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RESUMO

FRAIZ, Ana Carla Resende, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2015.
Importancia da respiracao radicular na tolerancia ao déficit hidrico em soja.
Orientador: Marcelo Ehlers Loureiro. Coorientadores: Dimas M. Ribeiro e Wagner L.
Araujo

O objetivo deste trabalho foi melhor compreender os mecanismos radiculares que
tornam a cultivar de soja Embrapa 48 mais tolerante a seca que a cultivar BR16, e
testar a hipétese de que diferencas na respiracdo radicular entre estes genotipos
contribuem para esta tolerancia diferencial. Foram conduzidos dois experimentos, no
primeiro as plantas foram avaliadas em condi¢cées de plena irrigagdo (controle) ou
submetidas a déficit hidrico, imposto pela suspenséo da irrigacéo, até alceunpar
potencial hidrico na antemanha (Yam) de -1,0 £ 0,1 MPa e -1,5 + 0,1 MPa, valores

que caracterizam uma condicdo de estresse moderado e severo em soja
respectivamente. Além desses tratamentos, um quarto grupo foi mantido para serem
reirrigadas apés alcancarem o déficit severo. O segundo experimento foi realizado para
avaliar o efeito do acido abscisico (ABA) e de seu inibidor (fluridona) na tolerancia a
seca nhas cultivares de soja Embrapa 48 e BR 16. O ensaio foi conduzido como descrito
acima, com a diferenca que o ABA (50uM)afluridona (50 pM) foram aspergidas

nas folhas e na regido do coleto a partir da imposicdo do estresse. A cultivar tolerante
retardou a desidratacdo foliar apresentando maior fotossintese liquida no estresse
severo e apoés a reirrigacdo, além de maior eficiéncia do uso da agua. A cultivar
tolerante também possuiu maior respiracéo radicular mas ndo alterou sua arquitetura
radicular sob estresse, excluindo um papel do sistema radicular como um mecanismo
de escape ao estresse. Maior nivel de mecanismos antioxidativos radiculares
contribuem para a tolerancia a seca, como aumento do teor de ascorbato e de
antioxidantes enzimaticos como catalase, APX, SOD e GR. A maior respiracao
durante o estresse hidrico na cultivar tolerante foi associado com alteracbes na
expressao génica. Além disso, a cultivar Embrapa 48 obteve maior atividade de
algumas enzimas respiratorias analisadas. O estresse hidrico afetou diferentemente
varios hormaonios radiculares, aumentando ABA e reduzindo AIA e MeJA. O estresse
hidrico promoveu aumentos nos teores de acidos organicos e aminoacidos nas raizes
da cultivar tolerante, e menores niveis de NAD+ sob estresse severo e reirrigacao. A
aplicacdo exogena de ABA reduziu a fotossintese e aumentou a respiracdo radicular

sob estresse e afetou diferentemente o metabolismo de aminoacidos e agucares entre
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as cultivares com diferengas na resposta de tolerancia estudados aqui. A fluridona
reduziu a fotossintese e respira¢do nos dois gendtipos e afetou pouco os niveis de ABA
nas raizes. Além disso, de forma geral, a aplicacdo de fluridona proporcionou
aumentos nos teores de aminoacidos e acidos organicos em ambas cultivares. A partir
dos diferentes testes realizados para estudar o mecanismo diferencial de tolerancia a
deficiéncia hidrica entre as duas cultivares, verificou-se que para as raizes de soja a
maiores taxas respiratérias e o eficiente metabolismo antioxidativo foram essenciais

para maior tolerancia da cultivar Embrapa 48.
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ABSTRACT

FRAIZ, Ana Carla Resende, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2015.
Importance of root respiration for water deficit tolerance in soybean Adviser:
Marcelo Ehlers Loureiro. Co-advisers: Dimas M. Ribeiro and Wagner L. Araujo

This study aimed to better understand the root mechanisms in soybean that render
cultivar Embrapa 48 drought tolerance, in comparison with drought-sensitive BR16,
and to test if root respiration is related to differential drought responses observed in
both cultivars. Two experiments were conducted simultaneously. First, plants were
evaluated under regular irrigation conditions (control), and under water deficit
imposed by withholding irrigation until the pre-dawn leaf water potential reached
(Yam)-1.0 £ 0.1 MPa (moderate stress)-dr5 = 0.1 MPa (severe stress). Severe
stressed plants from both cultivars were also evaluated after their complete
rehydration. Second, effects of abscisic acid (ABA) and fluridone (ABA biosynthesis
inhibitor) on drought tolerance were tested. ABA (50uM) or fluridone (50uM) were
sprayed daily onto leaves and stems of both cultivars when moderate and severe
drought stress imposition started. The drought tolerant cultivar presented a delay in
leaf water dehydration, and higher values of net photosynthesis rate and water use
efficiency under severe stress, and after rehydration. Drought tolerant cultivar also
presented greater root respiration, but no changes in root architecture under stress were
observed, excluding the importance of root system in drought avoidance. Higher levels
of root antioxidant mechanism improve drought tolerance, as seen by the increase in
ascorbate content and activities of antioxidative enzymes catalase, APX, SOD and GR.
Under stress, the higher level of respiration observed in the drought tolerant cultivar
was associated with changes in gene expression. Moreover, Embrapa 48 had greater
activities of some respiratory enzymes evaluated. Water stress influenced differently
plant hormone levels in roots, such as increase in ABA and decrease in IAA and MeJA.
There was an increase of levels of organic acids and amino acids, and a decrease of
NAD+ in roots of the tolerant cultivar, under severe stress and after rehydration.
Exogenous application of ABA decreased photosynthesis and increased root
respiration under stress, and differently affected amino acid and sugar metabolism in
both cultivars. Fluridone decreased photosynthesis and root respiration of both
cultivars, and little affected ABA levels in roots. In addition, fluridone led to an

increase of amino acids and organic acids in roots of both cultivars. Altogether, our
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data indicate that higher levels of root respiration and an efficient antioxidant
metabolism were essential to provide soybean cultivar Embrapa 48 greater tolerance

to dehydration.



1. INTRODUCAO

A deficiéncia hidrica tem efeito inibitorio nas taxas fotossintéticas, porém o
efeito na respiracdo pode ser variavel. As taxas respiratorias podem diminuir, se
manter, ou até aumentar diante do estresse hidrico. Essas respostas vao depender do
orgdo da planta e da espécie em questdo. Nas raizes, o estresse hidrico quase sempre
inibe a respiracao, ja em folhas maduras as respostas sao variaveis. Esta diversidade
no comportamento respiratorio sob déficit hidrico pode ser resultado da atuacéo de
diferentes mecanismos de tolerancia (ATKIN; MACHEREL, 2009). Assim, em se
tratando de raizes, a manutencao da respiracdo durante o estresse parece tér um pape
decisivo na sobrevivéncia da planta, pois auxilia na ativacdo de mecanismos de
respostas ao estresse.

A mitocondria, organela fundamental das células eucariotas, € quem prové a
energia necessaria para as atividades celulares, sendo a respira¢éo sua fungdio primari
(MILLAR et al., 2011). Além de prover energia para o metabolismo celular, a
mitocdndria esta associada a inUmeros processos celulares, tais como, metabolismo de
nitrogénio, metabolismo de lipideos e de proteinas, metabolismo secundario,
manutencédo da homeostase redox e sinalizacdo (ARAUJO et al., 2014; FERNIE et
al., 2004; VAN DONGEN et al., 2011). A eficiéncia das taxas de fotossintese e
fotorrespiracdo também sédo dependentes destas vias respiratérias (SWEETLOVE et
al., 2006). Assim, muitos estudos tém sugerido um importante papel da respiracao na
regulacao da fotossintese, podendo atuar, por exemplo, como fornecedor de ATP para
a sintese de sacarose (NUNES-NESI et al., 2011; RAGHAVENDRA; PADMASREE,
2003) e como dissipador do excesso de poder redutor produzido nos cloroplastos
(BARTOLI et al., 2005; TANIGUCHI; MIYAKE, 2012).

Além da rota convencional (que compreende a glicolise, o ciclo do acido
tricarboxilico e a cadeia transportadora de elétrons) as vias respiratérias possuem
diversas rotas alternativas, o que as tornam um mecanismo flexivel e esseacial par
diversas situagfes (FERNIE et al., 2004). Em resposta as alteragbes metabdlicas na
célula e a demanda energética, mudancas na morfologia e na capacidade respiratoria
das mitocondrias sdo comumente observadas. Assim, essa organela é dinamicamente
ajustada para atender de forma especifica as necessidades energéticas dos diferentes
tecidos (JACOBY et al., 2012). Logo, a grande adaptabilidade das mitocéndrias é

importante na maneira como as células respondem a estimulos ambientais,
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principalmente sob condi¢cdes adversas. Essas condi¢cdes sub-Otimas alteram o
metabolismo, crescimento e desenvolvimento dos vegetais, e quando extremos, podem
conduzir a morte. Sob condicbes sub 6timas, a mitocondria se destaca como um
importante mecanismo para auxiliar no sistema de defesa e de tolerancia da planta
(ARAUJO et al., 2014). Assinastaxas respiratorias sédo fatores determinantes para o
crescimento sob uma gama de fatores estressantes, como temperatura, umidade e
salinidade.

O estresse oxidativo celular acontece quando ha um desbalanco entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e a de antioxidantes. O estresse
oxidativo € um fator chave nos fenémenos de estresses abibticos e bidticos. A
producdo de EROS (por exemplos, H.O,, 'O;) ocorrem, além de outros, em
cloroplastos e mitocondrias. Atualmente, muitos estudos tém investigado as mudancas
presentes na mitocondria durante estresses oxidativos, registrando-se assim o eficiente
papel dessa organela na inducdo de antioxidantes e resisténcia ao estresse,
desempenhando, portanto, a importante funcdo de sensor de estresses ambientais
(DUTILLEUL, 2003; HANQING et al., 2010; LEHMANN et al., 2012; NOCTOR
et al., 2007).

A mitocOndria possui diferentes estratégias que estao associadas a uma defesa
eficiente contra estresse oxidativo. A primeira linha de defesa é evitar a producédo de
EROS (espécies reativas de oxigénio), mantendo a cadeia de transporte de elétrons
devidamente oxidada. A segunda e terceira defesas sao, respectivamente,
desintoxicacdo das EROS e o reparo das perdas geradas pelas EROS. Para realizar as
duas ultimas defesas sdo necessarios 0s antioxidantes, tais como peroxidase do
ascorbato, catalase e glutationa, cuja sintese pode ser controlada pela respiracdo
(PAVENTI et al., 2006), e as vias alternativas da respiracdo como a oxidase alternativa
(AOX), proteina desacopladora (UCP) e os canais de potassio (SWEETLOVE et al.,
2006; VAN AKEN et al., 2009) .

As plantas apresentam, na cadeia de transporte de el@itooendrial, uma
via ndo conservadora de energhasim, a respiracdo dependente da AOX nao esta
associada com conservacdo de energia, proporcionando flexibilidade da cadeia de
transporte de elétrons. Isto pode ampliar as condicdes metabdlicas sob as quais a
respiracdo pode funcionar efetivamente, permitindo a transicdo de um metabolismo
catabdlico para um anabdlico (VANLERBERGHE et al., 2009). Nesse contexto, em
alguns casos, a atividade da AOX pode ser necessaria para: prover adequadamente
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intermediarios da respiragdo para biossintese, consumir excesso de carboidratos,
superar as limitacdes relacionadas a ADP/Pi durante o crescimento com P limitado e
regular niveis de piruvato (VAN AKEN et al., 2009). Para avaliar o impacto da AOX

na tolerancia a estresse, muitos estudos tém lancado mé&o das técnicas de genética
reversa e transgenia. De forma geral, os resultados apresentados indicam que ao inibir
AOX a sensibilidade ao estresse aumenta (WANG; VANLERBERGHE, 2013).
Considerando que a mitocondria tem grande papel como sinalizador de estresse,
(VANLERBERGHE et al., 2009) sugerem que a atividade da AOX define o quao forte
sera a sinalizacao do estresse.

O déficit hidrico afeta as funcdes metabdlicas, fisiolégicas e o crescimento da
planta. Por ser o primeiro 6rgéo a detectar as mudancas das condi¢des do solo, a raiz
€ essencial nas respostas a seca. Sob condicdes normais, a raiz absorve agua e
nutrientes do solo que vao suplementar o corpo da planta, desempenhando assim um
papel central na manutengéo da homeostase celular (GHOSH; XU, 2014). No entanto,
o sistema entra em desequilibrio diante de um estresse, induzindo a raiz a adotar uma
série de modificacBes estruturais e funcionais. Como exemplo dessas modificacdes
incluem alteracbes moleculares, celulares, metabodlicas e fenotipicas (PEREZ-
ALFOCEA et al., 2011). AlteracOes essas que podem ser acompanhadas, dentre outras,
por meio de proteémica.

Mudancas no perfil proteico do sistema radicular sob condicoes ambientais
desfavoraveis tém sido analisadas em varias espécies, como soja (TOORCHI et al.,
2009), trigo (DEMIREVSKA et al., 2008) e cana (JANGPROMMA et al., 2010).
Nesse sentido, MESQUITA (2013) realizou trabalhos de déficit hidrico com duas
cultivares de soja contrastantes quanto a tolerancia a seca, sendo uma sensivel (BR16)
e outra tolerante (Embrapa 48). Analises de proteoma e metaboloma das raizes
demonstraram que a expressao de proteinas e metabdlitos respiratérios sdo maiores na
cultivar tolerante, fornecendo evidéncias de que existe uma menor reducédo da
respiracdo sob déficit hidrico, o que parece contribuir substancialmente para o
mecanismo de tolerancia a seca.

A raiz tem a capacidade de perceber rapidamente as mudancas abidticas que
ocorrem no solo, como contetdo de agua, de oxigénio e de nutrientes. A sensibilidade
da raiz as alteracdes hidricas é uma importante adaptacdo da planta ao déficit hidrico
(SCHACHTMAN; GOODGER, 2008). Por meio do xilema, os sinais de seca sdo

transmitidos a folha que desencadeia uma série de respostas, como reducao da perda
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de 4gua e do crescimento (PEREZ-ALFOCEA et al., 2011). O &cido abscisico (ABA)
€ um exemplo de sinalizador de estresse da raiz para a parte aérea (ALBACETE et al.,
2014).

A producdo de ABA na raiz e o transporte para as folhas € um importante
mecanismo para sinalizar o status hidrico do solo, induzindo fechamento estomatico e
por consequéncia diminuindo a transpiracdo (RIBEIRO et al., 2009). Além disso, a
producdo de ABA na raiz faz com que o crescimento radicular seja mantido,
favorecendo a absorcéo de agua no solo (WILKINSON et al., 2012). O ABA apresenta
um importante papel na adaptagdo das plantas aos diferentes estresses ambientais,
atuando na sinalizacao de tradugcao de compostos, na regulagéo de transcritos e genes
relacionados a protecdo da planta (LI et al.,, 2010), e, mais especificamente, na
regulacdo das vias alternativas da respiracdo (AOX e UCP) (MILLAR et al., 2011).
Um exemplo do ABA agindo em respostas a situacdes adversas é o trabalho de
MESQUITA (2013). Nele, a autora encontrou maiores teores de ABA diante do
estresse hidrico em plantas de soja, sendo 0s maiores teores registrados no genotipo
tolerante. Os altos niveis de ABA foram associados a maior protecdo ao estresse
oxidativo e, potencialmente, na maior condutividade hidraulica.

Muitos mecanismos de tolerancia a seca ja foram estudados, no entanto, pouca
atencdo foi dada as respostas das raizes frente ao déficit hidrico, principalmente no que
diz respeito a metabolismo respiratério e antioxidativos destes tecidos. Essa tese
objetivou estudar o papel da respiracao radicular e do ABA como mecanismo de
tolerancia a deficiéncia hidrica em dois gendtipos contrastantes de soja quanto a

tolerancia a seca: Embrapa 48 (tolerante) e BR 16 (sensivel).



