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RESUMO

SILVA, Adinan Alves, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de E8fitio

da resisténcia a seca em soja: avaliagbes fisiologicas, metabdlicas e moleculares.
Orientador: Cleberson Ribeiro. Coorientadores: Juraci Alves de Oliveira, Dimas
Mendes Ribeire Kacilda Naomi Kuki.

A soja é a principal planta leguminosa cultivada no mundo. A elevada demanda pela
soja se justifica na importancia do seu grédo para a alimentacdo humana e animal.
Entretanto, o seu rendimento pode ser afetado pelos estresses abioticos, sendo a seca ¢
fator ambiental mais impactante na sua produtividade. Assim, 0 objetivo deste trabalho
foi identificar e caracterizar linhagens de soja contrastantes para a resisténcia a seca,
mediante avalia¢des fisioldgicas, bioquimicas e moleculares. Quatro genétipos de soja
foram utilizados nos experimentos: cultivar Embrapa 48 (E48), referencial de tolerancia
ao déficit hidrico e 3 linhagens provenientes do Programa de Melhoramento da Soja da
Universidade Federal de Vicosa, previamente caracterizadas como sensivel (11644) e
tolerantes (11377 e 13241) ao déficit hidrico. As plantas foram avaliadas em trés
condi¢bes: 1) plena irrigacdo (controle), 2) déficit hidrico (DH) apds suspensdo da
irrigacdo do solo até atingir potencial hidrico foliar na antemanha de -1,5 MPa, e 3)
reidratacdo por 3 dias (RH), posterior ao déficit hidrico. Os gendtipos 11644, 11377 e
E48 alcancaram o potencial hidrico de -1,5 MPa ap6s 8 dias de suspensdao da irrigacao,
contra 10 dias na linhagem 13241. Menor area foliar constitutiva e maior incremento na
concentracdo de acido abscisico (ABA) foliar permitimfimhagem 13241 exibir a
menor reducdo no Teor Relativo de Agua (TRA), apds o déficit hidrico. De maneira
inversa, a linhagem 11644 apresentou as maiores reduc¢des no TRA e suculéncia foliar.
O processo fotossintético foi igualmente inibido pelo déficit hidrico em todos os
genotipos. Porém, o cultivar tolerante E48 exibiu maior incremento na eficiéncia no uso
da 4gua (EUA). O acumulo de osmolitos foi mais expressivo nas linhagens 11377 e
13241. Nas analises dos componentes antioxidativos, a linhagem 11644 obteve maiores
incrementos na concentracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), maior nivel de
peroxidacdo de lipidios e menor atividade das enzimas antioxidantes catalases (CAT)
dismutase do superéxido (SOD). Adicionalmente nessa linhagem, a glutationa teve
limitada atuacdo contra o estresse oxidativo induzido pelo déficit hidrico. Na linhagem
13241, maiores incrementos na atividade da CAT, SOD, peroxidase do ascorbato
(APX) e peroxidase da glutationa (GPX) indicam a participacao efetiva dessas enzimas

antioxidantes na defesa contra o estresse. No cultivar E48, metabdlitos antioxidantes,



como a glutationa e ascorbato, demonstraram papel mais importante. A partir desses
resultados, pdde-se corroborar que dentre as linhagens, a 11644 foi a mais sensivel ao
déficit hidrico, enquanto a 13241 foi a mais tolerante. Por essa razao, a linhagem 11377
foi excluida das analises de perfil metabolico e expressao génica. A avaliacao do perfil
metabolico demonstrou que a resposta dos genoétipos ao déficit hidrico foi direcionada
para o ajustamento osmotico, pelo aumento dos aminoacidos, carboidratos e poliaminas.
Contudo, néo foi possivel por meio do perfil metabdlico discernir niveis de tolerancia
ao déficit hidrico entre os gendtipos. A analise da expressao génica via PCR real time
foi realizada somente com as linhagens 11644 e 13241. Os resultados ndo apresentaram
diferencas significativas para a maioria dos genes avaliados, mas foi possivel identificar
um padrdo evidente de resposta ao se observar as médias dos resultados. Genes
diretamente envolvidos com: mecanismos de resisténcia a seca, biossintese do ABA,
defesas antioxidantes e fatores de transcricdo responsivos a estresses, apresentaran
aumento na expressao na linhagem 13241. Em concluséo, a linhagem 13241 apresenta
maior tolerancia ao déficit hidrico em comparacdo a 11377, e ainda, se equipara na
maioria das respostas com aquelas apresentadas pelo cultivar E48. Por outro lado, os
resultados evidenciam que a linhagem 11644 se mostra sensivel ao déficit hidrico.
Conclui-se também que a reidratacdo das plantas por 72 horas prap@togperacdo

da maioria dos parametros fisiolégicos e bioquimicos para os mesmos niveis do
tratamento controle. Todos esses resultados sdo importantes para a identificacdo e
caracterzacdo de mecanismos de tolerancia de plantas cultivadas, que posteriormente
poderao ser utilizados em Programas de Melhoramento da Qualidade da Soja, visando a

geracao de genotipos mais resistentes a seca.
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ABSTRACT

SILVA, Adinan Alves, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, Ay@@st7.Study of
drought resistance in soybean: physiological, metabolic and molecular evaluations.
Adviser. Cleberson RibeiroCo-advisers: Juraci Alves de Oliveira, Dimas Mendes
Ribeiro and Kacilda Naomi Kuki.

Soybean is the main oilseed crop grown in the world. The high demand for soybeans is
justified by the importance of their grain in human and animal nutrition. However, its
yield can be affected by the abiotic stresses, being the drought the most impacting
environmental factor in its productivity. However, its yield can be affected by the
abiotic stresses, being the drought the most impacting environmental factor in its
productivity. Therefore, the goal of this work was to identify and characterize
contrasting soybean lines for drought resistance, through physiological, biochemical and
molecular evaluations. Four soybean genotypes were used in the experiments: cultivar
Embrapa 48 (E48), reference for tolerance to water deficit and 3 lines from the
Programa de Melhoramento da Soja da Universidade Federal de Vicosa, one previously
characterized as sensitive (11644) and two tolerant (11377 and 13241) to the water
deficit. Plants were evaluated under three conditions: 1) full irrigation (control), 2)
water deficit (DH) after suspension of soil irrigation until reaching leaf water potential

in the morning of -1.5 MPa, and 3) Rehydration for 3 days (RH), after the water deficit.
The genotypes 11644, 11377 and E48 reached the water potential of -1.5 MPa after 8
days of irrigation suspension, versus 10 days in the line 13241. Lower constitutive leaf
area and greater increase in abscissic acid (ABA) foliar concentration allowed the line
13241 exhibits the lowest reduction in Relative Water Content (TRA), after water
deficit. Conversely, the line 11644 presented the greatest reductions in TRA and foliar
succulence. The photosynthetic process was similarly inhibited by water deficit in all
genotypes, through intense diffusive restriction. However E48 tolerant genotype
exhibited a greater increase in water use efficiency (WUE). The accumulation of
osmolytes was more expressive in lines 11377 and 13241. In the analysis of the
antioxidative components line 11644 showed higher increases in the concentration of
reactive oxygen species (ROS), higher level of lipid peroxidation and lower activity of
the antioxidant enzymes catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD). Additionally,
glutathione had limited action against the oxidative stress induced by the water déficit in
linel1644. In line 13241, greater increases in the activity of CAT, SOD, ascorbate

peroxidase (APX) and glutathione peroxidase (GPX) indicate the effective participation

vii



of antioxidative enzymes in defense against stress. In E48 antioxidant metabolites, such
as glutathione and ascorbate have been shown to play a more important role. From these
results it was possible to corroborate that 11644 is the most sensitive line to the water
deficit, whereas the 13241 is the most tolerant. Therefore, line11377 was excluded from
metabolic profile and gene expression analyzes. Metabolic adjustment demonstrated
that plants responses to the water deficit was directed to the osmotic adjustment by the
increase of amino acids, carbohydrates and polyamines. However, it was not possible
through the metabolic profile to discern levels of tolerance to water deficit among
genotypes. Gene expression analysis via real time PCR was performed only with the
lines 11644 and 13241. The results did not showed significant differences for most
evaluated genes, but it was possible to identify an obvious response pattern when
observing the results. Genes directly involved in drought resistance mechanisms, such
as ABA biosynthesis, antioxidant defenses and stress-responsive transcription factors,
apparently have most strongly induced expression in line 13241. In conclusion, line
13241 is more tolerant to water deficit than 11377, and most of its responses match
those of tolerant reference genotype E48. Line 11644 is a soybean genotype sensitive to
water deficit. It was also concluded that the plants rehydration for 72 hours provided the
recovery of physiological and biochemical parameters for the same levels of control
treatment. All these results are important for the identification and characterization of
tolerance mechanisms of cultivated plants, which can later be used in Soybean Quality

Improvement Programs, aiming at the generation of more drought resistant genotypes.
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1. INTRODUCAO GERAL

Nas ultimas décadas, o agronegdcio se tornou a principal atividade econdmica
do Brasil, tendo a soja como o seu principal produto (Rio et al., 2016). No cenario
agricola mundial, o Brasil destaca-se como o0 segundo colocado no ranking de producao
e o primeiro na exportacdo de soja (Battisti et al., 2017). O chamado “Complexo Soja”

(gréo, farelo e 6leo) apresenta-se como importante componente da economia brasileira,
com receita prevista de US$ 30 bilhdes em exportacdes para o ano de 2017 (CONAB,
2017; MAPA, 2017). Globalmente, a soja esta entre as 4 plantas mais cultivadas,
ocupando o primeiro lugar entre as leguminosas, numa area estimada em 6% das terras
araveis (Valliyodan et al., 2017). A elevada demanda mundial pelo grdo da soja se
justifica na sua importancia como fonte de alimento de elevado valor nutricional, e
devera aumentar 25% até 2026 (Foyer et al., 2016; O’Donoghue et al., 2017).

Todas as culturas apresentam perdas no seu rendimento maximo devido
estresses abioticos que afetam seu crescimento no campo, sendo a seca o principal fator
ambiental adverso enfrentando pelas plantas (Fita et al., 2015). No Brasil, se
considerarmos as Ultimas seis safras de soja, quase todos os estados produtores tiveram
gueda na producdo superior a 10%, ocasionadas principalmente por longos e severos
periodos de estiagem ocorridos durante o ciclo da cultura (Hirakuri, 2016).

Uma recente ameaca a agricultura no Brasil e no mundo sdo os fendbmenos
climaticos extremos, resultantes das mudancas climaticas globais em curso. Nesse
cenario, existe a previsdo de aumento nas temperaturas e na frequéncia e intensidade de
eventos de seca, 0 que deverd afetar diretamente a producdo de graos (lizumi e
Ramankutty, 2015; Lesk et al., 2016). Temperaturas mais elevadas poderédo permitir o
cultivo em regides antes muito frias, e a elevacdo na concentracdo de diéxido de
carbono (CQ) atmosférico devera estimular a fotossintese e crescimento em plantas de
metabolismo C3, porém esses efeitos ndo compensardo a reducdo esperada no
rendimento das culturas sob condi¢cbes quentes e secas (Bita e Gerats, 2013; Gray et al.,
2016).

Quase 50% da superficie terrestre € composta de regides aridas ou semiaridas,
mas muitas sao altamente produtivas pelo uso de sistemas de irrigacdo. Porém, essa
pratica pode se tornar inviavel num futuro proximo e gerar perdas de até a3% n
producao atual de alimentos nesses locais (Elliott et al., 2014, Dalin et al., 2017). Essa
conjuntura coloca em risco a seguranca alimentar das populagbes humanas, uma vez

gue serdo necessarios incrementos de até 80% na producdo agricola para atender a



demanda por alimentos dos 9,2 bilhdes de habitantes do planeta, previstos para o ano de
2050 (Keating et al., 2014; Odegard e van der Voet, 2014).

Diante do contexto apresentado, paises produtores de grdos, como o Brasil, terdo
que privilegiar além da rentabilidade o plantio de cultivares mais resistentes a estresses
abidticos para garantir a expansdo na produtividade das culturas e contribuir para a
seguranca alimentar. Assim, a busca por genétipos de soja mais resistentes a seca possui
relevante importancia econdmica, ambiental e social.

Apesar de todo o avanco obtido em anos mais recentes, o entendimento acerca
das redes de sinalizacdo e respostas a seca ainda permanece fragmentado. A grande
variedade de vias ativadas nessa condica@resstalk com outros estresses abioticos
sdo fatores que dificultam desvendar em detalhes, os mecanismos adjacentes a
resisténcia a seca em plantas (Nakashima et al., 2014, Kooyers, 2015). A aclimatacéo de
plantas a seca é possivel mediante um conjunto de alteracdes fisiologicas, morfologicas,
bioquimicas e moleculares, as quais podem ser reunidas nas estratégias de escape, de
evitacao e de tolerancia (Salehi-Lisar e Bakhshayeshan-Agdam, 2016).

O escape ocorre pelos ajustes no ciclo de vida e de crescimento da planta, de
forma a se desenvolver e reproduzir, antes que 0 seu ambiente se torne excessivamente
seco. Logo, essa resposta depende diretamente das condicdes ambientais, embora o
gendtipo da planta também possa influenciar (Akhtar e Nazir, 2013; Kooyers, 2015).

A evitacdo € uma estratégia de preservacdo de um elevado potencial hidrico na
planta e aumento na eficiéncia no uso da agua (EUA), por meio da reducdo da
transpiracdo foliar e crescimento do sistema radicular, evitando a desidratacado durante
periodos mais curtos de seca no ambiente (Blum, 2005; Luo, 2010, Kooyers, 2015).

A tolerancia a seca pode ser entendida como a capacidade da planta em manter
suas atividades fisiologicas funcionando, ainda que em nivel mais baixo, diante de um
déficit hidrico severo (Luo, 2010; Fang e Xiong, 2015). Isso € possivel por meio da
regulacdo de processos fisiologicos, de vias metabdlicas e da expressdo de genes de
proteinas e metabolitos de defesa, que em conjunto, atuam no sentido de reduzir e
reparar os danos decorrentes do estresse (Hu e Xiong, 2014).

Cada uma dessas estratégias pode apresentar-se como uma resposta constitutiva
da planta, ou como uma resposta plastica hereditaria, que depende de sinais ambientais,
como o déficit hidrico no solo. As estratégias de evitacéo e tolerancia a seca sao as mais
comuns e podem ser combinadas numa mesma planta, dependendo da espécie, da fase
de desenvolvimento e das caracteristicas do ambiente, o que torna o estudo desse tema

ainda mais complexo (Varshney et al., 2014; Zhou et al., 2014; Yildirim e Kaya, 2017).
2



O déficit hidrico no solo resultante da seca, afeta o crescimento e produtividade
da soja independente das fases de desenvolvimento da planta. Apesar da soja ser mais
sensivel na fase reprodutiva, a ocorréncia de déficit hidrico expressivo durante estadios
vegetativos pode acarretar em reducfes de até 40% no rendimento de grdos e ainda,
reduz a qualidade das sementes (Thao e Tran, 2012; Krishnan et al., 2014). Além disso,
déficit hidrico prolongado em campo pode causar a morte prematura das plantas ainda
durante o crescimento vegetativo e resultar na total perda da colheita (Fita et al., 2015).

Os mecanismos que permitem a planta se aclimatar a seca, geralmente se
contrap6em a uma elevada produtividade, uma vez que a alocacado de recursos precisa
ser destinada tanto para aclimatacdo ao estresse, quanto para o seu rendimento (Griffiths
e Paul, 2017). Por essa razéo, avaliar as plantas durante o crescimento vegetativo pode
ser uma forma de evitar essa competicdo e permitir a maxima expressao do carater de
resisténcia do genaotipo.

Dada a importancia da soja como alimento e o grande impacto negativo da seca
na sua produtividade, gendtipos que apresentam maior resisténcia ao déficit hidrico séo
importantes para a seguranca alimentar no futuro. O melhor entendimento dos
mecanismos fisioldgicos, bioquimicos e moleculares que diferenciam resisténcia de
suscetibilidade ao déficit hidrico entre linhagens de soja, pode ser utilizado na geracao
de cultivares mais tolerantes, mediante abordagens classicas de melhoramento genético,
juntamente com ferramentas da Biotecnologia. Adicionalmente, esse estudo contribui
para elucidar a complexa maquinaria biolégica que governa o intrincado tema da

resisténcia a seca em plantas.

2. OBJETIVOS

2.10bjetivo geral
Identificar e caracterizar genoétipos de soja resistentes a seca, mediante um

conjunto de avaliacdes fisiologicas, bioquimicas e moleculares.

2.2.0bjetivos especificos

Selecionar linhagens de soja do Banco de Germoplasma do Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuéria (BIOAGRO-UFV), a partir de dados obtidos
em campo para a tolerancia diferencial ao déficit hidrico no solo, expor as plantas a
diferentes condi¢des hidricas e avaliar:



a) O status hidrico;

b) O crescimento da parte aérea e do sistema radicular;

c) O funcionamento do aparato fotossintético, por meio das trocas gasosas,
fluorescéncia da clorofila e a concentracao de pigmentos cloroplastidicos;

d) O potencial osmético e a concentracao de solutos organicos;

e) O acumulo de espécies reativas de oxigénio, os danos em membranas celulares
e as respostas do metabolismo antioxidativo enzimatico e ndo enzimatico;

f) O perfil hormonal;

g) O perfil metabdlico;

h) A expresséo de genes de resisténcia a seca.
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CAPITULO 1

CARACTERIZACAO DE MECANISMOS FISIOLOGICOS E BIOQUIMICOS
ENVOLVIDOS NA TOLERANCIA DIFERENCIAL AO DEFICIT HIDRICO
EM SOJA

Resumo

A seca é o principal fator abiético limitante da produtividade agricola, capaz de gerar
grande impacto no rendimento das culturas. Considerando a importancia da soja como
fonte de alimento, justifica-se a busca por genoétipos que apresentam maior resisténcia
ao déficit hidrico. Assim, o objetivo do presente trabalho foi identificar e caracterizar
mecanismos fisioldgicos e bioquimicos, envolvidos na tolerancia diferencial ao déficit
hidrico em 4 gendtipos de soja: linhagem 11644 (sensivel ao déficit hidrico), cultivar
Embrapa 48 (E48) e linhagens 111377 e 13241 (tolerantes ao déficit hidrico). Ao
atingirem o estadio de desenvolvimento V4, foi suspensa a irrigacdo das plantas e
realizadas coletas e avaliacdes em dois momentos: quando os gendtipos apresentaram
potencial hidrico foliar na antemanha de -1,5+0,2 MPa e também, ao terceiro dia de
reidratacdo (RH), posterior ao déficit hidrico. O cultivar E48 e as linhagens 11644 e
11377, alcancaram o potencial hidrico de referéncia (-1,5+0,2 MPa) no oitavo dia apos a
suspensao da irrigacdo. Na linhagem 13241, foram necessarios dez dias. Nesse
genotipo, o maior acumulo de acido abscisico e reduzida &rea foliar sdo caracteristicas
que contribuiram para a perda mais lenta de agua, resultando na menor queda no seu
Teor Relativo de Agua (TRA) e, menor reducdo no crescimento da parte aérea.
Resultados contrarios a esses foram observados na linhagem 11644. O processo
fotossintético foi inibido de maneira semelhante em todos os genoétipos, porém, o
cultivar tolerante E48 apresentou melhor eficiéncia no uso da (&fixe) e ainda,
menores quedas na taxa de transporte de el§EdRS e rendimento quantico efetivo

do fotossistema Il. Isso denota maior eficiéncia do processo fotossintético, durante o
déficit hidrico. Maior incremento na concentracdo de zeatina sugere o cultivar E48
como mais apto em atrasar a senescéncia foliar induzida pelo déficit hidrico. O
ajustamento osmoético foi um mecanismo de tolerancia a seca registrado em todos 0s
genotipos, porém, o acumulo de osmolitos, tais como aminodcidos livres e glicina
betaina, foram mais expressivos nas linhagens 11377 e 13241. Considerando o estresse
oxidativo induzido pelo déficit hidrico, a linhagem 11644 apresentou maiores

incrementos nos teores de espécies reativas de oxigénio e no nivel de peroxidacdo de
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lipidios e ainda, ineficiente atividade da enzima catalase (CAT) e do metabolismo da
glutationa. Na linhagem 13241, componentes enzimaticos demonstraram relevante
atuacdo na tolerancia ao estresse oxidativo, ao se considerar 0s maiores incrementos na
atividade da CAT, superoxido dismutase (SOD) e ainda, na peroxidase do ascorbato
(APX). Embora a linhagem 11377 também tenha apresentado algumas respostas de
tolerancia relevantes no déficit hidrico, o grande incremento na concentracdo.de H
junto com a auséncia de incrementos na atividade da APX, sugerem mecanismos
antioxidantes menos robusto nesse gendtipo. No cultivar E48, resultados do
metabolismo da glutationa e do ascorbato indicam importante participacdo desses
metabdlitos antioxidativos na tolerancia ao estresse. Comparados ao cultivar E48,
referencial de tolerancia a seca, pdde-se concluir que o gendtipo de soja 11644 € o mais
sensivel ao déficit hidrico e o 13241, o mais tolerante. A reidratacdo das plantas por 3
dias propiciou, na maioria dos casos, recuperacdo de parametros fisiolégicos e

bioguimicos para os mesmos niveis do controle.

Palavras chave:ajustamento osmético, antioxidantes, fotossintese, fluorescéncia da
clorofila, fitohorménios, seca.



1. INTRODUCAO

A soja Glycine max (L.) Merrill) € uma planta leguminosa cultivada de grande
importancia na alimentagdo humana e animal, pelo elevado teor de proteina e 6leo no
seu grao (Day, 2013). Atualmente, também € considerada importante matéria-prima
para a producao de biodiesel (Oliveira e Coelho, 2017).

A grande demanda pela soja e seus produtos em todo o mundo contribui para um
elevado grau de investimentos em Ciéncia e Tecnologia, no sentido de aumentar o seu
rendimento de graos. Entretanto, o potencial produtivo da soja € afetado por fenbmenos
climaticos extremos, como a seca (Rose et al., 2016). A seca gera déficit hidrico no solo
e as plantas respondem ativamente a esse estimulo, iniciando uma série de alteracdes
fisiolégicas e bioquimicas no seu metabolismo, no sentido de aclimatar-se & nova
condicdo no seu ambiente. Esse processo de aclimatacdo pode envolver diferentes
estratégias de resisténcia a seca, como evitacao e tolerancia (Fang e Xiong, 2015).

Em resposta ao déficit hidrico, o fitormdnio acido abscisico (ABA) promove
evitacdo ao estresse, ao induzir o rapido fechamento estomético. Assim, evita a perda
excessiva de agua via transpiracdo foliar, mantendo a hidratacdo dos tecidos e
contribuindo para maior resisténcia a seca (Lim et al., 2015). Outros fitormdnios
enddégenos, como as citocininas e o etileno também alteram o metabolismo da planta
durante o déficit hidrico, mas essas respostas muitas vezes sao inconstantes devido ao
cross-talk entre esses compost@Beleg e Blumwald, 2011; Daszkowska-Golec e
Szarejko, 2018

Com o fechamento estomatico, ocorre limitacdo na difusdo de gases através dos
estdbmatos, reduzindo a disponibilidade de,@@a a enzima Rubisco, resultando na
diminuicdo da taxa fotossintética. Além disso, o fechamento estomético diminuiu a
demanda por poder redutor na etapa bioquimica da fotossintese (Flexas et al., 2004;
Chaves et al., 2009; Lauteri et al., 2014). Plantas expostas ao déficit hidrico severo,
juntamente com elevada irradiancia, recebem excesso de energia de excitacdo sobre os
fotossistemas, 0 que pode acarretar estado de “super-reducébdos componentes da
cadeia de transporte de elétrons nos cloroplastos e promover a geragdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) (Dinakar et al., 2012; Dahal et al., 2015; Zhang et al., 2016).

O peréxido de hidrogénio g@,) e o anion superoxido (0 sdo ROS altamente
reativas, capazes de desencadear danos oxidativos aos componentes da maquinaria
fotossintética, promovendo assim a fotoinibicdo do fotossistema Il (PSII) (Nishiyama e

Murata, 2014 Gururani et al., 2015). Uma forma eficiente de verificastatus
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fisiolégico do aparato fotossintético em plantas expostas a estresses ambientais
incluindo o déficit hidrico, se faz mediante a avaliacdo da fluorescéncia da clorofila
(Zivcak et al., 2013), uma ferramenta util e apropriada para estimar a inibicdo e/ou 0s
danos ao PSII (Boureima et al., 2012; Guan et al.,;Z01®t al., 2015).

