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Resumo

No contexto ecoldgico e econdmico, o processo de fixagao biologica de nitrogénio (FBN) ¢
a mais eficiente forma de absor¢do de nitrogénio para as plantas, em especial para
leguminosas, como a soja (Glycine max (L.) Merr.). Um dos principais fatores limitantes da
produtividade vegetal ¢ a restri¢@o hidrica, a qual causa redu¢@o na assimilagao de carbono,
aumento do estresse oxidativo, além de afetar a nodulagdo, e consequentemente, a FBN.
Tendo em vista a importancia de praticas agricolas sustentdveis e conciliando o aumento da
produtividade vegetal com a ado¢do de manejos que considerem aspectos ecoldgicos, o
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do déficit hidrico sobre atributos fisiologicos e
a eficiéncia de FBN em plantas de soja durante estagio de desenvolvimento vegetativo. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacdo utilizando a cultivar de soja BMX Zeus
IPRO. Inicialmente, as sementes foram inoculadas com cepas de Bradyrhizobium, tratadas
com micronutrientes e extrato de algas e, no estagio V4, realizada a aplicacdo de tratamento
foliar. No estagio V6, as plantas foram divididas em dois tratamentos: i) grupo controle (C),
com plantas irrigadas; e i1) déficit hidrico (DH), com suspensdo de irrigagdo, por oito dias.
As trocas gasosas foram avaliadas aos 2, 5 e 8 dias apds a imposi¢do dos tratamentos. Ao
final do periodo experimental, foram avaliados o status hidrico, producdo de perdxido de
hidrogénio e peroxidacdo de lipidios, acimulo de prolina, atributos de crescimento e da
eficiéncia de nodulagdo das plantas de soja. Com a suspensao da irrigagdo observou-se uma
reducdo temporal das trocas gasosas, com reducdo da taxa de transpiracdo e concentragao
intercelular de CO» ap6s dois dias de suspensdo da irrigagdo e uma acentuada redugdo na
taxa fotossintética, condutancia estomatica e eficiéncia de carboxilacdo a partir do quinto dia
apoOs a imposic¢ao do déficit hidrico. As plantas expostas ao DH apresentaram redu¢do no
contetido relativo de agua na folha, na massa foliar, na taxa de assimila¢do de carbono e
aumento na produ¢do de H,O», peroxidagdo de lipidios e acimulo de prolina. Embora a

fotossintese tenha sido mais afetada pelo déficit hidrico, a eficiéncia da FBN ndo foi



comprometida na mesma intensidade. As plantas em déficit hidrico exibiram menor numero
e massa de nddulos, porém, sem diferencas significativas no contetido de nitrogénio entre
folhas e ndédulos quando comparadas com as plantas irrigadas. Os resultados deste estudo
indicam que os efeitos negativos de periodos de déficit hidrico foram mais acentuados na
fixacdo de carbono em plantas de soja do que sobre o metabolismo de nitrogénio. O padrao
temporal de reducdo na fotossintese foi resultado de limitagdes ndo-estomaticas (redugdo na
eficiéncia de carboxilagdo) e foi acompanhado por estresse oxidativo e efeitos protetivos ao
déficit hidrico evidenciados pelo acimulo de prolina. Apesar da acentuada reducdo na
fotossintese, a eficiéncia da FBN durante periodos de déficit hidrico ndo foi limitada na
mesma intensidade, visto que a concentragdo de nitrogénio tanto nos nodulos como nas
folhas ndo foi reduzida. Os resultados deste estudo mostraram que as plantas em déficit

hidrico apresentaram maior eficiéncia no uso do nitrogénio.

Palavras-chave: fotossintese; peroxido de hidrogénio; peroxidacdo de lipidios; prolina;

nodulagdo; seca.
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Abstract

In ecological and economic contexts, the process of biological nitrogen fixation (BNF) is the
most efficient way of nitrogen uptake for plants, especially for leguminous species loke
soybean (Glycine max (L.) Merr.). One of the main limiting factors for plant productivity is
water restriction, which leads to reduced carbon assimilation, increased oxidative stress, and
affects nodulation and, consequently, BNF. Considering the importance of sustainable
agricultural practices and balancing increased plant productivity with ecological
considerations, the objective of this study was to assess the effects of water deficit on
physiological attributes and BNF efficiency in soybean plants during the vegetative
development stage. The experiment was conducted in a greenhouse using the soybean
cultivar BMX Zeus IPRO. Initially, the seeds were inoculated with Bradyrhizobium strains,
treated with micronutrients and algae extract, and at the V4 stage, foliar treatment was
applied. At the V6 stage, the plants were divided into two treatments: i) control group (C)
with regular irrigation, and ii) water deficit (WD) with irrigation suspended for eight days.
Gas exchange measurements were evaluated at 2, 5, and 8 days after treatment imposition.
At the end of the experimental period, water status (RWC), hydrogen peroxide production
(H207), lipid peroxidation (TBARS), proline accumulation, growth attributes, and
nodulation efficiency (number, mass and carbon and nitrogen content in nodules) of soybean
plants were assessed. Water deficit caused a temporal reduction in gas exchange, with
decreased transpiration rate and intercellular CO> concentration after two days of irrigation
suspension, and a marked reduction in photosynthetic rate, stomatal conductance, and
carboxylation efficiency from the fifth day after water deficit imposition. Plants exposed to
water deficit showed a decrease in RWC, leaf mass, carbon assimilation rate, and an increase

in H,O,, TBARS, and proline accumulation. Although photosynthesis was more affected by



water deficit, BNF efficiency was not compromised to the same extent. Plants under water
deficit exhibited fewer and smaller nodules, but with no significant differences in nitrogen
content between leaves and nodules compared to irrigated plants. The results of this study
indicate that the negative effects of water deficit were more pronounced on carbon fixation
in soybean plants than on nitrogen metabolism. The temporal pattern of photosynthesis
reduction was attributed to non-stomatal limitations (reduced carboxylation efficiency) and
was accompanied by oxidative stress and protective effects of water deficit, as evidenced by
proline accumulation. Despite the marked reduction in photosynthesis, BNF efficiency
during water deficit periods was not limited to the same extent, as the nitrogen concentration
in both nodules and leaves was not reduced. The results of this study showed that plants in

water deficit had greater efficiency in the nitrogen use efficiency.

Keywords: photosynthesis; hydrogen peroxide; lipid peroxidation; proline; nodulation;

drought.
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INTRODUCAO GERAL

O nitrogénio (N) ¢ um nutriente essencial para todos os organismos vivos, pois
compdem moléculas complexas necessarias para o desenvolvimento, como a constitui¢do
das proteinas e dos acidos nucléicos (EPSTEIN e BLOOM, 2006). Embora em abundancia
na atmosfera (~78%), as plantas ndo tém a capacidade de acessar diretamente o nitrogénio
atmosférico (Nz) devido a alta estabilidade da ligagdo tripla covalente entre os dois atomos
de nitrogénio (EVERT e EICHHORN, 2014). Desse modo, dependem da quebra dessa
ligagcdo e transformacdo do N> em compostos nitrogenados mais reativos, como nitrato
(NO3") ou aménia (NH3"), processo conhecido com fixag¢ao do nitrogénio, que pode ocorrer
por processos industriais e naturais (EVERT e EICHHORN, 2014; KERBAUY, 2019).

