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RESUMO

PEREIRA, Samarina Gabrielle de Fatima, M.Sc., Uidrde Federal de Vigcosa
Campusde Rio Paranaibdevereiro de 2017Alteracdes em plantas de soja sob
deficit hidrico no estadio reprodutivo. Orientadora: Liliane Evangelista Visotto.
Coorientadores: Leonardo Angelo Aquino e WilliandRgues Macedo.

O déficit hidrico, considerado um dos principais fasdnmitantes da agricultura, afeta o
desenvolvimento e o crescimento de inimeras cultuecsrretando redugdo na
produtividade e alteracbes na qualidade do produtd. fAs plantas respondem ao
estresse hidrico de forma complexa, envolvendo umaagde fatores relacionados a
caracteristicas genéticas, morfologicas, fisiolégieagnecanismos bioquimicosA
cultura da soja é importante mundialmente, devidalemteor de proteinas e lipideos
presente nos graos. No entanto, € uma cultura bastensivel ao déficit hidrico, em
especial na fase reprodutiva, considerada um pededigivo no desenvolvimentms
grdos Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi avadi efeito do déficit
hidrico, imposto no estadio reprodutivo de dois geos8 de soja, cultivada em casa de
vegetacdo e em condi¢cdes ambientais. Foram avaladé@metros fisiologicos (trocas
gasosas, conteudo relativo de agua nas folhas evasaraento de eletrdlitgs)
bioquimicos (atividade de enzimas antioxidantesiefmna total soluvel das folhas e
contetdo de fendis totais dos grédos), de produtiédaadimero de nds; namero de
vagens por vaso; nimero medio de grados por vagem)quaelade nutricional dos
grdos (teor de proteinas, lipideos e flavonoides tatas grdos). No experimento
realizado em casa de vegetacao, verificou-se qdéfiat hidrico afetou negativamente
as trocas gasosas no estadio R5, enquanto o danerdbrana foi maior no estadio R3.
A restricdo hidrica de 60 % da capacidade de canmgocpco dias alterowa
produtividade das plantas de ambos cultivares,sandA 5909 a mais produtiva. O
déficit hidrico no estddio R3 causou a cultivar ST @9%iaior nimero de vagens com
grdos mal formados. O maior acimulo de proteinas acane condicbes de plena
irrigacao e de restricdo hidrica no estadio R3 pdtavauST 797. Esta cultivar também
apresentou maior contetdo de flavonoides. J&4 o medorde lipideos foi observado na
cultivar NA 5909 independente da condicdo hidricpdsta. No entanto, a restricao
hidrica no estadio R5 reduz acumulo de lipideos em ambas cultivares. No
experimento conduzido em condigcbes de campo foi chdengue o déficit hidrico
ocasionou uma reduc¢do da condutancia estomaticzoeut@nte com a diminuicdo da

fotossintese e da transpiracdo. Essa reducdo da temg@&picolaborou para o aumento

vii



da temperatura foliar nas plantas. A reducédo hidrecd@% da capacidade de campo
por cinco dias reduziu o conteudo relativo de agliarfde ambas cultivares. A cultivar
NA 5909 apresentou maior numero de vagens mal formadapendente da condicao
hidrica. A restricdo hidrica diminuia contetdo de lipideos em ambas cultivares. A
cultivar ST 797 apresentou maior conteido de pratednffavonoides em condi¢cdes de
plena irrigacdo em comparacdo com a NA 5909. A bdigponibilidade de agua ndo

acarretou reducéo no teor de proteinas e flavonoides.
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ABSTRACT

PEREIRA, Samarina Gabrielle de Fatima, M.Sc., Uinirde Federal de Vigosa

Campusde Rio Paranaiba, February, 20Changes in soybean plants under hydric
deficit at the reproductive stage.Advisor: Liliane Evangelista Visotto. Cadvisors:

Leonardo Angelo Aquino and Willian Rodrigues Macedo.

The hydric deficit, considered one of the main lingtilactors of agriculture, affects the
development and the growth of numerous crops, tiaguin a reduction in productivity
and changes in the quality of the final producte plants respond to the hydric stress in
a complex way, involving a range of factors relatedthe genetic characteristics,
morphological, physiological and biochemical medbars. The soybean crop is
important worldwide, due to the high content of pios and lipids present in the grains.
However, it is a crop very sensitive to hydric dgfi especially in the reproductive
stage, considered a decisive period in the developwiethe grains. Thus, the aim of
the present work was to evaluate the hydric deficitcgéffenposed in the reproductive
stage of two soybean genotypes, grown under gresehawonditions and under
environmental conditions. Physiological parametesss @xchange, relative content of
water on leaves and electrolytes extravasation), hieimical (antioxidant enzymes
activity, total soluble protein of leaves and tqtdkenols content on grains), productivity
(number of nodes, number of pods per pot, average nuofbgrains per pod) and
nutritional quality of grains (total protein contelipjds and total flavonoids of grains).
In the greenhouse experiment, it was found that gt deficit negatively affected
the gas exchanges in the R5 stage, while the memlglamage was higher in the R3
stage. The hydric restriction of 60% of the field aapafor five days changed the
productivity of the plants of both cultivars, beittie NA 5909 the most productive.
Hydric deficit in the R3 stage caused to the ST @@tvar the greatest number of seed
pods with malformed grains. The highest protein aadation occurred in both, full
irrigation and hydric restriction conditions, in the Rtage by the ST 797 cultivait
also presented the highest flavonoid content. Tghdst lipids content was observed in
the NA 5909 cultivar independent on the imposed hydric condition. Howgevtiee
hydric restrictionon the R5 stage reduced lipids accumulation on boltivaus. In the
experiment conducted under field conditions, it waseoved that the hydric deficit
caused a reduction of the stomatal conductance outanat with the photosynthesis
and transpiration reductioifhis transpiration reduction collaborated to the iaseein
plant leaf temperature. The 40% hydric reduction ef field capacity for five days

decreased the relative content of leaf water of lmotlivars. The cultivar NA 5909



presented the higbe number of malformed seed pod independent of the idydr
condition. The hydric restriction decreased th&lBpcontentof both cultivars. The ST
797 cultivar presented highigprotein content and flavonoids full irrigation condition

in comparison to NA 5909. The low water availabilitiy chot cause reduction on the

protein and flavonoidsontent.



INTRODUCAO GERAL

A cultura da soja tem grande importancia econémica fdaversos paises, por
participar eficazmente do complexo agroindustrial espo um leque de utilizacaé
soja e 0s seus produtos vém sendo amplamente dstudievido ao seu valor
nutricional e as suas propriedades funcionais (Miwaat al. 2014).

Os gréos de soja sdo ricos em proteinas, miner&snivas e acidos graso
poliinsaturados, entre eles, o dmdgague esta associado a prevencao de problemas
cardiacos e outras doencas cronicas. Possui quaatidduzida de gordura saturada, o
que auxilia na diminuicdo do LDLL¢w Density Lipoproteinsg¢ no aumento dos niveis
de HDL (High Density LipoproteinsjGalao et al. 2014). Além disso, a soja possui alto
teor de isoflavonas, que exerce diversas funcbes lbasédi saude (Hasanah et al.
2015).

No entanto, a composi¢cdo quimica dos graos devsgja com as condi¢cdes
climaticas, tipo de solo, localizacdo geograficaiedgades e praticas agronémicas, entre
outros fatores. O déficit hidricé considerado o estresse abidtico que mais afeta a
agricultura moderna e € um dos principais fatorestdimés para a qualidade e
produtividade da soja (Galao et al. 2014).

Alguns estudos demonstraram que a concentracdo dee @eperfil de acidos
graxos nos grdos de soja podem alterar de acordo cooorab¢cOes ambientgis
principalmente com a limitagdo de agua. Ha relamsgjuke plantas de soja submetidas
ao déficit hidrico severo, principalmente durante sefale enchimento dos graos,
apresentaram diminuicdo do contetdo do éleo e dinadéico e aumento do teor do
acido estearico (Dornbos e Mullen 1992, Bellalowdle2013).

A sintese e acumulo de isoflavonas nas sementemjdetambém podem ser
influenciados pelo déficit hidrico. Niveis adequadesumidade do solo aumentaram a
concentracao de isoflavonas em sementes de sojavdyz et al. 2005, Al-Tawaha et
al. 2007). Ja plantas de soja submetidas a limitdgédaca progressiva por longos
periodos, principalmente no estagio de desenvolinelos grdos, apresentaram
diminuicdo no teor de isoflavonas nas sementes, sestdoproporcional a intensidade
do estresse e dependente do gendtipo analisadii@atGonzalez et al. 2010)

Ha relatos controversos em relacdo a concentraca@rdieina em soja
submetida ao déficit hidrico. Dornbos e Mullen (1P3%bservaram aumento da
concentracao de proteina em condi¢cdes de déficit bitrienso, assim como Kumar et

al. (2006) que relataram uma correlacdo linear signivatente negativa com a



concentracdo de proteina e a ocorréncia de chuvastelwatesenvolvimento da soja.
No entanto, Carrera et aRq09) afirmaram que sob condi¢Bes de limitacdo de agua no
campo, houve uma correlacdo negativa linear entreoo de proteina na soja e o
aumento do déficit hidrico. Esses mesmos autoredicagam que o conteludo de
aminoacidos na soja responde de forma diferente \'adds temperaturas e baixa
precipitacdo, quando analisados independentementee(€a&t al. 2011).

Além dos fatores nutricionais, o déficit hidricoesponsavel pela desidratacao
dos tecidos, a qual é caracterizada pelas alterag@a®lh¢des hidricas, na estrutura de
membranas, organelas e nos processos bioquimicemkédicos, como a reducao da
taxa fotossintética, provocada pelo fechamento estooné pela alteracdo da atividade
da ribulose 1,5-bifosfato carboxilase/ oxigenase (Bb&. 2004, Mutava et al. 2015).

A seca também provoca uma série de rea¢des em casdatando o aumento
da producdo de espécies reativas de oxigénio, as @do reduzidas pela acdo de
enzimas antioxidantes, como a catalase, superoxshouthse, peroxidase e o aumento
na concentracaale metabdlitos como glutationa e ascorbato (Faghaai.e€2015). Hh
também o acumulo de moléculas denominadas osmomeéet que auxiliam na
tolerancia das plantas sob baixa disponibilidadeaddea, como aculcares (trealose,
sacarose e frutose), aminoacidos (prolina e triptfae compostos de amodnio
(poliaminas e glicil-betaina) (Akitha e Giridhar Z)Hossain et al. 2014).

Todos os fatores citados contribuem diretamente qghacdo da produtividade
da cultura da soja. Para apresentar um bom desempaého de um volume de agua
adequado (456 700 mm de agua durante a fase de crescimento)aansogssita de
uma boa distribuicdo das chuvas ao longo do cielprdducao, principalmente durante
os periodos criticos (Pardo et al. 2015).

O sistema de representacdo proposto por Fehr e Gavi{d®77) divide o
desenvolvimento da soja em duas fases, estadidategee estadio reprodutivo, que
séo designados pela letra V e R, respectivamentalissiies da fase vegetativa sdo
designadas numericamente como V1, V2, V3, até Vmomes dois primeiros estadios
gue sao designados como VE (estadio de emergénti€) (estadio de cotilédone). O

€C_ 9%

ultimo estddio vegetativo ¢ designado como Vn, onde “n” representa o niimero do
ultimo né vegetativo formado por um cultivar especifico. O valor de “n” varia em
funcdo das diferencas varietais e ambientais. A fagwodutiva apresenta oito
subdivisbes ou estadios, cujas representacdes rua®és 0s respectivos nomes sao

apresentados na tabela 1.



Tabela 1. Estadios da fase reprodutiva

Estadio Acontecimento
R1 Inicio do florescimento
R2 Pleno florescimento
R3 Inicio da formacao das vagens
R4 Plena formacgé&o das vagens
R5 Inicio do enchimento das vagens
R6 Pleno enchimento das vagens
R7 Inicio da maturacéao
R8 Plena maturacéo

A fase reprodutiva € considerada um periodo decisivdesenvolvimento da
soja, sendo os estagios mais afetados o inicio aaffio das vagens (R3), inicio do
enchimento das vagens (R5) e pleno enchimento daensg&6) (Dogan et al. 2007,
Hossain et al. 2014). A deficiéncia hidrica na fasefldrescimento da soja causa o
aborto das flores e impede a antese (Casagrande €0dl). Durante o periodo de
producéo e desenvolvimento das sementes a falbguke reduz o nimero e o tamanho
das mesmas, que pode acontecer devido ao encurtardenturacdo dos estagios
(Krishnan et al. 2014).

