

condicionando os ions ao equilibrio de Donnan, com efeito de atragdo sobre cations,
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como o Mn?*, e repuls&o de anions (Figura 19).

A lamela média (LM) é a primeira barreira a ser transposta para o acesso da
rota simplastica, seguido pela parede primaria (PP), e posteriormente, parede
secundaria (PS) quando presente. As pectinas, além de serem o principal componente
da LM, também s&o abundantes na PP, atuando como material de preenchimento
hidrofilico evitando a agregacao e colapso da rede de celulose (Cosgrove, 2024). Os
trés principais polissacarideos pécticos s&o o homogalacturonano (HG) e os
ramnogalacturonanos | e Il (RG I e RG II).

O HG é um dos dominios pécticos mais abundantes, formado por uma cadeia
linear de residuos do acido-D-galacturdnico, e devido a interagdo dos grupamentos
carboxilicos com Ca e Mg, ha a formagéao de blocos, originando pectatos de calcio e
magnésio. O RG | € uma cadeia de residuos de ramnose alternados com acido
galacturdnico, com ramificagbes compostas por cadeias curtas de D-galactose e L-
arabinose. Enquanto e RG I, o dominio menos abundante, € composto por uma
cadeia principal de HG e cadeias laterais com pelo menos 10 diferentes tipos de
agucares em um padrao complexo de ligagdes (Niu et al., 2024).

A forma de arranjo dos dominios pécticos na LM e na PP determinam as
caracteristicas da parede celular, modulando o pH, o balango de ions, a porosidade e
seletividade (Carpita et al., 2015). A dissociagao do H* dos grupamentos funcionais -
COOH e -OH desses componentes, proporciona a formagado de cargas elétricas
negativas sob condi¢des naturais (Wu e Hendershot, 2009). Outros grupamentos
como carbonilas, aminas e amidas também participam da formacdo de cargas
negativas (Lu et al., 2018).

Os grupamentos carboxilicos dos acidos glicurénico e galacturénico formam
cargas negativas dependentes de pH (Lu et al., 2020), conferindo a parede celular a
capacidade de troca catidnica (CTCraiz) (Epstein e Bloom, 2005). A Figura 21
apresenta uma representacao da combinagdo do HG e RG | na matriz de pectina,
destacando o papel do Ca na ligagdo das cadeias de HG, a presenca dos
grupamentos com cargas elétricas negativas (CTC) e a formagéo dos poros da parede
celular.

Drover (1972) avaliou o efeito da metilagdo dos grupos carboxilicos pelo
tratamento com diazometano, e a remogao dos grupos aminas com 2,4-dinito-1-
fluorobenzeno, sobre a CTCraiz em raizes de morango. A deaminagao proporcionou

pequenas alteragdes na quantidade de cargas negativas. Entretanto, a metilagao
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ocasionou a reducao de 89% e 96%, para o cultivar Red Galent e Cambridge Rival,
respectivamente, demonstrando a participagéo dos grupamentos -COOH na formagao

de cargas negativas na parede celular.

Figura 21 - Representagdo da combinagdo dos dominios pécticos
homogalacturonano (HG) e ramnogalacturonano | (RG |) na lamela média (LM). A
associagao do calcio (Ca) com os grupamentos carboxilicos nas cadeias de HG
permite a conexao dos dominios. As cargas negativas dependentes de pH conferem
a matriz a capacidade de troca catibnica (CTC) possibilitando a adsor¢cao de
elementos com carga positiva repulsao anions. O arranjo das cadeias proporciona a

formacéao de poros com diferentes diametros conferindo seletividade.
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Fonte: Carpita et al. (2015, p.79), modificado pelo préprio autor.

Em relagéo ao processo de adsor¢ao, a CTCraiz apresenta similaridades com a
CTC do solo. A forga da atragéo eletrostatica € influenciada pela carga do cation, onde
elementos de maior valéncia, como o Al®*, sdo adsorvidos mais fortemente que

elementos divalentes, sendo a mesma relagdo observada entre cations di e
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monovalentes (White, 2023). O ponto de carga zero (PCZ) dos residuos de acido
galacturdnico é préximo de quatro (Phyo et al., 2019), indicando que nas condi¢des
de pH de solo empregado para o cultivo da maioria das culturas, a desprotonagao dos
grupamentos confere carga negativa a parede celular.

Por outro lado, a CTCraiz € influenciada por outros fatores como a idade do
sistema radicial, com valores maiores nos pontos de crescimento (apices) e nas fases
iniciais de desenvolvimento da planta, quando considerado na totalidade (Ram, 1980).
Entre tecidos também ha diferenga entre intensidade de cargas negativas, com
valores maiores no cértex do que no parénquima do cilindro central (Fritz, 2007). A
magnitude da CTCriz € uma caracteristica genotipica, sendo diferentes entre
espécies, e até mesmo entre cultivares (Lu et al., 2018).

A CTCraiz atua como estoque transitorio de nutrientes com carga positiva, como
Mn2*, permitindo o desenvolvimento em condigbes de baixa disponibilidade na
solugdo do solo, influenciando a sensibilidade dos genétipos quanto a deficiéncia
(White, 2012). Outra situacdo é a adsorgdo em situagcdes de alta disponibilidade,
permitindo a permanéncia do Mn?* no apoplasto radicial, conferindo tolerancia ao
gendtipo (Lu et al., 2020). Isso contribui para menor absorgao, reduzindo o estresse
oxidativo e evitando o bloqueio no funcionamento de transportadores (Tépico 2.4.2).

A determinacgao da CTCraiz pode ser realizada diretamente pela protonagao dos
grupamentos negativamente carregados e posterior substituicido dos H* por outro
cation. Na metodologia proposta por Crooke (1964) a protonagéo é realizada por HCI
0,01 N e a substituicao por KCI 1,0 M, e posterior titulagao dos H* liberados com KOH
0,01 N. Enquanto Chamuah e Dey (1982) trabalharam com o preenchimento das
cargas negativas por NH4*, com acetato de amdnio 1,0 M, e deslocamento do NH4*
adsorvido com KCI 1M, e posterior determinagédo do N pelo método micro-Kjedahl.

Outras metodologias associam dados de outros parametros com a CTCrai.
Rengel e Robinson (1989) apresentam a correlagdo entre a extragdo de bases (Ca*?,
Mg?*, K* e Na*) por BaCl2 0,5 M em tecidos com a CTCriz. Li et al. (2015)
desenvolveram equipamento para determinagéo do zeta potencial ({), que representa
o potencial na dupla camada elétrica formada quando a raiz € submersa em uma
solugao eletrolitica, sendo a correlagao entre ¢ e CTCraiz apresentados por Lu et al.
(2018).

Para a soja, dados a respeito dos valores de CTCraiz determinados pelo método

proposto por Crooke (1964) sdo escassos. Lu et al. (2018) empregou os
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procedimentos propostos por Chamuah e Dey (1982) e Rengel e Robinson (1989)
com modificagbes, obtendo valores entre 320 e 390 cmolc kg de matéria seca de raiz
para plantas de soja cultivada em solugao nutritiva aos 19 dias apos a emergéncia
(DAE).

2.4 .4 Formas de Manganés Adsorvidas a Raiz

Munns et al. (1963a) avaliaram o acumulo de Mn nas cultivares de aveia Sun Il
e Alegrian, em solucao nutritiva, durante estagdes do ano distintas. Além da diferenca
genotipica, os autores observaram em relagdo ao acumulo de Mn na raiz que i) a
temperatura da solugdo nutritiva, ao invés da temperatura ambiente (estagado do ano),
€ que influenciava o padrao de acumulo, ii) o incremento no pH da solugao nutritiva
proporciona maiores teores de Mn na raiz, iii) quantidades adicionais de Fe ou CaSO4
na solugdo nutritiva ndo alteram o processo de acumulo, e iv) em elevadas
quantidades de Mn em solugéo as diferengas genotipicas persistem.

Em funcéao disso, com objetivo de detalhar quais os mecanismos envolvidos no
acumulo de Mn em raizes, Munns et al. (1963b) realizaram uma série de
experimentos. Primeiramente, empregaram a cultivar de aveia Bannock, cultivada em
solugdo nutritiva contendo 25 pM Mn. Aos 25 dias apds a germinagcdo (DAG), os
autores avaliaram a habilidade de solugdes salinas em extrair o Mn presente no
apoplasto do sistema radicial. Como solugbes extratoras foram utilizadas
Ca(NO3)2.4H20 0,05 M, ZnS0O4.7H20 0,05 M e HCI 10 mM. O periodo de extragéo
variou de um até 8 minutos, cada raiz foi submetida ao processo uma unica vez, o Mn
foi determinado no extrato e os dados expressos em ug g' de matéria seca de raiz,
como apresentado na Figura 22.

O extrato das solugdes de Ca(NOs3)2.4H20 0,05 M e ZnS0O4.7H20 0,05 M
apresentaram quantidades de Mn semelhantes, alcancando a maxima extragao com
o tempo de permanéncia de um minuto. A solucdo de HCI 10 mM proporcionou
extratos com concentragdes proximas as solugdes salinas, porém, com velocidade
inferior, atingindo a maxima extracdo com tempo de quatro minutos (Figura 22). A H20
destilada também foi empregada como condicdo de extragdo, apresentando

quantidades nao significativas de Mn, demonstrando que a lavagem das raizes
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anterior a extragao nao exerce influéncia sobre o processo de determinacéo.

A quantidade de Mn dos extratos representou, aproximadamente, 25% do Mn
total presente nas raizes (Munns et al., 1963a). A solug¢ao nutritiva, como a empregada
no cultivo, porém, com auséncia de Mn, também foi empregada como extrator, e
apresentou capacidade de extracdo semelhante as solugdes salinas. Segundo os
autores, essa fracdo de Mn adsorvida no apoplasto das raizes foi subtraida com
auséncia de variacbes abruptas de pH ou potencial osmético, sendo entao

mensuravel, e denominada de Mn trocavel.

Figura 22 — Extracdo do Mn trocavel em raizes frescas de aveia
(cultivar Bannock, expresso em pg g' de matéria seca de raiz),
pelas solu¢des extratoras Ca(NOs3)2.4H20 0,05 M, ZnS0O4.7H20
0,05 M e HCI 10 mM, empregadas separadamente e em diferentes

tempos de extragao (min.).
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Fonte: Munns et al. (1963b, p. 195).

Posteriormente, a cultivar Bannock foi cultivada em solugdo nutritiva com 0,5
MM Mn e pH 5,0 até os 25 DAG. Apesar da baixa disponibilidade de Mn, os autores
argumentam a auséncia de sintomas visuais de deficiéncia do elemento. Uma fragéo

das raizes foi retirada e adicionada em soluc&o nutritiva com mesmo pH, porém, com
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25 uM Mn, os periodos de imersao foram de até uma hora, com posterior
determinacao quimica do Mn total nas raizes, e Mn trocavel com Ca(NO3)2.4H20 0,05
M (tempo de extracdo de 5 minutos). A estimativa do Mn néo trocavel foi obtida por
diferenca entre Mn total e Mn trocavel como apresentado na Figura 23.

Até o tempo de 30 minutos a adsor¢ao de Mn pelas raizes foi crescente, com
maior intensidade nos primeiros 10 minutos. Inicialmente o Mn trocavel apresentou
pequena participagao, porém, no tempo de 20 minutos mais de 50% do Mn total nas
raizes foi representado pela forma trocavel. A baixa disponibilidade de Mn em solug¢ao
motivou incremento na fracdo de Mn na forma trocavel. Isso demonstrou que num
primeiro momento o Mn é absorvido pelo mecanismo passivo, permanecendo no
apoplasto, para posteriormente acessar a rota de absorcéo simplastica.

Com esses dois experimentos os autores constataram que na raiz ha uma
fracdo trocavel, e que inicialmente é preenchida pelo Mn disponivel em solugéo.
Entretanto, como a fracdo de Mn trocavel abastece a rota simplastica de absorgao, e
qual a participacao da fracdo nao trocavel no processo permaneceram sem resposta.
Para visualizar as alteracdes entre as fragcdes de Mn trocavel e néo trocavel, os

autores empregaram o ®*Mn em dois experimentos.

Figura 23 — Absorgao e adsorgao de Mn por raizes de aveia em

solugcdo com pH 5,0 e 25 uM Mn no transcorrer de 60 minutos.
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No primeiro, as cultivares de aveia Sun Il e Alegrian foram cultivadas em
solugao nutritiva com auséncia de Mn até 9 dias apds a emergéncia (DAE). Depois, a
solugdo nutritiva foi trocada, passando a apresentar 2 yM Mn e 0,20 pc **Mn,
permanecendo por 8 dias nessa condigéo (17 DAE), de forma que o Mn na planta e
em solugcédo apresentasse praticamente a mesma atividade. Antes de submeter as
plantas as condigbes de auséncia e disponibilidade normal, representadas por zero e
2 UM Mn, as raizes das plantas foram lavadas duas vezes por um periodo de trés
minutos com solug¢ao nutritiva livre de Mn para retirada do Mn trocavel.

A Figura 24 apresenta os conteudos de Mn por planta, determinado
quimicamente, e a contagem do ®*Mn na parte aérea para uma permanéncia de 80
horas nas condi¢cdes de auséncia e disponibilidade normal de Mn (2 uM). Nas raizes,
anterior a determinacdo do Mn total, a fragdo de Mn trocavel foi extraida por
Ca(NO3)2.4H20 0,05 M, sendo assim, os dados representam o conteudo de Mn total
menos o Mn trocavel.

Como o Mn trocavel foi extraido anteriormente a imposicdo das condi¢des de
disponibilidade, na condigado A o suprimento de Mn para a parte aérea foi realizado,
quase que exclusivamente, pela fracdo de Mn nao trocavel presente nas raizes. Com
o transcorrer do tempo de permanéncia a fracdo nao trocavel de Mn reduz, com
transferéncia de ambas as formas do elemento das raizes para a parte aérea. A fragcéao
de Mn néo trocavel atuou como estoque do elemento, com estabilidade perante a
capacidade de extracao pela solucéo salina, e com a habilidade “labil” fornecendo Mn
para alimentacdo da rota simplastica de absorg¢do, porém, nao utilizada até o
esgotamento.

Na condicao B, a disponibilidade de 2 uM Mn em solucédo abasteceu a fracéo
de Mn nao trocavel, visto que os valores do Mn total menos o Mn trocavel das raizes
aumentou com o transcorrer do tempo de permanéncia. Entretanto, o radiois6topo
alocado na fracdo de Mn nao trocavel nas raizes reduziu, associado ao incremento
das contagens na parte aérea, um comportamento semelhante a condicdo A.
Inicialmente, o suprimento de Mn para a parte aérea foi proveniente da fracdo de Mn
nao trocavel da raiz, demonstrando a habilidade “labil” também na condi¢cao de
fornecimento adequado de Mn (Figura 24).

No segundo experimento, os mesmos gendtipos de aveia, foram cultivados em
solucao nutritiva com pH 4,5 e 2,5 uM Mn, por 23 dias, quando foi adicionado 0,20 uc
5Mn por litro de solugdo. A determinagdo quimica do Mn total e a contagem do
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radioisotopo foram efetuadas na raiz e parte aérea, 4, 24 e 95 horas apds a adigéao,
como apresentado na Figura 25. Com o desenvolvimento das plantas, e consequente
incremento de matéria seca, a quantidade de Mn total por planta aumenta no

transcorrer do tempo.

Figura 24 — Contetido de Mn total e *Mn na parte aérea, e Mn n&o trocavel nas raizes
das cultivares de aveia Sun Il e Alegrian, cultivadas na auséncia de Mn até 9 DAE, e
em 2 yM Mn e 0,20 pc *Mn até 17 DAE. Anterior as condigdes A e B, o Mn trocavel
foi retirado por extragdo com solugao nutritiva ausente em Mn. (A) Desenvolvimento
por 80 horas em solugao com Mn ausente (0 uM), e (B) em solugao contendo 2 uM
Mn.
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Fonte: Munns et al. (1963b, p. 197), modificada pelo préprio autor.

Tanto na raiz como na parte aérea, a contagem do radioisétopo aumentou
seguindo a mesma tendéncia do Mn total, sendo assim, a parte aérea nao fornece Mn

para a raiz. Isso indica que os sitios de adsor¢do produzidos na raiz nos pontos de
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crescimento s&o abastecidos pelo Mn em solugao, e que em condigdes de suprimento
adequado, o Mn que acessa a rota simplastica proveniente da solugao nutritiva
apresenta maior contribuigao.

Com esses experimentos, Munns et al. (1963b) delimitaram trés formas de Mn
adsorvidas no apoplasto radicular: uma trocavel removida por solugdes salinas, e
outra nao trocavel, que apresenta uma fragao labil e outra nao labil. No final Munns et
al. (1963b; 1963c) concluem que i) o Mn trocavel nas raizes, provavelmente no estado
de oxidacao +2, apresenta relacdo com o teor do elemento nos tecidos da parte aérea,
i) a adsorcdo nao ocorre somente por atracdo eletrostatica, mas com provavel
formacgao de complexos com os grupamentos carboxilicos da parede celular, iii) o Mn
na forma labil apresenta maior participagdo nos locais de crescimento da raiz,
enquanto a forma nao labil nas regides mais velhas, iv) a quantidade de Mn que
acessa a fragcao nao labil nas primeiras 12 a 24 horas é muito pequena e v) que o fluxo

de Mn do substrato para a parte aérea passa pela fracdo Mn labil presente na raiz.

Figura 25 — Absorgao de Mn apds a adigédo do %*Mn em solugdo. Mn total
determinado quimicamente, 5Mn determinado por contagem do
radioisétopo. A extrapolagcédo que alcanga o eixo da abscissa representa

o Mn labil. Na raiz a extrapolacao da linha do grafico representa o Mn

nao labil.
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Nos estudos mais recentes sobre as formas de Mn adsorvidas em raizes de
soja, os autores Lu et al. (2018), Liu et al. (2019) e Lu et al. (2020), empregam as
denominacdes trocavel, complexado e precipitado, para as fragdes de Mn. Essa
terminologia é proveniente de estudos a respeito da toxidez de Al*3, e foi empregada
por Liu e Xu (2015) na avaliagao das formas de Al adsorvidas a raizes de soja e milho.

A forma trocavel de Al é retida pelas cargas negativas presentes na parede
celular do sistema radicial, e apresenta correlagao positiva com a CTCraiz (Wagatsuma
(1983). A fracdo complexada de Al ocorre pela formagao de complexos de superficie
com os grupamentos funcionais de carga negativa da parede celular (Rangel et al.
(2009). Enquanto as formas de Al precipitadas sédo representadas pelas fragoes
amorfas de AI(OH)s e hidroxi-Al polimerizados (Wagatsuma e Ezoe,1985).

Em funcao da cinética de adsorgéo apresentada por Munns et al. (1963a; 1963b
e 1963c) é possivel associar as fragdes de Mn nao trocavel as formas de Al
complexado e precipitado. Desta forma, o Mn complexado representa a fragao de Mn
nao trocavel com habilidade Iabil, enquanto o Mn precipitado engloba a fragdo nao
labil.

A Figura 26 esquematiza as formas de Mn adsorvidas no apoplasto radicular
da planta de soja. O Mn total engloba todas as formas de Mn presentes na raiz. O Mn
no simplasto representa a fragdo do elemento no interior da célula, podendo este ser
encontrado no citosol ou no interior de organelas como vacuolo, reticulo
endoplasmatico ou complexo de golgi. As formas de Mn trocavel, complexado e
precipitado, s&o intercambiaveis e estdo adsorvidas a parede das células do
parénquima cortical da raiz.

A solucéo salina de Ca(NO3)2.4H20 0,05 M apresenta a habilidade de remover
somente a forma de Mn trocavel, representado pela seta vermelha na figura 26. A
alimentacao da rota simplastica é efetuada preferencialmente pela forma de Mn
complexado. O Mn precipitado & abastecido pelas formas de Mn trocavel e
complexado. Por estar na forma amorfa, pode ser convertido na forma complexada e
abastecer o pool de Mn complexado para fornecimento do elemento quando
necessario.

No topico seguinte sdo apresentadas as metodologias empregadas para a
determinacao das formas de Mn em raizes de soja, podendo também ser empregadas

em estudos com outras espécies.
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Figura 26 — Esquema da distribuigdo das formas de Mn na raiz. O Mn Total representa
o somatério das formas de Mn no simplasto e apoplasto radicial. No apoplasto as
formas de Mn sdo divididas em trocavel, complexado e precipitado. A fragdo nao
trocavel € composta pelo Mn complexado (labil) e pelo Mn precipitado (n&o labil). As
setas indicam o intercambio entre as formas de Mn, na cor vermelha a extragao por

solugdes salinas.
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Fonte: O préprio autor.

2.4.5 Metodologias de Determinagcédo das Formas de Manganés Adsorvidas a Raiz

O Mn Total presente nas raizes pode ser determinado na matéria seca através
de digestao nitrico-perclérica e leitura em espectrofotdmetro de absorgado atébmica
(EAA), conforme metodologia proposta por Malavolta et al. (1997). As formas de Mn
trocavel, complexado e precipitado, adsorvidas no apoplasto radicial sdo mensuradas
em tecido fresco, por meio de solugdes extratoras, e posterior determinagcao do Mn
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presente no extrato.

O Mn trocavel, adsorvido por atragao eletrostatica, pode ser mensurado pela
metodologia proposta por Munns et al. (1963b), com extracdo pela solugdo de
Ca(NOs3)2.4H20 0,05 M, no periodo de 5 min. Liu et al. (2019) avaliaram o Mn trocavel
em raizes de soja, cultivar Xodu 14, cultivada em solug¢ao nutritiva, empregando como
solugao extratora o KNOs 1 M, pelo periodo de 30 min, conforme proposto por Xu e
Zhao (2013). Esses autores empregaram a solugdo de KNOs 1 M em avaliacéo da
habilidade do biochar proveniente da palha de canola e amendoim, em adsorver os
metais Cu, Pb e Cd, em trés diferentes solos.

Metais positivamente carregados, como K* e Ca?*, ou Zn?* como empregado
por Munns et al. (1963a), quando em solugéo, apresentam a capacidade de dessorver
outros cations, sendo este principio adotado nas metodologias de analise de solo
(Teixeira et al., 2017). O fator concentracao altera a forga idbnica da solugao extratora
modificando grau de dessorgcédo, onde solugbes de maior forga ibnica apresentam
maior capacidade de extrac&o (Van Raij, 2017).

A solugédo de KNO3 1 M empregada por Liu et al. (2019) na extragdo da forma
trocavel de Mn apresenta concentracdo 20 vezes superior a solugdao de
Ca(NO3)2.4H20 0,05 M proposta por Munns et al. (1963a). Esse fato confere a solugéo
KNOs 1 M maior potencial durante o processo podendo extrair outras formas de Mn
superestimando os valores da fragcdo de Mn trocavel.

O Mn complexado, adsorvido pela formagdo de complexos de superficie
(Rangel et al. 2009), € mensurado pela extragdo com solugdo do acido
etilenodiaminotetracetico (EDTA, 0,05 M), em pH 6,0 como proposta por Santos et al.
(2010), pelo periodo de 30 min, conforme empregado por Liu et al. (2019). Para o Mn
precipitado, provavelmente presente na forma amorfa, sdo empregadas solugées com
maior habilidade de dessorgao compostas por CuClz2 ou HCI, que neste ultimo caso,
devido a liberagcao de H* também promove a dissolugao das formas de Mn precipitado.

Dahligren et al. (1991) avaliaram a formas de Al em raizes de abeto em
ecossistema subalpino empregando HCI 10 mM como solugao extratora. Liu et al.
(2019) utilizaram essa mesma solugédo, com periodo de extragdo de 30 min, na
determinacao da fracdo de Mn precipitado em raizes de soja. Wang (2003) empregou
a solugao de dessorgao composta por CuCl2.2H20 2 mM e CaCl2.2H20 0,5 mM, a 5°C
por 30 min, na determinacdo do Mn presente no apoplasto radicial de plantas de

tabaco. Segundo Hepler e Wayne (1985), a presencga do CaClz durante o processo de
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extracdo garante a integridade da integridade da membrana plasmatica evitando a
absorcao de Cu?* da solugdo de dessorgao.

As solucbdes destinadas a extragado da fracdo de Mn precipitado utilizadas por
Dahlgren et al. (1991) e Wang (2003) sdo capazes de retirar as trés formas de Mn,
enquanto a solugado de EDTA 0,05 M apresentada por Santos et al. (2010) dessorve
as formas de Mn complexado e trocavel. Sendo assim, para a determinagao das
fracbes de Mn, em funcdo das habilidades de dessorcdo das diferentes solugdes
extratoras, o processo necessita ser executado de forma sequencial com extracdo do
Mn trocavel no primeiro momento, seguido pelo Mn complexado e, ao final, 0 Mn

precipitado.

2.4.6 Toxidez por Manganés na Soja

A sintese ou reciclagem de transportadores de Mn permitem um certo controle
sobre a rota absorcdo simplastica, isto possibilita a manutencdo de quantidades
adequadas de Mn no citosol, fato necessario para manutencdo da homeostase celular
(Pittman 2005; Alejandro et al., 2020). Somente nos locais de falhas ou auséncia de
deposicao da estria de Caspary, compreendendo os pontos de ramificacdo e zona
meristematica do apice radicular, ha a possibilidade de elementos acessarem o
cilindro central pela rota apoplastica.

Complexagdo e armazenamento no interior de organelas sao estratégias
também empregadas (Haydon e Cobbett, 2007). Entretanto a falta de especificidade
dos transportadores (Topico 2.4.2), associada aos pontos de absorgao apoplastica
possibilitam situagdes de absor¢cao excessiva, que no caso do Mn, é proporcionada
pela alta disponibilidade da forma Mn?* na solugédo do solo alimentadas pelas rotas
quimica e bioldgica mencionadas no Topico 2.3.

O teor de Mn no tecido vegetal é variavel entre espécies, com diferencas até
entre cultivares, sendo uma caracteristica genotipica (Horiguchi, 1987). Mengel e
Kirkby (2001) apresentam como teor critico de deficiéncia em folhas completamente
expandidas os valores de 10 a 20 mg Mn kg' de matéria seca. Para as plantas de
soja, folhas recém maduras no inicio do florescimento, teores entre 20 e 100 mg Mn

kg™ sdo considerados como suficientes (Fageria et al., 1997; Sfredo, 2008).
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Para a toxidez, o nivel critico é obtido quando a quantidade de Mn disponivel a
planta ocasiona reducdo de 10% na produgcdo em relagdo a produgdo maxima
(Menzies, 2003). Nessa situagao, ha divergéncia entre dados, Foy (1990) comenta em
teores na faixa de 180 a 320 mg kg™, Marschner (1996) emprega o valor de 600 mg
kg, enquanto Fageria (2001) atribui 720 mg kg~' como teor toxico para plantas de
soja. Pelo fato de o nivel critico ser uma caracteristica genotipica, o elevado numero
de cultivares existentes colabora para visualizagao de diferentes comportamentos.

Lavres Junior et al. (2008) avaliaram em solugdo nutritiva o efeito das
concentragdes de 2, 100, 150, 200 e 250 yM Mn sobre varios atributos biométricos
nas cultivares Santa Rosa, IAC 15 e IAC 31. Pela analise de regressao apresentada
pelos autores foi possivel calcular e verificar a dificuldade no estabelecimento do nivel
critico de toxidez. Para a producédo de matéria seca total, representado pela presenca
de duas plantas por vaso, 90% da produgao maxima é alcangada por 62, 43 e 31 uyM
Mn em solugédo, para as cultivares Santa Rosa, IAC 15 e IAC 31, respectivamente.

Para a producgéo de graos, 90% da produgado maxima é alcangada por 20, 117
e 168 yM Mn em solugdo, para as cultivares Santa Rosa, IAC 15 e IAC 31,
respectivamente. Nessas concentragdes em solugdo, os teores criticos no tecido
vegetal calculados seriam 176, 597 e 618 mg kg' de matéria seca nas folhas
superiores, para as cultivares Santa Rosa, IAC 15 e IAC 31, respectivamente. A
elevacdo na concentracdo de Mn em solucédo proporciona efeitos diferentes entre
cultivares, no caso da cultivar Santa Rosa, primeiramente afeta a produgéo de graos,
ao passo que nas demais cultivares o decréscimo na produgao de graos ocorre em
disponibilidades mais elevadas de Mn.

No solo Fageria (2001) apresenta como parametros para obtencao de 90% da
producao maxima de matéria seca da parte aérea em soja os niveis de Mn no solo de
8 e 4 mg Mn kg™' de solo extraidos por Mehlich-1 e DTPA, respectivamente. E como
niveis criticos para toxidez os valores de 92 e 56 mg Mn kg de solo, para os
extratores Mehlich-1 e DTPA, respectivamente.

A toxidez por Mn altera processos como atividade enzimatica, absorcéo,
redistribuicdo e a alocac&o de nutrientes, como o Ca, Fe, Mg, N e P (Lavres Junior et
al., 2010). Quando em concentragdes acima da adequada no citosol, similar a outros
elementos de transi¢ao, o Mn de forma competitiva, substitui outros cofatores no sitio
catalitico enzimatico ocasionando estresse oxidativo, culminando na producao de
espécies ativas de oxigénio (EROs) (St. Clair e Lynch, 2005; Demidchik, 2015).



66

As EROs sao representadas pelas formas do oxigénio singlet (O2) e anion
superoxido (O2° -), pela molécula do perédxido de dihidrogénio (H202) e pelo radical
hidroxila (OH®). Essas espécies de oxigénio desempenham um duplo papel no
metabolismo celular, em baixas concentragdes atuam como sinalizadores de MAP
Kinases (Foyer e Noctor, 2005), promovem proteg¢ao contra invasao por patégenos
(Kumar e Roberts, 2011), estimulam a tolerancia ao estresse abiotico (Golldack et al,
2014), além de importante fungcdo durante respostas iniciais provocadas por
ferimentos (Soares et al, 2011).

No nivel celular, os locais de producdo de EROs associados aos complexos
antioxidantes no processo de inativagao s&o apresentados na Figura 27. A origem do
O2* ~ é variavel em funcédo da localizagdo celular, nos cloroplastos é gerado pela
reacao de Mehler, nas mitocéndrias o O2 pode receber um € na cadeia de transporte,
nos peroxissomos pela acdo de enzimas oxidases, no citosol como produtos das
enzimas xantina desidrogenase e aldeido oxidase, enquanto no apoplasto o O2°*~ é
gerado pela NADPH oxidase localizada na membrana plasmatica (Jajic et al, 2015).

Em relacdo ao funcionamento das enzimas do complexo antioxidante, a
superoxido dismutase (SOD) converte 0 anion O2* ~ em H202. A reagdo de Fenton
produz o radical OH® a partir do H202 e oxidagdo do Fe?* em Fe3*. A catalase (CAT)
e a peroxidase (POD) convertem o H202 em H20 e O2. Enquanto as enzimas
ascorbato peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR) transformam o H202 em H20
e seus respectivos intermediarios reduzidos.

Sob condigdes normais a producao de EROs nas células é mantida em niveis
adequados pelo complexo de enzimas antioxidantes (Jajic et al., 2015) (Figura 27).
Esse equilibrio pode ser alterado pela redugdo dos agentes antioxidantes ou pela
producado excessiva de EROs, ocasionando a degradagado de lipideos, proteinas,
carboidratos, acidos nucléicos e até a morte celular (Fernando et al., 2013).

Santos et al. (2017) avaliaram o efeito das concentrac¢des 0, 2, 10, 100, 200 e
300 yuM Mn em solug&o nutritiva, sobre a cultivar de soja BMX Poténcia RR®. Apds 48
h os autores analisaram a primeira folha recém madura, houve redugao na atividade
das enzimas nitrato redutase (NR) e urease a partir de 10 uM, com decréscimo de
39% na atividade da NR em 300 pM. Para as enzimas do complexo antioxidativo, o
incremento na atividade foi crescente com a elevacado na disponibilidade de Mn em

solucao.
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Figura 27 — Localizagao a nivel celular dos pontos de produgao de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e complexos enzimaticos antioxidantes

envolvidos na inativagao.
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Fonte: Jajic et al. (2015, p. 398), modificado pelo préprio autor.

Segundo os autores as enzimas SOD, POD e CAT apresentaram incrementos
na atividade de 54, 266 e 660% na folha e 67, 250 e 262% na raiz, respectivamente.
Com esses resultados os autores demonstraram que a alta disponibilidade de Mn?*
proporciona estresse oxidativo na planta de soja. E que dentre as enzimas analisadas,
ha diferenga na resposta entre raiz e folha, visto que SOD e POD apresentaram
atividades 10 vezes superiores na raiz, enquanto a CAT foi 3 vezes mais ativa na
folha.

Liu et al. (2023) avaliaram o efeito das disponibilidades de 5 e 100 pM Mn em
solucdo nutritiva durante 20 dias sobre atributos do sistema radicial da soja, cultivar
“Yue-chun 03-3”. Os autores consideraram 5 yM Mn como tratamento controle, e as
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avaliagdes foram realizadas 28 DAE. Em relagao as raizes, o incremento de 20 vezes
na disponibilidade de Mn proporcionou reducdes de 32 e 26% na massa da matéria
fresca e seca, respectivamente. Os atributos comprimento total, superficie, volume e
numero de apices (‘root tip”) apresentaram redugbes de 23, 27, 48 e 35%,
respectivamente. Para os nutrientes analisados, houve incremento de 3,6 vezes no
teor de Fe, enquanto o Mg reduziu 8,9 vezes.

