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APRESENTACAO

A obra “Geracéao e difusdo de conhecimentos nas ciéncias agrarias” aborda em seu
primeiro Volume uma apresentacdo de 18 capitulos, no qual os autores tratam as mais
recentes e inovadoras pesquisas voltadas para o meio agricola.

O objetivo central dessa obra foi apresentar estudo desenvolvidos em instituicdes
de ensino e pesquisa. Temas diversos séo discutidos com a proposta de fundamentar o
conhecimento de académicos, professores e pesquisadores ou aqueles que de alguma
forma se interessam pela area das ciéncias agrarias. Possuir material que apresente
resultados de diversas regides do pais, bem como apresentar direcionamentos para o
futuro da pesquisa fazem desta obra um material repleto de inovacdes.

Pesquisar e observar resultados indicam possibilidades de ampliar conhecimento
em diversas areas, sendo esse, a descoberta de novos horizontes. Na area das ciéncias
agrarias diversas sdo as possibilidades para conhecer as interagdes entre plantas, solo,
atmosfera e mudangas ambientais, mas como 0s processos sdo dindmicos e a interagédo
constante, os resultados divergem. Aplicar técnicas de semeadura, adubagéo, ou outras,
trazem resultados aplicados muito Gteis para a sociedade.

Difundir conhecimento para a sociedade faz-se necessario, pois ciéncia aplicada
e de qualidade apontam caminhos positivos em prol do desenvolvimento sustentavel e
harménico entre seres. Assim, necessitamos constantemente nos reciclar e aprofundar em
conhecimento técnico em nossa area de atuagéo.

Por fim, espero que esta obra atenda a demanda por conhecimento técnico de
qualidade e que novas pesquisas a utilize como forma de direcionamentos futuros.

Leonardo Tullio
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RESUMO: A seca é o principal fator abiotico
limitante da produtividade agricola, capaz de
gerar grande impacto no rendimento das culturas,
assim, o melhor entendimento dos mecanismos
fisioldbgicos e bioquimicos que diferenciam
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DEFICIT HIDRICO

resisténcia de suscetibilidade ao déficit hidrico
entre linhagens de soja, pode ser utilizado na
geracdo de cultivares mais tolerantes. Nesse
sentido, o objetivo deste trabalho foi caracterizar,
fisiologicamente, duas cultivares de soja, com
diferentes padrdes de tolerancia a seca em
campo, por meio da determinacédo das taxas
fotossintéticas, dos niveis de peroxidagéo lipidica
e da atividade de enzimas antioxidantes, sob
trés niveis de potencial hidrico. Ao atingirem
o estadio de desenvolvimento V4, a irrigagéo
das plantas foi suspensa e trés coletas foram
realizadas: 1) plena irrigagédo (controle), 2) déficit
hidrico moderado (-1,5+0,2 MPa) e déficit severo
( -3,0 MPa +0,2 MPa). As variagbes da taxa
de transpiragdo, conduténcia estomética, bem
como a diminuicdo da taxa fotossintética foram
estatisticamente significativas entre as duas
cultivares, sendo que, os potenciais hidricos
na cultivar BR-16 anteciparam, em média,
dois dias para atingir os mesmos potenciais
hidricos na cultivar Embrapa 48, apresentando
assim, melhor eficiéncia no uso da agua. Além
disso, 0 aumento das atividades das enzimas
antioxidativas e peroxidagéao lipidica foram mais
significativos na cultivar BR-16, demonstrando
que esta cultivar € menos tolerante a seca em
relacéo a cultivar Embrapa 48, corroborando com
dados agronémicos previamente encontrados
em campo.

PALAVRAS-CHAVE: Glycine max; estresse
hidrico;  ajustes fisiologicos, condutancia
estomatal, seca, estresse oxidativo.
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PHYSIOLOGICAL CHANGES AND OXIDATIVE STRESS EVALUATION IN TWO
SOYBEAN CULTIVARS SUBJECTED TO DROUGHT

