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Resumo

A soja (Glycine max (L.) Merrill), uma das principais culturas oleaginosas, € muito
sensivel a fatores ambientais, sendo a deficiéncia hidrica um fator particularmente
limitante para seu desenvolvimento e producdo. Algumas substancias podem ser
utilizadas para minimizar os efeitos danosos do estresse hidrico. Bioreguladores, tais
como acido y-aminobutirico (GABA) e Acetilcolina (Ach) atuam na defesa de plantas
em respostas ao estresse, desempenhando um papel osmoprotetor e na regulacao
do movimento estomatico, respectivamente. O objetivo deste estudo foi de analisar
diferentes modos de aplicagdo exdgena desses dois bioreguladores (isoladamente
ou em combinagdo) e estudar o seu efeito na regulagado dos processos de resposta
de soja ao deficit hidrico. Para tanto, foi realizada a aplicagdo combinada dos dois
bioreguladores na dose de 2,0 mM em plantas de soja cv. Intacta sob diferentes
regimes hidricos. Os fatores estudados foram: 1) da aplicagdo dos bioreguladores (i)
nas sementes- S (ii) via foliar F; (iii) nas semente e via foliar - SF; (iv) controle sem
aplicagao - C; e 2) regimes hidricos: (i) 100% da capacidade de campo (CC) e (ii)
suspensao da irrigacao (Sl). Foram realizadas anadlises de trocas gasosas foliares e
biomassa para caracterizagao fisiolégica das plantas, das atividades das enzimas
anti-oxidantes (CAT e APX) e das alteracdes nas respostas transcricionais dos genes
induzidos por deficiéncia hidrica, P5CS, LEA e ABA2. Para os tratamentos de déficit
hidrico, foi observada uma queda de 93% da capacidade fotossintécia (PN) no sexto
dia apds a suspensao da irrigacdo, assim como diminuicdo da biomassa, além de
apresentar maior expressao dos genes induzidos por deficiéncia hidrica. O
tratamento da combinacao das substancias GABA e Ach aplicados na semente e na
folha sob déficit hidrico, destacou-se por apresentar menor queda da fotossintese,
assim como, aumento para condutancia estomatica e biomassa. Para as analises
transcricionais a aplicagcdo dacombinacdo de GABA e Ach em semente e folha
apresentaram menor expressao dos genes P5CS, LEA e ABA2 e maior atividade das
enzimas SOD, CAT e APX, em relacédo ao tratamento controle Em nosso estudo foi
possivel observar que a aplicacdo combinada das substadncias GABA e Ach na
semente e folha a 2,0 mM promoveu uma melhora do desempenho das plantas por
meio da acdode Ach promovendo um aumento sobre a condutancia estomatica e um
efeito osmoprotetor de GABA sobre as plantas em situacio de estresse.

Palavras-chave: Glycine max, Acetilcolina, GABA, déficit hidrico



Abstract

Soybean (Glycine max (L.) Merrill), a major oil crop, is very sensitive to
environmental factors, and water deficiency is a particularly limiting factor for its
development and production. Some substances can be used to minimize the harmful
effects of water stress. Bioregulators, such as y-aminobutyric acid (GABA) and
Acetylcholine (Ach) act in the defense of plants in response to stress, playing an
osmoprotective role and regulating stomatal movement, respectively. The objective of
this study was to analyze different modes of exogenous application of these two
bioregularators (alone or in combination) and to study their effect on the regulation of
soybean response processes to the water deficit. Therefore, it was used in
combination of two bioregulator dose of 2.0 mM in soybean plants cv. Intact under
different water regimes. The factors studied were: 1) the application of bioregulators
(i) in seeds- S (ii) in leaf L ; (iii) in the seed and leaf - SL; (iv) control without
application - C; and 2) water regimes: (i) 100% of field capacity (CC) and (ii)
suspension of irrigation (Sl). Leaf gas exchange and biomass analyzes were
performed for the physiological characterization of plants, the activities of the
antioxidant enzymes (CAT and APX) and the changes in the transcriptional
responses of genes induced by water deficiency, P5CS, LEA and ABA2. For water
deficit treatments, a 93% decrease in the photosynthetic capacity (PN) was observed
on the sixth day after the suspension of irrigation, as well as a decrease in biomass,
in addition to a greater expression of genes induced by water deficiency. The
treatment of the combination of the GABA and Ach substances applied to the seed
and the leaf under water deficit was highlighted by lower photosynthesis decrease, as
well as an increase in stomatal conductance and biomass. For the transcriptional
analysis the application of GABA and Ach in seed and leaf showed lower expression
of the genes P5CS, LEA and ABA2 and greater activity of the SOD, CAT and APX
enzymes, in relation to the control treatment. In our study it was possible to observe
that the combined application of the GABA and Ach substances in the seed and leaf
at 2.0 mM promoted an improvement of the performance of the plants through the
action of Ach promoting an increase on the stomatal conductance and an
osmoprotective effect of GABA on plants in a situation of stress.

Keywords: Glycine max, Acetylcholine, GABA, water deficit
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1. INTRODUGAO

A soja [Glycine max (L.) Merrill] é originaria da China e pertence a familia
Fabaceae (Leguminosae) (SEDIYAMA; TEIXEIRA; BARROS, 2009). Além de
representar uma fonte essencial de proteinas, 6leos e micronutrientes na dieta
humana e animal, também é uma espécie importante para a producado de biodiesel
(PIMENTEL et al., 2004).

A soja é a principal cultura oleaginosa produzida e consumida mundialmente.
Por ser uma importante fonte de proteinas na alimentagcdo humana e de grande
parte dos animais que produzem carne, leite e ovos, a soja oferece hoje uma
variedade de produtos, formando uma cadeia produtiva bastante abrangente (SILVA
et al., 2011). Por exemplo, animais criados com ragdes produzidas a partir do farelo
de soja oferecem outros subprodutos que vao afiangar outras areas da economia,
como o setor de couro, o de fertilizantes organicos e outros (ROESSING, SANCHES,
MICHELLON, 2005). Desta forma, a cultura da soja envolve uma cadeia produtiva,
que abrange desde a produgdo interna voltada para a exportagdo, até a
transformacgao do produto voltado para a industria processadora de derivados para a
exportagdo ou para consumo interno (SILVA et al., 2011).

O cultivo da soja, como outras culturas, é afetado por fatores bidticos e
abidticos, sendo a seca o principal fator de estresse abidtico, podendo diminuir o
rendimento médio em mais de 50% (BRAY, 2002). As frequentes estiagens que
ocorrem no Brasil, sendo a maior incidéncia no periodo de verdo, causam grandes
prejuizos a agricultura, afetando culturas de grande importadncia econdmica
(TAVARES et al., 2013).

A deficiéncia hidrica é induzida quando a taxa transpiratéria excede a taxa
de absorgao de agua, gerando um desbalancgo hidrico na planta. Os danos causados
dependem da intensidade, periodo de exposicdo e estadio de desenvolvimento,
podendo ser mais ou menos intensos em fungdo da combinacdo destes fatores
(TAVARES et al., 2013). Entre as respostas fisiolégicas ao déficit hidrico, a reducgao
da abertura de estdmatos, diminuindo as perdas de agua por transpiragao, € um dos
primeiros efeitos mensuraveis. Por outro lado, a redugdo da abertura estomatica
também diminui a absor¢cédo de CO,, reduzindo a taxa fotossintética (SOUZA et al.,

2013; TERRA et al., 2013). Assim a manutencao da eficiéncia no uso de agua, i.e. a
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relagéo entre a taxa assimilatoria liquida de CO, e perda de agua por transpiragao
foliar, € de grande importancia para a sobrevivéncia em condigbes de baixa
disponibilidade hidrica (FANG et al., 2015). Deste modo, compreender como as
plantas respondem ao déficit hidrico e a identificagdo dos mecanismos de tolerancia
a seca é fundamental para predizer os impactos na producéo das culturas (ATKIN;
MACHEREL, 2009).

A capacidade da planta para manter suas atividades metabdlicas sob déficit
hidrico € mediada por respostas celulares que incluem mudangas no seu ciclo, no
sistema de endomembranas e vacuolizagdo, bem como alteracdes na arquitetura da
parede celular (MENESES et al., 2006), além de modificagdes morfofisiolégicas,
como a habilidade das raizes explorarem camadas mais profundas do solo, e maior
relacao entre raiz e parte aérea (TERRA et al.,2013). Ainda, as plantas alteram o seu
metabolismo de diferentes maneiras para acomodarem-se a deficiéncia hidrica
como, por exemplo, aumentando a produgcdo de fitohormbnios, metabdlitos e
enzimas envolvidas na protecdo contra o estresse oxidativo, e de osmodlitos
compativeis, promovendo ajustamento osmético (SOUZA et al., 2013; VIEIRA et al.,
2013). Varios metabdlitos sdo acumulados que podem atuar como osmolitos para a
manutencdo do equilibrio hidrico celular, entre eles estdo acgucares
(oligossacarideos da familia da rafinose, sacarose, trehalose e sorbitol), agucares-
alcool (manitol), aminoacidos (prolina), proteinas (chaperonas) e aminas
(HASANUZZAMAN et al. 20122; MAHMUD et al.,, 2017). Além disto, varios
compostos que possuem papel de sinalizagdo nas plantas podem desempenhar
fungcdes para minimizar os efeitos danosos da seca, tais como o &acido y-
aminobutirico (GABA) e a acetilcolina (Ach) (SHELP, 2012).

1.1 RESPOSTA DAS PLANTAS A SECA

Fatores ambientais como a deficiéncia hidrica afeta severamente tanto o
crescimento como a produtividade das plantas. (SHAO et al., 2009). A deficiéncia
hidrica € um fator importante na limitacdo da produtividade das culturas e na
incapacidade de atingir o potencial de producgéo total, por meio da desidratagao

celular afetando adversamente muitos processos fisioldgicos basicos (BOYER, 1982;
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TAIZ; ZEIGER, 2017; SEEVE et al., 2017). Nas plantas o déficit hidrico promove
uma complexa via de respostas a partir da percepcdo do estresse por meio das
raizes, desencadeando assim uma cascata de eventos em niveis bioquimico,
fisiologico, celular e molecular (SHINOZAKI e YAMAGUCHI-SHINOZAKI 2007),
sendo os processos fisioldgicos e metabdlicos reprogramados durante a seca (PARK
et al., 2012; GEORGE et al., 2017).

Essas respostas incluem manutencdo do teor relativo de agua, utilizando
menos agua disponivel por meio do fechamento estomatico reduzindo a perda de
agua por transpiragéo, embora diminuindo a entrada de CO, para a fotossintese.

Assim, as plantas evitam a falta de agua aumentando o teor relativo de agua,
utilizando menos agua disponivel, mantendo uma baixa condutancia da epiderme e
ainda diminuindo as trocas gasosas (MANAVALAN et al., 2009).

Catuchi et al. (2012) analisaram as respostas de biomassa e area foliar de
duas cultivares de soja, BR 48 e EMBRAPA 16, que sdo consideradas tolerantes e
suscetiveis a restricao hidrica, respectivamente, cultivadas sob déficit hidrico. Foram
observados uma reducdo de todos os pardmetros analisados em ambas as
cultivares devido ao déficit de agua imposto no estagio reprodutivo das cultivares,
com excecdo da massa seca da raiz para a Embrapa 48, que permaneceu
inalterada, mesmo em condicdes de déficit hidrico. Esse fenbmeno ocorre porque a
seca pode promover a expansdo do sistema radicular para alcancar zonas de
umidade mais profundas no perfil do solo, um processo que comega gradualmente
apos a secagem da superficie do solo (SANTOS & CARLESSO, 1998; SOUZA et al.,
2012). No entanto, as redugdes dos demais parametros da biomassa em condi¢des
de déficit hidrico estao relacionadas a diminuicdo das taxas fotosintéticas, os quais a
translocacdo para os graos e a acumulagcdo de biomassa sdo consequentemente
prejudicados (NEUMAIER et al., 2000).

A resposta ao déficit hidrico também acontece por meio da acumulagao de
proteinas especificas e do acumulo de osmdlitos compativeis (SHINOZAKI et
al.,2006). Os elementos osmoregulatérios produzidos em resposta a desidratacao
tém a funcdo de manter a atividade metabdlica, melhorando o ajuste osmdtico
celular (PANG et al., 2011). Por exemplo, o aumento de niveis de acucares durante a
desidratacao das folhas parece ser o resultado da regulagdo coordenada de sintese

e translocagao de sacarose, contribuindo para o ajuste osmoético e possibilitando
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manutencdo de turgor em regides meristematicas. Essas respostas podem
eventualmente levar a restauracdo da homeostase celular, aumentando assim a
sobrevivéncia das plantas sob o estresse (CHAVES et al.,, 2009; SOUZA et al.,
2012).

Genes envolvidos na tolerancia a seca sao induzidos ou reprimidos durante
o estresse hidrico (SHINOZAKI et al, 2003, YAMAGUCHI-SHINOZAKI e
SHINOZAKI 2005, BARTELS e SUNKARS, 2005). Anadlises transcricionais em
plantas sob déficit hidrico tém identificado e classificado genes em dois grupos: 1)
proteinas funcionais e 2) proteinas reguladoras (Figura 1.) Os genes funcionais
incluem os que codificam para chaperonas, proteinas LEA (Late Embryogenesis
Abundant protein), enzimas desintoxicantes, enzimas envolvidas nas biossinteses
de osmolitos e osmoprotetores, além de proteases que protegem diretamente a

célula contra o estresse (BRAY 2002).

PROTEINAS PROTEINAS
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Figura 1. Funcbes dos genes em resposta ao déficit hidrico induzindo tolerancia ao
estresse. Os produtos de genes sao classificados em dois grupos. O primeiro grupo
inclui proteinas que provavelmente funcionam na tolerancia ao estresse (proteinas
funcionais) e o segundo grupo contém fatores de proteinas regulatérias que estao
envolvidos na regulagédo da transdugéo de sinais e expressao génica. (Adaptado de
SHINOZAKI et al., 2007).
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Genes que codificam as proteinas LEA estdo associados a tolerancia a
desidratacao e a resisténcia da planta a deficiéncia hidrica, salinidade e estresse por
frio (CHO e HONG, 2006). Os genes LEA sao induzidos por ABA ou através do
estresse ambiental, tais como deficiéncia hidrica, tensdo osmoética e baixa
temperatura. Sugeriu-se que tais proteinas atuem na retencdo de agua no sequestro
de ions e tém a capacidade de estabilizacdo de membranas e proteinas (WANG et
al., 2003; AMARA et al., 2014). Além disso, estdo envolvidas na desintoxicagao e
alivio do dano celular (UMEZAWA et al.,2006). Nas plantas, a maioria das proteinas
LEA e seus mRNAs se acumulam em semente, nos tecidos embrionarios durante os
ultimos estagios de desenvolvimento quando ocorre dessecacdo e também em
tecidos vegetativos (INGRAM et al., 1996; HAND et al., 2011; AMARA et al., 2014).
Sairam e Tyagi (2004) relataram o papel protetor da proteina LEA do Grupo 1
durante a desidratacdo, fornecendo um ambiente aquoso protetor para os
componentes celulares. Ensaios fisioldgicos em tratamento de deficiéncia hidrica e
salinidade revelaram que proteinas LEA conferem maior tolerdncia a seca e a
salinidade em plantas transgénicas de arabidopsis (LIANG et al., 2013; AMARA et
al., 2014).

A deficiéncia hidrica também induz a regulagao de genes envolvidos na
formacdo de osmoprotetores, tais como o amino acido prolina. A prolina
desempenha varios papéis na bioquimica e fisiologia das plantas como um
aminoacido livre, osmolito compativel, chaperona molecular e removedor de radicais
livres (HANDA et al., 1986; SMIRNOFF e CUMBEs,1989; NANJO et al., 1999),
funcbes que estdo todas associadas aos mecanismos de tolerAncia a estresses
abidticos em plantas (LUTTS et al., 1999; SZABADOS e SAVOURE, 2010; OH et al.,
2017). A acumulagdo de prolina € modulada pelo equilibrio entre sintese e
catabolismo. Como a principal enzima limitante, a ©&-1-pirrolina-5-carboxilato
sintetase (P5CS) converte espontaneamente glutamato em 5-carboxilato de
pirrolina (P5C). Este produto de reacdo é entdo reduzido a prolina por meio da
enzima P5C redutase (P5CR) (VERBRUGGEN e HERMANS 2008; CELIK et al.,
2011). A enzima P5CS representa um passo de limitagdo de taxa nesta via e é
controlado por inibicdo de feedback e regulagao transcricional (HONG et al. 2000).
Em Arabidopsis thaliana, Opuntia ficus, Brassica napus, a expressao do gene P5CS

é relacionado a acumulagdo de prolina sob estresse osmético (KUBALA et al.,
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2015). Kishor (1995), Zhu (1998), De Ronde (2004) e Vendruscolo et al. (2007)
mostraram que a superexpressao de P5CS, em plantas transgénicas de tabaco,
arroz, soja e trigo resultaram em um aumento da osmoprotegcdo resultando em
toleréncia a estresse.

No segundo grupo de genes associados as respostas a deficiéncia, estdo os
genes reguladores que irdo regular a expressao de outros genes em resposta ao
estresse. Nesse grupo, estdo, por exemplo, fatores de transcricdo, e genes que
codificam proteinas fosfatases, quinases (como as quinases ativadas por mitogénio -
MAPKs) e também proteinas quinases dependentes de calcio (CDPKs) (XIONG et
al. 2002), e enzimas envolvidas no metabolismo dos fosfolipidos, e outras moléculas
de sinalizagao, tais como a calmodulina (ALl et al., 2017; GEORGE et al., 2017).

Os mecanismos de sinalizagcao subjacentes as mudancas na expressao
génica permitem respostas das plantas ao estresse por deficiéncia hidrica. As redes
de sinalizagao de estresse para as respostas de deficiéncia hidrica sdo compostas
por sistemas de sinalizagao intracelular, complexos regulatérios de transcricéo e
sistemas de comunicacdo intercelular. Fatores de sinalizacdo e fatores de
transcricdo séo regulados transcricionalmente e / ou pdés-tradugao (por exemplo,
fosforilagdo ou protedlise). Até o momento, foram descritas diversas vias de
transdugao de sinais envolvidas na resposta da planta ao déficit hidrico: vias ABA
dependentes e as ABA nao dependentes (SEKI et al., 2002; YAMAGUCHI-
SHINOZAKI, 2005; UMEZAWA et al., 2010).

1.2 SINALIZAGAO DE FOSFOLIPIDIOS INDEPENDENTES DE ABA

A sinalizacao de fosfolipidos é classificada nas bases das fosfolipases que
sdo envolvidos na produgdo de lipidios e outros mensageiros (TESTERINK e
MUNNIK 2011; ALI et al., 2017). Os lipidios modificados produzem diferentes tipos
de mensageiros de sinalizagdo tais como diacilglicerol (DAG), DAG-pirofosfato
(DAG-PP), lisofosfolipidos, acidos graxos livres (FFAs), oxilipinas, fosfoinositideos,
inositol polifosfatos (IP), fosfolipase D (PLD) e acido fosfatidico (PA), (CHO e HONG
2006). PA esta envolvido no fechamento de estdmatos interagindo na sinalizagao de
ABA (Figura 2) (ZHANG et al., 2003). Estudos recentes indicam que PLD e PA

desempenham papéis importantes e complexos em tolerancia ao estresse salino e a
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deficiéncia hidrica das plantas (TAIZ, ZEIGER, 2017; HONG et al., 2010; HONG et
al., 2016). Desta forma, algumas substancias podem interferir na rota de sinalizagéo
e modificar a via de resposta de sinalizagao de fosfolipidios. WANG (2003) propbs
que a acetilcolina (Ach) pode induzir a regulagéo a sinalizagao de lipidios por meio
de moléculas de inositol (IP3), alterando a resposta fisiolégica da planta, promovendo
a abertura estomatica mediada por Ca*" (MENG et al., 2004)

FECHAMENTO usﬁr?fmug ’
ESTOMATICA TOLERANCIA A SECA

—

TOLERANCIAA DEFICIENCIA HIDRICA ]

Figura 2. Moléculas de sinalizagdo de lipideos atuando como mensageiros
secundarios. A fosforilagdo de fosfolipidios conduz tolerancia a deficiéncia hidrica.
(Adaptado de ALl et al., 2017).

