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RESUMO

SILVA, Cileimar Aparecida, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2017.Alteracdes fisioldgicas e morfoanatdmicas induzidas pelo deficit hidrico em
duas cultivares de soja Orientador: Cleberson Ribeiro. Coorientadores: Genaina
Aparecida de Souza e Edgard Augusto de Toledo Picoli.

A tolerdncia a seca em plantas € uma caracteristica complexa, resultado de um
conjunto de mecanismos que atuam concomitantemente para evitar ou tolerar periodos
de deficit hidrico. Esta pesquisa, teve como objetivo, caracterizar as respostas
morfologicas, anatdémicas e fisiologicas em folhas e raizes de duas cultivares de soja,
EMBRAPA 48 e BRS16. As plantas foram cultivadas em solucédo nutritiva com adigao
de polietilenoglicol (PEG6000), para simular o deficit hidrico. Quando as plantas
atingiram o estadio vegetativo V2 foram aplicados os seguintes tratamentos: controle
(sem adicdo de PEG), deficit moderado (potencial osmotico de -0,3 MPa) e deficit
hidrico severo (potencial osmotico de -0,6 MPa). Apdés 10 dias de tratamento o
experimento foi finalizado, com as plantas no estadio vegetativo V3. Amostras de
folhas e raizes foram congeladas para posteriormente serem avaliadas as atividades
enzimaticas, peroxidacao lipidica e teor de prolina. A amostras de folha, raizes, peciolo
foram fixadas em FA&para as avaliagcbes anatomicas. A cultivar E48, apresentou
maior reducdo no didametro do caule, concentracdo de pigmentos fotossintéticos, teor
de prolina (raizes e folha), e glutationa. A cultivar BRS16 apresentou maior relacao
massa seca das raiz/parte aéremcuitivares ndo apresentaram alteracdes na taxa
fotossintética e transpiratéria apds os tratamentos. Para eficiéncia no uso da agua e
concentragdo de carbono interno, houve aumento e redugéo, respectivamente, para
ambas as cultivares. A peroxidacao lipidica e a atividade da enzimas CAT, POX, SOD
e APX foi maior nas amostras da cultivar E48, principalmente no deficit hidrico
severo. A anatomia das folha evidenciou que a E48 apresentou maior densidade
estomatica, maior didmetro polar e equatorial dos estématos no deficit hidrico mas
severo. A BRS16 apresentou aumento no parénquima lacunoso, ja a E48 apresentou
maior reducdo na espessura o limbo, maior espessura do parénquima palicadico e
epiderme adaxial, menor area dos feixes vascular do peciolo e menor area de secao
transversal do peciolo. As alteracdes induzidas pelo deficit hidrico nas folhas e raizes
das cultivares, confirmam modificacdes fisiolégicas e morfoanatdmica distinta para

ambas as cultivares, tanto pra a parte aérea quanto no sistema radicular.



ABSTRACT

SILVA, Cileimar Aparecida, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2017.
Physiological and morphological changes induced by water deficit in two soybean
cultivars. Adviser: Cleberson Ribeir@€o-advisers: Genaina Aparecida de Souza and
Edgard Augusto de Toledo Picoli.

Drought tolerance in plants is a complex feature, resulting from a set of mechanisms
that act concomitantly to avoid or tolerate periods of water deficit. This study aimed
to characterize the morphological, anatomical and physiological responses in leaves
and roots of two soybean cultivars, EMBRAPA 48 and BRS16. The plants were grown
in nutrient solution with addition of polyethylene glycol (PEG6000), to simulate the
water deficit. When the plants reached the vegetative stage V2, the following
treatments were applied: control (without addition of PEG), moderate deficit (osmotic
potential of -0.3 MPa) and severe water deficit (osmotic potential of -0.6 MPa). After
10 days of treatment the experiment was finished, with the plants in the vegetative
stage V3. Samples of leaves and roots were frozen for later evaluation of enzymatic
activities, lipid peroxidation and proline content. The leaf samples, roots, petiole were
fixed at FAAS0 for anatomical evaluations. The cultivar E48 showed a greater
reduction in stem diameter, concentration of photosynthetic pigments, proline content
(roots and leaf), and glutathione. The cultivar BRS16 showed higher dry root / shoot
mass ratio. The cultivars showed no changes in the photosynthetic and transpiratory
rate after the treatments. For efficiency in water use and internal carbon concentration,
there was increase and reduction, respectively, for both cultivars. Lipid peroxidation
and the activity of the CAT, POX, SOD and APX enzymes were higher in the E48
cultivar, especially in the severe water deficit. Leaf anatomy showed that E48
presented greater stomatal density, greater polar and equatorial diameter of the stomata
in the more severe water deficit. BRS16 showed increase in the lacunal parenchyma,
whereas E48 presented a greater reduction in limb thickness, greater thickness of the
palicadic parenchyma and adaxial epidermis, smaller area of the vascular bundles of
the petiole and smaller cross-sectional area of the petiole. The changes induced by the
water deficit in the leaves and roots of the cultivars confirm physiological and morpho-

anatomical changes for both cultivars, both for the aerial part and for the root system.
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1. Introducao

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é a mais importante leguminosa cultivada no
mundo, além de ser uma das principais fontes de éleo e proteina para a alimentacdo
humana e animal (Embrapa, 2016). A producdo de soja esti entre as atividades
econbmicas que mais cresceram nas Ultimas décadas, sendo o quarto grdo mais
produzido e consumido no mundo, e a principal oleaginosa cultivada anualmente
(Hirakuri e Lazzarotto, 2014). Além disso, nos ultimos anos, vem sendo utilizada como
importante cultura para a producéo de biodiesel (Embrapa, 2016).

A soja tem se destacado como a principal cultura brasileira, entre cereais,
leguminosas e oleaginosas, em funcéo do seu retorno econdémico ao produtor (IBGE,
2016). O clima adequado para o cultivo, os avancgos tecnoldgicos e as novas formas de
manejo da cultura da soja contribuiram para que o pais se tornasse o segundo maior
produtor mundial dessa oleaginosa (Embrapa, 2016). Segundo o Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), a soja € a cultura agricola brasileira
gue mais cresceu nas Ultimas trés décadas.

O agquecimento global aumenta a frequéncia e a severidade de eventos
extremos, como secas e inundacdes. Estas alteracdes climaticas sdo, atualmente,
observadas em varias regides do mundo, influenciando negativamente a produtividade
da soja (Silvente, 2012). Assim como 0 excesso de agua, o deficit hidrico pode causar
efeitos drasticos aos ecossistemas naturais e agricolas (Hasanuzzaman e Fujita, 2011).
A reducdo no teor de agua do solo é detectada pelo sistema radicular que,
posteriormente, envia sinais quimicos para a parte aérea, para iniciar respostas
adaptativas que irdo induzir alteracfes fisioldgicas em diferentes vias metabdlicas
(Rahnama et al., 2011). As respostas ao deficit hidrico irdo depender da intensidade e
duracdo do estresse, bem como da espécie e do seu estadio de desenvolvimento
(Rahnama et al., 2011). Geralmente, as respostas ao deficit hidrico se caracterizam
pelo fechamento estomatico, reducdo da expansao celular, reducdo da taxa
fotossintética, aumento na taxa transpiratdria, ajustamento osmético, modificacbes na
eficiéncia do uso da agua, alteracdo na particdo de assimilados e ativacdo dos
mecanismos de defesa contra danos oxidativo (Shinozaki e Yamagusho-Shinozaki,
2007).

Um dos principais efeitos da restricdo hidrica sobre as plantas é a reducéo do

crescimento, devido ao menor alongamento das células da folha e do caule (Jaleel et



al., 2009). Portanto, a reducéo na area foliar pode stt@@ua um importante mecanismo
dedefesa contra a seca, pois com menor area faliamh menor transpiracéo (Tardieu et al.,
2011). Algumas caracteristicas do sistema radicular, como comprimento da raiz,
volume e o numero de raizes aumentam a area explorada do solo contribuirado para
aumento da capacidade da planta em absorver dgua e reduzir os efeitos da restricao
hidrica sob a parte aérea (Lowlor, 2002). Adicionalmente, o estresse por seca pode
reduzir os teores de clorofilas a e b e carotenoides, promovendo assim reducéo na taxa
fotossintética, por afetar a inibicdo do transporte de elétrons, o fechamento estomatico
e alterar a taxa respiratoria (Anderegg et al., 2012).

