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RESUMO GERAL

Elementos metalicos tais como Fe ¢ Zn possuem papéis vitais no ciclo
de vida das plantas e sd3o importantes para o seu adequado crescimento ¢ em
partes comestiveis de plantas contendo esses minerais proporcionam beneficios
na dieta humana e animal. Porém, um dos principais problemas da
biodisponibilidade desses elementos ¢ a presenca de metais pesados toxicos e
antinutrientes tais como os fitatos. Os fitatos possuem capacidade de quelatar
diversos elementos minerais, especialmente, Fe ¢ Zn o que interfere de
sobremaneira a capacidade de absor¢ao e utilizagdo pelo organismo. Assim, os
objetivos deste estudo foram avaliar: 1) a variabilidade genotipica de cultivares
de soja e o efeito desta diversidade na produtividade de graos (kg ha™), altura de
plantas e de inser¢@o de primeira vagem, bem como, na concentragio de Fe, Zn,
fosforo (P) e fitatos em graos; 2) a variagdo genotipica em plantulas de cultivares
brasileiras de soja em reposta as condi¢des de Zn suficiente e deficiéncia de Zn,
e o efeito dos tratamentos sobre o crescimento de plantas, caracteristicas
nutricionais e expressdo relativa de genes-chave envolvidos na homeostase do
Zn. Os resultados do primeiro experimento indicaram que ha variagdo genotipica
para produtividade de grios (kg ha™), altura de plantas, altura de inser¢io de
primeira vagem, bem como para os teores (nos grdos), de Fe, Zn, P e fitatos
entre as cultivares de soja cultivadas comercialmente no Brasil. Verificaram-se
baixas correlagdes ou ndo significativas entre os pardmetros avaliados, exceto a
relacdo entre P e fitatos (r = 0,733). A diversidade encontrada entre as cultivares
de soja oferece potenciais gendtipos, tais como AS 8197RR, M 7908RR e¢ FMS
BRS 262, para o desenvolvimento de cultivares com maiores habilidades em
acumular nutrientes em graos. No segundo experimento, as variedades de soja
exibiram diferenga em termos de tamanho total de raiz e crescimento de plantas
em reposta aos tratamentos, o que sugeriu variabilidade entre as variedades em
acumular Zn. Trés variedades de soja (TMG 1174 RR, BRS 257 ¢ SYN
9070RR) exibiram sintomas de deficiéncia de Zn mais evidentes que as demais.
As diferentes habilidades que as variedades de soja apresentaram parecem estar
associadas a alguma alteragdo na expressdo relativa de genes envolvidos na
absor¢do e assimilagdo de Zn. Na soja, os genes ZIP1, IRT3 ¢ NAS2 sdo mais
expressos sob deficiéncia de Zn. De acordo com os resultados, certas variedades
de soja, tais como, BRS213, BRS 800A ¢ BRS 790 RG podem ser utilizadas
para a obten¢do de variedades com maiores habilidades em acumular Zn em
partes comestiveis bem como para o crescimento sob condi¢des de solos com
relativa baixa concentragdo de Zn.

Palavras-chave: Glycine max. Zinco. Ferro. Biofortificacdo. Expressdo de genes.



GENERAL ABSTRACT

Metals such as Iron (Fe) and Zinc (Zn) play vital functions in the plants
life cycle. They are essential for the proper plants growth, and their presence in
edible parts of plants improves animals and human diet. However, one of the
major issues related to their bioavailability is the presence of heavy and toxic
metals, and antinutrients such as phytates. Phytates can chelate various minerals,
specially Fe and Zn, what interferes in their absorptive capacity by the organism.
This work was performed aiming to: (i) assess the genotypic variability of
soybean cultivars and the effect of this diversity in the grain productivity, plants
height and of the insertion of the first pod, as well as the content of Fe, Zn,
phosphorus (P) and phytates in the grain; (ii) assess the genotypic variation in
seedlings of soybean cultivars from Brazil, under zinc content variations, and the
effect of treatments in plants growth, nutritional characteristics, and relative
expression of key genes involved in the zinc homeostasis. Results obtained in
the first trial showed that there is genotypic variation for the grain productivity,
plants height and of the insertion of the first pod, as well as the content of Fe,
Zn, P and phytates in the grain of commercial soybean cultivars from Brazil.
Weak correlation among assessed parameters were found, except between P and
phytates (r = 0.733). The diversity found among soybean cultivars provided
potential genotypes, such as AS 8197RR, M 7908RR and FMS BRS 262, for the
obtainment of cultivars with high capacity in accumulating nutrients in the grain.
In the second trial, soybean cultivars showed differences in terms of roots size
and plants growth per treatment, what suggested variability among cultivars in
accumulating zinc. Three soybean cultivars, namely TMG 1174 RR, BRS 257
and SYN 9070 RR, showed evident symptoms of zinc deficiency, more than in
other cultivars. These different capacities seem to be associated with some
changes in the relative expression of genes involved in the absorption and
assimilation of zinc. The ZIP1, IRT3 and NAS2 genes were well expressed
under zinc deficiency conditions. Therefore, some soybean cultivars, such as
BRS213, BRS 800A and BRS 790 RG may be used for the obtainment of
varieties with high capacity in accumulating zinc in edible parts of plants, as
well as for plants growth under low content of zinc in the soil.

Key-words: Glycine max. Zinc. Iron. Biofortification. Genes expression.



2.1
2.2
2.3

2.4

SUMARIO

PRIMEIRA PARTE

INTRODUGAO ... 11
REFERENCIAL TEORICO ........ooooooomirrinreinsreeieseeessssssseneee 13
Importancia do Fe e Zn na alimentacio humana................................. 13
Fe e Zn nas plantas e no ambiente.....................coocoeeviiiiiiniiinieeiee, 15
Alternativas para aumento dos teores de Fe e Zn na dieta humana
ereduciio de fitatos.................c.oooviiiiiiiiii e 17
A cultura da SOJa .......c.ooovieiiiiiiii s 20
REFERENCIAS .......ccooovtiiiiiriiimnnneiineeeesese s 23
SEGUNDA PARTE - ARTIGOS.........ccoceoiimiiiinieninieneeneeeeneeeeen 28
ARTIGO 1 Variaciio genotipica nas caracteristicas agronémicas e

nos teores de Fe, Zn, P e fitatos em cultivares de soja ......................... 28

ARTIGO 2 Genotypic variation of zinc accumulation in soybean
SEEAIIMES ......oooiiiiiiiiiieie e n 55



11

PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

e

A demanda por alimentos ¢ crescente no mundo atual, visto que, a
populagdo tem aumentado ao longo dos anos. Com isso, o setor agricola precisa
produzir quantidades suficientes de produtos alimenticios para suprir tal
demanda. Além disso, ha uma crescente demanda por produtos agricolas de
melhor qualidade nutricional com o intuito de minimizar as ocorréncias de
caréncia de nutrientes.

A produgdo agricola tem acompanhado o crescimento populacional,
mas, os problemas de deficiéncia nutricional t€m aumentado afetando
principalmente os paises em desenvolvimento. Atualmente, a desnutricio é
consequéncia principalmente da caréncia de vitamina A, I, Fe, Zn e Se. Na
populagdo brasileira, a deficiéncia de Fe é a mais generalizada; criangas e
gestantes s@o as mais afetadas. A dieta diaria da populagéo € baseada em cereais
e alimentos de baixo custo (ex: arroz, mandioca e feijdo) e que geralmente sdo
pobres em Fe e Zn. Existem outros fatores que interferem na baixa ingestdo de
Fe e Zn e Se, sdo eles: baixo teor desses elementos no solo; fatores
antinutricionais como metais pesados e fitatos, sendo esse ultimo, fonte de P nas
sementes de plantas e ¢ encontrado nestas na forma livre e também complexado
a proteinas e minerais. O complexo formado pelo acido fitico e ions minerais
(fitatos) ¢ insoluvel, o que afeta de sobremaneira a biodisponibilidade dos
minerais.

Pesquisas t€m tido atualmente como foco os efeitos do aumento da
produtividade nas concentragdes de minerais no produto que geralmente € a
parte comestivel da planta, seja por melhoramento genético ou agronémico. E,

uma variedade de estudos tém demonstrado que as concentragdes de varios
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minerais sdo baixas em genotipos com maior capacidade produtiva (REDDY;
RAMESH; LONGVAH, 2005).

Para contornar essa situagdo, tem sido visada a produgdo de alimentos
biofortificados, que consiste num aumento da concentragdo de nutrientes nas
partes comestiveis das plantas através da introducdo pela adubagdo das plantas e
via melhoramento genético com o intuito de atender a necessidade humana. O
uso de variagcdes genotipicas, intra e interespecificas, no melhoramento de
plantas visando a biofortificacdo, tem despertado muito interesse devido ao
potencial de aplicacdo na melhoria da qualidade dos alimentos.

A produgdo de soja possui grande importancia econdmica mundial,
sendo cerca de 7% desta producdo destinada diretamente a alimentacdo humana
e ao desenvolvimento de sementes e o restante (93%) € voltado para a
alimentagdo animal (farelo ou concentrado proteico). A partir do grio, a
industria alimenticia retira diversos componentes nutricionais: 6leo, proteinas,
fibras e residuos (AMARAL, 2006).

A soja ¢ um alimento considerado completo, pois possui em sua
composicdo proteinas (42%), carboidratos (33%), lipideos (20%), e residuos
(5%), além de vitaminas e minerais. Em func¢do disso o seu enriquecimento com
Fe, Zn seria uma alternativa de combate a desnutricio (AMARAL, 2006).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a variacdo
genotipica quanto aos teores de Fe, Zn, fitatos sem cultivares de soja, bem como

a expressdo relativa de genes envolvidos na homeostase do Zn.



13

2 REFERENCIAL TEORICO

Neste topico, serdo exploradas informagdes sobre a importancia do Fe e
Zn na alimentacdo humana, ocorréncias desses elementos no ambiente,
alternativas para aumento dos teores de Fe e Zn na dieta humana e também seréo

relatados aspectos importantes sobre a cultura da soja.

2.1 Importincia do Fe e Zn na alimentacio humana

A alimentag@o ¢ fonte primaria de nutrientes para a populacdo humana e
um dos maiores desafios que o setor de produgdo agricola tem encontrado
atualmente ¢ de produzir alimentos em quantidades suficientes para o
suprimento da demanda populacional mundial. Além disso, ha uma crescente
demanda por produtos agricolas de melhor qualidade nutricional visando
combater a ocorréncia de deficiéncias de nutrientes. Segundo Lopes, Guilherme
e Silva (2003), estima-se que a produtividade média de grios deverd atingir
cerca de 4,5 toneladas ha” em 2025. Em 2014/2015, a projegdo de produgio de
cereais ¢ de 2.472 milhdes de toneladas (UNITED STATES DEPARTMENT
OF AGRICULTURE - USDA, 2015b), enquanto que, a populagdo atingiu o
patamar 7,2 bilhdes de habitantes e devera aumentar em mais de dois bilhdes até
2050 (UNITED NATIONS, 2014).

