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RESUMO

GONCALVES, Diogo Aristételes Rodrigues,M.Sc., Universidade Federal de
Vicosa, fevereiro de 2014.Perfil metabélico em plantulas de soja submetidas
aodéficit hidrico. Orientadora: Liliane Evangelista Visotto. Coorientadores:Pedro
Ivo Vieira Good God e Danilo da Cruz Centeno.

Asoja € a principal cultura de abertura das fronteiras agricolas no Brasil, sendo
que atualmente, sua drea de cultivo encontra-se em expansdo. No entanto,
previsdes pessimistas a cerca das mudangas climéticas indicam uma reducao da
drea apta ao plantio, caso ndo sejam desenvolvidos genétipos adaptados as
intempéries climaticas.Acredita-se que longos periodos de estiagem serd uma das
alteracdes que mais afetard a producdo de graos, por isso hd uma necessidade de
busca de alternativas vidveis para o desenvolvimento de variedades tolerantes ao
déficit hidrico. Recentemente, estudos metabolomicos de resposta de plantas ao
estresse tem ganhado notoriedade, devido a dificuldade de se trabalhar com
caracteristicas poligénicas. As plantas sofrem alteracdoes em seu perfil metabdlico
para adaptar a condicdo de estresse, e devido a isto, sdo necessdrios estudos que
visem elucidar as respostas das plantas em situagdes de estresse. O objetivo do
presente trabalho foi analisar os metabdlitos em plantas de soja, submetidas ao
estresse hidrico, visando contribuir para o desenvolvimento de cultivares com
maior tolerancia ao déficit hidrico. Para tal, foi avaliado asvariacdes no
desenvolvimento morfoldgico, a reposta fisiolégica e a resposta do metabolismo
de plantulas de soja (Glicynemax) em duas condicdes hidricas, déficit hidrico
(tratamento) e irrigado (controle). Um ensaio foi montado com o objetivo de
verificar as respostasde oito variedades de soja a auséncia de irrigacdo, através da
determinag¢do dos parametros morfolégicas, massa fresca e comprimento de
estruturas.Os resultados obtidos permitiram selecionar e classificar as variedades
como susceptivel ("Anta 82" e "BRSMG 811c RR"), intermedidria ("CD 250
RR", "MG/BR 46 (Conquista)", "BRS Favorita RR" e "BMX Poténcia RR") e
tolerante ("M-7908 RR" e "BRSMG 68 (Vencedora)"). Posteriormente, trés
variedades selecionadas como tolerante ("M-7908 RR"), intermedidria ("BRS
Favorita RR") e suscetivel ("BRSMG 811c RR") foram submetidas a andlise do

monitoramento da eficiéncia quantica potencial do fotossistema II, afim de
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confirmar os resultados de adaptabilidade obtido pela andlise morfoldgica. Na
ultima fase, foirealizado o estudo comparativo das variacdes no metabolismo das
plantas submetidas ao déficit hidrico e das plantas controle, onde se observou o
aumento de sacarose e glicose na folha unifoliolada da variedade tolerante, na
suscetivel o aumento da glicose na folha cotiledonar.A partir desses resultados,
verificou que os agucares sdo metabdlitosque constituem fortes indicadores de

resposta ao estresse hidrico.

Palavras-chave: Glicynemax, morfologia, fisiologia, metaboldmica
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ABSTRACT

GONCALVES, Diogo AristotelesRodrigues, M.Sc., Universidade Federal de
Vicosa, February, 2014. Metabolic profile in soybean seedlings subjected to
water deficit. Advisor: Liliane Evangelista Visotto. Co-advisors: Pedro Ivo
Vieira Good God and Danilo da Cruz Centeno.

Soybean is the main crop for opening agricultural frontier in Brazil, and currently,
its cultivation area is expanding. However, pessimistic predictions about climate
change indicate a reduction of the area suitable for planting if adapted genotypes
are not developed to inclement weather. It is believed that long periods of drought
will be one of the changes that most affect grain production, so there is a need to
search for viable development of varieties tolerant to drought alternatives.
Recently, metabolomic studies of plant response to stress have gained notoriety
due to the difficulty of working with polygenic traits. The plants undergo changes
in their metabolic profile to adapt the stress condition, and due to this, studies that
aim to elucidate the responses of plants under stress are. The objective of this
study was to analyze the metabolites in soybean plants subjected to drought stress,
to contribute to the development of cultivars with increased tolerance to water
deficit. To this was evaluated changes in morphological development, the
physiological response and the response of the metabolism of soybean seedlings
(Glicyne max) in two water conditions, water loss (treatment) and watered
(control). A trial was set up with the objective of verifying the answers eight
soybean varieties the absence of irrigation, through the determination of
morphological parameters, fresh weight and length of structures. The results
allowed to select and classify the varieties as susceptible ("Anta 82" and "BRSMG
811c RR"), intermediate ("CD 250 RR", "MG/BR 46 (Conquista)", "BRS Favorita
RR" and "BMXPoténcia RR") and tolerant ("M-7908 RR" and "BRSMG 68
(Vencedora)"). Subsequently three selected as tolerant varieties ("M-7908 RR"),
intermediate ("BRS Favorita RR") and susceptible ("BRSMG 811c RR") were
subjected to analysis of monitoring potential quantum efficiency of photosystem
I1, in order to confirm adaptability of the results obtained by the morphological

analysis. In the last phase, the comparative study of the variations was performed
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in the metabolism of plants subjected to water deficit and plant control, where we
observed the increase of sucrose and glucose in unifoliate leaf tolerant variety, the
likely increase of glucose in the cotyledon leaf. From these results, we found that

the sugars are metabolites that are strong predictors of response to water stress.

Keywords: Glicyne max, morphology, physiology, metabolomics



INTRODUCAO GERAL

A criacdo de novos cultivares tem sido uma das tecnologias que mais t€ém
contribuido para o aumento da produtividade e estabilidade da produgdo, sem
custos adicionais ao agricultor (Borém, 2005). E reconhecido que a expansio da
soja nas baixas latitudes foi alavancada com o langcamento de cultivares, com
caracteristicas agrondmicas de melhor adaptacdo as condi¢des edafoclimaticas,
estendendo a fronteira agricola para todas as regides brasileiras (Costa, 2005;
Embrapa, 2011).

A soja € a cultura que mais cresceu nas ultimas trés décadas no territdrio
nacional, correspondendo a 49% da area plantada em graos do pais (MAPA,
2013). Mesmo assim, as metas de rendimentos sdao desafiadas em funcdo dos
cendrios projetados pelo aquecimento global (Tilmanet al., 2001)

A producio da safra de soja de 2012 foi de 66,4 milhdes de toneladas, no
entanto, quando comparada a safra anterior, nota-se uma producao inferior de 8,93
milhdes de toneladas, o que equivale a 11,8% a menos que a producdo de 2011.
As condi¢des climdticas adversas caracterizadas por estiagens prolongadas
causadas pelo fendmeno “La Nifia” foram as responsaveis por este resultado
negativo. Na safra 2013, a Companhia Nacional de Abastecimento, registrou uma
producdo de 81,4 milhdes de toneladas, uma safra recorde, volume 18,4% acima
da safra anterior, e para a colheita de 2014, € previsto novo recorde com 90,3
milhdes de toneladas deste grao (Conab, 2014).

Apesar do cendrio favordvel, as mudancas climdticas sdo
preocupantes.Segundo Tilmanet al. (2001), as grandes culturas terdo suas dreas de
cultivo reduzidas praticamente pela metade, quando a temperatura média da Terra
estiver 5,8°C acima da atual, situagdo prevista para ocorrer num prazo de 50 a 100
anos. Estas mudancas devem alterar os regimes hidricos, tornando invidvel o
cultivo da soja em regides onde as chuvas ja se encontram de forma restrita a
curtas estagdes, durante seu ciclo. Uma vez que a dgua constitui aproximadamente
90% de seu peso, € essencial a vida e ao metabolismo, pois atua em praticamente
todos os processos fisiologicos e bioquimicos (Casagrande et al., 2001; Silva et

al., 2002; Farias et al., 2007).



A habilidade das plantas em tolerar a falta d’dgua é de grande
importancia para o desenvolvimento do agronegdcio de qualquer pais e o
conhecimento antecipado dos indicadores de adaptabilidade as condi¢des hidricas
tende a auxiliar o empreendedor agricola na busca de estratégias mais seguras
para as tomadas de decisdes (Martorano, 2007; Queiroz, 2010).

O déficit hidrico € um dos principais problemas da agricultura, sendo um
dos principais fatores responsdveis por estresse abidtico em plantas. Segundo
Taiz&Zeiger (2013), o estresse é geralmente definido como um fator externo que
exerce uma influéncia desvantajosa sobre a planta. Este se estabelece quando a
absor¢do de 4gua pelas raizes ndo consegue atender as demandas da planta
(Regueraet al., 2012; Sanches, 2012).

A partir de trabalhos produzidos na ultima década, Chaves et al. (2009),
afirmam que tornou-se evidente a percepcdo e a resposta rdpida das plantas as
alteracdes na disponibilidade hidrica, através de uma série de eventos fisiolégicos,
celulares e moleculares que ocorrem em sequencia ou em paralelo. As respostas
em varios niveis sdo moduladas pela duragdo, severidade e taxa de progressdo do
estresse, além da variabilidade genética e época de ocorréncia (Casagrande et al.,
2001; Silva et al., 2002; Pinheiro & Chaves, 2011).