Como consequencia da concentragdo de Mn em solugdo, a atividade das
enzimas SOD e POD aumentaram 14 e 44%, respectivamente, enquanto a CAT
apresentou atividade 5 vezes maior. O incremento nos teores de prolina e
malondialdeido foram de 15 e 25%, respectivamente. Similar aos dados apresentados
por Santos et al. (2017), os dados apresentados por Liu et al. (2023) também
demonstram o efeito da alta disponibilidade de Mn as raizes em proporcionar estresse
oxidativo.

Liu et al. (2023), além dos genes correlacionados, também analisaram a
concentragédo dos hormdnios acido indol acético (AlA), acido indol butirico (AIB), acido
jasmonico (JA), acido giberélico (GAs), acido abscisico (ABA) e acido salicilico (AS).
Para os horménios AIA, AIB, JA, GAs e ABA a condi¢cao de 100 uM Mn por 20 dias
proporcionou redugdes de 21, 20, 51, 56 e 15% respectivamente. O SA, ao contrario
dos demais hormdnios, apresentou incremento de 18%. Os autores consideraram as
alteragdes observadas como os mecanismos fisioldgicos pelos quais as raizes de soja
respondem a toxidez por Mn, sendo estes apresentados na forma de diagrama na
Figura 28.

Os sintomas visuais tipicos da toxidez por Mn em soja sao caracterizados por
manchas de coloracdo marrom circundadas por areas cloréticas, como apresentado
na Figura 29. De acordo com Horiguchi (1987), as areas necréticas proporcionadas
pela toxidez representam o acumulo de Mn na forma oxidada, com presenga de Mn
precipitado nesses locais (Horst, 1988). Santos et al. (2017) apresentaram imagens
confeccionadas por microscopia eletrénica de varredura da area necrética da toxidez
por Mn. Pela Figura 29 D é possivel visualizar a alteragdo no padréo de deposig¢ao da
cera cuticular na area necrética quando comparada a area externa. Além disso,
segundo os autores houve incremento na concentragdo de Ca e Mn no interior da area
necrotica, enquanto P, K e Mg apresentaram maior concentragdo na area adjacente.

A expressao dos sintomas foliares de toxidez por Mn em soja sao influenciados

pelas condi¢cdes da estacdo de cultivo. A expressao da toxidez associada a presenca
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do encarquilhamento (“crinkle leaf’) em soja quando cultivada em solugao nutritiva é

condicionada pela temperatura ambiente (Hennan e Carter, 1997).

Figura 28 — Mecanismo fisiologico da toxidez por Mn em raiz de soja. Na parte
superior A, a alta disponibilidade de Mn?* proporciona estresse oxidativo com
producao de espécies reativas de oxigénio (EROs), e consequente sinalizagdo com
expressao de genes e incremento na atividade das enzimas superoxido dismutase
(SOD), peroxidase (POD), catalase (CAT), e nos teores de prolina (PRO) e
malondialdeido (MDA). Em relagdo aos horménios ha incremento na quantidade de
acido salicilico e redugao nas concentragdes dos hormonios acidos indol acético (AlA)
e indol-butirico (AIB), acido jasmonico (JA), acido abscisico (ABA) e giberelina (GA3).
A toxidez por Mn também reduz a absorgéo de Fe e Mg pelas raizes. Como resultado,
ha redugao nos atributos biomassa, comprimento e volume do sistema radicial. Em B,
condigdo adequada de disponibilidade de Mn?*, com crescimento normal do sistema

radicial.
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Fonte: Liu et al. (2023, p. 9), modificado pelo préprio autor.

Hennan e Carter (1977) avaliaram o efeito da temperatura do ambiente sobre
a expressao dos sintomas de toxidez por Mn nos cultivares de soja Lee e Bragg. Os
autores empregaram a concentragao de 270 pM Mn em solugao para produgao dos
sintomas e 2 yM Mn como tratamento controle. O experimento foi conduzido em

condi¢cbes controladas, com 16 horas de fotoperiodo, e duas combinagdes de
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temperaturas diurna/noturna, 33°C/28°C e 21°C/18°C, respectivamente.

Figura 29 — Sintomas da toxidez por Mn em folha de soja no més de dezembro
(primavera) com 100 yuM Mn em solugéo nutritiva, cultivar DONMARIO 66i68
IPRO®. Em (A) e (B) presenga de manchas de coloragdo marrom circundadas
por areas cloréticas. Em (C) e (D) imagem da regidao necrética ocasionada pela
toxidez por 300 pM Mn em solugéo, cultivar BMX Poténcia RR, obtida por
microscopia eletrbnica de varredura. Em destaque regido limitrofe da area

necrotica.

Fonte: O préprio autor (Fotos A e B). Fotos Ce D retiradse Santos eI.(017, p
15).

A transferéncia das plantas para a solugao foi realizada no estadio fenoldgico
V1 (Fehr et al., 1971), permanecendo por 21 dias na solugdo com 270 uM Mn.
Segundo os autores a toxidez por Mn associado ao encarquilhamento foi visualizado

em ambos os gendtipos somente na condicao de temperatura de 21°C/18°C, com
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“crinkle leaf” mais acentuado na cultivar Bragg. Nesse regime térmico a clorose foliar
também foi mais intensa, com redugdo gradativa conforme o amadurecimento das
folhas. Segundo os autores 270 yM Mn n&o proporcionou alteragdo na relagéo parte
aéreal/raiz dentro de cada condigdo de temperatura. Entretanto, na temperatura mais
elevada tanto acumulo de matéria seca quanto a relagdo parte aérea/raiz foram
maiores ocasionado o efeito diluicdo sobre o teor de Mn.

Esse efeito da temperatura sobre a presenca do encarquilhamento pode ser
visualizado também na Figura 30, onde o mesmo gendtipo da Figura 29 (DONMARIO
66i68 IPRO®), agora no més de junho (outono) em solug&o nutritiva com 50, e depois

com 100 uM Mn, apresenta o encarquilhamento associado a toxidez por Mn.

Figura 30 - Encarquilhamento (“crinkle leaf’) em soja, cultivar DONMARIO 66i68
IPRO®. Em (A) e (B) encarquilhamento proporcionado por 50 e 100 yM Mn em solugéo

em solugdo no més de junho (outono), respectivamente. As setas destacam as folhas

com crinkle leaf devido a toxidez por Mn.

oy “ -]
Fonte: O proprio autor.

Além de efeitos negativos sobre o sistema radicial, a toxidez por Mn também
altera a composicdo da parede celular das folhas. Sharma e Uttam (2016)
empregaram plantulas de trigo cultivadas em solugdo nutritiva com 4 DAE, para

verificar o potencial da técnica de espectroscopia Attenuatted Total Reflectance
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Fourier Transform Infrared (ATR-FTIR) como método n&o destrutivo na avaliagao da
composi¢cao da parede celular. Anterior a analise, as plantulas cresceram por quatro
dias em solug¢do contendo 0, 50, 100, 200, 500 e 1000 uM Mn. Segundo os autores
houve incremento no teor de lignina até 200 yM Mn em solugéo.

De acordo com Barros et al. (2015), a lignificagdo € parte normal do programa
de diferenciacéo e funcionamento de tecidos como xilema, esclerénquima, epiderme
e tegumentos de sementes. Os autores, além da rota sintética dos monédmeros que
compdem a cadeia de lignina (monolignois), também apresentaram a via de
polimerizagao dos monoligndéis, com destaque para participacdo do Mn como cofator

na ativacao do radical. O diagrama da polimerizacao é apresentado na Figura 31.

Figura 31 — Representacdo da formagao de polimeros no processo de lignificagéo.
Os monoligndis sdo exportados através da plasmalema por difusdo passiva (PD), por
exocitose ou por transportadores do tipo ABC e/ou antiporte acoplado a H* (PCA). As
enzimas lacase e peroxidase ativam os monolignéis resultando na adicédo de forma
cruzada com o polimero em extensao. A producao de H20:2 é realizado pelas enzimas
NADPoxidase e superoxido dismutase (SOD). As proteinas dirigentes (DIP) guiam
esteroespecificamente o acoplamento dos radiciais. O manganés (Mn) atua como

cofator na ativacao do radical.
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De acordo com Yoon et al. (2015), a expressao da maioria dos genes
vinculados a sintese de lignina é vinculada a especializagado do tecido, ocorrendo
normalmente nas fragbes vasculares do caule e folhas. Entretanto, sob condi¢des de
estresse de ordem bidtica e/ou abidtica o padrao de expressdo dos genes sofre
alteracao, com incremento em genes de baixa expressao e lignificagdo precoce de
regides onde normalmente o polimero seria observado em estagios posteriores, como
no meristema apical do caule.

Eskandri e Shafinabi (2019) avaliaram o efeito da aplicagéo foliar de Mn na
supressao de oidio (Podosphaera fulginea) em plantas de pepino. A calda empregada
apresentava 1% (m/v) de MnSO4.H20, com aplicagao realizada quando as plantas de
pepino estavam no estadio de seis folhas e avaliacdo 14 dias apds o tratamento com
Mn. Além de proporcionar 40% de reducao na severidade da doenca, a aplicagao foliar
de Mn aumentou o teor de lignina em 31%. As plantas no tratamento controle, onde
foi aplicado somente H20, apresentaram 35,5 mg de Mn kg' de matéria seca,
enquanto o tratamento com Mn foliar apresentou um teor de 563 mg kg™' ms.

Em termos anatémicos, alteragdes pela toxidez por Mn em soja foram relatadas
por Lavres et al. ((2010). Os autores avaliaram o efeito das concentracdes de 0,5, 2 e
200 pM  Mn (fornecimento deficiente, disponibilidade normal e toxidez,
respectivamente) em solugdo nutritiva, sobre a anatomia de raizes secundarias
(distante 10 mm do apice) e de folhas do tergo superior, nas cultivares Santa Rosa,
IAC 15 e IAC 31. Segundo os autores, nas raizes a toxidez por Mn proporcionou
desorganizacao do xilema, separacao do protoplasto com consequente incremento no
apoplasto do cortex radicial, enquanto nas folhas, houve redugdo na quantidade de
cloroplastos.

De acordo com Malavolta (1997) a manifestagao visual da toxidez de qualquer
elemento é resultado de uma cascata de processos que iniciam com alteragdes a nivel
molecular, continuam com mudangas subcelulares, culminando em alteracbes
celulares com consequente desorganizagao de tecidos e expressao dos sintomas

visuais.
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2.5 FORMULACAO DA SOLUCAO NUTRITIVA

O solo é um organismo dinamico, a solugado do solo como parte integrante do
sistema, apresenta variagbes na composi¢ao ao longo do fator tempo. Neste contexto,
as plantas evoluiram em sistemas oscilantes em relacdo a disponibilidade de
nutrientes, conferindo a capacidade de suportar variagdes nas proporgdes entre
nutrientes dentro de certos limites. Desta forma, segundo Hoagland (1920), dentro de
certos intervalos, solugdes nutritivas com diferentes concentragcdes e proporgdes de
nutrientes podem nao alterar o rendimento do cultivo de maneira significativa.

Segundo Prieto Martinez e Clemente (2011), a concentragao dos nutrientes em
tecidos de plantas de determinada espécie ou cultivar, bem nutridas e com boa
performance, podem fornecer parametros para a formulagcdo da solugao nutritiva
destinada ao seu cultivo. Entretanto, a obtencdo de um balanceamento entre
nutrientes que proporcione o maximo desenvolvimento da planta com auséncia de
sobras de nutrientes é dificil devido ao fato de a exigéncia nutricional ser influenciada
por fatores como: genética, estadio de desenvolvimento, fotoperiodo, radiagdo solar,
temperatura e taxa transpiratoria.

Além dos fatores quantidade, referente a concentragcdo dos nutrientes em
solugdo, e qualidade, relacionado a compatibilidade das fontes de nutrientes
empregadas, também temos que considerar possiveis efeitos interibnicos que podem
alterar a cinética de absorcdo devido a proporcéo entre determinados nutrientes.
Desse modo, as variaveis pH e potencial osmotico (ywr) da solugao também sao pontos
importantes e precisam ser considerados na formulagao da solugéo nutritiva.

O wr juntamente com o potencial de pressao (yp), potencial gravitacional (yg)
e potencial matrico (wm), formam os componentes do potencial hidrico (), podendo

este ser estimado pela equagao apresentada por Pimenta (2019).

W=+ Yo+ e+ wm(Eq. 4)

A Figura 32 apresenta os valores estimados do  para os componentes do
sistema solo-planta-atmosfera para uma condi¢céo hipotética. O wr do solo a 10 mm
das raizes foi estimado em — 0,3 Mpa, onde alteracbes nos valores dessa variavel

geram modificagdes nos valores do @ nos demais componentes do sistema, devido
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ao fato do movimento da agua ser direcionado a favor de um gradiente de w. Pelos
valores apresentados na Figura 32, percebe-se que no interior do sistema planta as
reducdes no  sdo motivadas principalmente pela redu¢ao no .

A solugéo nutritiva, por circundar as raizes permitindo o desenvolvimento da
planta, pode ser considerada como a fragdo do solo adjacente a raiz. Valores de wr
da solugdo inferior ao exigido pela planta cultivada implicam em alteragdes
metabodlicas como forma de adaptagédo para o desenvolvimento no meio, gerando

consumo de fotoassimilados, e consequentemente redugao de potencial de producgio.

Figura 32 — Valores dos componentes de potencial hidrico ¢ no sistema

solo-planta-atmosfera.

Potencial hidrico e seus componentes (em MPa) \
|

Potencial hidrico
Potencial Potencial | na fase gasosa

o hidrico Pressao osmotico |Gravidade RT ;
" e 45 (—; In [RH] )
Localizagao () () ('¥) (*¥g)
Sk Ar externo -95,2 -95,2
(umidade relativa = 50%)
Espagos intercelulares 08 -0,8

da folha
- Parede celular do mesofilo -0,8 -0,7 -0,2 0.1

2 (@10 m)

1 Vactiolo do mesofilo 0,8 0,2 -1,1 0,1
(a 10 m)
Xilema foliar 0,8 -0,8 0,1 0,1
(a 10 m)
L Xilema radicular -0,6 -0,5 -0,1 0,0
“| (perto da superficie)
v
- __+ Vactolo de célula radicular -0,6 0,5 1,1 0,0
(perto da superficie)
~ Solo adjacente a raiz -0,5 -0,4 -0,1 0,0

-0,3 -0,2 0,1 0,0

/’ Solo a 10 mm da raiz
Fonte: Taiz et al. (2004, p. 91).

No sistema NFT (Nutrient Film Technique) os potenciais yp, g € Wm podem ser
considerados nulos, entdo o w da solugao nutritiva equivale ao yy. A faixa de wr mais
favoravel ao desenvolvimento é caracteristica de cada espécie, podendo apresentar
flutuagdes até entre cultivares. Segundo Prieto Martinez e Clemente (2011), os valores
usuais de wr da solucéo nutritiva variam em torno de — 0,07 a — 0,08 MPa, dificilmente
ultrapassando — 0,12 MPa.

A estimativa do wr para o volume de um litro de solugéo pode ser realizada
empregando a relacdo de van’t Hoff modificada para concentragdes de sais

conhecidas como apresentado por Papendick e Campbell (1981).



76

yr=-¢ycRT(Eqg.5)

Onde c é a concentragdo molar do soluto, R é a constante universal dos gases
perfeitos (0,00832 MPa K" mol'), T é a temperatura em Kelvin, ¢ é o coeficiente
osmotico do soluto e y € o numero de particulas osmoticamente ativas por mol de
soluto. Segundo Papendick e Campbell (1981), para solugdes, o valor de ¢ pode ser
adotado igual a 1, fornecendo acuracia na estimativa do . Para a estimativa do g

da solugao nutritiva a Eq. 5 € empregada com modificagdes.

Wrsoluggo = -N R T (Eq 6)

Onde wrsolugao representa o potencial osmaotico em um litro de solugao nutritiva,
n representa o numero total de mols (somatoério de cations e anions) em solugao (M),
R a constante universal dos gases perfeitos (0,00832 MPa K-' mol-') e T a temperatura
em Kelvin.

A dissociacao das espécies quimicas presentes na solug¢ao nutritiva pode nao
acontecer em sua totalidade, podendo ocorrer superestimativa do @ solucao (Cometti
et al., 2006). Como alternativa e afericdo do wr solucao, 0S autores apresentam a Eq. 7
para estimativa da concentragcdo total de ions presentes em solugdo, onde n
representa a concentragdo total de ions (mM) em solugdo e CE a condutividade

elétrica da solugdo em dS m-".

n = CE * 14,33 (Eq. 7)

Para a formulacdo de uma solugao nutritiva a etapa inicial reside no fator
qualidade, ou seja, a proporgao entre nutrientes essenciais e benéficos a ser
empregada. Isso pode ser realizado por modificagdes em solugdes preestabelecidas,
ou através dos teores de nutrientes presentes na matéria seca da cultura com
posterior calculo da proporg¢ao entre os nutrientes a empregar. No presente trabalho,
como parametros dos teores de macronutrientes presentes na matéria seca da parte
aérea da planta de soja, foram empregados os valores médios apresentados por
Araujo (2018) (Tabela 5). Como parametro para o W solugao foi estabelecido o valor de
— 0,06 Mpa.
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Tabela 5 — Teores médios de N, P, K, Ca, Mg e S na parte aérea da soja (folhas,
caule, ramos, vagens e graos), cultivar BRS 1001 (habito de crescimento

indeterminado), em fung&o dos dias apds a emergéncia (DAE).

Dias apos a N P K Ca Mg S
emergéncia g kg’
15 52,92 5,29 33,84 13,51 6,92 1,69
30 43,02 4,19 29,32 14,34 6,72 1,31
45 39,66 3,30 23,61 11,50 6,01 1,19
60 35,94 5,20 22,96 20,34 6,11 1,13
75 38,71 4,00 20,18 10,52 4,92 1,55
90 36,04 4,30 19,51 15,09 4,72 1,48
105 46,93 5,33 19,68 14,39 3,73 1,33
Média 41,89 4,52 2416 14,24 5,59 1,38

Fonte: Araudjo (2018, p. 27).

Para a determinagdo do numero de milimols de cada nutriente por litro de
solugao foi empregada a equagao abaixo apresentada por Prieto Martinez e Clemente
(2011).

, Teor do elemento (mg hg~! ms)
n’ (mM) =
( ) Massa milimolar do elemento (mg) ( 8)

Os valores de n’ calculados pela Eq. 8 foram apresentados na Tabela 6. O
numero de milimols por litro de solugao é obtido pelo somatério dos valores de n’ de
cada elemento, neste caso, 438,21 mM.

Tabela 6 — Teores médios dos macronutrientes (mg hg™' ms) na parte aérea da
planta de soja durante o ciclo de desenvolvimento, massa milimolar (mg) dos

elementos e valores n’ calculados pela Eq. 8.

Variavel N P K Ca Mg S
mg hg' ms 4189 452 2416 1424 559 138
Massa (mM) 14,01 30,97 39,10 40,08 24,30 32,07

n’ 299 14,59 61,79 35,53 23 4,30

Fonte: O proprio autor.
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Transformando o n’ dos macronutrientes para molar, e considerando a

temperatura de 25°C (298 K), 0 W solugao pode ser estimado pela Eq. 6.

Wrr solugao = - (0,438 M) * (0,00832 Mpa K- M) % (298 K) = - 1,08 Mpa

As quantidades de nutrientes obtidas pela Eq. 8 geram uma solugao nutritiva
com W solugago Muito negativo (- 1,08 Mpa) quando comparado ao valor fixado
anteriormente. Para adequar o valor n’ de cada macronutriente, primeiramente foi
necessario calcular o n para um @rsolugso de - 0,06 Mpa (estabelecido) empregando a
Eq. 6.

- 0,06 MPa = - Ncaiouiado * (0,00832 Mpa K- mol") * (298 K)

- 0,06 MPa

Ncalculado =  (0,00832 MPa K- M-1)»(298 K) = 0,0242 M < 24,19 mM

Com o valor de Ncalculado (24,19 mMM) para o wr estabelecido de - 0,06 MPa foi
calculado um fator de correcdo (FC) para adequacdo das quantidades de

macronutrientes da Tabela 6. Os valores de Nncorrigido S840 apresentados na Tabela 7.

. n 24,19 mM
Fator de corregado (FC) = Cali"ado T 13821 mM

= 0,05520

Tabela 7 — Teores médios dos macronutrientes (mg kg™' ms) na parte aérea da
planta de soja durante o ciclo de desenvolvimento, massa milimolar (mg) dos

elementos e valores ncorrigido calculados pelo fator de corregao (FC).

Variavel N P K Ca Mg S
n’ (mM) 299 14,59 61,79 35,53 23 4,30
FC 0,055 0,055 0,055 0,055 0,055 0,055
Ncorrigido (MM) 16,50 0,80 3,41 1,96 1,26 0,23
mg L’ 231 25 134 79 31 8

Fonte: O préprio autor.

Os valores de ncorrigido S80 obtidos por multiplicacdo pelo FC, enquanto os

valores na unidade mg L' pela multiplicagdo entre ncorrigido € @ massa milimolar de
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cada nutriente. Tanto as concentragdes (mg L) como 0 ncorigido dos macronutrientes
apresentadas na Tabela 7 podem ser empregados na formulagao da solugao nutritiva.

As moléculas de sais soluveis disponiveis sdo compostas pela associacao
entre cation e anion. Se ambos forem nutrientes, o emprego da fonte para a adigao
de um elemento implica na colaboragao do outro nutriente presente na molécula do
sal. Desta forma, iniciar o delineamento das fontes pelo nutriente requerido em menor
quantidade facilita o processo de formulacéo.

O S é o nutriente com menor participacdo no balanceamento apresentado na
tabela 7. A adi¢cao de 0,23 mM de MgS04.7H20 supre a necessidade de S e colabora
com 0,23 mM de Mg?*. A necessidade de P é de 0,80 mM, a adigédo de 0,80 mM de
NH4H2PO4 fornece 0,80 mM do anion H2PO4 e 0,80 mM de N-NH4*. O préximo
nutriente € o Mg na quantidade de 1,26 mM, porém, 0,23 mM foi fornecido na forma
de MgS04.7H20, restando 1,03 mM a ser adicionado na forma de Mg(NOs3)2.2H20,
adicionando também 2,06 mM de N-NOs-.

O préximo nutriente € o Ca na quantidade de 1,96 mM. A adicédo de 1,96 mM
de Ca(NOs3)2.4H20 completa a necessidade do elemento e colabora com 3,92 mM de
N-NOs". Para o K sao necessarios 3,41 mM, preenchido por 3,41 mM de KNOs,
adicionando mais 3,41 mM de N-NOs". Por fim, para o N as outras fontes adicionaram
0,80 mM N-NH4* e 9,39 mM N-NOg-, totalizando 10,19 mM de N, porém, ainda faltam
6,31 mM de N para totalizar 16,50 mM.

Uma alternativa seria a adicao de 3,15 mM de NH4NOs3, disponibilizando 3,15
mM N-NH4* e 3,15 mM N-NOs', totalizando 3,95 mM N-NH4* e 12,55 mM N-NO3". Com
essa composicao 31,5% do N é fornecido como N-NH4*. Altas concentracdes de NH4*
em solucao podem ser prejudiciais ao desenvolvimento da planta como apresentado
na Figura 33. Em pH alcalino o NH4* reage com OH- produzindo NHs. As membranas
biolégicas sdo permeaveis a NHs, desta forma o excesso de NH4* no citosol ocasiona
o incremento na concentracdo de NH3 em outras organelas celulares.

A diferenca de pH entre os compartimentos celulares possibilita a existéncia de
um gradiente de potencial eletroquimico garantindo a homeostase celular. Quando o
NHs atravessa as membranas das organelas, ao encontrar uma condi¢céo de pH acido,
o NHs aceita um H* do meio produzindo NH4™ novamente. O consumo de OH" no meio
alcalino e H* no meio acido dissipa o gradiente de pH alterando a homeostase celular.

Na mitocéndria o NH4* é produzido na desaminagao da glicina durante o

processo fotorrespiratorio, migrando posteriormente para o cloroplasto, sendo entao
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incorporado ao glutamato pela enzima glutamato sintase, mantendo baixo os niveis
de NH4" na matiz mitocondrial. Entretanto, altas concentracdes de NH4* no citosol
possibilitam a formacdo de NHs que devido a permeabilidade, atravessa as
membranas mitocondriais proporcionando elevagao no nivel de NH4* na matriz. Esse
fato ocasiona a inibigdo do complexo piruvato desidrogenase interrompendo o

funcionamento do ciclo do acido citrico (Taiz et al., 2017).

Figura 33 — Representagdo esquematica do efeito no incremento das concentragdes
de NH4* acima da capacidade de assimilagao da planta. O NH4" em pH alcalino reage
com uma hidroxila produzindo uma molécula de NHs, e devido a sua permeabilidade
nas membranas bioldgicas, acessa outros compartimentos celulares. Em pH acido o
NHs reage com H+ produzindo NH4" dissipando o gradiente de potencial
eletroquimico. Na mitocéndria o NH4* é produzido na desaminagao da glicina durante
o processo fotorrespiratério. O incremento na concentragdo de NH4* na matriz

mitocondrial inibe 0 complexo piruvato desidrogenase paralisando o ciclo do acido

citrico.
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Fonte: Buchanan et al. (2015, p. 649), Taiz et al. (2017, p. 356) e Nelson et al. (2019, p. 620),

modificado pelo préprio autor.

A alternativa que o metabolismo vegetal adotou para evitar os prejudiciais
efeitos do NH4* foi a incorporacéo dessa forma de N em esqueletos carbdnicos. A

tolerancia a concentracdes elevadas de NH4* em solugao € variavel entre espécies.
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No caso da planta de soja, em relagao ao nivel de NH4* tolerado, poucos dados
referentes ao assunto estdo disponiveis, requerendo mais investigagdes a respeito
desse topico. Dessa forma, apesar do N-NH4* auxiliar no manejo de pH da solugéo
nutritiva, alta disponibilidade de N-NH4" estimula a producdo de tecidos vegetativos
podendo ocasionar o crescimento excessivo da planta.

Outro ponto a ser considerado na confecgao de uma solugéo nutritiva para a
soja com base nos valores de extragdo a campo, é o fornecimento de N pela fixagéo
biolégica de nitrogénio (FBN). A planta apresenta alta quantidade de N na matéria
seca dos tecidos, porém, esse N é disponibilizado gradativamente e dependente da
qualidade do processo de simbiose e do fornecimento de fotoassimilados para o
Bradyrhizobium.

A Tabela 8 apresenta um comparativo entre a solugcdo calculada acima, a
solugdo de Hoagland modificada por Epstein e Bloom (2005) e a empregada por
Moreira (1999). A quantidade de N da solugao calculada é préxima da empregada por
Epstein e Bloom (2005), porém, superior a utilizada por Moreira (1999) no cultivo da
soja. Desta forma, visando evitar o crescimento excessivo da soja em ambiente
protegido, a opgao foi trabalhar com a quantidade de N préximas a aplicada por
Moreira (1999).

Outro ponto a ser considerado na ocasiao da formulacao € a disponibilidade de
fontes. Para a formulagédo da solugdo empregada no experimento havia as seguintes
fontes para macronutrientes: KNOs, MgS04.7H20, KH2PO4, Ca(NO3)2.4H20, NH4NOs3
e CaCl2.2H20. Para a fonte de Mg disponivel, a cada milimolar de MgS0O4.7H20 em
solugéo, apods a dissociagdo ha a liberagdo de um mM de Mg?* e um mM de SO4%,
desta forma, o valor de n’ para os nutrientes Mg e S passou ser igual na solugao do
experimento (Tabela 8).

As espécies de P em solugao sao influenciadas pelo pH conforme apresentado
na Figura 34. Em pH 6 quase 10% do anion ortofosfato adicionado (H2PO4") esta na
forma ani6nica metafosférica (HPO4?), e em pH 6,5 a quantidade passa para 20%.
Uma estratégia para manter a quantidade de H2PO4 em solugdo disponivel para
absorcao pelas raizes € aumentar a participacdo do anion em solugao. E, devido a
reducao na quantidade de N em solugao uma fragao do K precisa ser proveniente do
fosfato monopotassico. Desta forma, a participacdo do P na solugao passou de 0,80
para 1,91 mM na forma de KH2POa.
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Tabela 8 — Comparativo entre as concentragdes de nutrientes da solugéo
calculada com base na extragao de nutrientes pela soja e as solugbes empregadas
por Moreira (1999) e Epstein e Bloom (2005).

N-NHs* N-NOs= P K Ca Mg S Cl

Solugao oy
Calculada 3,95 12,55 0,80 341 1,9 1,26 0,23 -
Moreira (1999) 2 4 1 2 2 1 1 1
Epstein e Bloom (2005) 2 14 2 6 4 1 1 0,05

Experimento 0,43 6,42 191 3,64 236 1,15 1,15 0,46

Fonte: O proprio autor.

Figura 34 — Intercambio entre espécies de fosforo em solugéo

em funcao do pH.
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Fonte: Baek et al. (2004, 105), modificado pelo préprio autor.

As solugdes de Moreira (1999) e Epstein e Bloom (2005) possuem relagdes

Ca/Mg de 2 e 4, respectivamente (Tabela 9). A solugao calculada apresentou uma
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relagcdo Ca/Mg de 1,56, valor mais baixo quando comparada com as demais. Apesar
do sistema NFT permitir uma boa absorgao de Ca pelo fluxo de solugao, optou-se por
incrementar a participagao do Ca para 2,36 mM gerando uma relagdo Ca/Mg de 2,05,
sendo 2,13 e 0,46 mM provenientes do Ca(NO3)2.4H20 e CaCl2.2H20,

respectivamente.

Tabela 9 — Relagdes N/K, Ca/Mg, K/Ca e K/Mg das solu¢des calculada,
Moreira (1999), Epstein e Bloom (2005) e da solu¢do empregada no

experimento.

Relagdes
Solugao
N/K Ca/Mg K/Ca K/Mg
Calculada 4,84 1,56 1,74 2,71
Moreira (1999) 2,00 2,00 1,00 2,00
Epstein e Bloom (2005) 2,67 4,00 1,50 6,00
Experimento 1,88 2,05 1,54 3,17

Fonte: O préprio autor.

Os 0,43 mM de NH4NOs3 foram adicionados com intuito de facilitar o manejo do
pH da solugdo. Com isso, somados a contribuicdo de N de 4,26 mM presente no
Ca(NOs3)2.4H20, totalizam 5,12 mM de N. Entdo, para elevar a quantidade de N para
patamares proximos ao empregado por Moreira (1999) foram adicionados 1,73 mM
de KNOs, reduzindo a relagado N/K para 1,88 e alterando a relagdo K/Ca para valor
mais proximo ao da solugao de Epstein e Bloom (2005) (Tabela 9).

Para o balanceamento dos micronutrientes foram empregadas as quantidades
presentes na solucéo de Epstein e Bloom (2005), com modificagbes nas quantidades
de Mo e Fe. De forma completa, a solugao nutritiva para a condugao do experimento
foi composta pelas seguintes fontes e quantidades: KNO3z — 1,73 mM, MgS04.7H20 —
1,15 mM, NHisNOs3 — 0,43 mM, KH2POs — 1,91 mM, Ca(NO3)2.4H20 — 2,13 mM,
CaCl2.2H20 - 0,23 mM, H3BO3 — 25 yM, MnSO4.H20 — 2 pM, ZnS04.7H20 — 2 uM,
CuS04.5H20 — 0,5 pM, (NH4)sM07024.4H20 — 0,15 pM, FeEDDHA — 43 uM e
FeNa2EDTA — 89,53 uM.

Considerando a total dissociagao das fontes presentes, a solugdo empregada
para a conducao do experimento apresentou 17,69 mM. Pela Eq. 6, considerando a

temperatura de 25 °C, foi possivel estimar 0 @ solucso.
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Wrsolugago = -N R T
Wr solugao = - (0,01769 M) * (0,00832 Mpa K' M) * (298 K) = - 0,043 Mpa

Pela Eq. 7 é possivel estimar a CE da solugédo. Neste caso, somente para uma
questdo de calculo, nao foi considerado qualquer contribuicdo em CE pela agua

empregada na diluigao.

n=CE* 14,33
CE =22 =123dSm"

14,33

A Tabela 10 apresenta o efeito da adicao das fontes sobre as variaveis CE e
pH. Na ocasido da aferigdo, a agua potavel utilizada apresentava CE de 0,088 dS m"
' e pH 6,44. A ordem de adigdo das fontes empregada foi a apresentada por Resh
(2013), demonstrando o maior grau de dissociacado. Dentre as fontes, o KH2PO4 é a
que proporcionou maior redugdo de pH, enquanto o Ca(NO3)2.4H20 apresentou a

maior contribuicao na CE.

Tabela 10 — Efeito da adi¢gao das fontes de nutrientes sobre as variaveis CE (dS

m-1) e pH da agua potavel utilizada na formagao da solugdo nutritiva.

Ordem Fonte [ 1mM CE (dS m™) pH T°C
0 H.O() — 0,088 6,39 28,9
1 KNOs3 1,73 0,360 6,37 29,0
2 NH4NO3 1,15 0,420 6,30 29,0
3 MgSQ04.7H20 0,43 0,607 6,42 28,8
4 KH2PO4 1,91 0,775 5,68 28,8
5 Ca(NOs)22.4H20 2,13 1,181 5,64 28,9
6 CaCl2.2H20 0,23 1,221 5,65 28,7
7 Micro® 0,029 1,221 5,65 28,7
8 Fe® 0,132 1,226 5,71 28,7

(M Agua potavel com concentragdo de solutos ndo determinada.