A produgio agricola tem acompanhado o crescimento populacional e
medidas de distribuicdo de renda tém reduzido a fome mundial na ultima
década, mas, os problemas de deficiéncia nutricional tém aumentado, afetando
quase metade da populagdo mundial, principalmente nos paises em
desenvolvimento, especialmente mulheres gravidas, adolescentes e criancas
(KHUSH et al., 2012). Atualmente, a desnutricdo, consequéncia direta da

deficiéncia de minerais e vitaminas, tem ocorrido principalmente pelas
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deficiéncias de Fe, I, Se, Vitamina A e Zn. Deficiéncias nutricionais tém afetado
mais de trés bilhdes de pessoas no mundo. Deficiéncias em Fe sdo comuns e
afetam aproximadamente 60% da populagio mundial (SOUZA et al., 2013;
WHITE; BROADLEY, 2009). Estima-se que, um ter¢co da populagdo mundial
esteja habitando paises considerados alarmantes no que diz respeito a deficiéncia
de Zn, sendo sugerido que um quinto da populagdo nfo esteja ingerindo
quantidades satisfatorias desse nutriente (HOTZ; MCCLAFFERTY, 2007,
SOUZA et al., 2013; WHITE; BROADLEY, 2009).

Na populacdo brasileira, a desnutri¢do pela deficiéncia de Fe é a mais
generalizada. Gestantes e criangas sdo as mais afetadas, devido principalmente a
fatores socioeconomicos (BRESSANI, 2000; SILVA et al., 2002; VELU et al.,
2013). Sao relativamente incipientes as informagdes sobre a ocorréncia da
deficiéncia de Zn e Se no Brasil. Pesquisadores observaram que os valores de Zn
em diversos géneros alimenticios consumidos no Brasil eram normais e
compativeis em relagdo aos padroes internacionais (FERREIRA et al., 2002).

Para uma adequada nutricio em Fe, recomenda-se, por exemplo,
mulheres com idade entre 19-50 anos, uma ingestio de 15 mg dia”’ (WELCH,
2002). E, a recomendagio didria para ingestio de Zn é de 12 mg dia” para
mulheres adultas e de 15 mg dia” para homens adultos (ZOU et al., 2014). A
deficiéncia de Fe durante a infincia e adolescéncia prejudica o crescimento, o
desenvolvimento mental e a capacidade de aprendizagem. Em adultos, ela
diminui a capacidade de atividade fisica. Anemia grave, muitas vezes induzida
por deficiéncia de Fe, aumenta o risco de morte de mulheres no parto
(HARVESTPLUS, 2015a). O Zn ¢ essencial para a sobrevivéncia, pois, exerce
mais fun¢des no corpo humano do que qualquer outro mineral, além disso,
compde diversos sistemas enzimaticos, portanto, possui papel relevante na

manuten¢do dos tecidos do corpo e do sistema imunoldgico, bem como para o
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crescimento e desenvolvimento normal do ser humano (HARVESTPLUS,
2015b).

De acordo com o relatado, verifica-se a importancia da presenca de tais
elementos (Fe e Zn) na dieta diaria da populagdo humana. A desnutrigio ¢
causada principalmente pela falta de nutrientes na dieta, sendo que, frutas,
legumes e produtos de origem animal sdo ricos em Fe e Zn, mas esses alimentos
ndo estdo frequentemente ao alcance dos menos favorecidos financeiramente.
Geralmente sua dieta didria consiste principalmente de alguns alimentos basicos
de baixo custo (ex.: arroz, mandioca, milho, trigo e feijdo) e que geralmente sao
pobres em Fe e Zn (CAKMAK, 2008; VELU et al., 2013).

Existem outros importantes fatores que interferem na baixa ingestdo de
Fe e Zn pela populagéo, sdo esses: baixo teor do elemento no solo; perdas na
qualidade nutricional devido ao sistema de industrializacdo, por exemplo, o
polimento do arroz acarreta perda de minerais dos grios; fatores antinutricionais,
como metais pesados toxicos e fitatos que reduzem a absor¢do de elementos
minerais (principalmente micronutrientes) pelo organismo animal e humano. Os
fitatos sdo encontrados em relativamente altas concentracdes nas sementes de
plantas. Sua fungdo ¢ de reserva de P e representa até 2,3% do peso seco de
semente de leguminosas. Sua estrutura lhe confere alta capacidade quelante e
antioxidante. A caréncia de elementos minerais em popula¢des que se alimentam
de fontes vegetais também se relaciona a agdo quelante de elementos minerais

pelos fitatos (LAZZARI, 2006).
2.2 Fe e Zn nas plantas e no ambiente
A concentragdo de Fe e Zn nos vegetais pode refletir a abundancia no

ambiente de crescimento destas. Sua transferéncia do solo para as plantas € parte

do ciclo biogeoquimico. No solo, podem ter origem natural ou antropogénica.
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As agdes naturais de adicdo destes elementos ao solo compreendem o
intemperismo das rochas e minerais, além das emissdes vulcanicas, enquanto as
acdes antropogénicas incluem a constru¢do de aterros sanitarios, as atividades
industriais ¢ de mineragdo ¢ aplicagdes de corretivos, de fertilizantes e de
pesticidas, entre outras (DRISCOLL; OTTON; IVERFELDT, 1994).

Os teores de Fe e Zn nos solos estdo estreitamente relacionados com o
material de origem, como dito anteriormente. Em fun¢do da agfo do
intemperismo nas rochas matrizes, os elementos passam entdo a fazer parte do
solo e podem estar disponiveis para as plantas que, por conseguinte, por meio
dos produtos agricolas, podem entrar na cadeia alimentar (DRISCOLL;
OTTON; IVERFELDT, 1994; LAZZARI, 2006). Quando os solos apresentam
baixos teores de elementos essenciais as plantas, como acontece com muita
frequéncia em solos muito intemperizados, o fornecimento via fertilizante se faz
necessario. O entendimento do comportamento geoquimico de Fe e Zn no solo ¢
fundamental para a escolha de praticas de manejo e definicdo de politicas
publicas que envolvam qualidade do solo ¢ dos recursos hidricos (LOPES;
GUILHERME; SILVA, 2003). O Fe e Zn podem estar na forma soluvel,
trocavel, fixada aos minerais do solo, precipitada com outros componentes, na
biomassa e complexada com a matéria organica (DRISCOLL; OTTON;
IVERFELDT, 1994; WHITE; BROADLEY, 2009).

O Fe e Zn sdo exemplos de elementos minerais que podem apresentar
potencial toxico para as plantas, animais e homens quando em quantidades
elevadas no solo. Esses elementos tém como particularidade: o interesse
agrondmico pelo Fe e Zn, por serem micronutrientes de plantas, exigidos em
pequenas doses e com faixa estreita de concentrac@o entre o 6timo e o adequado
nos seres vivos (SILVA, 2006). A disponibilidade destes pode ser afetada pelas
reacdes mediadas biologicamente e redugdo/oxidac¢do sequenciais ocorrendo no

solo, dentre outros (WHITE; BROADLEY, 2009).
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As plantas possuem duas estratégias para aquisicdo de Fe a partir do
solo. Na estratégia I, na qual as espécies graminaceas ndo participam, as raizes
acidificam a rizosfera e liberam 4cidos orginicos e compostos fenodlicos para
aumentar as concentragdes de Fe'" (insolivel) na solugio do solo. Estes
compostos sdo capazes de quelatar o Fe', que é subsequentemente reduzido a
Fe*" através de redutases férricas na membrana plasmética das células
epidérmicas das raizes. A estratégia Il ocorre nas gramineas, os fitosideréforos
que sdo derivados estruturais do dcido mugineico (aminoacido ndo proteico) sdo
liberados na rizosfera para quelatar o Fe’* e o complexo Fe'-fitosideréforo é
absorvido pelas células das raizes. Os fitosideroforos possuem especificidade
quimica o que confere habilidades contrastantes das diferentes gramineas em
adquirir Fe (WHITE; BROADLEY, 2009).

E frequentemente assumido que, a maioria do Zn é transportada via
simplasto pelas células da raiz para o xilema, embora uma fracdo substancial
possa atingir o xilema através do apoplasto. O Zn pode ser absorvido através da
membrana plasmatica de células da raiz como Zn>", ou como um complexo Zn-

fitosideréforo (BROADLEY et al., 2007; WHITE; BROADLEY, 2009).

2.3 Alternativas para aumento dos teores de Fe e Zn na dieta humana e

reducio de fitatos

Para que seja possivel a producdo de alimentos em quantidade e
qualidade adequadas, é necessario um sistema de producdo agricola integrado,
no qual o manejo da fertilidade do solo, a adubagdo e o melhoramento de plantas
visem ndo sé o aumento de produtividade, mas também a seguranca alimentar e
a sua capacidade de fornecer nutrientes e vitaminas de forma apropriada

(MORAES, 2008).
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O baixo teor de elementos minerais nas partes comestiveis das plantas se
deve em parte, ao melhoramento genético vegetal voltado para ganho em
produtividade sem a devida consideracdo pela melhoria da qualidade. Em
trabalhos relativamente recentes, foi demonstrado que, ao longo dos anos, o
aumento de produtividade obtido por intermédio do melhoramento vegetal
apresenta relacdo inversa ao teor de micronutrientes em graos (GARVIN;
WELCH; FINLEY, 2006; LAZZARI, 2006; MURPHY; REEVES; JONES,
2008).

A utilizagdo de variagdes genotipicas, intra e interespecificas, no
melhoramento de plantas visando a biofortificagdo, com Fe e Zn, por exemplo,
bem como a introducdo desses na adubag@o das plantas, t€ém despertado muito
interesse devido ao potencial de aplicagdo na melhoria da qualidade dos
alimentos visando atender a necessidade humana ou animal (KHUSH et al.,
2012; RiOS et al., 2008).

A variagdo genotipica quanto ao teor de Fe e Zn pode estar relacionada
ao estado nutricional das plantas nos varios estadios de desenvolvimento. Ha
também, crescente interesse no conhecimento da relagdo entre teores de
micronutrientes e de elementos toxicos ¢ de antinutrientes na parte comestivel de
plantas, visando a selecdo de cultivares que apresentem maiores teores de
micronutrientes e baixos de elementos toxicos e, ou, antinutrientes
(AMARAKOON et al., 2012; JING; LIANQING; GENXING, 2009; LAZZARI,
2006).