O estresse hidrico afeta plantas de soja nas fases de germinagdo e
emergéncia, diminuindo o estande de plantas. No florescimento, causa o aborto
das flores e impede a antese, enquanto no enchimento dos graos, o estresse, afeta
seu desenvolvimento e, consequentemente, a produc¢io. Ao longo de todo o ciclo,
caso a planta nao se adapte, ocorrerd o declinio na taxa de crescimento, com
folhas pequenas e entrends curtos. O tecido vegetal apresentard aspecto murcho e
os foliolos tendem a “fechar” para diminuir a 4rea foliar, ocorrerd senescéncia,
abscisdo das folhas e diminui¢do do acumulo de matéria seca (Casagrande et al.,
2001; Silva et al., 2002; Farias et al., 2007; Sousa, 2013; Taiz&Zeiger, 2013).

Os processos celulares que sdo afetados em condi¢des de baixa
disponibilidade de dgua sdo o fechamento estomdtico, o acimulo e translocacio
de solutos e antioxidantes, redu¢do do processo fotossintético e da respiracao,
menor taxa de assimilacdo do carbono, menor rendimento da transpiragdo, da
difusdo do vapor de dgua, da atividade enzimética, do metabolismo do nitrogénio,
e aumento na formacdo de carboidratos (Casagrande et al., 2001; Angelocci,

2002; Munns, 2002; Anami et al., 2009; Hummel et al., 2010; Queiroz, 2010;
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Pinheiro & Chaves, 2011; Farias et al., 2007; Sousa, 2013; Taiz&Zeiger,
2013).Segundo Casagrande et al. (2001)estes eventos sdo justificados devido a
importancia que a dgua desempenha na funcdo de solvente, por meio do qual
solutos entram nas células e movem-se através da planta.

Ao nivel molecular, é afetada a expressdao de genes especificos de
resposta ao estresse, prejudicando a sintese de enzimas, proteinas entre outras
(Casagrande et al., 2001; Silva et al., 2002; Taiz&Zeiger, 2013).

Tais mecanismos variam entre espécies e dizem respeito a evitar, escapar
e tolerar o déficit hidrico. No primeiro caso, a planta mantém o potencial hidrico
elevado nos tecidos, através da manutencao do conteido relativo de dgua (CRA);
no segundo, a planta completa seu ciclo antes de periodos de seca; e, no terceiro
caso, a planta sobrevive sob elevados niveis de estresse hidrico interno, devido
aos tecidos que podem tolerar a desidratacdo até certo ponto. A estratégia de
tolerdncia permite as plantas manter a atividade metabdlica com a evolugdao do
déficit hidrico e declinio do CRA (Fiorezeet al., 2011; Farias et al., 2007;
Taiz&Zeiger, 2013).

O grau de tolerancia de uma espécie ou cultivar pode ser determinado a
curto prazo, com o aumento na razdo sacarose/amido pelo carbono recentemente
fixado, como a longo prazo, pelo pool de solutos organicos de baixo peso
molecular, compativeis com o metabolismo celular, conduzindo & manutencao de
um estado hidrico favoravel, auxiliado pelo ajustamento osmético e protegendo as
estruturas celulares contra os danos induzidos pela desidratacio. Ambas as
alteragdes fazem parte de uma resposta reguladora da planta para manter a
turgescéncia foliar sob baixa disponibilidade de dgua (Bajji et al., 2001; Munns,
2002; Anami et al., 2009). Uma resposta fisioldgica especifica ao déficit hidrico
representa, na verdade, combinacdes de eventos moleculares que sdao ativados ou
desativados pela percep¢do do estresse. A compreensdo de como estes eventos
interage € importante parao melhoramento vegetal com tolerincia a seca
(Casagrande et al., 2001).

Como a expressdo da caracteristica € naturalmente dependente do
ambiente ou do nivel de deficiéncia hidrica, espera-se que a interagdo entre
gendtipos e ambientes esteja presente entre as principais causas de variagdo (Arias
et al., 2007). Portanto, a caracterizacdo de genétipos tolerantes ou sensiveis a seca

€ um pré-requisito para selecdo e manipulacdo genética (Casagrande et al., 2001).
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Considerando-se 0s mecanismos que geram a tolerdncia a seca como uma
caracteristica poligénica, poucos programas de melhoramento se preocupam com
essa caracteristica devido as dificuldades em ser trabalhadas. Consequentemente,
pode-se esperar que ndo existisse um padrdo similar de respostas que seja
altamente correlacionado com a produtividade, em todos os ambientes com déficit
hidrico (Cattivelliet al., 2008), Embora muitos genes associados a resposta da
planta ao estresse tenham sido identificados e utilizados para gerar plantas
tolerantes, o sucesso dessa estratégia torna-se limitado devido ao pouco
conhecimento bioquimico e metabolomico de resposta da planta (Reguera et al.,
2012). De acordo com Komatsuet al. (2013), as plantas respondem as condi¢des
de estresse por meio de mudangas nos perfis das “Omicas”, incluindo
transcriptomica, protedmica e metabolomica.

A metabolomica é a ciéncia que estuda o metaboloma, que € a
caracterizacdo dos fendétipos dos metabdlitos, com ligacao destes aos padroes de
expressdo génica, abundancia de proteina e acumulacdo de metabdlitos, refletindo
a real atividade das células a nivel funcional. Abordagens metabolomicas podem
lancar a vista os mecanismos bioquimicos de adaptacdo da soja em resposta a
estresses ambientais (Resende, 2010; Faleiroet al., 2011; Putri et al., 2012;
Komatsu et al., 2013).

Por conseguinte, é por muitas vezes considerada uma poderosa
ferramenta para fornecer um instantaneo da fisiologia de uma célula. O poder da
metaboldmica reside na aquisi¢do dos dados analiticos, extraidos da apreciacao
global quantitativa dos metabolitos, juntamente com os elementos mais
significativos dos dados, usando ferramentas de andlises diferenciadas (Putriet al.,
2013). Xiaoet al. (2012), complementa dizendo que devido a complexidade e a
natureza dindmica do metaboloma, multiplas plataformas analiticas sdo
necessdrias para cobrir todo o espectro de metabdlitos, de forma geral, os
metabodlitos podem ser divididos em duas classes: primdrios e secunddrios, cuja
composi¢cdo varia enormemente conforme as condi¢des genéticas, fisioldgicas e
ambientais (Faleiro et al., 2011).

A metabolomica, semelhante a transcriptomica e protedmica, gera
grandes volumes de dados que exigem bioinformatica especializada e ferramentas
de mineragcdo de dados para compreensdo dos resultados. A ciéncia dos estudos

dos metabdlitos requer software automatizado de processamento de dados, que é
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capaz de trabalhar com dados brutos, dados oriundos de varios instrumentos,
extensas bibliotecas de espectros de massa e sistemas de gerenciamento de banco
de dados poderosos. Manipulacdo de dados metabolomicos, andlise € mineracdo e
sua integracdo com outras plataformas “Omicas” foram dramaticamente
melhoradas nos udltimos anos devido ao desenvolvimento de um conjunto de
ferramentas de bioinformatica disponiveis publicamente (Shulaevet al., 2008).
Estas tecnologias permitiram demonstrar andlises de redes regulatérias que
controlam as respostas ao déficit hidrico. Tais andlises tém aumentado nossa
compreensdo dos sistemas globais de plantas nas respostas e adaptacdo a
condic¢des de estresse (Urano et al., 2010), colaborando na correlagdo entre perfis
metabodlicos e na diferenciacdo dos metabdlitos entre variedades tolerantes e
suscetiveis aos agentes estressores (Weckwerth&Morgenthal, 2005; Forst, 2006).

Através da engenharia do metabolismo, pode-se aplicar o conhecimento
adquirido na modificacdo genética dos organismos, para que estes possam
produzir o metabdlito em questio (Aharoniet al., 2005).

Apesar das pesquisas, que produzem uma infinidade de informagdes, dos
diversos fendmenos chaves na tolerdncia ao estresse, estas ainda ndo estdo
totalmente elucidadas, pois apenas alguns componentes de diversas vias foram
relacionados ao estresse hidrico (Queiroz, 2010).Sugere-se assim, que devido a
importancia de fatores estressantes, ¢ necessariomais estudos que visem elucidar
as interagdes fisioldgicas e bioquimicas das plantas quando submetidas ao estresse
hidrico, em especial, a fim de desenvolver, de forma eficiente, cultivares de soja
tolerante. Em virtude do exposto, os estudos dos metabdlitos em plantas de soja,
para o desenvolvimento de variedades com tolerdncia ao déficit hidrico, se
apresenta como uma 6tima ferramenta.

