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CEREZINI, Paula. Efeito da restricdo hidrica na fixacao biolégica de nitrogénio
em soja. 2013. 57 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

RESUMO

A fixacao biolégica de nitrogénio (FBN) é indispensavel para a viabilidade econémica
e ambiental da cultura da soja, mas estresses ambientais como a seca, prejudicam a
cultura e a FBN. Neste trabalho, avaliaram-se efeitos da restricdo hidrica em
parametros relacionados a FBN e desenvolvimento das plantas em gendtipos de
soja que apresentam FBN com diferentes niveis de tolerancia a seca. O experimento
foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial 5 x 2,
com 7 repeticbes. Empregaram-se os genétipos R01-581F, R01-416F, R02-1325,
com capacidade de manter a FBN sob restricdo hidrica, e os suscetiveis CD 215 e
BRS 317, em combinacdo com suprimento adequado de agua (70% da capacidade
de campo - CC), ou restricao hidrica (30% CC) entre 45 e 55 dias apdés a
emergéncia. Apenas 0 genodtipo RO01-581F ndo apresentou diminuicdo da
fotossintese sob restricdo hidrica, com médias de 15,07 e 17,31 umol CO; m?s™, na
condicdo de 30 e 70% CC, respectivamente. Além disso, apresentou maior taxa
transpiratéria (3,67 mmol H,O m™ s™) e concentracao intercelular de CO, (253 pmol
CO, mol?), em relacdo aos demais gendtipos, que variaram suas taxas
transpiratérias de 1,78 a 2,34 mmol H,O m? s, e a concentracéo intercelular de
CO, de 185 a 236 umol CO, mol™?, quando submetidos & restricdo hidrica. Todos os
gendtipos apresentaram reducdo no teor de clorofila a 30% CC, com variacao entre
18,46 e 21,34 pg cm™, porém, menos intensa nos gendtipos tolerantes RO1-581F
(de 22,03 para 20,96 pg cm™?) e R02-1325 (de 22,43 para 21,34 pg cm™). A excecdo
do gendtipo RO1-416F, todos apresentaram reducdo da massa de nédulos secos a
30% CC, sendo que, nessa mesma condi¢do, todos tiveram diminuicdo do nimero
de nodulos, de 329 para 243. A massa da parte aérea (PA) seca diminuiu (de 28,3
para 22,7 g), enquanto a massa de raizes secas aumentou (de 7,32 para 8,24 g) sob
estresse hidrico. Os maiores teores de macro e micronutrientes na PA foram
observados nos genoétipos R01-581F, R01-416F e R02-1325, independente da
condicdo hidrica, sendo que o genétipo R01-581F apresentou o maior teor de N, sob
restricdo hidrica, com 32,0 e 33,5 g kg® na condicdo de 30 e 70% CC,
respectivamente. Na condicdo de 30% CC, o genoétipo R01-416F aumentou a
concentracdo de aclcares sollveis totais (AST) na PA (de 118 para 168 mg g); os
genotipos RO1-581F e R02-1325 nao foram afetados, enquanto CD 215 e BRS 317
tiveram reducdo, de 171,9 para 121,9 mg g* e de 157,1 para 108,5 mg g*,
respectivamente. Todos 0s genotipos tiveram aumento de AST nos nédulos quando
submetidos & restricdo hidrica (de 108 para 233 mg kg™), assim como o teor de
ureidos nas folhas (de 4,05 para 5,54 umol g*), peciolos (de 6,05 para 8,70 pmol g
!y e nédulos (de 8,83 para 22,05 pmol g*) também aumentaram. A restricdo hidrica
afetou a maioria das variaveis analisadas, sendo que os genotipos considerados
tolerantes demonstraram melhor desempenho nessa condicdo em relagdo aos
genotipos suscetiveis, sugerindo maior protecdo da FBN e melhor ajuste fisiologico
sob seca.

Palavras-chave: Ureidos. Seca. Agucares solUveis totais. Tolerancia. Genaotipos.



CEREZINI, Paula. Effect of water deficit on nitrogen fixation in soybean. 2013.
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Londrina, 2013.

ABSTRACT

The biological nitrogen fixation (BNF) is critical to the economical and environmental
viability of the soybean crop. Nevertheless, several environmental stresses such as
drought may impair the crop performance and the BNF. The aim of this work was to
evaluate effects of water restriction on parameters related to the BNF and plant
performance in soybean genotypes that show BNF with different levels of tolerance
to drought. The experimental design was entirely randomized in 5 x 2 factorial, with
seven replicates. The genotypes were the bred lines R01-581F, R01-416F and R0O2-
1325, that are able to keep the BNF under drought, and the susceptible genotypes
CD 215 and BRS 317, submitted to adequate water supply (70% of field capacity -
FC) or to water restriction (30% of FC) between 45 and 55 days after emergence.
Only the genotype R01-581F showed no decrease in photosynthesis under water
restriction, averaging between 15.07 and 17.31 umol CO, m? s, at 30 and 70% FC,
respectively. In addition, this genotype showed higher transpiration rate (3.67 mmol
H,O m? s™) and intercellular CO, concentration (253 pmol CO, mol™) in comparison
to other genotypes, with transpiration rates ranging from 1.78 to 2.34 mmol H,O m™
s, and intercellular CO, concentration from 185 to 236 pmol CO, mol™, when
subjected to water restriction. All genotypes had reduced chlorophyll content at 30%
FC, ranging between 18.46 and 21.34 mg cm™, which was less intense in tolerant
genotypes R0O1-581F (from 22.03 to 20.96 mg cm™) and R02-1325 (from 22.43 to
21.34 mg cm?). Except for R01-416F, all genotypes had reduced dry mass of
nodules at 30% FC; under this same condition, all genotypes showed a decrease in
the number of nodules, from 329 to 243 nodules. Shoot dry weight decreased (from
28.3 to 22.7 g), and root dry weight increased (from 7.32 to 8.24 g) in all genotypes
under water stress. The highest levels of macro and micronutrients in shoots were
found in the genotypes R01-581F, R01-416F e R02-1325, irrespectively of the
moisture condition. R01-581F had the highest N content in shoot under water
restriction, with average N content of 32.0 and 33.53 g kg™ at 30 and 70% FC,
respectively. At 30% FC, R01-416F increased the concentration of total soluble
sugars (TSS) in shoot (from 118 to 168 mg g™); R01-581F and R02-1325 were not
affected, while CD 215 and BRS 317 had reduced levels of TSS in shoot, from 171.9
to 121.9 mg g* and 157.1 to 108.5 mg g, respectively. All genotypes showed
increased levels of TSS in nodules when subjected to water restriction (108 to 233
mg kg™); the content of ureides in leaves (from 4.05 to 5.54 pmol g*), petioles (from
6.05 to 8.70 pmol g*) and nodules (from 22.05 to 8.83 umol g™) also increased for
most of genotypes. Water restriction generally affected negatively most of the
assessed variables, but the tolerant genotypes showed better performance under
water restriction, suggesting protection of the BNF and physiological adjustment
under water deficit.

Keywords: Ureides. Drought. Total soluble sugars. Tolerance. Genotypes.
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1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max L. Merrill) € considerada uma das culturas de
maior relevancia econémica no cenario agricola mundial, sendo o Brasil o segundo
maior produtor e maior exportador de graos dessa oleaginosa, com perspectivas de
se tornar lider de produg/ao mundial dessa leguminosa na safra 2012/2013. Na safra
2011/2012 o Brasil produziu 66,4 milhdes e exportou 36,7 milhdes de toneladas de
graos (CONAB, 2012), o que gera beneficios para a economia do pais, pois o
complexo soja (gréo, farelo e 6leo) é empregado em diversos setores, desde a
industria quimica, até a alimenticia.

Devido ao alto teor de proteinas em seus grdos — aproximadamente
40%, a cultura da soja tem elevada demanda por nitrogénio (N) para seu
desenvolvimento. Em média, sdo exigidos 80 kg de N para produzir 1000 kg de
graos, que podem ser fornecidos eficientemente pelo processo de fixagdo biolégica
de nitrogénio (FBN) (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007). Esse processo é
indispensavel para a viabilidade econémica da cultura e ocorre gracas as bactérias
do género Bradyrhizobium, que sdo capazes de fixar nitrogénio atmosférico (N>)
quando em simbiose com leguminosas, fornecendo todo N requerido pela planta,
substituindo o uso de fertilizantes quimicos nitrogenados e trazendo beneficios
econdmicos e ambientais.

Entretanto, varios fatores podem ser limitantes a produtividade da
cultura da soja, como os decorrentes de mudancas climéticas. Segundo relatério do
IPCC (2007) ocorrera agravamento de periodos de seca para 0s prOXimos anos,
pois ha previsdo de reducdo das chuvas em areas normalmente chuvosas. A
ocorréncia de veranicos em fases criticas do desenvolvimento da soja € um dos
principais fatores responsaveis por grandes perdas na lavoura, uma vez que a
restricdo hidrica ndo s6 compromete a planta fisiologicamente, mas também pode
causar prejuizos indiretos, com efeitos negativos ao processo de FBN. Dessa forma,
o suprimento de N a cultura é diretamente afetado, podendo causar limitacbes a
produtividade e, consequentemente, prejuizos econémicos.

A FBN em soja é especialmente vulneravel a restricdo hidrica,
entretanto, 0s mecanismos que estado envolvidos na reducao da eficiéncia da fixacao
de N, ainda ndo sdo bem compreendidos. Entretanto, alguns estudos apontam a

limitacdo na difus@o de oxigénio para o nédulo, a escassez de substratos de carbono
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ao bacteroide e a regulacdo pelo metabolismo do nitrogénio, com acumulo de
compostos nitrogenados nas folhas e nodulos, como provaveis mecanismos
envolvidos na inibicdo da atividade da nitrogenase. Deficiéncias hidricas mais
severas podem inibir irreversivelmente a FBN; contudo, estudos sugerem que
existam variagcdes genotipicas entre cultivares de soja quanto a capacidade de
manter o processo simbidtico, como também seus processos fisiolégicos, em
condic¢des de restrigdo hidrica.

Os gendtipos R01-581F e R01-416F, provenientes do cruzamento
entre Jackson (FBN tolerante a seca) e KS4895 (caracteristica de altos
rendimentos), foram selecionados por manter altas produtividades em condicfes de
seca (CHEN et al., 2007). Além disso, esses genoétipos demonstraram maior
acumulo de N na parte aérea e alta atividade da nitrogenase em condi¢cdes de
restricdo hidrica, sugerindo a manutencdo da FBN nessa condicdo. Entretanto, ha
necessidade de estudos mais aprofundados quanto a fisiologia, nutricdo e ao
metabolismo do C e N nos gendtipos R01-581F e R01-416F sob restricdo hidrica, a
fim de confirmar a caracteristica de FBN tolerante a seca atribuida a esses
genotipos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar alguns mecanismos envolvidos
na auto-regulacdo da FBN em condi¢des de restricdo hidrica em gendtipos de soja

que apresentam FBN com diferentes niveis de tolerancia a seca.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUCAO E IMPORTANCIA ECONOMICA DA CULTURA DA SOJA

A soja (Glycine max L. Merrill) € uma das mais importantes culturas
na economia mundial e € a que mais tem crescido nos ultimos anos. Dall’Agnol et al.
(2007) mencionam que, de 1970 a 2007, o aumento da producdo mundial dessa
leguminosa foi de 763%. Atribui-se isso, entre outros fatores, a grande aplicabilidade
da matéria-prima da soja, que possui elevado teor de proteina em seus gréos —
cerca de 40%, e consideravel teor de Oleo — aproximadamente 20%, sendo
empregados na agroindustria, industria quimica e alimenticia (HARTMAN; WEST,;
HERMAN, 2011), além de participar como matéria-prima alternativa na producao de
biocombustivel (DALL’AGNOL et al., 2007).

A soja é uma dicotiledonea herbacea, pertencente a familia
Fabaceae, com relatos do seu aparecimento ha mais de cinco mil anos, na regiao
leste da Asia (ALIYEV; MIRZOYEYV, 2010). Sua domesticacdo ocorreu por volta do
século Xl a.C. e, durante muito tempo, seu cultivo permaneceu restrito apenas aos
paises orientais, como China, Coreia e Japao, e tinha baixo valor econdémico
(DALL"AGNOL et al., 2007). O cultivo da soja s6 foi reconhecido no final do século
XIX e, a partir de entdo, passou a ser difundido nos demais continentes (ALIYEV;,
MIRZOYEV, 2010).

