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RESUMO: A soja obtém a maior parte do N atravésfidacdo biologica de N (FBN).
Plantas dependentes da FBN tém maior disponibikddel N para a sintese de clorofila nas
folhas e para o incremento da produgcdo. Como oilNado para a sintese de proteinas nos
graos provém da remobilizacdo do N das folhas, respe que folhas mais ricas em N
resultem em grdos mais ricos em proteina. O baladgssa redistribuicdo seria
contrabalanceado com o acumulo de Oleo nos graesteéNestudo, relata-se um experimento
realizado para determinar as relagdes entre FBN;l@ofila e a concentracdo de 6leo e
proteinas nos graos. Nove variedades de soja cormge&onhecidos de Oleo e proteina foram
inoculadas com Bradyrhizobium japonicum e cultivedeam casa de vegetacdo. Os
parametros avaliados foram: clorofila, massa datpasérea, nUmero e peso de noédulos e
dos gréos. Houve correlacdo negativa entre protedn@eo nos graos (r=-892, p=0,001) e
entre clorofila e massa de nédulos (r=-0,666; p=81)) mas ndo se observaram diferencas
significativas entre a massa da parte aérea, nungernassa de nddulos nas cultivares que
apresentavam diferentes teores de 0leo e proteiaaréos.

PALAVRAS-CHAVE: Glycine max L. Merrill; simbioskgrofila

POSSIBLE RELATIONSHIPS BETWEEN NODULATION, SHOOT AN D
CHLROPHYLL OF SOYBEAN VARIETIES WITH DIFFERENT GRAI N PROTEIN
AND GRAIN OIL CONTENTS.

ABSTRACT: Soybeans obtain most of the N througlodgial N fixation (BNF). Plants
relying on BNF have more N available for chloroptsynthesis and for plant growth. Since
the N used for the synthesis of grain protein éeyifrom reallocation from leaf N, one should
expect that leaves with more N would result in ggawvith more protein. The balance in the N
redistribution would be counterbalanced with the@anulation of grain oil. In this study, we
report an experiment performed to determine thati@hships between BNF, chlorophyll,
grain oil and grain protein contents. Nine soybearieties with known oil and protein
contents were inoculated with Bradyrhizobium japgonm and cultivated in greenhouse. The
following parameters were measured: chlorophyll teom, shoot biomass, number, nodule
and grain biomass. There was a negative correfabetween protein and oil in the grains
(r=-892, p=0,001) and between chlorophyll and nadlliomass (r=-0,666; p=0,050), but
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there was no significant relationships between slha@mass, number and nodule biomass in
the cultivars having differences in protein andinithe grains.

PALAVRAS-CHAVE: Glycine max L. Merrill; symbiogislorophyll

INTRODUCAO

O principal produto de exportagdo do agronegocasil@iro é a soja, cujos grdos séo
valorizados pelos teores de proteina. A soja éneltde dependente da disponibilidade de
nitrogénio (N), o qual € majoritariamente supridelapfixacdo biolégica de N (FBN),
realizada por bactérias conhecidas como rizobies¢Kuk et al., 2010a; 2010b). Como o N
utilizado para a sintese de proteinas nos gréofswreprodutiva da planta provém da
remobilizacdo do N das folhas acumulado na faseta@ga (Hungria et al., 1985), espera-se
que folhas mais ricas em N resultem em gréos rtais em proteina.

Os gréos de soja(ycine max.. Merrill) podem ser utilizados no preparo dedartms
alimenticios frescos, fermentados e secos, comeeyemplo, farinha de soja, leite, queijo
tofu, molho soya e petiscos de graos temperadesl@as®u fritos. Os graos também podem
ser prensados para a extracdo de Oleo comestitietado para fritura, fabricacdo de
margarinas e gorduras hidrogenadas. O residuoa&agyem, comumente chamado de torta
de soja, é altamente comercializavel devido aoeteuwado valor protéico, e utilizado na
producdo de alimentos para humanos ou ragdo paraaiangranjeiros. Normalmente, 0s
graos de soja, com cerca de 10% de umidade, calieésb a 40% de proteina, de 13 a 27%
de Oleo, cerca de 32% de carboidratos, 4% de fibr&% de cinzas (van der Maesen e
Somaatmadja, 1989). Do ponto de vista da indusidanelhores graos sdo aqueles com o0s
teores mais elevados de proteina e 6leo.