Existem varias barreiras ao acumulo de Fe e Zn nas partes comestiveis
que precisam ser melhor compreendidas. Estas barreiras sdo consequéncias do
refinamento dos mecanismos homeostaticos que regulam a absorcéo,
translocag@o e redistribuicdo de metais em plantas, permitindo teores em niveis
adequados e, ou, ndo téxicos de nutrientes e também de metais pesados toxicos

nos tecidos vegetais (WELCH; GRAHAM, 2004).
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Os fatores que afetam a absor¢ao radicular e o transporte de Fe e Zn para
parte adrea e redistribuicdo podem estar relacionados a mecanismos de
interacdes entre a planta e o ambiente e a adaptacdo das espécies vegetais ao
meio. Sabe-se que a sele¢do genética para aumentar ou decrescer a absor¢do de
um ion pode favorecer outros ions, pois, um gene ou grupo de genes controla a
absor¢do de um ou mais ions (LAZZARI, 2006; MCLAUGHLIN; PARKER;
CLARKE, 1999). Por outro lado, o aumento do teor de P, por exemplo, em
graos pode ndo ser desejavel, mesmo quando nio altera o teor total de Fe. Sabe-
se que a biodisponibilidade do Fe pode ser reduzida com o incremento do P nos
grios, devido a maior parte do P das sementes ser armazenada na forma de
fitatos, que no organismo humano age como “quelante” dos ions Ca, Fe, Zn,
etc., impedindo a absor¢do desses elementos e assim afetando sua
biodisponibilidade (HOTZ; MCCLAFFERTY, 2007). Define-se,
biodisponibilidade como sendo a propor¢do do nutriente nos alimentos que ¢
efetivamente absorvida e utilizada. Tal conceito engloba o processo de
assimilagdio, transporte e conversio de um nutriente para suas formas
biologicamente ativas (GERMANO; CANNIATI-BRAZACA, 2002).

O acido fitico (AP) (Mio-inositol 1,2,3,4,5,6-hexakisphosphate) ¢ a
principal forma de armazenamento de P em sementes de cereais e legumes, que
sdo alimentos basicos em todo o mundo. O AP representa cerca de 50 a 85% do
total de P em sementes (AKOND et al., 2011; THAVARAJAH et al., 2010).
Normalmente, o AP é depositado durante o desenvolvimento da semente como
um misto de sal de fitatos de Fe, Zn, Ca, Mg, ¢ K (DORIA et al., 2009;
THAVARAJAH et al., 2010), também pode ser encontrado complexado a
proteinas e na forma livre. O AP além de se ligar a elementos essenciais tais
como Fe e Zn em sementes, também forma complexos com micronutrientes em
outros alimentos durante a digestdo intestinal (THAVARAJAH et al., 2010). Os

complexos formados (fitatos) pelo AP e ions minerais sdo insoluveis o que afeta
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de sobremaneira a biodisponibildade dos minerais (AKOND et al., 2011; MA et
al., 2005). Dessa forma, a selecdo de genotipos de plantas que possuem baixos
teores de fitatos nas partes comestiveis apresenta potencial para melhorar o valor
nutricional das mesmas (YUAN et al., 2009).

Existe ampla variabilidade genética para os teores de nutrientes
presentes nas partes comestiveis das culturas, mas, essa variabilidade também
existe para teores de antinutrientes, sendo essas variagdes, uma importante
estratégia para o melhoramento de plantas visando biofortificagdo (RIOS et al.,

2009; WHITE; BROADLEY, 2009).

2.4 A cultura da soja

A soja € uma cultura que possui grande importancia econdmica, tanto no
ambito nacional quanto mundial. Para a safra de 2014/2015, a estimativa da
producdo mundial de soja ¢ de 314,37 milhdes de toneladas, um aumento de
10,8% em relagdo as 283,74 milhdes de toneladas produzidas na safra de
2013/2014 (USDA, 2015a) e, o consumo mundial em 2014/2015 esta estimado
em 286,25 milhdes de toneladas (USDA, 2015b).

O Brasil ocupa o segundo lugar no Ranking mundial de produgdo de
soja, sendo sua producio na safra de 2014/2015 estimada em 95,5 milhdes de
toneladas (recorde), um aumento de 8,8 milhdes em relagdo a safra anterior
(USDA, 2015a). A projegdo de consumo e exportagdo brasileira de soja para a
mesma safra é de 40,75 e 46,0 milhdes de toneladas (USDA, 2015b). E, a
produtividade de griios esta estimada em 3,03 toneladas ha™, 5,2% maior que a
do ano anterior. O aumento na produtividade ¢ atribuido ao clima benéfico nas
maiores areas de producdo de soja no Brasil, Mato Grosso e Parand. Estes dois
estados sdo responsaveis por 44% da area total (31,5 milhdes de hectares) de

produgio de soja no Brasil (USDA, 2015a).
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De toda a producdo mundial de soja, cerca de 7% ¢ destinado
diretamente a alimentagdo ¢ ao desenvolvimento de sementes. O restante (93%)
destina-se a alimentag@o animal, como ragdo na forma de farelo ou concentrado
proteico. Do grdo, a industria alimenticia extrai diversos componentes
nutricionais: éleo, proteinas, fibras e residuos (AMARAL, 2006).

A soja tem sido utilizada de forma relevante como alimento e
medicamento nos paises asidticos; ja no ocidente ¢ mais conhecida pelo seu
valor proteico e lipidico. O publico alvo de consumo da soja tem aumentado,
como vegetarianos, alérgicos ao leite de vaca, e sua presenca na dieta do
consumidor tem aumentado ao longo dos anos, com a evolugdo tecnologica,
melhora de sabor e, fazendo parte de grande numero de alimentos
industrializados (CAMARGO, 2008).

Como a alimentag@o ¢ um fator importante e decisivo na qualidade de
vida, ela deve ser composta pelos alimentos necessarios ndo somente para a
nutri¢do basica do organismo, de forma balanceada, mas também rica em
componentes que produzem efeitos metabdlicos e, ou, fisioldgicos benéficos,
sendo capaz de prevenir doencas e promover saude. Entre os alimentos desta
categoria, a soja figura como um dos alimentos mais estudados e completos. A
soja pode ser considerada um alimento completo, pois, tém em sua composi¢ao
proteinas (42%), carboidratos (33%), lipideos (20%) e residuos (5%), além de
vitaminas e minerais (AMARAL, 2006).

Na soja, os pesquisadores Wiersma e Moraghan (2013) encontraram em
sementes uma média de teores de Fe e Zn de 70 e 34 mg kg™', respectivamente.
E, Lazzari (2006) encontrou teores fitatos que variaram entre 1 e 2,3% do peso
seco da semente. Os fitatos sdo encontrados nos cotilédones das leguminosas
como inclusdes nos corpos proteicos. Nesses, o acido fitico (AP) encontra-se na
forma de 4cido livre e também complexado a proteinas e minerais (fitatos).

Como dito anteriormente, o complexo formando fitatos pelo AP e ions minerais
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(ex. Fe e Zn) ¢ insoluvel, o que afeta de sobremaneira a biodisponibildade destes
(AKOND et al., 2011; MA et al., 2005). Diante do exposto pode-se inferir que
estudos sobre caracteristicas nutricionais da soja podem entdo promover a sua

incorporacdo a dieta alimentar da populagdo humana e animal.
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RESUMO

A dieta basica de grande parte da populagdo mundial se da por
meio de cereais. Estes geralmente possuem teores de Fe e Zn aquém da
demanda nutricional dos humanos. Outros fatores que podem interferir
substancialmente na baixa ingestio de Fe e Zn s3o os fatores
antinutricionais presentes nas partes comestiveis das plantas, tais como,
metais pesados e fitatos. Os fitatos possuem capacidade de quelatar
diversos elementos minerais, especialmente Fe e Zn, o que interfere
sobremaneira a capacidade de absor¢do e utilizacdo desses elementos pelo
organismo. Neste contexto, objetivou-se avaliar a variagdo genotipica
quanto a produtividade de grios (kg ha™), altura de plantas e de insercdo
de primeira vagem, bem como para os teores nos graos, de Fe, Zn, P e de
fitatos em 24 cultivares de soja comercialmente cultivadas no Brasil. Os
resultados mostraram que ha variagdo genotipica para produtividade de
grios (kg ha™), altura de plantas e de inser¢do de primeira vagem, bem
como para os teores nos graos, de Fe, Zn, P e de fitatos entre as cultivares
de soja cultivadas comercialmente no Brasil. Verificaram-se baixas
correlagdes ou ndo significativas entre as variaveis avaliadas, exceto para
a relacdo entre P e fitatos (r = 0,733). A diversidade encontrada entre as
cultivares de soja oferece potenciais gendtipos, tais como AS 8197RR, M
7908RR ¢ FMS BRS 262, para desenvolver cultivares com maiores
habilidades em acumular nutrientes em graos.

Palavras-chave:  Biofortificagdo. ~ Antinutriente. ~ Micronutrientes.
Qualidade nutricional. Glycine max
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1 INTRODUCAO

A demanda por alimentos € crescente no mundo atual, visto que, a
populacdo tem aumentado ao longo dos anos. Com isso o setor agricola
precisa produzir quantidades suficientes de produtos alimenticios para
suprir tal demanda. Além disso, ha uma crescente demanda por produtos
agricolas de melhor qualidade nutricional com intuito de minimizar as
ocorréncias de deficiéncia nutricional. A deficiéncia nutricional em
micronutrientes tais como Fe e Zn, tem afetado principalmente os paises
em desenvolvimento especialmente mulheres gravidas, adolescentes e
criancas (KHUSH et al., 2012; MAYER; PFEIFFER; BEYER, 2008).
Estima-se que mais de 60% da populagdo mundial possui deficiéncia em
Fe, 30% ou mais em Zn (SOUZA et al., 2013; WHITE; BROADLEY,
2009).

A deficiéncia de Fe pode causar anemia nutricional, gestagdes
problematicas, raquitismo, baixa resisténcia a infecg¢des, disfun¢do mental
de longa duracdo, diminui¢do do aproveitamento e conversdo de energia
do alimento e, prejuizos no desenvolvimento neuromotor. Niveis
insuficientes de Zn no organismo humano podem causar retardo no
crescimento, atraso na maturidade esquelética e sexual, dermatite,
diarreia, queda de cabelo e prejuizos no sistema de imunidade com
consequente aumento da susceptibilidade a infec¢do (WELCH, 2002).
Esta situagdo ¢ atribuida a producdo de alimentos em condi¢des de solos
com baixa disponibilidade desses minerais as plantas e, ou, dieta baseada
em alimentos com baixos teores dos mesmos, geralmente de baixo custo

(ex: arroz e mandioca), e pode ser agravada pela falta e, ou baixa ingestdo
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de alimentos de origem animal, os quais apresentam maiores teores desses
micronutrientes em suas composi¢oes (CAKMAK, 2008; VELU et al.,
2013).

Outros fatores que podem interferir substancialmente na baixa
ingestdo de Fe e Zn s3o os fatores antinutricionais, tais como, metais
pesados e acido fitico (AP). O AP (Mio-inositol 1,2,3,4,5,6-
hexakisphosphate) ¢ a principal forma de armazenamento de P em
sementes de cereais e legumes, que sdo alimentos basicos em todo o
mundo. O AP representa cerca de 50 a 85% do total de P em sementes
(AKOND et al., 2011; THAVARAJAH et al., 2010). Normalmente, AP ¢
depositado durante o desenvolvimento da semente como um misto de sais
de fitatos de Fe, Zn, Ca, Mg, e K (DORIA et al., 2009; THAVARAJAH
et al., 2010), também pode ser encontrado complexado a proteinas e na
forma livre. O AP além de se ligar a elementos essenciais tais como Fe e
Zn em sementes também forma complexos com micronutrientes em
outros alimentos durante a digestdo intestinal (THAVARAJAH et al.,
2010). Os complexos formados (fitatos) pelo AP e ions minerais sdo
insoluveis o que afeta de sobremaneira a biodisponibildade dos minerais
(AKOND et al., 2011; MA et al., 2005). Baixos teores de fitatos nas
partes comestiveis das plantas apresentam potencial para melhorar o valor
nutricional das mesmas (YUAN et al., 2009).