ABSTRACT: Drought tolerance in plants is a complex trait, resulted of a set of mechanisms
that work to avoid or tolerate periods of drought. This stress is one of the most important
environmental factors that induce physiological changes in the plant, such as decreased water
potential in the cell, stomata closure and the formation of reactive oxygen species (ROS),
affecting the growth and development of plants. The aim of this study is to to characterize,
physiologically, two soybean cultivars with different patterns of drought tolerance in the field,
through the determination of photosynthetic rates, levels of lipid peroxidation, and activity of
antioxidant enzymes, under three levels of water deficit. Trifoliate leaves were evaluated of the
third knot soybean in the V5 growth stage of the tolerant cultivar (Embrapa 48), the drought
susceptible variety (BR 16), and under three levels of water deficit: no stress or irrigated
(-0.1 to 0.1 Mpa), moderate (-1.5 MPa) and severe (-3,0 MPa). Variations in transpiration
rate, stomatal conductance and decreased photosynthetic rate were statistically significant
between the two cultivars, and the water potentials in the genotype BR-16 anticipated, on
average, two days to reach the same water potentials analyzed in comparision to the Embrapa
48. Moreover, the increased activities of antioxidant enzymes and lipid peroxidation were
more significant in the cultivar BR-16, which proves to be less drought tolerant in relation to
genotype Embrapa 48, confirming agronomic data previously found in the field.
KEYWORDS: Glycine max, hydric stress, physiological adjustments, stomatal conductance,
drought, oxidative stress.

INTRODUCAO

As plantas de soja sao afetadas por varios estresses abiéticos como alta salinidade,
temperaturas baixas, toxicidade de elementos minerais e seca, dentre outros. A seca, ou a
deficiéncia continua de agua € um dos fatores mais importantes que afetam o crescimento,
o desenvolvimento, a sobrevivéncia e a produtividade da cultura (Gorantla et al. 2007).

Respostas fisiolégicas das plantas a seca sdo de ordem fisiologica, bioquimica,
morfolégica e molecular, e incluem fechamento de estématos, diminuicdo da atividade
fotossintética, alteracdo da elasticidade da parede celular, fluidez de membranas e a
geragao de metabdlitos toxicos, causando a morte da planta (Ramirez et al. 2009).

Muitos dos processos deletérios sofridos pelas plantas submetidas as condi¢es
de estresse hidrico sdo mediados por espécies reativas de oxigénio (ROS). A producgéo
de ROS pode desencadear o processo de peroxidacgédo lipidica nas membranas celulares,
formando hidroperoxidos de lipideos que levam a diminuicdo da fluidez, modificacbes de
permeabilidade ibnica e de outras fun¢des associadas as membranas, sendo, portanto, um
dos eventos mais significativos do estresse oxidativo (Anjum et al., 2015).

Para reduzir os danos gerados pelas ROS, eficientes sistemas de defesa
antioxidativos enzimaticos e ndo enzimaticos atuam de maneira coordenada sob condi¢coes
de estresse, no sentido de manter a homeostase intracelular. As enzimas APX, GPX, CAT,

Geracéo e difuséo de conhecimentos nas ciéncias agrarias Capitulo 11 m



GR e POX, subsequentemente, detoxificam H,O, liberando H,O, por diferentes processos
de oxidagdo (You e Chan, 2015).

Compreender como as plantas respondem ao déficit hidrico e entender os
mecanismos de tolerancia é fundamental para predizer os impactos na produgéo da cultura
e constitui-se atualmente em um dos maiores tépicos de pesquisa para o desenvolvimento
de cultivares mais tolerantes e produtivas. Logo, a caracterizacao fisioldgica pode ser um
procedimento importante e veloz para selecionar diferentes cultivares que, em mesma
condicao experimental, podem apresentar variaveis niveis de tolerancia ao estresse (Atkin
& Macherel 2008).

Dentro desse contexto, o presente trabalho objetivou caracterizar, fisiologicamente,
duas cultivares convencionais de soja, contrastantes para tolerancia a seca, de forma a
melhor entender os mecanismos de resposta a essa tolerancia.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal, condicoes de cultivo e delineamento experimental

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do Laboratério de Fisiologia
Molecular da Universidade Federal de Vigcosa, sob condi¢cdes parcialmente controladas
de umidade e temperatura. As cultivares de soja Embrapa 48 e BR-16 foram escolhidas,
pois apresentam respostas contrastantes em campo quando submetidos a periodos de
déficit hidrico, sendo considerada a Embrapa 48 mais tolerante a seca (Teixeira et al. 2008,
Farias et al. 1994). O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado,
com esquema fatorial 2 X 3 (2 cultivares x 3 tratamentos hidricos), com cinco repeticoes.
A unidade experimental consistiu de um vaso contendo 6,5 kg de substrato/vaso com a
composicédo de 50% vermiculita e 50% de areia grossa lavada, e duas plantas de cada
cultivar, totalizando 30 vasos para todo o experimento.