Em condicbes normais de crescimento, ha um equilibrio entre a geracédo e a
eliminacdo de ROS na planta, mas em situacbes de estresse esse equilibrio fica
prejudicado, levando ao acumulo desses compostos téxicos na célula (Choudhury et al.,
2016). O principal alvo das ROS sédo os fosfolipidios de membrana, induzindo
desarranjo na bicamada lipidica e perda da compartimentalizacdo celular.
Adicionalmente, as ROS séo capazes de causar danos ao DNA, oxidagdo de proteinas e
inibicdo enzimética (Carvalho, 2008; Anjum et al., 2015). Para reduzir os danos gerados
pelas ROS, eficientes sistemas de defesa antioxidativos enzimaticos e nao enzimaticos
atuam de maneira coordenada sob condicfes de estresse, no sentido de manter a
homeostase intracelular (You e Chan, 2015).

Outro importante mecanismo de tolerancia em plantas sob déficit hidrico € o
ajustamento osmoético (AO), que se refere ao acumulo de substancias osmoticamente
ativas na célula, tais como carboidratos, aminoacidos e compostos nitrogenados. O AO
aumenta a concentracdo da solucdo celular e reduz o seu potencial osmotico,
contribuindo para uma maior retencdo hidrica na célula e também, manutencdo da
absorcédo de agua pelas raizes em solos secos (Kido et al., 2013; Singh et al., 2015).
Além de promover AO, o acumulo de solutos compativeis confere osmoprotecao e
auxilia na defesa da planta contra efeitos danosos do déficit hidrico, por meio da
eliminacdo de ROS, protecdo da integridade de membranas, estabilizacao de proteinas e
enzimas (Blum, 2017).

A seca € um grande desafio a ser superado para aumentar a producéo agricola
nas proximas décadas e assim, garantir o suprimento adequado de alimentos para a
crescente populacdo mundial (Mickelbart et al., 2015). Nesse cenario, a soja brasileira
destaca-se pela elevada produtividade em campo e possibilidade de expansédo das
lavouras, capazes de manter o pais como principal fornecedor mundial do grdo no
futuro. Entretanto, esse potencial pode estar ameacado pela intensificacao e recorréncia
de eventos de seca nas regides produtoras (Daryanto et a)., 2015

A multiplicidade de vias envolvidas na resisténcia a seca torna dificil e
complexa a tarefa de aumentar a expressédo dessa caracteristica em plantas cultivadas.
Ao mesmo tempo, o desenvolvimento de culturas mais resilientes se faz necessario,

devido a ameaca que as mudancas climaticas representam para a agricultura no mundo
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(Basu, et al.,, 2016). Nesse sentido, 0 objetivo do presente trabalho foi idemtificar
caracterizar os mecanismos fisiolégicos e bioquimicos envolvidos na tolerancia

diferencial ao déficit hidrico em gendétipos de soja.

2. METODOLOGIAS

2.1.Material vegetal, condicdes de cultivo e delineamento experimental

Na safra 2013/2014 foram cultivadas em campo nos Estados de Minas Gerais e
Bahia, linhagens de soj&lycine max (L.) Merrill] para ensaios de VCWélor de
Cultivo e Uso). Essas linhagens foram obtidas a partir de cruzamentos realizados pelo
Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja/BIOAGRO da Universidade Federal
de Vicosa (UFV). Durante o cultivo, a escassez de chuvas nas regides permitiu separar
0S gendtipos em resistentes e suscetiveis a seca, por meio de analises visuais.

A partir dos resultados obtidos em campo foi realizado um experimento em casa
de vegetacgédo, entre os meses de outubro a dezembro do ano de 2014, no qual avaliou-se
a tolerancia diferencial ao déficit hidriemn 12 linhagens de soja, mediante analises de
crescimento e do processo fotossintético. Nesse ensaio, as linhagens 11377 e 13241
apresentaram maior toleréncia ao déficit hidrico, enquanto a linhagem 11644 foi o
gendtipo mais sensivel, considerando parametros como taxa fotossintética(Aguida
eficiéncia instantanea no uso da adi#JA) e rendimento quéantico efetivo do
fotossistema 1(gPS1), além da intensidade de murcha foliar, por meio de avaliacdo
visual das plantas. Nos experimentos posteriores, juntamente com as linhagens 11644,
11377 e 13241, o cultivar de soja Embrapa 48 (E48), produzido e comercializado pela
EMBRAPA (Empresa Brasileirde Pesquisa Agropecuaria), também foi utilizado nos
experimentos, servindo como referencial de tolerancia ao déficit hidrico (Kido et al.,
2013).

Os quatro gendtipos de soja foram cultivados em casa de vegetacdo do
BIOAGRO/UFV, entre os meses de janeiro a abril e setembro a dezembro, dos anos
2015 e 2016. As sementes foram germinadas em substrato comercial e ap6s 7 dias, 4
plantas foram transplantadas para vasos com capacidade para 10 litros, contendo 8 kg de
uma mistura de 2:1 de solo/areia, adubada com NPK (Nitrogénio/Fosforo/Potassio: 04-
14-08) e cultivadas sob condi¢cbes de temperatura e umidade parcialmente controladas.
A temperatura média e umidade média durante os experimentos foram de 38°C e 15°C,

e de 97% e 43%, maximas e minimas, respectivamente.
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As plantas foram mantidas em condi¢cdes de plena irrigacdo (controle) até
atingirem o estadio de desenvolvimento V4 (quarto ng, terceiro trifélio expandido e a
quarta folha trifoliolada aberta), quando foi suspensa a irrigagcdo de um grupo de plantas
por até 10 dias, até resultar num potencial hidrico foliar na antemanha (¥way) de—1,5 £
0,2 MPa, valor que caracteriza uma condicdo de estresse severo para soja (Mesquita,
2013). Nesse momento, foram realizadas avaliagbes n&o destrutivas e coleta de material
vegetal para as andlises posteriores. Além dos tratamentos controle (C) e do déficit
hidrico (DH), um terceiro grupo de plantas também foi mantido sem agua até propiciar
um Wwany foliar de -1,5 + 0,2 MPa, quando as plantas foram reidratadas (RH) e
mantidas sob plena irrigacdo durante 3 dias, sendo posteriormente avaliadas e coletadas.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento experimental
inteiramente casualizado (C, DH e RH) e o segundo, aos genotipos de soja (linhagens
11644, 11377 e 13241, cultivar Embrapa 48), com 5 repeticbes para cada tratamento. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), sendo posteriormente
aplicado um teste de médias, Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o software
RBio (Bhering, 2017).

2.2.Potencial hidrico foliar, Teor relativo de agua (TRA %) e Suculéncia foliar

O status hidrico das plantas foi acompanhado por meio de medi¢6es diarias do
potencial hidrico foliar, a partir do sexto dia de imposicéo do déficit hidrico, até resultar
num potencial hirico foliar na antemanha (Pw,y) de-1,5 + 0,2 MPa, sempre na folha
mais jovem, completamente expandida e sem diagnoéstico fitossanitario. As medicdes
foram realizadas entre 04:00h e 06:00h, utilizando-se uma bomba de pressao do tipo
Scholander (Scholander et al., 1965).

O teor relativo de agua (TRA) foi obtido a partir de 10 discos foliares com 0,5

cm de diametro cada, coletados de folhas completamente expandidas, localizada na
altura mediana de cada planta e logo em seguida, pesados em balanca de preciséo para
obter a massa fresca (MF). Posteriormente, os discos foram transferidos para placas de
Petri, onde permaneceram submersos em agua, durante seis (6) horas. Em seguida, os
discos foram novamente pesados para determinar a massa turgida (MT) e colocados
para secar a 70°C por 72 horas, para obtencdo da massa seca (MS) (Catsky, 1974). Os

valores de TRA (%) foram obtidos a partir da seguinte formula:

TRA (0 — (MF — MS)
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A suculéncia foliar foi calculada pela raz§ié-/A, onde MF representa a massa
fresca, e A representa a area de 10 discos foliares de 0,5 cm de diametro, conforme
descrito por Silveira et al. (2009).

2.3.Analises de crescimento e biométricas

As andlises de crescimento foram realizadas somente nos tratamentos controle
(C) e déficit hidrico (DH). A taxa de crescimento relativo (TCR) da parte aérea foi
determinada de acordo com metodologia de Hunt (1978). A area foliar total foi medida
através do equipamento integrador de area foliar (Llde8100C). O comprimento de
raizes foi obtido com régua graduada em centimetros. O volume radicular foi avaliado
mediante o deslocamento de &gua numa proveta graduada ao se inserir a massa
radicular, sendo os valores expressos efh Anmassa de matéria seca das raizes e da
parte aérea foi obtida apés secagem do material vegetal em estufa de ventilacdo forcada
(65 £ 5 °C), até atingir massa constante. A razdo Raiz/PA foi obtida a partir da razéo
entre a massa seca radicular e da parte aérea (MS/MS)

2.4.Concentracio de pigmentos foliares, Trocas gasosas e Fluorescéncia da
clorofila a

Os pigmentos foliares foram extraidos de 2 (dois) discos foliares de 0,5 cm de
diametro, utilizando-se 5 mL de dimetilsulfoxido (DMSO), durante 6 horas de
incubacdo a 65°C. As concentracbes de (clorofdasb e carotenoides) foram
determinadas em espectrofotdmetro UV-visivel, nos comprimentos de onda de 665, 649
e 480 nm, respectivamente, e calculadas de acordo com as equacgOes propostas por
Wellburn (1994) e os resultados expressos em g

As trocas gasosas foram avaliadas com um analisador de gases do infravermelho
(IRGA), equipado com um fluorémetro (modelo LI-6400xt, LI-COR Inc., Lincoln,
USA). Os seguintes parametros foram obtidos: assimilacdo liquida do(ARQ
condutancia estomatica de vapor d’agua @s) e taxa transpiratéri&), sempre no quarto
trifdlio completamente expandido (V4). As medi¢Bes foram realizadas entre 08:00h e
11:00h, utilizando radiacdo fotossinteticamente atiVAR{ constante (1000 pmol
fotons nm? s%), concentracdo atmosférica de £L@mperatura e umidade ambientes. A
eficiéncia instantanea do uso da adtidA) foi calculada pela raz&/E.

As variadveis de fluorescéncia da clorofila foram obtidas na mesma folha
utilizada na medicédo das trocas gasosas, utilizando o fluorémetro acoplado ao IRGA.

Com as variaveis registradas nas plantas adaptadas ao claro e ao escuro, foram obtidos
13



e/ou calculados os seguintes parametros: o rendimento quantico potencial do PSII
(FV/Fn), o rendimento quantico efetivos do fluxo linear de elétrons pelo(fFll) e a

taxa aparente de transporte de elét(&TR) (Genty et al., 1989; Bilger et al., 1995), os
rendimentos quanticos da dissipacao regulada de en¢fig§RQ) e dissipacdo nao
regulada de energig(NO) e a estimativa de centros de reacdes abertos do(d@$ll
(Kramer et al., 2004).

2.5. Quantificacédo de fitohorménios

Os hormonios foram extraidos, segundo metodologia descrita por Miller
MunnéBosch (2011), com modificagdes. Foram adicionados 400 pl de solugdo
extratora (metanol:isopropanol:acido acético 20:79:1) em 20 mg de tecido foliar. Em
seguida, as amostras foram agitadas por 20 segundos e posteriormente, colocadas em
banho de gelo por 30 minutos. Apés centrifugacdo (IZ0@min a 4°C), 350 ul do
sobrenadante foram coletados para novo tubo. Ao pellet resultante, repetiu-se o
processo de extracdo e, em seguida, junt@@os dois sobrenadantes. Uma Ultima
centrifugacdo (20.006, 5 min a 4°C) foi realizada para remocéo dos restos de tecido
em suspensao e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo.

O extrato obtido foi automaticamente injetado (Sul) no sistema LC-MS/MS
utiizando o equipamento modelo Agilent 1200 Infinity Series, acoplado ao
espectrdbmetro de massas tipo triplo quadrupolo (QgQ), modelo 6430 Agilent
Technologies. Uma curva de calibracdo (0.1ng a 200 ng) utilizando os padrdes de cada
hormoénio foi realizada para a obtencdo da quantificacdo absoluta. Os dados gerados
foram analisados no software “MassHunter Workstation” para obtengdo da area dos

picos de cada horménio nas amostras e os resultados expressos emMs$ig g

2.6.Potencial osmotico

A determinagédo do potencial osmotico da planta foi realizada em amostras de
folhas, previamente congeladas a -20 °C, apés a coleta. A seiva foliar foi extraida por
compressdo da amostra descongelada. Apds extracdo, a seiva foi centrifugada durante
10 minutos a 5.000 rpm. Em seguida, 10 pL do sobrenadante foram coletados para
leitura da osmolalidade num osmoémetro de pressao de vapor (Vapro 5520 - Wescor).
Os valores de potencial osmotico foram obtidos iameel o uso da equagdo de Van’t

Hoff (Souza et al., 2012), e os resultados convertidos para MPa.
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2.7. Extracao etandlica para analises de metabdlitos e proteinas soluveis

Aliquotas de aproximadamente 10 mg de material vegetal liofilizado (folha)
foram adicionadas a 250 pL de etanol 98%, incubadas por 20 min a 80 °C e
posteriormente centrifugadas a 17.080por 10 min a temperatura de 4 °C. O
sobrenadante foi coletado e com o pellet resultante, outras duas extracdes sequenciais
foram realizadas, conforme descrito acima, porém utilizando 250 puL de etanol 80% e
posteriormente, 50%. Os sobrenadantes obtidos com as extragbes foram combinados e
utilizados na determinacdo de aminoacidos livres e acucares soluveis (glicose, frutose e
sacarose). O pellet resultante das extracdes foi utilizado para a determinacdo das

concentracdes de amido e de proteinas solaveis.

2.7.1.Determinacédo da concentracdo de aminoacidos livres

A concentracdo de aminoécidos livres foi avaliada conforme descrito por Gibon
et al. (2004). Para a reacgdo, foram combinados 10 pL do extrato etandlico, 40 uL de
etanol 70%, 50 pL de tampéo citrato pH 5,2 contendo acido ascérbico 0,2 % (p/v) e 100
puL de ninhidrina 1% (p/v) em etanol 70% (v/v). A reacéo foi incubada a 95 °C por 20
min no escuro e posteriormente lida no comprimento de onda de 570 nm. A
concentracdo de aminodcidos livres nas amostras foi determinada utilizando-se curva

padrdo de leucina e os resultados expressos em [{riwbg

2.7.2.Determinacdo da concentracao de aglcares soluveis

As concentragOes de glicose, frutose e sacarose foram determinadas segundo
metodologia de Fernie et al. (2001). Aliquota de 10 pL de extrato etandlico foi
adicionada em 60 pL de tampédo HEPES/KOH 0,1 M pH 7,0, contendo, MgaM, 5
uL de ATP 60 mg/mL, 5 pL de NADP36 mg/mL e 0,58 U de desidrogenase da
glicose-6-fosfato (G6PDH). Essa solugao foi avaliada no comprimento de onda de 340
nm até estabilizar a OD (aprox. 30 min). Em seguida, foram adicionados,
sucessivamente, 5 pL das seguintes enzimas: hexocinase (1,5 U por reacéo),
fosfoglicose isomerase (0,7 U por reacao) e invertase (5 U por reagdo) com intervalos
de 40 min entre cada aplicacéo e 1 min de intervalo entre cada leitura.

Para estimar a concentracao da glicose, frutose e sacarose, utilizou-se a seguinte
equacgao, baseada na lei de LamBert “umol NADPH = AOD / (2,85%6,22)” ¢ os

resultados foram expressos em punmbMs.
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2.7.3.Determinacdo da concentracdo de proteinas sollveis totais

A concentracao de proteinas solUveis totais foi determinada segundo Gibon et al.
(2004). O precipitado resultante da extracao etandlica foi ressuspendido em 400 pL de
NaOH 0,1 M. As amostras foram incubadas por 1 h a 95 °C sob agitacdo e apos,
centrifugadas por 5 min a 14.0§0sob temperatura de 4 °C. Uma aliquota de 3 pL do
sobrenadante foi adicionada a 180 pL da solugéo do reagente de Bradford (Bradford,
1976) e, posteriormente lida no comprimento de onda de 595 nm. A concentracao de
proteinas sollUveis nas amostras foi determinada utilizando-se curva padréao de albumina

sérica bovina (BSA) e os resultados expressos em’rivwSy

2.7.4.Determinagéo da concentragao de amido

A concentracdo de amido foi determinada no pellet resultante da extracéo
etandlica, segundo Fernie et al. (2001). Aos tubos contendo o NaOH 0,1 M utilizado na
quantificacao de proteinas, foram adicionados 70 pL de acido acético 1 M, seguido de
agitacdo. Uma aliquota de 40 pL da suspensédo foi combinada com 60mik de
hidrélise do amido, composto pelas enzimas amiloglicosidase (0,14 unidatiesq:L
amilase (0,01 U put).

As amostras foram incubadas por 1 h a 55 °C, sob agitacdo a 500 rpm. Em
seguida, uma aliquota de 10 pL dessa reacao foi combinada com 160 uL de tampéao
Hepes/KOH 0,1M pH 7,0, contendo Mg@ mM, 5 pL de ATP 60 mg mt, 5 pL de
NADP* 36 mg mL* e 0,58 U de desidrogenase da glicose-6-fosfato dependente de
NADP" (G6PDH). Essa nova reacgdo foi lida no comprimento de onda de 340 nm até
estabilizacdo da densidade optica (OD), momento em que foram adicionados 5 pL de
hexocinase (2 unidades/reacdo). As leituras a 340 nm continuaram por mais 60 minutos,
com 1 min de intervalo entre cada leitura. A concentracdo de amido foi estimada
indiretamente pela quantidade de glicose resultante da sua degradacéo e os resultados
calculados por meioatkequagdo “pumol NADPH = AOD / (2,85%6,22)” e expressos em

mmol de amido g MS.

2.8.Determinacio de prolina

A determinacdo da concentracdo de prolina foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Shabnam (2016). Amostras de 100 mg de tecido foliar foram
homogeneizadas em 1 mL de acido sulfossalicilico 3% (p/v), seguido de centrifugacdo a
7.500 rpm por 10 min. Em seguida, foram coletados 100 puL do extrato e adicionados a

200 pL de solucéo acida de ninhidrina (1,25 g de ninhidrina; 30 mL de acido acético
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glacial; 20 mL de acido fosférico 6M). As amostras foram incubadas por 1 h a 100°C e,
em seguida a reacgdo foi paralisada em banho de gelo. As amostras foral lidas no
comprimento de onda de 520 nm e as absorbancias comparadas a curva-padrdo de

prolina 0 a 100 pg mL™). Os resultados foram expressos em nnioMi~.

2.9.Determinacio de glicina betaina

A concentracdo de glicina betaina foi determinada pelo método de Grieve e
Grattan (1983) com modificacbes. Amostras de 250 mg de massa seca de folhas foram
agitadas mecanicamente em 20 mL de agua desionizada, durante 24 horas a 25 °C. Em
seguida, as amostras foram filtradas e diluidas a 1:1 com &cido sulfy80:H4 M.
Aliquotas de 0,5 mL foram resfriadas em tubos de &gua gelada, durante 1 h.
Posteriormente, foi adicionado 0,2 mL do reagente iodeto-iodo de potassig (Kl-I
gelado, seguido de agitacdo. As amostras foram armazenadas a 4 °C por 16 h e, em
seguida, centrifugadas a 10.000 g, durante 15 min a 0 °C, sendo o sobrenadante
descartado. O pellet foi dissolvido em 5 mL de 1,2-dicloretano e ap6s 2 horas de
agitacao, as amostras foram lidas no comprimento de onda de 365 nm. Padrbes de
referéncia de betaina (50-500 mg Mlforam preparados em,80; 2 M e utilizados

para calculo da concentracdo de glicina betaina nas amostras.

2.10.Determinacio de Anion supero6xido

Cerca de 50 mg de massa fresca de folhas foram homogeneizadas em meio de
extragdo composto por sal dissddico do acido etilenodiamino tetracético (EDTA) 100
uM, NADH 20 puM e tampdo fosfato de sodio 20 mM, pH 7,8 (Mohammadi e Karr,
2001). A reagdo foi iniciada pela introdugdo de epinefrina 25,2 mM em HCI 0,1 N. As
amostras foram incubadas a 28 °C, sob agitagdo, por 5 minutos. A leitura da absorbancia
a 480 nm foi realizada em leitor de microplaca, durante 5 minutos (Misra e Fridovich,
1971; Boveris et al., 2002). A produgdo de anion superdxido (O,”) foi avaliada pela
determinagdo do adrenocromo acumulado, utilizando-se o coeficiente de absortividade

molar de 4,0x 10° M cm™ (Boveris et al., 2002).

2.11.Determinacgao de peroxido de hidrogénio

Amostras de 100 mg de massa fresca de folhas foram homogeneizadas em meio
de extracdo constituido de tampdo fosfato de potassio 50 mM, pH 6,5, contendo
hidroxilamina 1 mM, e centrifugadas a 10.000g, por 15 minutos, a 4 °C. Aliquotas do

sobrenadante foram adicionadas ao meio de reacao contendo FeNH4SO, 100 uM,
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H,SO4 25 mM, laranja de xilenol 250 uM e sorbitol 100 mM (Gay e Gebicki, 2000).
Ap6ds 30 minutos no escuro, foi determinada a absorbancia das amostras a 560 nm. As
concentragdes de H,O, foram estimadas com base em curva de calibragdo, preparada

com padrdes de H,0,.

2.12.Determinacio da peroxidacio de lipidios

A peroxidagdo de lipidios foi estimada pela concentragdo de malondialdeido
(MDA), por meio de teste de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS).
Amostras de 0,1 g de folhas foram maceradas em 1 mL de acido tricloroacético (TCA)
1% (p/v), juntamente com polivinilpolipirolidona (PVPP) 10% (p/p) e em seguida,
centrifugadas a 10.000g por 15 minutos a 4 °C. Aliquotas de 250uL do sobrenadante
foram adicionadas a 750 pL de solugdo de TCA 20% (p/v) contendo 0,5% (p/v) de acido
tiobarbitirico (TBA). No controle negativo foi adicionado TCA 20%, sem TBA. As
amostras foram incubadas a 95 °C por 30 minutos ¢ a absorbancia lida a 532 nm e 600
nm. A concentragdo de MDA nas amostras foi calculada utilizando-se o coeficiente de

absortividade molar de 155 mM™ cm™ (Du e Bramlage, 1992).

2.13.Extracio enzimatica

Os extratos enzimaticos para a determinacéo da atividade das enzimas dismutase
do superéxido (SOD, EC 1.15.1.1) e catalase (CAT, EC 1.11.1.6), foram obtidos pela
maceracdo de, aproximadamente 50 mg de folhas em 1 mL de meio de extracéo,
constituido de tampao fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8; EDTA 0,1mM; fluoeeto d
fenilmetilsulfénico (PMSF) 1 mM e PVPP 1% (p/v). O extrato foi submetido a
centrifugacdo a 12.00§) por 15 min, a temperatura de 4 °C. O sobrenadante obtido foi

utilizado para a determinacéo da atividade enzimética.

2.13.1.Determinacio da atividade da dismutase do superoéxido (SOD - EC 1.15.1.1)

A atividade da SOD foi determinada num meio de reagdo composto por tampao
fosfato de potéassio 50 mM (pH 7,8), EDTA 0,1 mM, azul de p-nitro tetrazolio (NBT) 75
mM; metionina 13 mM, pH 7,8, e de riboflavina 2 puM, juntamente com o extrato
enzimatico (Giannopolitis e Ries, 1977). A reagao foi iniciada pela exposi¢ao das
amostras a luz fluorescente de 15 watts numa camara fechada, durante 10 minutos. Apos
esse periodo, a quantificagdo da producdo fotoquimica de azul de formazana (produto
da reacao) foi determinada a 560 nm. O branco consistiu de um meio de reacao idéntico

ao anterior, porém, mantido no escuro. Uma unidade de SOD foi considerada como a
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quantidade de enzima necessdria para inibir em 50% a fotorreducdo do NBT
(Beauchamp e Fridovich, 1971). O resultado foi expresso em U SOD min"' mg’"

proteina.

2.13.2.Determinaciao da atividade da catalase (CAT - EC 1.11.1.6)

A atividade da CAT foi determinada pela adi¢cdo do extrato enzimético ao meio
de reacdo, constituido de tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 3@ 425 mM
(Havir e Mchale, 1987). O decréscimo na absorvancia, no primeiro minuto de reacéao,
foi avaliado a 240 nm, a 25 °C. A atividade enzimatica foi calculada, utilizando-se o
coeficiente de extingdo molar de 36*'Nm* (Anderson et al., 1995) e expresso em
pumol de HO, min! mg* proteina.

2.14. Metabolismo do Ascorbato
2.14.1.Determinacdo das concentracoes de ascorbato (AA) e desidroascorbato
(DHA)

Para a determinacdo das concentracdes de ascorbato (AA) e desidroascorbato
(DHA), amostras de 100 mg de folhas foram homogeneizadas em TCA 6% (p/v) e
posteriormente centrifugadas a 15.@Dpor 5 min, a 4 °C (Kampfenkel et al., 1995).
Ascorbato total (AA + DHA) foi determinado em aliquotas dos sobrenadante tratadas
com ditiotreitol (DTT) 0,5 mM e tampdo fosfato de sédio 0,02 M, pH 7,4, na
temperatura de 42°C, por 15 min. Em seguida, foi adicionado N-etilmaleimida (NEM)
0,025% (p/v), TCA 2,5% (p/v), 0O, 8,4% (v/v), 2,2’-dipiridil 0,8% (p/v) e FeGl
0,3% (p/v) e incubou-se novamente a 42 °C, durante 40 min. A reacao foi paralisada em
banho de gelo e a absorvancia determinada a 525 nm.