No Brasil, os estudos com soja iniciaram em 1882, na Escola de
Agronomia da Bahia, com germoplasma trazido dos EUA, que ndo era adaptado a
baixa latitude da regido. Em 1891 novos genotipos foram testados em Campinas-SP,
apresentando melhores resultados de producdo (DALL'AGNOL et al., 2007). No
entanto, foi no Estado do Rio Grande do Sul que ocorreu a primeira producao
significativa de soja em escala comercial, na década de 40, por ser a melhor
alternativa no verao para a sucessao com o trigo (ALVES; BODDEY; URQUIAGA,
2003). Contudo, o agronegdcio da soja teve expansédo a partir de 1960, com ganho
de competitividade (DALL"AGNOL et al., 2007), elevando o pais a condicdo de um
dos maiores produtores e exportadores mundiais, com notavel crescimento até os
dias atuais.

Esse sucesso do agronegdcio brasileiro de soja se deve tanto aos

investimentos em pesquisa para o desenvolvimento de cultivares adaptadas ao solo
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e as condi¢bes climaticas (ALVES; BODDEY; URQUIAGA, 2003), quanto a
capacidade da planta em realizar simbiose com bactérias do género Bradyrhizobium,
que tém capacidade de fixar o N, atmosférico e disponibiliza-lo para a cultura,
tornando-a independente do uso de fertilizantes quimicos nitrogenados (FAGAN et
al., 2007; HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007).

No cenério atual da agricultura, a soja é a oleaginosa mais cultivada
no mundo, com produgcdo de 236,38 milhdes de toneladas na safra 2011/2012
(USDA, 2012), sendo que o Brasil ocupa lugar de destaque no ranking dos maiores
produtores do grdo. Segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB, 2012), na safra 2011/2012 o Brasil aumentou 3,4% (822,1 mil hectares) a
area plantada, passando de 24,18 milhdes para 25,0 milhdes de hectares, com
producao de 66,4 milhdes de toneladas de gréos, o equivalente a 28% da producao
mundial, mantendo-se como segundo maior produtor, superado apenas pelos
Estados Unidos, que produziu, naquela safra, 83,17 milhdes de toneladas (USDA,
2012).

Embora cultivada em todas as regides do Brasil, o plantio de soja
concentra-se principalmente nas regides Centro-Oeste e Sul do pais (CONAB,
2012), sendo o Estado do Mato Grosso o maior produtor, com 21,78 milhGes de
toneladas e o Estado do Parana o segundo maior produtor, com 10,94 milhdes de
toneladas de gréos, na safra 2011/2012. Nesta mesma safra, o Brasil atingiu a
marca de maior exportador mundial de soja, com 36,7 milhdes de toneladas de
graos (USDA, 2012). Segundo Hartman, West e Herman (2011), os paises sul-
americanos tém mostrado um crescimento muito rapido no cultivo de soja e se essa
expansdo continuar, o Brasil podera ultrapassar os EUA como lider de producéo
mundial dessa cultura.

Com expectativa de crescimento da populacdo mundial, dos 6,3
bilhGes atuais, para 8 bilhdes de habitantes em 2030, as altas taxas de crescimento
da producdo de soja devem se manter, afim de atender uma maior demanda por
alimentos (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007; HARTMAN; WEST; HERMAN,
2011). Com isso, sao fundamentais, para a sustentabilidade dos sistemas de
producéo, inovagdes tecnoldgicas constantes, que possam manter a produtividade
da soja economicamente viavel. A utilizagdo de recursos genéticos pode fornecer

solucbes necessarias para amenizar ou combater a continua pressao de fatores
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adversos a producdo, como a disponibilidade de nutrientes e a ocorréncia de
veranicos (SADOK; SINCLAIR, 2011).

2.2  IMPORTANCIA DA FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO PARA A SOJA

Com excecdo da agua, o N é considerado o componente que mais
frequentemente limita o crescimento e desenvolvimento de plantas no seu ambiente
natural (FRANCO; DOBEREINER, 1994). Esse elemento é um constituinte essencial
das células vegetais a nivel estrutural, genético e metabdlico, estando envolvido nos
processos de crescimento e desenvolvimento das plantas, com influéncia direta no
rendimento das culturas (CHRISTOPHE et al., 2011). Apesar de o N ser 0 elemento
mais abundante na atmosfera terrestre, as plantas e outros organismos eucariontes
sao incapazes de metaboliza-lo. Isto ocorre porque o N atmosférico esta na forma de
N2, que possui alta estabilidade, devido a tripla ligacdo covalente que existe entre 0s
atomos de N, uma das mais fortes que se tem conhecimento na natureza (FAGAN et
al., 2007).

As principais fontes de N assimilaveis para as culturas, segundo o
ciclo do nitrogénio, sdo: o solo, a fixacdo nao-bioldgica, os fertilizantes nitrogenados
e a FBN (FAGAN et al., 2007; HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007). No solo, o N
proveniente da decomposicdo da matéria organica é limitado, com esgotamento
rapido apoOs alguns cultivos, considerado como uma fonte insustentavel de
suprimento do nutriente. Da mesma forma, a fixacdo nédo-biologica, resultante de
descargas elétricas, combustdo e vulcanismo, contribui apenas com pequenas
guantidades de N anualmente (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007).

Os fertilizantes nitrogenados representam uma forma de assimilagao
mais rapida para as plantas, mas a alto custo, pois 0 processo quimico que
transforma N, em amonia — forma assimilavel — requer altas temperaturas e pressao,
com uso de energia de fontes ndo renovaveis, como o petroleo. Calcula-se que
sejam gastos seis barris de petréleo a cada tonelada de amobnia produzida
(HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007). Além disso, os fertilizantes nitrogenados sao
de baixa eficiéncia, com aproveitamento aproximado de apenas 50% do N aplicado.
Com isso, aliado a alta demanda de N para o cultivo da soja, o suprimento de N via
fertilizante quimico tornaria esta cultura invidvel economicamente para o Brasil
(HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007). Além do mais, o uso indiscriminado de
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fertilizantes quimicos causa riscos ambientais, como a lixiviagdo do nitrato, por
exemplo, que pode contaminar lencais freaticos, rios e reservatorios, podendo atingir
niveis téxicos a vida aquatica, aos animais e ao homem (HUNGRIA; CAMPO;
MENDES, 2007). O processo de desnitrificacdo, realizado por bactérias do solo,
também pode ocorrer e acarretar perda do N aplicado via fertilizante. Esse processo
transforma o nitrato (NOj3) proveniente do fertilizante nitrogenado em formas
gasosas, como NO (6xido nitrico) e N,O (6xido nitroso), gases que apresentam vida
longa na atmosfera e tém grande potencial de aquecimento global (PAG), da ordem
de 300 vezes mais que o PAG do CO,, prejudicando o meio ambiente e contribuindo
para as mudancas climaticas globais (CARMO et al., 2005; MENDES et al., 2010).

A capacidade das leguminosas em formar simbiose com bactérias
que realizam a FBN é uma grande vantagem evolutiva, visto que o crescimento de
plantas leguminosas, como a soja, néo € limitado pela disponibilidade de N no solo
(SINCLAIR; VADEZ, 2012). A FBN consiste na transformacdo do N atmosférico em
amonia, por meio de microrganismos procariotos, denominados diazotroficos, que
podem fornecer todo nitrogénio que a planta necessita, desde que respeitados 0s
procedimentos para uma boa nodulagcéo. Em troca, a planta fornece fotoassimilados,
essenciais para a manutencdo do metabolismo bacteriano e para manter alta
atividade da FBN (FAGAN et al., 2007; HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007). O
processo de FBN ocorre em temperatura e pressdo ambientes, resultando em uma
fonte de N com baixo custo econdmico, altos rendimentos a cultura e impacto
ambiental reduzido (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007). Sendo assim, 0 processo
de FBN torna-se indispensavel para a sustentabilidade da agricultura brasileira. A
recomendacgdo atual para o cultivo de soja no Brasil é a utilizagdo do inoculante
microbiano sem a adicao de fertilizante nitrogenado, pois estima-se que quase 100%
do nitrogénio requerido pela cultura possa ser disponibilizado por meio da FBN
(HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007). A economia para 0 pais, com a nhao
utilizacao dos fertilizantes nitrogenados e aplicacdo dessa tecnologia na producao
de soja, estd em torno de US$ 9 bilhdes anualmente (MENDES et al., 2010).

2.3 PROCESSO DE FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

Depois da fotossintese, a FBN é considerada o mais importante

processo biologico do planeta (MENDES et al., 2010), sendo fundamental para o
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estabelecimento da vida na Terra. A FBN envolve uma série de etapas que se
iniciam com a atracdo da bactéria a planta e culminam na fixacdo do N, atmosférico.
Sao processos complexos, em que a infeccdo e colonizacdo das raizes
caracterizam-se como um evento dindmico, com mudancas fisiolégicas, bioquimicas
e morfoldgicas, tanto na célula hospedeira, quanto na bactéria (FAGAN et al., 2007).

A ocorréncia da simbiose entre as leguminosas e 0s rizobios ndo é
obrigatéria, no entanto, sob condi¢cdes de limitacdo de N no solo, os simbiontes
procuram uns aos outros, por meio de trocas de sinais moleculares, tendo como
resultado a formacdo de um novo 6rgdo na raiz da planta, o nédulo (TAIZ; ZEIGER,
2009). No nédulo, a bactéria é diferenciada em bacteroide e passa a sintetizar
diversas enzimas, como o complexo enzimatico nitrogenase, e proteinas, como a
leghemoglobina (FAGAN et al., 2007).

O complexo nitrogenase é formado por duas unidades proteicas, a
Ferro-proteina (Fe-proteina) e a Molibdénio-Ferro-proteina (MoFe-proteina), que sao
capazes, juntamente com a ferridoxina, de transportar elétrons, os quais sdo
necessarios para reducdo do N, a NHs (FAGAN et al.,, 2007). A nitrogenase é
extremamente sensivel a exposicdo ao oxigénio (O,), até mesmo em baixas
concentracdes, sendo irreversivelmente inativada por esse gas. Assim, a funcao da
leghemoglobina é a de regular o transporte de O, para as células fixadoras de N,
nos ndédulos, de modo que a concentracdo de O, seja mantida em um nivel ndo
deletério a nitrogenase, mas que permita altas taxas de FBN. Os ndédulos, quando
ativos, apresentam coloracdo rosacea intensa em seu interior, indicando a atividade
da leghemoglobina (FAGAN et al. 2007; HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007,
SINCLAIR; VADEZ, 2012).

No processo de FBN, o N atmosférico € reduzido a aménia (NHs),
gque em contato com o substrato aquoso do citoplasma dos bacteroides €
transformada em aménio (NH4"), sendo este liberado por difusdo para o citosol da
célula infectada. O acumulo de NH;" é toxico ao bacteroide e as células, por isso
este deve ser convertido em formas organicas, como ureidos, aminoacidos e
amidas, para posterior translocacao e incorporacdo ao metabolismo nitrogenado das
plantas. As reacOes de assimilagdo sdo intermediadas, principalmente, pelas
enzimas glutamina sintetase (GS) e glutamato sintase (GOGAT), sendo que a

atividade destas enzimas é um dos parametros que indicam a eficiéncia na



18

assimilacdo da aménia e, consequentemente, da FBN (FAGAN et al., 2007;
ALCANTARA; REIS, 2008; CHRISTOPHE et al., 2011).

Em geral, leguminosas de clima temperado transportam N na forma
de amidas, mas no caso da soja, 90% do N sao transportados na forma de ureidos
(KING; PURCELL, 2005; SINCLAIR et al., 2007; CHRISTOPHE et al.,, 2011;
DURAN; TODD, 2012). As principais formas de ureidos presentes nas plantas sdo a
alantoina, sintetizada nos peroxissomos a partir do &cido Urico e, o &cido alantdico,
sintetizado no reticulo endoplasmaético a partir da alantoina (KING; PURCELL, 2005;
TAIZ; ZEIGER, 2009). Esses compostos nitrogenados séo translocados, via xilema,
dos nodulos até a parte aérea, onde sao rapidamente metabolizados (KING;
PURCELL, 2005). Dessa forma, a FBN atende a demanda de N das culturas, pois
proporciona aumento significativo no acimulo do N total nas plantas e maiores
concentracdes de N nas sementes, quando comparado as plantas sob suprimento
de N via fertilizante quimico (KASCHUK et al., 2010).

Os beneficios gerados pelo microssimbionte, pela disponibilizacdo
do N as plantas, sdo acompanhados de um custo energético muito alto, visto que 0s
nodulos precisam assimilar carbono como fonte de energia aos microsimbiontes,
para fornecer esqueletos de carbono a assimilacdo do aménio produzido, para o
crescimento e para biossintese de amido (SCHUBERT, 2002). Os custos de C da
FBN sdao compensados pelas maiores taxas fotossintéticas, que podem aumentar
em até 28% devido a simbiose (KASCHUK et al., 2009).