) Solugdo contendo H3BO3 — 25 uM, MnSQO4.H20 — 2 uM, ZnS04.7H20 — 2 uM, CuS04.5H20 —
0,5 pM, (NH4)sM07024.4H20 — 0,15 uM.

@) Fontes de Fe: FEEDDHA — 43 uM e FeNaEDTA — 89,53 uM.

Fonte: O proprio autor.
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A Figura 35 apresenta a visualizagdo das relagbes entre anions e cations
testadas por Steiner (1961), onde cada lado do triangulo representa um ion especifico,
e quanto mais distante do respectivo lado maior a contribuigdo da espécie. A solugao
apresentava uma relagdo de NO3:H2P0O4:S04% de 59:26:15, e uma relagdo de cations
K*:Ca?*:Mg?* de 51:33:16. Em termos de contribuicdo, o NO3™ e K* sdo os ions de
maior participagao na solugao.

Pela Figura 35, as relagdes de anions e cations da solugao foram proximas das
empregadas pelo autor, indicando baixa interagéo entre as espécies. Segundo o autor,
o limite da participagcdo do H2POs4 na relacdo de anions € de 25%, onde valores
superiores podem propiciam interagbes com o Ca?* presente, ocasionado a
precipitagdo de ambos. Desta forma, a solugdo empregada apresentava habilidade de

disponibilizar os nutrientes nas propor¢des preconizadas.

Figura 35 — Relagdes entre anions em (A), e entre cations em (B), pelo sistema

proposto por Steiner (1961).

80:10

Fonte: Steiner (1961, p. 143), modificado pelo préprio autor.

Steiner (1961), além do equilibrio entre as espécies presentes, propds uma
metodologia para formulagdo de solugédo nutritiva com composigcéo e pH desejado.
Segundo o autor fontes compostas pelo anion ortofosfato (H2PO4") alteram o pH da
solugao exigindo a adicdo de bases, que consequentemente, alteram a relagdo de
cations previamente estabelecida.

A metodologia é apresentada na Figura 36, como variaveis sdo empregados a
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relagdo K*:Ca?* da solugdo fornecendo qual curva empregar, o eixo das abscissas
indica o pH final desejado, enquanto o eixo das ordenadas indica o percentual do
anion ortofosfato adicionado a ser corrigido com hidréxido de potassio (KOH).

Como exemplo, a solugdo do experimento apresentava uma relagdo K*: Ca?*
de 61: 39. A curva mais préxima é representada por uma relagdo 60:40 (Figura 36.
curva C). Desse modo, caso a formulagao exigisse um pH de 6,5, a interpolagédo desse
pH com a curva C resulta em aproximadamente 36%. Ou seja, uma quantidade de
KOH equivalente a 36% da concentracao de H2PO4- necessitam ser adicionados para

proporcionar um pH 6,5.

Figura 36 — Metodologia para formulagdo de solugdo nutritiva com
pH desejado proposta por Steiner (1961). As setas vermelhas
indicam que para uma solugdo com relagdo K*: Ca?* de 60:40 e
H2PO4 como fonte de P, aproximadamente 36% da concentragao do

anion necessita ser adicionada na forma de KOH.

OO p A

K:Ca-ratio
A =80:20
B =70:30
C =60:40
D =50:50
E 240:60
F =30:70
G =20:80

Necessidade de KOH representada como
percentagem do anion H,PO,

. ¥ . :
5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5

pH

Fonte: Steiner (1961, p. 150), modificado pelo préprio autor.
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O KOH, além de proporcionar o consumo de H* e elevar o pH, também é uma
fonte de K. Desta forma, a metodologia proposta por Steiner (1961) permite prever a
acidificagao proporcionada pelo anion H2PO4 e adequar o fornecimento de K para
relagdes entre cations pré-estabelecidas. Para o presente trabalho, o pH estabelecido
foi de 6,00, com 95% do N sendo fornecido na forma de NO3s. Nessa condi¢éo o pH
da solucao apresenta a tendéncia de elevagao, deste modo, a adicdo de KOH como
fonte de K nao foi empregada na formulagdo, somente na correcdo do pH durante a

condugao do experimento.
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3 HIPOTESES E OBJETIVOS

3.1 HIPOTESES

O encarquilhamento (“crinkle leaf’) € um dos sintomas visuais da toxidez por
Mn em plantas de soja proporcionado pela disponibilidade de Mn acima da
concentracdo adequada ao crescimento em solugéo nutritiva.

Em condigdes variaveis de disponibilidade de Mn em solugao nutritiva durante
o transcorrer do ciclo de desenvolvimento da planta de soja, as formas quimicas
manganés(ll) trocavel, complexado e precipitado adsorvidas a CTC da raiz
permanecem no apoplasto dos tecidos radiculares mesmo com auséncia de adi¢céo
de Mn em solugao apés uma condi¢cao de excesso de disponibilidade do elemento.

As formas quimicas de manganés(ll) trocavel, complexado e precipitado
adsorvidas as raizes da planta de soja determinadas por meio de solugdes extratoras
nao sao observadas em condi¢cdes de disponibilidade adequada de Mn em solugao
nutritiva.

Ha correlacdo entre as formas de manganés(ll) trocavel, complexado e
precipitado adsorvidas no apoplasto da raiz da planta de soja e o teor de Mn no tecido
da folha diagndstico.

A disponibilidade crescente de Mn em solugao nutritiva até niveis acima dos
adequados altera negativamente o crescimento das raizes e parte aérea da planta de
soja.

O Mn em solucéao nutritiva quando em concentragcbes acima da adequada ao
crescimento das plantas de soja reduz a absor¢cdo dos demais nutrientes essenciais.

3.2 OBJUETIVO

Avaliar o efeito da toxidez por Mn em gendtipos de soja cultivados em solugao
nutritiva com disponibilidade de Mn variavel ao longo do ciclo de desenvolvimento da

planta através da determinacgdo i) da expressao do encarquilhamento (“crinkle leaf”)
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nas folhas; ii) do efeito sobre as variaveis referentes a producdo de biomassa e
acumulo de macro e micronutrientes; iii) das formas quimicas de manganés(ll)
trocavel, complexado e precipitado, adsorvidas no apoplasto das células do sistema
radicial e ao final iv) estabelecer a correlacdo entre as formas quimicas de
manganés(ll) com o teor de Mn na folha diagnéstico permitindo a interpretacéo da
toxidez por Mn em soja pela analise das formas de Mn(ll) adsorvidas as raizes em
ambientes com disponibilidade de Mn variavel como a presente no sistema solo-

planta.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Cultivar a planta de soja em solugao nutritiva com disponibilidade de Mn acima
da adequada ao crescimento da planta, e através de imagens confeccionar a
cronologia do estabelecimento do encarquilhamento em plantas de soja.

Cultivar a planta de soja em solugao nutritiva com disponibilidade adequada de
Mn inicialmente, e de forma sequencial, incrementar a disponibilidade e
posteriormente nao adicionar o elemento na formulagdo da solugéo ocasionando a
flutuagao dos niveis de Mn na solugao nutritiva. Associado aos momentos de alteracao
na disponibilidade de Mn determinar as quantidades das formas quimicas de
manganés(ll) trocavel, complexado e precipitado por meio de solugdes extratoras e
verificar a dindmica e permanéncia das formas de manganés(ll) quando o elemento
nao participa da formulagcao da solugao nutritiva.

Determinar as quantidades das formas quimicas de manganés(ll) trocavel,
complexado e precipitado adsorvidas as raizes das plantas de soja cultivadas em
solucao nutritiva sob condicio de disponibilidade adequada em Mn.

Correlacionar as formas de manganés(ll) trocavel, complexado e precipitado
adsorvidas as raizes da planta de soja aos teores de Mn presentes no tecido da folha
indice permitindo a interpretacdo e identificacdo de condicbes de excesso na
disponibilidade de Mn em periodos posteriores a condicao de toxidez em situacdes de
disponibilidade variavel de Mn.

Demonstrar através das variaveis biométricas comprimento da haste principal

(CHP), numero de noés da haste principal (NHP), numero de ramificagbes (NRAM),
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massa da matéria seca da parte aérea (MSPA), comprimento de raiz (COMPR),
volume de raiz (VOLR), massa da matéria seca das raizes (MSR) e densidade do
sistema radicial (DENSR), o efeito do incremento na disponibilidade de Mn em solugéo
nutritiva sobre o desenvolvimento das plantas de soja.

Avaliar por meio de analise de tecido vegetal da raiz e parte aérea o efeito do
incremento na disponibilidade de Mn em solugdo nutritiva sobre os teores dos
nutrientes N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Mn e Zn.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL E INSTALACAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi realizado em ambiente protegido, com cultivo em solu¢ao
nutritiva no sistema fluxo laminar de nutrientes (Nutrient Film Technique, NFT),
localizado no Departamento de Agronomia da Universidade Estadual de Londrina
(UEL), Londrina, Estado do Parana, Brasil (23° 19’ 45” LS e 51° 12" 15” LW, altitude
de 566 metros). Em estufa do tipo arco com 166 m?, orientagdo norte/sul, laterais
abertas, coberta com plastico anti UV de baixa densidade com 100 micras de
espessura.

As sementes dos cultivares de soja (Glycine max (L.) Merrill), ambos com habito
de crescimento indeterminado, BMX Furia CE® (Grupo de Maturidade Relativa, GMR
6.5) e DM 66168 IPRO® (GMR 6.6) foram inoculadas com estirpes de Bradyrhizobium,
formulacdo turfosa, seguindo as recomendacdes de Hungria e Nogueira (2020).
Depois, separadamente, 200 sementes de cada cultivar foram colocadas para
germinar (26/04/2024) em bandejas de polipropileno (30,2C x 20,8L x 6,3A - cm)
contendo areia lavada, e umedecidas uma unica vez com solugao de sulfato de calcio
(CaS04.2H20 - 0,1 mM). Posteriormente, a manutencéo de umidade necessaria ao
processo de germinacao foi realizada com agua potavel. No estadio fenologico VC
(Fehr et al., 1971), em 03/05/2024 (2 dias apds a emergéncia — 2 DAE), 55 plantulas
de cada cultivar com uniformidade de tamanho e vigor foram transferidas para o
sistema NFT.

Os dados referentes a temperatura (T°C) e umidade relativa (UR%) foram
coletados por datalogger da marca Instrutherm®, modelo HT-900, programado para
registrar os dados a cada periodo de uma hora, localizado no centro da unidade
experimental a 1,50 m de altura. A Figura 37 apresenta graficamente a variacdo da
T°C e UR%, as setas vermelhas tracejadas indicam o periodo de inicio e fim do
experimento. As médias e respectivos desvios-padrdo das temperaturas maxima,
minima e média durante a conducao do trabalho foram 28,56 + 4,32, 15,75 + 3,04 e
21,13 £ 3,36°C, respectivamente.

Em funcio da influéncia da temperatura sobre a expressao dos sintomas de
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toxidez de Mn em soja (Hennan e Carter, 1977), a apresentagao dos valores médios
da temperatura maxima, média e minima de cada um dos periodos nos quais as
condi¢cdes de disponibilidade de Mn em solugdo foram impostas € importante para a
comparagao entre experimentos. De forma mais didatica os valores foram

apresentados na Figura 39 (parte inferior) em associagao com as respectivas fases.

Figura 37 — Dados referentes a temperatura (T°C) e umidade relativa (UR%) no
interior da unidade experimental no periodo de conducado do experimento. As setas

vermelhas indicam o inicio e término das avaliagdes.
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Fonte: O proprio autor.

A bancada de cultivo do sistema NFT, apresentada na Figura 38, foi composta
por cinco perfis hidropdnicos de 6,00 metros de comprimento, espagados 0,45 m um
do outro, instalados em declividade de 5% com capacidade para 22 plantas
distanciadas de 0,25 m, totalizando 110 plantas, permitindo a alocacao de 55 plantas
de cada cultivar.

O sistema apresentava reservatoério unico de 700 litros de capacidade e volume
de trabalho de 500 litros (Figura 38), disponibilizando 4,55 litros de solugéo nutritiva
por planta. A tubulagdo para a circulagdo da solugao continha um registro do tipo
gaveta para controle de vazdo, conjunto motobomba de 2 HP (185 W) com recalque
e retorno para fins de aeragao da solugao nutritiva. A vazao do sistema foi programada
para 2,5 L min' para cada perfil e circulagdo permanente.
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4.2 SOLUCAO NUTRITIVA DOS TRATAMENTOS

O balanceamento de macronutrientes da solugdo nutritiva foi confeccionado
pela metodologia proposta por Prieto Martinez e Clemente (2011) empregando os
parametros de absor¢ao e balango de nutrientes apresentado por Araujo (2018) e
Moreira (1999), respectivamente. Para o balanceamento dos micronutrientes foram

utilizados os valores apresentados por Epstein e Bloom (2005) com modificagdes.

Figura 38 — Bancada de cultivo do sistema NFT (Nutrient Film Technique). Os circulos
vermelho e brando simbolizam os genétipos DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX FURIA
CE® na disposigdo aleatoria empregada, respectivamente. Em destaque a bordadura
nas partes inicial e final, e distancia entre perfis hidroponicos. O reservatorio na parte

inferior abaixo do nivel do solo.
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A solugdo nutritiva para a condugdo do experimento foi composta pelas
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seguintes fontes: KNOs — 1,73 mM, MgS0O4.7H20 — 1,15 mM, NH4NOs — 0,43 mM,
KH2PO4 — 1,91 mM, Ca(NO3)2.4H20 — 2,13 mM, CaCl2.2H20 — 0,23 mM, H3BOs3 — 25
MM, MnSO4.H20 - 2 uM, ZnSO04.7H20 - 2 uM, CuS04.5H20 - 0,5 uM,
(NH4)6M07024.4H20 — 0,15 uM, FeEDDHA — 43 uM e FeNa2:EDTA — 89,53 pM. Em
relacdo as solugdes estoque (SE), as fontes de macronutrientes e Fe foram
armazenadas em recipientes independentes, enquanto os micronutrientes B, Mn, Zn,
Cu e Mo compunham uma SE conjunta.

A agua potavel empregada na dissolugao das fontes de nutrientes no preparo
da solucao de trabalho (ST) apresentava um valor médio de condutividade elétrica
(CE) de 0,09 dS m™' e pH 6,75. Desta forma, quando empregada com 100% da forca
idnica a solugdo nutritiva apresentava CE de 1,28 dS m-!, pH de 5,80 e potencial
osmotico (yr) estimado de — 0,043 MPa. As corre¢des de pH foram realizadas pela
adicdo de HCI 0,5 N ou KOH 0,1 N, quando o valor de pH estava acima ou abaixo de
6,00, respectivamente.

Os indices pH, CE e temperatura (°C) da solu¢do nutritiva foram monitorados
diariamente, apresentando médias e desvios-padrao de 6,00 £ 0,31 e 1,27 £ 0,16 dS
m-' e 25,4 + 3,18°C, respectivamente. Sob aeragéo constante, a solugédo nutritiva foi
renovada a cada 10 dias. Como periodo adaptativo foi empregada solugao nutritiva
diluida a 50% da forga ibnica maxima, a pH 6,0, por cinco dias, até o estadio fenolégico
V1 (7 DAE). Apés essa fase a concentragdo da solugao foi elevada para 100% da
forca ibnica com 2 yM Mn, permanecendo as plantas nessa condi¢ao por 23 dias até
o estadio V7 (30 DAE), como diagramado na Figura 39.

Para promover as variagdes na disponibilidade do Mn durante o ciclo de
desenvolvimento da planta de soja, uma SE com B, Zn, Cu e Mo foi confeccionada,
sendo o Mn adicionado separadamente por meio de uma outra SE com 50 mM Mn,
sendo o unico nutriente a partir do estadio V7 a apresentar alteragdes planejadas na
concentragao até o final do experimento. No intervalo compreendendo os estadios de
V7 aV10 (30 a 40 DAE) as plantas foram submetidas a 50 uM Mn, por meio da adigao
de 1 ml da SE de 50 uM Mn por litro de ST. No periodo seguinte, do estadio V10 ao
V13 (40 a 50 DAE), 2 ml da SE de 50 yM Mn foram adicionados por litro de ST,
gerando uma concentragdo de 100 yM Mn. A partir do estadio V13 (50 DAE) as ST
foram confeccionadas sem a adigdo de Mn até o estadio fenolégico R7 (100 DAE),

como representado na Figura 39.
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Figura 39 — Representagdo do desenvolvimento da planta de soja no perfil
hidropdnico com as variagdes na disponibilidade de Mn da solugao nutritiva aplicadas,
associados aos respectivos estadios fenologicos e dias apds a emergéncia (DAE) de
inicio e término do tratamento. Na parte inferior temperaturas maxima, média, minima

e respectivos desvios padréo para cada fase de disponibilidade de Mn.

Perfil
hidropénico

VE v1 V7/R1 V10/R2 V13/R3 V16/RS V17/R6 R7
L 1 1 1
T oo | o : ou Lo |
1 1 1 [] 1 1 1 1
Foraiénica E 50% i 100% i 100% E 100% E 100% E 100% 1 100% |
I t t 1 t t T |
2DAE  7DAE 30 DAE 40 DAE 50 DAE 70 DAE 90 DAE 100 DAE
03/05/2024 08/05/2024 31/05/2024 10/06/2024 20/06/2024 10/07/2024 30/07/2024 09/08/2024
Temperaturas (°C) ™C TC ™C ™C TC
Maxima| 28,63 +5,49 | 2838%203 | 3004%05 | 26,90 + 4,69 | 26,73+3,87 |
Média] 21,63+4,32 | 20882132 | 21782042 | 19,83+2,77 i 19,47 1,27 |
Minima! 16,94 +3,99 | 1422193 | 1554+061 | 15,01+2,18 ! 13,98+1,12 !

Fonte: O proprio autor.

4.3 ANALISES FISIOLOGICAS

As analises fisiologicas foram realizadas somente no estadio fenolégico V13,
aos 50 DAE, na terceira folha partindo do apice para base (folha recém madura). As
medidas da taxa fotossintética (A — umol CO2 m~ s'), concentragao interna de CO2
(Ci — umol mol"), condutancia estomatica (gs — mol H20 m? s™) e transpiragao (E —
mmol H20 m=? s') foram efetuadas com analisador portatil IRGA (Infrared Gas
Analyzer, Marca LI-COR, modelo LI6400XT) com luz 90% vermelha e 10% azul,
camara de 2,0 cm?, com temperatura do bloco de 24°C e densidade de fluxo de fétons
igual a 1000 ymol m=2 s,

O teor de clorofila foi avaliado com aparelho SPAD-502 (Soil Plant Analysis
Development Index). O teor de clorofila foi estimado pela equagao, conforme
transformacgao proposta por Rodrigues et al. (2012).

Teor de Clorofila = (Valor do SPAD x 0,0007) — 0,0071 (Eq. 9)

Por meio dos dados obtidos de fotossintese (A), concentragao interna de COz2
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(Ci), condutancia estomatica (gs) e transpiracao (E) foram calculadas a eficiéncia
instantdnea no uso da agua (EUA), eficiéncia instantanea de carboxilagao (EIC) e
eficiéncia intrinseca no uso da agua (EiUA) empregando as seguintes equacgdes
apresentadas por DA SILVA et al. (2013).

EUA=2 (Eq. 10)
EIC =2 (Eq. 11)

UA=A
EUA =2 (Eq. 12)

4.4 VVARIAVEIS BIOMETRICAS DA PARTE AEREA E DAS RAiZES

As analises biométricas da parte aérea e do sistema radicial foram realizadas
nos estadios fenoldgicos V7, V10, V13, V16 e R6, correspondendo a 30, 40, 50, 70 e
90 DAE, respectivamente, conforme apresentado na Figura 39. Apds a retirada das
plantas dos perfis hidropdnicos, estas foram acondicionadas em baldes contendo
agua potavel e transportadas ao laboratoério. Parte aérea e sistema radicial foram
separados por meio de corte no colo da planta. Na parte aérea foram determinados o
comprimento da haste principal (CHP — medida do ponto de separagao entre raiz e
parte aérea até a base da gema apical, cm), numero de nés da haste principal (NHP),
numero de ramificagdes (RHP). No sistema radicial foram mensurados o comprimento
(COMP, cm), volume de raiz fresca (VOLR — determinado por imersdo em proveta de
1000 mL) e massa da matéria fresca de raizes (MFR, g).

Depois de coletadas as variaveis biométricas em tecido fresco, as amostras
foram secas em estufa com circulacdo de ar forcada a 60°C até atingirem massa
contante, com determinacdo da massa da matéria seca da parte aérea (MSPA, g) e
massa da matéria seca de raizes (MSR, g). A variavel densidade do sistema radicial

(DENSR), em base de matéria seca, foi calculado pela equagao 13 a seguir.

_ VOLR
DENSR = T2 (Eq. 13)
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Onde DENSR representa a densidade do sistema radicial (g cm), VOLR o

volume do sistema radicial fresco (cm=3) e MSR a massa da matéria seca de raizes

(9)-

4.5 ANALISE DOS TEORES DE MACRO E MICRONUTRIENTES DA PARTE AEREA E RAIZES

Os teores de macro e micronutrientes foram realizados nos estadios
fenologicos V7, V10, V13, V16 e R6 correspondendo a 30, 40, 50, 70 e 90 DAE,
respectivamente. A quantificacdo do N foi realizada por digestdao sulfurica e
determinacao por colorimetria (Searle, 1984). Para os demais macros e
micronutrientes, exceto B, foi efetuada digestao nitrico-perclorica, e a partir do extrato
foram determinados os teores de Ca, Mg, Cu, Fe, Mn e Zn por espectrofotometria de
absor¢cao atdbmica (EAA), S por turbidimetria de sulfato de bario, P por
espectrofotometria e o K por fotometria de chama , conforme proposto por Malavolta
et al. (1997).

4.6 EXTRAGAO DAS FORMAS DE MANGANES(II) NAS RAIZES

As extragcbes das formas de Mn(ll) trocavel, complexado e precipitado
adsorvidas no apoplasto do cértex do sistema radicial das plantas de soja foram
realizadas nos estadios fenoldgicos V7, V10, V13, V16 e R6 correspondendo a 30, 40,
50, 70 e 90 DAE, respectivamente.

4.6.1 Manganés (ll) Trocavel

A extracdo da fracdo de Mn trocavel adsorvido ao sistema radicial das plantas
de soja foi realizada pela solu¢do Ca(NO3)2.4H20 0,05 M proposta por Munns et al.
(1963a). Para operacionalizar o procedimento de extracdo foi confeccionada uma SE
Ca(NO3)2.4H20 0,1 M. Para extragao foram empregados 500 ml da SE com 500 ml de
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agua potavel a pH 6,5 por 30 min.

4.6.2 Manganés (Il) Complexado

Para determinagao da fragdo de Mn denominada de complexada foi utilizada a
solugdo de EDTA 0,05 Ma pH 7,0 , com modificacdo no valor do pH, conforme Santos
et al. (2010). A solugao extratora foi confeccionada da pela adicdo de 130 ml de NaOH
1 N em 750 ml de agua potavel gerando uma solugdo alcalina com pH 12.
Posteriormente, sob agitagao, foram adicionados 14,61 g de EDTA acido e, ao final
da dissolugao a solugao apresentou pH 5,5. Posteriormente foi realizada titulagdo com

NaOH 1 N e adequacao de volume para 1000 ml e tempo de extragao de 30 min.

4.6.3 Manganés (ll) Precipitado

A fragdo de Mn nomeada de precipitada foi extraida pela metodologia proposta
por Wang (2003) com modificagdes. Em associacédo a solugdo composta por CuCl2
2H20 2 mM e CaCl2.2H20 0,5 mM foi adicionado HCI 50 mM, permanecendo o tempo
de 30 min de extracado a 5°C. Devido a necessidade de armazenamento da solugao
extratora a 5°C, uma SE com CuCl2.2H20 4 mM, CaCl2.2H20 1 mM e HCI 100 mM foi

preparada. Para extragao foram utilizados 500 ml da SE com 500 ml de agua potavel.

4.6.4 Procedimento de Extragcdo das Formas de Manganés

A determinacédo das formas de Mn(ll) adsorvidas as raizes foi realizada em
cinco plantas de cada cultivar nos estadios fenolégicos V7, V10, V13, V16 e R6. Apos
a retirada das plantas dos perfis hidropbénicos, estas foram acondicionadas em baldes
contendo agua potavel e transportadas ao laboratério. Parte aérea e raiz foram

separados e coletados os parametros biométricos em tecido fresco. O sistema radicial,
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integro e total, foi fixado no suporte do tipo “sabonete”, de forma a permanecer
suspenso na solugdo extratora em becker de um litro, conforme demonstrado na
Figura 40. Como procedimento de lavagem do sistema radicial foi empregada a
submersao em agua potavel pelo periodo de uma hora, para posteriormente iniciar o
processo de extragao.

As formas adsorvidas de Mn trocavel, complexada e precipitada foram
extraidas de forma sequencial em beckers distintos, nesta mesma ordem, com volume
de solugao extratora de um litro e periodo de extracdo de 30 min para cada uma das
formas de Mn(ll). Durante a mudanca entre as solugdes extratoras as raizes nao foram
lavadas com agua, permanecendo suspensas até o escorrimento da solugao extratora

no respectivo becker.

Figura 40 — Processo de extracao das formas de Mn(ll). (A) Sistema radicial fixo ao
suporte do tipo “sabonete”, em destaque (seta amarela a esquerda,) permanecendo

suspenso na solugao extratora. Em (B) e (C) na parte inferior esquerda, detalhe das

raizes imersas na solucao extratora no interior do becker.

Fontéﬁ ' proprio autor.
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Dentro de cada periodo de extracao a agitacao foi realizada manualmente por
meio de suspensdo/imersdo do sistema radicial por trés vezes sucessivas a cada
cinco minutos, totalizando 15 ciclos de suspensao/imersao em cada extracdo. O Mn
foi determinado no extrato por EAA e os dados expressos em mg Mn kg™' massa seca

de raiz, calculados pela equagao 14.

_ Leitura EAA (mg L™1) x1000
Mn(Il) adsorvido = (Eq. 14)
MSR (9)

4.7 ANATOMIA DE TECIDOS DO CAULE

As amostras de tecidos do caule foram retiradas em trés plantas de cada
gendtipo nos estadios fenoldgicos V7, V10, V13, V16 e R6, correspondendo a 30, 40,
50, 70 e 90 DAE, respectivamente. Os seguimentos do caule foram retirados da regiao
do no6 cotiledonar (VC) e dos entrends correspondentes entre as folhas dos estadios
fenoldgicos V5-V6, V7-V8, VI9-V10 e V11-12 como ilustrado na Figura 41. Devido ao
desenvolvimento da planta em funcédo dos DAE, a quantidade de entrends amostrados
por planta aumentou em fungao do estadio fenoldgico.

No estadio fenolégico V7 foram retiradas amostras as regides VC e V5-V6, em
V10 as regbes (VC, V5-V6 e V7-V8), em V13 (VC, V5-V6, V7-V8 e V9-10), e em V16
e R6 foram amostradas todas as regides consideradas. Apoés retiradas as amostras
foram depositadas em tubo do tipo Falcon de 15 ml e fixadas em FAAsoy
(Formaldeido, acido acético glacial e alcool etilico 50% na relagéo de 5:5:90, v:v:v)
(Johansen, 1940), e armazenadas em geladeira por 20 dias a 8°C. Depois de fixadas
em FAAso% foram desidratadas em alcool etilico 50% por 48 horas, e posteriormente,
armazenadas em alcool etilico 70%.

Os cortes dos segmentos de caule foram confeccionados manualmente e
corados com Safrablau (Azul de astra 1% em &acido tartarico 2% em H20 e Safranina
1% em H20, 15:1, viv). ou azul de toluidina. A safranina colore em tonalidade
vermelha as fragdes lignificadas da parede celular do tecido, destacando xilema
primario (X1), xilema secundario (X2), capa de fibra do floema primario (CFF1) e
regides da epiderme (E). O azul de astra na tonalidade azul destaca as porgdes de
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celulose do tecido, permitindo a visualizagéo das fragdes compreendidas pela medula
(M), floema secundario (F2) e cortex (C), conforme exemplificado na Figura 42.
Enquanto azul de toluidina destaca em tonalidade azul as fragdes lignificadas
da parede celular dos tecidos destacando xilema primario (X1), xilema secundario
(X2), capa de fibra do floema primario (CFF1) e regides da epiderme (E). E na
tonalidade vermelha/roxa as porgdes de celulose do tecido, permitindo a visualizagéo

das fragbes compreendidas pela medula (M), floema secundario (F2) e cortex (C).

Figura 41 - llustracdo das regides do caule
amostradas para anatomia de tecidos do caule da
planta de soja no estadio fenolégico R7, aos 90

dias apos a emergéncia.
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Fonte: O proprio autor.

Para identificacdo das estruturas dos tecidos os cortes foram montados em
laminas ndo permanentes e fotografadas em microscopio Leica® DM4500 B com
camera DFC 300FX e software LAS X Life Science.
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Figura 42 — Secao transversal do caule de soja corada com Safrablau e identificagao

dos tecidos: medula (M), xilema primario (X1), xilema secundario (X2), floema

secundario (F2), capa de fibras do floema primario (CFF1), cértex (C) e epiderme
(E)(Aumento 40X).

Fonte: O préprio autor.

4.8 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados em arranjo
fatorial 2 x 5, sendo dois gendtipos e cinco épocas correspondendo aos estadios
fenoldgicos V7, V10, V13, V16 e R6, com 10 repeti¢cdes, exceto para as formas de
Mn(Il) e dados de nutrientes nas raizes (5 repeti¢gdes), e analises fisiologicas (25
repeticdes). Os dados foram submetidos ao teste de normalidade dos residuos
(Shapiro e Wilk, 1965), seguido de analise de variancia (ANOVA) e Teste F a 5% de
significancia empregando o software SISVAR (Ferreira, 2001). Os graficos foram
confeccionados com auxilio do Microsoft Excel®. Para as varidveis analisadas as

diferencas foram obtidas pelo Teste de Tukey (a = 0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES FISIOLOGICAS

As analises fisioldgicas foram realizadas somente no estadio fenoldgico V13
(50 DAE), tomando-se como referéncia a folha recém madura (terceira folha do apice
para base). Os dados das medidas da taxa fotossintética (A — ymol CO2 m? s™),
concentragdo interna de CO2 (Ci — ymol mol'), condutéancia estomatica (gs — mol H20
m2 s') e transpiragdo (E — mmol H20 m?2 s') para os gendtipos DONMARIO 66i68
IPRO® e BMX FURIA CE® foram apresentadas na Figura 43, ndo apresentando
diferenga entre os gendtipos para o Teste de Tukey a 5% de significancia.

Para a taxa fotossintética (A) o cultivar DONMARIO 66i68 IPRO® apresentou o
valor de 22,24 pmol CO2 m2 s, enquanto o cultivar BMX FURIA CE® o valor de 24,00
pumol CO2 m2 s'. Para o cultivar DONMARIO 66i68 IPRO® a concentragao interna de
CO2 na camara estomatica (Ci) foi de 258,90 pmol mol-!, e para o cultivar BMX FURIA
CE® foi de 255,28 umol mol-'. A condutancia estomatica apresentou valores de 0,34
e 0,36 mol H20 m?2 s para os cultivares DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX FURIA
CE®, respectivamente. Enquanto a taxa transpiratéria (E) foi de 7,61 mmol H2O m? s
' no gendtipo e 8,01 mmol H20 m2 s no genétipo BMX FURIA CE®.

As variaveis fisiolégicas taxa fotossintética (A), condutancia estomatica (gs) e
taxa transpiratoria (E) apresentaram valores semelhantes aos obtidos por Santos et
al. (2017) com o cultivar BMX Poténcia RR® em solugéo nutritiva com 100 uM Mn,
enquanto os valores da concentragao interna de COz2 (Ci) foram inferiores ao valor de
304 umol mol-' apresentado pelo autor.

O valor do teor de clorofila, calculado pela Eq.9, e os valores dos indices
eficiéncia instantédnea no uso da H20 (EUA), eficiéncia instantdnea de carboxilagéo
(EIC) e eficiéncia instantanea no uso de H20 (EiUA), para os genétipos DONMARIO
66i68 IPRO® e BMX FURIA CE® foram apresentados na Figura 44. Para o teor de
clorofila houve diferenga entre os gendétipos pelo Teste de Tukey a 5% de significancia,
com valores de 279,80 e 286,60 mg m-2 para os cultivares DONMARIO 66i68 IPRO®
e BMX FURIA CE®, respectivamente.
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Figura 43 — Efeito de 100 pM Mn em solugédo nutritiva nos gendétipos DONMARIO
66i68 IRPO® e BMX FURIA CE®, estadio fenoldgico V13 (50 DAE), sobre as variaveis
fisiologicas taxa fotossintética (A — umol CO2 m= s'), concentragao interna de COz2 (Ci
— umol mol'), condutancia estomatica (gs — mol H20 m2 s, transpiragéo (E — mmol
H20 m2 s).
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Fonte: O proprio autor.