As leguminosas se associam simbioticamente corbidgpbactérias capazes de induzir
a formacéo de nodulos nas raizes e realizar adfixaplogica do nitrogénio (FBN). Nessa
simbiose, as plantas fornecem altas quantidaddstagsintatos para os nodulos e recebem
em troca, N fixado (Giller, 2001). No passado, msatse que a alta demanda por
fotossintatos da FBN levava ao decréscimo da pradatle em relagdo as plantas fertilizadas
com N mineral (Hardy e Havelka, 1975). Entretap&iudos recentes mostram que tais custos
sdo compensados por incrementos na taxa de faessidas plantas (Kaschuk et al., 2009;
2010a; 2010b, 2012). Além disso, a hipotese datdgib de fotossintatos em plantas
noduladas foi claramente rejeitada por uma metlisanéonsiderando 12 diferentes espécies

de leguminosas e 348 comparacdes de plantas nadutan plantas fertilizadas com N
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mineral (Kaschuk et al., 2010a). Ao contrario dee qurega a hipdtese da limitacdo de
fotossintatos, as parcelas de soja nodulada actanuld1% mais graos, 7% mais proteina
nos graos, e 1% mais 6leo nos graos do que aslgmfedilizadas com N (Kaschuk et al.,
2010a).

Um estudo concluido recentemente por Santos €@l3) da fortes evidéncias de que
o melhoramento de soja para acimulo de proteimagndms deve enfatizar o melhoramento
da FBN. Santos et al. (2013) verificaram que alguascadores moleculares associados com
regides cromossOmicas que controlam a FBN tambééo essociados com regides que
controlam o acumulo de proteinas nos graos. Aléssadevidéncia genética, outros estudos
mostraram que o N proveniente da FBN é transloda@tamente para os graos, enquanto o
N proveniente da fertilizacdo mineral precisa $soavido nas folhas, e s6 entdo, translocado
para os graos (Hungria et al., 1985; Israel etl@B5). Santos et al. (2013) sugere que a rota
direta do N fixado para os graos permitiria umaameapacidade de acumulacao de proteinas
nos graos. Adicionalmente, o acumulo de N nas $olhasociado a estimulagdo da
fotossintese pela alta demanda energética da FBNa&es efeitos sobre a senescéncia das
folhas e o periodo de enchimento dos graos (Kasehak, 2010b), possivelmente trazendo
efeitos positivos para a produtividade e o acurdelproteina nos graos.

E intrigante como, apesar da importancia que a R&N para a cultura da soja,
sobretudo no Brasil (Hungria et al., 2007), e aentg necessidade de se obter grdos com
valores mais elevados de proteina, ndo se conhestmos que tenham estudado essas duas
caracteristicas concomitantemente.

Uma abordagem experimental promissora seria temtarelacdes empiricas entre
produtividade, FBN e acumulo de proteinas nos gnéosa colecao de diferentes variedades
de soja, e baseadas nessas relagdes, indicaégsisghara o melhoramento genético.

Considerando que a FBN incrementa a disponibilidsel® para a planta, realizou-se
um experimento com cultivares que diferiam nos eatds de 6leo e proteina nos graos para
determinar a relagéo direta entre FBN, ou sejap@dulacdo induzida pela presenca de

rizébios, e o acumulo de N nas folhas, determirathrés do conteddo de clorofila.
MATERIAL E METODOS
Nove variedades de soj@lfcine MaxL. Merrill) (Tabela 01), com teores de proteina e

Oleo conhecidos, foram crescidas em casa de végetan vasos contendo 5 kg de solo. O

teor de proteina e 6leo dos graos foi determinamfoeppectrofotometria no infravermelho
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proximo (NIR = near infrared) conforme Oliveira-lamet al. (2011). O solo, argissolo
vermelho distréfico caom textura arenosa (BheringSantos, 2008) foi coletado na
profundidade de 0-20 cm em éarea de pastagem naorelgi Umuarama e peneirado para
remocao de residuos vegetais e pedras. Uma amdesia solo foi seca e analisada quanto ao
teor dos nutrientes e pH conforme EMBRAPA (1979ar&lise laboratorial foi utilizada para
corrigir a saturacdo de bases para 55% e adequartibdade do solo para o bom
desenvolvimento da cultura da soja, conforme recoagdes da EMBRAPA (2008).

