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RESUMO GERAL

VITAL, ROBERTO GOMES. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
abril de 2019. Mecanismos da tolerancia ao déficit hidrico e a alta temperatura em
cultivares de soja Orientador: Dsc. Alan Carlos Costa. Coorientadorores: Dsc?.
Caroline Miiller, Dsc. Adinan Alves Silva.

O aumento na frequéncia das instabilidades climaticas, como episddios de temperatura
alta e déficit hidrico, podem limitar o crescimento, desenvolvimento e produtividade de
diversas culturas, principalmente quando combinados. A soja ¢ uma das culturas mais
importantes no mundo e em continua expansdo no Brasil. Os efeitos de estresses
combinados podem exacerbar a ocorréncia de danos morfofisioldgicos, bioquimicos e
metabolicos, ocasionando a morte destas plantas. Sendo assim, objetivou-se com este
trabalho determinar alteragdes morfofisioldgicas, bioquimicas e metabolicas que sejam
indicadoras da dupla tolerancia ao estresse combinado de déficit hidrico e temperatura
elevada em cultivares de soja. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao
acaso, em esquema fatorial, sendo quatro cultivares de soja: NS7209 IPRO (Nidera),
NS7011 TPRO (Nidera), Desafio 8473 RSF (Brasmax Sementes) ¢ 7739 M IPRO
(Monsoy Sementes). E ainda, quatro condi¢des de cultivo: controle (plantas a 100% da
capacidade de campo (CC) e temperatura de 25°C), condi¢do de déficit hidrico (DH-
plantas a 40% CC e temperatura de 25°C), alta temperatura (AT-plantas a 100% da CC
e temperatura de 40°C) e uma condi¢do de estresses combinados (AT+DH-plantas a
40% CC e submetida a temperatura de 40°C). Foram realizadas avaliacdes das relagdes
hidricas, temperatura foliar, trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, biometria da
parte aérea e raiz, concentracdo de pigmentos cloroplastidicos, da taxa de liberagdo de
eletrolitos, da atividade de enzimas antioxidantes, aminoacidos, agucares ¢ acidos
organicos e anatomia foliar. De modo geral, o déficit hidrico afetou negativamente a

fotossintese e fluorescéncia da clorofila a de plantas de soja. No entanto, esse efeito foi



exacerbado quando imposto juntamente com a alta temperatura. Sob condi¢do
combinada de alta temperatura e déficit hidrico, as cultivares Desafio e 7739
demonstraram que o ajustamento osmotico foi um fator importante na manutencdo dos
processos fotossintéticos. O maior nivel do aminodcido prolina e a maior atividade das
enzimas APX e POX sugerem estratégia de tolerdncia ao estresse combinado. Os polidis
pinitol e D-chiro-inositol também podem ter amenizado os danos oxidativos celulares

nas plantas de soja sob estresse combinado.

PALAVRAS-CHAVES: Glycine max (L.), limitacdo hidrica, mecanismos de

tolerancia, ondas de calor



ABSTRACT

VITAL, ROBERTO GOMES. Goiano Federal Institute — Rio Verde Campus— GO, abril
de 2019. Tolerance mechanisms to water déficit and high temperature in soybean
cultivars Adviser: Dsc. Alan Carlos Costa. Co-adviser: Dsc?. Caroline Miiller, Dsc.
Adinan Alves Silva.

The increase in climatic instabilities frequency, such as high temperature and water
deficit episodes, can limit the growth, development and productivity of several crops,
especially when combined. Soy is one of the most important crops in the world and in
continuous expansion in Brazil. The effects of combined stresses may exacerbate
morphophysiological, biochemical and metabolic damages occurence, causing the death
of these plants. Therefore, the objective of this work was to determine morphological,
biochemical and metabolic changes that are indicative of double tolerance to the
combined stress of water deficit and high temperature in soybean cultivars.The
experimental design was an randomized block, in a factorial scheme, with four soybean
cultivars; NS7209 IPRO (Nidera), NS7011 IPRO (Nidera), Challenge 8473 RSF
(Brasmax Seeds) and 7739 M IPRO (Monsoy Seeds), and four treatment : Control
(well-100% field capacity (FC) 25 °C), WD (water deficit, 40% field capacity (FC), 25
°C), HT (100% FC, 40 °C) and WD-HT as a combined stresses (WD 40% FC, 40 °C).
The water content, foliar temperature, gas exchange, chlorophyll a fluorescence,
morphology, chloroplast pigment concentration, electrolyte release rate, antioxidant
enzyme activity, amino acids, organic and sugar acids, and leaf anatomy, 8 days after
the treatments imposition were evaluated. In general, the water deficit negatively
affected the photosynthesis and chlorophyll a fluorescence variables in all cultivars.
However, the negative effect was exacerbated when water and thermal stresses were

imposed together. Under high temperature and water deficit combined condition,



cultivars Desafio and 7739 showed that the osmotic adjustment was an important factor
in the photosynthetic processes maintenance. The increase in proline level and the
higher activity of APX and POX enzymes suggest a strategy of double stress tolerance.
Polyols such as pinitol and D-chiro-inositol may also have mitigated cellular oxidative

damage in soybean plants under combined stress.

KEY WORDS: Glycine max (L.), water limitation, tolerance mechanisms, heat waves



INTRODUCAO GERAL

O complexo soja (composto pela soja em graos e seus derivados) representou
14,10 % de toda a exportagdo brasileira sendo o principal produto exportado em 2017,
representando US$ 30,69 bilhdes (CONAB 2018). Os graos da soja processados pela
agroindustria sdo uma das principais fontes de proteina e 6leo para alimentacdo humana
e animal (Watanabe et al., 2018). Atualmente, o Brasil configura-se como o segundo
maior produtor mundial com produ¢do estimada de 113,5 milhdes de toneladas na safra
de 2018/2019 (CONAB, 2019), participando com cerca de 32,79% da produgdo
mundial de soja em grao (USDA, 2019), atras apenas dos Estados Unidos, cuja safra
esta estimada em 123,66 milhdes de toneladas.

A manuten¢do da produtividade, assim como da qualidade das sementes e do
rendimento de grios é dependente das condi¢des climaticas as quais as plantas estdo
expostas (St-marseille et al., 2019). Dentre as alteragdes ambientais que prejudicam o
desenvolvimento da soja destacam-se as causadas por déficit hidrico e altas
temperaturas, intensificadas nos ultimos anos devido ao aquecimento global
(Schauberger et al., 2019; Pena-gallardo et al., 2019; Djanaguiraman et al., 2019).
Aumentos periddicos da temperatura em fases criticas de desenvolvimento da soja
associados com menor precipitagdo tém sido relatados, principalmente na regido
Centro-Oeste do Brasil, uma das maiores produtoras de graos de soja do pais (Conab,
2019). Os aumentos mais drasticos na temperatura tém acontecido através da ocorréncia
de ondas de calor, em que a temperatura do ar supera as temperaturas registradas no
historico da regido (Hatfield e Prueger, 2015), propiciando quedas bruscas na
produtividade das culturas (Auffhammer e Schlenker, 2014; Hatfield, 2016). Neste
cenario, a compreensdo dos mecanismos utilizados pelas plantas para tolerar estresses
combinados de déficit hidrico e térmico ¢ crucial para identificar cultivares de soja com
dupla tolerancia, e consequentemente, diminuir as perdas de produtividade da cultura.

As plantas respondem aos estresses térmico e por déficit hidrico por meio de
ajustes fisiologicos, metabolicos e morfoldgicos para se adaptarem as condigdes
impostas. O controle estomdatico (Haworth et al., 2018), a eficiéncia do uso da agua
(EUA) e o ajustamento osmotico sdo exemplos de ajustes importantes na manutengdo
do turgor celular e crescimento das plantas (Blum, 2016). Diversos estudos tém

evidenciado mecanismos que atuam na reducdo da perda de agua em plantas, dentre



estes, destacam-se a atuagao do ABA no aumento do controle estomatico (Kuromori et
al., 2018) e o ajustamento osmotico através do aumento na concentracdo de solutos
como, agucares, glicerol, prolina, glicina betaina, agucares alcoois, dentre outros
(Hatzig et al., 2014; Harsh et al., 2016). O aminoacido prolina, por exemplo, pode
dobrar sua concentragao em resposta ao déficit hidrico e permitir a tolerancia ao estresse
ndo somente por ajustes osmoéticos, mas também por atuar como protetor das
membranas celulares. (Delatorre-herrera et al., 2010; Silvente et al., 2012). Hossain et
al. (2015), analisando genotipos de soja tolerantes e sensiveis ao déficit hidrico
observaram aumento significativo de prolina nas folhas e raizes das cultivares, em
adicdo a raizes mais longas no genotipo tolerante. Por outro lado, em condi¢des de altas
temperaturas, a prolina tem sido descrita como toxica (Wei-tao et al.,, 2011),
favorecendo o acumulo de acucares, como sacarose como componente do ajustamento
osmotico em situagdo combinada de alta temperatura e déficit hidrico (Rizhsky et al.,
2004).

Além dos mecanismos associados a manuten¢do do turgor celular, a capacidade
de manter a performance fotossintética também ¢ uma caracteristica desejavel para a
caracterizagdo de cultivares de soja tolerantes aos estresses térmico e por déficit hidrico
combinado. A disponibilidade de 4gua no solo ¢ geralmente reduzida a medida que
aumenta a temperatura e, a capacidade da planta reduzir a perda de 4gua a um minimo ¢
crucial para a sua sobrevivéncia (Hatfield, 2016). Nestas condi¢des, o fechamento
estomatico ¢ uma resposta que antecede qualquer comprometimento bioquimico da
fotossintese, particularmente por reduzir a fixagdo de COz, no ciclo de Calvin (Siddiqui
et a., 2015). No entanto, em fungao do estresse térmico maiores altera¢des na fixacdo de
CO; pode ocorrer em virtude da reducdo na solubilidade de CO; o que favorece a
fixacao de O e a fotorrespiragdo (Sicher, 2015). Adicionalmente, a permeabilidade das
membranas dos tilacoides ¢ aumentada com a temperatura, desestabilizando a cadeia
transportadora de elétrons (Bokszczanin et al., 2013) e as estruturas dos complexos
proteicos, além de comprometer o gradiente de ions necessarios para a fotossintese
(Kalaji et al., 2016). O desbalango energético promove, ainda, aumento da producdo de
compostos oxidantes causando danos em lipideos e proteinas das membranas (Niu e
Xiang, 2018). Plantas tolerantes a estas condigdes podem induzir a termoestabilidade
das membranas, relacionada como a manutencdo dos niveis 4cidos graxos e, por

consequéncia, reducdo do extravasamento de eletrolitos (Larkindale e Huang, 2004).



As plantas tolerantes aos estresses hidrico e térmico combinados ativam, ainda,
mecanismos enzimaticos na protecdo contra espécies reativas de oxigénio (EROs),
constituindo o sistema de defesa antioxidante. O mecanismo enzimatico ¢ constituido de
enzimas importantes na rota de detoxificagdo de EROS, tais como a dismutase do
superoxido (SOD), a catalase (CAT), a peroxidase do ascorbato (APX) e as peroxidases
(POD) (Hasanuzzaman et al., 2013). Existem varias evidéncias da importancia de um
sistema antioxidativo na tolerancia das plantas aos estresses térmico e hidrico (Koffler
et al., 2014; Nahar et al., 2015). O aumento da concentracao de EROS atua diretamente
no processo de peroxidagdo lipidica que resulta no dano celular ¢ no aumento do
extravasamento de eletrolitos (Dallagnol et al. 2011). Mirzai et al., (2013), por exemplo,
trabalhando com duas variedades de canola expostas ao déficit hidrico, observaram
aumentos nas atividades das enzimas SOD, POD, CAT e APX na cultivar tolerante. Em
condigdes de alta temperatura (38°C), Zhao et al. (2015) observaram que em capim-de-
pé-de-galinha também aumentaram a expressao das enzimas SOD, CAT e POD
conferindo tolerancia ao calor.

Neste contexto, ¢ evidente que os estresses térmico e hidrico combinados podem
provocar perturbagdes nas caracteristicas das plantas, retardando o crescimento e
desenvolvimento e, consequentemente, afetando a produtividade (Gerganova et al.,
2016). No ambiente natural, estes estresses podem ocorrer simultaneamente e, até o
momento, sdo escassas as informacgdes na literatura sobre as alteragdes nos processos
fisiologicos, bioquimicos, morfologicos, metabdlicos em plantas expostas aos estresses
combinados. Portanto, sdo prementes os estudos relacionados a ocorréncia dos estresses
térmico e déficit hidrico combinados, que permitam a identificacdo de mecanismos
associados a dupla tolerancia em plantas de soja, possibilitando a selecdo de cultivares
tolerantes e um planejamento mais adequado do plantio da soja em regides propensas a
ocorrer tais eventos. Além disso, esse estudo pode gerar informagdes as quais poderdo

ser utilizadas em programas de melhoramento genético da soja.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Determinar alteragdes morfofisiologicas, bioquimicas e metabdlicas que sejam
indicadoras da dupla tolerancia ao estresse combinado de déficit hidrico e temperatura

elevada em cultivares de soja.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar o efeito do estresse combinado por alta temperatura e déficit hidrico
nas relagdes hidricas.

2. Avaliar o efeito do estresse combinado por alta temperatura e déficit hidrico
nas caracteristicas de trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, pigmentos
cloroplastidicos.

3. Determinar a atividade de enzimas do sistema antioxidante de cultivares de
soja submetidas aos estresses combinados de alta temperatura e déficit hidrico.

4. Determinar o ajustamento metabdlico de cultivares de soja aos estresses
combinado por altas temperaturas e déficit hidrico.

5. Avaliar alteragdes nos parametros morfoldgicos de cultivares de soja
submetidas aos estresses combinados por alta temperatura e déficit hidrico.

6. Quantificar altera¢des na anatomia foliar de cultivares de soja submetidas aos
estresses combinados de alta temperatura e déficit hidrico.

7. Determinar indicadores morfologicos, fisioldgicos, bioquimicos e metabdlicos
em plantas de soja da tolerdncia aos estresses combinados de alta temperatura e déficit
hidrico.