O presente estudo objetivou analisar os metabdlitos em plantas de soja,
submetidas ao estresse hidrico, visando contribuir para o desenvolvimento de
cultivares com maior tolerancia ao déficit hidrico, onde se procurou identificar o
nimero de dias para extracdo e avaliacdo dos metabdlitos, avaliando a presenca e
acumulo dos metabdlitos das plantas submetidas ao déficit hidrico em comparacao
com o controle. Definindo assim, a melhor cultivar elite para ser utilizada como

genitora em programas de melhoramento para tolerancia ao estresse hidrico.
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CAPITULO I - RESPOSTA FISIOLOGICA EM PLANTULAS DE SOJA
SUBMETIDAS AO ESTRESSE HIDRICO

Resumo

O objetivo do presente trabalho foi a identificacdo de parametros morfolégicos e
fisiologicos de diferentes variedades de soja submetidas a déficit hidrico,
permitindo selecionar as variedades em tolerante, intermedidria e suscetivel, a este
estresse. Foram utilizados dois tamanhos de sementes de oito variedades de soja
no estdgio V1 submetidas aos tratamentos irrigado (controle) e com suspensdo
total de rega (tratamento com estresse hidrico). As avaliagdes da massa fresca e o
comprimento de diferentes estruturas foram realizadas durante seis dias
consecutivos. Além da biometria morfologica foi feito o monitoramento da
eficiéncia quantica potencial do fotossistema II de trés variedades selecionadas,
durante sete dias, utilizando-se um fluordmetro portatil. Plantas obtidas de
sementes 6,5 mm apresentaram maior diferenciacdo entre os tratamentos nas
andlises morfoldgicas, sendo confirmado pela avaliagdo fisioldgica. O conjunto
dos resultados permitiu selecionar e classificar as variedades como suscetiveis
("Anta 82" e "BRSMG 811c RR"), intermedidrias ("CD 250 RR", "MG/BR 46
(Conquista)", "BRS Favorita RR" e "BMX Poténcia RR") e tolerantes ("M-7908
RR" e "BRSMG 68 (Vencedora)") ao déficit hidrico.

Termos para indexacao:Glycinemax, tamanho de semente, déficit hidrico.

1. Introducao

O Brasil é, atualmente, o segundo maior produtor mundial de soja,
ficando atrds apenas dos EUA (Conab, 2013). Em funcdo da boa aceitacdo das
novas tecnologias, por parte dos produtores, associada ao relevante esfor¢co dos
programas de melhoramento de soja, a produtividade da cultura tem aumentado

consideravelmente (Texeiraet al., 2008). Porém, problemas das mais variadas
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ordens podem surgir durante o cultivo. Agentes causadores de estresses, como
déficit hidrico, temperaturas extremas e desequilibrio de ions, estdo entre as
principais condicdes de estresse abidtico que reduzem o crescimento das plantas e
resultam em significativas perdas na produtividade.

De todos os fatores inerentes a producdo agricola, o clima aparece como
aquele de mais dificil controle e maior acdo sobre as maximas produtividades
(Farias et al., 2007). Fato que ocorreu com a safra de soja, do ano agricola
2011/12, onde as condigdes climdticas adversas caracterizadas por estiagens
prolongadas causadas pelo fendmeno “La Nifia” foram responsaveis pela reducdo
de 11,8% em relagdo a safra anterior (Conab 2013).

A limitacdo na disponibilidade de dgua para a planta pode modificar sua
estrutura fisiolégica e morfolégica provocando uma situacdo de estresse hidrico.
Esta situacdo altera a coloracdo e a estrutura do dossel, fendmenos diretamente
relacionados com suas propriedades reflectivas. A limitacdo de d4gua também pode
diminuir a velocidade da germinacao ou até impedi-la. Em trabalhos relacionados
com embebicdo, considerando-se diferentes tamanhos de sementes, t€m-se
constatado que as sementes de menor tamanho atingem teores de dgua superiores
aos observados para sementes de maior tamanho (Caleroet al., 1981; Souza, 1996;
Beckert et al., 2000; Costa et al., 2004). Esse fato esta relacionado a maior area de
contato por unidade de massa, nas sementes menores.

O desenvolvimento de cultivares tolerantes a seca ndo € uma tarefa facil,
j4 que essa caracteristica depende de um mecanismo fisiolégico complexo
(Casagrande et al., 2001; Texeira et al., 2008). No entanto, o conhecimento
antecipado de indicadores morfolégicos de respostas da soja a condicdes hidricas
tende a auxiliar o empreendedor agricola na busca de estratégias mais seguras
para as tomadas de decisdes (Martorano et al., 2014).

O presente trabalho visou identificar parametros morfoldgicos,
fisiologicos e de tamanho das sementes de diferentes variedades de soja
submetidas a limitacdo de dgua, que permitam selecionar tais variedades em

tolerante, intermediaria e suscetivel, ao estresse hidrico.
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2. Material e métodos

Os experimentos foram instalados no laboratério de Fitopatologia,
Bioquimica e Biologia Molecular localizado na Universidade Federal de Vigosa /
Campus de Rio Paranaiba e no laboratério de Fisiologia e Bioquimica, localizado
no Instituto de Botanica da Secretaria do Meio Ambiente do Estado de Sao Paulo.
As andlises foram conduzidas em incubadora BOD (Biochemicaloxygendemand),
em condigdes controladas de temperatura a 25°C e fotoperiodo de 12 horas.
Foram utilizados vasos plasticos de 300 mL preenchidos com areia lavada de
granulometria média, para o plantio de dois tamanhos de sementes de soja (6,5
mm e 5,5 mm) de oito variedades comerciais (Anta 82; BRSMG 811c RR; CD
250 RR; MG/BR 46 (Conquista); BRS Favorita RR; M-7908 RR; BMX Poténcia
RR e BRSMG 68 (Vencedora)).

Irrigacdo didria, com agua suficiente para elevar a umidade do substrato
de cultivo a capacidade de campo, foi realizada até as plantulas atingirem o
estddio V1 (Fehr e Caviness, 1977), a partir do qual foram submetidas a dois
tratamentos: plantulas irrigadas (controle) e ndo-irrigadas (tratamento com déficit
hidrico).

As avaliagdes morfoldgicas foram realizadas conforme Mohammadiaet
al. (2012), com modificacOes. Avaliou-se a massa fresca das folhas unifolioladas,
folhas cotiledonares, epicétilo, hipocétilo, raiz completa, raiz secunddria e raiz
principal. Aferiu-se também o comprimento do epicétilo, hipocétilo e raiz
principal. As mensuragdes foram realizadas utilizando balanga de precisdo e régua
milimétrica. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés
repeti¢cdes, no esquema fatorial 8 x 2 x 2 x 6, para testar os efeitos de oito
variedades comerciais de soja, dois tamanhos de sementes, duas condi¢des
hidricas e tempo de duracdo dos tratamentos de seis dias.

Baseando-se nos resultados obtidos das analises morfoldgicas, foram
selecionadas sementes de tamanho 6,5 mm de trés variedades de soja
supostamente tolerante, intermedidria e susceptivel ao déficit hidrico, para serem
submetidas a determinacao da fluorescéncia da clorofila a. Para tal, foi realizado o

delineamento inteiramente casualizado, com seis repeti¢cdes, no esquema fatorial
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3x 2 x 7 (trés variedades de soja, duas condi¢des hidricas e sete dias - duragdo
total do tempo de tratamento). Foi realizado o monitoramento da efici€ncia
quantica potencial do fotossistema II (Fv/Fm) nas plantulas no estadio VI,
utilizando um fluordmetro portatil (OSsp — Opti-Sciences, Inc., Tyngsboro, MA)
que utiliza pulso modulado para determinar este parametro de fluorescéncia da
clorofila a. O Fv/Fm foi determinado na face adaxial das folhas apds 30 minutos
de adaptacdo ao escuro. Os dados obtidos foram avaliados por meio de andlise de
variancia e a comparacdo das médias através do teste t a 5 % de significancia, com
uso do programa Sisvar (Ferreira, 2008), sem necessidade de transformacao dos
dados.

Para a identificacdo das estruturas que melhor representou a resposta das
plantulas ao efeito do estresse hidrico, utilizou-se a andlise fatorial pelo método de
componentes principais, utilizando o programa STATISTICA (Hill &Lewicki,
2007).

3. Resultados e discussao

Com base nas varidveis morfolégicas (massa fresca das folhas
unifolioladas, folhas cotiledonares, epicétilo, hipocétilo, raiz completa, raiz
secunddria, raiz principal e comprimento do epicdtilo, hipocdétilo e raiz principal)
das oito variedades de soja submetidas aos tratamentos controle e de déficit
hidrico verificou-se que o tempo de duracdo do estresse influenciou diretamente
na resposta da planta a seca. A distincdo das variedades quanto ao nivel de
sensibilidade ao estresse hidrico no presente estudo se deu em funcdo do tempo
em dias, onde observaram-se diferencas estatisticas significativas entre a maioria
das varidveis analisadas a partir do quarto dia de tratamento (Tabela 1). O
resultado da andlise de varidncia demonstrou a existéncia de interacdes
significativas, entre variedades e condicdo hidrica, para todas as varidveis
determinadas (Tabelas 1), apenas para avaliacdes da maioria dos tamanhos das

estruturas foi que ndo houve diferenca entre as condicdes hidricas.
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Analisando os dados da Tabela 2, observou-se que a variedade BRSMG
811c RR submetida a irrigagdo apresentou maior massa fresca de folhas unifoliola

das, diferindo estatisticamente das demais. A mesma variedade submetida ao tra-
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Tabela 1. Resumo da andlise de variancia para as estruturas morfoldgicas analisadas 4 dias apds inicio do déficit hidrico (DAI) e 6 DAI, de
oito variedades de soja, peneira 6,5 mm, sob irrigacdo e com indug¢do de déficit hidrico