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal, condi¢des de crescimento e aplicacdo dos tratamentos

2.1.1 Experimento 1

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo com temperatura ambiente
de 25 + 5°C e umidade relativa de 60 + 20%. Sementes de soja das cultivares Embrapa
48 (cultivar tolerante ao déficit hidrico) e BR 16 (cultivar sensivel ao déficit hidrico)
foram colocadas para germinar em rolo de papel em BOD (Biochemical Oxigen
Demand) a 3W por uma semana. Em seguida, as plantulas foram transferidas para
vasos de 10 litros contendo substrato comercial. Cada vaso haviam 3 plantulas.

Ao atingirem o estadio de desenvolvimento V4 (terceiro trifélio
completamente expandido) (FEHR; CAVINESS, 1977), as plantas foram avaliadas em
condicdes de plena irrigacdo (controle) ou submetidas a déficit hidrico, imposto pela
suspensao da irrigacdo, até alcangarotencial hidrico na antemanha (Wam) de —
1,0+0,1 MPa e -1,5 + 0,1 MPa, valores que caracterizam uma condi¢do de estresse
moderado e seveem soja, respectivamente, definidos em estudos preliminares com
0s mesmos genotipos (MESQUITA, 2013). Para avaliar a resposta a seca, um quarto
grupo de plantas foi mantido para serem reirrigadas quando alcancaram o déficit

severo. Apos 5 dias de reirrigacéo as plantas foram avaliadas.

2.1.2 Experimento 2

Um segundo experimento foi realizado para avaliar o efeito da aplicacao
exdgena de ABA e de seu inibidor (fluridona) na tolerancia a seca nas cultivares de
soja Embrapa 48 e BR 16. A fluridona atua como inibidor da biossintese da ABA, nas
rota de sintese de carotenoides. O ensaio foi conduzido como descrito acima, com a
diferenca que ABA (50uM) ou fluridona (50 pM) foram aspergidas uma vez ao dia
(as 9:00) em todas folhas e na regido do coleto a partir da imposicdo do estresse.
Durante a aplicagédo do ABA ou fluridona, as plantas dos demais tratamentos eram
protegidas, de forma a garantir que ndo houvesse contaminacao.

Por ocasido da coleta, as raizes de soja foram lavadas e condicionadas em
envelopes de papel aluminizado, congeladas em nitrogénio liquido, e armazenadas a

80°C, até posterior analise.



O delineamento experimental utilizado foi blocos inteiramente casualizados
(DIC), com 5 repeticdes. Os dados forsubmetidos a um teste de médias, Tukey a 5
% de probabilidade.

2.2 Determinacao de trocas gasosas

A taxa de assimilacéo liquida do £€@), a condutancia estomatica ao vapor
d’agua (gs), a taxa transpiratori&j e razéo interna e externa de carbono (r&zéca)
foram determinadas nas folhas mais jovens completamente expandidas a partir do
apice, por intermédio de um analisador de gases a infravermelho (IRGA; modelo
portatil LI-6400xt, LI-COR Biosciences Inc., Lincon, Nebraska, USA). As medicfes
aconteceram entre 08:00 e 11:00 a.m., em casa de vegetacao, utilizando radiacéo
fotossinteticamente ativ&AR) constante (1000 pmol fotons m2s?), e 400 umol C®
mol?, temperatura e umidade ambiente. A eficiéncia instantanea do uso da agua foi

calculada pela raz84E e a eficiéncia de carboxilacao pela ra2#oi.

2.3 Teor relativo de agua

Para determinacao do teor relativo de agua (TRA) foram retirados 3 discos
foliares (5 mm de diametro) de cada plaetpesadas para obter valores da massa
fresca. Os discos pesados foram transferidos para placas de Petri e peameaecer
temperatura ambiente submersos em agua destilada por um periodo de 4 h. Apés esse
periodo, os discos foram dispostos em papel de filtro para retirar o excesso de agua e
em seguida pesados hovamente para determinar a massa targida. Em seguida, os discos
foram levados a estufa a 70 °C até obtencdo da massa constante e posteriormente
determinada a massa seca. Os resultados estdo expressos em porcentagem, conforme
férmula de SLAVICK (1979) descrita abaixo:

TRA (%)= MF1-MS x 100
MF2- MS

TRA: teor relativo de agua

MF1: matéria fresca



MF2: matéria turgida, apos 4h de saturacdo em agua destilada
MS: matéria seca, determinada ap0s aproximadamente 24h em estufa

2.4 Respiracao radicular

Ao fim da aplicagcdo dos tratamentos, fragmentos radicu(ates0 mg do
apice da raiz) foram coletados, lavados, pesados e levados imediatamente para
quantificacdo da respiracdo. A respiracao radicular foi inferida por meio de consumo
de Q@ utilizando um eletrodo de oxigénio tipo Clark (Hansatech LD2/3 leaf
discelectrode unit). A evolucéo do consumo déobacompanhada durante 5 minutos.
A taxa de consumo de oxigénio esta expressa em nmelamm8&umido por grama de

matéria fresca de raiz.

2.5 Andlise morfolégica das raizes

As raizes foram lavadas em agua e armazenadas em recipientes de plasticos de
300mL contendo alcool etilico 25 % e mantidas a temperatura ambiente. Diferentes
parametros morfolégicos foram determinados por andlise de imagens obtidas atraves
do programa WinRhizo (WinRhizo Pro, Régent Instruments, Québec, Canada). As
imagens do sistema radicular foram capeturadas através de um scanner (Image scanner
Il com imagem DPI 23,6 pixels.m# que continha uma cuba de acrilico de 20 cm
de largura por 30 cm de comprimento contendo 4gua, onde as raizes foram dispostas.
A utilizacao deste acessorio permitiu a obtencédo de imagens, evitando a sobreposicéo
das raizes, caracterizando um método muito preciso. Foram determinados o

comprimento, diametro, volume e area superficial.

2.6 Perfil metabdlico

Para a extracdo dos metabdlitos, o material vegetal foi pulverizado em
nitrogénio liquido, pesado (cerca de 200 mg) e acondicionado em microtubd._j2,0
Acrescentolse 1,5 mL de solucdo extratora gelada (-20 °C) contendo
agua:metanol:cloroférmio (1:2,5:1), adicionargoe cada amostra 60 pL de ribitol
como padréo interno (0,2 nmglL! em agua ultra pura), seguido por vortex e agitacio

por 15 min a 70 °C. Apds, proceder uma centrifugacdo por 10 min a 14000 x g o0
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sobrenadante foi coleta@won um novo microtubo. Com o sobrenadante foi realizado
uma particdo com 15Q0L de agua ultra pura, seguido de vortex e centrifugagao por

15 min a 14000 x g, sendo coletada toda a fragdior (polar). Cerca de 500 uL da

fase superior da centrifugacao, correspondente a fase polar da amostra, foi fracionada
e transferida para tubos de reagéo deri,®m volumes menores, secando a amostra
sob vacuo (speed vac) e depois armazenadi¥@. -

As amostras para serem analisadas no GC-MS passaram por derivatizacdo. Esta
etapa consistiu em adiciona amostras 40 uL. de piridina contendo metoxiamina
hidroclorido a 20 mgaL™ onde deixou sob agitacdo por 2 horas 8G37Apds esse
periodo foi adicionado 70 pL da solugdo de MSTFA (20 phL? da mistura padrdo
do tempo de retencéo) e aquecido &3por 30 min. Por fim, 100 puL da aliquota foi
transferida para recipientes de vidro tipo vial para analise subsequente.

As amostras foram analisadas utilizando um sistema GC-MS TruTOF GC-
TOFM: GC Cromatografo Agilent, 7890A e Espectrémetro de massas TruTOF® HT
TOFMS, Leco, equipado com uma coluna capilar de 30 m (MDN-35) de acordo com
(LISEC et al., 2006). Um pl da amostra foi injetada no nspltiessa 230C carreado
pelo gas hélio (fluxo continuo) de &L mint. A temperatura da coluna foi
inicialmente mantida constante a 80° C e, em seguida, aumentol’Genfif! até
alcancar 330 °C, sendo essa temperatura mantida durante 5 minutos. Os dados foram
processados no programa TargetSearch (CUADROS-INOSTROZA et al., 2009).

2.7 Atividade de antioxidantes

2.7.3 Antioxidantes de alto e baixo peso molecular

Com a finalidade de otimizar o estudo do metabolismo antioxidativo, a
metodologia proposta por SALEH; PLIETH (2009) foi utilizada. Em seus trabalhos os
autores propuseram um namero minimo de parametros, dos quais pudessem obter o
maior numero de informacfes possiveis. Para isso, dois ensaios de bioluminescéncia
foram realizados. O primeiro avaliou a capacidade adatixa de baixo peso
molecular (TAC) (SALEH; PLIETH, 2010b). No segundo, foram quantificados os
antioxidantes de alto peso molecular (SOSA) (SALEH; PLIETH, 2010a).

Nas raizes, jA& maceradas (50 mg), foi adicionado o tampdo gelado
desgaseificado (100 mM TRIS/HCI pH 8.6 + 2 mM Ga€ll mM Triton® X-100)

em volume 10 vezes maior que o volume da amostra. Em seguida os tubos foram
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agitados em vortex por 2 min e filtrados em papel filtro @OEste extrato foi
aliquotado por membrana de filtracdo (TAC) ou por didlise (SOSA).

Para as andlises dos antioxidantes de baixo peso molecular o extrato foi
transferido por um tubo de 50L contendo uma membrana (MWCO = 10 kDa,
VivaSpin 20, VivaS- cience, Germany, http://www.vwr.de) e centrifugad8Ca 0
12000 rpm, 20 min. As amostras foram diluidas em tampao constituido de Tris (1M,
pH 8,6), CaCGl (2mM) e Triton-X-100 (1mM). Em seguida iniciou-se a leitura em um
quimioluminémetro. A reacao foi baseada na luminescéncia produzida pela reacéo das
amostras com luminol e2B>.

Os antioxidantes de baixo peso molecular e compostos fendlicos podem
interferir nas atividades enzimaticas dos antioxidantes de alto peso molecular Esses
compostos foram removidos por dialise do extrato bruto em tubos de membrana de
dialise (MWCO = 10 kDa; Roth #E668.1). Para cada 100ul de extrato dialisado foram
adicionados 2mL de tampdo gelado. Esse teste é baseado na inibicdo da
guimioluminescéncia emitida pela coelenterazina (molécula emissora de luz) quando
esta oxidada por superoxidos.

Os resultados foram expressos em relacdo a massa fresca. Os ensaios de
luminescéncia foram conduzidos com um quimioluminémetro (VICTOR™ XS5

Multilabel Plate Reader | PerkinElmer).

2.7.2 Catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

A extracdo enzimatica foi feita com 0,1 g de massa fresca de raiz maceradas
em N liquido, em seguida foi adicionadonZ. de meio de extragdo constituido de
tampéo Fosfato (0,1 M pH 6,8), EDTA (0,1 mM) e PMSF (1 mM). Foi realizada
centrifugacdo a 14000 rpm, 15 minutos a 4 °C e retirado o sobrenadante que foi
utilizado como extrato enzimatico.

A atividade da catalase foi determinada pela adicdo de 20 pL do extrato
enzimatico bruto a 280 pL de meio de reacdo, constituido de tampéao fosfato de
potassio 50 mM, pH 7,0 e2B2 12,5 mM (HAVIR; MCHALE, 1987). Durante o
primeiro minuto de reagdo, mantida a 25 °C, foi acompanhado o decréscimo na
absorvancia a 240 nm. A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente
de extingdo molar de 36 Mcnm? (ANDERSON et al., 1995) e expressa em pmof min

' mg? de proteina.



2.7.3 Peroxidase do Ascorbato (APX, EC 1.11.1.11)

A atividade da APX foi determinada pela adicdo de 20 pL do extrato
enzimatico bruto a 280 uL de meio de reacdo constituido de acido ascorbico 0,8 mM
e HO> 1,0 mM, em tampédo fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0. Foi observado o
decréscimo na absorvancia a 290 nm, a 25°C, durante o primeiro minuto de reacao
(NAKANO; ASADA, 1981). A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o
coeficiente de extingdo molar de 2,8 mMiw! e expressa em pmol minmg? de

proteina.

2.7.4 Superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade da SOD foi determinada pela adicdo de 20 pL do extrato
enziméatico bruto a 280 pL de meio de reacao, constituido de tampdo fosfato de sédio
50 mM, pH 7,8, contendo metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazélio (NBT) 75 puM,
EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 uM (DEL LONGO et al., 1993). A reacéao foi conduzida
a 25°C, numa camara de reacado sob iluminacdo de uma lampada fluorescente de 15
W, mantida no interior de uma caixa coberta com papel aluminizado. Apés 5 min de
exposicdo a luz, a iluminacado foi interrompida e a formazana azul, produzida pela
fotorreducdo do NBT, foi determinada pela medi¢cdo da absorvancia a 560 nm. O
branco foi obtido nas mesmas condicBes, porém, sem a presenca de luz
(GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). Uma unidade de SOD foi definida como a
quantidade de enzima necesséaria para inibir em 50% a fotorreducdo do NBT
(BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971).

2.7.5 Glutationa Redutase (GR)
Para estudos da atividade da glutationa redutase, o tampao usado continha 100 mM
fosfato de potassio pH 7,4, 0,1 mM NADPH, 1 mM GSSG. A atividade da GR é
baseada na absorcao de luz pelo NADPH, o co-substrato da GR. A queda da absorcao
MBS = 340 nm foi registrada em espectrofotobmetro depois de injetar amostras
contendo GR. Foi calculada a decadéncia do sinal de NADPH (CARLBERG;
MANNERVIK, 1985). A atividade enzimatica foi estimada usando-se o coeficiente de

extincdo molar 6,22 mNcm! expressa em umol mimg?! de proteina.
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2.8 Atividade de enzimas da cadeia respiratéria

Amostras de raizes foram utilizadas para aferir a atividade enzimatica de
algumas enzimas envolvidas na cadeia respiratoria. Aproximadamente 50 mg de
amostra, maceradas em nitrogénio liquido, foram colocadas em microtubos e agitadas
em vOrtex com o tampao de extracdo (GIBON et al., 2004). O tampé&o de extragédo foi
composto por 10% (v/v) glicerol, 0.25% (w/v) BSA, 0.1% (v/v) Triton X-100, 50 mM
Hepes/KOH, pH 7.5, 10 mM Mggll mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM benzamidina,
1 mM acido aminocapréico, 1 mM fenilmetilsulfonil fluoride, 10 mM leupeptina, e 1
mM DTT. Fenilmetilsulfonil fluoride foi adicionado imediatamente antes da extracao.
Em seguida, foi centrifugado por 5 min a 14000 rpm°@.4A atividade enzimatica
foi conduzida conforme (GIBON et al., 2004; NUNES-NESI et al., 2007)) para as
seguintes enzimas: PGM: fosfoglicomutase; PFK: fosfofrutocinase; TPI: triose-fosfato
isomerase; GaPDH NADH: gliceraldeido-3P desidrogenase dependente de NADH,;
PGK: fosfoglicerato cinase; MDH: malato desidrogenase dependente de NAD,

aldolase e enolase.

2.9 Expresséo génica

2.9.1 Extracdo de RNA

Para cada tratamento, RNA total das amostras de raizes foi extraido pelo
método trizol. O reagente Trizol foi preparado utilizando 38 % de fenol &cido pH 4,5,
0,8 M de tiocianato de guanidina; 0,4 M tiocianato de aménio; 0,1 M acetato de sédio
pH 50; 5 % de glicerol e agua livre de Rnases tratada com DEPC (dietil
pirocarbonato). Ao tecido macerado acrescentoussé tlo tampdo de extracéo, o
sobrenadante foi centrifugada com cloreto de sodio 5N e cloroférmio para a separacao
das fases. A fase aquosa contendo o RNA foi separada e precipitada com igual volume
de isopropanol. Em seguida, as amostras foram lavadas com etanol 75 % por 2 vezes.
Apobs ressuspendido em agua miliQ DEPC, o RNA foi quantificado e tratado com
Dnase (Dnasel Fermentas) seguindo protocolo do fabricante. A integridade foi
checada por eletroforese em gel de agarose a 1 %. A concentracao e pureza do RNA
determinada usando espectrofotdmetro NanoDrop e Qubit.
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2.9.2 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada a partir do RNA total das raizes de soja
utilizando o Kit Improm-lITM Reverse Transcription System Promega, seguindo o
protocolo do fabricante. Padronizando 1 pg de RNA, foram feitas as sinteses de cDNA.
A reacao de transcriptase reversa, para um volume final de 20 uL, foi realizada em

termociclador e as amostras foram conservadas no freezer a -20° C até o uso.