8. Determinar niveis de tolerancia de cultivares comerciais de soja expostas aos

estresses combinados de alta temperatura e déficit hidrico.
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3. CAPITULO I

CARACTERISTICAS FOTOSSINTETICAS INDICADORAS DE
TOLERANCIA AOS ESTRESSES COMBINADOS POR DEFICIT
HIDRICO E ALTA TEMPERATURA EM CULTIVARES DE SOJA
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RESUMO

Condigoes de seca combinadas com temperatura alta t€ém comprometido o
desenvolvimento e rendimento de culturas de importdncia mundial, como a soja. Os
efeitos combinados desses estresses podem exacerbar a ocorréncia de danos no
metabolismo vegetal, resultando em perdas na produtividade e, at¢ mesmo, a morte
destas plantas. Sendo assim, objetivou-se neste estudo identificar caracteristicas
fotossintéticas indicadoras de tolerancia diferencial de cultivares de soja aos estresses
combinados por alta temperatura e déficit hidrico. Foram avaliadas quatro cultivares
comerciais de soja: NS7209 IPRO (Nidera), NS7011 IPRO (Nidera), Desafio 8473 RSF
(Brasmax Sementes) e 7739 M IPRO (Monsoy Sementes), expostas a quatro condigdes
de cultivo; Controle (plantas a 100% da CC, 25°C ), déficit hidrico (plantas a 40% da
CC, 25°C), alta temperatura (AT, plantas a 100% CC, 40°C) e os estresses combinados
(plantas a 40% da CC; 40°C).. As plantas foram cultivadas em cadmara de crescimento e
os tratamentos impostos quando alcangaram o estddio de desenvolvimento V3 (terceira
folha trifoliolada aberta). Oito dias ap6s a imposi¢ao dos tratamentos foram realizadas
avalia¢des dos potenciais hidrico e osmotico, trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila
a, pigmentos fotossintéticos, taxa de liberagdo de eletrdlitos e andlises biométricas. As
condicOes de estresse afetaram diferencialmente as cultivares avaliadas, intensificando
os danos quando ambos os estresses déficit hidrico e alta temperatura foram aplicados
combinados. Sob condi¢do combinada de alta temperatura e déficit hidrico, as cultivares
Desafio e 7739 apresentaram maior tolerancia morfofisiologica ao estresse, enquanto as
cultivares 7011 e 7209, maior sensibilidade. Na condicdo combinada as cultivares
Desafio e 7739 demonstraram que o ajustamento osmotico foi um fator importante na
manuten¢do dos processos fotossintéticos, com potencial para ser caracterizado como
um mecanismo de dupla tolerancia ao déficit hidrico e a alta temperatura em plantas de

soja.

Palavras-chaves: adaptacao fisiologica, Glycine max L., ondas de calor, seca.
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ABSTRACT

Drought conditions combined with high temperatures have compromised the
development and yield of economically important crops, such as soybeans. The
combined effects of these stresses may exacerbate the damage occurrence to plant
metabolism, resulting in productivity losses and even plant death. Thus, the objective of
this study was to identify photosynthetic characteristics indicative of the differential
tolerance of soybean cultivars submitted to high temperature and water deficit
combined. Four commercial soybean cultivars were evaluated: NS7209 IPRO (Nidera),
NS7011 IPRO (Nidera), Challenge 8473 RSF (Brasmax Sementes) and 7739 M IPRO
(Monsoy Seeds), exposed to four cultivation conditions: Control (100% of field
capacity, 25 °C), WD (40% of field capacity, 25 °C), high temperature (HT, 100% of
field capacity, 40 °C) and the combined stresses (40% of field capacity, 40 °C). The
plants were grown in a growth chamber and the treatments were imposed in the V3-
development leaves stage. After eight days, water and osmotic potentials, gas exchange,
chlorophyll a fluorescence, photosynthetic pigments, electrolyte release rate and
biometric analysis were performed. The stress conditions differentially affected the
cultivars, intensifying the damages when both water deficit and high temperature were
applied combined. Under the combined condition, the cultivars Desafio and 7739
showed higher morphophysiological tolerance to stresses, and the cultivars 7011 and
7209, higher sensitivity. In his condition, the cultivars Desafio and 7739 demonstrated
that the osmotic adjustment was an important factor in the maintenance of
photosynthetic processes, with potential to be characterized as a mechanism of double

tolerance to water deficit and high temperature in soybean plants.

Keywords: physiological adaptation, Glycine max L., heat waves, dry.



16

3.1. INTRODUCAO

Estresses abidticos podem afetar negativamente o crescimento e o
desenvolvimento das culturas (Kollist et al., 2018). As plantas respondem a estas
condi¢des ambientais através de modificagcdes morfologicas, fisiologicas, bioquimicas e
moleculares (Siddiqui et al., 2015; Zhou et al., 2015; Natali et al., 2018; Qaseem et al.,
2018). A fim de entender quais processos metabodlicos sao modificados e mecanismos
de defesa sdo ativados, diversos estudos tém se concentrado nas respostas de plantas
cultivadas a um tnico fator de estresse. No entanto, no campo, as culturas estdo
frequentemente sujeitas a combinagdo de fatores adversos (Qaseem et al., 2018). Entre
os estresses abioticos, a seca € a temperatura alta sdo duas ameagas iminentes para a
expansao das culturas e agricultura sustentdvel em todo o mundo. Ressalta-se que,
atualmente, sdo ainda incipientes os trabalhos relacionados com mecanismos de
tolerancia aos efeitos sinérgicos entre o estresse térmico por calor e o déficit hidrico em
cultivares de soja.

Plantas tolerantes a seca podem nado ser, necessariamente, tolerantes ao estresse
térmico por altas temperaturas, de modo que o oposto também pode ocorrer (Jagadish et
al., 2011; Feller, 2016), bem como a exacerbacdo dos danos provocado pelos estresses
combinados (Pradhan et al., 2012; Elferjani e Soolanayakanahally, 2018). Por exemplo,
Nankishore e Farrell (2016) reportaram reducdes na condutancia estomatica e no teor de
pigmentos cloroplastidicos em tomateiro exposto aos estresses térmico e seca
combinados. Enquanto nos tomateiros expostos apenas ao tratamento térmico, os
mesmos parametros permaneceram semelhantes aos das plantas controle.

As plantas lidam com os estresses por seca € alta temperatura por meio de ajustes
fisiologicos e morfoldgicos, para se adaptarem as condi¢cdes impostas. A melhoria na
eficiéncia do uso da 4gua e o ajustamento osmotico sdo exemplos de respostas
importantes na manuten¢do do turgor celular e crescimento das plantas (Blum, 2016). A
eficiéncia do uso da agua ¢ definida como a producdo de matéria seca vegetal
(biomassa), pela quantidade de agua transpirada (Wei et al., 2017). Assim, plantas que
tém maior eficiéncia no uso da 4gua demonstram um fechamento parcial dos estomatos,
de modo que a concentracdo intercelular de CO> (Ci) seja suficiente para a maxima taxa
fotossintética, enquanto a perda de agua pela transpiragdo ¢ significativamente reduzida
(Li et al., 2017). Adicionalmente, plantas tolerantes a seca e ao calor podem demonstrar

maior estabilidade das membranas celulares, relacionada com a manutengao dos niveis
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de acidos graxos e, por consequéncia, reducdo do extravasamento de eletrolitos (Niu e
Xiang, 2018) A transpiragdo via estdOmatos, também pode desempenhar um papel
decisivo na refrigeracdo das mesmas, sendo uma alternativa para tolerar ambientes mais
quentes e secos (Zhou et al., 2015; Feller, 2016).

A soja (Glycine max (L.) Merrill) € uma das plantas mais cultivadas no mundo, e
representa parcela significativa das exportacdes brasileiras (Morando et al., 2014). A
expansdao no cultivo da soja esta relacionada com a demanda mundial por alimentos,
tanto para alimentagdo animal, quanto humana (Artuzo et al., 2018). Estudos ja
descreveram as respostas fisiologicas e de crescimento da soja a seca € o estresse
térmico, aplicados individualmente. Mohamed e Latif (2017), observaram redugdes no
comprimento ¢ na massa seca da parte aérea e da raiz, nos pigmentos fotossintéticos e
no teor relativo de 4gua de gendtipos de soja expostos ao déficit hidrico. A alta
temperatura, por sua vez, promoveu decréscimos nas taxas fotossintéticas, concentracao
de carboidratos e na massa seca de folhas de plantas de soja, apds trés dias de exposi¢ao
ao estresse (Siebers et al., 2015).

O potencial produtivo da soja também ¢ bastante afetado pelas alteragdes nas
condigdes climaticas, particularmente as causadas pelo déficit hidrico e o aumento da
temperatura (Valdés-Lopez et al., 2016; Shaheen et al., 2016). Esses fatores de estresse
ambientais afetam negativamente o processo fotossintético e, consequentemente
reduzem a produtividade da planta. A queda do potencial hidrico foliar desencadeada
pela seca, de modo geral, promove o fechamento estomatico com decréscimo na
assimilagdao de CO; (lahive et al., 2018). Adicionalmente, altas temperaturas associadas
ao déficit hidrico limitam diversos outros processos metabolicos nas plantas, tais como
a germinacdo de sementes e o crescimento, a eficiéncia respiratoria (Siebers et al.,
2015), a estabilidade de proteinas (Hasanuzzaman et al., 2013) e, consequentemente, a
produtividade vegetal. De fato, perdas consideraveis na producao de graos de até 54% ja
foram registradas em decorréncia do periodo de veranico (Siebers et al., 2015), quando
seca e calor ocorrem concomitantemente no ambiente. Ponderando que os modelos
climaticos preveem aumento da ocorréncia de altas temperaturas e de eventos de seca, ¢
importante a elucidacdo dos mecanismos de tolerancia da soja em relacdo aos
fenomenos climaticos extremos, garantindo assim, melhor produtividade da cultura.

No contexto apresentado, fica evidente que os estresses térmico e hidrico
combinados podem provocar perturbagdes no metabolismo vegetal, com prejuizos aos

processos de crescimento, desenvolvimento e reproducdao (Pradhan et al., 2012;
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Gerganova et al., 2016). Portanto, ¢ premente a identificagdo de mecanismos associados
a dupla tolerancia em plantas de soja, possibilitando melhor planejamento do plantio de
genotipos mais resistentes a seca e alta temperatura, nas regides propensas a ocorrer tais
estresses ambientais. Diante do exposto, trabalharam-se com as seguintes hipoteses, (I)
plantas de soja tém maior tolerancia aos estresses por déficit hidrico e alta temperatura
impostos de forma isolada, do que de forma combinada; (II) cultivares de soja possuem
tolerancia diferencial aos estresses por déficit hidrico e alta temperatura combinados.
Assim, objetivou-se neste estudo identificar caracteristicas fotossintéticas indicadoras
de tolerancia diferencial de cultivares de soja aos estresses combinados por alta

temperatura e déficit hidrico.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Material vegetal e condi¢des experimentais

O experimento foi conduzido em camara climatizada de crescimento de plantas
(Instalafrio, Pinhais, PR, Brasil), com umidade relativa de ~65%, irradiancia de ~650
pumol m? s, no Instituto Federal Goiano, Campus Rio Verde. As plantas de Glicine
max (L.) Merrill, cultivares NS7209 IPRO (Nidera), NS7011 IPRO (Nidera), Desafio
8473 RSF (Brasmax Sementes) ¢ 7739 M IPRO (Monsoy Sementes), foram cultivadas
em vasos de polietileno contendo 8 Kg de solo Latossolo Vermelho distroférrico
misturado com areia na propor¢ao de 2:1. A corre¢do do substrato foi realizada com
calcario dolomitico PNRT 100, para 60% da saturacdo da base, a partir da andlise
fisico-quimica do substrato, e a adubagdo realizada conforme recomendagdo para a
cultura (Sousa e Lobato, 1996). Foram cultivadas duas plantas por vaso.

Para obtencdo dos dados foram utilizados dois lotes de plantas (40 plantas em
cada lote). O primeiro lote foi submetido a temperatura de 25°C/20°C (dia/noite), com
fotoperiodo de 12 horas e submetidas as duas tensdes hidricas, sendo: 100 e 40% da
capacidade de campo (CC), no estadio de desenvolvimento vegetativo V3 (terceira
folha trifoliolada aberta). O controle de agua de solo foi mantido pelo método
gravimétrico. Nesse lote, duas condi¢gdes foram caracterizadas: controle (plantas a 100%
da capacidade de campo e com temperatura de 25°C) e a condicao de déficit hidrico-DH
(plantas a 40% da capacidade de campo e com temperatura de 25°C). O segundo lote se

diferiu do primeiro pela aplicacdo da alta temperatura, as plantas foram mantidas a
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25°C/20°C, com o fotoperiodo de 12 horas até o desenvolvimento V3. Neste momento
foram impostos o déficit hidrico de 40% CC, e o estresse térmico mediante o aumento
gradual da temperatura ambiente, a partir das 9h até atingir 40+£0,5°C as 12h, condi¢do
mantida por cinco horas. Apo6s esse periodo, ocorreu uma redugdo gradual da
temperatura até retornar ao valor de 20°C as 19h, permanecendo assim até novo ciclo no
dia seguinte. Assim, outras duas condi¢des foram caracterizadas: alta temperatura-AT
(plantas a 100% da capacidade de campo e expostas a 40°C) e a condicao de estresses
combinados-AT+DH (plantas a 40% da capacidade de campo e submetidas a 40°C).
Em ambos os lotes, os tratamentos foram impostos por oito dias. Ao final desse periodo,

foram realizadas as avaliagdes descritas a seguir.

3.2.2. Avaliacoes

3.2.2.1. Temperatura foliar

A temperatura foliar das plantas de soja foi avaliada as 9h, com a camara a 25°C.
Foi utilizado para a determinacdo da temperatura foliar um termOmetro por
infravermelho digital (Instrutherm, Modelo TI-920, Sao Paulo — SP, Brasil), a

aproximadamente uma distancia de 15 cm do limbo foliar.