Os fertilizantes nitrogenados sdo as principais fontes desse nutriente para as plantas,
disponibilizando o N na forma de amoénia (NH3"), a qual é rapidamente assimilavel
(HUNGRIA; MENDES, 2015; RODRIGUES et al., 2017; BRASIL, 2019). No entanto, a
transformag¢do de N> em NH3 ¢ feita a alto custo econdmico e ambiental, por requerer um
derivado de gés de petrdleo, catalisador contendo ferro, altas temperaturas (300 a 600 °C) e
altas pressdes (200 a 800 atm) (HUNGRIA et. al., 2007, REICHLE; FELDERHOFF;
SCHUTH, 2021). Ainda, os fertilizantes quimicos tém baixa eficiéncia de absor¢do uma vez
que cerca de 50% da quantidade aplicada pode ser perdida via lixiviagao, desnitrifica¢do ou
volatizagdo) (HUNGRIA et. al., 2007), acarretando, ainda, em prejuizos ambientais.

De forma natural, o nitrogénio pode ser absorvido pelas plantas diretamente do solo,
principalmente através do processo de decomposi¢ao da matéria organica. Porém, essa fonte
de nitrogénio ¢ pequena e variavel, pois as condigdes de temperatura e umidade do territorio
brasileiro aceleram a decomposicdo e perdas de N, resultando em solos com baixos teores
desse nutriente (HUNGRIA et al.,, 2001). Ainda, eventos como descargas elétricas,
combustdo e vulcanismo disponibilizam nitrogénio inorganico, conhecido como fixagao
ndo-bioldgica, porém com uma contribui¢do de apenas 10% da entrada anual de N na Terra
(HUNGRIA et al., 2007).

A principal fonte de N, nos contextos econdmico e ecologico, ocorre através da
fixacdo biologica do nitrogénio (FBN), com aproximadamente 65% da entrada de N anual
(HUNGRIA et al., 2007). A FBN ocorre por meio de bactérias do género Rhizobium capazes

de quebrar a tripla ligacdo do N». Essas bactérias podem ser de vida livre no solo ou
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estabelecer relagdes simbiodticas com plantas leguminosas. A simbiose envolve a alocagdo
de acucares da planta para o funcionamento da bactéria, que, em troca, disponibiliza
componentes nitrogenados diretamente para a planta (EVERT e EICHHORN, 2014).

A simbiose planta-bactéria se inicia na germinacdo da semente e formagao das raizes
das plantas, com a exsudagdo de flavonoides a rizosfera (BEGUM et al., 2001). A resposta
das bactérias a esses sinais quimicos ¢ a secrecao de genes Nod, necessarios para a bactéria
reconhecer o hospedeiro, iniciar a infec¢do e formagdo do ndédulo, onde ocorre o processo
de fixagdo biologica (DENARIE, CULLIMORE, 1993; HUNGRIA et al., 2001; COOPER;
SCHERER, 2012; LI et al, 2020; BOSSE et al., 2021).

Com o nddulo formado, ocorre a sintese de diversas enzimas, em especial a
nitrogenase, responsavel pela catalisagdo do Nz e sua posterior fixa¢do, além de nutrientes e
proteinas necessarias para o bom funcionamento da nitrogenase e dos processos metabdlicos
da bactéria (HUNGRIA et al., 2007; EVERT e EICHHORN, 2014). A fixa¢ao do nitrogénio
atmosférico resulta em amonia (NH3), composto nitrogenado que as plantas sdo capazes de
absorver; a amodnia s3o incorporados ions hidrogénio, abundantes nas células das bactérias,
transformando-se em ions amonio (NH4+) que serdo distribuidos para a planta hospedeira e
incorporados em diversas formas de N organico, como os ureideos, aminodcidos e amidas
(HUNGRIA et al., 2007).

No Brasil, as pesquisas sobre processo de fixacdo do nitrogénio se iniciaram na
década de 40, através da inoculacdo em plantas cultivadas como soja, feijao e trevo, por José
Gomes da Silva, no Instituto Agronomico de Campinas, e por Jodo Rui Jardim Freire, na
Secretaria de Agricultura do Rio Grande do Sul (DOBBEREINER e DUQUE, 1980). Na
década seguinte, a pesquisadora Johanna Ddbereiner (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria - EMBRAPA) liderou os primeiros estudos sobre a viabilidade do processo de
FBN como substituto de fertilizantes minerais, com descobertas de novas bactérias fixadoras
de nitrogénio associadas a rizosfera de algumas gramineas (DOBEREINER, 1953;
DOBEREINER ¢ RUSCHEL 1958).

Nos anos 60, com a criacdo da Comissdo Nacional de Soja, passou-se a recomendar
que trabalhos de melhoramento de soja fossem feitos apenas com inoculacdo e sem uso de
fertilizantes nitrogenados, visto a alta produtividade comparada a soja fertilizada com fontes
de N inorganico (WEBER, 1966 apud ALVES; BODDEY; URQUIAGA, 2003;
DOBBEREINER e DUQUE, 1980). Assim, mais pesquisas sobre a FBN foram



desenvolvidas, como a comparagdo de cepas de Rhizobium japonicum isoladas e locais
(JARDIM-FREIRE; VIDOR, 1981 apud ALVES; BODDEY; URQUIAGA, 2003),
avaliacdo da eficiéncia de cepas com base na quantidade de N> fixado por biomassa do
nodulo (NEVES et al., 1985), efeitos de diferentes condi¢des de luminosidade (SANTOS;
NEVES; RUMJANEK, 1996) e durabilidade da eficiéncia e competividade das cepas
(HUNGRIA et al., 1999 apud ALVES; BODDEY; URQUIAGA, 2003). Desde entdo, novas
pesquisas vém sendo desenvolvidas visando potencializar o processo de FBN, através de
processos de reinoculacgdo, co-inoculacao e aplicagdo de produtos fisiologicos.

A simbiose planta-bactéria resulta de um processo de milhdes de anos de co-
evolucdo, onde se observa que bactérias especificas conseguem desenvolver nodulos em
tipos especificos de plantas. Entdo, quando tratamos de leguminosas exoticas, como € o caso
da soja, com a origem genética na China, ¢ necessario que haja o fornecimento de bactérias
no primeiro ano de cultivo, através do processo de inoculacio (HUNGRIA et al., 2007;
ZILLI et al., 2021). As bactérias podem permanecer no solo, porém o seu crescimento ¢
limitado por diversos fatores ambientais e nutricionais, e estimativas apontam que somente
10% da populacdo microbiana permaneca ativa (HUNGRIA et al., 2007). Assim, a
reinoculagdo, isto ¢, o fornecimento anual de bactérias em areas ja cultivadas com soja ¢
importante e vantajoso (SEIXAS et al, 2020). Pesquisas apontam um ganho médio de pelo
menos 8% no rendimento anual de graos e maiores concentragdes de N com a reinoculagao
(HUNGRIA et al., 2007; MERCANTE et al., 2011). Segundo Ulzen e colaboradores (2018)
alguns fatores como a populagao nativa de rizobios, umidade do solo, precipitagdo diaria e
radiagdo solar influenciam a persisténcia de novas cepas introduzidas (Bradyrhizobium
yuanmingense € B. japonicum).

