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Resumo

A atividade da enzima redutase do nitrato (ARN) e o acumulo de prolina livre sdo dois indicadores
muito usados para avaliar o desempenho de cultivares quanto a tolerancia a seca. Contudo, pouco é
conhecido sobre o desempenho das cultivares de soja BRS-RR sob condigbes de deficiéncia hidrica,
tanto em relacdo a ARN, quanto ao acumulo de prolina livre. Assim, com o objetivo de verificar a
existéncia de comportamento diferencial entre seis gendtipos de soja quanto a tolerancia a seca, foi
estabelecido o experimento em casa de vegetagao para avaliar a ARN e o acumulo de prolina livre
em plantas submetidas a niveis crescentes de deficiéncia hidrica, mediante a suspensao da irrigacao,
no ano de 2008/2009 na Embrapa Trigo, municipio de Passo Fundo, RS. Com relagdo a ARN,
observou-se que a cultivar BRS Charrua RR, assim como a cultivar Embrapa 48, com o declinio
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progressivo do potencial hidrico, foram os genoétipos que melhor responderam ao déficit hidrico. Ja
com relagéo ao acumulo de prolina, observou-se que as cultivares BRS Macota e Embrapa 48 foram
as cultivares que iniciaram o acumulo de prolina em potenciais hidricos acima de —2 bar.

Nitrate reductase activity and free
proline accumulation in soybean
cultivars under water deficit

Abstract

Nitrate reductase activity and free proline accumulation in plant tissues are good indicators and are
often used to evaluate cultivar response to drought stress. However, little is known about the
response to water stress of BRS soybean cultivars. In this way, with the objective of identify different
responses of BRS soybean cultivars to water deficit an experiment was established in a growth
chamber, during the 2008/2009 growing season, at Embrapa Trigo, Passo Fundo (RS), to evaluate
nitrate reductase activity and free proline accumulation in plants exposed to increasing levels of water
deficit by the suppression of irrigation. The best response to water stress, considering the nitrate
reductase activity was found for BRS Charrua RR and for Embrapa 48. On the other hand, the
cultivars BRS Macota and Embrapa 48 accumulated free proline earlier when compared to the other
cultivars, even when the water potential was above -2 bars.

Introducgao

A soja representa uma das mais importantes oleaginosas cultivadas no mundo devido ao alto valor
protéico dos seus graos, atingindo em algumas cultivares, teores superiores a 35%. Dessa forma, o
nitrogénio que representa cerca de 18% do teor de proteina, assume nessa cultura a maior
importancia do ponto de vista quantitativo e qualitativo entre os macro-elementos nutricionais. Nessa
oleaginosa, o nitrogénio utilizado para o seu crescimento e desenvolvimento, pode ter origem do
nitrato disponivel no solo como também pela fixagdo simbidtica do nitrogénio. A presenga de ambas
as fontes contribuem para o alto rendimento de grdos (HARPER e HAGEMAN, 1972).

Essa cultura, no sul do Brasil, frequentemente tem sido afetada pela deficiéncia hidrica, com perdas
significativas na qualidade e quantidades de graos. A disponibilidade hidrica é fator limitante nos
processos bioldgicos das plantas, afetando desde a fotossintese até a atividade de enzimas (TAIZ e
ZEIGER, 2004). Algumas respostas da soja ao déficit hidrico incluem desde o crescimento celular,
sintese protéica, atividade enzimatica, fechamento estomatico, assimilagao de CO., respiragéo,
translocacao, acumulo de prolina livre (HSIAO et al.,1973) até alteracdo nos processos de transcrigdo
e tradugéo e na estrutura dos polissomas (MARUR et al., 2000). Entre essas altera¢des, destacam-se
o efeito da deficiéncia hidrica na atividade de certas enzimas como a Redutase do Nitrato (RN), pela
grande importancia que o metabolismo do nitrogénio tém na composicéo do rendimento dessa



cultura. A RN é a primeira enzima na rota de assimilagao do nitrato, e provavelmente representa o
passo limitante na incorporacao desse nutriente para as plantas (CAMPBELL, 1988). Em fungéo da
sua importancia, a RN tem sido frequentemente utilizada como indicadora de estresses.

A deficiéncia hidrica produz um efeito bioquimico no aumento da concentragao de compostos de
baixo peso molecular, tais como aminoacidos livres, que sustentam o ajuste osmaético das plantas
(TROTEL-AZIZ et al., 2003). Nesse sentido, a contribuigdo da prolina (Iminoacido) para melhorar a
tolerancia a seca tem sido mostrada (BANDURSKA e STROINSKI, 2003), onde a prolina atua como
um “pool” de armazenagem de nitrogénio e como regulador do potencial osmético celular.