2.9.3 Real time PCR

A expressdo dos genes foi avaliada por analise em RT PCR em tathpo r
através do StepOnePlusTM Real-Time PCR System, Applied Biosystems, pelo
sistema de deteccdo SYBR Green |. Pares de primers foram desenhados no site NCBI

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/) e Quantprime (www.quantprime.de). Foram

utilizados primers (tabela 1) para genes responsivos a estresse hidrico e envolvidos na
respiragao e na atividade de antioxidantes. Para normalizagdo dos dados de expresséo
génica utilizou-se o gene de referéncia da ACT11 (cytoskeletal structural protein)
(KULCHESKI et al., 2010; STOLF-MOREIRA et al., 2010).

Os ensaios de gPCR foram realizados em microtubos denl0,3Paraa
deteccdo das sequéncias foi usado EvaGreen® qPCR, segundo recomendacdes do
fabricante. Para cada amostra, 25 ng de cDNA foram usados nas rea¢des com volume
final de 10 ul. Para cada combinacao de primers, triplicatas técnicas e um controle sem
os primers foram usadas. As reacfes foram incubadas por 12 mi€ & @iclos de
40 amplificacdes de 15 s a 95, 20 s a 60C e 20s a 72C. Ao final de 40 ciclos, a
analise da curva melting foi realizada. Analise em gel de eletroforese a 1% fadaaliz
para confirmar presenca apenas do produto &icgadio. A eficiéncia do primer foi
estimada para cada experimento usando curvas padrées. Além disso, os valores do
threshold (Cq) foram convertidos pelo programa QBASE, dentro da quantidade

relativa normalizada.
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Tabela 1: Primers utilizados para analise de expresséo génica. ACO: acfditbse
actina; AOX1: oxidase alternativa AOX2b: oxidase alternativa 2b; MDC: malato

desidrogenase citosolica;

MDM: malato desidrogenase mitocondrial;

oxoglutarato desidrogenase; PK: piruvato cinase; SCR:scarecrow.

OGD:

Gene Primer foward Primer reverse Amplicon (pb)
ACO TGCAGAGAAATACAAGAG | GCTTTCACGCCCAGTAGC 117
TGAAGGGC ATTGG
ACT TCTCTCAGCACTTTCCAAC | GAGGACGCTGTACCTAC 123
AGATGTG ACCAAGC
AOX 1 | TTCGAGGCCGAAGGTTGTG| ACTCTCCCACGGCATGAA 70
AGAG GCAG
AOX 2b | CAATAGACGTGACCAAGC | GCATGGCACCCATACCGT 149
ATCATACACC TCCTTG
MDC GAAGGTATGGAGAGGAAG | GCTGGGTTAGCAACAAC 119
GATGTGATGAC AAGAACCTTG
MDM TCAATGGAGTCCCAGATGT | CCATTCTTCCCAAGCCTC 109
TGTGGAG ACCTTG
oGD ACCGTTTCTCCTCGATCCC | CTTGACACAAGGTGTGTG 152
ATATGTG GATCCACCC
PK CATTTGTTCGTAAAGGCTC | GACTCCCTCCTGATTCTC 101
GGATCTTG AACCTTTGAC
SCR AGGAGGTTCTTGCAGACCT | GCTCCTGCCAGCACATCA 80
ATGGC TAACC

2.10 Determinacdo de NAD/NADH/NAD(P)H

Para determinagdo dos nucleotideos (NAD/NADH/NAD(P)H) foram

utilizados aproximadamente 30 mg de tecido radicular macerados em nitrogénio
liguido. O processo de extragdo e ensaios de NAD’s (nicotinamida adenina

dinucleotideo) foi realizado de acordo com o método de SCHIPPERS et al. (2008).

2.11 Perfil hormonal

Os hormo6nios foram extraidos seguindo metodologia proposta por MULLER,;
MUNNE-BOSCH (2011) com modificagcdes. Para a quantificacdo de fitohormonios,
foi macerada cerca de 300 mg. O material vegetal foi colocado em microtubos de 2
mL e em 600uL da
(metanol:isopropanol:ac.acétic@0:79:1). Neste ponto, foi acrescentado ANA (acido
naftaleno acético) como padrdo interno (50mig/de modo a corrigir variacoes e

perdas durante a extracdo. Cada amostra foi agitada em vortex 4 vezes por 20 segundos

seguida adicionado solucdo de extracdo

e sonicada por 5 minutos. Apos sonicacao, foi mantida no gelo por 30 minutos, para
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em seguida ser novamente sonicada e centrifugada a 13.000 g por 10 minutos a 4 °C.
O sobrenadante foi pipetade %50 uL) para novos tubos de 1mL. Ao precipitado

que se formou foi refeita a extracdo como descrita anteriormente. O Ultimo
sobrenadante foi combinado ao da primeira extracéo e centrifugado a 20.000 g por 5
minutos. 600uL de sobrenadante foi coletado para novos tubos dmll.para ser
analisado no triploquadrupolo (QQQ).

As amostras foram automaticamente injetadad_j%em um sistema LC-MS/MS
usando Agilent 1200 Infinity Series acoplado a um espectrometro de massas tipo
triploquadropolo  (QqQ), modelo 6430 Agilent Tecnologie&. Separacao
cromatografica foi realizada por uma colifabax Eclipe Plus C18 (1.8 pum, 2.1 x
50mm) (Agilent) em série com uma coluna Zorbax(@B; 1.8 um (Agilent). Os
solventes usados foram: acido acético 0,02% em agua e acido acético 0,02% em
acetonitrila em um gradiente de tempo /%B: 0/5; 11/60; 13/95; 17/95; 19/5A20/5.
taxa de fluxo do solvente foi GyB/min a temperatura de 3. O método de
ilonizacdo usado na espectrometria de massas foi ESI (Electrospray lonization) nas
seguintes condicdes: temperatura do gas a°G0Q@axa de fluxo de nitrogénio de
10L.mint, pressédo nebulizador de 35 psi e voltagem da capilaridade de 4000V.

O equipamento foi operado no modo MRM (Monitoramento de Mudltiplas
Reacdes). A massa do ion/fragmento foi monitorada para cada molécula: citocininas
(zeatina) (220/136), precursor do etileno, 1l-aminocyclopropane-1-carboxylic acid
(ACC) (102, 1/56,2), ABA (263/153), AIA (176/130), SA (137/93), JA (209/59).
Citocininas, AIA e ACC foram scaneadas no modo positivo, os demais hormdnios em
modo negativo. A curva de calibracéo (0,1 ng a 200 ng) foi feita usando os respectivos
padrées para cada horménio. Os dados gerados foram analisados no software
“MassHunter Workstation” onde foram obtidos as areas dos picos. Os resultados foram

expressos em ng/g de tecido fresco.
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3. RESULTADOS

EXPERIMENTO 1

As duas cultivares levaram tempos diferentes para alcancarem os potenciais
hidricos desejados, que correspondem ao estresse moderado (-1,0 MPa) e estresse
severro (-1,5 MPa). A cultivar BR 16 atingiu o estresse moderado e severo em 10 e
12 dias, respectivamente. J4 a Embrapa 48 alcancou esses mesmos potenciais
hidricos em 12 (estresse moderado) e 14 dias (estresse severo). O tratamento

reirrigado foi avaliado apos 5 dias do reestabelecimento da irrigacao.

3.1 Teor relativo de agua

Durante o experimento, o teor relativo de agua (TRA) foi medido em situagéo
de auséncia de déficit hidrico (irrigado) e quando as plantas atingiram potenciais
hidricos na antemanha no valor de -1,0MPa (estresse moderado) e -1,5MPa (estresse
severo). O TRA (Figura 1) da cultivRmbrapa 48 foi menor no tratamento irrigado,
porém, ao impor a deficiéncia hidrica foi a cultivar BR16 que obteve os menores teores

relativos de dgua. Nas duas cultivares, o TRA decresceu com a suspenséo da irrigagéo.

90
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—0— BR 16

#*
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Figura 1 Teor relativo de agua (TRA) em cultivares de soja sob déficit hidvieoca
representa erro padréo (n=%) asterisco indica diferen¢a significativa entre cultivares no mesmo
tratamento pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
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3.2 Taxa respiratoria de raizes sob déficit hidrico

Para melhor estudar a importancia do metabolismo respiratorio na tolerancia a
seca em cultivares de soja, o consumo géoDaferido em fragmentos radiculares
frescos (Figura 2). A taxa respiratoria das raizes da cultivar tolerante, comparadas a
sensivel, foi 20 % e 40 % maior quando estdo em plena irrigacdo e sob estresse severo,
respectivamente.

Outro fator interessante € a manutencéo da respiracdo para cultivar Embrapa
48 em niveis severos de estresse, onde o consumoedig@l para plantas irrigadas.

Ao passo que a respiracao para BR 16 permanece reduzido.

400

I Embrapa 48

[ BRI16
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300 +
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Ab
Bb
2001 Ab Bb
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100 - ﬂ
0

Irrigado  Moderado  Severo  Reirrigado

Respiragdo (nmol Oz.g'lMF)

Figura 2 Taxa respiratéria de raizes em cultivares de soja sob déficit hbdriear

tolerante € Embrapa 48 (barras pretas) e a cultivar sensivel € BR 16 (baagdCdatiferentes grupos
correspondem aos tratamentos. Letras mailsculas diferentes denotam difeigmifieativas entre
médias de um mesmo tratamento entre cultivares diferentes, e letras mindsctian difierencas
significativas entre médias dentro de uma mesma cultivar, (Tukey,bx @s dados representam a
média + erro padrédo (n=5).

3.3 Metabolismo antioxidativo de raizes sob deficiéncia hidrica

Uma forma de compreender o metabolismo de defesa a estresse € avaliando a
capacidade antioxidativa das células. Analises conjuntas de antioxidantes de alto e de
baixo peso molecular possibilitam uma visdo do sinergismo de diferentes classes de
antioxidantes celulares (Figura 3). Antioxidantes de baixo peso molecular (por
exemplo, glutationa, compostos fendlicos, acido ascorbico, tocoferol, entre) outros
foram superiores quando em estresse moderado para Embrapa 48. Ja4 em estresse
severo, foi maior para a cultivar BR 16. Na cultivar sensivel a seca (BR 16), 0s niveis

de antioxidantes durante o estresse foram maiores que o controle. Diferente da cultivar
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tolerante & seca (Embrapa 48), em que estes niveis sdo maiores somente no estresse
moderado, sendo semelhantes nas plantas irrigadas e sob estresse severo. Quanto aos
antioxidantes de alto peso molecular (como proteinas e polifendis) nao verificou-se

diferencas para nenhum nivel de estresse em ambas cultivares.
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Figura 3 Antioxidantes de baixo e alto peso molecular em raizes de cultivares de soja
sob déficit hidricoCultivar tolerante é Embrapa 48 (barras pretas) e a cultivar sensivel é BR 16

(barras claras)Os diferentes grupos correspondem aos tratamentos. Letras mailsaeHestetf
denotam diferencas significativas entre médias de um mesmo tratamentubiviiees diferentes, e
letras mindsculas denotam diferencas significativas entre médias dentroadenesma cultivar,
(Tukey, p < 0,05). Os dados representam a média * erro padrao (n=5).

Apds essas analises abrangentes, um estudo mais detalhado do mecanismo
enzimatico antioxidativo foi efetuado para melhor entender como séo as respostas das
raizes de soja a seca (Figura 4). Em geral, pederificar que a cultivar Embrapa 48,
tolerante a seca, possui maior atividade das enzimas antioxidativas aqui analisadas.
Para a catalase e para a peroxidase do ascopbd®®se notar claramente que, para
a cultivar Embrapa 48, a imposicéo do estresse aumentou a sua atividade, chegando a
valores até 4 vezes maisrdo que 0 gendtipo sensivel sob estresse moderado
Enquanto que na reirrigacao ndo notou-se diferenca entre os genétipos para a catalase,
a peroxidase do ascorbato foi maior para Embrapa 48.

Para a SOD diferencas significativas entre os dois genétipos foram encontradas
apenas no tratamento de estresse severo, sendo a atividade superior para Embrapa 48.
A atividade da glutationa redutase foi maior para a cultivar tolerante durante o estresse

severo e também na reidratacao.
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Figura 4 Atividade das enzimas catalase (A), peroxidase do ascorbato (B), dismutase
do superoéxido (C) e glutationa redutase (D) em cultivares de soja sob déficit hidrico.

Cultivar tolerante € Embrapa 48 (barras pretas) e a cultivar sensivel é BRrEs (daras) Os
diferentes grupos correspondem aos tratamentos. Letras mailsculasedifeiemmotam diferengas
significativas entre médias de um mesmo tratamento entre cultivares dieeetdéras mindsculas
denotam diferencas significativas entre médias dentro de uma mesma ({itikey, p < 0,05). Os
dados representam a média * erro padréo (n=>5).

3.4 Atividade de enzimas glicoliticas de raizes apds imposicao de deficiéncia
hidrica

O ensaio de atividade enzimética € capaz de prover informacdes funcionais das
proteinas, por isso, estudo de algumas enzimas glicoliticas foi conduzido para verificar
como estas se comportam durante a imposicdo do estresse, e se haveria alguma
diferenca entre as duas cultivares. Foram medidas as atividades de 8 enzimas (Figura
5): fosfoglicomutase (PGM), fosfofrutocinase (PFK), triose-fosfato isomerase (TPI),
gliceraldeido-3P desidrogenase dependente de NADH (GaPDH NADH),
fosfoglicerato cinase (PGK), malato desidrogenase dependente de NAD (MDH),
aldolase e enolase.

A cultivar tolerante apresentou, sob estresse moderado e severo, entre as 8
enzimas glicoliticas estudadas aqui, maiores niveis da atividade em 5 destas (PGM,
Aldolase, TPI, PGK e Enolase).
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A enzima PGM (Figura 5A) tem maior atividade na cultivar Embrapa 48
quando irrigada, e também nos dois niveis de estresse. Curiosamente, ambas cultivares
apresentam uma reducao sob reirrigacdo, e nao diferem entre si nesta condicao.

A atividade das enzima aldolase, TPl e PGK sdo maiores na cultivar Embrapa
48 no estresse moderado (32%, 16% e 36%, respectivamente) e severo (32%, 14% e
31%, respectivamente), e sob a reirrigacdo, as enzima TPl e PGK tem maior atividade
nesta cultivar, enquanto a enzima aldolase nédo apresenta diferencas.

Para enzima enolase (Figura 5G), sO foi encontrada maior atividade para a
cultivar Embrapa 48 sob estresse moderado e reirrigacdo. Para esta enzima € que foi
observado a Unica reducdo da atividade de uma enzima glicolitica sob estresse
moderado (na cultivar BR 16) e severo (nas duas cultivares). Assim como visto para a
aldolase, a enolase também houve uma reducédo na atividade de ambas enzimas sob
reirrigagao.

Somente para duas enzimas PFK e GAPDH, entre as 8 estudadas, observou-
gue nao ocorreu nenhuma modificacdo na atividadembos os gendétipos, em todos
0s tratamentos. Embora isto também ocorra para a enzima MDH sob estresse
moderado e reirrigagdo. No entanto, sob estresse severo, observamos o Unico caso

onde a atividade de uma enzima (MDH) é maior na cultivar sensivel a seca (BR16).
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Figura 5 Atividade enzimética em cultivares de soja sob déficit hidbiados expressos

em nmol mint mg! de matéria fresca. PGM: fosfoglicomutase; PFK: fosfofrutocinase; TPI: triose-
fosfato isomerase; GaPDH NADH: gliceraldeido-3P desidrogenase dependente de NADH; PGK:
fosfoglicerato cinase; MDH: malato desidrogenase dependente de NAD. Cultivar tolerarteapa

48 (barras pretas) e a cultivar sensivel é BR 16 (barras claras). Os diferentesgmgspsndem aos
tratamentos. Letras mailsculas diferentes denotam diferencas sigrsifiGattre médias de um mesmo
tratamento entre cultivares diferentes, e letras mindsculas denotam diferendisatsigsi entre
médias dentro de uma mesma cultivar, (Tukey, p < 0,05). Os dados repreaanédia * erro padrdo

(n=5).