A seca também pode induz o estresse oxidativo nas plantas devido ao acimulo
de espécies reativas de oxigénio (EROs). Essas moléculas sdo altamente reativas
podendo causar dano as membranas (peroxidacdo de lipidios), danos ao DNA,
oxidacgdo de proteinas e inibicdo enzimética (Miller et al. 2010). Por essas razdes, seus
niveis na planta sdo regulados por mecanismo de defesa antioxidativo, que pode ser
enzimatico e/ou ndo enzimético (DaCosta e Huang, 2007). O sistema de defesa
antioxidativo enzimatico compreende varias enzimas, dentre as principais, tem-se a
dismutase do superéxido (SOD), a catalase (CAT), as peroxidases totais (POXs), a
peroxidase do ascorbato (APX), a redutase da glutationa (GR) e a peroxidase da
glutationa (GPX) (Huang et al.,, 2013). Estas enzimas operam em diferentes
compartimentos subcelulares, em a¢éo conjunta contra o estresse oxidativo (Sharma,
2012).

Além dos mecanismos antioxidantes enzimaticos, os ndo enziméticos também
desempenham papéis importantes. A glutationa (GSH) e o ascorbato (Asc) sao
compostos antioxidativos ndo enzimaticos, que apresentam a taxa biossintetica
estimulada em resposta ao estresse, promovendo aumento na capacidade de defesa da
célula (Koffler et al., 2013). GSH e Asc estdo localizados em diferentes
compartimentos celulares como citosol, reticulo endoplasmatico, vacuolo,
mitocdndrias, cloroplastos, peroxissomas, bem como no apoplasto, o que favorece a
atuacdo desses metabolitos na defesa intracelular contra danos oxidativos induzidos
pelas EROS (Koffler et al., 2013). A peroxidacao lipidica das membranas celulares
induzidas pelas EROs resulta na formacdo de hidroperoxidos de lipideos, um dos
eventos mais significativos do estresse oxidativo, pois causa reducao da fluidez,
modificacdes de permeabilidade ibnica e de outras fun¢des associadas as membranas
(Queiroz et al., 1998).



O aumento no teor de moléculas osmoprotetoras e osmorreguladoras &,
também, considerado um dos mecanismos de resisténcia das plantas ao estresse por
seca (Fang e Xiong, 2014). A prolina € um aminoacido que esta presente em pequenas
guantidades em plantas sobre condi¢cdes Otimas, porém, plantas expostas ao deficit
hidrico podem acumular este osmoprotetor nas células, protegendo as membranas de
efeitos deletérios, prevenindo a desnaturacdo de proteinas e, assim, preservando a
estrutura e a atividade de enzimas (Fang e Xiong, 2014).

Alteracbes anatdomicas podem ocorrer em plantas sob deficit hidrico como
forma de adaptacdo ao estresse. Tecidos expostos a ambientes com baixa
disponibilidade hidrica ttm mostrado reduc¢éo no tamanho das células, espessamento
da parede celular (Tenhaken, 2015), alteracdo na relacdo dos tecidos condutores
xilema/floema, folhas menores e mais espessas, maior quantidade de tricomas
epidérmicos, estbmatos menores e em maior densidade, epiderme com cuticula mais
espessa, tecido palicadico mais espesso e maior razdo na espessura do tecido
palicadico / lacunoso (Fang e Xiong., 2014). Portanto, espécies cultivadas tolerantes a
seca, geralmente apresentam mecanismos morfofisioldgicos que permitem a
manutencdo na producdo sob limitado suprimento de agua (Fahad et al., 2014). Os
mecanismos de tolerancia a seca envolvem a maximizagcédo da absorcdo de agua por
sistema radicular profundo e denso e maior producdo de acido abscisico (ABA)
(Sreenivasulu et al., 2012). Além disso, minimizacdo da perda de agua (pelo
fechamento dos estdmatos), reducao da area foliar, ajustamento osmético, manutencao
da taxa transpiratoria, reducdo de danos aos cloroplastos e eficiente sistema de
remocao das espécies reativas de oxigénio conferem a tolerancia ao deficit hidrico
(Urano et al., 2010; Ahmad et al., 2015).

Sendo assim, a resposta ao deficit hidrico pelas plantas é complexa envolvendo
mudancas genéticas, morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas. Portanto, compreender
como as plantas respondem ao deficit hidrico, identificando os mecanismos de
tolerdncia a seca € crucial para o desenvolvimento de cultivares de soja resistentes ao
deficit hidrico, e também fundamental para predizer os impactos da seca sobre a
producao dessa cultura. Adicionalmente, verifica-se que o sistema radicular tem sido
menos estudado que a parte aérea em condicOes de deficiéncia. Para simular uma
condicdo de seca, plantas pode ser cultivadas em solugdao nutritiva, com restricao
hidrica controlada pela adi¢cdo do agente osmatico polietilenoglicol (PEG), permitindo

melhor acesso ao sistema radicular (Soliman e Hendawy, 2013). Trabalhos
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envolvendo as cultivares Embrapa 48 e BRS 16 no estadio reprodutivo, ja foram
realizados em cultivo de solo (Gomes, 2009; Santos et al, 2009; Embrapa, 2016),
entretanto, sdo escassas as informacdes sobre as alteracBes fisioldgicas e

morfoanatdmicas dessas cultivares apos deficiéncia hidrica na fase vegetativa.

2.0bjetivos
2.1. Objetivo geral

Comparar as respostas morfoldgicas, anatdmicas e fisiolégicas em duas
cultivares de soja no estadio vegetativo (V2-V3), submetidas a diferentes niveis de

potencial hidrico, induzido por polietilenoglicol 6000 (PEG 6000).

2.2. Objetivos especificos
Avaliar, apds exposicao das cultivares de soja ao deficit hidrico os seguintes
parametros fisioldgicos, morfoldgicos e anatémicos:
e Crescimento em raizes e folhas, e 0 aparato fotossintético;
e Quantificacdo da atividade das enzimas antioxidativas, da taxa de peroxidacéo
lipidica e da concentracdo de prolina, em raizes e folhas;

e Alterag6es morfolégicas e anatdmicas, em folhas e raizes.

3. Material e métodos

3.1. Material vegetal

As cultivares de soja, EMBRAPA 48 (E48) e BRS16 foram utilizadas nos
experimentos. As sementes foram obtidas do Banco de Germoplasma do Programa de
Melhoramento da Qualidade da Soja do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (Bioagro) da Universidade Federal de Vicosa (UFV). Essas cultivares
séo classificadas como cultivares convencionais de ciclo-precoce e crescimento

determinado (Embrapa, 2016).

3.2. Condicdes de cultivo

As sementes de ambas as cultivares de soja foram cultivadas em casa de
vegetacao, com sistema de monitoramento de temperatura e umidade, mantidas a 30°C
e 70 % respectivamente. As sementes foram selecionadas visivelmente quanto ao

tamanho e forma. Posteriormente elas foram semeadas em bandejas contendo substrato



comercial especifico para plantas (Plantmax®). Dez dias apds a germinagdo, as
plantulas foram padronizadas e transplantadas para vasos de dois litros, contendo
solucéo nutritiva de Clark (Clark, 1975) pH 5,5, sob aeracéo constante. Cada vaso
conteve trés plantas e 4 repeticdes, dividas em 3 tratamentos, totalizando 36 plantas
por cultivar. Os tratamentos de deficit hidrico foram simulados com a utilizacdo de
polietilenoglicol 6000 (PEG 6000) foi iniciado quando as plantas atingiram o estadio
vegetativo de desenvolvimento V2 (primeiro trifélio completamente expandido). Trés
tratamentos foram estabelecidos: 1) Controle (solucdo nutritiva de Clark); 2) deficit
hidrico moderado (solugéo nutritiva de Clark + 160 g/L de PEG 6000 ou 16 % PEG
6000, representando o potencial osmoético de -0,3 MPa) e 3) deficit hidrico severo
(solucéo nutritiva de Clark + 235 g/L de PEG 6000 ou 23,5 % PEG 6000, simulando
o potencial osmatico de -0,6 MPa). A solucdo nutritiva foi trocada a cada 5 dias.