Para os indices EUA, EIC e EiUA nao houve diferenga entre os gendtipos pelo
Teste de Tukey a 5% de significancia. O EUA fornece a quantidade de pmol de CO:2
fixado por mol de H20 consumida. O cultivar DONMARIO 66i68 IPRO® apresentou um
valor de EUA de 2,92, enquanto o cultivar BMX FURIA CE® um valor de 3,07. O indice
EIC fornece a taxa de carboxilacdo pela relagdo entre taxa fotossintética e
concentracédo interna de CO2 na camara estomatica, onde ambos os cultivares

apresentaram o mesmo valor de 0,09.
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Figura 44 — Efeito de 100 pM Mn em solugéo nutritiva nos gendétipos DONMARIO
66i68 IRPO® e BMX FURIA CE®, estadio fenolégico V13 (50 DAE), sobre o teor de
clorofila (mg m?2) e os indices de eficiéncia instantdnea no uso da agua (EUA),

eficiéncia instantanea de carboxilagado (EIC) e eficiéncia intrinseca no uso da agua

(EiUA).
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Fonte: O proprio autor.

O indice EiUA fornece a quantidade de umol de CO: fixado em relacédo a
condutancia estomatica. Para o indice ElUA o gendtipo DONMARIO 66i68 IPRO®
apresentou valor de 66,19, enquanto o genétipo BMX FURIA CE® o valor de 68,10.
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5.2 ANATOMIA DE TECIDOS DO CAULE

A secéo transversal do caule da planta de soja com disposi¢ao adequada de
tecidos a ser empregada como referéncia foi apresentada na Figura 42. As imagens
apresentadas a seguir sdo de plantas de soja cultivadas em solugdo nutritiva com
disponibilidade variavel de Mn, como esquematizado na Figura 39, ambas no estadio
fenolégico R6 (90 DAE). Na Figura 45 s&do apresentadas as secbes do caule do
entren6é V5-V6 do genotipo DONMARIO 66i68 IPRO® (em A, lado esquerdo) e do
entrend V7-V8 do gendtipo BMX FURIA CE® (em B, lado direito), obtidos pelo

emprego do corante azul de toluidina e aumento de 40X.

Figura 45 — Secbes transversais do caule da planta de soja corada com azul de
toluidina. Em (A) regido do entrend V5-V6 do genotipo DONMARIO 66i68 IPRO® com
disposicao de tecidos adequada. A seta verde indica a posi¢gao do cambio vascular.
(B) Caule do genétipo BMX FURIA CE® na regido do entrené V7-V8 com alteragdes
na atividade do cambio vascular (CV) e formagéo irregular do floema secundario (F2).
A seta vermelha indica mudanca da atividade do CV com paralizagao na formacéao do
xilema secundario (X2) e producao de tecido parenquimatico. Demais tecidos: (M)
medula, (X1) xilema primario, (CFF1) capa de fibras do floema primario, (C) cortex e

(E) epiderme. Aumento 40X

o

Fonte: O proprio autor.
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O corante azul de toluidina confere a coloragdo azul para as areas com
deposicao lignina, enquanto as porgdes de celulose permanecem na coloragao
arroxeada. Pela analise da Figura 45A, o caule do gendtipo DONMARIO 66i68 IPRO®
apresentou uma disposicdo normal dos tecidos, com uma linha do meristema lateral
cambio bem definida (indicado pela seta verde), e visualmente apresentando atividade
normal. Houve adequada formagédo do xilema secundario (X2), com elementos de
vaso de calibre regular e linhas de raios com frequéncia e numero de células
caracteristicas da planta de soja.

As células que compdem a linha de raios, representados pelas linhas mais
escuras entre os elementos de vaso no X2, ao contrario das demais células desse
tecido, apresentam protoplasto sendo responsaveis pela conexdo entre os tecidos
vasculares xilema e floema, além de realizarem o transporte de fotoassimilados
presentes na seiva do floema para o armazenamento na medula (M) (Evert, 2013).

O floema secundario (F2) também apresentou disposicdo normal, com
elementos de tubo crivado, células companheiras e presenca de esclerénquima. Mais
externamente ao F2 as capas de fibra do floema primario (CFF1) bem formadas e
ainda presentes imprimindo resisténcia ao caule. Na parte mais externa € possivel
visualizar o cortex (C), um tecido parenquimatico, com regularidade e células de
tamanho adequados. Em contrapartida, quando analisamos a se¢ao do caule do
gendtipo BMX FURIA CE® na Figura 45B, de imediato é possivel notar algumas
diferencgas.

Na regiao periférica da se¢cao do caule ha poucas modificagdes, com cortex
apresentando células mais volumosas e uma CFF1 bem formada. Entretanto a area
de tecido externa ao X2 é mais extensa quando comparada com a mesma regido na
Figura 45A. A seta vermelha na Figura 45B aponta para uma suposta posi¢cao do
meristema cambio vascular indicando alteragédo na atividade do tecido. Pela imagem
foi possivel observar a manutencao do ciclo de divisbes celulares, visto que ha
formacdo de células, porém, com producdo de células parenquimaticas em
substituigdo as células destinadas a formagéo de X2 e F2.

A Figura 46A destaca o F2 com desenvolvimento normal e uma linha cambial
definida no gendtipo DONMARIO 66i68 IPRO®. As regides de coloragdo roxa mais
escura, ao redor da identificagdo em formato de arco conectados aos raios do X2

representam o F2.
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Figura 46 — Secbes transversais do caule da planta de soja corada com azul de
toluidina. (A) regido do entrend V5-V6 do gendtipo DONMARIO 66i68 IPRO®. A seta
branca indica o cambio vascular (CV), floema secundario com desenvolvimento
normal. Presenca de esclerénquima (ES) e parénquima do floema com disposig¢ao
adequada. Imagens B, C e D regido do entren6é V7-V8 do gendtipo BMX FURIA

CE®.com alteragédo na atividade do CV observado pela desconfiguragdo do floema

secundario (F2) e substituicdo por tecido parenquimatico.
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As Figuras 46B a 46D s&o do gendtipo BMX FURIA CE®, além de linhas
cambiais irregulares, ha a formagdo de um tecido parenquimatico espesso, com
células de formato irregular e auséncia de F2 definido. Na Figura 46C ha uma extensa
area oxidada de coloragdo mais escura, algo incomum em tecidos com atividade
regular. Ao passo que na Figura 46D ha uma grande area com deposigao de lignina
na coloragao azul, destacada pelo retangulo pontilhado branco, algo incomum para
essa regiado do caule.

Essas alteracdes de ordem anatémica visualizadas no caule do genotipo BMX
FURIA CE® proporcionaram modificacdes na distribuicdo de fotoassimilados entre
fonte e dreno. A auséncia de um F2 definido e funcional alterou a distribuicdo de
fotoassimilados para as vagens em desenvolvimento. A Figura 47 apresenta um
comparativo entre as plantas de soja aos 90 DAE, em (A) (lado esquerdo) o gendtipo
DONMARIO 66i68 IPRO® com disposicdo normal dos tecidos do caule e
desenvolvimento adequado de vagens., e em (B) (lado direito) o genétipo BMX FURIA

CE® com alteragdes na atividade do cdmbio vascular e auséncia de F2 funcional.

Figura 47 — Diferenga na formagado de vagens entre os gendtipos (A) DONMARIO
66i68 IPRO® e (B) BMX FURIA CE®, aos 90 dias apds a emergéncia (DAE). Em (B)
sinais externos do cambio vascular com atividade alterada. A desconfiguracdo do
floema secundario impossibilitou o transporte de fotoassimilados aos drenos

reprodutivos. Em destaque, paralizagao do processo de formagéo das vagens.

Fonte: O proprio autor.
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Na comparacgao entre as Figuras 47A e 47B foi possivel observar uma grande
diferenga no numero de vagens entre os genétipos. Em destaque na Figura 47B foi
possivel visualizar que houve a fecundacio das flores e desenvolvimento inicial de
estruturas reprodutivas do nd, contudo devido a auséncia de transporte de
fotoassimilados houve paralizagao no processo de desenvolvimento das vagens. Para
as demais variaveis biométricas analisadas, possiveis interferéncias da auséncia de
um F2 definido e funcional foram realizadas nas seg¢des pertinentes a cada variavel.

Durante o periodo de conducdo do experimento, no interior da unidade
experimental haviam mais plantas de soja de ambos o0s gendtipos cultivadas em
solugao nutritiva com 2 uM Mn e alocadas em diferentes posi¢des. Nessas condi¢des
as plantas do gendtipo BMX FURIA CE® também apresentaram alteragbes na
atividade do meristema lateral cambio, com modificacdes similares na anatomia dos
tecidos do caule.

Desta forma, as alteragdes visualizadas nao foram proporcionadas pela
elevagao (50 e 100 uM) na disponibilidade de Mn na solugao nutritiva. O gendtipo BMX
FURIA CE® dentro do senso de cultivares disponiveis apresenta uma participagéo
consideravel, e nas condicdbes de campo com semeadura realizada nas datas
permitidas pelo zoneamento agroclimatico para a cultura da soja ndo tem ocorrido
relatos a respeito de auséncia ou alteragdes no desenvolvimento de vagens.

O detalhe entre as condi¢cdes de execugao do experimento e o desenvolvimento
do gendtipo a campo reside nas épocas de semeadura diferentes. As datas de
semeadura recomendadas pelo zoneamento agroclimatico para a cultura da soja na
regido edafoclimatica 201 permitem o desenvolvimento das plantas na
primavera/verdo, enquanto o experimento foi conduzido no outono/inverno. A
atividade do meristema lateral cAmbio é influenciada pelo fotoperiodo (Cutter, 2013),
e isso pode ter modificado a programacao de diferenciacdo do tecido. Associado a
isso, ha a diferencas nas temperaturas devido as estagdes do ano.

Na literatura disponivel, o volume de trabalhos a respeito da atividade do
cambio vascular é restrito, sendo assim, outros experimentos necessitam ser
realizados para delimitar o real fator responsavel pelas alteragcdes visualizadas no

presente trabalho.
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5.3 VARIAVEIS BIOMETRICAS DA PARTE AEREA E DAS RAIZES

5.3.1 Variaveis Biométricas da Parte Aérea

As avaliagdes das variaveis biométricas da parte aérea foram realizadas nos
estadios fenolégicos V7, V10, V13, V16 e R6, correspondendo aos 30, 40, 50, 70 e 90
DAE. A Figura 48 apresenta imagens das plantas de soja, genétipos DONMARIO
66i68 IPRO® (em A, no lado esquerdo) e BMX FURIA CE® (em B, no lado direito) nas
avaliacées em V7 e V10. Até o estadio fenoldgico V7 (metade superior da Figura 48)
as plantas cresceram em solugdo nutritiva com 2 yM Mn, concentracdo essa
considerada como adequada para o fornecimento do elemento em solugdo. No
estadio V7 a concentragao de Mn foi alterada para 50 uM, permanecendo as plantas

nessa concentracéo do estadio V7 ao V10, correspondendo a 10 dias nessa condi¢ao.

Figura 48 — Parte aérea das plantas de soja, lado esquerdo (A) genétipo DONMARIO
66i68 IPRO®, e lado direito (B) genétipo BMX FURIA CE®. Na parte superior plantas
no estadio fenolégico V7 (30DAE) em solugdo contendo 2 yM Mn. Na parte inferior

plantas no estadio V10 (40 DAE) cultivadas por 10 dias em solugédo com 50 yM Mn.

=
50 uM Mn -V10 (40 DAE) &

Fonte: O proprio autor.
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A Figura 49 apresenta imagens das plantas de soja nas avaliagdes realizadas
nos estadios V13, V16 e R6. No estadio V10 a concentracido de Mn da solucao foi
alterada para 100 uM, permanecendo essa concentracado até o estadio V13. Desta
forma, a parte superior da Figura 49 apresenta plantas que passaram pela elevagao
na concentracédo de Mn em solugao, crescendo 10 dias com 50 yM e 10 dias com 100
MM Mn.

No estadio V13 o Mn foi retirado da formulagdo da solugdo nutritiva, desta
forma, a parte intermediaria da Figura 49 apresenta as plantas na avaliagéo realizada
no estadio V16 que cresceram em solugado sem a adigado de Mn por 20 dias, apos os
periodos de 50 e 100 yM Mn em solugao. E na parte inferior da Figura 49 estao as
plantas no estadio R6 que cresceram 40 dias em solugdo com auséncia de adi¢ao de
Mn apds as elevacgdes de 50 e 100 uM Mn em solucdo. Ao final, a analise das variaveis
biométricas leva em consideracédo plantas que cresceram inicialmente em condi¢cao
de disponibilidade normal de Mn, e passaram por duas condi¢gdes de incremento com
posterior queda na da disponibilidade de Mn em solugao, simulando as condi¢cdes de
fornecimento na solugdo do solo de areas derivadas de material de origem do solo
rico em Mn.

Os dados das \variaveis biométricas estadio fenoldgico vegetativo
(representada por Vn), estadio reprodutivo (representado por Rn), seguindo a escala
de Fehr et al. (1971), e comprimento da haste principal (CHP, em cm) foram
apresentados na Tabela 11. Os gendtipos de soja com habito de crescimento
indeterminado continuam a emitir novos nés apods o florescimento pleno (R2). No
presente experimento a emissao de novos nds ocorreu até 70 DAE, correspondendo
ao estadio R5, como apresentado na Figura 39. Para facilitar a interpretacdo da
toxidez por Mn, optou-se pela representacao por estadios Vn, que além de ser uma
escala progressiva, apresenta o numero de folhas emitidas por cada periodo de
disponibilidade de Mn.

Para as variaveis Vn e Rn na Tabela 11, os dados representam as médias das
plantas de soja amostradas, como na ocasiao da avaliagdo nem todas as plantas
apresentavam exatamente o mesmo estadio, os resultados apresentam casas
decimais. Para os valores de Vn o gendtipo DONMARIO 66i68 IPRO® foi superior
apresentando um numero de folhas 15% maior, com interagdo entre as fontes de
variacao gendtipo e estadio fenoldgico.

Os gendtipos apresentam Grupo de Maturidade Relativa (GMR) proximos, 6,6
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e 6,5 para DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX FURIA CE®, respectivamente.

Figura 49 - Parte aérea das plantas de soja, no lado esquerdo (A) gendtipo
DONMARIO 66i68 IPRO®, e no lado direito (B) genétipo BMX FURIA CE®. Parte
superior plantas no estadio fenologico V13 (DAE) cultivadas por 10 dias em solugao
com 100 yM Mn. Na parte intermediaria e inferior, plantas nos estadios V16 (70 DAE)
e R6 (90 DAE), em ambas, plantas cultivadas por 20 dias com auséncia de adigao de

Mn em solugao.

0 M Mn - R6 (90 DAE)

Fonte: O proprio autor.

Com disponibilidade adequada de Mn em solucgéo (2 uM) n&do houve diferenca

entre os cultivares em relacdo a variavel Vn, entretanto, com a elevagao na
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concentracdo de Mn em solugéao, para 50 e posteriormente 100 uM, o gendtipo BMX
FURIA CE® passou a emitir um nimero menor folhas apresentando resultados de Vn
inferiores quando comparado ao gendtipo DONMARIO 66i68 IPRO® conforme
apresentado na Tabela 11.

Na variavel Rn a interagao entre as fontes também foi significativa. O gendtipo
DONMARIO 66i68 IPRO® apresentou desenvolvimento normal, com estadios Rn em
progressdo. No gendtipo BMX FURIA CE® a auséncia de um floema secundario
definido e funcional, devido as alteracbes anatomicas no caule, retardou o
crescimento das vagens a partir de V13 (50 DAE), proporcionando a diferenga entre

0s genotipos no estadio V16.

Tabela 11 — Valores das variaveis biométricas da parte aérea, estadio fenoldgico vegetativo
(Vn) e reprodutivos (Rn) pela escala de Fehr et al. (1971), e valores do comprimento da haste
principal (CHP - em centimetros cm), para os genétipos de soja DONMARIO 66i68 IPRO® (D)
e BMX FURIA CE® (F), em solugdo nutritiva, nos estadios fenolégicos V7, V10, V13, V16 e R6
(30, 40, 50, 70 e 90 DAE, respectivamente).

Fontes de Variacéo V(n) R(n) CHP (cm)
Genétipo
DM 66i68 IPRO® (D) 12,02 a 3,36 a 39,78 a
BMX FURIA CE® (F) 10,44 b 2,88 b 36,60 b
Estadio D F D F X
V7 7,00 dA 7,00 dA 1,00 dA 1,00 cA 21,88 ¢
V10 9,60 cA 8,30 cB 2,00 cA 2,00 bA 33,62b
V13 12,70 bA 11,00 bB 2,10 cA 2,20 bA 43,41 a
V16 15,20 aA 12,80 aB 5,14 bA 2,52 bB 4495 a
R6 15,60 aA 13,10 aB 6,60 aA 6,70 aA 47,10 a
Média: 11,23 3,12 38,19
F. V. Ftab - Teste F (p < 0,05): Valores de F calculado (Fcal) ----------
Estadio (a) 2,48 286,019* 300,907* 102,975*
Gendtipo (b) 3,96 87,324* 17,932* 11,827*
a*b 2,48 7,185* 21,867* 0,584ns
CV% 7,53 18,28 12,09

Valores seguidos por letra minascula na coluna, e letra maidscula na linha para cada variavel,
nao diferem pelo Teste de Tukey (a = 0,05). g./.residuo = 81.
Fonte: O proprio autor.
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No comprimento da haste principal (CHP), medida do colo da planta a base da
gema apical do caule, ndo houve interagao entre as fontes de variagado. O incremento
no CHP foi observado até o estadio V13 (50 DAE), com o gendtipo DONMARIO 66i68
IPRO® apresentando um valor médio de CHP (39,78 cm), 8,69% superior em relagio
ao genoétipo BMX FURIA CE® com média de 36,60 cm de CHP.

Na Tabela 12 foram apresentados os valores das variaveis biométricas
didametro do caule (mm), numero de nos da haste principal (NHP) e numero de ramos
da haste principal (RHP). No didmetro da haste principal ndo houve diferenga entre os
gendtipos e a interacdo entre as fontes de variagcdo também nao foi significativa. O
diametro da haste principal nos genétipos aumentou até o estadio V16, sendo um fator

nao influenciado pelo incremento na disponibilidade de Mn em solucéo.

Tabela 12 — Valores das variaveis biométricas da parte aérea, diametro do caule (mm), nUmero de
nés da haste principal (NHP) e nimero de ramos da haste principal (RHP), para os gendtipos de
soja DONMARIO 66i68 IPRO® (D) e BMX FURIA CE® (F), em solugdo nutritiva, nos estadios
fenoldgicos V7, V10, V13, V16 e R6 (30, 40, 50, 70 e 90 DAE, respectivamente).

Fontes de Variagao Didmetro (mm) NHP RHP
Genétipo
DM 66i68 IPRO® (D) 7,38 a 13,64 a 6,86 a
BMX FURIA CE® (F) 743 a 11,60 b 4,46 b
Estadio X D) F D F
V7 4,00d 9,10 dA 8,10 dB 4,90 dA 4,80 abA
V10 6,07 c 11,80 cA 9,60 cB 6,00 cdA 4,00 bB
V13 7,71b 14,50 bA 12,70 bB 8,60 aA 5,60 aB
V16 9,20 a 16,20 aA 13,80 aB 8,00 abA 3,80 bB
R6 9,81a 16,60 aA 14,10 aB 6,80 bcA 4,10 bB
Média: 7,36 12,65 5,66
F.V. Fab = Teste F (p < 0,05): Valores de F calculado (Fcal) ------------
Estadio (a) 2,48 137,573* 241,646* 12,211*
Gendtipo (b) 3,96 0,068ns 139,645* 107,641*
a*b 2,48 1,314ns 2,650* 8,540*
CV% 12,27 6,62 20,44

Valores seguidos por letra minuscula na coluna, e letra maiuscula na linha para cada variavel, nao
diferem pelo Teste de Tukey (a = 0,05). g./.residuo = 81.
Fonte: O préprio autor.
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No NHP houve diferenga entre os gendétipos e a interagdo entre as fontes foi
significativa, com o DONMARIO 66i68 IPRO® apresentando em média 13,64 nds na
haste principal, valor 17,6% superior ao BMX FURIA CE® (11,60 nés), e NHP superior
em todos os estadios analisados. Para a variavel RHP, similar ao NHP, houve
diferenga entre gendtipos e interagdo significativa entre as fontes de variagdo. O
gendtipo DONMARIO 66i68 IPRO® apresentou um RHP médio de 6,86, valor 53%
superior ao gendtipo BMX FURIA CE® com média de 4,46 ramos. O RHP é uma
caracteristica genética do cultivar, contudo, no estadio V7 ambos os gendtipos
apresentaram o mesmo valor de RHP, com diferenga emergindo e sendo mantida
somente apods a variagao na disponibilidade de Mn em solucgao.

Com incremento dos estadios Vn, dependendo da arquitetura do cultivar e do
indice de area foliar (IAF), as ramificagdes com saldo fotossintético negativo podem
ser descartadas pela planta de soja. Este fato foi observado no genétipo DONMARIO
66i68 IPRO®, do estadio V16 até R6 ha reducdo de 8 para 6,80 ramos na haste
principal em média, representado 15% do valor de RHP. Para o genétipo BMX FURIA
CE® a flutuagéo nos valores de RHP no proporcionou diferengas, demonstrando que
as alteracbes anatbmicas observadas no caule ndo modificaram a variavel RHP.

Os dados referentes a producdo de biomassa da parte area foram
apresentados na Tabela 13, onde todas as variaveis apresentaram interagao
significativa entre as fontes de variagao gendtipo e estadio fenoldgico. Em fungéo das
alteracdes anatémicas presentes no genétipo BMX FURIA CE®, a biomassa da parte
area foi apresentada de forma dividida como massa de caule e folhas, e massa total
da parte aérea, representada pelo somatério das fragcoées caule, folhas e vagens. Essa
divisdo possibilita visualizar o efeito da auséncia de um floema secundario funcional
na formacao de vagens, além de constatar se a modificacdo na atividade do cambio
vascular modificou o acumulo de matéria seca em outros 6rgaos.

Para a biomassa da parte aérea, representada pela fracdo caule e folhas,
houve diferengas entre os gendtipos, com o DONMARIO 66i68 IPRO® apresentando
valores médios de 108,44 g e 20,24 g para matéria fresca e seca dessa fragao,
respectivamente. Esses valores foram 92% e 79% superiores aos apresentados pelo
genétipo BMX FURIA CE®, com média de 54,44 g e 11,30 g de matéria fresca e seca,

respectivamente.



Tabela 13 — Valores das variaveis biométricas da parte aérea, massa da matéria fresca e seca (g) das fragdes caule + folhas e total (caule
+ folhas + vagens), para os gendtipos de soja DONMARIO 66i68 IPRO® (D) e BMX FURIA CE® (F), em solugdo nutritiva, nos estadios

fenolégicos V7, V10, V13, V16 e R6 (30, 40, 50, 70 e 90 DAE, respectivamente).

Matéria fresca (g)
Fontes de Variagao

Matéria seca (g)

(caule + folhas) (caule + folhas + vagens) (caule + folhas) (caule + folhas + vagens)
Gendétipo
DM 66i68 IPRO® (D) 108,44 a 132,39 a 20,24 a 30,07 a
BMX FURIA CE® (F) 56,44 b 60,94 b 11,30 b 13,60 b
Estadio D F D F D F D F
V7 25,08dA 14,68cA 25,08eA 14,68dA 3,31eA 2,05cA 3,31dA 2,05dA
V10 68,42cA 35,92cB 68,42dA 35,92cdB 10,72dA 6,16cB 10,72dA 6,16cdA
V13 120,05bA 60,08bB 120,05cA 60,08bcB 22,12cA 12,08bB 22,12cA 12,08bcB
V16 188,63aA  82,15abB 188,63bA 82,15abB 28,27bA 15,50bB 41,88bA 18,12bB
R6 140,03bA 88,65aB 259,77aA 111,86aB 36,78aA 20,70aB 72,32aA 29,62aB
Média: 82,37 96,67 15,77 21,84
F.V. Fab - Teste F (p < 0,05): Valores de F calculado (Fca) e coeficiente de variagao (CV) ---------------
Estadio (a) 2,48 133,577 123,109* 140,190* 169,316*
Gendtipo (b) 3,96 208,534* 180,949* 129,652* 154,659*
a*b 2,48 19,718* 22,062* 11,751% 32,964*
CV% 21,92 22,47 24,90 30,31

Valores seguidos por letra minuscula na coluna, e letra mailuscula na linha para cada variavel, ndo diferem pelo Teste de Tukey (a = 0,05).

g./.residuo =81.

Fonte: O préprio autor.
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O incremento na disponibilidade de Mn em solugédo proporciona respostas
diferentes em funcéo do gendtipo, como apresentado por Lavres Junior et al. (2008).
Segundo os autores, uma disponibilidade de 100 yM Mn em solugdo proporcionou
reducdes de 22 e 48% na matéria seca total dos cultivares de soja IAC 31 e Santa
Rosa quando comparados ao cultivar IAC15.

Quando comparamos os valores de NHP e RHP dos gendtipos, os dados da
Tabela 12 demonstram que o cultivar DONMARIO 66i68 IPRO® apresentou um valor
de NHP 17,6% superior e um valor de RHP 53% maior, além de folhas com formato
ovaladas conferindo um maior IAF, como apresentado na Figura 48. Desta forma, a
diferenca observada na producao de biomassa da parte aérea foi influenciada mais
pelas caracteristicas genéticas dos cultivares do que pela elevagao na disponibilidade
de Mn em solugéo.

Entretanto quando analisamos cada gendétipo separadamente dentro dos
estadios fenoldgicos (Vn) pode-se observar o efeito da elevagao na disponibilidade de
Mn em solugao sobre o acumulo de biomassa. Para os genétipos DONMARIO 66i68
IPRO® e BMX FURIA CE® a matéria fresca da fracdo caule e folhas foi crescente até
o estadio V16. No estadio R6, para o cultivar DONMARIO 66i68 IPRO® a variavel
apresentou reducao de 188,63 para 140,03 g (Tabela 13), motivada pela redugao no
numero de ramos da haste principal de 8 para 6,8, como apresentado na Tabela 12.
Enquanto para o gendtipo BMX FURIA CE® os incrementos foram crescentes até o
estadio R6 devido a auséncia na perda de ramificagdes.

Os incrementos em relagdo a matéria seca da fracdo caule e folhas, para
ambos os genotipos, foram crescentes até o estadio R6. Este fato demostrou que a
flutuacao na disponibilidade de Mn em solucéo né&o interferiu no acumulo de matéria
seca dos genotipos, assim como a auséncia de um floema secundario definido e
funcional ndo modificou a taxa de acumulo de matéria seca da fragdo caule e folhas
do genotipo BMX FURIA CE®.

Considerando a biomassa total da parte aérea, representada pelo somatério de
caule, folhas e vagens, o gendtipo DONMARIO 66i68 IPRO® apresentou acumulo
meédio de 132,39 g e 30,07 g por planta, para matéria fresca e seca. respectivamente.
Quando comparado a produgdo de biomassa do genétipo BMX FURIA CE®, com
médias de 60,94 g e 13, 60 g, esses valores séo 217% e 221% superiores para matéria
fresca e seca da parte aérea, respectivamente. De forma semelhante a fragcdo da

biomassa representada pela fragado caule e folhas, a analise entre cultivares fornece
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um resultado inerente as caracteristicas genéticas dos materiais.

Quando a biomassa total da parte aérea de cada gendtipo em relagédo aos
estadios fenologicos considerados € analisada, os dados da Tabela 13 demonstram
que, para ambos os gendtipos, a flutuagdo na disponibilidade de Mn em solugao
durante o ciclo de desenvolvimento das plantas de soja n&o proporcionou redugdes
no acumulo de matéria fresca e seca total da parte aérea, visualizado pelos valores
crescentes da variavel do estadio fenologico V7 ao R6.

A analise do acimulo de biomassa total da parte aérea do genétipo BMX FURIA
CE® pelos dados apresentados na Tabela 13, ofusca o efeito das alteragbes
anatbmicas visualizadas no caule sobre o processo de formagao de vagens .A Figura
50 apresenta a evolugdo da massa seca de vagens (pericarpo + graos) em fungéo dos

estadios fenoldgicos reprodutivos para ambos os cultivares.

Figura 50 — Evolugcdo da massa seca de vagens (g) para os
gendtipos DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX FURIA CE® em

fungdo dos estadios fenologicos reprodutivos (Fehr et al., 1971).

75,0
-6~-DM 6668 IPRO

—@—-BMX Furia CE
60,0 r

45,0

30,0 r

Massa de vagens, g por planta

15,0

0,0 1 J
R1 R2 R3 R5 R7

Estadios de crescimento

Fonte: O proprio autor.
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Até o estadio R2, representado pelo estadio V10 (40 DAE) na Figura 39, a
diferenga entre a massa seca das estruturas reprodutivas foi pequena, como pode ser
visualizado na Figura 50. Nos estadios seguintes, a massa seca de vagens do
gendtipo DONMARIO 66i68 IPRO® aumenta, apresentando valores médios de 13,61,
35,54 e 52,34 g por planta nos estadios reprodutivos R3, R5 e R7, respectivamente.
Para o genétipo BMX FURIA CE® os incrementos nos estadios R3, R5 e R7 sdo
menores apresentando uma massa seca de vagens meédia de 2,61, 8,92 e 26,79,
respectivamente. Pela analise da Figura 50 foi possivel verificar que a partir do estadio
V13, aos 50 (DAE), as alteragdes anatdmicas observadas nas se¢des do caule do
gendtipo BMX FURIA CE® modificaram o fluxo de carboidratos proporcionando
alteragdes negativas no processo de formagéo de vagens no genaotipo.

A dindmica da variavel matéria seca total da parte aérea, apresentada na
Tabela 13, difere dos dados presentes na literatura. Lavres Junior et al. (2008)
apresentaram os efeitos de 2, 100, 150, 200 e 250 yM Mn em solugao sobre plantas
de soja. Para uma disponibilidade de 100 uyM Mn na solugédo nutritiva os autores
relatam redugdes na matéria seca total da planta de soja de 11, 17 e 29% para os
cultivares IAC 15, Santa Rosa e IAC31, respectivamente. Enquanto Santos et al.
(2017) com o cultivar BMX Poténcia RR apresentam um resultado de 26% de redugao
na biomassa da parte aérea, para um periodo de desenvolvimento de 10 dias em
solugao nutritiva com concentragdo de 100 yM Mn.

Essa diferenca entre os dados da literatura e os obtidos no presente trabalho
foram proporcionadas por trés fatores. Primeiro, pelo fator genética, como discutido
anteriormente, a resposta de cada cultivar perante a toxidez por Mn é inerente as
caracteristicas genotipicas de cada material. Segundo, os autores empregaram
concentracdes fixas de Mn em solugdao, sendo assim, durante todo o periodo de
tratamento as plantas de soja cresceram em condi¢des de alta disponibilidade de Mn.
E terceiro, pelo sistema empregado na conducdo do experimento. Os autores
trabalharam com solugdo nutritiva em vasos com agitagdo da solugao realizada
somente pela injecdo de ar destinada a oxigenagdo da solugdo. ao passo que no
presente experimento os gendtipos foram cultivados no sistema NFT. No NFT a
circulacao da solugao nutritiva no interior dos perfis hidropdnicos reduz a formagao de
dupla camada elétrica na regido da rizosfera promovendo uma melhor absorg¢ao de

nutrientes.
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5.3.2 Variaveis Biométricas da Raiz

Para as variaveis biométricas do sistema radicial, as avaliagbes foram
realizadas nos estadios fenoldgicos V7, V10, V13, V16 e R6, juntamente com a coleta
de dados da parte aérea. A Figura 51 apresenta imagens do sistema radicial das
plantas de soja, na parte superior em (A), raizes do gendétipo DONMARIO 66i68
IPRO®, e em (B) na parte inferior, as raizes do genétipo BMX FURIA CE®. Em cada
estadio foram mensurados o comprimento do sistema radicial (cm), volume (cm3),
massa da matéria fresca e seca, e a densidade (DENSR) calculada pela equagéo 13,
sendo os dados apresentados na Tabela 14. Para todas as variaveis a interagao entre
as fontes variagao gendtipo e estadios fenoldgicos néo foi significativa pelo teste F a

5% de significancia.

Figura 51 — Sistema radicial das plantas de soja em solugdo nutritiva, na parte
superior (A) genotipo DONMARIO 66i68 IPRO®, e na parte inferior (B) genétipo BMX
FURIA CE®, nos estadios fenolégicos V7, V10, V13, V16 e R6 aos 30, 40, 50, 70 e 90

dias apos a emergéncia (DAE), respectivamente.

i V10 (40DAE)  V13(50 DAE) V16 (70 DAE) R6 (90 DAE)

mEzn

{\‘ V7 (30 DAE) V10 (40 DAE) V13 (50 DAE) V16 (70 DAE) R6 (90 DAE) |

Fonte: O proprio autor.
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Tabela 14 — Valores das variaveis biométricas do sistema radicial, comprimento (cm), volume (cm3), massa da matéria fresca (g), massa
da matéria seca (g) e densidade (DENSR, g cm-3), para os genétipos soja DONMARIO 66i68 IPRO® (D) e BMX FURIA CE® (F), em solugéo
nutritiva, nos estadios fenoldgicos V7, V10, V13, V16 e R6 (30, 40, 50, 70 e 90 DAE, respectivamente).