1.3 VIAS DE SINALIZACAO ENVOLVIDAS NA RESPOSTA AO DEFICIT
HIiDRICO

As redes de sinalizacdo e transducdo de sinais para as respostas de
deficiéncia hidrica sao compostas por sistemas de sinalizacdo intracelular,
complexos regulatorios de transcricdo e sistemas de comunicacdo intercelular.
Fatores de sinalizagao e fatores de transcricdo sao regulados transcricionalmente
elou pos-traducao (por exemplo, fosforilagdo ou protedlise) em resposta ao estresse
por deficiéncia hidrica. Até o momento foram descritas diversas vias de transducgao

de sinais envolvidas na resposta da planta ao déficit hidrico: vias ABA dependentes e
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as ABA nao dependentes (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2000; SEKI et
al., 2007; YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2005; UMEZAWA et al., 2010).

O &cido abscisico (ABA) é uma fitohormonio chave, e a sinalizagdo de ABA é
uma parte importante das redes reguladoras de resposta a deficiéncia hidrica. A
complexidade e a conversagcdo cruzada entre vias ABA-dependentes e
independentes de ABA em redes de sinalizacdo de estresse por seca foram
amplamente analisadas no nivel celular, mas ndo no nivel intercelular (Figura 3)
(ROSSDEUTSCH et al., 2016). A expressao de genes que sao responsivos a ABA
(ABA-dependente) sao regulados por fatores de transcricdo que reconhecem e se
ligam a cis-elementos especificos presentes nas regides promotoras a montante dos
seus genes-alvos (Figura 3). A expressao dos genes mediada por ABA é ainda
controlada pelos receptores, mensageiros secundarios, cascatas de proteinas

quinases, proteinas fosfatases e fatores de remodelagao (FUJITA et al., 2011).
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Figura 3. Redes reguladoras de transcricéo e transducao de sinal existente
em deficiéncia hidrica: dependentes de ABA e independentes de ABA. Na via
dependente da ABA, o ABRE funciona como um importante elemento responsivo ao
ABA. AREB / ABFs sao fatores de transcricdo envolvidos neste processo. Funcao
MYB2 e MYC2 sao induzidos por ABA-dependente, expressando o gene RD22. Em

uma das vias independentes da ABA, o DREB esta envolvido principalmente na
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regulacdo de genes por deficiéncia hidrica. DREB2s sao importantes fatores de
transcricéo responsivos a desidratagao. O NAC e HD-ZIP s&o fatores de transcrigao
estdo envolvidos na expresséo do gene ERD1. (Adaptado de SHINOZAKI 2007).

A sinalizagdo do ABA em células vegetais tem sido dividida em diferentes
etapas: metabolismo e transporte de ABA, percepcdo e transdugdo de sinais e
sinalizagdo de resposta e modulagdo. Os componentes de sinalizagdo que geram a
percepcao e transducdo de sinais incluem trés componentes principais do receptor
ABA: receptores PYR (Pyrabactin Resistance), componentes reguladores de
receptores ABA (RCAR) (MA et al., 2009),uma proteina fosfatase tipo 2Cs (PP2Cs)
(SCHWEIGHOFER et al., 2004), além de uma proteina quinase 2 relacionada com
SNF1 (SnRK2) (UMEZAWA et al.,2004; 2009). Na presenca de ABA, a formagao do
complexo PYR/RCAR/PP2C sequestra a fosfatase, desligando-a das quinases,
permitindo assim a ativacdo de SnRK2s, que tém como alvo canais ibnicos
(Associagao lenta de canais de anion- SLAC1), NADPH-oxidases e fatores de
transcricdo como ABF/AREB (Figura 4) (SATO et al., 2009; SINGH et al., 2017).

A) PRESENCA DE ABA

THANSCRIC AL
[

| ARER/ABRF ABRE ‘ GENES |

Figura 4. A sinalizacido no nucleo de ABA compreende dois componentes
principais. (A) Na presenca de ABA, a familia de proteinas PYR / PIL / RCAR dos
receptores ABA se ligam a ABA e, por sua vez, inibem a atividade PP2C, permitindo
a ativacao de SnRK2s através da autofosforilacdo. A ativacdo de SnRK2s gera a,
fosforilagdo de seus alvos a jusante, como os fatores de transcricao AREB / ABF,
que se ligam ao Cis- elemento ABRE e modulam a expressdo génica. (B) Na
auséncia de ABA, os receptores de ABA sao inativados e proteina fosfatase (PP2C)
inibem a autofosforilagcao da familia das proteinas Kinases tipo 2, SnRK2.
(Adaptado de DE ZELICOURT 2016.)
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1.4 BIOSSINTESE DO ABA

O ABA é sintetizado em brotos, raizes e também em células-guarda
(BOURSIAC et al., 2013) e desempenha um papel importante em varios processos
fisiolégicos, como o desenvolvimento e a regulamentagao da fungéo estomatica em
resposta a estresses abidticos (SINGH et al., 2017).

A biossintese do ABA pode ocorrer através de duas vias, a via direta e a
indireta. Na via direta, o farnesilpirofosfatoda origem ao ABA diretamente e, na via
indireta, o ABA é sintetizado a partir do composto intermediario xantoxina, tendo
como precursos a zeaxantina (FIGURA 5). A enzima zeaxantina epoxidase (ZEP)
cataliza a conversdao de zeaxantina em trans-violaxantina, sendo esta enzima a
primeira a ser identificada na biossintese do ABA (MARIN et al., 1996). Trans-
violaxantina é entdo convertidaem trans-neoxantina, que por sua vez é convertido
em xantoxina por meio da enzima 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenase (NCED)
(Figura 5).

Luchi (2001) demonstrou que a superexpressao do gene que codifica NCED
melhorou a tolerancia ao estresse por deficiéncia hidrica em plantas transgénicas de
Arabidopsis thaliana. A conversdo da xantoxina para ABA é catalizada pela proteina
ABA2 da familia SDR (desidrogenase/redutase de cadeia curta). Mutantes
deficientes em ABA, como Arabidopsis thaliana abal1 e Nicotiana plumbaginifolia
aba2, tém a via da biossintese de ABA por meio da enzima ZEP prejudicada (MARIN
et al., 1996). Estudos utilizando mutantes deficientes ou sensiveis ao ABA indicam

que a via indireta € a mais importante nas plantas (SEO;KOSHIBA, 2002).
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Figura 5. Metabolismo de ABA no citoplasma vegetal. A converséo inicia-se
no cloroplasto, onde ocorre a conversao da Zeaxantina em trans- Violaxantina e em
trans-Neoxantina. Em seguida, a enzima NCED converte estas moléculas em
Xantoxina. No citoplasma, a Xantoxina é convertida em ABA por meio da enzima

ABA2. (Adaptado de MIRET et al., 2017).

1.5 GABA NO METABOLISMO VEGETAL

O 4acido-gama-aminobultiico (GABA) € um aminoacido né&o-protéico

encontrado em procariotos e eucariotos (Figura 6).
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Figura 6. Composigao quimica do acido-gama-aminobultirico (GABA)

E sintetizado a partir da descarboxilacdo do glutamato por meio da enzima

glutamato descarboxilase (GAD) (SHELP, 1999; DELEU, 2013), a qual é ativada pelo
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complexo Ca**/calmodulina (SHELP et al., 1999). Para a sua degradacéo, o GABA é
transaminado na mitocondria pela GABA transaminase (GABA-T) formando semi-
aldeido succinico (SSA), que por sua vez é transformado em &cido succinico pela
enzima desidrogenase do semi-aldeido succinico (SSADH) ou, alternativamente,
pela reducao a g-hidroxibutirato (GHB) através da enzima redutase de SSA (SSAR)
(TAKAHASHI et al., 2013) (Figura 6.1).
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Figura 6.1. Metabolismo do glutamato prosseguindo com a via do acido-
gama-aminobutirico (GABA), Ciclo de Krebs ou g-hidroxibutarato (GHB). Enzimas
s&o indicadas por baldes redondos ou retangulares, e setas tracejadas indicam
etapas enzimaticas que ainda ndo foram demonstradas em plantas. GABA pode
derivado do glutamato via a glutamato descarboxilase (GAD), envolvendo a
acidificacdo citosdlica e (ou) a ativacdo mediada por Ca? */calmodulina (CaM), ou ser
derivado de poliaminas. Outras abreviaturas incluem: GABA-T, g-aminobutirato
transaminase; GHB, G-hidroxibutirato; GHBDH, g-hidroxibutirato desidrogenase;
ICDH, isocitrato desidrogenase; 2-OGDH, 2-oxoglutarato desidrogenase; NAD(P)+,
Nicotinamida adenina dinucletideo fosfato; NAD(P)H, nicotinamida adenine
dinucletideo fosfato (forma reduzida); SSA, semi-aldeido succinico; SSADH,
desidrogenase do semi-aldeido succinico; SSAR, redutase do semi-aldeido
succinico; Suc-CoA lig, succinil-Coenzima A ligase (Adaptado de SHELP et al.,
2012).

Tem sido observado que a exposicdo de plantas a diversas situagdes de

perturbagdo ambiental gera um aumento na concentragcdo de GABA (UENO et al.,
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2011). Sua acumulagédo nas plantas da-se em resposta a estresses bioticos, como
também abidticos tais como déficit hidrico, deficiéncia de oxigénio, estimulagcao
mecanica e baixa temperatura. (FAIT et al., 2008; SHI et al., 2010, SONG et al.,
2014; Ll et al., 2016).

Embora o papel de GABA em mamiferos esteja claramente definido como
um neurotransmissor ou neuromodulador no sistema nervoso central (FAIT et al.,
2006; SHELP et al., 2009), a sua fungao em plantas ainda é vaga. Todavia, alguns
estudos sobre suas fungdes e importdncia no desenvolvimento da planta e na
resposta a estresses tém sido realizados, sugerindo o0 seu envolvimento em
diferentes aspectos do metabolismo vegetal. Alguns estudos foram realizados nos
ultimos anos sobre a possibilidade de GABA estar envolvido na regulagdo do
crescimento e desenvolvimento da planta (ISLAM et al., 2010; SULIEMAN et al.,
2011), na reprodugao (PALANIVELU et al., 2003), na fertilizagdo (SWANSON et al.,
2004), e na regulacao da absorgao de nitrato pelo aumento da expressao de
transportadores de nitrato (SULIEMAN et al., 2011).

Outro papel funcional do GABA que também tem sido sugerido é a relagéo
de seu metabolismo com espécies reativas de oxigénio. Em levedura, observou-se
que o GABA promove a protecdo contra estresse oxidativo (BOUCHE, FROMM,
2004). Estudos com a via metabdlica de GABA, com mutantes de SSDH em A.
thaliana, mostraram um acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS), sugerindo
uma estreita relacao entre o metabolismo de GABA e ROS (FAIT et al., 2006, SHI et
al., 2010). Liu et al. (2011) estudaram a acumulacdo de GABA e prolina sob
deficiéncia hidrica em tabaco, e uma possivel eliminacdo de radicais livres. Os
autores observaram um maior acumulo de GABA que demonstrou maior capacidade
de eliminacado de radicais livres em relagao a prolina. Desta forma, o GABA pode
atuar como um osmolito compativel eficaz para reduzir a producao de espécies
reativas de oxigénio sob deficiéncia hidrica. Song et al. (2010) utilizaram a aplicagéo
de GABA exdégeno como mecanismo de defesa contra a toxidade de A" em cevada,
demonstrando que o GABA pode diminuir o dano oxidativo causado por H e APR* por
ativar respostas de defesa antioxidante e reducao dos niveis de ROS.

Em soja, Silvente et al. (2012) estudaram duas cultivares, sendo uma
tolerante e outra sensivel a seca, a fim de elucidar os ajustes de metabdlitos em

relagédo as respostas fisiolégicas na limitagdo de agua, e observaram que o nivel de
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GABA diminuiu apenas na cultivar tolerante. Neste mesmo estudo foi observada
uma maior quantidade de GABA em ndodulos de plantas expostas a hipdxia, mas
nenhuma alteracdo em resposta ao tratamento de PEG. Serraj et al (1998) expos
nodulos de soja a hipéxia e ao déficit hidrico, observando um acumulo na
concentracao de GABA. Em relagao ao estresse de calor, observou-se um acumulo

de GABA durante a germinacéo de sementes de soja (XU et al., 2013).

1.6 ACETILCOLINA NO METABOLISMO VEGETAL

A Acetilcolina (Ach) € um éster de acido acético e colina (Figura 7)(KURCHII,
2009), tendo sido isolada pela primeira vez por Ewins (1914) em Claviceps purpurea.
A Ach é conhecida como um importante neurotransmissor de animais, porém sua
atividade também é encontrada em células ndo neurais (HORIUCHI et al., 2003). No
reino vegetal, esta molécula foi descoberta por Emmelin e Feldber (1947) em
tricomas e folhas de Urtica urens, sendo posteriormente encontrada em 65 espécies
de plantas de 33 familias diferentes (ROSHCHINA, 2001, HORIUCHI et al., 2003).

Nas plantas, o teor de Ach depende da fase de desenvolvimento e das
condicbes ambientais, sendo que a sintese predominante de Ach é realizada em
folhas jovens. No entanto, pode ser encontrada em todos os 6rgaos vegetais e em
qualquer estadio de desenvolvimento (sementes, plantula ou planta madura) (MIURA
et al., 1984). Em culturas de importancia agronémica, a deteccdo de Ach ja foi
relatada em rabanete e pepino (MOMONOKI; MOMONOKI, 1991), abdbora, feijao,
ervilha e girassol (HARTMANN; KILBINGER, 1974); aveia (TRETYN; TRETYN,
1988); trigo (TRETYN;SLESAK; ANDERSZ, 1985); e milho (ROSCHINA, 1991),
entre outras.

Seu metabolismo inicia-se com a acetil-CoA, que é sintetizada a partir do
acetato pela enzima acetil-CoA-sintase, ou do piruvato pelo complexo da piruvato
desidrogenase. A colina é formada de duas formas, a partir do aminoacido serina
e/lou de fosfatidilcolina de membranas. Por fim, a enzima colina acetiltransferase
catalisa a reagdo de colina com acetil-CoA. A hidrdlise da acetilcolina em seus
respectivos derivados metabdlicos, colina e acetato, é feita pela enzima
acetilcolinasterase (AchE) (Figura 7.1) (BLUSZTAJN et al., 1987).
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Figura 7.1. Sintese e degradacgéao de Acetilcolina. (Adaptado de Daneluzzi, 2012).

A Ach encontrada em plantas possui propriedades idénticas aquelas que
estdo presentes em células nervosas de animais, exercendo algumas fungbes
fisiologicas, dentre elas a transdugéo de sinais, tal como acontece nos animais (BITA
et al., 2013), podendo atuar na sinalizagao entre raiz e parte aérea (XU et al.,1980).
Em um estudo com aplicagéo exdgena de Ach em Raphanus sativus L., Sugiyama et
al. (2011) observaram um alongamento e crescimento de raizes laterais,
proporcionando um aumento da massa seca de raizes. O mesmo aconteceu em
mudas de tomate, onde a aplicacdo exégena de Ach proporcionou a formagao de
raizes adventicias em explantes foliares in vitro (BAMEL et al., 2007). Como o
enraizamento € uma classica resposta a auxinas, a eficacia da Ach em promover
enraizamento levanta uma possibilidade sobre a interagcdo do mecanismo de acao
da Ach com auxinas e outros horménios. Na literatura encontram-se relatos que

mostram que a Ach pode estar envolvida na germinacao e crescimento de diversas
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plantas, como em aveia (EVANS, 1972), soja (MUKHERJEE, 1980), bambu
(HORIUCHI, 2003) e Plantago lanceolata (TRETYN et al., 1988), o que reforca a
relacdo entre Ach e fitohorménios, pois estes ultimos sdo fundamentais naqueles
processos fisiolégicos.

Adicionalmente, foi sugerido que a Ach pode desempenhar um papel
importante na regulagdo do movimento estomatico (LOU, 1998). Madhavan et al.
(1995) aplicaram uma concentragcdo exdégena de Ach de 1 mM em V. faba,
resultando em indugado de 80% de fechamento estomatico na epiderme abaxial. Em
oposicdo, outros estudos observaram que Ach promoveu a abertura estomatica
(WANG et al., 1999), sendo que tal diferenca pode estar relacionada com a
concentracao de Ach utilizada. Segundo Leng et al. (2000) altas quantidades de Ach
podem causar a dessensibilizagdo de seus receptores e induzir o fechamento dos
poros estomaticos. Por outro lado, baixas concentragbes exdgenas de Ach podem
estimular a abertura dos estdmatos. Foi constatado que o Ca** esta envolvido com
receptores na transducao de sinais nas células estomaticas, e que em interacdo com
a calmodulina tem influéncia sobre a resposta estomatica a Ach (MENG et al., 2004).
Wang et al. (2003) observaram um descréscimo do conteudo de Ach nas
extremidades radiculares de V. faba sob estresse osmdtico, indicando que o
conteudo de Ach nas raizes é capaz de refletir o grau de estresse. Assim, trabalhos
sao necessarios para verificar se a concentragao de Ach na raiz é capaz de indicar o
potencial de agua ao redor das raizes, tendo como consequéncia O seu
envolvimento na sinalizagao para controle do comportamento estomatico.

Yamamoto et al. (2011) observaram que a atividade da AchE na endoderme
de plantulas de milho foi aumentada durante estresse térmico. Da mesma forma, a
alta expressao do gene AchE de milho em plantas de tabaco transgénicas aumentou
a tolerancia ao calor em relacéo as plantas nio transgénicas, sugerindo que a AchE
age positivamente, em sistemas heterélogos (YAMAMOTO; SAKAMOTO;
MOMONOKI, 2011). Da mesma maneira, Yamamoto et al. (2012) observaram que a
atividade da AchE em coledptilo de milho é aumentada em resposta ao estresse
térmico através de modificagdo pos-transducional, sugerindo um papel importante na
tolerancia ao calor. Como a AchE é encontrada em espacos extracelulares de folhas
e caules, propde-se que esta enzima atue nos espagos extracelulares em vegetais,
assim como em animais (ROTUNDO, 2003).
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1.7 AGAO DE GABA E ACETILCOLINA COMO BIOREGULADORES

O uso de bioreguladores é uma abordagem emergente que pode modificar a
fisiologia da planta, por meio de alteracbes a niveis de DNA, RNA, enzimas e,
finalmente, seus produtos, como proteinas, carboidratos, lipidios, ocasionando um
possivel aumento de rendimento em culturas alimentares (KUMAR et al., 2014),
podendo desempenhar um papel crucial na regulacdo do crescimento das plantas
(RATNAKUMAR et al.,, 2016). Por isso, eles, muitas vezes s&o usados para
aumentar tanto o crescimento, como o rendimento das plantas (VLOT et al., 2009;
RIVAS-SAN VICENTE et al.,, 2011), além de poder promover uma possivel
atenuacdo a estresse (RATNAKUMAR et al., 2016).

Diversos bioreguladores de plantas tém sido estudados recentemente por
conferir toleréncia a déficit hidrica em diversas culturas (SRIVASTAVA et al., 2016;
WAKCHAURE et al., 2016). Quando as plantas se encontram em estado de
estresse, o0 equilibrio entre a geragao e a utilizagado de espécies reativas de oxigénio
(EROS) é interrompido, levando a toxicidade. O aumento do nivel de EROS nas
plantas causa danos oxidativos a biomoléculas como lipidios, pm roteinas e acidos
nucléicos, alterando assim a homeostase redox (GILLE et al., 1995; SRIVASTAVA et
al., 2016).