O experimento foi encerrado apos 10 dias de tratamento, com as plantas no
estadio vegetativo de desenvolvimento V3 (segundo trifélio completamente
expandido). Em seguida, foram realizadas andlise de crescimento, potencial hidrico
foliar, teor de pigmentos e trocas gasosas. Amostras de raizes e folhas foram coletadas
e armazenadas em ultrafreezer a -80°C para as analises de teor de prolina, peroxidacao
lipidica, sistema antioxidativo enzimatico e ndo enzimatico. Adicionalmente, amostras
de folhas, caule, peciolos e raizes, foram fixadas emsf&érmaldeido, acido
acético, etanol 50 %, na proporcéo de 5: 5: 90 v/v (Johansen, 1940)), por 48 h sob
vacuo, e armazenados em solucdo de alcool etilico 70% para as analises

morfoanatbmicas.



Imagem 1Vista geral do experimento no estadio vegetativo V3

3.3. Potencial hidrico foliar
O potencial hidrico foliar (yw) foi avaliado ao final do experimento, no periodo
da antemanhd, em folhas completamente expandidas do segundo trifélio, com auxilio

de bomba de presséo do tipo Scholander (Scholander et al., 1965).

3.4. Andlises de crescimento

Area foliar total, foi obtida com o medidor de area foliar LI-3100C. Didmetro
do caule, obtido na altura do coleto e massa seca das raizes e parte aérea foram
avaliadas ao final do experimento. A massa seca foi obtida pesagem do material
vegetal apds pela secagem do material vegetal em estufa de circulagéo foré@da a 70
por 72 h.

3.5. Pigmentos cloroplastidicos

Teores de pigmentos (clorofilas a, b e carotendides) foram determinados em
quatro discos foliares de 0,6 cm de diametro, retirados de folhas completamente
expandidas do segundo trifolio (formada apds ao déficit hidrico), imersos em solucéo
de dimetilsulfoxido (DMSO), saturada com carbonato de calcio (Ga@@dos 24



horas, as absorvancias das amostras foram determinadas em espectrofotdbmetro
(Hitachi, modelo U-5100), nos comprimentos de onda de 665,1; 649,1 e 480nm, para
determinacao da clorofila a, clorofila b e carotenoides, respectivamente. O calculo das
concentracdes das clorofilas a, b e carotendides foi baseado na metodologia descrita

por Wellburn (1994), e osd@tados expressos em pug cm™,

3.6. Trocas gasosas

A taxa de assimilagéo liquida do £(), condutancia mesofilica {g taxa
transpiratoria (E) e concentragdo interna carbond f@€am realizadas em folhas
completamente expandidas do segundo trifolio a partir do apice, com analisador de
gases a infravermelho (IRGA; modelo portatil LI-6400xt, LI-COR Biosciences Inc.,
Lincon, Nebraska, USA). As medicdes foram realizadas entre 08:00 e 11:00 da manha,
em casa de vegetacao, utilizando radiacéo fotossinteticamente ativa (PAR) constante
(1000 pmol fotons m2s?), concentracdo atmosférica de £ @mperatura e umidade
ambiente. A eficiéncia instantanea do uso da 4gua (EUA) foi calculada pela azdo A/

3.7. Peroxidacao lipidica

Amostras de 100 mg de material vegetal provenientes de raizes e folhas
completamente expandidas apds a deficiéncia hidrica foram maceradas em nitrogénio
liquido, homogeneizadas em &cido tricloroacético (TCA) 1% e centrifugadas a 10000
g a 4°C por 15 minutos (Gomes-Junior et al., 2006). Aliquota de 150 pL do
sobrenadante foi adicionada a 750 pL de solucdo de TBA 0,5% em TCA 20% e
incubada em banho Umido a 95°C. Apd6s 30 min, a reacao foi paralisada em banho de
gelo, os tubos centrifugados a 3000 g por 10 min e as absorvancias determinadas a 532
e 600 nm. A concentracdo do complexo aldeido malénico-TBA foi estimada
utilizando-se as absorvancias e coeficiente de absortividade de 158mMHeath
e Packer, 1968). A concentragdo de MDA foi expressa em nmbMfg

3. 8. Analises enzimaticas
3.8.1. Extracao

As atividades das enzimas dismutase do superoxido (SOD), catalase (CAT),
peroxidases (POX) e peroxidase do ascorbato (APX) foram determinadas a partir de

amostras de 100 mg de raizes ou folhas, maceradas em nitrogénio liquido e



homogeneizadas em 2 mL de meio de extracdo. O meio de extracdo para as enzimas
SOD, CAT e POX foi composto de tampao fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8; acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM; fluoreto de fenilmetilsulfonico (PMSF) 1
mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1 % (p/v) (Peixoto et al., 1999). J4 o meio de
extragdo para a determinacdo APX foi composto de tampao fosfato de potassio 50 mM,
pH 7,0, EDTA 1 mM, acido ascorbico 1 mM, PMSF 1 mM, ditiotreitol (DTT) 2 mM
e PVPP 1 % (p/v) (Peixoto et al., 1999). O extrato foi filtrado em quatro camadas de
gaze e centrifugado a 12000 g por 15 min a 4°C. Aliquota do sobrenadante foi utilizado

para avaliacdo da atividade enzimatica.

3. 8.2. Atividade da SOD

Aliquota de 10 pL de extrato bruto foi adicionada a 190 pL de meio de reacéo
constituido de tampao fosfato de s6dio 50 mM (pH 7,8) contendo metionina 13 mM,
azul de pnitro tetrazdlio (NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 puM
(Giannopolitis e Ries, 1977). A reacao foi realizada em camara com luz fluorescente
de 15W a 25°C por 10 minutos. Em seguida, a iluminacdo foi interrompida e a
absorvancia da formazana azul resultante da fotorreducéo do NBT foi determinada em
leitor de microplaca a 560 nm (Multiskan GO, Thermo Scientific, Waltham, EQA).
branco da reacao consistiu da mistura amostra vegetal e meio de rea¢cdo mantida no
escuro nas mesmas condicdes de temperatura e tempo. Uma unidade de SOD foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotorreducéo
do NBT (Beauchamp e Fridovich, 1971). O resultado foi expresso em Umgjh

proteina.

3. 8.3. Atividade da CAT

Aliquota de 10 pL de extrato bruto foi adicionada a 190 uL de um meio de
reacdo contendo tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7,.8)£14,5mM (Havir
e Mchale, 1987). A absorvancia foi obtida em leitor de microplaca (Multiskan GO,
Thermo Scientific, Waltham, EUA) no comprimento de onda de 240 nm, apds 1
minuto. A atividade enzimatica foi determinada pela absorvancia e coeficiente de
absortividade de 36 Mcm!e o resultado expresso em pmol dgOHmin? mg?
proteina



3. 8.4. Atividade da POX

Aliquota de SpL de extrato bruto foi adicionada a 195 pL de um meio de reacao
constituido de tampao fosfato de potassio 25 mM (pH 6,8), pirogalol 20 mM e H>0»
20 mM (Kar e Mishra, 1976). A producdo de purpurogalina foi determinada pela
medida da absorvancia em leitor de microplaca (Multiskan GO, Thermo Scientific,
Waltham, EUA), no comprimento de onda de 420 nm, a 25°C. A atividade enzimatica
foi calculada utilizando-se a absorvancia ¢ o coeficiente de extingdo molar de 2,47
mM! cm™ (Chance e Maehley, 1955) e expressa em pumol de purpurogalina min' mg"

! proteina.

3.8.5. Atividade da APX

Aliquota de 10 pL de extrato bruto foi adicionada a 190 pL de um meio de
reacao constituido de tampao fosfato de potassio 0,05 M (pH 7,0), acido ascorbico 0,8
mM e H>0; 1,0 mM (Nakano e Asada, 1981). A atividade enzimatica foi determinada
pela medida da absorvancia em leitor de microplaca (Multiskan GO, Thermo
Scientific, Waltham, EUA) no comprimento de onda de 290 nm, a 25°C. A atividade
enzimatica foi calculada utilizando-se a absorvancia e o coeficiente de extingdo molar

de 2,8 mM! cm™ e expressa em pmol de acido ascorbico min"! mg™! proteina.

3. 8.6. Concentracao de proteina

Aliquotas de 5 pL de extrato bruto foi adicionado a 195 pL do reagente de
Bradford (Bradford, 1976), e a absorbancia obtida em leitor de microplaca (Multiskan
GO, Thermo Scientific, Waltham, EUA) no comprimento de onda de 595 nm. A curva
padrao foi preparada utilizando-se quantidades conhecidas de albumina do soro bovino

(BSA) na faixa de 0 a 16ugL".