Fontes de Variagao Comprimento (cm) Volume (cm3)  Matéria fresca (g) Matéria seca (g) DENSR® (g cm3)
Genétipo
DONMARIO 66i68 IPRO® 51,92 a 114,34 a 92,83 a 6,10 a 0,052 b
BMX FURIA CE® 47,82 a 76,14 b 58,97 b 411b 0,055 a
Estadio Fenolégico X X X X X
V7 54,72 ab 28,45d 13,78 ¢ 0,72d 0,026 d
V10 44,51 bc 50,50 cd 48,94 b 269c 0,056 b
V13 38,36 ¢ 65,20 c 68,73 b 497 b 0,080 a
V16 57,77 a 142,55 b 114,07 a 8,21 a 0,058 b
R6 54,00 ab 189,50 a 133,97 a 8,93 a 0048 c
Média: 49,87 95,24 75,90 5,10 0,050
F.V. Fab - Teste F (p < 0,05): Valores de F calculado (Fcal) € coeficiente de variagdo (CV) -------------
Estadio (a) 2,48 7,509* 55,517* 42,916 72,640% 159,898*
Genotipo (b) 3,96 2,386ns 21,909* 25,984* 28,965* 7,246*
a*b 2,48 1,281ns 0,587ns 1,013ns 2,003ns 2,285ns
CV% 26,90 42,85 43,75 36,07 12,77

() Densidade obtida pelo volume do sistema radicial fresco divido pela matéria seca.
Valores na coluna seguidos pela mesma letra ndo diferem pelo Teste de Tukey (a = 0,05). g./.residuo = 81.

Fonte: O préprio autor.



123

Para o comprimento do sistema radicial, pela forma como foi mensurado, a
variagdo nos valores representa alteragdes no comprimento das raizes de baixa
ordem e n&o do comprimento da raiz principal. A analise dentro do fator gendétipo ndo
apresentou diferengas entre os cultivares de soja DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX
FURIA CE®, como apresentado na Tabela 14. Entretanto quando a variavel foi
analisada em relagdo aos estadios fenoldgicos foi possivel visualizar o efeito da
toxidez por Mn sobre o crescimento das raizes de 22 e 32 ordens.

O incremento na disponibilidade de Mn em solucédo de 2 yM em V7, para 100
MM em V13, proporcionou alteragédo no comprimento do sistema radicial de 54,72 para
38,36 cm, representando uma reducgao de 30%, semelhante aos valores apresentados
por Liu et al. (2019), Liu et al. (2021), Liu et al. (2022) e Liu et al. (2023), para 100 yM
Mn em solugdo. Com a auséncia de adicdo de Mn em solugado, o sistema radicial
retomou o crescimento, com comprimento alcangando 57,77 cm no estadio V16 (0
MM), representando 50% de incremento em comprimento durante o periodo de 20
dias.

Em relagdo ao volume do sistema radicial houve diferenga entre os cultivares.
O genotipo DONMARIO 66i68 IPRO® apresentou um valor médio de 114,34 cm?3, com
volume do sistema radicial 50% superior ao genétipo BMX FURIA CE® (76,14 cm?3).
Diferentemente da variavel comprimento, o volume do sistema radicial ndo apresenta
resultados negativos devido ao incremento na disponibilidade de Mn em solugédo. Dos
estadios V7 ao V13, a elevagao na disponibilidade de Mn de 2 para 100 yM Mn, o
sistema radicial reduz em comprimento, ao passo que o volume aumenta
aproximadamente 2,2 vezes, de 28,45 para uma média de 65,20 cm? (Tabela 14).

Na variavel massa da matéria fresca e seca do sistema radicial também houve
diferenca entre os cultivares, como visualizado na Tabela 14. O genétipo DONMARIO
66i68 IPRO® apresentou médias de 92,83 e 6,10 g de massa da matéria fresca e seca,
respectivamente. Enquanto o genétipo BMX FURIA CE® apresentou médias de 58,97
e 4,11 g respectivamente, para massa da matéria fresca e seca do sistema radicial. O
cultivar DONMARIO 66i68 IPRO® nas disponibilidades de Mn em solugdo aplicadas
(50 e 100 pM) teve uma producao de raizes em massa 50% superior ao genotipo BMX
FURIA CE®.

Diferentemente da variavel comprimento, a massa do sistema radical , em base
seca, nao demonstrou reducdes com as concentracdes de 50 e 100 uM Mn aplicadas

na solugao nutritiva. Dados diferentes foram apresentados por Lavres Junior et al.
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(2008) em experimento onde o crescimento do sistema radicial foi avaliado ao longo
do ciclo de desenvolvimento da planta. Segundo os autores, com 2 uM de Mn em
solugéo os cultivares Santa Rosa, IAC 15 e IAC 31 apresentaram 7,28, 6,60 € 6,48 g
de massa seca de raizes. Enquanto na concentracdo de 100 uM a massa seca de
raizes foi de 4,53, 4,03 e 4,89 g, para os cultivares Santa Rosa, IAC 15 e IAC 31,
representando redugdes de 38, 39 e 25% na producdo de massa seca do sistema
radicial, respectivamente.

Esse contraste entre os resultados obtidos no presente trabalhos e os dados
apresentados por Lavres Junior et al. (2008) pode ter sido proporcionado pelos
diferentes sistemas de cultivos empregados. Os autores cultivaram os genétipos em
vasos contendo solugdo nutritiva, ao passo que o experimento apresentado foi
confeccionado no sistema NFT. Com uma solucdo nutritiva circulante contendo
nutrientes, especialmente o calcio (Alam et al, 2006), o sistema NFT proporcionou
condi¢gbes para o incremento em massa das raizes da planta de soja mesmo em
condigdes de toxidez por Mn

Para a variavel densidade (DENSR) houve diferengas entre os materiais, com
o gendtipo BMX FURIA CE® apresentando densidade 5% superior ao gendtipo
DONMARIO 66i68 IPRO®. Em relacdo aos estadios fenoldgicos analisados, o
incremento na concentragao de Mn em solugao proporcionou aumentos na densidade
do sistema radicial. Do estadio V7 ao V10, quando a concentragdo de Mn foi elevada
de 2 para 50 yM, a densidade saiu de 0,026 para 0,056 cm3, representado um
aumento de 2,15 vezes. De V10 a V13, quando a concentracao de Mn aumentou de
50 para 100 yM, a densidade aumenta novamente, passando de 0,056 para 0,080
cm?, representando uma elevacgéo de 1,43 vezes.

Resultados na literatura com plantas de soja no sistema NFT, e com
concentracdes de Mn variavel ao longo do ciclo de desenvolvimento da planta sao
escassos. Os resultados obtidos demonstraram que plantas de soja em crescimento
sob condi¢gbes de disponibilidade adequada de Mn (2 uM), quando submetidas a
condigdes de toxidez por Mn (50 e 100 pM) ha redugao no crescimento das raizes de
baixa ordem (12 e 22) pelos mecanismos apresentados por Liu et al. (2023) (Figura
28), resultando em redug&o no comprimento.

Entretanto, as raizes de alta ordem (4 e 5%) continuam a apresentar
crescimento visto que o sistema radicial aumentou 6,9 vezes em massa seca e 2,2

vezes em volume do estadio V7 ao V13, quando o Mn em solugao passou de 2 para
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100 uM. Outro fator que colabora para o incremento em massa do sistema radicial é
0 espessamento da parede celular, que de forma associada, resultou no incremento
de 3 vezes na densidade ao final do periodo de exposi¢ao a 100 yM Mn em solugao.
O aumento na espessura da parede celular, assim como o incremento dos espagos
no apoplasto do coértex do sistema radicial sdo mecanismos empregados pela planta
de soja em condicdes de toxidez por Mn para maior adsorgao do elemento evitando
que altas concentragdes de Mn acessem a rota simplastica de absorgao (Lavres Junior
et al., 2010).

5.4 TEORES DE MACRO E MICRONUTRIENTES DA PARTE AEREA E DAS RAIzZES

Os resultados dos teores de macro e micronutrientes presentes na folha
diagndstico, na parte area, e no sistema radicial das plantas de soja ndo submetidas
ao processo de extracdo das formas de Mn(ll) foram apresentados na sequéncia

separadamente.

5.4.1 Teores de Macro e Microelementos na Folha Diagndstico.

Para a planta de soja foi estabelecido como folha diagndstico a folha recém
madura presente no caule principal, representada pela terceira folha no sentido apice
base (Malavolta et al., 1997). Na Figura 52 foram apresentadas imagens da folha
diagndstico das plantas de soja coletadas nos estadios fenologicos V7, V10, V13, V16
e R6, correspondendo aos 30, 40, 50, 70 e 90 DAE. Na parte superior em (A), as
folhas do gendtipo DONMARIO 66i68 IPRO®, e em (B), na parte inferior as folhas do
gendtipo BMX FURIA CE®. Para ambos os cultivares o efeito do incremento na
concentragédo de Mn em solugéo é visualmente constatado na folha diagnéstico pela
alteracado na morfologia e expressao dos sintomas visuais caracteristicos da toxidez
por Mn.

Entre os macro e microelementos analisados na folha diagndstico, somente o
Cu n&o apresentou interagdo entre os fatores de variagdo genotipo e estadios

fenoldgicos pelo Teste F a 5% de significancia. A interpretacao dos teores dos macros
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e micronutrientes analisados na folha recém madura foram realizadas empregando

como referéncia os dados apresentados por Malavolta et al. (1997).

Figura 52 — Folha recém madura (terceira folha do apice para base) dos gendtipos
DONMARIO 66i68 IPRO® em (A) na parte superior, e BMX FURIA CE® em (B) na
parte inferior, nos estadios fenoldgicos V7, V10, V13, V16 e R6 aos 30, 40, 50, 70 e

90 dias apos a emergéncia (DAE).

V7 (30 DAE) V10 (40 DAE) V13 (50 DAE) V16 (70 DAE) R6 (90 DAE)

(M)
o)
o

V7 (30 DAE) B V10 (40 DAE) V13 (50 DAE) V16 (70 DAE) R6 (90 DAE)

Fonte: O proprio autor.

Na Tabela 15 foram apresentados os valores dos teores dos macronutrientes
N, P e Kavaliados na folha diagndstico determinados na matéria seca. Para o N houve
diferenca entre genétipos, os cultivares DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX FURIA CE®
apresentaram na folha diagnostico em média 48,66 e 41,66 g N kg™', respectivamente.
Com incremento na concentracdo de Mn em solugao a partir do estadio V7 houve
alteracao nos teores de N da folha recém madura para ambos os gendtipos.

Nos estadios avaliados o gendtipo DONMARIO 66i68 IPRO® apresentou
médias de 56,46, 53,68, 50,80, 46,50 e 35,86 g N kg™! na folha diagnéstico, enquanto
o genétipo BMX FURIA CE® demonstrou teores médios de 53,86, 50,08, 43,34, 32,88
e 28,32 g N kg'', valores estes inferiores ao cultivar DONMARIO 66i68 IPRO® em
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todos os estadios analisados. As sementes foram inoculadas conforme descrito no
item 4.1, porém, com 6,85 mM de N em solugédo ndo houve o desenvolvimento de
nodulos, como visualizado na Figura 51. Desta forma, a quantidade de N necessaria
ao crescimento e desenvolvimento das plantas foi provido pela solugéao nutritiva.

O N é o nutriente requerido em maiores quantidades pela planta de soja
(Bender et al., 2015). Com N disponivel em solu¢do, o padrdo de teores na folha
diagnostico deveria apresentar declinio a partir do estadio V16 quando as plantas
atingiram o estadio reprodutivo R5 (Oliveira Junior et al., 2014). Husted et al.(2005)
avaliaram o efeito da proporcao entre as formas de N-NOs e N-NH4* em solugéo
nutritiva sobre a absor¢do de Mn em plantas de cevada. Apesar de fornecerem o
mesmo nutriente, os efeitos interidonicos do N-NO3 e do N-NH4* sobre a absor¢ao de
Mn s&o diferentes.

Segundo os autores, com 100% do N na forma N-NOs™ houve incrementos no
teor de Mn foliar, demonstrando um efeito interidnico de sinergismo. Na condigdo com
80% do N fornecido como N-NHs4*, os teores de Mn nas plantas de cevada
apresentaram reducao, mostrando que o efeito interibnico entre NH4* e Mn foi de
inibicdo. No presente experimento a contribuicdo do N-NH4* no fornecimento de N em
solucao foi de aproximadamente 6%. Com a adigdo de 50 yM Mn em V7, e 100 uM
Mn em V10, houve reducdo de 10 e 19% nos teores de N da folha diagndstico no
estadio V13, quando comparados aos teores em V7 (2 uM Mn), para os gendtipos
DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX FURIA CE®, respectivamente.

A folha recém madura foi o 6érgao da planta selecionado para avaliagao do
estado nutricional por sinalizar a transicdo entre as fases de dreno e fonte, com
habilidade de refletir a qualidade do fornecimento de nutrientes oriundas dos vasos
condutores floema e xilema. A reducdo nos teores de N na folha diagnéstico
demonstra o efeito interidnico de inibicdo sobre a absor¢cao de N-NO3™ e N-NH4* devido
ao incremento na disponibilidade de Mn em solucdo. Com a auséncia de adicédo de
Mn a formulagéo da solugéo a partir do estadio V13 (50 DAE), na avaliagao seguinte
em V16, o teor de N na folha diagndstico manteve um padréo decrescente mesmo
com a redugdo na disponibilidade de Mn em solugcdo, demonstrando que o Mn
adsorvido a CTCraiz também pode influenciar negativamente a absorgédo de N pela
planta de soja.

Entre os estadios V7 e V13, ambos os gendtipos apresentaram incremento na

matéria seca da parte e raizes, conforme apresentado nas Tabelas 13 e 14,
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promovendo a diluicdo do N no tecido vegetal quando consideramos a planta de soja
na totalidade. No estadio V16 o genétipo BMX FURIA CE® apresentou 32,88 g N kg™’
na folha diagnoéstico, valor inferior ao nivel critico de deficiéncia de 45 g N kg™
empregado como referéncia, posicionando o cultivar na zona de deficiéncia N devido
aos efeitos negativos da alta disponibilidade de Mn sobre o processo de absorgao.

Para o P houve diferenca entre os genétipos, o cultivar BMX FURIA CE®
apresentou teores médios de 7,96 g P kg, enquanto o DONMARIO 66i68 IPRO®
apresentou médio de 7,34 g P kg™'. De forma semelhante ao N, com incremento na
concentracao de Mn em solugao os teores de P da folha recém madura demonstraram
reducao. O gendtipo BMX FURIA CE® apresentou teores médios de 9,88, 9,00, 7,92,
6,32 e 6,88 g P kg™, e o gendtipo DONMARIO 66i68 IPRO® teores médios de 9,04,
8,02, 7,64, 6,56 e 5,44 g P kg na folha recém madura nos estadios V7, V10, V13,
V16 e R6, respectivamente.

Em todos os estadios fenoldgicos os teores de P na folha diagnéstico estiveram
acima dos niveis apresentados por Malavolta et al. (1997). Shuman e Anderson (1976)
apresentaram uma correlagao positiva entre os teores de Mn e P para a planta de soja
cultivadas em solo. Santos et al. (2017) apresentam resultados diferentes com o
cultivar de soja BMX Poténcia RR® em solugéo nutritiva para interagéo entre Mn e P,
onde 100 yM Mn em solugéo nao alterou os niveis de P da parte aérea. No presente
trabalho, os valores da Tabela 15 demonstraram que com incremento na
concentracdo de Mn em solucao os teores de P da folha recém madura decrescem.

Para os teores de K na folha recém madura nao houve diferenga entre os
gendtipos. O cultivar DONMARIO 66i68 IPRO® apresentou em média 23,99 g K kg™,
enquanto o gendtipo BMX FURIA CE® 23,23 g K kg™' em média. Na analise dos
genotipos em relagdo aos estadios fenoldgicos, para o DONMARIO 66i68 IPRO® a
alteragédo na concentragdo de Mn em solugao nado modificou os teores até o estadio
V13, como apresentado na Tabela 15. No estadio V16 houve redugéo no teor de K da
folha diagndstico, contudo, o estadio V16 coincide com o estadio reprodutivo RS,
momento em que a absorg¢ao do elemento apresenta tendéncia de redugao (Oliveira
Junior et al., 2014).

No caso do genétipo BMX FURIA CE® a elevacgéo na concentragdo de Mn para
50 uM solugao ocasionou uma reducdo no teor de K da folha diagndstico de 30,04
para 25,90 g K kg™, representando um decréscimo de 14%. Quando a concentragéo
de Mn foi elevada para 100 uM em V10, o teor de K foi para 22,02 g K kg™' em V13,



Tabela 15 — Teores dos macronutrientes N, P, e K, na matéria seca da folha recém madura (terceira folha do apice para base), expressos
em g kg'!, para os gendtipos de soja DONMARIO 66i68 IPRO® (D) e BMX FURIA CE® (F), em solug&o nutritiva, nos estadios fenolégicos
V7,V10, V13, V16 e R6 (30, 40, 50, 70 e 90 DAE, respectivamente).

Fontes de Variagao N P K
Genétipo
DONMARIO 66i68 IPRO® (D) 48,66 a 7,34Db 23,99 a
BMX FURIA CE® (F) 41,96 b 7,96 a 23,23 a
Estadios Fenologicos D F D F D F
V7 56,46 aA 53,86 aB 9,04 aB 9,88 aA 24,88 abB 30,04 aA
V10 53,68 bA 50,08 bB 8,02 bB 9,00 bA 27,10 aA 25,90 bA
V13 50,80 cA 43,34 cB 7,64 bA 7,92 cA 24,98 abA 22,02 cB
V16 46,50 dA 32,88 dB 6,56 cA 6,32 dA 20,98 cA 19,92 cdA
R6 35,86 eA 28,32 eB 5,44 dB 6,88 dA 22,02 bcA 18,30 dB
Média: 45,17 7,65 23,614
F.V. Ftao = Teste F (p < 0,05): Valores de F calculado (Fcal) e coeficiente de variacao (CV) ----------
Epoca (a) 2,48 392,140* 98,810* 32,445*
Gendtipo (b) 3,96 272,031* 23,666* 2,057ns
a*b 2,48 21,102* 4,364* 8,805
CV% 4,67 8,33 11,16
Niveis adequados(™ 45,0 a 55,0 26a5,0 17,0a 25,0

Valores seguidos por letra minuscula na coluna, e letra maiuscula na linha para cada variavel, ndo diferem pelo Teste de Tukey (a = 0,05).
g.l.residuo = 81.
() Intervalos dos teores dos macronutrientes N, P e K (g kg™' ms) considerados como adequados segundo Malavolta et al. (1997).

Fonte: O proprio autor.
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proporcionando mais 15% de redugdo. Os teores de K do cultivar BMX FURIA CE®
apresentados na Tabela 15 estdo dentro dos limites apresentados por Malavolta et al.
(1997), entretanto, o incremento na concentragdo de Mn em solu¢cdo ocasionou
reducéo nos teores K da folha diagnéstico.

Para os teores de Ca na folha diagnéstico também foi observada diferenca
entre os gendtipos, como apresentado na Tabela 16. O cultivar DONMARIO 66i68
IPRO® apresentou em média 11,96 g Ca kg', e o cultivar BMX FURIA CE® um teor
médio de 10,88 g Ca kg™'. Para ambos os gendtipos, nos estadios V7, V10 e V13,
quando a solugao nutritiva apresentava 2, 50 e 100 uM Mn, os teores de Ca na folha
recém madura nao apresentaram diferencgas, e patamares acima da faixa apresentada
como adequada por Malavolta et al. (1997).

Entretanto quando o Mn foi retirado da formulagao da solucéo, os teores de Ca
da folha diagndéstico para ambos os genodtipos aumentaram. Para o gendtipo
DONMARIO 66i68 IPRO®, que no estadio V13 apresentou em média 9,90 g Ca kg™
na folha recém madura, os teores de Ca foram para 14,28 e 19,54 g Ca kg™, motivados
pela reducdo na disponibilidade de Mn nos estadios V16 e R6, respectivamente. De
forma semelhante, o genétipo BMX FURIA CE® no estadio V13 apresentava em média
9,48 g Ca kg™', apds a reducao na disponibilidade de Mn em solugéo os teores de Ca
da folha diagnostico aumentaram para 11,34 e 13,24 g Ca kg™'.

Segundo Malavolta (2006) o efeito interibnico do Mn quando em alta
disponibilidade sobre a absor¢ao de Ca é classificado como inibicado competitiva, com
Ca e Mn competindo pelo mesmo sitio de ligagao na proteina transportadora. Pelos
dados apresentados na Tabela 16 foi possivel visualizar o efeito da inibicao
competitiva, onde com alta disponibilidade de Mn em solugdo ndo houve diferencga
entre os teores de Ca na folha diagndstico, entretanto com a auséncia de adicéo de
Mn na formulacédo da solugado o teor de Ca aumenta 97% e 40% para os genotipos
DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX FURIA CE® do estadio V13 ao R6, respectivamente.

Como para os demais macronutrientes, para o teor de Mg na folha diagnéstico
também houve diferenca entre os genoétipos. O gendtipo DONMARIO 66i68 IPRO®
apresentou em média 3,16 g Mg kg™', ao passo que o genétipo BMX FURIA CE® uma
média 2,40 g Mg kg™, valores proximos aos apresentados por Santos et al. (2017).
Quando analisamos os teores de Mg da folha recém madura nos estadios fenoldgicos,
pela Tabela 16, o aumento na concentracdo de Mn de 2 para 50 uM nao alterou o teor

de Mg no estadio V10 na folha diagndstico para ambos os genotipos.



Tabela 16 — Teores dos macronutrientes Ca, Mg, e S, na matéria seca da folha recém madura (terceira folha do apice para base), expressos em
g kg™, para os genétipos de soja DONMARIO 66i68 IPRO® (D) e BMX FURIA CE® (F), em solugado nutritiva, nos estadios fenolégicos V7, V10,
V13, V16 e R6 (30, 40, 50, 70 e 90 DAE, respectivamente).

Fontes de Variacao Ca Mg S
Genétipo
DM 66i68 IPRO® (D) 11,96 a 3,16 a 3,67 a
BMX FURIA CE® (F) 10,88 b 2,40b 3,82 a
Estadio Fenolégico D F D F D F
V7 7,74 cB 9,38 bA 3,30 abA 3,60 aA 4,16 aA 3,86 bA
V10 8,34 cB 10,96 bA 3,44 abA 3,16 aA 4,34 aB 4,04 aA
V13 9,90 cA 9,48 bA 3,94 aA 2,22 bB 4,02 aB 4,76 aA
V16 14,288 bA 11,34 abB 2,96 bA 1,58 bcB 3,22 bA 3,10 cA
R6 19,54 aA 13,24 aB 2,16 cA 1,44 cB 2,62 bA 2,48 cA
Média: 11,42 2,78 3,75
F.V. Fab e Teste F (p < 0,05): Valores de F calculado (Fcal) € coeficiente de variagdo (CV) ----------
Epoca (a) 2,48 63,729* 36,266* 57,136*
Gendtipo (b) 3,96 9,079* 51,599* 2,274ns
a*b 2,48 20,328* 11,888* 4,251*
CV% 15,69 19,03 13,79
Niveis adequados™ 2,0a4,0 3,0a 10,0 2,5

Valores seguidos por letra mindscula na coluna, e letra mailuscula na linha para cada variavel, nao diferem pelo teste de Tukey (a = 0,05). g./.residuo

= 81.

() Intervalos dos teores dos macronutrientes Ca, Mg e S (g kg™' ms) considerados como adequados segundo Malavolta et al. (1997).

Fonte: O proprio autor.
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Durante o periodo de desenvolvimento na condi¢cao de alta disponibilidade de
Mn em solugdo, os teores de Mg na folha diagndstico ficaram dentro da faixa
apresentada por Malavolta et al. (1997) para o cultivar DONMARIO 66i68 IPRO®. Com
a adicdo de 100 yM Mn em solugdo em V10, no estadio V13 para o gendtipo
DONMARIO 66i68 IPRO® nao foi observado modificagdes, entretanto, para o genétipo
BMX FURIA CE® o teor de Mg na folha recém madura reduziu 30%, para 2,22 g Mg
kg, valor este inferior a 3,0 g Mg kg™ como proposto por Malavolta et al. (1997).

De forma semelhante ao Ca, o efeito interidnico entre Mn e Mg é de inibigdo
competitiva como apresentado por Moreira et al. (2003). Pelos dados do teor de Mg
da folha recém madura na Tabela 16, o efeito foi visualizado somente sobre o gendétipo
BMX FURIA CE® com 100 yM Mn em solucdo. Com a auséncia de adicdo de Mn a
formulagao da solucao a partir do estadio V13, no estadio V16 houve redugao no teor
de Mg para ambos os gendtipos. Neste estadio as plantas alcangaram o estadio
reprodutivo R5, momento em que a absor¢édo de Mg comega a demonstrar reducao
(Oliveira Junior et al., 2014).

Para o teor de S ndo houve diferenga entre os genotipos, entretanto a interagao
entre as fontes de variagcao estadios fenoldgicos e gendtipos foi significativa, como
apresentado na Tabela 16. Para ambos os gendtipos os valores médios foram
superiores ao apresentado como referéncia por Malavolta et al. (1997). A adicéao de
50 yM Mn em solucdo no estadio V7 proporcionou incrementos no teor de S da folha
recém madura de 4,16 para 4,34 g S kg', em média (+5%), para o gendtipo
DONMARIO 66i68 IPRO®, enquanto para o cultivar BMX FURIA CE® a elevacéo foi
de 27% com teores médios variando de 3,86 g S kg para 4,94 g S kg' em V10.

Akay e Uzum (2017) apresentaram o efeito positivo do fornecimento de Mn
sobre os teores de S na planta de brécolis. No presente experimento, também foi
possivel visualizar a influéncia da disponibilidade de Mn sobre a absorgéo de S, onde
os maiores teores do elemento foram observados nos periodos de maior concentragao
de Mn em soluc¢do, demonstrando o efeito interidnico de sinergismo entre Mn e S em
plantas de soja.

Os teores dos microelementos (Cu, Fe, Mn e Zn) na folha diagndstico,
expressos em mg kg de matéria seca, foram apresentados na Tabela 17.



Tabela 17 — Teores dos micronutrientes Cu, Fe, Mn e Zn, na matéria seca da folha recém madura (terceira folha do apice para base), expressos
em mg kg-!, para os genétipos de soja DONMARIO 66i68 IPRO® (D) e BMX FURIA CE® (F), em solucdo nutritiva, nos estadios fenolégicos V7,

V10, V13, V16 e R6 (30, 40, 50, 70 e 90 DAE, respectivamente).

Fontes de Variagao Cu Fe Mn Zn
Genétipo
DM 66i68 IPRO® (D) 23,72 a 137,12 a 639,32 b 85,64 a
BMX FURIA CE® (F) 17,80 b 132,48 a 763,32 a 91,68 a
Estadio X D F D F D F
V7 21,60 ab 105,60cB 123,80bcA 84,40cA 122,00cA 78,60bcB 98,00abA
V10 26,80 a 100,40cA 108,60cdA 366,60bB 583,80bA 59,60cA 75,00bcA
V13 21,50 ab 117,40cA 99,4dB 915,00aB 1055,00aA 75,20cA 72,60cA
V16 17,70 ab 168,40bA 139,60bB 912,80aB 1029,00aA 113,40aA 97,20abA
R6 16,20 b 193,80aA 191,00aA 917,80aB 1026,80aA 101,40abA 115,60aA
Média: 20,76 134,80 701,32 88,66
F.V. Fab e Teste F (p < 0,05): Valores de F calculado (Fcal) € coeficiente de variagdo (CV) --------------------
Epoca (a) 2,48 3,008* 89,404* 826,167* 17,985*
Gendtipo (b) 3,96 7,765* 1,687ns 99,953* 2,439ns
a*b 2,48 1,897ns 5,689* 5,426* 3,016*
CV% 51,17 13,25 8,84 21,81
Niveis adequados™ 10,0 a 30,0 51,0 a 350,0 21,0a100,0 21,0a 50,0

Valores seguidos por letra mindscula na coluna, e letra mailscula na linha para cada variavel, ndo diferem pelo teste de Tukey (a = 0,05).

g.lresidquo = 81.

() Intervalos dos teores dos micronutrientes Cu, Fe, Mn e Zn (mg kg' ms) considerados como adequados segundo Malavolta et al. (1997).

Fonte: O proprio autor.
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Para o Cu foi observada diferenca entre os cultivares, o genétipo DONMARIO
66i68 IPRO® apresentou um teor médio de Cu na folha diagnéstico de 23,72 mg kg™',
enquanto o genétipo BMX FURIA CE® apresentou teor médio de 17,80 mg Cu kg™
Nos estadios analisados a alteracdo na disponibilidade de Mn em solugdo nao
proporcionou alteragdes no teor de Cu da folha recém madura, com valores dentro da
faixa considerada como adequada segundo Malavolta et al. (1997).

Lombnaes e Singh (2003) apresentaram dados demonstrando o efeito inibi¢ao
na absorgéo de Cu devido ao incremento na atividade do Mn?* em solug&o em plantas
de cevada. No presente trabalho, pelos dados apresentados na Tabela 17 para o teor
de Cu na folha diagnéstico, nao foi possivel visualizar nenhuma interagcédo entre as
concentragbes dos elementos empregadas para ambos os genotipos, visto que néo
houve interacéo entre as fontes de variagao gendtipo e estadios fenologicos.

Para o teor de Fe na folha recém madura ndo houve diferenga entre os
gendtipos, e os teores obtidos também estiveram dentro da faixa de suficiéncia
empregada como referéncia para a planta de soja (Malavolta et al., 1997). Dentro dos
estadios fenoldgicos considerados, para ambos os genétipos, até V13 com 100 uM
Mn, os teores de Fe na folha diagndstico ndo apresentaram modificagdes. Entretanto,
quando o Mn nao mais foi adicionado a formulagao da solucao, a absorgcao de Fe nos
estadios V16 e R6 demonstrou incremento.

Quando comparamos os teores de Fe na folha recém madura entre os estadios
V13 e V16 (Tabela 17), representando o primeiro periodo de auséncia de adigao de
Mn & formulacdo da solucdo, os genétipos DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX FURIA
CE® demonstraram, em média, um incremento de 40% no teor de Fe na folha
diagndstico. Malavolta et al. (1997) classifica o efeito interibnico entre Mn e Fe como
inibicdo competitiva, sendo esse efeito visualizado por Heenan e Campbell (1983) no
cultivar de soja cultivar Bragg. No presente trabalho a interagdo competitiva também
pode ser visualizada pelos dados apresentados na Tabela 17, nos estadios V16 e R6,
quando a disponibilidade de Mn foi reduzida.

Para o teor de Zn na folha diagndstico néo houve diferenga entre os genétipos.
Entretanto, o incremento da concentragcdo de Mn em solugao proporcionou alteragao
no teor do elemento nos estadios analisados, conforme apresentado na Tabela 17.
Em V7, com 2 yM Mn em solugdo os gendtipos apresentavam teores acima do
proposto por Malavolta et al. (1997), com valores médios de 91,68 e 85,64 mg Zn kg
1 para os cultivares BMX FURIA CE® e DONMARIO 66i68 IPRO®, respectivamente.
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Com a adigao de 50 e 100 pM Mn em solugao houve redugao nos teores de Zn
da folha recém madura para 59,60 e 75,20 mg Zn kg™', respectivamente, no caso do
genotipo DONMARIO 66i68 IPRO®, e para 75,00 e 72,60 mg Zn kg™, respectivamente,
para o genétipo BMX FURIA CE®. Com a auséncia de adi¢gdo de Mn na formulagéo
da solugao os teores de Zn aumentaram nos estadios V16 e R6, para 113,40 e 101,40
mg Zn kg™', respectivamente, para o cultivar DONMARIO 66i68 IPRO®, e para 97,20
e 115,60, respectivamente, para o cultivar BMX FURIA CE®, como apresentado na
Tabela 17.

O efeito interidnico de inibicdo do Mn sobre a absorcao de Zn foi relatado por
Adiloglu (2006) em plantas de milho. De forma semelhante, nas concentragdes de 50
e 100 yM Mn em solugéo também foi possivel visualizar o efeito do Mn na redugéo da
absorcdo de Zn. A Figura 53 apresenta um diagrama dos efeitos interibnicos
proporcionados pelo incremento na disponibilidade de Mn em solugao sobre os teores

dos macros e micronutrientes analisados na folha diagndstico.

Figura 53 — Diagrama dos efeitos interibnicos em plantas de soja proporcionados
pelo incremento na disponibilidade de Mn em solucéo nutritiva (100 uM) sobre a
absorcao dos nutrientes essenciais (N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe e Zn), avaliados
pelos teores na folha diagndstico para os genotipos DONMARIO 66i68 IPRO® e
BMX FURIA CE®.
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Fonte: O proprio autor.
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Para o Mn houve diferenca entre os gendtipos para o teor na folha recém
madura. O cultivar BMX FURIA CE® apresentou um teor médio de Mn de 763,32 mg
Mn kg™, e o cultivar DONMARIO 66i68 IPRO® um teor médio de 639,32 mg Mn kg-'.
Para ambos os cultivares os teores presentes na folha diagnostico estavam acima dos
preconizados como critico para toxidez por Mn. Para a planta de soja Marschner
(1995) considera 600 mg Mn kg™' como teor de toxidez por Mn na folha diagnéstico,
enquanto Fageria (2001) o valor de 720 mg Mn kg-'.