Diante do exposto, o trabalho objetivavaliar o efeito do déficit hidrico,
imposto no estaddio reprodutivo de dois genotipos sd@, sobre os parametros
fisiolbégicos, bioquimicos, de produtividade e de wmlsale nutricional dos graos

cultivados em casa de vegetacdo e em condi¢cOe & ataisi.
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CAPITULO |
PRODUTIVIDADE E QUALIDADE QUIMICA DOS GRAOS DE SOJA
SUBMETIDA AO DEFICIT HIDRICO EM DIFERENTES ESTADIOS
REPRODUTIVOS

RESUMO

A cultura da soja participa diretamente da economiadmal, sendo os gréos ricos em
proteinas e lipideos. Sabe-se que condi¢cdes ciasgtidversas podem determinar a
produtividade potencial de uma cultura. O déficitricim] que é considerado um dos
principais fatores limitantes da agricultura, afetdesenvolvimento e o crescimento da
cultura da soja, além de causar altera¢des na queliizsigrdos. A fase reprodutiva é
considerada um periodo decisivo no desenvolvimeatsojh, sendo estadios critiams
inicio da formacéo das vagens (R3) e inicio do enafiiondas vagens (R5). O objetivo
do presente trabalho foi avaliar o efeito do déficirieb, imposto em dois estadios
reprodutivos (R3 e R5) em dois gendtipos de soja (NAEOGT 797) cultivados em
casa de vegetacdo. Foram avaliados parametros @&iof) bioquimicos, de
produtividade ede qualidade nutricional dos graos. O déficit hidramasionou maior
dano de membrana no estadio R3 e afetou negativammgnitecas gasosas no estadio
R5. A restricdo hidrica dé60 % da capacidade de campo, por cinco dias, altarou
produtividade das plantas de ambos os cultivaszgjsa NA 5909 a mais produtiva. O
déficit hidrico no estadio R3 causou a cultivar ST @9%aior nUmero de vagens com
grdos mal formados. O maior acumulo de proteinas acane condicdes de plena
irrigacao e de restricdo hidrica no estadio R3 petavau ST 797. Esta cultivar também
apresentou maior contetdo de flavonoides. J& o madorde lipideos foi observado na
cultivar NA 5909 independente da condicao hidricmasta. No entanto, a restricdo

hidrica no estadio R5 reduziu o acumulo de lipidgnsambas cultivares

Palavras-chave:Glycine max (L.Merrill, estresse abiético, composi¢cdo quimica



1. INTRODUCAO

O déficit hidrico influencia diretamente o crescineert a produtividade das
plantas, sendo um dos principais estressores aimotfozturk et al. 2002). O cenario
atual prevé um agravamento das mudancas climateatse eles o aumento da
frequéncia de longos periodos de estiagem (Faroalj2014). O verao € o periodo de
maior incidéncia de deficiéncia hidrica, o que afefdamtio de grandes culturas como
milho e soja. Acredita-se que o0 aumento da incidéde seca afetara diretamente a
producéo de leguminosas e por consequéncia, a e@uerpaises que investem vastas
areas para cultivo destas espécies (Vyas 2014).

Em geral, a seca acarreta a deficiéncia hidrica veggtalocorre quando a taxa
de absorcdo de agua excede a taxa de transpiracdarg¢Sast al. 2013). Inimeras
caracteristicas fisiologicas sao alteradas em plautasiéficit hidrico, incluindo o uso
eficiente da agua (Amede et 2099, o potencial hidrico foliar (Karamanos e
Papatheohari999, propriedades estomaticas (Riccial@B9 Bond et all1994 e a
temperatura foliar (Khan et &010. Além das alteracgdes fisioldgicas, o déficit hidric
também reduz a producédo de biomassa, o rendimestgrdos, além de modificar a
composi¢cdo quimica e nutricional dos mesmos (Bara®agoi 2013). A magnitude
das alteracdes depende da duracédo e da intensidadsdredsse, do material genético e
do estadio de desenvolvimento da planta (Farooq .eRQGil6). Além disso, estas
alteracfe poden auxiliar na selecéo de gendtipos mais adaptadassgaem cultivados
em ambientes com restricdo hidrica.

A soja Glycine max(L.) Merr. € uma das leguminosas com maior fonte de
proteina e 6leo (Hartman et al. 2011), podendo sérada tanto na alimentacao
humana quanto animal. Durante seu ciclo de deseimvenhto essa cultura pode ser
acometida por inUmeros estresses, entre eles aBa@sos relatos sugerem que 0s
estadios R3 (inicio da formacéo das vagens) e R5 (idixienchimento dos graos) sédo
0S mais criticos para a produtividade e qualidadeutfara sob déficit hidrico (Sionit e
Kramer 1977; Rassini e Lin 1981; Rambo et al. 2002)deXtificacdo do estadio de
desenvolvimento da soja mais sensivel a seca alagdo das possiveis alteracoes
nutricionais dos graos, juntamente com as respbgtgsimicas e fisioldégicas da planta
sdo cruciais para a selecdo de materiais mais rasistefou tolerantes ao déficit hidrico
e para o desenvolvimento genético de cultivaresessa caracteristica.

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar dgoefdo déficit hidrico

imposto em dois estadios reprodutivos (R3 e R5) oile gendtipos de soja (NA 5909 e
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ST 797), sobre os parametros fisiolégicos, bioquisjide produtividade ée qualidade

nutricional dos gréos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Delineamento experimental e tratamentos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacadizada na Universidade
Federal de Vicosa €ampusRio Paranaiba. O clima da regido é caracterizado como
CWA, com precipitacdo pluvial média anual de 1533 mntemperatura média de
20,4°C. As avaliacdes bioquimicas foram realizadasatwratério de Fitopatologia,
Bioquimica e Biologia Molecular (BIOFITOMOL) e as awldes fisioldgicas foram
conduzidas no Laboratério de Fisiologia e MetabolistadProducdo (LAFIMEPRO),
localizados na mesma instituicao.

O experimento foi desenvolvido em blocos casualizadoe seis repeticdes,
esquema fatorial 2 x 3, sendo dois gendétipos e ¢odslicdes de tratamento. Os
gendtipos NA 5909 RR e ST 797 IPRO foram selecionadseam@o-se em suas
caracteristicas particulares. Ambos séo consideragbsal produtividade, no entanto, o
genotipo NA 5909 RR tem um ciclo precoce e ST 797 IR&@io, sendo o tempo de
desenvolvimento médio das variedades de 100 e B2)Qrdispectivamente.

O cultivo foi realizado em vasos plasticos de 8 kegpichidos com solo coletado
0-20 cm de profundidade de um Latossolo localizadanunicipio de Rio Paranaiba,
MG e que apresentou as seguintes caracteristicas: iD: 5,73; P (Mehlich-1): 7,8
mg dm?®, K: 63,3 mg dnt, C&€" e Mg (KCl 1 mol L'Y: 3,57, 0,86, cmeldm?,
respectivamente; AT (KCI 1 mol L'Y): 0,0; H + Al (acetato de célcio 0,5 mol'L- pH
7,0): 5,7 cmal dm; t (CTC efetiva) e T (CTC potencial a pH 7,0): 4,59 €3@Gmol
dm?, respectivamente; V: 44 %; MO (Walkley-Black): 47¢0 kg*; P-Rem (P
remanescente): 12,4 mg'le teor de argila: 589 g kg*. Com base na analise quimica
do solo e nas recomendac®es foi feita a adubacéssieize

O plantio foi realizado em outubro de 2015, com aesglara de seis sementes
por vaso. Apos 15 dias foi feito o desbaste, deixaaymenas trés plantas por vaso.
Todas as plantas foram irrigadas diariamente, proximapaotdade de campo, até o
estadio R2.

No estadio R3, cerca de 65 dias apos o plantio, panzela dos vasos (12 vayos

foram submetidas ao déficit hidrico por um periodo decaidias. Esse mesmo



procedimento foi realizado em outra parcela (12 vaspsgindo as plantas atingiram o
estadio R5, aproximadamente 80 dias apds a semedthreao controle da irrigacao e
da manutencéo da capacidade de campo, os vasosgdesahos diariamente, utilizando
uma balanca eletrénica (TOLEDO, modelo 2098). Osrealobtidos foram excluidos

do peso aproximado das plantas, que foi estimadaarndo-se vasos controle com o0s
mesmos tratamentos. Dessa forma, os tratamentos taamsi€m: Controle, onde as

plantas foram mantidas bem irrigadas, com umidadeirpa capacidade de campo;
R3, onde a irrigacédo foi em torno de 60 % da capacidadeampo por cinco dias no

estagio R3 e o tratamento R5, em que a irrigacao de 88 éapacidade de campo por
cinco dias foi imposta no estadio R5.

Para a obtencdo da capacidade de campo do solo iliaadd o método
gravimétrico direto a partir de 3 provetas de 1000 cdntendo em torno de 1 kg de
solo seco em estufa. Nas provetas, o solo com @strdeformada foi umedecido até a
saturacdo por capilaridade, através de furos no fuadaresms, em seguida, foram
submetidos a drenagem por um periodo de 48 hofase,tatal cessamento da drenagem

livre, com a superficie do solo coberta para eviwvaporacao (Souza et aQ@).

2.2 Avaliacdes fisiologicas

2.2.1 Andlises de troca gasosas

Vinte e quatro horas apds o inicio da restricdo tddrioram realizadas
avaliacbes de trocas gasosas (LICOR 6400KFCOR, Lincoln, EUA) em folhas
completamente expandidas. A taxa desimilacdo foliar liquida de CO(A), a
condutancia estomaticayq), transpiracao foliarg), temperatura foliar (TF), taxa de
transporte dos elétrons (ETR) foram determinadas éemnssaberto, sob luz saturante
artificial (1.200 pumol rif s* de fétons). O uso eficiente da &gua foi calculado eldo

entre a taxa fotossintéticA)(e a transpiracadj (A/E).

2.2.2 Determinacdo do conteudo relativo de agua nadhas e extravazamento de
eletrolitos

Para a determinacdo desses parametros foram utilifallas completamente
expandidas coletadas no quinto dia da imposicadéfioit hidrico.

A quantificacdo de extravazamento de eletrolitos rélizada, conforme a

metodologia de Blum e Ebercon (1981). Essa determingmérmite avaliar a

10



integridade das membranas celulares, uma vez quetoguaaior a condutividade
elétrica da solugdo, maior € a quantidade de el@séixtravasados, o que indica menor
integridade da membrana celular. Foram coletados l1@odisfoliares, de
aproximadamente 1 cm de diametro, incubados eml2@8aragua destilada e mantidos
a 25°C por 24 h sob agitacdo leve e constante. Apés ®mpo, foi realizada a
determinacdo da condutividade elétrica do extratg (itilizando um condutivimetro
(TECNOPON, mCA-150). Posteriormente, as amostras foramdéervpor 1 h e
novamente foi determinada a condutividade elétri@).(D percentual de danos nas
membranas (DM) foi estimado através da relacgéo:
DM (%) = (L1/ L2) x 100

O contetdo relativo de &gua foliar (CRA) foi determinadtravés da
metodologia descrita por Varone e Gratani (2015). Foralatadas folhas e essas
pesadas (massa fresca: MF), em seguida, as folhasn fomersas em agua e
permaneceram no escuro a 4°C por 24 h. Apés essetéonpm pesadas (massa
turgida: MT) e por ultimo as folhas foram secas em est@#@°C por 48 h e novamente
pesadas (massa seca: MS). O CRA (%) foi estimadofpehula:

CRA (%) = (MF— MS/ MT — MS) x 100

2.3 Avaliagdes bioquimicas

2.3.1 Determinacé&o da atividade das enzimas antioxidies

Foram determinadas as atividades das enzimas sugerdismutase (SOD),
catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX), quenatna eliminacdo dos radicais
livres, normalmente produzidos em plantas sob €stteem folhas de soja dos trés
tratamentos.