A RN é uma das enzimas envolvidas no processo de redugéo do nitrato, transformando-o em nitrito,
que é uma das fontes primarias de N disponivel no ambiente (HATAM, 1980). Varios estudos tém
avaliado o efeito da deficiéncia hidrica na atividade da redutase do nitrato (ARN) em varias espécies
de plantas cultivadas (MORILLA et al., 1973; CHEN e SUNG, 1983; RODRIGUES, 1988;
FUKUTOKU, 1996; MARUR et al., 2000). Contudo, pouco é conhecido sobre o desempenho de
cultivares BRS de soja sob efeito da deficiéncia hidrica na ARN e no acumulo de prolina livre nas
condig¢des do sul do Brasil. Assim, o objetivo do presente trabalho foi analisar a atividade da redutase
do nitrato e 0 acumulo de prolina livre em seis genoétipos de soja BRS submetidos ao déficit hidrico
crescente, a fim de verificar a existéncia de resposta diferencial entre as cultivares.

Metodologia

O estudo foi conduzido no ano de 2008/2009, na Embrapa Trigo, municipio de Passo fundo, RS,
cujas coordenadas geogréficas sdo: 28° 15' S, 53° 24' W e 687 m de altitude. O ensaio foi conduzido
em casa de vegetagao, utilizando-se seis gendtipos (BRS Charrua RR, BRS 244 RR, BRS Taura RR,
BRS Macota, Embrapa 48 e PF 015328 RR). As cultivares foram semeadas em baldes com volume
de 5 L, utilizando-se seis sementes por balde. Apés a emergéncia, o excesso de plantulas foram
removidas de modo a manterem-se duas plantulas uniformes por balde. As condigbes de cultivo e os
tratos culturais (tratamentos fitossanitarios) foram realizados de acordo com as normas técnicas da
cultura para a regido. As plantas foram mantidas irrigadas diariamente até atingirem no estadio de R5
(FEHR e CALVINESS, 1977), quando foram submetidas a desidratacao crescente, mediante a
suspensao da irrigacdo. A medida que a desidratacdo progredia, o potencial hidrico foi avaliado
utilizando uma camara de pressdao (SCHOLANDER et al., 1965). As avaliagbes foram realizadas
diariamente as 7:00 horas da manha no terceiro trifélio foliar, completamente desenvolvido.
Paralelamente, com a progressao da deficiéncia hidrica foram estimados o acumulo de prolina livre e
atividade da redutase do nitrato. O acumulo de prolina livre, foi determinado utilizando nihidrina para o
desenvolvimento de reagéo de cor (BATES et al., 1973) e a atividade da redutase do nitrato, foi
avaliada in vivo (amostras foliares do quarto trifélio completamente desenvolvido) empregando
método de Jaworski (1971), adaptado as condi¢des locais. A ARN e o acumulo de prolina livre foram
correlacionados com o potencial hidrico foliar, e o grau de associagéo entre os diferentes parametros
foi estimado por modelos de regressao exponencial e linear, respectivamente.



Resultados e discussao

Atividade da Redutase do Nitrato (ARN)

Nos gendtipos estudados, observou-se de maneira geral similaridade no padrdo de comportamento
da ARN (Fig. 1), uma vez que em todos os genétipos a enzima sofreu queda abrupta na atividade,

sob déficit hidrico. Tal comportamento foi descrito por um modelo exponencial, expresso por uma

rapida queda na ARN nas primeiras 24 horas de desidratacéo (Fig. 1). Com base nesse
comportamento, descrito pelo modelo exponencial, observou-se que nas cultivares Charrua RR e

Taura RR (Fig. 1A e 1D) a desidratacao foi muito intensa, condicionada pela sua maior biomassa, o

que nao propiciou a obtengéo de informagdes da ARN em potenciais hidricos maiores que —10 bar.
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Fig. 1. Atividade da redutase do nitrato em fungéo do potencial hidrico em seis genotipos de soja.

Na cultivar BRS Charrua RR, assim como na cultivar Embrapa 48, observou-se que com o declinio

progressivo do potencial hidrico, foram os gendétipos que melhor responderam ao déficit hidrico, em
termos de ARN (Fig. 1A e 1C). Nessas cultivares foi observado que, mesmo com potencial hidrico de



-5 e —10 bar, a ARN apresentou uma menor queda, comparativamente aos demais genétipos, mas
principalmente, quando comparado com as cultivares BRS Macota e BRS 244 RR (Fig. 1F e 1B).