3.2.2.2. Relagoes hidricas

O potencial hidrico foliar (Wam) foi mensurado na antemanhd usando uma
bomba de pressdo do tipo Scholander (Modelo 3005-1412, Soilmoisture Equipment
Corp., Goleta, CA, USA). O potencial osmético foliar (Ws) e radicular (Wsradicular) fol
determinado utilizando um osmdémetro de pressdao de vapor (VAPRO 5600), conforme
Pask et al. (2012). Os valores de potencial osmotico foram calculados a partir da
equacdo de Van’t Hoff: ¥s = -R x T x Cs, em que R ¢ a constante universal dos gases
(0,08205 L atm mol! K), T é a temperatura em °K (T °K = T °C + 273) e Cs a
concentragdo do soluto (M), normalmente expressos em atmosferas, e convertidos em

MPa (0,987 = 1 atm = 0,1 MPa).

3.2.2.3. Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a
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As trocas gasosas das plantas foram mensuradas para estimar as variaveis de
taxa fotossintética (4, pmol CO2 m? s), condutancia estomatica (gs, mol H,O m™ s,
taxa transpiratoria (£, mmol H,O m™ s!) e a relagdo entre a concentracdo interna e
externa de CO; (Ci/Ca), em folhas completamente expandidas no ter¢o médio da planta.
A partir desses dados foi possivel calcular a eficiéncia do uso da dgua (FUA = A/E), a
eficiéncia intrinseca do uso da agua (4/gs) e a eficiéncia instantdnea de carboxilagdo;
(4/Ci,) (Machado et al., 2005). As medi¢des foram realizadas utilizando analisador de
gases ao infravermelho (LI-6400XTR, Licor®, Lincoln, Nebraska, EUA), utilizando
radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) constante (1000 pumol foétons m?2 s,
concentragio atmosférica de COz (C,) (~430 pmol mol'), temperatura (~25°C) e
umidade (~65%) ambientes. A partir da avaliacdo da fluorescéncia da clorofila a, foram
obtidos a fluorescéncia inicial (Fo), os rendimentos quanticos potencial (Fy/Fn) e efetivo
de conversao fotoquimica do fotossistema II (FSII) (Yu), coeficiente de dissipagao
fotoquimica (qP), taxa de transporte de elétrons (ETR) e rendimento quantico de
dissipacao regulada (Ynprq). Foi calculado a relagdo entre a taxa aparente de transporte

de elétrons e assimilagdo de CO2 (ETR/A).

3.2.2.4. Concentracio de pigmentos cloroplastidicos

A concentragdo de pigmentos cloroplastidicos foi determinada por meio da
extracdo com dimetilsulféxido (DMSO) saturado com carbonato de calcio, mediante
ajustes da metodologia descrita por Ronen e Galun (1984). Discos foliares (5 mm?)
foram incubados em 5 mL da solu¢do de DMSO a 65°C por 24 horas. Apés atingirem a
temperatura ambiente, as amostras foram lidas a 665,1, 649,1 e 480,0 nm em
espectrofotometro UV-VIS (Evolution 60S, Thermo Fisher Scientific, Madison, EUA).
O contetido de clorofilas a (Ca = 12,47.46651 — 3,62.4649.1), b (Cb = 25,06.4649,1 —
6,50.4665,1) € carotenoides totais [Carot = (10004430 — 1,29Ca — 53,78Cb)/220] foram
calculados de acordo com Wellburn, (1994). A concentragdo de pigmentos foi expressa

em pg cm?. As folhas foram coletadas entre 08h e 10h.

3.2.2.5. Taxa de liberacao de eletrolitos (TLE)
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A permeabilidade da membrana foi avaliada em discos foliares (1,96 cm™) pela
taxa de liberagdo de eletrdlitos (TLE), obtida com o auxilio de um condutivimetro
digital portatil (CD-850, Instruthern, S3o Paulo, Brasil), de acordo com a metodologia
descrita por Vasquez-Tello et al. (1990) e Pimentel et al. (2002). Inicialmente os discos
foliares foram imersos em 30 mL de agua deionizada em frascos de vidro ambar e
mantidos em repouso. Apos 24 h, a condutividade livre da solucdo (CL, uS/cm) foi
mensurada. Posteriormente, os frascos foram colocados em estufa a 100°C por 1 hora
para obten¢do da condutividade total (CT, uS/cm) da solugdo. A TLE foi calculada com
a seguinte formula: TLE (%) = [(CL/CT) x 100]. A coleta dos discos foliares foi

realizada as O8h.

3.2.2.6. Analises biométricas

As plantas foram mensuradas para a determinagdo das seguintes varidveis
biométricas: altura da planta (AP, m), didmetro do caule (DC, mm), nimero de folhas
(NF), area foliar (AF, m?) e volume radicular (ml). Para a medicdo da altura de plantas
foi utilizada uma régua graduada; o didmetro de caule foi obtido utilizando paquimetro
digital; para o calculo da area foliar foi utilizado o software ImagelJ e o volume radicular
foi mensurado pelo deslocamento da coluna d’agua em uma proveta, apos a imersao do
sistema radicular.

Folhas, caules e raizes foram acondicionados em sacos de papel e levados a
estufa de circulagdo forcada de ar (65°C), até peso constante para obtencao da massa
seca das folhas (MSF, g) e massa seca dos caules (MSC, g), massa seca das raizes
(MSR). Foi calculada a massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca total (MST) e
razdo entre massa seca de raiz/massa seca da parte aérea (MSR/MSPA). As coletas

foram realizadas entre 12 € 16 horas.

3.2.3. Analise estatistica

O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso com 5 repetigdes, em
esquema fatorial, sendo quatro cultivares de soja e quatro condi¢des de cultivo. Os
dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e ao teste de Tukey (p>0,05) por

meio do software estatistico SISVAR.
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3.3. RESULTADOS

3.3.1. Temperatura foliar

A temperatura foliar diferiu somente entre as condi¢des de cultivo (Fig. 1).
Acréscimos foram registrados em todas as condigdes de estresse, com incremento de

3,71°C na condi¢ao combinada de DH+AT, em relagdo ao controle.
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Figura 1. Temperatura foliar (°C) de plantas de soja a 25°C, cultivadas em condigdes
Otimas de dgua e temperatura (Controle) e sob imposi¢ao de déficit hidrico (DH), alta
temperatura (AT) e estresses combinados (DH+AT) por um periodo de oito dias. Barras

representam média (n = 20) + EP. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p > 0.05).

3.3.2. Relacées hidricas

Os valores de potencial hidrico foliar de antemanha (Wwam), potencial osmotico
foliar (Wsnliar) € potencial osmotico radicular (Wsradicular) diferiram apenas em funcdo das
condicdes de crescimento (Fig. 2). Menores valores de Wwam ¢ Wsfoliar foram obtidos nas
plantas sob condigdo de DH+AT (Fig. 2A e B). O Wsudicular foi menor nas plantas
expostas a condi¢do de estresse combinado seguidas das plantas submetidas ao estresse

térmico, conforme observado na Fig. 2C.
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Figura 2. Potencial hidrico foliar na antemanha (Wwam, A), ypotencial osmético foliar
(Wstoliar, B) € potencial osmotico radicular (Wsradicular, C) de plantas de soja cultivadas em
condic¢des oOtimas de dgua e temperatura (Controle) e sob imposi¢ao do déficit hidrico
(DH), alta temperatura (AT) e estresses combinados (DH+AT) por um periodo de oito
dias. Barras representam média (n = 20) = EP. Mé¢dias seguidas de mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0.05).

3.3.3. Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

As trocas gasosas foram afetadas diferentemente, de acordo com os tratamentos
impostos. Para a taxa fotossintética (4) (Fig. 3A) e eficiéncia instantdnea de
carboxilagdo (4/Ci) (Fig. 3B), foi observado interagdo significativa entre as condigdes
de cultivo e as cultivares. O DH e DH+AT promoveram redugdes na 4 em todas
cultivares de soja avaliadas, quando comparadas aos seus respectivos controles. Em
contrapartida, as cultivares Desafio e 7739 obtiveram maiores 4 quando submetidas ao
estresse combinado, em comparagdo com as demais cultivares (Fig. 3A). O mesmo foi
observado para a A/Ci diante do estresse DH+AT. Ja para as plantas submetidas
somente ao DH apenas na cultivar 7209 a A/Ci ndo diferiu da condi¢ao controle (Fig.
3B). A condigdo de estresse isolado por AT ndo promoveu reducdo das varidveis 4 e

A/Ci, conforme observado na Fig. 3A e B.
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Figura 3. Taxa fotossintética (4; A) e eficiéncia instantanea de carboxilagao (4/Ci; B)
de plantas de soja cultivadas em condicdes 6timas de dgua e temperatura (Controle) e
sob imposicao de déficit hidrico (DH), alta temperatura (AT) e estresses combinados
(DH+AT) por um periodo de oito dias. Barras representam média (n = 5) + EP. Médias
seguidas de mesma letra maitscula entre, ¢ mintuscula dentro dos tratamentos, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0.05).

A condutancia estomatica (gs), taxa transpiratoria (FE), relacdo entre a
concentragdo interna e externa de CO, (Ci/C,) e eficiéncia intrinseca do uso da agua
(A/gs), apresentaram diferencas significativas independentes entre as condigdes de
cultivo e as cultivares (Fig. 4). Em relagdo as condi¢des de cultivo, observou-se reducao
na gs, E e Ci/C, principalmente sob DH e estresses combinados (Fig. 4A; 4C e 4E). O
DH e o DH+AT promoveram ainda maiores valores na eficiéncia intrinseca do uso da
agua (A4/gs) (Fig. 4 G) e eficiéncia instantanea no uso da agua (4/E) (Fig. 5).

As cultivares, Desafio e 7739 apresentaram maiores valores de gs, E e Ci/C, (Fig.
4B; 4D e 4F). Enquanto a cultivar 7209 apresentou menores valores de gse E, (Fig. 4B e
4D) e a cultivar 7011 menores valores de Ci/C, (Fig. 4F). Maiores valores de A/gs foram
registrados para as cultivares 7011 e 7209 (Fig. 4H).
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Figura 4. Condutancia estomatica (gs; A, B), transpiracao (£; C, D), relagdo entre a
concentragdo interna e externa de CO» (Ci/Ca; E, F) e eficiéncia intrinseca do uso da
agua (A4/gs; G, H) de plantas de soja cultivadas em condigdes Otimas de agua e
temperatura (Controle) e sob imposi¢cdo de déficit hidrico (DH), alta temperatura (AT) e
estresses combinados (DH+AT) pelo periodo de oito dias. Barras representam média (n
=20) = EP. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p
> 0.05).



26

12

CONTROLE DH AT DH+AT

Figura 5. Eficiéncia instantanea do uso da 4dgua (4/F) de plantas de soja cultivadas em
condigdes otimas de agua e temperatura (Controle) e sob imposicao de déficit hidrico
(DH), alta temperatura (AT) e estresse combinado (DH+AT), pelo periodo de oito dias.
Barras representam média (n = 20) = EP. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p > 0.05).

A fluorescéncia minima (Fo) e o rendimento quantico potencial do fotossistema
II (Fv/Fm) apresentaram diferencas significativas apenas entre as condigdes de cultivo. A
Fo diferiu do controle apenas no estresse combinado, apresentando valor superior aos
demais tratamentos (Fig. 6 A). Sob condig¢des de estresse combinado a F,/Fn, foi menor
do que no controle (Fig. 6 B).

O rendimento quantico efetivo do fotossistema II (Yu), o coeficiente de
dissipacdo fotoquimica (qP), a taxa de transporte de elétrons (ETR) e o rendimento
quantico de dissipagdo regulada (Ynpq) apresentaram interagcdo significativa entre as
condig¢des de cultivo e cultivares. Valores de Yu e de ETR se mantiveram diante da AT
e DH semelhantes ao controle, porém foram reduzidas diante do estresse combinado
para as cultivares 7011 e 7209 (Fig. 6 C e E).

O gP apresentou valores semelhante nas condicdes DH, AT e controle, no
entanto, sob estresse combinado as cultivares 7011 e 7209 apresentaram redugdes
significativas (Fig. 6 D). O Ynpq ndo diferiu entre as condi¢des de AT e controle (Fig. 6
F), e aumentou para as cultivares Desafio, 7011 e 7739. Quando expostas ao estresse
combinado, todas as cultivares apresentaram aumento do Ywnpq, em relacdo aos seus

respectivos controles, mas de forma mais pronunciada para 7209 e 7011 (Fig. 6 F).
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Figura 6. Fluorescéncia inicial (Fo; A), rendimento quantico potencial (F./Fn; B) e
efetivo (Yn; C) do fotossistema II, coeficientes de dissipacdo fotoquimica (qP; D), taxa
de transporte de elétrons (ETR; E) e rendimento quantico de dissipagdo regulada (Ynrg;
F) de plantas de soja cultivadas em condi¢des 6timas de dgua e temperatura (Controle) e
sob imposi¢ao de déficit hidrico (DH), alta temperatura (AT) e estresse combinado
(DH+AT) pelo periodo de oito dias. Barras representam média (n =20) + EP (Ae B) e
(n=15) £ EP (C, D, E e F). Médias seguidas de mesma letra maitscula entre, e
minuscula dentro dos tratamentos, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0.05).

Para a relagdo entre taxa aparente de transporte de elétrons e assimilagdo de CO;
(ETR/A), houve interagdo significativa entre condi¢des de cultivo e cultivares. Maiores
valores de ETR/A foram observados no estresse combinado para as cultivares 7011,7209

e Desafio, do que nas condi¢des Controle e AT (Fig. 7).
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Figura 7. Relacao entre a taxa aparente de transporte de elétrons e assimilagdo de CO>
(ETR/A) de plantas de soja cultivadas em condi¢cdes Otimas de dgua e temperatura
(Controle) e sob imposicao de déficit hidrico (DH), alta temperatura (AT) e estresse
combinado (DH+AT) pelo periodo de oito dias. Barras representam média (n = 5) = EP.
Médias seguidas de mesma letra maitiscula entre, e minascula dentro dos tratamentos,
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0.05).

3.3.4. Concentracao de pigmentos cloroplastidicos

As concentragdes de clorofilas a (Cla), razdo Cla/Clb e clorofilas totais (CIt)
apresentaram diferengas significativas apenas entre condi¢des de cultivo (Fig. 8A, C,
D). As concentragdoes de Cla e Clt aumentaram sob AT (Fig. 8A e D), enquanto a
concentracdo de clorofilas b ndo diferiu para as condigdes impostas (Fig. 8B). Para a
razdo Cla/Clb, o DH promoveu valores superiores em relagdo ao estresse combinado
(Fig. 8C).