Para a obtencdo do extrato bruto foram pesados cer@da 300 mg de
matéria fresca das folhas, coletadas no quinto diang@sicdo do déficit hidricoe
estas foram pulverizadas com nitrogénio liquido. Aeasaterial foram adicionados
1500 pL do meio de extracdo (750 pL de tampao fosfato de potassio 200 mM, pH 7,8;

15 pL de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 10 mM; 15@L de acido ascorbico
200 mM e 585 pL de agua ultrapura Milli-Q). Em seguida, foi realizada uma
centrifugacdo a 12.00Q9 por 20 min., a 4°C, onde o sobrenadante foi coletado

armazenado a -20°C, para posteriores analises.
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A atividade de SOD foi determinada conforme metodalodescrita por
Gianngiopolitis e Reis (1977) e Beauchamp e Frido{d&dv1). Um Mix para reacdes
foi preparado para cada amostra contendo 2000 puL de tampao fosfato de potassio 100
mM pH 7,8; 800 uL de metionina 70 mM; 40 uL de EDTA 10 mM; 300 uL de NBT 1
mM e 620 uL de 4gua ultra pura. Também foi preparada uma solugao de riboflavina,
diluindo 20 pL da solugdo estoque 100 mM em 10 mL de dgua. A reagdo consistiu em
1880 puL do Mix, 100 pLL da amostra e 20 uL. da solu¢@o de riboflavina. Em seguida os
tubos foram agitados em vértex e submetidos a ilurdimagtensa por 20 min.. Apés
esse procedimento foram realizadas as leituras eractesfptometro a 560 nm.
Também foram preparados dois brancos, um para 0 esteray O equipamento) e o
outro para o claro (quantificado).

A determinacdo da atividade da CAT foi realizadaaderdo com Havir e
Mchale (1987) e Anderson et al. (1995). Inicialmente, a solu¢do de incubagao (1500 puL
de tampao fosfato de potassio 200 mM pH 7,0 e 400 pL de agua ultra pura) foi colocada
em banhamaria a 27°C por 10 min.. Ap6s esse periodo, foram acrescentados 112,5 pL
de 4gua ultra pura, 150 pL de peréxido de hidrogénio 250 mM e 37,5 uL de amostra. As
absorvancias foram determinadas rapidamente em esfoé@tnetro a 240 nm. Foi
realizada uma leitura cinética com duracdo de 90 siotervalos de 10 em 10 s. O
branco da reagdo foi preparado com 1500 pL de tampao fosfato de potassio 200 mM pH
7,0, 150 uL de perdxido de hidrogénio e 1350 uLL de agua ultra pura.

Para a atividade de APX foi utilizado o método desbnmdo por Nakano e
Asada (1981). Foi preparada uma solu¢ao de incubagao (1500 pL de tampao fosfato de
potassio 200 mM pH 7,0; 150 uL de acido ascorbico 10 mM e 1050 pL. de agua ultra
pura) e esta foi incubada em banho-maria a 27°C pom5 Rrieparou-se uma solugao
diluida de peroxido de hidrogénio (20 mL de agua ultra pura ¢ 160 puL de peroxido de
hidrogénio 250 mM). Para a reacdo foram adicionadas a solucao de incubagdo 112,5 pL
de agua ultra pura, 150 de perdxido de hidrogénio diluido ¢ 37,5 puLL de amostra. Em
seguida realizaram-se rapidamente as leituras em tedp&@metro a 290 nm. Uma
leitura cinética com duracdo de 90 s com interval®sl@ em 10 s foi realizada. O
branco da reagéo consistiu t#0 pl de tampao fosfato de potassio 200 mM pH 7,0,
150 puL de acido ascorbico, 150 pL de peroxido de hidrogénio diluido e 1200 pL de

agua ultra pura.

2.3.2 Determinacéao de proteina total soluvel
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Para calcular a atividade especifica das enzimasxadntes, determinou-se
teor de proteina total soluvel (PTS) presente nas dolbaletadas no quinto dia da
imposicdo do déficit hidrico, utilizando o método Beadford (Bradford, 1976). O
reagente de Bradford foi preparado através da diluicib08emg de Comassie Blue
G250 em 50 mL de etanol 95 %, a adicdo de 100 mlaaido fosforico 85 % e a
afericdo do volume para 1 L com agua destilada. Egnida, foi feita a filtracdo a
vacuo do reagente. Fez-se também uma solucao pdeligao albumina bovina (BSA),
com proporcao de 1 mg de BSA para 1 mL de agua, gmidseconstruiu-se a curva
padrao.

Para o obtencéo do extrato foliar, foi pesado em toen® H g de matéria fresca
das folhas, adicionado 5 mL de tampédo fosfato dassat 200 mM pH 6,7 e em
seguida a mistura foi centrifugada por 10 minutos@8g. Retirou-se 0,1 mL do
sobrenadante e a ele foi acrescentado 5 mL do reagenBradford. A mistura foi
homogeneizada em vortex e deixada em repouso poirl5apos isso realizaram-se as
leituras em espectrofotometro a 595 nm. O branco dgioeeonstituiu de 0,1 mL de

tampao fosfato potassio 200 mM pH 6,7 e 5 mL do reagds Bradford.

2.3.3 Determinacéo do conteudo de fendis totais

Para a determinacdo do contetdo de fendis totaigtedm descrito por Meda et
al (2005) foi empregado. Graos de soja foram triturasosm®inho de bolas e em 1
grama da amostra foram adicionados 8 mL de etanol 78 #tistura foi incubada em
banho-maria a 60°C por 30 min. e em seguida, filtradaigtura reacional consistiu
em 0,5 mL da amostra, 2,5 mL de Reagente de Folinateau (Sigma Co), ap0s 5
min. adicionou-se 2,0 mL de solucao recém-prepadadearbonato de sodio a 4 %. A
mistura reacional foi incubada por 2 h a temperaturaientdy onde a coloracdo da
solucdo passou de esverdeada para azul. Em sedetdamninouse a absorvancia das
amostras a 740 nm, utilizando a 4gua como branco.

Foi preparada uma curva analitica a partir da solpad@cdo de acido géalico com
concentracdo de 1000 ppm. A curva analitica foi cand@ada através de regressao
linear, utilizando o programa Origin 6.0 (UFRRJ) e a eg§oada reta foi usada para a
determinacgéo indireta do teor de fendis totais magstras. Os resultados finais foram

expressos em g de fendis/100 g de soja.

2.4 Andlises de produtividade
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No estagio R8 foram avaliados os parametros niamero slentinero de vagens
por vaso; nimero médio de grados por vagem, além dhfwamade por vaso dos dois

cultivares de soja submetida aos diferentes tratayaent

2.5 Analises da qualidade nutricional dos gréaos

2.5.1 Determinacao do teor de proteinas

O conteudo de proteina presente nos graos de sofet@iminado através do
processo de Kjeldahl, seguindo as recomendac¢oéssizciation of Official Analytical
Chemists (1995). Este método baseia-se na determimc&drogénio total em uma
amostra. Para cada analise pesou-se e transferiu-gal0s3graos de soja para um tubo
de digestado, juntamente com 0,5 g da mistura datalfsulfato de sodio e sulfato de
cobre, na proporcdo 9:1). Foram acrescentados 5 nécide sulfarico concentrado a
essa mistura, e posteriormente aqueceu-se em umdipesior em capela de exaustao
até completa digestdo das amostras. Apos a obtelocamaterial digerido, a amostra foi
disposta em um destilador semi-micro-Kjeldahl, o2&emL de hidroxido de sodio
foram adicionados. Em seguida, a amostra foi recolhidaaucdo de &cido borico 4%.
Titulou-se com uma solucéo de acido cloridrico aNd,Para o célculo da conversao de
nitrogénio em proteina, utilizou-se o fator de 6% porcentagem de proteinas foi
obtida com base na matéria seca.

Célculo: Nitrogénio total = ([HCI] x f x (Va-Vb) x 14)/ Bnde:

Va: volume gasto na titulacdo da amostra (mL)
Vb: volume gasto na titulacdo do branco (mL)
P: peso (mg) da amostra

f: fator de correcéo do HCI

2.5.2 Determinacéo de lipideos totais

A determinacdo de lipideos totais nos grdos de fepjeealizada utilizando o
aparelho extrator de Soxhlet e o solvente éter dedlpeir conforme procedimento
descrito nas Normas Analiticas do Instituto Adolfo 2.1 985). Pesou-se 2 g da
amostra em cartucho de Soxhlet. Em seguida o cartiect@nsferido para o aparelho

extrator que foi acoplado ao baldo de fundo chatoigmeante tarado a 105°C.
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Quantidade suficiente de éter de petréleo foi ademia e a mistura foi mantida sob

aguecimento, em chapa elétrica, durante oito horagr@ma cinco gotas por segundo).

Em seguida, o cartucho foi retirado, o éter destinddaldo com o residuo extraido foi

levado para uma estufa a 105 °C, por aproximadamemee hora. Posteriormente,

resfriou-se o baldo em dessecador até a temperatura aendiem seguida pesou-se.
Célculo: Lipideos totais (%) = (N/ P) x 100, onde:

N: peso dos lipideos (g)

P: peso da amostra (g)

2.5.3 Determinacao do teor de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado seguneétodologia descrita por
Meda et al. 2005; Ahn et aR004 com adaptacdes, utilizando como reagente uma
solucdo de cloreto de aluminio 2 % em metanol. GoBosoja foram triturados em
moinho de bolas e 8 mL de etanol 70 % foram adiciosaein 1 g da amostra. A
mistura foi incubada em banho-maria a 60°C por 30 mi@ameseguida, filtrada. Em
uma aliguota de 1,0 mL dessa solucdo adicionou-sd lde metanol e 2,0 mL de
solucdo metandlica a 2 % de cloreto de aluminio6sAB0 min em repouso a
temperatura ambiente, determinou-se as absorvamesasatucées no comprimento de
onda de 415 nm. O branco consistiu de 3 mL de mk{dexa et al. 2005; An et al.
2009).

Uma curva analitica foi feita a partir de uma solucadro de quercetina em
metanol com concentracao de 100 ppm. A curva aceliti confeccionada através de
regressdo linear utilizando o programa Origin 6.0 (UBRRJequacgédo da reta foi
utilizada para a determinacéo indireta do teor deoflaides totais nas amostras. Os

resultados foram expressos em g de flavonoides taisg de soja.
2.6 Analises Estatisticas

A partir dos dados obtidos foram avaliadas todas esspposi¢cdes da Analise
de Variancia (ANOVA) e aplicou-se o teste de comparagéltipla de médias Student-

Newman-Keuls (SNK) a 5 % de probabilidade, com cdilauxlo Programa R (R Core
Time 2015).
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3. RESULTADOS

Em relacdo as trocas gasosas observou-se uma ocedigdificativa nas
variaveisA, gs, E e ETR e um aumento na TF e UEA no tratameRfodas duas
cultivares, 24 h apés a imposicdo do estresse hidras plantas (Tabela 1). Com
excecdo do UEA, todos os outros parametros analsado apresentaram diferenca

significativa entre os cultives(Tabela 1).

Tabela 1. Parametros de trocas gasosas 24 horas apé® ala imposicao da restricdo

hidrica
Fontes de Parametros de trocas gasosas
Variacao
A gs E TF ETR UEA
Cultivar 0,34° 0,28°  0,19° 0,35"® 0,26" 0,00°
Estadio 0,00 0,00° 0,00 0,00 0,00 0,00
Cultivar x 0,96% 0,61 0,83° 0,77° 0,08* 0,23°
Estadio
Cultivar

NA5909 1494 a 0,16 a 2,64a 3056 a 11038a 0,71b
ST797 16,05a 0,14a 2,34a 30,75a 10518 a 0,74a

Estadios
C 20,96a 0,24a 3,71a 28,53b 132,74a 0,71b
R3 2031 a 0,21a 3,28a 28,56b 12966 a 0,72b
R5 5,22b 0,01b 0,46b 34,87a 6095 b 0,75a

FotossinteseA) (umol m? s* CO,), condutancia estomatic&$) (umol m™? s* H,0), transpiracioH)
(pmol m™ s* H,0), temperatura foliar (TF) (°C), taxa de transporte de elétrons B ERciéncia do uso
de agua (UEA). ANOVA:(p-valor) *significativo a 5 % e ** significativo a 1 % pelo tesF. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Shelentan-Keuls (SNK) a 5 % de
probabilidade.