A concentracdo de AA foi determinada conforme descrito anteriormente, mas
omitindo-se o DTT e o NEM. A concentracdo de DHA foi calculada pela difereng
entre a concentracdo total (AA + DHA) e a concentracdo da forma reduzida (AA). As
concentracdes de AA, DHA e ascorbato total foram estimadas com base em curva de
calibracdo preparada, com padrdes e ascorbato e os resultados expressos €m pmol g
MF.

2.14.2 Extraciao enzimatica
Amostras de 250 mg folhas foram maceradas em 1 mL de meio de extragéo,
constituido de tampé&o fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8; EDTA 0,1 mM; PMSF 1mM e

PVPP 1% (p/v), para a enzima peroxidase do ascorbato (APX); tampao fosfato de
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potassio 50 mM, pH 7,8 e ascorbato 1 mM para a enzima monodesidroascorbato
redutase (MDHAR]Eltayeb et al., 2007) e tampé&o Tris-HCI 50 mM, pH 7,4: cloreto de
sédio 100 mM, EDTA 2 mM e cloreto de magnésio (Mydl mM para a enzima
desidroascorbato redutase (DHARhen e Gallie, 2006). Apés homogeneizacéo, as
amostras foram centrifugadas a 12.@08or 15 mim a 4 °C e o sobrenadante utilizado

como extrato enzimatico.

2.14.3.Determinacio da peroxidase do ascorbato (APX - EC 1.11.1.11)

A atividade da APX foi avaliada de acordo com o método de Nakano e Asada,
(1981). O meio de reacédo foi constituido pela adicdo do extrato enzimatico em tampéao
fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0; &cido ascorbico 0,8 mi HmM. A oxidacao
do ascorbato foi acompanhada pela mudanca na absorvancia a 290 nm, durante um
minuto. A atividade enziméatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extincao
molar de 2,8 mM cm'! e expressa em pumol de &cido ascérbico (AA)mimg*

proteina.

2.14.4 Determinacao da redutase do monodesidroascorbato (MDHAR - EC
1.6.5.4)

A atividade da MDHAR foi determinada pela adi¢do do extrato enzimatico a um
meio de reacdo, constituido de tampéao Tris-HClI 50 mM, pH 7,6; NADH 0,1 mM;
ascorbato 2,5 mM e 0,4 unidades de ascorbato oxidase (Hossain et al., 1984). A
variacdo na absorvancia foi avaliada a 340 nm durante o primeiro minuto de reacéo e a

atividade enzimatica calculada pelo coeficiente de extingdo molar de 6'Zzmi

2.14.5.Determinacio da redutase do desidroascorbato (DHAR - EC 1.8.5.1)

A atividade da DHAR foi determinada de acordo com Nakano e Asada, (1981),
pela adicdo do extrato enzimatico em tampédo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0;
desidroascorbato 2 mM e GSH 5 mM. O meio de reacgao foi incubado a 30°C e a
variacdo na absorvancia avaliada a 265 nm, durante o primeiro minuto de reacdo. A
atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 14

mM™* cm™.
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2.15. Metabolismo da Glutationa
2.15.1.Determinacdo da concentracio de glutationa reduzida (GSH) e oxidada
(GSSG)

As concentracdes de GSH e GSSG foram determinadas de acordo como o
meétodo descrito por Griffith (1980). Amostras de aproximadamente 100 mg de massa
fresca de folhas foram homogeneizadas em meio constituido de HCI 0,1 M e EDTA 1
mM, seguido de centrifugacdo a 12.Gf)(por 10 min a 4 °C. Para a determinacgdo da
concentracdo de glutationa total (GSH+GSSG), 100 pL do sobrenadante foram
adicionados a um meio de reacdo constituido de tampéao fosfato de soédio 25 mM, pH
7,5, NADPH 30 uM e DTNB 0,6 mM [4acido 5,5’—ditio-bis (2- nitrobenzoico)]. Apds
incubag¢do a 30 °C durante 5 min, foram adicionados 10 pL da enzima redutase da
glutationa (50 U mL) e a absorvancia monitorada durante o primeiro minuto de reacao
a 412 nm.

Para a determinacdo da concentracdo de glutationa oxidada (GSSG), uma
aliquota de 200 pL do sobrenadante foi tratada com 10 pL de 2-vinilpiridina (2-VP)
durante 60 min a 30°C. Apds derivatizacdo da GSH com 2-VP, a concentracdo de GSSG
foi determinada conforme descrito anteriormente para glutationa total. A concentracao
de GSH foi calculada pela diferenca entre as concentragbes de glutationa total e de
GSSG. As concentracdes de GSH e GSSG foram determinadas por meio de curva de
calibracdo, utilizando-se padrdes de glutationa e os resultados expressos ert pmol g
MF.

2.15.2.Determinacio da atividade da sintetase da Y-glutamilcisteina (X'-GCS - EC
6.3.2.2)

Amostras de 50 mg de folhas foram maceradas em meio de extracdo, constituido
de tampéo Tris-HCI 0,1 M e EDTA 5 mM (pH 8,0). O homogeneizado obtido foi
centrifugado a 25.009 por 10 minutos, a 4 °C e o sobrenadante utilizado como extrato
enziméatico. A atividade enziméatica foi determinada pela adigdo do extrato em um meio
de reagdo, contendo 10 pmoles de glutamato de sédio, 10 umoles de L-aminobutirato, 2
umoles de Na,EDTA, 0,2 mg de B&, 20 umoles de MgCl,, 5 umoles do sal dissodico
de ATP ¢ 100 umoles de tampao Tris-HCI, pH 8,2 (Orlowski e Meister, 1971). Apés
incubagdo a 37 °C, durante 30 min, a reacdo foi paralisada pela adi¢do de 100 pL de
TCA 50 % (p/v), seguida de centrifugacdo a 10.9Qfbr 10 min. O teor de fosfato

inorganico foi determinado no sobrenadante pelo método do fosfo-molibdato
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(Lindeman, 1958). A atividade da enzima foi representada como (igiderBdo mirt

mg" proteina.

2.15.3.Determinacio da atividade da redutase da glutationa (GR - EC 1.8.1.7)

Amostras de folhas com aproximadamente 50 mg foram homogeneizadas em
meio de extracdo, contendo tampéo fosfato de potassio 0,10 M, pH 7,0; EDTA 1,0 mM,
DTT 2,0 mM, PMSF 1,0 mM e PVPV 1% (p/v). O extrato foi centrifugado a
12.000g por 15 min, a 4 °C e o sobrenadante obtido, utilizado para a avaliacdo
enzimatica. A atividade da GR foi determinada pelo método de Foyer e Halliwell
(1976), pelo monitoramento da oxidacdo do NADPH dependente de glutationa em 340
nm, a temperatura de %L durante o primeiro minuto da reagdo. A atividade
enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extincéo de 6,22amiVe os

resultados expressos em nmoles de NADPH oxidadd mg* proteina.

2.15.4.Determinacdo da atividade da peroxidase da glutationa (GPXs - EC
1.11.1.9)

A atividade da GPX foi determinada em extrato obtido pela maceracdo de
aproximadamente 50 mg folhas em um meio de homogeneizacéo, constituido de tampéo
Tris-HCI 0,1M, pH 7,5, EDTA 1,0 mM e Mggl0 mM (Nagalakshmi e Prasad, 2001).
Apoés a extracdo, as amostras foram centrifugadas a 3@,@0ante 10 minutos a 4
°C. Uma aliquota do sobrenadante foi adicionada em um meio de reac¢éo constituido de
tampao de fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0; EDTA 1,0 mM; cloreto de sodio 0,114
M; GSH 1,0 mM; NADPH 0,2 mM; kD, 0,25 mM e 1 unidade de redutase da
glutationa. A variacdo na absorvancia a 340 nm a temperatura®@e 0 medida no
primeiro minuto de reacéo e a atividade enzimatica calculada utilizando-se o coeficiente
de extingdo molar de 6,22 miem* (Anderson e Davis, 2004). Os resultados foram

expressos em nmoles de NADPH oxidatgia™ mg* proteina.

2.16.Concentragio de proteinas nos extratos enzimaticos

A determinacdo da concentracdo de proteinas nos extratos utilizados na
avaliagdo da atividade enzimadtica foi realizada pela metodologia proposta por Bradford
(1976) no comprimento de onda de 595 nm. Os resultados foram comparados com uma

curva padrdo da proteina albumina sérica bovina (BSA).
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3. RESULTADOS

3.1. Potencial hidrico foliar

A partir do sexto dia apdés a suspensdo da irrigacdo, quando as plantas
apresentaram murcha foliar, foram iniciadas as avaliac6es do potencial hidrico foliar na
antemanhd. A cultivar E48 e as linhagens 11644 e 11377 atingiram o potencial hidrico
em torno de 1,5 MPa no oitavo dia apds o inicio da suspencéo da irrigagdo, enquanto
para a linhagem 13241, foram necessarios 10 dias (Fig. 1-A). No momento das analises
e coletas, os genoétipos de soja ndo apresentaram diferencas no potencial hidrico foliar
nos tratamentos controle e déficit hidrico. Além disso, apos 3 dias de reidratacdo todos
0S gendtipos recuperaram o ssatus hidrico ao nivel de seus respectivos controles
(Fig. 1-B).

Dias apos a suspensao da irrigagao Controle DH RH
A 00 B o0
Jih snlAs 7*5 s%gs 10 DIAS o m
F Aa Aa Aa Aa pa
04 0,4 - Aa Aa Aa
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811644 C ~5~11644 DH ——EMB 48 C
——EMBA4SDH  -e-11377C -6-11377 DH
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Figura 1. Potencial hidrico foliar na antemanha em 4 gendétipos de soja apos imposicao
do déficit hidrico. Avaliagbes durante os dias apdés a suspencdo da irrigacéo (
avaliacdes no oitavo dia (Embrapa 48, 11377 e 11644) e décimo dia (1B244p)06s
suspencao da irrigacdo nos 4 gendtipos de soja: 14644 ( ), Embr&pa 48 ( )=111377 ( )
e 132414 ). Tratamentos: Controle, DH: déficit hidrico de -1,5 + 0,2 MPa e RH: 3 dias
apos reidratacdo. Médias com diferentes letras mailsculas denotam diferencas
significativas entre os genoétipos dentro de um mesmo tratamento, e diferentes letras
minusculas denotam diferencas significativas para um mesmo genotipo, entre 0s
tratamentos (Tukey, p < 0,05). As barras representam o erro padrdo danmgdia (

3.2. Teor relativo de agua (TRA %) e Suculéncia foliar

O TRA nao diferiu entre os genadtipos dentro dos tratamentos controle e RH.
Houve queda no tratamento DH, sendo a maior reducao registrada para a linhagem
11644 (49%) e a menor para 13241 (25%), quando comparados aos seus respectivos
controles. O TRA das plantas reidratadas nédo diferiu do controle para todos os
genotipos (Fig. 2-A).
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A suculéncia foliar reduziu somente na linhagem 11644 e no cultivar E48 ap0s o
déficit hidrico. A maior reducé@o na suculéncia foliar foi verificada na linhagem 11644,
em comparacao ao seu respectivo controle. Nao houve diferenca entre os tratamentos

controle e RH para todos os genotipos (Fig. 2-B).
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Figura 2. TRA- Teor Relativo de AguéA) e suculéncia foliarR) nos 4 genodtipos de

soja: 116440 ), Embrapa 4&a( ), 113E7 ( ) e 1381 ( ), nos tratamentos Controle,
déficit hidrico de -1,5 £ 0,2 MPa (DH) e apds 3 dias de reidratacdo (RH). Médias com
diferentes letras maiusculas denotam diferencas significativas entre os genétipos dentro
de um mesmo tratamento, e diferentes letras minlsculas denotam diferencas
significativas para um mesmo genotipo, entre os tratamentos (Tukey, p < 0,05). As
barras representam o erro padrdo da méeia)(

3.3. Analises visuais da parte aérea e raizes das plantas

Todos os gendtipos de soja apresentaram murcha foliar evidente ao atingirem
potencial hidrico de aproximadamente 1,5 MPa na antemanha. Além disso, todos
recuperaram a turgescéncia foliar apos 3 dias de reidratacdo (Fig. 3). Nao foi possivel
diferenciar pelo aspecto visual das folhas, qual genétipo apresentou maior murcha foliar
apos déficit hidrico.

As imagens do sistema radicular das plantas demonstram que houve reducéo do
comprimento e do volume em todos os genotipos, apOs exposicado ao déficit hidrico
(Fig. 4). Baseando-se nas imagens do sistema radicular, ndo foi possivel fazer
inferéncias sobre qual gendtipo de soja teve o sistema radicular mais afetado pelo déficit

hidrico.

3.4. Andlises de crescimento das plantas

A TCR reduziu em todos os genoétipos apds imposi¢do do déficit hidrico. Nessa
condicao hidrica, o cultivar E48 apresentou maior TCR em relagéo as linhagens de soja
11377 e 13241. ApoGs DH, a TCR nas linhagens 11377 e 11644 apresentaram reducéo
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de 49% e 46%, enquanto para E48 e linhagem 13241, foram de 20% e 27%,
respectivamente (Fig. 5-A). As linhagens 11644 e 11377 apresentaram maior area foliar
sob plena irrigacdo. Apés déficit hidrico, houve reducdo na area foliar em todos os
genotipos, mas sem diferenca entre eles (Fig. 5-B).

O volume e o comprimento radicular apresentaram resultados semelhantes. Para
ambos, ndo houve diferenca entre os genoétipos dentro de um mesmo tratamento, mas
todos apresentaram reducdo apo6s déficit hidrico (Fig. 5-C, D). A razdo raiz/parte aérea
nao diferiu entre os genadtipos dentro dos tratamentos controle e DH. Em relacdo ao
controle, somente houve reducdo na razao raiz/parte aérea para a linhagem 13241

enquanto nao diferiu para os demais genétipos sob déficit hidrico (Fig. 5-E).

Controle Déficit hidrico Reidratado

11644

E48

11377

13241

Figura 3. Aspecto visual da parte aérea das plantas dos 4 gendtipos de soja sob
diferentes disponibilidades hidric#s.B e C- 11644,D, E F - Embrapa 485, He | -
11377;J, K, L — 13241, sob plena irrigacdo (Controle), potencial hidrico foliar de -1,5

*+ 0,2 MPa (DH) e 3 dias de reidratagéao (RH).
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Linhagem 11644 Cultivar E48 Linhagem 11377 Linhagem 13241

Controle

Déficit hidrico

Figura 4. Aspecto visual do sistema radicular das plantas de 4 gendtipos densoja
diferentes niveis de disponibilidade hidrida(11644),B (E48),C (11377) eD (13241)
sob plena irrigagéo (Controle)ee (11644),F (E48),G (11377) eH (13241) e déficit
hidrico (W, foliar de -1,5 + 0,2 MPaComprimento da barra: 5 cm.

3.5.Trocas gasosas

A taxa fotossintéticad), a condutancia estomaticgs) e a taxa transpiratéria
(E) demonstraram respostas muito semelhantes em todos os genétipos avaliados. Houve
gueda desses trés parametros nas plantas de todos gendétipos sob déficit hidrico, e
recuperacdo aos mesmos niveis dos seus respectivos controles, ou até gypaior (
linhagem 11644), apds a reidratagdo. Somente na linhagem 11377 os pardnegsos
foram menores nas plantas reidratadas, em comparacdo com aquelas sob plena irrigacao
(Fig. 6-A, B, C).
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A eficiéncia instantanea no uso da a@gedA) nao diferiu entre os genaotipos de
soja dentro de nenhuma das condi¢cdes hidricaBUA aumentou nas plantas sob
déficit hidrico, sendo 1,7; 1,95; 2,3 e 2,4 vezes superior ao observado no controle das
linhagens 11644, 13241, 11377 e cultivar E48, respectivamente. Apos a reidratacao,
houve reducédo dBUA para valores iguais aos dos controles de cada gendtipo (Fig. 6-
D).
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Figura 5. Andlises de crescimentdCR- Taxa de Crescimento Relativo da parte aérea
(A), area foliar total(B), volume radicularC), comprimento radiculafD) e razéo
raiz/parte aéreéE) nos 4 gendtipos de soja: 11644 ( ), Embrapa=8 ( ), 1177 ( ) e
13241 @ ), nos tratamentos Controle e déficit hidrico de -1,5 £ 0,2 MPa (DH). Médias
com diferentes letras mailsculas denotam diferencas significativas entre os genétipos
dentro de um mesmo tratamento, e diferentes letras minusculas denotam diferencas
significativas para um mesmo genotipo, entre os tratamentos (Tukey, p < 0,05). As
barras representam o erro padrdo da méecia)(
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Figura 6. Trocas gasosas. Taxa de assimilacdo liquida de (8Y) condutancia
estomaticgB), taxa transpiratoriéC) e eficiéncia no uso da ag() nos 4 genotipos

de soja: 116441 ), Embrapa £3 ( ), 11337 ( ) e 13841 ( ), nos tratamentos Controle,
déficit hidrico de -1,5 £ 0,2 MPa (DH) e apos 3 dias de reidratacdo (RH). Médias com
diferentes letras maiusculas denotam diferencas significativas entre os genoétipos dentro
de um mesmo tratamento, e diferentes letras minlsculas denotam diferencas
significativas para um mesmo genoétipo, entre os tratamentos (Tukey, p < 0,05). As
barras representam o erro padrdo da meédia) (

3.6.Concentrac¢ao de pigmentos foliares

A concentracdo de clorofila total foi maior na linhagem 13241 sob déficit
hidrico. N&o houve diferenca entre os gendtipos apos a reidratacdo. Comparando com o0s
seus respectivos controles, somente na linhagem 11644, houve reducdo na concentracao
de clorofila total apos déficit hidrico e se manteve menor, mesmo com a reidratacao.
Para os demais genotipos néo houve diferenca entre controle e DH (Fig. 7-A).

As linhagens 11377 e 13241 apresentaram maior concentracdo de carotenoides
do que os demais gendtipos no controle. Sob déficit hidrico, maior concentragdo de
carotenoides foi verificado na linhagem 13241, enquanto ndo houve diferenca entre os
genotipos, apos reidratacdo das plantas. A concentracdo de carotenoides aumentou
somente nas linhagens 11644 e 13241, em resposta ao DH. A linhagem 11377 nao

diferiu entre nenhum dos niveis de disponibilidade hidrica (Fig. 7-B).
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Figura 7. Concentracéo de clorofila totgd) e concentracéo de carotenoid®) nos 4
genotipos de soja: 1164 ( ), EmbrapaeA8 (), 11377 () e @241 ( ), nos tratamentos
Controle, déficit hidrico de -1,5 + 0,2 MPa (DH) e ap0ds 3 dias de reidratacdo (RH).
Médias com diferentes letras maiusculas denotam diferencas significativas entre os
gendtipos dentro de um mesmo tratamento, e diferentes letras mindsculas denotam
diferencas significativas para um mesmo gendétipo, entre os tratamentos (Tukey, p <
0,05). As barras representam o erro padréo da meéeba. (

3.7.Fluorescéncia da clorofila a

A razdoF,/F, ndo variou entre 0os genoétipos e manteve valores considerados
otimos nos diferentes niveis de disponibilidade hidrica, indicando ndo haver danos
fotoxidativos ao ponto de comprometer o PSIl, em decorréncia do déficit hidrico (Fig.
8-A). Houve queda nBTR de todos 0s gendtipos sob déficit hidrico. Nesse tratamento,
0s gendtipos 11644 e 13241 apresentaram menores valoERde que no cultivar
E48 e na linhagem 11377. Apds reidratacdo todos 0s genotipos recufd€rmpara o
mesmo nivel de seus respectivos controles (FR). 8-

A linhagem 11377 apresentou o meg®tSl no tratamento controle. Houve
reducdo d@PS I em os gendtipos no déficit hidrico, sendo 1,9 vezes e 1,5 vezes menor
do que no controle nas linhagens 11644 e 13241, respectivamente e, 85% e 75% menor
no cultivar E48 e linhagem 11377, respectivamente. No DH, Bt foi registrado
no cultivar E48. Nas plantas reidratadagP& | aumentou em todos os genétipos e nao
diferiu entre seus respectivos controles (FigG.)8-

O Y(NO) reduziu em todos os gendétipos ap6s déficit hidrico, mas néo diferiu
entre eles. Apés a reidratacdo, somente recuperou ao mesmo nivel do controle na
linhagem 11644, enquanto aumentou na linhagem 11377 e permaneceu menor no
cultivar E48 e linhagem 13241 (Fig.08- O Y(NPQ) aumentou em todos os gendtipos
submetidos ao déficit hidrico. Nado houve diferencaY(®@PQ) dos gendtipos nos
tratamentos DH e RH. Apos reidratagdo, somente a linhagem 11377 apresentou menor
Y(NPQ) do que no controle (Fig. B).
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Sob plena irrigacdo, a linhagem 13241 apresentou menor valgl.d&pos
déficit hidrico,o gL reduziu em relagdo ao controle em todos os gendtipos, exceto na
linhagem 13241. Somente a linhagem 11377 ndo recupeghuao mesmo nivel do

controle, apos a reidratacao (Fig. 8-F).
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Figura 8. Fluorescéncia da clorofila. RazaoF,/Fn, (A), ETR- taxa de transporte de
elétrons (B), ¢PSI- rendimento quantico efetivo do fotossistema(@), Y(NO)-
rendimento quéantico da dissipagdo ndo regulada de er®gia(NPQ)- rendimento
quantico da dissipacdo regulada de eneffg)ae gL- fracdo dos centros de reacédo do
PSIlI que estdo abert¢g) nos 4 genodtipos de soja: 11644 (), Embrap&a8 ( ),11377
(O) e 13241 d@ ), nos tratamentos Controle, déficit hidrico de -1,5 + 0,2 MPa (DH) e
apos 3 dias de reidratacdo (RH). Médias com diferentes letras maiusculas denotam
diferencas significativas entre os genoétipos dentro de um mesmo tratamento, e
diferentes letras minusculas denotam diferencgas significativas para um mesmo genotipo,
entre os tratamentos (Tukey, p < 0,05). As barras representam o erro padrdo da média
(n=5).
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3.8. Concentracao de fitohorménios

A concentracdo de ABA aumentou em todos os gendtipos de soja sob déficit
hidrico, porém foi maior na linhagem 13241. Em comparagdo ao controle, o0s
incrementos na concentracdo de ABA nos genotipos 11377, 11644, E48 e 13241, foram
de 15,16, 21 e 24 vezes, respectivamente. Apds a reidratacdo das plantas, maior
concentracéo foi observada na linhagem 11377 (F9- 9-

A concentracdo de ACC aumentou em todos os genétipos sob déficit hidrico,
porém foi menor no cultivar E48. Maior concentracdo de ACC foi verificada na
linhagem 11377 em todos os tratamentos, em comparacao aos demais genotipos. Apos a
reidratacdo, reduziu em comparacdo ao DH e se igualou ao controle, exceto na linhagem
11377, que manteve maior concentracao de ACC (F8. 9-

A concentracdo de zeatina ndo variou entre os niveis de disponibilidade hidrica
nas linhagens 11377 e 13241. Porém, aumentou nas plantas sob déficit hidrico da
linhagem 11644 e do cultivar E48. A concentracdo de zeatina diminuiu nas plantas
reidratadas da linhagem 11644 e cultivar E48, mas ainda permaneceu acima do controle

nessa linhagem (Fig. 9-C).
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Figura 9. Concentracdo de acido abscisico (AB@), concentracdo de acido 1-
carboxilico-1-aminociclopropano (ACEB) e concentracdo de zeati(@) em folhas
dos 4 genotipos de soja: 11644 (), Embrapaed8 (), 1177 ( ) e 38241 ( ), nos
tratamentos Controle, déficit hidrico de -1,5 + 0,2 MPa (DH) e ap6s 3 dias de
reidratacdo (RH). Médias com diferentes letras maiusculas denotam diferencas
significativas entre os genotipos dentro de um mesmo tratamento, e diferentes letras
minusculas denotam diferencas significativas para um mesmo genétipo, entre 0s
tratamentos (Tukey, p < 0,05). As barras representam o erro padrado danmgdia (
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3.9.Potencial osmético, metabdlitos osmorreguladores e proteinas soltveis totais

O potencial osmético ndo variou entre 0s gendtipos sob plena irrigacdo. A
linhagem 11377 apresentou o potencial osmético mais alto no DH. Porém, houve
reducao no potencial osmoético de todos os gendtipos em relacdo ao seu controle, nesse
tratamento. A maior queda foi verificada na linhagem 13241 (103%), enquanto nos
demais gendtipos foi de 75%, 65% e 41% para E48, 11644 e 11377, respectivamente.
Nas plantas reidratadas o potencial osmoético ndo diferiu do controle nas linhagens
11377 e 13241, enquanto permaneceu menor nos genotipos 11644 e E48 (Fig. 10-A).