FOLHAS RAIZ
v PO pAs  EPICOTILO HIPOCOTILO ~ RAIZ COMPLETA olf
4DAI _ 6DAI _ 4DAI _ 6DAI _ 4DAI _ 6DAI__ 4DAI _ 6DAI _ 4DAI 6 DAI
F Variedades 97.1 ** 809 ** 217 ** 363 ** 566 ** 1016 ** 271 ** 211 ** 290 ** 210 **
F Condicio Hidrica  130,5 ** 6432 ** 206 ** 4025 ** 382 ** 4198 ** 078 ®F 350 ** 273 ** 3045 **
F (V x CH) 33.8 430 FE Q6 RE 300 R 5 R A58 FE 87 FE 348 (37 306 **
CV (%) 9.6 133 11,7 13,6 8.7 10,7 10.4 12.9 17.5 16.5
FOLHAS TAMANHO TAMANHO TAMANHO DA
PV COTILEDONARES  EPICOTILO HIPOCOTILO  RAIZPRINCIPAL - o\ bR INCIPAL
4DAI  6DAI _ 4DAI _ 6DAI _ 4DAI _ 6DAI _ 4DAI _ 6DAI _ 4DAI 6 DAI
F Variedades 0.8 **  33.6 " 163 ** 280 ** 364 ** 721 * 564 ** 188 ** 13.6 ** 189 **
F Condi¢ao Hidrica 68,6 ** 714,77 ** 1,3 ns 90,9 ** 2,8 ns 2,4 ns 144,77 ** 519,5 ** 2,8 ns 0,6 ns
F (V x CH) 14,6 *% (2.5 *F 83 2] *k 54 FE 53 w319 *E g6 w74 % |0 *k
CV (%) 122 10,9 8.4 8.4 7.6 8.3 8.9 15.3 11.9 11.2

"FV: fonte de variagdo; ™ ndo significativo; e ** significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F
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tamento com suspensdo da rega apresentou um valor de massa fresca de folhas
unifolioladas bem inferior ao tratamento controle e sem diferenca significativa
quando comparada as outras variedades. Isso possivelmente estd relacionado a
sensibilidade desta variedade ao déficit hidrico. A variedade M-7908 RR que
diferiu estatisticamente no segundo e terceiro dia apds inicio do déficit hidrico
(DAI), teve uma redugdo de 26,1% e 14,3%, ndo diferenciando estatisticamente
entre controle e tratamento, no quarto e sexto DAI, respectivamente, mostrando
assim uma recuperacao média de 11,8% entre o dia quatro e seis.

Segundo Taiz e Zeiguer (2013), em condi¢des de estresse hidrico, as
plantas tendem a aumentar a massa das raizes, de forma a cobrirem uma maior
area em busca de dgua, conseguindo assim tolerar o déficit hidrico. No presente
estudo, a variedade M-7908 RR tratamento, aumentou gradativamente sua massa
em comparagdo com o controle, indo de 12% a mais que a controle no quarto
DAL, para 20% no sexto, sendo a tnica a obter aumentos em ambos os dias.

Resposta das plantas a agentes estressores é um processo dindmico e
diretamente dependente da intensidade e duracdo do estresse (Taiz&Zeiger, 2013).
As etapas de tal resposta podem ser classificadas em fases, a fase de alarme, a fase
de aclimatagdo, fase de manutencdo e a fase de exaustdo (Kosovéet al., 2011). A
fase inicial de alarme provoca um choque nas plantas ndo-aclimatadas, e como
consequéncia hd a diminuicdo no nivel de tolerancia ao estresse. Na fase de
aclimatagcdo ocorre um aumento da tolerancia da planta, que € continua na fase de
manuten¢do, quando uma homeostase recém criada € mantida sob as condi¢des de
estresse. Se a duracdo das condicdes adversas for prolongada, a planta alcanca a
fase de exaustdo, onde pode ocorrer a diminui¢cdo do nivel de tolerancia ao
estresse em decorréncia da desestabilizagdo da homeostase induzida pelo agente
estressor.

Os resultados indicaram que as variedades de soja analisadas
responderam de forma distinta ao déficit hidrico. Na Figura 1 € apresentada a
massa fresca das diferentes estruturas da variedade M-7908 RR submetidas aos
dois tratamentos hidricos. Houve diferenca significativa entre os tratamentos
apenas em relagdo a massa fresca das folhas unifolioladas no segundo e terceiro

dia de restri¢do hidrica, apos esse periodo verificou-seuma recuperacdo ao longo
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Tabela 2. Massa fresca das estruturas avaliadas nas variedades de soja, peneira 6,5 mm, sob irriga¢do (C) e com inducdo de déficit
hidrico (T), 4 e 6 dias ap6s o inicio do déficit hidrico (DAI)

FOLHAS UNIFOLIOLADAS FOLHAS COTILEDONARES

VARIEDADE 4 DAI 6 DAI 4DAT 6 DAI
T C T C T C T C

Anta 82 0,07 Aa 0,14 Aabc 0,01 Aa 0,17 Bab 0,35 Aabc 0,63 Bab 0,09 Aa 0,52 Ba
BRSMG 811¢c RR 0,10 Aa 0,25 Bc 0,05 Aa 0,31 Bb 0,26 Aab 0,75 Bb 0,08 Aa 0,62 Ba
CD 250 RR 0,12 Aa 0,11 Aab 0,02 Aa 0,10 Aa 0,55 Acd 0,63 Aab 0,11 Aab 0,64 Ba
MG/BR 46 (Conquista) 0,05 Aa 0,09 Aa 0,01 Aa 0,11 Aab 0,23 Aa 0,53 Bab 0,04 Aa 0,49 Ba
BRS Favorita RR 0,08 Aa 0,08 Aa 0,05 Aa 0,12 Aab 0,49 Abcd 0,51 Aa 0,19 Aabc 0,51 Ba
BMX Poténcia RR 0,11 Aa 0,11 Aab 0,02 Aa 0,13 Aab 0,39 Aabc 0,54 Bab 0,10 Aa 0,51 Ba
M-7908 RR 0,17 Aa 0,23 Abc 0,18 Aa 0,21 Aab 0,67 Ad 0,61 Aab 0,58 Ac 0,54 Aa
BRSMG 68 (Vencedora) 0,09 Aa 0,10 Aab 0,10 Aa 0,11 Aab 0,57 Acd 0,52 Aa 0,53 Abc 0,39 Aa
dms variedade 0,129 0,200 0,235 0,432
dms condicao hidrica 0,081 0,126 0,148 0,272

Continuacio...



VARIEDADE

EPICOTILO

TAMANHO EPICOTILO

4 DAI 6 DAI

4ADAI 6 DAI

T C T C

T C T C

Anta 82

BRSMG 811c RR

CD 250 RR

MG/BR 46 (Conquista)
BRS Favorita RR

BMX Poténcia RR
M-7908 RR

BRSMG 68 (Vencedora)

0,12 Aa 0,23 Bab 0,01 Aa 0,23 Ba
0,11 Aa 0,18 Aa 0,05 Aa 0,19 Ba
0,23 Aab 0,34 Bb 0,06 Aa 0,30 Ba
0,18 Aab 0,19 Aa 0,02 Aa 0,21 Ba
0,21 Aab 0,25 Aab 0,12 Aab 0,21 Aa
0,17 Aab 0,18 Aa 0,05 Aa 0,23 Ba
0,26 Ab 0,20 Aa 0,29 Ab 0,23 Aa
0,17 Aab 0,18 Aa 0,21 Aab 0,26 Aa

10,7 Aa 14,4 Bab 10,1 Aab 14,7 Aa
10,9 Aa 10,4 Aa 8,2 Aa 10,9 Aa
15,6 Aa 18,4 Ab 10,8 Aab 16,0 Ba
11,9 Aa 14,8 Aab 10,3 Aab 17,6 Ba
15,0 Aa 149 Aab 11,9 Aab 129 Aa
13,1 Aa 12,2 Aa 11,4 Aab 17,3 Ba
15,2 Aa 10,8 Ba 17,1 Ab 14,3 Aa
13,8 Aa 13,3 Aa 17,3 Ab 18,6 Aa

dms variedade 0,130 0,228 4,93 8,08
dms condicao hidrica 0,082 0,143 3,10 5,09
HIPOCOTILO TAMANHO HIPOCOTILO
VARIEDADE 4 DAI 6 DAI ADAI 6 DAI
T C T C T C T C
Anta 82 0,24 Aa 0,36 Aa 0,04 Aa 024 Aa 10,3 Aa 11,8 Aab 9,5 Aab 8,7 Aa
BRSMG 811¢c RR 0,22 Aa 0,26 Aa 0,09 Aab 0,25 Aa 10,7 Aa 8,4 Aa 8,1 Aa 8,0 Aa
CD 250 RR 0,28 Aa 0,39 Aa 0,08 Aab 0,29 Aa 9,2 Aa 11,2 Aab 7,9 Aa 7,3 Aa
MG/BR 46 (Conquista) 0,42 Aa 0,44 Aa 0,03 Aa 0,41 Ba 13,9 Aa 14,5 Aab 13,0 Aab 14,8 Aa
BRS Favorita RR 0,46 Aa 0,49 Aa 0,34 Aab 0,44 Aa 14,0 Aa 15,3 Ab 18,2 Ab 14,8 Aa
BMX Poténcia RR 0,23 Aa 0,32 Aa 0,02 Aa 0,24 Ba 9,3 Aa 11,1 Aab 8,6 Aa 8,9 Aa
M-7908 RR 0,33 Aa 0,31 Aa 0,38 Ab 040 Aa 11,0 Aa 94 Aab 12,0 Aab 13,5 Aa