A interacdo entre as cultivares e os estadios ra gurestricdo hidrica foi
imposta foi significativa para o DM (%), conforme agmetado na Figura 10
tratamento R3 provocou um maior DM (%) na cultivar ST @& relacdo a NA 5909
(Figura 1). Quando os DM (%) foram comparados entre @gliest dentro de cada
cultivar podese inferir que houve diferenca significativa entrep&sitas controle e
aguelas submetidas ao déficit hidrico. A cultivar B09 apresentou aumento no DM
(%) em ambos os tratamentos, enquanto na cultivai3vérificou-se um aumento na

DM (%) apenas no tratamento R3 comparado ao controle.
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Figura 1. Porcentagem de dano de membmndolhas coletadas apés cinco dias de
restricdo hidrica. Médias seguidas da mesma letra if@acerd entre si pelo teste
Student-Newman-Keuls (SNK) a 5 % de probabilidadsrds mailsculas comparam as
cultivares dentro de cada estadio e as letras mitascomparam os estadios dentro de
cada cultivar.

O tratamento R3 apresentou maior contetdo de peotsoilvel foliar,
independente da cultivgfTabela 2). No entanto, o CRA, as enzimas antioxidantes
(APX, SOD e CAT) e a concentracdo de fendis totais agresentaram diferenca
estatistica em nenhum dos tratamentos analisadosl|&r2p
Tabela 2. Conteudo relativo de agua, proteina sbl@liar, enzimas antioxidantes de

folhas coletadas apds cinco dias de restricdo hidrfeadis totais presente nos graos

Fontes de Parametros
Variagao
CRA PSF APX SOD CAT Fenois
Cultivar 0,05% 0,28* 0,31® 0,72° 0,95% 0,70%
Estadio  0,05° 0,00 0,77° 0AT7® 0,35"° 0,71°
Cultivar x  0,45" 0,09* 0,08* 0,29% 0,69% 0,57°
Estadio
Cultivar
NA5909 2948a 2690a 001a 0,09 a 216 a 191 a
ST797 23,55a 2450a 0,02 a 0,08 a 221a 193 a
Estadios
C 3166a 2420b 0,02 a 0,10 a 196 a 190 a
R3 2579a 3423 a 0,02 a 0,06 a 143 a 191a
R5 2209a 1867b 001a 0,08 a 336 a 195a

Contetudo Relativo de Agua Foliar (CRA) (%), Proteina SolGvelaFqPSF) (mg proteina/g matéria
fresca), Ascorbato Peroxidase (APXun{ol/min/mg de proteina), Superéxido Dismutase (SOD)
(U/min/mg de proteina), Catalase (CATin{ol/min/mg de proteina) e Fendis (g de fendis/100 g de soja).
ANOVA: (p-valor) *significativo a 5 % e ** significativo a 1 % pelo tes~. Médias seguidas da mesma
letra n&o diferem entre si pelo teste Student-Newman-Keuls (SNKj) d& probabilidade.
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O PTG foi afetado pela diminuicdo da irrigacdo em amb®stratamentos
analisados (Tabela 3). Nao houve diferenca signifiaatos demais parametros quando
comparado o controle e os tratamentos R3 e R5 (Tabelapgsar dos nimeros de
Vagem/vaso, Graos/vagem, N. nds terem sido signifecaiente menores na cultivar
NA 5909, o PTG obtido foi mais elevado em relac&T&97.

Tabela 3. Peso total de grédos por vaso, nUmero das@ge vaso, nUmero de graos por

vagem e média do niumero de nés das plantas dewmjaetida ao déficit hidrico

Fontes de Produtividade
Variagao
PTG Vagemvaso Graos/vagem  N. nos
Cultivar 0,00 0,01 0,01 0,00
Estadio 0,01 0,34° 0,16"° 0,94°
Cultivar x 0,52% 0,40% 0,41 0,50%
Estadio
Cultivar
NA5909 29,01 a 96,44 b 2,15b 13,00 b
ST797 18,27 b 109,66 a 2,28 a 13,94 a
Estadios
C 26,81 a 105,33 a 2,20 a 13,41 a
R3 22,13 b 106,08 a 2,28 a 13,50 a
R5 21,98 b 97,75 a 2,16 a 13,50 a

Peso total de gréos por vaso (PTG) (gramas), nimero desvpgeraso (Vagnmvaso), nimero de graos
por vagem (Gréos/vagem) e média do nimero de nds das plantasogN. ANOVA: (p-valor)
*significativo a 5 % e ** significativo a 1 % pelo teste Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste Student-Newman-Keuls (SNK) a 5 % de pradsadsl.

A interacdo foi significativa para o numero de vagees graos, sendo que a
cultivar ST 797 foi a que apresentou maior nUmeroaggeRs sem graos por vaso tanto
nas plantas irrigadas quanto nas com restricdo de (@&agura 2). O tratamento R3 foi 0
que mais afetou o enchimento dos grdos nessa cultdigarindo dos demais
tratamentos, como mostra a Figura 2. Nao houve difaremgnificativa entre os

tratamentos na cultivar NA 5909.
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Figura 2. NUumero de vagens sem graos por vaso dagacet NA 5909 e ST 797 em
todos os tratamentoMédias seguidas da mesma letra ndo diferem entrelsitpste
Student-Newman-Keuls (SNK) a 5 % de probabilidadsrds mailsculas comparam as
cultivares dentro de cada estadio e as letras mitasscomparam os estadios dentro de
cada cultivar.

Em condicdo plenamente irrigada, a cultivar ST 79ésgntou maior conteudo
de proteina nos graos em relacdo aos demais tratasr(&igora 3). Na variedade NA
5909 ndo houve diferenca significativa do teor de proteimae plantas controle e sob
restricdo hidrica. No entanto, o tratamento R3 provacoa reducdo, em torno dé/g

no acumulo de proteina em relagéo ao tratamento R&ultnear NA 5909 (Figura 3).
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Figura 3 Conteudo de proteinas, expresso em percentagemgrédos de soja das
cultivares NA 5909 e ST 797 submetidas ao défidtibd. Médias seguidas da mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste Student-NewKmuls (SNK) a 5 % de
probabilidade. Letras mailsculas comparam as cudtsvdentro de cada estadio e as
letras mindsculas comparam os estadios dentro decodtdar.

As diferentes condi¢des hidricas ndo afetaram o cooteédflavonoides nos
estadios analisados em ambas as cultivares NA &3P 797 (Figura 4). No entant@,
cultivar ST 797 apresentou maior contetdo de flavde®iem relagdo a cultivar NA

5909em ambos os tratamentos (Figura 4)
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Figura 4 Conteudo de flavonoidesm gréos de soja das cultivares NA 5909 e ST 797
sob déficit hidrico. Médias seguidas da mesma |eli@a diferem entre si pelo teste
Student-Newman-Keuls (SNK) a 5 % de probabilidadgrds maidsculas comparam as
cultivares dentro de cada estadio e as letras mitasscomparam os estadios dentro de
cada cultivar.

O tratamento R5 apresentou uma reducdo no contetudgideos quando

comparado aos tratamentos controle e R3 (Tabela 4)dosen reducdo de
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aproximadamente 26 % do tratamento controle para oCRBaior teor de lipideos
totais foi encontrado na cultivar NA 5909, independema condi¢cdo hidrica

estabelecida (Tabela 4).

Tabela 4. Teor de lipidemgrdos de soja

Fontes de Variagcdo Lipideos (%)

Cultivar 0,00
Estadio 0,00
Cultivar x Estadio 0,09®
Cultivar
NA5909 1729 a
ST797 1525b
Estadios
C 1792 a
R3 1760 a
R5 1328 b

ANOVA: (p-valor) *significativo a 5 % e ** significativo a 1 % peloste F. Médias seguidas da mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste Student-Newman-Keuls (SNKj} dé& probabilidade.

4. DISCUSSAO

O déficit hidrico é responsavel por diversas alterag¢@es plantas e as respostas
envolvem inimeros fatores (Hossain et al. 2014). dbdmento estomatico € uma das
primeiras respostas a seca (Varone e Gratani 2015¢ndodjustificar a reducdo da
condutancia estomatica, da fotossintese e da tragdpirancontrados no presente
trabalho nas plantas em déficit hidrico.

A condutadncia estomatica € considerada um indicadatabte sensivel a
severidade do déficit hidrico em folhas. Flexas et(2004) considera um estresse
hidrico severo quando os valores de condutanci egiaixo 0,1 mol b0 m? s. No
presente trabalho a condutancia estomatica chegd®lamol HO m? s® para as
plantas no tratamento R5, indicando um possivel sssrieidrico

Zhang et al (2016), observaram que a reducdo na dlsliidade de agua
provocou alteragdes nas folhas de soja afetando angesdo fotossintéticawausando
uma reducéo na taxa fotossintética, condutanciangsica e na transpiracdo das plantas
com restricdo hidrica. No presente trabalho, esaegnetros também reduziram nas
plantas com restricdo hidrica. Esse comportamento-ske\ao fato desses processos

estarem intimamente ligados. Durante a restricidodaida diminuicdo da condutancia
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estomatica reduz a perda de agua por transpiracdoomezado um aumento na

temperatura foliar. Alta temperatura nas folhas podezieé taxa de assimilagdo de
CO, por danos fotoinibitérios ao aparato fotossintéticoeflal. 2004). A transpiracao é

de suma importancia, uma vez que, através delaaatagl perdem calor e mantém os
niveis térmicos Otimos para o metabolismo (Taiz egeei2006). Se ha uma boa
condicao hidrica, os estbmatos se abrem permitinda maior transpiracdo, e isso
propicia que a temperatura foliar figue menor que arddaraundante (Salinet 2009).

Isso foi observado no presente trabalho, pois asgdato tratamento R5 foram as que
apresentaram maior temperatura foliar e menor taxa fotéssa.

A reducédo na fotossintese pode ocasionar danos,eseesso de energia de
excitacdo nado for eliminado, causado devido a dig@#imu no consumo de elétrons
liberados da agua (Lawlor 2002). Assim, quando o estxddado da clorofila ndo é
rapidamente dissipado, seja por transferéncia deag&atou fotoquimica, ela pode vir
a reagir com o oxigénio, gerando as espécies realwaxigénio (ROS) (Hirt 2004).
Em condi¢cdes de seca severa ou com fechamento qot@éedds estdomatos pode
ocorrer a fotoinibicdo (Flexas e Medrano 2002). Enttetaas plantas tém desenvolvido
um conjunto de sistemas para lidar c@mol oxidativo, incluindo o aumento da
atividade de enzimas, como a SOD, APX e CAT e petabvlitos antioxidantes tais
como glutationa e ascorbato (Faghani et al. 2068 0D ¢é a primeira enzima na linha
de defesa das plantas contra as ROS, converteAder® HO, e &. O H0, é
prejudicial as células vegetais, dessa forma a CATA@ X convertem o ¥D, em Q e
H.O (Akitha e Giridhar 2015). Em um estudo com duaswvarks de soja (cv. JS 335 e
cv. KHSh-2), esses mesmos autores verificaram quefiatdddrico por cinco dias
durante a fase vegetativa aumentou a atividade da, Sendo esse aumento mais
evidente na cultivar KHSb-2. A atividade das demaizimas analisadasCAT,
peroxidase (POD), APX e glutationa redutase (GR), &amfbi maior nas plantas sob
déficit hidrico. Além disso, os resultados mostrarare gm plantas de soja, 0 aumento
da atividade de enzimas antioxidantes como a SAIN),FCAT, APX e GR podem
contribuir para a protecdo contra estresse hidrico.pNgente trabalho ndo houve
diferenca significativa na atividade das enzimas ABRD e CAT entre as plantas
controle e com déficit hidrico. No entanto, h4 rdatpe afirmam que a atividade
dessas enzimas pode variar dependendo da severdtageriodo do tratamento, das
espécies e da idade de plantas (Pan et al. 2006).