A concentracdo de aminoacidos livres aumentou em todos os genétipos sob
déficit hidrico. Em relacdo ao controle, verificou-se incrementos de aproximadamente,
9, 17 e 21 vezes para o cultivar E48 e linhagens 11377 e 13241, respectivamente,
enguanto para a linhagem 11644 foi de 6 vezes. Apés a reidratacdo, a concentracdo de
aminodacidos nas linhagens 11377 e 13241 foi maior do que nos demais genadtipos e do
gue nos seus respectivos controles (Fig. 10-B).

A concentracao de prolina ndo diferiu entre os gendtipos dentro dos tratamentos
controle e RH. Houve aumento na concentracdo de prolina em todos os gendtipos sob
déficit hidrico, sendo maior na E48 e linhagem 11377 nesse tratamento. O aumento na
concentracdo de prolina no DH, em relacdo ao controle, foi de 34, 30, 28 e 22 vezes
para os genotipos 11644, 13241, E48 e 11377, respectivamente. Quando reidratados, a
concentracdo de prolina diminuiu em todos os genoétipos, e ndo diferiu dos seus
respectivos controles (Fig. 10-C).

A concentracdo de glicina-betaina (GB) aumentou em todas as linhagens apés
exposicdo ao déficit hidrico. As linhagens 11377 e 13241 apresentaram maiores
concentracdes de GB em relacdo aos genoétipos 11644 e E48, tanto nas plantas sob plena
irrigacdo, quanto sob déficit hidrico. Maior incremento na concentracdo de GB no DH
foi verificado na linhagem 13241, sendo 52% maior que no controle. Nas plantas
reidratadas, maiores concentracdes de GB novamente ocorreram nas linhagens 11377 e
13241, mas nao diferiu em relagédo aos seus respectivos controles (Fig. 10-D).

Apbs déficit hidrico houve aumento na concentracdo de proteinas para todos os
genotipos de soja, exceto na linhagem 11644. Quando reidratadas, ndo houve diferenca
em relacdo ao controle para as linhagens (Fig. 10-E).
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Figura 10. Potencial osmoétic@gA), concentracdo de aminoacidos livi@), prolina

(C), dlicina betaingD) e proteinas sollveis totajg) em folhas dos 4 gendtipos de
soja: 116440 ), Embrapa 42 ( ), 113EY ( ) e 13@1 ( ), nos tratamentos Controle,
déficit hidrico de -1,5 £ 0,2 MPa (DH) e apds 3 dias de reidratacdo (RH). Médias com
diferentes letras maiusculas denotam diferencas significativas entre os genétipms dentr
de um mesmo tratamento, e diferentes letras minUsculas denotam diferencas
significativas para um mesmo genotipo, entre os tratamentos (Tukey, p < 0,05). As
barras representam o erro padrdo da méecia)(

3.10. Concentracao de amido e de acgucares solluveis

A linhagem 13241 apresentou a maior concentracdo de amido nas plantas sob
irrigacéo plena. ApGs exposicdo ao DH, houve redugdo na concentracdo de amido em
todos os gendtipos, mas nédo diferiram entre si. Apés reidratacdo, a concentracao de
amido somente ndo aumentou no cultivar E48, permanecendo igual ao DH. Quando
comparados aos seus respectivos controles, nao diferiu na linhagem 11644, diminuiu no

cultivar E48 e linhagem 13241, enquanto aumentou na 11377 (Fig. 11-A).
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A concentracdo de sacarose foi maior no cultivar E48 do que nas linhagens, nos
tratamentos controle e DH. As linhagens 11644 e 13241 nao apresentaram diferengas
entre os diferentes niveis de disponibilidade hidrica. No cultivar, ndo diferiu entre
controle e DH, mas diminuiu em relacdo a estes no RH. A linhagem 11377 apresentou
aumento na concentracdo de sacarose no DH e RH, em comparacao ao controle (Fig.
11-B). A concentracdo de glicose aumentou em todos os gendtipos sob déficit hidrico,
sendo maior na linhagem 11377. Ap0s reidratacdo, diminuiu em todos os gendtipos para
0 mesmo nivel de seus respectivos controles, exceto na 13241, onde foi menor.
Comparados dentro do RH, menor concentracdo de glicose foi observada na E48 e
13241 (Fig. 11-C).

A concentracdo de frutose aumentou em todos os genotipos sob déficit hidrico,
em relacdo ao controle. No tratamento DH, menor concentracéo de frutose foi registrada
no cultivar E48. Nas plantas reidratadas, a linhagem 11644 apresentou menor
concentracdo de frutose em relacdo aos demais genoétipos. Quando comparados aos seus
respectivos controles, menor concentracdo de frutose foi registrada nas plantas
reidratadas de todos os genotipos (Fig. 11-D).
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Figura 11. Concentragles de amic(A), sacaros€B), glicose(C) e frutose(D) em
folhas dos 4 gendtipos de soja: 11624 (), Embrape48 (), X377 () ess3241 ( ), nos
tratamentos Controle, déficit hidrico de -1,5 + 0,2 MPa (DH) e apés 3 dias de
reidratacdo (RH). Meédias com diferentes letras maiusculas denotam diferencas
significativas entre os genoétipos dentro de um mesmo tratamento, e diferentes letras
minusculas denotam diferencas significativas para um mesmo genotipo, entre 0s
tratamentos (Tukey, p < 0,05). As barras representam o erro padrdo danmg&dia (
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3.11. Espécies reativas de oxigénio (ROS), peroxidacdo de lipidios e enzimas
antioxidantes

A concentracdo de anion superoéxido foi maior na linhagem 13241 em todos 0s
niveis de disponibilidade hidrica. A linhagem 11377 apresentou menor concentracado de
anion superoxido apos déficit hidrico reidratagcdo. Em relacdo ao controle, houve
aumento na concentracdo de anion superoxido em todos os genotipos de soja sob DH e
RH, exceto na linhagem 11377 (Fig. 12-A).

O déficit hidrico promoveu aumento na concentracdo g®, ldm todos os
genotipos de soja. Nessa disponibilidade hidrica, menor concentracdgOgdoH
registradano cultivar E48. Quando comparados aos seus respectivos controles, foram
verificados incrementos na concentracao d@.de 3,5 e 3 vezes nas linhagens 11644
e 11377 e de 1,6 e 2 vezes na linhagem 13241 e cultivar E48, respectivamente. Nas
plantas reidratadas, houve reducdo na concentracdeQjepbira todos os gendtipos e
nao diferiu de seus respectivos controles (Fig. 12-C).

Sob DH, houve aumento na concentracdo de MDA em todos os gendétipos de
soja. O maior aumento ocorreu na linhagem 11644 (80%) e o menor na 11377 (53%).
Apos reidratacdo, a concentracdo de MDA reduziu em todos 0s gendtipos e ndo diferiu
de seus respectivos controles. (Fig. 12-D).

A atividade da SOD ndao diferiu entre os genétipos dentro do tratamento
controle. Porém, aumentou em todos sob déficit hidrico, sendo menor na linhagem
11644. O maior aumento foi de 1,7 vezes na linhagem 13241, enquanto o menor foi de
72% na linhagem 11644. O cultivar E48 apresentou a maior atividade da SOD dentro do
grupo de plantas reidratadas, enquanto a menor foi registrada para a linhagem 11644
(Fig. 12-B).

A atividade da CAT néo variou entre os tratamentos na linhagem 11644. Nos
demais genadtipos, houve aumento nas plantas sob déficit hidrico, sendo maior na
linhagem 13241, seguida pela 11377. Apos reidratacdo, houve reducdo na atividade da

CAT, que nao diferiu do controle em nenhum dos genatipos (Fig. 12-E).
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Figura 12. Concentragdo de anion superoxighy, atividade da dismutase do superdxido (S@B), concentracdo de perdxido de
hidrogénio(C), concentracédo de malonaldeido (MD/®) e atividade da catalase (CA(B) em folhas dos 4 gendtipos de soja: 11644 ( ),
Embrapa 48ea ), 11372 ) e 13244 ( ), nos tratamentos Controle, déficit hidrico de -1,5 + 0,2 MPagb$iB dias de reidratacéo
(RH). Médias com diferentes letras maiusculas denotam diferencas significativas entre os genotipos dentro de um mesmo tratamentc
diferentes letras minusculas denotam diferencas significativas para um mesmo genotipo, entre os tratamentos (Tukey, p <@&85). As ba
representam o erro padréo da méd#b}.
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3.12. Concentracao de ascorbato total e glutationa total

A concentragdo de ascorbato total ndo variou entre os diferentes niveis hidricos
para todas as linhagens 11377 e 13241. No cultivar E48, aumentou em relagdo ao
controle no déficit hidrico e também foi maior do que nos demais genotipos. Apés
reidratacdo, menor concentracdo de ascorbato total foi registrada na linhagem 11644,
em relacdo ao controle, enquanto ndo diferiu nos demais genatipos (Fig. 13-A).

A concentragdo de glutationa total ndo diferiu entre controle e déficit hidrico
para a linhagem 11644, porém diminuiu nas plantas reidratadas. Para os demais
genotipos sob DH, houve aumento de 65% para o cultivar E48 e de 53% para as
linhagens 11377 e 13241. Nas plantas reidratadas, maior concentragdo de GSH total foi
verificada para E48. Apds reidratacdo, a concentracdo de glutationa total reduziu em
relacdo ao DH e néo diferiu do controle no cultivar E48 e nas linhagens 11377 e 13241
(Fig. 13-B).

-
o
»
]

Aa B
A % -
= Aa . 30
g 8 Aa Ba Ba Aa 0) % Aa
(=] —I— Aa Ab (7}
+ i {— EP?A‘ 8 25
g L + ™ Aa pp Ba Ab
£ 7 T %20 _I_ H
- w‘-
'g = 0.9 ABb Bb
o 0 H 3 Bb

b Eat C Bb Bb
5 E o2
o] 1,0 +
3 I
9 7]
@ O
2 5

0 0,0

Controle DH RH Controle DH RH

Figura 13. Concentracdo de ascorbato tqf®) e concentracdo de glutationa tafa)

em folhas dos 4 gendtipos de soja: 11644 ( ), Embraga 48 ( ), 1377 ( ) emd3241 ( ),
nos tratamentos Controle, déficit hidrico de -1,5 + 0,2 MPa (DH) e apés 3 dias de
reidratacdo (RH). Médias com diferentes letras mailsculas denotam diferencas
significativas entre os gendtipos dentro de um mesmo trataneedtfgrentes letras
minusculas denotam diferencas significativas para um mesmo genétipo, entre 0s
tratamentos (Tukey, p < 0,05). As barras representam o erro padrédo danmgdia (

3.13. Metabolismo do ascorbato

A atividade da APX foi maior nas linhagens 11377 e 13241 no controle. Sob
déficit hidrico, apenas a linhagem 11377 ndo apresentou aumento na atividade da APX.
Nos demais genotipos de soja, os incrementos foram de 71%, 61% e 47% para 11644,
13241 e E48, respectivamente. Apos reidratacdo, a atividade enzimatica ndo diferiu do
controle nas linhagens 11377, 13241 e cultivar E48. (Fig. 14-A).
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Independente do tratamento, sempre houve maior concentracdo de DHA nas
linhagens 11377 e 13241. No déficit hidrico, a concentragcdo de DHA aumentou
somente na linhagem 13241 e no cultivar E48. Com a reidratagao, as linhagens 11644 e
13241 e o cultivar E48 apresentaram reducao na concentracdo de DHA, emaglacao
plantas do DH, sendo o oposto verificado na linhagem 11377. (Fig. 14-B).

Sob exposi¢do ao déficit hidrico, incrementos na atividade da MDHAR foram
observados em todos os gendtipos de soja, sendo de 2,7 e 3,2 vezes pagoa
linhagem 11644 e cultivar E48, respectivamente e de 4,3 vezes para as linhagens 11377
e 13241. Nas plantas reidratadas, a atividade da MDHAR foi igual ao controle, exceto
para a E48, na qual reduziu (Fig. 14-C). Sob déficit hidrico, houve aumento na atividade
da DHAR nas trés linhagens, enquanto o cultivar E48, ndo variou entre nenhum dos
niveis de disponibilidade hidrica. Apds a reidratacéo, a atividade da enzima se manteve
mais alta do que no controle nas linhagens 11644 e 11377 (Fig. 14-D).

A concentracdo de ascorbato reduzido (AA) aumentou no cultivar E48, mas
diminuiu na linhagem 13241, ap6s exposicdo das plantas ao déficit hidrico. Nessa
disponibilidade hidrica, a concentracdo de AA foi maior no cultivar E48 do que nas
linhagens 11377 e 13241. A concentracdo de AA ndo variou entre nenhuma das
disponibilidades hidricas para a linhagem 11644. Nas plantas reidratadas, menor
concentragédo foi verificada na linhagem 11377. N&o houve diferenca entre as plantas

dos tratamentos controle e RH (Fig. 14-E).

3.14. Metabolismo da glutationa

Ap0s exposicdo ao déficit hidrico e reidratacdo, houve aumento na atividade da
Y-GCS nas linhagens 11377 e 13241 e cultivar E48. Na linhagem 11644, a atividade
enzimatica ndo aumentou em resposta ao estresse e foi menor do que nos demais
genotipos, porém, aumentou apoés reidratacdo. Nao houve diferenga na atividade da
GCS entre os genatipos de soja, para os tratamentos controle e RH (Fig. 15-A).

No tratamento controle, a linhagem 13241 apresentou a menor concentragcédo de
GSH. A concentracdo de GSH aumentou em reposta ao déficit hidrico em todos os
genotipos, exceto para a linhagem 11644. Apos reidratacdo, a concentracdo de GSH
diminuiu na linhagem 11644 e 11377, em relagdo aos seus respectivos controles. (Fig.
15-B).
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A atividade da enzima GPX nao variou entre as diferentes disponibilidades
hidricas na linhagem 11644. Nos demais genotipos, houve aumento na GPX nas plantas
sob déficit hidrico, sendo a linhagem 13241 a que apresentou maior atividade. O maior
aumento, em relacdo ao controle ocorreu na linhagem 11377, sendo de
aproximadamente 7,5 vezes. Nas plantas reidratadas, o cultivar E48 e a linhagem 13241
mantiveram a atividade enzimética igual ao controle, mas na linhagem 11377, houve
aumento (Fig. 15-C).

No tratamento controle, a concentracdo de GSSG foi menor na linhagem 11377.
Ja nas plantas sob déficit hidrico, menor concentracédo de GSSG foi registrada na 11644.
Inclusive, ndo houve diferenca entre os niveis hidricos para essa linhagem. Nas plantas
reidratadas, ndo houve diferenca entre os genotipos de soja. Somente a linhagem 11377
manteve maior concentracdo de GSSG nas plantas reidratadas, em relagdo ao controle
(Fig. 15-D).

O déficit hidrico induziu aumento na atividade da enzima GR no cultivar E48 e
nas linhagens 11377 e 13241. Os incrementos foram de 1,5 vezes para E48 e de 96% e
2,6 vezes nas linhagens 11377 e 13241, respectivamente. No tratamento DH, maior
atividade da GR foi verificada no cultivar E48. A atividade da GR também néo variou
na linhagem 11644, entre todos os niveis de disponibilidade hidrica. N&do houve
diferenca entre os genotipos apoés a reidratacao e, somente a linhagem 13241 apresentou

maior atividade da GR nas plantas reidratadas, em relac&o ao controle (Fig. 15-E).
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Figura 14. Metabolismo do ascorbato. Atividade da peroxidase do ascorbato (ApXgoncentracdo de desidroascorbato (DKEY)

atividade da redutase do monodesidroascorbato (MDHBR)atividade da redutase do desidroascorbato (DHBRE concentracdo de
ascorbato (AAXE) em folhas dos 4 gendtipos de soja: 11644 (), Embrapea48 (), 4377 ( ) em3241 (), nos tratamteritns C
déficit hidrico de -1,5 + 0,2 MPa (DH) e apos 3 dias de reidratacdo (RH). Médias com diferentes letradasaésotam diferencas
significativas entre os gendtipos dentro de um mesmo tratamento, e diferentes letras mindsculas denotam diferencas significativas para
mesmo gendtipo, entre os tratamentos (Tukey, p < 0,05). As barras representam o erro padraorde)néedia (
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4. DISCUSSAO

O déficit hidrico no solo leva a desidratacdo dos tecidos do vegetal e afeta as
suas relac¢des hidricas, causando queda no potencial hidrico. Logo, plantas capazes de
reter maior teor de agua em suas células, conseguem manter em funcionamento
processos fisioldgicos fundamentais e dessa forma, tolerar por mais tempo o déficit
hidrico (Hossain et al., 2014). Nesse sentido, a linhagem 13241, pré-selecionada como
resistente, levou maior tempo para alcancar o potencial hidrico em torno de -1,5 MPa e
ainda, apresentou maior TRA nesse momento. Esse maior tempo pode ter sido
importante para a sua aclimatacdo e/ou recuperacdo dos danos e conseguentemente,
maior resisténcia ao estresse.

O déficit hidrico n@o alterou a suculéncia foliar das linhagens 11377 e 13241, o
gue reflete uma maior capacidade em armazenar agua por unidade de area foliar nesses
genotipos. Em estresses prolongados, essa caracteristica pode se traduzir em maior
tolerancia ao déficit hidrico no solo (Nahar et al., 206 gua é essencial para o
correto funcionamento do metabolismo celular da planta e a medida que diminuiu,
diversas funcbes séo prejudicadas. Considerando a maior reducédo na hidratacdo foliar
da linhagem 11644, verificada por meio da andlise do TRA e suculéncia foliar, esse
genadtipo de soja apresenta menor aptiddo para o enfrentamento do déficit hidrico do que
0s demais.

Apesar do estresse severo, a reidratacdo reestabeleg@atusohidrico das
plantas de todos os gendétipos para 0 mesmo nivel de seus respectivos controles. As
imagens obtidas ap6s 3 dias de reidratacdo atestam esse resultado e indicam que as
plantas restauraram a capacidade hidraulica apdés o déficit hidrico. Resultados
semelhantes foram observado pé&iaalipto sp., com 6 horas de reidratacdo apoés
déficit hidrico severo (Martorell et al., 2014). Essa recuperacdo pode ocorrer pelo
eficiente reparo de vasos xileméticos que, porventura, apresentem embolia durante
estresse. Embora esse mecanismo seja reconhecido em diversas espécies de
angiospermas, ainda necessita ser completamente elucidado (Brasl&tsEirone,

2013; Rolland et al., 2015).

A reducéo na area foliar € uma resposta ativamente regulada em plantas sob seca
e se constitui num mecanismo de conservacdo de agua, ja que reduz a area
transpiratoria. Com isso, a planta se mantém melhor hidratada, aléem de economizar a
agua do solo (Claeys e Inzé, 2013). A linhagem 13241 e o cultivar E48 apresentaram

menor area foliar no tratamento controle, evidenciando ser uma caracteristica
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constitutiva desses genotipos. Menor area foliar € uma caracteristica fenotipica
importante para identificar plantas cultivadas mais aptas em resistir & seca (Lonbani e
Arzani, 2011; Lawlor, 2013; Borrel et al., 2014). Por outro lado, as linhagens 11644 e
11377 apresentaram maior area foliar no tratamento controle, o pode contribuir para
maior sensibilidade ao estresse, uma vez que resulta em elevado consumo da agua
disponivel no solo, e de maneira mais rapida. Por esse motivo, a linhagem 11644 pode
ter apresentado as maiores reducdes do TRA e da TCR da parte aérea.

Durante o déficit hidrico no solo, caracteristicas fenotipicas do sistema radicular,
como extensdo e profundidade, sdo importantes para suprir com agua de forma
satisfatoria a parte aérea da planta (Fenta et al., 2014). Nesse contexto, a elevada razao
Raiz/PA da linhagem 13241 no tratamento controle pode se traduzir em maior
capacidade de absorcdo de agua e nutrientes, 0 que juntamente com sua menor area
foliar nessa condicéo, contribuiu para adiar o inicio do estresse severo nesse genotipo.
Essas caracteristicas sdo componentes da estratégia de evitacdo a seca em plantas
herbaceas (Kooyers, 2015).

Pela andlise visual do sistema radicular (Figura 4), ndo foi possivel a
diferenciacdo entre os gendtipos quanto a resisténcia a seca. Assim, para uma Visao
mais abrangente, sugere-se a realizacdo de analises mais detalhadas como, por exemplo
por meio de scanners, que permitem avaliagdes mais acuradas da morfologia de raizes
(Tomar et al., 2016).

O déficit hidrico severo apresenta notavel efeito redutor da taxa fotossintética,
principalmente por induzir o fechamento estomatico e inibir a fixacdo de carbono (Basu
et al., 2016). A drastica reducdo gsobservada nas plantas de soja desse experimento
denota intensa restricdo difusiva ao processo fotossintético, o que afetou igualmente a
A, em todos os genotipos (Chaves et al., 2009). Nesse caso, a intensidade do estresse
nao permitiu diferenciar a capacidade fotossintética das plantas sob déficit hidrico, de
forma que parametros de trocas gasosas nao foram bons biomarcadaonds|@aacia
ao estresse, nas condi¢des avaliadas.

Com a reidratacdo das plantas, os paramétrags e E recuperaram ao mesmo
nivel do controle, exceto no genadtipo 11377. Essas respostas indicam que a reidratacéo
aliviou a restricdo estomatica ao processo fotossintético, mas que possiveis danos
biogquimicos podem ter atrasado a recuperacdo da linhagem 11377. Gendtipos mais
tolerantes ao déficit hidrico tendem a recuperar a capacidade fotossintética mais

rapidamente do que os sensiveis, durante a reidratacéo (Rivas et al., 2016).
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Elevada eficiéncia instantanea no uso da gus\), dada pela razaa./E é
uma caracteristica importante para a selecdo de cultivares tolerantes ao déficit hidrico,
pois denota economia de 4gua pela planta e, quase sempre se traduz num maior
rendimento da cultura (Flexas, 2016). ApesarEtRA ter aumentado em todos os
genotipos de soja em resposta ao déficit hidrico, ndo houve diferenca entre eles, embora
seja valido ressaltar que o menor incremento em relagdo ao controle ocorreu na
linhagem 11644. A auséncia de diferencas entre os gendtipos pode ter decorrido do fato
de que medidas instantaneadsHlBA, somente em nivel foliar podem néo ser eficientes
para determinar o real valor desse parametro, sendo mais recomendadas analises de
longo prazo, como a composicéo isotépicdde(5'°C) (Témas et al., 2014; Medrano
et al., 2015).

A eficiéncia do processo fotossintético depende dos pigmentos cloroplastidicos,
cujas concentracdes podem ser alteradas em resposta ao déficit hidrico (Farooq et al.,
2009). Nesse sentido, a linhagem 11644 apresentou reducdo na concentracdo de
clorofila total apds o estresse. Por outro lado, a linhagem 13241 apresentou maiores
concentracdes de clorofila total, tanto em condi¢cdes 6timas de agua disponivel, quanto
no déficit hidrico. Essa caracteristica esta relacionada com respostas mais robustas de
tolerancia ao estresse. Por exemplo, Goer arietinum, planta da familia Fabaceae
gendtipos com maior concentracdo de pigmentos também apresentaram maior indice de
tolerancia a seca (Talebi et al., 2013). No cultivar E48, a manutencdo na concentracao
de clorofila total sob déficit hidrico € considerado um dos componentes que contribuem
para o seu carater tolerante (Carvalho et al., 2015).

Quanto aos carotenoides, aumento na concentragdo desses pigmentos em
diferentes espécies de plantas também pode contribuir para maior tolerancia ao déficit
hidrico (Abbasi et al., 2014; Khoyerdi et al., 2016; Mibei et al., 2016). Nesse estudo,
somente as linhagens 11644 e 13241 apresentaram aumento na concentracdo de
carotenoides diante da restricdo hidrica no solo, o que sugere existir nesses genotipos
capacidade de protecdo contra danos fotoxidativos nos fotossistemas, por meio da
dissipacdo do excesso de energia luminosa (Cazzonelli, 2011). Porém, além dos
carotenoides, outras vias de dissipacao de energia também podem atuar nas plantas sob
estresse e aumentar a protecdo do aparato fotossintético contra o fotodano, como por
exemplo, a fotorrespiracao, o fluxo ciclico de elétrons e o Ciclo Agua-Agua (Takahashi
e Badger, 2011; Yamori et al., 2016).
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Ao limitar a taxa fotossintética, o déficit hidrico promove um desbalanco na
atividade fotoquimica da planta e pode acarretar em danos fotoinibitorios ao centro de
reacdo do fotossistema Il (PSIl) (Kalaji et al., 2016). Nas condi¢Bes de déficit hidrico
impostas nesse experimento, valoresFd&,, foram mantidos préximos de 0,83 em
todos os genotipos e indicam que a estabilidade fisica do aparato fotossintético das
plantas ndo foi afetada pelo estresse (Murchie e Lawson, 2013). De fato, esse parametro
tende a ser alterado em estresses prolongados, quando o déficit hidrico promove
potenciais hidricos muito baixos (Woo et al., 2008). Em tomate, por exemplo, a razao
F./Fm somente foi reduzida a partir do 14° dia de suspenséo da agua, quando o potencial
hidrico foliar estava abaixo de -1,5 MPa (Mishra et al., 2012).