3.5 Expresséo génica de raizes apos imposi¢cao de deficiéncia hidrica

Os genes escolhidos para estudos de expressdo relativa (Figura 6) sao
referentes a algumas enzimas do ciclo do acido tricarboxilico (cuja atividade
enzimatica nao foi medida), o fator transcricional Scarecrow que esta envolvido na
divisdo celular em raizes e oxidase alternativa (AOX) da cadeia de transporte de

elétron mitocondrial.
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A expressao relativa foi calculada usando o célculo do delta-CT, sendo entédo
normalizada ao valor 1 para a expressao do gene no tratamento controle. Os dados do
grupo controle ndo foram apresentados no grafico pela sua obviedade (valor sempre 1
para o tratamento controle, em todos 0s genes) e a problemas de escala ligada a

magnitude da diferenca de expressao de varios genes.

12 - E An Aa mm Enbraps 43 16
. == BR 1§ e
12 % Aa .
., 034 0 .
Ly Lg =
Bb L6
oL
0z N
12000 Aa . 3
10000 As
- 00D i
= =
= 6000 =
4000 1
2000 Ba
Bb Eb
16 As L 1600
14 1 Aa I 1400
12 4 T A5 1200
w Aa Ba + 1000 =)
T o084 Fsoo <
06 600
04 4 L 400
0.2 4 F 200
Aa
40 Az Aa
300
30 =
= A2 00 5
= s Asi =
Ba Aa
A 100
10 Ba
Ba Ba
Modenndo Severo Reirngado Mederado Severc Reirngado

Figura 6 Expressao génica relativa em raizes de cultivares de soja sob déficit hidrico.
ACO: aconitase; SCR:scarecrow; MDM: malato desidrogenase mitocondrial; MDC: malato
desidrogenase citosolica; PK: piruvato cinase; OGD: oxoglutarato desidrogenase; AOX1: oxidase
alternativa 1; AOX2b: oxidase alternativa 2b. Cultivar tolerante € Embrapa 48 (bates3 pra cultivar
sensivel € BR 16 (barras claraShltivar tolerante € Embrapa 48 (barras pretas) e a cultivar sensivel é
BR 16 (barras clarasps diferentes grupos correspondem aos tratamentos. Letras mailsculas sliferente
denotam diferencas significativas entre médias de um mesmo tratamentubivirees diferentes, e

letras mindsculas denotam diferencas significativas entre médias dentrmaden@sma cultivar,
(Tukey, p < 0,05). Os dados representam a média + erro padrao (n=5).
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Quatro grupos de genes tiveram grandes aumentos na expressao em resposta
ao déficit hidrico, sendo que, para pelo menos um dos niveis de estresse, foi maior na
cultivar Embrapa 48 (tolerante). No primeiro grupo, representado aqui pelo gene
malato desidrogenase mitocondrial (MDM), ocorreu 0 mais notavel aumento da
expressdo sob estresse hidrico para ambos os genotipos. Este aumento chegou a ser
cerca de 20 vezes maior sob estresse severo na cultivar tolerante se comparada a
cultivar sensivel. Sob reirrigacdo, ambas as cultivares permaneceram com altos niveis
de expressao da MDM mas, novamente, muito superior na tolerante. O segundo grupo
com maior aumento sob estresse, € representado pelo gene oxoglutarato desidrogenase
(OGD). No estresse moderado o nivel de mMRNA deste gene teve aumento em torno de
1400 vezes em relacdo ao controle na cultivar tolerante, enquanto a metade deste
aumento (700 vezes) foi observado para a cultivar BR 16. Sob estresse severo as
cultivares néo diferiram entre si, mas o acimulo deste mRNA ficou entre 700 e 1000
vezes superiores ao nivel do controle. O terceiro grupo de genes com maior aumento
de sua expressao sob estresse, é representado pelos dois genes da AOX estudados aqui.
Para o gene da AOX2b, estes niveis chegam a 300 vezes ao do controle para a cultivar
tolerante sob estresse severo, valor 3 vezes superior ao observado para a sensivel nas
mesmas condi¢des. Este gene, sob estresse moderado e sob reirrigagdo também foi
altamente induzido (aproximadamente 100 vezes) ndo diferindo os genotipos entre si
nestes tratamentos. Ja os aumentos observados para o AOX1 foram menores que a
AOX2b, sendo sempre maiores para a cultivar tolerante, o que foi em torno de 22, 33
e 44 vezes para os tratamentos moderado, severo e irrigado, respectivamente. Ao
mesmo tempo, 0S aumentos para a cultivar BR16 foram apenas em torno de 4, 5 e 8
vezes. O quarto e ultimo grupo é representado pelo fator transcricional Scarecrow que,
na cultivar tolerante, foi cerca de 5, 13 e 5,8 vezes superior nos tratamentos de estresse
moderado, severo e reirrigado, em relacdo as plantas irrigadas. Para a cultivar sensivel,
0 aumento na expressao deste gene foi menor, ficando em torno de 1.6, 2 e 3.6 vezes
para os estresses moderado e severo e reirrigacao, quando comparados ao irrigado.

Contrario a estes quatro grupos, correspondente aos cinco genes citados
anteriormente, temos 0 gene da aconitase, que foi o Unico a apresentar reducao
significativa para o genotipo tolerante, que foi menor durante o estresse severo. Para
0S outros tratamentos, ndo houve alteragédo em relagdo ao controle, nem diferiram os

genotipos entre si.
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Por fim, um terceiro comportamento foi observado para genes de piruvato
cinase (PK) e malato desidrogenase citosdlica (MDC). Nestes dois genes nao foi
registrado alterac6es em seus niveis de expressao durante a imposi¢ao dos tratamentos,
que ficaram proximos aos valores do controle irrigado (expressao relativa de valor

igual a 1), ndo havendo também diferencas entre os cultivares.

3.6 Analise de nucleotideos de raizes sob deficiéncia hidrica

Pelo fato de NAD(PJNAD(P)H seem cofatoesde trés enzimas do ciclo do
acido tricarboxilicoe reguladores alostéricos de outras enzimas regulatGFias,
aceitavel assumir que esse balanco tenha importancia neste fluxo. Enquanto o genoétipo
sensivel sofre quedas durante os dois tratamentos de estresse para a concentracao de
NAD®, a cultivar Embrapa 48 apresenta aumento durante o estresse moderado e
reducdo ao seguir para o estresse severo. Ao longo dos tratamentos ndo houve
mudancas para NADH nas plantas sensiveis a seca. E contraste, NADH foi superior
para Embrapa 48 no estresse moderado. A relacdo NADH 7N#Dnaior para o
estresse severo na Embrapa 48 que também apresentou valores significativamente
superiores durante a reidratacao (Figura 7).

As plantas tolerantes (Embrapa 48) tiveram reducdo na concentragdo de
NADP* sob estresse severo e sob reirrigacdo. Na auséncia de estresse e em estresse
moderado, a concentracdo de NAD®BI maior no cultivar tolerante. Andlise do
NADPH néo diferiu entre tratamentos e entre as cultivares, assim como os valores

encontrados para a razao NADPH/NADP
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Figura 7 Niveis de nucleotideos em cultivares de soja sob estresse hddtivar

tolerante € Embrapa 48 (barras pretas) e a cultivar sensivel € BR 16 (baagd$adiferentes grupos
correspondem aos tratamentos. Letras mailsculas diferentes denotam difeigmifieativas entre
médias de um mesmo tratamento entre cultivares diferentes, e letras mindsatias diferencas
significativas entre médias dentro ul®a mesma cultivar, (Tukey, p < 0,05). Os dados representam a
média + erro padrédo (n=5).

EXPERIMENTO 2

Uma das hipoteses iniciais do trabalho foi verificar o quao o ABA era essencial
para as diferentes respostas encontradas para as duas cultivares durante exposicao a
deficiéncia hidrica. Por isso, foi aplicado de forma exégena o ABA e um inibidor de
sua sintese, conhecido como fluridona. Foram avaliados os seguintes parametros:

trocas gasosas, respiracéo radicular, perfil hormonal e perfil metabdlico.
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Em todos os graficos apresentados a seguir a estatistica representa apenas
comparacdes entre as plantas que receberam aplicacdo exdgena de ABA ou fluridona
com aquelas que nao foram tratadas com os mesmos (denominadas de controle). Essas
analises foram feitas dentro da mesma cultives.andlises estatisticas para verificar
como as cultivares se comportaram ao longo do estresse estdo em anexo, ao final da
tese.

Na figura 8 observae o aspecto geral que as plantas irrigadas apresentaram
quando receberam ABA (B) e fluridona (C). Nota-se claramente que a fluridona
causou clorose nas folhas jovens, diminuindo a superficie foliar fotossinteticamente

ativa.

Figura 8 Aspecto geral das plantas de soja ap6s aspersédo de ABA (B) e Fluridona (C).
As plantas controle (A) sdo aquelas que nao receberam nenhum horménio.

3.7 Trocas gasosas de plantas de soja sob déficit hidrico em resposta a aplicacao

exogena de ABA e fluridona

Respostas a aplicagdo exdgena de ABA
A fotossintese liquida foi menor durante o estresse para as duas cultivares

(Figura 9). A aspersédo de ABA produziu quedas da fotossintese para as duas cultivares
durante o estresse moderado e apenas para o genotipo sensivel no estresse severo.
Apenas o gendétipo BR 16 registrou efeito do ABA na condutancia estomatica e
transpiracéo (tratamentos irrigados e estresse moderado). A re@norrgsposta ao

ABA era esperado, porém apenas a cultivar sensivel teve quedas em seus valores.
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A aplicacéo de ABA nao afetou a razédo Ci/Ca na cultivar tolerante (Figura 10),
enquanto que na cultivar sensivel aumentou sob estresse severo e reirrigagdo. A
eficiéncia de uso da agua (EUA) da cultivar tolerante foi reduzida sob estresse
moderado, e sob estresse severo e reirrigacdo na cultivar sensivel. O ABA exdgeno
teve efeitos restritos na eficiéncia de carboxilagédo (A/Ci), diminuindo a mesma no

estresse moderado na cultivar tolerante e no estresse severo para genotipo sensivel.
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Figura 9 Taxa fotossintética liquida (A) (B), conduténcia estomatica (C) (D) e
transpiracédo liquida (E) (F) em cultivares de soja sob déficit hidrico e apos aplicacéo
exdgena de ABA e FluridonaCultivar Embrapa 48 estdo representadas nos graficos a esquerda
(A), (C), (E) e cultivar BR16 estdo nos grafico a direita (B), (D), QFasterisco indica diferenca
significativa para aplicacdo de ABA e fluridona em relacdo ao controle (qtevedtenhuma aplicacdo

de hormdnio) na mesma cultivar e no mesmo tratamento, pelo testeejealafo de probabilidade.
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Respostas a aplicagdo exdgena fluridona

Na tentativa de verificar como as plant&escomportariam com menores
concentracbes do horménio acido abscisico, foi utilizado de forma exdgena um
composto inibidor de sua biossintese: a fluridona.

A fluridona fez com que a fotossintese (Figura 9) reduzisse em todos 0s
tratamentos, exceto no estresse moderado na cultivar sensivel BR 16. Para Embrapa
48, a conduténcia estomatica ndo diferiu durante os estresses, mas foi menor nas
plantas (que receberam fluridona) irrigadas e nas reirrigadas. A cultivar BR 16 também
mostrou uma reducédo @ quando irrigado, mas ao contrario das plantas tolerantes,
durante a reirrigacdo houve aumento da condutancia. A reducao da transpiracéo (E) €
esperada devido ao decréscimo da conduténcia estomatica, mas este paralelismo
somente € observado no tratamento irrigado (diminuicdo para ambos genétipos), pois
a reirrigacao registrou aumento da transpiracao.

A reducdo da fotossintese liquida em quase todos os tratamentos pela fluridona
foi acompanhada de aumento da razdo Ci/Ca (Figura 10) somente para os tratamentos
de estresse da cultivar Embrapa 48 e na reirrigacdo da BR 16. Medidas instantaneas
da eficiéncia do uso da agua é dada pela razéo foteestntienspiracdo. Fluridona

diminuiu esses valores para genétipo tolerante, ndo tendo efeitos sob cultivar sensivel.
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Figura 10 Razé&o Ci/Ca (A) (B), Eficiéncia de uso da agua (EUA) (C) (D) e eficiéncia
de carboxilacdo A/Ci (E) (F) em cultivares de soja sob déficit hidrico e apds aplicacao

exdgena de ABA e Fluridonaultivar Embrapa 48 estéo representadas nos graficos a esquerda
(A), (C), (E) e cultivar BR16 estdo nos gréafico a direita (B), (D), @Fasterisco indica diferenca
significativa para aplicacdo de ABA e fluridona em relacdo ao controle (qtevedtenhuma aplicacéo

de hormdnio) na mesma cultivar e no mesmo tratamento, pelo testeayeal®¥ de probabilidade.

3.8 Taxas respiratérias de raizes sob déficit hidrico em resposta a aplicacéo
exdgena de ABA e fluridona

Nafigura 11A para Embrapa 48, € possivel ver o efeito da aplicacdo de ABA
na reducgédo da respiragdo radicular no tratamento irrigado e reirrigado. Em contraste a
esta reducdo, observamos o aumento da respiracdo radicular durante estresse
moderadoNo gendtipo sensivel a seca (FiguraBL1lo ABA exdgeno aumentou a
respiracdo radicular em estresse severo. Fluridona pouco influenciou na taxa
respiratoria das raizes nas duas cultivares. Apenas nha reirrigacdo que este composto

diminuiu as taxas respiratérias na BR 16 (Figuid)11
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Figura 11 Taxa respiratoria de raizes em cultivares de soja sob déficit hidrico e apds

a aplicacédo exogena de ABA e fluridokaltivar Embrapa 48 esta representada no gréfico
esquerda (A) e cultivar BR16 esta no grafico a direita (B). O asterisco int#oanga significativa
para aplicacdo de ABA e fluridona em relagdo ao controle (que ndo teve neaplicagdo de
hormdnio) na mesma cultivar e no mesmo tratamento, pelo teste deal'dikege probabilidade.

3.9 Morfologia de raizssob estresse hidrico em resposta as aplicacées exdégena
de ABA e fluridona

Uma das hipéteses iniciais do trabalho era a de que as raizes poderiam
contribuir para a tolerancia ao déficit hidrico através de um mecanismo de escape,
alterando sua arquitetura e aumentando seu volume e profundidade radicular. Para
verificar a contribuicdo deste mecanismo, estudamos em detalhe as modificacbes
produzidas no sistema radicular entre duas cultivares contrastantes quanto a tolerancia
a seca (Figura 12). ApGs suspenséo da irrigacao, as plantas demoraram em média 11 e
13 dias para atingir o estresse moderado e severo, respectivamente. Durante a
imposicao do estresse, as plantas foram borrifadas com ABA e fluridona.

Todas plantas que ndo receberam ABA exdgeno e fluridona tiveram quedas
nos valores de comprimento, area superficial, diametro e volume durante o estresse
hidrico (Tabela 1). Os gendtipos diferiram entre si apenas no diametro das raizes

durante o estresse moderado, sendo valor superior para Embrapa 48.
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Tabela 1 Andlise morfoldgica de raizes de soja sob déficit hidrico. Compri(oantcarea
superficial (cr), volume (cr) e didmetro (mm)Letras correspondem ao teste de média para os
tratamentos de estresse avaliados para uma mesma cultivar. Médias seguidasndadeatias nao
diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). Asterisco indica difeign&cativa entre as cultivares
para mesmo tratamento também pelo teste de Tukey (P<0,05).