A fotossintese é comandada de acordo com a demanda nutricional
da planta e incrementos nas taxas fotossintéticas ocorrem por causa do forte dreno
da simbiose por fotoassimilados (KASCHUK et al., 2009). Além disso, como o N é
essencial a sintese da Rubisco, principal enzima envolvida na fixacdo do CO, e na
sintese de clorofilas, a FBN, ao aumentar a concentracdo de N foliar, aumenta
também a eficiéncia fotossintética (KASCHUK et al., 2010). Com o estimulo da
fotossintese pela simbiose, o periodo potencial para o crescimento da planta e para
o enchimento dos graos pode aumentar, adiando a degradacéo de proteinas foliares
e da clorofila, com retardamento da senescéncia da planta, o que pode resultar em
maiores rendimentos (ONO et al., 2001; KASCHUK et al., 2010).

O principal produto da fotossintese, transportado da parte aérea até
os nodulos, é a sacarose (ALCANTARA; REIS, 2008; ARRESE-IGOR et al., 2011).

Nos nodulos, a sacarose € hidrolisada pela enzima sacarose sintase (SS), sendo a
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atividade dessa enzima essencial ao metabolismo do C nos noédulos. Depois da
hidrélise da sacarose, o bacteroide recebe substrato de C na forma de &acidos
dicarboxilicos, particularmente malato ou succinato (LODWIG; PEOPLE, 2003;
ALCANTARA; REIS, 2008), os quais servem de fonte de energia ao metabolismo do
microssimbionte. A FBN é extremamente dependente da formacdo de
fotoassimilados, sendo que a taxa de FBN € proporcional a taxa fotossintética das
plantas. Portanto, a integracdo do metabolismo do N e C nos ndédulos desempenha
um papel chave na eficacia da simbiose (ALCANTARA; REIS, 2008). Porém, como a
maioria dos processos fisiologicos das plantas, a FBN pode sofrer interferéncias
guando submetida a condi¢cdes adversas, sendo os fatores ambientais, tais como
disponibilidade hidrica, temperatura e salinidade, agentes determinantes para o
sucesso da relagdo simbidtica (FAGAN et al., 2007; CHRISTOPHE et al., 2011).

2.4  MUDANCAS CLIMATICAS E PREJUIZOS A PRODUCAO DE SOJA

Nos ultimos anos, alteragcfes no clima tém sido observadas em todo
o mundo. Isso inclui incrementos na temperatura e diminuicdo das geleiras do Artico,
irregularidade da precipitacdo pluvial, alteracdo da salinidade dos oceanos, dos
padrbes de vento e aspectos de clima extremo, como secas, fortes precipitacoes,
ondas de calor e intensidade de ciclones tropicais, levando a alteragdes no
equilibrio energético do sistema climatico (IPCC, 2007).

O efeito estufa € um fendmeno natural que ocorre na atmosfera e
possibilita as condicbes térmicas necessarias para a vida na Terra. Os principais
gases de efeito estufa (GEE) séo: diéxido de carbono (CO,), metano (CH,4), ozénio
(O3) e o6xido nitroso (N2O) (IPCC, 1995). Esses gases, em conjunto com o vapor
d’agua, absorvem parte dos raios infravermelhos refletidos pela superficie terrestre,
impedindo que essa energia passe diretamente para o espaco. Essa interacéo
permite que a temperatura média da atmosfera seja favoravel a vida, pois caso nao
houvesse esses gases na atmosfera, a temperatura média da Terra seria
aproximadamente 30°C menor, o que inviabilizaria as atuais formas de vida (CERRI
et al., 2007).

As atividades antrOpicas, como o0 crescente consumo de
combustiveis fésseis, a derrubada e queima de florestas, a agricultura e pecuaria e

0S processos de industrializacdo tém contribuido para o aumento excessivo dos



20

GEE na atmosfera. Esse acumulo continuo de GEE acarreta maior retencédo de
radiacdo infravermelha emitida pela Terra, com consequente aumento da
temperatura do ar e decorrentes eventos extremos (IPCC, 2007). Nas ultimas
décadas, as mudancas climaticas globais tém despertado preocupacdes da
comunidade cientifica (IPCC, 2011; WANG et al., 2012). A problematica destas
alteracbes levou a OMM (Organizacdo Meteorologica Mundial) e a PNUMA
(Programa das Nag¢Oes Unidas para o Meio Ambiente) a criarem o IPCC (Painel
Intergovernamental sobre Mudancas Climéticas) em 1988, o qual é considerado
como o6rgao consultor de todas as nacdes para avaliar as questdes relacionadas as
mudancas no clima (IPCC, 2007).

De acordo com o IPCC (2011), as concentracbes de CO; na
atmosfera cresceram significativamente desde a época pré-industrial, que eram em
torno de 280 ppm para 390 ppm no final de 2010. As emissdes dos GEE, de um
modo geral, cresceram mais de 70% entre 1970 a 2010. Aliado a este fato, houve
um aumento na temperatura meédia global, entre 1850-1899 a 2001-2005, de 0,76°C,
com proje¢cOes de aumento da temperatura média do planeta em 1,1°C a 6,4°C no
proximo século (IPCC, 2007; IPCC, 2011).

A fim de amenizar os impactos negativos ao ambiente, varias
iniciativas a favor da sustentabilidade no uso dos recursos naturais estdo sendo
implementadas, como o Acordo de Cancun, realizado na Conferéncia das Nacdes
Unidas sobre Mudancas Climaticas (UNFCCC), em 2010, que pretende limitar o
aumento da temperatura média global para 2,0°C. Para isso, a concentracdo dos
GEE terd que se estabilizar entre 450-490 ppm até 2050, 0 que representa uma
diminuigdo de 50 a 85% do nivel de emissdo de CO, geradas no ano de 2000, com
inicio de reducdo das emissbes até 2015 (IPCC, 2011). Mesmo com essas
iniciativas, as oscilacdes climaticas sdo inevitaveis, sendo que tais mudancas tém
trazido efeitos negativos ao ambiente, com consequéncias a agricultura (IPCC,
2007).

A relacdo entre agricultura e o clima é bastante complexa, pois
fatores ambientais afetam tanto o crescimento e desenvolvimento das plantas, como
também todas as etapas do cultivo, incluindo o preparo do solo, data da semeadura,
colheita, transporte e armazenagem do produto. Segundo o IPCC (2007), dentre os
cenarios de mudancas climaticas, € prevista a reducdo das chuvas em areas

subtropicais em até 20%, com agravamento das secas. De fato, nos ultimos anos
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tem ocorrido maior irregularidade das chuvas, com seguidos prejuizos para a
agricultura. A ocorréncia de periodos secos durante o ciclo das culturas é
denominada veranicos, fator constante de perdas de safra.

Como todas as praticas agricolas, o cultivo da soja sofre influéncia
de diversos fatores e, entre eles, a seca € um dos principais agentes de reducéo na
produtividade do grdo (EMBRAPA, 2010). A restricdo hidrica afeta desde sua
germinacao e floracdo, até o enchimento e desenvolvimento dos gréos e qualidade
das sementes (MANAVALAN et al., 2009). No Brasil, foi observado, na ultima safra
de soja (2011/2012), efeito negativo das condi¢des climaticas, sendo que a estiagem
prolongada, causada pelo aquecimento global, juntamente com o fenbmeno “La
Nifa”, acarretaram diminuicdo na producéo da oleaginosa em 11,8% (representando
8,93 milhdes de toneladas de graos a menos), em relacdo a producdo da safra
anterior (2010/2011), a qual atingiu 75,32 milhdes de toneladas de gréos de soja
(CONAB, 2012).

Segundo relatério do Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (USDA, 2012), na safra 2012/2013 os norte-americanos sofreram os efeitos
da pior seca em mais de meio século. Em decorréncia da estiagem no pais, a
producdo de soja caiu de 83,17, na safra 2011/2012, para 80,66 milhdes de
toneladas de graos, segundo a ultima projecdo da USDA (2012). As expectativas
para a safra brasileira de soja 2012/2013 s&o elevadas e, segundo a Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB, 2012) a producdo pode chegar a 81,44
milhdes de toneladas de grdos de soja, com um crescimento de 8,8% da area
plantada em relagdo a safra anterior. Se confirmada a previsdo, o Brasil tem chance
de superar os EUA como maior produtor mundial de soja, com safra recorde.

No entanto, a safra brasileira esta vulneravel aos efeitos das
condicOes climaticas ao longo do periodo de desenvolvimento, pois a ocorréncia de
veranicos e perdas agricolas devera estar presente com maior frequéncia no futuro
em funcdo das mudancas climaticas globais previstas em diversos meios
académicos (NOGUEIRA, 2012). A agua atua em quase todos o0s processos da
planta, e constitui, aproximadamente, 90% da sua massa. O déficit hidrico pode ser
definido como todo o conteudo de agua de um tecido ou célula que esta abaixo do
nivel exibido no estado de hidratacdo (TAIZ; ZEIGER, 2009), sendo que a resposta
das culturas frente ao estresse hidrico € considerada uma sindrome, ou seja, um

grupo de respostas simultaneas (LAWLOR, 2002).
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A necessidade total da cultura da soja por agua varia de 450 mm a
800 mm por ciclo. A semente de soja necessita absorver, no minimo, 50% de sua
massa em agua para assegurar boa germinacdo. Nessa fase, o conteudo de agua
no solo ndo deve exceder a 85% do total maximo de agua disponivel e nem ser
inferior a 50%. A necessidade de agua na cultura da soja vai aumentando com o
desenvolvimento da planta, atingindo o maximo durante a floragcdo/enchimento de
graos (7 a 8 mm/dia), decrescendo apdés esse periodo (EMBRAPA, 2010). Em
trabalhos realizados em Londrina-PR, ao longo de 15 safras, avaliando-se diversas
cultivares de soja sob diferentes condi¢cdes de disponibilidade hidrica, e verificou-se
gue os maiores rendimentos de graos foram obtidos com 650 a 700 mm de agua,
bem distribuidos ao longo do ciclo (FARIAS; NEPOMUCENO; NEUMAIER, 2007).

A deficiéncia hidrica influencia muitos processos fisioldgicos
indiretamente. Plantas sob estresse hidrico tém afetados o fechamento estomatico,
a transpiracdo, a fotossintese, a biomassa total, as atividades enzimaticas, o
metabolismo do nitrogénio, entre outros processos (FARIAS; NEPOMUCENO;
NEUMAIER, 2007; CHRISTOPHE et al., 201; SINCLAIR et al., 2007). Entretanto, ao
longo da evolugcdo, as plantas desenvolveram mecanismos com 0s quais tém
sobrevivido a condicBes adversas, como a seca. Em resposta ao estresse, as
plantas ativam uma série de mecanismos de defesa, como varios genes, que levam
a producao de proteinas que atuam sinergicamente em vias metabdlicas visando ao
aumento da tolerancia ao estresse hidrico (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI,
2000; FARIAS; NEPOMUCENO; NEUMAIER, 2007).

2.5 EFEITOS DA RESTRICAO HIDRICA NA FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

O efeito da seca na FBN em soja tem sido amplamente
documentado por ser considerado o principal fator ambiental que afeta a eficiéncia
simbidtica com consequéncias negativas ao rendimento da cultura (ZAHRAN, 1999;
LADRERA et al., 2007; MARINO et al., 2007; SINCLAIR et al., 2007). A FBN em soja
€ caracterizada por ser vulneravel a restricdo hidrica, sendo o primeiro processo a
ser prejudicado, antes mesmo da transpiracao e da fotossintese (KING; PURCELL,
2005; SINCLAIR et al., 2007; ARRESE-IGOR et al., 2011).

A restricdo hidrica compromete a formagédo e a sobrevivéncia do

microssimbionte, com mudancas na morfologia e no metabolismo dos nddulos e
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inibicdo da atividade da nitrogenase (STREETER, 2003; CHRISTOPHE et al., 2011).
Os fatores envolvidos na reducao/inibicdo da FBN sob condi¢cdes de seca ainda nao
sao bem compreendidos, mas alguns estudos tém associado a sensibilidade da FBN
a seca com um, ou a combinacdo de trés mecanismos, sendo a (1) limitacdo de
oxigénio, (2) escassez de substratos de carbono e (3) regulacdo pelo metabolismo
do nitrogénio (SERRAJ; SINCLAIR; PURCELL, 1999; KING; PURCELL, 2001;
GALVEZ; GONZALEZ; ARRESE-IGOR, 2005; LADRERA et al., 2007).

Em situacdo de estresse hidrico, ocorre reducédo da permeabilidade
dos nodulos aos gases, o que limita o fornecimento de O, para a respiracdo do
bacteroide, causando danos oxidativos a nitrogenase (HUNGRIA; VARGAS, 2000;
CHRISTOPHE et al., 2011). Além disso, sob severas condi¢cdes de seca, o contetdo
de leghemoglobina nos nodulos também é afetado (MANAVALAN et al., 2009)
comprometendo ainda mais o fornecimento de O, ao microssimbionte.