Outra caracteristica importante de resposta da plaséza € a eficiéncia do uso
da agua (UEA) (Edwardst al. 2012). Ha relatos contrastantes, Gohari (2013) relatou
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que a seca aumenta a UEA das plantas na culturaijdo.fda Begum et al. (2001)
mostraram que no tomateiro a maior UEA foi encontradaptantas irrigadas. A UEA
€ considerada um indicador para adaptacdo a condiedssca. Segundo Hossain et al.
(2014) o fechamento estomatico induzido pela secaltoasnum aumento do UEA nas
plantas consideradas tolerantes, e esta permanene&d&|durante todo o periodo de
déficit. Em contraste, o UEA do genétipo suscetivedleca manteve-se abaixo ao das
plantas bem irrigadas.

A determinacdo d€RA (%) também é empregada em estudesadaptacao &l
plantas a seca (Jones 2007). O comportamento deacelivde soja submetidos a
restricdo hidrica intensa foi estudado por Fioreze et(2011). Esses autores
constataram que GRA (%) de todos os genoétipos submetidos ao déficitdudntenso
reduziu em relacédo aos grupos que foram bem irrigadesa.réducéo aconteceu a partir
do terceiro dia apos a suspencédo da irrigacdo. N&Ento mesmo nao foi observado
no presente trabalho. Talvez o tempo da restricanchidle 60 % da capacidade de
campo, ndo tenha sido suficiente para provocar um sstaegonto de ocorrer diferenca
no CRA (%) apos o déficit. Sinclair e Ludlow (1986) aodque, em condi¢cBes de
déficit hidrico, a baixa condutancia estomatica dev@os estdmatos permanecerem
fechados auxilia na manutencéao do conteudo reldévégua.

A falta de agua afeta diretamente o rendimentoucha cultura. Tem sido
relatado que a falta de agua nas fases de florestneeformacdo das vagens afeta
negativamente o rendimento final de sementes (Eaalg2010. No presente estudo, 0
déficit hidrico reduziu significativamente o rendm@ de grdos na cultura da soja.
Varios estudos também relataram uma reducédo nomentb de grados devido a seca na
cultura da soja, (Brevedan e EBD03 e Ghassemmi-Golezani e Lotfi 2012), do feijao
(Ghassemmi-Golezani et &010 e em outras leguminosas (Faroog e8l16). Essa
reducdo do rendimento de grédos devido ao déficitddgrode ser variavel, a depender,
do tempo e da intensidade do estresse imposto letardo gendtipo utilizado (Frahm
et al.2004).

Os déficits hidricos podem comandar uma troca peecac desenvolvimento
vegetativo para o reprodutivo, ocasionando menor noinde ndés, antecipacdo na
formacao de flores e vagens, e um encurtamento narégsedutiva, gerando uma
reducédo no periodo de enchimento de grdos (Desclaak 000). Sendo assim, o
peiodo para enchimento dos grdos € de extrema imp@tgpara determinar a
producédo final. Esse relato pode elucidar o quereaono presente trabalho, uma vez

que nao houve diferenca no niumero de vagens entratamentos, no entanto, o peso
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total dos gréos foi maior para as plantas contftevavelmente, nas plantas irrigadas
nao foi alterado o periodo de enchimento dos graoddatet al. (2017) relataram que
0 estresse hidrico em todos os niveis analisadattoesem uma reducdo na matéria
seca, no indice foliar, no nimero de sementes potaplao nimero de vagens por
planta, no tamanho das sementes além da diminniz@endimento dos graos.

Sob déficit hidrico observou-se um declinio signifiano teor de proteina em
sementes de soja, em variedades cujo rendimento levade, indicando que a
manutencao do nivel de capacidade de agua do cdurpate a fase de crescimento,
afeta negativamente o acumulo de proteinas nos g€aoan et al. 2013). Esses
resultados estdo de acordo com os de Xiaobing @G04), que relataram que o teor de
proteina diminuiu a medida que o rendimento da fmjaaumentado. Outro estudo,
mostrou que, a percentagem de proteina foi maior ltimasuDwight' sob irrigacdo em
todo seu ciclo quando comparado ao tratamento segagéo, ja a cultivar 'Freedom’
respondeu de forma contraria (Bellaloui e Mengistu 2008 resultados do presente
trabalho evidenciaram que, a cultivar ST 797 apresemimior contetado de proteina no
tratamento bem irrigado, se assemelhando a cultivaighdw

Nesse mesmo estudo, Bellaloui e Mengistu (2008) relag@e enquanto a
cultivar 'Dwight’ acumulou maior teor de 6leo quandta&a sem irrigacdo, a cultivar
'Freedom' acumulou menor teor de 6leo em comparagdlargas que tiveram irrigacao
durante todo o ciclo reprodutivo. Pode-se inferir ,qmateriais genéticos variaveis
podem responder de forma diferente a irrigacdo, sendo fags relacionado com as
diferencas de maturidade e/ou gendtipo e as suasagfapta fatores de estresse
ambientais tais como o teor de 4gua no solo e adempa (Bellaloui e Mengistu
2008). Outro estudo demonstrou que o conteudo aeebterendimento correlacionam-
se de forma positiva e alto potencial de rendimeéiat@oja € alcancado quando agua e
nutrientes estéo disponiveis (Xu e Zhang 1995). livem NA 5909 reduziu o acumulo
de proteina no tratamento R3 em relacdo ao R5. Notentsta cultivar apresentou
maior teor total de lipideos independente da conditibica estabelecida, o que
demostra uma relagéo inversa entre esses dois cemj@snnutricionais, sendo esta,
possivelmente, uma caracteristica inerente da cultessa cultivar também apresentou
maior rendimento, comprovando a relacdo positiveeeteior de lipideos e rendimento
de graos, feita anteriormente.

Foi relatado também que a seca progressiva e poro Igagiodo afetou
severamante 0s estagios de desenvolvimento das temmee soja e reduziu

significativamente o seu conteudo de isoflavonasié@es-Gonzales et al. 2010). No
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presente trabalho como a restricdo hidrica durou apenao dias nado foi sufuciente

para causar alteragdo do contéudo de flavonoides.
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5. CONCLUSOES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

A produtividade e a composicao quimica dos graosdiisares de soja € alterada
pela restricdo hidrica.

A cultivar NA 5909 é a que obteve maior peso totad drios, independente da
condicao hidrica, e € a que possui maior acumulipikeos.

A menor disponibilidade de agua no estadio R3 onasgocultivar ST 797 o maior

namero de vagens com graos mal formados.

Em condi¢bes de plena irrigacéo ou de restricdo lidricestadio R3 a cultivar ST

797 consegue acumular mais proteina do que a auNike5909.

A restricdo hidrica no estddio R5 reduz o acumulo gildos em ambas as
cultivares

A restricdo hidrica ndo alterou o contetudo de flawde®nos tratamentos.
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CAPITULO Il
DIFERENTES NIVEIS DE DEFICIT HIDRICO E SUAS IMPLICACOES
NA CULTURA DA SOJA

RESUMO

O déficit hidrico é dos estresses abidticos que mfita a agricultura, influenciando
diretamente o crescimento e rendimento das pla@sgraos de soja possuem alto teor
de proteinas e lipideos, podendo essa composicioioguvariar com as condicdes
climaticas, como o déficit hidrico. As plantas regg®m ao estresse hidrico de forma
complexa e envolve uma gama de fatores, relacionadoaracteristicas genéticas,
morfoldgicas, fisiolégicas e mecanismos bioquimiddsobjetivo do presente trabalho
foi avaliar o efeito do déficit hidrico, imposto na fasprodutiva (R3) por cinco dias,
em dois genotipos de soja (NA 5909 e ST 797) cultsaem condi¢cbes ambientais,
sendo trés niveis de irrigacdo: plenamente irriga@a%4e 60 % da capacidade de
campo. Foram avaliados parametros fisiologicos, bioquds) de produtividade e de
qualidade nutricional dos grédos. O déficit hidrico si@aou uma reducdo da
condutancia estomatica concomitante com a diminuigéfotossintese e a transpiracao.
Essa reducdo da transpiracdo colaborou com o aumentengperatura foliar nas
plantas. A reducao hidrica de 40 % da capacidadeadgo por cinco foi capaz de
reduzir o conteudo relativo de agua foliar de amhdsvares. A cultivar NA 5909
apresentou maior nimero de vagens mal formadasendepte da condicdo hidrica. A
restricdo hidrica foi responsavel pela reducdo doecdaiat de lipideos em ambas
cultivares. A cultivar ST 797 apresentou maior codtede proteinas e flavonoides em
condi¢bes de plena irrigagdo em comparagdo com a NA. W baixa disponibilidade

de 4gua nesse trabalho ndo causou reducéo no tpostdmas e flavonoides.

Palavras-chave:mudancas climaticas, gréos, estresse abiotico.
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1. INTRODUCAO

A soja, Glycine max (L.)Merrill, estd entre as plantas de cultivo mais
importantes do mundo, em razdo das suas caractesistit@dcionais (Miransari 2016).
O Brasil € 0 segundo maior produtor de soja, com 96llGes de toneladas na safra
de 2014/15 (CONAB2015. Essa elevada producdo deve-se a boa aceitacdo dos
produtos de sojao uso de fertilizante e insumos cada vez mais eBcpam a cultura
o desenvolvimento de materiais genéticos mais adapascondi¢cdes de cada regiao
(Teixeira et al., 2008).

Dentre os fatores ligados a agricultura, o climatraese aquele de mais dificil
controle (Farias et al. 2007). Na safra 2011/12, aslig6es climéaticas adversas, como
as estiagens prolongadasiginadas pelo fenomeno denominado “La Nifa” foram
responsaveis pela diminuicdo em torno de 11,8 %rddupividade, em comparacao
com a safra anterior (CONAB 2013). Dessa forma, o défidtico é o principal
entrave para uma boa produtividade, uma vez que @utlezi-la significativamente, a
depender da sua duracgéo e da sua intensidade ($esetedl. 2015).

Durante todo o ciclo de vida da planta, as tens@elemp ser adversas, como
eficacia no controle de plantas daninhas, dispba#ne de nutrientes, ataque de praga
e as condicdes meteoroldgicas, podendo causar weghfes na estrutura fisiologica e
morfolégica das plantas. Por isso a importancia emneet a influéncia do estresse no
ciclo da planta (Battisti et al. 2017).

De acordo conli et al. (2013) o déficit hidrico podera ser mais frequente
intenso, principalmentem regides tropicais e subtropicais, isso degao aumentoda
temperaturalo ar easalteracdeslosperiodogle chuva. Logo, a agricultura devera criar
medidas adaptativas para continuar com o sucesdavmsas.

Nesse sentido, o presente trabalho teve por objatratiar o efeito do déficit
hidrico, imposto na fase reprodutivo (R3) de dois gpostde soja (NA 5909 e ST
797), sobre os parametros fisioldgicos, morfologicisguimicos, de produtividade e

principalmente na qualidade nutricional dos graoswadbs em condi¢cdes ambientais.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Delineamento experimental e tratamentos

O experimento foi conduzido sob condi¢des ambientaspuma area localizada
na Universidade Federal de VigcosaCampusRio Paranaiba. O clima da regido é
caracterizado como CWA, com precipitacdo pluvial médnual de 1533 mm e
temperatura média de 20,4°C. As avaliacbes bioquémitaam realizadas no
Laboratério de Fitopatologia, Bioguimica e Biologia Ibtmlar BIOFITOMOL) e &
avaliacOes fisiologicas foram conduzidas no Laboratded-isiologia e Metabolismo
da Producédo (LAFIMEPRO), localizados na mesma ingfitu

O experimento foi desenvolvido em blocos casualizadse seis repeticdes,
esquema fatorial 2 x 3, sendo dois gendtipos ectrédicOes de irrigacdo. Os genotipos
NA 5909 RR e ST 797 IPRO, foram selecionados baseandorsgias caracteristicas
particulares. Ambos sdo considerados de boa prodatiei no entanto, cegotipo NA
5909 RR tem um ciclo precoce e ST 797 IPRO tardio, seadtempo de
desenvolvimento meédio das variedades de 100 e A3 rdispectivamente.

O cultivo foi realizado em vasos plasticos de 15®4dj preenchidos com solo
coletado 0-20 cm de profundidade de um Latossatalizado no municipio de Rio
Paranaiba, MG e que apresenta as seguintes catéaerigpH — H,O: 5,73; P
(Mehlich-1): 7,8 mg dnf; K: 63,3 mg drit, C&* e M¢* (KCI 1 mol L'™): 3,57, 0,86,
cmolk dm®, respectivamente; Al (KCI 1 mol L'Y): 0,0; H + Al (acetato de célcio 0,5
mol L — pH 7,0): 5,7 cmeldm; t (CTC efetiva) e T (CTC potencial a pH 7,0): 4,59 e
10,29 cmal dm>, respectivamente; V: 44 %; MO (Walkley-Black): 48,&g*; P-Rem
(P remanescente): 12,4 mg'le teor de argila: 589 g kg'. Com base na andlise
quimica do solo e nas recomendacdes foi feita a @dobzecessaria.