Para contornar essa situagdo, tem sido visada a producgdo de
alimentos biofortificados, que consiste num aumento da concentragdo de
nutrientes nas partes comestiveis das plantas através da introdugdo na
adubagdo das plantas e via melhoramento genético, com o intuito de

atender a necessidade humana. O uso de variagdes genotipicas, intra e
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interespecificas, no melhoramento de plantas visando a biofortificagao,
tem despertado muito interesse devido ao potencial de aplicagdo na
melhoria da qualidade dos alimentos (KHUSH et al., 2012; RIOS et al.,
2008).

A selegdo de cultivares com maiores teores de minerais, niveis
reduzidos de fatores antinutricionais e com caracteristicas agrondmicas
favoraveis acabaria por aumentar a biodisponibilidade de minerais e
assim seria possivel a producdo de alimentos biofortificados
(AMARAKOON et al.,, 2012). A soja ¢ um alimento considerado
relativamente completo, pois possui em sua composi¢ao proteinas (42%,),
carboidratos (33%), lipideos (20%) e residuos (5%), além de vitaminas e
minerais (AMARAL, 2006). Em fungdo disso o seu enriquecimento com
Fe e Zn seria uma alternativa de combate a desnutrigao.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a variagdo
genotipica quanto as suas caracteristicas agronomicas e quanto aos teores
de Fe, Zn, P e de fitatos nos graos de 24 cultivares de soja
comercialmente cultivadas no Brasil e identificar cultivares com potencial

para biofortificagao.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Local, delineamento experimental e avaliagdes agronomicas

O experimento foi conduzido no municipio de Rio Verde (GO)
pelo Centro Tecnoldgico da COMIGO (CTCo) situado na regido sudoeste
de Goias (17°46°03°°S, 51°01°50°W e 836 m de altitude). O solo da éarea
experimental foi classificado como Latossolo Vermelho distréfico com
histérico de uso para graos de acordo com a classificagio da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA (2013). O regime
pluviométrico durante a conducgdo do experimento foi de 1.042 mm; safra
2010/2011.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso
com 24 tratamentos, sendo estes compostos por trés cultivares de soja
convencional e 21 cultivares de soja transgénica (Tabela 1), com trés
repeticdes. Cada parcela foi composta por nove linhas espagadas de 0,5
metro com 10 metros de comprimento, perfazendo uma 4rea de 40 m* por
parcela. A area util para amostragem foi representada pelas sete fileiras
centrais, desprezando-se 0,5 m de cada extremidade.

A adubacio utilizada no plantio foi de 400 kg ha™ do formulado
02-20-18. Todos os tratos culturais necessarios foram realizados de
acordo com o protocolo do CTCo. Amostra composta do solo foi coletada
a 20 cm de profundidade para caracterizacdo dos atributos quimicos e
fisicos (Tabela 2) segundo metodologia descrita por Souza et al. (2011).

Quando as plantas de soja atingiram maturagdo plena dos graos,

foram coletadas 10 plantas dentro da area util em cada bloco e foram
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medidas a altura de planta e altura de inser¢do de primeira vagem com o
auxilio de trena metalica. A produtividade de graos foi determinada no

final da colheita e a umidade padronizada em 13%.

Tabela 1 Cultivares de soja comercialmente cultivadas no Brasil e
empresa detentora

Cultivar Empresa detentora
5G770 RR? DOW AGROSCIENCES
ANTA 82 RR? RELMO
AS7307RR? AGROESTE
AS8197 RR? AGROESTE
BRS 7561 RR? EMBRAPA
BRS 7760 RR? EMBRAPA
BRS 7860 RR? EMBRAPA
BRS 8160 RR? EMBRAPA
CD241 RR? COODETEC
FM/BRS245RR? FUNDACAO MERIDIONAL
FM/BRS262! FUNDACAO MERIDIONAL
FM/BRS283! FUNDACAO MERIDIONAL
FM/BRS284! FUNDACAO MERIDIONAL
IGRA 626 RR? IGRA SEMENTES
IGRA 818 RR? IGRA SEMENTES
M-7211 RR? MONSANTO
M-7639 RR? MONSANTO
M-7908 RR> MONSANTO
NA 7255RR? NIDERA
NA 7337 RR? NIDERA
P98Y11 RR? PIONER
P98Y12 RR? PIONER
P98Y30 RR? PIONER
SYN 9078 RR? SYNGENTA

" Cultivar de soja convencional )
2 Cultivar de soja transgénica Roundup Ready®
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Tabela 2 Atributos quimicos e fisicos de solo classificado como
Latossolo Vermelho distrofico

Atributos Quimicos

pH P K Zn Cu Mn Fe B S Ca Mg Al H+Al T m A%

5 1 J mg dm> cmol, dm?® - e 7 —

5,6 18 61 47 10 78 343 06 128 25 05 02 3,6 68 6,0 46

Atributos Fisicos

Areia Silte Argila MO

%

45 5 50 2,9

T = capacidade de troca de cation a pH 7, m = indice de saturagdo por aluminio, V =
indice de saturagdo por bases, MO = teor de matéria organica

2.2 Anilise quimica de nutrientes e de fitatos nos graos.

Para quantificacdo dos nutrientes, as amostras foram secas em
estufa, a 65 °C, até peso constante. Em seguida, foram moidas em moinho
de aco inoxidéavel tipo Wiley equipado com peneira com malha de 0,38
mm e, submetido a digestio nitrico-perclorica para analise de P, conforme
descrito por Malavolta, Vitti e Oliveira (1997). A leitura de P foi feita por
colorimetria e para determinacdo de Zn e Fe as amostras foram
submetidas a extragdo em forno de micro-ondas (CEM®) pelo método
USEPA 3051A (UNITED STATES ENVIRONMENTAL
PROTECTION AGENCY - USEPA, 2007) e, utilizou-se “Tomato
Leaves", NIST 1573* como referéncia.

A extragdo de fitatos foi realizada de acordo com Nappi et al.
(2006) com algumas modificacdes. Pesou-se 0,5 g de amostra de graos

moidos (didmetro < 0,7mm) em tubos de centrifuga e adicionou-se 10 mL
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de HCI 0,5M e submeteu-se esse material a agitagdo mecanica por 2h sob
temperatura ambiente. Apos este periodo, centrifugou-se a suspensido em
1.500 rpm durante 15 min e temperatura de 10 °C, posteriormente retirou-
se uma aliquota de 2,5 mL do sobrenadante e acrescentou a este 22,5 mL
de 4gua ultrapura perfazendo-se um total de 25 mL.

As amostras foram purificadas empregando-se coluna SAX de
acordo com Nappi et al. (2006) e, algumas modificagdes foram
introduzidas. O extrato de 25 mL foi transferido para a coluna SAX.
Posteriormente, lavou-se a coluna com 2 mL de dagua ultrapura.
Finalmente, os fitatos foram eluidos com 2 mL de HCI 2M ¢ coletado em
tubos de centrifuga.

Os teores de fitatos foram quantificados de acordo com Blair et al.
(2012); com adaptagdes. O pH da amostra foi ajustado para 3 com NaOH.
Apos este procedimento, completou-se o volume do eluido para 3 mL
com solu¢do de HCI 2M com pH igual a 3. Posteriormente, acrescentou-
se 1 mL de reagente de Wade (0,03% FeCl5.6H,O e 0,3 % acido
sulfossalicilico em agua ultrapura) e procedeu-se agitagdo da solugdo em
vortex por 5 segundos. Foi deixado descansar por 5 minutos e procedeu-
se a leitura em espectrofotdmetro a 500 nm, usando-se agua ultrapura

para calibrar o aparelho.

2.3 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analises de variancia e as médias
dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott-knott; foram

obtidas também as estimativas de correlagdo de Pearson entre as variaveis
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avaliadas, ao nivel de significancia de 5%, com auxilio do R 2.15.3 (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2009), bem como a constru¢do dos

graficos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracteristicas agronomicas

Observa-se pela Figura 1 que houve variagdo genotipica quanto a
produtividade de grios (kg ha™), altura (cm) e altura de inser¢io da
primeira vagem (cm) entre as cultivares de soja estudadas.

A produtividade média de graos apresentada pelas cultivares foi
de 3.307 kg ha™, variando de 2.700 a 3.904 kg ha™ (Figura 1A), sendo
essa variagdo cerca de 31%. Vale lembrar que, a produtividade brasileira
de soja em 2014 foi de aproximadamente 2.880 kg ha' (UNITED
STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE - USDA, 2015).

Cultivares de soja desejaveis sdo aquelas que apresentam maiores
produtividades, altura de plantas entre 60 e 80 cm e inser¢do de primeira
vagem acima de 10 cm. A altura de plantas e de insercdo da primeira
vagem apresenta efeitos diretos e indiretos sobre a produtividade, pois
existe uma tendéncia de plantas mais altas e com menor altura de insergao
da primeira vagem apresentarem um maior nimero de vagens. Vale
destacar que, plantas que possuem altura superior a 80 cm ¢ inser¢do de
primeira vagem inferior a 10 cm podem acarretar em perdas durante a
colheita mecanizada (PIRES et al., 2012).

Nas Figuras 1B e 1C, pode-se observar que as plantas de soja
exibiram uma altura média de 77 cm com variagdo entre 58 ¢ 108 cm, ou
seja, de 46%, ao passo que, as alturas de inser¢do da primeira vagem
variaram entre 11 e 26 cm com uma média de 17 cm e percentagem de

variagdo de 58%. Esses resultados mostram que existem genotipos que
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atendem as caracteristicas desejaveis de cultivar de soja quanto a altura de
plantas e de inser¢do de primeira vagem (e.g. CD241RR, FM BRS284 ¢
P98Y11RR).

A variagdo genotipica encontrada entre as cultivares de soja
quanto as caracteristicas avaliadas pode fornecer informagdes para a
tomada de decisdo no processo de sele¢do de cultivares que possuam

caracteristicas agronomicas favoraveis.
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Prod utividade (kg ha ')

(8)

Altura {cm)

©

Altura de insercio da 1° vagem (cm)

Figura 1 Caracteristicas  agronomicas de Cultivares de soja
comercialmente cultivadas no Brasil

Legenda: Produtividade (A), Altura de planta (B) e Altura de inser¢do da 1* vagem (C).
Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si (Scott-Knott, 5%).
Barras de erro padrdo indicam erro padrio da média.

3.2 Teores de Fe, Zn, P e fitatos

As diferentes espécies vegetais, bem como cultivares de mesma

espécie possuem capacidades distintas em absorver e translocar e
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acumular nutrientes, tais como, Zn, Fe e P. Essa capacidade também pode
ser influenciada por diversos fatores relacionados ao ambiente e a
adaptacdo das mesmas (GREGORIO et al., 2000; WHITE; BROADLEY,
2009). Vale ressaltar que existe na literatura informac¢des de uma ampla
variabilidade genética para os teores de nutrientes presentes nas partes
comestiveis das culturas, mas, essa variabilidade também existe para
teores de antinutrientes; sendo essas variagdes uma importante estratégia
para o melhoramento de plantas visando biofortificacdo (RIOS et al.,
2009; WHITE; BROADLEY, 2009).