Quando aplicado exogenamente em concentragbes adequadas,
bioreguladores, como o0 GABA, podem agir na sinalizagado e aumentar a eficiéncia do
sistema antioxidante, na regulacdo de osmolitos e expressao de genes responsivos
ao estresse em plantas (SRIVASTAVA et al.,, 2016). A acdo do GABA sobre o
aumento da eficiéncia de enzimas antioxidantes foi ja foi obervado em diversas
espécies, como em Capsicum annuum L. sob baixa luminosidade (LI et al., 2017),
em frutos de péssego sob estresse por baixas temperaturas (YANG et al., 2011),
mudas de tomate sob estresse por frio (MALEKZADEH et al., 2014). Além de seu
acumulo promover protecdo mediante situacdo de estresse, como observado em
arroz sob estresse de hipoxia (DING et al., 2016).

Bioreguladores também podem agir sobre desenvolvimento das plantas,
acelerando o crescimento da raiz e da parte aérea, e estabelecendo mais frutos
(PASALA et al.,, 2017). A acdo da Ach em promover o crescimento do sistema

radicular ja foi observado em diversas espécies plantas como em Raphanus sativis
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(SUGIYAMA et al., 2011), coleoptilos de aveia (EVANS et al.,1972), e em tomates foi
observado a interacdo de Ach com auxina sobre o acumulo do nivel de LeEXPA2,
transcritos de expansina. Além da sua agédo sobre o movimento estomatico (WANG
et al., 2000).

Plantas de Solanum lycopersicum tratadas com metabdlitos secundarios
isolados dos fungos Trichoderma, apresentaram um acumulo de GABA e Ach,
resultando em uma melhora no crescimento e desenvolvimento. Desta forma,
Mazzei (2016) observou que, os efeitos benéficos obtidos diretos ou indiretos sobre
as plantas sdo comumente atribuidos ao excesso de GABA e dos metabdlitos de
Ach nas células das plantas (WOJTASZEK et al.,2001; AKIHIRO et al., 2008)

Devido a atuacdo de GABA e Ach e seu acumulo ser considerado benéfico
para diversas espécies de plantas, essas substadncias apresentam-se como

bioreguladores em potencial.

2. OBJETIVOS e HIPOTESES

O objetivo geral deste trabalho foi analisar os potenciais efeitos da aplicacéo
exogena de GABA e Ach em diferentes estadios de desenvolvimento de plantas soja
sob condicoes de déficit hidrico.

Além de testar os efeitos isolados de cada substéncia em diferentes
condigbes de disponibilidade hidrica, este estudo investigara um possivel efeito
combinado das duas moléculas (sinergistico ou antagonistico) na regulagdo dos
processos de resposta de soja ao déficit hidrico.

Em virtude de seus possiveis efeitos isolados (GABA — osmoprotetor e
atividade anti-oxidante; e Ach — regulacdo estomatica e crescimento radicular), foi
testada a hipétese de que uma dada combinagdo das duas substancias pode

contribuir para minimizar os efeitos da deficiéncia hidrica em soja

2.1 Objetivos especificos:

o Verificar efeito da aplicacdo das substadncias GABA e Ach, na capacidade

fotossintética de plantas de soja sob condigdes normais e de déficit hidrico.
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o Examinar o potencial de ajustamento osmético da planta apds a aplicacdo de
GABA e Ach.

e Verificar se a aplicacao foliar de Ach proporciona melhoria na condutancia

estomatica, assimilagao de CO; e transpiracao de plantas de soja.

o \Verificar as atividades das enzimas anti-oxidantes superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), e ascorbato peroxidase (APX).

o Verificar se aplicagcdo de GABA e Ach promove a modulagédo de genes das
vias que sao ativadas por meio da inducéo da deficiéncia hidrica, por exemplo
P5CS, LEA e ABA.

e Examinar se aplicagado simultdnea de GABA e Ach proporciona uma melhor

resposta da planta sob condigcéo de déficit hidrico.

3. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi desenvolvido nas dependéncias do Centro de Estudos em
Ecofisiologia Vegetal do Oeste Paulista (CEVOP), situado na Universidade do Oeste
Paulista (UNOESTE), em Presidente Prudente — SP, Brasil. Os experimentos foram
realizados com plantas de soja (Glycine max (L.) Merrill) cv Intacta. Estdo propostos

trés experimentos voltados aos testes da hipotese levantada no projeto.

3.1 Experimento 1. Aplicagcdo de GABA e Ach na germinacdo de soja sob

estresse osmotico

Para avaliar a aplicacdo exdégena dos bioreguladores, GABA e Ach em
sementes de soja sob estresse osmotico, foram realizados ensaios divididos em
duas etapas para selecdo de doses das substancias isoladas (Primeira Etapa) e

combinadas (Segunda Etapa), observando se haveria um crescimento mais vigoroso
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das pléantulas durante a germinagdo. Desta forma foram realizados testes de
germinagao, avaliagdo de massa seca, e analise morfologica da raiz. Mediante os
resultados obtidos foram selecionadas as melhores doses para a realizacao dos
demais experimentos.

Sementes de soja foram lavadas com agua destilada e tratadas com o
fungicida sistémico Vitavax (0,5 mL para 200 g de sementes). Foram utilizadas
duzentas sementes por tratamento separadas em quatro repeticdes, com cinquienta
sementes por repeticdo, dispostas entre trés folhas de papel toalha (germitest),
envoltas em saco plastico transparente. Posteriormente, as sementes foram
submetidas a diferentes tratamentos com solu¢des contendo GABA e/ou Ach nas
seguintes concentragdes: 0,0; 0,5; 1,0 e 2,0 mM, resultando em 4 doses. Cada dose
foi aplicada em sementes submetidas a dois potenciais osmoticos, 0,0 para controle
e -1,0 MPa) induzido com solucdo de manitol a 74,3 g L', respectivamente. Desta
forma, foram definidos cinco ensaios divididos em duas etapas, primeira etapa
dividida em dois ensaios, e, a segunda etapa dividida em 3 ensaios, para a
realizagéo do experimento como segue:

Primeira etapa : Aplicagao isolada de GABA e Ach em sementes de
soja: 1 Ensaio: Aplicagdo de GABA : Diferentes concentragdes de GABA (0,0; 0,5;
1,0 e 2,0mM) com as diferentes condi¢des osméticas (0,0 e -1,0 MPa); 2 Ensaio:
Aplicacdo de Ach: Diferentes concentragdes de Ach (0,0; 0,5; 1,0 e 2,0mM) com as
diferentes condigdes osmoéticas (0,0 e -1,0 MPa) Para os ensaios da primeira etapa
foi utilizado o delineamento inteiramente causalizado no esquema fatorial 4 (doses) x
2 (condigbes osmaticas).

Segunda etapa: Aplicacdo combinada de GABA e Ach em sementes de
soja: 3 Ensaio: Aplicagao de AGO0,5: concentracao de GABA a 0,5 mM combinado
com diferentes concentragbes de Ach (0,0; 0,5; 1,0 e 2,0mM) e condicbes
osmoéticas; 4 Ensaio: Aplicagdo de AG1,0: concentragcdo de GABA a 1,0 mM
combinado com diferentes concentracbes de Ach (0,0; 0,5; 1,0 e 2,0mM) e
condicbes osmoticas; e 5 Ensaio: Aplicacdo de AG2,0: concentracdo de GABA a 2,0
mM combinado com diferentes concentragées de Ach (0,0; 0,5; 1,0 e 2,0mM) e
condicbes osmoticas; e controle utilizando agua destilada. Para a segunda etapa foi
utilizado o delineamento inteiramente causalizado no esquema fatorial 4 (doses) x 2

(condi¢des osmaticas) + 2 (controle).
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O experimento foi realizado em germinadora do tipo Mangelsdorf
(ELETROLAB, Sao Paulo, BR) com fotoperiodo de 12 h e regime de temperatura de
28 e 25°C dia/noite.

Parametros de avaliagao do Experimento 1

Teste de Germinag¢ao

O teste de germinacéao foi realizado segundo as Regras para Analise
de Sementes Brasil (2009). Foi realizada a leitura da germinagao no quinto e oitavo
dia. No quinto dia de embebi¢cdo das sementes, as mudas foram classificadas em
plantulas normais fortes (NPFT, morfologicamente perfeito), normais fracas (NPFR),
anormais (PA, com pequenos defeitos) e mortas (BRASIL, 2009). A germinacao foi
considerada como a soma das porcentagens de plantulas normais fortes e fracas (%
G). O indice de velocidade de germinagédo (IVG) foi calculado segundo Maguire
(1962). Para classificagcdo de vigor foi considerada apenas a porcentagem de
plantulas normais fortes (NAKAGAWA, 1999). Apds o 12° dia foram avaliados os
comprimentos da raiz (CR), parte aérea (CPA) e total (CT = CR + CPA), e as massas
secas da parte aérea (MSPA), raiz (MSR) e massa seca total (MST = MSPA + MSR),
calculando-se a relagao entre raiz e parte aérea (R/PA). A avaliacdo de massa seca
foi realizada por meio de secagem em estufa sob temperatura de 100°C por 48h
(NAKAGAWA, 1999).

Analise morfologica de raiz

Para a realizacdo das medidas de area radicular, volume, comprimento
total e didametro médio de raiz, as raizes foram coradas em azul de metileno (solugéo
1%) por 15s e em seguida escaneadas. As imagens foram entdo analisadas pelo
software Safira®.

3.2 Experimento 2. Aplicagcbes de GABA e Ach em diferentes estagios de
desenvolvimento de soja sob Déficit Hidrico.
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Para avaliar o efeito de GABA e Ach em plantas de soja foram avaliados
diferentes formas de aplicagdo em plantas de soja submetidas a dois regimes
hidricos. Foi observado o melhor estagio a ser aplicado GABA e Ach, e se haveria
modificagdo da capacidade fotossintética das plantas sob condigdes normais e de
déficit hidrico. Para este experimento foram realizadas analises diarias de torcas
gasosas.

Os regimes hidricos avaliados foram 100% e 30% em relagdo a capacidade
de campo, sendo a reposi¢ao diaria realizada de acordo com a pesagem diaria dos
vasos e reposi¢cdo da agua evapotranspirada. Realizada apartir do estadio V4 e trés
substancias foram aplicadas, GABA e Ach na dose de 0,5mM e a combinagao dos
bioreguladores GABA e Ach (AG) na dose de 2,0mM. As doses apresentaram quatro
modos de aplicacao: (i) Aplicacao na semente- S (ii) Aplicacdo na semente e via
foliar - SF; (iii) Aplicagao via foliar F; (iv) Controle sem aplicagéo dos biorreguladores.
Para este experimento foram utilizados 6 repeticbes para cada tratamento. Foi
utilizado o delineamento inteiramente casualizado no esquema fatorial triplo 4 x 3 x 2
(4 modos de aplicagao x 3 substancias, GABA, Ach e AG, 2 regimer hidricos).

Para o tratamento de sementes, foi utilizado papel germitest contendo uma
solucao de GABA, e outra solucédo contendo Ach, para a concentracao de 0,5 mM, e
uma combinagcdo destas substancias nas doses de 2,0mM. Essas concentragdes
foram definidas a partir dos resultados obtidos no experimento 1. de germinagao que
apresentaram melhores respostas de osmoprotecdo. Apds 24 horas de embebicao
foi realizado o plantio das sementes em condi¢cdes de casa de vegetacao em vasos
contendo 8 kg de uma mistura 1:1 (v / v) de um solo Ultissolo vermelho-amarelo com
um substrato organico.

As aplicagdes de GABA e Ach foram realizadas por meio de pulverizagao
foliar de plantas em estagio V4 de desenvolvimento (quarto triféfio expandido), para
isso, foi utilizado um pulverizador pressurizado com CO,, a fim de promover um
melhor recobrimento e distribuicdo do produto entre as folhas. No dia seguinte, as

plantas de soja foram submetidas ao tratamento de deficiéncia hidrica.

3.3 Experimento 3. Aplicagdo de GABA e Ach em evento de suspensao e

rotomada da irrigagdo
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Para avaliar a aplicagao foliar simultdnea de GABA e Ach em plantas de soja sob
regime de suspensao da irrigagao e retomada da irrigagédo. Foi observado se haveria
uma melhor resposta da planta sob condicdo de déficit hidrico e se os
bioreguladores proporcionariam diferengas para o periodo de recuperagcao das
plantas. Foram realizadas analises diarias de trocas gasosas, area foliar e analises
de biomassa. O material vegetal coletado foi armazenado no ultrafreezer — 80°C
para a realizacdo das analises bioquimicas de enzimas anti-oxidantes, teor de
prolina na folha, e analises de genes das vias que sao ativadas por meio da indugéo
da deficiéncia hidrica.

Foi realizada a aplicacao foliar simultanea de dois bioreguladores, GABA e
Ach (AG), na dose de 2,0mM, respectivamente, em diferentes regimes hidricos. Os
fatores estudados foram: tratamentos da aplicagcao das substancias bioreguladoras:
(i) Aplicacdo na semente- S (ii) Aplicagdo na semente e via foliar - SF; (iii) Aplicagéao
via foliar F; (iv) Tratamento sem aplicagdo das substancias - C; e regimes hidricos: (i)
100% da capacidade de campo, (ii) suspensédo da irrigacéo. Para este experimento,
foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial 4x2, (4

modos de aplicagéo x 2 regimes hidricos) com seis repeticdes por tratamento.

Suspenséo de lIrrigagdo: As plantas foram mantidas em capacidade de
campo até o estagio V4, nesse estagio, as plantas receberam a aplicagdo de
bioreguladores, seguida da suspensao de irrigacdo. Apos a suspensao da irrigagao
foi realizado o monitoramento diario das trocas gasosas foliares, as plantas que
tiveram sua irrigacdo suspensa, foram reidratadas quando o potencial de agua
atingiu -1,0MPa. Foi dada continuidade no monitoramento diario das trocas gasosas
foliares até o momento em que as plantas apresentaram potencial hidrico proximo a
0,3MPa, ou seja, valores préoximos das plantas a 100% da capacidade de campo,
avaliando o grau de recuperagao da assimilagao liquida de CO, (PN), e condutancia

estomatica (Gs), em relagéo as plantas bem irrigadas.

3.3.1 Coleta de Material Vegetal do Experimento 3

No momento em que as plantas atingiram o estagio V4, quarto trifélio

totalmente expandido, foi realizada a aplicagéo foliar dos bioreguladores, vinte e
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quatro horas apés a aplicagao, foi realizada a primeira coleta do material vegetal,
quando todas as plantas apresentavam estado hidrico de 100% da capacidade de
campo. Ao quinto dia da suspensdo a segunda coleta foi realizada, quando o
potencial de &gua da folha do tratamento controle (sem aplicagdo de
bioreguladores), alcangou -1,0MPa. Apés a reidratagao das plantas, a terceira coleta
foi realizada quando o potencial de agua da folha dos tratamentos, que haviam sido
suspensos, equiparou-se a -0,3MPa, e houve a recuperacado da assimilagdo liquida
de CO; (PN), e condutancia estomatica (Gs), em relagao as plantas bem irrigadas.
Foram utilizadas trés repeticdes por tratamento. Todas as coletas do material vegetal
foram realizadas sempre no mesmo horario do dia (13:00 as 15:00 h) e com
luminosidade similar. As amostras coletadas foram imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C até o momento das analises moleculares e

bioquimicas.

3.4 Parametros de Avaliacao do Experimento

Medidas de trocas gasosas instantaneas

Mediadas instantdneas de trocas gasosas, foram obtidas utilizando um
analisador de gases por infra-vermelho (Li-6400XTR, LiCor, EUA) com o fluorébmetro

de luz modulada (LI-6400-40) acoplado a camara de amostragem do Li-6400XTR.

Todas as medidas foram realizadas em folhas sadias e completamente
expandidas, sob irradiancia saturante de 1200 umol m2 s, com uma concentracao
de CO; na camara de amostragem de 400 ymol CO, mol™ de ar. Nessas condicdes,
foram mensurados os seguintes parametros de trocas gasosas: assimilagao liquida
de CO; (Pn), condutancia estomatica (gs), concentracao intercelular de CO, (Ci), e
transpiragao (E). A partir dessas medidas foram calculadas a eficiéncia do uso da
agua (EUA = A/E).

3.5 Parametros Biométricos (Experimento 3)

No final do experimento o rendimento sera avaliado considenrando:
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-Area foliar da planta (AF): analisando com um medidor portatil de area foliar

(modelo LI-300A, Li-Cor, USA).

-Avaliagao biométrica: apds a secagem das plantas em estufa a 65°C até a
obtengdo do peso constante (g), serdo analisados os seguintes parametros
biométricos: Massa seca das folhas (MSf), Massa seca da raiz (MSR), Massa seca
do caule (MSC), massa de sementes (Ms), numero de vagens (Nv), Massa seca total
por planta (MST), relagdo entre massa seca da raiz e massa seca da parte aérea
(R/PA), area foliar total por planta (AF) e altura das plantas (ALT), massa de 100
graos (Migoc), massa de sementes (Msementes) (BENINCASA,2003).

3.6 Analises bioquimicas (Experimento 3)

Analises de pardmetros bioquimicos ocorrerdo por meio de uma série
de enzimas que possuem um mecanismo de inativagdo de ROS, antioxidante
enzimatico (SOD, CAT, APX)

Atividade da Superoxido dismutase (SOD)

A determinacdo da atividade da Superdxido dismutase (SOD)
considera a capacidade da enzima em inibir a fotorredugcdo do NBT (Azul de
nitrotetrazolio cloreto). A atividade sera determinada pela adigdo de 50 pL de extrato
bruto a uma solugdo contendo 13 mM de metionina, 75 yM de NBT, 100 nM de
EDTA e 2 pM de riboflavina em 3,0 mL de tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7.8

A reacdo sera iniciada pela iluminagdo dos tubos, em camara
composta por tubos fluorescentes (15 W), a 25 °C. Apds 5 min de incubacéo, o final
da catalise foi determinado pela interrupgcédo da luz (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977).
O composto azul formado pela fotorredugdo do NBT, determinado pelo incremento
na absorcao a 560 nm. Os tubos considerados brancos para a analise receberao os
mesmos reagentes, porém serdao mantidos cobertos com papel aluminio. Uma
unidade de SOD sera definida como a quantidade de enzima necessaria para a

inibicao de 50% da fotorreducao do NBT. Para o calculo da atividade especifica da
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enzima, considera-se a percentagem de inibicdo obtida, o volume da amostra e a

concentracao de proteina na amostra (ug / pL).

Atividade da enzima catalase (CAT)

A atividade da enzima catalase (CAT) sera determinada por medicao
em aparelho espectrofotdbmetro a 240 nm pelo monitoramento da variagdo da
absorgcao do peréxido de hidrogénio, conforme Peixoto et al. (1999). Para o teste,
sera adicionado 50 uL de extrato bruto a 950 uL de um tampéo fosfato de potassio
50 mM, pH 7,0 suplementado com peroxido de hidrogénio a uma concentracgao final
de 12,5 mM. A variacédo de absorg¢ao (AE) sera calculada em um intervalo de 80 s,
sendo a atividade da enzima calculada utilizando-se um coeficiente de extingao

Prot-1

molar € = 39,4 mM™ ™. A atividade especifica (uKat pg ) da catalase leva-se

em consideracao a concentracado de proteina soluvel no teste.

Atividade da enzima Ascorbato Peroxidase (APX)

A enzima Ascorbato Peroxidase (APX) sera determinada inicialmente
preparando-se uma solugio de trabalho contendo uma aliquota de 100 pL de extrato
bruto com 2,9 mL de tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0 (volume final de 3,0
mL). A esta solugdo acrescenta-se ascorbato e perdéxido de hidrogénio, em
concentracao final de 0.8 e 1,0 mM, respectivamente. A determinacao da variagao
da extingdo (-) é efetuada a 290 nm, sendo que a atividade especifica da enzima
(uKat pg P°") deve ser calculada a partir de um coeficiente de extingdo molar de 2,8
mM" ™" (KOSHIBA, 1993).