A disponibilidade hidrica é essencial aos processos de importacéo e
assimilacdo de fotoassimilados para os nédulos e, exportagcdo e degradacdo de
compostos nitrogenados na parte aérea. Portanto, em condi¢cdes de seca, esses
processos sao afetados, interferindo no metabolismo do C e do N, que atuam na
regulacdo da FBN (LADRERA et al., 2007; ARRESE-IGOR et al., 2011). A reducao
no fluxo de carbono nodular é atribuivel ao decréscimo da atividade da enzima SS,
causando acumulo de carbono na forma de sacarose e esgotamento de carbono na
forma de malato, necessario para a obtencdo de energia e poder redutor pelo
bacteroide, e tendo, como consequéncia, inibicdo da atividade da enzima
nitrogenase (GALVEZ; GONZALEZ; ARRESE-IGOR, 2005; LADRERA et al., 2007;
MARINO et al., 2007; ARRESE-IGOR et al., 2011).

O metabolismo do N também interfere na regulacdo da FBN em
condicbes de seca, por um mecanismo de feedback envolvendo acumulo de
compostos nitrogenados na parte aérea e nos nodulos (VADEZ; SINCLAIR, 2002).
Vérias moléculas organicas tiveram sua participacdo sugerida nesse mecanismo,
como ureidos e aminoacidos livres (VADEZ; SINCLAIR; SERRAJ, 2000; KING;
PURCELL, 2005; SINCLAIR et al., 2007). Tem sido relatado que plantas que
transportam N na forma de amidas sdo menos sensiveis ao moderado déficit hidrico
do que as que transportam ureidos, como a soja (SERRAJ; SINCLAIR; PURCELL,
1999; SINCLAIR et al., 2007).
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King e Purcell (2006) sugerem que a intensidade do déficit hidrico
pode determinar o grau em que a fixacdo de N, é afetada. Além disso, alguns
estudos mostram que ha variagbes genotipicas entre cultivares de soja quanto a
sensibilidade da FBN em seca (VADEZ; SINCLAIR, 2002; SINCLAIR et al., 2007,
ARRESE-IGOR et al., 2011). A cultivar Jackson foi identificada entre 28 gendtipos
como tendo caracteristica de FBN tolerante a seca. Em estudos anteriores, Serraj e
Sinclair (1997) confirmaram a superioridade de Jackson em uma compara¢cdo com
18 cultivares. A vantagem deste gendtipo esta associada a sua capacidade de
minimizar sob seca o acumulo de ureidos em toda a planta, sendo capaz de
metabolizar rapidamente os ureidos na folha, o que parece estar associado a
capacidade desse genotipo em acumular maiores concentragfes de Mn (PURCELL;
KING; BALL, 2000). Além disso, a suplementacdo de Mn em condi¢cbes de seca
moderada aumentou a FBN em genotipos sensiveis a seca, como KS4895 (VADEZ,
SINCLAIR, 2002).

A cultivar KS4895 (Pl 595081) é amplamente adaptada a alto
rendimento de grdos, mas possui FBN sensivel a seca (PURCELL; KING; BALL,
2000). Jackson (Pl 548657), ao contrario, possui caracteristica de FBN tolerante a
seca, mas com baixa produtividade. Em 1993, realizou-se 0 cruzamento dessas
cultivares com a obtencdo de vérias linhagens. Em 2001, as cultivares R01-581F e
RO1-416F foram selecionadas e testadas, demonstrando potencial de alto
rendimento em condicbes de seca (CHEN et al., 2007). Sinclair et al. (2007)
estudaram as linhagens R01-581F e R01-416F em ambientes com restricdo hidrica
e obtiveram melhores resultados quanto ao acumulo de N na parte aérea e a
atividade da fixacdo bioldgica de N, pelo teste de reducao de acetileno, em relacao
ao parental KS4895, além de maiores rendimentos de graos por esses genotipos em
relacdo aos controles comerciais em condices de restricdo hidrica em experimentos
a campo.

A reducdo de acetileno é um método utilizado para estimar a FBN
com base na atividade da enzima nitrogenase. Essa técnica € questionada por
muitos autores, pois, apesar de simples e de alta sensibilidade, se trata de uma
medida pontual, e como se sabe o0 processo de FBN apresenta sazonalidade ao
longo do dia e do periodo de crescimento das plantas (PEOPLES et al., 1989;
RESENDE et al., 2003). Dessa forma, outros parametros devem ser considerados

para comprovar a suposta tolerancia dos gendtipos R01-581F e RO01-416F a
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restricdo hidrica, como avaliacdes fisioldgicas e nutricionais das plantas e o
conteudo de ureidos, que € indicativo da eficiéncia da FBN.

As principais vias enzimaticas que catabolizam os ureidos na parte
aérea de soja sdo a alantoato amidinohidrolase (SHELP; IRELAND, 1985) e a
alantoato amidohidrolase (WINKLER et al., 1985), sendo essa ultima dependente do
Mn como cofator. Vadez e Sinclair (2002) observaram que a cultivar Jackson
apresenta menores teores de ureidos na parte aérea sob condi¢cbes de seca, sendo
que esse genotipo manteve altas concentracbes de Mn nas folhas, mas foi
insensivel a suplementacdo de Mn sob condi¢cdes de restricdo hidrica, levando a
suposicao que esse genotipo utiliza a via independente de Mn como cofator.

Por outro lado, a maior sensibilidade a seca de algumas cultivares
de soja esta sendo atribuida a utilizacdo da via enzimatica alantoato amidohidrolase.
De acordo com essa hipétese, uma deficiéncia da disponibilidade de Mn pode ser a
causa da sensibilidade da fixacdo de N, a seca em alguns cultivares de soja
(VADEZ; SINCLAIR, 2002; SINCLAIR; VADEZ; CHENU, 2003). Vadez, Sinclair e
Serraj (2000) citam que aminoacidos, como asparagina (Asp), atuam como agentes
quelantes do ion Mn, e que o0 aumento na concentracdo de Asp devido a condi¢cbes
adversas pode interferir na degradacdo dos ureidos na parte aérea pela inibicdo da
enzima alantoato amidohidrolase.

Entretanto, ha controvérsias em relacdo as reais causas do acumulo
de ureidos na parte aérea e se estes estdo relacionados ao feedback de inibicdo da
FBN. King e Purcell (2005) encontraram associagdo entre 0 aumento nha
concentragdo dos ureidos e Asp nos nodulos e acumulo de aminoacidos nas folhas,
com a redugdo na atividade da enzima nitrogenase. Em estudos mais recentes,
Charlson, Korth e Purcell (2009) demonstraram que a expressdao do gene da
alantoato amidohidrolase néo esta associada com a concentracdo de ureidos na
parte aérea em soja sob condi¢des de seca, sendo a resposta ao estresse hidrico e
as caracteristicas de tolerancia independentes da expressao desse gene; eles
sugerem que uma regulacao pos-transcricional, ou outros fatores estariam afetando
a atividade dessa enzima na metabolizacao de ureidos na parte aérea em condi¢cées
de restricao hidrica.

Quanto ao acumulo de ureidos nos nédulos, ndo esta claro se eles
acumulam porque os ureidos recém-sintetizados deixam de ser exportados devido a

diminuicio no abastecimento de agua para nodulos, resultando em
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comprometimento da translocacao; ou se acumulam como resultado de um excesso
de ureidos na parte aérea, que voltam para os ndédulos por meio do floema (VADEZ;
SINCLAIR; SERRAJ, 2000). Ladrera et al. (2007) observaram que a seca nao
alterou significativamente o conteldo de ureidos na parte aérea nos primeiros
momentos da restricdo hidrica, mas sim nos nddulos, embora um acumulo na parte
aérea em fases posteriores sob condicbes mais severas de restricdo hidrica, ndo
pode ser descartado. Esses autores apoiam a hipotese de que a causa da inibicdo
da FBN sob seca € de origem local, nos nddulos, ao invés de sistémica.

Alamillo et al. (2010) observaram acumulo de ureidos nas folhas e
raizes de feijdo, mas ndo em nodulos, ap6és 14 dias de inducdo da seca. Nesse
periodo, a atividade da nitrogenase ja havia cessado. Estudos realizados por
Silvente, Sobolev e Lara (2012), mostraram que a alteragdo no conteudo de ureidos
em resposta ao estresse hidrico foi observado apenas nas folhas de um genétipo
sensivel, mas ndo no tolerante, uma vez que a atividade da enzima nitrogenase
permaneceu inalterada sob restricdo hidrica em ambos gendtipos. Assim, esses
autores sugeriram que a inibicao da fixacdo simbidtica de N, e 0 acimulo de ureidos
na parte aérea, ap0s um estresse hidrico, sdo concomitantes, mas nao é
necessariamente relacéo causal, porque seguem cinéticas diferentes.

Dessa forma, a melhor compreensédo dos mecanismos envolvidos na
inibicao/tolerancia da FBN em soja sob restricdo hidrica tornam-se importantes. A
elucidacdo nos mecanismos envolvidos no acumulo de compostos nitrogenados
entre diferentes gendtipos de soja, bem como a compreensédo das caracteristicas
genotipicas associadas a sensibilidade/tolerancia da FBN em gendétipos de soja sob
condicdes de restricdo hidrica podem ser Uteis na sele¢cdo de cultivares que
consigam manter seus processos fisiologicos e eficiéncia no processo simbidtico,

dentro de certos limites, em condi¢cdes de restricao hidrica.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar mecanismos envolvidos na inibicdo/tolerancia da FBN e
desenvolvimento da planta em condicdes de restricdo hidrica em relacdo a
condicbes de fornecimento pleno de agua, em gendtipos de soja que apresentem

FBN com diferentes niveis de tolerancia a seca.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Avaliar a capacidade fotossintética e as trocas gasosas nas folhas;

¢ Analisar os teores de macro e micronutrientes na parte aérea das plantas;

¢ Analisar alteragcfes na biomassa das plantas e dos nodulos;

¢ Quantificar mudancas na concentracdo de agucares solUveis totais na parte aérea
e nos noédulos;

e Verificar mudancas nos teores de ureidos nas folhas, peciolos e nddulos;

e Definir parametros que estdo envolvidos no processo de autorregulacdo da FBN
em condi¢cdes de deficiéncia hidrica, a fim de melhor caracterizar genotipos com

caracteristicas de FBN tolerante a seca.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 EXPERIMENTO EM CASA DE VEGETACAO

Foi conduzido um experimento em casa de vegetacdo na EMBRAPA
Soja, Londrina-PR, com delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial (5
x 2) com sete repeticdes. Foram testados cinco genadtipos de soja: R0O1-581F, R0O1-
416F, R02-1325, que apresentam caracteristicas de manter a FBN em condicfes de
seca (CHEN et al., 2007), e os suscetiveis CD 215 e BRS 317; com e sem inducéo
da restricdo hidrica entre os 45 e 55 dias apdés a emergéncia (DAE), periodo de
florescimento pleno dos genotipos.

Foi utilizado como substrato amostra da camada 0-20 cm de um solo
proveniente de &rea agricola obtida em Ponta Grossa—-PR, classificado como
Latossolo Vermelho distréfico, cujos resultados da andlise quimica (antes e apos a
conducdo do experimento) e granulométrica sdo apresentados na Tabela 1. Para
manutencdo da umidade do solo, foi determinada sua capacidade de retencdo de
agua pelos métodos da mesa de tensdo e do aparelho extrator de Richards
(EMBRAPA, 1997), os quais possibilitaram a constru¢do de uma curva caracteristica
de retencéo de agua no solo (Figura 1).

Com base na analise quimica (Tabela 1), foram aplicados 2,2 kg de
calcario dolomitico por tonelada de substrato, visando elevar o pH para proximo a
6,0 e uma saturacdo por bases proxima a 70%. Apos a homogeneizacdo do
corretivo, 8 kg do substrato foram acondicionados em vasos de PVC, receberam
agua e foram incubados por 30 dias antes da instalacdo do experimento para que a
reagdo de neutralizagdo se completasse. Para corre¢éo nutricional do solo, cada
vaso recebeu 106 mg de fésforo, 630 mg de potassio, 460 mg de magnésio e 620
mg de enxofre, além disso, receberam 50 mL de uma solu¢do de micronutrientes
contendo 0,0057 g de CoSQq,, 0,0217 g de Na;MOq, 2 g de H3BO3 em 5 L de agua.
N&o foi adicionada qualquer fonte de N mineral, o qual foi fornecido apenas via FBN.
Para tanto, a inoculagédo das sementes com Bradyrhizobium japonicum (SEMIA 5079
e SEMIA 5080) foi realizada momentos antes da semeadura, com inoculante liquido
contendo 1 x 10° células vidveis mL™. Primeiramente as sementes foram
desinfestadas segundo método de Hungria et al. (1994) e em seguida foram imersas
no inoculante liquido por 20 min. Apés a semeadura cada semente recebeu 500 pL
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do in6culo microbiano. Foram semeadas oito sementes por vaso, que foram

desbastadas para trés plantulas por vaso sete DAE.