Observa-se pelas Figuras 2 e 3 que houve variagdo genotipica para
os teores de nutrientes (Fe, Zn e P) e de fitatos nos grios das variedades
de soja.

O teor médio de Fe encontrado nos graos das diferentes cultivares
de soja foi de 78 mg kg™ com valores variando entre 58 a 163 mg kg™,
variagdo de 64% (Figura 2A) enquanto que, o teor médio de Zn foi de 40
mg kg, variando entre 31 até 48 mg kg (Figura 2B) ou seja, uma
diferenca de cerca de 35% entre as cultivares. Wiersma e Moraghan
(2013) encontraram em sementes de soja uma média de teores de Fe e Zn
de 70 e 34 mg kg™, respectivamente.

Para uma adequada nutricdo em Fe, por exempolo, mulheres com
idade entre 19 - 50 anos, recomenda-se uma ingestdo de 15 mg dia ™
(WELCH, 2002). E, a recomendacdo diaria para ingestdo de Zn é 12 mg
dia™ para mulheres adultas ¢ 15 mg dia™ para homens adultos (ZOU et al.,
2014). A dieta basica de uma grande por¢ao da populacdo mundial se da

por meio de cereais (CAKMAK, 2008; VELU et al., 2013).
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(A)

Fe (mg kg 1)

Zn (mg kg 1)

:%;%a&##__ _ - & 4
PO e G IITF I %

Figura 2 Teores médios de Fe (A) e Zn (B) nos grdos de cultivares de
soja comercialmente cultivadas no Brasil

Legenda: Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si (Scott-Knott, 5%).
Barras de erro padrio indicam erro padrio da média.
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(a)

Pig kg')

Fitato g kg 1)

Figura 3 Teores médios de P (A) e de fitatos (B) nos graos de cultivares
de soja comercialmente cultivadas no Brasil

Legenda: Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si (Scott-Knott, 5%).
Barras de erro padrio indicam erro padrio da média.
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Tem sido relatado que cereais e legumes sdo ricos em minerais
tais como Fe e Zn , mas a disponibilidade desses minerais ¢ usualmente
baixa devido a presenga do fatores antinutricionas, como por exemplo os
fitatos (CAKMAK, 2008; VELU et al., 2013).

Avaliou-se também a concentracdo de P nos grdos de soja nas
cultivares em estudo, devido a existéncia de alta correlagdo entre a
concentragdo total de P e de fitatos em sementes (RABOY; DICKINSON,
1993; RABOY; DICKINSON; BELOW, 1984). Nota-se, pela Figura 3A,
que a variagdo genotipica entre as cultivares na concentracdo de P nos
grios foi de aproximadamente 27% (4,35 - 6,00 g kg') com valores
médios de 4,99 g kg de P nos grios.

A variagdo do teor de fitatos nos grios entre as cultivares de soja
foi de 7,7 a 11,8 g kg, sendo a variagdo desses valores de 35%, ¢ 10 g
kg' o teor médio de fitatos (Figura 3B). O baixo teor de fitatos
encontrado em graos de diversas cultivares de soja apresenta potencial
para melhorar o seu valor nutricional (YUAN et al., 2009). Assim, os
resultados obtidos neste estudo oferecem informagdes importantes para

tal propdsito.

3.3 Correlacdes entre caracteristicas agronémicas, nutrientes e fitatos

nos graos

Observa-se pela Tabela 3 baixas correlagdes ou ndo significativas
entre as variaveis avaliadas, exceto para a relagdo entre P e fitatos (r =
0,733). Esse valor ¢ inferior ao valores de r = 0,94 e r = 0,99 encontrados

por Lolas, Palamidis e Markakis (1976) e Raboy, Dickinson e Below
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(1984), respectivamente, em sementes de soja. Essa relativamente alta
correlagdo é possivelmente devido aos fitatos representarem de 50% a
85% do fosforo total em sementes (AKOND et al, 2011;
THAVARAIJAH et al., 2010).

As baixas e ndo significativas correlagdes entre o teor de fitatos e
os teores de Fe e Zn nos graos de soja apresentadas neste trabalho (Tabela
3) estdo de acordo com o que tem sido observado em varias espécies, tais
como, em graos de sorgo (REDDY; RAMESH; LONGVAH, 2005),
semestes de feijao (AKOND et al., 2011; CICHY et al., 2005) e também
em sementes de soja (RABOY; DICKINSON; BELOW, 1984).

Tabela 3 Coeficientes de correlagdo entre produtividade de graos (kg ha
") (PD), altura de plantas (ALP), altura de inser¢do de primeira
vagem (AL1V), teores de Ferro (Fe), Zinco (Zn), fosforo (P) e
de fitatos nos graos de 24 cultivares de soja comercialmente
cultivadas no Brasil

PD ALP AL1V Fe Zn P Fitatos
PD 0,129 0,039 -0,081 -0,101 -0,193  -0,174
ALP 0,323* 0,073 0,150  0,420*  0,267*
AL1V -0,057 0,223 0,170 0,037
Fe 0,032  -0,176 0,142
Zn 0,054*  -0,033
P 0,733*

*Significante em p = 0,05.

Vale ressaltar a grande importancia da capacidade produtiva de

partes comestives das plantas entre os diferentes genotipos e a influéncia
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da mesma na concentracdo de nutrientes visando a biofortificacdo. No
presente estudo, embora baixa e ndo significativa, notou-se uma
correlagdo negativa entre produtividade de grdos e teores de nutrientes
(Tabela 3). Segundo White e Broadley (2009), pesquisas tém tido
recentemente como foco os efeito do aumento da produtividade nas
concentragdes de minerais no produto que geralmenrte € a parte
comestivel da planta, seja por melhoramento genético ou agronémico. E,
uma variedade de estudos t€ém demonstrado que as concentragdes de
varios minerais sdo baixas em genotipos mais produtivos. Essa redugdo
nos teores de nutrientes muitas vezes coincide com a elevag@o no peso de
massa seca de graos, concluindo-se que, em grande parte, essa dimuicao
pode ser oriunda do “efeito de diluicdo” (FAQUIN, 2005).

Pode-se citar a baixa e negativa correlagdo encontrada entre
produtividade de sementes e concentracdo de Fe e Zn em genotipos de
sorgo (REDDY; RAMESH; LONGVAH, 2005). Na cultura do trigo, por
exemplo, diversos autores relatam similar e negativa relacdo entre as
concentragdes de Fe, Zn, Mg, Se ¢ P com a produtividade dos graos
observada entre os genotipos (GARVIN; WELCH; FINLEY, 2006;
MCDONALD; GENC; GRAHAM, 2008; MONASTERIO; GRAHAM,
2000), embora essa relacdo seja fortemente influenciada pelo ambiente.
Porém, nem sempre correlagdes negativas entre a concentracdo de
nutrientes e produtividades de partes comestiveis sdo observadas entre

genotipos de plantas cultivadas (WHITE; BROADLEY, 2009).
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3.4 Identificacdo de cultivares com potencial para biofortificacio

Em geral, pode-se notar que existe variabididade entre as 24
cultivares de soja cultivadas comercialmente no Brasil quanto as
caracteristicas agrondmicas, teores de nutrientes e antinutriente podendo
assim fornecer informagdes para a selecdo de material genético para fins
de biofortificagdo. Sabe-se que a cultivar “ideal” para fins de
biofortificagdo € aquela que apresenta altos teores de micronutrientes tais
como, Fe e Zn, e de baixos teores de antinutrientes (e.g. fitatos) e que
ainda apresente caracteristicas agronomicas desejaveis. Existe uma alta
relacdo entre a concentragdo total de P e de fitatos em sementes
(RABOY; DICKINSON; BELOW, 1984).

Diante disso, ao avaliar a variagdo genotipica entre cultivares de
soja quanto as caracteristicas agrondmicas (produtividade, altura de
planta, altura de inser¢do de primeira vagem) e quanto aos teores de
nutrientes (Fe, Zn e P) e de fitatos foi possivel identificar trés cultivares
de soja que melhor atendem aos quesitos supracitados e portanto,
possuem potencial para biofortificagdo, sendo essas, duas cultivares de
soja transgénica Roundup Ready”™ (AS 8197RR ¢ M 7908RR) e uma de
soja convencional (FMS BRS 262).
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4 CONCLUSOES

Existe variabilidade genética para produtividade (kg ha™), altura
de plantas, altura de insercdo de primeira vagem, bem como para os
teores de ferro, zinco, fosforo e de fitatos nos graos entres as 24 cultivares
de soja comercialmente cultivadas no Brasil.

Considerando-se a produtividade de grios (kg ha™), altura de
plantas, altura de insercdo de primeira vagem, os teores de ferro, zinco,
fosforo e de fitatos nos graos, as cultivares AS 8197RR, M 7908RR e
FMS BRS 262 podem ser apropriadas para biofortificacao.
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ARTICLE 1 Genotypic variation of agronomic characters and

content of Fe, Zn, P and Phytates in soybean cultivars

ABSTRACT

The diet of the majority of world population is based in cereals,
which generally contain contents of Iron (Fe) and Zinc (Zn) below the
demand. Other factors which may interfere in the low ingestion of these
nutrients are antinutritional factors found in edible parts of plants, such as
heavy metals and phytates. Phytates can chelate various minerals,
specially Fe and Zn, what interferes in their absorptive capacity and use
by the organism. The purpose of this work was to assess the genotypic
variation of 24 commercial soybean cultivars from Brazil, in relation to
grain productivity, plants height and of the insertion of the first pod, as
well as the content of Fe, Zn, phosphorus (P) and phytates in the grain.
According to results, there is genotypic variation for all parameters
estimated here. Weak correlation among these parameters were found,
except between P and phytates (r = 0.733). The diversity found among
soybean cultivars provided potential genotypes, such as AS §197RR, M
7908RR and FMS BRS 262, for the obtainment of cultivars with high
capacity in accumulating nutrients in the grain.

Key-words: Biofortification. Antinutrient. Micronutrient. Nutritional
quality. Glycine max.



50

REFERENCIAS

AKOND, A. S. M. G. M. et al. Minerals Zn Fe Ca and Mg and
antinutrient (Phytic Acid) constituents in common bean. Journal of Food
Technology, Oxford, v. 6, n. 3, p. 235-243, 2011.

AMARAKOON, D. et al. Iron-, zinc-, and magnesium-rich field peas
(Pisum sativum L.) with naturally low phytic acid: a potential food-based
solution to global micronutrient malnutrition. Journal of Food
Composition and Analysis, San Diego, v. 27, n. 1, p. 8-13, Aug. 2012.

AMARAL, V. M. G. A importincia da soja como alimento funcional
para qualidade de vida e saude. 2006. 71 p. Dissertacdo (Mestrado
Profissional em Engenharia Mecanica) - Universidade Estadual de
Campinas, Campinas, 2006.