Com base no modelo utilizado, observou-se nas cultivares BRS Macota e BRS 244 RR (Fig. 1F e 1B)
uma queda na ARN muito mais acentuada e rapida que nas demais cultivares estudadas, podendo-se
assim postular que estas cultivares foram mais sensiveis ao déficit hidrico em comparagédo com as
demais, no que diz respeito a ARN. Ja a cultivar BRS Taura RR e a linhagem PF 015328 RR
possuem comportamento intermediario em relagao as demais cultivares estudadas, nao
demonstrando serem téo eficientes em resposta ao estresse hidrico.

A queda de atividade da ARN na soja em fungéo da deficiéncia hidrica foi observada por Chen e
Sung (1983) e Fukutoku (1996). Tal efeito pode ser atribuido a alta degradagéo e inativagao da
enzima (LOBATO et al., 2008), provocada pela falta de poder redutor (NADH) ou de carboidratos,
necessarios a ARN (SINHA e NICHOLAS, 1981; FOYER et al., 1998). Outra possivel causa da
reducado da ARN ¢ a reducgdo do fluxo de nitrato durante o déficit hidrico, uma vez que a sintese da
referida enzima ¢ induzida pelo substrato (FUKUTOKU, 1996), logo este fluxo regula a sintese da
enzima. A redutase do nitrato tem uma meia-vida de poucas horas e quando ha uma diminuicédo da
disponibilidade de nitrato, a quantidade da enzima é reduzida (TAIZ e ZEIGER, 2004).

Acumulo de Prolina Livre

Em todos os genétipos estudados houve um acréscimo de producéo de prolina @ medida que o
potencial hidrico diminuiu (Fig. 2). Tal comportamento foi descrito por um modelo linear (y= ax + b)
entre o acumulo de prolina e potencial hidrico (Fig. 2). Com base na projecao do modelo sobre o eixo
“X”, que denota o potencial hidrico onde iniciou o acumulo de prolina, procurou-se discriminar os
genotipos estudados. Assim, observou-se uma ligeira diferenca entre as cultivares com relagéo ao
potencial hidrico no qual iniciou 0 acumulo crescente de prolina. Usando como fator de comparacéao o
rapido acumulo de prolina em potencial hidrico alto, pode-se observar que as cultivares BRS Macota
e Embrapa 48 (Fig. 2F e 2C) foram as cultivares que iniciaram o acumulo de prolina em potenciais
hidricos acima de —2 bar. Ja as demais cultivares, coincidentemente as cultivares transgénicas (BRS-
RR), iniciaram o acumulo de prolina quando o nivel de desidratagao foi mais intenso (potenciais
hidricos abaixo de —2 bar). Nas cultivares BRS Charrua RR e BRS Taura RR (Fig. 2A e 2D), o inicio
do acumulo de prolina foi desencadeado nos niveis mais baixos de potencial hidrico,
comparativamente aos demais genétipos (-5,23 bar para BRS Charrua e —5,26 bar para BRS Taura).
A cultivar BRS 244 RR e a linhagem PF 015328 RR demonstraram comportamento intermediario
entre os gendtipos estudados, apresentando o inicio do acumulo de prolina apés —3,50 e —2,18 bair,
respectivamente.

Muitos estudos ja foram conduzidos no que diz respeito ao acumulo de prolina para fins de tolerancia
a seca com resultados semelhantes aos aqui reportados. Riekert van Heerden e Kriiger (2002) em
soja observaram que o acumulo de prolina ocorreu no inicio da desidratagdo, em potenciais hidricos
de -2 bar.
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Fig. 2. Acimulo de prolina livre em fung¢éo do potencial hidrico em seis gendétipos de soja.

Conclusoes

A ARN foi maior nas cultivares BRS Charrua RR e Embrapa 48 mesmo com potencial hidrico de -5 e
—10 bar, comparativamente aos demais gendtipos.

Com relagéo ao acumulo de prolina livre, as cultivares BRS Macota e Embrapa 48, iniciaram o
acumulo de prolina em potenciais hidricos acima de —2 bar. J& as demais cultivares (BRS-RR),
iniciaram o acumulo de prolina quando o nivel de desidratagéo foi mais intenso (potenciais hidricos
abaixo de -2 bar).
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