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RESUMO
Rosa, Vanessa do Rosério, Universidade Federal de Vigosa, fevereiro dAIREYAEOes
fisiolégicas induzidas pelo déficit hidrico no estadio reprodutivo da soja com reflexo
sobre a produtividade.Orientador: Cleberson Ribeiro. Coorientadores: Juraci Alves Oliveira
e Felipe Lopes da Silva.
As mudancas climaticas tém causado alteracfes no regime das chuvas e gerado transtornos na
producdo da soja. A soja esta entre as principais atividades econdmicas do mundo,
abastecendo o mercado com 6leo e proteina extraidas das suas sementes. Para atender a sua
crescente demanda é preciso aumentar a producdo, mesmo em de déficit hidrico. Quando as
plantas sdo expostas as situacdes estressantes apresentam integracdo de diversas respostas a
niveis morfolégico, molecular e fisiolégico. O objetivo deste trabalho foi entender como estes
mecanismos atuam na manutencdo da produtividade de linhagens de soja, quando o déficit
hidrico ocorre no estadio reprodutivo R4 que é o periodo de maior demanda agua pela planta.
Foram utilizadas as linhageNx-08-10819e Vx-08-11614, do Programa de Melhoramento
da Qualidade da Soja do BIOAGRO/UFV, apods a exposi¢cdo ao déficit hidrico, a primeira
manteve niveis normais de produtividade e a segunda apresentou queda na produtividade. As
plantas foram germinadas em substrato proprio para plantas e posteriormente transplantadas
para vasos com solo, cultivados em casa de vegetacdo com monitoramento de temperatura e
umidade. As plantas foram mantidas por trés dias a trés diferentes capacidades de campo:
controle (100%), moderado (60%) e severo (40%), e entdo reidratadas por dois dias. As
avaliacdes ocorreram apés os trés dias de exposicdo ao estresse e a reidratagdo. Fora
avaliados o potencial hidrico foliar, analises fenotipicas, parametros de trocas gasosas e
fluorescéncia da clorofila, pigmentos fotossintéticos, peroxidacéo lipidica, enzimas do sistema
antioxidativo, acimulo de moléculas osmoprotetoras, produtividade e qualidade da semente.
A linhagem Vx-08-10819 por apresentar melhor desempenho fotossintético, maior controle
estomatico, mecanismo protetores contra danos foto-oxidativos mais eficientes, menor
peroxidacao lipidica, maiores atividades das enzimas anti-oxidativas e manutencdo da
produtividade, foi considerada tolerante. A linhagem Vx-08-11614 apresentou maior
direcionamento de fotoassimilados para o crescimento vegetativo, maior area foliar e area
foliar especifica, menor desempenho fotossintético, menor controle estomatico, mecanismo
protetores contra danos foto-oxidativos pouco eficientes, maior peroxidacéo lipidica, menores
atividades das enzimas anti-oxidativas e perdas de produtividade nos tratamentos moderado e

severo, e por estes motivos foi denominada sensivel.



ABSTRACT
Rosa, Vanessa do Rosario, Universidade Federal de Vigosa, FebruaryPR¥didlogical
changes induced by water deficit in the reproductive stage of soybean with aflextion
on productivity. Adviser: Cleberson Ribeiro. Co-advisers: Juraci Alves Oliveira and Felipe
Lopes da Silva.
Climate change has caused changes in the rainfall regime and generated disruptioeain soy
production. Soy is among the world's major economic activities, fueling the market with oil
and protein extracted from its seeds. To meet its growing demand, it is necessary to increase
production, even in water deficit. When plants are exposed stressful situations present
integration of several responses at morphological, molecular and physiological levels. The
objective of this work was to understand how these mechanisms act in the maintenance of the
productivity of soybean strains when the water deficit occurs in the reproductive stage R4,
which is the period of higher demand for water by the plant. The strains Vx-08-10819 and
Vx-08-11614 of the BIOAGRO / UFV Soybean Breeding Program were used, after exposure
to water deficit, the first maintained normal levels of productivity and the second showed a
decrease in productivity . The plants were germinated in substrate suitable for plants and later
transplanted to pots with soil, grown in a greenhouse with temperature and humidity
monitoring. The plants were maintained for three days at three different field capacities:
control (100%), moderate (60%) and severe (40%), and then rehydrated for two days.
Evaluations occurred after three days of exposure to stress and rehydration. Leaf water
potential, phenotypic analyzes, gas exchange parameters and chlorophyll fluorescence,
photosynthetic pigments, lipid peroxidation, antioxidative system enzymes, accumulation of
osmoprotective molecules, productivity and seed quality were evaluated. The Vx-08-10819
strain presented better photosynthetic performance, greater stomatal control, more efficient
photo-oxidative damage, less lipid peroxidation, higher antioxidative enzyme activities and
maintenance of productivity. The Vx-08-11614 strain showed higher photoassimilate
targeting for vegetative growth, greater leaf area and specific leaf area, lower photosynthetic
performance, lower stomatal control, protection mechanism against less efficient
photooxidative damage, higher lipid peroxidation, lower Anti-oxidative enzymes and
productivity losses in moderate and severe treatments, and for these reasons was termed

sensitive.



1. INTRODUCAO

A producdo da soja esta entre as atividades econdbmicas que mais cresceu nas
Ultimas décadas e é considerada a principal oleaginosa cultivada atualmente (Hirakuri e
Lazzarotto, 2014). De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
nos ultimos anos a soja tem se destacado como a principal cultura brasileira em funcéo do
seu retorno econdmico ao produtor rural (IBGE, 2015). Na safra de 2016-2017, a producéo
nacional foi novamente recorde, com acréscimo de 2,1% da area plantada e de 13,2% na
produtividade, quando comparado a safra anterior (IBGE, 2017).

A soja é uma das principais culturas do mundo, com diversas aplica¢des industriais
e com grande importancia na alimentagdo humana e animal sendo impfutaatee
proteina e Oleo vegetal, com teores de 40% e 20% respectivamente (Vollmann et al., 2000;
Bezerra etlg 2015). A demanda por este produto tende a crescer nos proOXimos anos, o que
torna ainda mais promissor o cenario futuro para o cultivo da soja (Bezerra et al., 2015).

Para atender a crescente demanda de soja, € necessario o aumento da produtividade
desta cultura. No entanto, a escassez de chuva em regides produtoras comprometem a
producdo, gerando grandes quedas de produtividade (Hirakuri e Lazzarotto, 2014). Em
2015, a producao na safra de soja no Brasil ficou 23,2% abaixo do esperado, devido ao
veranico prolongado ocorrido em fevereiro deste ano, e também foram observados
problemas na qualidade dos grdos decorrentes do forte deficit hidrico durante a fase de
enchimento de sementes que produziram sementes leves, ardidas e malformadas (FAO,
2015).

. O deficit hidrico induz reducdo no potencial hidrico foliar e na abertura
estomética, levando a reducdo na disponibilidade de €Q@onsequentemente na
fotossintese (Osakabe et al., 2014). Como a produtividade da soja depende dos
fotoassimilados produzidos durante o processo fotossintético (Pinheiro et al, 2011), é
esperado que uma reduc¢do na disponibilidade hidrica, induz uma reducao na produtividade
da soja (Gozéles et al., 2008).

Estresses que limitam a fixacdo @€&,, como por exemplo a seca, provocam 0
excesso de energia disponivel nos fotossistemas dos tilacoides, fazendo com que as reacdes
fotoquimicas da fotossintese gerem maiores niveis de espécies reativas de oxigénio
(EROs), como o peroxido de hidrogénieQ@d), o radical anion superoxido £0, o radical
hidroxila (HC") e o oxigénio singleto'Q.), que podem causar estresse oxidativo através

da oxidagdo de proteinas, moléculas de RNA, DNA, lipideos e pigmentos fotossintéticos,



além de induzir a ativacdo da morte celular programada (Mittler et al., 2004; Silva et al.,
2012; Pyngrope et al., 2013). As EROs possuem a capacidade de se difundirem entre os
compartimentos, como por exemplo @4 que pode mover-se através das membranas,
causando danos as mesmas atraveés da peroxidacao lipidica (Tian et al., 2016).