3.9. Glutationa total

O teor de glutationa total (GSH + GSSG) foi determinado de acordo como o
método descrito por Griffith (1980). Amostras de 100 mg de massa fresca de raiz ou
folha completamente expandida foram maceradas em nitrogénio liquido,
homogeneizadas em 2 mL de meio de extracdo constituido de HCI 0,1 M e EDTA 1
mM seguida de filtragdo em 4 camadas de gaze e centrifugagéo a 12000 g a 4°C, por

10 min. Aliquotade 20 puL do sobrenadante foi adicionada a 170 pL. de meio de reacdo



constituido de tampao fosfato de sédio 25 mM, pH 7,5, NADPH 0,15 mM, HCI 0,1 M

e EDTA 6,3 mM e DTNB 0,6 mM [&db 5,5°—ditio-bis (2- nitrobenzoico)]. Apds
incubacdo a 30°C durante 5 min, 10 pL da enzima redutase da glutationa (50 U mL™)

foram adicionados, sendo a absorvancia da reacdo monitorada, a 412 nm, durante 1
minuto. O teor de glutationa total foi determinados por meio de uma curva de

calibracdo com padrdes auténticos de glutationa.

3.10. Prolina

Amostras de 100 mg de raiz ou folha, foram maceradas em nitrogénio liquido
e homogeneizadas em 2 mL de &cido sulfossalicilico 3% (p/v), e centrifugada a 22000
g a4°C, por 20 min. Aliquota de 200 pL do extrato foi adicionada a 200 pL de solucéo
acida de ninhidrina (1,25 g de ninhidrina, 30 mL de &cido acético glacial e 20 mL de
acido fosforico 6M) e a mistura incubada a 100°C por 1 hora. A reacao foi paralisada
em banho de gelo e a absorvancia do sobrenadante determinada em espectrofotémetro
a 520 nm. A concentracédo de prolina foi calculada com base na curva-padréo de prolina
(Bates, 1973).

3.11. Medidas alométricas das raizes

As raizes dos dois cultivares foram armazenadas em frasco contendo solugéo
de alcool 30% e posteriormente avaliadas no equipamento WinRHIZO Pro 2007a
(Régent Instr. Inc.), acoplado a um scanner profissional Epson XL 10000 equipado
com unidade de luz adicional (TPU). A definicdo de 400 (dpi) foi utilizada para as

medidas de morfologia de raiz (didmetro, volume e area) (Costa et al., 2002).

Controle .06 MPa Cbntrdrle
BR16 | E48

Imagem 2 Imagens do sistema radicular, obtidas no equipamento WinRHIZO Pro

2007a (Régent Instr. Inc.), acoplado a um scanner.
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3.12. Parametros morfoanatdémicos

Amostras de folhas peciolos do segundo trifélio completamente expandido
(com 0,5 cm a partir do apice) foram coletadas para avaliagdo em microscopia de luz,
sendo duas amostras por repeticdo. As amostras foram fixadas espbAAS hora
em vacuo e armazenados em solucéo de alcool etilico 70 %. Em seguida, as amostras
foram desidratadas em série etilica e incluidas em metacrilato (Histheism
Microsystems Nussloch, Heidelberg, Germany) conforme recomendagédo do
fabricante. Cortes tnaversais (espessura de 5 um) foram obtidos em micrétomo
rotativo de avanco automatico (model RM 2155, Leica Microsystems Inc., Deerfield,
USA) com auxilio de navalhas de vidro. Os cortes foram corados com Azul de
Toluidina pH 4,0 (O'Brien e McCully 1981) por 15 min e as laminas montadas com
resina sintética (Permount®, Fisher. As imagens foram obtidas em microscopio de luz
(modelo AX-70 TRF, Olympus Optical, Tokyo, Japan), acoplado a camera fotografica
digital (modelo Zeiss AxioCam HRc, Géttinger, Germany) e microcomputador com o
programa de captura de imagens Axion Vision.

Medi¢cOes em 10 campos distintos das imagens de cada amostra foram feitas
por meio do software Image-Pr®lus (version 4.1, Media Cybernetics, Inc., Silver
Spring, USA). Foram avaliadas caracteristicas anatémicas espessuras da lamina foliar,
parénquimas palicadico e lacunoso, epiderme nas faces abaxial e adaxial. No peciolo
foram avaliadas area do peciolo e &rea do feixe vascular do peciolo.

Foliolos centrais de folha totalmente expandida ap6s a deficiéncia hidrica,
foram diafanizadas com metanol 95% (v/v) por 48 h, seguido por acido latico 100%.
As amostras foram acondicionadas em banho-maria a temperatura de 95°C, até que as
laminas foliares apresentassem aspecto totalmente translicido (Zs6gon et al., 2015).
Os cortes foram montados em laminas de vidro, e as imagens das epidermes adaxial e
abaxial foram obtidas em microscopio de luz (modelo AX-70 TRF, Olympus Optical,
Tokyo, Japan) acoplado a camera fotogréfica digital (modelo Zeiss AxioCam HRc,
Gottinger, Germany) para determinacao da densidade estomatica. As imagens obtidas
foram digitalizadas e armazenadas, para medi¢cdes no programa Image-Pro Plus verséo
4.5.

3. 13. Analises estatisticas
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O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), em
arranjo fatorial de 3x2x1, com 4 repeti¢cdes; sendo 3 tratamentos (controle, deficit
hidrico moderado e severo), duas cultivares de soja (BRS16 e E48) e um estadio
fenologico. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA),
empregando-se o programa SigmaPlot. Os testes de rtédiast e teste de Tukey)
foram aplicados em nivel de 5% de probabilidade.

4. Resultados

O potencial hidrico foliar (yw) de ambas as cultivares reduziu apds exposi¢ao
as solugdes contendo PEG 6000. Plantas do tratamento controle (sem adi¢ao de PEG
6000) apresentaram valor de yw proximo a zero, enquanto plantas que receberam 16%
e 23,5% de PEG 6000 apresentaram yw proximo a -0,3 e -0,6 MPa, respectivamente.
Nao houve diferenca no yw foliar entre as cultivares. Assim, o potencial hidrico da
solugdo refletiu diretamente no potencial hidrico da folha (Fig. 1A). Ambas as
cultivares tiveram reducdo da area foliar apds exposi¢do ao deficit hidrico. No
tratamento controle, a cultivar E48 apresentou area foliar significativamente maior que
a cultivar BRS16, inversamente ao encontrado no tratamento -0,3 MPa. No tratamento
- 0,6 MPa nao foi observada diferenca significativa entre as cultivares (Fig. 1B).

Para razdo massa seca da raiz/parte aérea, houve aumento significativo para
ambas as cultivares, quando submetidas aos tratamentos com deficit hidrico. A cultivar
E48 apresentou maior razdo de massa seca raiz/parte aérea que a cultivar BRS16, em
todos os tratamentos (Fig. 1C). Para didmetro do caule ndo houve diferenca entre as
cultivares no tratamento controle, porém, apds exposi¢do ao deficit hidrico, a cultivar
E48 apresentou redugao significativa nesse parametro. Ja a cultivar BRS16 apresentou
acréscimo no diametro do caule apods tratamento com -0,3 MPa. A cultivar E48
apresentou didmetro do caule significativamente menor nas condi¢cdes de deficit

hidrico (Fig. 1D).
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Figura 1. Potencial hidrico foliar (A), area foliar total (B), massa seca raiz/parte aérea
(C) e didmetro do caule (D) no estadio vegetativo (V3) de duas cultivares de soja,
BRS16 ¢ E48, apds 10 dias de exposicao a diferentes potenciais hidricos, simulados
com PEG 6000 em solugdo nutritiva. Médias seguidas pela mesma letra maitiscula entre
tratamentos para uma mesma cultivar ¢ pela mesma letra mintscula entre linhagens no mesmo
tratamento nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Barras representam o erro padrdo
da média, n= 4.