A concentragdo de carotenoides (Cr?), apresentou diferencas significativas para
condigdes de cultivo e cultivares de forma independente (Fig. 8E e F). Para as
condicdes foi observado aumento diante da AT e estresse combinado, em relagdo ao
controle (Fig. 8E). Em relacdo aos cultivares, foi verificado maiores valores de Crt na

cultivar Desafio do que nas cultivares 7209 e 7739 (Fig. 8F).
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Figura 8. Concentra(;ao da clorofila a (Cla; A), clorofila b (Clb; B), razao Cla/Clb (C),
clorofila totais (Clt; D), e carotenoides (Crt; E e F) em plantas de soja cultivadas em
condigdes Otimas de dgua e temperatura (Controle) e sob imposi¢do de déficit hidrico
(DH), alta temperatura (AT) e estresse combinado (DH+AT) pelo periodo de oito dias.
Barras representam média (n = 20) + EP. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p > 0.05).

3.3.5. Taxa de liberacao de eletroélitos (TLE)

A taxa de liberacao de eletrolitos (TLE) apresentou diferencas significativas

apenas entre as condi¢des de cultivo. O DH nao promoveu alteragdes significativas em
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relagdo ao controle, entretanto para a AT e estresse combinado foram observados

incrementos na TLE (Fig. 9).
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Figura 9. Taxa de liberagdo de eletrélitos (TLE) de plantas de soja cultivadas em
condi¢des otimas de agua e temperatura (Controle) e sob imposi¢cdo de déficit hidrico
(DH), alta temperatura (AT) e estresse combinado (DH+AT) pelo periodo de oito dias.
Barras representam média (n = 20) = EP. Médias seguidas de mesma letra nao diferem
entre si pelo teste de Tukey (p > 0.05).

3.3.6. Analises biométricas

A altura de planta (AP) diferiu para as condigdes de cultivo e cultivares de forma
independente (Fig. 10A e B). Para as condi¢des de cultivo, foi observada diminui¢ao na
altura de plantas submetidas ao DH e ao estresse combinado (Fig. 10A). Em relagdo aos
cultivares, foram verificadas maiores alturas de plantas para 7209 e 7011 (Fig. 10B).
Para o diametro de caule (DC), nimero de folhas (NF) e area foliar (AF) houve
interacao significativa entre as condigdes e cultivares (Fig. 10C, D e E). As cultivares
7011 e 7739 apresentaram aumento de DC sob AT, por outro lado, para as cultivares
Desafio ¢ 7209 nao houve diferenga entre as condigdes de estresses em relacdo ao
controle (Fig. 10C).

Na cultivar 7739, o namero de folhas (NF) foi maior nas condigdes de AT e
estresse combinado, em relacdo ao controle. Entretanto o NF reduziu nas cultivares
Desafio sob DH, na 7209 na condi¢ao de estresse combinado, e na cultivar 7011 sob
DH e estresse combinado, em comparacao aos seus respectivos controles (Fig. 10D).

As cultivares 7011 e 7739 apresentaram maiores areas foliares (AF) quando

submetidas a AT, em comparagdo com a condi¢do controle, porém, a AF reduziu
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quando a cultivar 7011 foi exposta ao DH. A AF das cultivares 7209 e Desafio ndo
diferiram entre as condicoes (Fig. 10E).

O volume radicular apresentou diferenga significativa apenas entre as condigdes
de cultivo, havendo redu¢do em todos os estresses quando comparado ao controle (Fig.

10F)
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Figura 10. Altura de planta (AP; A e B), diametro do caule (DC; C), nimero de folhas
(NF; D), area foliar (AF; E), e volume radicular (VR; F) de plantas de soja cultivadas
em condicdes otimas de agua e temperatura (Controle) e sob imposicao de déficit
hidrico (DH), alta temperatura (AT) e estresse combinado (DH+AT) pelo periodo de
oito dias. Barras representam média (n =20) £ EP (A, Be E)e (n=5) = EP (C, D ¢ E).
Me¢édias seguidas de mesma letra maitscula entre, ¢ mintiscula dentro dos tratamentos,
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0.05).
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Para a massa seca de folhas (MSF), massa seca de caule (MSC), massa seca da
parte aérea (MSPA) e massa seca total (MST), houve interacdo significativa entre as
condigdes de cultivo e cultivares (Fig. 11A, B, C e E).

A MSF para a cultivar 7011 e 7739 apresentou acréscimo na AT, enquanto
reducdes foram verificadas para a cultivar 7011 no estresse combinado (Fig. 11A). Os
valores de MSF para a cultivar 7209 nao diferiu entre as condi¢des (Fig. 11A). Os
valores de MSC para a cultivar Desafio e 7209 ndo diferiu entre as condi¢des, ja para a
cultivar 7011 e 7739 a AT promoveu acréscimo na MSC (Fig. 11B).

Os valores de MSPA para a cultivar 7209 nao diferiu entre os as condigdes de
cultivo. Para a cultivar 7011 a AT promoveu acréscimo na MSPA, enquanto o estresse
combinado promoveu reducdo quando comparado a condi¢do controle. Para a cultivar
7739 a AT promoveu acréscimo na matéria seca da parte aérea (Fig. 11C).

Os valores de MST para a cultivar Desafio nao diferiram entre as condigdes de
cultivo. Para a cultivar 7011, o DH e o estresse combinado promoveu reducao na MST
quando comparado ao controle. Para a cultivar 7209 apenas o estresse combinado
promoveu reducao na MST, enquanto para a cultivar 7739 as condi¢des ndo diferiram
em relacdo ao controle (Fig. 11E).

A massa seca de raiz (MSR) e a razdo MSR/MSPA apresentaram diferenca
significativa apenas entre condi¢cdes. Redugdes na MSR foram observadas em todos os
estresses quando comparado ao controle (Fig. 11D), enquanto para a MSR/MSPA

houve reducao apenas na AT e estresse combinado (Fig. 11F).
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Figure 11. Massa seca das folhas (MSF; A), caule (MSC; B), parte aérea (MSPA; C),
raizes (MSR; D), total (MST; E) e razdo entre massa seca de raiz/massa seca da parte
aérea (MSR/MSPA; F) em plantas de soja cultivadas em condigdes 6timas de agua e
temperatura (Controle) e sob imposi¢cdo de déficit hidrico (DH), alta temperatura (AT) e
estresse combinado (DH+AT) pelo periodo de oito dias. Barras representam média (n =
200 = EP (D e F) e (n =5) £ EP (A, B, C, e E). Médias seguidas de mesma letra
maitscula entre, e mintiscula dentro dos tratamentos, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p > 0.05).
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3.4. DISCUSSAO

A identificagdo de mecanismos adaptativos ou estratégias fisioldgicas de plantas
diante de estresses combinados ¢ essencial para selecionar cultivares tolerantes
(Rampino et al., 2006). Por exemplo, menor Wyam tem sido relacionado como estratégia
de tolerancia ao DH, por desencadear o acimulo de solutos osmoticamente compativeis,
a fim de evitar a perda de agua, como de fato foi observado neste estudo, pela
diminui¢do do s foliar € W's radicutar das plantas de soja, sob DH e DH+AT. O ajustamento
osmotico (AQO) induz o aumento da turgidez das células da parte aérea e raizes,
mantendo o crescimento da planta e melhor exploragcdo e captacdo de 4gua no solo
(Turner, 2018). O aumento de 3,71°C na temperatura foliar das plantas de soja sob
estresse combinado ocorreu, pelo menos em parte, em funcdo da queda da transpiragao
e reducdo na gs, principalmente sob déficit hidrico. A gs ¢ um fator determinante para a
taxa fotossintética (4) e para o metabolismo de carbono na planta (Urban et al., 2017).
Declinios na gs devido a redugdes no potencial hidrico e na condutividade hidraulica da
raiz, representam mecanismo de evitagdo ao estresse, de forma a conservar dgua nos
tecidos foliares (Goufo et al., 2017). Esse ajuste fisiologico ajuda a manter a pressdo de
turgor, no entanto, reducdes no desempenho fotossintético podem ocorrer (Zandalinas et
al., 2016).

A diminuicao na taxa fotossintética (4), sobretudo nas cultivares de soja 7011 e
7209, ocorreu em consequéncia do fechamento estomatico induzido pelo estresse
combinado e DH, que também resultou em decréscimo na taxa transpiratéria (E).
Resultado similar foi observado para A/Ci e razao Ci/Ca nas mesmas cultivares. Menor
concentragdo de CO dentro da cAmara subestomatica devido ao fechamento estomatico,
reduz a eficiéncia de carboxilagdo da enzima Rubisco (Nunes et al., 2017). Junglos et al.
(2016) também reportaram reducdes na A4, gs, ¢ A/Ci em mudas de Campomanesia
adamantium sob restrigdo hidrica. O estresse térmico, por outro lado, nao afetou a
fotossintese das cultivares de soja estudadas, sugerindo que a seca € um fator de estresse
mais limitante da fotossintese e, em ultima andlise, pode diminuir o rendimento da soja,
como de fato foi observado em tomate (Zhou et al., 2017).

A manuten¢do da gs nas plantas de soja expostas a AT permitiu a estabilidade nos
valores de E. Esse mecanismo ¢ uma estratégia de termotolerancia que permite a
regulacdo da temperatura foliar pela transpira¢ao durante o periodo de alta temperatura

(Zhou et al., 2015; Feller, 2016). O resfriamento da folha ¢ importante na manutengao
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da faixa ideal de temperatura para os processos fisiologicos (Walbot, 2011;
Hasanuzzaman et al., 2013), além de prevenir danos causados as cé€lulas por meio do
calor, tais como a desnaturacdo de proteinas e perda da integridade da membrana
(Chaves et al., 2016). Por outro lado, sob condi¢des combinadas de alta temperatura e
restri¢ao hidrica, ¢ desejavel a manutencao das taxas fotossintéticas, com a menor perda
possivel de agua pela transpiragdo, ou seja, aumento na eficiéncia de uso da agua,
conforme foi observado pelos parametros A/E e A/gs nas plantas de soja expostas ao DH
e DH+AT. A A/E e A/gs sdo parametros importantes na resposta de plantas aos
desequilibrios osmoticos (Lamaoui et al., 2018) e sob essas condigdes, o fechamento
estomadtico tem efeito mais inibitério para a transpiracdo do que para a difusdo de CO;
nos tecidos foliares (Sikuku et al., 2010).

Associado as alteragdes fotossintéticas, o estresse combinado promoveu também
alteragdes substanciais nos parametros de fluorescéncia da clorofila a. A fluorescéncia
da clorofila ¢ uma ferramenta amplamente utilizada para determinar a atividade
fotossintética de forma ndo invasiva (Ahmed et al., 2013). Normalmente, o aumento na
fluorescéncia inicial (Fo) representa danos nos centros de reagdes ou na dissipacdo de
energia via complexo antena (Kumar et al., 2014), resultando na menor transferéncia de
energia para o FSII, como observado nas plantas de soja sob estresse combinado.
Todavia os danos nas clorofilas do complexo antena ndo foram suficientes para
ocasionar maiores decréscimos no Fv/Fm e nas concentragdes de clorofila a e clorofilas
totais. A estabilidade e manutencdo dos pigmentos ¢ requerida para melhor eficiéncia no
processo fotossintético, sendo uma das caracteristicas de tolerancia a seca e calor, além
de contribuir para a manutenc¢ao na producgdo vegetal (Nankishore e Farrell,2016).

A ativacdo de mecanismos de protecdo, tais como o acumulo de carotenoides e
aumento de NPQ, alivia a pressdo de excitacdo do FSII e evita danos oxidativos no
aparato fotossintético. Por outro lado, as reducdes nos valores de Yu, qP ¢ ETR,
sobretudo nas cultivares 7011 e 7209 sugere que o estresse combinado afetou a
utilizacdo de energia luminosa e reduziu a atividade de transporte fotossintético de
elétrons, e pode ter contribuido na redugcdo da A. A maior sensibilidade do aparato
fotossintético das cultivares 7011 e 7209 aos estresses combinados demonstra que esses
genoétipos sofrem limitagdes difusiva e fotoquimica da fotossintese, podendo refletir
numa menor producdo de graos. J4 a manutengdo da eficiéncia fotoquimica das plantas
de soja sob alta temperatura, demonstrada pelos valores de Yy, qP ¢ ETR, assim como

na taxa fotossintética, sugere que a fixacdo de carbono foi o principal dreno de energia
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absorvida. Além de ser uma resposta adaptativa, esse mecanismo pode ser essencial na
sobrevivéncia de plantas aos periodos esporadicos de temperaturas mais elevadas
(Nankishore e Farrell 2016).

Corroborando com as alteracdes na eficiéncia fotossintética, 0 aumento na relacao
entre taxa aparente de transporte de elétrons e assimilagdo de CO, (ETR/A) nas
cultivares 7011, 7209 e Desafio sob estresse combinado, representa um desequilibrio
entre o fluxo de elétrons (ETR) e a assimilagdo de CO> (4) durante a fotossintese. Isso
pode estar relacionado ao aumento da fotorrespira¢do e um fluxo de elétrons para outras
vias de dissipacdo de excesso de energia, como o ciclo agua-dgua, o fluxo ciclico de
elétrons (Baker et al., 2007) e a reacao de Mehler, como observado em plantas de sorgo
sob estresse térmico (Yan et al., 2013). A reacdo de Mehler ¢ uma via que pode induzir
danos oxidativos celulares em plantas sob estresses abidticos (Sharma et al., 2012).
Nesse sentido, o incremento da TLE nas plantas de soja sob estresse combinado ¢ AT
reflete a extensdo do dano em membranas celulares (Djanaguiranan et al., 2018).
Aparentemente, a AT desempenhou papel predominante no aumento da TLE, indicando
danos na membrana celulares das plantas de soja. De fato, a AT aumenta a fluidez de
membranas, ao afetar o arranjo dos seus lipidios. Esse efeito promove alteragdes na
permeabilidade e no agrupamento de proteinas inseridas na membrana, na
termodindnmica de macromoléculas intracelulares (4acidos nucleicos e proteinas)
(Ruelland e Zachowski, 2010). A manutencdo da estabilidade das membranas ¢ um
fator importante na tolerancia a estresses. Zhang et al. (2016) observaram que plantas de
Arabidopsis foram mais tolerantes ao estresse térmico, pela capacidade de manter a
integridade das membranas dos cloroplastos.