BRSMG 68 (Vencedora)

0,23 Aa 0,23 Aa 0,29 Aab 0,21 Aa

9,3 Aa 93 Aab 12,3 Aab 10,3 Aa

dms variedade
dms condicao hidrica

0,271 0,335
0,171 0,211

6,17 9,44
3,88 5,94

Continuagio...
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RAIZ COMPLETA RAIZ SECUNDARIA
VARIEDADE 4 DAI 6 DAI 4ADAI 6 DAI
T C T C T C T C
Anta 82 0,13 Aa 0,28 Ba 0,06 Aa 0,27 Aa 0,05 Aa 0,05 Aa 0,03 Aab 0,03 Aa
BRSMG 811c RR 0,14 Aa 0,44 Ba 0,05 Aa 0,33 Ba 0,07 Aabc 0,23 Bb 0,03 Aab 0,12 Bab
CD 250 RR 0,40 Ab 0,38 Aa 0,11 Aa 0,37 Ba 0,16 Abc 0,15 Aab 0,05 Aab 0,17 Bb
MG/BR 46 (Conquista) 0,30 Aab 0,32 Aa 0,02 Aa 045 Ba 0,06 Aab 0,11 Aa 0,00 Aa 0,15 Bb
BRS Favorita RR 0,30 Aab 043 Aa 0,14 Aa 0,49 Ba 0,07 Aab 0,09 Aa 0,05 Aab 0,14 Bab
BMX Poténcia RR 0,19 Aa 0,40 Ba 0,07 Aa 045 Ba 0,08 Aabc 0,13 Aab 0,04 Aab 0,18 Bb
M-7908 RR 0,47 Ab 0,42 Aa 0,36 Aa 0,30 Aa 0,19 Ac 0,15 Aab 0,12 Ab 0,09 Aab
BRSMG 68 (Vencedora) 0,29 Aab 0,34 Aa 0,28 Aa 037 Aa 0,10 Aabc 0,11 Aa 0,10 Aab 0,14 Aab
dms variedade 0,214 0,364 0,118 0,112
dms condicao hidrica 0,135 0,229 0,074 0,071
RAIZ PRINCIPAL TAMANHO DA RAIZ PRINCIPAL
VARIEDADE 4 DAI 6 DAI ADAI 6 DAI
T C T C T C T C
Anta 82 0,09 Aab 0,22 Bab 0,03 Aa 0,21 Ba 16,6 Ab 13,8 Aabc 14,0 Aa 12,2 Aab
BRSMG 811c RR 0,05 Aa 0,17 Ba 0,02 Aa 0,19 Ba 162 Ab 12,4 Aab 12,7 Aa 12,7 Aab
CD 250 RR 0,21 Abc 0,21 Aab 0,06 Aa 0,17 Aa 15,0 Aab 8,2 Ba 13,3 Aa 7,0 Ba
MG/BR 46 (Conquista) 0,24 Ac 0,19 Aab 0,02 Aa 0,25 Ba 8,8 Aa 11,9 Aab 11,5 Aa 12,2 Aab
BRS Favorita RR 0,21 Abc 0,33 Bb 0,09 Aa 0,33 Ba 16,5 Ab 14,4 Aabc 11,5 Aa 12,6 Aab
BMX Poténcia RR 0,08 Aab 0,24 Bab 0,02 Aa 0,28 Ba 16,8 Ab 154 Abc 15,0 Aa 21,5 Bc
M-7908 RR 0,25 Ac 0,23 Aab 0,22 Aa 0,19 Aa 15,3 Aab 19,8 Bc 15,7 Aa 10,4 Ba
BRSMG 68 (Vencedora) 0,18 Aabc 0,21 Aab 0,16 Aa 0,20 Aa 16,5 Ab 19,0 Abc 15,6 Aa 18,0 Abc
dms variedade 0,147 0,233 7,12 6,48
dms condicao hidrica 0,092 0,146 4,48 4,08

"Médias seguidas da mesma letra, minudscula, para a comparagdo entre genotipos, na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade e maitscula para a comparacdo entre regimes hidricos, na linha, ndo diferem estatisticamente pelo
teste de t de Student a 5% de probabilidade
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da fase de alarme,evitando assim a exaustdo metabodlica. Entretanto, 80% das
estruturas das plantas submetidas a restricdo de dgua ndo diferiram do tratamento
controle ao longo do tempo. As variedades M-7908 RR e BRSMG 68
apresentaram comportamentos semelhantes e também os melhores desempenhos
nas andlises de massa fresca, sinalizando uma boa resposta diante da restricao de
dgua. Tais variedades foram classificadas como tolerantes ao déficit hidrico.
Resultado semelhante foi relatado por Catuchiet al. (2012) estudando as respostas
de biomassa e area foliar nas cultivares BR 48 (tolerante) ¢ EMBRAPA 16
(sensivel). Neste estudo houve reducao das caracteristicas de ambos os cultivares,
exceto da massa seca da raiz da cultivar Embrapa 48, que se manteve inalterado
sob condicdes de restricio de dgua. Segundo Santos &Carlesso (1998) este
fendmeno ocorreu devido a uma expansao do sistema radicular para atingir areas
mais profundas, onde ainda hd umidade.

Outras variedades submetidas ao déficit hidrico apresentaram diferencas
significativas de massa fresca quando comparadas ao controle, a partir do quarto
dia de tratamento (Figura 2). Verificou-se que o tempo prolongado de seca afetou
significativamente o desempenho da Anta 82 e BRSMG 811c RR nos testes de
biomassa fresca. Essas variedades foram mais sensiveis ao estresse, nao
apresentando uma recuperacdo durante a fase de manutencdo. Também foi
observado que a maioria das plantas selecionadas apresentaram uma resposta
intermedidria ao estresse imposto, como foi o caso da CD 250 RR, MG/BR 46
(Conquista), BRS Favorita RR e BMX Poténcia RR. Analisando a Figura 3,
verificou-se que parametros de biomassa fresca de algumas estruturas da soja
BRS Favorita RR ndao foram significativamente diferentes aos encontrados no
tratamento controle. A resposta dessa variedade ao estresse foi observada
tardiamente, ja que houve diminui¢do da massa fresca da raiz completa e de folhas
cotiledonares no sexto dia de tratamento.

Nobrega et al. (2009), avaliando germinacdo e crescimento de plantulas
de soja em detrimento a agentes estressores, ocasionados por possiveis interagdes
alelopaticas, aferiu o comprimento, massa fresca e seca do hipocétilo, pelos quais
ndo detectou diferengas significativas para estas estruturas em resposta ao
estresse. No presente trabalho também foram observados que massa fresca,

tamanho do epicétilo e tamanhoda raiz principal ndoapresentaram diferencas em
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Figura 1. Valores médios de massa fresca (g) de folhas unifolioladas (A;B),

folhas cotiledonares (C;D) e raizes completas (E;F) oriundas de sementes 5,5 mm

(A;C;E) e 6,5 mm (B;D;F) da variedade de soja M-7908 RR submetida a irrigacdo

(controle) e a restri¢do hidrica (tratamento) em func¢do do tempo

relagdoao tratamento controle. Dessa forma infere-se que andlises biométricas de

tais estruturas ndo sio indicadas como parametros de sele¢do de variedades de

plantulas de soja submetidas ao déficit hidrico.A massa fresca da raiz secunddria
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Figura 2. Valores médios de massa fresca (g) de folhas unifolioladas (A;B),

folhas cotiledonares (C;D) e raizes completas (E;F) oriundas de sementes 5,5 mm

(A;GE) e 6,5 mm (B;D;F) da variedade de soja BRSMG 811c RR submetida a

irrigacdo (controle) e a restri¢ao hidrica (tratamento) em funcao do tempo

eda raiz principal, apesar de boa representatividade nos efeitos do estresse hidrico

sobre as plantulas, ndo foram utilizados para as andlises subsequentes por

considerar que a varidvel raiz completa € satisfatdria para representar os efeitos no

sistema radicular.
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Figura 3. Valores médios de massa fresca (g) de folhas unifolioladas (A;B),
folhas cotiledonares (C;D) e raizes completas (E;F) oriundas de sementes 5,5 mm
(A;GE) e 6,5 mm (B;D;F) da variedade de soja BRS Favorita RR submetida a
irrigacdo (controle) e a restri¢ao hidrica (tratamento) em funcao do tempo
Segundo Neumaieret al. (2000), a redu¢do da biomassa de plantulas de
soja sob condicdes de déficit hidrico estd relacionada a diminui¢cdo das taxas de
fotossintese. Notou-se que as variedades sensiveis tiveram maior perda na
producdo de massa fresca do que as variedades tolerantes, principalmente na
estrutura da folha cotiledonar de sementes 6,5 mm. Tal fato pode ser justificado
por estas estarem mudando de heterotréficas para autotroficas, mas ainda sdo

dependentes das reservas cotiledonares.
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Quanto ao tamanho das sementes, sabe-se que a limita¢do de dgua pode
diminuir a velocidade de germinacdo ou até impedi-la e afetar o desenvolvimento
das plantas. A primeira etapa na seqiiéncia de eventos da germinagcdo € a
embebicdo, um tipo de difusdo que ocorre quando as sementes absorvem agua
(Costa et al., 2004). Em condi¢des de deficiéncia hidrica sementes de diferentes
tamanhos podem apresentar comportamentos distintos. No entanto, ndo foi
observada diferenca entre os tamanhos de sementes testados no que se refere ao
desenvolvimento de plantulas em resposta a diminuicdo do potencial hidrico
(Figuras 1, 2 e 3).