A co-inoculagdo ¢ a unido de dois microrganismos que atuam em diferentes
processos microbianos, otimizando o crescimento da planta (BARBOSA et al., 2021). A
eficiéncia dessa técnica estd relacionada a selecdo adequada das cepas, a concentragao
celular de cada uma, ao método de inoculagao (aplicado nas sementes, via foliar ou no sulco)
e ao gendtipo da planta (SANTOS et al., 2019). A mistura de alguns inoculantes pode resultar
em precocidade de nodula¢do, o que pode ocasionar um maior rendimento da cultura
(CHIBEBA et al., 2015). A associagdo entre uma bactéria promotora de crescimento de
plantas, Azospirillum brasilense e a rizobactéria Bradyrhizobium spp., largamente utilizada

no Brasil, foi descrita por aumentar, em média, 16% o rendimento de grdos da soja
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(HUNGRIA et al., 2015; NOGUEIRA et al., 2018). Nas culturas do feijao-caupi e do trigo,
a coinoculagdo com Bradyrhizobium spp. e A. brasilense, aumentou o nitrogénio acumulado
nas plantas e melhorou a eficiéncia no uso do nitrogénio, levando também ao maior
rendimento de graos (GALINDO, et al, 2021).

As leguminosas que fixam N necessitam de teores nutricionais maiores do que
aquelas que recebem N mineral, devido a demanda da planta hospedeira, do rizébio e do
sistema simbidtico (HUNGRIA et al., 2007). O cobalto (Co) e o molibdénio (Mo), por
exemplo, sdo elementos essenciais para o processo de FBN e, com a intensificagdo da
agricultura e alteracdes no pH do solo, ¢ observado o empobrecimento desses nutrientes,
sendo recomendada a sua suplementacio (EMBRAPA, 2020). O Co ¢ componente da
coenzima cobamina, precursora da leghemoglobina, responsavel pelo transporte de oxigénio
(HUNGRIA et al., 2001). O Mo faz parte da enzima nitrogenase, responsavel pela redugao
do N> em amoénia (HUNGRIA et al., 2001; SINGH, KUMAR, 2008). Além desses
elementos, o niquel (Ni), componente estrutural da urease e hidrogenase, participa do
metabolismo do nitrogénio e sua deficiéncia reduz o nivel de atividade dessas enzimas
(KLUCAS et al, 1983; LAVRES et al., 2016)

Além de deficiéncia nutricional, estudos recentes tém demonstrado que periodos de
restricdo hidrica mais severa, ou mesmo episodios pontuais, podem prejudicar a nodulagao
das plantas (ALCANTARA, et al., 2017; CEREZINI et al., 2020; MORETTI et al., 2021).
O déficit hidrico reduz o crescimento e o nimero de nodulos tanto em genotipos tolerantes
quanto sensiveis a seca, afetando negativamente o metabolismo de FBN (CEREZINI et al.,
2020). Segundo esses autores, mesmo em gendtipos considerados tolerantes a seca observou-
se menor acimulo de ureideos, produtos da FBN. Essa redugdo no acimulo de ureideos em
tecidos, folhas e nddulos estd relacionada com a sensibilidade da FBN em resposta a seca
(SINCLAIR et al., 2003; PURCELL et al., 2004, KING e PURCELL, 2005).

Uma questdo bem estabelecida é que o déficit hidrico reduz a FBN, a qual esta
diretamente associada com a reducdo na atividade da nitrogenase do nddulo (KING e
PURCELL, 2005), diminuicdo da atividade da sacarose sintase (MARINO et al., 2007;
CEREZINI et al., 2017), maior acimulo de ureideos nos nodulos ¢ redugdo desses
compostos em outros 6rgdos vegetais (PURCELL et al., 2004). Além disso, os efeitos do
déficit hidrico sobre a produtividade vegetal sdo bem estabelecidos na literatura e podem

envolver limitagdes estomaticas ¢ nao-estomaticas a fotossintese (TEZARA et al., 1999,
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LAWLOR, 2002), que culminam na menor produgdo e translocagdo de fotoassimilados,
resultando numa restri¢do a FBN.

A concentracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), em condi¢des adequadas,
¢ mantida sob estrito controle por um sistema de defesa antioxidante que incluem
componentes enzimaticos e ndo-enzimaticos (MENEZES, 2019). No entanto, em condic¢des
de estresse, ocorre o desbalanco entre a produgdo e consumo das EROs, causando o estresse
oxidativo (SOARES et al., 2019). No caso do déficit hidrico, ha o aumento de producao de
EROs em diferentes compartimentos celulares (cloroplastos, peroxissomos e mitocondrias),
resultando em estresse oxidativo (CRUZ DE CARVALHO, 2008). Moretti et al. (2021)
verificaram que o consoércio bacteriano, constituido por Bradyrhizobium spp. e cepas de A.
brasilense combinadas com aplicacdo de metabolitos secundarios microbianos, pode aliviar
o dano oxidativo durante periodos de déficit hidrico em plantas de soja. Segundo os autores,
o consorcio microbiano melhorou a nodulagdo da soja e, consequentemente, a produtividade
de graos da cultura.

Considerando que as mudangas climaticas tém causado periodos mais frequentes de
DH durante o ciclo das culturas, e a importancia do processo de FBN para a redu¢do do uso
de fertilizantes, a presente trabalho buscou avaliar os efeitos do déficit hidrico nos atributos
fisioldgicos, oxidativos, de crescimento, e da fixacdo bioldgica de nitrogénio em plantas de
soja (Glycine max (L.) Merr.) durante estdgio de desenvolvimento vegetativo. Esta
dissertagdo compreende um capitulo, apresentado em formato de manuscrito cientifico,
intitulado: “Trocas gasosas, estresse oxidativo e fixacao bioldgica de nitrogénio em plantas

de soja (Glycine max (L.) Merr.) sob déficit hidrico”.
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CAPITULO I: Trocas gasosas, estresse oxidativo e fixacdo biologica de nitrogénio em
plantas de soja (Glycine max (L.) Merr.) sob déficit hidrico
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Trocas gasosas, estresse oxidativo e fixacdo biologica de nitrogénio em plantas de soja

(Glycine max (L.) Merr.) sob déficit hidrico

Helena Chaves Tasca; Douglas Antonio Posso; Heloisa Chaves Tasca; Leandro Gallon;

Altemir José Mossi; Rogério Luis Cansian Geraldo Chavarria; Tanise Luisa Sausen

Resumo: O déficit hidrico ¢ um dos principais fatores limitantes da produtividade vegetal,
causando reducdo na assimilagdo de carbono, aumento do estresse oxidativo ¢ afetando a
nodulagdo, com consequente impacto na fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN). Com o
objetivo de avaliar os efeitos do déficit hidrico sobre os atributos fisioldgicos, estresse
oxidativo, crescimento e metabolismo do nitrogénio em plantas de soja (Glycine max (L.)
Merr.), foi conduzido um experimento em casa de vegetacao. Plantas da cultivar BMX Zeus
IPRO foram submetidas a dois tratamentos hidricos: controle (C) e déficit hidrico (DH), com
suspensao de irrigacdo por oito dias durante o estadio vegetativo. As plantas expostas ao DH
apresentaram uma reduc¢do acentuada nas trocas gasosas e na eficiéncia de carboxilagdo,
além de um aumento na produgdo de peroxido de hidrogénio, peroxidag¢do de lipidios e
acumulo de prolina. O DH resultou em um menor nlimero e massa de nodulos nas plantas
de soja, mas sem diferencas no conteudo de nitrogénio nos nddulos e nas folhas, resultando
em uma maior eficiéncia no uso do nitrogénio. Os resultados deste estudo indicam que,
apesar da reducdo acentuada na assimila¢do de carbono, a FBN ndo parece ser limitada na
mesma propor¢ao, indicando que as limitagdes metabdlicas nos bacteroides foram menos
pronunciadas sob restri¢ao hidrica. Concomitantemente, os efeitos negativos na fixagdo de
carbono foram associados ao aumento na producao de espécies reativas de oxigénio (EROs),

enquanto o acumulo de prolina foi um importante mecanismo protetivo ao déficit hidrico.