Em resposta aos estresses fotoquimicos, o aumento na producdo de pigmentos
fotoprotetores, como os carotenoides ¢ a ativagdo de mecanismos de dissipagao
regulada de energia (Ynpq), sdo formas de dissipagdo térmica que atenuam danos na
maquinaria fotossintética e protegem membranas (Hendrickson et al, 2004; Kramer et
al., 2004). No entanto, esses mecanismos fotoprotetores ao serem ativados podem
reduzir a capacidade de fixagdo de carbono (Kromdijk et al., 2016; Li et al., 2019),
como observado com maior intensidade para as cultivares 7011 e 7209 sob estresse
combinado. Resultados similares foram observados em plantas de milho expostas ao
DH, em que o aumento do Ynpq acompanhou diminui¢des na fotossintese e no

crescimento das plantas (Li et al., 2019).
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De fato, o DH prejudica o crescimento das plantas pela perda de turgor das
células, resultando em altera¢des nos processos de diferenciacdo, divisao e alongamento
celular (Fahad et al., 2017). Nesse sentido, a reducdo da altura das plantas de soja
demonstrou sensibilidade ao DH e DH+AT. Esse resultado demonstra que a
combinagdo de fatores de estresse intensifica danos fisiologicos, afetando a fotossintese
e o desenvolvimento das plantas (Carmo-Silva, 2012; Pradhan et al., 2012). O diametro
do caule (DC) e a area foliar (AF) também sdo caracteristicas que dependem do turgor
para desenvolver (Medeiros et al., 2012). O menor DC nas cultivares 7011 e 7209 pode
ter implicado em menor capacidade de transporte de agua para a parte aérea,
prejudicando assim a expansao foliar (Pittermann, 2010).

A AF, NF, massa seca de folhas (MSF) e massa seca da parte aérea (MSPA) da
cultivares de soja foram mais afetados pelo DH e estresse combinado. Durante o déficit
hidrico ¢ esperado que ocorra menor expansao da lamina foliar, abscisao e redu¢dao no
crescimento da parte aérea (Ullah et al., 2018). Resultados similares também foram
observados para o volume radicular (VR) e massa seca de raiz (MSR) das plantas de
soja, que reduziram sob estresse combinado. A alta temperatura inibe o crescimento da
raiz principalmente por alterar a fotossintese, a respiragdo radicular e a absor¢do de
nutrientes (Valdés-Lopez et al.,, 2016). O déficit hidrico também pode afetar o
crescimento de raizes em virtude da menor pressdo de turgor das células no solo seco
(Guimaraes-Dias et al., 2012). A tolerancia ao estresse térmico e por seca combinados
tem sido associada a manutencdo das relagdes hidricas da planta, através do ajuste
osmotico das raizes e pela manutencdo do crescimento da raiz em profundidade. Isso
permite a busca ativa de agua no perfil do solo e ajuste da transpiracdo, resfriando a
superficie foliar (Lipiec et al., 2013).

O aumento na AF nas cultivares 7011 e 7739, sob condi¢des de alta temperatura,
esta diretamente associada aos maiores incrementos da MSF. Isso sugere que a maior
alocagdo de biomassa nas folhas pode ser uma estratégia adaptativa ao estresse térmico
para maximizar o crescimento da superficie transpiratoria da folha e o resfriamento da
planta (Mason et al., 2017). Adicionalmente, as cultivares supracitadas também
aumentaram os valores de massa seca do caule (MSC) e massa seca da parte aérea
(MSPA). A redugdo na MSR e a MSR/MSPA das plantas de soja, por sua vez,
demonstrou sensibilidade das plantas aos estresses hidrico e térmico combinados. A
menor relacio MSR/MSPA ¢ frequentemente associada a menor capacidade de

absorcao de agua, além de reduzir a tolerancia aos estresses como a seca (Wang et al.,
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2018). Os resultados morfologicos das cultivares de soja avaliadas permitiu identificar
que as repostas das plantas sdo dindmicas e variadas, exigindo coordenacdo entre

desenvolvimento da parte aérea e da raiz para se aclimatar em um ambiente estressante.

3.5. CONCLUSOES

O déficit hidrico afeta negativamente a fotossintese e fluorescéncia da clorofila a
de plantas de soja. No entanto, esse efeito ¢ exacerbado quando imposto juntamente
com a alta temperatura. As cultivares 7011 e 7209 demonstraram ser
fotossinteticamente mais sensiveis aos estresses combinados, em relagdo as cultivares
Desafio e 7739.

O aumento no conteudo de clorofilas nas plantas de soja sob alta temperatura,
demonstrou ser uma estratégia importante para manter a taxa fotossintética nesta
condicdo. Ainda, o maior acumulo de carotenoides e incrementos na dissipa¢do do
excesso de energia na forma de calor em plantas expostas aos estresses combinados,
demonstra a ativacdo de mecanismos protetores do fotossistema II.

Sob condicdo combinada de alta temperatura e déficit hidrico, as cultivares
Desafio e 7739 demonstraram que o ajustamento osmotico foi um fator importante na
manutenc¢do dos processos fotossintéticos, com potencial para ser caracterizado como
mecanismo de dupla tolerancia a esses estresses.

Os estresses por déficit hidrico e combinado afetaram negativamente tanto o
crescimento da parte aérea, quanto das raizes da cultivares de soja.

Os parametros biométricos ndo demonstraram respostas eficientes para separar os
niveis de tolerancia entre os cultivares de soja.

A manuten¢do das caracteristicas fotossintéticas sdo bons indicadores na sele¢cdo
de cultivares de soja potencialmente tolerantes ao déficit hidrico combinado com alta

temperatura.
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4. CAPITULO II

METABOLISMO E ANATOMIA FOLIAR DE PLANTAS DE SOJA
SOB ALTA TEMPERATURA E DEFICIT HIDRICO
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RESUMO

O efeito de estresses abidticos combinados em plantas ¢ comumente encontrado no
ambiente natural. Entre esses, a ocorréncia de periodos de seca associados com as altas
temperaturas, sdo fatores que limitam a produtividade de plantas de interesse
agrondmico, como a soja. Assim, o objetivo deste foi trabalho foi identificar
mecanismos anatdmicos, bioquimicos e metabolicos associados com a tolerancia de
cultivares de soja aos estresses por alta temperatura e déficit hidrico. Foram avaliadas as
respostas de quatro cultivares comerciais de soja: NS7209 IPRO (Nidera), NS7011
IPRO (Nidera), Desafio 8473 RSF (Brasmax Sementes) ¢ 7739 M IPRO (Monsoy
Sementes), expostas a quatro condi¢des de cultivo: controle (100% CC, 25°C), déficit
hidrico (DH, 40% CC e 25°C), alta temperatura (AT, 100% CC e 40°C) e estresses
combinados (40% CC e 40 °C). As plantas foram cultivadas em cdmara de crescimento
e os tratamentos foram impostos, quando as mesmas atingiram o estddio de
desenvolvimento V3 (terceira folha trifoliolada aberta). Oito dias apds a imposi¢ao dos
tratamentos foram realizadas coletas de material vegetal para andlises anatomicas,
enzimaticas e do perfil metabdlico. O estresse combinado afetou negativamente de
forma mais evidente a anatomia foliar da cultivar 7011, sugerindo maior sensibilidade
ao déficit hidrico e ao estresse em altas temperaturas. Além disso, observou maior
atividade das enzimas APX e POX nas plantas de soja sob estresse combinado.
Mediante o perfil metabolico multiplas alteracdes foram identificadas. Em geral,
aminoacidos osmoprotetores, como a prolina, apresentaram maiores incrementos nas
suas concentragdes. Esse efeito, associado ao aumento de alguns agucares e polidis

foram eficientes na melhoria da tolerancia aos estresses pelas cultivares 7209 e 7739.

Palavras-chaves: Anatomia, estresse combinado, ajuste metabolico, ondas de calor.



57

ABSTRACT

The effect of combined abiotic stresses on plants is commonly found in the natural
environment. Among these, the occurrence of drought periods associated with high
temperatures are factors that limit the productivity of important plants, such as soybean.
Thus, the aim of this work was to characterize anatomical, metabolic and biochemical
mechanisms of soybean plants in response to water deficit and high temperature
conditions. Four commercial soybean cultivars were evaluated: NS7209 IPRO (Nidera),
NS7011 IPRO (Nidera), Challenge 8473 RSF (Brasmax seeds) and 7739 F IPRO
(Monsoy seeds), and four growing conditions were used: Control (100% FC, 25 °C),
WD (40% FC, 25 °C), high temperature (HT, 100% FC, 40 °C) and the combined
stresses (40% FC - 40 °C). The plants were cultivated in a growth chamber and the
treatments imposed in the V3- development stage. Eight days after treatments
imposition, leaf material were collected for anatomical, enzymatic and metabolic profile
analyzes. The combined stress negatively affected the leaf anatomy of cultivar 7011,
suggesting a higher sensitivity to water deficit and high temperature stress. Also, it was
observed higher antioxidant enzymes activity, as APX and POX, in soybean plants
under combined stress. Through the metabolic profile, multiple alterations were
identified. In general, osmoprotective amino acids, such as proline, showed larger
increases in their concentrations. This effect, associated to the increase of sugars and
polyols, were efficient in improving double tolerance to water deficit and high

temperature by cultivars 7209 and 7739.

Keywords: Anatomy, combined stress, metabolic adjustment, heat waves
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4.1 INTRODUCAO

No ambiente natural, plantas cultivadas estdo frequentemente expostas a um ou
mais fatores ambientais que podem prejudicar o seu desempenho fisiologico e
produtividade. Dentre esses fatores, a ocorréncia simultanea de altas temperaturas e o
déficit hidrico afeta diretamente o crescimento e desenvolvimento vegetal, por causa da
intensificagdo dos danos aos processos celulares, fisiolégicos e metabdlicos (Das et al.,
2017), principalmente em genotipos susceptiveis. Apesar da importancia, estudos que
analisam combinacdes de estresses sobre plantas cultivadas ainda sdo relativamente
escassos, em comparacao as pesquisas de estresses isolados.

O déficit hidrico altera processos fisioldgicos e bioquimicos das plantas
(Hossain et al., 2015), o que se deve, pelo menos em parte, a redugcdo no potencial
hidrico (Yw) na folha (Ping et al., 2015), e modifica o controle estomatico afetando a
absor¢cdo de CO; no processo fotossintético. A alta temperatura pode exacerbar esse
efeito da seca pelo aumento da evapotranspiracao (Feller et al., 2016) e ainda, aumento
da fluidez dos lipideos das membranas celulares, resultando na inativacdo de enzimas
nos cloroplastos e mitocondrias, bem como no comprometimento da integridade da
propria membrana (Bokszczanin et al., 2013). Ambos estresses por seca e alta
temperatura afetam o equilibrio entre produgdo e eliminagdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (Fang e Xiong, 2015; Klumpen et al., 2017), as quais acumulam e em
excesso, causam danos oxidativos das estruturas celulares e prejuizos ao metabolismo
da planta inteira (Zhang et al., 2019).

Como respostas adaptativas aos fatores de estresse, as plantas desenvolveram
mecanismos enzimaticos de defesa antioxidante e que sdo altamente conservados e
ajustados para o restabelecimento da homeostase celular (Zhao et al.,, 2014). Esse
mecanismo ¢ constituido de enzimas importantes na rota de detoxificagdo de EROS
como a dismutase do superoxido (SOD), a catalase (CAT), a peroxidase do ascorbato
(APX), peroxidases (POX) a peroxidase da glutationa (GPX) e a redutase da glutationa
(GR) (Hasanuzzaman et al., 2013). Devi et al. (2012) reportaram uma regulacao
positiva das enzimas CAT ¢ POX em folhas de gendtipos de trigo tolerantes a seca.
Maior tolerancia ao estresse térmico foi evidenciada em plantas de caju com aumento na
atividade das enzimas SOD, CAT e APX (Ferreira-Silva et al., 2011).

Sob condig¢des de estresses combinados, as respostas de defesa desencadeadas

nas plantas parecem estar direcionadas, principalmente, ao estresse mais prejudicial
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(Pandey et al., 2015), porém, algumas respostas de defesa podem ser comuns, ou ainda,
especificas aos dois fatores de estresse (Sewelam et al., 2014; Ramegowda e Senthil-
kumar, 2015). Zandalinas et al. (2017), por exemplo, observaram respostas distintas da
desintoxicacao de EROs em duas variedades de citrus sob condigdes combinadas de AT
e DH. Neste estudo, as enzimas SOD, CAT, APX e GR estdo relacionadas com a maior
tolerancia da variedade Carrizo ao estresse combinado. Por outro lado, na variedade
Cleoprata, apenas a SOD foi aumentada, o que contribuiu no aumento do estresse
oxidativo e maior sensibilidade destas plantas ao estresse combinado.

O ajuste nos niveis de metabolitos primarios, tais como aminoacidos, aglicares
e acidos organicos, também representam estratégias adaptativas importantes na
tolerancia das plantas a fatores de estresse. Zhang et al. (2014) reportaram que os
mecanismos de tolerancia a seca de plantas de Medicago truncatula estao relacionados
aos maiores niveis de mio-inositol e a prolina, que sdo compostos importantes na
eliminacdo de EROs e osmorregulador celular, respectivamente. J& Safronov et al.
(2017) observaram que plantas de tamareira sob estresse térmico e déficit hidrico
combinado aumentaram os niveis de galactose, lactose e prolina, sugerindo uma
mudanga do metabolismo para mecanismos de ajuste osmotico das células. A
identificacdo de metabdlitos que estejam associados ao ajustamento metabolico frente a
estresses combinados em culturas economicamente importante, como a soja, ainda sao
poucos. Estudos nesse sentido podem fornecer informacgdes que contribuam no
melhoramento de plantas, além da selecdo de genotipos mais resilientes a fendmenos
climaticos estressantes, como a seca e ondas de calor.