Para volume e area total do sistema radicular e comprimento de raizes com
didametro entre 8 mm  aumentou significativamente para a cultivar E48 apds
exposicao aos tratamentos com deficit hidrico, enquanto para o comprimento de raizes
com diametro maior que 3 mm houve aumento apenas no tratamento -0,3 MPa. Para
a cultivar BRS16, a area total do sistema radicular e comprimento de raizes com
didametro entre -8 mm reduziram significativamente no tratamento -0,3 MPa, ja o
volume do sistema radicular reduziu significativamente no tratamento -0,6 BPa e
comprimento de raizes com diametro maior que 3 mm reduziu apés exposicas aos doi
tratamentos. A cultivar E48 apresentou maior volume do sistema radicular e
comprimento de raizes com diametro entr8 hm que a cultivar BRS16 para os
tratamentos -0,6 e -0,3 MPa, respectivamente. Por outro lado, a cultivar BRS16
apresentou maiores valores para todos os parametros no tratamento controle e

adicionalmente, maior volume do sistema radicular e comprimento de raizes com
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diametro entre-93 mm no tratamento -0,3 MPa e maior area total do sistema radicular
no tratamento -0,6 MPa (Fig. 2).
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Figura 2. Avaliagao do volume do sistema radicular (A), area total do sistema radicular
(B), comprimento de raizes com didmetro entre 0-3 mm (C) comprimento de raizes
com didmetro maior que 3 mm, no estadio vegetativo (V3) de duas cultivares de soja,
BRS16 e E48, apos 10 dias de exposi¢do a diferentes potenciais hidricos, simulados
com PEG 6000 em solug¢do nutritiva. Médias seguidas pela mesma letra maitiscula entre
tratamentos para uma mesma cultivar ¢ pela mesma letra mintscula entre linhagens no mesmo
tratamento ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Barras representam o erro padrdo
da média, n= 4.

Avaliando-se teor de carotendides, clorofila a e b houve aumento significativo
para a cultivar E48 apo6s deficit hidrico de -0,6 MP, ja para a cultivar BRS16 o teor de
carotenoides foi maior apenas no tratamento - 0,3 MPa e o teor de clorofilas a e b
aumentou significativamente apds a exposi¢do aos tratamentos com deficiéncia
hidrica. Os teores dos pigmentos cloroplastidicos foram maiores nos tratamentos

controle e -0,6 MPa da cultivar E48 (Fig. 3).
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Figura 3. Teor dos pigmentos cloroplastidicos carotendides (A), clorofila a (B) e
clorofila b (C) no estadio vegetativo (V3) de duas cultivares de soja, BRS16 e E48,
apods 10 dias de exposicdo a diferentes potenciais hidricos, simulados com PEG 6000

em solugdo nutritiva. Médias seguidas pela mesma letra maitscula entre tratamentos para uma
mesma cultivar e pela mesma letra minuscula entre linhagens no mesmo tratamento nio diferem pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Barras representam o erro padrdo da média, n= 4.

Na analise das taxas fotossintética e transpiratoria, constatamos que as cultivares
ndo apresentaram alteragdes significativas apds a exposicdo ao deficit hidrico.
Independente do tratamento, a cultivar E48 teve maior taxa fotossintética do que
BRS16. Entretanto, houve diferenca entre as taxa respiratoria das cultivares, com
maiores valores para a cultivar E48 no tratamento -0,3 MPa (Fig. 4A e 4B). A
concentrac¢do interna de CO; (C;j) reduziu na cultivar E48 apenas no tratamento -0,6
MPa, ja a cultivar BRS16 teve reducdo significativa nos dois tratamentos com
deficiéncia hidrica (Fig. 4C). A condutancia mesofilica (gs), reduziu apenas no
tratamento -0,6 MPa para a cultivar E48. Por outro lado, a cultivar E48 apresentou os
maiores valores de gs nos tratamentos controle e -0,3 MPa (Fig. 4D). Avaliando a
eficiéncia no uso da agua (EUA), houve aumento em ambas as cultivares apds

exposic¢ao ao deficit hidrico (Fig. 4E).
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Figura 4. Taxa fotossintética liquida (A), taxa transpiratdria (B), concentragdo interna
de CO: (C), condutancia estomatica (D) e eficiéncia no uso da dgua (E) no estadio
vegetativo (V3), de duas cultivares de soja, BRS16 e E48, apds 10 dias de exposi¢ado

a diferentes potenciais hidricos, simulados com PEG 6000 em solu¢do nutritiva. Médias
seguidas pela mesma letra maitiscula entre tratamentos para uma mesma cultivar e pela mesma letra
minuscula entre linhagens no mesmo tratamento ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Barras representam o erro padrdo da média, n= 4.

A concentragio MDA-TBA (peroxidacdo de lipidios) em células foliares
aumentou em ambas as cultivares apos tratamentos com deficit hidrico. Além disso, a
cultivar E48 teve maior concentracdo de MDA-TBA no tratamento -0,6 MPa que a

cultivar BRS16 (Fig. 5A). A atividade das enzimas SOD, CAT e POX aumentou

significativamente para a cultivar BRS16 apods exposicao ao deficit hidrico -0,3 e -0,6
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MPa enquanto a atividade da APX aumentou apenas no tratamento -0,6 MPa. Para a
cultivar E48 apenas a atividade enzimatica da CAT e POX aumentou apds deficit
hidrico, enquanto a atividade da APX reduziu apds tratamento -0,6 MPa. Entre as
cultivares, a atividade da CAT foi maior para E48 ¢ da POX maior para BRS16. Além
disso, a cultivar BRS16 apresentou maior atividade da SOD e APX para o tratamento
-0,6 MPa (Fig. 5B, C, D e E).

A concentracao de prolina aumentou significativamente em ambas as cultivares
ap6és exposi¢ao ao deficit hidrico, sendo maior na cultivar E48 (Fig. 5F). A
concentragdo de glutationa total aumentou na cultivar E48 apds tratamentos com
deficit hidrico e diminuiu na cultivar BRS16 apo6s tratamento -0,6 MPa. A cultivar E48
apresentou maior teor de glutationa total que BRS16 para o tratamento -0,6 MPa (Fig.

5G).

17



IN)
w
S

18RS 16 A A B
I E48 aA
5 ®
I 0.9 g
= o 201 aB oA
K bA
o k: .
S 061 'E 15
£ 5
< = i
a aA 3B bA 8 10
= 03 ®
aC 54
Fbs—ﬂ
0.0 0
= 15
40 o aA
cl 2 D
= aA g
o
g o :
o 301 aB . E
al
5 10 4
_.E = bA Q 0
= Q
— o
E 8
o) 20 bB §
T be o
5 2 o5 aB a8
£ «© aA aA
2 ] z
5 2 bB
x
<
0 0.0
4.0
—~ 4
<] E aA F
fo- _
[ [
E’ aA = 324
e 3 % oA 2 bA
€ © aB
g 3 T 52
= [} bB
S 2 o
8 S
=1 bB € 16
o aC £ aC aC
a3 g
S 1 bC s ]
g & 0.8
5
a 0.0
Controle v -0,3 MPa v -0,6 MPa
200 G
™
=
< 150 aA
o)) aA — aA
E £
©
e bB bB
£
= 100 be
°
[
©
=
k<]
E 50 4
2
O]
0
Controle v -0,3 MPa v -0,6 MPa

Figura 5. Avaliacio em folhas da concentraciode MDA-TBA (peroxidagdao de
lipidios) (A), atividade das enzimas dismutase do superoxido (SOD) (B), catalase
(CAT) (C), peroxidase do ascorbato (APX) (D), peroxidase total (POX) (E),
concentracgao deprolina (F) e concentragao de glutationa total (G) no estddio vegetativo
(V3), de duas cultivares de soja, BRS16 e E48, apds 10 dias de exposicao a diferentes

potenciais hidricos, simulados com PEG 6000 em solug@o nutritiva. Médias seguidas pela
mesma letra maiuscula entre tratamentos para uma mesma cultivar e pela mesma letra mintiscula entre
linhagens no mesmo tratamento ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Barras