Palavras-chave: estresse oxidativo; trocas gasosas; nodulagdo; prolina; seca.
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Abstract:

Water deficit is one of the main limiting factors for plant productivity, leading to redu
carbon assimilation, increased oxidative stress, and affecting nodulation, with consequent
impact on biological nitrogen fixation (BNF). With the aim of assessing the effects of water
deficit on physiological attributes, oxidative stress, growth, and nitrogen metabolism in
soybean plants (Glycine max (L.) Merr.), a greenhouse experiment was conducted. Plants of
the BMX Zeus IPRO cultivar were subjected to two water treatments: control (C) and water
deficit (WD), with irrigation suspended for eight days during the vegetative stage. Plants
exposed to water deficit exhibited a marked reduction in gas exchange rates and
carboxylation efficiency, along with an increase in hydrogen peroxide production, lipid
peroxidation, and proline accumulation. WD resulted in a lower number and mass of nodules
on soybean plants, but without differences in nitrogen content in nodules and leaves,
resulting in greater nitrogen use efficiency. The results of this study suggest that, despite the
significant reduction in carbon assimilation, BNF does not seem to be as limited as one might
expect, indicating that metabolic limitations in bacteroids were less pronounced under water
restriction. Concurrently, the negative effects on carbon fixation were associated with an
increase in the production of reactive oxygen species (ROS), while proline accumulation

was an important protective mechanism against water deficit.

Keywords: oxidative stress; photoassimilates; nodules; proline; drought.
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INTRODUCAO

A soja ¢ considerada a principal fonte proteica vegetal para o consumo humano e
animal, desempenhando um papel fundamental na produgdo de alimentos e na seguranga
alimentar (TAGLIAPIETRA et al., 2018). Em leguminosas, como a soja, a absor¢do de
nitrogénio pode ocorrer por meio da simbiose entre bactérias fixadoras de nitrogénio e as
raizes das plantas, pelo processo de fixac¢do biologica de nitrogénio (FBN) (RODRIGUES
et al. 2017; GUO et al., 2022). A FBN também ¢ de extrema importancia para o ambiente e
desempenha um papel fundamental no fornecimento de nitrogénio em ecossistemas naturais
e manejados, sendo reconhecida como o segundo processo bioldgico mais relevante na Terra,
logo apds a fotossintese (DE BRUIJIN, 2015; LAL, R. e STEWART, 2018). A FBN consiste
numa importante alternativa de adaptacdo as mudangas climaticas considerando que a
principal fonte de nitrogénio se dé através da ureia que necessita de combustivel fossil para
sua producdo. A redugdo no uso de fertilizantes quimicos nitrogenados e a maior eficiéncia
da FBN contribuem na reducao das perdas de N e emissdes de gases de efeito estufa pela
agricultura (ZILLI et al., 2020).

A capacidade das leguminosas de fixar o nitrogénio atmosférico por meio da
simbiose com rizobios nos nodulos radiculares torna seu crescimento teoricamente
independente tanto do nitrogénio presente no solo quanto da adicdo de fertilizantes
nitrogenados (COOPER; SCHERER, 2012). Recentemente, avangos nas ferramentas
moleculares aplicadas a taxonomia e sistematica microbiana tém permitido a identifica¢ao
de mais de 250 espécies de rizébios (NASCIMENTO JUNIOR et al., 2023). No entanto, os
rizobios podem exibir diferentes graus de especificidade em relagdo aos seus hospedeiros.
A relagdo simbidtica entre plantas de soja e rizobactérias infectantes das raizes das plantas,
como as do género Rhizobium, Bradyrhizobium, Azospirillum, gera o crescimento de
nodulos (HUNGRIA; MENDES, 2015; HUNGRIA et al., 2015; NOGUEIRA et al., 2018).
O funcionamento da FBN envolve uma alta demanda energética (ATP) que ¢ fornecida pelo
catabolismo aerdbico de carboidratos, e resulta na produgdo de compostos nitrogenados
(HUNGRIA et al., 2007). Em leguminosas, o N fixado pela FBN ¢ transportado via xilema
para a parte aérea principalmente como ureideos (alantoina e 4cido alantdico) (CUNHA et
al., 2022; RASO et al., 2007). Nas folhas, os ureideos sdo convertidos em aminoacidos e

proteinas e utilizados para o crescimento das plantas (BARAL et al., 2016).
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O déficit hidrico ¢ o estresse ambiental mais expressivo na agricultura mundial,
limitando a produgdo agricola por causar prejuizos no crescimento e desenvolvimento das
plantas. As perdas de safra, resultantes da falta de 4gua, tém um profundo impacto
econdmico, sendo agravadas cada vez mais com as mudangas climaticas, afetando a
seguranca alimentar mundial (TELLES; NOGUEIRA; HUNGRIA, 2023). Nas tltimas duas
safras agricolas (2021/2022, 2022/2023), a produc¢ao de soja no estado do Rio Grande do Sul
foi prejudicada devido a ocorréncia do fendomeno climatica La Nina (CONAB, 2023).

O processo de fixagdo bioldgica de nitrogénio (BNF) na cultura da soja ¢
particularmente suscetivel ao estresse hidrico, resultando em sua reducdo antes mesmo de
ocorrerem alteragdes na taxa de transpira¢do e fotossintese (BELLALOUI; MENGISTU,
2015). A redugdo na fotossintese, por sua vez, limita a disponibilidade de energia necessaria
para o funcionamento adequado dos bacteroides nos nddulos. Ainda, em plantas de soja sob
restricao hidrica, pode ocorrer redugdo na fixagao de N>, com aumento nas concentragdes de
ureideos e aminoacidos livres nos tecidos vegetais, devido a diminui¢do na parti¢do de
fotoassimilados (KING; PURCELL, 2005; COOPER; SCHERER, 2012; CEREZINI et al.,
2020).

Diante do cenario de mudangas climaticas com periodos de seca cada vez mais
frequentes e prolongados, o estudo do comportamento fisiologico das plantas de soja em
periodos de déficit hidrico ¢ importante para a adog¢do de praticas de manejo agricola
sustentaveis. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do déficit hidrico
sobre os atributos fisioldgicos, oxidativos, de crescimento e metabolismo do nitrogénio em

plantas de soja (Glycine max (L.) Merr.) da cultivar BMX Zeus, durante o estadio vegetativo.