Além dos ajustes bioquimicos e metabdlicos, mudangas na anatomia foliar
também podem refletir diretamente na adaptagdo e sobrevivéncia de plantas de soja sob
condigdes de estresse combinado. Salem-Fnayou et al. (2011) observaram em plantas de
videira sob estresse térmico, parénquima palicadico com cé€lulas pequenas, compactas e
uma espessura significativamente reduzida, que pode afetar a captagdo de luz para os
processos fotossintéticos. Em plantas de soja sob déficit hidrico, por sua vez, ndo foram
observadas mudangas nas caracteristicas morfoanatomicas da folha, e pode ter ocorrido
pelo maior investimento no crescimento das raizes e no controle estomatico, de forma a
evitar o estresse (Stolf et al., 2009).

A cultura da soja (Glycine max) € o quarto cultivo mais importante no mercado
mundial (Siebers et al., 2015; Sentelhas et al., 2015), mas pode ter sua producao e

qualidade de graos, severamente reduzidos pelos estresses ambientais. Dessa forma, as
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recorrentes variagdes climaticas ameagam ndo sé a seguranga alimentar, mas também a
economia agricola em todo mundo (Ochuodho et al.,, 2016), por comprometer
diretamente o desenvolvimento e produtividade de importantes culturas (Mutava et al.,
2015). Considerando que os modelos climaticos preveem aumento da ocorréncia de
altas temperaturas e periodos de seca, ¢ importante a elucidacdo dos mecanismos
metabolicos de dupla tolerancia da soja em relacdo a esses fatores de estresse, de forma
a garantir maior produtividade da cultura.

Diante do exposto, avaliaram-se neste trabalho as hipdteses de que a
combinagdo dos estresses por déficit hidrico e alta temperatura induzem: (I) alteragdes
adaptativas na anatomia foliar, (II) defesas antioxidantes enzimaticas e (III) ajustamento
metabdlico de cultivares de soja. Sendo assim, objetivou-se com este trabalho
identificar mecanismos anatdmicos, bioquimicos e metabolicos associados a tolerancia

de cultivares de soja aos estresses por temperatura alta e déficit hidrico.

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Material vegetal e condicdes experimentais

O experimento foi conduzido em cadmara de crescimento (Instalafrio, Pinhais,
PR, Brasil), com umidade relativa de ~65%, irradidncia de ~650 pmol m? s, no
Instituto Federal Goiano, Campus Rio Verde. As plantas de Glycine max (L.) Merrill,
cultivares NS7209 IPRO (Nidera), NS7011 IPRO (Nidera), Desafio 8473 RSF
(Brasmax Sementes) e 7739 M IPRO (Monsoy Sementes), foram cultivadas em vasos
de polietileno contendo 8 Kg de solo Latossolo Vermelho distroférrico misturado com
areia na proporg¢do de 2:1. A corre¢do do substrato foi realizada com calcario dolomitico
PNRT 100, para 60% da saturacdo da base, a partir da andlise fisico-quimica do
substrato, e a adubagdo realizada conforme recomendacdo para a cultura (Sousa &
Lobato, 1996). Foram cultivadas duas plantas por vaso.

Para obtencdo dos dados foram utilizados dois lotes de plantas (40 plantas em
cada lote). O primeiro lote foi submetido a temperatura de 25°C/20°C (dia/noite), com
fotoperiodo de 12 horas e submetidas a duas tensdes hidricas, sendo: 100 e 40% da
capacidade de campo (CC), no estadio de desenvolvimento vegetativo V3 (terceira
folha trifoliolada aberta). O controle de 4gua de solo foi mantido pelo método

gravimétrico. Nesse lote, duas condigdes foram caracterizadas: controle (plantas a 100%
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da capacidade de campo e com temperatura de 25°C) e a condigdo de déficit hidrico-DH
(plantas a 40% da capacidade de campo e com temperatura de 25°C). O segundo lote se
diferiu do primeiro pela aplicagdo da alta temperatura, as plantas foram mantidas a
25°C/20°C, com o fotoperiodo de 12 horas até o desenvolvimento V3. Neste momento
foram impostos o déficit hidrico de 40% CC, e o estresse térmico mediante o aumento
gradual da temperatura ambiente, a partir das 9h até atingir 40+0,5°C as 12h, condi¢ao
mantida por cinco horas. Apos esse periodo, ocorreu a redugdo gradual da temperatura
até retornar ao valor de 20°C as 19h, permanecendo assim até novo ciclo no dia
seguinte. Assim, outras duas condigdes foram caracterizadas: alta temperatura-AT
(plantas a 100% da capacidade de campo e expostas a 40°C) e a condicao de estresses
combinados-AT+DH (plantas a 40% da capacidade de campo e submetidas a 40°C).
Em ambos os lotes, os tratamentos foram impostos por 8 dias. Ao final desse periodo,

foram realizadas as avaliagdes descritas a seguir.

4.2.2. Avaliagoes

4.2.2.1. Caracterizacao morfoanatomica foliar

Para as anélises morfoanatdmicas foram coletadas amostras foliares de 3 cm?
da regido central da ultima folha totalmente expandida de todas as repeti¢des (n=5), de
cada condicdo de cultivo (n=4). As amostras foram fixadas em Karnovsky (1965), por
24 horas. Apos este periodo, o material vegetal foi pré-lavado em tampao fosfato (0,1
M, pH 7,2) e desidratado em série etilica crescente (30% a 100%), pré-infiltrado e
infiltrado em historesina (Leica, Alemanha), conforme as recomendagdes do fabricante.
Posteriormente, as amostras foram seccionadas transversalmente em micrétomo rotativo
(Modelo 1508R, Logenscientific, China) a 5 um de espessura e os cortes corados com
azul de toluidina - coloragdo policromatica (0,05% tampao fosfato 0,1 M, pH 6,8)
(O’Brien et al.,, 1964). As imagens foram obtidas em microscopio Optico (BX61,
Olympus, Tokyo, Japao) com camera acoplada DP-72 utilizando a op¢do de campo
claro. Posteriormente, foram realizadas observacdes morfoanatdmicas da epiderme
adaxial e abaxial, parénquima palicadico e esponjoso, ¢ mesofilo. As medidas de
micromorfometria foram obtidas a partir das imagens capturadas no microscopio e

mensuradas no software ImageJ (Processamento e Analise de Imagem em Java, v. 1.47,
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EUA). Foram realizadas medigdes em dez observacdes por repeticdo, para cada

estrutura avaliada.

4.2.2.2. Avaliacao da atividade das enzimas SOD, CAT, APX e POX

Para a determinacao da atividade da dismutase do superdxido (SOD), da
catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX) e peroxidases totais (POX), foram
macerados aproximadamente 0,3 g de tecido foliar em almofariz com nitrogénio liquido
contendo 2 mL do seguinte meio de extragdo: tampao fosfato de potéassio (50 mM, pH
6,8), acido etilenodiaminotetracético (EDTA, 0,1 mM), fluoreto de fenilmetilsufonico
(PMSF, 1 mM) e polivinilpirrolidona (PVP, 2%). O extrato enzimatico foi centrifugado
a 12000 g durante 15 min a 4°C. O sobrenadante sera utilizado como extrato bruto.

A atividade da SOD (EC 1.15.1.1) foi determinada a partir da metodologia
proposta por Del Longo et al. (1993), mediante a mensuracdo da capacidade da enzima
em reduzir fotoquimicamente o azul de nitrotetrazélio (NBT). A mistura de reagdo
consistiu de tampao fosfato de potassio (50 mM, pH 7,8), metionina (13 mM), NBT
(0,075 mM), EDTA (0,1 mM) e riboflavina (0,002 mM). A reagdo foi iniciada apos a
adicao 10 pL do extrato enzimatico em 280 puL da mistura da reacao e ocorreu a 25°C,
sob exposicao de uma lampada com 15-W. Apos 10 min de exposi¢ao a luz, a mesma
foi interrompida e a produgdo de formazana azul, resultado da fotoredugdo do NBT, foi
determinada a 560 nm (Giannopolitis e Ries, 1977) em um leitor de microplacas
(modelo VersaMax, Molecular Devices, Sunnyvale, EUA). As amostras controle foram
mantidas no escuro durante 10 min e medida a absorbancia a 560 nm. Os valores
obtidos do branco das amostras foram subtraidos dos valores das amostras de cada uma
das repeticdoes de cada tratamento exposto a luz. Uma unidade de SOD foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para inibir 50% da fotoredu¢do do NBT
(Beauchamp e Fridovich, 1971).

A atividade da CAT (EC 1.11.1.6) foi determinada pela velocidade da
degradagdo do perdxido de hidrogénio (H202) a 240 nm em um espectrofotometro UV-
VIS (modelo Evolution 60S, Thermo Fisher Scientific, Madison, EUA) durante 3 min a
25°C. A reacao foi iniciada apos adigao de 10 uL do extrato bruto enzimatico em 990
uL do meio de reagdo contendo tampao de fosfato de potassio (25 mM, pH 7,0) e HO»
(2,5 mM). O coeficiente de extingdo molar de 36 M™! cm™! (Anderson et al., 1995) foi

utilizado para calcular a atividade da enzima.
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Para a atividade da APX (EC 1.11.1.11) foi utilizada a metodologia proposta
por Nakano e Asada (1981). A reacdo foi iniciada apds a adicdo de 50 pl do extrato
enzimatico bruto em 1,95 ml do meio de reagdo contendo tampao de fosfato de potassio
(50 mM, pH 6,0), H>O> (1 mM) e ascorbato (0,8 mM). A atividade da APX foi medida
pela taxa de oxidacdo do ascorbato a 290 nm durante um minuto a 25°C em um
espectrofotometro UV-VIS (modelo Evolution 60S, Thermo Fisher Scientific, Madison,
EUA). O coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM™ cm™ (Nakano e asada, 1981) foi
utilizado para calcular a atividade da APX.

A atividade das peroxidases totais (POX) (EC 1.11.1.7) foi determinada
adicionando-se 100 pl do extrato bruto enzimatico no meio de reagdo contendo tampao
de fosfato de potassio 25 mM (pH 6,8), pirogalol 20 mM e H>O; 20 mM, em um volume
de 2 mL (Kar e Mishra, 1976). A produgdo de purpurogalina foi determinada pelo
incremento da absorvancia durante o primeiro minuto de reacdo a 420 nm no
espectrofotometro UV-VIS (modelo Evolution 60S, Thermo Fisher Scientific, Madison,
EUA) durante 1 min a 25°C. Foi utilizado o coeficiente de extin¢do de 2,47 mM™! cm!
(Chance e Macehley, 1955) para calcular a atividade da POX, que foi expressa em pmol
min”! mg! de massa fresca. A atividade das enzimas foi expressa com base em proteina,

cuja concentracdo foi determinada de acordo com o método de Bradford (Bradford,

1976).

4.2.2.3. Perfil metabolico

Procedimento de extracdo

Aproximadamente 40 mg de material vegetal liofilizado foram adicionadas a 1
mL de metanol/cloroférmio/agua (12:5:3) e incubado a 75°C, durante 30 min. Foi
adicionado a mistura de 0,1% de penta-eritritol e 0,1% de 3-nitrotirosina. Apos o
arrefecimento, as amostras foram centrifugadas a 11.400 g e 800 puL do sobrenadante
foram removidos. Em seguida, adicionou-se 200 puL de cloroférmio e 500 puL de agua
deionizada. As amostras foram centrifugadas e deixadas em repouso durante 10 min
para permitir a separacdo de fases. As amostras foram entdo centrifugadas a 11.400 g
durante 3 min e 700 pl da fase superior (a fragao soluvel 4gua-metanol) foram coletados

e armazenados a — 20°C.

GC-MS de carboidratos e acidos orgdnicos



64

Para analise de carboidratose acidos organicos, técnica de cromatografia gasosa
(GC) acoplada a espectrometria de massas (MS) foi utilizada, seguindo método descrito
por Merchant et al. (2006). Foi utilizada de cada amostra, aliquota de 50 uL de extrato
seco em um evaporador rotativo, ao qual se adicionou 450 pL de piridina em cada,
seguido de 50 pL de bis-trimetilsilil-trifluroacetamida (BSTFA): trimetilcloroacetamida
(TMCS) (10: 1) para a derivatizacdo e posterior analise por GC-MS.

As amostras foram incubadas durante 35 minutos a 75°C e analisadas por GC-
MS. A andlise foi realizada em um cromatografo de gas Agilent 6890 com o detector
seletivo de massa QQQ 7000. A amostra foi injetada com uma injecao dividida de 20:1
em uma coluna HP-5 (30 m, 0,25 mm de ID, 0,25 pm de espessura da pelicula), com
gas transportador hélio a 1 mL/min. O programa de temperatura possui um conjunto
inicial de temperatura do forno de 60°C durante 2 minutos, aumentando para 220°C a
10°C min™ por 5 minutos e depois a 300°C a 10°C min" a 5 minutos. O software Mass
Hunter foi utilizado para a integragdo maxima.

Uma curva padrao foi determinada a partir de uma solu¢ao contendo ~500
ng/mL de cada analito. Foram tomadas aliquotas apropriadas para produzir
concentragdes padrao resultantes de 0,5; 1; 5; 10; 20 e 50 pg/mL, apds a derivatizagao
usando o método descrito anteriormente. O peso seco da amostra foi utilizado para o

calculo e os resultados expressos em pg/g de massa seca.

Analise de aminoacidos por LC-MS

Para a andlise dos aminoacidos, o extrato foi avaliado por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS), em um sistema LC 1290 Infinity
(Agilent, EUA) acoplado a um detector seletivo de massa QTOF 6520 (Agilent, EUA).
Amostras de 3,5 pL foram injetadas em uma coluna Zorbax SB-C18 (2,1 x 150 mm, 3,5
um) e a separacgao realizada por eluigdo em gradiente com agua e metanol. Foi feita a
diluicdo das amostras conforme a necessidade. O QTOF foi ajustado para operar em
uma faixa de massa baixa <1700 AMU e a aquisi¢ao de dados foi feita no modo de
varredura (60-1700 m/z) e a ionizagdo foi 0 modo ion positivo. Os resultados de LC-MS
foram identificados com base em seus tempos de retengdo em relagdo aos padrdes, bem
como a sua massa de formula. Os picos foram integrados e suas quantidades relativas
foram calculadas pelo software Mass Hunter da Agilent. Uma curva padrdo foi

determinada a partir de uma solucdo contendo ~500 pg/mL de cada analito. As
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aliquotas apropriadas foram tomadas para produzir concentracdes padrao resultantes de
0,1;0,2; 0,5; 1; 5; 10 e 20 ug / mL em solucao de 1 mL em agua ultrapura. O peso seco
da amostra foi utilizado para o calculo e os resultados expressados em pg/g de massa

S€ca.