Tabela 1 - Caracteristicas quimicas e granulométricas do substrato de cultivo antes
da aplicacdo do corretivo e das fontes de nutrientes, e apos a execucao
do experimento.

Atributos Antes Apos
pH 2 4,7 5,2
H + Al (cmol, dm™®) 5,6 3,6
Al (cmol, dm™®) 0,01 0,00
Ca (cmol, dm™) 4,02 3,39
Mg (cmol, dm™®) 0,64 2,75
K (cmols dm™) 0,31 0,16
SB (cmol, dm™) 4,97 4,97
CTC (cmol, dm™®) 10,5 9,91
P (mg dm?®)° 2,14 2,42
Mn (mg dm™®) NA 17,8
Fe (mg dm®) NA 57,1
Cu (mg dm™) NA 1,59
Zn (mg dm™®) NA 0,65
B (mg dm?) NA 0,84
Nt (g dm™) NA 1,45
MO (g kg™ 33,2 29,0
C (g kg 19,3 16,8
V (%) 47,0 63,6
m (%) 0,09 0,00
Areia (g kg™) 238
Silte (g kg™) 30
Argila (g kg™) 732

aCaCl,; ® Mehlich I; NA= ndo analisado.
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Figural- Curva de retencdo de agua do solo, com base nos
resultados da mesa de tensao e do aparelho de extracéo de

Richards.
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O experimento foi conduzido com suprimento hidrico adequando
(70% da capacidade de campo — CC) por 45 DAE, quando metade das plantas
foram submetidas a um periodo de restricdo hidrica, passando a receber agua para
manutencédo de 30% CC por 10 dias e a outra metade continuou a receber agua a
70% CC. O controle da quantidade de agua fornecida em todo o experimento foi
realizado por pesagens diarias em balanca eletrbnica durante o periodo em que
metade das plantas passou por restricdo hidrica a 30% CC. Nessa fase, a massa
das plantas foi estimada e descontada das pesagens para o0 controle do
fornecimento hidrico.

Durante o periodo de conducdo do experimento um termo-
higrometro foi utilizado para controle diario de temperatura e umidade relativa do ar.
A temperatura média variou entre 21,9 e 37,2°C, sendo que a minima foi de 17,7°C,
e a maxima chegou a 45,3°C (Figura 2A). A umidade relativa média do ar variou
entre 37,7 a 82,5%, com minima de 18% e méxima de 94% (Figura 2B). A
temperatura do substrato também foi monitorada com um termémetro de haste,
apresentando média de 30,3°C, com minima de 22,7°C e méxima de 33,5°C (Figura
2C).
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Figura 2 - Variacdo da temperatura (A) e umidade relativa do ar (B) na casa de
vegetacao e temperatura do substrato nos vasos medida a 5 cm da
superficie (C) durante a conducao do experimento.
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4.2  AVALIACOES FISIOLOGICAS

Para a analise de parametros fisiolégicos foi utilizado um medidor de
trocas gasosas modelo LI-6400 com sistema aberto de fluxo de ar (LI-COR,
Biosciences Inc., Nebraska, EUA), um dia antes da desinstalacdo do experimento,
quando foram determinadas a condutancia estomética (mol H,O m? s™), taxa
fotossintética (umol CO, m? s™) e transpiratéria (mmol H,O m™? s?), concentracéo
intercelular de CO, (umol CO, mol™), relacéo fotossintese/transpiracéo (eficiéncia do
uso da agua - mmol CO, mol H,O™), que representa a quantidade de carbono que a
planta fixa para cada unidade de agua que transpira e a relagédo
fotossintese/conduténcia estomética (eficiéncia intrinseca do uso da &gua - pmol
CO, mol™* H,0), que representa a quantidade de carbono que a planta fixa por
unidade de condutancia estomatica (FLEXAS et al., 2001).

O teor de clorofila (ug cm™) foi determinado com um medidor portatil
modelo SPAD-502 (Konica Minolta Sensing Inc., Osaka, Japan) durante os 10 dias
de inducdo da restricdo hidrica, e a concentracdo foliar de clorofila calculada

conforme calibracdo descrita por Kaschuk et al. (2010). As avaliacbes foram
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realizadas no terceiro trifélio recém-expandido de uma das plantas de cada vaso no

periodo da manha.

4.3 DETERMINAGCAO DA BIOMASSA DA PLANTA

A desinstalacdo do experimento foi realizada no final dos 10 dias de
restricdo hidrica, aos 55 DAE. Do sistema radicular foram coletados e pesados 30
nddulos, que foram imediatamente congelados em N, liquido e armazenamos em
ultrafreezer (-80°C) para analises posteriores. A parte aérea (PA) e raizes foram
secas em estufa de circulacéo forcada de ar a 60°C por 48 h, para determinacéo da
massa seca. Os nodulos restantes foram coletados, realizando-se a pesagem e
contagem dos mesmos. A massa seca dos nddulos congelados foi estimada com

base na relacdo massa Umida/massa seca dos nddulos restantes.

4.4  TEeOR DE NUTRIENTES NA PARTE AEREA

Para determinacdo do teor de N na PA foi realizada digestédo
sulfarica do tecido moido, com quantificacdo em espectrofotometria pelo método do
verde de salicilato (SEARLE, 1984). Para determinagcdo dos demais
macronutrientes: fésforo (P), potassio (K), enxofre (S), calcio (Ca) e magnésio (Mg),
e micronutrientes: boro (B), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn), o
tecido moido foi submetido a digestdo nitro-perclorica e quantificados em
espectrofotometria de absorcao atdbmica (EAA) modelo AA200 Perkin Elmer, para os
macronutrientes e, espectrometria de emissao Optica com plasma indutivamente

acoplado (ICP), modelo 5200 DV Perkin Elmer, para 0os micronutrientes.

4.5 DETERMINACAO DOS ACUCARES SOLUVEIS TOTAIS

Os acucares soluveis totais (AST) na PA foram extraidos segundo
Carvalho, Pinto e Figueiredo-Ribeiro (1998) com modificagées, em que 200 mg do
tecido seco foram incubados trés vezes com 10 mL de etanol 80%, levadas em
banho-maria a 80°C durante 15 min e centrifugados a 925 g por 15 min. No
sobrenadante foi feita a determinacédo dos AST pelo método colorimétrico da antrona
(YEMM; WILLIS, 1954), utilizando glicose (60 mg mL™) como padr&o.
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Para extracdo dos AST dos nédulos, utilizou-se o método descrito
em Hungria (1994), em que 20 mg de nddulos frescos congelados foram pesados e
macerados em 5 mL de etanol 80% a 70°C. Essas amostras ficaram em banho de
ultrassom por 30 s e foram na sequéncia centrifugadas a 1.800 g por 10 min. O
pellet foi lavado duas vezes com etanol 80% a 70°C. A determinacdo dos AST foi
realizada no sobrenadante pelo método da antrona (YEMM; WILLIS, 1954),

utilizando padréo de glicose (1 g L™).

4.6 TEOR DOS UREIDOS NAS FOLHAS, PECiOLOS E NODULOS

Amostras de tecidos foliares, peciolos e ndédulos secos foram
moidas separadamente, e a extracao foi feita segundo Hungria (1994), em que 300
mg do material foi incubado com 5 mL de tampé&o fosfato (0,1 M, pH 7,0) e 2,5 mL de
etanol em banho-maria (80°C por 5 min), agitados em vortex e filtrados. Os extratos
foram centrifugados (10.000 g por 5 minutos) e no sobrenadante foi feita a
determinacdo da alantoina e acido alantéico, segundo a metodologia de Vogels e
van der Drift (1970). Para obtengcdo da concentracdo de ureidos, os teores de

alantoina e acido alantdico foram somados.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a andlise de variancia com aplicacdo do
teste F a 5% de probabilidade. Constado efeito dos fatores isolados ou da interacéo,
os dados foram submetidos ao teste de Tukey a 5% de probabilidade para

comparacao de médias entre os tratamentos.
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACOES FISIOLOGICAS

Todas variaveis fisiolégicas analisadas sofreram influéncia da
restricdo hidrica para a maioria dos genoétipos. As taxas fotossintética e
transpiratoria, a concentracdo intercelular de CO, e a eficiéncia intrinseca do uso da
agua apresentaram interacao entre os fatores genadtipo e condi¢do hidrica (Figura 3).
Nas variaveis condutancia estomatica e eficiéncia do uso da agua houve apenas
efeito isolado da condicéo hidrica, sem efeito do gendtipo (Tabela 2).

Somente o gendtipo R0O1-581F néo sofreu reducdo significativa da
fotossintese na condicdo de 30% CC (Figura 3A), tendo apresentado taxa
fotossintética 30% superior & média dos demais gendtipos; além disso, na condicéo
de 30% CC, esse mesmo genoétipo apresentou maior taxa transpiratéria e
concentracdo intercelular de CO, em relacdo aos demais, apesar de todos os
genotipos terem apresentado reducdo dessas variaveis quando submetidos a
restricdo hidrica (Figura 3B e 3C). No entanto, na condicdo de 30% CC, os
gendtipos tolerantes reduziram 20% a concentracdo intercelular de CO,, ja os
genotipos suscetiveis apresentaram reducdo de 35%, em relacdo as plantas sob
suprimento hidrico adequado.

A restricdo hidrica aumentou substancialmente a eficiéncia
intrinseca do uso da agua para todos os genoétipos, com 0s maiores valores
observados nos gendtipos suscetiveis, que apresentaram acréscimo de 150% contra
117% dos genotipos tolerantes (Figura 3D). Nessa mesma condicdo, a condutancia
estomatica diminuiu 70% em relacdo aos tratamentos sob suficiéncia hidrica,
enquanto a eficiéncia do uso da agua aumentou 38%, na média dos genétipos
(Tabela 2).

As concentracdes de clorofila foram influenciadas pela interacéo
entre os fatores gendtipo e condicdo hidrica (Figura 4A) e também pelo tempo de
exposicao a restricdo hidrica (Figura 4B). Na condicdo de 30% CC, houve reducao
no teor de clorofila para todos os genotipos, sendo que os genotipos R01-581F e
R02-1325 apresentaram menores diminuicdes, seguidos pelos gendtipos R01-416F,
CD 215 e BRS 317, com menores valores (Figura 4A). Mesmo na condi¢cdo de
suprimento hidrico adequado, 0os gendétipos tolerantes ja apresentavam 0s maiores
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teores de clorofila em relacdo aos suscetiveis. O teor de clorofila nos tratamentos
sob restricdo hidrica permaneceu praticamente constante durante os 10 dias de
exposicdo a essa condicdo, enquanto que nas plantas sob suficiéncia hidrica houve
incrementos na concentracdo de clorofila em cerca de 7% nesse periodo (Figura
4B).

Figura 3 - Taxas fotossintética (A) e transpiratéria (B), concentracdo intercelular de
CO; (C) e eficiéncia intrinseca do uso da agua (D) em gendtipos de soja
com diferentes capacidades de manter a fixagdo bioldgica de nitrogénio
sob restricdo hidrica, mantidos a 70% da capacidade de campo (CC), ou
submetidos a 30% da CC entre 45 e 55 dias ap0s a emergéncia
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Letras mailUsculas comparam os gendtipos na condigédo de 70% CC, letras minUsculas comparam os
gendtipos na condicao de 30% CC; letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). *
indica efeito significativo da condi¢cao hidrica dentro de cada genétipo. Barras verticais indicam o
desvio-padréo (n = 7).
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Tabela 2 - Condutancia estomatica e eficiéncia do uso da agua em gendtipos de
soja com diferentes capacidades de manter a fixacdo biologica de
nitrogénio sob restricdo hidrica, mantidos a 70% da capacidade de
campo (CC), ou submetidos a 30% da CC entre 45 e 55 dias apos a
emergéncia.