Foram realizadas determinacdes da fluorescéncia da clorofila, que
continuam a ser o principal método para estudar a regulacdo fotossintética e a
resposta das plantas aos estimulos ambientais (Wituszynskaet al., 2013). A
medicdo da fluorescéncia da clorofila em resposta a luz modulada permite
determinar uma grande variedade de limitagdes bioquimicas e biofisicas da
fotossintese. Além disso, permite monitorar um aumento rapido na fluorescéncia
ao proporcionar informacdo sobre a atividade fotoquimica do fotossistema II e
sobre o destino provdvel da energia absorvida. A Tabela 3 apresenta o efeito da
auséncia de dgua no fotossistema II. Houve diminui¢do da eficiéncia quantica
potencial do fotossistema II no primeiro dia da suspensdo de rega na variedade
tolerante, a qual veio a se recompor e normalizar seus processos fisiolégicos,
enquanto que a variedade sensivel, apds o sétimo dia, comegou a nao mais manter
o pleno funcionamento de sua atividade fotossintética, iniciando sua diferenciacao
entre tratamento e controle. Estas diminui¢cdes em Fv/Fm se deve ao aumento da
excitacdo de energia no fotossistema II, e sua diminuicdo pode estar relacionada a
um baixo fluxo no transporte de elétron, refletindo numa menor taxa fotossintética
(Zobiole et al., 2011). Sob condi¢des de déficit hidrico, ocorre redugdao da
concentracdo intercelular de CO,, em razdo do fechamento estomatico, gerando
decréscimos na assimilacdo do CO, e na eficiéncia quantica do fotossistema II
(Baker, 2004). Além disso, podem ocorrer limitacdes em componentes nao
estomadticos, com danos nos centros de rea¢do do fotossistema II, os quais podem
apresentar reversdo parcial apOs reidratagdo (Angelopouloset al. 1996). Para
Casagrande et al. (2001), o déficit hidrico pode afetar a eficiéncia do processo
fotossintético, de forma direta, na desidratacdo do citoplasma, e indiretamente,

com fechamento estomdtico. A méaxima eficiéncia quantica do fotossistema II

24



(Fv/Fm), em que a razao reflete a maxima eficiéncia com que a luz absorvida pelo
complexo antena do fotossistema II € convertida em energia quimica (Fritsche-
Neto & Borem, 2011), tem se mostrado como boa referéncia para diagnosticar a
integridade do sistema fotossintético em diferentes espécies em condicdes de
estresse e como método de triagem para selecdo de genétipos eficientes no uso da

agua.

Tabela 3. Monitoramento da eficiéncia quantica potencial do fotossistema II, em trés

. . . . Le . . . 1
variedades de soja, submetidas a dois tratamentos hidricos por 7 dias consecutivos'

)

. . Dia
Variedades Condigao 3 > 3 7 5 6 =
Tratamento 0,775 a 0,783 a 0,797 a 0,791 a 0,791 a 0,782 a 0,507 b
BRSMG 811c RR Controle 0,785 a 0,792 a 0,791 a 0,791 a 0,798 a 0,813 a 0,813 a
. Tratamento 0,793 a 0,806 a 0,801 a 0,802 a 0,804 a 0,806 a 0,798 a
BRSFavorita RR " trole 0787 a 0791 a 0.799 a 0.804 a 0.820 a 0.825 a 0.819 a
M-7908 RR Tratamento 0,662 b 0,786 a 0,798 a 0,804 a 0,810 a 0,807 a 0,790 a
Controle 0,782 a 0,792 a 0,803 a 0,795 a 0,815 a 0,818 a 0,822 a

UMédias seguidas de letras iguais entre as condicdes hidricas dentro de cada cultivar,

ndo diferem pelo teste de t de Student, a 5% de probabilidade

Em conformidade a este trabalho, no experimento realizado por
Catuchiet al. (2012), seus resultados das avaliagdes de biomassa se assemelhara
aos dados de atividade fotossintética das plantas, os resultados de biomassa, no
geral, foram reduzidos pela deficiéncia hidrica. Justificando tal resultado, eles
afirmam que isso ocorreu em funcdo da queda na atividade fotossintética das
plantas causada pelo déficit hidrico, o que resultou em decréscimo no actimulo de
carboidratos.

A anélise fatorialpelo método dos componentes principais vem sendo
utilizado para reescrever as coordenadas das amostras em outro sistema mais
conveniente para a andlise de dados. Neste método € possivel a reducdo do
nimero de varidveis e julgar a importincia delas do ponto de vista
estatistico(Santiet al., 2012). Na Figura 4 buscou-se identificar as estruturas que
apresentaram melhor resposta ao estresse por déficit hidrico através de uma
interpretacdo bioldgica dos dados em um sistema mais conveniente, sendo
observado que as que tiveram o escore mais alto no componente principal 1, que
detém a maior representatividade, respondendo por 44,1%, foram raiz completa e

suas fracOes e as folhas cotiledonares e unifolioladas.

25



e
%

[ ]
TAMANHO EPICOTILO

L
=)

EPICOTILO ®
F UNIFOLIOLADA

=
~

R0,2 RAIZ SECUNDARIA

- TAMANHO RAIZ

=) PRINCIPAL

0,0 : ; ; : : : : ; ; .
Q2 00 0,1 0,2 03 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0

RAIZ COMPLETA

[ J
F. COTILEDONAR
L

RAIZ PRINCIPAL

L
o

L
~

e
=

° HIPOCOTILO

TAMANHO
HIPOCOTILO

o
o]

PC 1 (44,1%)

Figura 4. Plotagem dos escores dos componentes quanto as relagdes entre as

variaveis das estruturas avaliadas

4. Conclusoes

1. Caracteristicas morfoldgicas que melhor distinguem-se em déficit hidrico:
Folha unifolioladas; Folha cotiledonar e Raiz completa.

2. Andlise da eficiéncia quantica potencial do fotossistema II € representativo
a andlise de massa fresca de folha unifolioladas.

3. Reacdo ao estresse hidrico: Sensivel (Anta 82 e BRSMG 811lc RR);
Intermedidria (CD 250 RR; MG/BR 46 (Conquista); BRS Favorita RR; BMX
Poténcia RR); Tolerante (M-7908 RR; BRSMG 68 (Vencedora)).
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CAPITULO II - PERFIL METABOLICO DA SOJA SUBMETIDA AO
DEFICIT HIDRICO

Resumo

O objetivo deste trabalho foi identificar as variacdes no metabolismo de trés
variedades de soja, selecionadas como tolerante, intermedidria e suscetivel,
quando submetidas ao déficit hidrico. Utilizaram-se trés variedades comerciais de
soja submetidas a duas condicdes hidricas: irrigada (controle) endo irrigada
(tratamento). De cada variedade foram retiradas seis repeticoes das raizes, folhas
cotiledonares e folhas unifolioladas, além das sementes, nas quais separou 0s
cotilédones e o eixo embriondrio. Metade das amostras foi utilizada para realizar o
célculo do teor relativo de 4gua nos tecidos e a outra metade foi congelada em
nitrogénio liquido, aferido o peso congelado e realizando a extragdo e
posteriormente a derivatizacdo para andlise do perfil metabdlico por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS). Os dados foram analisados
com auxilio de programas de bioinformatica. Realizou-se a normaliza¢do dos
dados, e com estes valores, a andlise fatorial pelo método dos componentes
principais e teste de t de Student a 5% significancia. Os resultados da anélise de
fatores permitiram distinguir as variedades M-7908 RR, BRS Favorita RR e
BRSMG 811c RR, em tolerante, intermediaria e suscetivel ao déficit hidrico. As
andlises de média do perfil metabdlico permitiu identificar os compostos que
diferiram estatisticamente na variedade tolerante (aumento de sacarose, glicose e
glicerol na folha unifoliolada), intermedidria e na suscetivel (aumento da glicose
na folha cotiledonar).Entre as redu¢des no metabolismo, os principais metabolitos
descritos foram acidos organicos, aminodcidos e carboidratos, podendo concluir
que as alteragdes ocorridas se devem a ajustamentos de fungdes essenciais como
fotossintese e respiracdo, ou para regulacio da pressdao osmoética através da

concentracao de solutos.