representam o erro padrdo da média, n= 4.
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A concentracdo de MDA-TBA (peroxidacao lipidica) no sistema radicular
aumentou significativamente em ambas as cultivares apos exposi¢ao ao deficit hidrico.
Entre as cultivares, a E48 apresentou a maior concentracdo de MDA-TBA no
tratamento -0,6 MPa (Fig. 6A). A atividade das enzimas SOD, APX e POX aumentou
significativamente na cultivar BRS16, enquanto a atividade da CAT diminuiu na
cultivar E48 apds exposicao ao deficit hidrico. Para BRS16, a atividade das enzimas
SOD, CAT e POX aumentou ap6s o tratamento -0,3 MPa. Entre as cultivares, E48
apresentou maior atividade da enzima APX e POX em todos os tratamentos ¢ maior
atividade de SOD e CAT nos tratamentos controle e -0,6 MPa (Fig. 6B, C, D e E). A
concentragdo de prolina aumentou significativamente na cultivar E48 apos exposi¢do
ao deficit hidrico e para BRS16 houve redugdo significativa apds tratamento de -0,6
MPa. Entre as cultivares observamos que a E48 apresentou maior concentragdo de
prolina no tratamento -0,6 MPa e a cultivar BRS16 apresentou maior concentra¢ao no

tratamento controle (Fig. 6F).
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Figura 6. Avaliacdo em raizes da concentracdo de MDA-TBA (peroxidacdo de
lipidios) (A), atividade das enzimas dismutase do superoxido (SOD) (B), catalase
(CAT) (C), peroxidase do ascorbato (APX) (D), peroxidase total (POX) (E) e
concentracdo de prolina (F) no estddio vegetativo (V3) de duas cultivares de soja,
BRS16 e E48, apos 10 dias de exposigdo a diferentes potenciais hidricos, simulados

com PEG 6000 em solugdo nutritiva. Médias seguidas pela mesma letra maitscula entre
tratamentos para uma mesma cultivar ¢ pela mesma letra mintscula entre linhagens no mesmo
tratamento ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Barras representam o erro padrao
da média, n= 4.

A densidade estomatica aumentou significativamente para ambas as cultivares
apos exposicao ao deficit hidrico. Entre as cultivares, no tratamento controle ndo houve

diferenca significativa, no tratamento -0,3 MRauiltivar BRS16 teve maior densidade
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estomatica, ja no tratamento -0,6 MPa a cultivar E48 obteve maior densidade
estomatica (Fig.7A). Para diametro polar e equatorial dos estdmatos ambas as
cultivares apresentaram reducao no diametro polar com a exposicdo das plantas ao
deficit hidrico, no entanto no tratamento mais severo a cultivar E48 apresentou maior
diametro polar. Para o diametro equatorial a cultivar E48 n&o reduziu
significativamente com a exposi¢éo ao deficit hidrico, ja para a cultivar BRS16 houve
reducdo apenas no tratamento -0,6 MPa. Apenas no tratamento -0,6 MPa teve
diferenca entre as cultivares, no qual observamos que a cultivar E48 apresentou maior

diametro equatorial (Fig.7)C
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Figura 7. Densidade estomatica (A), diametro polar (B) e diametro equ&iGyiab

estadio vegetativo (V3) de duas cultivares de soja, BRS16 e E48, apés 10 dias de
exposicdo a diferentes potenciais hidricos, simulados com PEG 6000 em solucéo

nutritiva. Médias seguidas pela mesma letra maiiscula entre tratamentos para uma mesma cultivar e

pela mesma letraindscula entre linhagens no mesmo tratamento ndo diferem pelo testeegieaTuk
5% de probabilidade. Barras representam o erro padrdo da média, n= 4.

Avaliando-se a anatomia das as folhas, observamos que a espessura do limbo
reduziu na cultivar E48 ap06s exposi¢cao ao deficit hidrico. A espessura do limbo foi
maior na cultivar BRS16 apds tratamento deficit -0,6 MPa (Fig. 8A). A espessura do
parénquima palicadico observamos uma reducao significativa na cultivar BRS16 apos
os tratamentos -0,3 e -0,6 MPa e na E48 apenas ap0s tratamento -0,6 MPa. A cultivar
E48 apresentou maior espessura do parénquima palicadico em todos os tratamentos
(Fig. 8B). A espessura do parénquima lacunoso reduziu apenas para a cultivar E48
apos tratamento com deficit hidrico. Entre as cultivares, BRS16 apresentou maior
espessura do parénquima lacunoso apoés deficit hidrico (Fig. 8C).

A espessura da epiderme abaxial e adaxial das folhas reduziu em ambas
cultivares ap0s deficit hidrico. A espessura da epiderme adaxial foi maior na cultivar

E48 apds os tratamentos -0,3 e -0,6 MPa, enquanto a espessura da epiderme abaxial
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foi maior na cultivar BRS16 apoés tratamento -0,3 MPa (Fig. 8D e E). Houve reducao
na area do peciolo apenas na cultivar BRS16 apds exposicao ao deficiteddrizas

as cultivares apresentaram reducdo na area do feixe vascular do peciolo apds deficit
hidrico. A area do peciolo e area do feixe vascular do peciolo foi maior para a cultivar
BRS16 em todos os tratamentos (Fig. 8F e G).
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Figura 8. Espessura do limbo foliar (A), parénquima palicadico (B), parénquima
lacunoso (C), epiderme adaxial (D) e abaxial (E), area do peciolo (F) e area do feixe
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vascular do peciolo (G) no estadio vegetativo (V3) de duas cultivares de soja, BRS16
e E48, apds 10 dias de exposicdo a diferentes potenciais hidricos, simulados com PEG

6000 em solucéo nutritivaédias seguidas pela mesma letra maitscula entre tratamentos para

uma mesma cultivar e pela mesma letra mindscula entre linhagens pamamtraésamento ndo diferem
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Barras representam o erro padégieda= 4.

5. Discusséo

O estresse por seca em plantas é caracterizado pela perda continua de agua
através da transpiracao e da evaporacao para a atmosfera, enquanto a absorcao de agua
€ diminuida devido a reducéo no teor de agua no solo. A falta de agua em determinados
estadios fenolégicos da cultura de soja pode comprometer os parametros de
crescimento, e consequentemente a producao de grdos (Masoumi et al., 2010).

O aumento da razdo massa seca raiz/parte aérea sugere a alocacdo de
carboidratos em resposta ao deficit hidrico. Essa maior razao para a cultivar BRS16
em todos os tratamentos mostra o maior investimento em formacéo de raiz. Maior
investimento em tecido radicular é uma tentativa para aumentar a condutividade
hidraulica das plantas através do aumento na area de absorcao defég\val(fféa
et al., 2010). Outras modificagcbdes ocorrem para aumentar a expressdo de genes
relacionado ao transporte de agua entre as ceélulas, como os que codificam as
aquaporinas. Em Arabidopsis, a expressado do gene AtPIP, que codifica essas proteinas
de transporte de 4gua aumentou sob condicao de seca. Nas raizes, esse gene € regulado
durante a seca, impedindo o retorno de agua das raizes para o solo e consequentemente,
a perda de agua para o meio (Alexandersson et al., 2010).

Aumentos no volume do sistema radicular, area total do sistema radicular,
raizes com diametro entre 0-3 e maior que 3 mm para a cultivar E48 apés tratamentos
com deficit hidrico evidenciam sua tolerancia a seca. Aumentos nesses parametros ja
foram reportados como caracteristicas de tolerancia a seca em soja (Comas et al., 2013,
Fenta et al., 2014). Adicionalmente, maior densidade e desenvolvimento de raizes
contribuem para maior rendimento na producéo de sementes de soja em condi¢cdes de
seca (He et al., 2016). Por outro lado, a reducdo no numero de raizes com diametro
entre 0-3 e maior que 3 mm na cultivar BRS16 deve-se a diminuicdo no didmetro das
células do cértex e dos tecidos vasculares (xilema e floema) da raiz, resultante da
inibicdo da atividade das células do cambio ou da reducdo no conteudo de DNA
promovido pela diminuicéo da divisdo e expansao celular (Selim e EI-Nady 2011).
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O decréscimo no didametro do caule na cultivar E48 se deve a reducdo de 4gua
nos tecidos que, consequentemente, afeta o crescimento (divisdo) e a expanséo de
células meristematicas e células jovens (Munawartil et al., 2014). Quando ha falta de
agua, o alongamento celular pode ser inibido pela interrupcdo do fluxo de agua do
xilema para as células de alongamento (Gunes et al., 2008). Por outro lado, a redugéo
na taxa de divisdo celular pode reduzir a sintese de novos elementos de vaso e,
consequentemente, diminuir a area envolvida com o transporte de agua pelo caule.