O deficit hidrico pode levar a formagcdo de EROs, que séo eliminadas das células
através de eficientes mecanismos antioxidantes ndo enzimaticos e enzimaticos, presentes
nas plantas, que desempenham importante papel na protecdo contra a toxicidade dessas
moléculas (Choudhury et al.,, 2016 e Pandy et al., 2016). O mecanismo enzimatico &
formado pelas enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase
(APX), e peroxidases totais (POXs) (Bin et al., 2010; Silva et al., 2012). No mecanismo
nao enzimatico, os carotendides sdo bem conhecidos por sua atividade antioxidante dentro
dos cloroplastos (Xu et al., 2001). A manutencédo de uma elevada capacidade antioxidante
para a eliminagdo das EROs tem sido associada ao aumento da tolerancia das plantas a
uma ampla gama de estresses ambientais (Bin et al., 2010; Mishra et ., 2012

Segundo Fang e Xiang, (2015) plantas sobre deficit hidrico podem apresentar
acumulo de algumas moléculas osmorreguladoras, como prolina e aminoacidos, que
diminuem o potencial osmotico celular, garantindo a manutencdo da absor¢édo de 4gua e da
pressao de turgescéncia celular, que sdo considerados mecanismos chave que permitem as
plantas manterem maior taxa fotossintética, abertura estoméatica, e expansao celular em
condicBes de deficiéncia hidrica (Cattivelli et al., 2008; Sanders e Arndt, 2016).

A disponibilidade hidrica € importante durante todo o desenvolvimento da soja,
contudo, a medida que a planta se desenvolve, a necessidade de agua vai aumentando,
chegando ao maximo no estadio reprodutivo (floracdo R1-R2, frutificacdo R3-R4, e
enchimento de sementes R5-R6), que sdo os estadios mais sensiveis a seca (Oya et al.,
2004; Silva et al., 2015). Na soja, as alteracdes no metabolismo da planta sdo mais intensas
quando o deficit hidrico ocorre durante o estadio reprodutivo, 0 que pode resultar em
reducdo de produtividade (Ku et al., 2013). A escassez de agua na fase reprodutiva induz
menor nimero e tamanho de vagens e sementes, menor peso de sementes, senescéncia
foliar, e encurtamento do ciclo de vida da planta o que pode prejudicar o enchimento de
sementes (Manavalan et al., 2009).

Quando as plantas sdo submetidas ao deficit hidrico, elas respondem ao estresse
pela integracdo de diversas respostas e mecanismos adaptativos, nos niveis morfologico,

molecular e fisiolégico (Fang e Xiong, 2015). Assim, entender como estes mecanismos



atuam na manutencdo da produtividade podera auxiliar estudos futuros envolvendo a
identificacdo e selecdo de genotipos produtivos em condicdes de deficit hidrico e
posteriormente, a criagcdo de novas cultivares, sendo uma importante ferramenta para suprir
a crescente demanda de alimentos no mundo.



2. OBJETIVOS
Este trabalho teve como objetivo avaliar as alteracdes fisiologicas induzidas em
duas linhagens de soja, contrastantes em produtividade apds exposicdo ao deficit hidrico
no estadio reprodutivo (R3-R4), buscando informac¢des que justifiquem a diferenca de

produtividade sob condi¢des de seca.



3. MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL VEGETAL

As linhagens de soj#x-08-10819e Vx-08-11614, disponiveis no Programa de
Melhoramento da Qualidade da Soja do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (Bioagro) da Universidade Federal de Vicosa (UFV) foram utilizadas nos
experimentos. As linhagens foram selecionadas a partirsadeening com 14
linhagens/cultivares por apresentarem produtividades e ciclo fenolégico semelhantes em
condi¢cdes normais de capacidade de campo. Por outro lado, apos exposicdo ao deficit
hidrico, a linhagem Vx-08-10819 manteve sua produtividade e a Vx-08-11614 apresentou
reducao

As sementes das linhagens de soja foram cultivadas entre os meses de janeiro e
abril de 2016 em casa de vegetacdo do Bioagro/dbm sistema de monitoramento de
temperatura e umidade. A temperatura média e umidade média durante o experimento foi
33°C e 22°C, e 93% e 47%, maxima e minima respectivamente. As sementes foram
semeadas em substrato especifico, Bioplacttmposto de casca de pinus e fibra de coco
Apés germinadas, as sementes foram transplantadas para vasos de sete litros (quatro
plantas por vaso) contendo mistura de solo e areia (proporcao de 2:1) adubada com NPK
(04-14-08). Os vasos foram previamente pesados e preenchidos com mesma quantidade da
mistura de solo e areia.

As plantas no estadio reprodutivo R3 (inicio da frutificacdo) tiveram a irrigacao
suspensa e 0 peso dos vasos foi monitorado trés vezes ao dia para atingir os pesos
referentes ao nivel moderado (60% da capacidade de campo) e ao nivel severo (40% da
capacidade de campo). Essas condicBes hidricas foram mantidas por trés dias. Apds,
plantas no estadio reprodutivo R4 (frutificacdo plena) foram avaliadas e amostras foliares
foram coletadas nas seguintes condi¢cfes: 100% (nivel controle), 60% (nivel moderado) e
40% (nivel severo) da capacidade de campo. Em seguida, os vasos receberam agua e todas
as plantas atingiram a capacidade de campo noenazglds dois dias foi avaliada
capacidade de recuperacdo de cada linhagem aos danos causados pelo deficit hidrico nas
trés condicdes hidricas. Apds esse periodo, os vasos foram mantidos em condigcdes normais
de capacidade de campo (100%) até as plantas atingirem o estadio R8 (maturacao plena).

Andlises de crescimento, potencial hidrico foliar, caracterizagdo do aparato
fotossintético, teor dos pigmentos cloroplastidicos, peroxidacao lipidica, atividade das

enzimas antioxidativas e teor de prolina e aminoacidos foram realizadas ao final do



periodo de deficit hidrico e de reidratacdo, estando as plantas no estadid RA4.
produtividade e parametros de qualidade de sementes foram avaliados no estadio R8.

Um total de 60 plantas por linhagem foram cultivadas em 15 vasos (quatro plantas
por vaso), sendo cinco vasos para cada nivel (controle, moderado e severo). Trés plantas
foram coletadas no periodo R4, sendo duas ao final do periodo de deficit hidrico (condigédo
estressante, E) e uma ao final do periodo de reidratacdo (condicao reidratada, R). A Ultima
planta foi coletada ao final do estadio R8.

O delineamento experimental foi realizado em blocos inteiramente casualizados
(DBC), com 2 linhagensV-08-10819e Vx-08-11614), 3 niveis (controle, moderado,
severo) e 2 condi¢Bes (estressante e reidratada). Os dados foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA), sendo posteriormente aplicado o teste de médias, Tukey a 5% de
probabilidade utilizando o software Genes (Cruz, 2013

3.3 POTENCIAL HIDRICO FOLIAR E TEOR RELATIVO DE AGUA

O potencial hidrico foliatyw) foi avaliado ao final das condi¢cdes estressante e de
reidratacdo no periodo da antemanhd em folhas completamente expandidas do sétimo
trifélio a partir do apice com auxilio de bomba de pressédo do tipo Scholander (Scholander
et al., 1965).

Para obtencdo do teor relativo de agua (TRA) seis discos foliares de 6 mm de
diametro foram coletados de folhas completamente expandidas do sexto trifélio a partir do
apice, entdo foram pesados e colocados por seis horas em placas de Petri com agua
destilada para saturacdo. Em seguida, os discos foram novamente pesados e colocados para
secar a 70°C por 72 horas, para obtencdo do peso seco (Turner, 1981). O TRA foi obtido a

partir da seguinte férmula:

TRA = Massa FrescaMassa Seca X 100
Massa TurgidaMassa Seca

3.4 ANALISES MORFOLOGICAS

Altura, area foliar total, area foliar total especifica (medidor de area LI-3100C) e
didmetro do caule foram avaliadas ao final do periodo estressante (E) no est&dio R4.
desempenho agrondémico, incluindo altura da planta, nUumero de vagens com um, dois ou
trés sementes, numero de sementes, numero de vagens por planta, peso de 100 sementes e
producao final foi avaliado no estadio R8.