Quando consideramos os teores de Mn da folha recém madura em relagao aos
estadios fenoldgicos, em V7 quando a concentracdo de Mn em solugao foi de 2 uM os
cultivares BMX FURIA CE® e DONMARIO 66i68 IPRO® apresentaram 122,00 e 84,40
mg Mn kg, valores considerados adequados segundo Malavolta et al. (1997). Com a
elevacédo na concentracdo de Mn em solucédo para 50 yM em V7, com 10 dias de
crescimento nessa concentracdo, em V10 os teores da folha recém madura
aumentaram para 583,80 e 366, 60 mg Mn kg' para os cultivares BMX FURIA CE® e
DONMARIO 66i68 IPRO®, respectivamente.

No estadio V13, apds crescimento por 10 dias em solugao nutritiva contendo
100 yM Mn, os teores de Mn apresentaram incrementos, com os genétipos BMX
FURIA CE® e DONMARIO 66i68 IPRO® apresentando 1055,00 e 915,00 mg Mn kg™,
respectivamente. Nos proximos estadios analisados, mesmo com a auséncia de
adicdo de Mn a formulagcdo da solucéo por 20 dias, quando se considera o estadio
V16, e por 40 dias para o estadio R6, os teores de Mn da folha diagndstico néo
sofreram alteragao, conforme apresentado na Tabela 17.

A planta de soja apresenta mecanismos para controlar os niveis de Mn no
citosol e garantir a homeostase celular (Alejandro et al., 2020). Pela rota simplastica
o controle do processo de absorgao € realizado pela sintese ou degradagéo de
proteinas responsaveis pelo transporte do Mn através da membrana plasmatica.
Entretanto, a falta de especificidade dos transportadores permite a absorcao
indesejada de Mn, proporcionando o incremento na concentragdo do elemento no
citosol. Até determinados patamares, o incremento na concentragdo de Mn no citosol
€ solucionado pelo estoque do elemento em organelas como vacuolo, reticulo
endoplasmatico e complexo de golgi (Pittman, 2005).

Na raiz os pontos de falhas ou auséncia de deposi¢do da Estria de Caspary,
compreendendo os locais de ramificacdo e zona de crescimento nos apices,

respectivamente, a absorgao pela rota apoplastica pode ocorrer com auséncia de
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controle pela planta. Uma reagao da planta para contornar essa falta de controle sobre
a absorgao pela rota apoplastica é a paralizagdo do crescimento das raizes, fato
observado pelos dados apresentados na Tabela 14, e relatado por Lavres Junior et al.
(2008) e Liu et al. (2023).

Ao final, mesmo com a adog¢ao de estratégias pela planta de soja como i)
reduzir o crescimento das raizes de baixa ordem com objetivo de diminuir a absorgao
apoplastica, e ii) aumentar a densidade do sistema radicial para maior adsorgéo do
Mn em alta disponibilidade na solugdo, os efeitos interidbnicos proporcionados pela
falta de especificidade dos transportadores prevalecem sobre o0 processo de absorgéo
do Mn, permitindo a visualizagdo da toxidez na concentragdao de 100 yM Mn em

solucao.

5.4.2 Teores de Macro e Microelementos na Parte Aérea.

A determinagao dos teores de macro e micronutrientes na parte aérea das
plantas de soja foi realizada na fragdo composta por caule e folhas. As determinagdes
foram realizadas nos estadios fenoldgicos V7, V10, V13, V16 e R6, correspondendo
aos 30, 40, 50, 70 e 90 DAE. Entre os macronutrientes foram determinados os teores
de P, K, Ca, Mg e S, enquanto dos microelementos Cu, Fe, Mn e Zn. Dentre os
nutrientes analisados somente Ca, Mg e Fe nao apresentaram interagdo entre as
fontes de variagao gendtipo e estadios fenoldgicos pelo Teste F a 5% de significancia.

A interpretacédo dos teores dos macros e micronutrientes analisados na parte
aérea pode ser realizada empregando como referéncia os dados apresentados por
Malavolta et al. (1997). Para todos os nutrientes analisados, exceto N que nao foi
determinado na parte aérea, Cu, Mn e S demonstraram teores maiores na folha
diagndstico quando comparado aos teores obtidos na parte aérea. Este fato ressalta
a correta selecao da folha recém madura para interpretacdo dos resultados do estado
nutricional. Os teores de nutrientes presentes na parte aérea sdo dados importantes,
pois, quando relacionados a producdo de matéria seca da parte aérea permitem a
visualizagao da quantidade e calculo da marcha de acumulo de nutrientes.

Os dados referentes aos teores dos macronutrientes na fragdo caule e folhas

foram apresentados na Tabela 18. Para o P houve diferenga entre os gendtipos, o
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cultivar DONMARIO 66i68 IPRO® apresentou um teor médio de 19,23 g P kg™ na
matéria seca da parte aérea, enquanto o cultivar BMX FURIA CE® apresentou 31,02
g P kg™'. Para ambos os cultivares, no estadio R6, do P total presente na parte aérea
58 e 42% estavam nas folhas e caule, respectivamente. No caso do cultivar
DONMARIO 66i68 IPRO® os teores de P na parte aérea foram proximos aos obtidos
por Santos et al. (2017), enquanto para o cultivar BMX FURIA CE® a maior
concentracdo de P na parte aérea foi proporcionada pela menor presenca de
estruturas reprodutivas (dreno de P) devido as alteragdes de ordem anatébmica
observadas no caule.

Em fungdo disso, a variagdo no teor de P na parte aérea em relacdo aos
estadios fenologicos foi diferente entre os cultivares. Para o gendétipo DONMARIO
66i68 IPRO® na concentragéo de 2 uM Mn em solucéo o teor de P na parte aérea foi
de 21,78 g P kg'. Com incremento na disponibilidade de Mn em solugao, nos estadios
V10 e V13 com 50 e 100uM Mn em solugao, houve decréscimo nos teores de P da
parte aérea para 18,67, 17,27, 19,45 e 18,45 g P kg™, nos estadios posteriores. Na
folha diagndstico o incremento na disponibilidade de Mn também proporcionou
reducao no teor de P, sendo esse efeito de inibicao diferente dos dados apresentados
por Shuman e Anderson (1976) e Santos et al. (2017).

Para o genétipo BMX FURIA CE® os teores de P na parte aérea demonstraram
incrementos nos estadios V16 e R6. Como discutido nas variaveis biométricas da
parte aérea, a diferengca na formagao de estruturas reprodutivas entre os gendtipos
comegou a surgir no estadio reprodutivo R3, como apresentado na Figura 50,
momento correspondente ao estadio V13 analisado. Em funcéo da baixa formacao de
drenos reprodutivos, a planta de soja continuou o processo de absor¢cédo gerando
acumulo do elemento, porém, mantendo a proporcado de distribuicdo do elemento
entre folhas e caule.

Para o K houve diferenca entre os gendétipos, com os cultivares DONMARIO
66i68 IPRO® e BMX FURIA CE® apresentando teores médios de K na parte aérea de
33,39 e 32,08 g K kg™, respectivamente. De forma similar as variagdes no teor de K
na folha recém madura, as alteragcbes na disponibilidade de Mn em solugcdo nao
modificaram o teor de K da parte aérea. No estadio R6, 82 e 72% do K presente na
parte aérea estavam nas folhas, para os genétipos DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX
FURIA CE®, respectivamente. Para ambos os genétipos, a reducdo nos teores de K

no estadio R6 coincide com o final do processo de enchimento de grdos, momento em



Tabela 18 — Teores dos macronutrientes P, K, Ca, Mg e S, na matéria seca da parte aérea (caule + folhas), expressos em g kg, para os
gendtipos de soja DONMARIO 66i68 IPRO® (D) e BMX FURIA CE® (F), em solugao nutritiva, nos estadios fenolégicos V7, V10, V13, V16 e R6
(30, 40, 50, 70 e 90 DAE, respectivamente).

Fontes de Variacao P K Ca Mg S
Genoétipo
DM 66i68 IPRO® (D) 19,23 b 33,39 a 28,51b 4,88 a 1,95 a
BMX FURIA CE® (F) 31,02 a 32,08 b 30,43 a 472b 2,06 a
Estadios D F D F X X D F
V7 21,78aB 28,30bA 37,78aA 35,70aB 23,03 ¢ 5,10 a 2,06abA 1,55cB
V10 18,67bB 25,36¢A 37,87aA 34,53abB 26,33 ¢ 4,92 ab 1,93abA 2,03bA
V13 17,83bB 26,38bcA 36,87aA 32,95bB 22,88 c 4,45c 2,13aA 2,01bA
V16 19,45abB 36,26aA 28,63bA 29,78cA 34,83 b 4,70 bc 1,90abA 2,09bA
R6 18,45bB 38,82aA 25,83cB 27,73dA 40,28 a 4,83 ab 1,71bB 2,61aA
Média: 25,13 32,74 29,47 4,80 2,00
F.V. Fab - Teste F (p < 0,05): Valores de F calculado (Fcal) € coeficiente de variagao (CV) ---------------
Epoca (a) 2,48 39,148* 186,879* 72,138* 9,923* 3,368*
Gendtipo (b) 3,96 704,840* 19,60* 5,50* 5,233* 3,038ns
a*b 2,48 41,316* 14,712* 1,177ns 1,145ns 13,230*
CV% 8,83 4,54 13,85 7,27 15,82
Niveis adequados™ 26ab5,0 17,0 a 25,0 40a20 3,0a 10,0 2,5

Valores seguidos por letra minuscula na coluna, e letra maiuscula na linha para cada variavel, nao diferem pelo Teste de Tukey (a = 0,05).
g.l.residuo = 81.

() Intervalos dos teores dos macronutrientes P, K, Ca, Mg e S (g kg™' ms) considerados como adequados segundo Malavolta et al. (1997).
Fonte: O proprio autor.
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que ha redugao na absor¢ao do elemento (Oliveira Junior et al., 2014).

Para o teor de Ca na parte aérea também foi observada diferenga entre os
gendtipos, como apresentado na Tabela 18. O cultivar DONMARIO 66i68 IPRO®
apresentou em média 28,51 g Ca kg™, e o cultivar BMX FURIA CE® um teor médio de
30,43 Ca kg'. Para ambos os gendtipos, nos estadios V7, V10 e V13, quando a
solugao nutritiva apresentava 2, 50 e 100 yM Mn, os teores de Ca na parte aérea
foram de 23,03, 26,33 e 22,88 g Ca kg1, ndo apresentando diferengas. Entretanto
quando o Mn foi retirado da formulacédo da solucéo, os teores de Ca da parte aérea
para ambos os genotipos aumentaram para 34,83 e 40,28 g Ca kg™ nos estadios V16
e R6, respectivamente.

Essas oscilagbes no teor de Ca da parte aérea também foram observadas no
teor de Ca da folha diagndstico. Desta forma, o efeito interibnico de inibicdo
competitiva proporcionado pela alta disponibilidade de Mn sobre a absorgcdo de Ca
(Malavolta, 2006), também foi observado nos teores de Ca da parte aérea. Da
totalidade do Ca presente na parte aérea 89 e 80% estavam localizados nas folhas,
para os gendtipos DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX FURIA CE®, e 11 e 20% no caule
respectivamente.

Para o teor de Mg na parte aérea houve diferenca entre os gendtipos, com
teores médios de 4,88 e 4,72 g Mg kg™', para os cultivares DONMARIO 66i68 IPRO®
e BMX FURIA CE®, respectivamente, valores préximos aos apresentados por Santos
et al. (2017). A adigdo de 50 yM Mn em solugéo nao proporcionou alteragéo no teor
de Mg da parte aérea, entretanto a concentragao de 100 yM Mn reduziu o teor de Mg
de 4,92 para 4,45 g Mg kg™, do estadio V10 para o V13, respectivamente.

Para o gendtipo DONMARIO 66i68 IPRO® no estadio R6 68% do Mg na parte
aérea estavam nas folhas, enquanto no genétipo BMX FURIA CE® as folhas
correspondiam por 55% do Mg da parte aérea. De forma semelhante ao Ca, o efeito
interidnico entre Mn e Mg foi de inibicado competitiva como apresentado por Moreira et
al. (2003), neste caso também observado nos teores da parte aérea, conforme os
dados apresentados na Tabela 18.

No caso do S ndo houve diferenga entre os gendtipos, entretanto a interagéo
entre as fontes de variagdo gendtipo e estadios fenoldgicos foi significativa, conforme
apresentado na Tabela 18. No estadio V7 o cultivar DONMARIO 66i68 IPRO®
apresentou um teor de S maior que o cultivar BMX FURIA CE®, com a diferenca sendo
invertida no estadio R6. Neste estadio para o cultivar DONMARIO 66i68 IPRO® 35%
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do S na parte aérea estavam alocados no caule, enquanto para o cultivar BMX FURIA
CE® o caule representou 63% do S na parte aérea. Para o S, semelhante a
concentracdo de P na parte aérea, a absorcdo continua do elemento pela planta
associado a falta de drenos reprodutivos devido as alteracbes anatémicas no caule
proporcionou acumulo de S na parte aérea.

Os teores dos microelementos Cu, Fe, Mn e Zn foram apresentados na Tabela
19. Para o Cu foi observada diferenca entre os cultivares, o genétipo DONMARIO
66i68 IPRO® apresentou um teor médio de Cu na parte aérea de 4,70 mg kg™,
enquanto o genétipo BMX FURIA CE® apresentou teor médio de 5,50 mg Cu kg™.
Diferentemente da folha diagndstico, na parte aérea houve interagcao entre as fontes
de variagao gendtipo e estadios fenoldgicos. No estadio V7, com 2 yM Mn em solugéo,
os teores de Cu na parte aérea foram de 8,00 e 4,30 mg Cu kg™ para os gendtipos
DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX FURIA CE®, respectivamente.

Nos estadios seguintes, em V10 e V13, com 50 e 100 uM Mn em solugao, houve
reducdo nos teores de Cu da parte aérea para 2,80 e 2,70 mg Cu kg™, e 1,10 e 3,40
mg Cu kg’ para os cultivares DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX FURIA CE®,
respectivamente. Nos estadios posteriores, em V16 e R6, com auséncia de adi¢céo de
Mn a formulagao da solucéo, os teores de Cu foram de 5,60 e 4,30 mg Cu kg™, e 11,40
e 7,60 mg Cu kg™ para os genétipos DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX FURIA CE®,
respectivamente. Os teores de Cu no estadio V16, quando comparado aos obtidos no
estadio V13, representam incrementos de 107% e 335%, para os cultivares
DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX FURIA CE®, respectivamente.

Lombnaes e Singh (2003) apresentaram dados demonstrando o efeito do
incremento na atividade do Mn2* em solucéo sobre a absorcdo de Cu em cevada.
Pelos dados apresentados pelos autores, o efeito interibnico foi de inibicdo, com
reducao nos teores de Cu da parte aérea. Nos dados referentes aos teores de Cu da
folha indice o efeito interiénico entre Cu e Mn n&o foi observado, entretanto nos teores
de Cu da parte aérea foi possivel visualizar a redugao no teor de Cu em funcéo do
incremento na disponibilidade de Mn em solugéo.

Nos estadios V16 e R6, avaliagbes que representam periodos nos quais o Mn
nao foi adicionado a formulagdo da solugao nutritiva, a redugao na disponibilidade de
Mn mitigou o efeito interibnico de inibi¢ado, proporcionando incremento nos teores de

Cu da parte aérea em ambos os cultivares conforme apresentado na Tabela 19.



Tabela 19 — Teores dos micronutrientes Cu, Fe, Mn e Zn, na matéria seca da parte aérea (caule + folhas), expressos em mg kg-!, para os genotipos
de soja DONMARIO 66i68 IPRO® (D) e BMX FURIA CE® (F), em solucdo nutritiva, nos estadios fenolégicos V7, V10, V13, V16 e R6 (30, 40, 50,

70 e 90 DAE, respectivamente).
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Fontes de Variagao Cu Fe Mn Zn
Genotipo
DM 66i68 IPRO® (D) 470 b 305,50 a 605,28 b 129,26 b
BMX FURIA CE® (F) 5,50 a 275,58 b 632,43 a 165,36 a
Estadio Fenolégico D F X D F D F
V7 8,00aA 4,30cB 207,90 c 126,79dA 124,18dA 167,34aA 175,88bA
V10 2,80cA 1,10dB 203,05¢c 575,46¢cA 583,93cA 115,82cB 138,74cA
V13 2,70cA 3,40cA 217,45 ¢ 830,74aA 841,92aA 102,10dB 130,73cA
V16 5,60bB 11,40aA 371,32 b 803,86aB 872,27aA 130,09bB 185,88abA
R6 4,30bcB 7,60bA 452,98 a 689,56bB 739,89bA 130,94bB 195,56aA
Média: 5,10 290,54 618,86 147,31
F.V. Fab e Teste F (p < 0,05): Valores de F calculado (Fcal) e coeficiente de variagdo (CV) -------------
Epoca (a) 2,48 67,455* 151,839* 1664,439* 96,570*
Gendtipo (b) 3,96 9,172* 12,880* 17,547* 271,881*
a*b 2,48 35,116* 1,131ns 4,442* 22,847
CV% 27,83 14,34 5,24 7,43
Niveis adequados 10,0 a 30,0 51,0 a 350,0 21,0 a 100,0 21,0a 50,0

Valores seguidos por letra minuscula na coluna, e letra maiuscula na linha para cada variavel, nado diferem pelo Teste de Tukey (a = 0,05).

g.l.residuo = 81.

() Intervalos dos teores de micronutrientes Cu, Fe, Mn e Zn (mg kg' ms) considerados como adequados segundo Malavolta et al. (1997).

Fonte: O proprio autor.
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Da totalidade do Cu presente na parte aérea do cultivar DONMARIO 66i68
IPRO® 51 e 49% estavam alocados nas folhas e caule, enquanto para o cultivar BMX
FURIA CE®34 e 64% do Cu da parte aérea estavam presentes nas folhas e caule,
respectivamente.

No caso do elemento Fe houve diferenca entre os gendtipos, com o cultivar
DONMARIO 66i68 IPRO® apresentando teor médio de Fe na parte aérea de 305,50
mg Fe kg, e o cultivar BMX FURIA CE® um teor médio de 205,58 mg Fe kg™'. Os
teores de Fe na parte aérea foram superiores ao da folha diagnostico, com 88% do
elemento, na média dos cultivares, sendo alocado nas folhas. Nos estadios V7, V10 e
V13 os teores de Fe nao foram diferentes, entretanto apds a reducdo na
disponibilidade de Mn em solu¢do nos estadios V16 e R6, o teor de Fe demonstrou
incremento de 70% no estadio V16, conforme os dados da Tabela 19.

Malavolta et al. (1997) classifica a interagao interidnica entre Mn e Fe como
inibicdo competitiva, sendo esse efeito visualizado por Heenan e Campbell (1983) no
de soja cultivar Bragg. Semelhante ao efeito demonstrado pelos teores de Fe da folha
diagndstico, na parte aérea também foi possivel observar o efeito interibnico de
inibicao da alta disponibilidade de Mn sobre a absorcao de Fe.

Para o micronutriente Zn houve diferenga entre os genotipos, onde o cultivar
DONMARIO 66i68 IPRO® apresentou um teor médio de Zn de 129,26 mg Zn kg, e o
cultivar BMX FURIA CE® um teor médio de 165,36 mg Zn kg™', conforme os dados da
Tabela 19. No estadio V7 o cultivar DONMARIO 66i68 IPRO® apresentou um teor de
Zn na parte de 167,34 mg Zn kg™, e o cultivar BMX FURIA CE® um teor médio de
175,88 mg Zn kg-'. Com incremento na concentragdo de Mn em solugéo, nos estadios
V10 e V13, o teor de Zn da parte aérea apresentou redugcdo, onde o cultivar
DONMARIO 66i68 IPRO® apresentou teores médios de 115,82 e 102,10 mg Zn kg,
e o cultivar BMX FURIA CE® teores médios de 138,74 e 130,73 mg Zn kg™, nos
estadios V10 e V13, respectivamente.

Nos estadios subsequentes (V16 e R6), com decréscimo na disponibilidade de
Mn em solugdo houve acréscimos na absor¢do de Zn conforme os dados
apresentados na Tabela 19. Esse efeito interidnico de inibigdo da alta disponibilidade
de Mn sobre a absorgdo de Zn também foi verificado nos teores da folha diagnéstico,
e descrito por Adiloglu (2006) em plantas de milho. Do total de Zn presente na parte
aérea no estadio R6, 89% estavam nas folhas para o genétipo DONMARIO 66i68
IPRO®, e para o genétipo BMX FURIA CE®, 69% estavam nas folhas e 41% no caule.
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Para os teores de Mn na parte aérea houve diferenga entre os gendtipos e
interacdo entre as fontes de variacdo. O cultivar BMX FURIA CE® apresentou maior
concentragdo de Mn na parte aérea com teor médio de 632,43 mg Mn kg™!, enquanto
o cultivar DONMARIO 66i68 IPRO® apresentou um teor médio de 605,28 mg Mn kg™,
conforme apresentado na Tabela 19. No estadio V7 n&o houve diferengas entre os
genotipos para o teor de Mn, com valor médio de 125,48 mg Mn kg, valor este dentro
da faixa considerada adequada segundo Malavolta et al. (1997). Quase 90% do Mn
na planta de soja localiza-se nas folhas, a determinagdo do teor de Mn na fragao
composta por folhas e caule ocasiona o efeito diluicdo, devido a isso, os teores na
parte aérea sao inferiores aos observados na folha diagnéstico.

Com incremento na concentracdo de Mn em solucdo nos estadios V7 e V10,
os teores de Mn na parte aérea demonstraram elevacao até o estadio V16 para ambos
os cultivares, conforme os dados da Tabela 19. A adigao de 50 yM Mn em solugao no
estadio V7 ocasionou um incremento no teor de Mn da parte aérea no estadio V10 de
353 e 370% nos cultivares DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX FURIA CE®,
respectivamente. Enquanto a adicdo de 100 yM Mn em solucdo no estadio V10
proporcionou aumento médio de 44% no teor de Mn da parte aérea.

No estadio V13 o cultivar DONMARIO 66i68 IPRO® apresentou um teor de Mn
de 830,74 mg Mn kg, e o cultivar BMX FURIA CE® um teor médio de 841,92 mg Mn
kg™, valores estes superiores aos obtidos por Santos et al. (2017) com o cultivar BMX
Poténcia RR® com 100 uM Mn em soluc&o. A partir do estadio V13 a solugdo nutritiva
foi formulada sem a adicao de Mn n&o proporcionando redug¢ao nos teores de Mn no
estadio V16 devido ao pequeno incremento de matéria seca da fragcao folhas e caule
nesse periodo. Entretanto, no estadio R6 com maior incremento de matéria seca da
parte aérea houve redugao nos teores de Mn na parte aérea de ambos os cultivares.

Para a planta de soja Marschner (1995) considera como toxidez o teor de Mn
no tecido de 600 mg Mn kg!, enquanto Fageria (2001) o teor de 720 mg Mn kg™'. Os
teores de toxidez propostos pelos autores foram alcangados com a concentragao de
100 uM Mn em solugéo, quando o cultivar DONMARIO 66i68 IPRO® apresentou um
teor de Mn na parte aérea de 830,74 mg Mn kg™, e o cultivar BMX FURIA CE® um teor
de 841,92 mg Mn kg™".

A Figura 54 apresenta um diagrama dos efeitos interidbnicos proporcionados
pelo incremento na disponibilidade de Mn em solug¢do sobre os teores dos macros e

micronutrientes analisados na parte aérea (caule + folhas) dos cultivares de soja



DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX FURIA CE®.
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Figura 54 — Diagrama dos efeitos interibnicos em plantas de soja proporcionados

pelo incremento na disponibilidade de Mn em solug&o nutritiva (100 uM) sobre a

absor¢ao dos nutrientes essenciais (P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe e Zn), avaliados pelos

teores na parte aérea (caule + folhas) para os genotipos DONMARIO 66i68 IPRO®

e BMX FURIA CE®.

Fosforo (P)

Cobre (Cu)

Ferro (Fe)

Zinco (Zn) Enxofre (S)

Fonte: O proprio autor.
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5.4.3 Teores de Macro e Microelementos nas Raizes.

Efeito interiénico do incremento na
disponibilidade de Mn?* em solugéo
sobre a absorgéo do nutriente:

Nulo

InibigE0 =y

Os teores de macro e micronutrientes nas raizes das plantas que nao foram

submetidas ao processo de extragdo das formas de Mn(ll) foram realizadas nos
estadios fenoldgicos V7, V10, V13, V16 e R6, correspondendo aos 30, 40, 50, 70, e
90 DAE. Entre os macronutrientes foram determinados os teores de P, K, Ca, Mg e S,

enquanto dos microelementos os teores de Cu, Fe, Mn e Zn. Dentre os nutrientes

analisados Ca, Mg, S, Cu e Zn ndo apresentaram interacao entre as fontes de variagao

gendtipo e estadios fenoldgicos pelo Teste F a 5% de significancia.

Para a interpretacdo dos teores de macro e microelementos presentes em

tecidos radiculares alguns pontos precisam ser considerados. A dissociagdo de H* dos
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grupamentos funcionais -COOH e -OH, presentes nos acidos glicurbnico e
galacturdnico proporciona a formagao de cargas negativas dependentes de pH (Lu et
al., 2020), conferindo CTC a parede celular (Epstein e Bloom, 2005). Desta forma,
uma fracdo dos nutrientes obtidos pela determinacdo através da digestdo nitrico-
perclorica encontra-se adsorvida no apoplasto das células do coértex do sistema
radicial.

Nas raizes das plantas submetidas ao processo de extracdo das formas de Mn
(1), além do Mn remanescente foram determinados o teor dos nutrientes K, Fe e Zn
(dados nao apresentados). Para esses nutrientes, de forma semelhante ao observado
para o Mn, uma fracao do total presente no tecido radicial encontra-se localizado no
apoplasto celular. As raizes ndo submetidas ao processo de extracao das formas de
Mn(ll) apresentaram teores médios de K, Fe e Zn de 32,03, 2567,74, 144,70 mg kg™
de matéria seca, respectivamente. Quando se compara com os teores de K, Fe e Zn
das raizes submetidas ao processo de extracdo, foi possivel verificar que 48, 53 e
74% do K, Fe e Zn, respectivamente, presente na matéria seca da raiz estavam
alocados no apoplasto radicial.

A comparagao dos valores dos teores dos nutrientes presentes no tecido
radicial com os valores dos teores presentes na fragao da parte aérea (folhas e caule)
permite visualizar uma concentracdo maior de nutrientes na raiz, entretanto, nao
significa que a totalidade observada estava localizada no simplasto celular. Desta
forma, em funcdo da disponibilidade de nutrientes proporcionada pela solugao
nutritiva, o emprego dos niveis de suficiéncia na interpretacao dos teores de nutrientes
em tecidos do sistema radicial pode incorrer em equivocos devido a uma fragdo dos
nutrientes estarem localizados no apoplasto das células do sistema radicial.

Os teores de macronutrientes presentes na matéria seca do sistema radicial
das plantas ndo submetidas ao processo de extragcdo das formas de Mn(ll) foram
apresentados na Tabela 20. Para o os nutrientes P e K ndo houve diferenga entre os
gendtipos, e com incremento na disponibilidade de Mn em solugao no estadio V7, nos
estadios seguintes os teores de ambos os elementos demostram variagdes néo
relacionadas ao tratamento aplicado.

Para o K os valores obtidos foram similares aos apresentados por Santos et al.
(2017), entretanto em relagcdo ao P, no presente trabalho os valores obtidos séo 3

vezes superiores aos apresentados pelos autores. Para o P o teor médio observado



147

nas raizes foi 2,29 vezes maior que o teor presente na parte aérea, enquanto para o
K, raizes e parte aérea apresentaram teores semelhantes.

Para o teor de Ca nas raizes ndo houve diferenga entre os genotipos, como
apresentado na Tabela 20. As concentragdes de 50 e 100 uM Mn em solugao, nos
estadios V10 e V13, proporcionaram alteracées na absor¢do de Ca, alterando os
teores do elemento na parte aérea, entretanto, até o estadio V16 o incremento na
disponibilidade de Mn em solugéo n&o alterou os teores de Ca na raiz. No estadio R6,
semelhante na parte aérea, o teor de Ca na raiz também demostrou incremento.

Segundo Malavolta (2006) o efeito interiénico entre Mn e Ca ¢é do tipo inibigao
competitiva. O efeito interidbnico esta relacionado ao processo de absorgédo na rota
simplastica, onde Mn e Ca competem pelo mesmo sitio de ligagdo no transportador.
A presenca de determinado elemento na parte aérea esta vinculada ao transporte via
xilema, entretanto neste caso, as raizes estavam imersas na solugao nutritiva, que
apresentava Ca em sua composicao, nao dependendo do transporte vascular, e os
teores de Ca na raiz apresentaram incremento somente no estadio R6, apds 40 dias
sem adi¢cado de Mn na formulagao nutritiva.

O Ca é um nutriente essencial com funcdes de sinalizacao celular (Taiz et al.,
2017), sendo encontrado em baixas concentragdes no citosol, com maior presencga de
Ca no meio extracelular (Hepler e Wayne, 1985). Desta forma, além de influenciar o
processo de absorcdo na rota simplastica, a alta disponibilidade de Mn em solugao
também reduziu a adsor¢ao de Ca no apoplasto do sistema radicial.

No caso do Mg houve diferenca entre os gendétipos, com o cultivar DONMARIO
66i68 IPRO® demonstrando um teor médio de Mg na raiz de 6,31 g kg™', enquanto o
cultivar BMX FURIA CE® apresentou um teor médio de 7,16 g Mg kg™', valores
préximos aos apresentados por Santos et al.(2017). Como n&o houve interagao entre
as fontes de variagdo, no estadio V7 o teor de Mg nas raizes foi de 8,44 g Mg kg™".
Com incremento na concentragao de Mn em solugao nos estadios V10 e V13 (50 e
100 uM Mn, respectivamente), os teores de Mg na raiz reduziram para 5,71 € 5,76 g
Mg kg, respectivamente.

Com auséncia de adicdo de Mn na formulacdo da solugdo, nos estadios
posteriores o teor de Mg na raiz aumentou para 7,22 e 6,66 g Mg kg,
respectivamente, nos estadios V16 e R6. Semelhante ao observado nos teores de Mg
da folha diagndstico e na parte aérea, o incremento na disponibilidade de Mn também

reduziu o teor de Mg na raiz. Segundo Moreira et al. (2003) o efeito interidnico na soja
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Tabela 20 — Teores dos macronutrientes P, K, Ca, Mg e S, no sistema radicial das plantas de soja ndo submetidas a extragcao das formas de Mn
(1), expressos em g kg-!, para os genétipos DONMARIO 66i68 IPRO® (D) e BMX FURIA CE® (F), em solucdo nutritiva, nos estadios fenolégicos V7,
V10, V13, V16 e R6 (30, 40, 50, 70 e 90 DAE, respectivamente).

Fontes de Variacao P K Ca Mg S
Genoétipo
DM 66i68 IPRO® (D) 56,81 a 31,99 a 12,45 a 6,31b 4,26 a
BMX FURIA CE® (F) 58,52 a 32,06 a 11,60 a 7,16 a 3,56 b
Estadios D F D F X X X
V7 57,59abB 72,99aA 38,14aA 33,56abA 7,96 c 8,44 a 4,90 a
V10 45,71cB 55,12bA 30,01bA 29,07bA 11,21 bc 571c 3,60 ab
V13 53,75bcA 58,23bA 31,45bA 27,99bA 12,86 b 5,76 c 3,27 b
V16 62,33aA 51,46bB 30,16bB 39,24aA 10,26 bc 722 b 3,72 ab
R6 65,70aA 54,82bB 30,22bA 30,44bA 17,84 a 6,66 bc 4,07 ab
Média: 57,67 32,03 12,03 6,76 3,91
F.V. Fab - Teste F (p < 0,05): Valores de F calculado (Fcal) € coeficiente de variagao (CV) --------------------
Epoca (a) 2,63 14,177* 7,087* 12,527* 14,880* 2,545ns
Gendtipo (b) 4,11 1,679ns 0,004ns 0,834ns 9,106* 4,017ns
a*b 2,63 16,888* 5,695* 0,588ns 2,090ns 2,47ns
CV% 8,07 11,15 27,47 13,95 31,35

Valores seguidos por letra minuscula na coluna, e letra maiuscula na linha para cada variavel, nado diferem pelo Teste de Tukey (a = 0,05).
g.l.residuo = 36.
Fonte: O proprio autor.
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entre Mn e Mg foi do tipo inibicdo competitiva. No presente trabalho esse efeito foi
observado na folha diagndstico e nos tecidos da parte aérea e raizes.

Para o teor de S houve diferenga entre os gendtipos, o cultivar DONMARIO
66i68 IPRO® apresentou um teor médio de S na raiz de 4,26 g S kg™, enquanto o
cultivar BMX FURIA CE® um teor médio de S de 3,56 g S kg™, valores estes superiores
aos apresentados por Santos et al. (2017). Nao houve interagao entre as fontes de
variagdo gendtipo e estadios fenoldgicos, e a variagdo na disponibilidade de Mn em
solucao proporcionou alteragdes no teor de S na raiz. Quando comparado ao teor de
S da parte aérea, as raizes apresentaram uma concentragéo de S 95% maior.

Os teores dos micronutrientes Cu, Fe, Mn e Zn nas raizes foram apresentados
na Tabela 21. Para o teor de Cu nas raizes nédo houve diferenca entre os cultivares,
com auséncia de interagdo entre as fontes de variagdo gendtipo e estadios
fenoldgicos. O teor médio de Cu foi de 26,30 mg Cu kg™, valor superior ao apresentado
por Santos et al. (2017) para cultivar Poténcia RR® com 100 yM Mn em solucdo. Na
parte aérea foi observado o efeito interibnico de inibicao pela alta disponibilidade de
Mn sobre a absorcdo de Cu ocasionado reducao nos teores do elemento, similar ao
observado por Lombnaes e Singh (2003) em plantas de cevada.