METODOLOGIA
Condigoes experimentais

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, de marco a maio de 2022, com
plantas de soja (Glycine max (L.) Merr.) cultivar BMX Zeus. Durante o periodo experimental,
a temperatura e a umidade relativa médias foram de 19,47 °C e 79,85%, respectivamente.
Em cada vaso (8 litros) foram semeadas cinco sementes inoculadas (2 mL/kg de sementes)
com o inoculante Rizolig® (Rizobacter, Londrina, Brasil), com concentragdo minima de
bactérias de 5 x 109 UFC/mL, contendo as cepas de Bradyrhizobium japonicum SEMIA
5079 e Bradyrhizobium diazoefficiens SEMIA 5080. Ainda na semeadura, as sementes
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receberam tratamento comercial de sementes com micronutrientes quelatados (Co e Ni) e
ndo quelatados (Mo) e extrato de alga, conforme a recomendagao técnica do fabricante. Os
vasos foram preenchidos com 6,5 kg de solo e substrato comercial na propor¢do 2:1. A
analise quimica do solo apresentou as seguintes caracteristicas: P = 4,9 mg/dm?; matéria
organica = 6,5 %; pH H,O = 5,7; K = 480,0 mg/dm?; Ca*" = 12,2 cmmols/dm?; Mg = 2,3
cmmolc/dm?; H + Al = 5,8 cmmol./dm?; AI** = 0,0 cmmolc/dm?; CTC = 15,7 cmmol./dm’.

Apos a germinagdo e abertura das folhas cotiledonares, realizou-se o desbaste e foram
mantidas trés plantas por vaso. No estadio de desenvolvimento V4, as plantas receberam
tratamento foliar com macronutrientes (P, Mg, S), micronutrientes quelatados (Co, Ni e Zn)
e ndo quelatados (Mo), conforme recomendagdo técnica do fabricante. As plantas foram
irrigadas diariamente, com sistema de irriga¢do automatico, até o periodo de imposicao dos

tratamentos hidricos foram mantidas bem irrigadas, em 80% da capacidade de vaso.

Delineamento experimental e imposi¢do dos tratamentos

Os tratamentos hidricos foram impostos quando as plantas atingiram o estadio
vegetativo V6, sendo um grupo controle (C), e o tratamento com déficit hidrico (DH), com
a suspensao da irrigagdo por um periodo de oito dias (SCHNEIDER et al., 2020). As plantas
controle continuaram a receber irrigacdo diaria, com agua suficiente para manter o teor de
agua do solo em = 80% da capacidade do campo. O estresse hidrico foi imposto pela
suspenc¢ao da irrigagdo. Para monitorar a reducdo na quantidade de agua no solo, os vasos
foram pesados ao longo dos oito dias de suspensdo da irrigagdo para monitar o contetido
gravimétrico de agua no solo. Além disso, tensiometros foram instalados a 0,15 m de
profundidade em trés vasos de cada tratamento hidrico, e a reposicdo da &gua
evapotranspirada foi realizada com base na leitura tensiométrica. O tratamento de déficit
hidrico resultou em valores de potencial matricial do solo de 50 kPa.

Cada tratamento hidrico consistiu em 40 vasos, totalizando 80 vasos e 240 plantas.

Todo o experimento (incluindo o periodo de aclimatacao) decorreu de margo a maio de 2022.

Status hidrico e area foliar especifica
Para a determinagdo do status hidrico das plantas, folhas foram coletadas e
transferidas imediatamente para o laboratdrio armazenadas em caixas térmicas para evitar a

perda excessiva de agua. Inicialmente, as folhas foram pesadas em balanga de precisdo para
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a determinacdo da massa fresca (MF). Posteriormente, as folhas frescas foram embebidas
em agua destilada em placas de Petri, sobre refrigeracdo e protegidas de luz. Apos 24 horas,
o material vegetal foi pesado para determinagdo da massa tirgida (MT) e seco em estufa
(60 °C), por uma semana, para a determinacdo da massa seca (MS). O contetdo relativo de
agua (CRA) foi calculado pela Equagao 1:
CRA (%) = (MF-MS) / (MT-MS)) x 100 (1)

A determinagdo da éarea foliar (cm?) foi realizada a partir de imagens digitalizadas

utilizando o programa ImageJ (https://imagej.net/ij/). A area foliar especifica (AFE, cm? g!)

foi estimada pela razdo entre a area foliar (AF, cm) e a massa seca das folhas.

Trocas gasosas e indice de clorofila

As trocas gasosas foram avaliadas em folhas completamente expandidas, em uma
planta por vaso, no periodo das 8 as 10 horas da manha, ap6s dois, cinco e oito dias de
restricdo hidrica. As andlises foram realizadas utilizando um analisador de gases no
infravermelho (IRGA; LCA PRO, Analytical Development Co, Ltd, Hoddesdon, UK), com
fluxo de fotons fotossinteticamente ativo (1500 umol m s'!), concentragdo de CO; interno
(400 pmol/mol) e umidade relativa (50-60%) constantes. Foram obtidos a taxa de
assimila¢do de COz (4, umol m? s!), condutincia estomatica (gs, mmol m?s!), taxa de
transpiragdo (£, mol m2s™), e a concentragio intracelular de CO> (Ci, pmol mol™). A partir
da razdo entre a 4 ¢ Ci foi calculada a eficiéncia de carboxilagao (A4/Ci).

Oito dias ap6s a imposicao dos tratamentos, o indice de clorofila foi avaliado

utilizando o aparelho ClorofiLog (Falker, Porto Alegre, Brasil).

Estresse oxidativo e concentragdo de prolina

Para a determinagao do peréxido de hidrogénio, peroxidagao lipidica e concentracao
de prolina foram coletados em nitrogénio liquido foliolos expandidos do terceiro n6 da
segunda planta dos vasos. Posteriormente, o material vegetal foi macerado em nitrogénio
liquido e armazenado em ultra freezer até o momento das analises.

O peroxido de hidrogénio (H20») foi determinado conforme metodologia descrita por
Loreto e Velikova (2001). O material foliar (0,1 g) foi homogeneizado em 2 ml de acido
tricloroacético (TCA, 0,1%) e centrifugada a 12.000 rpm a 4°C por 15 min. Cinquenta

microlitros de cada amostra bioldgica foram adicionadas a solug@o contento 50 pL de iodeto
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de potassio (1 M) e 100 puL de tampao fosfato de potassio (10Mm; pH 7,0). A absorbancia
foi lida a 390 nm em espectrofotometro (Sinergy hl, Agilent, Santa Clara, CA, EUA). Para
o calculo da concentragdo do H2O> (umol g! MF) foi considerado um fator de corre¢do de
0,54, e os resultados expressos por grama de massa fresca.

A peroxidacdo lipidica foi determinada pela estimativa das substancias reativas do
TBA (TBARS) conforme descrito por Heath & Packer (1968), com modificagdes.
Inicialmente, 0,3 g de amostra foliar foi homogeneizada em 3ml de acido tricloroacético
(TCA, 0,1%), e centrifugada a 12.000 rpm, por 20 min. Posteriormente, 1 ml de solucdo de
acido tiobarbiturico (TBA 0,5%em TCA 20%) foi adicionado em 1 ml do sobrenadante. As
amostras foram incubadas a 95 °C, por 30 min e rapidamente resfriada em banho de gelo
para paralizacdo da reacdo. Apds a centrifugacdo a 12.000 rpm, por 20 min, a absorbancia
do sobrenadante foi lida em 532 e 600 nm em espectrofotdmetro. A concentragao de TBARS

nmol g~' MF) foi calculada usando o coeficiente de extin¢do de 155 mM ! cm™!,
g

e 0s
resultados expressos por grama de massa fresca.