Tabela 1 — Variedades de sojaGlycine maxL. Merrilll) utilizadas no estudo e seus
respectivos valores de teor de proteina e dlegréms de soja*

Variedade Proteina nos graos (%) Oleo nos gréos (%)
154BRSMGS800A 33,1 22,2
54AN8843 38,5 23,3
165BosxE20-51 43,8 20,6
133BRSGO7960 38,5 22,0
N-025CC07-7683 445 18,6
114CD223 43,9 18,4
B-080BR80-14-887 45,3 16,4
B-043SAMBAIBA 32,9 26,0
A-026A7006 32,3 24,8

* Informacgdes conhecidas do Banco de GermoplasniEMBRAPA-soja.

Bactérias diazotréficasB¢adyrhizobium japonicunSEMIA 5079 e SEMIA 5080)
foram crescidas em meio de cultura estéril YM, endb levedura e manitol (Vincent, 1970),
a 28°C sob agitacdo até a concentracdo deélOlas mi* (cerca de sete dias). Para o plantio,
as sementes foram desinfestadas com alcool 70%celtiito de sbédio 0,25% conforme
Vincent (1970), depositadas a 5 cm de profundidadedividualmente inoculadas com 1 ml
da suspensdao de rizobios. Foram plantadas cincensesnpor vaso e no estagio vegetativo
V1 (o primeiro trifélio desenvolvido), as plantagsijuais em desenvolvimento foram
descartadas e duas plantas com desenvolvimenttatiggesimilar foram deixadas em cada
vaso.

A primeira amostragem foi feita com quatro repbsatjuando as plantas estavam no
inicio do estagio de florescimento e a segundafeitda com as restantes quatro replicatas,
quando os graos tinham atingido a maturacéo figicdo(R8). Foi necessario colher os graos

das diferentes variedades em datas distintas pagjyariedades ndo maduraram ao mesmo
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tempo. Algumas cultivares romperam as vagens a@atenaturacdo completa, e por isso, 0s
valores de producao de graos devem ser utilizaoloscautela. As plantas na fase vegetativa
foram colhidas, acondicionadas em sacos de pagms £m estufa (a 60°C com ventilacdo
forcada por 48 h), pesadas e moidas, para postenalise de N. Os nédulos foram
destacados das raizes, acondicionados em sacoapde pecos (a 60°C com ventilacdo
forcada por 48 h), contados e pesados. Os graas foolhidos, acondicionados em sacos de
papel, secos e pesados. O teor de clorofila ferdebado diretamente nas folhas vivas com o
aparelho Clorofilog (Falker, Porto Alegre).

Os dados obtidos foram testados quanto a normaligatb teste de Shapiro-Wilk e
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) conforemmenda Bussab e Morettin (2002).
As médias das cultivares foram testadas pelo testeukey ao nivel de significancia de 5%
(Vieira, 1999) A correlacdo de Pearson foi aplicadare parametros de FBN (nodulagéo, N

total e massa seca da parte aérea) e peso serdode g

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve diferenca significativa na producdo dessmaseca da parte aérea das
diferentes variedades de soja (Tabela 01). No daspeso dos graos, os valores sdo apenas
indicativos de producdo, mas devem ser interpretagdon cautela em funcédo da perda de
graos devido ao rompimento de vagens de algumasarak. O efeito da nodulacdo sobre os
teores de clorofila das folhas nas diferentes slades de soja resultou numa correlacéo
negativa de 66,6%, a qual é significativa ao nikekignificancia de 5% (dados analisados a
partir da Tabela 2). Um dado interessante é quegdaom maior nodulacdo cresceram mais
e apresentaram uma maior biomassa da parte aénbayee esse resultado ndo tenha sido
significativo (Tabela 2). Apesar da baixa significéa estatistica, esses resultados s&o
coerentes com o fato de que, plantas noduladasémaatmesma concentracdo de N nas
folhas que plantas fertilizadas, mas produzem rodlis que sdo fotossinteticamente mais
eficientes, resultando em maiores massas (Kasdhalk, 010b). Além disso, ha evidéncias
de que a nodulagéo traz, além do incremento deupivathde, um aumento nos teores de
proteina nos graos (Kaschuk et al., 2010a).
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Tabela 2— Teor de Clorofila, massa da parte aérea, numenassa de nodulos e peso seco
de gréos de nove variedades de s@dydine maxL. Merrill.), cultivadas em casa de
vegetacao no ano de 2011*

Variedade Clorofila Parte aérea Nodulos Peso de gréos

(indice Clorofilog) (g plantd) (# plantd) (g plantd) (g plantd)