3.5 TROCAS GASOSAS



A taxa de assimilacdo liquida do €@A), condutancia estomaticay), taxa
transpiratoria ) e concentragdo interna carbon@i)(foram realizadas em folhas
completamente expandidas do oitavo trifélio a partir do apice, com analisador de gases a
infravermelho (IRGA; modelo portatil LI-6400xt, LI-COR Biosciences Inc., Lincon,
Nebraska, USA). As medicdes foram realizadas entre 08:00 e 10:00 da manh&, em casa de
vegetacdao, utilizando radiagéo fotossinteticamente @ikR)(constante (10QGnol fotons
m?s?), concentragcdo atmosférica de £@mperatura e umidade ambiente. A eficiéncia
instantdnea do uso da agua (EUA) foi calculada pela ra#Boe a eficiéncia de
carboxilacao (EC) pela raza¢C;.

3.6 PARAMETROS DE FLUORESCENCIA

As variaveis de fluorescéncia da clorofldoram obtidas na mesma area da folha
em que foram realizadas as medidas das trocas gasosas, com auxilio de fluorbmetro
acoplado ao IRGA. As variaveis obtidas foram: fluorescéncia inicigy flaorescéncia
maxima (l); fluorescéncia variavel (Fliferenca entre e Fn) e rendimento quantico
potencial do PSII (FFn) (Genty et al., 1989).

As variaveis da fase lenta de inducdo da fluorescéfie@escéncia em amostra
adaptada a luz antes do pulso de saturacdo (F) e fluorescéncia maxima em amostra
adaptada a luz (F), foram obtidas sequencialmente com a aplicacdo de um pulso de luz
actinia saturante (>3000 pmol foton& ). Os parametros de fluorescéncia minima do
tecido vegetal iluminado (F (Oxborough e Baker, 1997) e estimativa de centros de
reacdes abertos do FSII (gP) (Kramer et al., 2004) foram calculados a partir ge F e F

Os rendimentos quénticos efetivos do fluxo linear de elétrons pelodiPSll), da
dissipacdo de energia regulada (Y(NPQ)) e da dissipacdo de energia ndo regulada
((Y(NO)) foram calculados de acordo com Genty et al., 1989P8lI foi utilizado ainda
para estimar a taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) (Bilger et al., 1995). O
coeficiente de extin¢cdo fotoquimico foi calculado como qP.= i/ (Fw - Fo), € 0 de
extincdo nao fotoquimico por NPQ ={¥Fn’) / Fw.

3.7 PIGMENTOS CLOROPLASTIDICOS

Teores de pigmentos (clorofilag b, razdo clorofilaa/b e carotenoides) foram
determinados em discos foliares de 6mm de diametro retirados de folhas completamente
expandidas do oitavo trifolio a partir do apice imersos em solucado de dimetilsulfoxido
(DMSO) saturado com carbonato de célcio (Ca8C&m seguida, a absorvancia das

amostras foi determinada no espectrofotometro Genesys 10UV (ThermoScientific, EUA)



nos comprimentos de onda de 665,1; 649,1 e 480nm (Wellburn, 1994). O calculo das
concentracdes das clorofilasb e carotenoides foi baseado em metodologia descnita po
Wellburn (1994).
3.8 PEROXIDAGAO DE LIPIDEOS

Amostras vegetal de 100mg de folhas expandidas foram maceradas em nitrogénio
liguido, homogeneizadas em &cido tricloroacético (TCA) 1% e centrifugadas &3,12000
4°C, por 15 minutos (Gomes-Junior et al., 2006). Aliquotas de 250ul dos sobrenadantes
foram adicionadas a 750ul de solucdo de TBA 0,5% em TCA 20% e incubadas em banho
umido a 95°C. Apdés 3finutos, a reagdo foi paralisada, os tubos centrifugados & 3000
por 10 minutos e as absorvancias determinadas a 532 e 600nm. A concentracdo do
complexo aldeido malénico-TBA foi estimada utilizando-se a absorvancia e coeficiente de
absortividade de 1Mt cm! (Heath & Packer, 1968).

3.9 ANALISES ENZIMATICAS

A atividade das enzimas dismutase do superoxido (SOD - EC 1.15.1.1), catalase
(CAT - E.C. 1.11.1.6), peroxidases (POX - EC 1.11.1) e peroxidase do ascorbato (APX -
1.11.1.11) foi determinada para avaliar os mecanismos de defesa das linhagens de soja ao
deficit hidrico. Amostras de 100 mg de folhas expandidas foram maseradchitrogénio
liquido e adicionadas a um meio de homogeneizaduoeio foi constituido de tampéao
fosfato de potassio 0,1M, pH 6,8, &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1mM, fluoreto
de fenilmetilsulfonico (PMSF) 1mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p/v) para as
enzimas SOD, CAT e POX. Para a enzima APX, o meio de homogeneizacao foi
constituido de tampao fosfato de potassio 50mM, pH 7,0, EDTA 1mM, acido ascoérbico
1mM, PMSF 1mM, ditiotreitol (DTT) 2mM e PVPP 1 % (p/v) (Peixoto et al., 1999). Em
seguida, os homogeneizados foram filtrados e centrifugados a 12.000 g a 4°C por 15
minutos e os sobrenadantes utilizados como extrato bruto de enzima.

3.9.1 Atividade da SOD

Extrato bruto de 5uL foi adicionadn195uL de meio de reacdo constituid® d
tampéo fosfato de sédio 50mM (pH 7,8) contendo metionina 13mM, azul de p-nitro
tetrazdlio (NBT) 7aM, EDTA 0,1mM e riboflavina 2uM. A reacdo foi realizada em
camara com luz fluorescente de 15W a 25°C por 10 minutos. Em seguida, a iluminacéo foi
interrompida e a absorvancia da formazana azul resultante da fotorredugédo do NBT foi
determinada em leitor de microplaca a 560nm (Multiskan GO, Thermo Scientific,

Waltham, EUA). O branco da reacéo consistiu da mistura entre amostra vegetal e meio de


http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC1/11/1/6.html
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC1/11/1/
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC.html

reacdo mantida no escuro nas mesmas condi¢coes de temperatura e tempo. Uma unidade de
SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a
fotorreducdo do NBT. O resultado foi expresso em Ulmig? proteina.

3.9.2 Atividade de CAT

Extrato bruto de 10uL foi adicionad® 190umL de meio de reacdo contendo
tampéo fosfato de potassio 50mM (pH 7,0) ©H12,5mM (Havir & McHale, 1987). A
absorvancia foi obtida em leitor de microplaca (Multiskan GO, Thermo Scientific,
Waltham, EUA) no comprimento de onda de 240nm apds 1 minuto. A atividade enziméatica
foi determinada pela utilizagdo da absorvandi® eoeficiente de absortividade de 36'M
cmit e o resultado expresso em pmol d@Hmin mg? proteina.

3.9.3 Atividade da POX

Extrato bruto de 5uL foi adicionado a 195uL do meio de reacdo constituido de
tampao fosfato de potassio 25mM (pH 6,8), pirogalol 20mM@R0mM (Kar e Mishra,
1976). A produgéo de purpurogalina foi determinada pela medida da absorvancia em leitor
de microplaca (Multiskan GO, Thermo Scientific, Waltham, EUA) no comprimento de
onda de 420nm, a 25°C. A atividade enzimética foi calculada utilizema@@bsorvancia e
o coeficiente de extingdo molar de 2,47 rhdn! (Chance & Maehley, 1955) e expressa
em pumol de purpurogalina mimg? proteina.

3.9.4 Atividade da APX

Extrato bruto de 5uL foi adicionado a 195uL do meio de reacdo contendo tampéao
fosfato de potassio 0,06 (pH 7,0), &cido ascorbico vBn e HO, 1,0Mm (Nakano &
Asada, 1981). A atividade enzimatica foi determinada pela medida da absorvancia em
leitor de microplaca (Multiskan GO, Thermo Scientific, Waltham, EUA) no comprimento
de onda de 290nm a 25° C considerando o coeficiente de extingdo moldvinoe' 28
O resultado foi expresso em pmol de acido ascorbicd ma' proteina.

3.10 CONCENTRAGAO DE PROTEINA

Extrato bruto de 3uL foi misturado a 197uL do reagente de Bradford (Bradford,
1976). A absorbancia foi medida em leitor de microplaca (Multiskan GO, Thermo
Scientific, Waltham, EUA) no comprimento de onda de 595nm. A curva padrao foi
preparada utilizando-se quantidades conhecidas de albumina do soro bovino (BSA) na
faixa de 0 a 1sgL 2.