Apesar da estabilidade do PSII, o déficit hidrico reduzitl® e o gPSl em
todos os gendtipos de soja. Reduzir o transporte de elétrons é uma estratégia de defesa
contra danos fotoxidativos em plantas cuja fixacdo de €foontra-se comprometida,
mas ao mesmo tempo limita a etapa fotoquimica da fotossintese (Gururani et al., 2015;
Yamori, 2016). O cultivar tolerante (E48) utilizado como referéncia, apesar da
reducdes, demonstrou as mewguedas em comparacdo ao controle. Além disso,
nesse mesmo genotipo também foi registrado o ng& nas plantas sob déficit
hidrico. Resultados semelhantes foram obtidos por Mesquita (2013), ao comparar o
cultivar E48 com outro cultivar sensivel de soja, no mesmo nivel de estresse. Nesse
estudo, maiores valores B8R e ¢PS| apds o estresse foram relaciormdofenotipo
tolerante ao déficit hidrico desse gendtipo.

Quando reidratadas, plantas de todos os gendtipos apresentaram aumentos da
ETR e dogPS1, que se igualaram aos seus respectivos controles. Esse resultado sugere
a atuacdo de eficientes mecanismos de prevencdo de danos aos seus aparatos
fotossintéticosKfeoglu et al., 2009).

A fracdo de energia nao utilizada na fotoquimica, composta FENXQ) e
Y(NO) (Kramer et al., 2004), tende a aumentar em plantas sob déficit hidrico (Sanchita
et al.,, 2015). Klughammer e Schreiber (2008) afirmaram que elevados valores de
Y(NO) refletem uma baixa capacidade de protecdo do aparato fotossintético contra
danos pelo excesso de energia luminosa, mas eleé(aliRs)) pode reduzir or(NO).

Nesse sentido, ¥(NPQ) aumentou em todos os gendtipos de soja, enquavith@)
reduziu apés o estresse.

O Y(NPQ) tende a aumentar em plantas sob déficit hidrico, uma vez que o
fechamento estomatico induzido pelo estresse rediRSd e ativa vias de dissipacao

de energia ndo fotoquimica como o calor, no sentido de conferir fotoprotecdo (Sanchita
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et al., 2015). De fato, &(NPQ) tém demonstrado importante papel na protecdo dos
fotossistemas de plantas sob déficit hidrico e adicionalmente, o fluxo ciclico de elétrons
através do fotossistema | (PSI) apresenta ativa participacdo nessa resposta, pela indugéo
desse mecanismo (Zhang et al., 2011, Zivcak et al., 2013, Singh et al., 2014). A reduc¢éo
do Y(NPQ) apos a reidratacdo para niveis iguais, ou até mesmo abaixo do controle,
demonstra a retomada da fotoquimica como a principal via de dissipacdo de energia
luminosa. Os maiores valores HER e P | apoiam essa afirmagao.

A reducao engL em todos os genotipos de soja apos o déficit hidrico indica que
0 estresse promoveu um desbalanco entre as taxas de excitacdo e transferéncia de
elétrons, que resultou em decréscimo na fracdo de fotossistemas abertos (Brestic e
Zivcak, 2013). A maior queda emwl verificada na linhagem 11644 indica menor
eficiéncia fotossintética dessa linhagem e maior sensibilidade do seu aparato
fotossintético ao estresse. A intensidade na quedg.,dbem como a capacidade de
recuperacdo desse parametro ap0s a reidrajadao utilizada para diferir niveis de
tolerancia a seca entre gendtipos de milho, sendo os mais estavéis para esse parametro,
considerados mais tolerant@doglu et al., 2009).

A fluorescéncia da clorofila € considerada uma ferramenta util psoraeaming
de genotipos tolerantes a seca. Plantas cuja habilidade de manter a funcionalidade de
sua maquinaria fotossintética, tendo parametros como a FR#gaQ ETR e o gPSl|
menos afetados pelo déficit hidrico, podem ser consideradas mais tolerantes, no que
concerne ao processo fotossintético (Zlatev e Lidon, 2012; Guha et al., 2013). Nesse
contexto, podemos indicar a linhagem 11644 como sendo a mais sensivel aos efeitos do
déficit hidrico na sua eficiéncia fotoquimica, enquanto o gendétipo mais tolerante foi o
cultivar E48.

Interferindo diretamente no processo fotossintético de plantas sob seca, o ABA é
o hormoénio vegetal mais importante para a adaptacdo ao estresse, pois controla a
abertura estomatica (lovieno et al., 2016). Durante o déficit hidrico, elevados niveis de
ABA reduz a conduténcia estomatica e a taxa fotossintética, conforme de fato foi
verificado nos gendétipos de soja. Por outro lado, menor abertura estomatica resulta em
conservacdao de agua na planta, permitindo maior tolerancia ao prolongamento do
estresse (Lim et al., 2015). Considerando essa relagéo, € possivel afirmar que os maiores
incrementos na concentragdo de ABA nas folhas da linhagem 13241 apds o déficit
hidrico, contribuiram para os resultados de potencial hidrico e TRA desse gendtipo e
reforcam a sua maior capacidade de resisténcia a seca, mediante estratégia de evitacao

ao estresse.
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A reducdo na concentracdo do ABA em resposta a reidratacdo ocorre,
principalmente por meio da degradacgdo enzimatica, mediamealizacdo de alivio do
estresse pela recuperacado do adequstados hidrico da planta (Roychoudhury et al.,
2013). Por outro lado, a maior concentracdo de ABA na linhagem ti&fiio apo®
retorno da irrigacédo, pode ter resultado numa menor abertura estomatica justificaria o
fato desse gendtipo ndo ter recupergdoe A, para 0s mesmos niveis do controle.
Lovisolo et al. (2008) também observaram nas folhas de videiras maior concentracao de
ABA apés a reidratacdo e atribuiram a esse fato o atraso na recuperasacaieo
forma de controlar a transpiracéo foliar e promover o reparo da embolia no xilema.

Etileno e citocininas sdo outros hormonios vegetais que podem atuar durante o
déficit hidrico, mas de maneira antagbnica. O etileno é um hormdnio capaz de promover
a senescéncia de 0rgaos vegetais em plantas expostas a seca severa (Zhang et al.,
2015a), enquanto as citocininas, por exemplo a zeatina, tém como um de seus efeitos
atrasar a senescéncia de plantas durante eventos de estresses abioticos (Jibran et al.
2013).

A Dbiossintese do etileno ocorre diretamente a partir do ACC (acido 1-
caboxilico-1-aminociclopropano) (Wani et al., 2016), embora nem sempre exista uma
relagcéo direta e constante entre os niveis de ACC e etileno em folhas de soja sob déficit
hidrico (Arraes et al., 2015). Porém, maiores niveis de ACC em arroz sob condi¢bes
semelhantes as desse experimento, resultaram também em maior concentracdo de
etileno nas plantas (Zhang et al., 201h»essa forma, a elevada concentracdo de ACC
nos gendtipos de soja sob déficit hidrico pode ter resultado em aumento de etileno e
disparado o processo de senescéncia foliar nas plantas (Jibran et al., 2013; Igbal et a.,
2017).

No cultivar E48, menor concentracdo de ACC, juntamente com maior
concentracdo de zeatina nas folhas, indicam nesse gendtipo maior habilidade para
atrasar o processo de senescéncia foliar em resposta ao estresse, e reforcam a sue
capacidade de tolerar o déficit hidrico. Segundo Le et al. (2012), incrementos no
conteudo de citocininas em folhas de soja no inicio do estresse por seca podem
aumentar a longevidade desses 0rgéos e a sua eficiéncia fotossintética, resultando em
maior capacidade de aclimatacdo das plantas. Quanto aos elevados niveis de ACC na
linhagem 11377 nos trés tratamentos, além da senescéncia induzida pelo estresse, 0
etileno pode também estar relacionados com outras respostas metabdlicas nesse

genotipo, por exemplo, regulacéo do crescimento vegetativo (Poel, 2015).
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Quando o potencial hidrico da célula vegetal é reduzido pelo déficit hidrico,
pode ocorrer 0 acumulo de solutos no seu interior, que contribui para a manutencao do
turgor celular, sustento da condutancia estomatica e dos processos fotossintético e de
crescimento (Singh et al., 2015; Basu et al., 2016). Esse acumulo de solutos reflete o
ajustamento osmoético da planta e pode ser medido indiretamente por meio da avaliacao
do potencial osmético. Reducdo no potencial osmético durante o déficit hidrico € uma
resposta considerada genérica de plantas cultivadas, incluindo a soja (Blum, 2017),
como de fato ocorreu nos genotipos desse experimento. De forma semelhante, intensa
reducdo no potencial osmatico também foi observada em cultivares de soja tolerante e
sensivel a seca, apos 12 dias de restrigdo hidrica (Hossain et al., 2014).

Existe uma gama de solutos compativeis que tendem a se acumular numa planta
sob seca e reduzir o seu potencial osmético. Nesse sentido, a concentracdo de
aminodcidos livres aumentou em todos os gendtipos no déficit hidrico, mas em maior
proporcdo nas linhagens 11377 e 13241. Parte desse aumento pode ter resultado do
expressivo incremento na concentracdo de prolina. Segundo Szabados e Savouré (2010),
até 80% dgool de aminodacidos total em plantas submetidas a seca pode ser constituido
pela prolina, em comparacdo com apenas 5% sob condi¢Bes 6timas de crescimento.

Aumento na concentracdo de aminoacidos livres e de prolina € uma resposta
comum em plantas expostas a restricdo hidrica, mas que possui importante papel
osmorregulador e osmoprotetor (Kaur e Asthir, 2015). Logo, maiores incrementos
podem se traduzir numa maior capacidade de tolerar o estresse. A prolina pode
contribuir também para a recuperacdo da planta apdés o déficit hidrico, ao ser
metabolizada nas mitocéndrias, fornecendo ATP para o reparo de danos e retomada do
crescimento (Aradjo et al., 2013). Essa pode ser uma explicacdo para a expressiva queda
na concentracdo de prolina nos genotipos de soja apés a reidratacao.

A concentracdo de glicina-betaina (GB) também aumentou nos genétipos de soja
sob déficit hidrico, exceto no cultivar E48. Com fungdes semelhantes as da prolina
(Ahmad et al., 2013, Wani et al., 2013), a GB pode contribuir para um fenétipo mais
tolerante nas linhagens 11377 e 13241, as quais apresentaram maiores concentragoes
dentro dos trés tratamentos hidricos.

O acumulo de aminoacidos livres em plantas sob seca, geralmente esta
relacionado com o decréscimo na concentracdo de proteinas (Khoyerd et al., 2016).
Porém, de modo contrario, a concentracdo de proteinas solUveis aumentou nos
genotipos de soja avaliados como tolerantes. Essa resposta pode estar relacionada com o

acumulo de diversos grupos de proteinas envolvidas na resposta ao estresse, como por
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exemplo, chaperonas moleculares, osmotinas e proteinas sinalizadoras (Ashoub et al.,
2013; Hao et al., 2015; Wang et al., 2016; Cao et al., 2016). A reducéo na concentragao
das proteinas com a reidratacao pode ser o resultado da inibicdo da expressao de genes
ativados somente em resposta ao estresse, cuja necessidade pela planta diminuiu apés c
reestabelecimento do seu adequado balanco hidrico (Hao et al., 2015).

Componentes importantes para 0 ajustamento osmotico, as concentracdes de
carboidratos nas folhas passam por alteracdées que resultam de respostas adaptativas ac
estresse, mas também, como consequéncia do prejuizo ao processo fotossintético (Zhou
et al., 2017). Nesse sentido, a reserva de carboidratos na forma de amido tende a reduzir
quando a fotossintese é inibida (Mutava et al., 2015; Silva et al., 2017), o que de fato foi
verificado nos genoétipos de soja desse experimento. Porém, convém destacar a maior
concentracdo de amido observada na linhagem 13241 sob plena irrigacdo. Nesse caso, 0
maior pool inicial de amido pode ter sido remobilizado para a liberacdo de energia e
também para biossintese de outros metabdlitos durante o estresse, 0 que contribuiu para
maior tolerancia nesse genaétipo (Thalmann e Santelia, 2017).

Acucares solluveis sao carboidratos com diferentes funcdes durante o déficit
hidrico. Por exemplo, maior concentracdo de sacarose, conforme foi observado no
cultivar E48 e na linhagem 11377, pode significar maior capacidade de tolerancia ao
estresse nesses genotipos, por meio da osmoprotecdo de estruturas celulares
(Velazquez-Marquez et al., 2012016; Khoyerd et al., 2016). Por outro lado, a
auséncia de incrementos na concentracdo de sacarose em outros genotipos pode ser
explicada pela sua degradacédo em glicose e frutose, 0 que sustentou o aumento desses
acucares no déficit hidrico.

A variacdo nas respostas dos genoétipos de soja para o acumulo dos acgUcares
sollveis pode ser resultado da forma de utilizacdo destes, de acordo com a reacao da
planta ao estresse. Por exemplo, sacarose e glicose estdo mais relacionadas com a
sinalizacdo do estresse e controle da expressao de genes de tolerancia, producdo de
energia e atuacdo como osmolitos, enquanto a frutose esta mais envolvida com a
biossintese de metabdlitos secundarios, como os compostos fendlicos e também com a
osmorregulacdo da célula (Gupta et al., 2005; Rosa et al., 2009; Sami et al., 2016).
Assim, uma vez que as concentracdes de glicose e frutose aumentaram em todos 0s
gendtipos sob déficit hidrico, pode-se inferir que esses agucares tenham desempenhado
diferentes papéis na aclimatagdo das plantas ao estresse, porém, torna-se dificil nessas

condicdes, precisar quais foram e em quais genotipos.
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A gueda nas concentracbes de amido, sacarose e frutose no cultivar E48 e de
amido, glicose e frutose na linhagem 13241 apoés a reidratacdo, sugerem maior consumo
de carboidratos nesses genoétipos pos-estresse, 0 que pode ocorrer para a retomada dc
crescimenta/ou recuperacao de danos (Yang et al., 2013).

O funcionamento do metabolismo energético da célula vegetal é alterado pelo
déficit hidrico e processos celulares, tais como fotossintese e respiragdo, passam por
desequilibrios na producdo e eliminacdo de ROS, as quais podem se acumular e
promover danos em biomoléculas. Essa condicdo configura um estado conhecido por
estresse oxidativo celular, que se intensifica em eventos de déficit hidrico severo
(Noctor et al., 2014, Das et al., 2015).

Nesse sentido, foram verificados incrementos nas concentracgdes, tantq de O
quanto de KO, nas plantas desse experimento. Logo, ocorreram danos oxidativos,
verificados por meio do aumento na concentracdo de malodialdeido (MDA) nas folha
de todos os gendétipos de soja. Entretanto, vale destacar que o maior incremento de
MDA em relagdo ao controle foi verificado na linhagem 11644. Por outro &do,
linhagem 11377 apresentou os menores danos em membranas. Segundo Yu et al.
(2017), uma baixa concentracdo de MDA pode ser utilizado como indicador fisiolégico
de maior tolerancia a seca em plantas.

Enzimas como a superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) sao importantes
componentes do sistema de eliminacdo de ROS em plantas expostas a fatores de
estresses abidticos. Logo, o maior incremento na atividade da SOD na linhagem 13241
denota maior habilidade desse gendtipo em evitar danos oxidativos e dessa forma,
melhor aptidao para tolerar o déficit hidrico (Boaretto et al., 2014; Zhang et al., 2015b
Anjum et al., 2017). Nesse contexto, a menor atividade da SOD na linhagem 11644
pode resultar em maior sensibilidade ao estress

A CAT é bastante importante durante o déficit hidrico devido a sua eficiente
eliminacdo de kD, principalmente nos peroxissomos, onde é gerado por meio do
processo fotorrespiratorio (Sofo et al.,, 2015). Logo, os incrementos na atividade da
CAT nos genotipos de soja avaliados como tolerantes, indicam um provavel incremento
na fotorrespiracdo das plantas atuando como um mecanismo de prevencdo de danos
fotoxidativos ao aparato fotossintético, e denotam remocdo mais eficientgeCdo H
produzido nessa condi¢éo (Voss et al., 2013; Catola et al., 2016).

A presenca de D e H,0O, nos compartimentos celulares, juntamente com a
disponibilidade de ions de ferro pode resultar na formacao da radical hidiOxa (

uma molécula altamente reativa e danosa a célula e para a qual, ainda ndo se conhece
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um sistema de eliminacdo (Halliwell e Gutteridge, 2015). Dessa forma, maiores
atividades da CAT e SOD sdao respostas relevantes ao se determinar a tolerancia a seca
em plantas. A constancia na atividade da CAT e 0 menor incremento na atividade da
SOD na linhagem 11644 apontam para uma baixa eficiéncia na remocao du0S
resultou nos maiores incrementos nas concentracdes,@ge eHno maior grau de
peroxidacao de lipidios nesse gendtipo.

Com a reidratacdo das plantas, todos os gendtipos foram capazes de recuperar a
homeostase celular pela reducédo nos niveis de ROS e de MDA para valores iguais ao
controle. Com a menor oferta de substrato, as atividades da CAT e SOD, na maioria dos
gendtipos, também se igualaram ao controle. A retomada do processo fotossintético
apos o retorno da irrigacdo pode ser um dos fatores responsaveis por essa resposta, ao
normalizar o fluxo de elétrons entre os fotossistemas e o consumo de energia e poder
redutor no ciclo de Calvin (Furlan et al., 2016).

Além das enzimas, as plantas utilizam diversos metabdlitos que também
possuem propriedades antioxidantes, dos quais se destacam a glutationa (GSH) e o
ascorbato (AA) (Foyer e Noctor, 2011). A biossintese de AA ocorre a partir da glicose e
a limitacao no suprimento de esqueletos de carbono pode ser um fator que restringe esse
processo (Bulley e Laing, 2016). Assim, a reduc¢do na fotossintese em decorréncia do
déficit hidrico pode ter interferido nas concentracdes de AA total nas folhas das planta
de soja e resultado na pouca variacdo observada entre os gendtipos, destacando-se
somente o incremento no cultivar E48. O investimento da planta em diferentes
metabdlitos de defesa contra o estresse também é um fator que altera as concentracdes
de AA tofal, que podem inclusive diminuir durante o déficit hidrico (Huseynova et al.,
2016).

Diferente do ascorbato, o déficit hidrico promoveu aumento nas concentracées
de glutationa total na maioria dos genotipos de soja, com excecao da linhagem 11644.
De forma semelhante ao observado para o AA, no cultivar E48 houve maior aumento na
concentracdo de GSH total nessa condicdo. A GSH é um metabdlito antioxidante
fundamental para o adequado funcionamento do metabolismo vegetal em condi¢des de
estresse, pelas funcdes que desempenha no equilibrio redox e seu papel central na
eliminacdo de ROS (Hasanuzzaman et al., ROASSim, antioxidantes ndo enzimaticos
podem ser um diferencial na tolerancia a seca no cultivar E48.

A dindmica de uso do AA e da GSH na protecdo contra o estresse oxidativo em
plantas envolve uma gama de enzimas (Pandey et al., 2015). Por exemplo, a atuagao

conjunta da peroxidase do ascorbato (APX), que utiliza o AA para elimp@y, H
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juntamente conas enzimas de regeneracao do AA, redutase do monodesidroascorbato
(MDHAR) e redutase do desidroascorbato (DHAR), promovem o equilibrio entre a
eliminacdo de RO® a manutencéo dpool de ascorbato reduzido em plantas sob
estresses abidticos (Gallie, 2013; Sofo et al., 2015). Assim, os incrementos naeatividad
dessas enzimas nos genaotipos de soja indicam atuacdo do metabolismo do ascorbato no
erfrentamento ao déficit hidrico, no sentido de manter a homeostase redox celular e
proteger contra danos oxidativos, promovendo maior tolerancia das plantas ao estresse
(Pyngrope et al., 2013).

Sabe-se que o AA também pode atuar diretamente na eliminacédo de ROS (Gest
et al., 2013; Akram et al., 2017). Isso explica os incrememteatividades das enzimas
de regeneragao do AA na linhagem 11377, embora a atividade APX n&o tenha variado
nesse genotipo. E relevante destacar que em todos os genétipos de soja os niveis de A
foram sempre superiores ao de desidroascorbdid\), possivelmente pela eficiéncia
das enzimas DHAR e MDHAR. Isso denota a importancia da manutengimwldde
ascorbato na forma reduzida em plantas sob estresses (Gallig, R0dar disso, o0s
niveis desse metabdlito ndo aumentaram nas linhagens de soja apds o déficit hidrico.
Porém, essa resposta pode ter ocorrido devido a regulagémldde AA envolver o
seu consumo, simultaneamente a sua regeneracao (Shin et al., 2013).

De forma geral, a reidratacdo das plantas reestabeleceu o funcionamento do
metabolismo do ascorbato para niveis semelhantes ao controle, embora algumas
respostas divergentes ainda tenham sido verificadas. Por exemplo, maior atividade da
APX na linhagem 11644 e da DHAR na 11377. Isso pode ocorrer devido a recuperagao
mais lenta da homeostase redox nessas plantas, o que justificaria manter defesas
antioxidantes funcionando em nivel mais elevado, mesmo apdés o reestabelecimento do
potencial hidrico celular (Fillippou et al., 2011; Maevskaya et al., 2013; Jin et al., 2015)
Nesse contexto, genotipos de soja que recuperam mais rapidamente do déficit hidrico
podem ser considerados mais tolerantes (Sulieman et al., 2015).

O funcionamento do metabolismo da glutationa foi mais efetivo nos genoétipos
de soja considerados tolerantes ao déficit hidrico. Inclusive, na linhagem 11644 a
utilizacdo da GSH n&o demonstrou atuacéo na defesa das plantas, uma vez que os niveis
do metabdlito, bem como da atividade das enzimas da sua biossintese e utilizagdo como
antioxidante, ndo se alteraram em resposta ao estresse. Esses resultados apoiam a
hipétese de que esse gendtipo € mais sensivel ao déficit hidrico do que os demais. De
fato, plantas cultivadas com menor concentracdo de GSH em condicdes de estresse

podem apresentar um fenoétipo suscetivel a seca, uma vez que a sua eficiéncia na
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eliminacdo de ROS fica comprometida (Sanchez-Rodriguez et al., 2012; Cheng et al.
2015; Gietler et al., 2016).

A enzima peroxidase da glutationa (GPX), que utiliza a GSH como substrato,
apresenta grande importancia devido a sua capacidade de eliminar varios compostos
toxicos acumulados na célula vegetal durante o estresse oxidativo, tais cofg o H
hidroperoxido orgéanico e hidroperéxidos lipidicos, desempenhando papel principal na
defesa das membranas bioldgicas durante eventos de estresse (Gaber et al., 2012; Fu,
2014; Bela et al., 2015). Por essa razao, a linhagem 11377, gendtipo de soja que
apresentou o maior incremento na atividade da GPX, pode ter demonstrado o menor
grau de peroxidacdo de lipidios no estresse. Ao mesmo tempo, a linhagem 13241 foi
quem teve a maior atividade da GPX entre os genoétipos no déficit hidrico, resposta que
contribui para o refor¢co da sua tolerancialdtcit hidrico.

Como consequéncia do aumento na atividade da GPX, a concentracdo de
glutationa oxidada (GSSG) também aumentou nas plantas sob déficit hidrico. A GSH é
recuperada a partir da GSSG, principalmente pela atividade da enzima redutase da
glutationa (GR), que também une AA e GSH na tolerancia de plantas aos estresses
abidticos (Gill et al., 2013). Esses dois metabdlitos participam do chamado Ciclo
Ascorbato-Glutationa (AA-GSH), no qual a GR possui papel essencial, pois sua
atividade mantem @ool de glutationa no seu estado reduzido e assim, o ciclo em
funcionamento (Pandey et al., 2015).

Baseando-se nos resultados desse experimento, podemos afirmar que o cultivar
E48 e as linhagens 11377 e 13241 apresentam maior participacdo do Ciclo AA-GSH
como componente das suas defesas antioxidantes durante o estresse, considerando &
evidente utilizacdo da glutationa e do ascorbato nesses genotipos. Ja na linhagem
11644, sua baixa eficiéncia na utilizacdo da GSH como composto antioxidativo pode
aumentar a sua suscetibilidade ao estresse oxidativo, decorrente do déficit @idrico.
Ciclo AA-GSH é a principal via de eliminacdo de@4 nos cloroplastos de plantas sob
seca, mantendo o estado redox desse compartimento celular, além de proteger a
maquinaria fotossintética contra danos oxidativos (Zagorchev et al., 2016)., Assim
podemos considerar 0s genotipos de soja com mecanismos antioxidantes mais robustos,

também os mais tolerantes ao déficit hidrico.
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5. CONCLUSOES

Mediante um conjunto de andlises fisioldgicas e bioquimicas, os resultados desse
trabalho confirmam a atuacdo conjunta de diferentes mecanismos envolvidos na
resisténcia ao déficit hidrico em plantas.