Embrapa 48 BR 16
Irrigado Moderado Severo Irrigado Moderado  Severo
Comprimento  6459a 5116b 4397b 6726a 5672a 4838b
Area superficial 1004 678b 526b 969a 703b 555h
Volume 125a 79b 54b 111a 61b 44b
Diametro 0,48 a 0,41 b* 0,37b 0,46 a 0,39b 0,36 b

Dentro do mesmo nivel de estresse, avaliando apenas o efeito da aplicacéo

exdgena de ABA e fluridona, somente fluridona interferiu de maneira significativa nos

dados morfolégicos (Figura 12). Para Embrapa 48 em plena irrigacdo a aspersao de
fluridona fez diminuir valores de todos paradmetros avaliados (comprimento, area
superficial, volume e diametro) e durante o estresse apenas o diametro diminuiu. A

cultivar sensivel também registrou quedas apés aplicacdo de fluridona no

comprimento (nos estresse moderado), volume (irrigado) e diametro (irrigado).
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Embrapa 48 BR 16

8000

 Controle
= ABA
6000 ¥ = Flundona

4000

Comprimento { cm)

2000

1400
1200
1000
800
600

Area Superficid fem2)

400
200
0,6 4
0,5 A

0,4 *

0.1 4
160 4
140 4
120
100
30 *
60

¥ olume (01113j

Diimetro medio (mm)
= =]
*
* *
Ed

40
20

Irrigade  Moderado Severo Irrigade  Moderado Severo

Figura 12 Andlise morfoldgica de raizes de soja sob déficit hidrico e apds a aplicacéo

exdgena de ABA e fluridonaultivar Embrapa 48 esta representada nos graficos a esquerda e
cultivar BR16 esta nos gréficos a direita. O asterisco indica diferenca sigrefipatia aplicacdo de
ABA e fluridona em relagdo ao controle (que ndo teve nenhuma aplicac&ona@nto) na mesma
cultivar e no mesmo tratamento (Tukey, p < 0,05). Os dados represemadia + erro padrao (n=5).

3.10 Perfil hormonal sob déficit hidrico em resposta as aplicacdes exdgenas de
ABA e fluridona

Além da influéncia no crescimento e desenvolvimento das plantas, os
hormonios vegetais tém papel importante mediagéo de respostas a estresses bibticos e
abidticos. A analise de um perfil hormonal pode auxiliar na compreensao de como as
plantas respondem a seca. Por isso, foram quantificados os seguintes horngdnios da
raizes de soja: acido abscisico (ABA), etileno (ACC), auxina (AlA), acido salicilico

(AS), metil-jasmonato (Me-JA) e citocinina (zeatina).
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Tabela 2 Perfil hormonal de raizes de soja sob déficit hidrieos expressos em ng.g

de ateria frescd._etras correspondem ao teste de média para os tratamentos de estresse avaliados para
uma mesma cultivar. Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si petoTiekey d
(P<0,05). Asterisco indica diferenca significativa entre as cultivares pamontegtamento também

pelo teste de Tukey (P<0,05).

Embrapa 48 BR 16

Hormonio Irrigado Moderado Severo Reirrigado| Irrigado  Moderado Severo Reirrigado
ABA 43D 8,4 a* 7,1a* 57a 52b 23c 3,6b 91a
ACC 49,9 a* 528a 56,8a* 738a 92,7 a 43,2b 36,7 Db 66,4 a
AlA 1,1 b* 1,7a 1,3b 30a 25a 14D 10c 31la

1,3 b* 2,6b 15D 6,0 a* 46a 3,8a 10D 0,2b
Me-JA 23a 0,5 b* 0,4 b* 22a 4,1a 35a 22a 2,8a
Zeatina 38,7 a* 3,2 b* 3.2b 3,2 b* 2,1b 89a 36D 114a

ABA

O estresse hidrico aumentou o nivel de ABA radicular em ambos os
tratamentos de estresse, mas somente na cultivar tolerante, retornando a concentragdes
proximas ao controle irrigado durante a reirrigacdo (Tabela 2). Um aumento de ABA
foi observado tardiamente na cultivar sensivel, durante a reirrigagéo.

Com a aplicacdo exdgena do ABA (Figura 13), as plantas da cultivar tolerante
exibiram a mesma concentracdo de ABA enddgeno, excetos para as plantas irrigadas.
Um resultado coerente, pois ABA é um hormonio responsivo ao estresse, e se este nao
existe, a concentracdo interna de ABA é baixa. O gendétipo sensivel a seca teve o
comportamento diferente. Borrifar ABA nessas plantas aumentou a concentracao
celular desse horménio, em todos tratamentos, chegando a ser 5 vezes maior que as
plantas ndo borrifadas no estresse moderado.

Se afluridona é um inibidor da sintese de ABA, esperava-se que este composto
gerasse uma queda significativa na quantidade de acido abscisico. Porém isto somente
ocorreu no tratamento sob estresse severo na cultivar Embrapa 48. E completamente
oposto ao esperado, houve aumento na concentracdo de ABA radicular no estresse

moderado na cultivar BR 16.

ACC
O acidol-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) é um precursor da sintese
de etileno. Estudando o comportamento dos niveis de ACC durante a imposi¢ao do

estresse na cultivar Embrapa 48, pode-se notar que estes se mantem semelhantes tanto
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para plantas irrigadas quanto para aquelas que foram submetidas ao estresse hidrico
(Tabela 2). J& a BR 16 mostrou quedas dos niveis de ACC durante o estresse.

A influéncia da aspersao de ABA (Figura 13) nas plantas tolerantes se resumiu
em aumentar o ACC nas plantas hidratadas. Para as plantas sensiveis a déficit hidrico
o ABA também aumentou ACC, mas durante a reidratacao.

Fluridona diminuiu ACC durante a reidratacdo no genotipo tolerante (Figura
13). Porém, resultados evidentes foram observados para BR 16, onde todos

tratamentos registraram decréscimos para ACC em resposta a fluridona.

AlA

A concentracao de acido indol acético (AlA), uma auxina, aumentou durante o
estresse moderado para cultivar tolerante (Tabela 2). Ao passo que foi reduzido na
cultivar sensivel durante os dois estresses (moderado e severo). O aumento de AIA na
reirrigagcéo ocorre somente para Embrapa 48.

O ABA exdégeno afetou positivamente os niveis de auxina (AlA) apenas nas
plantas irrigadas da Embrapa 48 (Figura 13). Porém a fluridona gerou maiores
concentragdes de auxina em plantas sob estresse e hidratadas. A cultivar BR 16 n&o
apresentou qualquer alteracdo nos niveis de AIA em resposta ao ABA e a fluridona.

Acido salicilico

Em raizes da cultivar tolerante, o estresse ndo aumentou niveis de AS. Apenas
na reirrigacdo houve acumulo desse hormdénio (Tabela 2). Em contraste, ao longo do
estresse severo e reirrigacdo o AS diminuiu para o genoétipo BR 16.

Outra diferenca entre as cultivares aparece quando comparamos o efeito
combinado do estresse e do ABA exdgeno. No estresse moderado, apés aplicacédo de
ABA, houve acumulo de AS para Embrapa 48, mas néo para BR 16 (Figura 13).

A fluridona aumentou as taxas de AS durante o estresse moderado e severo

para Embrapa 48 e no estresse moderado para BR 16.

Metil-Jasmonato

Nas plantas néo tratadas com aplicacbes exdgenas houve reducéo de Me-JA
nos dois tratamentos de estresse apenas para a cultivar Embrapa 48.

Foi observado, na cultivar tolerante, maiores teores de Me-JA ap0s aplicagéo

de ABA para plantas irrigadas e sob estresse severo. As plantas sensiveis tiveram
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aumento nos teores de metil-jasmonato apenas nas plantas hidratadas. O Unico efeito
da fluridona foi aumentar os niveis de ME-durante estresse moderado para
Embrapa 48.

Zeatina

A zeatina representa a citocinina, e também foi quantificada. Um dado
interessante foram os alto niveis encontrados para zeatina nas plantdssiataya
Embrapa 48, chegando, em média, a 12 vezes maior que nos demais tratamentos
(Tabela 2). A limitacdo hidrica produa forte efeito na reducéo do teor de zeatina
para genotipo tolerante, o que néo foi observado para o genétipo sensivel a seca. Para
Embrapa 48, o ABA exdgeno nao surtiu efeito nos niveis de zeatina, adicionalmente a
fluridona aumentou apenas no tratamento irrigado. O gendtipo BR 16 teve 0s niveis

de zeatina elevados no estresse moderado apoés aplicagdo de ABA (Figura 13).
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3.11 Perfil metabdlico sob déficit hidrico em resposta as aplicacdes exégenas de
ABA e fluridona

Sao dois graficos tipo heat map para representar o perfil metabdlico. O primeiro
(Figura 14) estdo apenas os dados das cultivares em resposta ao déficit hidrico. Em um
segundo grafico (Figura 15) esta o perfil metabodlico sob estresse hidrico em resposta as
aplicacdes exdgenas de ABA e fluridona. Nas duas figuras, os dados foram divididos em
acidos organicos, aminoacidos e agucares. Os valores séo relativos em fungéo do controle

para cultivar BR 16 e os dados completos de estatistica encontram-se ao final da tese.

3.11.1 Efeito do déficit hidrico no perfil metabélico das raizes
Primeiramente avaliando as variacdes dos acidos organicos (Figura 14), nota-se

qgue para cultivar tolerante, podemos observar aumentos, sob estresse moderfado para
compostos, como o0 acido coumérico, glicerato, malato, oxoglutarato, shiquimato e
sindptico, enquanto nada é observado na cultivar sensivel. Ja no estresse severo, podemos
ver aumento em ambas cultivares. No caso do tolerante, observamos aumentos para 4
acidos organicos (ascorbato, glicerato, magegmaptico), enquanto no sensivel, houve
aumento somente para o citrato. Na reirrigacdo, 3 acidos mantiveram-se em maiores
niveis na cultivar tolerante, como o glicerato, malato, sinaptico, enquanto para a sensivel,
somente pode ser observado para o acido coumarico. O contraste entre 0os genotipos pode
ser melhor observado, sob a reirrigacdo, quando queda nos teores de dois acidos
(malonato e succinato) para cultivar sensivel. Outro fato interessante € que a cultivar
tolerante, no tratamento controle, entre os 11 &cidos organicos quantificados, possui
menores niveis de 9 deles (ascérbico, coumarico, fumarato, glicerato, ,malato
oxoglutarato, shiquimato, sinaptico e succinico). Esta situacéo inverte-se sobre estresse
severo, possuindo a cultivar tolerante maiores niveis de 6 acidos (ascorbato, coumarico,
glicerato, shiquimico, sinaptico e succinico), enquanto o sensivel, possui maiores niveis
em somente dois deles (citrato e fumarato). No estresse moderado, a diferenca entre os
dois em nimeros € minima: o tolerante tem maiores niveis para o coumarico, glicerato,
enguanto o sensivel tem maiores niveis para o citrato, fumarato, e succinico. Na
reirrigacado também a diferenca entre os genoétipos € minima: para o tolerante, maiores
niveis para o malato somente, enquanto para o sensivel a concentracdo € maior para o

coumarico e o oxoglutérico.
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Fica evidente que alguns metabdlitos do ciclo de Krebs estdo em menores
proporcdes para 0 genotipo tolerante tanto quando as plantas foram irrigadas, quanto
durante pelo menos um nivel de estresse hidrico. Podemos citar como exemplos o citrato,
fumarato, oxoglutarato e succinato. O malato foi 0 Unico que ndo manteve essa tendéncia.
Esses valores menores podem indicar maior consumo desses compostos, sugerindo maior
respiracdo para raizes da Embrapa 48 (tolerante). Acido coumarico, sinapico e shiquimico
sao importantes por participarem da biossintese de lignina e parede celular secundaria.
Estes acidos organicos comportaram-se de forma diferente para as duas cultivares ao
longo da imposicéo do estresse, aumentando para Embrapa 48 e diminuindo para BR 16.
O ascorbato, que esta envolvido em mecanismos antioxidativos, também foi superior na
planta tolerante ao longo do estresse, enquanto na cultivar tolerante ha um decréscimo no
estresse severo e reirrigacao.

O estresse também teve efeito marcante no aumento de varios aminoécidos,
principalmente no cultivar tolerante. Para Embrapa 48, o déficit hidrico moderado
proporcionou aumento de 9 aminoacidos (aspartato, GABA, Histidina, isoleucina,
leucina, serina, tirosina, triptofano, e valina). Este resultado contrasta fortemente com
observado no gendtipo sensivel para este mesmo tratamento, onde ndo houve nenhum
aumento, mas sim reducdo de 2 aminoéacidos (histidina e serina). No déficit hidrico severo
também ha forte diferenca entre os genadtipos. Do total de 13 aminoacidos quantificados,
registramos aumento geral em 11 aminoacidos na cultivar tolerante (aspartato,
fenilalanina, GABA, glutamato, histidina, isoleucina, leucina, serina, tirosina, triptofano
e valina), enquanto nenhum aumento foi observado na cultivar sensivel. Nesta cultivar,
ao contrario da tolerante, ha reducdo em aminoacidos, como para a fenilalanina, GABA,
isoleucina, leucina, tirosina e valinBla reirrigacdo ainda continuamos a ver esta
diferenca, mas em menor grau que o estresse severo, pois sdo observados maiores niveis
de 6 aminoacidos na tolerante (alanina, asparagina, aspartato, GABA, histidina, e
tirosina).

O efeito dos estresses nos acucares foi menos pronunciado do que para
aminoacidos e acidos organicos. Sob estresse moderado observamos aumento de 4
aclcares (altrose, fucose, maltose, e trealose) e reducéo em sacarose na cultivar tolerante,
enguanto na sensivel observamos apenas uma reducéo para a trealose. Sob estresse sever
h& somente um aumento em 4 acgUcares (altrose, fucose, maltose e trealose) na cultivar
tolerante, enquanto nenhum aumento pode ser observado na sensivel. No caso da cultivar

sensivel, vemos o inverso, ou seja, uma reducdo em 75% dos acucares analisados (em
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seis deles, como arabinose, fucose, glicose, maltose, sacarose e trealose), enquanto
nenhuma reducdo, neste tratamento, € visto para a tolerante. Ao compararmos as
cultivares, dentro de um mesmo tratamento (irrigado, moderado, severo, reirrigado), 0s

teores de 6 acucares (todos, menos sacarose e trealose) sdo menores nas raizes do genotipo
tolerante em plena irrigacéo.

Embrapa48 BR16
Acidos organicos Irrigado Moderado Severo Reirrigado Irrigado Moderado  Severo  Reirrigado

Ascorbato Bb Aa Aa Ab Aa Aa Bb Ab
Citrato Aa Bb Ba Aa Ab Ab

Coumarico 4cido Bb Aa Ab Bb Ab Bb

Fumarato Ba Ba Aa Aa Aa Aa

Glicerato Bb Aa Aa Aa Aa Ba

Malato Bb Aa Aa Aa Aa

Malonato Aa Aa Aa Aa Aa Aa

Oxoglutarato Bb. Bb Ab Aa Aa

Shiquimato Bb Aa Ab Bb Aa Aa

Sinapico acido gﬁ Aa Aa Aa Aa Aa

Succinato Ba Ba Aa Aa Aa Aa

Aminodcidos

Alanina Ba Aa Aa Az Ba

Asparagina Aa Aa Az ; I Aa Ba

Aspartato Ac Ab Ab Aa Aa Aa

Fenilalanina Ac Aa Ab Ab Aa Ba

GABA Aa Aa Aa Aa Ba

Glutamato — Ab Aa Aa Aa Aa

Histidina Be Ab Ab Aa Aa Bb

Isoleucina Bb Aa Aa Aa A P

Leucina Bb Aa Aa Aa Aa S

Serina [ S Aa N Az Ab

Tirosina Bb Aa Aa Aa Aa Ba

Triptofano Ab Aa Aa Aa Aa Aa

Valina | Aa Aa Aa Aa Aa

Acicares

Altrose Bb Ab Aa Ac Aa Aa Aa Aa
Arabinose Ba Aa Aa Aa Aa Aa “ Bb A
Frutose Ba Ba Aa | Aa . Aa Aa Aa Aa
Fucose Bb Aa Aa Am Aa Aa Ab e
Glicose Ba Az Aa “ Aa Aa Ab Wi
Maltose Bb Aa Aa Aa Aa R Ab A
Sacarose . Aa Bb Aa Aa Aa Aa Ab As
Trealose Ab Aa Aa Ab Ab Ba Bb Aa

@ | =
0 1 10

Figura 14 Perfil metabdlico de raizes de soja sob estresse hiidries.maidsculas diferentes
denotam diferencas significativas entre médias de um mesmo tratamentultintiees diferentes, e letras
mindsculas denotam diferengas significativas entre médias dentro de uma coésrag (Tukey, p <
0,05). Os dados representam a média + erro padrao (n=5).