3.11 PROLINA



Amostras de 100mg de tecido foliar foram homogeneizadas em 2mL de &cido
sulfossalicilico 3% (p/v), e centrifugada@30Qy por 10min. Aliquotas de 75uL do extrato
foram adicionados 375uL de solucdo acida de ninhidrina (1,25 g de nihidrina, 30mL de
acido acético glacial e 20mL de acido fosforico 6M) e a mistura foi incubada a 100°C por 1
hora. A reacao foi paralisada em banho de gelo e a absorvancia do sobrenadante foi medida
em espectrofotometro no comprimento de onda de 520nm. As absorvancias foram
comparadas a curva-padrdo de prolina (0 audGAL™?) (Bates, 1973) e os resultados
expressos em umol prolina gt MF™2,

3.12 AMINOACIDOS TOTAIS

Amostra foliar de 10mg foi homogeneizada em tampéao citrato de sédto(pt2
5,0), ninhidrina 5%, cianeto de potassio 0,002 M e etanol 60% (v/v) para extracao dos
aminoacidos totais. A absorvancia foi analisada em leitor de microplaca (Multiskan GO,
Thermo Scientific, Waltham, EUA) no comprimento de onda de 570nm e os resultados
comparados com curva padréo de glicina (0,thdles/ml) (Yemm e Cocking, 1955). Os
resultados foram expressos em pumalMF2.
3.13 PARAMETROS DE QUALIDADE DAS SEMENTES

A porcentagem de proteina e porcentagem de agUcares totais foram utilizados para
avaliar a qualidade das sementes. As sementes foram moidas em moinho (modelo MA20)
com peneira de mesh 10, e as amostras foram submetidas a espectrometria por
infravermelho FT-NIR (Antaris Il FT NIR Analyzer Thermo Scientific).

Para a avaliacdo de germinacdo foram utilizadas 600 sementes de cada linhagem,
divididas em quatro repeticdes de 50 sementes por nivel (controle, moderado e severo),
foram tratadas com fungicida e germinadas entre trés folhas de papel germitest,
previamente imersas em agua destilada na proporcédo de 2,5 vezes o peso seco do papel,
enroladas cuidadosamente e colocadas em camera de germinacéo vertical com controle de
temperatura a 25°C (Brasil, 2009). As contagens foram realizadas aos 5 e 8 dias apés

inicio do teste, realizando a porcentagem final de plantulas normais.
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4. RESULTADOS
As plantas apresentaram diferentes alteracdes morfologicas visuais aos niveis
moderado e severo apds exposicdo as condicdes estressante e reidratada. (Figura 1). A
linhagem Vx-08-10819 apresentou melhor desempenho visual apés imposicdo ao deficit

hidrico moderado e severo.

CONTROLE MODERADO SEVERO

ESTRESSADO Vx-08-11614 REIDRATADO -Vx-08-10819 ESTRESSADO Vx-08-10819

REIDRATADO -Vx-08- 11614

Figura 1: Registro das alteragcdes morfolégicas visuais. Niveis contfaleB, G e J)
moderadogB, E, H e K) e severos (C, F, | e L) das linhagens de\60ja@8-10819 e Vx-

11



08-11614 no estadio reprodutivo R4 apds condicdo estressante de deficit hidrico (A, B, C,
G, H e I): controle (100%), moderado (60%) e severo (40% da capacidade de campo) e
apos a condicéo reidratada (D, E, F, J, K e L): todos os niveis a 100% da capacidade de

campo.

O potencial hidrico foliafyw) reduziu em ambas as linhagens apés o deficit hidrico
de 40% e 60% da capacidade de campo. Nas condi¢gdes estressantes, entretanto a linhagem
Vx-08-10819 manteve maior potencial hidrico foliar que a linhager08-11614, tendo
sido 14% e 32% superior para os niveis moderado e severo, respectivamente. Na condicdo
reidratada ndo houve diferenca entre as linhagens e apenas o potencial hidrico da linhagem
Vx-08-10819, no nivel moderado, retornou ao nivel do seu controle (Figura 2A). Os
resultados de teor relativo de agua (TRA) para a linhagei®8-11614 foram similares
aos doyw. No entanto, a linhagerx-08-10819 apresentou reducdo apenas no nivel

severo (Figura 2B).

0.0
A B
Aa Lor
Ab Al z AR o A£ ha Aa
a r/Aa
05} Aa : osl T e b ,
%ca Bb Ba Fpa
© Bal 1=~ +
o Bb X
s L 0.6
| 10 é
g [=
| 0.4t Cb
Cq
15
0.2}
F
Cb
-2.0 T T T T T T 0.0

Figura 2: Potencial hidrico foliar (A) e teor relativo de agua na folha (B), nas linhagens de
soja Vx-08-10819 (o) e Vx-08-11614 &) no estadio reprodutivo R4 apds condicdo
estressante (E) de deficit hidrico: controle (100%), moderado (60%) e severo (40% da

capacidade de campo) e ap6s reidratacdoM&jjas seguidas pela mesma letra maiGscula entre

niveis para uma mesma linhagem e pela mesma letra mindscula entre linb@gensmesmo nivel ndo

diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Barras representam o Erocdpanédia.

A linhagem Vx-08-11614 apresentou maiores valores de: area foliar, area foliar
especifica, diametro do caule e altura da parte aérea (Figura 3). A area foliar especific
reduziu em ambas linhagens apds os niveis moderado e severo, e foi menor em todas as
condi¢des na linhagem Vx-08-10819.diametro do caule reduziu no nivel severo @ara

linhagemVx-08-10819, e em ambos niveis para a Vx-08-11614.
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Figura 3: Andlises de crescimento. Area foliar (A), area foliar especifica (B), diametro do
caule (C) e altura da parte aérea (D) em duas linhagens dg»sd)8:10819(0) ¢ Vx-08-
11614 @) no estadio reprodutivo R4 apos condicdo estressante (E) de deficit hidrico:
controle (100%), moderado (60%) e severo (40% da capacidade de ceigtxs)seguidas

pela mesma letra mailscula entre niveis para uma mesma linhagem e pela masmadstiula entre
linhagens para o mesmo nivel ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%bdbilnlade. Barras representam o

erro padrdo da média

A produtividade da linhagem Vx-08-10819 nédo variou apos deficit hidrico. Por
outro lado, na linhagerx-08-11614, o numero total de sementes e producdo por planta
reduziram 38 e 28% no nivel moderado e 62 e 64% no nivel severo. O peso de 100
sementes reduziu 14 e 16% nos niveis moderado e severo da linhagem Vx-08-11614,
respectivamente. O numero total de sementes e producdo por planta foram superiores
parada linhagem Vx-08-10819 nos niveis moderado e severo. O nimero de vagens reduziu
38% na linhagem Vx-08-11614 apds nivel severo (Figura 4). O nimero de vagens com
uma semente nao diferiu entre os niveis para ambas linhagens, entretanto a linhagem Vx-
08-11614 apresentou maior numero de vagens com 1 grdo. O namero de vagens com duas

sementes reduziu 30 e 41% para os niveis moderado e 0 severo, respectivamente, na
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linhagem Vx-08-11614. O numero de vagens com trés sementes foi superior na linhagem
Vx-08-10819 em todos os niveis (Tabela 1).
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Figura 4: Numero de vagens (A), numero total de sementes (B), peso de 100 sementes (C),
producédo por planta (D) e altura da parte aérea (E) nas linhagens Ug-6&& 0819(0)
e Vx-08-11614 &) no estadio reprodutivo R8 apds exposicdo ao deficit hidrico no estadio

reprodutivo R4 Médias seguidas pela mesma letra maiGscula entre niveis para uma mesma lmhagem
pela mesma letra mindscula entre linhagens para o mesmanédvdiferem pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade. Barras representam o erro padrao da média.
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Tabela 1 Analise de niUmero de sementes por vagem nas linhagens 8 <i§al081%
Vx-08-11614 no estadio reprodutivo R8 apds exposicdo ao deficit hidrico no estadio
reprodutivoR4. Dados em porcentagem de vagens com 1, 2 ou 3 sementes por nivel

controle (100%), moderado (60%) e severo (40% da capacidade de campo).