Termos para indexacdo:Glycine max, metabolomica, déficit hidrico,

metabolismo responsivo.
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1. Introducao

A metabolomica é uma drea das ci€ncias “Omicas” que caracteriza 0s
fendtipos dos metabdlitos, através de um estudo sistemdtico do endégeno, bem
como 0s processos bioldgicos especificos em que estdo envolvidos (Schock et al.,
2010), realizando a ligacdo destes com o0s seus gendtipos correspondentes,
permitindo 1identificar o metaboloma (Resende, 2010; Putri et al., 2013).
Abordagens metabolomicas podem langar a vista os mecanismos bioquimicos de
adaptacdo das plantas em resposta a estresses ambientais. A aplicacdo de técnicas
de “Omicas” pode, portanto, facilitar o desenvolvimento de cultivares de soja
tolerante aos estresses ambientais (Komatsu et al., 2013).

A homeostase bioquimica é bastante complexa, pois envolve todas as
reacoes do metabolismo, ou seja, representa os ajustes metabdlicos necessarios
para que o organismo possa manter-se funcional (Prisco & Gomes Filho, 2010).
Em condi¢des de baixa disponibilidade de dgua no solo, vdrios processos
metabodlicos nas plantas podem ser influenciados, como o fechamento estomatico,
o declinio na taxa de crescimento, o acimulo de solutos e antioxidantes e a
expressdo de genes especificos de resposta ao estresse (Silva et al., 2002). A
biologia molecular assume papel-chave na identificacdo pontual de genes
envolvidos nas respostas ao déficit hidrico, o que permitird futuramente a
identificacdo e a compreensdo de rotas metabdlicas envolvidas nas respostas
fisiolégicas a seca (Casagrande et al., 2001).

Condi¢des de estresse abidtico sdo as principais limitacdes da agricultura
moderna. Embora muitos genes associados a resposta da planta ao estresse tenham
sido identificados e utilizados para gerar plantas tolerantes, o sucesso dessa
estratégia torna-se limitado devido ao pouco conhecimento bioquimico e
metabolomico de resposta da planta (Reguera et al., 2012).

O presente trabalho visou identificar as variacdes no metabolismo
primdrio de trés variedades de soja, selecionadas como tolerante, intermedidria e

suscetivel, quando submetidas ao déficit hidrico.

2. Material e métodos
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O experimento foi instalado no laboratério de Fisiologia e Bioquimica,
localizado no Instituto de Botanica da Secretdria do Meio Ambiente do Estado de
Sao Paulo, conduzido em incubadora BOD (Biochemical oxygen demand), em
condi¢do controlada de temperatura a 25°C, com fotoperiodo de 12 horas e
irrigacdo didria, com dgua suficiente para elevar a umidade do substrato de cultivo
a capacidade de campo. Foram utilizados vasos plastico de 300mL, preenchidos
com areia lavada de granulometria média. No presente estudo foi selecionado o
estddio V1, segundo a classificacdo dos estddios de desenvolvimento da soja,
proposta por Fehr e Caviness (1977), a partir do qual as plantulas foram
submetidas a dois tratamentos hidricos: plantas com irriga¢do didria necessaria
para o desenvolvimento da cultura (controle) e plantas submetidas ao déficit
hidrico por suspencdo total de rega (tratamento). No quarto dia de tratamento
realizou-se a coleta das raizes, folhas cotiledonares e folhas unifolioladas, além
das sementes, nas quais foram separados os cotilédones e o eixo embriondrio. Os
experimentos foram realizados com seis repeti¢coes.

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, no esquema
fatorial 3 x 2, para testar os efeitos de trés variedades comerciais de soja (BRSMG
811c RR; BRS Favorita RR; M-7908 RR) eduas condicdes hidricas (controle e
tratamento).

As amostras foram divididas ao meio, metade foi submetida apesagem da
massa fresca, e posteriormente imersas em tubosfalcon, preenchidos com &gua,
por 24h para aferir a massa turgida.Posteriormente, as amostras foram colocadas
em estufa a 100°C por 24h para a identifica¢gdoda massa seca e para a realizagdodo
célculo do teor relativo de d4gua nos tecidos.

A outra metade das amostras foicongelada em nitrogénio liquido, aferida
a massa congelada e homogeneizada com a ajuda de um almofariz e pistilo.
Aproximadamente 100 mg de material foi utilizado para extragcdo e derivatizagao.
O material foi extraido em 500 pL de metanol:cloroférmio:dgua (MCA) na
proporcio de 12:5:1 e 50 uL do padrdo interno adonitol (0,2 mg mL™" de piridina)
agitado em vortex e aquecido a 60°C por 30 minutos, sob constante agitacdo. O
material foi centrifugado a 13000 rpm por 2 minutos e a fase aquosa (superior)
transferida para novos tubos de 1,5 mL e a ela adicionado 350 puL de dgua. A

mistura foi agitada e apds 5 minutos centrifugada a 13000 rpm por 5 minutos.
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Trezentos uL. da fase polar (fase superior) foram coletados e secos a vacuo, sendo
entdo armazenados a -80°C até derivatizacao.

A derivatizacdo para andlise do perfil metabdlico foi realizada seguindo
método descrito previamente por (Roessneret al., 2001) adaptado a espécie
vegetal analisada (soja).Para derivatizacdo, 200 uL de piridina, 50 puL de
Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) e 50 pL de cloridrato de
metoxilamina (0,2 mg mL™ piridina) foram adicionados ao material seco,
submetidos a agitacdo e aquecidos a 75°C durante 1 hora. As amostras foram
entdo transferidas para frascos de vidro, os quais foram lacrados, e injetados
automaticamente em um sistema GC/MS (Agilent GC 6890 e MSD 5973N,
Agilent Technologies, USA). A corrida no cromatégrafo foi executada com o
auxilio de uma coluna HP1701 de 30 m com 0,25 um de espessura (Supelco,
Bellfonte, CA). A temperatura de injec@o ajustada a 230°C, a interface a 250°C, e
a fonte de fons a 150°C. O gds hélio foi usado como gés carreador a um fluxo de 1
mL min™. A andlise foi conduzida sob a seguinte programagdo de temperatura: 5
min de aquecimento a 70°C, seguido de uma rampa na temperatura do forno de
5°C min™ até 280°C e 1 min de aquecimento a 310°C. O espectro de massas foi
armazenado a uma taxa de 2 varreduras s’ na faixa de 50 a 650 m/z. Os dados
gerados foram analisados através do programa Chemstation (Agilent
Technologies, EUA) e os picos detectados comparados com padrdes auténticos e
com a NIST 08 Mass Spectral Library e confirmados através do cdlculo do indice
de Kovats.

Os valores do teor relativo de 4dgua e das massas congeladas foram
utilizados para calcular a massa seca utilizada nas andlises, os resultados foram
normalizados para massa seca e para o padrao interno adonitol. Posteriormente foi
realizada a normalizacdo dos valores médios da variedade M-7908 RR na
condic¢do sem estresse hidrico.

Para a identificacdo do nivel de tolerancia ao déficit hidrico, através das
respostas metabdlicas, em cada tecido coletado, utilizou-se a andlise de fatores
pelo método dos componentes principais, utilizando o programa STATISTICA
(Hill & Lewicki, 2007).

A variagdo no perfil metabdlico foi analisada por meio de andlise de
variancia e a comparacdo das médias através do teste t a 5 % de significancia, com

uso do programa Sisvar (Ferreira, 2008).
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3. Resultados e discussao

O poder da metaboldmica reside na aquisicdo dos resultados analiticos
em que os metabolitos de um sistema celular s@o quantificados e feitos a extracao
dos elementos mais significativos, utilizando uma ferramenta de andlise de dados
diferenciada (PUTRI et al.,, 2013). A andlise fatorial pelo método dos
componentes principais realizada no presente estudo baseou-se na decomposi¢ao
espectral da matriz, onde o modelo permitiu a estimacdo das cargas fatoriais e das
variancias especificas utilizando o método mais simples dos componentes
principais. Assim podemos explicar a variancia total atribuida ao modelo e as
variaveis que mais explicam o modelo fatorial, de forma a ter uma interpretagdo
bioldgica (Ferreira, 2011; Cruz & Carneiro, 2003).

Os componentes 1 e 2 da Figura 1 (A), contribuiram para explicar em
49,5% a variancia total, sendo possivel observar uma clara separagdo das amostras
em dois grupos, correspondendo as amostras do controle e do tratamento, com
pouca excecdo para os scores da M-7908 RR controle, que apresenta maior
dispersdo na drea dos scores dos tratamentos. A andlise do perfil metabdlico dos
dados do componente 1 indicou maiores pesos para acido thrednico,
diamonovalerolactam, asparagina e glicose, respondendo juntos por 56,8%.

Na Figura 1 (B), a representacdo dos componentes é de 49,1%, no
entanto ndo hd uma separacdo evidente entre as condi¢des hidricas.Observou-se
uma dispersdo maior para a variedade tolerante, M-7908 RR, e uma menor
distribuicao dos scores no gréfico para a variedade suscetivel, BRSMG 811c RR.
Os metabdlitos que tiveram maior peso na representacdo do componente 1 foram
frutose, galactose e glicose, acumulando 42,7% de representatividade neste
componente.