CONDICAO GENOTIPOS

HIDRICA  Ro1-581F RO01-416F R02-1325  CD 215 BRS317  MEDIA

--------------------- CONDUTANCIA ESTOMATICA (mol H,0 m? §™) weeemmeeeeeeeev

30% CC 0,237 0,105 0,122 0,107 0,122 0,138 b
70% CC 0,467 0,456 0,488 0,506 0,360 0,455 a
Média 0,351 A 0,280 A 0,305 A 0,306 A 0,241 A

ANAVA= gendtipo (G) > 0,05, condigdo hidrica (H) < 0,05, GxH > 0,05. CV = 34,6%
EFICIENCIA DO USO DA AGUA (fotossintese/transpiracio) (mmol CO, mol H,0™)

30% CC 4,32 4,61 4,82 5,63 5,66 5,00 a
70% CC 3,50 3,38 3,95 3,46 3,85 3,63 b
Média 391A 3,99 A 4,39 A 4,55 A 4,75 A

ANAVA= gendtipo (G) > 0,05, condic¢ao hidrica (H) < 0,05, GxH > 0,05. CV =19,8%
Letras mailsculas comparam na linha, letras mindsculas comparam na coluna. Médias seguidas por
letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Figura 4 - Teor de clorofila em genoétipos de soja com diferentes capacidades de
manter a fixacéo bioldgica de nitrogénio sob restricdo hidrica, mantidos a
70% da capacidade de campo (CC), ou submetidos a 30% da CC entre
45 e 55 dias apdés a emergéncia (DAE) (A). Teor de clorofila nos
gendtipos a mantidos a 70% CC e ou submetidos a 30% CC entre 45 e

55 DAE (B).
247 30% CC A
1 70% CC 22576 300cCC B
237 . o 70%CC °
§ T £ S 220 -
o 22 * *I ;
= =215 1
.C—E 21 A o Y = 0.1315X + 20.626
© b B % R®=0.5738
9 50 . § 21.0 A
o (8]
() ) ° o
© 19 1 c © 205 °
o o o o) 5 [e)
F 18 | 2 200 ] °
o
17 , : : : 19.5 . . . : :
3 & 2% A5 o a4 46 48 50 52 54
,6%'& Y AD 1 6'5
QT OV oot P7 o Dias

Letras mailsculas comparam os genoétipos na condi¢cdo de 70% CC, letras mindsculas comparam 0s
gendtipos na condicao de 30% CC; letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). *
indica efeito significativo da condi¢do hidrica dentro de cada gendétipo. Barras verticais indicam o
desvio-padréo (n = 7).
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572 TEOR DE NUTRIENTES NA PARTE AEREA

A andlise de variancia para os teores de N, P, K e Mn na PA das
plantas de soja apresentou interacdo entre genotipos e condi¢do hidrica (Tabela 3).
Em geral, os gendtipos com capacidade de manter a FBN sob seca apresentaram
maiores concentracdes destes nutrientes, independente da disponibilidade hidrica. O
maior teor de N nas plantas submetidas a restricdo hidrica foi encontrado no
gendtipo RO1-581F, com média de 33,53 g kg™, seguido pelos genétipos R01-416F
e R02-1325, e os genotipos CD 215 e BRS 317, com 0s menores teores. Ao
comparar o efeito das condi¢des hidricas, os genotipos R01-581F, R02-1325 e BRS
317 nédo reduziram os teores de N na PA na condi¢do de deficiéncia hidrica, sendo
que para os demais genotipos, a restricdo de agua levou a reducgéo no teor de N na
PA. Na média, os genotipos tolerantes apresentaram concentracdo de N na PA 31%
superior em relacédo aos genotipos suscetiveis sob restricao hidrica.

Em relacdo aos teores de P e K na PA observou-se a mesma
tendéncia entre os genotipos, em que RO01-581F, RO01-416F e R02-1325
apresentaram as maiores concentracdes dos nutrientes em relagdo aos suscetiveis.
Em condicéo de restricdo hidrica, a concentracdo de P nos gendtipos tolerantes foi
29% superior em relacdo aos suscetiveis; nessa mesma condicdo, os teores de K
ndo sofreram reducdo para os genotipos tolerantes frente a restricdo hidrica, porém,
0s suscetiveis apresentaram diminuicdo desses teores.

A concentracdo de Mn na PA foi superior no genotipo R01-581F em
relacdo aos demais, independente da condicdo hidrica. Ao analisar o efeito da
condicdo hidrica nos genotipos, observou-se que apenas 0s genotipos CD 215 e
BRS 317 nado sofreram influéncia da restricdo hidrica, porém, nessa condi¢do, 0s
genotipos R0O1-581F, R01-416F e R02-1325 apresentaram médias de concentracao
de Mn na PA 24% superiores em relacdo aos genotipos suscetiveis, sendo que na
condicdo de suprimento hidrico adequado, 0os gendétipos tolerantes apresentaram
concentracdo de Mn na PA quase 50% maior que nos suscetiveis.

O acumulo de N total (Nt) e os teores dos macronutrientes Ca, Mg e
S e dos micronutrientes B, Cu e Zn na PA sofreram apenas efeito isolado da
condicao hidrica e/ou dos gendtipos (Tabela 3). A inducédo do déficit hidrico reduziu
em 26% o acumulo de N nas plantas, com as maiores médias de acumulo de N nos

genotipos R0O1-581F e R01-416F em relacdo aos demais. Em geral, as maiores
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concentracbes de Ca e Mg foram observadas nos genétipos considerados
tolerantes, independente da condicéo hidrica, sendo que a deficiéncia hidrica afetou
negativamente tanto o teor de Ca quanto de Mg. A concentracdo de S foi maior no
gendtipo RO1-581F em relagdo aos gendtipos R02-1325 e CD 215. Os teores dos
micronutrientes B, Cu e Zn ndo foram influenciados pela restricdo hidrica, no
entanto, o genotipo RO1-581F apresentou os maiores teores de B e Cu, enquanto no
gendtipo R01-416F observou-se o maior teor de Zn, independente da condicao
hidrica.

Tabela 3 - Nitrogénio total (Nt), teores de nitrogénio (N), potassio (K), fésforo (P),
célcio (Ca), magnésio (Mg), manganés (Mn), enxofre (S), cobre (Cu),
boro (B) e zinco (Zn) na parte aérea em gendtipos de soja com
diferentes capacidades de manter a fixacao bioldgica de nitrogénio sob
restricdo hidrica, mantidos a 70% da capacidade de campo (CC), ou
submetidos a 30% da CC entre 45 e 55 dias ap0s a emergéncia.

CONDICAO GENOTIPOS
HIDRICA RO1-581F  R01-416F  R02-1325 CD 215 BRS 317 MEDIA

NITROGENIO TOTAL (mg vaso™)

30% CC 680 642 536 464 447 554 b
70% CC 911 834 728 708 574 751 a
Média 796 A 738 A 632 B 586 BC 510C

ANAVA= gendtipo (G) < 0,05, condicéo hidrica (H) < 0,05, GxH > 0,05. CV =12,3%

NITROGENIO (g kg™

30% CC 3200Aa 27,06 ABb 25,68Ba 18,55Ch 21,11 Ca 24,87
70% CC 33,53Aa 31,31Aa 26,54 B a 2234 Ca 2041 Ca 26,83
Média 32,76 29,18 26,10 20,75 20,44

ANAVA= gendtipo (G) < 0,05, condicao hidrica (H) < 0,05, GxH < 0,05. CV = 8.86%

FOSFORO (g kg™)

30% CC 090Aa 0,90Aa 0,86 Aa 0,64Ba 0,62Ba 0,78
70% CC 0,74BCb 0,97Aa 0,85 AB a 0,72Ca 0,64Ca 0,78
Média 0,82 0,93 0,85 0,68 0,63

ANAVA= genétipo (G) < 0,05, condicéo hidrica (H) > 0,05, GxH < 0,05. CV =10,43%

POTASSIO (g kg™)

30% CC 18,17 Aa 18,41 Aa 17,21 Aa 15,18Bb 15,01Bb 16,80
70% CC 18,57 Aa 18,34 Aa 16,94 B a 16,48 B a 16,12B a 17,30
Média 18,37 18,38 17,08 15,66 15,75

ANAVA= genétipo (G) < 0,05, condic&o hidrica (H) < 0,05, GxH < 0,05. CV = 4,94%

CALCIO (g kg™

30% CC 4,56 4,13 3,69 4,39 3,69 4,09b
70% CC 4,55 4,52 3,97 4,39 4,01 4,29 a
Média 4,55 A 4,32 A 3,82 B 4,39 A 3,85 B

ANAVA= gendtipo (G) < 0,05, condicdo hidrica (H) < 0,05, GxH > 0,05. CV = 8,87%

MAGNESIO (g kg™)

30% CC 2,23 2,04 1,96 1,87 1,78 1,98b
70% CC 2,27 2,22 2,09 1,85 1,89 2,07 a
Média 2,25A 2,13 AB 2,02B 1,86 C 1,83C

ANAVA= gendtipo (G) < 0,05, condigo hidrica (H) > 0,05, GxH > 0,05. CV = 6,24%

MANGANES (mg kg™)
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30% CC 6,81ADb 437Bb 4,15Bb 3,60B a 4,12B a 4,61
70% CC 9,03Aa 6,73Ba 6,00B a 361Ca 396 Ca 5,86
Média 7,92 5,18 5,44 3,61 4,04

ANAVA= gendtipo (G) < 0,05, condicao hidrica (H) < 0,05, GxH < 0,05. CV = 21,09%

ENXOFRE (g kg™

30% CC 2,49 2,25 2,02 1,56 2,49 2,16 a
70% CC 2,70 2,29 2,18 1,65 2,13 2,18 a
Média 2,60 A 2,17 AB 2,10B 161C 2,31 AB

ANAVA= gendtipo (G) < 0,05, condicao hidrica (H) > 0,05, GxH > 0,05. CV = 14,5%

COBRE (mg kg™

30% CC 22,41 14,80 13,92 19,54 16,65 17,46 a
70% CC 20,23 16,85 20,75 17,99 16,23 18,41 a
Média 21,32 A 15,83 B 17,33 AB 18,76 AB 16,44 AB

ANAVA= genétipo (G) < 0,05, condicédo hidrica (H) > 0,05, GxH > 0,05. CV = 27,0%

BORO (mg kg™)

30% CC 31,15 25,48 25,07 24,26 24,93 26,18 a
70% CC 34,13 27,27 25,30 24,03 23,72 26,89 a
Média 32,64 A 26,38 B 25,18 B 24,15B 2431 B

ANAVA= genétipo (G) < 0,05, condic&o hidrica (H) > 0,05, GxH > 0,05. CV = 8,76%

ZINCO (mg kg™)

30% CC 8,42 7,85 5,14 9,14 5,54 7,22 a
70% CC 7,73 9,38 6,14 6,78 6,05 7,21 a
Média 8,08 AB 8,62 A 5,64 B 7,96 AB 5,80 B

ANAVA= gendtipo (G) < 0,05, condicdo hidrica (H) > 0,05, GxH > 0,05. CV = 36,4%

Letras mailsculas comparam na linha, letras mindsculas comparam na coluna. Médias seguidas por
letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

53 BioMASSA DA PARTE AEREA, RAIZES E NODULOS

A massa de nddulos secos apresentou interacao entre gendtipos e
condicao hidrica (Figura 5), enquanto a massa da parte aérea e raizes secas, e 0
namero de nédulos (Figura 6) apresentaram somente efeito isolado dos fatores. Na
condicdo de 30% CC o genotipo R01-416F apresentou maior MNS em relacdo aos
gendtipos RO1-581F e CD 215. Além disso, esse gendtipo ndo sofreu influéncia da
restricdo hidrica, sendo que os demais apresentaram reducdo da biomassa de
nodulos sob restricdo hidrica (Figura 5).

A restricdo hidrica reduziu o numero de nodulos e a producgdo de
MPAS (Figura 6) em 26% e 21% respectivamente, enquanto que a MRS aumentou
em média 13% nos gendtipos sob deficiéncia hidrica; com incremento de 23% da
MRS nos gendtipos tolerantes e apenas 2,6% nos suscetiveis, em relacdo aos

tratamentos sob suprimento hidrico adequado.
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Figura5- Massa de ndédulos secos em genétipos de soja com diferentes
capacidades de manter a fixagdo biolégica de nitrogénio sob restricdo
hidrica, mantidos a 70% da capacidade de campo (CC), ou submetidos a
30% da CC entre 45 e 55 dias apds a emergéncia.
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Letras mailsculas comparam os genétipos na condicdo de 70% CC, letras
mindsculas comparam os geno6tipos na condicdo de 30% CC; letras iguais nao
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). * indica efeito significativo da
condi¢cdo hidrica dentro de cada gendtipo. Barras verticais indicam o desvio-
padrdo (n = 7).