4.2.2.4. Analise estatistica

O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso com 5 repeti¢des, em
esquema fatorial sendo quatro cultivares de soja e quatro condi¢des de cultivo. Os dados
obtidos foram submetidos a analise de varidncia e ao teste de Tukey (p>0,05) por meio

do software estatistico SISVAR.

4.3. RESULTADOS

4.3.1 Caracterizacdo anatomica foliar

A soja ((Glycine max (L.) possui mesofilo heterogéneo com organizagdo
dorsiventral. O parénquima paligddico ¢ composto por duas a trés camadas de células
alongadas e estreitas, voltadas para a superficie adaxial da folha, justapostas, com
espagos intercelulares reduzido que ocorrem abaixo da epiderme na face adaxial (Fig.
1). O parénquima esponjoso ¢ formado por células isodiamétricas, de formato irregular
com espacos intercelulares localizados acima da epiderme na face abaxial (Fig. 1).

A exposicao das plantas ao DH promoveu reducao nos espagos intercelulares
nas cultivares Desafio, 7209 e 7739 (Fig. 1E, G e H) em relagdo aos seus respectivos
controles (Fig. 1A, C e D). A cultivar 7011 exposta ao déficit hidrico (Fig. 1F) ndo
apresentou altera¢do visual em comparacdo ao controle (Fig. 1B), entretanto observou-
se maior espessura foliar total, maiores espessuras dos parénquimas esponjoso e
pali¢adico, e também do mesofilo, em relacdo as demais cultivares (Fig. 2 A, D, E e F).

A AT resultou em maiores espessuras foliar total, dos parénquimas esponjoso
e palicadico, e do mesofilo nas cultivares Desafio e 7011, em relacdo as demais
cultivares (Fig. 2A, D, E e F). A combinagao dos estresses por DH + AT promoveu
colapso das células do parénquima palicadico e esponjoso na cultivar 7011, quando
comparada com as outras condi¢des (Fig. IN-J), além de resultar em menores espessura
foliar total, espessuras do parénquima pali¢cadico e do mesofilo (Fig. 2 A, D, E e F),

diante das demais cultivares. Nas demais cultivares, o estresse combinado promoveu
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expansdo das células do mesofilo com aumento da espessura dos parénquimas
paligadico e lacunoso (Fig. 1 M, O ¢ P), quando comparadas as cultivares submetidas
apenas a AT (Fig. 11, Ke L).

A epiderme adaxial das cultivares Desafio, 7209, 7739 ndo diferiram entre os
estresses e seus respectivos controles, no entanto a cultivar 7011 apresentou maior
espessura da epiderme adaxial no estresse por DH (Fig. 2B). Com relagdo a epiderme
abaxial, ndo houve alteragdes para a cultivar Desafio entre as condigdes de cultivo. A
cultivar 7011 apresentou maior espessura da epiderme abaxial na condicdo de déficit
hidrico, enquanto esta mesma caracteristica reduziu na 7209 sob déficit hidrico,

comparado a condi¢ao controle (Fig. 2C).

Desafio 7011 7209 7739

Controle

Figura 1. Alteragdes anatomicas foliares de plantas de soja, cultivares Desafio, 7011,
7209 e 7739, cultivadas por oito dias sob imposi¢do dos tratamentos: controle (A-D),
déficit hidrico (DH) (E-H), alta temperatura (AT) (I-L) e estresse combinado (DH +
AT) (M-P). (AdEp) epiderme adaxial. (AbEp) epiderme abaxial. (PP) parénquima
palicadico. (SP) parénquima esponjoso. Setas pretas indicam colapso das células. Barra
de escala =100 pm.
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Figura 2. Espessura foliar total (LT, A), Epiderme adaxial (AdEp, B), Epiderme abaxial
(AbEp, C), espessura dos parénquimas pali¢ddico (PP, D) parénquima esponjoso (SP,
E) e espessura do mesofilo (MS, E), em plantas de soja cultivadas em condi¢des 6timas
(Controle) e sob imposi¢do de déficit hidrico (DH), alta temperatura (AT) e estresse
combinado (DH+AT), por um periodo de oito dias. Barras representam média (n = 5) +
EP. Médias seguidas de mesma letra mailscula entre, e mintscula dentro dos
tratamentos, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0.05).

4.3.2. Atividade das enzimas do sistema antioxidante

Para a atividade das enzimas do sistema antioxidante, dismutase do superoxido

(SOD) (Fig. 3A) e peroxidase do ascorbato (APX) (Fig. 3C), houve interagdo
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significativa entre condi¢des de cultivo e cultivares. O estresse combinado promoveu
aumento na atividade da SOD apenas na cultivar 7209, em relagdo ao controle, no
entanto, sem diferir dos estresses por DH e AT isolados. A atividade da APX se
manteve igual ao controle no estresse por AT para todas as cultivares. Entretanto, a
condigdo DH promoveu incremento da atividade dessa enzima nas cultivares Desafio,
7209 e 7739, e para todas as cultivares no estresse combinado, comparado aos seus
respectivos controles. Menor atividade da APX foi observada para a cultivar 7011 no
DH e estresse combinado. A cultivar 7739 demonstrou maior atividade da APX do que
as demais cultivares, na condi¢do de estresse combinado

Para as enzimas antioxidantes catalase (CAT) (Fig. 3B) e peroxidases totais
(POX) (Fig. 3D), ocorreram diferencas significativas apenas entre as condigdes de
cultivo. Maiores incrementos na atividade da CAT foram observados nas plantas
expostas ao DH, seguido pelo estresse combinado. Controle e AT ndo diferiram
estatisticamente. A atividade da POX aumento para todas as condi¢des de estresse, em

relacdo ao controle, entretanto, de forma mais intensa no estresse combinado (Fig. 3D).
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Figura 3. Atividade das enzimas dismutase do superdxido (SOD, A), catalase (CAT,
B), peroxidase do ascorbato (APX, C) e peroxidases totais (POX, D), em plantas de soja
cultivadas em condig¢des o6timas (Controle) e sob imposi¢ao de déficit hidrico (DH), alta
temperatura (AT) e estresse combinado (DH+AT), pelo periodo de oito dias. Barras
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representam média (n = 20) = EP (B, e D) e (n = 5) = EP (A e C). Médias seguidas de
mesma letra maiuscula entre, e minuscula dentro dos tratamentos, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p > 0.05).

4.3.3. Perfil metabolico

As concentragdes dos aminoacidos arginina, histidina, glicina, asparagina,
glutamato, metionina, isoleucina, leucina, tirosina e triptofano diferiram apenas para a
condi¢do de cultivo, sendo que o estresse combinado ocasionou concentracdes mais
elevadas desses aminoacidos em relagdao ao controle (Fig. 4). Sob imposi¢ao apenas do
DH observou aumento dos niveis de histidina, glicina e tirosina, enquanto para a
condicdo AT, aumento nas concentracdes dos aminoacidos histidina, glutamato e

metionina foram observados, ambos em relagdo a condi¢do controle (Fig. 4).
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Figura 4. Concentracdes dos aminoacidos arginina (A), histidina (B), glicina (C),
asparagina (D), glutamato (E), methionina (F), isoleucina (G), leucina (H), Tirosina (I) e
triptofano (J) em plantas de soja cultivadas em condigdes 6timas (Controle) e sob
imposi¢do de déficit hidrico (DH), alta temperatura (AT) e estresse combinado
(DH+AT) pelo periodo de oito dias. Barras representam média (n = 20) £ EP. Médias
seguidas de mesma letra maitscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0.05).
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As concentragdes dos aminodcidos lisina, serina, alanina, glutamina, treonina e
prolina apresentaram interacao significativa entre cultivares e condi¢do de cultivo (Fig.
5). O estresse combinado ocasionou aumento da concentracdo de lisina em todas as
cultivares em relacdo a todas as demais condi¢des, no entanto de forma mais
pronunciada nas cultivares 7209 e 7739 (Fig. 5). Houve incremento da concentracdo de
serina nas condi¢des de estresse por alta temperatura e estresse combinado, em ambas
as cultivares (Fig. 5B).

Em relagdo a concentragdo de alanina, as cultivares demonstraram
comportamentos distintos. A cultivar Desafio diante do estresse combinado apresentou
incremento na concentragdo desse aminoacido em relacdao ao controle, entretanto para as
cultivares 7011 e 7739 nao foi verificada diferencas em relagdo as demais condigdes.
Enquanto para a cultivar 7209 os niveis foram aumentados quando as plantas foram
submetidas ao DH em relacdo ao controle (Fig. 5C).

O estresse combinado ocasionou aumento da concentracdo de glutamina em
relagdo ao controle, no entanto de forma mais pronunciada nos cultivares 7011 e 7209
(Fig. 5D). As cultivares Desafio e 7011 ndo demonstraram alteracdes nos niveis de
treonina nas condigdes de estresse, enquanto incrementos foram verificados nas
cultivares 7209 e 7739 na condi¢do de estresse combinado (Fig. SE). O estresse
combinado ocasionou aumento da concentracdo de prolina nas cultivares 7011, 7209 e
7739 em relagdo a todas outras condi¢des de cultivo, enquanto para a cultivar Desafio

os niveis de prolina nao diferiram entre as condigdes (Fig. 5F).
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(D), treonina (E) e prolina (F) em plantas de
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CONTROLE DH AT DH+AT

(A), serina (B), alanina (C), glutamina
soja cultivadas em condi¢des Otimas

(Controle) e sob imposi¢do de déficit hidrico (DH), alta temperatura (AT) e estresse
combinado (DH+AT) pelo periodo de oito dias. Barras representam média (n = 5) = EP.
Meédias seguidas de mesma letra maitscula entre, ¢ mintiscula dentro dos tratamentos,
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0.05).

As concentragdes de Pentaeritritol, ribose, frutose, myo-inositol, e maltose

diferiram apenas para as condigdes de cultivo (Fig. 6). A AT e o estresse combinado

proporcionaram a diminui¢do das concentragdes do pentaeritritol e da ribose em relagao

ao controle (Fig. 6A e 6B), enquanto o Myo-inositol houve incremento para o déficit

hidrico e decréscimo para o estresse combinado quando comparado ao controle (Fig.

6D).
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Maior concentracao de frutose foi observada em plantas submetidas a AT em

relagdo a condigdo DH (Fig. 6C), entretanto o DH promoveu maior concentracdo de

maltose em relagdo ao estresse combinado (Fig. 6E).
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Figura 6. Concentragdes de pentaeritritol (A), ribose (B), frutose (C), myo-inositol (D),
e maltose (E) em plantas de soja cultivadas em condi¢des otimas (Controle) e sob
imposi¢do de déficit hidrico (DH), alta temperatura (AT) e estresse combinado
(DH+AT) pelo periodo de oito dias. Barras representam média (n = 5) = EP. Médias
seguidas de mesma letra maitscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0.05).

A concentragdo de acido malico, acido aminobutirico, acido citrico, pinitol,
glicose, D-(+)-Chiro-inositol e sacarose apresentaram interagdo significativa entre

cultivares e condigdes de cultivo (Fig. 7). O Acido mélico diminui para todas as
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cultivares nas condigdes de AT e AT+DH (Fig. 7A), diferentemente do acido
aminobutirico que aumentou para o estresse por AT nas cultivares Desafio e 7739 e
reduziu para a cultivar 7011 diante do DH, quando comparado ao controle (Fig. 7B). O
acido citrico aumentou apenas na condi¢do de DH para a cultivar 7011 e reduziu para a
cultivar 7209 quando comparado aos seus respectivos controles (Fig. 7C).

Diante da condi¢do de DH a concentracdo do pinitol aumentou para as
cultivares Desafio, 7011 e 7209, e para a condi¢do AT foi observado incrementos para
as cultivares 7209 e 7739, em contrapartida quando exposto ao estresse combinado
maiores valores foram observados para todas as cultivares (Fig. 7D). A concentragdo de
glicose diminui para a cultivar 7209 diante somente de AT, entretanto diante do estresse
combinado esse decréscimo ocorreu para todas as cultivares em relagdo aos seus
respectivos controles (Fig. 7E). A concentracdo de D-+-Chiro-inositol aumentou
quando exposto somente ao DH para as cultivares Desafio, 7011 e 7209, ja no estresse
combinado esse aumento foi para todas as cultivares (Fig. 7F). Os niveis de sacarose
foram incrementados para todas as cultivares submetidas as condi¢des de AT e AT+DH

em relagdo as plantas cultivadas na condigdo controle (Fig. 7G).
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Figura 7. Concentragdes de 4cido malico (A), acido aminobutirico (B), acido citrico
(©), pinitol (D), glicose (E), D-(+)-Chiro-inositol (F) e sacarose (G) em plantas de soja
cultivadas em condi¢des 6timas (Controle) e sob imposi¢ao de déficit hidrico (DH), alta
temperatura (AT) e estresse combinado (DH+AT) pelo periodo de oito dias. Barras
representam média (n = 5) £ EP. Médias seguidas de mesma letra maiuscula entre, e
minuscula dentro dos tratamentos, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0.05).
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4.4. DISCUSSAO

Em condigdes de campo, plantas cultivadas frequentemente enfrentam uma
combinagdo de estresses por déficit hidrico e alta temperatura. Neste estudo, a interagao
entre essas tensdes promoveu alteragdes nas caracteristicas morfoanatdomicas, no
sistema antioxidante de defesa e no metabolismo de cultivares de soja, em comparacao
aos estresses isolados. De fato, estresses combinados afetam varios aspectos do
funcionamento celular em plantas, como observado em tomateiro (Nankishore et al.,
2016), Arabidosis thaliana (Vile et al., 2012) e tamareira (Safronov et al., 2017).