A Figura 1 (C) mostra a classificacdo do conjunto de dados, onde o
componente 1 e o componente 2 contribuiram para explicar em 61,9% a variancia
dos mesmos. A andlise do grafico de distribui¢do fatorial das amostras em estudo
revelou novamente que as variedades tiveram uma distribui¢do proporcional ao
seu nivel de tolerdncia ao déficit hidrico. As varidveis que mais foram
representadas pelo modelo fatorial foram glicose, frutose, mio-inositol e

galactose, as quais explicaram 41,2% do componente 1.
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A estratégia de tolerdncia permite as plantas manter a atividade
metabodlica com a evolugdo do déficit hidrico e declinio do conteudo relativo de
agua (Fioreze et al., 2011).Através da Figura 1, observou-se maior dispersdo
conjunta dos scores dos tratamentos e dos controles da variedade tolerante,
enquanto nas suscetiveis, os mesmos, se concentram. Segundo Casagrande et al.
(2001), quando a agua € perdida pela célula, processos regulatorios sio iniciados e
o metabolismo celular é ajustado as novas condic¢des, justificando assim a
distribuicdo para as folhas unifolioladas, onde os scores de tratamento e controle
das variedades mais suscetiveis concentram-se distantes entre si.

Sob condigdes de estresse hidrico podem ocorrer mudangas fisiologicas e
bioquimicas, tais como diminuicdo nas atividades fotoquimicas, redugdo da
fixacdo de CO2, acimulo de osmdlitos e osmoprotetores e alteragdo no
metabolismo de carboidratos (Gimenez et al., 2010). Hummelet al. (2010) tem
sugerido que plantas submetidas a déficit hidrico experimentam uma limita¢ao
metabolica, pela reducdo da difusdo de CO2 devido o fechamento dos estomatos,
resultando em uma menor taxa de carbono (C) assimilado.

O total de carbono assimilado na fotossintese € usualmente mais do que a
metade despendida no processo de respiracdo necessdria para o crescimento e
manuten¢do, mas esse balanco pode mudar sob condi¢cdes de estresse hidrico.
Muito embora a fotossintese possa ser reduzida em até 100 % sob condi¢des
drésticas de falta d’4dgua, a taxa de respiracdo pode aumentar ou diminuir sob o
estresse, mas nunca se tornar totalmente paralisada (Flexaset al., 2005). No
presente estudo, as reducdes dos metabolitos no tratamento com déficit hidrico
foram detectadas em folhas unifoliolada da BRS Favorita RR, pela diminuic¢ao de
serina, putrescina, d4cido butirico, dcido thrednico, d4cido maldnico e
galactopiranosideo. Na variedade BRSMG 811c RR houve reducdo no acido
glicérico, acido citrico e lisina, em M-7908 RR ndo ocorreu redugdo, conforme
apresentado na Figura 2.

Nas folhas unifolioladas da M-7908 RR em estresse hidrico houve
aumento de sacarose, glicose e glicerol, maior concentracdo de valina e mio-
mnositol em BRS Favorita RR e BRSMG 811c RR, respectivamente. Para
Sugiharto (2004), isso se deve ao fato do déficit de 4gua aumentar a expressao das
enzimas que assimilam carbono, especialmente a sacarose fosfato sintase (STS),

aumentando o contetido de sacarose, que atua como um osmoprotetor e mantém
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Figura 2. Perfil metabdlico expresso nas folhas unifolioladas de trés variedades de soja, normalizadas pelo controle da variedade M-7908 RR,
onde o tratamento submetido ao déficit hidrico esta a esquerda do eixo central da piramide e o controle a direita em cada variedade
respectivamente. Barras hachuradas diferem estatisticamente de seu tratamento oposto pelo teste de t de Student a 5% de probabilidade
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um gradiente potencial favordvel de dgua através da célula da membrana. A
sintese de sacarose na soja € codificada por apenas um gene, o Gm_SUSI, que
estd presente nos tecidos, tais como raizes e folhas, justificando assim, o maior
tempo de turgescéncia das folhas da variedade M-7908 RR em contra partida as
outras (Abid et al., 2009).

Chaves Filho &Stacciarini-Seraphin (2001) afirmaram que a importancia
e contribuicdo dos solutos envolvidos no ajustamento osmdtico em resposta a
baixa disponibilidade de agua variam com a espécie, sendo que os principais
solutos acumulados em soja sdo aminodcidos, glicose, frutose e sacarose, o que
estd em conformidade com o presente estudo.

Em folhas cotiledonares de M-7908 RR houve redugdo de é&cido
ascorbico, acido chiquimico e na producdo de galactopiranosideo. Figura 3, em
BRSMG 811c RR houve reducdode acido citrico e glicero.Em BRS Favorita
RRhouve redugdona producao de sacarose, xilose, pinitol, manitol, estigmasterol,
beta-sitosterol, mio-inositol, xilitol, eritritol, e dos acidos octadecandico,
hexadecandico, tetradecandico, butirico, gdlico, etilgalico, succinico, maldnico,
piroglutdmico, glicérico e do dcido fosférico.

Nas variagdes metabodlicas das folhas cotiledonares, apenas a glicose
sofreu acréscimo significativo nas plantulas que foram submetidas ao déficit
hidrico. Podendo ser explicado na variedade BRSMG 811C RR, padrdo
susceptivel, onde pode ter ocorrido a gliconeogénese, que ndo ¢ comum em
plantas, mas pode ocorrer em algumas sementes de espécies que armazenam uma
grande quantidade de carbono sob a forma de 6leo. Apds a germinagdo, muito do
6leo € convertido em agucares via gliconeogénese, que € entdo usada para suportar
o crescimento (Nelson & Cox, 2006). Abid et al. (2009), sugere que a
gliconeogénese tem um importante papel fisiolégico, como um ponto de entrada
para carboidrato no metabolismo celular em condicao de estresse abidtico.

A Figura 4 apresenta o perfil metabdlico expresso em raizes. Observou-
se que ndao houve aumento significativo dos metabdlitos em nenhuma das
variedades analisadas. O perfil encontrado nas raizes da BRSMG 811c RR
permaneceu sem alteracdo significativa, nas demais, o metil-inositol,
diamonovalerolactam, &acido dodecandico e acido fumarico reduziram na

variedade M-7908 RR e na BRS Favorita RR, houve redu¢do da sacarose, frutose,
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Figura 3. Perfil metabdlico expresso nas folhas cotiledonares de trés variedades de soja,
normalizadas pelo controle da variedade M-7908 RR, onde o tratamento submetido ao
déficit hidrico esta a esquerda do eixo central da pirdmide e o controle a direia em cada
variedade respectivamente. Barras hachuradas diferem estatisticamente de seu tratamento
oposto pelo teste de t de Student a 5% de probabilidade
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Figura 4. Perfil metabdlico expresso nas raizes de trés variedades de soja, normalizadas pelo controle da variedade M-7908 RR, onde o
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xilose, galactopiranosideo, fenilalanina, etanolamina, glicina, treonina, putrescina,
serina, leucina, valina, alanina, estigmasterol, mio-inositol, pinitol, galactitol,
ononitol, xilitol, glicerol, além dos 4cidos glucdnico, glutamico, piroglutamico,
trednico, malico, maldnico e do 4cido latico. Segundo Gimenez et al. (2010), em
condic¢des de estresse, desenvolve-se uma estreita correlacao entre déficit hidrico e
metabolismo de agucares, que se reflete sobre o complexo de sinalizagdo celular
controlado pelos proprios agucares € que exercem um controle permanente sobre
os processos de transdugdo de sinais e da transcricdo em plantas, induzindo a uma
sinalizacdo que promove maior rigidez sobre todas as atividades de crescimento
da planta.

Um importante metabdlito nas sementes de soja € o mio-inositol,
responsavel pela formagdo de acido fitico, uma completa eliminacio desta via ird
interromper muitos outros percursos bioquimicos necessarios para a germinacao,
0 que por sua vez sdo fundamentais no eixo e cotilédone para o desenvolvimento
embriondrio (Abidet al., 2009). Para o perfeito desenvolvimento inicial das
sementes, foi realizada a andlise do perfil metabdlico destas e observou-se
variagdes significativas entre dcido citrico, dcido madlico e acido fumdrico, os
quais diferiram as variedades suscetiveis e intermedidria, da variedade tolerante,
que apresentou uma menor concentracdo destes no cotilédone. Apesar destas
alteragdes entre as variedades, a quantidade de metabdlitos presente em cada
variedade era compativel com suas necessidades iniciais, como pode ser

observado nas Figuras 5 e 6.
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Figura 5. Metabdlitos expressos nos cotilédones de trés variedades de soja
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Figura 6. Metabdlitos expressos nos eixos embriondrios de trés variedades de soja
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4. Conclusoes

1. De forma geral os principais metabdlitos descritos sdo dcidos organicos,
aminodcidos e carboidratos.

2. Os aumentos nos teores de metabdlitos nos tratamentos sdo
osmorreguladores, para regulacdo da pressdo osmotica através da concentracao de
solutos.

3. As redugdes observadas se devem a diminuicdo em fungdes como a

fotossintese e a respiracao.
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CONCLUSOES GERAIS

As alteracdes nas estruturas morfoldgicas, confirmadas pelas avaliacdes
fisiolégicas, demonstraram a variedade M-7908 RR, como a que melhor se
adaptou a condic¢do de déficit hidrico, expressando em suas andlises bioquimicas,
maior concentragdo de acucares, sendo estes fortes indicadores na resposta a
limitacdo hidrica e na aclimatacdo dessas plantas ao estresse. E a variedade
BRSMG 811c RR, identificada como suscetivel, apresentou uma maior
concentracdo dos agucares nas folhas unifolioladas devido a via da

gliconeogénese.
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