154BRSMG800A 39,9ab 10,2ns 86,5ns 0,2ns 3,55 (5)
54AN8843 359b 11,0 126,0 0,3 2,81 (5)
165BosxE20-51 38,6 ab 9,3 104,8 0,3 ND
133BRSGO7960 44,2 a 10,3 61,5 0,1 3,70 (4)
N-025CC07-7683 38,8 ab 12,5 92,3 0,3 ND
114CD223 41,6 ab 10,9 134,5 0,3 3,70 (5)
B-080BR80-14-887 40,5 ab 9,8 64,0 0,2 3,20 (5)
B-043SAMBAIBA 39,0 ab 11,9 108,5 0,3 2,65 (2)
A-026A7006 39,0 ab 8,9 67,0 0,1 1,41 (1)

*Médias seguidas de letras semelhantes ndo difegatisticamente pelo Teste de Tukey 5%; ns ingiea
diferencas ndo sao significativas pelo mesmo téHe= ndo foi determinado, pois as plantas nao yorivdm
sementes; entre paréntesis, 0 numero de replicatas.

Neste estudo houve uma correlacdo negatiwad,892), significativa ao nivel de
significancia de 1%, entre teores de proteina e ntes graos (dados analisados a partir da
Tabela 1). Embora altos teores de proteina e Odgams desejaveis, os programas de
melhoramento vegetal raramente enfatizam tais wafsiicas simultaneamente. Como a
construcdo bioquimica de 6leo e/ou proteinas nassgcusta mais fotossintatos do que a
construcdo de carboidratos (Penning de Vries etlll4), o melhoramento genético para
altos teores de proteina ou 0Oleo resulta em atasstrespiratérias e, conseqientemente, em
gueda da produtividade total de graos (Brim e Byri®79; Toledo et al., 1994; Sediyama et
al., 2005). Durante muito tempo, os efeitos negatido acimulo elevado de proteina e 6leo
nos graos eram atribuidos a uma limitacdo da cdpa@eifotossintética da leguminosa (Yin e
van Laar, 2005). Mas hoje j4 se sabe que as plaétasuma capacidade fotossintética
aumentada em resposta ao estimulo dos drenosrda (faschuk et al., 2009; 2010b, 2012).
Assim sendo, a reducédo da produtividade em gréaos elevados teores de proteinas esta
relacionada a outros fatores, mas nao a capacidasintética.

O fato de que tanto a fotossintese e fixacao gpdde ser estimulada de acordo com a
demanda de plantas C e N indica que as variedadiegydminosas de alto rendimento (soja,
por exemplo) podem atingir o seu potencial genétile produtividade, baseando-se

unicamente na fixacdo biolégica de (Kaschuk et al., 2009). Se o0 manejo da planta (por
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exemplo, a inoculagdo com estirpes eficaz, bombekeimento das plantas, condi¢cdes do
solo adequada do ambiente) favorecem a nodulagimqe e a fixacdo dep,Ntanto de a
fixacdo do N quanto a fotossintese sé@o proporcionalmente autiagas, resultando em
beneficios mais fortes ao crescimento das plakaschuk et al., 2009; 2010b, 2012). Assim,
embora nesse estudo, tenha existido uma correlaggativa entre clorofila e massa de
nédulos (=-0,666; p=0,050, ndo se observaram diferencas significativaseemtmassa da
parte aérea, nimero e massa de nédulos nas cedtigae apresentavam diferentes teores de
Oleo e proteina nos graos. Provavelmente, a cdletdados ndo conseguiu controlar os
fatores relacionados a variabilidade genética thastas. Assim, devido ao valor reduzido de
cultivares, ndo é possivel concluir que de fato efiste uma relagéo direta entre FBN e
acumulo de proteinas ou 6leo nos graos. Novos @&stdéverdao ser conduzidos para

comprovar a hipotese que norteou este estudo.

CONCLUSOES

Os resultados deste estudo ndo permitem afirmaregiséem relacdes diretas entre a
nodulacdo e FBN com a producdo de grédos mais eicoproteinas, provavelmente devido a
utilizagdo de um numero reduzido de cultivares, oq@® permitiu amostrar toda a
variabilidade genética.

Existe uma correlacdo levemente significativa entrdulacao e teor de clorofila, mas
essa relacdo ndo determina a producdo de massdasepéantas, nem esta relacionada com
os teores de proteina e 6leo dos graos.
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