Linhagem Linhagem
Numero de Sementes por Vagem

Vx-08-10819 Vx-08-11614

Controle 2,09% + 0,6Ab 6,99% + 0,Aa

1 Gréo Moderado 44,48% + 0,Ab 79%+ 4,87a

Severo 53,43% = 0,0Ab  13,9% + 0,6Aa
Controle 0,8% + 6,02b 17,86% * 4,4Ba
2 Sementes Moderado 37,3% +4,8b  64,28% + 6,3Ba
Severo 61,9% +4,3a 17,86% = 7,3Ba
Controle 2,33% +5,090a 13,13% + 1,4Ab

3 Sementes Moderado 47,23% +8,79%a  72,9% = 1,58b
Severo 50,43% = 9,58a  13,96%+* 2,3Ab

Médias seguidas pela mesma letra mailscula entre niveis para uma mesma linpagemesma letra
mindscula entre linhagens para o mesmalnéo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. +/-
representa o erro padréo da média.

A taxa transpiratorial) reduziu 86 e 99% no nivel severo para as linhagens Vx-08-
10819 e Vx-08-11614, respectivamente. Apos reidratacdo, a transpiracdo da linhagem Vx-
08-10819 foi maior que os niveis reidratados da linhagem Vx-08-11614 (Figura 5A). A
taxa fotossintéticad) foi superior para a linhagem Vx-08-10819 em todas as condicfes. A
fotossintese reduziu 78% no deficit hidrico severo para a linhagem Vx-08-10819, e 58 e
87% no deficit hidrico moderado e severo, respectivamente, para a linhagem Vx-08-11614.
Na condicao reidratada, a fotossintese recuperou para a linhagem Vx-08-10819, e a Vx-08-
11614 apresentou 0 mesmo padrdao da condicdo estressante. A concentracdo interna de
carbono Ci) apresentou alteragdes apenas no nivel severo da linhagé8+11614, com
acréscimos de 54% e apds a reidratacdo retornou aos niveis do seu controle (Figura 5C).
Os valores d€i foram menores no nivel severo da linhagem Vx-08-10819. A condutancia
estomatica ds) reduziu 84 e 94% para as linhagens Vx-08-10819 e Vx-08-11614,
respectivamente, no nivel severo. Apés reidratacdo, os valogsrd®rnaram para 0s
niveis do controle, entretanto os valores foram maiores para a linhagé8:10819 em
todas as condicfes (Figura 5D). A eficiéncia de carboxildg@preduziu 80 e 84% para
as linhagens Vx-08-10819 e Vx-08-11614, respectivamente, no nivel severo (Figura 5E). A
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eficiéncia do uso da agua (EUA) aumentou

moderado e severo (Figura 5F).
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de carbono (C), Condutancia estomética (D), Eficiéncia de carboxilacdo (E) e Efic@&ncia n
uso da agua (F), nas linhagens de 86§a08-10819(0) e Vx-08-11614 &) no estadio

reprodutivo R4 apds condicdo estressante (E) de deficit hidrico: controle (100%),

moderado (60%) e severo (40% da capacidade de campo) e ap0s reidratag@didd).

seguidas pela mesma letra mailscula entre niveis para uma mesma linhagemesmaldetra mindscula

entre linhagens para o mesmo nivel ndo diferem pelo teste de Tuk@#y de Jrobabilidade. Barras

representam o erro padrao da média.
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Os valores deendimento quantico efetivo do fotossistema II (® PSII) e da taxa de
transporte de elétrons (ETR) da linhagem Vx-08-10819 foram superiores aos da Vx-08-
11614 em todas as condi¢cdes avaliadas. Estes mesmos parametros reduziram no nivel
severo para a linhagem Vx-08-10819 e nos niveis moderado e severo para a linhagem
Vx-08-11614. Apos reidratacdo,daPSII e ETR néo recuperaram na linhagem Vx-08-
11614 (Figuras 6A-B). A dissipacédo de energia regulada Y(NPQ) aumentou 66 e 23%
para as linhagens Vx-08-10819 e Vx-08-11614, respectivamente, no nivel severo (Figura
6C). A dissipacdo de energia ndo regulada Y(NO) aumentou 17 e 14% apds 0s niveis
moderado e severo, respectivamente, na linhagem Vx-08-11614 e nao retornou ao valor
do controle ap0s reidratacdo. Os valores de Y(NO) da linhagem Vx-08-11614 foram
superiores aos da Vx-08-10819 em todas as cond{¢@gsra 6D). O coeficiente de
extincdo fotoquimico (gP) reduziu 64 e 73% no nivel moderado e severo,
respectivamente, para a linhagem Vx-08-11614 e 25% ap0s deficit hidrico severo para a
linhagem Vx-08-10819. Apos reidratadas, apenas os valores de gP da linha@&n
11614, no nivel severo, ndo recuperaram ao nivel do controle. Valores de P foram
maiores para a linhagem Vx-08-10819 em todas as condicdes (Figura 6E). O coeficiente
de extingcdo nao fotoquimico (NPQ) aumentou 12 e 16% para as linhagens Vx-08-10819 e
Vx-08-11614, respectivamente no nivel severo. Valores de NPQ foram maiores para a
linhagemVx-08-10819 em todas as condicbes (Figura 6F).
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Figura 6: Rendimento quantico efetivo do fotossistema 1), (Aaxa de transporte de
elétrons (B), Rendimento quéantico da dissipacao regulada (C), Rendimento quantico da
dissipacdo nédo regulada (D), Coeficiente de extin¢do fotoquimico (F), e Coeficiente de
extingdo ndo fotoquimico (Gas linhagens de so0j&-08-10819(0) e Vx-08-11614 §)

no estadio reprodutivo R4 apo6s condicdo estressante (E) de deficit hidrico: controle

(100%), moderado (60%) e severo (40% da capacidade de campo) e apos reidratacéo (R).

Médias seguidas pela mesma letra mailscula entre niveis para uma mesma linipajgmesma letra
mindscula entre linhagens para o mesmo nivel ndo diferem @0 de Tukey a 5% de probabilidade.

Barras representam o erro padrdo da média.
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Teores de clorofila e clorofilab reduziram na linhagem Vx-08-11614 apos nivel
moderado e severo. Teores de clorolilaeduziram no nivel severo enquanto teor de
clorofila a reduziu nos niveis moderado e severo para a linhagem Vx-08-108109.
Independentemente do nivel, os teores de clorbfflaram maiores na linhagekix-08-

10819. Teores de carotenoides reduziram na linhagem Vx-08-11614 apds o nivel
moderado e severo e na linhagem Vx-08-10819 no nivel severo. Apoés a reidratacdo apenas

o nivel moderado da Vx-08-10819 recuperou-se ao nivel do controle. (Figura 7).
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Figura 7: Teores de clorofila (A), clorofila b (B), razéo clorofilaa/b (C) e carotenoides
(D) nas linhagens de s0j&-08-10819(o) e Vx-08-11614 &) no estadio reprodutivo R4
apos condicdo estressante (E) de deficit hidrico: controle (100%), moderado (60%) e
severo (40% da capacidade de campo) e apos reidratdcdzEdRs seguidas pela mesma letra
mailscula entre niveis para uma mesma linhagem e pela mesma letra minUseulmrergens para o
mesmo nhivel ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Baresgmeggm o erro padrdo da
média.

A concentacdo de peroxidacado lipidica (MDA-TBA) foi maior nos niveis
moderado e severo de ambas as linhagens. Entre as linhagens, a concentracdo de MDA-

TBA foi menor na linhagem Vx-08-10819 apds os niveis submetidos ao déficit hidrico.
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Apoés reidratadas os valores de MDA-TBA da linhagéxn08-11614 nao retornaram ao
nivel do controle (Figura 8A). A atividade de todas as enzimas aumentou na linhagem Vx-
08-10819 apods os niveis moderado e severo. Ja na linhag@®® 11614, apenas a CAT

teve aumento de atividade. As atividades de SOD e CAT foram superiores na linhagem

Vx-08-10819 apds deficit hidrico moderado e severo. Apés a reidratacdo, as atividades de

SOD e APX retornaram aos niveis do controle, diferente do observado para CAT e POX

em ambas linhagens (Figura 8B, C, D e E).
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Figura 8: Concentracdo de peroxidacao lipidica (A), atividade das enzimas superéoxido

dismutase (B), catalase (C), peroxidase (D) e peroxidase do ascorbato (E) nas linhagens de
soja Vx-08-10819 (o) e Vx-08-11614 &) no estadio reprodutivo R4 apds condicdo
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estressante (E) de deficit hidrico: controle (100%), moderado (60%) e severo (40% da

capacidade de campo) e apds reidratacdoM&jjas seguidas pela mesma letra maiGscula entre
niveis para uma mesma linhagem e pela mesma letra mindscula entre Bnpagem® mesmo nivel ndo
diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Barras representam o Erocdpatédia.