Teor de Prolina nas Folhas

A quantificagdo do teor de prolina foi feita baseada em metodologia descrita
por Bates (1973), com algumas modificagdes. Aproximadamente 500mg de tecido
foliar congelado foram homogenizados em 10mL de solugdo de &cudo

sulfossalicilico (3% em agua). Apds centrifugacéo a 4000 x g por 5 min, 2 mL do
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sobrenadante foi coletado e adicionado a 2 Ml de solu¢ao acida de ninidrina (1,25 g
de ninhidrina; 30 MI de acido acético glacial; 20 Ml de acido fosférico 6M) e 2 MI de
acido acético glacial, em tubos de vidro com tampas rosqueaveis. As amostras foram
incubadas em banho-maria a 100 °C por 1 h e em seguida colocadas em banho de
gelo para paralisar a reagao. Depois foram adicionados 4 mL de tolueno seguido de
agitacdo em vortex por 20 x para a completa extragdo da prolina. O extrato foi
utilizado para a leitura em espectrofotbmetro a 520 nm e as absortancias
comparadas a curva-padréo de prolina (0 a 50 pg Ml ). As analises foram realizadas
em triplicatas e os resultados obtidos expressos em micrograma de prolina por

grama de peso fresco.

3.7 Analises Moleculares (Experimento 3)

Selecao de genes candidatos envolvidos no déficit hidrico

Os perfis transcricionais dos genes das enzimas ABA2 (SDR, desidrogenase
/ redutase de cadeia curta — ABA2), P5CS1 (D 1 -pirrolina-5-carboxilato sintase) e
LEA3 (late embryogenesis abundant protein) foram avaliados. Estes genes foram
escolhidos fundamentalmente por seu papel em vias que sao induzidas em
condicoes de deficiéncia hidrica com base nas informacbes reportadas por
TRIPATHI et al. (2016) e KIDO et al. (2013). As sequéncias da regido codificante de
cada gene foram buscadas no banco de dados de ESTs de soja
(http://www.phytozome.org/ e no NCBI (National Center for Biotechnology
Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). As sequéncias de cada gene de Glycine
max (L.) Merril foram comparadas via ferramenta BLAST, utilizando o banco de

dados de sequenciamento genémico e ESTs de soja (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e

também por (www.soykb.org).

Desenho dos primers

Para o desenho dos primers para cada gene foi utilizado o programa Primer
3 Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi)

(UNTERGASSER et al., 2007). Buscou-se escolher primers com comprimento de 20
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a 23 pares de bases, conteudo GC de 40 a 80%, temperatura de anelamento de 57
a 60°C e gerando amplicons de 80 a 120 pares de bases. A especificidade dos
primers, foi confirmado por meio do programa Primer Blast por BLASTN
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). Também, para evitar a formagao de
dimeros e de hairpins, os primers foram avaliados utilizando o programa Multiple
Primer Analyzer (ThermoFisher) (https://www.thermofisher.com/multiple-primer-

analyzer.html).

Extracdo de RNA

O RNA total foi extraido de 100 mg de tecido foliar macerado com nitrogénio
liquido em cadinho com auxilio de pistilo, utilizando o reagente Pure Link Plant RNA
Reagent (Invitrogen), conforme protocolo do fabricante. Adicionou-se 0,5 mL do
reagente (4°C) em um microtubo com o macerado e a amostra foi agitada
incubando-se por 5 min a temperatura ambiente. Centrifugou-se a amostra por 15
min a 12000 g em temperatura ambiente e o sobrenadante foi transferido para um
novo microtubo. Em seguida, acrescentou-se 0,1 mL de 5 M NaCl e 0,3 mL de
cloroférmio ao extrato, misturando por inversdo. As amostras foram centrifugadas
por 10 min a 12000 g a 4°C para separar as fases, sendo que a fase superior
(aquosa) foi transferida para outro microtubo logo apds a centrifugagéo e adicionou-
se igual volume de alcool isopropilico. A mistura foi mantida em repouso por dez min
a temperatura ambiente, sendo realizada uma nova centrifugacdo seguindo as
mesmas condigdes descritas anteriormente. O sobrenadante foi descartado e
adicionou-se 1 mL de etanol 75%. Centrifugou-se a temperatura ambiente por 1 min
a 12000 g e retirou-se o liquido com auxilio da micropipeta. Adicionou-se 20 uL de
agua tratada com DEPC (0,1%) para ressuspender o RNA total extraido.

As amostras foram tratadas com a enzima Turbo DNAse (Ambion) para
eliminar contaminagdo com DNA gendmico. Para isto, adicionou-se em cada
amostra 2 yL do 10X Turbo DNAse Buffer e 1 uL da enzima Turbo DNAse (2U),
incubando a 37°C por 30 min. Para inativacdo da enzima, acrescentou-se 3 UL de
EDTA (15 mM), incubando a 75°C por 10 min. Apds a quantificagcao, foi analisada a

qualidade (integridade) do RNA total por eletroforese em gel de agarose 1,2% (p/v).
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Para verificar possivel contaminacdo da amostra com DNA, estas foram
utilizadas para amplificacdo por PCR com iniciadores do gene normalizador Gmg-
Actina (Tabela 3). Para a reagao de PCR seguiu-se o protocolo do Kit PCR SuperMix
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) utilizando 15 pL do mix (22 U/mL Tag DNA
Polimerase, 22 mM Tris-HCI (pH 8,4), 55 mM KCI, 1,65 mM MgCl,, 220 uM de cada
dNTP e estabilizantes), 0,4 puL do primer senso (5 uM), 0,4 uL do primer antisenso (5
MM), 250 ng de RNA, completando o volume final com agua Milli-Q autoclavada para
20 yL. Em seguida, a reagao seguiu as seguintes condigdes: desnaturagao inicial a
95°C por 5 min, seguido de 30 ciclos de desnaturagao a 95°C por 1 min, anelamento
a 60°C por 30 s, extensao a 72°C por 30 s e extensao final a 72°C por 2 min. As
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) contendo
tampéo TBE 0,5X, 4 pyL de brometo de etidio (1 mg/mL) para verificar presenca de

bandas indicativas de contaminagdo das amostras por DNA.

Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada seguindo o protocolo do Kit SuperScript IV
First-Strand cDNA Synthesis Reaction (Invitrogen) com 2 yg de RNA total extraido
das folhas, utilizando 1 pL de primeroligo d(T) (50 mM), 1 yL de dNTP mix (10 mM),
completando o volume final de cada amostra com agua DEPC para 10 yL. Os
componentes foram misturados brevemente com o auxilio do vortex e incubados a
65°C por 5 min, seguindo de uma incubagdo em gelo por 1 min. Em seguida,
preparou-se a mistura para reagao de transcricdo 4 uL de 5X SuperScript |V Buffer, 1
pul de DTT (100 mM), 1 uL de RNAse OUT, 1 uL de SuperScript IV (200 U/uL)
completando o volume final com agua DEPC para 10 uL por amostra e centrifugou-
se brevemente. A mistura foi adicionada as amostras que continham o RNA,
incubando logo apds a 55°C por 10 min. Apds isto, foi realizada uma nova incubacgéao
a 80°C por 10 min para inativagao da enzima, sendo entdo adicionado 1 pL de
RNAse H por amostra. Em seguida, a amostra foi incubada a 37°C por 20 min para a

degradacéo do RNA presente no final do processo.

PCR Quantitativo em Tempo Real (RT-gPCR)
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Eficiéncia dos Primers

As reagdes de RT-gPCR foram realizadas em placas utilizando 5 pL de
SYBR Green, 0,4 pL dos primers senso e primers antisenso (5 uM cada) (TABELA
2), 1 uL do pool de cDNA, completando o volume final para 10 yL com agua Milli-Q
autoclavada. O pool de cDNA foi feito com seis amostras do tratamento controle.
Incluiu-se também uma amostra de controle negativo (sem cDNA). Cada reacao foi
montada em triplicata. As placas foram centrifugadas brevemente e analisadas no
equipamento StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems),
seguindo as seguintes condi¢cdes: desnaturagdo a 95°C por 2 min, anelamento a
95°C por 30 s e extensao a 60°C por 30 s, ciclo este repetido 40 vezes. Ao término
da reacao, a curva de melting foi determinada para cada par de iniciadores visando
verificar a presenca de somente um pico gene-especifico (ANEXO B). Os dados
foram exportados para o Excel e a eficiéncia de amplificacédo individual de cada par
de iniciadores (Tabela 3) foi calculada utilizando o programa LinRegPCR
(RAMAKERS et al., 2003).

Anélise da expressédo génica

Os perfis transcricionais dos genes selecionados foram analisados com o
equipamento StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
utilizando 5 yL de SYBR Green, 0,4 uL dos primers senso e primers antisenso (5 uM
cada (5 pyM cada), 1 uL do cDNA 1:5 (v/v), completando o volume final para 10 uL
com agua Milli-Q autoclavada. Os iniciadores especificos para cada gene estédo
representados na Tabela 3. Para cada amostra, as reagdes foram montadas em
triplicata para cada uma das trés repeticdes bioldgicas. A amplificagcao foi conduzida
seguindo as seguintes condi¢des: 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 2 min,
anelamento a 95°C por 30 s e extensado a 60°C por 30 s. A quantificagao relativa da
expressdo de cada gene seguiu 0 método 224t (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Em
todas as analises, os niveis de transcricdo dos genes alvo foram normalizados
contra o perfil transcricional do gene Gmp-Actina. De acordo com Stolf-Moreira
(2007), Gmp-Actina foi identificado como gene de referéncia para avaliar a

expressao génica em soja sob déficit hidrico. Para cada tratamento, detectou-se o
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valor de Ct para ambos, genes alvos e normalizador (Gmg-Actina). Para normalizar
a reagao, o valor de Ct do gene alvo foi subtraido do valor de Ct do controle
endogeno, obtendo-se o valor de ACt. Em seguida, o valor de ACt dos tratamentos
foi subtraido do valor do ACt da amostra calibradora, resultando no valor de AACt, o
qual foi utilizado na formula, (1+E) 2% (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Neste
estudo, foi utilizado como calibrador o tratamento com irrigagdo a 100% da

capacidade de campo para cada modo de aplicacdo dos bioreguladore
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TABELA 1 — Sequéncia dos iniciadores dos genes. Sequéncia dos primers utilizados na RT-gPCR para os genes escolhidos
P5CS, LEA, ABA2 e o normalizador Actina.

Nome Genes , C a . GenBank
. . . . . . Amplicon Eficiéncia
do Descrigcao Glycine Max Iniciador senso (5°-3’) Iniciador antisenso (5’-3’) p o
(pb) (%)
gene L.
Gmp Normalizador’ Glyma15g0557  GAGCTATGAATTGCCTGATGG ~ CGTTTCATGAATTCCAGTAGC 85 99,0
actina GMU6B0500
pscs1 D1 “pimolina-5- garboxialo Glyma02g41850  GCGGATCCTTCTCGGACTTT CGACAGCTAACCTTCCCTCC 97 100 AY492005.1
LEA3 late embryogenests Glyma 10907410  AACAAGGCCGCAGAGGTAAA  CCTGTGCGGTTTTCTGCTTC 103 100 XM003535208.2
ABA2 (ABA deficient2)’ Glyma11g18570 TGGCAGGTGATGAGTCAAAG CAGACTGCCCAAACACAGAA 99 950  AY082344.1

(STOLF et al., 2007)" ;( KIDO et al., 2013)* ; (TRIPATHI et al.,2016)° ; Genbank ESTs.
Fonte: Autor
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3.8 Analise de Dados

Os dados foram analisados por meio da andlise de variancia (ANOVA). A
média dos valores foi comparada pelo teste de Tukey (p < 0,05) com o programa
estatistico SISVAR (5.1, Universidade Federal de Lavras). Além disso, para os dados
fisiologicos foram realizadas uma andlise multivariada por componentes principais
(PCA) com o programa estatistica PC-Ord.

Adicionalmente, as médias dos valores da aplicacdo combinada dos
bioreguladores (Experimento 1) foram analisadas pelo teste Dunnett (p < 0,05)
utilizando o programa estatistico SISVAR.

O indice de variagcdo normalizado (NVI) foi calculado a partir da seguinte

equacao proposta por Tattini et al. (2006):

“ — ”
IVN - (X tratamento — X Controle)/ (X tratamento + X Controle ) ’

onde os valores de X tatamento S0 as concentragcdes de Ach e GABA combinadas
entre si (0,5, 1,0 e 2,0 mM) e Xcontrole € O tratamento sem o fornecimento dos
bioreguladores. Estes calculos foram realizados separadamente considerando 1-
tratamentos com diferentes concentragbes dos bioreguladores combinadas e com
agua destilada, e 2- tratamentos abaixo de -1 MPa com diferentes concentragbes
dos bioreguladores combinados entre si. O IVN é um indice padronizado de
plasticidade fenotipica, permitindo visualizar o efeito real do tratamento nos
parametros analisados, tomando valores positivos ou negativos em relagdo ao

tratamento controle.
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4. RESULTADOS

4.1 Aplicagbes de GABA e Ach na germinagéo de soja sob estresse osmotico

Os resultados a seguir sao referentes aos cinco ensaios realizados em duas
etapas do experimento 1, com aplicacdo de GABA e Ach na germinagéo e
desenvolvimento inicial de plantulas de soja sob estresse osmaético.

No ensaio 1 (combinacbes das diferentes concentragcdes de GABA com as
diferentes condi¢gdes osmaticas) nao foram observados efeitos significativos das
aplicagdes de GABA no desenvolvimento das sementes sem estresse osmatico,
exceto por uma redugado da relagdo entre raiz e parte aérea. Para os tratamentos
com o potencial de agua de -1,0 MPa houve reducao significativa em todos os
parametros analisados (Tabela 2 em anexo).

Nos tratamentos realizados para testar o possivel efeito mitigador do GABA
sobre os efeitos do estresse osmaético severo (-1,0 MPa) os resultados mostraram
que a concentracado de 0,5 mM apresentou resultados positivos nos parametros VG,
CT e MST, os quais foram significativamente maiores que o tratamento com manitol
a -1,0 MPa sem aplicacdo de GABA. Além disso, pode ser observada uma tendéncia
de aumento na percentagem de germinagéao e no numero de plantas fortes de 34% e
58%, respectivamente, em relagao ao tratamento com estresse osmdético. As demais
concentragcdes de GABA nao apresentaram resultados que evidenciassem um efeito
mitigador do estresse osmotico sobre a germinagdo e/ou o desenvolvimento das
plantulas (Tabela 2 em anexo).

Para as analises de IVN com as diferentes concentracbes de GABA sem
estresse osmotico foram observados que, para todas as doses, as médias
apresentaram-se menores em relagao ao controle (sem adigdo de GABA) para todos
os parametros avaliados, germinagdo, crescimento e massa seca, respectivamente
(Figura 8A). No entanto, os resultados de IVN para os tratamentos a -1,0 MPa
mostraram um aumento positivo em todos os parametros analisados de germinagao,
crescimento e peso seco, para as trés concentragdes de GABA (0,5; 1,0 e 2,0mM)
em relacao ao controle a -1,0 MPa. Com destaque para a concentracdo de 0,5mM
de GABA, a qual apresentou valores de IVN mais elevados para os parametros de
CR, CPA, MSR e MSPA (0,3769; 0,7046; 06000; e 0,4286, respectivamente) (Figura
8B).
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Figura 8. Indice de variagdo normalizada dos Pardmetros avaliados: porcentagem de germinacio (%G), indice de velocidade de germinacio
(IVG), porcentagem de protusdo de raiz ao 5 dia (%GPR5dia), porcentagem de germinagdo de raiz ao 8 dia (%GPRS8dia), numero de plantulas
normais fortes (NPFT), numero de pldntulas normais fracas (PNFR), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR),
comprimento total (CT), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa seca total (MT), relacdo entre raiz e parte aérea
(R/PA), analisados durante o processo de germinagdo Glycine max (L.) Merrill sob Ach 0 MPa e condigdes osmdticas (A), ¢ sob potencial
osmotico de -1.0MPa (induzido pelo manitol) (B). A linha horizontal pontilhada mostra os valores normalizados do tratamento sem a aplicagdo

de GABA.
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No ensaio 2 (combinagbdes das diferentes concentragées de Ach com as
diferentes condi¢cdes osmaticas) os resultados mostraram que a concentragéo de 1,0
mM apresentou maior valor para o pardmetro MST comparado ao tratamento
controle sem estresse osmaético. Porém ocorreu uma diminuicdo da relacdo entre
raiz e parte aérea para todas as doses analisadas. Para os demais parametros
avaliados nao houve efeitos significativos. Nos tratamentos com o potencial de agua
de -1,0 MPa houve reducgao significativa em todos os parametros analisados (Tabela
3 em anexo).

Nos tratamentos realizados para testar a eficacia de Ach sobre a mitigacao
dos efeitos do estresse osmatico severo (-1,0 MPa) os resultados mostraram que a
concentragcao de 0,5 mM exibiu resultados positivos nos parametros NPFT, MSPA,
MSR, MST, os quais foram significativamente maiores que o tratamento com -1,0
MPa sem aplicacdo de Ach. A concentragdo de 1,0 mM apresentou aumento
significativo para o parametro R/PA em relagao ao tratamento com -1,0 MPa. A dose
de 2,0 mM exibiu um aumento na %G comparado ao tratamento com -1,0 MPa
(Tabela 3).

As analises de IVN com as diferentes concentracdes de Ach sem estresse
osmoético nao mostraram diferengas significativas entre os tratamentos em relagao
aos parametros de germinagao. Por outro lado, em relagdo aos parametros de
crescimento, o tratamento com 2,0 mM de Ach apresentou um aumento de IVN para
CR e CT (0.3612 e 0.1464, respectivamente). Nos valores de CPA foram observados
uma diminuicdo sutil de -0.1973 na concentracdo de 0,5 mM. No entanto, os
parametros de massa seca, a concentragao de 1,0 mM, mostraram um aumento nos
valores IVN para MSPA (0,6154), MSR (0,3846) e MST (0,5054). Além disso,
observou-se uma diminuicdo no IVN para a relacgadto R / PA para todas as
concentragdes Ach analisadas (Figura 9A).

Os resultados do IVN em sementes sob o estresse osmdtico a -1,0 MPa
mostraram um aumento positivo em todos os parametros analisados de germinacéo,
crescimento e massa seca, para as trés concentragdes de Ach (0,5, 1,0 e 2,0 mM). A
concentracao de 0,5 mM apresentou valores de IVN mais elevados nos parametros
de CR (0,4127), CT (0,5066), MSPA (0,6667), MSR (0,8333) e MST (0,7222). Os
maiores valores em IVN foram observados em R / PA (0.6498) para o tratamento
com 1,0 mM de Ach (Figura 9B).
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Figura 9. Ensaio 2, experimento 1. indice de variagdo normalizada dos Pardmetros avaliados: porcentagem de germinagédo (%G),
indice de velocidade de germinagéo (IVG), porcentagem de protuséo de raiz ao 5 dia (% GPR5dia), porcentagem de germinagéo de
raiz ao 8 dia (%GPR8dia), numero de plantulas normais fortes (NPFT), numero de pléntulas normais fracas (PNFR), comprimento
da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR), comprimento total (CT), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz
(MSR), massa seca total (MT), relagcdo entre raiz e parte aérea (R/PA), analisados durante o processo de germinagéo Glycine max
(L.) Merrill sob Ach 0 MPa e condicbes osmoticas (A), e sob potencial osmoético de -1.0MPa (induzido pelo manitol) (B). A linha

horizontal pontihada mostra os valores normalizados do tratamento sem a aplicacdo de  Ach.
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No ensaio 3 realizado na segunda etapa do experimento 1 (concentragao
fixa de GABA a 0,5 mM combinado com as diversas concentracdes de Ach e com as
diferentes condi¢cdes osmadticas) nao foram observados efeitos significativos dos
tratamentos com GABA e/ou Ach em relagdo ao tratamento controle, exceto a
combinacdo de GABA com a concentracido de 2,0 mM de Ach que apresentou
aumento significativo da MST (MSPA e MSR) em condicdes ndo estressantes
(Tabela 4 em anexo).