O cultivar E48 apresentou respostas superiores de caracteristicas que confirmam
0 seu fendtipo tolerante ao déficit hidrico. Os resultados dos paraBeMOETR e
#PSI1 indicam maior aptiddo do processo fotossintético nesse genoétipo para o
enfrentamento do estresse. Os niveis de ACC e de zeatina sugerem maior capacidade
em atrasar a senescéncia foliar, induzida pelo déficit hidrico. As maiores concentracdes
de AA total e GSH total, associadas com elevadas ativididesnzimas MDHAR e
GR, denotam importante atuacdo de metabolitos antioxidantes na capacidade de
tolerancia ao déficit hidrico desse gendétipo. A maior concentracdo de sacarose sugere a
participacdo desse acucar no ajustamento osmotico e osmoprotecao das plantas.

A linhagem 13241, pré-selecionada como tolerante ao déficit hidrico, exibiu
resultados que sustentam esse progndstico, como o maior tempo (10 dias) para atingir o
potencial hidrico foliar de -1,5 MPa. Sua menor area foliar e maior razao raiz/parte
aérea sob plena irrigacdo, juntamente com a maior concentracdo de ABA nas folhas
apos déficit hidrico, favoreceram a perda mais lenta de agua e manutencdo do TRA
mais elevado nas plantas. Essas respostas que conservam agua denotam estratégia d
evitacdo ao estresse. Alguns componentes da tolerancia ao déficit hidrico também foram
mais efetivos nessa linhagem, considerando os maiores incrementos na atividade das
enzimas antioxidantes CAT, SOD, APX, MDHAR e DHAR, e na concentragdo de
glicina-betaina. Além disso, maior teor de amido no inicio do estresse pode fornecer
energia para o funcionamento de mecanismos de tolerancia, bem como esqueletos de
carbono para a sintese de metabdlitos que prolongam o tempo de resisténcia ao estresse
nesse genotipo.

A linhagem 11377 também possui caracteristicas que indicam tolerancia ao
déficit hidrico, tais como, maidUA e menores quedas BAR e nogPSI| do que nas
demais linhagens. Além disso, ndo demonstrou variacbes no acumulo, de O
apresentou maiores incrementos de glicose, frutose e dhemiama, bem como
superior atividade das enzimas CAT e GPX, em relacdo ao cultivar E48. Por outro lado,
alguns resultados apontam para maior sensibilidade dessa linhagem ao déficit hidrico,
frente a linhagem 13241, como por exemplo, a incapacidade de recuperar totAlmente
e gs apos a reidratacdo, o maior acumulo d®He a auséncia de atuacdo da enzima

APX.
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A linhagem 11644 exibiu respostas que confirmagesaa maior sensibilidade
ao déficit hidrico. Seu balango hidrico e crescimento foram mais afetados pelo estresse,
considerando as maiores redugdes no seu TRA, na suculéncia foliar e na TCR da parte
area. Menor incremento ralJA, maiores quedas naTR e no¢P3l e reducdo na
concentracdo de clorofilas total, apontam para efeito mais severo do estresse no
processo fotossintético dessa linhagem. Analises dos sistemas antioxidantes das plantas
foram importantes na determinagéo da sensibilidade da linhagem 11644, devido ao
registro de menor atividade das enzimas CAT e SOD e ainda, ineficiente atuacdo do
metabolismo antioxidativo dependente da glutationa. Essas respostas podem ser a causa
dos maiores incrementos na concentracdo @@, ¢ na peroxidacdo de lipidios,
indicando estresse oxidativo mais intenso. Apesar do desempenho inferior ao dos
demais genotipos, ainda demonstrou algumas respostas de tolerancia, por exemplo,
maioresincrementos na concentracdo de prolina e na atividade da enzima APX.

Por fim, conclui-se que o gendtipo 11644 € o mais sensivel ao déficit hidrico. A
linhagem 11377, embora apresente caracteristicas de tolerancia possui um potencial
menor do que a linhagem 13241, na qual os resultados indicam um fendétipo resistente
ao déficit hidrico, por meio das estratégias de evitacdo e tolerancia ao estresse.
Inclusive, na linhagem 13241 os resultados das andlises foram quase sempre muito
semelhantes, ou até mesmo superiores aos do cultivar E48, utilizado nesse estudo como
referencial de tolerancia ao déficit hidrico para a soja.

Conclui-se também que a reidratacdo das plantas por 72 horas propiciou, na
maioria dos casos, recuperacdo de parametros fisiolégicos e bioquimicos para os
mesmos niveis do controle, indicando que mesmo apds déficit hidrico severo a planta

pode retornar o seu metabolismo para um estado de equilibrio.
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CAPITULO 2

AJUSTAMENTO METABOLICO E EXPRESSA O DE GENES RESPONSIVOS
AO DEFICIT HIDRICO EM GENOTIPOS DE SOJA

Resumo

A seca é o fator de estresse abidtico que mais ameaca a produtividade agricola mundial,
devido ao seu impacto negativo no metabolismo vegetal, capaz de gerar perdas no
rendimento das grandes culturas. Para contrapor os efeitos do déficit hidrico, as plantas
passam por modificacdes no seu metabolismo e expressao génica, no sentido de se
aclimatar e tolerar o estresse. Nesse contexto, o presente trabalho objetivou avaliar o
ajustamento metabdlico e a expressado de genes responsivos a seca em genotipos de soje
com tolerancia diferencial ao déficit hidrico. Para a analise do perfil metabodlico foram
utilizados trés gendtipos de soja: Embrapa 48 (E48-cultivar tolerante) e as linhagens
11644 e 13241, sensivel e tolerante ao déficit hidrico, respectivamente. Para a analise da
expressao génica, somente as linhagens 11644 e 13241 foram utilizadas. As plantas
foram avaliadas no estadio de desenvolvimento V4, expostas aos seguintes tratamentos:
Controle (plena irrigacéo), déficit hidrico (DH) (potencial hidrico foliar na antemanha

de -1,5+0,2 MPa) e reidratacdo (RH) (3 dias de reidratacdo, apés DH). A andlise de
Componentes Principais (PCA) separou as plantas expostas ao déficit hidrico, daquelas
sob plena irrigacao e reidratadas. Os resultados do perfil metabdlico indicaram resposta
de tolerancia voltada para o ajustamento metabdlico das plantas, mediante incrementos
em aminodcidos (valina, leucina e isoleucina), carboidratos (os acUcares frutose,
manose e trealose) e poliaminas (putrescina e cadaverina). De modo geral, ndo foi
possivel discernir por meio do perfil metabdlico, niveis de tolerancia ao déficit hidrico
entre 0os genotipos, uma vez que todos apresentaram incrementos e reducdes para
diferentes metabdlitos, ou ainda, respostas metabdlicas em comum. A analise da
expressdo génica ndo apresentou diferencas significativas para a maioria dos genes
avaliados, entretanto, foi possivel observar padrées de resposta biolégica evidentes nas
suas expressoes relativas. Genes que codificam enzimas da via de biossintese do ABA
(Gm08g176300 e Gm11g055700), fatores de transcricdo responsivos a estresses
(Gm169g02390, GMO5g35050 e GM12g22880) e enzimas antioxidante&rn04g248300,
Gm12g073100 e Gm02g141800), demonstraram ser mais induzidos pelo déficit hidrico

na linhagem 13241. Por outro lado, genes envolvidos nas vias de biossinteses de alguns

osmolitos, tais como rafinosesin03g137900), trealose GmM08g288600) e prolina
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(Gm19g131500), tiveram suas expressfes relativas superiores na linhagem 11644.
Tomados em conjunto, os resultados da expressao génica contribuiram para confirmar o
carater tolerante ao déficit hidrico na linhagem 13241 e esclarecer quais 0s mecanismos

mais importantes nessa resposta.

Palavras chave:acido abscisico, aminoécidos, acucares, poliaminas,tekrancia.
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1. INTRODUCAO

Fatores ambientais adversos sé&o os principais agentes limitantes ao rendimento
das culturas. Dentre os estresses abioticos, a seca é considerada a maior ameaca &
produtividade agricola mundial, com grandes impactos anuais na producao de alimento
(Calanca, 2017). Nesse contexto, a escassez de agua no solo afeta negativamente o
crescimento e a produtividade da soja, podendo resultar em elevadas perdas na
producéao final de graos dessa cultura (Valliyodan et al., 2017).

A resisténcia a seca em plantas é uma caracteristica bastante complexa e envolve
a participacdo de multiplas vias biologicas. Entretanto, importantes descobertas acerca
dos mecanismos que governam essa caracteristica vém sendo realizadas nos ultimos
anos, principalmente por meio do uso de modernas técnicas de biologia molecular e de
biotecnologia. Nesse sentidstudos utilizando as chamadas ferramentas “6micas” tém
contribuido para o avanco das pesquisas relacionadas com a resisténcia a seca em soja
(Deshmuknh et al., 2014; Osakabe et al., 2014; Singh et al., 2015a).

Uma abordagem bastante util para avaliar as respostas das plantas diante de
estresses ambientais, se faz pelo uso da Metabolémica (Arbona et al., 2013). O conjunto
de metabdlitos presente nos tecidos vegetais € alterado em decorréncia de fatores
enddgenos da planta, no decorrer do seu crescimento e desenvolvimento, mas também
esta sujeito a influéncia do ambiente. Quando determinados agentes bidticos e abidticos
se tornam fatores de estresse, uma complexa rede de sinalizacdo modifica o padréo de
expressdo génica na planta, induzindo a producdo de metabdlitos envolvidos em
respostas de aclimatacao e tolerancia (Bhargava e Sawant et al., 2013; Mohhanty et
2016). Assim, o perfil metabdlico de uma planta tende a ser modificado durante eventos
de estresse (Sun et al., 2016).

Uma ferramenta analitica amplamente utilizada na Metaboldémica utiliza as
técnicas de cromatografia gasosa (GC) acoplada a espectrometria de massas (MS), nos
sistemas de analises conhecidos por GC-MS. Analises do perfil metabdlico por GC-MS
permitem a quantificagdo dezenas de metabdlitos em um Unico extrato, resultando numa
ampla cobertura das vias centrais do metabolismo priméario vegetal (Obata e Fernie,
2012; Zhang et al., 2012; Jorge et al., 2016). Com isso, obtém-se uma visdo mais
abrangente das diferentes respostas de tolerancia aos estresses abidticos em plantas
inclusive soja submetida ao déficit hidrico (Komatsu et al., 2014; Chebrolu et al., 2016;
Tripathi et al., 2016; Das et al., 2017).
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Apesar de todo o progresso na area, o inconcluso entendimento das alteracdes
metabdlicas associadas aos estresses abioticos, bem como a identificacdo de metabolitos
chave nessas condi¢fes, ainda permanecem uma grande lacuna nas pesquisas com soj:
na atualidade (Fernandez et al., 2016; Das et al., 2017).

Em plantas expostas ao déficit hidrico, diferentes classes de metabdlitos passam
por modificagbes nas suas concentragdes. Carboidratos, incluindo diversos agucares e
poliéis, multiplos aminoacidos, &cidos organicos e as poliaminas séo alguns dos grupos
de compostos alterados, detectados por meio da técnica GC-MS. Sendo o0 ajustamento
osmoético um importante mecanismo da tolerancia nessa condicdo, diferentes
metabdlitos acumulados induzem essa resposta na planta. Muitos metabdlitos também
sdo associados a protecdo contra os efeitos da desidratacdo nos tecidos vegetais, pelas
suas propriedades de estabilizar estruturas e macromoléculas celulares, eliminacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e atraso da senescéncia induzida pelo estresse
(Mata et al., 2016; Adbelrahman et al., 2017).

O ramo da Transcriptdmica também trouxe importantes contribuicbes para o
entendimento da tolerancia a seca em plantas cultivadas. Através dessa técnica, foram
descobertos varios genes envolvidos com a biossintese e sinalizacdo de componentes
que atuam na defesa contra o estresse e limitacdo de danos, como metabdlitos
osmoprotetores e osmorreguladores, fitohorménios, grupos de proteinas LEA,
chaperonas e antioxidantes e ainda, genes relacionados a homeostase i6nica (Chen et al.,
2013; Brasileiro et al., 2015; Krannich et al., 2015; &aal., 2016; Tripathi et al.

2016. Um grupo de fatores de transcricdo (FTs), proteinas reguladoras da transcri¢cao
de genes responsivos a seca também tém sido identificadas, aumentando assim o
conhecimento sobre as respostas das plantas no enfrentamento do estresse (Singh e
Laxmi 2015 Joshi et al., 2016; Seeve et al., 2017).

Devido as mudancas climaticas globais, estdo previstos eventos mais frequentes
de seca, tornando a escassez de agua um entrave cada vez maior para a agoaultura. C
0 aumento da populagdo mundial, mais alimentos precisaréo ser produzidos, ng entanto
cada vez com menos agua disponivel (Wheeler e Braun; 2013; Reynolds et al., 2016).
Nessa conjuntura, torna-se importante a compreensao de como as plantas cultivadas se
aclimatam e toleram o déficit hidrico.

Durante o periodo de seca, o crescimento e o desenvolvimento das plantas
cultivadas sdo prejudicados. Dessa forma, um rapido rearranjo metabdlico deve ser
induzido para permitir ajustamento ao estresse, de forma a mitigar danos e minimizar

possiveis perdas na sua produtividade. Essas alteracbes podem ser avaliadas por meio
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do perfil metabdlico e contribuir para caracterizar a tolerancia diferencial ao déficit
hidrico entre gendtipos. J& a identificacdo de genes que atuam na regulacao de respostas
de tolerancia pode ser utilizada para a geragdo de cultivares de soja mais aptos para
crescimento e reproducdo em condicfes adversas, garantindo maior rendimento da
cultura, mesmo num ambiente desfavoravel (Batley e Edwards, 2016; Abberton et al.,
2016; Tripathi et al., 2016). Nesse contexto, o presente trabalho objetivou avaliar o
ajustamento metabdlico e a expressdo de genes responsivos a seca em gendtipos de soj

com tolerancia diferencial ao déficit hidrico.

2. METODOLOGIAS

2.1. Material vegetal, condicées de cultivo e delineamento experimental

Para a analise do perfil metabdlico foram utilizados trés gendtipos de soja:
Embrapa 48 (E48-cultivar tolerante) e as linhagens 11644 e 13241, sensivel e tolerante
ao déficit hidrico, respectivamente. Para a andlise da expressdo génica, somente as
linhagens 11644 e 13241 foram utilizadas.

As plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo do BIOAGRO/UFV, entre os
meses de janeiro e abril, do ano de 2016. As sementes foram germinadas em substrato
comercial e apos 7 dias, 4 plantas foram transplantadas para vasos com capacidade para
10 litros, contendo 8 kg de uma mistura de 2:1 de solo/areia, adubada com NPK (04-14-
08), e cultivadas em casa de vegetacdo sob condicbes de temperatura e umidade
parcialmente controladas. A temperatura média e umidade média durante o0s
experimentos foram de 38°C e 15°C, e de 97% e 43%, méximas e minimas,
respectivamente.

As plantas foram mantidas em condicbes de plena irrigagdo (controle) até
atingirem o estadio de desenvolvimento V4 (quarto no, terceiro trifélio expandido e a
guarta folha trifoliolada aberta), quando foi suspensa a irrigacdo de um grupo de plantas
até resultar num potencial hidrico folias# antemanhd (Wway) de -1,5 = 0,2 MPa,
medido entre 04:00h e 06:00h, utilizando uma bomba de pressdo do tipo Scholander
(Scholander et al., 1965). Nesse momento, foi realizada a coleta de material vegetal para
as analises posteriores. Além dos tratamentos controle (C) e déficit hidrico (DH), um
terceiro grupo de plantas também foi mantido sem agua até propiciar um Wwany, foliar de
-1,5 + 0,2 MPa, quando foram reidratadas e mantidas sob plena irrigacao durante 3 dias
(RH), sendo posteriormente avaliadas e coletadas.
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O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC), num arranjo fatorial, com 3 repeticbes para cada tratamento. Para
apresentacdo dos resultados do perfil metabdlico foi geradbeatmap (mapa de
calor) dos metabdlitos, utilizando o softwareonline “Metaboanalyst”
(http://www.metaboanalyst.ca) (Xia et al., 2016). As Analises de Componentes
Principais (PCA) do perfil metabdlico também foram realizadas utilizando esse mesmo
software. Os resultados apresentadosheatmap foram normalizados pela média do
controle do cultivar tolerante (E48) e as demais médias comparadas a esse tratamento
pelo teste de Dunnett (P < 0,05), expressando a abundancia relativa de cada metabdlito.

Os resultados da analise de PCR-Real Time foram calculados utilizando os
niveis de AACt (2" (Livak e Schmittgen 2001) e apresentados como “Expressdo
relativa normalizada” de cada gene. Os valores obtidos no tratamento 11644 Controle
foram normalizados para 1 (um), e utilizados como controle de referéncia para a
expressdo génica nos demais tratamentos. As meédias foram comparadas pelo teste de
Dunnett (P < 0,05). Os testes de médias foram realizados no software para analises
estatisticas RBio (Bhering, 2017).

2.2. Perfil metabdlico

A andlise do perfil metabdlico foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Lisec et al. (2006), com modificacdes. Para a extracdo dos metabdlitos
foram utilizados aproximadamente 10 mg de material vegetal liofilizado, obtidas a partir
de umpool composto por folhas completamente expandidas, coletadas de uma Unica
planta, de cada repeti¢cdo, na metade do periodo de luz. Os metabdlitos foram extraidos
em 1,5 mL de solucdo extratora, constituida por agua:metanol:cloroférmio (1:2,5:1).
Adicionou-se em cada astea, 60 pL de ribitol como padrio interno (0,2 mg mL™ em
agua ultrapura), seguido por vortex e agitacdo durante 15 min a 70 °C. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas por 10 min a 149@00 sobrenadante foi coletadm
um novo microtubo.

Foi realizada uma particdo com o sobrenadant808 pL de agua ultrapura,
seguido de vortex e centrifugacéo por 15 min a 14)(Posteriormente, foi coletada
uma aliquota de 100 pL da fase superior, correspondente a fase polar da amostra, a qual
foi transferida para outro microtubo e realizada a secagem em concentrador a vacuo
(speed vac) durante 3h, em temperatura ambiente. A amostra foi armazenada a -80°C até

0 momento da derivatizagao.
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As amostras foram submetidas a derivatizacao com 40 pL de piridina, contendo
metoxiamina hidroclorido a 20 mg rifsob agitacdo por 2 horas a 37°C. Apés esse
periodo foi adicionado 70 puL da solucdo de N-Metil-N- (trimetilsilil) trifluoroacetamida
(MSTFA) (20 uL mL™ da mistura padrdo do tempo de retencéo), previamente preparada
segundo Lisec et al. (2006), seguido por aquecimento a 37°C por 30 min. Por fim, 100
pL da aliquota foi transferida para vial e realizada a analise subsequente.

Os niveis relativos de metabdlitos foram determinados nas amostras
derivatizadas por meio de cromatografia gasosa acoplada ao detector por espectrometria
de massas (GC-MS), num sistema de andlises composto por cromatégrafo a gas
(Agilent 7890A) e espectrdometro TruTOFT TOFMS, Leco, equipado com coluna
capilar de 30 m (MDN-35), de acordo com (Lisec et al., 2006). Para realizacdo das
analises, foi injetado 1 ul da amostra no modo splitless a 230°C, carreado pelo gas hélio,
em fluxo continuo de 2 mL min A temperatura do forno foi inicialmente mantida
constante a 80° C e, em seguida, foi aumentado em 15°C, miié@ alcancar a
temperatura de 330 °C, a qual foi mantida durante 5 minutos.

Os dados foram processados no programa TargetSearch (Cuadros-Inostroza et
al., 2009). Depois de identificados, os valores relativos dos metabdlitos foram

normalizados pelo peso da amostra e pela mediana do valor relativo.

2.3. Analise da expresséo génica
2.3.1. Extracdo do RNA total

Amostras de 100 mg de folhas (V4 - quarta folha trifoliolada aberta) das
linhagens 11644 e 13241 foram utilizadas para a extracdo do RNA total. As amostras
foram maceradas com 750 pL de reagente Trizol® (Invitrogen) e posteriormente
centrifugadas com cloroférmio para a separacdo das fases. A fase aquosa, contendo o
RNA foi precipitada com igual volume de isopropanol e em seguida, lavada com etanol
70%. Em seguida, o RNA foi ressuspendido em agua ultrapura. ApOs extracdo, a
quantificacdo foi realizada em espectrofotometro NanoDrop (ND-1000, Thermo
Scientific). Para a remocao da contaminacao por DNA, as amostras foram tratadas com
DNAse | RNAse Free (Invitrogen), segundo o protocolo do fabricante. Em seguida, a
concentracdo de RNA foi novamente determinada utilizando um fluorimetro
SpectraMax M5 Microplate Reader (Molecular Devices), utilizando kit QuaMt-
RiboGreen® RNA (Molecular Devices), de modo a obter maior precisdo na
quantificacdo. A integridade do RNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose
1,7%.
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2.3.2. Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada a partir de 1 ug de RNA total, utilizando a
enzima Trasncriptase ReversaM-V (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), seguindo o
protocolo do fabricante. A reacdo de transcriptase reversa para um volume final de 12
uL foi realizada em termociclador e as amostras conservadas em freezer a -20° C, até o

momento da andlise.

2.3.3. PCR Real-Time

A partir de revisdo da literatura e resultados obtidos em outras analises
apresentadas no Capitulo 1, foram selecionados 16 genes envolvidos com diversas vias
de respostas ao déficit hidrico em plantas. O conjuntopriers dos genes
selecionados foram projetados no software Primer Expr@ssplied Biosystems,

Foster City, CA, EUA), utilizando a sequéncia completa do transcrito, obtida no banco

de dados virtual, Phytozome (Goodstein et al., 2012). As sequéncipdrdes estao

listadas na Tabela 2 dos dados suplementares. Como controles end6genos, a expressac
dos genes 60S (Le et al.,, 2012) e UKN2 (Hu et al., 2009) foram utilizadas para a
normalizacdo da expressdo dos genes alvos desse estudo. Os controles endégenos foran
previamente testados para a verificagdo de suas expressdes estaveis.

Os 16 genes alvo selecionados, bem como os genes de controle endégeno foram
amplificados, segundo o mesmo protocolo. As anélises de PCR foram conduzidas em
microplacas de 96 pocos, utilizando o equipamento 7500 Real Time PCR Systems
(AppliedBiosystems), em reacdo contendo 1,0 pL de cDNA diluido 1:10; 5 pL de
solucéo contendo gsimers Forward e Reverse na concentracéo de 1,5 uM, e 5 pL de
SYBR Green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific).

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas nas seguintes condi¢des:
95°C por 10 min e 40 ciclos de: desnaturacdo 95 °C por 15 segundos, seguido de
anelamento e extensao a 60 °C por 1 min. A especificidade dos produtos amplificados
foi analisada pelas curvas de dissociacdo geradas pelo equipamento. Controles
negativos sem a adicdo de cDNA sintetizado gddmers foram utilizados para
confirmar a auséncia de qualquer tipo de contaminante no meio de reacédo (No Template
Control, NTC). Os valores threshold (quantification cycle valueCqg) foram
convertidos pelo programa QBASE v1.3.5 em quantidades relativas normalizadas
(NRQ) (Hellemans et al., 2007).
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3.RESULTADOS

Os dois primeiros componentes principais, PC1 (42,9%) e PC2 (19,6%),
permitiram a separacdo dos 9 tratamentos (3 genoétipos de soja x 3 disponibilidades
hidricas) em 5 grupos diferentes: os 3 gendtipos sob déficit hidrico (grupo 1); linhagem
11644 controle e cultivar E48 reidratado (grupo 2); cultivar E48 controle e linhagem
13241 reidratada (grupo 3), e ainda mais dois grupos distintos, representados por um
tratamento cada: 11644 reidratado (grupo 4) e 13241 controle (grupo 5) (Fig. 1A).

O grafico de cargamostra os metabdlitos que mais contribuiram para separacao
dos grupos, destacando-se os aminoacidos valina, isoleucina e leucina, os acUcares

trealose e xilose, o polidl xilitol e as poliaminas cadaverina e putrescina (Fig. 1B).
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Figura 1. DistribuicAo dos tratamentos no biplot composto pelos dois primeiros
componentes principai¢A) e Cargas das variaveis originais nos dois primeiros
componentes principaisB), em folhas de 3 gendétipos de soja: linhagem 11644,
linhagem 13241 e cultivar Embrapa 48, em trés disponibilidades hidricas: controle (C),
déficit hidrico (DH) e reidratacéo (RH).