BLAIR, M. W. et al. Inheritance of seed phytate and phosphorus levels in
common bean (Phaseolus vulgaris L.) and association with newly-

mapped candidate genes. Molecular Breeding, Dordrecht, v. 30, n. 3, p.
1265-1277, Feb. 2012.

CAKMAK, I. Enrichment of cereal grains with zinc: agronomic or
genetic biofortification? Plant and Soil, The Hague, v. 302, n. 1/2, p. 1-
17, Nov. 2008.

CICHY, K. A. et al. Inheritance of seed zinc accumulation in navy bean.
Crop Science, Madison, v. 45, n. 3, p. 864-870, May 2005.

DORIA, E. et al. Phytic acid prevents oxidative stress in seeds: evidence
from a maize (Zea mays L.) low phytic acid mutant. Journal of
Experimental Botany, Oxford, v. 60, n. 3, p. 967-978, Jan. 2009.



51

EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA. Sistema
brasileiro de classificacio de solos. 3. ed. Rio de Janeiro, 2013. 353 p.

FAQUIN, V. Nutricio mineral de plantas. Lavras: UFLA/FAEPE,
2005. 183 p.

GARVIN, D. F.; WELCH, R. M.; FINLEY, J. W. Historical shifts in the
seed mineral micronutrient concentration of US hard red winter wheat

germplasm 1i. Journal of the Science of Food and Agriculture,
London, v. 86, n. 13, p. 2213-2220, Oct. 2006.

GREGORIO, G. B. et al. Breeding for trace mineral density in rice. Food
and Nutrition Bulletin, Davis, v. 21, n. 4, p. 382-386, 2000.

KHUSH, G. S. et al. Biofortification of crops for reducing malnutrition.
Plant Biotechnology Reports, London, v. 6, n. 3, p. 195-202, Jan. 2012.

LOLAS, G. M.; PALAMIDIS, N.; MARKAKIS, P. The phytic acid-total
phosphorus relationship in barley, oats, soybeans, and wheat. Cereal
Chemistry, Saint Paul, v. 53, n. 6, p. 867-871, 1976.

MA, G. et al. Phytate, calcium, iron, and zinc contents and their molar
ratios in foods commonly consumed in China. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, Easton, v. 53, n. 26, p. 10285-90, Dec. 2005.

MALAVOLTA, E.; VITTI, G. C.; OLIVEIRA, S. A. Avaliacdo do
estado nutricional das plantas: principios e aplicacdes. 2. ed.
Piracicaba: POTAFOS, 1997. 319 p.

MAYER, J. E.; PFEIFFER, W. H.; BEYER, P. Biofortified crops to
alleviate micronutrient malnutrition. Current Opinion in Plant Biology,
Oxford, v. 11, n. 2, p. 166-170, Apr. 2008.



52

MCDONALD, G. K.; GENC, Y.; GRAHAM, R. D. A simple method to
evaluate genetic variation in grain zinc concentration by correcting for
differences in grain yield. Plant and Soil, The Hague, v. 306, n. 1/2, p.
49-55, May 2008.

MONASTERIO, I.; GRAHAM, R. D. Breeding for trace minerals in
wheat. Food and Nutrition Bulletin, Davis, v. 21, n. 4, p. 392-396, 2000.

NAPPI, G. U. et al. Validacdo de métodos para determinacao dos acidos
fitico e oxalico em multimistura. Ciéncia e Tecnologia Aliementos,
Campinas, v. 26, n. 4, p. 811-820, 2006.

PIRES, L. P. M. et al. Desempenho de genoétipos de soja , cultivados na
regido centro-sul do Estado do Tocantins, safra 2009/2010. Bioscience
Journal, Uberlandia, v. 28, n. 2, p. 214-223, 2012.

R DEVELOPMENT CORE TEAM. R: a language and enviroment for
statistical computing. Vienna: R Foundation for Statistical Computing,
2009. Disponivel em: <http://www.r-project.org>. Acesso em: 10 nov.
2014.

RABOY, V.; DICKINSON, D. B. Phytic acid levels in seeds of glycine
max and G. soja by Phosphorus Status. Crop Science, Madison, v. 33, n.
6, p- 1300-1305, Nov. 1993.

RABOY, V.; DICKINSON, D. B.; BELOW, F. E. Variation in seed total
phosphorus, phytic acid, Zinc, Calcium, Magnesium, and protein among

lines of glycine max and G. soja. Crop Science, Madison, v. 24, p. 431-

434, June 1984.



53

REDDY, B. V.; RAMESH, S.; LONGVAH, T. Prospects of breeding for
micronutrients and B -Carotene-Dense sorghums. International
Sorghum and Millets Newsletter, Southampton, v. 46, n. 1, p. 10-14,
2005.

RIOS, J. J. et al. Biofortification of Se and induction of the antioxidant
capacity in lettuce plants. Scientia Horticulturae, Amsterdam, v. 116, n.
3, p. 248-255, May 2008.

RIOS, S. D. A. et al. Biofortificac¢do: culturas enriquecidas com
micronutrientes pelo melhoramento genético. Revista Ceres, Vigosa,
MG, v. 56, n. 6, p. 713-718, 20009.

SOUZA, G. A. de et al. Evaluation of germplasm effect on Fe, Zn and Se
content in wheat seedlings. Plant Science: an International Journal of
Experimental Plant Biology, Shannon, v. 210, p. 206-213, Sept. 2013.

SOUZA, R. F. de et al. Carbonate-silicate ratio for soil correction and
influence on nutrition, biomass production and quality of palisade grass.
Scientia Agricola, Piracicaba, v. 68, n. 5, p. 526-534, Sept./Oct. 2011.

THAVARAJAH, D. et al. Phytic acid and Fe and Zn concentration in
lentil (Lens culinaris L.) seeds is influenced by temperature during seed
filling period. Food Chemistry, Oxford, v. 122, n. 1, p. 254-259, 2010.

UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE. World
agricultural production. Washington, 2015. Disponivel em:

<http://apps.fas.usda.gov/psdonline/circulars/production.pdf>. Acesso
em: 10 nov. 2014.

UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY.
Microwave assisted acid digestion of sediments, sludges, soils, and
oils. Washington, 2007. 30 p.



54

VELU, G. et al. Biofortification strategies to increase grain zinc and iron
concentrations in wheat. Journal of Cereal Science, London, v. 59, n. 3,
p. 365-372, May 2013.

WELCH, R. M. The impact of mineral nutrients in food crops on global
human health. Plant and Soil, The Hague, v. 247, n. 1, p. 83-90, Nov.
2002.

WELCH, R. M.; GRAHAM, R. D. Breeding crops for enhanced
micronutrient content. Plant and Soil, The Hague, v. 245, n. 1, p. 205-
214, Aug. 2002.

WELCH, R. M.; GRAHAM, R. D. Breeding for micronutrients in staple
food crops from a human nutrition perspective. Journal of Experimental
Botany, Oxford, v. 55, n. 396, p. 353-364, 2004.

WHITE, P. J.; BROADLEY, M. R. Biofortification of crops with seven
mineral elements often lacking in human diets--iron, zinc, copper,
calcium, magnesium, selenium and iodine. New Phytologist, Cambridge,
v. 182, n. 1, p. 49-84, 2009.

WIERSMA, J. V.; MORAGHAN, J. T. Within-seed distribution of
selected mineral elements among soybean genotypes that vary in iron
efficiency. Crop Science, Madison, v. 53, n. 5, p. 2051-2062, 2013.

YUAN, F. J. et al. Effects of two low phytic acid mutations on seed
quality and nutritional traits in soybean (Glycine max L. Merr). Journal
of Agricultural and Food Chemistry, Easton, v. 57, n. 9, p. 3632-3638,
May 20009.

Z0U, T. et al. Biofortification of soybean sprouts with zinc and
bioaccessibility of zinc in the sprouts. Journal of the Science of Food
and Agriculture, London, v. 94, n. 14, p. 3053-3060, Nov. 2014.



55

ARTIGO 2 Genotypic variation of zinc accumulation in soybean seedlings
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ABSTRACT

Zinc (Zn) is an essential mineral for the humans, animals and plants
metabolism. The increasing of its concentration may be a practicable alternative
to reduce nutritional complications in crops, resulting from zinc deficiency in the
soil, especially in developing countries. Aiming to assess the genotypic variation
in seedlings of soybean cultivars (Glycine max (L.) Merrill.), under treatment
using adequate (1uM ZnSO4) and no (OpM ZnSO4) contents of zinc; and the
effect of these treatments in plants growth, nutritional characteristics and relative
expression of key genes involved in the zinc homeostasis; 15 cultivars were
selected. Soybean seedlings were kept under treatment for two weeks.
According to results, all cultivars showed differences in terms of roots size and
plants growth per treatment, what suggested variability among cultivars in
accumulating zinc. Three soybean cultivars, namely TMG 1174 RR, BRS 257
and SYN 9070 RR, showed evident symptoms of zinc deficiency, more than in
other cultivars. These different capacities seem to be associated with some
changes in the relative expression of genes involved in the absorption and
assimilation of zinc. The ZIP1, IRT3 and NAS2 genes were well expressed
under zinc deficiency conditions. Therefore, some soybean cultivars, such as
BRS213, BRS 800A and BRS 790 RG were found to be potential for the
obtainment of varieties with high capacity in accumulating zinc in edible parts of
plants, as well as for plants growth under low content of zinc in the soil.

Key-words: Glycine max. Zinc deficiency. Iron. Nutritive solution. Interaction
among minerals. Genes expression.
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RESUMO

O Zn é um elemento essencial para o metabolismo humano, animal e
também das plantas. O aumento da concentragdo de Zn em plantas cultivadas
pode ser uma alternativa viavel para atenuar as complicagcdes nutricionais
causadas pela deficiéncia de Zn no mundo, especialmente em paises em
desenvolvimento. Foram selecionadas 15 cultivares de soja [Glycine max (L.)
Merrill.] com o objetivo de avaliar a variagdo genotipica em resposta aos
tratamentos de Zn suficiente (1uM ZnSO,) e deficiéncia de Zn (OuM ZnSO,)
quanto ao crescimento de plantas, caracteristicas nutricionais e expressdo
relativa de genes-chave envolvidos na homeostase de Zinco. As plantulas de soja
permaneceram sob os tratamentos durante duas semanas. As cultivares de soja
exibiram diferenga em termos de tamanho total de raiz e crescimento de plantas
em reposta aos tratamentos indicando variabilidade genotipica entre as cultivares
em acumular Zn. Trés cultivares de soja (TMG 1174 RR, BRS 257 ¢ SYN
9070RR) exibiram sintomas de deficiéncia de Zn mais evidentes que as demais.
As diferentes habilidades que as cultivares de soja apresentaram parecem estar
associadas a alguma alteragdo na expressdo relativa de genes envolvidos na
absor¢do e assimilagdo de Zn. Na soja, os genes ZIP1, IRT3 e NAS2 sfo mais
expressos sob deficiéncia de Zn. De acordo com os resultados, cultivares de
soja, tais como, BRS213, BRS 800A e BRS 790 RG apresentam potencial para
obtencdo de cultivares com maiores habilidades em acumular Zn em partes
comestiveis bem como, para o crescimento sob condi¢des de solos com relativa
baixa concentragdo em Zn.