Foi observada uma redugéo significativa em todos os parametros analisados
para o tratamento com o potencial osmdtico de -1,0 MPa. Nos tratamentos
realizados para testar o possivel efeito mitigador da combinacdo de GABA e Ach
sobre os efeitos do estresse osmdético severo (-1,0 MPa, M1), os resultados
mostraram que a combinagdo do GABA com 1,0 mM de Ach exibiu resultados
favoraveis (p < 0,05, Dunnett) para os parametros % G, IVG e NPFT. A concentragao
de 2,0 mM de Ach apresentou aumentos significativos para os parametros CT,
MSPA, MSR, MST em relagcdo ao tratamento controle a -1,0 MPa (Tabela 5 em
anexo).

Em relagdo as analises de IVN, tanto para o controle da condi¢do osmatica,
como para -1,0MPa, a concentracdo de GABA a 0,5 combinado a Ach a 2,0mM
(A2G,05) apresentaram um aumento nos valores de IVN para todos os parametros

de crescimento e massa seca (Figura 10A, 10B).
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Figura 10. Ensaio 3, experimento 1. Combinac¢des das doses de GABA a 0,5 mM com as diferentes concentragées de Ach (0,5,
1,0 e 2,0 mM) sob diferentes condigdes osméticas, 0 MPa (A) e -1,0MPa (B). indice de variacdo normalizada dos Parédmetros
avaliados: porcentagem de germinagdo (%G), indice de velocidade de germinagdo (IVG), porcentagem de protuséo de raiz ao 5
dia (%GPRbdia), porcentagem de germinagéo de raiz ao 8 dia (%GPR8dia), nimero de plantulas normais fortes (NPFT), numero
de plantulas normais fracas (PNFR), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR), comprimento total (CT), massa
seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa seca total (MT), relagdo entre raiz e parte aérea (R/PA),
analisados durante o processo de germinagao Glycine max (L.) Merrill 0 MPa (A), e sob potencial osmético de -1.0MPa (induzido

pelo manitol) (B). A linha horizontal pontilhada mostra os valores normalizados do tratamento sem a aplicagao de GABA e Ach.
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No ensaio 4 (concentragdo GABA a 1,0 mM combinado com as diferentes
concentragdes de Ach e sob as diferentes condigdes osmoticas) foram observados
aumentos significativos com a dose de 2,0 mM de Ach para os parametros CPA,
MSR e MSPA comparados ao controle osmético (Tabela 6 em anexo). Com relagéo
aos efeitos do estresse osmético, apenas o potencial de -1,0 MPa induziu reducdes
significativas nos parametros de germinagao e desenvolvimento inicial das plantulas
(Tabela 7 em anexo).

Nos tratamentos realizados para testar o possivel efeito minizador da
combinagdo das substancias sobre os efeitos do estresse osmético a -1,0 MPa os
resultados mostraram que o tratamento com a concentracdo de 2,0 mM de Ach
apresentou resultados positivos nos parametros % G, IVG, CR e MSR, os quais
foram significativamente maiores que o tratamento controle a -1,0 MPa (Tabela 6).
Desta forma, a concentracdo de GABA a 0,5 mM combinada com Ach a 2,0 mM
apresentou valores significativos e médias superiores tanto para o controle osmaético
como para o potencial de agua de -1,0 MPa (Tabela 6 e 7 em anexo).

Para as analises de IVN as concentracdes de Ach combinadas ao GABA a
1,0 mM apresentaram valores inferiores para os parametros de germinacdo em
relagéo ao controle osmatico (Figura 11A). No entanto, a concentragdo de Ach a 2,0
apresentou médias de IVN maiores que o controle para os parametros de CPA e
MSPA (0,126; 0,354, respectivamente) (Figura 11A).

Para os valores de IVN sob -1,0 MPa a concentragdo de Ach a 1,0 mM
apresentou valores superiores para todos os parametros de massa seca em relagao
ao controle a -1,0 MPa. Com maiores médias de IVN para MSPA e MSR (0,111;
0,818), respectivamente (Figura 11B).
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Figura 11. Resultados do ensaio 4 do experimento 1: combina¢des das doses de GABA a 1,0 mM com as diferentes
concentragdes de Ach (0,5, 1,0 e 2,0 mM) sob diferentes condicdes osméticas, 0 MPa (A) e -1,0MPa (B). indice de variacdo
normalizada dos Parametros avaliados: porcentagem de germinagdo (%G), indice de velocidade de germinagdo (IVG),
porcentagem de protusdo de raiz ao 5 dia (%GPRb5dia), porcentagem de germinagdo de raiz ao 8 dia (%GPR8dia), nimero de
plantulas normais fortes (NPFT), numero de plantulas normais fracas (PNFR), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da
raiz (CR), comprimento total (CT), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa seca total (MT), relagdo
entre raiz e parte aérea (R/PA), analisados durante o processo de germinacao Glycine max (L.) Merrill 0 MPa (A), e sob potencial
osmotico de -1.0MPa (induzido pelo manitol) (B). A linha horizontal pontilhada mostra os valores normalizados do tratamento sem a
aplicacao de GABA e Ach.
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No ensaio 5 (concentracdo de GABA a 2,0 mM combinado com as diferentes
concentragdes de Ach e com as diferentes condigcbes osmaticas) foi observado uma
diferencga significativa para CR, CPA e MSPA, para todas as concentragbes de Ach
sem estresse osmotico em relagcao as plantas nao suplementadas com Ach. Na
concentracao de 1,0 mM de Ach houve aumento significativo nos valores de MSPA e
MST, em comparagao ao tratamento controle (sem estresse osmotico) (Tabela 8 em
anexo). Apenas o tratamento osmoético com -1,0 MPa promoveu redugdes
significativas em todos os parametros avaliados em comparagédo com o tratamento
sem a suplementacao de GABA e Ach (Tabela 9 em anexo).

Os tratamentos realizados para analisar o potencial efeito mitigador da
combinacdo das substancias no potencial osmaético a -1,0 MPa mostraram que a
concentracdo de 2,0 mM de Ach e GABA, aumentou significativamente os
parametros % G, IVG, NPFT, MSR e MST em relacdo ao tratamento sem os
bioreguladores. Além disso, pode ser observada um aumento significativo para o CR
e CPA de 2,4 e 1,4 vezes, respectivamente, em relacdo ao tratamento com controle
a -1,0 MPa (Tabela 9).

Para as andlises de IVN a concentracao de 0,5 mM de Ach com 2,0 mM de
GABA apresentou maiores médias de IVN para CR e MSR (0,243 e 0,314,
respectivamente) em relacédo ao controle sem estresse osmotico (Figura 12 A).

Para os valores de IVN sob -1,0 MPa a concentracido de 2,0 mM de Ach com
2,0 mM de GABA apresentaram, em geral, valores superiores de IVN para todos os
parametros analisados de germinacgdo, crescimento e massa seca em relagdo aos
demais tratamentos. As maiores médias de IVN foram observadas para os
parametros de %G, CR, MSR e MSPA (0,310; 0,421; 0,692; 0,377, respectivamente)

em relacao ao controle a -1,0 MPa (Figura 12 B).
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Figura 12 . Ensaio 5 do experimento 1: combinagdes das doses de GABA a 2,0 mM com as diferentes concentra¢des de Ach (0,5,
1,0 e 2,0 mM) sob diferentes condigdes osméticas, 0 MPa (A) e -1,0MPa (B). indice de variacdo normalizada dos Parédmetros
avaliados: porcentagem de germinagdo (%G), indice de velocidade de germinagdo (IVG), porcentagem de protuséo de raiz ao 5
dia (%GPRbdia), porcentagem de germinagéo de raiz ao 8 dia (%GPR8dia), numero de pléntulas normais fortes (NPFT), numero
de plantulas normais fracas (PNFR), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR), comprimento total (CT), massa
seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa seca total (MT), relagdo entre raiz e parte aérea (R/PA),
analisados durante o processo de germinagao Glycine max (L.) Merrill 0 MPa (A), e sob potencial osmotico de -1.0MPa (induzido
pelo manitol) (B). A linha horizontal pontilhada mostra os valores normalizados do tratamento sem a aplicacdo de GABA e Ach.

61



4.2 Analises de componentes principais

Uma analise multivariada por componentes principais foi realizada com
todos os parametros analisados no experimento 1 (Figura 13). Considerando dois
componentes principais (PC1 e PC2), a PCA explicou 60,2% da variagao total dos
dados, permitindo a observagdo de dois grupos, 1- controle (sem estresse) e
aplicacdo das substancias neurotransmissoras, e 2- tratamentos submetidos ao
estresse osmotico e aplicagcao de neurotransmissores.

O PC1 explicou 34,9% da variagao total dos dados originais, de forma que
as variaveis que mais contribuiram para a separagao dos grupos foram: %G (0,437),
IVG (0,239), %PC (0,385). Ja o PC2 explicou 25,3% da variacao total dos dados, e
as variaveis que mais contribuiram para a formagao dos grupos foram: CPA (0,200),
CR (0,142), CT (0,209), MSPA (0,049), MSR (0,143).

Apesar de ter havido a formacado de dois grupos, controle e estresse
osmatico, alguns tratamentos com estresse osmaético estavam proximo ao controle
como, por exemplo, quatro repeticées do tratamento com a concentragao de 2,0 mM

Ach com 20 mM de GABA sob estresse osmoético (Figura 13).
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Figura 13. Grafico de ordenagao gerado pela analise de componentes principais usando todos os parametros do experimento com
aplicagbes de GABA e Ach na germinagdo de soja sob estresse osmotico. A porcentagem de variagdo explicada por cada
componente (PC1 e PC2) foi mostrada. O primeiro componente principal explicou 34,9% da variancia total dos dados, enquanto o
segundo componente explicou os 25,3% restantes. 4 Representam tratamentos sem estresse osmatico OMPa, representam
tratamentos  submetidos a estresse osmoético por meio da solugio de manitol com -1,0 MPa.
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4.3 Analise morfoldgica de Raiz

A partir dos resultados obtidos por meio da analise multivariada por
componentes principais, foram selecionados para analise da morfologia de raiz
alguns tratamentos que apresentaram melhores valores nos parametros de
germinagao e crescimento de plantulas, dentre eles: Aplicacdo de Ach e GABA
isolados na dose de 0,5 mM e combinados na dose de 2,0 mM, sob dois potenciais
osmoticos, controle e -1,0 MPa.

A aplicacéo exdégena de Ach e GABA nas plantulas de soja demonstraram
gue nos tratamentos sob potencial osmético de -1,0 MPa, tanto GABA e Ach isolados
na dose de 0,5 mM, quanto GABA e Ach (AG) combinados na dose de 2,0 mM,
apresentaram efeitos significativos para os parametros morfolégicos de raiz quando
comparados ao controle sob potencial osmaético a -1,0 MPa, porém, com destaque
para o tratamento da combinacdo das doses AG a 2mM, que aumentou
significativamente os parametros de comprimento total da raiz (CR), volume, aérea e
didametro radicular comparados ao controle (sem aplicacéo de bioreguladores) a -1,0
MPa (Tabela 10).Nos tratamentos sem estresse osmoético ndo foi observado
diferengas significativas para os parametros morfolégicos de raiz analisados (Tabela
10).
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Tabela 10. Parametros morfolégicos de raiz com as doses de Acetilcolina (A) a 0,5 Mm, GABA (G) a 0,5, e a combinagéo de
Acetilcolina e GABA (AG) na dose de 2,0 mM, e Controle (C) sem aplicacéo dos bioreguladores, submetidos a estresse osmatico (-

1,0 MPa) e sem estresse. Parametros avaliados: comprimento radicular (CR), volume, area e diametro radicular.

POTENCIAL OSMOTICO Controle - 1,0 MPa Manitol

TRATAMENTOS C A05mM GO0,5mM AG 2,0mM C A05mM G 0,5mM AG 2,0mM
Comprimento Raiz (mm) 521,6 Aa 418,6 Aa 401,2 Aa 658,5 Aa 32,74Bb 304,4 Aab 210,2 Aab 436,0 Aa
Volume (mm?) 842,7Aa 5929 Aa 6658Aa 773,6Aa 117,3Bb 380,2 Aab 340,6 Aab  587,7 Aa
Area (mm?) 1947 Aa 1508 Aa 1521 Aa 2111 Aa 194 Bb 1022 Aab 793 Aab 1518 Aa
Didmetro (mm) 0,84 Aa 0,78 Aa 0,89 Aa 0,78 Aa 1,95Ba 1,09 Ab 1,32 Ab 0,88 Ab

Letras maiusculas indicam diferenca estatistica entre as condigdes osméticas (Controle e Manitol), letras minusculas indicam
diferenga entre as doses (C, A, G, AG.)
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4.4 Andlises de Trocas Gasosas de soja com aplicacdo de GABA e Ach sob

déficit hidrico

Os resultados a seguir sao referentes ao experimento 2, com aplicagao foliar
de GABA e Ach nas plantas de soja no estagio V4, sob déficit hidrico, no qual, foram
utilizadas as melhores doses obtidas experimento 1.

Uma analise multivariada por componentes principais foi realizada com
todos os parametros de trocas gasosas analisados no experimento 2 (Figura 9).
Nesta analise, obtiveram-se dois padrdes de resposta ocorrendo a formagao de dois
grupos, 1- controle (Irrigacdo de 100% da capacidade de vaso) e aplicacao das
substancias GABA (G) e Ach (A), e 2- tratamentos de déficit hidrico (30% da
capacidade de vaso) e aplicagdo de GABA e Ach. Considerando dois componentes
principais (PC1 e PC2), a PCA explicou 80% da variagao total dos dados (Figura
14).

Apesar de ter havido a formagao de dois grupos, controle (Irrigagcao de 100%
da capacidade de vaso) e déficit hidrico (30% da capacidade de vaso), alguns
tratamentos do déficit hidrico a 30% com aplicacdo da substancia GABA e Ach,
agruparam-se ao grupo do controle a 100%, por exemplo: GABA aplicado na
semente (GS), Ach aplicado na semente e na folha (ASF), GABA e Ach aplicados na
semente e na folha (AGSF), e GABA e Ach aplicados na folha (AGF) (Figura 14).
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Figura 14. Grafico de ordenacao gerado pela analise de componentes principais usando todos os parametros do experimento, com
aplicacdao de GABA e Ach em plantas de soja sob déficit hidrico. A porcentagem de variagao explicada por cada componente (PC1
e PC2) foi mostrada. O primeiro componente principal explicou 80% da variancia total dos dados, enquanto o segundo componente
explicou os 14% restantes. Tratamentos com aplicagcdo de GABA a 0,5mM (G), Acetilcolina a 0,5mM (A), e a combinagao das duas

substancias a 2,0Mm (AG), com diferentes modos de aplicagéo, nas sementes (S), nas sementes e folhas (SF), e folhas (F). &
Representam tratamentos controle, sem aplicagdo das substancias, (C) com 100% da capacidade de vaso, representam
tratamentos  controle, sem  aplicagdo das substédncias, (C) com 30% da capacidade de campo.
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Uma pré-selegcdo dos tratamentos foi realizada por meio da analise
multivariada por componentes principais, a partir do padrdo de resposta obtido por
meio da figura 10, alguns tratamentos foram selecionados, e efetuou-se uma
segunda analise dos dados por meio da analise de variancia (ANOVA). A média dos
valores foi comparada pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os resultados mostram que a aplicagdo exdégena das substancias GABA e
Ach (Tabela 11), apresentaram diferenga significativa em relacdo ao controle. Para
plantas que estavam em condi¢gbes de irrigagdo a 100% da capacidade de vaso, o
tratamento de GABA e Ach (AG) aplicados na semente e na folha (sf), apresentou
um aumento de 1,1 vezes da conduténcia estomatica (Gs) em comparagdo ao
controle irrigado (sem aplicagao das substancias).

Para as plantas de soja que estavam sob déficit hidrico, a aplicacdo exdgena
das substancias GABA e Ach promoveu um aumento tanto da capacidade
fotossintética (Pn), como também da condutancia estomatica (Gs), principalmente
para o tratamento da aplicagéo simultanea de GABA e Ach (AG) a 2,0 mM aplicados
nas sementes e posteriormente nas folhas no estadio V4 (AGSF) (Tabela 11), que
apresentou um aumento de 1,2 vezes para Pn e 1,08 vezes para Gs em relagao ao
controle, respectivamente.

A transpiracdo (E) apresentou uma tendéncia de aumento para todos os
tratamentos com a utilizacdo das substancias neurotransmissoras em plantas sob
déficit hidrico, independente do modo de aplicagao.

Foram escolhidas as variaveis fotossintese (Pn) e condutancia estomatica
(Gs) para selecionar um tratamento e método de aplicagao, para a realizagao de um
experimento com ciclos de suspensao de irrigacdo. Considerando os resultados
preliminares, o tratamento com a concentracido de 2,0 mM Ach com 2,0 mM de
GABA aplicados na semente e também na folha (AGSF) mostrou-se mais promissor
(Tabela 11).
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Tabela 11. Parametros Fisioldgicos de Trocas Gasosas em plantas de soja (estadio V4) em fungdo de duas laminas de irrigagéo e
tratamentos com substancias, GABA (G a 0,5mM) e Acetilcolina (A a 0,5 mM), e a combinagao das duas substancias (AG a 2,0

mM), com diferentes modos de aplicagdo, nas sementes (S), nas sementes e folhas (SF), e folhas (F).

TRATAMENTOS 100% 30%

DOSES C GS A SF AGSF AGF C GS A SF AGSF AGF

PN 20,2Aa 17,6Aab 21,12Aa 20,8Aa 18,1Aa 7,1Bb 9,4Bb 11,9Bab 16Ba 11,7Bab
Gs 1,72Aab 1,31Ab  3,19Aa 3,47Aa 2Aab 0,25Ba 0,24Ba 0,41Ba 0,52Ba 0,40Ba
Ci 331Aa 336Aa 320Aa 322Aa 320Aa 172Bc 309Ba 262Bab 215Bbc 272Bab

E 7,1Aa 6,8Aa 7,6Aa 6,9Aa 6,6Aa 1,71Bb 4,03Ba 4,43Ba 3,9Ba 3,4Bab
Letras maiusculas indicam diferenga estatistica entre os regimes hidricos (100% e 30%), letras minusculas indicam diferenga entre
as doses (C, G, A, AG).
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4.5 Andlises de Trocas Gasosas de soja com aplicacdo de GABA e Ach sob

ciclo de suspensao

Nessa sessdo sao apresentados os resultados referentes ao experimento 3,
com aplicagdo exdgena de GABA e Ach, os quais foram testados os modos de
aplicagdo em plantas de soja no estagio V4, sob ciclo de suspenséo, a partir dos
resultados obtidos no experimento 2.

A partir da analise de dados obtidos das trocas gasosas 24 horas apos a
aplicagado das substancias GABA e Ach, foi possivel observar um aumento dos
valores fotossintéticos (Pn) em comparagdo ao controle (sem aplicagdo das
substancias), dentro dos dois regimes hidricos, 100% da capacidade de vaso e
déficit hidrico, respectivamente (Figura 15).

Para os tratamentos de déficit hidrico, foi possivel observar diferengas
significativas entre os tratamentos. Em relagdo a Pn, para o tratamento controle, foi
observada uma diminuicdo continua desde o inicio da imposicdo do déficit hidrico,
apresentando valores menores em relagéo aos tratamentos com aplicagdo de GABA
e Ach (Figura 15).

Para os tratamentos de déficit hidrico, ao sexto dia de suspensao da
irrigacdo o controle (sem os bioreguladores) atingiu -1,0 MPa (Figura 16),
observando-se uma queda de 93% da capacidade fotossintécia (Pn) em relacado ao
controle com 100% da capacidade de vaso. O tratamento AGSF sob déficit hidrico
atingiu um potencial de agua foliar de -0,8 MPa, apresentando uma queda de 48%
da Pn em relagédo ao tratamento AGSF com 100% da capacidade de vaso (Figura
16).

Desta forma, para os tratamentos com déficit hidrico, o tempo da queda dos
valores fotossintéticos e do potencial hidrico do controle foi mais rapido em relagcao
ao tratamento AGSF (Figura 15).