A reducdo na concentracdo dos pigmentos fotossintéticos pode limitar
diretamente o potencial fotossintético e, consequentemente, a producdo primaria
(Terzi et al. al., 2010). Entretanto, no presente trabalho, no tratamento com deficit
houve aumento na concentracdo dos pigmentos cloroplastidicos, principalmente na
cultivar E48, apds deficit hidrico. O aumento na concentracdo dos pigmentos
fotossintéticos, sem grande limitacéo na taxa transpiratdria, explicam a manutencao da
taxa fotossintética por meio da captura constante de energia luminosa em amba
cultivares, apés deficiéncia hidrica; e a maior fotossintese da cultivar E48 frente a
cultivar BRS16. Além disso, o aumento da concentracao de clorofila sob estresse pode
ser associado a tolerancia ao estresse osmatico e a seca, podendo ser utilizado como
critério de selecdo para cultivares tolerantes, como ja relatado em Prunus spp.
(Sorkheh et al., 2012). Adicionalmente, os maiores teores de carotendides foram
obtidos na cultivar E48, apds os tratamentos com deficit hidrico. As clorofilas tem a
funcdo de captacdo de energia luminosa, enquanto os carotendides auxiliam na
absorcéo de luz e na transferéncia da energia radiante para os centros de reacdo, sendo
assim chamados de pigmentos acessorios, podendo igualmente funcionar como
elementos fotoprotetores através da dissipacéo térmica do excesso de energia (Rong-
Hua et al., 2006

A reducédo na superficie foliar observada em ambas cultivares apés tratamento
com PEG a -0,3 e -0,6 MPa, ¢é consequéncia da reducao do tamanho das células e do
aumento na espessura do tecido vascular e da parede celular (Guerfel et al., 2009).
Essas alterac6es promovem reducdo da superficie transpiratoria, permitindo a planta
sobreviver sob condi¢cbes de deficiéncia hidrica (Stolf-Moreira et al., 2010).

A condutancia estomatica e a concentracao interna de carbono foi semelhante
para ambas as cultivares no estresse mais severo. A limitacdo hidrica reduz o potencial

osmoético das células pela sintese de substancias osmoticamente ativas ou pela
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concentracdo no citoplasma (Nakayama et al., 2007). Em resposta a essa alteracéo,
muitas plantas diminuem a gs e a transpiracao.

O fechamento dos estbmatos é o principal mecanismo através dos quais as
plantas percebem a restricdo de agua no solo. Sendo este, a primeira e imediata
resposta ao déficit hidrico que regula a reducdo das perdas de 4gua da planta para a
atmosfera. No entanto, o fechamento dos estdmatos também € a principal causa da
diminuicao da fotossintese devido as taxas de assimilacao de carbono serem reduzidas
(Mak et al., 2014). Sendo assim, o fechamento estomatico ajuda a manter maior
potencial hidrico foliar e, portanto, o teor de agua da folha, induzindo reducédo na
fotossintese e por fim crescimento da planta. No entanto, nossos resultados sao
opostos, pois mostram que as cultivares avaliadas naaatieaadaxa fotossintética
com a deficiéncia hidrica.

A limitacdo hidrica promove fechamento estomatico, resultando em menor
assimilacao de C£e portanto menor concentracdoCieas folhas. A reducao ri
causa desequilibrio na atividade fotoquimica do fotossistema Il e no requerimento de
elétrons para a fotossintese, podendo aumentar os danos as moléculas de clorofilas dos
centros de reacdo (Flagella et al., 1995). Entretanto, neste trabalho o fechamento
estomatico interferiu sobre a Ci, para ambas as cultivares, apenas no tratamento de
deficiéncia hidrica mais severa, ja a taxa transpiratéria e a taxa fotossintética sle amba
as cultivares ndo apresentou modificacfes com a expasilgiiziéncia hidrica.

O aumento da eficiéncia no uso da agua (EUA) nas duas cultivares, nas
condi¢bes de maior estresse hidrico, podem estar associadas ao maior controle da
abertura estomética, bem como a sintese de substancias osmoticamente ativas, como a
prolina cuja concentracdo aumentou na raiz da cultivar E48 e nas folhas de amba
cultivares. Aumento no teor prolina sob estresse ja foi comprovada e seu acumulo tem
papel importante na protecdo da estrutura proteica, regulacéo do status redox, ajuste
osmotico e atividade das enzimas do estresse antioxidativo (Alam et al., 2009).

O sistema antioxidativo das plantas é outro mecanismo de tolerancia a seca,
pois controlam os teores das espécies reativas de oxigénio (EROs) (Sharma et al.,
2012). As EROs séo fundamentais na sinalizagdo a estresses bidticos ou abioticos,
regulando diversas respostas em nivel celular (Sharma et al., 2012). A cultivar E48
apresentou maior atividade da enzima CAT em raiz e folha e em praticamente todas
as condi¢cdes testadas. Esta enzima € responsavel pela convers@p elo Hxigénio

e agua (Mgller, 2001). O8> é produzido nos cloroplastos e peroxissomas durante a
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fotossintese e na mitocondria durante a respiracdo (Sofo et al., 2015). O aumento na
producdo de bkD- foi relatado sob condicbes de estresse bidtico e/ou abidtico tais
como patégenos, ferimentos, irradiacdo UV, exposicao a luz intensa e seca (Sharma et
al., 2012). O aumento na disponibilidade d€®Hinduz genes responsivos para a
sintese de CAT justificando o aumento na sua atividade. Sob condi¢cdes de seca,
geralmente associada a altas temperaturas, as condi¢gfes para fotossintese sao afetadas,
e a fotorespiracdo possibilita a continuidade na assimilacdo de carbono, porém ha
formacdo HO. como subproduto, sendo assim a CAT tem papel fundamental na
fotorespiracéo, sob condi¢cbes de seca, pois atua na remocaO-durétiuzido (Sofo

et. al., 2015). Nestas condicdes, a fotorespiracao funciona como dissipador de energia,
evitando a inibicdo da cadeia de transporte de elétrons e a fotoinibicdo (De Pinto et al.,
2013). Portanto, o aumento na atividade da CAT tem papel fundamental na
fotossintese sob condi¢cdes de estresse, e pode explicar a manutencdo das taxas
fotossintéticas observadas nos dois cultivares, principalmente na E48.

A atividade da enzima POX aumentou em asrdsacultivares apés o deficit
hidrico, sendo maior no sistema radicular da cultivar E48 e em folhas da cultivar
BRS16. A peroxidase é uma classe de enzimas presente em tecidos animais, vegetais
e microorganismos que catalisa a oxidoreducdo &0, Hom redutores como o
ascorbato e a glutationa e participa de processos fisioldgicos, tais como lignificacao,
suberizacdo, formacdo de componentes da parede celular, catabolismo de auxinas e
senescéncia (War et al., 2012). Esta enzima também esta envolvida nos processos de
defesa das plantas, pois elimina @Okl produzido durante estresse. Essas
caracteristicas sugere a importancia da peroxidase na tolerancia ao estresse oxidativo
em plantas sobre estresse por seca (War et al., 2012).

As atividades da APX e CAT vem sendo associadas, uma vez que o substrato
de ambas é o mesmo. Podemos observar, principalmente na raiz da cultivar E48, que
a reducado na atividade da CAT foi acompanhada de aumento na atividade da APX,
demonstrando que em condicbes nas quais a CAT ndo € capaz de metabolizar
eficientemente o pD,, a APX auxilia na remogdo. Aumento na concentragcéo
citossolica de kD> € extremamente danoso, pois@blatravessa a membrana celular
por simples difusdo ou através das aquaporinas para locais distantes de sua producao
(Sofo et al., 2015). Em condicdes de seca, a expressao de genes que sintetizam a APX
€ rigorosamente regulado explicando o aumento na atividade dessa enzima (De Pinto

et al., 2013). O aumento na expresséo de genes que codificam APX s&o importantes
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também na manutencdo da homeostase do ascorbato (AsA) e glutationa (GSH),
antioxidantes ndo-enzimaticos que auxiliam na manutencao do status redox da célula.
Além disso, o AsA esta envolvido em outras funcdes, como crescimento e regulacéo
de compostos antioxidantes ligados a membrana (Chen et al., 2012). Plantas de tabaco
submetidas ao deficit hidrico simulado por PEG 6000 também tiveram aumento na
atividade de APX, sendo encontrado aumento na expresséao dos genes envolvidos com
a sintese da APX, bem como em sua atividade (Kausar et al. 2012).