Nos teores de Cu na raiz o incremento na disponibilidade de Mn em solugao
também proporcionou redugdo na concentragdo do elemento no tecido. No estadio
V7, com 2 uM Mn o teor médio de Cu na raiz foi de 36,30 mg Cu kg™'. Nos estadios
V10 e V13, com 50 e 100 yM Mn em solugao, os teores de Cu na raiz reduziram para
25,90 e 20,70 mg Cu kg™, respectivamente. No estadio V16, com 20 dias em solugao
formulada com auséncia de Mn o teor de Cu nas raizes apresentou o0 menor teor com
valor de 18,70 mg Cu kg™', demonstrando o efeito do Mn adsorvido & CTCraiz sobre a
adsorcao de Cu. No estadio R6, as plantas cresceram por 40 dias em solugdo sem
adicdo de Mn na formulacéao, devido a redugao na disponibilidade de Mn, o teor de Cu
das raizes aumentou para 30,00 mg Cu kg™".

Para o Fe houve diferenga entre os gendtipos e interagao entre os fatores de
variagdo. O cultivar DONMARIO 66i68 IPRO® apresentou um teor médio de Fe nas
raizes de 2476,22 mg kg™, enquanto o cultivar BMX FURIA CE® apresentou um teor
médio de 2659,27 mg kg™', valores inferiores aos obtidos por Santos et al. (2017).
Tanto na parte aérea quanto para a folha diagnéstico foi observado o efeito interiénico

do tipo inibicao competitiva entre Mn e Fe, conforme apresentado por Malavolta et al.



Tabela 21 — Teores dos micronutrientes Cu, Fe, Mn e Zn, no sistema radicial das plantas de soja ndo submetidas a extragao das formas de
Mn (I1), expressos em mg kg, para os gendtipos DONMARIO 66i68 IPRO® (D) e BMX FURIA CE® (F), em solugdo nutritiva, nos estadios

fenolégicos V7, V10, V13, V16 e R6 (30, 40, 50, 70 e 90 DAE, respectivamente).

Fontes de Variagao Cu Fe Mn Zn
Genétipo
DM 66i68 IPRO® (D) 2570 a 2476,22 b 714,26 a 133,78 b
BMX FURIA CE® (F) 26,9 a 2659,27 a 853,70 b 155,62 a
Estadio Fenologico X D D F X
V7 36,30 a 2220,12bcB 2725,70aA 107,55eA 147,58dA 160,81 ab
V10 25,90 bc 2143,43cB 2508,35aA 927,62bB 1140,60aA 122,34 c
V13 20,70 cd 2676,17aA 2614,17aA 1197,88aA 1231,67aA 132,68 bc
V16 18,70 d 2614,00abA 2663,97aA 792,50cB 965,17bA 127,58 bc
R6 30,00 ab 2727,38aA 2784,16aA 545,77dB 783,48cA 180,10 a
Média: 26,30 2567,74 783,98 144,70
F.V. Ftap e Teste F (p < 0,05): Valores de F calculado (Fca) e coeficiente de variagao (CV) ---------------
Epoca (a) 2,63 18,597* 5,805* 344,150* 7,582*
Gendtipo (b) 4,11 0,568ns 8,539* 47,640* 7,379*
a*b 2,63 0,689ns 2,941* 4,559* 0,639ns
CV% 19,86 8,63 9,11 19,64

Valores seguidos por letra minuscula na coluna, e letra maiuscula na linha para cada variavel, nao diferem pelo Teste de Tukey (a = 0,05).

g./.residuo = 36.

Fonte: O proprio autor.
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(1997) e Heenan e Campbell (1983) Nas raizes o incremento na disponibilidade de
Mn em solugédo nao proporcionou alteragdes nos teores de Fe conforme observado
pela variacdo nos dados presentes na Tabela 21.

Para o teor de Zn nas raizes houve diferenga entre os genotipos, com o cultivar
DONMARIO 66i68 IPRO® apresentando um teor médio de 133,78 mg Zn kg, e o
cultivar BMX FURIA CE® um teor médio de 155,62 mg Zn kg™', conforme apresentado
na Tabela 21. Para ambos os cultivares os teores foram proximos aos apresentados
por Santos et al. (2017). Em relagdo aos estadios analisados, o teor de Zn na raiz
demonstrou reducgéo de 24% com a adigao de 50 yM Mn em solugéo.

O efeito da alta disponibilidade de Mn em solugao sobre a absorgcao de Zn,
descrito por Adloglu (2006) em plantas de milho, visualizada na folha diagnédstico e na
parte area, também foi observada nos teores de Zn da raiz pelos dados apresentados
na Tabela 21. O teor de Zn da raiz demonstrou incremento somente no estadio R6,
avaliacao realizada aos 90 DAE, com auséncia de adicdo de Mn na formulacéo da
solugdo por 40 dias. O diagrama do efeito proporcionado pelo incremento na
disponibilidade de Mn em solugcdo sobre os teores dos macros e micronutrientes
analisados no sistema radicial das plantas ndo submetidas ao processo de extragao
das formas de Mn (ll) foi apresentado na Figura 55.

Para o micronutriente Mn houve diferenca entre os genotipos e interagao entre
as fontes de variagdo. O cultivar DONMARIO 66i68 IPRO® apresentou teor médio de
Mn na raiz de 714,26 mg kg™', enquanto o cultivar BMX FURIA CE® apresentou um
teor médio de 853,70 mg kg™'. Considerando a concentragéo de 100 uM Mn, as médias
de ambos os cultivares foram superiores aos dados apresentados por Santos et al.
(2017). Para os nutrientes positivamente carregados analisados, exceto Ca, o cultivar
BMX FURIA CE® apresentou teores superiores ao cultivar DONMARIO 66i68 IPRO®
na matéria seca da raiz. Devido a atragao desses elementos por cargas negativas,
possivelmente existe diferencas na caracteristica da CTCraiz entre os cultivares.

No estadio V7, com 2 yM Mn em solucado os teores de Mn na raiz foram de
107,55 e 147,58 mg kg™, para os cultivares DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX FURIA
CE®, respectivamente. Esses teores sdo valores proximos aos teores observados na
parte aérea, demonstrando que em condi¢des adequadas de disponibilidade de Mn o
acumulo do elemento no apoplasto das células do sistema radicial é reduzido.

Com a adicado de 50 yM Mn em solucdo os teores de Mn na raiz aumentam

8,62 e 7,72 vezes, atingindo os teores de 927,62 e 1140,60 mg kg™' nos cultivares
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DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX FURIA CE®, respectivamente, com
aproximadamente 90% desse localizado no apoplasto das células do cértex radicial.
No estadio V13, com 100 yM Mn em solugao, os teores de Mn na raiz aumentaram
novamente para 1197,88 e 1231,67 mg Mn kg™', para os cultivares DONMARIO 66i68

IPRO® e BMX FURIA CE®, respectivamente, representando incrementos de 29 e 7%.

Figura 55 — Diagrama do efeito proporcionado pelo incremento na disponibilidade
de Mn em solugéo nutritiva (100 yM) sobre os teores dos nutrientes (P, K, Ca, Mg,
S, Cu, Fe e Zn) no sistema radicial das plantas de soja ndo submetidas ao processo

de extragao das formas de Mn(ll).

Fosforo (P)

\ Potassio (K)

Efeito do incremento na
disponibilidade de MnZ* em solugéo
sobre os teores dos nutrientes no
sistema radicial:
Cobre (Cu) Calcio (Ca)

Ausente

Redugéo ==

Ferro (Fe) Magnésio (Mg)

Zinco (Zn) Enxofre (S)

Fonte: O proprio autor.

Nos estadios seguintes, com auséncia de adigdo de Mn a formulagdo da
solugao nutritiva, e associado ao crescimento do sistema radicial, houve redugdo nos
teores de Mn da raiz, conforme os dados apresentados na Tabela 21. Nos estadios
V16 e R6 o cultivar DONMARIO 66i68 IPRO® apresentou teores de Mn na raiz de
792,50 e 545,77 mg Mn kg™, respectivamente. Enquanto o cultivar BMX FURIA CE®
apresentou teores de Mn na raiz de 965,17 e 783,48 mg Mn kg-', respectivamente.

Os teores de Mn nas raizes das plantas de soja acompanham as elevagdes na
disponibilidade do elemento em solugao, entretanto, quando a disponibilidade de Mn
em solugao diminui, 0 Mn adsorvido as cargas negativas da CTC do sistema radicial

permanece adsorvido.
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5.5 FORMAS DE MANGANES(I1) NAS RAIZES

A extracdo das formas de Mn(ll) trocavel, complexado e precipitado adsorvidas
no apoplasto do sistema radicial dos genoétipos de soja foram realizadas nos estadios
fenoldgicos V7, V10, V13, V16 e R6 nas concentragdes de Mn em solugao nutritiva de
2,50, 100, 0 e 0 uM, respectivamente. Os estadios analisados correspondiam aos 30,
40, 50, 70 e 90 DAE, respectivamente, como diagramado na Figura 39. O processo
de extracao foi executado sequencialmente como descrito no item 4.6.

As imagens do sistema radicial das plantas submetidas ao processo de
extracao das formas de Mn(Il) foram apresentadas nas Figuras 56 e 57. Na figura 56,
em (A) no lado esquerdo, raizes do genétipo DONMARIO 66i68 IPRO®, e em (B) do
lado direito, as raizes do genétipo BMX FURIA CE®. Na parte superior o sistema
radicial dos genotipos no estadio V7 com 30 DAE em solugéo nutritiva com 2 yM Mn,
com coloragao clara e bem desenvolvidos. Essa concentragcao de Mn (2 uM) equivale
a concentragdo na solugdo de Hoagland modificada por Epstein e Bloom (2005),
considerada adequada para o fornecimento do elemento em solugao.

Na parte intermediaria da Figura 56 foram apresentados os sistemas radiciais
dos gendtipos de soja no estadio V10 (40 DAE), apds crescerem 30 dias em solucéo
com 2 yM Mn e 10 dias em solugdo com concentracédo de Mn de 50 uM. Nessa
avaliacdo, para ambos os genotipos, a coloragdo das raizes foi mais escura, com
tonalidade na cor caramelo devido a adsor¢do das formas de Mn(ll) na CTCraiz
presente no apoplasto das células do sistema radicial.

E na parte inferior da Figura 56 foram apresentados os sistemas radiciais dos
gendtipos de soja no estadio V13 (50 DAE), ap6s crescerem 30 dias em solugdo com
2 yM Mn, 10 dias em solugcdo com 50 yM Mn e 10 dias em solu¢gdo com 100 uM Mn.
De forma semelhante a avaliagao anterior, para ambos os genoétipos em V13, as raizes
apresentavam coloragao ainda mais escura, com poucas fracdes de coloracdo mais
claras e uma tonalidade na cor caramelo ainda mais forte, demonstrando que uma
quantidade maior de Mn(ll) estava adsorvida ao sistema radicial.

Na Figura 57 na parte superior o sistema radicial dos gendtipos de soja no
estadio V16 (70 DAE), apos o desenvolvimento por 30 dias em 2 yM Mn, 10 dias com
50 yM Mn, 10 dias com 100 uM Mn e 20 dias com solugao nutritiva com auséncia de

adicdo de Mn na formulagao (0 pM Mn).



Figura 56 — Sistema radicial das plantas de soja submetidas ao
processo de extracdo das formas de Mn(ll). Em (A) gendtipo
DONMARIO 66168 IPRO® e em (B) genétipo BMX FURIA CE®.

50 M Mn - V10 (40 DAE)

\ !
i)

100 uM Mn - V13 (50 DAE)

Fonte: O proprio autor.
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No estadio V16 (70 DAE), parte superior da Figura 57, as regides velhas do
sistema radicial mantiveram a cor escurecida de tonalidade na cor caramelo,
enquanto, as raizes emitidas apds a redugao na disponibilidade de Mn em solugéo
apresentavam uma cor mais clara, com tonalidade na cor palha (em destaque na

Figura 57), indicando que nessas regides a quantidade de Mn(ll) adsorvido era menor.

Figura 57 — Sistema radicial das plantas submetidas ao processo
de extragdo das formas de Mn(ll). Em (A) e (B) representam os
gendtipos DONMARIO 66168 IPRO® e BMX FURIA CE®,
respectivamente. Na parte superior plantas no estadio fenoldgico
V16 (70 DAE) e na parte inferior em R6 (90 DAE) Em destaque
areas de crescimento na auséncia de suprimento de Mn em

solugado com raizes de coloragao clara com menor absorgao de Mn.

0 uM Mn
V16 (70 DAE)

0 M Mn
R6 (90 DAE)

Fonte: O proprio autor.
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E na parte inferior da Figura 57 foram apresentados os sistemas radiciais dos
gendtipos no estadio R6 (90 DAE), apds o crescimento em solugédo com 2 uM Mn por
30 dias, 10 dias com 50 yM Mn, 10 dias com 100 uM Mn e 40 dias em solugcdo sem a
adicdo de Mn na formulagdo (0 pM Mn). As regides antigas do sistema radicial
permaneceram com a coloragao caracteristica da adsor¢gdo de Mn, com coloragao
escura e tonalidade na cor caramelo, contudo as regides desenvolvidas na condigao
de auséncia de Mn na formulagdo da solugdo, em destaque na Figura 57,
apresentavam cor clara semelhante as raizes aos 30 DAE (2 pM).

Os valores das formas de Mn(ll) trocavel, complexado e precipitado
determinados pelo processo de extragdo, expressos em mg Mn kg~' de matéria seca
de raiz, foram apresentados na Tabela 22. Para a forma de Mn(ll) trocavel houve
diferenca entre os gendtipos e significancia entre as fontes de variagéo pelo Teste F
a 5%. Em média o genétipo BMX FURIA CE® apresentou 192,86 mg Mn kg™' da forma
de Mn(ll) trocavel, enquanto o gendtipo DONMARIO 66i68 IPRO® apresentou em
média 151,88 mg Mn kg™,

Tanto para a forma de Mn(ll) trocavel, como para as formas Mn(ll) complexado
e precipitado adsorvidas as raizes dos gendtipos de soja, a interpretagao dos valores
apresentados na Tabela 22 em relagao aos estadios analisados permite visualizar a
dinamica das formas de Mn(ll) em fung¢ado da oscilagdo na disponibilidade de Mn em
solucdo. No estadio V7, representada pelo crescimento em solugao nutritiva com 2
MM Mn, a extragdo com a solugao de Ca(NO3)2.H20 0,05 M proposta por Munns et al.
(1963a) demonstrou nao haver a forma de Mn(ll) trocavel adsorvida as raizes de
ambos os genotipos.

Com adicao de 50 e 100 uM na solugao nutritiva, respectivamente, nos estadios
V7 e V10, houve adsorcao da forma de Mn(ll) trocavel as raizes, onde o gendtipo
DONMARIO 66i68 IPRO® apresentou médias de 297,13 e 406,46 mg Mn kg™, e o
gendtipo BMX FURIA CE® apresentou médias de 290,09 e 615,67 mg Mn kg' nos
estadios V10 e V13, respectivamente. Do estadio V10 para V13 houve o incremento
na forma de Mn(ll) trocavel de 36 e 112% para os genotipos DONMARIO 66i68 IPRO®
e BMX FURIA CE®, respectivamente. Nos estadios posteriores, com auséncia de
adicdo de Mn na formulagdo da solugdo, os niveis da forma de Mn(ll) trocavel
adsorvida as raizes reduziram para 38,30 e 16,00 mg Mn kg™', e 48,05 e 10,51 mg Mn
kg™" para os cultivares DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX FURIA CE®, respectivamente,
nos estadios V16 e R6.
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Tabela 22 — Formas de Mn(ll) trocavel, complexado e precipitado adsorvidas as raizes de soja, expressos em mg kg'! de matéria seca de raiz, para os
gendtipos DONMARIO 66i68 IPRO® (D) e BMX FURIA CE® (F), em solugdo nutritiva, nos estadios fenolégicos V7, V10, V13, V16 e R6 (30, 40, 50, 70 e

90 DAE, respectivamente).

Fontes de Variagao Mn Trocavel Mn Complexado Mn Precipitado
Genétipo
DONMARIO 66i68 IPRO® (D) 151,88 b 800,88 b 316,58 b
BMX FURIA CE® (F) 192,86 a 1230,46 a 601,93 a
Estadio Fenolégico D F D F D F
V7 0,00cA 0,00cA 0,00dA 0,00dA 10,00cA 1,99dA
V10 297,13bA 290,09bA 1232,21abA 1580,15bA 520,33aB 1019,87bA
V13 406,46aB 615,67aA 1550,84aB 2776,45aA 588,86aB 1303,65aA
V16 38,30cA 48,05cA 524,86cdA 896,29cA 210,42bB 356,62cA
R6 16,00cA 10,51cA 696,52bcA 899,29cA 253,26bA 327,50cA
Média: 172,22 1015,67 459,25
F.V. Ftan = e Teste F (p < 0,05): Valores de F calculado (Fca) e coeficiente de variagao (CV) --------------
Epoca (a) 2,63 216,031* 68,813* 255,323
Genétipo (b) 4,11 9,154* 24,028* 173,641*
a*b 2,63 9,511* 5,727* 40,553*
CV% 28,01 30,51 16,67

Valores seguidos por letra minuscula na coluna, e letra maiuscula na linha para cada variavel, ndo diferem pelo Teste de Tukey (a = 0,05). g./.residuo = 36.

Fonte: O préprio autor.
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Para a forma de Mn(ll) complexado houve diferengca entre os gendtipos e
interacdo entre as fontes de variagcdo gendtipo e estadios fenoldgicos. O cultivar
DONMARIO 66i68 IPRO® apresentou em média 800,88 mg Mn kg™!, enquanto o
cultivar BMX FURIA CE® apresentou em média 1230,46 mg Mn kg'. Quando as
médias da forma de Mn(ll) complexado dos cultivares sdo comparadas, o genétipo
BMX FURIA CE® apresentou uma quantidade adsorvida 53% maior que o genétipo
DONMARIO 66i68 IPRO®.

Quando analisamos os resultados da forma de Mn(ll) complexado em relagao
aos estadios, de forma semelhante ao Mn(ll) trocavel, com 2 yM Mn em solucgéo, a
extragdo com EDTA 0,05 M a pH 7,0 demonstrou a auséncia de Mn(ll) complexado
adsorvido as raizes de ambos os gendtipos no estadio V7. Com incremento na
disponibilidade de Mn em solugdo nos estadios V7 e V10, nos estadios analisados
V10 e V13, os cultivares DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX FURIA CE® apresentaram
em média 1232,21 e 1550,84 mg Mn kg™!, e 1580,15 e 2776,45 mg Mn kg-! da forma
de Mn(Il) complexado adsorvidas as raizes, respectivamente.

No periodo posterior, nos estadios V16 e R6 que representam a auséncia de
adicdo de Mn a formulagao da solugao, houve reducgao na forma de Mn(ll) complexado
adsorvida as raizes, onde os genétipos DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX FURIA CE®
apresentaram em média 524,86 e 696,52 mg Mn kg™, e 896,29 e 899,29 mg Mn kg™',
respectivamente. De forma semelhante ao Mn(ll) trocavel, a forma de Mn(ll)
complexada acompanhou as flutuagdes na concentragcao de Mn em solucio.

Para a forma de Mn(ll) precipitado houve diferencas entre os gendétipos, além
de interacdo entre as fontes de variagdo. O cultivar DONMARIO 66i68 IPRO®
apresentou em média 316,58 mg Mn kg™, enquanto o cultivar BMX FURIA CE®
apresentou média de 601,93 mg Mn kg' da forma de Mn(Il) complexado adsorvido ao
sistema radicial. Quando analisamos a flutuagéo nos valores obtidos na extragdo em
relagao aos estadios fenoldgicos, pelos dados da Tabela 22, o Mn(ll) precipitado foi a
unica forma de Mn(ll) adsorvida as raizes detectada quando a solugao nutritiva
apresentou 2 yM Mn.

Com incremento na concentracdo de Mn na solugao nutritiva, similar as demais
formas de Mn(ll) trocavel e complexado, a quantidade da forma de Mn(ll) precipitado
também aumentou nos estadios V10 e V13. Nesses estadios o cultivar DONMARIO
66i68 IPRO® apresentou em média 520,33 e 588,86 mg Mn kg™', enquanto o cultivar
BMX FURIA CE® apresentou em média 1019,87 e 1303,65 mg Mn kg™! da forma de
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Mn(Il) precipitada adsorvida as raizes, respectivamente. Quando os gendtipos sao
comparados nos estadios V10 e V13, o cultivar BMX FURIA CE® apresentou uma
adsorcao da forma de Mn(ll) precipitado 96 e 220% superior ao cultivar DONMARIO
66i68 IPRO®, respectivamente.

Nos periodos subsequentes, nos estadios V16 e R6, com auséncia na adi¢cao
de Mn a formulagdo da solugdo, a quantidade de Mn(ll) precipitado presente nas
raizes também demonstrou reducdo. Nesses estadios, V16 e R6, o cultivar
DONMARIO 66i68 IPRO® apresentou em média 210,42 e 253,26 mg Mn kg™,
enquanto o cultivar BMX FURIA CE® apresentou em média 356,62 e 327,50 mg Mn
kg' da forma de Mn(ll) adsorvida as raizes, respectivamente.

Para interpretar a dindmica das formas de Mn(ll) adsorvidas nas raizes das
plantas de soja, além de analisar a flutuacdo das formas de Mn(ll) trocavel,
complexado e precipitado em fungao das concentragbes de Mn na formulagdo da
solugao nutritiva, as variaveis biométricas referentes ao sistema radicial precisam ser
analisados de forma conjunta.

A analise dos dados presentes na Tabela 22 permitiu visualizar a habilidade do
Mn em ocupar as cargas negativas presentes na CTC do sistema radicial. Do estadio
V10 ao V13 a massa seca das raizes apresentou um aumento de 84%, como
apresentado na Tabela 14. E nesse mesmo intervalo, com 100 yM Mn em solucéo, a
média de incremento das formas de Mn(ll) entre os gendétipos foi de 74, 53 e 22% para
as formas Mn(ll) trocavel, complexado e precipitado, respectivamente. Isso demonstra
que em condicbes de disponibilidade alta de Mn os novos sitios de adsorgao
produzidos sao ocupados pelo elemento.

Da avaliacao no estadio V13, momento a partir do qual a solugao nutritiva foi
formulada com auséncia de Mn, até a ultima avaliagao realizada em R6, as formas de
Mn(ll) trocavel, complexado e precipitado apresentaram em média redugdes de 97,
64 e 70%. Entretanto nesse mesmo periodo considerado as raizes demonstraram um
incremento na massa da matéria seca de 79%, conforme apresentado na Tabela 14.
Desta forma, neste intervalo a redugado nas formas de Mn(ll) foi proporcionado pelo
crescimento de novas raizes com auséncia de Mn(ll) adsorvido proporcionando o
efeito diluicdo das formas de Mn(ll) presentes nas fragdes antigas do sistema radicial,
como visualizado na Figura 57.

De acordo com Munns et al. (1963a) a forma de Mn(ll) trocavel pode ser

dessorvida por solugdes salinas, onde a prépria solugao nutritiva com auséncia de Mn
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possui a capacidade de extrair a forma de Mn(ll) trocavel. Pela analise dos dados
apresentados na Tabela 22 para a forma de Mn(ll) trocavel foi possivel visualizar esse
efeito, onde os valores obtidos no processo de extragcdo para a forma de Mn(ll) no
estadio V7 (2 yM Mn) e nos estadios V16 e R6 (0 uM Mn), ndo apresentaram diferenca
pelo teste de Tukey a 5% de significancia

Diferentemente da forma de Mn(ll) trocavel retida por atracédo eletrostatica
(Wagatsuma, 1983), as formas de Mn(ll) complexado retidas pela formacdo de
complexos de superficie (Rangel et al., 2009), e Mn(ll) precipitado presente na forma
amorfa (Wagatsuma e Ezoe, 1985), permaneceram adsorvidas as raizes das plantas
de soja mesmo apds a auséncia de adi¢gao de Mn a formulagao da solugao nutritiva,
podendo neste caso, serem empregadas no diagnostico de condi¢gdes de alta
disponibilidade de Mn de forma retroativa.

Na concentragao de 2 yM Mn em solugado houve somente a presenga da forma
de Mn(ll) precipitado. A adicdo de 50 e 100 uM Mn a formulagao da solugao nutritiva
proporcionou a adsorgao das formas de Mn(ll) trocavel, complexado e precipitado as
raizes das plantas de soja. Desta forma, para os dados apresentados na Tabela 22,
tanto solugdes extratoras nas concentragdes empregadas quanto o processo de
extracdo demonstraram sensibilidade em representar o nivel de disponibilidade de Mn
as raizes.

O somatério das formas de Mn(ll) trocavel, precipitado e complexado
representa o Mn adsorvido no apoplasto das células do sistema radicial, sendo
denominado de Mn(ll) apoplasto. O Mn(ll) localizado no interior da célula, local nao
acessado pelas solugbes extratoras, € denominado de Mn remanescente pela
incerteza da extracdo total das formas de Mn(ll). Os valores do Mn(ll) apoplastico e
do Mn remanescente sao apresentados na Tabela 23.

Pela forma como é calculado, o Mn(ll) apoplasto fornece uma visdo mais ampla
da dindmica de adsorgéao das formas de Mn(ll) as raizes da planta de soja, além de
possibilitar a comparacdo entre resultados obtidos por diferentes solucdes
empregadas na extragdo das formas de Mn(ll). Para essa variavel houve diferenca
entre os gendtipos e interagcdo entre as fontes de variagao pelo teste F a 5% de
significancia. Em média o cultivar DONMARIO 66i68 IPRO® apresentou 1269,05 mg
Mn kg, e o cultivar BMX FURIA CE® apresentou em média 2025,25 mg Mn kg™ das
formas de Mn(ll) adsorvidas no apoplasto radicial, valores préximos ao obtido por Liu

et al. (2019) com 100 yuM Mn em solugéo.
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Tabela 23 — Quantidades de Mn(ll) presentes no apoplasto e Mn remanescente, em raizes de
soja, expressos em mg kg' de matéria seca de raiz, para os genotipos DONMARIO 66i68
IPRO® (D) e BMX FURIA CE® (F), em solugdo nutritiva, nos estadios fenolégicos V7, V10, V13,
V16 e R6 (30, 40, 50, 70 e 90 DAE, respectivamente).

Fontes de Variagao Mn Apoplasto Mn Remanescente
Genotipo
DM 66i68 IPRO® (D) 1269,05 b 100,11 a
BMX FURIA CE® (F) 2025,25 a 262,35 b
Estadios D F D F
V7 10,04cA 1,99dA 6,86CcA 3,86cA
V10 2049,67aB 2890,10bA 122,08abB 304,99abA
V13 2546,16aB 4695,79aA 198,51aB 388,38aA
V16 773,59bB 1300,96CcA 98,52bcB 390,61aA
R6 965,78bA 1237,42cA 74,57bcB 223,91bA
Média: 1647,15 181,23
F.V. Ftab ~—  =meeeee- Teste F (p < 0,05): Valores de F calculado (Fcal) --------
Epoca (a) 2,63 126,038* 47,023*
Gendtipo (b) 4,11 45,411* 124,777
a*b 2,63 11,197* 10,789*
CV% 24,09 28,33

Valores seguidos por letra minuscula na coluna, e letra maiuscula na linha para cada variavel,
nao diferem pelo Teste de Tukey (a = 0,05). g./.residuo = 36.
Fonte: O proprio autor.

O cultivar BMX FURIA CE® demonstrou uma adsorgdo 60% superior ao
gendtipo DONMARIO 66i68 IPRO®. A habilidade de adsorver as formas de Mn(ll) no
apoplasto do sistema radicial € influenciada por caracteristicas genotipicas, sendo
variavel entre espécies e cultivares. Lu et al. (2020) apresentou as diferengas entre os
valores do Mn(ll) apoplasto em plantas de milho, soja, feijao, trigo e arroz. Enquanto
Lavres et al. (2008) demonstrou a diferente capacidade de adsor¢cdo de Mn(ll)
apoplasto entre os genadtipos de soja Santa Rosa, IAC 15 e IAC 31.

A forma e arranjos dos dominios pécticos na lamela média e parede celular
modulam o balango de ions, a porosidade e seletividade (Carpita et al., 2015),

proporcionando o comportamento diferente entre gendtipos em relagédo a adsorgao
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das formas de Mn(ll). A dissociagao do H* dos grupamentos funcionais -COOH e -OH
desses componentes, proporciona a formacdo de cargas elétricas negativas sob
condigbes naturais (Wu e Hendershot, 2009), com grupamentos carboxilicos dos
acidos glicurdnico e galacturénico gerando cargas negativas dependentes de pH (Lu
et al., 2020), conferindo CTC a parede celular (Epstein e Bloom, 2005). Outros
grupamentos como carbonilas, aminas e amidas também participam da formagao de
cargas negativas (Lu et al., 2018). Contudo, segundo Drover (1972) quase 90% da
CTC das raizes é proporcionada pelos grupamentos carboxilicos na formagao de
cargas negativas na parede celular.

Em funcédo disso, a dindmica do Mn(ll) apoplasto foi diferente entre os
genodtipos nos estadios analisados. Em V7, com 2 yM Mn em solugéo, os valores do
Mn(ll) apoplasto foram baixos, ndo havendo diferencas entre os cultivares, como
apresentado na Tabela 23. Entretanto em V10 e V13, estadios que representam as
concentragdes de Mn em solugéo de 50 e 100 uM, os cultivares DONMARIO 66i68
IPRO® e BMX FURIA CE® apresentaram em média 2049,67 e 2546,16 mg Mn kg™, e
2890,10 e 4695,79 mg Mn kg™ de Mn(ll) apoplasto, respectivamente.

Nos proximos estadios, compreendendo V16 e R6, a auséncia na adigao de Mn
na formulacdo da solugao nutritiva, associado ao incremento de matéria seca do
sistema radicial, proporcionou reducdes nos valores de Mn(ll) apoplasto pelo efeito
diluicdo. Nesses estadios os genétipos DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX FURIA CE®
apresentaram em média 773,59 e 965,78 mg Mn kg™, e 1300,96 e 1237,42 mg Mn kg
' de Mn(ll) apoplasto adsorvido, em V16 e R6, respectivamente. A variagdo na
disponibilidade de Mn em solugao permitiu verificar que houve diferenca entre os
gendtipos em relagéo ao acumulo de Mn(ll) apoplasto.

De acordo com Edwards e Asher (1982) ha dois mecanismos de tolerancia ao
excesso de Mn em plantas. O primeiro confere tolerancia a altas concentracdes de
Mn(Il) simplasto com auséncia de prejuizos ao crescimento da planta. Enquanto no
segundo, o controle na absorgéo € por mecanismos extracelulares como a adsorgéao
do Mn(Il) apoplasto. Em relacéo a esses mecanismos, pelos dados da Tabela 23, em
condicdes de alta disponibilidade de Mn o genétipo BMX FURIA CE® apresentou
maiores valores de Mn(ll) apoplasto, com maior adsorgado das formas de Mn(ll), e
maiores valores de Mn simplasto, demonstrando maior habilidade em acumular Mn(ll)
que o genotipo DONMARIO 66i68 IPRO®,
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Os campos de producao de soja sdo destinados a produgéo graos, esse € o
propésito do cultivo. Os mecanismos de tolerancia sao caracteristicas que o genétipo
apresenta e o habilitam a obter maior producdo de grdos em determinadas
circunstancias desfavoraveis. Neste caso, os mecanismos de tolerancia da planta de
soja a condi¢des de toxidez por Mn seriam atribui¢gdes inerentes a um determinado
genotipo permitindo que este apresentasse uma maior produgdo de graos em
condicdes de alta disponibilidade de Mn.

No caso dos genotipos empregados no presente trabalho, em fungédo das
alteragcbes anatébmicas presentes no caule do gendtipo BMX FURIA CE®, e
consequente reducao na producao de graos, nao foi possivel delimitar que uma maior
adsorcao das formas de Mn(ll), associada a maior presenga de Mn simplasto, seriam
estratégias de tolerancia, pois, mesmo com esses atributos o genétipo DONMARIO
66i68 IPRO® poderia ter alcangado maior produgdo de matéria seca de gréos.

Para o Mn simplasto no estadio V7, com 2 yM Mn em solug&o, ndo houve
diferenga entre os gendtipos conforme os dados da Tabela 23. Os valores de 6,86 e
3,86 mg Mn kg também sao baixos, indicando que em condigdes de disponibilidade
adequada de Mn o armazenamento do elemento no interior de organelas € pequeno,
com grande parte do Mn absorvido sendo transportado para as folhas.

Nos estadios posteriores, as concentracées de 50 e 100 yM Mn em solugéo
proporcionaram elevagao nos valores de Mn simplasto. Para o gen6tipo DONMARIO
66i68 IPRO® os valores médios de Mn simplasto foram de 122,08, 198,51, 98,52 e
74,57 mg Mn kg™, nos estadios V10, V13, V16 e R6, respectivamente. Esses teores
foram proximos da faixa considerada como adequada proposta por Malavolta et al.
(1997) para o teor de Mn na folha diagndstico. Este fato indica que tanto as solugdes
extratoras quanto o processo de extracdo empregado apresentaram habilidade de
retirar as formas de Mn(ll) quase totalmente.