3.11.2 Efeito do déficit hidrico e da aplicacdo de ABA e fluridona no perfil metabdlico de
raizes

Para os acidos organicos, o efeito do ABA na cultivar sensivel aumenta acido
coumarico e ascorbato no estresse severo, ndo produzindo mesmos efeitos nas plantas

tolerantes. Durante a reirrigacdo, 7 acidos organicos da cultivar sensivel reduziram na
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presenca de ABA, como succinato, sindptico, oxoglutarato, malato, fumarato, coumarico
e ascorbato. Enquanto a cultivar tolerante, neste mesmo tratamento (ABA e reirrigacao),
somente 4 acidos reduziram, como o oxoglutarico, malénico, malico e coumarico.

Entre as trés classes de compostos analisadas aqui, foi nos aminoacidos que
observamos as maiores mudangas em resposta ao ABA exogeno. Durante o estresse
severo, a aspersao de ABA gerou acumulo em 8 aminoacidos na cultivar sensivel, tais
como alanina, asparagina, aspartato, fenilalanina, histidina, isoleucina e leucina. Em
contraste, menores aumentos (apenas fenilalanina e tirosina) ocorreram para Embrapa 48
em respostas a aplicacdo de ABA. Durante o tratamento irrigado, a cultivar sensivel teve
reducbes na concentragdo de 7 amino&cidos (alanina, fenilalanina, GABA, glutamato,
histidina, leucina e serina) assim como a cultivar tolerante (alanina, aspartato,
fenilalanina, GABA, isoleucina, leucina e tirosina).

Avaliando o efeito da aplicacdo exdégeno de ABA nos metabdlitos (Figura 15), €
possivel ver que houve forte interferéncia do ABA nos agucares da cultivar sensivel, com
aumentos transitérios em estresse hidrico (altrose, arabinose, frutose, sacarose e trealose)
e decréscimos no estresse moderado (arabinose, glicose, maltose e sacarose) e apos a
reirrigagdo (fucose, maltose, sacarose e trealose) onde induziu, de forma geral,
decréscimos em suas concentracfes. Bem menos influenciada pelo ABA exdgeno, a
cultivar tolerante a seca somente mostrou um aumento (trealose, sob estresse severo) e
uma reducéo (trealose, sob estresse moderado).

A fluridona, como o ABA, afeta mais o metabolismo dos aminoéacidos do que o
metabolismo de acidos organicos ou acucares estudados aqui (Figura 15) Mas, em
contraste com ABA, estes efeitos foram mais concentrados na cultivar tolerante. Durante
a reirrigacdo, cultivar tolerante, a houve quedas nos teores de aspartato, fenilanina,
GABA, isoleucina e tirosina. JA sob estresse moderado, ainda para Embrapa 48,
observamos um aumento para histidina e uma reducdo para isoleucina. O efeito da
fluridona nos acgucares foi 0 menor efeito observado até agora. Somente resultou em
aumento em dois acucares na cultivar sensivel (maltose e trealose, no tratamento
irrigado), sem nenhum efeito em nenhum outro tratamento, tanto na sensivel como na
tolerante. A fluridona aplicada a BR 16 produziu aumento em 5 acidos organicos (citrato,
fumarato, glicerato, malonato e succinato) durante o tratamento irrigado, enquanto em
estresse moderado elevou apenas 1 acido (malonato). Para Embrapa 48 apenas 2 acidos
organicos aumentaram, um em estresse moderado (glicerato) e outro em estresse severo

(citrato), e uma Unica diminuicdo, que foi no tratamento irrigado (fumarato).
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A fluridona exd6gena gerou aparentemente respostas aleatorias, mostrando mais
uma vez que é possivel que este composto atue em inimeras rotas metabdlicas, ndo
somente na biossintese de ABA. De forma geral, o ABA mostrou-se mais efetivo para
cultivar sensivel, onde proporcionou duraoteestresse acumulos de alguns éacidos

organicos e aminocidos.
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Figura 15 Perfil metabdlico de raizes de soja sob déficit hidrico e apés a aplicacdo exdgena de ABA e fluridona. Cultivar Embrapa 48 eatianepsesent
gréaficos a direita e cultivar BR16 esta nos graficos a esqueardanbolos (= o) indicam diferenca significativa para aplicacio de ABA e fluridona em relagcZmntrole (que

nao teve nenhuma aplicacdo de horménio) na mesma cultivar e no megsmmeiito, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. O sinal + indica aumeetacém ao controle e o simbolo
— indica redugdes também em relacao ao controle. Dados controles estéo represeRtgdos ha
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4 DISCUSSAO

As plantas desenvolveram um sofisticado mecanismo de defesa para perceber e
responder aos mais variados tipos de estresses abiéticos, podendo assim lidar com as mais
dificeis condicbes ambientais. Para elucidar os mecanismos de respostas aos estresses,
inUmeros estudos foram realizados e muitas estratégias de tolerédncia a seca ja foram
identificadas (GOLLDACK et al., 2014). Fechamento estomético, acimulo de solutos
compativeis para ajuste osmotico, aumento da sintese de ABA, producdo de
antioxidantes, maior desenvolvimento radicular sdo alguns exemplos de mecanismos
comumente identificados como respostas ao déficit hidrico (OSAKABE et al., 2014).
Obviamente, essas mudancas no metabolismo ndo necessariamente ocorrem de forma
conjunta e da mesma maneaia plantas, nem mesmo entre diferentes cultivares. Alguns
genotipos tolerante podem diferir em sua maneira de lidar com estresse. O objetivo deste
trabalho foi melhor compreender a importancia do sistema radicular na tolerancia a seca
na cultivar Embrapa 48, em comparagéo com o genétipo sensivel (BR16).

4.1 Cultivar tolerante retarda a desidratacao foliar
Primeiramente, ao avaliar a situagéo hidrica das plantas de soja por meio do teor

relativo de agua (TRA) fica claro como Embrapa 48 (gendtipo tolerante) mantém-se mais
hidratada que BR 16 (gendtipo sensivel) durante o estresse hidrico severo (Figura 1).
maior hidratacdo (TRA) das folhas na cultivar tolerante culminou com maior fotossintese
liquida sob estresse severo e reirrigacdo nesta cultivar (estatistica apresentado no anexo
). Dados de potencial hidrico para as mesmas cultivares (MESQUITA, 2013) mostraram

gue a tolerante posterga a seca, resistindo por mais tempo a deficiéncia hidrica.

4.2 Embrapa 48 e BR 16 néo diferem quanto a morfologia radicular
Um mecanismo importante para evitar o déficit hidrico sdo as altera¢des que uma

planta faz na distribuicdo radicular explorando, assim, mais profundamente e em maior
area o solo. No entanto, para soja, houveram reduc¢des semelhantes no comprimento,
volume, area superficial e didametro radicular em ambas cultivares (Tabela 1), fato
também relatado por BENJAMIN; NIELSEN (2006) em soja. Estes resultados mostram
que a alteracdo da arquitetura radicular ndo € fator que contribuiu para a diferenca de

tolerancia entre os genaotipos estudados.
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Aparentemente, de forma contrastante ao encontrado nos resultados morfologicos,

0 gene para o fator de transcricio SCARECROW (SCR) foi altamente expresso nas
cultivar tolerante (Figura 6). SCR € responsavel pela manutencdo das células
meristematicas das raizes, garantindo seu crescimento. Se houve reducdes semelhantes
nos parametros radiculares estudados, seria esperado que SCR apresentasse baixa
expressdo génica em ambos gendtipos. Porém existe alguns relatos (CUI et al., 2012;
GOLLDACK et al., 2013) que mostram relacdo entre SCR e alguns genes responsivos ao
estresse, como ABI4 (ABSCISIC ACID INSENSITIVE4, um fator de transcricdo), o que
poderia justificar a expressao maior do fator de transcricdo SCR para a cultivar tolerante.

O crescimento e diferenciacao de raizes tém sido associado a alguns hormonios,
principalmente auxina e citocinina que possuem acéo antagonista no desenvolvimento
radicular (WERNER; SCHMULLING, 2009). A superproducéo de citocinina durante o
estresse hidrico pode afetar a tolerancia a seca de duas formas diferentes, aumentando a
tolerncia & seca por atrasar a senescéncia foliar (QIN et al., 2011), ou de forma negativa
por prejudicar o desenvolvimento radicular (WERNER et al., 2010). Com foco apenas
nas raizes, foram quantificados citocinina na forma de zeatina (Tabela 2). A zeatina da
cultivar tolerante decresceu com a limitacao hidrica. Porém na cultivar sensivel houve
aumento no indice da zeatina com imposi¢cao do estresse. Apesar da raiz da cultivar BR
16 possuir maior acumulo de citocinina, a influéncia deste hormonio néo foi detectada na

morfologia radicular.

4.3 Mecanismos antioxidativos radiculares contribuem para a tolerancia a seca
Ambos gendtipos tém aumento no teor de antioxidantes de baixo peso molecular,

para 0 genétipo tolerante este aumento € maior durante o estresse moderado, para o
gendtipo sensivel é maior sob estresse severo. Entretanto, quando foi analisado o perfil
metabolico, observose que somente as plantas tolerantes apresentam aumento do teor
de ascorbato (Figura 14) em ambos niveis de estresse, sendo superior para cultivar
tolerante se comparada a sensivel.

A cultivar tolerante também teve a contribuicdo de mecanismos antioxidativos
enzimaticos (Figura 4) como da CAT e APX nos dois niveis de estresse e no tratamento
reirrigado e da SOD e GR sob estresse severo. A atuacao dos antioxidantes pode ser
observada nos resultados apresentados por MESQUITA, 2013 para peroxidagao de
lipideos durante o estresse hidrico. Seria esperado que Embrapa 48, por mostrar maiores

taxas respiratorias, sofresse mais com danos de membrana, porém, os niveis de

43



by 7z

peroxidacdo de lipideos foram semelhantes a cultivar sensivel. Isso é aceitavel se
considerarmos que a rede antioxidativa da Embrapa 48 é mais ativa, protegendo suas
células de maiores perdas.

E interessante também comparar o comportamento da SOD e GR com o das taxas
respiratérias entre as duas cultivares. Nota-se que a atividade dessas duas enzimas
somente se diferencia durante o estresse severo, sendo maior para Embrapa 48. A
respiracdo também foi maior para Embrapa 48 durante a imposi¢cado do estresse severo.
Sendo assim, surge mais uma evidéncia que é necessario maior operacao do sistema de

antioxidantes quando hé altas taxas de respiracéo da raiz

4.4 As maiores taxas respiratérias na cultivar tolerante sdo associadas com
alteragcfes na expressao génica e maior atividade de varias enzimas respiratorias
Na cultivar Embrapa 48, das 8 enzimas analisadas, apenas a enzima GAPDH

(Figura 5E) apresentou aumento de atividade durante o estresse severo, as demais
enzimas mantiveram a mesma atividade em todos tratmentos . Como observamos muitas
reducdes em atividade de varias enzimas na cultivar sensivel, podemos sugerir que a
menor reducdo da atividade de enzimas respiratérias na Embrapa 48 pode ter contribuido
indiretamente para a sua maior taxa respiratoria sob estresse.

Embora a atividade enzimética catalitica maxima pareca estar pouco associada
com o aumento da respiracédo na Embrapa 48, observamos que a expressao de varios genes
respiratérios € maior na cultivar tolerante, quando comparada com a cultivar sensivel.
Dos 8 genes analisados (Figura 6), observamos acumulos de mRNA para 6 genes,
notadamente para a MDH e OGD. Esses dois genes chegaram a niveis cerca de 14 e 2,5
vezes, respectivamente, maiores na cultivar tolerante em relacéo a sensivel, e foram até
cerca de 9000 e 1400 vezes mais induzidas sob estresse severo. Destas enzimas analisadas
em nivel de mRNA, somente quantificamos enzimaticamente a MDH que teve respostas
diferentes entre os dois ensaios. A expressao génica foi sempre superior para a cultivar
tolerante, no entanto, a atividade enzimatica mostrou-se superior para cultivar sensivel
durante o estresse severo. Esta discrepancia entre atividade génica e enzimatica sugere
gue pode haver algum tipo de inducédo da expressao limitada a algum tecido radicular
onde essa isoforma estudada teria uma forte tecido especificidade, ao contrario da
atividade enziméatica, que mede a atividade total e maxima.

Outro fato notorio foi o aumento em duas diferentes isoformas da oxidase
alternativa (Figura 6) na cultivar tolerante. Esta enzima tem importante papel

antioxidativo, eliminando o excesso de poder redutor nas membranas internas da
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mitocondria, reduzindo a formagé&o de radicais livres. A cadeia de transporte de elétron
mitocondrial é o principal sitio de producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) em
tecido heterotréficos. ERO produzidos na mitocondria sdo importantes mensageiros
secundarios na via de sinalizacdo de ABA e na regulacdo do crescimento radicular
(FOREMAN et al., 2003). A ideia de manter um metabolismo respiratério ativo durante

0 estresse pode implicar também em maior producdo de ERO pela cadeia de transporte
de elétrons mitocondrial. Uma forma de contornar essa situacdo seria por meio de
oxidases alternativas (AOX), as quais otimizam fluxo de elétrons na cadeia de transporte
de elétrons, prevenindo uma super reducao da cadeia e a geracdo de ERO, além de manter
um fluxo de carbono através da glicolise que € essencial para rotas metabdlicas que
necessitam dos intermediarios do ciclo de Krebs. A importancia da AOX durante o
estresse ja foi muito relatada (VANLERBERGHE, 20BB et al., 2015;) e os dados de
expressao génica aqui apresentados, onde dois genes para AOX Sa0 0 mais expressos na
cultivar Embrapa 48 (tolerante), somente reiteram o seu papel essencial também para soja.
Além dos dissipadores alternativos de energia, a planta pode se proteger da producéo de
ERO por meio da biossintese de antioxidantes.

Considerando o amplo efeito na expresséo génica na cultivar tolerante, sugerimos
gue o aumento da expressao das enzimas PGM, aldolase, TPI, PGK, PK e OGD tenham
contribuido para maior taxa respiratoria nas raizes das plantas tolerantes sob estresse
severo, e de gque a maior atividade da oxidase alternativa tenha sido uma importante

contribuicdo para a tolerancia ao estresse hidrico.

4.5 Déficit hidrico afeta diferentemente os hormonios radiculares entresa
cultivares
Inicialmente podemos ver que o estresse hidrico aumenta o ABA no sistema

radicular (Tabela 2) em ambos estresses na cultivar tolerante, o que € visto na sensivel
somente na reirrigacdo. Estes resultados contrastam com MESQUITA (2013) que mediu

o ABA também em raizes de soja e observou que o estresse hidrico aumentou a
concentracdo de ABA nas duas cultivares. Estas diferencas podem ser devidas ou
reciclagem do ABA produzido na folha e transportado até a raiz, ou a diferenca nas taxas
de imposi¢cdo do déficit hidrico ou, ainda, na idade das plantas. Neste experimento o
estresse moderado para BR 16 foi alcangado em 10 dias, enquanto MESQUITA (2013)
alcancou o estresse moderado em 7 dias. Quanto ao estresse severo, aqui precisamos de

12 dias, enquanto no outro experimento citado foi preciso 9 dias.
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Outro forte contraste entre 0s genotipos € que para cultivar sensivel houve reducao
dos niveis de AlA nas raizes nos dois tratamentos de déficit hidrico (moderado e severo),
porém, este efeito ndo foi visto na cultivar tolerante. Nossa hipotese é de que estes niveis
normais de AIA podem ter sido importantes para 0s maiores niveis de respiracao
apresentados pela Embrapa 48. E provavel que a auxina (por promover sintese de
proteinas, RNA e DNA) tenha efeito positivo na respiracdo pela necessidade adicional de
suplemento energético imposta pela acdo deste horménio (HACKETT; THIMANN,
1952; LEONOVA et al., 1985).