O plantio foi realizado em outubro de 2015, comraesdura de vinte e quatro
sementes por vaso. Ap6s 15 dias foi feito o desbdstgando doze plantas por vaso.
Foram feitos furos nas tampas dos vasapos a germinacao estes foram encobertos

com sacos plasticos para evitar a entrada de aguargFiy
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Figura 1. Vasos de 150 litros contendo Iéntulasaja em germinacdo (A). Plantas

germinadas com plastico nos furos (B).

Todas as plantas foram irrigadas diariamente, proxntapacidade de campo
até o estagio R2. No estadio R3 foi imposto o défitiribo por cinco dias, com
diferentes niveis de irrigacd®essa forma, os tratamentos consistiram em: Controle,
onde as plantas foram mantidas bem irrigadas, em tamapacidade de campo; 60 %,
plantas irrigadsem torno de 60 % da capacidade de campo e 40dé, airrigacao foi
aplicada em 40% da capacidade de camypds o periodo do estresse a irrigacao foi
restabelecida préxima a capacidade de campo até ddiciclo. Foi realizada a coleta
diaria de solo durante o periodo do déficit hidrica emidade foi determinada pelo
método gravimétrico, para controlar a irrigacdo das tptare manter os valores
percentuais de irrigacéo estipulados.

Para a obtencdo da capacidade de campo do solo iliaadd o método
gravimétrico direto a partir de 3 provetas de 1000 adntendo em torno de 1 kg de
solo seco em estufa. Nas provetas, o solo com @wstrdeformada foi umedecido até a
saturacdo por capilaridade, através de furos no fuadaresms, em seguida, foram
submetidos a drenagem por um periodo de 48 hose,tatal cessamento da drenagem

livre, com a superficie do solo coberta para evievaporacdo (Souza et al. 2000).
2.2 Avaliagdes fisiologicas
2.2.1 Trocas gasosas

No periodo de 24 e 72 horas ap0s o inicio da resthgdrica foram realizadas
avaliacbes de trocas gasosas (LICOR 6400KFCOR, Lincoln, EUA) em folhas
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completamente expandidas. A taxa de assimilacdarfdiguida de CQ@ (A), a
condutancia estomaticgs), transpiracéo foliarg), pressao intercelular de GQCi),
temperatura foliar (TF), taxa de transporte dos elét(Bn®R) foram determinadas em
sistema aberto, sob luz saturante artificial (1.20@Ipm¥ s* de fétons).

O uso eficiente da agua (UEA) foi calculado pela ragatre a taxa de
fotossintese A) e a transpiracaoE] (A/E), j& a eficiéncia intrinseca da carboxilacdo

(EICi) pela razao entre a fotossinteAg € a pressao intercelular de Qi) (A/Ci).

2.2.2 Determinacgao do conteudo relativo de agua nas fokha extravazamento de

eletrolitos

Para a determinacdo desses parametros foram utilifaltlas completamente
expandidas coletadas no quinto dia da imposicaedioit hidrico.

A quantificacdo de estravazamento de eletrdlitos éailizada, conforme a
metodologia de Blum e Ebercon (1981). Essa determingmérmite avaliar a
integridade das membranas celulares, uma vez que&togquaaior a condutividade
elétrica da solucdo, maior é a quantidade de el@tsaixtravasados, o que indica menor
integridade da membrana celular. Foram utilizados 1i6cod foliares, de
aproximadamente 1 cm de diametro, incubados eml2@8earédgua destilada e mantidos
a 25°C por 24 h sob agitacdo leve e constante. Apés ®mpo, foi realizada a
determinacdo da condutividade elétrica do extratg (ltilizando um condutivimetro
(TECNOPON, mCA-150). Posteriormente, as amostras foramdéyvpor 1 h e
novamente foi determinada a condutividade elétri@).(D percentual de danos nas
membranas (DM) foi estimado através da relacgéo:

DM (%) = (L1/ L2) x 100

O teor relativo de agua foliar (CRA) foi determinado aésada metodologia
descrita por Varone e Gratani (2015). Foram coletadaadadhessas pesadas (massa
fresca: MF), em seguida, as folhas foram imersaggm e permaneceram no escuro a
4°C por 24 h. ApoOs esse tempo foram pesadas (massdatuhT) e por udltimo as
folhas foram secas em estufa a 80°C por 48 h e novapesdelas (massa seca: MS). O
CRA (%) foi estimado pela férmula:

CRA (%) = (MF— MS/ MT — MS) x 100

2.3 Avaliacdes bioquimicas
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2.3.1 Atividade de enzimas antioxidantes

Foram determinadas as atividades das enzimas superdismutase (SOD),
catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX), quenatna eliminacdo dos radicais
livres, normalmente produzidos em plantas sob €stteem folhas de soja dos trés
tratamentos.

Para a obtencdo do extrato bruto foram pesados cer@d0a 300 mg de
matéria fresca das folhas coletadas no quinto diangasicdo do déficit hidrico e estas
foram pulverizadas com nitrogénio liquido. A esse material foram adicionados 1500 uL.
do meio @ extragdo (750 puL de tampao fosfato de potassio 200 mM, pH 7,8; 15 pL de
acido etilenodiamino tetraeético (EDTA) 10 mM; 150 uL de 4cido ascorbico 200 mM
e 585 uL de agua ultrapura Milli-Q). Em seguida, foi realizada uma centrifugagédo a
12.000g por 20 min., a 4°C, onde o sobrenadante foi cotedrmazenado a -20°C,
para posteriores analises.

A atividade de SOD foi determinada conforme metodalodescrita por
Gianngiopolitis e Reis (1977) e Beauchamp e Fridoydldv1). Um Mix para reacdes
foi preparao para cada amostra contendo 2000 puL de tampao fosfato de potassio 100
mM pH 7.8; 800 uL de metionina 70 mM; 40 pL. de EDTA 10 mM; 300 pL de NBT 1
mM e 620 pL de 4gua ultra pura. Também foi preparada uma solucdo de riboflavina,
diluindo 20 pL da solugdo estoque 100 mM em 10 mL de 4gua. A reacao consistiu e
1880 uL do Mix, 100 pL da amostra ¢ 20 puL da solugdo de riboflavina. Em seguida os
tubos foram agitados em vortex e submetidos a ilurdmagtensa por 20 min.. Apos
esse procedimento foram realizadas as leituras eractesfptometro a 560 nm.
Também foram preparados dois brancos, um para o ey © equipamento) e 0
outro para o claro (quantificado).

A determinacdo da atividade da CAT foi realizadaaderdo com Havir e
Mchale (1987) e Anderson &t (1995). Inicialmente, a solu¢dao de incubagdo (1500 pL
de tampao fosfato de potassio 200 mM pH 7,0 e 400 uL de agua ultra pura) foi colocada
em banho-maria a 27°C por 10 miypds esse periodo, foram acrescentados 112,5 pl
de 4gua ultra pura, 150 pL de perdxido de hidrogénio 250 mM e 37,5 pL de amostra. As
absorvancias foram determinadas rapidamente em esfoé@tnetro a 240 nm. Foi
realizada uma leitura cinética com duracdo de 90 siotenvalos de 10 em 10 s. O
branco da reagdo foi preparado com 1500 pL de tampao fosfato de potassio 200 mM pH
7,0, 150 pL de peroxido de hidrogénio e 1350 uL. de dgua ultra pura.
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Para a atividade de APX foi utilizado o método deskmdo por Nakano e
Asada (1981). Foi preparada uma solu¢ao de incubagao (1500 pL de tampao fosfato de
potassio 200 mM pH 7,0; 150 puL de acido ascérbico 10 mM e 1050 pL de 4dgua ultra
pura) e esta foi incubada em banho-maria a 27°C por 5Rngparou-se uma solucao
diluida de peroxido de hidrogénio (20 mL de dgua ultra pura e 160 uL de peroxido de
hidrogénio 250 mM). Para a reag¢do foram adicionadas a solu¢ao de incubagdo 112,5 puL
de 4gua ultra pura, 150 uL de perdxido de hidrogénio diluido e 37,5 uLL de amostra. Em
seguida realizaram-se rapidamente as leituras em tedp&@metro a 290 nm. Uma
leitura cinética com duracdo de 90 s com interval®sl@ em 10 s foi realizada. O
branco da reacdo consistiu de 1500 pL de tampao fosfato de potassio 200 mM pH 7,0,
150 puL de acido ascorbico, 150 pL de peroxido de hidrogénio diluido e 1200 pL de

agua ultra pura.

2.3.2 Teor de proteina total solavel

Para calcular a atividade especifica das enzimasxadintes, determinou-se o
teor de proteina total soluvel (PTS) presente nas dplbaletadas no quinto dia da
imposicdo do déficit hidrico, utilizando o método Beadford (Bradford, 1976). O
reagente de Bradford foi preparado através da diluicgbOBemg de Comassie Blue
G250 em 50 mL de etanol 95 %, a adicdo de 100 mlaaido fosforico 85 % e a
afericdo do volume para 1 L com agua destilada. Egnida, foi feita a filtracdo a
vacuo do reagente. Fez-se também uma solucdo paeligawo albumina bovina (BSA),
com proporcao de 1 mg de BSA para 1 mL de agua, gmidseconstruiu-se a curva
padrao.

Para o obtencéo do extrato foliar, foi pesado em toen® H g de matéria fresca
das folhas, adicionado 5 mL de tampao fosfato dassa 200 mM pH 6,7 e em
seguida a mistura foi centrifugada por 10 min 80&.g. Retirou-se 0,1 mL a
sobrenadante e a ele foi acrescentado 5 mL do reagenBradford. A mistura foi
homogeneizada em vortex e deixada em repouso poirlbapds isso realizaram-se as
leituras em espectrofotdmetro a 595 nm. O branco dgioeeonstituiu de 0,1 mL de
tampao fosfato potassio 200 mM pH 6,7 e 5 mL do reagds Bradford.

2.3.3 Conteuido de fendis totais
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Para a determinacéo do contetdo de fendis totaigtodm descrito por MEDA
et al (2005) foi empregado. Graos de soja foram trituradosnoinho de bolas e em 1
grama da amostra foram adicionados 8 mL de etanol 78 #tistura foi incubada em
banho-maria a 60°C por 30 min e em seguida, filtradaishura reacional consistiu em
0,5 mL da amostra, 2,5 mL de Reagente de Folin-Geral(Sigma Co), apdés 5 min
adicionou-se 2,0 mL de solucado recém-preparada deomato de sédio a 4 %. A
mistura reacional foi incubada por 2 h a temperaturaientd) onde a coloracdo da
solucdo passou de esverdeada para azul. Em sedetdamninou-se a absorvancia das
amostras a 760 nm, utilizando a 4gua como branco.

Foi preparada uma curva analitica a partir da solpad@cdo de acido galico com
concentracdo de 1000 ppm. A curva analitica foi cad@ada através de regressao
linear, utilizando o programa Origin 6.0 (UFRRJ) e a egoada reta foi usada para a
determinacgéo indireta do teor de fendis totais magstras. Os resultados finais foram

expressos em g de fendis/100 g de soja.

2.4 Avaliagdo da produtividade

No estagio R8 foram avaliados os parametros niamero slenditnero de vagens
por vaso; numero médio de graos por vagem, o companegfetativo por vaso &

produtividade por vaso dos dois cultivares de sofametida aos diferentes tratamentos.