A concentragdo de prolina foi quantificada de acordo com metodologia proposta por
Shabnam et al. (2015), com modifica¢des. O material foliar (0,3 g) foi homogeneizado em
3 ml de 4cido sulfossalicilico (3%) e centrifugada a 10.000 rpm, por 20 min. Em seguida,
foi adicionado 1 ml de sobrenadante a 2 ml de solucdo de ninidrina (1,25 g de ninidrina + 30
mL de 4cido acético glacial + 100 ml H>O). A mistura foi incubada a 100 °C por 30 min e
rapidamente resfriada em banho de gelo. As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, por
20 min, e a absorbancia foi lida em 508 nm em espectrofotometro. A concentragao de prolina

livre (uM g ! MF) de cada amostra foi calculada a partir da curva padrdo preparada com

prolina (1 mM), e os resultados expressos por grama de massa fresca.

Nodulagao, conteudo de C e N nas folhas e nédulos, e eficiéncia no uso de N

Para a avaliagdo dos atributos relacionados a nodulagdo das plantas, as raizes foram
retiradas dos vasos, lavadas e o nimero de nddulos contados manualmente. Posteriormente,
os nddulos foram pesados para determinagdo da massa fresca e, em seguida, secos em estufa
(60 °C) até atingir massa constante para determinagdo da massa seca.

Amostras de folhas e nodulos secos foram encaminhadas ao laboratério de
Biogeoquimica Ambiental da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, para a

determina¢do de teor de nitrogénio e carbono utilizando o analizador de elementos
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flashsmart (FlashEA 1112, Thermo Electron Corporation, Mildo, Italia). O conteido de C e
N nos nodulos e nas folhas foi expresso com base na massa seca. A eficiéncia no uso de N
(EUN) foi calculada de acordo com a equacdo: EUN = contetido de N na raiz (mg)/massa

seca raiz (g).

Analise de dados

A variacdo dos atributos de trocas gasosas, status hidrico, andlises bioquimicas, de
crescimento, de eficiéncia de nodulagao e teor de C e N entre os tratamentos foram avaliadas
através do teste 7. Para verificar se ocorre segregacdo entre os tratamentos hidricos foi
realizada uma analise de componentes principais (PCA). Todas as analises foram realizadas
no software R versdo 4.2.0 (R CORE TEAM, 2022), considerando o nivel de significancia
de p <0,05.

RESULTADOS

Conteudo de agua, trocas gasosas, area e massa foliar e clorofila

A suspensao da irrigagdo resultou na reducdo do teor gravimétrico de dgua no solo
(6m) de 0,15 a 0,03 g g'! (redugdo de 80%). O conteudo relativo de dgua na folha (CRA)
apresentou uma redugdo de 34% nas plantas em déficit hidrico (Tabela 1). Nas plantas em
déficit hidrico observou-se, ainda, a reducao de 23% de massa fresca da folha (MFf), mas
um aumento de 24% na area foliar especifica (AFE), comparado ao controle (Tabela 2). A
area foliar (AF) ndo apresentou diferenca entre plantas C e DH (Tabela 1).

Ap6s dois dias de suspensao da irrigagao foram observadas reducdes de cerca de 10%
na taxa de transpiragdo (E) e na concentragdo intracelular de CO; (Ci) (Figura 1, Tabela 2).
Apos cinco e oito dias de suspensdo da irrigagdo observaram-se efeitos mais acentuados com
areducdo em todos os parametros de trocas gasosas (4, gs, E e A/Ci) e aumento concentragdo
intracelular de CO; (Ci) (Figura 1, Tabela 2). O indice de clorofila (IC) ndo apresentou
diferenga entre plantas C e DH (Tabela 1).
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Tabela 1 — Contetdo relativo de 4gua (CRA), massa fresca da folha (MFY), area foliar (AF);
area foliar especifica (AFE), e Indice de clorofila (IC) em plantas de soja (Glycine max (L.)
Merr.), cultivar BMX Zeus IPRO, apo6s oito dias da imposi¢ao dos tratamentos controle (C)
e déficit hidrico (DH). Valores representam médias + erro padrdo (n = 40). Asterisco (*)
indica diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste ¢ (p < 0.05).

Atributos C DH p
CRA (%) 88,75 £2,27 66,68 + 2,35 0,001%*
MFf (g) 278+0.12 226+0.1 0,001%
AF (cm?) 100.25 £ 3.9 100.44 £ 3.53 0,972
AFE (cm’g!) 36,9+ 1,34 4584 £ 1,21 <0,0001*
IC 44,23 +£ 0,77 43,34 +£ 0,58 0,358
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Figura 1 — Taxa de assimilagdo de CO; (4, pmol m2 s!) (a), condutincia estomatica (gs,
mol m2s!) (b), taxa de transpira¢do (£, nmol m2s') (c), concentragio intracelular de CO>
(Ci, umol mol!) e eficiéncia de carboxila¢do (4/Ci) (¢) de plantas de soja (Glycine max (L.)
Merr.) cultivar BMX Zeus IPRO, sob condi¢des controle (C) e déficit hidrico (DH), apo6s
oito dias da imposicdo dos tratamentos controle (C) e déficit hidrico (DH). Dados
representam médias * erro padrio (n = 40). Asterisco (*) indica diferenca significativa entre
os tratamentos pelo teste ¢ (p < 0.05).
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Tabela 2 - Resultados do teste ¢ para a taxa de assimilacdo de CO> (4) condutancia
estomatica (gs), taxa de transpiracdo (E), concentracdo interna de CO; (Ci) e eficiéncia de
carboxilagdo (4/Ci) em plantas de soja (Glycine max (L.) Merr.) cultivar BMX Zeus IPRO,
apos oito dias da imposi¢ao dos tratamentos controle (C) e déficit hidrico (DH). Asterisco
(*) indica diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste 7 (p < 0.05).

Atributos Dia 2 Dia 5 Dia 8
A (umol m2s") 0,258 <0,001* <0,0001*
gs (mol m?st) 0,081 <0,0001* <0,0001*
E (mmol m?s™) 0,01* <0,0001* <0,0001*
Ci (umol mol ™) <0,001* <0,001* <0,001*
A/Ci 0,067 <0,0001* <0,0001*

Peroxido de hidrogénio, peroxidagdo de lipidios e concentragdo de prolina

O peroxido de hidrogénio, a peroxidagdo de lipidios (TBARS) e a concentragdo de
prolina diferiram significativamente entre os tratamentos controle e déficit hidrico (Figura
2). As plantas expostas ao DH apresentaram um aumento de 35% na produg¢do de perdxido
de hidrogénio (Figura 2a), 51% na peroxidagdo de lipidios (TBARS) (Figura 2b) e 77% na

concentragdo de prolina (Figura 2c¢) quando comparadas as plantas controle.
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Figura 2 - Peroxido de hidrogénio (H202) (a), Peroxidagdo de lipidios (TBARS) (b) ¢
concentragdo de prolina (c) em plantas de soja (Glycine max (L.) Merr.) cultivar BMX Zeus
IPRO, apos oito dias da imposi¢ao dos tratamentos controle (C) e déficit hidrico (DH).
Barras representam médias + erro padrio (n = 10). Asterisco (*) indica diferenca
significativa entre os tratamentos pelo teste 7 (p < 0.05).
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Nodulagao, conteudo de C e N nas folhas e nédulos, e eficiéncia no uso de N

O niimero e massa de nddulos foram menores nas plantas expostas ao DH (Tabela
3), com reducdo de cerca de 30% no niumero de noédulos por planta, 68% na massa fresca e
18% na massa seca de seca, em relagdo as plantas controle (Tabela 3). O contetido de carbono
no nédulo (Cnod) e a eficiéncia de uso de nitrogénio (EUN) foram maiores em plantas sob

DH comparadas as plantas C (Tabela 3). Os contetidos de nitrogénio da folha (Nf) e ndédulo
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(Nnod) e o conteudo de carbono nas folhas (Cf) ndo apresentaram diferenca entre os

tratamentos (Tabela 3).