Para o genétipo BMX FURIA CE® os valores de Mn simplasto foram superiores
ao genotipo DONMARIO 66i68 IPRO®, com valores médios de 304,99, 388,38, 390,61
e 22391 mg Mn kg' de Mn simplasto nos estadios V10, V13, V16 e RS,
respectivamente. O genétipo BMX FURIA CE® demonstrou apresentar uma maior
habilidade em compartimentalizar o Mn(ll) em organelas celulares do que o gendtipo
DONMARIO 66i68 IPRO®.

A Tabela 24 apresenta os valores de F do coeficiente de correlacdo de Pearson

para as formas de Mn(ll) trocavel, complexado e precipitado, Mn apoplastico, Mn
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remanescente e os teores de nutrientes da folha diagnédstico. As formas de Mn(ll)
trocavel, complexado e precipitado apresentaram correlagéo significativa (5%
significancia) com o Mn apoplasto.

Dentre as trés formas, o Mn(ll) complexado demonstrou o maior valor de F
calculado na correlagdo com o Mn apoplasto. Pelos dados apresentados na Tabela
22, foi possivel observar que o Mn complexado acompanhou as oscilagbes na
disponibilidade de Mn em solucdo. Pelo procedimento de extracdo realizado a
temperatura ambiente (25°C), a forma de Mn complexado demonstra o maior potencial
para ser empregada na visualizagao da presenca de Mn(ll) adsorvido em raizes de
plantas de soja.

O teor de Mn da folha diagndstico apresentou correlagéo significativa com as
formas de Mn(ll) adsorvidas no apoplasto do sistema radicial, e com o Mn
remanescente. Esta ultima correlagdo indica que para existir Mn estocado em
compartimentos celulares no simplasto sistema radicial, a planta empregou
mecanismos para garantir a homeostase celular de Mn, indicando que uma grande
quantidade de Mn acessou o sistema vascular alcangando os tecidos foliares.

Para as formas de Mn(ll) trocavel, complexado e precipitado uma correlagao
significativa com o teor de Mn na folha diagnéstico demostra que teores foliares acima
do nivel critico de toxidez estdo associados a adsorcdo das formas de Mn(ll) no
apoplasto do sistema radicial. Dentre as trés formas de Mn(ll), o Mn(ll) complexado
apresentou o maior valor de F calculado com o teor de Mn na folha recém madura,
apresentando desse modo, as melhores caracteristicas para o emprego no estudo da

toxidez por Mn em plantas de soja.
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Tabela 24 - Valores de F do coeficiente de correlagdo de Pearson entre as formas de manganés(ll) trocavel, complexado e precipitado, Mn Apoplastico e

Mn Remanescente nas raizes das plantas de soja e os teores dos nutrientes (N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Mn e Zn) presentes na folha diagndéstico.

Mn-Tro Mn-Com Mn-Pre Mn-Ap Mn-Rem N P K Ca Mg S Cu Fe Mn Zn

Mn-Tro -

Mn-Com 193,92* -

Mn-Pre 161,15* 333,32* -

Mn-Ap 299,37* 2585,25* 727,12* -

Mn-Rem  18,98* 54,11*  59,27* 5211* -

N 2,92Ns 0,61Ns 0,04Ns  0,07Ns  12,10* -

P 1,370\ 0,23Ns 0,15Ns  0,01Ns  4,01NS  40,52* -

K 0,59Ns 0,48NS 0,13\  0,16Ns 8,47  24,63* 34,99* -

Ca 6,38" 0,49Ns 0,86Ns 1,08\ 0,278 20,85 16,37* 0,93NS -

Mg 3,92N8 0,02Ns 0,01Ns  Q,03Ns 7,41*  70,82* 13,55 39,29* 2,23NS -

S 21,90% 6,95* 13,01* 10,60* 0,93%  27,/12* 19,27 18,01* 10,32* 20,87* -

Cu 1,320 0,50Ns 0,088 045N 081N 041N 0,16NS  0,42NS 3,32NS  0,04NS 0,01NS -

Fe 37,93% 11,41* 15,84* 16,01* 3,78\ 26,31 914* 537 54,09* 7,94* 3593 571* -

Mn 4,06* 18,20* 10,26* 13,68* 30,42* 56,40* 47,74* 2513* 14,57* 9,21* 432* 0,03Ns 4,73* -

Zn 24,20* 14,75* 15,74* 17,28  8,19* 3,19Ns 0,018 0,198 19,15 1,68NS 6,80 0,15NS  51,25* 0,20NS -

Mn-Tro: manganés trocavel; Mn-Com: manganés complexado; Mn-Pre: manganés precipitado; Mn-Ap: manganés apoplasto e Mn-Rem: manganés
remanescente.

*significativa a 5% de significancia (p < 0,05); NS: nao significativo.
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5.6 SINTOMAS VISUAIS DE TOXIDEZ E ENCARQUILHAMENTO

Do estadio fenoloégico V1 até o estadio V7 todas as plantas do experimento
cresceram em solugdo nutritiva com 2uM Mn, como diagramado na Figura 39. Em V7
a média do teor de Mn da folha diagndstico entre os gendtipos foi de 103,20 mg Mn
kg, quantidade dentro da faixa apresentada como adequada para a planta de soja
por Malavolta et al. (1997). No estadio V7 (30 DAE) houve a amostragem de plantas
conforme o planejamento do experimento, e posteriormente, a solugédo nutritiva foi
substituida passando a apresentar 50 uM Mn. A Figura 58 apresenta uma imagem do

experimento dois dias apds a adi¢ao de 50 uM Mn na solugao nutritiva.

Figura 58 — Genoétipos de soja DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX FURIA
CE® aos 32 dias apds a emergéncia (DAE), 48 horas em solugdo com 50
MM Mn.

»

onte: @] prc')rio autor.

Os sintomas visuais tipicos da toxidez por Mn em soja s&o caracterizados por

manchas de coloracdo marrom circundadas por areas cloréticas, como apresentado
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na Figura 29. De acordo com Horiguchi (1987), as areas necréticas proporcionadas
pela toxidez representam o acumulo de Mn na forma oxidada, com presenca de Mn
precipitado nesses locais (Horst, 1988).

Pela aparéncia das plantas na Figura 58, com 48 horas de permanéncia nessa
concentragcdo de Mn em solugdo, as plantas apresentavam aspecto normal, com
auséncia de sintomas visuais de toxidez por Mn. As areas cloréticas localizadas no
limbo foliar entre as nervuras comegaram a surgir no quinto dia (120 h), e as manchas
marrons e areas necroticas foram detectadas com sete dias (168 h) de permanéncia
em solugao nutritiva com 50 yM Mn.

A Figura 59 apresenta os sintomas visuais da toxidez por Mn no gendtipo
DONMARIO 66i68 IPRO® no estadio fenologico V10, em solugéo nutritiva com 50 uM
Mn por 10 dias. Em (A), lado esquerdo, foi possivel visualizar as areas cloroticas entre
as nervuras, as setas barrancas destacam as areas necréticas. E em (B), lado direito,
0 mesmo gendtipo apresentando encarquilhamento foliar (“crinkle leaf”) por toxidez de
Mn.

Figura 59 — Sintomas foliares de toxidez por Mn em folhas no genétipo DONMARIO
66i68 IPRO® no estadio fenologico V10 (40 DAE), 10 dias de crescimento em solugédo
com 50 yM Mn. (A) Manchas clordticas e areas necrodticas entre as nervuras
caracteristicas do sintoma. (B) Alteragbes na morfologia foliar com expressdo do

sintoma denominado encarquilhamento (“crinkle leaf”).

Fonte: O proprio autor.
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No estadio V10, com 50 yM Mn em solugado, o gendétipo DONMARIO 66i68
IPRO® apresentou um teor de Mn na folha diagndstico de 366,60 mg Mn kg™.
Marschner (1995) e Fageria (2001) atribuem como teores de toxidez por Mn em
plantas de soja os valores de 600 e 720 mg Mn kg™!, respectivamente, enquanto Foy
(1990) considera teores na faixa de 180 a 320 mg Mn kg'. Pela observagdo dos
sintomas visuais de toxidez com 366,60 mg Mn kg' no gendtipo DONMARIO 66i68
IPRO®, a faixa de valores apresentada por Foy (1990) ficou mais proxima dos
resultados apresentados nas Figura 59A e 59B.

Pela Figura 59B, foi possivel verificar que o encarquilhamento foliar na soja é
caracterizado pelo enrugamento do limbo foliar entre as nervuras de segunda ordem
(em destaque pelo tridngulo na cor vermelha) e alteracéo no formato da borda da folha
(em destaque pelos tridngulos na cor branca), conferindo um aspecto “amarrotado” ao
tecido foliar. De acordo com Amorin e Salgado (1995) anormalidades no crescimento,
na multiplicacdo e diferenciacdo das células podem produzir deformagées como o
encarquilhamento. Segundo os autores o sintoma € resultante do crescimento
inadequado de células (hiperplasia e/ou hipertrofia), de forma localizada no limbo
foliar, ocasionando zonas de deformacao.

No estadio V10 (40 DAE) a solugao nutritiva foi substituida, com a nova solugao
apresentando concentragdo 100 yM Mn. A Figura 60 apresenta o aspecto dos
gendtipos DONMARIO 66i68 IPRO® em (A) na parte superior, e BMX FURIA CE® em
(B) na parte inferior, no estadio V13 (50 DAE), representando 10 dias de crescimento
em solugdo com 100 yM Mn. Em V13 o teor médio de Mn na folha diagndéstico dos
gendtipos DONMARIO 66i68 IPRO® e BMX FURIA CE® foram de 915,00 e 1055,00
mg Mn kg, respectivamente.

O incremento na concentragédo de Mn em solugado de 50 para 100 yM Mn
intensificou os sintomas foliares de toxidez em ambos os gendtipos. Como
apresentado na Figura 60A (parte superior), para o cultivar DONMARIO 66i68 IPRO®
a clorose foi mais intensa e abrangente, com aspecto mosqueado. No limbo foliar a
quantidade de areas necroticas foi maior, o encarquilhamento foi mais intenso, e com
presenga de areas oxidadas (em destaque pela seta branca na Figura 60A) nas
nervuras de 12 e 22 ordem da folha.

No genétipo BMX FURIA CE® a condicdo de 100 pM Mn em solucdo também
intensificou os sintomas de toxidez por Mn. Pela figura 60B foi possivel observar uma

clorose foliar mais intensa e uniforme do que no genétipo DONMARIO 66i68 IPRO®.
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No limbo foliar a quantidade de areas necréticas foi maior, associado ao visual oxidado
das nervuras de 12 e 22 ordem na folha, como destacado pelas setas brancas na
Figura 60B.

Figura 60 — Sintomas de toxidez por Mn no apice dos gendétipos (A) DONMARIO
66i68 IPRO® e (B) BMX FURIA CE® com 100 pM Mn em solucéo no estadio
fenoldgico V13 (50 DAE). As setas brancas indicam a presenca de tecido

oxidado nas nervuras pela deposi¢cao de Mn.

Fonte: O préprio autor.
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Pelos sintomas apresentados nas Figuras 59 e 60, o encarquilhamento foliar
(“crinkle leaf’) também integra os sintomas visuais proporcionados pela toxidez por
Mn na planta de soja. A expresséo dos sintomas de toxidez por Mn como a clorose,
associada a manchas marrons e aéreas necroéticas apresenta relagao com o periodo
de exposigao a concentragdao de Mn acima do nivel critico peculiar de cada genétipo
para toxidez pelo elemento.

Enquanto a expressdo do encarquilhamento foliar (“crinkle leaf’) apresenta
relagdo com o grau de maturidade da folha e o momento da elevagdo na
disponibilidade de Mn, sendo possivel confeccionar uma relagao entre as definicdes
dos estadios fenoldgicos da planta de soja com o grau de maturidade da folha. Na
Figura 61 foi apresentado a cronologia do desenvolvimento da toxidez por Mn em

folhas de soja na avaliagéo realizada no estadio V13 (50 DAE).

Figura 61 — Cronologia do desenvolvimento da toxidez por Mn em folhas soja para
os gendtipos (A) DONMARIO 66i68 IPRO® na parte superior, e (B) BMX FURIA
CE® na parte inferior, ambos no estadio fenologico V13 (50 DAE). As etiquetas

brancas (Vn) indicam o n6 vegetativo da localizagdo da folha da respectiva folha.

Fonte: O proprio autor.
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No estadio V13 as plantas passaram pelas condi¢gdes de 30 dias em 2uM, de
10 dias em 50 pM, e de 10 dias em 100 yM Mn em solugdo. Na parte superior da
Figura 61, em (A) foram apresentadas as folhas do genotipo DONMARIO 66i68 IPRO®
associadas a identificagdo da posig¢ao da folha no respectivo n6 da haste principal. Na
parte inferior da Figura 61, em (B), estéo dispostas as folhas do genétipo BMX FURIA
CE® seguindo a mesma metodologia.

Como mencionado anteriormente, no estadio V7 a concentragdo da solugéo
passou para 50 yM Mn, e no estadio V7 as plantas apresentavam um par de folha
unifoliada no n6 “v1” e mais seis folhas maduras nos nos “v2, v3, v4, v5, v6 e v7”’, e a
folha “v8” ainda imatura com bordos que n&o mais se tocavam e foliolos com formato
cilindrico. Desta forma, na Figura 61, a folha “v7” indica 0 momento de elevacdo na
disponibilidade de Mn em solucéo, e que a folha “v8” apresentava o status de “imatura”
no momento do estimulo da toxidez.

A Figura 62 apresenta uma planta de soja no estadio V1, na qual a folha “v2”
ainda com “status” de imatura, apresenta os bordos separados (ndo mais se tocam) e
limbo foliar em fase final de abertura com os foliolos perdendo o formato cilindrico. No
apice do caule encontra-se o meristema apical, e destacada pelo circulo vermelho a
futura folha “v3”, com “status” de imatura na qual os bordos ainda estdo em contato e
sensivel ao estimulo do encarquilhamento foliar por toxidez de Mn.

As folhas com identificacdo “v7” na Figura 61A ndo apresentaram alteragdes
morfoldgicas visuais, enquanto as folhas com identificagéo “v8”, que no momento da
elevagao na concentragdao de Mn para 50 yM ainda apresentavam o limbo foliar com
formato cilindrico desenvolveram sintomas de encarquilhamento foliar devido a
toxidez por Mn. Desta forma, o estimulo para a expressdo do encarquilhamento
(“crinkle leaf’) devido a toxidez por Mn em plantas de soja ocorre nas folhas presentes
na regiao meristematica em estadio de desenvolvimento inferior ao momento em que
os bordos ndo mais se tocam e em folhas com “status” de imatura com foliolos
apresentando limbo foliar com formato cilindrico.

Seguindo a cronologia apresentada na Figura 61A, as folhas identificadas com
“v9” do gendtipo DONMARIO 66i68 IPRO® também apresentaram alteragbes
morfologicas devido a alta disponibilidade de Mn. No estadio V10, a concentragao de
Mn em solucéo foi elevada para 100 yM Mn, neste momento os bordos da folha “v10”
nao mais se tocavam, e de forma semelhante a expressdo dos sintomas de

encarquilhamento na folha “v8”, as folhas com bordo ainda em contato (“v11” e “v12”)
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apresentaram o desenvolvimento do sintoma de encarquilhamento.

Figura 62 - Folhas da planta de soja n&o sensiveis ao
encarquilhamento foliar por toxidez de Mn com bordos abertos e limbo
foliar em fase final de abertura. E folhas com bordos ainda em contato,
localizadas no meristema apical, sensiveis ao encarquilhamento foliar

por toxidez de Mn.

A / “\ ' ' ”
\ D Folhas ndo
AT sensiveis ao

encarquilhamento
foliar por toxidez
de Mn

Folhas sensiveis ao
encarquilhamento foliar |
por toxidez de Mn

Fonte: O proprio autor.

Um fato observado foi a expressdo diferencial dos sintomas de
encarquilhamento por toxidez de Mn entre os gendtipos. Pela Figura 61B, até a
avaliagdo realizada no estadio V13 (50 DAE), o genétipo BMX FURIA CE® n&o havia
desenvolvido alteracbes morfologicas no limbo foliar, visualmente foi possivel
observar somente o desenvolvimento de clorose associado a manchas marrons.

Um detalhe na Figura 61A foram os sintomas de encarquilhamento mais leves
na folha com identificagao “v10”. No estadio V7 a folha diagndstico do gendtipo
DONMARIO 66i68 IPRO® apresentava um teor de 84,40 mg Mn kg' e a quantidade
de Mn(ll) apoplasto adsorvido as raizes foi de 10,04 mg Mn kg'. O sistema de
proteinas transportadoras estava dimensionado para absorcdo de Mn na rota
simplastica para uma solucdo com disponibilidade de 2 uM Mn.
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Pelo valor do Mn remanescente de 6,86 mg Mn kg™' no processo de extragéo
das formas de Mn(ll) foi possivel observar uma baixa quantidade de Mn armazenado
nas células das raizes, com transporte do Mn absorvido para parte aérea, e desta
maneira, com o vacuolo preenchido por outros elementos para garantir a homeostase
celular e potencial hidrico () da raiz necessario para absorgao de H20.

Com a elevagao na disponibilidade de Mn, de 2 para 50 uM, houve alta
absorcao e translocacao de Mn, pois 0 Mn remanescente aumentou de 6,86 para
122,08 mg Mn kg™, enquanto o incremento no teor da folha indice foi de 84,40 para
366,60 mg Mn kg™, e a adsorgédo das formas de Mn(ll) representadas pelo Mn(ll)
apoplasto foi de 10,04 para 2049,67 mg Mn kg™'. A adsorgdo das formas de Mn(ll) no
apoplasto foi empregada pelo gendétipo como mecanismo para tolerar a condigdo de
alta disponibilidade de Mn. Segundo Marschner (1995), em condigbes de alta
absorcao de determinado nutriente, ha o feedback entre parte area e raizes com
redimensionamento de transportadores envolvidos na rota simplastica de absorgao.

Desta forma, o estimulo para o desenvolvimento de sintomas na folha “v10” foi
menos intenso do que nas folhas “v8” e “v9”. Entretanto, com a adi¢do de 100 yM Mn
em solucao no estadio V10, quando os bordos da folha “v10” ndo mais se tocavam ,
novamente houve o descompasso entre dimensionamento de transportadores e
disponibilidade de Mn em solugcdo. De forma associada, a alta absorgdo ocorreu
devido aos efeitos interibnicos com transportadores de outros elementos motivado
pela baixa especificidade das proteinas transportadoras (Alejandro et al., 2020). Como
consequéncia, houve elevagao nos teores da folha diagnéstico de 366,60 para 915,00
mg Mn kg™' no estadio V13.

A partir do estadio V10 os sintomas de toxidez por Mn nas plantas de soja foram
mais acentuados pois os pontos de adsor¢do das formas de Mn(ll) ja estavam
parcialmente preenchidos, o Mn(ll) apoplasto aumentou somente de 2049,67 para
2546,16 mg Mn kg™!, o Mn remanescente aumentou em valor ( de 122,08 para 198,51
mg Mn kg'), entretanto o estoque no interior de organelas apresenta a limitagdo do
fator volume. Como consequéncia, o estimulo ao encarquilhamento foi mais intenso
nas folhas subsequentes a folha “v10”, com aumento de intensidade no gendtipo
DONMARIO 66i68 IPRO® e expressao de clorose e necrose no gendtipo BMX FURIA
CE®.

A percepgao de um nivel critico superior para expressdo dos sintomas de

encarquilhamento devido a toxidez por Mn no genétipo BMX FURIA CE® pode ser
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atribuido ao maior valor do Mn apoplasto apresentado pelo cultivar (4695,79 mg Mn
kg™), assim como pela maior habilidade de estocar o Mn(ll) no interior de organelas
celulares devido ao maior valor de Mn(ll) remanescente (388,38 mg Mn kg'), quando
comparado ao genétipo DONMARIO 66i68 IPRO®.

A Figura 63 apresenta a cronologia do desenvolvimento da toxidez por Mn em
folnas de plantas de soja no estadio V16 (70 DAE), apd6s as elevagbes na
concentracdo de Mn em solugao para 50 e 100 yM, e crescimento por 20 dias em
solucdo com auséncia de adicado de Mn na formulagado da solugao nutritiva. Na parte
superior em (A), as folhas do genétipo DONMARIO 66i68 IPRO®, e na parte inferior
em (B), as folhas do genétipo BMX FURIA CE®.

Figura 63 — Cronologia do desenvolvimento da toxidez por Mn em folhas soja para
os genétipos (A) DONMARIO 66i68 IPRO® na parte superior, e (B) BMX FURIA
CE® na parte inferior, ambos no estadio fenolégico V16 (70 DAE). As etiquetas

brancas (Vn) indicam o n6 vegetativo da localizagao da folha da respectiva folha.

Fonte: O proprio autor.

Diferente do apresentado na Figura 61, na Figura 63 foi possivel observar uma
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expressao mais acentuada da toxidez por Mn nas plantas de soja. Neste estadio (V16)
os sintomas de encarquilhamento foram mais acentuados e bem caracteristicos no
gendtipo DONMARIO 66i68 IPRO®, observados pelas folhas “v11”, “v12” e “v13” na
Figura 63A no lado direito. O genétipo BMX FURIA CE® também apresentou
encarquilhamento nas folhas “v11” e “v12”, conforme a Figura 63B, além de clorose
mais acentuada nas folhas subsequentes a folha “v10”.

A figura 64 apresenta plantas dos genotipos DONMARIO 66i68 IPRO® (em A,
lado esquerdo) e BMX FURIA CE® (em B, lado direito), no estadio V16 (70 DAE)
durante a condugao do experimento. Ambos os cultivares desenvolveram os sintomas
de encarquilhamento foliar devido a toxidez por Mn, entretanto a expressao do “crinkle
leaf” ocorreu em menores concentragbes de Mn em solugdo para o gendtipo
DONMARIO 66i68 IPRO®, ao passo que o desenvolvimento de clorose e areas
necréticas foram mais intensas no genétipo BMX FURIA CE®, quando a solugéo

apresentou maior disponibilidade de Mn.

Figura 64 — Sintomas foliares de toxidez por Mn em folhas nos gendtipos
DONMARIO 66i68 IPRO® (A) e BMX FURIA CE® (B), no estadio V16 (70 DAE), apds
as condi¢des de 50 e 100 yM Mn em solugao. Manchas cloréticas e necréticas entre
as nervuras caracteristicas do sintoma, associadas a alteragdes na morfologia foliar

com expressao do sintoma denominado encarquilhamento (“crinkle leaf”).

Vel B SRR r/
)3 ‘- _— 1/

Fonte: O proprio autor.
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A Figura 65 apresenta a cronologia da toxidez por Mn em folhas de plantas de
soja no estadio R6 (90 DAE). Em (A) na parte superior estdo as folhas do gendtipo
DONMARIO 66i68 IPRO®, e na parte inferior em (B), as folhas do gendtipo BMX
FURIA CE®. Neste estadio (R6), apds as concentragbes de 50 e 100 uM Mn em
solugdo, os gendtipos cresceram em solugdo com auséncia de adicdo de Mn na
formulacao por 40 dias. O estimulo a expressao dos sintomas visualizados na Figura
65 ocorreram inicialmente no estadio V7 aos 30 DAE, ou seja, com 60 dias de

antecedéncia.

Figura 65 — Cronologia do desenvolvimento da toxidez por Mn em folhas soja para
os gendtipos (A) DONMARIO 66i68 IPRO® na parte superior, e (B) BMX FURIA CE®
na parte inferior, ambos no estadio fenoldgico R6 (90 DAE). As etiquetas brancas

(Vn) indicam o n6 vegetativo da localizagao da folha da respectiva folha.

Fonte: O proprio autor.

No estadio R6 houve reducgéo nas formas de Mn(ll) adsorvidas as raizes, com
valor do Mn(ll) apoplasto médio entre os gendtipos de 1101,60 mg Mn kg'. Essa

redugdo ocorreu devido ao crescimento do sistema radicial e consequente efeito
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diluicdo sobre as formas de Mn(ll) adsorvidas. O valor do Mn remanescente para
ambos os gendtipos também apresentou redugao demonstrando o transporte de Mn
armazenado nas raizes para a parte aérea, proporcionando a manutencao nos teores
de Mn na folha diagndstico, conforme apresentado na Tabela 17.

A cronologia da toxidez por Mn em folhas da planta de soja permitiu visualizar
que o estimulo para expressdo das alteragbes morfolégicas que culminam na
producao dos sintomas de encarquilhamento atingem as folhas imaturas nas quais os
bordos ainda estdo em contato e os foliolos que apresentam o formato cilindrico, como
ilustrado na Figura 62. Entretanto o mecanismo pelos quais as alteragbes
morfolégicas ocorrem ainda permanecem sem respostas. Segundo Amorin e Salgado
(1995) o crescimento inadequado (hiperplasia e/ou hipertrofia) de células em um
tecido pode ocasionar zonas de deformacdo. O fototropismo € um exemplo do
crescimento desproporcional resultando no crescimento em diregao a fonte de energia
luminosa.

Além de efeitos negativos sobre o sistema radicial, a toxidez por Mn também
altera a composigdo da parede celular das folhas. Sharma e Uttam (2016)
empregaram plantulas de trigo cultivadas em solugao nutritiva com 4 DAE, com
periodo de permanéncia de quatro dias em solugédo contendo 0, 50, 100, 200, 500 e
1000 uM Mn. Segundo os autores houve incremento no teor de lignina até 200 uM Mn
em solucao.

De acordo com Yoon et al. (2015), a expressdo da maioria dos genes
vinculados a sintese de lignina é vinculada a especializagdo do tecido, ocorrendo
normalmente nas fragdes vasculares do caule e folhas. Entretanto, sob condi¢des de
estresse de ordem bidtica e/ou abidtica o padrao de expressao dos genes sofre
alteragdo, com incremento em genes de baixa expressao e lignificagdo precoce de
regides onde normalmente o polimero seria observado em estagios posteriores, como
no meristema apical do caule.

Eskandri e Shafinabi (2019) avaliaram o efeito da aplicacéo foliar de Mn na
supressdo de oidio (Podosphaera fulginea) em plantas de pepino. Além de
proporcionar 40% de reducdo na severidade da doenca, a aplicacédo foliar de Mn
aumentou o teor de lignina em 31%. As plantas no tratamento controle, onde foi
aplicado somente H20, apresentaram 35,5 mg Mn kg™', enquanto o tratamento com
Mn foliar apresentou um teor de 563 mg kg-'.

O aspecto oxidado das nervuras de 12 e 22 ordens nas folhas, destacada pelas
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setas brancas na Figura 60, pode representar um acumulo de Mn na forma oxidada
Horiguchi (1987), com presenca de Mn precipitado nesses locais (Horst, 1988). O
excesso de Mn nas nervuras pode proporcionar a lignificagdo precoce, com
consequente prejuizos na elongagéo celular, enquanto a regido entre as nervuras
apresenta um crescimento e desenvolvimento celular adequado. Se essa perda de
sincronia entre desenvolvimento das nervuras e crescimento do mesofilo foliar é
resultado da lignificagdo precoce das nervuras, e se essas alteragdes morfologicas
podem resultar na expressao dos sintomas do encarquilhamento foliar em plantas de
soja, sdo perguntas que necessitam de mais avaliagdes para serem respondidas.

A Figura 66 apresenta imagens de plantas do genétipo DONMARIO 66i68
IPRO® no estadio fenoldgico V16, onde é possivel visualizar folhas encarquilhadas
subsequentes a folha “v10” no lado esquerdo. E, no lado direito, folhas encarquilhadas

e sem alteragdes morfoldgicas presentes na mesma haste de crescimento.

Figura 66 — Sintomas foliares de toxidez por Mn em folhas no gendtipo DONMARIO
66i68 IPRO®, no estadio fenoldgico V16 (70 DAE), apds as condigdes de 50 e 100 uM
Mn em solugdo. Alteragdes na morfologia foliar com expressao do sintoma

denominado encarquilhamento (“crinkle leaf”).

Fonte: O proprio autor.

A dificuldade na elucidagdo dos mecanismos envolvidos no encarquilhamento

por toxidez de Mn em soja situava-se na lacuna de tempo entre o estimulo para o
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desenvolvimento dos sintomas de encarquilhamento e a expressao das alteragdes
morfoldgicas.

No ambiente solo-planta a quantidade de Mn na solucédo de solo é flutuante,
sendo alterada pelos fatores que influenciam as rotas quimicas ou biolégicas de
oxidacdo e reducdao do elemento. A constatacdo dos sintomas visuais de
encarquilhamento implica num estimulo passado, e se 0os niveis de Mn no solo
demonstrarem redugao posterior ao estimulo, podemos ter o desenvolvimento de
plantas com aspecto semelhante ao da Figura 66.

Uma planta de soja que passou por condi¢gdes de disponibilidade de Mn de tal
forma que houve o estimulo para o desenvolvimento do encarquilhamento foliar pode,
nos estadios posteriores, apresentar teor de Mn na folha diagnéstico abaixo do nivel
critico de toxidez. Essa dindmica flutuante dos teores de Mn na planta e no ambiente
solo dificultam o estabelecimento da participagcdo do Mn no encarquilhamento foliar
visualizado em plantas de soja em solos derivados do material de origem basalto.

As formas de Mn(ll) complexado e precipitado apresentam correlagdo com o
teor de Mn presente na folha diagndstico, além de permanecerem adsorvidas as
raizes das plantas de soja apds a redugao na disponibilidade de Mn em solugao,
sendo removidas somente pelo emprego de solugbes extratoras. Desta forma, a
metodologia de extracdo das formas de Mn(ll) apresentada no presente trabalho
permite a verificacdo da disponibilidade de Mn em excesso de forma retroativa, ou
seja, o historico de disponibilidade de Mn em excesso fica registrado nas raizes nas

formas de Mn(ll) complexado e precipitado.
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6 CONCLUSOES

O encarquilhamento foliar (“crinkle leaf”) também integra os sintomas visuais
proporcionados pela toxidez por Mn na planta de soja. Sua expressao é variavel entre
gendtipos, apresenta relagdo com o grau de maturidade da folha e 0 momento da
elevagdo na disponibilidade de Mn, ocorrendo nas folhas presentes na regido
meristematica em estadio de desenvolvimento inferior ao momento em que os bordos
nao mais se tocam e em foliolos com formato cilindrico.

Os teores de Mn nas raizes das plantas de soja acompanham as elevagdes na
disponibilidade do elemento em solugéo, entretanto, quando a disponibilidade de Mn
em solugao diminui, o Mn adsorvido as cargas negativas da CTCraiz do sistema radicial
permanece retido.

Em oscilagdes sequenciais e positivas na disponibilidade de Mn, a primeira
elevagao na concentragao de Mn em solugdao em solugao foi mais eficiente em gerar
incrementos nos teores de Mn nas raizes e parte aérea.

Tanto solugdes extratoras nas concentragdes empregadas quanto 0 processo
de extragdo demonstraram sensibilidade em representar o nivel de disponibilidade de
Mn as raizes.

O teor de Mn da folha diagndstico apresentou correlacao significativa com as
formas de Mn(ll) trocavel, complexado e precipitado adsorvidas no apoplasto do
sistema radicial das plantas de soja. Isso demostra que teores foliares acima do nivel
critico de toxidez estdo associados a adsor¢ao das formas de Mn(Il) no apoplasto do
sistema radicial

O historico de disponibilidade de Mn em excesso fica registrado nas raizes nas
formas de Mn(ll) complexado e precipitado. Desta forma, a metodologia de extragao
das formas de Mn(ll) permite a verificagdo da disponibilidade de Mn em excesso de
forma retroativa.

Para os nutrientes determinados na folha diagndstico, o incremento na
disponibilidade de Mn em solugao até 100 uM nao alterou o teor de Cu da folha recém
madura, entretanto para os nutrientes N, P, K, Ca, Mg, Fe e Zn houve efeito interidnico
de inibicdo com reducdo nos teores, ao passo que para o S houve efeito interidnico
de sinergismo aumentando o teor na folha diagndstico.

Na parte aérea das plantas de soja analisadas, o incremento na disponibilidade
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de Mn em solugdo ndo alterou o teor de K, entretanto, houve efeito interibnico de
inibicdo na absorgao dos nutrientes Ca, Mg, Cu, Fe e Zn, proporcionado menores
teores na parte aérea.

Nas raizes das plantas de soja analisadas, o incremento na disponibilidade de
Mn em solugéo nao alterou os teores de K, P e Fe. Para o S a maior disponibilidade
de Mn apresentou aumentou o teor de S nas raizes. Enquanto para Ca, Mg, Cu, e Zn
houve decréscimo nos teores desses elementos nas raizes.

No sistema radicial das plantas de soja, o incremento na disponibilidade de Mn
em solugao durante o ciclo de desenvolvimento das plantas proporcionou redu¢éo no
comprimento das raizes de baixa ordem, e aumento na densidade, enquanto as
variaveis volume e biomassa fresca e seca ndo sofreram reducgao.

A flutuagao na disponibilidade de Mn em solucdo nutritiva no sistema NFT
durante o ciclo de desenvolvimento das plantas de soja nao interferiu no acumulo de
biomassa da parte aérea para os gendtipos empregados.

O incremento na disponibilidade de Mn em solucdo nao proporcionou

diferengas entre os gendtipos de soja para as variaveis fisiolégicas analisadas.
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