2.5 Avaliacdo da qualidade nutricional dos graos

2.5.1 Teor de proteinas

O conteudo de proteina presente nos grdos de soget@iminado através do
processo de Kjeldahl, seguindo as recomendacééssizciation of Official Analytical
Chemists (1995). Este método baseia-se na determimBec@drogénio total em uma
amostra. Para cada analise pesou-se e transferiu-gal0s3graos de soja para um tubo
de digestdo, juntamente com 0,5 g da mistura datalfsulfato de sodio e sulfato de
cobre, na proporcdo 9:1). Foram acrescentados 5 nécide sulflrico concentrado a
essa mistura, e posteriormente aqueceu-se em umdipeEsior em capela de exaustéao,
até completa digestdo das amostras. ApGs a obtelocamterial digerido, a amostra foi
disposta em um destilador semi-micro-Kjeldahl, o2&emL de hidroxido de sodio

foram adicionados. Em seguida, a amostra foi recoléidasolucao de acido bérico 4
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%. Titulou-se com uma solucéo de acido cloridri€glaN. Para o célculo da conversao
de nitrogénio em proteina, utilizou-se o fator d&b6e a porcentagem de proteinas foi
obtida com base na matéria seca.

Célculo: Nitrogénio total = ([HCI] x f x (Va#b) x 14)/ P, onde:
Va: volume gasto na titulacdo da amostra (mL)
Vb: volume gasto na titulagdo do branco (mL)
P: peso (mg) da amostra

f: fator de correcéo do HCI

2.5.2 Conteudo de lipideos totais

A determinacdo de lipideos totais nos grdos de fedjeealizada utilizando o
aparelho extrator de Soxhlet e o solvente éter delpeir conforme procedimento
descrito nas Normas Analiticas do Instituto Adolfo 2.§1985). Pesou-se 2 g da
amostra em cartucho de Soxhlet. Em seguida o carfiectr@ansferido para o aparelho
extrator que foi acoplado ao baldo de fundo chatoigmente tarado a 105°C.
Quantidade suficiente de éter de petroleo foi adaila e a mistura foi mantida sob
aguecimento, em chapa elétrica, durante oito (quattoco gotas por segundo). Em
seguida, o cartucho foi retirado, o éter destiladobaléo com o residuo extraido foi
levado para uma estufa a 105°C, por aproximadamente hora. Posteriormente,
resfriou-se o baldo em dessecador até a temperaturandendiem seguida pesou-se.

Céalculo: Lipideos totais (%) = (N/ P) x 100, onde:

N: peso dos lipideos (g)

P: peso da amostra (g)

2.5.3 Teor de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado seguneétodologia descrita por
MEDA et al., 2005; AHN et al., 2007, com adaptacagsizando como reagente uma
solucdo de cloreto de aluminio 2 % em metanol. Giosoja foram triturados em
moinho de bolas e 8 mL de etanol 70 % foram adiciosa@m 1 g da amostra. A
mistura foi incubada em banho-maria a 60°C por 30 neim eseguida, filtrada. Em uma
aliquota de 1,0 mL dessa solucdo adicionou-se Ildeninetanol e 2,0 mL de solucéao

metandlica a 2 % de cloreto de aluminio. Apds 3@ ein repouso a temperatura
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ambiente, determinou-se as absorvancias das sslmgdeomprimento de onda de 415
nm. O branco consistiu de 3 mL de metanol (MEDAIl.e2805; AHN et al., 2007

Uma curva analitica foi feita a partir de uma solucadro de quercetina em
metanol com concentracao de 100 ppm. A curva aceliti confeccionada através de
regressdo linear utilizando o programa Origin 6.0 (UBRRJequacédo da reta foi
utilizada para a determinacéo indireta do teor deofiaides totais nas amostras. Os

resultados foram expressos em g de flavonoides taisg de soja.
2.6 Analises Estatisticas

A partir dos dados obtidos foram avaliadas todasesspposi¢cfes da Analise de
Variancia (ANOVA) e aplicou-se o teste de comparag@idtipla de médias Student-

Newman-Keuls (SNK) a 5 % de probabilidade, com cdilauxlo Programa R (R Core
Time 2015).
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3. RESULTADOS

A taxa fotossintética foi reduzida apos 24 e 72 hraddricdo hidrica, como
apresentado na Figura 1A e 1B, respectivamente. Agés, 20bservou-se que os
tratamentos de 40 e 60 % reduziram a fotossintesdantap de soja do gendtipo ST
797, porém esta reducdo ndo foi detectada na NA @d@@ra 1 A). No entanto, ap0s
72 h do déficit, ambos gendtipos, nos tratamentos%0e 60 % apesentaram
diminuicdonataxa fotossintética (Figura 1 B). As plantas cont®le797 apresentaram
fotossintese maior do que as plantas controle NA 586B. déficit hidrico ndo houve
diferenca estatistica entre as variedades, independnttempo de imposicdo do

estresse. (Figura 1- A e B).
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Figura 1. Taxa fotossintéticarfol m? s* CO,) 24 h (A) e 72 h (B) apds o inicio da

restricdo hidrica em plantas de soja. Médias segdi@asesma letra ndo diferem entre
si pelo teste Student-Newman-Keuls (SNK) a 5 % aébaioilidade. Letras mailsculas

comparam as cultivares dentro de cada nivel e i@s lstinisculas comparam 0s niveis

dentro de cada cultivar.

Ap6s 24 h do inicio da imposi¢cdo do déficiga E, Ci e a ETR diminuiram e a
TF aumentou nos tratamentos 40 e 60 % (Tabela 1).a€@snetrogs, E, ETR, EICi
diminuiram e TF aumentou significativamente em @argubmetidas em ambos os
tratamentos com restricdo hidrica, apos 72 h de raéstr(abela 1). Ndo houve

diferenca entre o UEA entre as cultivares, porémlastas do tratamento 60 % foram
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mais eficientes no uso da agua do que aquelas @meato 40 % apos 72 h do inicio

do déficit (Tabela 1).

Tabela 1. Trocas gasosas 24 e 72 h apds o inicioizsicao da restricdo hidrica

Fontes de Variacac Parametros de trocas gasosas
(24 horas ap0s o inicio do déficit)

gs E Ci TF ETR EICi UEA

Cultivar 0,81 0,61° 0,09° 0,22° 0,09® 0,07 0,12°

Niveis de irrigacdo 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,09° 0,29°
Cultivar x Niveis ~ 0,31™ 0,36® 0,63° 0,06° 0,18° 0,16° 0,69"°

Cultivar
NA5909 0,16 a 1,16 a 20,85a 31,00a 122,25a 0,58a 3,52 a
ST797 0,17a 1,08a 17,8l1a 31,45a 137,58a 0,78 a 4,06 a
Niveis de irrigacdo
Controle 0,30a 1,72a 2352a 29,92b 159,60a 0,86a 3,43 a
60% 0,07b 0,67b 1794b 32,05a 127,60b 0,57a 4,07 a
40% 0,12b 0,97b 16,52b 31,70a 107,22b 0,61 a 3,88a
Fontes de Variacao Parametros de trocas gasosas
(72 horas apés o inicio do déficit)

gs E Ci TF ETR EICi UEA

Cultivar 0,96° 0,69° 0,15° 0,20° 0,000 0,03 0,05°

Niveis de irrigacdo 0,000 0,000 0,10® 0,000 0,000 0,000 0,01
Cultivar x Niveis 0,64° 055° 0,81 0,05° 013° 041° 0,79°

Cultivar

NA5909 0,14a 0,98a 3,31a 30,29a 104,53b 0,34a 2,87a
ST797 0,14a 0,94a 3,04a 30,75a 132,96a 059b 3,63a
Niveis de irrigacdo

Controle 0,32a 1,36a 3,19a 28,84c 15359a 0,79a 3,64a
60% 0,06b 0,84b 291a 30,98b 110,60b 0,43b 3,75a
40% 0,04b 0,68b 3,43a 31,74a 92,04b 0,18b 2,37b

Condutancia estomaticgd) (umol m™ s* H,0), transpiracaoH) (umol m? s* H,0), pressao intercelular
de CQ (Ci) (umol CO2 mol ), temperatura foliar (TF) (°C), velocidade de elétrons (ETR), efi@énc
intrinseca da carboxilaca&ICi) e eficiéncia do uso de agua (UEA). ANOV(-valor) *significativo a

5 % e ** significativo a 1 % pelo teste F. Médias seguidasnésma letra ndo diferem entre si pelo teste
Student-Newman-Keuls (SNK) a 5 % de probabilidade.

O CRA (%) de plantas submetidas a 40 % de restriggdacé foi menor do que
nos tratamentos controle e 60 % (Tabela 2). Verificotasgém que os valores do
CRA (%) e da PSF em plantas NA 5909 foram menores queoishparado a cultivar
ST 797 (Tabela 3). A PSF das plantas sob os tratasédetoestricbes hidricas reduziu
significativamente em relacédo ao controle.

A atividade das enzimas antioxidantes (APX, SOQAT) e o conteldo de
compostos fendlicos ndo indicaram diferenca signifreaéintre os diferentes niveis de

irrigacao (Tabela 2).
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Tabela 2 Conteudo relativo de agua, proteina solluvel foliagjireas antioxidantes de

folhas coletadas apos cinco dias de restricdo hidrfeadis totais presente nos grédos

Fontes de Variaca Parametros
DM CRA PSF APX SOD CAT Fenois
Cultivar 0,85° 0,00 0,00 0,01 0,00 0,24° 0,11°

Niveis de irrigacdo 0,18 0,000 0,03 0,29° 0,53° 0,06 0,55°
Cultivar x Niveis  0,24° 0,84°* 0,12° 0,94° 0,20° 0,05° 0,68°

Cultivar

NA5909 16,81 a 44,46 b 23,34b 0,04a 0,22a 6,38a 2,03a
ST797 16,61 a 54,26 a 32,37a 0,01b 0,11b 781a 2,36a
Niveis de irrigacao

Controle 15,40 a 59,18a 31,78a 0,02a 0,17a 6,94a 2,12a
60 % 16,91 a 52,18a 26,16 b 0,01a 0,14a 865a 2,34a
40 % 17,82 a 36,72b 25,63b 0,04a 0,18a 5,70a 2,11a

Dano de membrana (DM) (%Tontetido Relativo de Agua Foliar (CRA) (%), Proteina SolGvelaFol
(PSF) (mg proteina/g matéria fresca), Ascorbato Peroxidase (ARMXpl{min/mg de proteina),

Superdxido Dismutase (SOD) (U/min/mg de proteina), Catalase (Campl{(min/mg de proteina) e

Fendis (g de fendis/100 g de soja). ANOMA:valor) *significativo a 5 % e ** significativo a 1 % pelo
teste F. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre sigtel8tiedent-Newman-Keuls (SNK) a
5 % de probabilidade.

Na tabela 3 estdo apresentados os resultados ditipidade. Nao houve
diferenca estatistica no peso total dos graos prodsizidr vaso, independente da
cultivar ou do nivel de irrigacdo. A cultivar NA 5908i capaz de produzir maior
namero de grdos por vagem do que a cultivar ST 7%&pendente do tratamento
imposto, no entanto essa mesma cultivar foi a quesapreu maior nimero de vagens
sem graos.

O CV produzido pelas plantas foi estimado e ndo foi olaskr diferenca
significativa entre as cultivares. Analisando os isivie irrigacdo, notou-se que a CV
das plantas submetidas a 60 % de irrigacédo difegnifstativamente do controle, no

entanto, 0 mesmo nao ocorreu com o tratamento 40 beld@ 8).
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Tabela 3Peso total de graos por vaso, nimero de vagens pgrnéasero de graos por
vagem, componente vegetativo por vaso e média dengagem grdos por vaso de

plantas de soja

Fontes de Variacao Produtividade

PTG Vagemvaso Graos/vagm CVv SG
Cultivar 0,21 0,01 0,00 0,89" 0,00
Niveis de irrigacdo  0,09" 0,80"° 0,45 0,03 0,20"°
Cultivar x Niveis 0,82° 0,24° 0,92° 0,14° 0,21
Cultivar
NA5909 217,16 a 861,66b 2,48 a 276,00a 12,38a
ST797 236,05a 976,00 a 2,32 b 277,44a 6,94b
Niveis de irrigacao
Controle 24891 a 925,75a 2,45 a 296,08a 10,66 a
60 % 223,00a 899,75a 2,40 a 258,83b 7,45a
40 % 207,91a 931,00 a 2,37 a 275,25ab 10,91 a

Peso total de grédos por vaso (PTG) (gramas), nimero desvageraso (Vagnm/vaso), nimero de graos
por vagem (Graos/vagem), componente vegetativo por vaso(@Cahas) e média de vagens sem encher
por vaso (SG). ANOVA({p-valor) *significativo a 5 % e ** significativo a 1 % pelo tesF. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Shelntan-Keuls (SNK) a 5 % de
probabilidade.