A atividade da SOD aumentou em ambas cultivares, sendo maior nas raizes da
E48 e nas folhas da BRS16. A SOD é considerada a primeira barreira de combate as
EROs, pois além de estar presente em varios compartimentos celulares, converte o
radical anion superéxido em peréxido de hidrogénio, evitando assim a formacao do
radical hidroxila (Gill e Tuteja, 2010). Portanto, a atividade da SOD ¢é fundamental
para a manutencéo da concentracao do radical hidroxila em niveis que ndo danifiquem
a membrana e demonstra sua importancia na tolerancia a seca (Zhang et al, 2010).

Os resultados das atividades enziméticas de SOD, CAT, POX e APX indicam
sua atuacdo conjunta no combate ao estresse causado pelo deficit hidrico, no qual a
E48 foi mais eficaz na remoc¢éo das EROS, principalmente no sistema radicular. Além
disso, a cultivar E48 apresentou maiores atividades enzimaticas, tanto em folha quanto
em raiz, na maioria dos tratamentos controles, demostrando que, em condicdes
normais, este cultivar ja apresenta carga endoégena enzimatica para combater um
possivel estresse oxidativo, caracterizando mecanismo de tolerancia para esse cultivar.

O aumento do teor de glutationa total nas folhas da cultivar E48 e sua reducéao

nas folhas da BRS16, apds imposicao ao deficit hidrico, evidencia mais um mecanismo
de tolerancia da E48, visto que esse metabdlito atua ativamente contra o estresse
oxidativo. Além das defesas antioxidativas enzimaticas, varios tiois protéicos e néo
protéicos contribuem para a tolerancia de plantas a estresses abi6ticos (Colville e
Kranner, 2010). Nesse contexto, a molécula de glutationa (GSH) € um tiol ndo protéico
com propriedades antioxidativas, atuando na protecdo de plantas sob estresse por
salinidade (Zagorchev et al., 2013), seca (Pyngrope et al., 204B) ékumar et al.,
2012) ja foram comprovados. A GSH atua como doadora de elétrons para que o
sistema de defesa enzimatico elimine as EROs do interior das células (Koffler et al.,
2014).GSH esta presente em varios compartimentos celulares e nos cloroplastos tem
papel fundamental, pois protege o aparelho fotossintético de possiveis danos
oxidativos (Gill e Tuteja, 2010).
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As concentragfes de prolina nas raizes da cultivar E48 e nas folhas de amba
cultivares aumentaram apos deficit hidrico. Este soluto osmoticamente ativo auxilia
nas respostas das plantas ao estresse oxidativo (Rejeb et al., 2014). A prolina esta
associada a reducgéo nos niveis d@t¢ MDA e ao aumento na atividade de enzimas
antioxidativas. Portanto, a prolina pode atuar como molécula de regulacdo e/ou
sinalizacao capaz de alterar a expresséo de genes relacionados a enzimas antioxidantes
envolvidos a resposta ao estresse em plantas (Carvalho et al., 2013). Além disso, a
prolina promove o reajuste osmaotico, contribuindo para a reducéo do potencial hidrico
das plantas, e permite que estas continuem absorvendo agua (Recchia, 2011).

A cultivar E48 apresentou maior taxa de peroxidacdo lipidica nas raizes e
folnas apds deficit hidrico de -0,6 MPa, embora tenha demonstrado bom
funcionamento do aparato antioxidante. Resultados semelhantes para as mesma
cultivares e agente estressor foram encontrados por Gomes (2009). Os mecanismos
antioxidantes sao essenciais no combate as EROs, visto que estas afetam as
membranas biolégicas através da peroxidacdo lipidica. A peroxidacdo lipidica &
estimada pelos niveis de MDA e estd associada a oxidacdo de &cidos graxos
insaturados que desestrutura a membrana e pode resultar no extravasamento de
eletrélitos (Alonso et al., 1997). A concentracdo de MDA em acesso de Arabidopsis
transformada para tolerancia a seca nao variou, enquanto no acesso selvagem houve
acréscimo (Khan e Komatsu, 2016) diferindo dos nossos resultados. Esse fato supde
que a tolerancia da cultivar E48 ao estresse hidrico possa estar relacionada a outras
rotas fisiol6gicas e ndo apenas a producao MDA.

A eficiéncia dos mecanismos antioxidantes, dos ajustes metabdlicos e da
sinalizacao molecular permitem que as plantas modifiquem caracteristicas anatdmicas
como resultado da sua capacidade de tolerar o estresse. O indice estomatico, o tamanho
e numero médio dos estdmatos e das células epidérmicas variam na soja em resposta
ao estresse por seca (Boughalleb et al., 2014). A densidade estomatica aumentou em
ambas cultivares apos a exposicao ao deficit hidrico. A cultivar E48 mostrou resposta
mais lenta ao estresse para esta caracteristica. O controle estomatico € importante na
otimizacao do uso da agua em condi¢des de seca. O aumento no nimero de estbmatos
e reducdo em seu tamanho pode aumentar a eficiéncia no uso da agua, visto que havera
menor abertura estomatica para promover a entrada gle £€aida de @, tornando

0 processo de abertura mais eficiente (Pearce et al., 2006), o resultado desta pesquisa
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mostra que a cultivar BRS16 apresentou menor tamanho dos estdmatos no estresse
mais severo, pois apresentou menor diametro polar e equatorial.

Uma vez que a folha é o principal 6rgao de dreno de agua, varias modificacdes
estruturais podem ocorrer a fim de economizar agua. Essas alteracfes irdo variar de
acordo com a espécie (Al-Khalifah et al., 2006). As espécies Cenchrus ,ciliaris
Ctenanthe setosaTriticum aestivum apresentaram reducao na espessura do mesofilo
guando foram submetidas a deficiéncia hidrica (El-Afry et al., 2012). Os resultados
desta pesquisa mostraram reducéo na espessura do limbo para cultivares tolerante apos
déficit hidrico. A reducdo nas dimensfes da folha é consequéncia da reducdo do
tamanho das células e decorrente da menor turgescéncia necesséria para a expansao
(Ogbonnaya et al., 1998). Esta alteracdo pode ser interpretada como um mecanismo
de tolerancia das folhas para manter o turgor (Burghardt et al., 2008).

Algumas espécies tém a capacidade de dobramento do limbo, reduzindo assim
Sua espessura como estratégia de tolerancia a deficiéncia hidrica (Farrant et al.,1999).
Deficit hidrico prolongado, cerca de 30 dias, reduziu a espessura do limbo e espessura
do mesodfilo de A gombiformis, (Al-Khalifah, et al., 2006). Resultados semelhantes
foram encontrados neste trabalho no qual observamos redugdes na espessura do limbo
foliar, parénquima palicadico, parénquima lacunoso, epiderme adaxial, epiderme
abaxial e area de feixe vascular para ambas cultivares. Ja para area do petslo ape
a cultivar BRS16 apresentou reducao.

A reducdo na area do tecido vascular em ambas as cultivares sugere maior
capacidade das plantas em manter o transporte de agua e reducéo da possibilidade de
cavitacao sob deficiéncia hidricana vez que a embolia € uma das principais causas

de morte das plantas durante a seca (Choa et al., 2016).

6. Concluséo

Os tratamentos mostram que as duas cultivares responderam de forma distinta
para a exposi¢do aos diferentes niveis de deficit hidrico, simulado pela adi¢do de
polietilenoglicol (PEG6000). A adicdo do PEG6000, promoveu a reducéo do potencial
hidrico para ambas as cultivares. Assim, observamos a cultivar BRS16 apresentou
maior relacdo massa seca raizes/parte aérea. As cultivares ndo apresentarars alteracde

na taxa fotossintética e transpiratoria apos os tratamentos. Para eficiéncia no uso da
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agua e concentracdo de carbono interno, houve aumento e reducao, respectivamente,
para ambgas cultivares.

A peroxidacéo lipidica e a atividade da enzimas CAT, POX, SOD e APX foi
maior nas amostras da cultivar E48, principalmente no deficit hidrico severo. A
anatomia das folha evidenciou que a cultivar E48 apresentou maior densidade
estomatica, e maior didmetro polar e equatorial no tratamento mais severo. A cultivar
BRS16 apresentou aumento no parénquima lacunoso, ja a cultivar E48 apresentou
maior reducdo na espessura o limbo, maior espessura do parénquima palicadico e
epiderme adaxial, menor area dos feixes vascular do peciolo e menor area de secao

transversal do peciolo.
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