Figura 6 - Massa de raizes e parte aérea secas e numero de nddulos em genotipos
de soja com diferentes capacidades de manter a fixacdo biolégica de
nitrogénio sob restricdo hidrica, mantidos a 70% da capacidade de
campo (CC), ou submetidos a 30% da CC entre 45 e 55 dias apos a
emergéncia
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. * Indica efeito significativo da condicao hidrica dentro de cada genotipo, Tukey
(p<0,05). Barras verticais indicam o desvio-padréo (n = 7).
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5.4  TEORES DE ACUCARES SOLUVEIS TOTAIS NA PARTE AEREA E NODULOS

O teor de AST na PA apresentou interacdo significativa entre os
fatores, sendo que na condicdo de 30% CC, o genoétipo R01-416F aumentou a
concentracdo de AST na PA, os genétipos R01-581F e R02-1325 ndo foram
afetados significativamente pelo déficit hidrico, enquanto que para os genétipos CD
215 e BRS 317 a restricdo hidrica reduziu os teores de AST na PA (Figura 7). Na
condicdo de restricdo hidrica, o genétipo R01-416F apresentou incremento de 42%
na concentracdo de AST na PA em relacdo ao tratamento sob 70% CC, enquanto
gue 0s genodtipos suscetiveis sofreram reducdo de 30% nos teores de AST na PA
sob restricdo hidrica.

O teor de AST nos ndodulos frescos apresentou apenas efeito isolado
dos fatores (Tabela 4). Todos os genétipos apresentaram aumento no teor de AST
nos nodulos quando submetidos a restricdo hidrica, cujo incremento médio foi de
59% em relacédo aos tratamentos sob suficiéncia hidrica. Os genoétipos R02-1325 e
CD 215 apresentaram as maiores concentragdes de AST nos nddulos frescos em
relacdo ao genétipo R01-416F, que apresentou o menor teor.

Figura 7 - Concentracdo de acUcares sollveis totais na parte aérea de genotipos
de soja com diferentes capacidades de manter a fixacao biolégica de
nitrogénio sob restricdo hidrica, mantidos a 70% da capacidade de
campo (CC), ou submetidos a 30% da CC entre 45 e 55 dias ap0s a
emergéncia.
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Letras mailsculas comparam os genétipos na condicdo de 70% CC, letras
mindsculas comparam os genotipos na condigdo de 30% CC; letras iguais néo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). * indica efeito significativo da
condigdo hidrica dentro de cada genotipo. Barras verticais indicam o desvio-padrao
(n=7).
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Tabela 4 - Teor de agUcares sollveis totais (AST) em nédulos frescos de gendtipos
de soja com diferentes capacidades de manter a fixacdo bioldgica de
nitrogénio sob restricdo hidrica, mantidos a 70% da capacidade de
campo (CC), ou submetidos a 30% da CC entre 45 e 55 dias apos a
emergéncia.

CONDICAO GENOTIPOS
HIDRICA R01-581F  R01-416F R02-1325  CD215  BRS317 _ MEDIA

AST EM NODULOS FRESCOS (g kg™)

30% CC 10,77 6,93 10,65 12,73 8,99 10,01 a
70% CC 6,57 3,20 7,40 8,62 5,44 6,24 b
Média 8,70 AB 5,06 B 9,02 A 10,70 A 7,21 AB

ANAVA= gendtipo (G) < 0,05, condigdo hidrica (H) < 0,05, GxH > 0,05. CV = 18,6%

Letras mailsculas comparam na linha, letras mindsculas comparam na coluna. Médias seguidas por
letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

5.5 CONCENTRACAO DE UREIDOS NAS FOLHAS, PECiOLOS E NODULOS

Os teores foliares de ureidos apresentaram apenas efeito isolado
dos fatores (Tabela 5), visto que a restricdo hidrica levou ao aumento médio dos
teores foliares de ureidos em 37%, com a maior concentracdo observada no
gendtipo BRS 317, que diferiu apenas do genoétipo CD 215. Os incrementos de
ureidos nas folhas dos gendtipos com caracteristica de FBN tolerante a seca foram
na ordem de 30%, ja nos genotipos suscetiveis observou-se aumento de 46% no
teor de ureidos foliares em relacdo aos genotipos sob 70% CC.

A concentragdo de ureidos nos peciolos das plantas que sofreram
restricdo hidrica foi maior no gendtipo R01-581F e menor no BRS 317 (Figura 8A). O
genotipo R01-416F nao sofreu influéncia da condicdo hidrica quanto ao teor de
ureidos nos peciolos, enquanto que para os demais gendtipos a restricdo hidrica
aumentou os teores de ureidos. Nesse caso, os teores de ureidos nos peciolos dos
gendtipos suscetiveis foi em média 9 vezes maior do que nos gendtipos tolerantes,
sendo que estes apresentaram maiores teores de ureidos mesmo em condicao de
suprimento hidrico adequado.

O teor de ureidos nos nodulos das plantas que sofreram restricao
hidrica foi maior no gendtipo R01-416F em relacdo aos gendtipos CD 215 e BRS
317 (Figura 8B). A restricdo hidrica aumentou a concentracdo de ureidos nos
nodulos de todos os gendtipos, com aumento de mais de 100% em relacdo as
plantas a 70% CC, com os maiores valores observados nos genaotipos tolerantes.

Porém, o incremento de ureidos nos nédulos dos genoétipos suscetiveis foi mais
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expressivo do que para os genotipos tolerantes, 165% e 145%, respectivamente.

Tabela 5 - Concentracdo de ureidos em folhas em genétipos de soja com diferentes
capacidades de manter a fixacdo biolégica de nitrogénio sob restricdo
hidrica, mantidos a 70% da capacidade de campo (CC), ou submetidos a
30% da CC entre 45 e 55 dias ap0s a emergéncia.

CONDICAO GENOTIPOS
HIDRICA RO1-581F RO1-416F R02-1325 CD 215 BRS 317 MEDIA
UREIDOS EM FOLHAS (uM g™)

30% CC 5,26 4,68 5,73 5,27 6,75 554 a
70% CC 4,19 4,29 3,54 3,42 4,80 4,05b
Média 4,72 AB 4,49 AB 4,64 AB 4,35B 577 A

ANAVA= gendtipo (G) < 0,05, condigo hidrica (H) < 0,05, GxH > 0,05. CV = 13,6%
Letras mailsculas comparam na linha, letras mindsculas comparam na coluna. Médias seguidas por
letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Figura 8 - Concentracdo de ureidos nos peciolos (A) e nédulos (B) de gendtipos de
soja com diferentes capacidades de manter a fixacdo biolégica de
nitrogénio sob restricdo hidrica, mantidos a 70% da capacidade de
campo (CC), ou submetidos a 30% da CC entre 45 e 55 dias apos a

emergéncia
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Letras mailsculas comparam os genoétipos na condi¢do de 70% CC, letras mindsculas comparam 0s
genotipos na condicao de 30% CC; letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). *
indica efeito significativo da condi¢do hidrica dentro de cada gendétipo. Barras verticais indicam o
desvio-padréo (n = 7).
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6 DISCUSSAO

A restricdo hidrica afeta os processos fisiolégicos e nutricionais das
plantas, além de comprometer a eficiéncia da FBN, especialmente em soja (KING;
PURCELL, 2005; SINCLAIR et al., 2007). Neste estudo, a restricdo hidrica afetou a
maioria dos parametros analisados, comprovando que as plantas estavam em
situacao de estresse quando impostas a restricdo hidrica, pois sofreram alteracdes
nos aspectos fisiolégicos, como taxas fotossintética e transpiratoria, no teor de
nutrientes na PA e, ainda, no metabolismo do N e do C na PA e nodulos dos
genatipos estudados.

A deficiéncia hidrica a que as plantas foram submetidas
comprometeu a nodulagcéo, pois o numero de nddulos e MNS diminuiram sob
restricdo hidrica. H4 de se destacar que essa resposta € bastante rapida, pois
ocorreu com um periodo de restricdo hidrica de apenas 10 dias, entre 45 e 55 dias
apos a emergéncia. No entanto, o genétipo R01-416F nao reduziu significativamente
a MNS na condi¢do de 30% CC, mesmo apresentando diminuicdo no namero de
nodulos, quando comparado a condicdo de suprimento hidrico adequado. Esses
resultados corroboram os estudos de King e Purcell (2001), os quais constataram
que uma das caracteristicas de tolerancia a seca da cultivar Jackson em relagédo ao
gendtipo KS4895 estd associada a maior biomassa de seus nodulos, sendo esse
resultado um indicativo de tolerancia do genaotipo R0O1-416F.

A diminuicdo da biomassa da PA observada nesse estudo € uma
resposta evidente a caréncia de agua no solo, pois as plantas sob restricdo hidrica
sofreram reducdo na condutancia estomatica, com consequente diminuicdo na
transpiracéo, limitacdo da difusao intercelular de CO, o que afetou a assimilacdo C
pelo processo fotossintético. Segundo Ohashi et al. (2006), isso ocorre com intuito
de controlar a perda de 4gua e proteger a planta da condi¢cdo de estresse. Além
disso, as plantas podem evitar a dessecacdo mudando os padrbes de alocagcao de
carbono para permitir a prolongacéo do sistema radicular para a exploracao de agua
em camadas mais profundas do solo (LOPES et al.,, 2011). Dessa forma, nos
genotipos tolerantes um dos mecanismos de adaptacdo a restricdo hidrica foi o
aumento expressivo do sistema radicular.

O genotipo RO1-581F se destacou quanto a capacidade de manter

seus processos fisioldégicos sob restricdo hidrica. Embora tenha ocorrido reducéo da
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massa nodular, diminuicdo na condutancia estomatica e menor eficiéncia intrinseca
do uso da agua em relacdo aos suscetiveis, conseguiu manter as mais altas taxas
fotossintética, transpiratéria e concentracdo intercelular de CO,. Gilbert, Zwieniecki e
Holbrook (2011) estudaram a relagdo entre capacidade fotossintética, condutancia
estomatica e eficiéncia intrinseca do uso da agua em 11 gendtipos de soja
submetidos a seca e concluiram que o aumento da eficiéncia intrinseca do uso da
agua pode ser um mecanismo que facilita a aclimatacdo das plantas as limitagfes
hidricas, mas ndo pode ser usado como elemento isolado para selecao de genoétipos
tolerantes, pois deseja-se obter plantas em que o consumo de agua reduzido esteja
associado com aumento da produtividade pela maior capacidade fotossintética, o
que ndo ocorreu nos genotipos suscetiveis deste estudo. A sustentacdo da taxa
fotossintética e do teor de N na PA observados no genoétipo R01-581F indica que
esse genotipo mantém o potencial produtivo em condi¢cdes de restricdo hidrica,
atributos herdados dos seus parentais, KS4895 (alta produtividade de grédos) e
Jackson (FBN tolerante a seca). Esses resultados estdo de acordo com os obtidos
por Fenta et al. (2012), que encontraram varia¢des genotipicas quanto a capacidade
fotossintética, e constataram que o gendtipo Jackson € capaz de manter elevadas
taxas fotossintéticas mesmo com 14 dias de restricdo hidrica.

Juntamente com o teor de N, fotossintese e outros parametros
relacionados as trocas gasosas, 0 melhor desempenho quanto ao teor de clorofila
nos genotipos tolerantes, na condicdo estressante, sugere que estes estariam
amenizando o efeito da restricdo hidrica com intuito de garantir a producéo, pois o
teor de clorofila pode ser usado para avaliacdo dos danos no sistema fotossintético,
como estimativa rdpida e ndo invasiva do desempenho da fotossintese, e por
consequéncia da produtividade, que normalmente sofre diminuicdo quando as
plantas sdo submetidas a algum tipo de estresse (BAKER; ROSENQVST, 2004).

Mesmo com o comprometimento na assimilagdo de CO, causada
pela restricdo hidrica, os teores de AST na PA do gendtipo RO1-416F foram
aumentados, apesar de esse genotipo ter apresentado a menor taxa fotossintética
na condicdo de restricao hidrica. Kaschuk et al. (2010) observaram que a atividade
da FBN mantém altas taxas fotossintéticas, com sustentacdo de altas concentracdes
de clorofila, e diminuicdo no teor de carboidratos nas folhas, sendo que isso leva ao
atraso na senescéncia foliar. No entanto, em condicOes de restricdo hidrica, esses

processos sao prejudicados, com consequente aceleracdo do processo de
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senescéncia. Dessa forma, o aumento nos AST na PA é uma resposta ao estresse
hidrico, podendo ser prejudicial as plantas, pois leva a senescéncia foliar.
Entretanto, Nepomuceno et al. (2001) citam que o acumulo de alguns compostos
que atuam como osmorreguladores e osmoprotetores, tais como acucares, acidos
organicos, aminoacidos e ions inorganicos, como o K*, representa um mecanismo
de aclimatacdo a seca. Dessa forma, o aumento no teor de K e o acumulo de AST
na PA do genétipo R01-416F podem estar relacionados ao processo de aclimatagéo
da planta, visto que esse genoétipo demostrou melhor desempenho quanto ao
acumulo de biomassa de nédulos. Como os teores de AST na PA dos genoétipos
R0O1-581F e R02-1325 nao sofreram influéncia da restricdo hidrica, sugere-se que
esses gendtipos estariam mantendo um melhor desempenho, em termos de
assimilacdo de C, visto que também apresentaram altos teores de K na PA na
condicdo de 30% CC, quando comparados aos gendtipos suscetiveis, que poderia
estar atuando como regulador osmotico. Além disso, nos gendtipos com
caracteristica de FBN tolerante a seca, a concentragdo dos demais nutrientes na PA
estava sendo menos prejudicada do que nos genotipos suscetiveis, demonstrando,
novamente, que estes genotipos mantém melhor desempenho em condicbes de
seca.