A concentracdo de prolina e aminoacidos foi maior no nivel severo de ambas
linhagens, com aumentos de 21,6 e 7,6 vezes para a linhagem Vx-08-10819 e 60 e 8,5
vezes para a linhagem Vx-08-11614, respectivamente. Os niveis de prolina e aminoacidos
foram maiores na linhagem Vx-08-11614 apds deficit hidrico. Apds reidratacdo, a
concentracdo de aminoacidos néo retornou ao nivel do controle na linhagem Vx-08-11614,
e também no nivel severo para a mesma linhagem para a concentracao de prolina (Figura

9)., e também no niveis severo para a mesma linhagem nos niveis de prolina (Figura 9).
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Figura 9: Concentracdo de prolina (A) e de aminoacidos totais (B), nas linhagens de soja
Vx-08-10819(0) e Vx-08-11614 &) no estadio reprodutivo R4 apds condicdo estressante
(E) de deficit hidrico: controle (100%), moderado (60%) e severo (40% da capacidade de

campo) e apos reidratacdo (Riedias seguidas pela mesma letra mailscula entre niveis para uma

mesma linhagem e pela mesma letra minUscula entre linhagens para o0 medndm wiferem pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade. Barras representam o erro padrdao da média.

A porcentagem de proteina da linhagéri08-10819 reduziu nos niveis moderado
e severo, enquanto na linhagem Vx-08-11614 houve redugédo apenas no maoderado.
porcentagem de acucares totais da linhagem Vx-08-10819 foi superior a linhagem Vx-08-
11614 (Tabela 2). Os teores de &cidos graxos e acUcares ndo redutores ndo apresentaram
alteracOes entre os niveis controle, moderado e severo (dados ndo mostrados). As sementes
tiveram porcentagem de germinagédo igual ou superior a 80% em todos os tratamentos. A
porcentagem de germinacgéo reduziu 11 e 15% nas linhagens Vx-08-10819 e Vx-08011614,

respectivamente, apds o nivel severo.
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Tabela 2 Porcentagem de 0leo, proteina e aguUcares totais em sementes das linhagens de
soja Vx-08-10819e Vx-08-11614 no estadio reprodutivo R8 apos exposicdo ao deficit

hidrico no estadio reprodutivo R4: controle (100%), moderado (60%) e severo (40% da

capacidade de campo).

Porcentagem (%)

Linhagem

Linhagem

Vx-08-10819 Vx-08-11614

Controle
Oleo na semente Moderado

Severo

23,08 £ 0,09 /Aa
23,85 +0,08Aa
24,08 £ 0.13Aa

22,42 £ 0,37Aa
21,99 + 0,66Ab
20,73 +0,13Ab

Controle
Proteina na semente Moderado

Severo

38,73 £ 0,04Ab
37,63 +0,22Bb
36,43 £ 0,13Cb

44,84 + 0,16Aa
41,55 + 0,04Ba
42,28 + 0,19Aa

Controle
AcuUcares Totais Moderado

Severo

7,12 £ 0,05Ba
7,47 + 0,06 /Aa

7,48 £0,25Aa

6,97 + 0,07 Ab
6,85+ 0,1Ab
6,58 £ 0,12 Ab

Médias seguidas pela mesma letra mailscula entre niveis para uma mesma linpagemesma letra
mindscula entre linhagens para o mesmo nivel ndo diferem pelo testeeyealti% de probabilidade. +/-

representa o erro padréo da média.
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5. DISCUSSAO

O deficit hidrico, quando ocorre, no estadio reprodutivo de plantas cultivadas, como
a soja, afetam a produtividade por ser essa a fase mais exigente em recursos (Darianto et
al., 2015; He et al., 2017). Algumas plantas séo capazes de se ajustar para tolerar condicoes
estressantes, permitindo a manutengcdo do seu crescimento e desenvolvimento, mas para
plantas cultivadas a tolerancia esta relacionada a manutencao da produtividade (Dolferus,
2014 Hasanuzzanan et al., 2016).

A reducédo do potencial hidrico foliar e do teor relativo de agua nas linhagens Vx-
08-10819 e Vx-08-11614 estad diretamente relacionada ao deficit hidrico. Os maiores
valores deyw da linhagenivx-08-10819, apds deficit hidrico, demonstram sua capacidade
de se manter melhor hidratada, 0 que assegura a manutencdo dos seus processos Vvitais, e
consequentemente da produtividade. Plantas com esta caracteristica alteram seus processos
fisiologicos e metabdlicos para economizar agua, dentre eles ajustamento osmoético e
controle da abertura/fechamento estomatico (Osakabe et al., 2014; Blum, 2016).

A reducao no teor relativo de agua foi responsavel pelo menor didmetro do caule
apos deficit hidrico. A maior reducéo observada na linhageid8-11614¢ indicativo de
menor conteldo de agua no caule desta planta (Zweifel et al., 2005; Wang et al., 2017).
Em condi¢Bes de seca o potencial hidrico do xilema se torna mais negativo, permitindo que
ele perca agua para os tecidos de armazenamento proximos a ele, porém, nessas condicdes,
a captacao de agua pela raiz ocorre de forma lenta, ndo sendo suficiente para substituir a
agua perdida, reduzindo assim o diametro do caule (Intriliolo e Castel, 2005).

O maior crescimento da linhagem Vx-08-11614, exibido pelos maiores valores de
area foliar, area foliar especifica (AFE), diametro do caule e altura da parte aérea, indicam
alta demanda de fotoassimilados para manutencdo do crescimento vegetativo. Esse
direcionamento de fotoassimilados para a fase vegetativa reduz a disponibilidade para a
fase reprodutiva, o que contribuiu para a menor produtividade desta linhagem nos
tratamentos estressados (Dolferus et al., 2011).

Os menores valores de AFE da linhagem Vx-08-10819 estéo relacionados a alta
capacidade fotossintética, permitindo a adaptacéo desta linhagem a ambientes estressantes
uma vez que a retencado de recursos para mecanismos estruturais e de defesa da planta sao
mais importantes que o investimento em area foliar (Cornelissen et al,,N280%t al.,

2014; Dai et al., 2015). Menor AFE da linhagem-08-10819 evidenciou melhor
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capacidade fotossintética, comprovada pelos seus maiores valores de fotossintese, em
todos os niveis, que resultou na manutencéo da sua produtividade apds o deficit hidrico
entre os estadios mais sensiveis a seca.

O nuamero de vagens e a quantidade de graos por vagem sao importantes parametros
de produtividade, que quando afetados contribuem para a reducdo do rendimento da
cultura (Darianto et al., 2015). A linhagem Vx-08-11614 apresentou maior nimero de
vagens com 1 semente e menor com 3 sementes, em todos 0s niveis, e também, reducfes
no numero total de vagens do nivel severo, em funcdo das suas menores taxas
fotossintéticas, que resultaram em limitacbes na formacdo de recursos energéticos,
refletindo em maiores taxas de abortamento e menor nimero de sementes por vagens
(Embrapa, 2003).