Palavras-chave: Glycine max. Deficiéncia de Zn. Ferro. Solucdo nutritiva.
Interag@o entre minerais. Expressdo de genes
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1 INTRODUCTION

Micronutrients are some of the most important requirement in human
nutrition and their deficiency is a well-known health problem worldwide, which
affects more than 3billion people in the world. Deficiencies in Zn are common
and estimated to affect over 30 percent of the global population. Zn is an
essential element for humans, plants and animals. Zn is required for the activity
of a large number of proteins, such as transcription factors and metalloenzymes
(SADEGHZADEH, 2013). Biofortification of crops is an important strategy for
improving the mineral status of staple foods with respect to micronutrients,
namely Zn. Genetic and agronomic biofortification have focused on enhancing
the efficiency of elemental uptake and accumulation in plants (YIN; YUAN,
2012).

One of the major reasons for the widespread occurrence of Zn
deficiency in humans is due a diet consisting of a high proportion of staple foods
(vegetables) with low Zn bioavailable, especially in developing countries
(SADEGHZADEH, 2013). Vegetables are inherently very low in Zn
concentrations in edible parts, particularly when grown on Zn-deficient soils
(CAKMAK, 2008). Most soils with low plant-available Zn can be treated with
Zn fertilizers to correct crop Zn deficiency. Moreover, Zn fertilizers may be
unavailable or unaffordable in developing countries. Due of the widespread Zn
deficiency problems and difficulties in alleviating this deficiency with fertilizers,
the development of crops that are efficient Zn accumulators, especially under
low soil Zn conditions, could be an alternative for improving Zn deficiency
tolerance, grain productivity and micronutrient quality (SADEGHZADEH,
2013). Genotypic variation within a crop species affects their ability to
accumulate nutrient, such as Zn. Substantial genetic variation in Zn
accumulation has been reported in many crops (KLING; MENKIR; DIXON,
2000; SOUZA et al., 2014; WELCH; GRAHAM, 2002).



59

Transporter and others types of proteins are involved in uptake and
transport of cationic micronutrients in cells. Generally, the genes encoding the
Zn transporter proteins are expressed in response to Zn deficiency. But, the role
of these proteins in genotypic variation for Zn deficiency tolerance or Zn
accumulation is not sufficiently clear (CAKMAK, 2008). Hence, making use of
genotypic variation and investigation of the transcripts levels’ key genes in Zn
uptake and assimilation pathways are achievable and can be an effective method
to get information for Zn biofortification purpose in crops.

Brazil is one of the majors the world’s producer and exporter of
soybeans and products (soy oil and soymeal). Soybean (Glycine max) is a crop
that has satisfactory amounts of proteins, carbohydrates, lipids, vitamins, and
minerals. As a result, its enrichment with Zn would be an alternative to combat
malnutrition of human and animals (ZOU et al., 2014). Exploiting genotypic
variation is likely to be effective in providing information for breeding varieties
that simultaneously accumulate high levels of Zn and contribute nutritional
improvements in soybean.

The newly grown plants has been used to evaluate genotypes for
resistance to metal toxicities and deficiency in divers crops including soybean
(GRAHAM et al., 1992, 1993; HUANG; GRAHAM, 1990) . We examined 15
seedlings of Brazilian soybean varieties to gain a better understand mineral
nutrition in soybean genotypes in response to Zn sufficient and deficiency on
seedlings growth as well as on Zn accumulation and the expression of some
genes involved in Zn homeostasis. The effects of Zn treatments on Fe
accumulation in these soybean varieties were also examined to give a general

view of these mineral interactions in soybean plants.
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2 MATERIAL AND METHODS

2.1 Materials and treatments

The experiment was performed in a climate chamber, at Laboratory of
Genetics, Wageningen University, Wageningen, Netherlands. Seeds of fifteen of
selected Brazilian soybean varieties were germinated on germination paper. The
7-day-old seedlings were transferred to 600 mL polyethylene pots containing
half strength Hoagland’s nutrient solution (HOAGLAND; ARNON, 1950)
containing 1uM ZnSO,. The pH buffer 2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid
(MES) was added at 2mM and the pH was set at 5.5 using potassium hydroxide
(KOH). After 6 days, the soybean seedlings were supplied with Zn
sufficient/control (1pM  ZnSO,) and Zn deficient (0uM ZnSO,). The
experiments were disposed in completely randomized design in a 15 x 2 factorial
scheme, by means of 15 soybean varieties and two levels of Zn (0 and 1pM
ZnSQ,), with seven replicates. After 2 weeks of Zn deficient exposure or control
seedlings were harvested. Three biological replicates were harvested and frozen
in liquid nitrogen and stored in a freezer at -86 °C until use in RT-PCR and four

biological replicates were used for all other analysis.

2.2 Root architecture

The ability of seedlings of Brazilian soybean varieties to tolerate Zn
deficiency was tested through total root length by scan. The roots were
preserved in their respective nutrient solution at 4°C until measurements. Roots
were gently rinsed for at least 3 minutes under distilled water. Then they were
arranged in a tray with a shallow film of distilled water to avoid overlapping of
roots and subsequently scanned. Total root lengths of four biological replicates

were measured using WinRHIZO (REGENT INTRUMENTS, 2014).
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2.3 Assessment of Zn and Fe concentrations

For Zn and Fe analyses, shoot samples were digested in a CEM®Mars-
Smicrowave oven system (CEM Corporation,Matthews, NC, USA), following
the USEPA 3051A method (UNITED STATES ENVIRONMENTAL
PROTECTION AGENCY - USEPA, 2007). The Zn and Fe contents in the
digested solutions were determined by flame atomic absorption spectrometry. To
check the accuracy of elemental determinations were used NIST standard
reference material (SRM 1573a Tomato Leaves), which was found satisfactory,
100.2 for Zn and 72.7% for Fe. Roots did not produced biomass sufficient to

analyze mineral concentration of them.

2.4 RNA isolation, reverse Transcripton, design of Primers and quantitative
PCR analysis

Total RNA was extracted from shoots and roots as described by (ONATE-
SANCHEZ; VICENTE-CARBAJOSA, 2008). The RNA concentration and
quality were determined using a NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thernmo
Fisher Scientific). All RNA samples had a A260:230 ratios of over 2.1 and a
A260:A280 ratio of 2.1, so the quality of RNA was good enough for further
gRT-PCR analysis. Reverse Transcription into cDNA were performed by
iScriptTM cDNA Synthesis Kit from Bio-Rad using 1pg of RNA. For the
normalization of ZIP1, IRT3 and NAS2 expression in soybean seedlings was
used ACT3 as reference gene. Primers pairs (Table 1) representing one reference
gene (ACT3) and another genes (ZIP1, IRT3 and NAS2) were designed and
tested by ‘Primer 3° (UNTERGASSER et al., 2012). qRT-PCR were operated by
using the kit of iIQTMSYBR Green Supermix (Bio-Rad), including SuL of iQ
SYBR Green Supermix, 3uM of forward and reverse primers, and 3 puL of 10
times diluted cDNAs (corresponding to 3ng/ul. RNA) in a total volume of

10pL. Three biological repeats per treatment and two technical repeats per
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biological repeat were included in the qRT-PCR analysis. The qRT-PCR was
carried out by heating the reactions 3 minutes at 95°C, followed by 40 cycles of
10 seconds at 95°C and 30 seconds at 55°C. Then, 10 seconds at 95°C and
posteriorly changed to 65°C and was increased 5°C continuously during the
heating until 95°C. The relative transcript leves (RTLs) were calculated by the 2
A method (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). For all gene, expression of their
respective shoot transcripts in the variety TMG 1174 RR under Zn sufficient
(1uM ZnSO,) was used as the calibration (RTL = 1).

Table 1 List of primers used in the study

forward primer (5°-3’,top)

genes reverse primer (5°-3°, bottom) acession

ACT3 TGCATTGCTTCCAGACAAAT BW674478.1
GTGTCTGGATCGGTGGTTCT
GCTTTCGAGAACCTCACGTC

ZIP1 TCATGCCCTGATTCCTTTTC AY029321.1

CATCGCTTCCATTCTCCTCT

IRT3 TGAAGGGAAACTTGGACCAC ~ Olyma06g03460.4

NAS2 CCGCTTTGAAGGAGTACGAG Glyma03g39050.1
GACAACCGAATTGACGACCT

2.5 Statistical analyses

Data were statistically evaluates through analysis of variance (ANOVA)
at 95% confidence, tests following the Tukey’s test used to compare mean
values. The statistical software used was Sisvar 5.3 Build 77 (FERREIRA,
2011). Where needed, Pearson correlations were performed in the Minitab 17

statistical software (MINITAB INC, 2014).
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3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Total root length and seedlings growth in response to Zn sufficient and
Zn deficiency

The new center of attention of plant breeding programs has been the
exploration of genotypes with high quality of food crops and as much as
possible high productivity of grains (MAYER; PFEIFFER; BEYER, 2008;
SOUZA et al., 2013). The heavier grains attribute to better germination and
seedling growth (SOUZA et al., 2014). Thus, the genotypic variation of soybean
based on growth of seedlings could be helpful to find a potential variety for
biofortification purpose.

The genotypic variation on Zn sufficient and tolerance of Zn deficiency
was evaluated in selected Brazilian soybean varieties to understand growth
dynamic based on three parameters: total root length, deficiency symptoms and
growth rate (dry weight).

Total root length of soybean seedlings varied in these selected Brazilian
soybean varieties grown under Zn sufficient (1uM ZnSO,) (Figure 1). An over
to 1.7 fold difference in total root length was detected in these soybean varieties
grown hydroponically in normal conditions (the values ranged from 361 to 644
cm, (p<0.05; n=4)

In comparison with other tissues of plants root growth is more rapidly
affected upon metal exposure (CARVALHO et al., 2013), for that reason root
length has previously been suggested to be an efficient parameter to evaluate
metal deficiency. As expected, total root length measurements confirmed the
effect of Zn deficiency (OuM ZnSO,), on Brazilian soybean varieties. However,
most of these soybean varieties (eleven) were not affected by Zn deficiency on

root length (p<0.05; n=4) (Figure 1).
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Figure 1 Effect of Zn sufficient (1uM ZnSQO4) and Zn deficiency (O0uM
ZnSO4) on total root length in seedlings of Brazilian soybean
varieties. Asterisks above the column indicate significant difference
at p <0.05 for Zn conditions Error bars indicate the standard error of
the mean (n=4).

The soybean varieties plant exhibited light green of young leaves
starting in the first week of Zn deficiency exposure and reduced growth rate at
Zn deficiency (OuM ZnSQ,), confirming their sensibility to Zn deficiency.
Severity of Zn deficiency symptoms in the absence of Zn was less pronounced
in twelve varieties than TMG 1174 RR, BRS 257 and SYN 9070RR (Figure 2).
Our results are in agreement with Hafeez, Khanif and Saleem (2013) who
described the Zn deficiency symptoms first appear on young leaves as Zn is
immobile under conditions of deficiency of this metal. Zinc deficient plants are

lack vigor; give patchy appearance with short and thin stems.
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. TMG 1174 RR ® SYN 9070RR

Figure 2 Seedlings of Brazilian soybean varieties after 2 weeks of exposure to
Zn sufficient (1uM ZnSOy4) and Zn deficiency (OuM ZnSOy).