Ao sétimo dia de déficit hidrico, o tratamento AGSF exibiu potencial da agua
de -1,0 MPa, e uma queda de 70% da capacidade fotossintética (Pn) em relagcéo ao

dia anterior (Figura 15).
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Figura 15. Valores médios de indice de assimilagdo de CO, (Pn, pmol m? s™') em plantas de Glycine max (L.) Merril, no estadio V4
(quarto trifélio totalmente expandido), submetidas a aplicagao foliar de agua para controle (C), a aplicagao foliar de GABA e Ach a
dose de 2,0 mM, nas sementes (AGS), nas sementes e folha (AGSF ), e folha (AGF), onde 100 indica potencial da agua de -0,3
MPa (plantas irrigadas) e 0 indica potencial da agua de -1,0 MPa (plantas sob déficit hidrico).
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Figura 16. Valores médios para do potencial da agua foliar (Wf) das plantas de soja cv. Intacta com aplicacdo simultdnea das
substancias GABA e Acetilcolina (AG) nas doses de 2,0 mM com diferentes modos de aplicagdo, nas sementes (S), nas sementes
e folhas (SF), e folhas (F), em func&o de dois regimes hidricos, Controle e Suspensao

Letras maiusculas indicam diferenga estatistica entre os regimes hidricos (Controle e Suspensao). Letras minusculas indicam
diferenca estatistica entre as aplicagées (S, SF, F). Teste Tukey (p<0,05).
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Para a condutancia estomatica (Gs), os tratamentos com a aplicagdao de GABA e Ach (AGS, AGSF, AGF) apresentaram
valores maiores em relagéo ao controle para os dois regimes hidricos (100% da capacidade de vaso e déficit hidrico) (Figura 17).
Ao sexto dia de déficit hidrico, os tratamentos AGS e AGSF exibiram valores de Gs de 1,0 vezes e 5 vezes maiores que em

relagdo ao controle sob déficit hidrico, respectivamente. (Tabela 12).
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Figura 17. Valores médios de condutancia estomatica (gs, umol m? s™), em plantas de Glycine max (L.) Merril, no estadio V4
(quarto trifélio totalmente expandido), submetidas a aplicagao foliar de agua para controle (C), a aplicagao foliar de GABA e Ach a
dose de 2,0 mM, nas sementes (AGS), nas sementes e folha (AGSF), e folha (AGF), onde 100 indica potencial da agua de -0,3
MPa (plantas irrigadas) e O indica potencial da agua de -1,0 MPa (plantas sob déficit hidrico.
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Tabela 12. Parametros fisiolégicos de trocas gasosas em plantas de soja cv. Intacta com aplicagdo simultdnea das
substancias GABA e Acetilcolina (AG) nas doses de 2,0 mM com diferentes modos de aplicagdo, nas sementes (S), nas sementes
e folhas (SF), e folhas (F), em func&o de dois regimes hidricos, Controle e Suspensao.

Tratamento Controle Suspensao

Dose C AG S AG SF AG F C AG S AG SF AG F
PN 23,7 Aa 24,8 Aa 23,6 Aa 21,2 Aa 1,6 Bb 4,1 Bb 12,3 Ba 4,7 Bb
GS 0,6 Aa 0,7 Aa 0,6 Aa 0,5Aa 0,02 Ba 0,04 Ba 0,13 Ba 0,03Ba
Ci 304 Aa 298 Aa 280 Aa 259 Aa 120 Bb 257 Ba 270 Ba 201 Ba
E 6,1 Aa 6,2 Aa 5,2 Aa 5,3Aa 1,4 Ba 1,1 Ba 2,1 Ba 1,1 Ba
EUA 3,8 Aab 4,0 Aa 4,5Aa 4,03 Aa 1Ab 3,7Aa 6,16 Aa 5,2 Aa

Letras maiusculas indicam diferenca estatistica entre os regimes hidricos (Controle e Suspensao). Letras minusculas indicam
diferenca estatistica entre as aplicacées (S, SF, F). Teste Tukey (p<0,05).
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A concentragado intercelular de CO, (Ci) foi maior para todos os
tratamentos com GABA e Ach ao primeiro dia em relagdo ao controle, para os

dois regimes hidricos (Figura 18).
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Figura 18. Valores médios para concentracao intercelular de CO, (Ci, ppm),
em plantas de Glycine max (L.) Merril, no estadio V4 (quarto trifélio totalmente
expandido), submetidas a aplicagao foliar de agua para controle (C), a
aplicacao foliar de GABA e Ach a dose de 2,0 mM, nas sementes (AGS), nas
sementes e folha (AGSF ), e folha (AGF), onde 100 indica potencial da agua de
-0,3 MPa (plantas irrigadas) e 0 indica potencial da agua de -1,0 MPa (plantas
sob déficit hidrico).

A transpiracdo (E) demonstrou uma diminuigdo para o tratamento
controle desde o inicio da suspenséao da irrigagao (Figura 19). Ao sexto dia de
déficit hidrico, o tratamento AGSF exibiu um valor de 50% maior em relagao ao

controle (sem aplicagédo dos bioreguladores) sob déficit hidrico (Tabela 12).
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Figura 19. Valores médios para Transpiracdo (E, mmol m? s™), em plantas de
Glycine max (L.) Merril, no estadio V4 (quarto trifdlio totalmente expandido),
submetidas a aplicagao foliar de agua para controle (C), a aplicagao foliar de
GABA e Ach a dose de 2,0 mM, nas sementes (AGS), nas sementes e folha
(AGSF ), e folha (AGF), onde 100 indica potencial da agua de -0,3 MPa
(plantas irrigadas) e 0 indica potencial da agua de -1,0 MPa (plantas sob déficit
hidrico).

Para a eficiéncia do uso da agua (EUA), ao sexto dia de analises de
trocas gasosas, os tratamentos AGS, AGSF, AGF, com irrigacdo a 100% da
capacidade de vaso, apresentaram uma tendéncia de aumento da EUA em

relacdo ao controle (sem aplicagao de bioreguladores) irrigado (Figura 20).
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Figura 20. Valores médios para eficiéncia do uso da agua (EUA, pmol CO,
umol™ H,O), em plantas de Glycine max (L.) Merril, no estadio V4 (quarto
trifélio totalmente expandido), submetidas a aplicagdo foliar de agua para
controle (C), a aplicagdo foliar de GABA e Ach a dose de 2,0 mM, nas
sementes (AGS), nas sementes e folha (AGSF ), e folha (AGF), onde 100
indica potencial hidrico da agua -0,3 MPa (plantas irrigadas) e 0 indica
potencial da agua de -1,0 MPa (plantas sob déficit hidrico).

Ao quarto dia, houve um aumento da EUA para todos os tratamentos
com GABA e Ach (AGS, AGSF, AGF) em relagao ao controle (sem aplicagao de
bioreguladores) em ambos os regimes hidricos (Figura 20). Da mesma forma,
ao sexto dia, foi observada uma diferenga significativa para todos os
tratamentos com GABA e Ach em comparagédo ao controle sob déficit hidrico.
Sendo que, AGS, AGSF, AGF, apresentaram um aumento da EUA de 2,7; 5,1 e
4,2 vezes em relacao ao controle (sem aplicagcao de bioreguladores) sob déficit
hidrico, respectivamente. (Tabela 12).

Apd6s a reidratacdo, todos os tratamentos que estavam sob déficit
hidrico estabilizaram os valores para todas as variaveis analisadas,
equiparando-se com sua condicao inicial. Da mesma forma, valores de
potencial da agua (Wa) foram equivalentes aos dos tratamentos com irrigagao a

100% da capacidade de vaso (Figura 21).
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Figura 21. Valores médios para do potencial de agua foliar (Wf) das plantas de
soja cv. Intacta com aplicagao simultdnea das substancias GABA e Acetilcolina
(AG) nas doses de 2,0 mM com diferentes modos de aplicagdo, nas sementes
(S), nas sementes e folhas (SF), e folhas (F), em fungdo de dois regimes
hidricos, Controle e Recuperado.

Letras maiusculas indicam diferenca estatistica entre os regimes hidricos
(Controle e Recuperado). Letras minusculas indicam diferencga estatistica entre
as aplicacoes (S, SF, F). Teste Tukey (p<0,05).
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4.6 Analise da expressao génica por RT-qPCR

Para verificar a resposta das plantas em cada tratamento, foram
analisados a expressao de trés genes por RT-qPCR, GmABA2, GmP5CS1 e
GmLEAS3 induzidos em condigdes de deficiéncia hidrica.

Na primeira coleta, 24 h apds a aplicagao foliar dos bioreguladores
(AG) e quando as plantas estavam em regime hidrico de 100% da capacidade
de vaso, 0 gene GmP5CS apresentou expressdo similar em todos os
tratamentos, com e sem aplicagdo dos bioreguladores. Por outro lado, o
heatmap mostrou que, o gene GmLEA3 exibiu uma forte supressao
transcricional em todos os tratamentos que receberam a aplicagdo de AG
(Logz= S - 5,5 ; SF e F - 5,1) comparativamente ao tratamento controle. Do
mesmo modo, houve uma diminuicdo do numero de transcritos do gene ABA2
para os tratamentos com aplicacdo de AG em relag&o ao controle (Figura 22A).

A segunda coleta, seis dias apds a suspensao da irrigagao, foi
realizada quando as plantas estavam sob deficiéncia hidrica e o tratamento
controle (sem adigao de bioreguladores) atingiu potencial de agua de -1,0 MPa.
Para os tratamentos que estavam sob regime de suspensado da irrigacdo, o
P5CS1 exibiu maior expressao para o tratamento controle (Log,= 2.5). Para os
tratamentos com aplicacdo de AG (SF e F), o numero de transcritos foi
semelhante para ambos, Log,= -0.6 e -0.2, como observado no heatmap
(Figura 22B). Além disso, o gene ABAZ2 exibiu maior expressdo para o
tratamento controle (Log,= 3.59), em relacdo ao controle com 100% da
capacidade de vaso. Foi observado um baixo nivel transcricional deste gene
para todos os tratamentos com aplicagdo de AG (S, SF e F), Log,= 1.6, 0.8 e
1.8, em relagao ao tratamento controle, como observado no heatmap (Figura
22B).

O gene LEAS3 exibiu maior numero de transcritos nos tratamentos sob
déficit hidrico para o tratamento sem aplicagdo de bioreguladores em
comparagao aos demais tratamentos, tendo apresentado um valor de Log,=
5.9, um aumento de aproximadamente 5 vezes no numero de transcritos
comparado ao tratamento controle com 100% da capacidade de vaso. Em
relacdo a aplicagdo de AG, foi observado que os tratamentos com aplicagao

foliar (SF e F) exibiram uma diminuicdo da expressao génica, Log,= 1.7 e 2.6,
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em comparacao ao controle sob déficit hidrico, como observado no heatmap
(Figura 22B).

Na terceira coleta (reidratagdo dos tratamentos sob suspensdo da
irrigacao), o perfil transcricional dos genes P5CS1, ABA2 e LEA3 mostraram-se
semelhantes ao dos tratamentos que foram mantidos irrigados constantemente
(Figura 22C).
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Escala de Cores: Valores do nivel transcricional, por meio da conversao de Fold em
Logo
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Figura 22. Heatmap do nivel transcricional dos genes GmLEA3, GmABA2 e
GmP5CS1 sob regime hidrico de 100% da capacidade de campo (Irrigados) (A) 24 h
apos aplicacdo foliar dos bioreguladores AG a 2,0 mM em sementes (AGS),
sementes e folha (AGSF), e folha (AGF) e controle (C) sem aplicagao. (B) Sob déficit
hidrico, seis dias apds a suspenséao da irrigacao, e (C) recuperacao dos tratamentos
que estavam sob suspensdo da irrigagdo (Recuperado). A variagao do nivel
transcricional é apresentado por meio da conversido dos valores de Fold em Log, A
cor vermelha indica alto nivel transcricional, e a cor verde indica baixo nivel
transcricional.

Para os calculos foi utilizado o gene normalizador GmB-Actina e calibrador cada
tratamento referente ao modo de aplicagdo dos  bioreguladores.
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4.7 Atividades enzimaticas

Como as plantas protegem suas células pela ativacdo de sistemas
antioxidantes, as atividades das enzimas antioxidantes superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), e ascorbato peroxidase (APX) foram analisadas nas
plantas de soja submetidas aos diferentes tratamentos usados neste estudo. As
plantas em condigdes normais de irrigagcdo nao apresentaram diferencas
estatisticas para os valores de SOD em todos os tratamentos com os
bioreguladores GABA e Ach (AG). No entanto, as enzimas CAT e APX
apresentaram algumas diferengas em suas atividades para os tratamentos com
aplicacédo de AG nas sementes e folhas (SF), e somente em folha (F) em
relacao ao controle sem aplicacéo de AG (Figura 23).

Também, foram analisadas as atividades das enzimas antioxidantes em
plantas de soja sob deficiéncia hidrica com e sem aplicagdo dos bioreguladores
(Figura 24). A atividade da SOD aumentou em 6% para o tratamento AG-SF em
relacdo ao controle (plantas sob déficit hidrico e sem aplicacdo de
bioreguladores). A atividade da CAT aumentou significativamente para todos os
tratamentos com aplicacdo dos bioreguladores em relagdo ao controle, sendo
que os tratamentos AG-S e AG-SF apresentaram um aumento de 1,4 e 1,07
vezes, respectivamente. A enzima APX apresentou um aumento significativo
para os tratamentos AG-SF e AG-F (2,6 e 1,1 vezes, respectivamente) em
relacdo ao tratamento controle (Figura 24).

Quando as plantas foram re-hidratadas, os valores de SOD
mantiveram-se altos para os tratamentos que foram submetidos a deficiéncia
hidrica com aplicagdo dos bioreguladores (S, SF, F) (Figura 25). A atividade da
catalase aumentou de 0,84 e 2,4 vezes para os tratamentos recuperados de
AG-SF e AG-F, respectivamente, em relacdo ao tratamento com deficiéncia
hidrica (Figura 25). Para APX, o tratamento controle re-hidratado foi 70%
menor em relacdo as plantas sob deficiéncia hidrica. Os tratamentos com
bioreguladores AG-SF e AG-F mantiveram-se altos mesmo apds a re-

hidratacdo das plantas em relacdo aos demais tratamentos (Figura 25).
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Figura 23. Atividades das enzimas antioxidantes SOD (A), CATALASE (B) e APX (C) em folhas de soja cv. Intacta sob regime
hidrico de 100% da capacidade de vaso 24 h apds aplicacao foliar dos bioreguladores AG (ACh e GABA) a 2,0 mM em sementes
(S), em sementes e folha (SF), em folhas (F) e no controle sem aplicagao (C).

83



SOD B IRRIGADO
i B IRRIGADO
CATALASE APX 4
2 30 40 44 SUSPENSAO
3 v Aa Aa SUSPENSAQ Aa
N Aa
]
2 i T 35
a 25 © Ab & 3 T
B 2 " Ba gk Al %o
. % g 5 ° =3
€ 15 w0 % 20 Bb 52 1 o
E .« | ) ! g
E T E :\c £ Ac T
; W0 g 15 Bc Be Ac Baa. Ba
> At Aab Aab E 10 1B 1
' ow w : ] NN
¢ s SF f A ¢ s SF F B ¢ s SF F C

Figura 24. Atividades das enzimas antioxidantes SOD (A), CATALASE (B) e APX (C) em folhas de soja cv. Intacta sob diferentes
regimes de irrigacéo, 100% da capacidade de vaso e sob déficit hidrico, seis dias apds a suspensao da irrigagdo, submetidas a
aplicagao de bioreguladores AG (Ach e GABA) a 2,0 mM em sementes (S), em sementes e folhas (SF), em folhas (F) e controle
sem aplicacao (C).
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Figura 25. Atividades das enzimas antioxidantes SOD (A), CATALASE (B) e APX (C) em folhas de soja cv. Intacta sob regime hidrico de 100%
da capacidade de vaso e apos recuperagdo do déficit hidrico submetidas a aplicagdo de bio-eguladores AG (Ach e GABA) a 2,0 mM em sementes
(S), sementes e folhas (SF), folhas (F) e controle sem aplicagdo ©).
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4.8 Conteudo de prolina na folhas.

Como a prolina € um composto que pode atuar como osmoprotetor no
sistema de defesa da planta, quando ha deficiéncia hidrica, foi analisada em
plantas de soja submetidas aos diferentes tratamentos usados neste estudo.
Os niveis de prolina 24 h ap6s a aplicagao dos bioreguladores apresentaram
valores semelhantes para todos os tratamentos, com e sem aplicacdo dos
bioreguladores nas plantas de soja (Figura 26A).

Para os tratamentos sob deficiéncia hidrica em plantas de soja com e
sem aplicagdo dos bioreguladores, o conteudo de prolina diminuiu
significativamente para todos os tratamentos que receberam aplicagdo dos
bioreguladores AG-S, AG-SF e AG-F (60%, 84% e 83%, respectivamente), em
relacéo ao controle sob déficit hidrico e sem aplicacao de AG (Figura 26B).

Quando as plantas tiveram sua irrigagéo retomada apods o estresse, o
tratamento controle (plantas re-hidratadas sem aplicacdo de AG), foi observada
uma diminuicdo de 75% do conteudo de prolina em relagcdo ao valor
apresentado quando as plantas estavam sob déficit hidrico (Figura 26C).
Semelhantemente, os tratamentos que receberam aplicacdo de AG também
apresentaram menor conteudo de prolina nas folhas em relagédo as plantas sob
déficit hidrico. Os tratamentos com bioreguladores AG-S, AG-SF e AG-F
mostraram um menor acumulo de prolina (49%, 17% e 48%, respectivamente)
apos a retomada da irrigagao (Figura 26C). Desta forma, todos os tratamentos
apresentaram menores conteudos de prolina nas folhas quando as plantas

foram re-hidratadas.
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FIGURA 26. Contetido de prolina em folhas de soja cv. Intacta sob regime hidrico de 100% da capacidade de vaso, 24 h apds aplicagao dos
bioreguladores (A), déficit hidrico, seis dias apods a suspensdo da irrigagdo (B) e recuperacdo (re-hidratacdo dos tratamentos do déficit hidrico

(C), com aplicagdo de bioreguladores a 2,0mM em sementes (S), sementes ¢ folha (SF) e folha (F), e, controle sem aplicagdo(C), e controle sem
aplicagdo.
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4.9 Rendimento de Biomassa

Em plantas com 100% da reposi¢ao diaria de agua, os tratamentos com aplicagdo de AG independente do modo de
aplicagao, (S, SF E F) influenciaram em todos os parametros de crescimento, em destaque para o tratamento com AG-SF que
promoveu um aumento para MSg MSr e AF de 64%, 31% e 57%, respectivamente, comparado as plantas controle, irrigado sem
aplicagao dos bioreguladores (Tabela 13 e 14).

Tabela 13. Parametros biométricos de crescimento das plantas de soja cv. Intacta com aplicagao simultdnea das substancias
GABA e Acetilcolina (AG) nas doses de 2,0 mM com diferentes modos de aplicacdo, nas sementes (S), nas sementes e folhas
(SF), e folhas (F), em fungéo de dois regimes hidricos, com e sem déficit hidrico.

Regime de Irrigacao CONTROLE SUSPENSAO
Tratamentos C AG S AG SF AGF C AG S AG SF AGF
MSr (9) 59Ab 84Aa 97Aa 54Ab 32,9Bb  62Ba 70Ba 64Ba
MSk (9) 13,5Ab 12,5Ab  17,8Aa  12,0Ab 8,5Bc 12,5Bb  15,8Ba  14,3Bab
MSc(g) 15,3Aa 16,8Aa 16,7Aa  13,8Aa 14,0Aa 17,0Aa 17,8Aa 18,3Aa
MSpa(9) 411Ab  46,5Aab 50,0Aa  44,7Aab 33,1Ab  42,5Aa 49,1Aa  48,0Aa
MS+(9) 100Ab 130Aa 147Aa 98,7Ab 66Bb 105Ba 116Ba 117Ba
MSgr/MSpa 1,4Abc 1,8Aab  1,9Aa 1,2Ac 1Bb 1,4Ba 1,3Bab  1,4Ba
ALTURA CAULE(cm) 63,5Ab 64,5Aa 64,1Aa 66Aa 48,8Ab 72,8Aa 69Aa 74,6Aa
AF(cm?) 1824Ab 2749Aa 2870Aa 2478Aa 1539Ab  2469Aa 2860Aa 2681Aa

Letras maiusculas indicam diferenca estatistica entre os regimes hidricos (Controle e Suspenséao). Letras minusculas
indicam diferenca estatistica entre as aplicagées (S, SF, F). Teste Tukey (p<0,05).
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Referente aos parametros de producao, a aplicacdo de AG em plantas com 100% da capacidade de vaso, independente
do modo de aplicacao, exibiram um aumento para todos os pardmetros, destacando-se AG-SF com maiores aumentos para Nv,

Ns, Miooc de 23%, 29% e 28%, respectivamente, em relagdo as plantas controle, irrigado sem aplicagdo dos bioreguladores
(Tabela 13).