Tabela 3 — Numero de nddulos (Nod), massa fresca dos nodulos (MFnod), massa seca dos
nddulos (MSnod), contetido de nitrogénio foliar (Nf), contetido de nitrogénio no nédulo
(Nnod), conteudo de carbono foliar (Cf), contetdo de carbono no nédulo (Cnod) e eficiéncia
no uso do nitrogénio (EUN) em plantas de soja (Glycine max (L.) Merr.), cultivar BMX Zeus
IPRO, apos oito dias da imposi¢do dos tratamentos controle (C) e déficit hidrico (DH).
Valores representam médias + erro padrdo (n = 28 - 38). Asterisco (*) indica diferencga
significativa entre os tratamentos pelo teste 7 (p < 0.05).

Atributos C DH p
Nod (und) 40,62 +2,93 2836 + 1,61 <0,001*
MFnod (g) 0,75 + 0,08 0,24 + 0,02 <0,0001*
MSnod (g) 0,17 + 0,01 0,14 + 0,01 0,01*
Nf (g g 2,19 + 0,09 2,15+ 0,09 0,816
Nnod (g g™) 0,55+ 0,03 0,64 + 0,03 0,157
Cf (g mg™) 20,8 + 0,83 19,42 + 0,71 0,294
Cnod (g mg™) 4,42 +0,18 5,36 + 0,26 0,05*
EUN (mg g') 0,15+ 0,01 0,26 + 0,03 0,01%

Andlise de Componentes Principais
Os dois principais componentes (PCs), baseado nos valores relativos, explicaram

48,9% da variagao total nos dados analisados, sendo que o primeiro componente (PC1)
explicou 28,5% e o segundo componente (PC2) 20,4% (Figura 3). O PC1 foi caracterizado
por scores altamente positivos para A4, gs, E, A/Ci, CRA e atributos de eficiéncia de
nodulagdo. O PC2 teve uma correlagdo positiva com prolina e peroxidacdo de lipidios
(TBARs), e negativa com o peroxido de hidrogénio. Os atributos de trocas gasosas foram
associados com o grupo controle, enquanto os atributos bioquimicos foram associados ao

grupo em déficit hidrico.
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Figura 3 - Analise de componentes principais entre os tratamentos hidricos, controle (C) e
déficit hidrico (DH) em plantas de soja (Glycine max (L.) Merr.), cultivar BMX Zeus IPRO,
apos oito dias da imposi¢ao dos tratamentos controle (C) e déficit hidrico (DH). Boxplot
entre PC1 e PC2 mostram a contribuicao dos atributos de trocas gasosa, conteudo de agua,
bioquimicos e de eficiéncia de nodulagdo na variabilidade e segregacdo de plantas de soja
expostas a diferentes tratamentos hidricos.
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A = taxa de assimilacdo de CO,; gs = condutancia estomatica; £ = taxa de transpiragdo; Ci =
concentracdo interna de CO; (Ci); A/Ci = eficiéncia de carboxila¢do; IC = indice de clorofila; AF =
area foliar; MFf = massa fresca da folha; AFE = area foliar especifica; CRA = conteudo relativo de
agua; H,O» = produc¢do de perdxido de hidrogénio; TBARS = produto da peroxidagdo de lipidios;
PROLINA = acumulo de prolina; Nod = nimero de nédulos; MFNod = massa fresca dos nodulos;
MSNod = massa seca dos nédulos; MSR = massa seca da raiz; Nf = nitrogénio na folha; Nnod =
nitrogénio no nodulo; EUN = eficiéncia no uso do nitrogénio; Cf = carbono na folha e Cnod =

carbono no nodulo;

DISCUSSAO

A sazonalidade da produtividade da soja associada com periodos de seca tem sido
evidenciada nos ultimos anos (NGUYEN, THOMPSON, COSTELLO, 2023; USDA, 2021).
No caso especifico do estado do Rio Grande do Sul, a reducdo na produtividade em relacao

aos outros estados produtores ¢ diretamente associado com a ocorréncia, por dois anos
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consecutivos, do fendmeno climatico La nifia (CONAB, 2023). Os periodos de estiagem
mais severa foram observados durante o estadio vegetativo de desenvolvimento da cultura,
com a ocorréncia de chuvas na fase reprodutiva, o que reduziu as perdas de produtividade.
Os resultados observados neste estudo e evidenciados pela PCA (Figura 3), destacaram que
sob restri¢ao hidrica, a fotossintese ¢ drasticamente reduzida e essa redugdo ¢ acompanhado
pelo aumento na produ¢do de EROS, que sdo associados com estresse oxidativo.

Nossos resultados indicaram um padrao temporal de reducdo nas trocas gasosas, com
efeitos gradativos e mais pronunciados apds oito dias de suspensdo da irrigagdo. Apods dois
dias de suspensdo da irrigacao foi observada uma redu¢do na taxa de transpiragcdo e aumento
na concentracdo intercelular de CO,, indicando um mecanismo de defesa de evitamento da
perda de dgua. Apos cinco dias e de forma mais pronunciada aos oito dias, foram observadas
reducdes em todos os parametros de trocas gasosas. Em plantas de soja, a redugdo na
fotossintese e no crescimento sdo umas das primeiras respostas das plantas com a redugao
na disponibilidade de dgua no solo (WANG et al., 2018). A redug¢do na condutincia
estomatica esta normalmente associada a limitagdo estomatica da fotossintese em plantas
sob déficit hidrico moderado (CORNIC, 2000; FLEXAS e MEDRANO, 2002). No entanto,
nas plantas de soja observou-se que a redu¢ao na fotossintese foi acompanhada pela redugado
na gs e aumento na concentragdo intercelular de CO; desde o segundo dia ap6s a imposi¢ao
do DH, o que indica limitagdo ndo-estomdtica da fotossintese (LAWLOR, 2002). A
limitacdo nao-estomatica da fotossintese pode depender da atividade da ribulose-1,5-
bifosfato carboxilase/oxigenase (rubisco) e da sintese e regeneracdo de RuBP (PARRY et
al., 2002; FLEXAS ¢ MEDRANO, 2002). Limitagdes ndo-estomaticas devido ao estresse
hidrico também foram observadas em Jiang e colaboradores (2022) em plantas de soja,
apontando que a reducdo da fotossintese pode ser causada pela diminui¢ao da condutividade
elétrica.

A reducdo na fotossintese também acarreta estresse oxidativo nas plantas, ja que a
producdo de perdxido de hidrogénio ¢ acoplada ao transporte de elétrons na cadeia
transportadora de elétrons de diferentes organelas, como os cloroplastos (SHARMA et al.,
2012; MITTLER, 2017). De fato, Schneider et al. (2023) observaram um aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio em plantas de soja submetidas ao periodo de oito
dias de suspensdo da irrigacdo, acompanhados de mecanismos de defesa antioxidante que

foram uma importante estratégia para minimizar dos danos da formagdo de EROs. Nos
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observamos um aumento tanto na produ¢do de H>O2, como na concentragio de TBARS,
indicando estresse oxidativo e possiveis danos da integridade das membranas, apds oito dias
de suspensao da irrigagdo.