As shown in Figure 3, these soybean varieties exhibited up to 1.7-fold
difference in their shoot biomass (Figure 3A) and over 2.3-fold in roots (Figure
3B) when they grew in the Zn sufficient conditions. The exposure to Zn
deficiency was expected to affect biomass of these soybean varieties, production
decreased notably, but were not significantly (p<0.05; n=4) in ten varieties for
shoot (Figure 3A) and in twelve varieties for roots when comparing plants
grown at Zn sufficient conditions (Figure 3B). Zinc deficiency affects the
absorption of water and nutrients from substrate and thus resulting in growth
reduction in the plant (HAFEEZ; KHANIF; SALEEM, 2013).

These results indicate that soybean seedlings exhibits genetic variation

for growth dynamic in utilization of Zn at the Zn sufficient and deficiency.
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Figure 3 Effect of Zn sufficient (1uM ZnSQOy4) and Zn deficiency (OuM
7ZnSQ4) on dry weights of the shoot (A) and root (B) in seedlings of
Brazilian soybean varieties. Asterisks above the column indicate
significant difference at p < 0.05 between Zn sufficient and Zn
deficiency. Error bars indicate the standard error of the mean (n=4).
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3.2 Accumulation of Zn in shoots

Plants demand the suitable balance of Zn for normal growth and
optimum yield. Zn deficiencies also decrease the amount of Zn in grain and
reduce its nutritional quality (SADEGHZADEH, 2013). In general, soybean and
others crops have Zn deficiency as a common problem especially when grown
on alkaline calcareous and sandy soils of low organic matter contents (AHMAD
etal., 2012; ALLOWAY, 2008; SADEGHZADEH, 2013).

The potential productivity and quality of food crops may be regulated by
genetic factors along with physiological and biochemical factors which
determine crop nutrient uptake; and these factors differ among plant species,
cultivars, tissues and organs (REDDY; TUCKER; DUNN, 1987; SOUZA et al.,
2013; WHITE; BROADLEY, 2009).

The evaluation of genotypic variation of Zn accumulation can be useful
to identify cultivars that can remain productive even in Zn deficiency conditions
and also for a potential of better crop nutritional quality (SADEGHZADEH,
2013).

Zn accumulation on shoot were measured from plants growing in
hydroponic conditions after 2 weeks of exposure to Zn sufficient (1uM ZnSOy)
and Zn deficiency (OuM ZnSO,) to examine the Zn status and the genetic
variation of soybean seedlings varieties (Figure 4). The biomass production of

roots was not enough to analyze mineral concentration of them.
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Figure 4 Effect of Zn sufficient (1uM ZnSO4) and Zn deficiency (O0uM
ZnSO4) on Zn accumulation in seedlings of Brazilian soybean
varieties. Asterisks above the column indicate significant difference at
p < 0.05 between Zn sufficient and Zn deficiency. Error bars indicate
the standard error of the mean (n=4).

As shown in Figure 4, the fifteen soybean varieties showed different
capacity to accumulate Zn, when they grew in normal conditions. These soybean
varieties exhibited over 1.5-fold variation on their Zn accumulation when they
grew in the nutrient solution with Zn sufficient, ranging from 9.7 to 15.0 mg
plant ' DW (p<0.05; n=4). A general reduction of Zn accumulation was
observed under Zn deficiency and for four of these soybean varieties (98Y12
RR, BRSMG 790 A, NA 5909 RG, SYN 1163 RR) was not significant (Figure
4).

The variations among these soybean varieties are in agreement with
other reports demonstrating that soybean varieties have different ability in

utilization of Zn (GRAHAM et al., 1993; MOTTAGHIAN et al., 2008) and
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different tolerance of Zn deficiency (AHMAD et al., 2012; GRAHAM et al.,
1993).
3.3 Zn sufficient and Zn deficiency on Fe accumulation

Metals such as Zn and Fe have vital roles in life cycle of plant and very
important for normal growth plants and edible parts of the plant will provide
benefits for animal and human nutrition (KOBRAEE et al., 2011). Antagonism
between Zn and Fe is well known. Understanding of mineral accumulation in
soybean is a prerequisite to develop Zn rich soybean without negative effects on
iron accumulation and other nutritional characteristics.

The exposure to Zn sufficient and Zn deficient is expected to affect the
plant nutrient status in different forms according to the genotypic variation, such
as Fe, which often interacts with Zn. To see whether Zn deficiency affected the
accumulation of Fe, we measured this mineral accumulation in response to Zn
sufficiency and deficiency and examined their interactions.

When these plants soybean grown on Zn sufficient, different levels of Fe
were accumulated in the soybean varieties showing genetic variation in response
to this treatment (Figure 5). The soybean varieties exhibited 2.3-fold variation in
Fe accumulation among soybean varieties, ranging from 22.6 to 51.8 mg plant .

In general the Fe accumulation of these soybean varieties was increased
under Zn deficiency, but, did not change much in response to that condition. The
data agree with other publications showing that Zn deficiency condition could
increase Fe accumulation in plants (HAFEEZ; KHANIF; SALEEM, 2013). In
contrast, Fe accumulation was significantly suppressed by Zn deficiency in two
lines (NA 5909 RG, CG 7464 RR). There were negative correlation between the
Zn and Fe accumulation in the shoots, but was not significant according with
(KOBRAEE et al., 2011) who found a negative correlation between Zn and Fe

concentration on shoots of soybean which also was not significant.
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Figure 5. Effect of Zn sufficient (1uM ZnSQO4) and Zn deficiency (OuM
ZnSO4) on Fe accumulation in seedlings of Brazilian soybean
varieties. Asterisks above the column indicate significant difference
at p < 0.05 between Zn sufficient and Zn deficiency. Error bars
indicate the standard error of the mean (n=4).

3.4 Expression of genes involved in Zn metabolism.

We investigated the transcript levels of three key genes (ZIP1, IRT3 and

NAS2) in response to Zn sufficient and Zn deficient in shoots and roots of

soybean varieties by quantitative RT-PCR. These genes have important

functions of Zn metabolism in plants. Thus, examination of expression of these
genes in shoots and roots should help us to gain a better understanding of Zn
assimilation and translocation in soybean.

In general, the relative expression level of the genes ZIP1, IRT3 and

NAS2) in response to Zn sufficient and Zn deficient in shoots and roots varied

depending on cultivars (Figure 6). The genotypic variation among these soybean
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Figure 6 Relative expression of genes involved in Zn homeostasis in response to
Zn sufficient (1uM ZnSO,) and Zn deficiency (OuM ZnSQO,) in
seedlings of Brazilian soybean varieties. Transcript levels were
measured in shoot and root by qRT-PCR. The expression of shoot in
the variety TMG 1174 RR Zn sufficient samples was set to 1. Data are
means of two technical trials with three biological repeats. Letters
above the bars indicate significant difference between the four columns
for each variety at the 5% level as judged by Tukey’s statistical
method. Error bars indicate the standard error of the mean (n=3).
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varieties occasioned Zn accumulation at different levels when exposed to Zn
sufficient and Zn deficiency. The different capacity to accumulate Zn in
response to both conditions was found to be associated with altered expression
of ZIP1, IRT3 and NAS2.

Zinc influx facilitators, members of the Zrt- and Irt related protein (ZIP)
family of metal transporters, are involved in zinc uptake in plants. ZIP1and IRT3
are functionally characterized as zinc uptake transporters (ASSUNCAO et al.,
2010). ZIP1 which participate in control of metal influx (IDE, 1998; LOPEZ-
MILLAN; ELLIS; GRUSAK, 2004; MOREAU et al., 2002; RAMESH et al.,
2003) and IRT3 are also involved in transmembrane transport (BROADLEY et
al., 2007; CHIANG; LO, 2006; LIN et al.,, 2009; TALKE; HANIKENNE;
KRAMER, 2006).

As shown in Figure 6A, when the soybean varieties were exposed to Zn
deficiency was observed increased of the relative expression of ZIP1 in shoots (9
fold) of three varieties (BRSMG 800 A, BRS 257, 98Y30 RR) and in roots (up
to 3 fold) of three varieties (BMX RACA RR, BRSMG 800 A, NA 5909 RG).
In contrast, relative expression of ZIP1 in roots of another variety (BRSMG 790
A) responded differently to Zn deficiency.

Examination of IRT3 expression in these soybean varieties revealed that
in general IRT3 levels of expression was most strongly expressed gene in roots
(Figure 6B). These gene was up-regulated in response to Zn deficiency for
shoots and roots, but significantly high expression in that conditions was
observed in shoots (7 fold) of four varieties (TMG 1174 RR, BRS 213, BRSMG
800 A, 98Y30 RR) and in roots (up to 11 fold) of three varieties (W 691 RR,
SYN 9070RR, 98Y30 RR) (p<0.05; n=3).

Nicotianamine synthase genes (NAS) encoding enzymes that catalyse
the synthesis of NA (nicotianamine) and they are more highly expressed in

roots. NA is a high affinity metal chelator and play a role in long-distance of
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metal (ALVAREZ—FERNANDEZ et al., 2014; DEINLEIN et al., 2012;
SINCLAIR; KRAMER, 2012; TALKE; HANIKENNE; KRAMER, 2006).
Compared to Zn sufficient conditions (1uM ZnSOQy), in these soybean varieties,
NAS2 expression was up-regulated under Zn deficiency (Figure 6C).
Significantly high levels of expression of NAS2 were seen under Zn deficient
conditions (1puM ZnSO,) in shoots (2.5 fold) of two varieties (98Y12 RR,
BRSMG 800 A) and in roots (up to 3 fold) of five varieties (GNZ 721S RR, W
691 RR, BRS 257, NA 5909 RG, CG 7464 RR) (p<0.05; n=3) (Figure 6C).

The data are agreement with other studies showing that ZIP1, IRT3 and
NAS2 genes are also up-regulated under Zn deficiency in others plants

(ASSUNCAO et al., 2010; TALKE; HANIKENNE; KRAMER, 2006).

4 CONCLUSION

These results suggest that genotypic variation for response to Zn
sufficient and Zn deficiency in terms of plant growth as well as Zn and Fe
accumulation is present in soybean seedlings.

The different ability of soybean varieties to accumulate Zn treatment
appeared to be associated to an altered expression of genes involved in Zn
uptake and assimilation. The genes ZIP1, IRT3 and NAS2 are up-regulated
under Zn deficiency in soybean.

In consideration of the Zn accumulation, plant growth and the
interaction with Fe, the Brazilian soybean varieties such as BRS213, BRS 800A
e BRS 790 RG may be a very useful genetic resource in developing soybean
varieties for growth on low zinc soils and in physiological studies to understand
differing approaches to nutrient accumulation in edible tissues/organs and

particularly, in biofortification purpose.
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