Ap6s a emergéncia do quarto trifélio completamente desenvolvido, a irrigacao foi
suspensa e as cultivares foram submetidos a dois niveis de déficit hidrico, com medi¢cGes
diarias (sempre entre as 05:00h e as 06:00h): estresse hidrico moderado, com potencial
hidrico de Ww de -1,5 MPa; e estresse hidrico severo, Ww de -3,0 Mpa. O potencial hidrico
de cada planta foi medido em camara de presséo do tipo Scholander. Para essas avaliagbes
foi utilizada uma folha do terceiro n6. Para tanto, foram adotadas duas repeticées de cada
regime hidrico. As coletas das folhas do quarto né foram realizadas até 12 dias apés a
aplicagédo da condigéo de déficit hidrico para posterior andlise fisiologica.

Avaliacao das caracteristicas fisioldgicas

As determinacdes das trocas gasosas foram realizadas com um medidor portéatil de
fotossintese, IRGA; modelo portétil LI-6400xt, LI-COR Biosciences Inc., Lincon, Nebraska,
USA. As medidas foram feitas sempre na regido mediana das folhas completamente
expandidas, totalmente expostas a radiacdo solar, no periodo das 08:30h as 10:00h.
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As seguintes caracteristicas foram medidas: taxa fotossintética (umol m2 s™); taxa de
transpiragdo nas folhas (E) (mmol m2 s™'); conduténcia estoméatica nas folhas (Gs) (mol m2
s') e concentragéo de CO, nos espagos intercelulares (A) (mmol m2s ).

O nivel de peroxidagao lipidica de membrana nos tecidos foliares foi medido em
termos do conteido de malondialdeido formado (MDA, um produto de lipoperoxidacéo),
determinado pela reagdo do &cido tiobarbitarico (TBA), segundo método descrito por
Gomes Junior et al. (2006).

A atividade da ascorbatoperoxidase (APXs) (EC 1.11.1.11) foi determinada pelo
método de Nakano & Asada (1981), pelo monitoramento da taxa de oxida¢do do ascorbato
a290nm, a 28° C. A atividade das catalases (CATs) (EC 1.11.1.6.) foi determinada de acordo
com Peixotoet al., (1999) pelo acompanhamento do decréscimo na absorbancia a 240 nm,
a 28° C. A atividade da glutationaredutase (GR) (EC 1.6.4.2) foi determinada de acordo
com Queiroz et al., (1998). A oxidagdo do NADPH foi medida monitorando-se o decréscimo
na absorbancia a 340 nm, a 28° C. A atividade das peroxidases (POX) (EC 1.11.1.7) foi
determinada pelo método de Kar & Mishra (1976) pelo acréscimo na absorbancia a 420nm,
a 28°C e a atividade das superdxidos dismutases (SODs) (EC 1.15.1.1) foi determinada
segundo Del Longo et al. (1993) pelo aumento da absorbancia das amostras a 560nm.

Analise estatistica dos dados

Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variéncia e, para a comparagao
das médias obtidas foi aplicado o teste de Tukey (p < 0,05). A relagdo entre os tratamentos
foi avaliada por meio de analise multivariada, sendo que os componentes principais (ACP)
foram obtidos a partir dos dados de MDA e das enzimas antioxidativas. O agrupamento
dos tratamentos foi feito pela metodologia de Tocher (Rao 1952). Todas as andlises foram
efetuadas com o auxilio do Programa R (R core team 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apb6s a restricdo hidrica, foi possivel observar que as cultivares atingiram os
potenciais hidricos moderados e severo em tempos diferentes, sendo que o cultivar
tolerante prolongou o tempo para atingir os referidos potenciais hidricos. A cultivar Embrapa
48 demorou dois dias a mais que a cultivar BR 16, indicando que essa cultivar € mais
tolerante a seca (Figura 1).
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Figura 1. Niveis de potencial hidrico em fungéo dos tempos de desidratagédo para duas cultivares
de soja, BR-16 e Embrapa 48. BR-16 | (irrigado), Embrapa 48 | (irrigado), BR-16 NI (n&o irrigado) e
Embrapa 48 NI (n&o irrigado).

Diversos efeitos devido ao déficit hidrico tém sido relatados em plantas, tais como o
aumento da resisténcia estomética, o que reduz a transpiracdo nas folhas com alteragéo das
caracteristicas osmoticas, acarretando menor disponibilidade de CO, para a fotossintese
(Zhou et al. 2007). No presente estudo, as taxas fotossintéticas (A) e transpiratoria (E),
bem como a conduténcia estomatica (Gs) diminuiram significativamente em relagédo ao
tratamento irrigado, bem como, entre as cultivares. (Figura 2).