Outro efeito observado somente na cultivar tolerante foi a redugéo no teor de
MeJA. Sugerimos que este fato seja o resultado de uma modificacdo na alocagédo de
energia no metabolismo, o que poderia explicar a maior respiracdo radicular. O acumulo
de MeJA inibe a respiracao (RUIZ-MAY et al., 2011), assim, reduzindo o teor de MeJA,
haveria uma reducédo do metabolismo secundario, 0 que poderia ser necessario para um
aumento da respiracdo para outros processos importantes para a tolerancia a seca, como
ajuste osmaotico e sintese de compostos antioxidativos. Entretanto, o teor de SA é reduzido
apenas na cultivar sensivel. Estes contrastes, somados a auséncia de literatura sobre um
possivel papel destes horménios na toleréncia a seca, ilustram que precisamos ainda
melhor estudar uma possivel modulacéo diferencial destes hormdnios na resposta a seca.

Os altos teores de zeatina no tratamento irrigado para Embrapa 48 pode ser
explicado pela isomerizacdo da forma menos ativa (cis) para a forma mais ativa (trans).
Plantas transgénicas produzindo maiores niveis de citocinina apresentaram maior
tolerdncia a seca, mas nada é conhecido sobre o mecanismo envolvido (KUPPU et al.,
2013; REGUERA et al., 2013). Entretanto, este papel positivo da citocinina €&
controverso, e outros autores tém encontrado resultados opostos (WERNER et;al., 2010
MACKOVA et al., 2013; ). Outra hipétese possivel para nosso trabalho seria de que o
aumento em citocinina nas raizes da planta tolerante contribuiria para a menor reducao
da fotossintese observada nesta cultivar, retardando a degradacdo dos complexos
fotossintéticos sob estresse, como descrito para o tabaco (RIVERO et al., 2010). Uma
evidéncia importante para suportar esta hipotese seria o maior teor de zeatina trans nas

folhas das cultivares tolerantes, em relagéo ao sénsive

4.6 O déficit hidrico promove maiores aumentos nos teores de acidos organicos e
aminoacidos nas raizes da cultivar tolerante.
O estresse claramente resulta em respostas contrastantes no metabolismo radicular

entre 0os gendtipos. Por exemplo, somente a cultivar tolerante apresenta aumento em 5
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acidos organicos no estresse moderado e de 3 deles sob reirrigacdo. Também somente na
sensivel observamos reducdo em dois acidos orgéanicos. Apesar destas diferencas em
aumentos e reducdes, observamos efeito ndo correspondentes quanto comparamos 0S
genotipos para os teores totais dos mesmos. A maior respiracao radicular da cultivar
tolerante no tratamento controle (irrigado) é associado com menores niveis de 82% dos
acidos organicos, e menores niveis de NA@b estresse severo e reirrigacao (Figura 7).
Como a respiracdo foi maior no estresse severo, a reducdo dos acidos organicos sem
aumento em NAD nas raizes, indica que houve maior demanda metabdlica nas raizes
tolerantes, o que levou a estas modificagc6es no metabolismo respiratério.

Esta demanda metabdlica maior nas raizes da cultivar tolerante pode, em parte,
ser explicada pelo aumento da sintese de aminoacidos neste genoétipo. Somente nele
verificamos, no estresse moderado, o aumento de 69% dos aminoacidos estudados,
enquanto no genotipo sensivel, ha uma reducéo na sintese de dois deles. Mais forte ainda
séo as diferencas sob estresse severo onde 86% dos aminoacidos aumentam somente na
Embrapa 48, paralelo ao aumento em NA&Despiracdo. Enquanto na cultivar sensivel
nao ha registro de nenhum aumento em aminoacidos sob estresse severo, nenhum
aumento em NAD e menor taxa respiratoria. O aumento no teor de aminoacidos de
forma mais proeminente em resposta a seca também foi observado por MESQUITA
(2013) em raizes da cultivar Embrapa 48. Os aminoacidos podem contribuir para o ajuste
osmoético da célula e alguns deles tem papel antioxidativo (SILVENTE et al., 2012
FANG; XIONG, 2015).

O efeito dos estresses nos acucares foi menos pronunciado do que para
aminodacidos e acidos organicos. Um dos efeitos foi a reducdo em 75% dos aguUcares na
sensivel sob estresse severo, destacando-se a reducdo em glicose e sacarose, 0s dois
principais substratos respiratérios radiculares. Estes menores niveis de aglcares na
sensivel ndo podem ser explicados pela queda na fotossintese, p@Escaltnzaes
tiveram reducgfes e possuem niveis semelhantes da mesma neste nivel de estresse. Uma
possivel explicacdo para esta diferenca em sacarose e glicose na raiz seria de que
cultivar sensivel ndo seria tdo capaz em mobilizar outras formas de carbono de reserva, e
com isto, ndo permitir um aumento respiratorio, e por consequéncia, um aumento no teor
de aminoacidos.

Evidéncias de que o ciclo de Krebs é um importante modulador do metabolismo
de aminoéacidos ja foi anteriormente produzidas (ARAUJO et al., 2014), e aqui podemos

reafirmar essa informacdo. A cultivar tolerante, que possui altas taxas respiratorias,
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acumulou mais aminodcidos durante o estresse, 0s quais sdo importantes para ajuste
osmatico, estabilizacdo de enzimas e protecdo contra danos oxidativos (JORGE et al.,
2015). Um importante mediador da biossintese de aminoacidos € o 2-oxoglutarato, cuja
expressao do gene oxoglutarato desidrogenase foi superior para o genétipo Embrapa 48.

Alguns compostos envolvidos na biossintese de lignina foram detectados no perfil
metabdlico como &cido shiquimico, acido coumarico e acido sinapico. Esses metabdlitos
podem presumir o investimento, ou ndo, das plantas em estrutura secundaria de parede
celular. O aumento da producéo de lignina constroi uma parede celular forte que protege
a raiz do solo seco. Além disso, as modificacdes na parede sdo usadas para minimizar a
perda de 4gua e desidratacdo celular, auxiliando as plantas a resistir e recuperar da seca
quando a agua estiver disponivel (GHOSH; XU, 2014). E provavel que a cultivar tolerante
tenha lancado mao desta estratégia, pois foi registrado menores valores para 0s
metabdlitos intermediarios da sintese de lignina durante o estresse moderado, 0 que
indicaria consumo para a biossintese. Ha fortes evidéncias de que a inibicdo da biossintese
de parede celular secundaria esta diretamente relacionada com a reducéo da atividade do
ciclo dos acidos tricarboxilico, por depender da energia produzida por ele (VAN DER
MERWE et al., 2010), portanto, as altas taxas respiratorias da Embrapa 48 poderiam
sustentar a biossintese secundaria de parede.

4.7 Aplicacédo exdgena de ABA reduz a fotossintese e aumenta a respiracéo
radicular em plantas sob estresse
A aplicacdo exdgena de ABA nas folhas aumentou o nivel endégeno deste

horménio nas raizes em todos os tratamentos (irrigado, estresse moderado e severo e
reirrigado) para a cultivar sensivel. Para a cultivar tolerante, somente no tratamento
irrigado foi registrado o aumento de ABA. Este efeito, na cultivar tolerante, pode ser
devido ao maior nivel de ABA nas folhas (MESQUITA, 2013), que poderia inibir o
transporte do ABA foliar para as raizes.

O ABA exdgeno reduziu a fotossintese em ambas as cultivares. Provavel que este
efeito foi devido ao fechamento estomatico associado ao aumento do ABA foliar, com
consequente reducédo da transpiracdo. Mas um efeito bioquimico na fotossintese néo pode
ser descartado, visto que observamos redugcdo na eficiéncia de carboxilagdo (A/Ci) no
estresse moderado (para o gendétipo tolerante) e no severo (gendtipo sensivel), e um
aumento em Ci/Ca na cultivar sensivel sob estresse hidrico.

Apesar destas reducdes na fotossintese, observamos um efeito do ABA em

aumentar a respiracéo radicular sob estresse moderado (na cultivar tolerante) e severo (ha

48



7

cultivar sensivel). Isto é aparentemente contraditorio, pois esperariamos menor
exportacdo de sacarose para as gaitevido as quedas registradas na fotossintese, e em
consequéncia, menor respiracao pela reducéo no teor de substrato respiratorio das raizes.
Este contraste sugere que o ABA teria um efeito especifico na regulacédo da respiracao
radicular, mas nenhum efeito do ABA na arquitetura radicular.

A aplicagdo exdgena de ABA reduziu ACC e aumentou zeatina no estresse
moderado apenas para cultivar sensivel. Como o horménio etileno tem importante papel
promotor da respiracdo (XU et al., 2012), podemos sugerir que a reducdo em ACC no
estresse moderado explicaria porque esta cultivar sensivel, em contraste com a tolerante,

nao apresentou aumento na respiracao radicular.

4.8) Aplicacdo exdgena de ABA afeta o perfil metabdlico diferencialmente nos
genotipos
Entre as trés classes de compostos analisados no perfil metabdlico foi nos

aminoacidos que observamos as maiores mudancas em reposta ao ABA. Somente a
cultivar sensivel registrou aumentos nos teores acidos organicos e aminoacidos sob
estresse severo apés aplicacdo de ABA. Este efeito especifico na cultivar sensivel poderia
ser explicado devido ao aumento de ABA radicular apenas nesta cultivar, em resposta a

aplicacao foliar (Figura 13).

4.9) Aplicacao exdgena de fluridona tem efeitos no perfil metabdlico,
principalmente nos aminoacidos
A fluridona € um composto que inibe a biossintese de ABA por interferir na

sintese de carotenoides inibindo a enzima fitoeno desaturase (BARTELS; WATSON,
1978). Deste modo, esperava-se que este composto gerasse reducdes significativas na
guantidade de acido abscisico. As respostas obtidas pela aspersdo de fluridona nas
plantas, independente da cultivar, ndo foram muito padronizadas. Duas explicacdes sao
possiveis, a primeira € que a aplicacédo de fluridona nas folhas e na regiao do colo ndo
permitiu a sua atuacdo de forma plena nas raizes. Trabalhos que estudaram efeito da
fluridona em raizes costumam usa-la no meio de crescimento, e ndo aspergindo em suas
folhas (HAN et al., 2010). Outra possibilidade € que esse composto atue em mais rotas,
que nao apenas na biossintese de ABA, sendo possivel gerar “efeitos pleotrépicos”.

Nos oito tratamentos analisados (4 tratamentos para cada uma das duas cultivares),
observamos que o esperado efeito da fluridona em reduzir ABA foi somente observado
no tratamento Embrapa 48 sob estresse severo, e BR16 na auséncia de estresse. Resultado

oposto, em que a fluridona aumentou o ABA foi observado para a BR 16 sob estresse
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moderado. Nos outros 5 tratamentos, a aplicagao foliar ndo afetou a concentracao de ABA
radicular. Adicionado a este efeito inesperado, houve também a descoloragcédo de varias
folhas nas plantas tratadas (Figura 8). Mesmo analisando folhas sem nenhum fenétipo
visivel, observoise que este inibidor da sintese de ABA produziu uma inibicdo da
fotossintese liquida em todos os tratamentos, provavelmente por reduzir a condutancia
estomatica (em alguns tratamentos) e a eficiéncia de carboxilacdo (em varios
tratamentos).

A fluridona redu a respiracdo em somente 3 tratamentos (dos oito analisados),

e este efeito ndo foi nos mesmos 2 tratamentos em que a fluridona reduziu ABA. Isto
pode ser atribuido, parcialmente, a fotossintese, visto que nem todos os tratamentos onde
fluridona diminuiu a fotossintese apresentaram reducdo na respiracdo radicular. Outro
fator que pode explicar parcialmente a reducdo na respiracao radicular € sua atuagao
marcante na cultivar sensivel em reduzir o teor de ACC. O segundo efeito da fluridona
foi reduzir o teor de zeatina em dois tratamentos na cultivar sensivel. Na litg&tira
descrito o efeito da fluridona em reduzir o etileno (SPOLLEN et al., 2000; TRIVELLINI

et al., 2011).

A fluridona, como o ABA, afeta mais o metabolismo dos aminoé&cidos do que o
metabolismo de acidos organicos ou acucares estudados aqui. Alguns efeitos da fluridona
foram opostos a aplicacdo de ABA. Por exemplo, o efeito do ABA em reduzir os acidos
organicos e aminoacidos no tratamento reirrigado foi amenizado na presenca da fluridona.
O aumento de aminoacidos sob estresse severo apos a aplicacdo de ABA na cultivar
sensivel também foi reduzido com a fluridona.

Apesar da fluridona afetar pouco os niveis de ABA nas raizes, € possivel que tenha
havido alguma reducéo no teor de ABA foliar, ndo medido aqui. Esta possivel alteracao
poderia mediar um sinal que alteraria o efeito do ABA em alguns metabdlitos radiculares.
Os maiores efeitos da fluridona foram no tratamento reirrigado, exatamente onde
fluridona reduziu a respiracdo em ambos 0s genétipos. Estes resultados reforcam que as
mudancas respiratorias radiculares estdo fortemente associadas a taxa de sintese de

aminoacidos nas raizes
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5 CONCLUSAO

Os resultados desta tese demonstram como a tolerancia a seca é uma caracteristica
adquirida por meio da acéo de diversos mecanismos. Aqui ficou registrado que a cultivar
tolerante (Embrapa 48) consegue retardar a desidratacdo foliar apresentando maior
fotossinteséquida e maior eficiéncia do uso da dgua. Outro dado importante apresentado
foi que a tolerancia a seca diferencial entre as duas cultivares de soja parece estar
relacionada a maior respiracao radicular do genotipo Embrapa 48 (tolerante), que foi
também comprovada pela andlise de expressao génica e atividade enzimética de enzimas
glicoliticas. Considerando o amplo efeito na expressdo génica na cultivar tolerante,
sugerimos que o aumento da expressao das enzimas PGM, aldolase, TPI, PGK, PK e
OGD tenham contribuido para maior taxa respiratéria nas raizes das plantas tolerantes
sob estresse severo, e de que a maior atividade da oxidase alternativa tenha sido uma
importante contribuicdo para a tolerancia ao estresse hi@ic@lo de Krebs é um
importante modulador do metabolismo de amino&cidos, e isso pode ser comprovado pelas
respostas da cultivar tolerante que possui altas taxas respiratérias e acumulou mais
aminoacidos durante o estresse, 0S quais Sdo importantes para ajuste osmotico,
estabilizacdo de enzimas e protecdo contra danos oxidativos. Além dos aspectos
relacionados a metabolismo respiratdrio, a cultivar tolerante também mostrou-se eficiente
na atividade de seu metabolismo antioxidativo. A aplicacdo exégena de ABA diminuiu a
fotossintese e afetou a concentracéo de outros hormdnios, como ACC e zeatina. Somente
a cultivar sensivel, apds aplicacdo de ABA exdgeno, registrou aumento nos teores de
acidos organicos e aminoacidos. A fluridona reduziu a fotossintese e respiragédo nos dois
genotipos e afetou pouco os niveis de ABA nas rai2édm disso, de forma geral, a
aplicacdo de fluridona proporcionou aumentos nos teores de aminoacidos e acidos
organicos em ambas cultivares. Os resultados desta tese evidenciam que as mudancas
respiratérias radiculares estédo fortemente associadas a taxa de sintese de aminoacidos nas
raizes, e que 0S mecanismos respiratorios e antioxidativos sdo de grande importancia para

a tolerancia a seca na cultivar de soja Embrapa 48.
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MATERIAL SUPLEMENTAR
ANEXO | — Trocas gasosas

Tabela 1 Taxa fotossintética liquida (A), condutancia estomatica (gs), transpiragao liquida
(E), Razéao Ci/Ca, Eficiéncia de uso da agua (EUA) e eficiéncia de carboxilacdo A/Ci em
cultivares de soja sob déficit hidricetras correspondem ao teste de média para os tratamentos de
estresse avaliados para uma mesma cultivar. Médias seguidas das mesmas léfemsmamte si pelo

teste de Tukey (P<0,05). Asterisco indica diferenca significativa entre asmgtpara mesmo tratamento
também pelo teste de Tukey (P<0,05).