3.1.Analise do perfil metabdlico em trés gendétipos de soja contrastantes para a
tolerancia a seca

Para obtencdo dos resultados de abundéancia relativa de metabdlitos, foram
utilizados como referencial os valores relativos do tratamento controle do cultivar
tolerante a seca (E48), sendo os demais tratamentos comparados em relagcéo a este. Dos
11 aminoacidos detectados no perfil metabolico, 4 aumentaram sob déficit hidrico no
cultivar E48 (cisteina, isoleucina, leucina e valina), enquanto um deles diminuiu
(glutamato). O maior aumento proporcional ao controle ocorreu para leucina, e 0 menor,
para cisteina. As linhagens 11644 e 13241 sob plena irrigagcdo (C), apresentaram
reducdes em @lanina, f-alanina e glutamina) e 2 (B-alanina e glutamato) aminoacidos,

respectivamente, em comparacdo ao tratamento de referéncia. Porém, o resultado da
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abundancia relativa de aminoacidos entre as linhagens foi semelhante em resposta ao
estresse, havendo incrementos em ambas para isoleucina, leucina, ornitina e valina e
ainda, cisteina na 11644 e glutamina na 13241.

Ambos osgendtipos apresentaram redugao para um aminoacido, sendo B-alanina
no tolerante (13241) e glutamato no sensivel (11644). Quando as plantas foram
reidratadas, somente B-alanina reduziu no E48. Novamente, 0 mesmo numero de
aminoacidos variou nas linhagens, mas de forma contraria, com redugdes para [-
alanina, cisteina e glutamato na 11644, ¢ incrementos em asparagina, -alanina e
isoleucina na 13241.

De forma geral, os &cidos organicos apresentaram a tendéncia de diminui¢cdo nas
plantas sob déficit hidrico de todos os gendtipos. Nesse sentido, fumarato, malonato,
fosfoenolpiruvato e succinato reduziram no cultivar E48. Nas linhagens, os niveis de
trés acidos organicos reduziram nos dois genotipos, sendo o fumarato na 11644 e o
fosfoenolpiruvato na 13241, e ainda, malonato e succinato em ambas. Somente o
fosfoenolpiruvato apresentou ligeiro aumento na linhagem 11644. A reidratacdo das
plantas levou a pequenos incrementos de malonato e succinato no cultivar E48 e
também, discreta reducdo em fosfoenolpiruvato. Entre as linhagens, as respostas nas
plantas reidratadas foram variadas, com reduc¢des para ascorbato, fosfoenolpiruvato e
succinato na 11644. Na linhagem 13241, registraram-se incrementos para citrato e
fosfoenolpiruvato, porém, houve reducéo de malonato e succinato.

Dos 15 carboidratos (9 acucares e 5 polidis, ou alcoois de acucar) detectados nas
folhas dos gendétipos de soja, somente manose e isomaltose aumentaram sob déficit
hidrico do cultivar E48, enquanto o acucar fucose e os polibis sorbitol, xilitol, galactitol
e mio-inositol, apresentaram reducfes. Apdés a reidratacdo, os niveis de fucose,
galactose, xilitol mio-inositol permaneam menores do que no controle para E48,
porém um grande aumento ocorreu para trealose. Na linhagem 11644, niveis inferiores
de galactose, xilitol e mio-inositol ocorreram sob irrigagcdo plena, porém, trealose
aumentou muito, nessa mesma condicdo. Na 13241, reduziram os niveis de fucose,
galactose, xilitol, arabitol e mio-inositol no controle, enquanto apresentou um elevado
aumento de manose, em comparacao ao tratamento referéncia.

Sob déficit hidrico, houve reducdo para galactose, xilitol e mio-inos#ol n
linhagem 11644, mas para isomaltose, galactitol e trealose, ocorreram incrementos. Ja
na linhagem tolerante, houve aumento de frutose e manose, sendo para este ultimo,
bastante elevado. De modo contrario, isomaltose e xilitol reduziram na linhagem 13241.

Com a reidratacao, frutose, xilitol e mio inositol reduziram na 11644, mas na linhagem
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13241, somente mio-inositol diminuiu. Houve aumento de manose nas duas linhagens,
apos a reidratacdo. E valido destacar os incrementos na abundancia relativa de manose
na linhagem 13241, em todas as disponibilidades hidricas avaliadas.

As poliaminas apresentaram padrdo de resposta mais restrito ao déficit hidrico,
havendo reducdo para espermidina no cultivar E48 e para a espermina na linhagem
11644, nessa disponibilidade hidrica. Também sob déficit hidrico, espermina aumentou
no E48 e na linhagem 13241. Espermidina aumentou nas duas linhagens, sendo que na
11644, também aumentaram a cadaverina e a putrescina. Dessa forma, das 4 poliaminas
detectadas, trés delas aumentaram na linhagem 11644, com destaque para a putrescina,
que apresentou grandes incrementos, em comparacao ao tratamento de referéncia. A
reidratacdo somente promoveu mudancas significativas para cadaverina na linhagem

13241, a qual aumentou em relacdo ao tratamento de referéncia (Fig. 2).
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Figura 2. Heatmap representando as mudancas na abundancia relativa de diferentes
grupos de metabdlitos em folhas de 3 genotipos de soja: linhagem 11644, linhagem
13241 e cultivar Embrapa 48, em trés disponibilidades hidricas: controle (C), déficit
hidrico (DH) e reidratacdo (RH). Os valores representam as medias-3deOs
asteriscos denotam valores significativamente diferentes do controle do cultivar
Embrapa 48 para um mesmo metabdlito, de acordo com o teste de Dunnet (P<0,05). Os
valores relativos estéo disponiveis nos Dados Suplementares (Tabela 1).
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3.2.Andlise da expressdo de genes em dois genotipos de soja contrastantes para a
toleréncia ao déficit hidrico

No grupo de genes que codificam fatores de transcricdo (Bhw)2g22880
(NAC), Gm16g02390 (HD-ZiP) e Gm05g35050 (MYB) (Fig. 3 A-C), ndo houve
diferenca estatistica entre o tratamento de referéncia (11644 Controle) e os demais.
Entretanto, ocorreram grandes incrementos na expressdo relativa dos genes
Gm16g02390 e GMO5g35050 somente na linhagem tolerante ao estresse (13241), apos
exposicao ao déficit hidrico. Ja a expressao relativa do@eh2g22880 aumentou em
ambos os genotipos, porém, também de forma superior na linhagem 13241 (Fig. 3).

Foram avaliados 3 genes envolvidos nas vias de sinalizacdo e biossintese do
acido abscisico (ABA)GmM01g43460 (PP2C) (Fig. 3 D), que codifica uma proteina
fosfatase da via de sinalizacdo ABA e o0s ger@w08g176300 (NCED3) e
Gm11g055700 (ZEP) (Fig. 3 BEF), que codificam para as enzimas da biossintese, 9-cis-
epoxicarotenoide dioxigenase 3 e Zeaxantina epoxidase, respectivamente. Nesse grupo
de genes, também ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos, muito embora
seja possivel observar incrementos na expressao relativa normalizada dddCied@s
e ZEP somente na linhagem 13241. Por outro lado, a expresséao relativa deR@he
apresentou aumento superior na linhagem 11644, em comparagdo ao tratamento de
referéncia.

No grupo das enzimas antioxidantes, a expressao relativa dos genes
Gm04g248300 e Gm12g073100 (Fig. 3 G-H), que codificam, respectivamente,
isoformas das enzimas peroxidase do ascorbato (APX) cloroplastidica e citosdlica,
embora também nao tenham apresentado diferenca significativa entre os tratamentos,
demonstraram serem regulados positivamente pelo déficit hidrico somente na linhagem
13241. O geneGm02g141800 (GR/NADPH) (Fig. 3 1), que codifica a enzima
antioxidante redutase da glutationa dependente de NADPH (GR), apresentou também
na linhagem 13241, maior expressao relativa normalizada, considerando os valores das
médias no déficit hidrico.

As andlises da expressdo de genes de proteinas que atuam no processo
fotossintético demonstraram regulacdo negativa pelo déficit hidrico em ambas as
linhagens de soja. A expressao relativa do gam@89036400 (RCA) (Fig. 3J), que
codifica para a enzima Rubisco ativase, reduziu significativamente nos dois genétipos.
Inclusive, na linhagem 11644, continuou menor do que no controle, apos a reidratacao.
Na linhagem 13241, a expressao relativa do g&@A também diminuiu

significativamente nas plantas sob estresse, em relacdo ao tratamento de referéncia,
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porém, de forma menos intensa do que no genotipo sensivel, considerando os valores
das médias.

Os genes que codificam para proteinas envolvidas com a absor¢éo de energia no
complexo antena@ml16g165500-LHBC1) (Fig. 3 K) e transporte de elétrons durante o
processo fotossintéticoGM07g163600-Citocromo b6f - PetM) (Fig. 3 L), também
apresentaram reducdo nas suas expressoes relativas para as duas linhagens no défici
hidrico, em relacdo ao tratamento de referéncia. Também n&o houve diferenca
estatistica na expresséao relativa desses genes, entretanto, as barras que representam a
meédias da expressao relativa normalizada demonstram essa reducéo e ainda, denotam
maior queda na linhagem 11644. Além disso, a recuperacdo da expressao dos genes do
processo fotossintético aparenta ocorrer de maneira mais eficiente no genétipo tolerante
apos a reidratacao.

De forma geral, os genes que atuam em vias de biossintese de osmolitos
demonstraram aumento superior da expressao relativa normalizada na linhagem 11644.
Inclusive, o gen&m03g137900 (RS1)(Fig. 3 M), que codifica para a enzima sintase da
rafinose (RS), apresentou aumento significativo da sua expressao relativa na linhagem
11644 sob déficit hidrico, em relacéo ao tratamento de referéncia. Além disso, os genes
Gm08g288600 (TPS) e Gm19g131500 (P5CR) (Fig. 3 N-O), os quais codificam
enzimas chaves da biossintese da trealose e prolina, trealose-6-fosfato sintagse (TPS)
Al-pirrolina-5-carboxilato redutase (P5CR), respectivamente, ndo apresentaram
diferenca estatistica, mas também aparentam ser mais induzidos pelo déficit hidrico na
linhagem 11644, considerando as médias da expressédo relativa normalizada,
representadas nos gréaficos de barras. Por outro lado, o gene da via de biossintese do
poliél galactinol: Gm20g094500 (GolS6) (Fig. 3 P), que codifica uma isoforma da
enzima sintase do galactinol (GolS), apresentou aumento de expressao relativa superior
na linhagem 13241, ap6s o déficit hidrico (Fig. 3).
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seca e SS= sensivel a seca. Os resultados foram comparados ao controle da linhagem 11644 (nomadl)z&de yEores representam

as médias de=3. As barras representam o erro padrdo. Os asteriscos denotam valores significativamente difecentesiedda
linhagem 11644, de acordo com o teste de Dunnett (P<0,05).
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4. DISCUSSAO

Um método de exploracdo de dados util para reduzir a complexidade de um
grande numero de elementos e destacar similaridades e diferencas entre amostras trata-
se da Analise de Componentes Principais (PCA) (Worley e Powers, 2013). Nesse
estudo, pela distribuicdo dos tratamentos no biplot, foi possivel observar uma tendéncia
clara de separacao entre plantas submetidas ao estresse, daquelas do controle e
reidratadas, e ainda, um maior agrupamento dos genoétipos de soja considerados
tolerantes. Resultados semelhantes foram observados no estudo de Silvente et al.
(2012), no qual também foram avaliados cultivares de soja contrastantes nas respostas
ao déficit hidrico, havendo também a separacdo entre os tratamentos hidricos e os
genaotipos.

Aminoacidos sao compostos do metabolismo vegetal com reconhecida
importancia no enfrentamento do déficit hidrico. Nessa condi¢do, os aminoacidos de
cadeia ramificadaBfanched-Chain Amino Acids-BCAA): leucina, isoleucina e valina,
tendem a aumentar sua abundéancia, conforme observado em todos os gendétipos de soja.
BCAA’s podem servir como fonte de energia quando a disponibilidade de agtlicares ¢
baixa, e a degradacdo destes contribui para atrasar o inicio do estresse em plantas
expostas a seca (Galili et al., 2014; Pires et al., 2016).

Reducédo de alguns aminoacidos nas folhas dos gendtipos de soja pode indicar
translocacdo para as raizes, como forma de garantir uma reserva de nitrogénio com o
prolongamento do estresse (Martinelli et al., 2007). Por esse motivo, o glutamato pode
ter diminuido no cultivar E48 e na linhagem 11644 sob déficit hidrico. Além disso, o
glutamato € um dos precursores da biossintese de prolina e poliaminas, metabdlitos que
tendem a se acumular em plantas expostas a estresses abidticos, principalmente seca, ©
gue funcionaria como dreno nessa condicao (Fichman et al., 2014). De fato, 0 estresse
promoveu aumento de prolina e poliaminas nos genétipos de soja. A ornitina também é
um aminoacido intermediario em vias de biossintese de metabdlitos osmoprotetores e
pode ter aumentado nas duas linhagens de soja, como uma resposta de tolerancia ao
déficit hidrico (Kalamaki et al., 2009; Muscolo et al., 2015).

Cisteina, glutamato e B-alanina s&o aminoacidos componentes dos tidis nao
proteicos, glutationa e homoglutationa (Galant et al., 2011; Colville et al., 2015). A
biossintese desses metabdlitos antioxidantes nas plantas, como uma resposta de defese
contra o déficit hidrico pode sido uma das causas das modificacbes na abundéancia
desses aminoacidos entre os genotipos. Além de papéis especificos, os aminoacidos

acumulados durante o déficit hidrico podem servir como fonte de carbono e nitrogénio
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para a sintese de proteinas e tamb@serva de energia para uma recuperacao mais
rapida da planta apés o estresse (Suguiyama et al., 2014).

As poliaminas (PAs): putrescina (Put), espermidina (Spd), espermina (Spm) e
cadaverina (Cad), sdo metabdlitos com reconhecido papel na tolerancia anseca e
plantas (Minocha et al., 2014; Tiburcio et al., 2014; Jancewic et al., 2016). Entretanto,
houve pouca variacdo na abundancia relativa das poliaminas no cultivar E48 apos
déficit hidrico. Uma inferéncia possivel € que nessa condi¢cdo, outros metabdlitos
contendo nitrogénio podem ter sido mais relevantes na resposta de tolerancia desse
genotipo, como por exemplo, aminoacidos e proteinas de defesa (Bascuian-Godoy et
al., 2016). Por outro lado, diferentes PAs se acumularam nas linhagens de soja sob
déficit hidrico, destacando-se a Put na 11644. Isso sugere que PAs sao metabdlitos mais
importantes no enfrentamento do déficit hidrico nesse genotipo.

Considerando os papéis desempenhados pelas PAs durante o estresse por seca,
tais como promover o acumulo osmoprotetores, ativar genes de defesa antioxidantes,
interagir com fitohormdnios e moléculas sinalizadoras e ainda, modificar a parede
celular (Sziderics et al., 2010; Do et al., 2014; Li et al., 2015a; Gupta et al., 2016; Peng
et al.,, 2016; Nahar et al., 2017), pode-se inferir que os incrementos na abundancia
desses metabdlitos melhoraram a tolerancia ao déficit hidrico nos gendétipos de soja,
mas principalmente nas linhagens. E pertinente destacar que o actimulo de PAs em
plantas sob estresses, nem sempre ocome resposta de tolerancia, mas também por
modificagcdes no metabolismo de nitrogénio, no sentido de evitar o acimulo de aménia
(NH3) na célula (Majumdar et al., 2016).

Modificacdes qualitativas e quantitativas dos carboidratos ocorrem em genaétipos
de soja, tanto sensiveis, quanto tolerantes, quando as plantas sdo expostas ao déficit
hidrico (Silvente et al.,, 2012, Rodrigues et al., 2015). Nesse sentido, ocorreram
incrementos para trealose nas plantas da linhagem 11644, e de frutose e manose no
cultivar E48 e linhagem 13241. Segundo Ogbaga et al. (2016), a frutose pode proteger a
funcéo fotossintética foliar em plantas de sorgo tolerantes a seca. A manose além de ser
um soluto compativel, também esta envolvida na regulagdo da abertura estomatica
durante situacfes de estresse, e melhora a eficiéncia no uso da agua pela planta (Li et
al., 2016). Um elevadpool de manose, conforme observado na linhagem 13241, pode
servir também para a sintese de outros metabdlitos de defesa, como o poliél manitol que

possui papel osmorregulador e eliminador de ROS (Meena et al., 2015).
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Estresses abioticos alteram o processo respiratorio celular e modificam o
funcionamento do ciclo do &cido tricarboxilico (TCA) em diferentes espécies de plantas
(Cramer et al., 2007; Zuther et al., 2007; Sanchez et al., 2008a, b). Nesse sentido, o
déficit hidrico imposto aos gendtipos de soja causou reducdo de alguns de seus
intermediarios, como fumarato e succinato. Resposta semelhante foi verificada nas
folhas de um cultivar de soja exposto a seca e calor, havendo reducdo nos teores dos
acidos organicos oxaloacetato, citrato e succinato (Das et al., 2017).

Decréscimos na abundancia dos &acidos organicos podem ocorrer pela
diminuicdo do metabolismo vegetal durante a seca, e nesse casor sgauitaior
suscetibilidade ao estresse pela menor producdo de ATP (Muscuolo et al., 2015;
lgamberdiev e Eprintsev, 2017). Por outro lado, a reducdo na abundéancia dos é&cidos
organicos nos genotipos de soja também pode ser uma resposta de tolerancia,
considerando a hipdtese de que esses metabdlitos podem ser exsudados na rizosfera de
plantas sob déficit hidrico para aumentar a solubilidade e a absorcdo de alguns
nutrientes mineiras, evitando a deficiéncia nutricional decorrente do estresse (Ogbaga et
al., 2016).

Mesmo com a reidratacdo, alguns metabdlitos ainda apresentaram niveis
superiores aos do controle, principalmente na linhagem 13241. De maneira similar,
Vankova et al. (2012), registraram elevadas concentragfes de osmoprotetores em tabaco
durante os estagios iniciais da recuperacdo da seca. Segundo Perlikowski et al. (2016),
essa capacidade pode estar relacionada com um tipoededria ao estresse” e garante
melhor desempenho fisioldgico da planta até a sua total recuperacéo.

Da mesma forma que o perfil metabdlico de uma planta sob seca pode ser
bastante alterado, a expressdo de genes também € modificada no sentido de expressar
um fenotipo que se aclimate as condicdes do ambiente. Ao considerarmos os genes
envolvidos na biossintese de osmolitos, aparentemente a linhagem 11644 investe mais
no ajustamento osmotico como resposta de tolerancia ao déficit hidrico, pelos grandes
incrementos apresentados na expressao relativa dos B8hes TPS das vias de
biossintese dos agucares rafinose e trealose, respectivamente.

Na linhagem 13241, maior expresséo relativa do Gah&da via de biossintese
do galactinol, sugere o acumulo desse polidl como resposta ao estresse. Galactinol e
rafinose podem atuar como osmorreguladores e osmoprotetores, também estabilizam
membranas e eliminam ROS, protegendo as células de danos oxidativos. Segundo
Nishizawa et al. (2008), esses dois compostos contribuem de maneira semelhante para a

tolerancia a estresses abioticos em plantas.
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Pelos resultados obtidos é possivel inferir que a linhagem sensivel direciona seu
metabolismo mais para a producdo de aguUcares, enquanto a tolerante aparenta investir
no acumulo do polidl galactinol. Contudo, essa suposi¢cdo é apenas especulativa, uma
vez que o0 metabolismo desses carboidratos é bastante dindmico e muito outros
compostos intermediarios estdo presentes nas suas vias de biossintese e degradacac
(Lunn et al., 2014; Sengupta et al., 2015). De fato, pelos resultados do perfil metabdlico,

a trealose demonstrou incrementos somente na linhagem 11644, porém, a rafinose ndo
demonstrou aumento nesse genotipo e nem o galactinol na 13241 (Tab. Suplementar 1).

De modo oposto ao observado na analise da concentracédo de prolina nas duas
linhagens de soja (Fig. 13-B, Cap.1), a expressao relativa doPRj€lie da via de
biossintese desse aminoacido apresentou pequeno aumento na linhagem 11644 em
relacdo ao controle e sequer aumentou na linhagem 1324fhtese da prolina em
plantas ocorre por intermédio dasimas Al-pirrolina-5-carboxilato sintetase (P5CS) e
Al-pirrolina-5-carboxilato redutase (P5CR) (Szabados e Savoure, 2010).

Aparentemente, o genB5CS avaliadotem a sua expressdo induzida por
estresses abioticos, enquanto transcritos P5CR ndo parecem ser induzidos na mesma
intensidade e ainda, a produc¢éo do transcrito pode nao resultar na producéo da proteina
(Xue et al., 2009; Sharma e Verslues, 2010). Isso indica que a enzima limitante na via
de biossintese de prolina € a P5CS (Liang et al., 2013). Por essa razao, pode ter havido
pouca variacado nos niveis de expressdo do BBGR. No entanto, convém ressaltar
gue, dependendo da espécie e do tipo de estresse, a enzima P5CR também desempenh:
papel importante na sintese da prolina (Li et al., 2015b).

Pela tendéncia biolégica apresentada na analise da expressao agsedasas
antioxidantes sdo mais ativas na tolerancia ao estresse na linhagem 13241, o que de fato
confirma os dados discutidos no Capitulo 1 deste trabalho. A regulacdo positiva de
genes codificando para as enzimas GR e APX, tem sido relacionada com uma maior
capacidade de tolerancia ao déficit hidrico em diferentes espécies de plantas (Pan et al.
2016; Ren et al., 2016). Considerando de uma forma geral os resultados discutidos
parece haver maior investimento da linhagem 11644 em vias metabdlicas que levam a
producdo de solutos compativeis, enquanto na 13241, as respostas antioxidantes sao
preferenciais.

Existem diversas familias de fatores de transcrigdo (FTs), por exemplo, AREB,
DREB, MYB, WRKY, NAC, e ZIP, os quais atuam nas respostas de plantas a seca,
ativando a expressdo de genes de tolerancia em vias dependentes e independentes dc

ABA (Gahlaut et al., 2016). Neste experimento, os g&@maksg02390, GmO5g35050 e
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Gm12g22880, que codificam FTs das familias, HD-ZIP, MYB e NAC, respectivamente,
embora ndo tenham demonstrado diferencas estatisticas entre os tratamentos,
apresentam médias que denotam maior nivel de expressdo na linhagem 13241, em
resposta ao déficit hidrico.

Num estudo de Belamkar et al. (2014), o g&ml16g02390 (FT-HD-ZIP)
tambémfoi diferencialmente expresso num gendtipo de soja, tanto em resposta a
desidratacdo, quanto ao estresse salino. Genes desse mesmo clado apresentam
importante papel na melhoria das respostas de tolerancia ao déficit hidrico em outras
espécies de planta, sendo assim um potencial candidato para estudos adicionais em soja.
Transcritos dos gen€m05g35050 (FT MYB) e Gm12g22880 (FT-NAC), aumentaram
74 e 148 vezes, respectivamente em folhas de soja, ap6s somente 3 horas de
desidratacdo e podem ser importantes para a melhoria da tolerancia a seca nessa planta,
segundo Tripathi et al. (2016). O ge@12g22880 é ortdélogo adrD26/ANACO71 de
Arabidopsis, responsivo a dessecacdo e que estd envolvido na via de sinalizacdo a
estresses abiotticos, dependente do ABA (Hu et al., 2010).

Nesse contexto, torna-se possivel inferir que a elevacéo nos niveis de expresséo
dos genes FTs na linhagem 13241 em resposta ao estresse pode significar a ativacao de
outros genes, que codificam para proteinas envolvidas com a tolerdncia da planta.
Entretanto, a caracterizacdo dos seus papéis especificos nesse genétipo necessita de
estudos adicionais.

Para validar a importancia do ABA nas linhagens de soja desse estudo, foi
avaliada a expressao de genes participantes da sua sintese e sinalizacdo. Nesse caso,
expressdao relativa dos geritiR2C, NCED e ZEP também néo apresentaram diferencas
edatisticas, mas para os dois Ultimos, os quais codificam enzimas chave da rota de
biossintese do ABA, a expressao relativa foi muito superior na linhagem 13241. Essa
resposta sugere maior producdo de ABA nesse genotipo de soja, o que de fato foi
confirmado pela analise da concentracdo de ABA foliar (Capitulo 1, Fig. 9). Maior
expressdo de gen®CED pode se traduzir num rapido fechamento estoméatico em
resposta a seca, gerando menor perda de agua pela transpiracéo foliar (McAdam et al.,
2016). Esses resultados atestam a capacidade da linhagem 13241 em tolerar o déficit
hidrico no solo por mais tempo, por meio da evitacao ao estresse.