Figura 2. Valores médios dos parametros fisiol6gicos: A. Taxa de transpiragdo. B. Condutancia
estomatica. C. Taxa fotossintética. D. Concentragéo intercelular de CO,, em dois cultivares de soja,
submetidos a trés niveis de potencial hidrico. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa
entre as cultivares, ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Tukey, em cada um dos niveis de
potencial hidrico. Barras de erros correspondem ao desvio padrdao da média.

Apesar da curva de desidratagdo mostrar que o cultivar Embrapa 48 retardou a
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desidratacdo nos diferentes niveis de déficit hidrico, na auséncia do estresse ndo houve
diferencas significativas entre as cultivares, evidenciando que, em condi¢des irrigadas
as plantas apresentam perfiz fisiol6gicos semelhantes. Além disso, a cultivar tolerante
apresentou um menor potencial hidrico foliar na antemanha durante o experimento, o pode
ser explicado pela maior conduténcia estomatica e taxa de transpiragdo, sugerindo que o
gendtipo tolerante possuiria maior condutividade hidraulica.

Com excegéo da concentragdo de concentragéo intercelular de CO,, as diferengas
encontradas foram devidas ao nivel de restricdo hidrica imposto, bem como pelo genétipo.
A taxa de transpiracdo, condutancia estomatica e taxa de fotossintese foram fortemente
afetadas por todos os niveis de restricdo hidrica e o aumento do potencial hidrico causou
um decréscimo no valor real das variaveis mensuradas. Vale ressaltar, que as maiores
variagcdes foram encontradas no genétipo BR-16, enquanto que a variedade Embrapa 48,
resistiu mais ao decréscimo dos parametros citados.

Ando significancia dos valores para a razdo entre concentragées interna e externa de
CO, (Ci/Ca) indica que o decréscimo da taxa de fotossintese foi devido ndo s6 ao aumento
da resisténcia estomatica, mas também, ao efeito do estresse hidrico para a fotossintese.
O gradual decréscimo da fotossintese foi menor no cultivar tolerante sob déficit moderado,
0 que pode indicar inibicdo da fase bioquimica ou fotoquimica mais acentuada no genétipo
sensivel.

A taxa fotossintética apresentou diminui¢cdo de 55% e 95%, nos potenciais hidricos
moderado e severo, para a cultivar BR 16, enquanto que na cultivar Embrapa 48, para
0s mesmos potenciais hidricos as taxas foram de 15% e 78%. Os parametros taxa de
transpiracdo e condutancia estomatica também tiverem padrdes semelhantes, haja vista
que esses parametros interferem diretamente na taxa fotossintética. Nesse sentido, supbe-
se que a cultivar Embrapa 48 consegue tolerar mais a imposicéo do estresse hidrico em
relacdo a cultivar BR-16, mantendo niveis de fotossintese superiores, sob os mesmos
potenciais hidricos.

O gradual decréscimo da fotossintese foi menor no cultivar tolerante sob os dois
niveis de déficit hidrico, com diferengas na condutancia estomatica, o que pode indicar
inibicdo da fase bioquimica ou fotoquimica mais acentuada no gendtipo sensivel. Aredugao
drastica da condutancia estomatica (gs) encontrada na cultivar BR-16, possivelmente pode
ter provocado a diminui¢do do consumo de elétrons liberados da dgua, causando o excesso
de energia que reage com o oxigénio, causando um estresse oxidativo e iniciando o
processo de peroxidagéo lipidica nas membranas celulares e a detoxicagdo pelas enzimas
antioxidativas (Apel & Hirt 2004, Chaves et al. 2003).

A maior tolerancia a seca do gendtipo Embrapa 48 também pode ser verificado nas
taxas de peroxidacéo de lipideos (MDA). Embora haja, em ambos os genétipos, aumento
do dano oxidativo com a imposicéo do estresse hidrico, ele sempre foi maior em folhas
do tolerante em todos os tratamentos. De maneira geral, o aumento dos niveis de MDA
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foi proporcional ao nivel de imposicao ao estresse (Figura 3A). Para o nivel de potencial
hidrico yma= -1,5Mpa, o aumento foi mais significativo na cultivar BR-16 (106%), enquanto
que, na cultivar Embrapa 48, o incremento foi de apenas 56%. Varios trabalhos ilustram o
aumento da peroxidacéo lipidica sob diversos tipos de estresse: seca em milho (LOPES et
al. 2005); altas doses de chumbo em arroz (Verma & Dubey 2003); estresse por aluminio
em sorgo (Peixoto et al. 1999) e frio em café (Queiroz et al. 1998).