A gquantidade de lipideos nédo variou entre as duivares, independente do
nivel de irrigacdo. No entanto, as plantas que estapienamente irrigadas foram
capazes de acumular maior quantidade de lipideosudcaquelas que passaram por
uma restricdo hidrica. O acimulo do contetudo despras e de flavonoides foi maior
na cultivar ST 797emqualquer que seja o nivel de irrigacao (Tabela 4)

Tabela 4 Parametros de qualidade nutricional dos graos de soja

Fontes de Variacdo Qualidade nutricional dos graos

Lipideos  Proteinas Flavonoides
(%) (%) (g de flavonoides totais/100 ¢

de soja)

Cultivar 0,56™ 0,04 0,000

Niveis de 0,00° 0,31™ 0,628°

irrigacao

Cultivar x 0,62° 0,50° 0,540°

Niveis

Cultivar

NA5909 17,92 a 29,34 b 0,006 b

ST797 17,32 a 30,44 a 0,010 a

Niveis de

irrigacao

Controle 20,48 a 29,50 a 0,008 a

60 % 16,66 b 30,44 a 0,008 a

40% 15,71b 29,74 a 0,008 a

ANOVA: (p-valor) *significativo a 5 % e ** significativo a 1 % pelo ted-. Médias seguidas da mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste Student-Newman-Keuls (SNKj} dé&probabilidade.
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4. DISCUSSAO

O déficit hidrico pode ser caracterizado pela dimirmiga teor de agua e do
potencial hidrico da folha, perda do turgor foliar, pielchamento estomatico, reducao
do crescimento e desenvolvimento celular (Jaleal. 2009). Estresses podem resultar
nareducdo das taxas fotossintéticas através de fagstematicos ou ndo estomaticos
(bioquimicos) (Tsonev 2003).

No presente trabalho observou-se uma reducao dautéomib estomatica nas
plantas que estavam passando por uma restricdo dhidsioque pode explicar a
diminuicdo da fotossintese ao longo dos dias. Atpltande a fechar os estdbmatos com
0 intuito de reduzir a perda ainda maior de agtevas da transpiracdo. A consequéncia
é a menor difusdo de G@ara dentro da planta, podendo causar entdo a dgémda
fotossintese liquida (Flexas et al. 2006). A reducaocdndutancia estomatica em
condi¢cOes de déficit hidrico exerce maior efeito s@bsaida de agua, pois quando o0s
estdbmatos estao abertos a absorcdo dedC@ais limitada em relacdo a perda de agua,
devido as caracteristicas fisicas (Nobel 2005). Dessmafoa diminuicdo a
condutancia estomética causa um declinio mais ragaldranspiracdo do que da
fotossintese, uma vez que a saida de agua pelosagstddepende mais da condutanci
estomatica do que a fotossintese (Lei et al. 2006)er@tig-se com os resultados
obtidos no presente trabalho, comportamento semelhamtde a reducdo da
transpiracao foi maior do que a reducao da fotossiafede 24 h de déficit hidrico. Ja
apos 72 h de déficit hidrico ambos apresentaram ltmaeaucdo. A reducéo da taxa de
transpiracdo devido ao estresse hidrico esta de acoodo estudos realizados
anteriormente ergucalyptus globulugOsorioet al. 1998, trigo (Yordanowet al. 2007)

e feijao (Arocaetal. 2006.

Em déficits hidricos moderados a concentracdo intden&Q na folha sofre
primeiramente um declinio, mas, se o déficit se tosevero essa concentracdo
aumenta (Ohashi et al. 2006). Isso foi observado, ueraque quando a restricdo
hidrica foi de 60 % da capacidade de camf eduziu, no entanto, quando a restricao
foi de 40 % &Ci aumentou, indicando que as plantas estavam pasgandim estresse
severo. A baixa concentracdo interna de,@Ode provocar diminuicdo da taxa
fotossintética em plantas com restricdo hidrica, moegjudica o funcionamento da
Rubisco ou inibe diretamente as enzimas fotossiatcmmo a ATPase (Nogués e
Baker 2000).
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Quando a agua é limitada, a abertura dos estomadoz, resultando em uma
menor transpiracdo das plantas e fazendo com quepeitatora foliar fique superior a
do ar ambiente. Isoda (2005) explica que, para a sojggxa de transpiracdo, a
condutancia estomatica e a fotossintese estdo aomdalas positivamente. A
diminuicdo da condutancia estomatica, durante défidrico, resulta em um aumento
da temperatura foliar, pois limita a transpiracdo. O entonda temperatura nas folhas
pode ocasionar reducao da fotossintese através de daraparato fotossintético (Li et
al. 2004).

O CRA é considerado um parametro eficiente para idestifh adaptacado das
plantas a seca (Jones 2007). Gendtipos de soja submetidéficit hidrico intenso
reduziram o conteudo relativo de agua em comparac&otratamentos irrigados
(Fioreze et al. 2011). No presente estudo, notouuee &jirrigacdo com 60 % da
capacidade de campo por cinco dias nao foi capazdieir o conteddo relativo de
agua nas folhas, ja a irrigacdo com apenas 40 % decidage de campo foi capaz de
reduzir significativamente o CRA. Isso pode ser exglicaelo fato de que os gendtipos
avaliados conseguiram evitar e tolerar a desidratagfo aivel de 60 %, jA com 20
as plantas ndo toleraram e a desidratacdo das folbawcuma vez que as plantas
conseguem suportar a perda de agua até certo ponto.

Outra resposta das plantas ao déficit hidrico € dugén de espécies reativas d
oxigénio (ROS) (Farooq et al. 2009). As ROS possuem papeis a depender do
equilibrio da sua producéo e eliminacdo. Em bab@wentracées elas atuam como
uma molécula de sinalizacdo em situacbes com bdigponibilidade de agua
mediando assim as respostas das plantas. Quandiocantracdo aumenta, ou seja, a
producdo excede a eliminagcdo, as ROS podem cawasars doxidativos as plantas
(Foyer 2005). Para nao ocorrer os danos oxidativos,aasagl desenvolvem estratégias
de eliminacdo das ROS. Uma forma € a atuacdo de aszamtioxidantes, coma
superoxido dismutase, catalase e a ascorbato pasaxi(Farooq et al. 2016). A
primeira linha de defesa é a acdo da superoxido dasmdtravés da desintoxicacdo dos
radicais superéxidos e de peroxido de hidrogéni@arnde a formacdo de agua e
oxigénio molecular (Noctor et al. 2000). Durante periodesdéficit hidrico, ha um
aumento na atividade dessas enzimas antioxidacesy registrado em um trabalho
com feijdo (Bhardwaj e Yadav 2012). No presente tralhadhse comportamento nao foi
observado, ndo havendo aumento significativo nadatile das enzimas antioxidantes

analisadas.
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Outro parametro que tem bastante influencia do défiditico € a produtividade.
Wang et al. (2003) afirmaram que a maior parte das efiesada producdo de soja no
Brasil deve-se a ocorréncia de secas prolongadas. Raralo(2015) através de um
estudo para determinar o periodo fenolégico em quadimento seria mais sensivel,
observaram que a producgédo por planta e o niumerordenses por plantas reduziu
significativamente somente no tratamento em que astgd foram submetidas ao
déficit hidrico entre os estadios R5 e R6. No preseabalho o déficit hidrico imposto
no estadio R3 e a restricdo hidrica de até 40 Y%apdacidade de campo néo alteraram
significativamerte o peso total das sementes produzidas por vasmle€ooglu e
Simsek (2011) avaliando a relacéo entre laminas d@@do e cultivares de soja, em
diferentes anos, observaram uma reducao média do n@aemgens totais produzidas
por planta, uma vez que os valores variaram de 54,331,33 vagens por planta, a
depender do gendtipo e da lamina de agua oferecsdasklados, ndo corroboram com
0 presente trabalho, pois ndo houve diferenca deséenetmo entre as cultivares ou
entre os regimes hidricos.

O numero de graos por vagem apresentou menor variagé® diferentes
situacdes de cultivo, o que justifica a ndo altevad@ssa variavel no presente trabalho.
Estudos afirmam que o numero de graos por vagem mdterado significativamente
pelo déficit hidrico e este esta relacionado caiaxa de fertilizagdo dos 6vulos, sendo
uma caracteristica peculiar de cada genétipo (Comlékea&imsek 2011; Fioreze et
al. 2011; Demirtas et al. 2010).

O déficit hidrico também é responsavel pela alfaga composicao
nutricional do grdo de soja, ja que a inibicdo dzssintese de proteinas induzida pela
baixa disponibilidade de agua causa a perda dadgqdal das sementes. A fixacdo de
nitrogénio em ambientes com limitacédo hidrica dimmacumulo de proteina em graos
(Sing 2007). No presente trabalho, o teor de protainasgraos nao foi alterado pela
restricdo hidrica imposta. No entanto, Rotundo e Yébst(2009) afirmaram que o
déficit hidrico imposto durante o enchimento dos graomenta a concentracdo de
proteina e reduz a concentracdo de Oleo. Esseeauémantam a hipotese de que em
condicdes de seca a remobilizacdo de nitrogénio atam& a sua disponibilidade,
aumentando a taxa de acumulacéo de proteina egéieede oOleo.

Bellaloui et al. (2013) observaram que o déficit hiariespecialmente durante o
enchimento de grdos (R5-R6), alterou a composicdo ddssagraxos, afetando os
niveis totais de 6leo. Além disso, houve um deamgsna concentracdo de carboidratos

nao estruturais. Dessa forma, esses autores acragliam alteracdo dos acidos graxos
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deve-se a baixa disponibilidade de acucares nagaglaEm outro estudo, o déficit
hidrico severo durante o enchimento dos graos, dimioudeor de 6leo em até 12 %,
em soja, sendo a menor reducéo para o teor de aawo §Dornbos e Mullei992)

Esses dados corroboram com o presente trabalho, umgueeo teor total de 6leo nos
graos reduziu quando as plantas estavam sob déficitdy essa reducéo foi em torno

de 23 % para 0s gréos que passaram por um déficicditais severo.
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5. CONCLUSOES

1) O déficit hidrico provoca reducdo da condutanciaraética concomitante com
a diminuicdo da fotossintese e a transpiracao.

2) O aumento da temperatura foliar nas plantas é resutiadbaixa transpiracao.

3) A restricdo hidrica é responsavel pela reducdo doeddot de lipideos
independente da cultivar.

4) A cultivar ST 797 apresenta maior conteldo de pratei@ flavonoides em
condicdes de plena irrigacdo em comparacao com a998.5

5) A baixa disponibilidade de agua nesse trabalho afisau reducdo no teor de

proteinas e flavonoides.
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CONSIDERACOES FINAIS

O déficit hidrico afeta negativamente as trocas gasasaa vez que reduz a
condutancia estomatica, a fotossintese e a transpjragfiavés do fechamento
estomatico, aumentando assim a temperatura foliaest#icdo hidrica reduz também
contetdo de lipideos, provavelmente porque parassrde acidos graxos € utilizaglo
NAD(P)H provindo da fotossintese. Uma vez que anadiksjao de CQreduz, a sintese
de macromoléculas constituidas por esqueleto carbdica comprometido. No geral, a
intensidade do estresse hidrico é inversamente miopat & formacédo de isoflavonas.
Nas condi¢fes hidricas analisadas no presentehml@mbaixa disponibilidade de agua
nao foi capaz de afetar o teor de flavonoides. Outronpatra que néo foi alterado pelo
déficit foi a atividade das enzimas antioxidantesvBRvelmente, no tempo selecionado
para avaliar as mesmas (5 dias ap0s a imposicdordssest as atividades maximas das
enzimas tenham sido restituidas. Cultivares difeseptssuem caracteristicas genéticas
diferentes, como acumulo de proteinas ou lipideosedak-se nessa afirmativa pode-
se inferir que a cultivar ST 797 é capaz de acumulaiormtaor de proteinas e
flavonoides totais, ja a cultivar NA 5909 maior comtewle lipideos. Logo, a seb® da
“melhor cultivat dependegi diretamente do destino final dos graasi sga, para
producdo de 6leo de soja a NA5909 € a mais indjcgd@ara producdo de farelo
proteico, a ST 797
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