O numero de sementes e a producdao final foi maior na linhagem Vx-08-10819 nos
niveis moderado e severo. O nimero de sementes € o0 componente produtivo mais
vulneravel ao deficit hidrico ja que as plantas optam por investirem menos em numero de
sementes e assim garantirem maior fecundidade de suas sementes. Entretanto para culturas
de interesse econbmico, como a soja, essa € uma estratégia limitante, pois reduz a
producdo final (Doferus et al., 2011). Linhagens agricolas que conseguem manter a
produtividade final em condi¢des de deficit hidrico, tal como a Vx-08-10819, podem ser
classificadas como tolerantes (Dolferus, 2014). A linhagem Vx-08-11614 apresentou
reducdes no numero de sementes e producdo por planta nos niveis moderado e severo,
devido ao seu maior crescimento vegetativo, menor controle estomatico e ineficiéncia dos
mecanismos de protecao, prejudicando a fotossintese e consequentemente a producdo da
planta (Mastrodomenico et al., 2014; Hasanuzzamn et al., 2016). A tolerancia da linhagem
Vx-08-10819 ¢é justificada pela combinacdo de seus processos metabolicos e fisidlogicos.
menor transpiracdo e condutancia estomatica, no nivel severo de ambas as linhagens esta
correlacionado com o fechamento estomético. Esse fechamento é a resposta final de uma
cascata de sinalizacdo que ocorre entre as raizes e a parte aérea da Hangbzdderes
presentes nas raizes identificam o baixo potencial hidrico no solo e comunicam com a parte
aérea através da sintese de compostos quimicos, como o0 acido abscisico (ABA), que
controlam o fechamento/abertura estomatica (Bandurska et al., 3addadevi et al.,

2014). Menores valores de transpiracads em situacdes de baixa disponibilidade hidrica
atuam de forma protetora auxiliando na economia de agua e melhorando a eficiéncia de

uso da agua (EUA), porém, limita o influxo de £&0ronsequentemente induz redug¢des na
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fotossintese (Chaves et al., 2009; Manavalan et al., 2009). ApGs a reidratacdo, os niveis
moderado e severo dos valores de transpirag&orecuperaram devido a normalizacdo da
abertura estomatica em condi¢cdes ideias de agua, porém08-10819 se manteve
superior avVx-08-11614 em funcédo do seu maior controle estomatico, indicando eficiente
percepcdo no aumento do potencial hidrico do solo, que possibilita uma r4pida reabertura
estomatica, e consequentemente, maiores taxas de fotossintese e produtividade (Gémez-
Bellot et al., 2013; Hsie et al, 2015

A maior EUA observada na linhagewvix-08-10819, permitiu a essa linhagem a
manutencéo dos processos fisioldégicos e metabdlicos ess@acabd desenvolvimento da
planta, o que pode ter resultado na manuteng&o da produtividade em condi¢ao de estresse.
A linhagem Vx-08-10819 manteve maiores valores de fotossintese nos niveis moderado e
severo, do que a linhagem Vx-08-11614, o que Ihe garantiu melhores valores de EUA, ja
gue ambas as linhagens apresentaram valores de transpiragdo semelhantes.

O aumento na concentragéo interna de carb@ino rfa linhagem Vx-08-11614 no
nivel severo, indica reducédo na sua capacidade fotossintética, devido a danos ao aparato
fotossintético, os quais podem ser causados pelo acimulo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) ou por limitagdo bioquimica devido a baixa regeneracao da rubisco (Silva et al.,
2012; Zhang et al., 2016). Os menores valores de @ PSII e ETR desta linhagem
comprovam que ocorreram danos fotoinibitérios ao aparato fotossintético e também a
menor eficiéncia fotossintética desta linhagem (El-Mageer et al., 2016). Os maiores valores
de Ci também ocorreram em funcdo do aumento da atividade respiratéria em condicdes
mais severas de deficit hidrico (Atkin e Macherel, 2009). Na condicdo reidratada, o
tratamento severo retornou aos valores do seu controle, pois, com a normalizacdo da
disponibilidade hidrica a abertura estomatica é normalizada e ocorre a sintese de novas
proteinas que atuam na fotossintese, como a rubisco ativase, que ativa a rubisco, e a
‘sintese de novo’ da proteina D1, que faz parte do fotossistema Il e auxilia na transferéncia
de elétrons durante a cadeia transportadora de elétrons (Hayano-Kanashiro et al., 2009;
Zhang et al., 2016).

A redwzdona eficiéncia de carboxilagdo na linhagem Vx-08-11614 no nivel severo
ocorreu devido a limitagdes bioquimicas no aparato fotossintético, que resultou no elevado
acumulo deCi no nivel severo, indicando limitacdo bioquimica mais severa nesta
linhagem. Mathobo et al., (2017) rela@a que limitagbes bioquimicas reduzem a

regeneracao da rubisco que limita a carboxilacdo dpeCednsequentemente a eficiéncia
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de carboxilagdo. Os menores valores de gP desta linhagem, nos niveis moderado e severo,
indicam que o excesso de poder redutor afetaram diretamente o Ciclo de Calvin, e
consequentemente geraram reducdes na carboxilacdo. A reducdo na eficiéncia de
carboxilacdo na linhagem Vx-08-10819 esta relacionada a menor concentr&jacestie

mesmo nivel, pois a Rubisco, que é a enzima responsavel pela carboxilacdo e também pela
oxigenacao, tem baixa afinidade para oo(J#dis no mesmo sitio ativo dessa enzima estéo
presentes o £(substrato da oxigenasse da rubisco) e e (Sbstrato da carboxilacdo da
rubisco), e baixas concentracfes desse Ultimo aumenta a atividade de oxigenacdo da
rubisco e reduzem a carboxilagdo (Zhang et al., 2013).

Os valores deendimento quantico efetivo do fotossistema II (® PSII) e taxa de
transporte de elétrons (ETR) reduziram na linhayer08-10819 no nivel severo e em
ambos niveis d&x-08-11614, pois estresses que inibem o influxo de €@no o deficit
hidrico, reduzem esses os valores indicando danos fotoinibitérios ao aparato fotossintético
(El-Mageer et al., 2016). Danos fotoinibitérios reduzem a eficiéncia do sistema
fotossintético em usar os elétrons gerados pela radiacdo incidente, o que leva a maior
geracdo de EROs pelo fotossistema I, resultando na menor taxa fotossintética nestes niveis
(Lotfi et al., 2015; Buchner et al., 201®s maiores valores encontrados na linhayem
08-10819 para fotossintese,PSII ¢ ETR demostram que essa linhagem apresenta maior
eficiéncia fotossintética, o que permitiu a manutencdo da sua fotossintese mesmo em
condicBes de deficiéncia hidrica (Snider et al., 2014).

ApOs reidratacdo, a linhagenvx-08-11614 ndo recuperou os Vvalores de
fotossintese® PSII e ETR por ndo apresentar mecanismos eficientes para regans danos
causados ao aparato fotossintético, o que evidencia maior sensibilidade a condicdes de
deficiéncia hidrica. Esses dados mostram que o aparato fotossintético da livxag8m
10819 possui maior capacidade de recuperacdo apoOs situacdes de seca, o que dita a
tolerancia da planta e também mantém a produtividade da cultura, uma vez que a
produtividade depende dos fotoassimilados produzidos através da fotossintese (Chaves et
al., 2009).

O maior valor na dissipacdo da energia regulada (Y(NPQ)) da linhagem Vx-08-
10819 apos deficit hidrico severo indica maior eficiéncia do mecanismo protetor nesta
linhagem o qual esta relacionado a dissipacdo de energia regulada na forma de calor
através do mecanismo fotoprotetor regulado, que acontece no centro de reacdo do

fotossistema 1l (Kramer et al., 2004). A dissipagéo de energia nao regulada (Y(NO)) foi
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maior nos niveis moderado e severo da linhagem Vx-08-11614, que também apresentou
valores maiores que a linhagem Vx-08-10819, o que ressalta a baixa eficiéncia do
mecanismo de protecdo da primeira linhagem, uma vez que maiores valores de Y(NO)
sugerem que a energia de excitacdo direcionada para a fase fotoquimica da fotessintese
0s mecanismos de protecdo foram ineficientes (Klughammer e SchreiberTatfiba,

2013). O melhor desempenho fotossintético da linhageri8-10819, é resultado de uma
maquinaria fotossintética robusta com maior capacidade fotoprotetora, que sao
camacteristicasle plantas tolerantes ao deficit hidrico (Bazzaz, 1998; Rivas et al)).2016

O maior coeficiente de extingao fotoquimico (qP) representa a utilizacdo de energia
luminosa pela fase fotoquimica da fotossintese, o maior qP nos niveis moderado e severo e
a sua recuperacdo apoOs a reidratacdo evidenciam seu maior desempenho fotossintético
(Campostrini, 1997). O menor valor de gP nos niveis severos de ambas as linhagens e
também no moderado da Vx-08-11614, ocorreram proporcionalmente ao fechansento do
centros de reacdes do fotossistema I, indicativo de alteragdo no equilibrio entre a taxa de
excitacdo e de transferéncia de elétrons (Zlatev e Lidon, 2012; Ashraf e Harris, 2013;
Zhang et al., 2016). O coeficiente de extincdo nao fotoquimico (NPQ) € um mecanismo de
prevencao a formacdo de EROs e protecdo ao excesso de energia luminosa, que ocorre em
condigbes estressante como o deficit hidrico, portanto, maiores valores de NPQ da
linhagemVx-08-10819 em relacdo aos d&-08-11614, em todas as condi¢des, indica alta
capacidade protetora contra o excesso de luz e formacéo de EROs (Dabrowski et al., 2016;
Hazrati et al., 2016; Buchner et al., 218 manutencao da fotossintese na linhagem Vx-
08-10819, nos niveis estressados, deve-se a maior capacidade fotoprotetora, ao mecanismo
de dissipacdo do excesso de energia e prevencédo a formacédo de EROs mais eficiente, que
minimizaram os danos causados pelo deficit hidrico no seu aparato fotossintético (Apel e
Hirt, 2004).