Figura 3. Efeito da imposicao do déficit hidrico na peroxidacao de lipideos (A) e na atividade de
enzimas antioxidativas GR (B), SOD (C), CAT (D), APX (E) e POX (F), em dois cultivares de soja,
submetidos a trés niveis de potencial hidrico. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa
entre as cultivares, ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Tukey, em cada um dos niveis de
potencial hidrico. Barras de erros correspondem ao desvio padrao da média.

O aumento da atividade das enzimas antioxidativas foi mais pronunciado para
o potencial hidrico W = -1,5 MPa, em relagdo ao irrigado. Percebe-se também que, na
cultivar BR-16 o incremento da atividade das enzimas foi superior a variagdo encontrada
na Embrapa 48.Na primeira cultivar, as taxasde aumento foram de 71% para a enzima
GR, 73% para a SOD, 57% para a CAT, 90% para a APX e 123% para a POX. Na cultivar
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Embrapa 48 o incremento foi de 19% para a 24% GR, 20% para a SOD, 33% para a CAT,
14% para a APX e 64% para a POX, em relagdo as taxas encontradas nos tratamentos
irrigados (Figura 3).

O estresse oxidativo estimula a biossintese de componentes antioxidantes e aumenta
a atividade de enzimas antioxidantes. Contudo, algumas espécies ou cultivares podem
possuir maior resisténcia a esse estresse contribuindo com aumento menos pronunciado
que em outras plantas. Suas concentragdes e atividades relacionam-se a muitos processos
fisiologicos envolvidos em mecanismos de sinalizagdo celular na defesa vegetal ou no
estresse oxidativo (Soares & Machado 2007).

Assim, a maior atividade antioxidativa na cultivar BR-16 pode ser explicada pelo
fato deste apresentar menor capacidade de drenar o excesso do poder redutor proveniente
do estresse oxidativo, como a fotorespiracdo, a peroxidagdo de membrana, o transporte
ciclico de elétrons nos tilacdides, entre outro, sendo assim, necessario o aumento
significativamente maior para combater os efeitos do estresse oxidativo provocado pela
seca (Heber, 2008, Scheibe et al. 2005).

Visando estudar o padrdo de similaridade entre os tratamentos, foi utilizada a
andlise multivariada, por meio da metodologia de componentes principais. Observou-se
que os dois primeiros componentes principais explicaram aproximadamente 97,34% de
toda a variacdo observada entre os tratamentos, o que possibilitou de maneira bastante
fidedigna a disperséo dos tratamentos no plano cartesiano. A partir da andlise da figura 4,
obtido pela metodologia de Tocher, constatou-se que os tratamentos mais similares foram
agrupados de acordo com a imposi¢ao do estresse hidrico.

Figura 4. Dispersao dos componentes principais a partir das variaveis MDA e das cinco enzimas
antioxidativas analisadas. Tratamentos: 1: BR-16 e yma= 0,0 Mpa. 2: BR-16 e yma= -1,5Mpa. 3: BR-
16 e yma= -3,0Mpa. 4: Embrapa 48 e yma= 0,0 Mpa. 5: Embrapa 48 e yma= -1,5Mpa. 6: Embrapa 48

e Yyma= -3,0Mpa. As marcagbes pontilhadas representam aos agrupamentos mais similares.
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Por meio da analise multivariada, os seis tratamentos foram associados em trés
grupos. O Grupo | foi formado pelos tratamentos irrigados. O grupo Il pela Embrapa 48
nos dois niveis de imposicéo do estresse, e o Grupo Ill formados pelos dois tratamentos
na BR — 16. Conclui-se que, independente da cultivar, na auséncia da imposi¢cdo do
estresse hidrico, as duas cultivares respondem de maneira semelhante. Por outro lado,
para os outros dois niveis de imposig&o do estresse, (Y, .) =- 1,5Mpa e (Y, ) = - 3,0Mpa,
0 agrupamento foi dependente da cultivar, assim, a imposicao do estresse variou dentro
de cada cultivar analisado, ndo sendo similar para o0 mesmo nivel de estresse hidrico nas
distintas cultivares.

CONCLUSAO

As duas cultivares responderam de maneiras diferentes frente a imposicdo do
estresse hidrico nos parametros fisiolégicos analisados, e a cultivar Embrapa 48 demonstrou
ser mais tolerante a esse estresse, em relagéo a cultivar BR-16.
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