Tabela 14. Parametros biométricos das plantas de soja cv. Intacta com aplicagdo simultadnea das substancias GABA e Acetilcolina
(AG) nas doses de 2,0mM com diferentes modos de aplicacédo, nas sementes (S), nas sementes e folhas (SF), e folhas (F), em
fungdo de dois regimes hidricos, Controle e Suspensdo. Parametros Avaliados: Numero de vagem por planta (Nv), Numero de
sementes por planta (Ns), Massa de cem graos (M1ooc), Massa semente por planta (Msementes)-

Regime de Irrigacao CONTROLE SUSPENSAO

Tratamentos C AG S AG SF AG F C AG S AG SF AG F

Nv 63Ab 62Ab 78Aa 76Aab 46Ab 83Aa 77Aa 73Aa

Ns 148Ab 162Aab 191Aa 172Aab 106Ab 187Aa 164Aa 165Aa

Miooc (9) 12,3Ab  17Aa 15,8Aab 18,6Aa 10Bb 12,0Bab 15Ba 15,4Ba

Msementes 18,2Ab  28,0Aa 29,5Aa 32,0Aa 10,9Bb  23,0Ba 24, 5Ba 25,8Ba
Letras maiusculas indicam diferenca estatistica entre os regimes hidricos (Controle e Suspensao). Letras minusculas

indicam diferenca estatistica entre as aplicagcdes (S, SF, F). Teste Tukey (p<0,05).
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De acordo com os dados de crescimento, a deficiéncia hidrica reduziu
nao s6 o desenvolvimento como também o acumulo de massa seca das
plantas como um todo para o tratamento controle (sem aplicagdo dos
bioreguladores) sob déficit hidrico. Foram observadas redugdes significativas
para MSr, MSg e AF de 44%, 37% e 15%, respectivamente, comparado ao
controle irrigado sem aplicagdo de AG (Tabela 13). Assim a deficiéncia hidrica
imposta por suspenséao de irrigagao afetou significativamente os parametros de
crescimento, 0 que ocasionou uma queda para o rendimento de biomassa para
o tratamento controle sob déficit hidrico. Para os tratamentos controle, que nao
receberam aplicagao de AG, sob as diferentes condi¢des hidricas, o controle
sob déficit hidrico apresentou uma redugao para Ny, Ns, M1goc de 27%, 28% e,
18%, respectivamente, em relagdo ao controle com 100% da capacidade de
vaso. Porém apresentou maior reducdo para o pardmetro de massa de
semente por planta, cerca de 40% menor comparado ao controle irrigado
(Tabela 14).

Por outro lado, sob deficiéncia hidrica os tratamentos que receberam a
suplementagcdo de AG com diferentes modos de aplicagbes (S, SF, e F)
caracterizaram-se por apresentarem, em geral, aumentos para os parametros
de crescimento, assim como, acumulo de massa seca. Porém o tratamento de
AG na semente e também na folha (SF) destacou-se por apresentar maiores
valores, principalmente para os parametros de MSg, MSg, MSgr/MSpa €, AF com
1,1vezes, 85%, 30% e 85%, respectivamente, em comparag¢ao ao tratamento
controle sob déficit hidrico e sem aplicagao dos bioreguladores (Tabela 13). O
numero de vagens e o0 numero de sementes expressaram diferengas
significativas independente do modo de aplicagao entre os tratamentos, sendo
que os valores observados no tratamento AG-S para essas variaveis foram
80% e 76% maiores em relagdo ao controle. A massa de cem grdos (Migog)
para os tratamentos AG-SF e AG-F foram maiores que 50% em comparagao
ao controle, refletindo em maiores valores de massa de semente por planta,
para AG-S, AG-SF, AG-F, com 1,1; 1,2 e 1,3 vezes respectivamente, em
relacdo ao tratamento controle sob déficit hidrico e sem aplicacdo de AG.
(Tabela 14).
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DISCUSSAO

Aplicacoes de GABA e Acetilcolina em sementes de soja (Experimento 1).

As aplicagbes dos biorreguladores mostraram, em geral, uma
tendéncia positiva sobre os parametros de germinagéo e desenvolvimento das
plantulas de soja em condi¢des livre de estresse osmoético. Além disso, foi
constatado um efeito mitigador marcante sobre os potenciais danos causados
pelo estresse osmoético imposto (-1,0 MPa), em particular de algumas
combinagdes de GABA com Ach.

A deficiéncia hidrica afetou significativamente as variaveis analisadas
como germinacéo e desenvolvimento das plantulas, notadamente nas que nao
foram suplementadas com os bioreguladores (Tabela 2). Estes resultados sao
decorrentes da modificagdo do potencial de agua na planta causado por meio
do manitol aplicado no papel Germitest, o que dificulta a utilizacdo de agua pela
semente, promovendo a diminuicdo da atividade enzimatica gerando menor
desenvolvimento meristematico reduzindo, desta forma, a velocidade e a taxa
de germinagao (POPINIGIS, 1985; AVILA et al., 2007).

Para os tratamentos realizados para analise do efeito mitigador da
solucdo de GABA sob estresse osmdético a -1,0 MPa a dose de 0,5 mM
apresentou melhores resultados nos pardmetros analisados. As plantulas
obtiveram maior comprimento de raiz e parte aérea, proporcionando também
maior acumulo de massa seca. Houve uma diminui¢cdo da relagéo entre raiz e
parte aérea, porém as plantulas se mantiveram com boa qualidade (Tabela 2).
Em plantas, o GABA atua tanto na defesa em respostas ao estresse, quanto no
desenvolvimento vegetal, como sinalizador de processos fisiolégicos (BOOZ,
2007). Desta forma, o GABA apresenta-se como um protetor do embrido de
soja no inicio do desenvolvimento (GUO et al., 2012), minimizando assim os
efeitos do estresse sobre a semente (YIN et al., 2014).

Os tratamentos utilizando Ach induziram um maior crescimento de raiz
nas plantulas de soja com a dose de 2 mM, em condigbes sem estresse

(Tabela 3). Nossos estudos apoiam as observacdes iniciais de Kostir (1965),
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sugerindo que a aplicagdo exégena de Ach influencia a germinagéo e o estagio
inicial de desenvolvimento e crescimento de plantas. Os efeitos da Ach sobre
as raizes também foram analisados por Sugiyama (2011) que observou, em
rabanete, cultivados com e sem Ach a uma concentragcdo de 1 nM, o
crescimento (surgimento e alongamento) de raizes laterais em plantulas.
Experimentos realizados em tomate demonstraram que Ach induz
enraizamento em explantes foliares cultivados in vitro, podendo ser também in
vivo. Desta forma, ha um corpo de evidéncias mostrando que Ach pode agir
como um horménio de crescimento per se, ou em uma possivel interacdo com
auxina e outros hormdnios (BAMEL et al.,2007).

Para as sementes submetidas ao tratamento osmético de -1,0 MPa, a
concentragao de Ach que manteve o mesmo efeito sobre o crescimento das
raizes foi de 0,5 mM, proporcionando também um maior acumulo de MST
(Tabelas 3 e 10). De acordo com Kostir (1965) a aplicacdo exégena de Ach
influencia a germinacao e o estagio inicial de desenvolvimento e crescimento
das plantas. O aumento da espessura das paredes celulares e do crescimento
da-se pelo fato da Ach ser sintetizada nos caules, folhas, nés e raizes em
resposta a estresses (MURCH, 2006).

A aplicacao de todas as doses combinadas das substancias de GABA e
Ach na germinacido de soja sob o estresse osmético induziu um aumento da
relacéo entre R/PA. O maior aumento da raiz pode estar relacionado a melhor
qualidade das plantulas (maiores valores de NPFT) destes tratamentos
comparando-se ao tratamento com -1,0 MPa sem suplementacdo dos bio-
reguladores, uma vez que o estresse osmaético diminuiu a relagao entre R/PA,
bem como a qualidade das plantulas. Como observado por meio das analises
das raizes, a combinagao das substincias AG promoveu um aumento para
comprimento da raiz, volume, area e didmetro em relagdo ao controle sem
aplicagdo dos bio-reguladores nas plantulas sob estresse (Tabela 10).
Provavelmente, a Ach promoveu a translocagdo de carboidratos tais como
agucares e amido dos cotilédones para as raizes e, assim, induzindo um
aumento da biomassa da raiz. Isso sugere que a Ach parece participar das
atividades do metabolismo do carbono e da translocacao de carboidratos entre
os cotilédones e raizes (SUGIYAMA et al., 2011). Como observado em mudas

de Raphanus sativus aplicacdo exdégena de Ach promoveu, aumento da
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atividade das enzimas da via glicolitica no citosol, do ciclo TCA, além do
sistema de transporte de elétrons nas mitocéndrias (SUGIYAMA et al., 2011).

Como o enraizamento (in vivo ou in vitro) é principalmente afetado pela
auxina, a eficacia de Ach na promogao de raizes sugere uma possibilidade
interessante no mecanismo de acdo de Ach e seu envolvimento com auxina
(BALUSKA et al., 2005).

Alguns estudos mostraram que Ach combinada com auxina aumenta a
expressao do gene LeEXPA2 de expansina em hipocétilos de tomate, quando
comparado aos tratamentos de auxina e Ach separadamente (DI-
SANSEBASTIANO et al., 2014). Os expansores sao conhecidos por estarem
envolvidos no alongamento celular, sendo codificados por uma familia
multigénica, onde o LeEXPAZ2 esta incluido, que séo regulados por auxina nas
regides em crescimento de hipocétilo jovem de tomate (CADERAS et al.,
2000). Di-Sansebastiano (2014) analisou a expressao do gene da expansina
LeEXPA2 em hipocétilos de tomateiro para investigar o efeito da auxina e Ach
no alongamento celular. Observou-se um baixo nivel de transcricdo de
LeEXPA2 no tratamento apenas com Ach, mas houve um aumento significativo
na transcricdo de expansinas nos tratamentos Ach combinados com auxina.
Parsaeimehr (2015) observou que uma aplicagado exégena de 5 ug L™ de Ach
em Chlorella sorokiniana tem um papel estimulador no crescimento e
acumulacéao de lipidios.

A concentracao de 2,0 mM de ambas as substancias combinadas nas
plantas submetidas a estresse osmético a -1,0 MPa também proporcionou
maior %G em relagdo a todos os tratamentos realizados (Tabela 6, Figura 12).
Este fato pode ser atribuido ao papel do GABA que, atuando como
osmoprotetor, conferiu protecdo ao estresse osmoético para as sementes de
soja. Em plantas, o GABA tem sido extensivamente estudado como uma
molécula de efeito osmdtico, respondendo a uma variedade de sinais
ambientais, tais como a hipoxia, estresse mecanico e estresse de temperatura
(SHELP et al, 1999; BOUCHE E FROMM 2004). Sob estresse osmatico, alguns
estudos demonstraram a acao do GABA para a formagao de osmolitos a fim de
proteger as células de danos decorrentes da redugcéo da disponibilidade de
agua (SHELP et al, 1999; SILVA-ORTEGA et al. 2008).
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De forma geral, nossos resultados indicam que os tratamentos que
apresentaram uma melhor resposta das plantulas mediante a situagdo de
estresse osmoético a -1,0 MPa foram as combinagdes entre 2,0 mM de GABA
com 2,0 mM de Ach. A acdo das substancias combinadas potencializou o
crescimento e desenvolvimento das plantulas de soja, sugerindo uma agao
combinada de tal forma que o GABA atuaria como um osmoprotetor do
metabolismo nas sementes de soja, enquanto que a Ach induziria a
translocagao de carboidratos dos cotilédones para as raizes. Desta forma, as
substancias GABA e Ach apresentaram efeitos mitigadores em sementes de

soja sob estresse osmatico.

Aplicagao foliar de GABA e Ach em plantas de soja sob déficit

hidrico

Como esperado, o déficit hidrico causou uma queda dos valores de
todos os parametros de trocas gasosas nas plantas controle (sem aplicagao de
GABA e Ach) em comparagdo aos demais tratamentos para os dois regimes
hidricos impostos, 30% da capacidade de vaso (Tabela 11, experimento 2), e
suspensao de irrigacao (Tabela 12, experimento 3).

O nivel de severidade da deficiéncia hidrica foi suficiente para reduzir
os valores do potencial da agua foliar, alcancando valores entre -0,8 e -1,0
MPa seis dias apés a suspensao hidrica. Para o tratamento controle, o
potencial da agua de -1,0 MPa foi suficiente para diminuir os valores de
biomassa ao final do ciclo de crescimento das plantas. Os efeitos do estresse
hidrico sobre as taxas fotossintéticas de folhas de soja sao facilmente
detectaveis ja em niveis de -1,0 a -1,2 MPa, podendo se tornar irreversiveis
uma vez que o potencial da agua caia abaixo de -1,6 MPa (RAPER &
KRAMER, 1987; SOUZA et al., 2012).

As respostas mais evidentes das plantas ao déficit hidrico em termos
de processos morfolégicos sado diminuigdes na area foliar e aceleragédo da
senescéncia e a abscisao das folhas assim como diminuicdo da condutancia
estomatica, mecanismo de defesa para evitar perdas excessivas de agua
(SOUZA et al., 2012). A ocorréncia de déficit hidrico durante o crescimento

vegetativo pode reduzir os indices de area foliar e da interceptagao da radiagao
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fotossinteticamente ativa pela area foliar total para niveis insuficientes para a
taxa o6tima de crescimento e rendimento (RAPER & KRAMER, 1987).

Neste trabalho, o déficit hidrico aplicado nas plantas afetou
significativamente o a produgdo de graos por plantas, resultante do menor
acumulo de matéria seca e também da massa seca da raiz em relagdo a
massa seca da parte aérea (Tabela 13). O estresse hidrico diminuiu
drasticamente o alongamento da raiz e expansdo da area foliar em soja,
embora estes dois processos nao foram igualmente afetados, porque a
expansao da folha geralmente é reduzida em uma propor¢ao maior do que o
crescimento das raizes (AKYNCI & LOSEL, 2012). Inman-Bamber et al. (2008)
apontam que a primeira resposta da planta ao déficit hidrico é a redugao em
seu desenvolvimento. Todas as modificacdes morfoldgicas da soja resultantes
do déficit hidrico aplicado no presente trabalho promoveram redugdes no
crescimento e desenvolvimento, os quais afetaram diretamente o rendimento
da planta, assim como o numero de vagens, sementes e gramas de sementes
(Tabela 14).

A cultura da soja, apesar de ser tolerante a curtos periodos de
deficiéncia hidrica, possui queda significativa nos rendimentos perante
deficiéncia hidrica de longa duracdo. No presente trabalho o déficit hidrico
afetou significativamente altura do caule das plantas, area foliar, massa seca
da raiz e folha, assim como numero de sementes, e massa de sementes por
planta (Tabelas 13 e 14). Secas severas na fase vegetativa reduzem o
crescimento da planta, diminuem a area foliar e o rendimento de graos (DO
VALE et al., 2017). O déficit hidrico reduz a capacidade de armazenamento de
agua no solo, sendo um dos responsaveis pelas variagdes das perdas na
cultura da soja; por sua vez, a falta de agua dificulta o desenvolvimento
radicular da planta (CAMARA, 2015), fato observado nas plantas que estavam
sob déficit hidrico. Assim as redugdes dos parametros da biomassa as
condicbes de déficit de hidrico estdo relacionadas a diminuigdo das taxas
fotossintéticas e da condutancia estomatica, levando a menor perda de agua
por transpiragdo, porém menor assimilagdo de CO, e, desta forma, menor
acumulo de biomassa, pois, a acumulacao e a translocacdo de carboidratos

para os graos sao consequentemente prejudicadas (NEUMAIER et al., 2000).
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A produgédo das plantas é determinada principalmente pela fotossintese
(Pn), esta por sua vez, é governada principalmente por estdmatos, por meio
das trocas gasosas e atividade fotossintética em células do mesofilo (FANG et
al.,2015). Neste trabalho foi observada uma diminuicdo de Pn para o
tratamento controle, o qual atingiu valores préximos a 0 durante a suspenséo
de irrigacdo quando o potencial da agua chegou a -1,0 MPa (Figura 15). O
déficit hidrico afetou ndo apenas as reagcbes no aparato fotoquimicos, mais
também a eficiéncia de assimilagao das reag¢des bioquimicas, reduzindo assim
o conteudo dos produtos fotossintéticos A diminuigdo da difusdo de CO, pela
atmosfera até o local de carboxilagdo de Rubisco (ribulosebifosfato
carboxilase/oxigenase) € geralmente considerada como a principal causa da
reducdo da fotossintese sob condigbes de déficit de agua (GRASSI &
MAGNANI, 2005, CHAVES et al., 2009, PINHEIRO & CHAVES, 2011).

A medida que o solo seca, o fluxo de acido abscisico (ABA) das raizes
para a parte aérea aumenta e, dentro das folhas, o ABA conjugado com glicose
armazenado dentro do vacuolo é convertido em ABA livre (SEILER et al., 2011).
A medida que ocorre 0 aumento de ABA, ocorre também uma mudanga no
potencial osmoético nas células-guarda, resultando no fechamento estomatico
para diminuir a perde de agua por transpiracao (PINHEIRO e CHAVES, 2011;
SOUZA et al.,2013; HAWORTH et al., 2016b). No presente estudo sob
condicao de déficit hidrico, foi observada uma diminuicao dos valores de Gs
para o controle em relacdo aos demais tratamentos, indicando a ativacdo da
biossintese de ABA para promover o fechamento estomatico, fato
provavelmente associado a maior expressao do gene ABA2 que esta envolvido
na via biossintética do ABA (Tabela 12, Figura 23). O movimento estomatico &
controlado por modificagbes do potencial osmético nas células-guarda,
especialmente promovido pelo K* (HOSY et al., 2003; FANG et al., 2015).
Assim, a diminuicdo do Gs e a condutancia mesofilica (TARDIEU E DAVIES,
1992; SORRENTINO et al., 2016) associadas a maior concentragcdo de ABA
reduz a disponibilidade de CO, no local de carboxilagdo, resultando em uma
reducao nas taxas de Pn, como observado no presente estudo (Figura 15).

Diante das evidéncias sobre a acido de uma nova classe de
bioreguladores para promover maior osmoprotegcdao (GABA) e regulagdo do
movimento estomatico (Ach) (BOUCHE e FROMM, 2004; JIA et AL., 2008), foi
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realizada a aplicagdo desses compostos em plantas de soja sob diferentes
regimes de irrigacao.

A aplicacéao via foliar combinada (AG) dos biorreguladores Ach e GABA
em plantas de soja cv. Intacta sob condi¢des de irrigagdo constante aumentou
as taxas fotossintéticas e a condutancia estomatica, principalmente 48 horas
apdés a aplicacdo, o que pode ser visto pelo aumento dos parametros de
rendimento independente do modo de aplicagcdo, principalmente para o
tratamento em sementes e folha (AG-SF) (TABELA 14). Quanto as plantas de
soja sob déficit hidrico, a aplicacdo dos biorreguladores combinados em
diferentes tecidos (S, SF e F) proporcionou um maior crescimento e
desenvolvimento, refletindo no aumento de biomassa. Isto, possivelmente,
deveu-se aos maiores valores encontrados nos parametros de trocas gasosas,
principalmente nas taxas fotossintéticas (TABELA 12).