Nos gendtipo RO1-581F, RO01-416F e RO02-1325, os maiores
acumulos de Nt na PA, independente da condicdo hidrica, e a manutencdo de
maiores concentracdes de N na PA, mesmo sob restricdo hidrica, confirmam maior
tolerancia da FBN nessa condi¢cdo. Apesar de o gendétipo suscetivel BRS 317 néao ter
apresentado reducé@o nos teores de N sob déficit hidrico, a concentragdo de N, em
geral, foi menor do que naqueles genoétipos que sofreram efeito negativo da restricao
hidrica, demonstrando a baixa eficiéncia de sua FBN. A disponibilidade de N para as
culturas é fator limitante a produtividade (RAY; HEATHERLY; FRITSCHI, 2006) e
assim os maiores teores de N nos genaétipos considerados tolerantes, corroboram os
resultados encontrados por Chen et al. (2007), nos quais os genétipos R01-581F e
R0O1-416F foram capazes de manter alta produtividade sob condi¢cdes de restricao
hidrica, o que deve estar relacionada a maior eficiéncia simbidtica desses genétipos.
Sinclair et al. (2007) observaram maior acimulo de N nos genoétipos R01-581F e
R01-416F do que nos parentais, indicando que esses gendtipos possuem a
combinacdo das caracteristicas de robustez e FBN tolerante a seca. Além disso,

King e Purcell (2006) observaram que existem diferencas na concentracao de N na
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PA entre diferentes gendtipos de soja sob condi¢des hidricas adequadas e que este
fato esta relacionado a sensibilidade/tolerancia dos genoétipos a FBN em condicdes
de seca, sugerindo que genoétipos que apresentam maiores teores de N na PA em
condicdes de suprimento hidrico adequado tendem a acumular menores
concentracdes de ureidos em toda a planta, sob restricao hidrica, 0 que ocorreu nos
genatipos tolerantes desse estudo.

Os maiores teores de Mn observados nos genétipos com FBN
menos sensivel a seca em relacdo aos suscetiveis, confirma mais um atributo
herdado do parental Jackson, que apresenta maiores concentracdes de Mn na PA
sob condicbes de restricdo hidrica e consegue minimizar o acumulo de ureidos em
toda a planta. Vadez e Sinclair (2002) observaram essa mesma tendéncia, mas
citam que a via enzimatica de degradacdo de ureidos utilizada por Jackson nao
requer Mn como cofator. Entretanto, os resultados do presente estudo sugerem que
possa haver uma relacéo entre ureidos foliares e teores de Mn na PA, uma vez que
0s incrementos nos teores de ureidos nas folhas dos genétipos suscetiveis foram
mais expressivos, Vvisto que estes apresentaram menores concentragdes de Mn na
PA.

Streeter (2003) também observaram acumulo de ureidos na PA de
plantas de soja submetidas a restricdo hidrica por uma semana, sendo que a
concentracdo foi duas vezes maior nas plantas estressadas em relagcdo ao
tratamento controle. No entanto, Ladrera et al. (2007) ndo observaram a mesma
tendéncia em seus estudos, visto que o0s genétipos Jackson e Biloxi néo
apresentaram alteragdo no conteudo de ureidos na PA em momentos iniciais de
restricdo hidrica moderada. Ja Alamillo et al. (2010) observaram acumulo de ureidos
na PA e raizes de feijdo, mas ndo em nodulos, apos 14 dias de inducdo da seca,
sendo que nesse periodo a atividade da nitrogenase ja havia cessado.

No presente estudo, a escassez de agua no solo comprometeu a
translocacdo e o metabolismo dos compostos nitrogenados, visto que ocorreu
aumento no teor de ureidos tanto nas folhas e peciolos, quanto nos nddulos. Nos
genotipos suscetiveis, 0 aumento nos peciolos foi mais expressivo, mostrando que o
metabolismo do N nesses gendétipos estava sendo mais prejudicado do que nos
gendtipos tolerantes, ja que os incrementos de ureidos nos seus peciolos, em
condicdo de 30% CC, foram menores, ou nulo, como no caso do gendtipo RO1-
416F. Os gendtipos R01-581F, R01-416F e R02-1325 possuiam, mesmo em
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condicBes hidricas adequadas, maiores teores de ureidos nos peciolos em relacao
aos genotipos suscetiveis, na mesma condicdo. Dessa forma, pode-se sugerir,
novamente, que a eficiéncia da FBN nesses gendtipos € maior, pois o teor de
ureidos em plantas sob suficiéncia hidrica € um parédmetro que explica o melhor
desempenho da FBN.

Nos nodulos, o incremento substancial de ureidos em todos os
gendtipos comprova que ocorrem falhas no transporte desse composto nitrogenado
durante periodos de restricdo hidrica, condicdo em que o fluxo de agua no xilema e
floema é comprometido (SINCLAIR; VADEZ, 2012), ocorrendo acumulo de ureidos
nos nédulos, que pode levar a inibicdo da FBN. Para evitar a inibicdo da atividade da
nitrogenase por retroalimentacdo do N-ureido, é essencial que o0s produtos
nitrogenados sejam rapidamente transportados dos nédulos até a parte aérea da
planta, onde serdo metabolizados. Em estudos anteriores, Vadez, Sinclair e Serraj
(2000) também associaram o aumento do teor de ureidos nos nodulos a inibicdo da
FBN em condi¢do de seca, mas questionam se o acumulo de ureidos nos nodulos
provém dos ureidos recém-sintetizados que deixam de ser exportados para a parte
aérea pela falta de fluxo ascendente, ou se acumulam como resultado de um
excesso de ureidos ndo metabolizados na parte aérea que sao transportados de
volta para os nddulos via floema. Diante disso, os resultados obtidos neste estudo
sugerem que possa estar ocorrendo acumulacdo tanto dos ureidos recém-
sintetizados, quanto dos ureidos ndo metabolizados na PA, pois se observou
incremento deste composto em todas as partes da planta. No entanto, o incremento
de ureidos nos nodulos foi mais expressivo, levando a conclusédo de que a grande
maioria de ureidos acumulados nos nddulos provém dos ureidos recém-sintetizados,
que sao candidatos potenciais a inibicdo da nitrogenase.

Ladrera et al. (2007) observaram acumulo de ureidos nos nédulos
dos gendtipos Jackson e Biloxi quando submetidos a restricdo hidrica, porém
verificaram que em Biloxi, genoétipo sensivel a seca, esse acumulo foi maior e
ocorreu em um periodo curto de tempo, em relacdo a Jackson. Dessa forma, pode
haver a possibilidade de os gendétipos suscetiveis deste estudo estarem acumulando
mais ureidos em periodos curtos de restricdo hidrica, em relacdo aos tolerantes,
porém nao se pode confirmar essa hipétese, visto que a avaliagdo do teor de
ureidos nas plantas ocorreu apenas apos os 10 dias de restricdo hidrica para todos

0S genotipos. Arrese-Igor et al. (2011) revisaram 0S possiveis mecanismos de
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inibicdo da FBN em condicBes de seca e relataram que ndo ha evidéncias de que o
acumulo de ureidos nos nodulos seja responsavel por diminuir a FBN em condicao
de deficiéncia hidrica. No entanto, sugere-se que a presenca de ureidos, juntamente
com outros compostos nitrogenados e a disponibilidade de carboidratos nos
nodulos, sejam potenciais candidatos envolvidos no feedback de inibicdo da FBN
sob restricdo hidrica.

Neste trabalho, a disponibilidade de fontes de carboidratos pode ter
afetado a FBN, pois o aumento no teor de AST nos nédulos, observado em todos 0s
genotipos submetidos ao estresse hidrico, sugere que estaria ocorrendo diminui¢cao
da atividade da sacarose sintase, principal enzima envolvida na hidrolise de
sacarose nos nodulos. Ladrera et al. (2007) observaram que a atividade dessa
enzima foi a primeira a ser inibida no ndédulo sob seca, porém a inibicdo ocorreu
primeiro no genadtipo Biloxi (sensivel), enquanto que Jackson (tolerante) conseguiu
manter por mais tempo sua atividade. Dessa forma, o declinio da atividade da
sacarose sintase devido a restricdo hidrica deve estar relacionado com o acumulo
de AST nos nodulos, resultando em falhas no metabolismo do C, com
comprometimento no fornecimento de substratos de C, como o malato, que é
utilizado como fonte de energia pelo bacteroide. Dessa forma, fica evidente que
estaria ocorrendo comprometimento do metabolismo do C e N nos nodulos, sendo
essas atividades essenciais ao bom funcionamento do processo de FBN.

Mesmo com todas as falhas metabdlicas causadas pelo estresse
hidrico moderado, os genotipos tolerantes demonstraram melhor manutencao de
seus processos fisiologicos em relacdo aos genoétipos suscetiveis, com melhor
absorcdo de nutrientes, taxas fotossintéticas, teor de clorofila e regulacdo do
metabolismo do N. Sugere-se que esses gendtipos, além de apresentarem
caracteristica de manter o processo de FBN sob seca, sdo capazes de amenizar o
efeito da escassez de agua em toda planta, podendo ser considerados genoétipos
com caracteristica de tolerancia a restricao hidrica.

Com os resultados obtidos neste estudo, foi construido um
fluxograma demostrando os possiveis mecanismos envolvidos na inibicdo da FBN,
sob restri¢cdo hidrica (Figura 9). Neste fluxograma, sugere-se que a translocacdo dos
compostos nitrogenados dos nodulos até a PA seja comprometida, com acumulo
substancial de ureidos nos ndédulos, tanto em genoétipos suscetiveis quanto nos

genotipos com FBN menos sensivel a restricdo hidrica, e que esses compostos
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acumulam, em decorréncia do periodo de seca, em demais partes da planta, como
nos peciolos e na PA. O aumento da concentracdo de ureidos na PA pode estar
relacionado a falhas na metabolizacdo dos ureidos, sendo que o Mn pode auxiliar a
minimizar o acumulo desse composto. Além disso, a ocorréncia de secas
compromete o metabolismo do C na planta, sendo que nos genotipos suscetiveis, as
falhas no metabolismo sdo mais expressivas, demonstrando que os genotipos R0O1-
581F, R01-416F e R02-1325 conseguem manter por mais tempo suas atividades
fisiolégicas, como fotossintese e demais processos, como a FBN em condicdes de

restricdo hidrica, retardando os efeitos da seca.

Figura 9 - Fluxograma demonstrando o0s principais mecanismos envolvidos na
inibicdo da fixacao biolégica de nitrogénio (FBN) em gendtipos com FBN
tolerante a seca (A) e em gendtipos com FBN suscetiveis a seca (B); (+)
= acumulo; (-) = inibicdo; AA = alantoato amidohidrolase; SS = sacarose
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CONCLUSOES

A restricdo hidrica afetou a maioria das variaveis analisadas neste
estudo, porém os gendtipos apresentaram respostas diferenciadas, sendo que
aqueles com FBN menos sensivel a seca apresentaram melhores resultados. Os
genotipos R01-581, R0O1-416F e R02-1325, em geral, se mostraram superiores
guanto a capacidade de manter seus processos fisioldgicos, absorcdo de nutrientes,
e regulacdo do metabolismo do C e N na parte aérea e nédulos, em condi¢do de
restricdo hidrica, quando comparados aos genétipos suscetiveis CD 215 e BRS 317.

Os mecanismos envolvidos no processo de inibicdo da FBN sob
seca parecem estar relacionados a falhas no metabolismo do C e N na parte aérea e
nos nodulos, levando ao acumulo de ureidos nos nédulos, peciolos e folhas, e
escassez de substratos de C, na forma de malato, em decorréncia da inibicdo da
enzima SS. Apesar de o0s gendtipos tolerantes terem apresentado alteracdes na
maioria das variaveis analisadas diante da restricdo hidrica, parece que conseguem
retardar os efeitos da seca em toda planta. Portanto, esses genétipos sao
promissores para 0 uso em programas de melhoramento para o desenvolvimento de
genotipos mais tolerantes a deficiéncia hidrica. Entretanto, mais estudos devem ser
realizados com intuito de elucidar melhor os mecanismos envolvidos no feedback de
inibicAo da FBN sob restricdo hidrica, a fim de obter gendtipos que mantenham a
eficiéncia do processo simbidtico, bem como seus processos fisiolégicos, e

conseguentemente garantam alta produtividade.
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