As reducdes nos teores da clorofil@ b, em funcdo da acdo das EROs, no nivel
severo de ambas as linhagens e no moderatfx-@8-11614 resultam em um mecanismo
protetor por reduzéma absorcdo do excesso de luz e a pressdo energética no fotossistema
Il (Parida e Das, 2005). A maior quantidade de energia absorvida pela planta em condi¢des
de seca causa a formacdo de EROs que poderdo atuar na degradacdo dos pigmentos
fotossintéticos resultando na interrupcdo de processos fisiologicos (Parida e Das, 2005; Ku
et al., 2013). O maior teor de dhl nos niveis moderado e severo, na linhayer08-

10819 demostra que essa planta possui maior eficiéncia na absor¢cdo de luz e na
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transferéncia da energia radiante para os centros de reacdo, que sdo caracteristicas de
plantas mais eficientes no uso da energia luminosa e, portanto, sdo consideradas mais
resistentes a seca (Parida e Das, 2005).

O nivel severo de ambas as linhagens apresentaram reducfes nos teores de
carotenoides, com maior intensidade na linhagem Vx-08-11614, que também apresentou
reducbes no nivel moderado, o que mostra a baixa capacidade protetora de processos
fotoquimicos desta linhagem, jA que os carotenoides atuam na absorcdo de luz,
transferéncia de energia para os centros de reacado, na eliminacao de elétrons d& forma
calor, eliminagdo de EROs e prevencédo da peroxidacao lipidica (Fang et al., 2008; Sharma
et al., 2012; Hong-hai et al., 2016). Na reidratacdo apenas o nivel moderado da Vx-08-
10819 retornou aos valores do controle, indicando o restabelecimento da absorcéo de luz e
das atividades protetoras normais.

Os maiores teores MDA-TBA ap0s exposi¢cdo ao deficit hidrico, em ambas
linhagens, € indicativo de danos oxidativos as membranas (Azevedo-Neto et al., 2005).
Contudo, esse dano foi menor na linhagem Vx-08-10819, possivelmente, pelo menor
acumulo/formacédo de EROs em consequéncia de um mecanismo dissipador de excesso de
poder redutor mais eficiente, e da maior atividade das enzimas antioxidativas (Sharma et
al., Hojati et al., 2011). Apds reidratacdo, os niveis de MDA-TBA da linhagem Vx-08-
11614 continuaram elevados, indicando que ainda havia presenca de danos oxidativos nas
membranas (Bin et al., 2010). Os altos valores de MDA-TBA mesmo ap0s a reidratacao
podem estar relacionados a baixa atividade enzimética da SOD, POX e APX durante o
edresse, que nao foi suficiente para remover eficientemente as EROs e evitar danos as
membranas.

Estresses como a seca, ativam o mecanismo de protecdo nas plantas como o sistema
antioxidativo enzimético formado, principalmente pelas enzimas superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidade (APX) e peroxidades totais (POXSs)
(Pyngrope et al., 2013; Tian et al., 2016). Os maiores valores, dos niveis moderado e
severo, nas atividades das enzimas antioxidantes (SOD, CAT, APX e POXs) na linhagem
Vx-08-10819 evidenciam um mecanismo mais eficiente para a manutencéo do estado
redox das células por meio da capacidade antioxidante de eliminacdo das EROs (Mishra et
al., 2012). Na reidratagcéo as enzimas CAT e POX n&o retornaram aos niveis dos controles,
pois as EROs, resultantes do deficit hidrico, podem ainda estar presentes em concentracdes

potencias para induzir danos oxidativos nas células.
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O acumulo de solutos osmorreguladores, como a prolina e os aminoacidos, nos
niveis submetidos ao deficit hidrico, est4 relacionado a resposta a baixa disponibilidade
hidrica da planta tendo como consequéncia uma melhor captacdo de agua (Blum, 2016). A
osmorregulacdo é um mecanismo adaptativo das plantas que minimizam as consequéncias
negativas do deficit hidrico na producéo agricola (Serraj e Sinclais, 2002). A linhagem Vx-
08-10819 recuperou seus valores de prolina e aminoacidos apdés a reidratacdo em funcéo da
sua recuperacdo datatus hidrico obtido pela reabsorcdo de agua. Além de
osmorreguladora a prolina também possui a fungdo osmoprotetora atuando na eliminacéo
de radicais, na prevencéo de danos fotoinibitorios, eliminacdo de EROs, regulacéo positiva
de enzimas oxidantes e consequentemente na melhoria a tolerancia a seca (Serraj e
Sinclair, 2002). Nao é possivel afirmar, pelas andlises realizadas, qual a porcentagem de
prolina foi direcionada para o papel osmoprotetor e osmorregulador.

A menor porcentagem de proteina nos niveis moderados, de ambas as linhagens, e
no severo, da Vx-08-10819, ocorreu em fungcdo da menor disponibilidade hidrica nos
estadios reprodutivos precoces, que causaram distarbios bioquimicos na biossintese de
proteina (Turner et al., 2005; Rotundo e Westgate, 2009). Porcentagens de 0Oleo e proteina
sdo controlados geneticamente, porém, em situacdes de estresse, como o deficit hidrico, a
maturacdo da semente pode ser acelerada reduzindo o periodo de acumulo das reservas
(Miransari, 2016).

Nas sementes de soja os teores de 6leo, proteina e aglcares totais sdo importantes
para a germinacao das sementes (Natarajan et al., 2012), porém nao afetaram a taxa de
germinacdo das sementes, que se mantiveram superiores a 80%, que € um valor
considerado aceitavel (Brasil, 2009). No entanto as sementes de ambas linhagens
apresentaram queda no teor de germinacao no nivel severo que ocorreu como resposta ao
deficit hidrico durante a fase de enchimento de sementes (Samarah et al., 2009). Sementes
formadas durante a exposicdo a deficit hidricos mais severos geralmente sdo menores,
devido a menor disponibilidade de recursos no momento de enchimento de sementes e
apresentam tegumento mais rigidos, dificultando a permeabilidade da agua na semente e
reduzindo a taxa de germinacéo (Dornbs et al.,, 1991; Ku et al., 2013; Samarah et al.,
2013).
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6. CONCLUSAO

Na linhagem Vx-08-10819 véarios mecanismos fisiolégicos atuaram
concomitantemente para que essa linhagem mantivesse sua produtividade apos um periodo
de déficit hidrico. A manutencéo do potencial hidrico foliar aliado com a menor area foliar
e melhor controle estomético, garantiu um melhor uso da 4gua e consequentemente a
manutencdo de atividades metabdlicas importantes como a fotossintese. Os menores niveis
de MDA-TBA e maiores atividades das enzimas antioxidativas ressaltaram na maior
eficiéncia dos mecanismos de protecdo contra danos oxidativos desta linhagem. A menor
area foliar especifica, a melhor utilizacdo dos parametros de fluorescéncia da eerafila
maior atividade fotossintética confirmaram a melhor eficiéncia do aparato fotossintético,
que foi essencial para a manutencao da produtividade.

Assim, estes resultados sugerem que a linhagem Vx-08-10819 possui a capacidade
de retardar os danos do deficit hidrico e se recuperar rapidamente, dos possiveis danos
causados, apoés a reidratacdo. A manutencao na produtividade da linha@&110819

pode estar relacionada a sua maior tolerancia ao déficit hidrico no estadio reprodutivo.
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