Embrapa 48 BR 16
Irrigado  Moderado Severo Reirrigado| Irrigado Moderado Severo  Reirrigado
A 22,1&* 6,65b 4,77c* 18,2@&* 18,92a 5,99b 2,80c 15,12a
gs 0,27a 0,0b* 0,0* 0,24a* 0,26a 0,03c 0,01d 0,12b
E 3,20a 0,578* 0,57* 3,72a* 4,35a 0,80c 0,39d 2,32b
EUA 5,9¢ 11,6la*  8,29b  4,9%&* 4,67b 7,54a 7,29a 6,57a
CilCa 056a  0,1%* 0117b  0,63* 0.62a 0,27b 0,21b 0,50b
AICi 0,09a  0,0&* 007a*  007a 0,07a 0,05b 0,03b 0,07a

Tabela 2 Taxa fotossintética liquida (A), condutancia estomatica (gs), transpiracao liquida
(E), Razéo Ci/Ca, Eficiéncia de uso da agua (EUA) e eficiéncia de carboxilagdo A/Ci em
cultivares de soja sob déficit hidrico ap0s a aplicacdsBae. Estatistica conforme tabela 1

Embrapa 48 BR 16
Irrigado  Moderado Severo Reirrigado| Irrigado Moderado Severo Reirrigado
A 19,.96a  3,08b  35%*  20,2&* 16,97a 3,03b 1,17c 14,82a
gs 0,22b 0,01d  0,0x* 0,24a* 0,15a 0,01b 0,01b 0,15a
E 3,92a 0,56b  0560*  4,54* 3,08a 0,43b 0,39 2,60a
EUA 5,23a 583a  6,1%* 4,62a 5,77a 7,76a 3,01b 5,69a
CilCa 0,54a 037b  03&* 0,65 0,46a 0,32a 0,59a 0,56a
AICi 0,09a 0,01b 0,04b 0,07a 0,09a 0,04b 0,005¢ 0,06a
Tabela 2 Taxa fotossintética liquida (A), condutancia estomatica (gs), transpiragao liquida
(E), Razéao Ci/Ca, Eficiéncia de uso da agua (EUA) e eficiéncia de carboxilacdo A/Ci em
cultivares de soja sob déficit hidrico apds a aplicacablaiédona. Estatistica conforme
tabelal
Embrapa 48 BR 16
Irrigado Moderado Severo Reirrigado| Irrigado  Moderado  Severo  Reirrigado
A 11,58a  4,68b 2,40c 8,80a 12,90a 6,11b 1,67¢c 9,95b
gs 0,09a 0,02b 0,01c 0,12a 0,11a 0,03b 0,01c 0,16a
E 2,07b 0,65c 0,4 3,30a 2,36b 0,86¢ 0,31d 4,04a
EUA 5,6a 6,9a 5,54a 3,61b 5,69a 6,60a 7,86a 2,45b
Ci/Ca 0,47b  0,34c  043b  0,6la* 0,45b 0,31b 0,36b 0,66a
A/Ci 005a  0,03b  0,01b 0,03b 0,07a 0,03b 0,01b 0,03b
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ANEXO 1| - Perfil hormonal

Tabela 1 Perfil hormonal de raizes de soja sob déficit hidrico apos aplicaé@Ade
exdgeno Letras correspondem ao teste de média para os tratamentos de estresse pasdiatua
mesma cultivar. Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre sitpale Taskey (P<0,05).
Asterisco indica diferencga significativa entre as cultivares para mesmo tratanmebémtaelo teste de
Tukey (P<0,05).

Embrapa 48 BRL6
Hormédnio Irrigado Moderado Severo Reirrigado | Irrigado  Moderado Severo Reirrigado
ABA 9,2a 9,3 a* 99a 88a 10,8a 12,3a 89a 148a
ACC 123,2a* 42,7Db 65,7b 64,5 b* 98,7a 26,6b 416b 101,7a
AlA 29a 10b 20a* 2,7a* 25D 08c 1,1c 45a
AS 20b* 72a 4,0b* 45b* 6,1la 56a 18b 25b
Me-JA 49a 0,3 b* 12b* 26a 6,2a 2,7a 26a 18a
Zeatina 40,0 a* 6,7 b* 53b 25b* 2,5d 13,8Db 41c 155a
Zeatina2 0,8c* 1,6a* 21a 09b 1,1b 2,6a 2,3a 0,8b

Tabela 3 Perfil hormonal de raizes de soja sob déficit hidrico apds aplaa¢daridona
ex0geno.Estatistica conforme tabela 1 do aneixo |

Embrapa 48 BR 16

Hormonio !rrigado Moderado Severo Reirrigado | Irrigado  Moderado Severo Reirrigado
ABA 2,0b 72a 26b 89a 11b 55a 49a 7,7a
ACC 46,0a 416a* 45,1 a* 35,2 a* 648a 96b 116b 12,3b

AlA 25a 3,0a* 12c 16D 29a 09c 10bc 2,3a

AS 1,8 b* 10,4 a* 9,1a* 10,2a* 6,0 a 8,4 a 3,3b 3,0b
Me-JA 24 a 16a 16a 3,2a 3,7a 25a 29a 26a
Zeatina 749a* 43b 29b* 3,5b* 2,7a 25a 10,5a 12,6a
Zeatina2 0,7a 1,7 a* 09a* 06a 0,6b 0,8b 32a 0,4b
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ANEXO Il | - Morfologia de raizes

Tabela 1 Analise morfoldgica de raizes de soja sob déficit hidrico apos aplida@dBA
exdgeno. Comprimento (cm), area superficial Jeraolume (cmd) e diametro (mm)Letras
correspondem ao teste de média para os tratamentos de estresse avaliados paraaimativeas Médias
seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey)(Ps@e@iSco indica diferenca
significativa entre as cultivares para mesmo tratamento também pelo testedd¢F<05).

Embrapa 48 BR 16
Irrigado Moderado Severo Irrigado Moderado Severo
Comprimento 5161a 4995a 4507a 6164a 5170a 5227a
Area superficial 7349a 6204a 5892 b 1021a 6941a 6672a
Volume 9la 61b 66 b 120a 74b 53b
Diametro 0,45 a 0,39b 041b 0,50 a 0,42ab 0,39b

Tabela 2 Andalise morfolégica de raizes de soja sob déficit hidrico pldscao deluridona.

Estatistica conforme tabela 1 do anexo IlI.

Embrapa 48 BR 16
Irrigado Moderado Severo Irrigado Moderado Severo
Comprimento  4812a 4744a 3892a 6542a 4137b 4165b
Area superficial 6093a 5717a 4869a 8313a 5176b 4818b
Volume 6la 54a 48 a 84a 51b 44 b
Diametro 0,39 a 0,38 a 0,39 a* 0,40 a 0,39 a 0,36 a
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ANEXO Il - Andlise de perfil metabdlico

Tabela 1 Andlise de perfil metabdlico de raizes de soja sob déficit hidrico aplisagdo de

ABA. Letras correspondem ao teste de média para os tratamentos de estresse avaliatasnpesma
cultivar. Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste d@J0Ja5). Asterisco
indica diferenca significativa entre as duas cultivares para mesmo tratamento taeibérste de Tukey

(P<0,05).
Embrapa 48 BR 16

Acidos organicos  Irrigado  Moderado Severo Reirrigado| Irrigado  Moderado Severo Reirrigado
Ascorbato 0,97 a 1,14 a 0,87 a 0,68 a 0,74 a la 1,64 a 0,34 b
Citrato 2,13 a* 2,68 a* 131a 0,22 ¢c 0,69 a 2,07 a 2,44 a 0,12 b
Coumarico acido 1,59 a 09b 2,86a 0,52b 0,93b 1,68b 2,87a 0,62b
Fumarato 0,64 b 1,96 a 1,01b 0,62 b* 0,68 b 1,27 a 0,91 a 0,12 b
Glicerato 09a 1,17 a 1,53 a* 0,33 a 0,7a 0,63 a 153a 0,98 a
Malato 1,19b 1,01 b* 2,06 a 0,28 b 0,73b 0,36 b 2,19a 0,17b
Malonato 0,82a 0,87 a 0,8la 0,29b 0,69b 2,66 a l41a 0,69b
Oxoglutarato 0,52b 2,41 a 1,72 a 0,16 b 1,12 a 121a 0,58 a 0,14 b
Shiquimato 0,62b 1,04 a 0,94 a* 0,21b 0,69 a 0,44 b 0,66 a 0,2b
Sinapico acido 0,86 b 0,51b 1,7b 0,69 a* 0,63 a 0,85a 0,95a 0,22 a
Succinato 0,63 a 0,98 a 0,93 a 0,34 a 0,77 a 0,67 a 1,04 a 0,16 b
Aminoacidos
Alanina 0,34 a 0,83 a* 0,72a 0,07 a 0,84b 0,81b 2,00a 0,13 b
Asparagina 0,41 a 10,14 a* 8,14 a 5,92 a* 0,46 a 2,18 a 5,13 a 0,48 a
Aspartato 0,55b 0,99b 2,3a 0,22b 0,49b 0,28 b la 0,27 b
Fenilalanina 0,75b 6,26 a 154b 0,63 b 0,73 a 1,63 a 1,96 a 0,38b
GABA 0,25a 0,35a 0,26 a 0,05b 0,35a 0,83 a 0,54 a 0,06 b
Glutamato 0,34 a 0,42a* 0,53 a 0,58 a la 0,05 a 0,35a 0,16 a
Histidina 0,33b 1,64 a 1,05a 10l a 0,86 a 0,88 a 1,94 a 0,34 a
Isoleucina 0,47 b 2,37 a 0,56 b 0,24 b 0,55a 1,01a 1,29 a 0,71 a
Leucina 0,38b 143 a 0,41 a 0,13 b 0,7a 0,61a 0,8la 0,12 a
Serina 0,2a 0,7a 0,36 a 0,09b 0,38 a 0,24 a 0,61 a 0,06 b
Tirosina 0,49 a l4a 0,7 a* 0,23 b 0,54 a 0,74 a 1,25a 0,58 a
Triptofano 1,05a 1,62 a 191a 0,35a 0,98 a 0,6b 251a 1,12 a
Valina 0,4a 1,28 a 0,45 a 0,17 a 0,45 a 0,51a 0,76 a 0,1b
Aclcares
Altrose 0,6 a 0,7 a 0,98 a 0,15a 0,55 a 0,4 a 1,07 a 0,13 a
Arabinose 0,59 a 0,8a 0,53 a 0,14 a 0,99 a 0,39 a 0,82a 0,16 a
Frutose 0,47 a 0,66 a 0,78 a 0,12 a 0,54 a 0,37b 0,74 a 0,52 a
Fucose 0,54 b 1,08 a l41a 0,12 a 0,69 a 0,49 a 101l a 0,12b
Glicose 0,44 a* 10la 0,63 a 0,07 a 0,62 a 0,29b 0,67 a 0,07b
Maltose 0,75 a 0,9a 0,74 a 0,19b 0,58 a 0,44 a 0,97 a 0,18 b
Sacarose 0,72 a* 0,75 a* 1,41 a 0,36 a 0,61 a 0,46 a 2,42 a 0,23 a
Trealose 0,27 b 0,52b 1,04 a* 0,12 a 1,04 a 0,28 b 1,25a 0,09¢c
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Tabela 3 Andlise de perfil metabdlico de raizes de soja sob déficit hidrico aplisagéo de
fluridona Estatistica conforme tabela 1 do anexo lIl.

Embrapa 48 BR 16
Acidos organicos Irrigado  Moderado Severo Reirrigado| Irrigado  Moderado Severo Reirrigado
Ascorbato 1,43 a 0,86a* 1,16 a 0,64 a 3,24 a 1,75a 1,11b 0,56 c
Citrato 1,64b 1,19b 8,91 a* 1,49 b* 247 a 1,41b 1,58 b 0,39b
Coumarico acido 1,22 a 1,05a 1,28 a* 0,63 a 2,13a 1,14b 2,7a 1,03b
Fumarato 0,78 b 0,54b 2,13a 0,62b 151a 0,72 a 0,76 a 0,66 a
Glicerato 0,86 a* 1,03 a 14a 0,04 b 2,07a 0,87b 1,03 b 0,74 b
Malato 1,06 b 0,66 b 221a 125b 4,06 a 0,86 b 1,43 b 0,72b
Malonato 1,11a 0,65a 1,43 a 0,64 a 8,54 a 1,53b 0,74 c 0,48 c
Oxoglutarato 0,69 a 0,37 a 3,74 a 0,77 a 4,14 a 09b 0,66 b 0,29b
Shigquimato 0,88 a 0,46 a* 12a 0,5a 1,44 a 159 a 0,85b 0,43 b
Sinapico acido 0,86 a* 0,51a 0,84 a 0,77 a* 0,79 a 0,75a 0,52 a 0,42 a
Succinato 0,79 a 0,56 a 1,32 a 0,71 a 1,7a 0,76 a 0,71a 0,51a
Aminoacidos
Alanina 0,77 a* 0,8a 2,07 a 0,51a 3,22 a 1,84 a 1,12 a 0,78 b
Asparagina 3,48 a* 252a 1,59 a 1,38 a 4,64 a 1,14 a 6,62 a 4,96 a
Aspartato 0,59b 0,49b 2,66 a 0,66 b 9,2a 1,13b 1,05b 0,74 b
Fenilalanina 211a 1,04 b 3,15 a* 0,52b 6,11 a 2,88b 0,97 c 121c
GABA 0,35a 0,19 a 1,15a 0,06 b 0,64 a 0,4 a 0,32a 0,2a
Glutamato 0,19a 0,47 a 0,42a* 0,28 a 0,33b 0,17b 0,93a 0,16 b
Histidina 1,05a 0,69 a 2,14 a 0,48 b* 3,36 a 0,79 a 1,61la 0,34 a
Isoleucina 0,95 a* 0,6a 1,68 a* 0,37 a 2,42 a 1,36 a 0,56 b 0,6b
Leucina 0,73 a 0,42 a* 0,99 a 0,18 a 1,62 a 0,93 a 0,36 a 0,53 a
Serina 0,22 a* 0,23 aa 0,99 a 0,12 a 0,8a 0,32 a 0,37 a 0,3a
Tirosina 1,06 a* 0,91 a* 1,79 a* 0,42b 3,32a 2,68 a 0,93b 09b
Triptofano 1,2 b* 2,13 a 4,58 a* 1,19b 3,28 a 1,78 a 1,66 a 3,8a
Valina 0,67b 0,43 b 1,01l a 0,2b 1,48 a 0,63 b 0,47b 0,43 b
Aclcares
Altrose 0,6 a 0,38 a 0,93 a 0,38 a 15a 0,96 a 1,27 a 0,49 a
Arabinose 0,77 a 0,39 a 0,74 a 0,52 a 5,07a 1,05b 1,13b 0,27 b
Frutose 0,56 a 0,32 a 0,9a 0,33 a 1,22 a 0,72 a 0,84 a 0,36 a
Fucose 1,04 a 0,51a 1,52 a* 0,47 a 4,04 a 1,64 b 0,6c 0,27 c
Glicose 0,49 a 0,26 a 0,66 a 0,19 a 2,16 a 0,73 b 0,8a 0,15b
Maltose 0,53 a* 0,36 a* 1,05a 0,38 a 2,46 a 0,7 a 0,48 Db 1,43 a
Sacarose 0,77 a 0,66a* 1,18 a 0,92 a 1,49 a 1,05a 2,67 a 09a
Trealose la* 0,73 a 1,52 a 0,92 a 2,74 a 11b 0,99b 0,57 b
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