O fechamento estomético induzido pelo ABA durante o déficit hidrico leva a
reducdo da fotossintese. Nessa condicdo, genes que codificam para proteinas do
processo fotossintético geralmente tém suas expressoes diminuidas pelo estresse (Nouri

et al., 2015)De fato, a expressao relativa do g&@A, que codifica para a enzima
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Rubisco ativase, apresentou reducéo significativa nas duas linhagens de soja, porém de
forma aparentemente mais intensa na 11644. Inclusive, a reidratacdo desse genétipo nao
recuperou a expressao desse gene para o mesmo nivel de antes do estresse.

Os genes relacionados da fase fotoquimica da fotossinBesE5g165500
(LHBC1) e Gm07g163600 (Cyt b6f - PetM), também apresentaram reducdes
considerando as médias de suas expressoes relativas nos dois gendtipos de soja. Esse:
resultados atestam que, além de restrigdes difusivas impostas pelo déficit hidrico, existe
também uma regulacdo negativa em nivel molecular do processo fotossintético em
resposta ao estresse nas plantas, presumivelmente mais intensa na linhagem 11644.
Segundo Shin et al. (2015), genétipos de soja mais tolerantes a seca apresentam menor
inibicdo da expressdo de genes relacionados ao processo fotossintético no inicio do
estresse.

Com o retorno da irrigacéo, houve o reestabelecimento da expressao génica para
niveis semelhantes aqueles do tratamento controle nos dois gendétipos de soja. Muito dos
genes que haviam sido induzidos pelo déficit hidrico, foram reprimidos pela reidratacao,
engquanto a expressdo de genes regulados negativamente pelo estresse foi estimulada
nessa condicdo. Segundo Chen et al. (2013), genes com essa resposta adaptativa as
condi¢cdes do ambiente podem melhorar a tolerancia da soja ao déficit hidrico e também,
promover crescimento e recuperacdo das plantas, apds a retomada do seu adequado

status hidrico.
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5. CONCLUSOES

O perfil metabdlico dos genoétipos de soja apresentou modificacdes que
permitiram a separacdo das plantas sob déficit hidrico dentro de um mesmo grupo.
Plantas sempre irrigadas, juntamente com as reidratadas, também demonstraram a
tendéncia de se agruparem, o que indica que houve o retorno do metabolismo vegetal
para condi¢cdes semelhantes aquelas de antes do estresse.

O ajustamento metabdlico demonstrou que a resposta de tolerancia dos
genotipos foi direcionada principalmente para o ajustamento osmoético e osmoprotecao
das plantas, pelo aumento de aminoacidos, carboidratos e poliaminas, destacando-se 0s
maiores incrementos nos aminoacidos de cadeia ramificada (valina, leucina e
isoleucina), nos acUcares frutose, manose e trealose e nas poliaminas putrescina e
cadaverina. De forma geral, ndo foi possivel discernir por meio do perfil metabdlico
niveis de tolerancia ao déficit hidrico entre os genotipos, nas condi¢cdes avaliadas.

A andlise da expressao génica, conforme foi assumido, ndo apresentou
diferencas significativas para a maioria dos genes. Porém, inferéncias foram possiveis a
partir da tendéncia biolégica observada nos resultados, que reforcaram a conclusédo do
capitulo 1 do presente estudo, no qual as linhagens 11644 e 13241 foram determinadas
como sensivel e tolerante ao déficit hidrico, respectivamente. Genes diretamente
envolvidos com mecanismos de tolerancia a seca, como biossintese do ABA, defesas
antioxidantes e fatores de transcricdo responsivos a estresses, aparentemente tém suas
expressdes induzidas em maior intensidade na linhagem 13241, o que contribui para

reforcar o entendimento do seu carater tolerante ao déficit hidrico.
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CONCLUSOES GERAIS

A partir do conjunto de resultados das andlises fisiologicas, bioquimicas e
moleculares obtido para os quatro genotipos de soja nas condi¢des experimentais
avaliadas, foi possivel concluir que:

A linhagem 11644 ¢ o gendtipo de soja mais sensivel ao déficit hidrico por
apresentar menor eficiéncia no uso da agua, mecanismos antioxidativos e de
ajustamento osmotico menos robustos e ainda, expressdo de genes menos habil em
responder ao estresse. O cultivar Embrapa 48 demonstrou ser um gendétipo tolerante ao
déficit hidrico, confirmando o que j& se encontra estabelecido na literatura. A linhagem
11377 apresenta respostas de tolerancia, porém, em nivel inferior as dos demais
gendtipos considerados tolerantes. A linhagem 13241 foi o genotipo de soja mais
resistente ao déficit hidrico ao apresentar respostas superiores as dos demais, utilizando
estratégias de evitacdo e tolerancia no enfrentamento do estresse. Esse genotipo pode
ser utilizado para a melhoria da tolerancia a seca em soja, por meio de cruzamentos e
outras abordagens do Melhoramento Genético de Plantas.

Sendo a produtividade a caracteristica mais importante de uma planta cultivada,
a fim de validar todo o potencial de resisténcia ao déficit hidrico apresentado pela
linhagem 13241, estudos adicionais com esse genotipo durante o estagio reprodutivo

sdo ainda necessarios.

97



DADOS SUPLEMENTARES

Anexo 1: Tabela 1.Andlise de perfil metabolico de folhas de 3 gendétipos de soja:
linhagem 11644, cultivar Embrapa 48 e linhagem 13241, no tratamento Controle e apos
déficit hidrico de -1,5 £ 0,2 MPa (DH) e 3 dias de reidratacdo (Réd)as com diferentes

letras mailsculas, dentro de uma mesma disponibilidade hidrica, entre gemdtgtoas mindsculas,

entre disponibilidades hidricas, para um mesmo genétipo, séo significatibeadiferentes (Tukey, p <

0,05). As barras representam o erro padréo da nre3.

11644 EMBRAPA 48 13241
ACIDOS ORGANICOS C DH RH C DH RH C DH RH
3-oxo-glutarato 0,01 0,02 0,33 0,09 0,112 0,08 0,08 0,07 0,09
Aa Aa Aa Aa Aa Aa Aa Aa Aa
Acido cafeico 0,04 0,10 0,06 0,20 0,12 0,21 0,15 0,24 0,16

Cb Ca Cb Bb Ba Bb Ab Aa Ab

Acido chiquimico-3-fosfato 0,04 0,10 0,07 0,07 0,13 0,07 0,08 0,16 0,10
Bb Ba Bb Bb Ba Bb Ab Aa Ab

Acido cinamico 0,01 0,20 0,14 0,07 0,24 0,07 0,07 0,17 0,08
Bc Bb Aa Ab ABa Bb Ab Aa Bb
Acido fenilpiravico 0,08 0,17 0,09 0,13 0,15 0,07 0,08 0,08 0,07

Bb Aa Ab Aa Aa Ab Ba Ba Aa

Acido galacturdnico 0,010 035 040 0,07 0,24 0,01 0,28 0,30 0,07
Bb Aa Aa Bb Aa Bb Aa Aa Bb

Acido glucénico 0,06 0,26 0,12 0,04 0,13 0,10 0,13 0,08 0,01
ABb Aa Aab Bb Aa ABa Aa Aab Bb
Acido glucorénico 0,07 0,07 0,21 0,10 0,08 0,10 0,11 0,09 0,09

Bb Ab Aa Aa Aa Aa Aa Ab Aab

Acido hidroxipiravico 0,07 0,09 009 0,08 0,10 0,08 0,08 0,09 0,08
Ab Ba Aa Ab Aa Bb Ab ABa ABb

Acido homovanilico 0,07 0,24 0,20 0,05 0,05 0,04 0,13 0,20 0,21
Ab Aa Aa Ba Ba Ba Ab Aa Aa

Acido latico 0,07 0,22 0,20 0,10 0,10 0,07 0,09 0,11 0,08
Bb Aa Aa Aa Aa Bb ABa Aa ABb

Acido maleamico 0,09 0,22 0,0 0,04 0,15 0,12 0,04 0,14 0,05
Aa Aa Aa Bb Aa Aa Bb Aa Bb

Acido nicotinico 0,05 0,00 0,07 0,07 0,07 0,07 014 0,12 0,15
Ba Ba Ba Ba Ba Ba Aa Aa Aa

Acido oxalomalico 0,01 0,24 0,25 0,03 030 0,03 0,27 0,38 0,03
Bb Aa Aa Bb Aa Bb Aa Aa Bb

Acido quinico 0,04 0,04 004 0,27 0,04 0,39 0,03 0,03 0,89
Ba Aa Ca Aa Ac Ba Bb Ab Aa

Acido ribénico 0,003 0,06 0,09 0,09 0,07 0,09 0,06 0,01 0,07
Bb Aa Aa Aa Aa Aa Aab Bb Aa

Acido tartrénico 0,18 0,07 041 0,26 0,03 0,08 0,06 0,31 0,07
ABb Bb Aa Aa Bb Bb Bb Aa Bb

Acido trednico 0,06 005 004 080 036 0,05 0,06 0,90 0,9
Ba Ca Ba Aa Bb Bc Bb Aa Aa

Acido Vanilico 0,06 0,21 0,08 0,09 0,09 009 0,26 0,08 0,09

Bb Aa Ab Bb Ba Aa Aa Bb Ab

Acido-3-dehidrochiquimico 0,01 0,004 0,07 0,14 0,01 0,09 0,19 0,02 0,08
Bab Ab Aa Aa Ac Ab Aa Ac Ab

Acido-N-acetil muramico 0,03 0,11 0,03 0,08 0,14 0,07 0,11 0,24 0,16
Cb Ca Cb Bb Ba Bb Ab Aa Ab

Acido-N-acetil-neuramico 0,06 0,05 0,06 0,08 0,23 0,07 0,17 0,38 0,12
Ba Ca Aa Bb Ba Ab Ab Aa Ab

Acidro-trans-ferulico 0,06 0,06 0,13 0,07 0,07 0,06 0,11 0,13 0,08
Ab Bb Aa Aa ABa Ba Aa Aa ABa
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Ascorbato 0,08 0,20 0,02 0,12 0,11 0,07 0,01 0,11 0,08
Ba Aa Bb Aa Aab Ab Cb Aa Aa
Citrato 0,04 0,05 0,00 0,03 006 012 0,09 0,05 0,19

Aa Aa 3Bb Ab Aab Aa Ab Ab Aa
Desidroascorbato 0,02 005 0,14 0,03 0,21 0,28 0,35 0,20 0,03
Bb Bab Ba Bb Aa Aa Aa Ab Cc
Fosfoenolpiruvato 0,04 0,38 0,09 0,06 0,05 0,03 0,05 0,05 0,26
Bb Aa Bb Aa Bb Cb Bb Ba Ab
Fumarato 0,09 o0,00 0,23 0,11 0,03 0,08 0,14 0,07 0,07
Bb 5Cc Aa ABa Bb Ba Aa Ab Bb
Glutarato 0,01 0,06 004 0,08 0,20 0,20 0,10 0,08 0,16
Ba Ba Ba Aa Aa Aa Aa Aa Aa
Isocitrato 0,02 0,09 0,4 0,10 0,07 0,09 0,13 0,10 0,09

Bc Ab Aa Aa Aa Ba Aa Aa Ba
Malonato 0,0 o0,07 0,12 0,11 0,09 0,08 0,09 0,04 0,06
ABb Ac Aa Aa Ab Bb Ba Ba Bb
Oxaloacetato 0,0 0,09 0,0 0,09 0,10 0,07 0,09 0,10 0,07
Bb Aa Aa ABa Aa Bb Aa Aa Bb
Succinato 0,03 0,09 0,05 0,24 0,09 0,07 0,05 0,08 0,09

Bb Aa Aab Aa Ab Ab Ba Aa Aa

AMINOACIDOS

Alanina 0,05 0,09 0,08 0,09 0,10 0,08 0,07y 0,10 0,08

Ab Aa Aab Ab Aa Aab Ab Aa Aab
Asparagina 0,09 0,06 0,0 0,12 0,23 0,08 0,06 0,18 0,44
Aa Ba Ba Aa Aa Ba Ab ABDb Aa
p-alanina 0,02 0,23 0,03 0,16 0,15 0,08 0,05 0,07 0,26

Bb Aa Chb Aa Aa Bb Bb Bb Aa
Cisteina 0,06 0,15 0,16 0,06 0,18 0,07 0,06 0,13 0,05

Ab Aa Aa Ab Aa Bb Aab Aa Bb
Citrul ina 0,03 0,17 0,22 0,02 0,16 0,05 0,02 0,13 0,06

Ab Aa Ab Aa Ab Aa Ab Aa Ab
Glutamina 0,02 0,23 0,04 0,09 0,07 0,12 0,06 0,16 0,09
Bb Aa Bb Aa Ba Aa ABb Aa Ab
Glutamato 0,09 0,127 0,06 0,12 0,05 0,08 0,04 0,14 0,07
Ab Aa Ab Aa Bb Aab Bb Aa Ab
Histidina 0,09 0,20 0,09 0,07 043 0,06 0,38 0,12 0,09

Aa Aa Aa Aa Aa Aa Aa Aa Aa
Isoleucina 0,06 0,74 0,05 0,06 0,77 0,05 0,03 0,78 0,16
Ab Aa Bb Ab Aa Bb Ac Aa Ab
Leucina 0,08 099 006 0,07 108 0,04 0,05 1,09 0,14

Ab Ba ABb Ab Aa Bb Ac Aa Ab
Ornitina 0,07 0,27 0,08 0,06 0,08 0,04 0,08 0,17 0,07

Ab Aa Ab Aa Ca Aa Ab Ba Ab
Valina 0,08 o060 009 0,05 059 0,06 005 0,60 0,07

Ab Aa Ab Ab Aa Ab Ab Aa Ab

ACUCARES E POLIOIS

Alose 0,01 0,06 0,27 0,08 0,27 0,07 0,19 0,28 0,05

Ch Ba Ab Bb Aa Bb Ab Aa Bc
Arabitol 0,05 005 0,4 0,11 0,05 0,09 0,04 0,07 0,09

Bb Ab Aa Aa Aa Aa Ba Aa Aa
Eritritol 0,03 0,27 0,06 0,23 0,33 0,07 0,07 035 0,31

Bb Ba Bb ABb ABa ABb Ab Aa Ab
Eritrose 0,03 0,26 0,06 0,11 0,11 0,08 0,10 0,10 0,14

Bb Aa Bb Aa Ba Ba Aa Ba Aa
Frutose 0,09 0,22 0,18 0,08 0,11 0,06 0,13 0,20 0,06

Ab Bb Aa Aa Ba Ba Ab Aa Bc
Frutose-1-fosfato 0,04 0,06 0,15 0,11 0,08 0,08 0,05 0,07 0,06
Bb Ab Aa Aa Aa Ba ABa Aa Ba
Frutose-2,6-bifosfato 0,003 0,57 0,02 0,24 045 0,22 0,010 0,21 0,03
Ab Aa Ab Ab Aa Ab Aa Ba Aa
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Frutose-6-fosfato 0,07 0,09 0,07 0,0 0,11 0,07 0,07 0,10 0,08
Bb Ba Bb Ab Aa Ab ABb ABa ABb
Fucose 0,04 0,08 0,0 0,10 0,10 0,06 0,06 0,09 0,10
Bb Aa Aa Aa Aa Bb Bb Aab Aa
Galactinol 0,08 0,06 0,06 0,11 0,08 0,08 0,16 0,12 0,16
Ba Ba Ba Ba Ba Ba Aa Aa Aa
Galactitol 0,07 0,23 0,0 0,08 0,14 0,07 0,07 0,11 0,09
Ab Aa Ab Ab Aa Ab Ab Aa Ab
Galactose 0,05 0,02 0,08 0,0 0,11 0,03 0,03 0,10 0,08
Bab Bb Aa Aa Aa Bb Bb Aa Aa
Gliceraldeido-3-fosfato 0,07 0,212 0,12 0,09 0,13 0,05 0,11 0,08 0,05
Bb Aa Aa ABb Aa Bc Aa Bb Bc
Glicerol 0,04 0,04 0,1 0,06 0,10 0,09 0,06 0,14 0,11
Ab Bb Aa Ab Aa Aab Ab Aa Aa
Glicerol-3-fosfato 0,08 0,12 0,44 0,08 0,12 0,06 0,09 0,16 0,06
Ab Ab Aa Aa Aa Ba Aa Aa Ba
Gulose 0,05 0,23 0,08 0,10 0,11 0,07 0,09 0,10 0,08
Ab Aa Ab Ab Aa Ab Ab Aa Ab
Isomaltose 0,09 0,22 0,07 0,08 0,13 0,07 0,09 0,16 0,08
Bb Ba Bb Bb Ba Bb Ab Aa Ab
Maltose 0,04 0,17 0,24 0,08 0,04 0,06 0,08 0,17 0,211
Ab Aa Aa Aa Ba Aa Ab Aa  Aab
Maltotriitol 0,08 0,20 0,07 0,08 0,11 0,11 0,09 0,09 0,10
Aa ABa Ba Ab Aa Aa Aa Ba Aa
Maltotriose 0,17 0,01 0,04 0,31 0,09 0,20 0,13 0,06 0,05
Ba Bb Bb Aa Ab Ab Ba Bb Bb
Manose 0,00 0,03 0,12 0,008 0,13 0,00 0,06 0,14 0,11
4Bb  Bb Aa ABb Aa  5Bb Ab Aa  Aab
Myo-inositol 0,0 0,03 0,07 0,18 0,05 0,04 0,11 0,22 0,12
Ba Bb Bab Aa Bb Bb Bb Aa Ab
Rafinose 0,06 0,20 0,08 0,11 0,10 0,07 0,07 0,16 0,10
Ab Aa Aab Aa Aa Aa Ab Aa  Aab
Ramnose 0,04 0,05 005 0,29 0,19 0,04 0,07 0,26 0,30
Ba Ba Ba Aa Ab Bc Bb Aa Aa
Ribose-5-fosfato 0,00 0,09 0,30 0,0 0,10 0,07 0,05 0,26 0,04
3Ab Bb Aa Aa Ba Ba Ab Aa Ab
Ribulose 0,03 0,18 0,02 0,21 0,16 0,03 0,06 0,16 0,29
Bb Aa Bb Aa Aa Bb Bc Ab Aa
Sorbitol 0,07 0,07 0,0 0,08 0,12 0,07 0,08 0,11 0,09
Trealose 1,00 051 0,09 0,13 0,0 1,43 0,07 0,09 0,06
Aa Bb Bc Bb Bb Aa Ba Ba Ba
Xilitol 0,38 0,02 003 1,20 0,03 0,056 0,05 0,03 1,05
Ba Aa Ba Aa Ab Bb Bb Ab Aa
Xilose 0,01 0,04 001 0,37 0,07 054 0,01 0,04 0,43
Bab Bb Ba Aa Ab Aa Bb Bb Aa

POLIAMINAS
Cadaverina 0,00 o068 002 0,0 0,34 0,02 0,03 0,48 0,70
Ab Aa Bb Aa Aa Ba Ab Aa Aa
Espermidina 0,08 0,23 0,09 0,06 0,13 0,10 0,08 0,16 0,08
Ab Aa Ab Ab Aa Ab Ab Aa Ab
Espermina 0,08 0,24 0,08 0,08 0,16 0,08 0,09 0,21 0,06
Ab Ba Ab Ab Ba Ab Ab Aa Ab
Putrescina 0,01 053 0,4 0,03 0,04 0,02 0,03 0,27 0,28
Ab Aa Ab Aa Ba Aa Aa ABa Aa

OUTROS

Esfingosina 0,05 0,23 0,07 0,08 0,11 0,08 0,04 0,16 0,06
Ab Aa Ab Ab Aa Ab Ab Aa Ab
Fitol 0,06 0,04 0,07 0,13 0,08 0,12 0,10 0,16 0,07
Ba Ba Ba Aa Bb Aab ABb Aa ABb
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Guanosina 0,09 0,05 0,0 0,08 0,06 0,06 0,10 0,09 0,08
ABa Bb Aa Ba Ba Ca Aa Aab Bb

Secologanina o,77r 0,28 0,03 0,0 0,04 1,01 0,18 0,14 0,16
Aa Ab Bc Bb Bb Aa Ba ABa Ba

Timidina 0,05 0,02 005 0,13 0,06 0,07 0,0 0,05 0,11
Ba Aa Ba Aa Ab ABb Bab Ab Aa

Uridina 0,08 0,23 0,05 0,17 0,11 0,07 0,06 0,08 0,12
Bb Aa Bb Aa  ABb Bc Bb Bb Aa

Anexo 2: Tabela2 Genes selecionados para a analise da expressao diferencial via PCR

Real-Time em gendtipos de soja contrastantes para a tolerancia ao déficit hidrico.

Gene
Gm12g22880

Gm16g02390
GmO05g35050

Gm08g176300

Gm11g055700
Gm01g43460
Gm08g288600
Gm19g131500
Gm03g137900
Gm20g094500
Gm04g248300
Gm12g073100

Gm029141800

Gm079163600

GmM16g165500

Gm18g036400

Primer Forward
TGAGCAAGGATGAC
CCAATG
AAGCCAATGGAGCC
AAGTCA
GGGCCCATGATCCA
ATGAG
TGGTGTCGACGGTG
ATGAAG

GGATGGTGCTCTTAT
GTTGCAAT
GCTATCGCTCACTTT
ATTTTATTTGCT
GTGCCACCGAGAGA
TTTCGT
CGGTCGAATTTTCA
GTCACTATTATG
TATCATGTAGTGGA
GAAAAAGGGTTGT
GTTCTCTTTTTCTGG
TGCTGATTCT
TCACTAGCAATTGA
CGGAAAGATG
GCCACTGTGGGTTC
CTCAAA
TTCAGAACGATCTTC
AGCTACTGAGT

AAGGTGGTGAGCTC
ATTGAAATATC

AATTGTGACAGGAA
AGGGACCTT

GGCCACCAAATCAT
AAACATTACA

Primer Reverse
GCCCAATAATGTCTTGC
AAAGC
GTGCCTCCATTTTCTGA
TTCACT
TGGATAAGCAAACACG
CTATGAGT
TCTGCAGCTCCGATTTC
CA

ACAACGCTTGCTCATGT
CAACT
CGTGAAAAGTTAGAAG
AGAGAATGAAATT
GGTGCCCCCATTGTTCA
GT
CGAAAAGACTGTTATG
GCCAAAC
GACTTCCCCACCCCATG
ACT
CACCACCGACACCGTTA
CAG
AGAAGCACATATGGTC
AGCAGAGA
AACCCAACTCCAATCAT
CATCAC
CCAGAGAAGTATGACA
CACGACCTT

GCAGCATTGCATGTTGA
AGAG

CATAGGCCCAGGCATTA
TTGTT

GGTTTGGGTGCTCATTT
CTTTT

Proteina
Fator de transcri¢éo di
familia NAC
Fator de transcrigcéo d:
familia HD-ZIP
Fator de transcricéo d:
familia HD-ZIP
9-cis-epoxicarotenoide
dioxigenase 3
(NCED3)
Epoxidase da
zeaxantina (ZEP)
Proteina fosfatase 2 C
(PP2C)
Sintase da trealose-6-
fosfato (TPS)
Redutase da pirrolina-
5-carboxilato (P5CR)
Sintase da rafinose
(RS1)
Sintase do galactinol
(GolSse)
Peroxidase da-
ascorbato plastidial
Peroxidase da-
ascorbato citosolica
Redutase da glutationi
dependente de NADP}
(GR)
Subunidade 7 do
Complexo Citocromo
b6f - PetM
Light-Harvesting
Chlorophyll a/b
Binding Proteinl
(LHBC1)
Rubisco ativase (RCA)
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Anexo 3 Heatmap da expressao relativa de genes responsivos ao déficit hidrico em

gendtipos de soja.

11644 13241
C DH RH C DH RH
FT-NAC (Gm12922880
Fatores de (Gmi2g )I
TransesieKo FT-HDZIP (Gm16g02390)
FT-MYB (Gm05935050)
Sinalizagdo e PP2C (Gm01g43460)
biossintese de NCED3 (Gm08g176300)
ABA ZEP (Gm11055700)
RS1 (Gm039137900)
Biossintese de TPS (Gm08g288600)
Ramalitos P5CR (Gm199131500)
GolS (Gm20g094500)
: APX-CHL (Gm04g248300)
Enzimas
antioxidativas | APX-CYT (Gm12g073100)
GR/NADPH (Gm02g141800)
RCA (Gm189036400)| * *
Processo
fotossintético | CYTbEf-PetM (Gm079163600)
LHBC1 (Gm169165500) (.

Figura 1. Heatmap representando a variagdo na expressao relativa normalizada de genes

responsivos ao déficit hidrico, em folhas de duas linhagens de soja: 11644 (seris32dl) e

(tolerante), em trés disponibilidades hidricas: controle (C), déficit hi(itiet) e reidratacdo

(RH). Os resultados foram comparados ao controle da linhagem 11644 (normadiczadd Os

valores representam as médias de n=3. Os asteriscos denotam valores sigméogei

diferentes do controle da linhagem 11644 para um mesmo gene, de acordo com o teste de

Dunnett (P<0,05). Gréaficos de barra com a expressao relativa normalizada apresentados na

Figura 3 do Capitulo 2.
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