Nas cultivares de soja, 7209 e 7739, o aumento das células do mesofilo, sob
efeitos dos estresses combinados pode estar relacionado com o aumento na captura de
energia luminosa e absor¢dao de CO», necessarios para o processo fotossintético (Polizel
et al., 2011), como observado em oliveiras (Guerfel et al., 2009) e em folhas de soja
(Makbul et al., 2011) sob déficit hidrico. Esses mecanismos visam minimizar os danos
celulares a fim de que haja absorcdo, canalizagao e dispersdao da luz (Castro et al.,
2009). Em contrapartida, o colapso das células do parénquima observados na cultivar
7011 demonstra sensibilidade desta cultivar em lidar com o estresse combinado. Zhang
et al. (2005) relataram danos anatomicos severos nas células do mesofilo de Vitis
vinifera em decorréncia do estresse térmico, que resultaram no aumento da
permeabilidade da membrana plasmatica.

E esperado que o estresse combinado comprometa a homeostase celular devido
aos efeitos nocivos do aumento na geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). O
equilibrio entre geracao e eliminacao de EROs ¢ critico para a sobrevivéncia, tolerancia
e crescimento das plantas sob tais condigdes de estresse (Zandalinas et al., 2017), sendo
a manuten¢ao nos niveis de EROs influenciada pela atividade de enzimas antioxidantes
(Caverzan et al, 2016). Entre as cultivares estudadas, a maior atividade da enzima
antioxidante SOD foi observada somente na cultivar 7209 sob estresse combinado. Esse
efeito pode estar relacionado a uma reposta de protecdo contra os danos oxidativos,
como observado em genoétipos de citros sob estresse por seca e calor (Zandalinas et al.,
2017). Em contraste, a atividade da CAT e da APX foi maior sob DH e DH+AT. O
aumento na atividade da CAT ¢ importante para a remo¢dao de H,O produzido na
fotorrespiragdo durante o déficit hidrico (Sofo et al., 2015). Sob essa condig¢do

ambiental, a fotorrespiragdo funciona como um dissipador de energia, impedindo a
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super-reducdo e fotoinibigdo da cadeia de transporte de elétrons da fotossintese (de
Pinto et al., 2013).

Além da CAT, a APX também auxilia na remog¢ao do H,O», sendo esta reacao
um processo crucial para a tolerancia de plantas de Arabidopsis a seca e ao calor
combinados (Koussevitzky et al., 2008). Similar a enzima SOD, a maior atividade da
POX nas plantas de soja sob estresse combinado pode estar relacionado as possiveis
estratégias de adaptacdo exclusivas para esta combinagao de estresses, sugerindo melhor
capacidade de eliminar EROs e reduzir danos oxidativos (Zhang et al., 2019). Além do
sistema antioxidante, os mecanismos de adaptacdo ao estresse combinado também
envolveram mudangas no metabolismo das cultivares de soja. O estresse combinado
ativou respostas de protecdo ao desencadear aumentos nas concentragdes dos
aminodcidos arginina, histidina, glicina, asparagina, metionina, isoleucina, leucina,
tirosina, triptofano, lisina, serina, glutamina e prolina, os quais ndo foram observados
quando expostos somente ao estresse por seca ou calor. De modo geral, a manutengdo
nos niveis de aminoacidos aumenta a tolerdncia ao estresse nas plantas, devido a
regulacdo de mecanismos fisioldgicos, como por exemplo, o ajustamento osmotico, a
desintoxicacao das EROs e a regulacdo do pH intracelular (Krasensky e Jonak, 2012).

A arginina, ¢ um importante aminoacido na constru¢do de proteinas e, um
metabdlito essencial na distribui¢do de nitrogénio através do seu catabolismo. Peremarti
et al. (2009) observaram maior expressdo na enzima arginina descarboxilase que esta
envolvida no metabolismo da arginina, promovendo maior tolerancia ao estresse hidrico
em arroz transgénico. Esse aminodcido ainda atua como precursor na sintese de
poliaminas e aminoacidos como a prolina (Oliveira et al., 2018; Siddappa et al., 2018).
As poliaminas sdo compostos importantes no desenvolvimento das plantas
(Wimalasekera et al., 2011) e, sob condigdes estressantes tém efeito antioxidante devido
a combinacao de suas propriedades de ligacdo anidnica e cationica na eliminagdo de
radicais livres, inibindo a peroxidacdo lipidica (Groppa e Benavides, 2008). J& o
aumento nos niveis de prolina de forma mais evidente nas cultivares de soja 7011, 7209
e 7739 pode ter ocorrido como estratégia de defesa contra o estresse combinado. A
prolina se acumula principalmente no citosol, reduzindo a acidose citoplasmatica. Esse
efeito conserva a razio NADP/NADPH em niveis adequados para o metabolismo
celular (Liang et al., 2014). Quando ocorre a adaptacdo e/ou um alivio do estresse,
como observado nas caracteristicas morfoanatomicas das cultivares 7209 e 7739, a

degradagdo metabolica controlada da prolina nas mitocondrias produz ATP, importante
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para reparar danos induzidos pelo estresse (Liang et al., 2014) e estabilizagdo de
estruturas subcelulares (Lehmann et al., 2010; Liang et al., 2013).

A glicina também ¢ considerada um osmolito organico que ¢ altamente
acumulado em resposta ao estresse hidrico (Das et al., 2017), a fim de evitar a perda de
agua. Plantas de Solanum lycopersicum expostas ao estresse combinado de calor e
salinidade acumularam os osmoprotetores glicina e trealose em grandes quantidades ao
invés de prolina, que ¢ um osmoprotetor predominante acumulado em plantas expostas
ao estresse salino. O aumento nos niveis dos aminoacidos aromaticos, tirosina ¢
triptofano nas plantas de soja também foram observados em plantas de trigo (Bowne et
al., 2012), soja (Das et al., 2017) e grao de bico (Khan et al., 2019), sob condi¢des de
seca. Esses aminoacidos podem atuar como fonte alternativa de energia metabdlica
(Khan et al., 2019), além de desempenhar papéis importantes no transporte de ions,
abertura estomatica, na manutencao do equilibrio hidrico e eliminagdo de EROs (Ford et
al., 2011; Bowne et al., 2012). O efeito antioxidante dos aminodcidos aromaticos pode
ter contribuido na elimina¢do de EROs nas plantas de soja, evitando a intensificacdo de
danos decorrentes do estresse combinado. O incremento nos niveis de histidina nas
plantas de soja também pode ter desempenhado um papel semelhante na redugdo do
estresse oxidativo, que ajudou a manter a estrutura da membrana das cultivares de soja,
semelhante ao observado para uma variedade de grao de bico tolerante a seca (Khan et
al., 2019). Zemanova et al. (2014) também relacionaram o aumento nos niveis de
histidina com a reducao de danos oxidativos em plantas de Noccaea caerulescens sob
estresse com cadmio.

O incremento nos niveis dos aminoacidos de cadeia ramificada isoleucina e
leucina nas plantas de soja pode ter funcionado como fonte alternativa de energia
respiratéria para o ciclo TCA durante o estresse, como ja foi observado em plantas de
Arabidopsis (Taylor et al., 2004), cevada (Malatrasi et al., 2006) e trigo (Bowne et al.,
2012). Resultados similares também foram observados em plantas de Eucalyptus
globulus expostos aos estresses combinados por seca e calor (Correia et al., 2018). Ja o
aumento nos niveis de asparagina nas plantas sob estresse combinado pode ter atuado na
manuten¢do da pressao osmotica (Lea et al., 2007) e no transporte de nitrogénio, como
forma de adaptacdo ao estresse (Zemanova et al., 2017). A asparagina ¢ um dos
metabolitos requeridos no transporte de nitrogénio via floema e xilema, e permite o

crescimento ativo das raizes e folhas durante o periodo de estresse (Yadav et al., 2016).
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A alta temperatura, por sua vez, induziu o aumento nos niveis de metionina nas
plantas de soja, o qual ¢ um importante metabolito na constru¢do de proteinas € um
doador de S-adenosilmetionina (AdoMet) para reagdes de metilagdo. A metilagdo ocorre
em processos de sintese de clorofilas e plastoquinonas, além de proteinas das
membranas do tilacoide e do estroma, incluindo as subunidades da enzima ribulose-1,5-
bisfosfato carboxilase/oxigenase (Ravanel et al., 2004). Diversos estudos relataram a
termotolerancia de plantas em virtude do aumento na producdo de proteinas de choque
térmico (HSP), ricas em metionina. Essas proteinas sdo importantes na prote¢do e
funcionamento do transporte de elétrons no FSII durante o estresse térmico (Shakeel et
al., 2011; Kim et al., 2012).

A glutamina, além do seu papel na nutricdo e no metabolismo ¢ uma eficiente
molécula de sinalizacdo relacionada a regulacdo metabolica, estimulando respostas de
defesa nas plantas sob condicdes de estresse (Forchhammer, 2007). Dessa forma,
maiores niveis desse aminodcido nas cultivares 7011 e 7209 pode ter melhorado a
tolerancia das plantas contra o estresse combinado. Kan et al. (2015) observaram que o
aumento nos niveis de glutamina em plantas de arroz induziu rapidamente a expressao
dos genes envolvidos na regulacdo das respostas de defesa a estresses.

O aumento da lisina em todas cultivares de soja expostas ao estresse
combinado, sobretudo nas cultivares 7209 e 7739, pode ter contribuido para a sintese de
metabolitos importante em resposta ao estresse, como a prolina, o GABA e a arginina
(Galili et al., 2001). O GABA ¢ um aminoacido nao proteico, rapidamente acumulado
sob diferentes condi¢cdes ambientais (Brikis et al., 2018; Podlesakova et al., 2019). O
incremento nos niveis de GABA na cultivar 7739 sob alta temperatura pode estar
associado a elimina¢do de EROs (Song et al., 2010; Liu et al., 2011). Renault et al.
(2010) observaram aumento na atividade de enzimas envolvidas no metabolismo do
GABA em Arabidopsis, as quais foram importantes na eliminacdo de EROs e tolerancia
ao estresse salino.

Os maiores niveis de agucares, polidis e acidos organicos em plantas sdo
essenciais para o fornecimento de energia e na manutengdo de varias funcdes
fisiologicas durante estresses (Bowne et al., 2012; Conde et al., 2014) De modo geral,
0s agucares que se acumulam em resposta ao estresse funcionam como osmoprotetores,
osmorreguladores e ainda, fornecem protecdo as membranas e proteinas, e eliminam
EROs (Singh et al., 2015, Keunen et al., 2013). Nas cultivares de soja desse estudo, o

estresse combinado resultou em aumento nos niveis de sacarose. Este actcar ¢ o
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principal produto da fotossintese, sendo utilizado na distribui¢do de carbono para
tecidos nao fotossintéticos (Lin et al., 2016). Sob condicdes de estresse, o acimulo de
sacarose tem como fun¢do a osmoprotecdo e a estabilizagdo da membrana, por meio da
interacdo com a bicamada lipidica (Lokhande e Suprasanna, 2012). Em contraste, a
estabilizacdo nos niveis de maltose e frutose, seguido da diminui¢do da glicose pode
refletir em um fluxo alterado de carbono nas plantas de sob estresse combinado (Kempa
et al., 2008). Essa alteracdo pode afetar diretamente a taxa metabodlica do ciclo do 4cido
citrico e assim, intermediarios como o acido malico podem apresentar niveis reduzidos,
conforme observado neste estudo. O 4cido madlico ¢ o acido organico mais
abundantemente produzido nas plantas (Passarinho et al. 2006) e estd envolvido em uma
variedade de papéis, como o tamponamento do pH celular e na resposta estomatica ao
ABA (Barchet et al., 2013).

A reducao nos niveis de ribose sob AT e AT+DH também ¢é um indicativo de
alteragdes no metabolismo de aminoacidos e na biossintese de acidos nucleicos (Das et
al., 2017). Similar a sacarose, também foram observados nas cultivares de soja aumento
nos niveis dos polidis pinitol e D-chiro-inositol sob estresse combinado. Os polidis tém
como funcgdes a estabilizacdo de macromoléculas ¢ eliminacdo de radicais hidroxilas,
prevenindo desse modo danos oxidativos na membranas e enzimas (Krasensky e Jonak,
2012). O pinitol, D-chiro-inositol e myo-inositol contribuem também no ajustamento
osmotico e sobretudo, atuam como osmoprotetores da membrana do cloroplasto
(Streeter et al., 2001). Dessa forma, atuam na melhoria da tolerancia a seca e ao estresse
salino em diferentes espécies (Liu et al., 2008; Ahn et al., 2018), incluindo a soja

(Streeter et al., 2001).

4.5. CONCLUSAO

A combinagdo de estresses afetou negativamente de forma mais evidente a
anatomia foliar da cultivar 7011, sugerindo maior sensibilidade aos estresses.

O maior incremento na atividade das enzimas APX e POX nas plantas de soja
sob estresse combinado pode ser uma estratégia de tolerancia.

O aumento nos niveis de prolina nas cultivares de soja 7011, 7209 e 7739
demonstrou ser um importante mecanismo osmoprotetor contra o estresse combinado.

O aumento nos niveis de lisina e GABA na cultivar 7739 atenuou os danos do

estresse combinado, ao atuarem como osmorreguladores e na eliminagdo de EROs.
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Adicionalmente, os poliois pinitol e D-chiro-inositol mitigaram danos oxidativos

celulares nas plantas de soja sob estresse combinado.
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6. CONCLUSAO GERAL

e O déficit hidrico afetou negativamente a fotossintese de plantas de soja, no
entanto, esse efeito foi exacerbado quando imposto juntamente com a alta temperatura.
Sob condicdo combinada de alta temperatura e déficit hidrico, as cultivares Desafio e
7739 demonstraram que o ajustamento osmotico foi um fator importante na manutenc¢ao
dos processos fotossintéticos. A combinagdo de estresses afetou negativamente a
anatomia foliar da cultivar 7011, sugerindo maior sensibilidade aos estresses. O maior
nivel do aminoacido prolina e a maior atividade das enzimas APX e POX sugerem
estratégia de tolerancia ao estresse combinado. Os polidis pinitol e D-chiro-inositol
também amenizaram os danos oxidativos celulares nas plantas de soja sob estresse

combinado.
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