Nos também observamos um expressivo aumento na concentragdo de prolina sob
déficit hidrico. O acumulo de prolina ¢ considerado como um eficiente mecanismo de
homeostase, sendo um importante componente ndo-enzimatico da defesa antioxidante para
evitar os danos de EROs sob condi¢des de déficit hidrico (SOARES et al., 2019). Além
disso, 0 acumulo de prolina geralmente ¢ associado com um mecanismo protetivo ao déficit
hidrico, atuando como o principal osmoregulador e contribuindo com a capacidade das
plantas em sobreviver sob estresse hidrico (TAYLOR, 1996). Em genoétipos de soja, o
acumulo de prolina foi considerado um importante atributo para promover tolerancia a seca
(HUIMIN et al., 2022). Neste estudo nds consideramos que o acimulo de prolina esta
associado, principalmente, com um efeito protetivo ao déficit hidrico (SZABADOS e
SAVOURE, 2010; REJEB et al., 2014).

O processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio também ¢ vulneravel a seca, sendo
reduzido antes das taxas de transpiragdo e fotossintese. Estimativas sugerem que, entre 12-
15% dos fotoassimilados produzidos pelas plantas sdo alocados para manter a atividade dos
nodulos (VANCE et al., 2008). Neste estudo observou-se uma reducao de cerca de 70% na
taxa de assimila¢ao de carbono apds oito dias de suspensdo da irrigaciao, enquanto o nimero
e massa de nodulos apresentou uma redugao de 30 e 18%, respectivamente. Esses resultados
sugerem a sensibilidade do processo de FBN em resposta a reducdo na assimilagdo de
carbono e, consequentemente, na translocacdo de fotoassimilados. Porém, observou-se um
maior contetido de carbono nos noédulos nas plantas em déficit hidrico.

Todavia, nesse estudo ndo foram observadas diferencas quanto ao conteudo de
nitrogénio nos ndédulos e nas folhas e também no indice de clorofila, o que sugere que ap6s
oito dias de suspensdo da irrigacdo, a redug¢do no transporte de compostos nitrogenados
parece ser afetado em menor propor¢ao. Além disso, nds observamos que sob déficit hidrico,
ocorre um aumento de 42% na eficiéncia no uso de nitrogénio em relacdo as plantas
irrigadas. A EUN compreende a eficiéncia de assimilagdo e de utilizagdo, que envolve a
remobilizacdo de N (HAO et al., 2011). Esses resultados indicam que plantas em déficit
hidrico com maior EUN poderiam manter um melhor crescimento quando o N fosse

limitante (QIAN et al., 2020). De fato, Noureldin et al. (2013) observaram maior EUN em
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menor niveis de disponibilidade de N. Em condi¢des de seca, foi relatado a melhora da EUN
em comparagdo a condi¢des de boa irrigacao (SHI et al. 2017).

Aredugdo/inibi¢ao da FBN pode ser explicada por trés mecanismos relacionados com
as plantas hospedeiras: (1) limitagdo de oxigénio dentro dos noddulos; (2) escassez de
substratos de carbono como fonte de energia para os bacteroides; (3) feedback por compostos
de nitrogénio como ureideos (GALVEZ et al., 2005; LADRERA et al., 2007; ALAMILLO
et al.,, 2010; CEREZINI et al., 2014; CEREZINI et al., 2020). Em soja, ureideos sdo os
produtos da FBN, sendo exportados dos nddulos, mas apresentam baixa solubilidade
(BARAL et al.,, 2016; SPRENT, 1980). Uma relacdo inversa ¢é observada entre
disponibilidade de agua no solo e transporte de ureideos para a parte aérea, sendo que o
acumulo de ureideos, tanto nas folhas como nodulos, indica a suscetibilidade de cultivares
de soja a seca (MARQUEZ-GARCIA et al., 2015; CEREZINI et al., 2020; DE FREITAS et
al., 2022).

A manuten¢do da fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) sob condi¢des de seca ¢
essencial para auxiliar as plantas a lidarem com o estresse hidrico. Portanto, a pesquisa
detalhada sobre o metabolismo de carbono e nitrogénio na soja ¢ fundamental para uma
compreensdo mais abrangente dos efeitos dos periodos de deficiéncia hidrica. Essa
investigacdo ndo apenas oferece insights vitais sobre as respostas das plantas ao estresse,
mas também fornece uma base sdlida para o desenvolvimento de estratégias de manejo
agricola visando fortalecer a resiliéncia das culturas de soja frente aos desafios climaticos

cada vez mais presentes.

CONCLUSOES
O estudo revela a complexidade das respostas fisiologicas da cultivar de soja BMX

Zeus ao déficit hidrico, neste caso imposto pela suspensdo da irrigagdo por oito dias,
especialmente em contextos de sazonalidade e eventos climaticos extremos, como La Nifia,
no qual afetou diretamente a taxa fotossintética, e em consequéncia a fixagdo biologica de
nitrogénio (FBN). Todavia, adaptagcdes como o aumento na concentracdo de prolina sdo
observadas como estratégias de defesa antioxidante, enquanto a eficiéncia no uso de
nitrogénio em plantas sob déficit hidrico sugere adaptagdes para otimizar o uso de recursos
em condi¢des adversas. Portanto, compreender o metabolismo de carbono e nitrogénio em

culturas como a soja ¢ crucial para desenvolver estratégias de manejo que aumentem a
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resiliéncia das plantas as mudangas climaticas, garantindo a seguranga alimentar diante dos

desafios ambientais.
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CONCLUSAO GERAL

Periodos de déficit hidrico tém se tornado cada vez mais frequentes e intensos nos
ultimos anos e a produtividade de soja apresenta uma variacao sazonal diretamente associada
as condi¢des hidricas durante o periodo de cultivo. A seca ¢ o principal fator limitante da
produtividade vegetal e afeta o processo de fixagdo bioldgica de nitrogénio. A compreensdo
da relagdo entre processos fisioldogicos do metabolismo de carbono na planta e nos
bacteroides nos nddulos sob condig¢des de déficit hidrico é extremamente importante para
indicacdo de praticas de manejo.

Além disso, os efeitos do déficit hidrico sdo especificos para diferentes cultivares e
a avaliacdo de diferentes atributos fisiologicos e bioquimicos ¢ fundamental para a selecao
de cultivares/gendtipos tolerantes a seca. Neste estudo nds observamos que apesar da
susceptibilidade da cultivar BMX Zeus a periodos de déficit hidrico, com reducao das trocas
gasosas e da eficiéncia de FBN, indicada pela menor nimero e massa de nddulos, o acaimulo
de prolina e o aumento na eficiéncia no uso do nitrogénio podem ser considerados as

principais estratégias desta cultivar para enfrentar periodos de déficit hidrico severo.

Estudos adicionais com a avalia¢dao de diferentes cultivares, bem como avaliando a
combinag¢do de condi¢des de déficit hidrico com fatores que potencializam a FBN,
principalmente a aplicacdo de nutrientes, s3o extremamente importantes para compreender

as respostas fisiologicas em plantas de soja que promovam a tolerancia a seca.
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