Tratamentos com aplicacbes de aminoacidos podem melhorar
significativamente os parametros de crescimento da parte aérea, peso fresco,
assim como o rendimento em soja (SAEED et al. 2005). A acumulagcédo de
aminodacidos foi sugerida para auxiliar a tolerancia ao estresse nas plantas,
através do ajuste osmotico, desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio e
por regulagao intracelular do pH (DE RONDE et al.,2000; ALIA et al., 2001). O
GABA ¢é um importante aminoacido, o qual possui diferentes fungdes no
metabolismo primario de plantas e também na resposta a estresses (LUDEWIG
et al. 2008). Neste trabalho, a aplicagédo foliar de GABA tanto para a dose de
0,5 mM (Tabela 11), como para a dose de 2,0 mM, combinado com Ach (Tabela
12), promoveu um aumento dos valores de Pn, Ci, E e EUA, quando as plantas
se encontravam sob déficit hidrico, promovendo assim maior tolerancia a
condicbes de estresse. A aplicacdo exdgena de GABA também promoveu
tolerdncia ao déficit hidrico em algumas espécies de plantas, como Lolium
perenne, Simarouba glauca, Piper nigrum, devido ao aumento do potencial
osmoético, ativagao de enzimas antioxidantes e, modelador do balango do C:N ,
que é possivel através da deteccao e regulagdo de niveis internos de agucares
e / ou compostos contendo nitrogénio (KRISHNAN et al. 2013, VIJAYAKUMARI
et al., 2016). O GABA aplicado de forma exdgena também promoveu maior
crescimento e rendimento em Stellaria longipes (KATHIRESAN et al. 1998) e

Benincasa hispida (ALI et al. 2010). Islam et al. (2010) observaram que a
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producdo de vagem em plantas de soja com aplicagdo foliar de GABA foi
significativamente maior em relagao ao controle sem aplicacao foliar de GABA.

O aumento de Pn em plantas tratadas com GABA observado no
presente estudo pode estar relacionado com o conteudo de clorofila (Figura
15). Os aumentos no conteudo de clorofila e Pn com a aplicagao de GABA
submetida a hipdéxia foram observados em mudas de melao (XIA et al., 2011).
Tratamentos com GABA em Piper nigrum resultou em um aumento do teor de
clorofila, das atividades do fotossistema | e |l e também no teor total de acucar
(VIJAYAKUMAR!I et al., 2016). A conversao de Glutamato e GABA é uma parte
importante do metabolismo do GABA, conhecido como GABA “shunt”, e, ambos
servem como uma fonte de nitrogénio para as plantas (BOUCHE e FROMM,
2004). Além disso, o glutamato esta intimamente relacionado com a biossintese
da clorofila (BEALE et al., 1975, VON WETTSTEIN et al. 1995).

Sob condi¢bes de estresse nas plantas, ocorre 0 aumento no conteudo
de aminoacidos livres emitido pela protedlise, que tende a desencadear um
aumento no conteudo de Glutamato, produzindo por sua vez GABA, sendo
transaminado pelo GABA-T, fornecendo succinato para a respiracao
mitocondrial. Em folhas jovens de Brassica napus sob déficit hidrico, a
expressao do gene GABA-T, enzima responsavel pela degradacdo de GABA,
aumentou, fornecendo succinato para o ciclo TCA, manutengao da homeostase
do glutamato, e também a producao de ATP. Desta forma, a via GABA “shunt”,
estd relacionada com a diminuicdo de espécies reativas de oxigénio para
melhorar a tolerancia ao estresse hidrico (FAES et al., 2015).

O acumulo de prolina é reconhecidamente relacionado com a resposta
de plantas a diferentes estresses, principalmente a deficiéncia hidrica, sendo
que seu conteudo varia com a gravidade do estresse e com o nivel de
tolerancia das espécies (CHAKRABORTY et al., 2005; VERBRUGGEN et al.,
2008; TODAKA et al., 2017). O efeito mitigador do GABA em relagéo aos danos
causados pelo déficit hidrico pode ser observado também por meio da
quantificacao relativa do gene GmP5CS1, que sintetiza a prolina, um amino
acido osmoprotetor indicativo de estresse (LIU et al., 2017). Os dados de
quantificacdo génica relativa mostraram os baixos niveis de expressao do
GmP5CS1 para as plantas que receberam a aplicacdo dos bioreguladores

(Figura 23). Em consequéncia, houve um menor acumulo de prolina nas folhas
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das plantas sob deficiéncia hidrica com aplicacdo de AG (Figura 26b),
indicando que essas plantas estavam menos estressadas em relagdo as
plantas controle sem aplicagdo deste bioregulador (Figura 26b). Em Agrotis
stolonifera, a aplicacdo exdgena de GABA também promoveu uma diminuicao
do acumulo de prolina sob estresse de altas temperaturas (LI et al., 2016). Uma
diminuicdo do conteudo de prolina com a aplicacdo de GABA também foi
observada em mudas de tomateiro submetidas a baixas temperaturas
(MALEKZADEH et al. 2014).

Mediante os dados obtidos no presente trabalho, € possivel sugerir que
o Glutamato tenha sido direcionado para a sintese de GABA, ao invés da
sintese de prolina. Desta forma, o aumento dos niveis de GABA pode ser
fornecido para piruvato e sucinato semialdeido para alimentar o ciclo TCA, ao
invés de ir para o metabolismo de prolina (LI et al., 2017). Ou seja, a conversao
por meio da enzima glutamato descarboxilase (GAD), de Glutamato em GABA
pode ser transformada em acido succinico através da catalise de vy-
aminobutirato transaminase (GABA-T) e succinato semialdeido desidrogenase
(SSADH). Entao o acido succinico esta envolvido no ciclo TCA para manter o
ciclo carbono-nitrogénio em plantas, que é conhecido como o GABA Shunt
(BOUCHE e FROMM 2004; SHELP et al., 1999, LI et al., 2017).

Também plantas submetidas a estresses abidticos ativam mecanismos
de defesa relacionados a protecao contra os efeitos de espécies reativas de
oxigénio (EROs). As EROs influenciam a absor¢édo de carbono da fotossintese
por meio da inativagcdo enzimatica de proteinas nos cloroplastos, gerando mais
O, nas células, resultando em dano oxidativo ao fotossistema | (PSI).
Geralmente, as células das plantas tém equilibrio intracelular entre a produgao
de EROs e sua eliminacdo através das acdes de diferentes enzimas
antioxidantes (GILL et al., 2010; SONG et al., 2010; HASANUZZAMAN et al.,
2012a). Entre estas, a SOD é considerada uma das principais enzimas que
fornece defesa de primeira linha contra EROs por que catalisa o processo de
dismutagdo de O, para HO, (HASANUZZAMAN et al.,, 2012a; GILL et al.,
2015). A CAT e a APX, em seguida, retiram H,O, convertendo-o em O, e H,O
(MILLER et al., 2008). Neste trabalho as plantas de soja tratadas com os
bioreguladores combinados (AG) apresentaram um aumento da atividade das

enzimas SOD, CATALASE e APX, quando as plantas foram submetidas a
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deficiéncia hidrica (Figura 24), indicando que possivelmente o GABA promoveu
a inducado desta defesa antioxidante para remover EROs produzidas em
resultado da deficiéncia hidrica. Também, foi observado aumento,
principalmente das enzimas CAT e APX nos tratamentos com aplicagdo dos
bioreguladores sob déficit hidrico e apds a re-hidratacao, principalmente para
os tratamentos AG-SF e AG-F. A fungcdo de GABA tem sido mostrada em
diversas espécies de plantas sob diferentes tipos de estresses, aumentando a
atividade de diferentes enzimas antioxidantes (MALEKZADEH et al., 2012,
2014; NAYYAR et al. 2014; LI et al., 2016; MAHMUD et al., 2017). Também, a
tolerancia ao estresse induzida por GABA pode estar relacionada ao aumento
das atividades de enzimas antioxidantes, indicando seu papel protetor na
remogao de EROS, reduzindo os danos oxidativos, promovendo a homeostase
redox (SONG et al., 2010; YANG et al., 2011; LI et al., 2016).

Ach é considerada como um hormdnio natural, o qual apresenta um
papel como regulador natural da morfogénese vegetal (BAMEL et al., 2016).
Desta forma, Ach pode ter fungdes relacionadas ao crescimento da planta,
acumulagcdo de lipidios e biomassa (PARSAEIMEHR et al, 2015). Neste
trabalho, a aplicacdo exdégena de Ach em plantas de soja pode ter sido
responsavel pelo aumento da massa seca da raiz observado em ambos os
regimes hidricos, independente do modo de aplicagao (S, SF e F). No entanto,
em plantas sob irrigacdo constante a aplicacdo dos bioreguladores em
sementes e folhas (AG-SF) apresentou um aumento da massa seca da raiz de
2 vezes e sob suspensao da irrigacado de 1,1 vezes comparado ao controle sob
déficit hidrico e sem aplicagdo de AG, respectivamente (Experimento 3). Isto
corrobora os dados obtidos no primeiro experimento realizado com sementes
(Experimento 1), no qual foi observado um aumento do comprimento e massa
seca da raiz nas plantulas sob estresse osmaético de -1,0 MPa (Tabela 3).

Dependendo da concentracdo, Ach pode promover a elongagdo ou
inibicdo do crescimento de raizes (MURATA et al., 2015). Em nosso caso, 0 uso
de 2,0 mM promoveu maior crescimento, e acumulo de massa seca para as
raizes (Tabela 14). Este fendbmeno é dependente da atividade metabdlica
resultante da indugdo ou inibigdo de reguladores da atividade enzimatica no
crescimento da planta. Assim, Ach pode ativar alguns sistemas metabdlicos

que participam no aumento da quantidade de Dinucleotideo de nicotinamida e
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adenina (NAD), acido desoxirribonucleico (DNA) e proteinas, assim como a via
glicolitica no citoplasma e o sistema de transporte de elétrons (SUGIYAMA et
al., 2011). Ainda, foi observado que a concentragdo intracelular de Ach em
arroz elevou os niveis de Acetil-CoA, acelerando a conversido de oxalacetato
em citrato no ciclo TCA (MAHDAVI et al., 2016). Em sementes de rabanete, a
aplicacdo exogena de Ach promoveu um aumento sobre o peso das raizes
(SUGIYAMA et al., 2011).

Nas membranas das células-guarda s&o encontradas diversas
proteinas especificas, tais como proteinas de ligagcdo ao ABA, receptores de
Ach, proteina G de ligacdo a GTP (guanosina trifosfato ativa) e receptores de
luz e canais ibnicos no citoplasma de células-guarda envolvidas no controle do
movimento estomatico (COUSSON et al., 1998; YAMAZAKI et al., 2003). A Ach
foi reportada como antagonista da acédo de ABA sobre os estdbmatos, sendo
capaz de atuar na sinalizacdo a longa distancia para regular movimento
estomatico e apresentando um papel importante na modulagéo da sensibilidade
estomatica a deficiéncia hidrica (JIA et al., 2008). Ha evidéncias de que
receptores muscarinicos (mAchR) e nicotinicos (nAchR) estdo presentes nas
células-guarda e que medeiam a abertura estomatica regulada por Ach (WANG
et al., 2000; MENG et al., 2001). Ach apresenta um papel regulatério em canais
especificos de entrada de K* em celular-guarda de V. faba (LENG et al., 2000).
Também, estudos mostram que o Ca®* e a calmodulina estdo envolvidos na
resposta de células-guarda a Ach e que o sinal de ca* pode estar acoplado a
mAchR na transdugao de sinais nas células estomaticas (MENG et al., 2004).
Em nosso caso, a Ach aplicada em sementes e folhas (SF) de soja, isolada ou
combinada com GABA, nas doses de 0,5 e 2,0 mM, respectivamente, com
irrigacdo a 100% da capacidade de vaso, promoveu um aumento dos valores
de condutancia estomatica (Tabela 2), confirmando os resultado de outros
autores que mostram que a Ach desempenha um papel importante na
regulacdo do movimento estomatico (WANG et al., 2000), tendo efeito
estimulatério na abertura dos estdmatos (LOU,1998). Nas plantas de soja sob
as condigbes de déficit hidrico proporcionada com uma lamina de 30% da
irrigacéo plena, foi observado que os tratamentos que continham a aplicagao
exogena de Ach promoveram um aumento na conduténcia estomatica e

transpiracao (Tabela 11).
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A Ach estéa envolvida na regulacdo da homeostase da agua (WESSLER
et al., 2001) e pode induzir a despolarizagdo da membrana e um aumento da
permeabilidade ao K' (ROSCHINA et al., 2001). Em Macroptilium
atropurpureum submetido a estresse por calor, a aplicacdo exégena de Ach
juntamente com K* ou Ca** melhorou notavelmente a recuperacao foliar apds o
processo de murcha (MOMONOKI et al.,1992), o que sugere que a Ach pode
controlar o fluxo de ions ou horménios regulando a abertura de canais idnicos
em células (WESSLER et al.,, 2016), participando da regulagdo de canais
ibnicos e, consequentemente, da homeostase hidrica da planta (MOMONOKI
et al., 1991, MAHDAVI et al., 2016). Em nossos resultados foi possivel observar
uma acgado clara da Ach sobre a condutancia estomatica (Figura 17),
promovendo uma maior abertura dos estbmatos, mesmo em situacdo de
estresse. Desta forma, essas plantas mantiveram sua absorcao e transpiragao
de forma continua, ocasionando um melhor desenvolvimento das plantas por
meio da manutencdo das taxas fotossintéticas que proporcionaram melhores
parametros de crescimento de biomassa, aumentando assim a producdo da
planta (Tabela 14).

O ABA ¢ sintetizado em resposta ao déficit hidrico, o qual desencadeia
uma cascata de sinalizagdo ativada por Ca”* nas células de protecdo que
resulta no fechamento estomatico (SCHROEDER et al., 2001; GONZALES-
GUZMNA et al.,2002). No processo de sinalizagdo do ABA, ocorre a ativacao
de moléculas de sinalizagao de lipidios, a fosfolipase D (PLD), que por sua vez
produz acido fosfatidico (PA), este ira ativar proteinas quinases da familia
MAPK, iniciando a cascata de sinalizagdo promovendo a ativagdo de genes
responsaveis pela biossintese do ABA, a partir do composto intermediario
xantoxina (Figura 4) (SEO; KOSHIBA, 2002; COLCOMBET, HIRT 2008). Porém
o Ca?* citésdlico também responde ao sinal de Ach, pois este induz o aumento
de Ca* em células guarda, sendo intermediado por mAchR (MENG et al.,
2004). Na presengca de Ach, a transdugcdo do sinal é determinada por
elementos estruturais do mAchR que permitem que ele se ligue seletivamente
em Ach e a uma proteina G apropriada, que esta envolvida na transdugao de
sinais celulares. Os receptores mAchR acoplados a proteina G estimulam a
sinalizagcdo de moléculas de lipidios por meio da ativacdo da fosfolipase C

(PLC), que hidrolisa a ligacao glicerofosfato produzindo diacilglicerol (DAG),
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resultando na liberagdo de mensageiros secundarios, inositol-1,4,5-trifosfato
(IP3), CAM, regulando assim o fluxo de Ca*" intracelular, regulando processos
fisiologicos como abertura estomatica, ndo havendo ativagdo de genes da via
do ABA (WANG et al., 2003).

Em razédo de que a enzima codificada pelo gene GmABAZ2 catalisa a
conversao de xantoxina em aldeido abscisico, sendo o ultimo convertido em
ABA, a expressao do gene GmABA2 também pode ser usada como indicativo
para estudos de respostas a seca em soja. Nossos dados do nivel
transcricional do gene GmABA2 mostraram que sua transcricdo foi maior em
folhas das plantas controle submetida ao déficit hidrico quando comparados
com as que tiveram a aplicacdo de AG (Figura 23). A maior expressao de
GmABAZ2 em plantas sem suplementacdo de bioreguladores que estavam sob
potencial da agua de -1,0 MPa, provavelmente, esta relacionada com a
diminuigao da condutancia estomatica, sendo que nas plantas com aplicagao
de AG, mesmo sob déficit hidrico, foi observada uma menor expressao de
GmABA2 (Figura 23), o que resultou em maiores valores de condutancia
estomatica (Tabela 12). Possivelmente a aplicagdo exdgena de Ach interferiu
na via de biossintese de ABA, resultando em uma diminuicdo dos niveis de
expressao de GmABAZ2 e, em consequéncia, menores niveis do conteudo de
ABA nas células.

Desta forma, a diferenga do nivel transcricional de GmABA2 na
auséncia e na presencga de Ach em plantas de soja sob déficit hidrico (Figura
23) sugere que, no presente trabalho, a Ach desempenhou um papel na
regulacdo da sinalizagdo, diminuindo a sinalizagdo e ativacdo de genes
responsaveis pela biosintese de ABA.

Além disso, as proteinas LEA sdo acumuladas em tecidos vegetais
expostas a deficiéncia hidrica, estresse osmotico e baixa temperatura em soja
(BIES-ETHEVE et al., 2008; HUNDERTMARK et al., 2008; AMARA et al., 2014)
e, desta forma, podem indicar o nivel de estresse presente nas plantas tratadas
e nao tratadas com AG. Houve pouca mudang¢a no numero de transcritos do
gene GmLEAS3 para os tratamentos com a aplicagao de ambos bioreguladores
(AG) nas sementes e folhas (SF) e apenas nas folhas (F), diferentemente do
tratamento controle, sem aplicagdo de AG, o qual apresentou uma super-

expressao sob condi¢cao de deficiéncia hidrica (Figura 23). Assim, os resultados
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obtidos com a analise do nivel transcricional dos genes GmABA2 e GmLEA3
confirmam que as plantas que foram tratadas com aplicacdo exdgena dos
bioreguladores em sementes e folhas (AGSF) e em folhas (AGF) apresentaram

maior capacidade de tolerancia ao déficit hidrico.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

A aplicagdo de GABA e Ach, de forma isolada e/ou combinada, nas
sementes e em folhas no estadio V4, induziram modificagdes tanto na fisiologia
como na morfologia de plantas de soja. Foi possivel observar que aplicacéao
destes bioreguladores promoveu uma melhora do desempenho das plantas de
soja sob déficit hidrico, sendo que o melhor tratamento foi a aplicagcéao
simultdnea de 2,0 mM de GABA e Ach, na semente e folhas (AG-SF). Essas
substancias atuaram diretamente na Pn, Gs, E e EUA, alterando as respostas
fisiologicas da soja ao déficit hidrico e promovendo o aumento da abertura
estomatica, permitindo a absorcdo de CO, e a manutengcdo das taxas
fotossintéticas, o que foi determinante para a maior tolerancia as condi¢cdes de
baixa disponibilidade hidrica, como pode ser observado pelo acumulo de
massa seca, aumento do numero de sementes/planta e massa de sementes.

As andlises transcricionais mostraram que plantas do tratamento AG
apresentaram uma menor expressao dos genes ABA2, P5CS1 e LEAS3,
indicando um menor efeito do estresse osmadtico. Em parte, esse aumento de
tolerancia pode ter sido promovido por estes bioreguladores que induziram um
aumento do sistema de defesa contra espécies reativas de oxigénio por meio
do aumento da atividade de enzimas antioxidantes SOD, CAT, e APX.

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, sugerimos que
aplicagdo exdgena combinada dos bioreguladores GABA e Ach atuaram de
forma sinergistica nas plantas de soja cv. Intacta, promovendo uma maior
tolerancia aos efeitos deletérios causados em plantas sob condi¢cbes de déficit
hidrico, além de promover um maior crescimento em geral, independentemente
das condicoes ambientais testadas. Isso indica o potencial uso desses

bioreguladores para a agricultura.
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ANEXOS
ANEXO A

Tabela 2. Resultados do ensaio 1 do experimento 1: combinag¢bes das diferentes concentragbes de GABA (0,5, 1,0 e 2,0
mM) sob controle e -1,0 MPa induzidas com manitol. Parametros avaliados: porcentagem de germinacédo (%G), indice de
velocidade de germinacéao (/VG), porcentagem de protusdo de raiz ao 5 dia (%GPR5dia), porcentagem de germinagéo de raiz ao
8dia (%GPR8dia), numero de plantulas normais fortes (NPFT), numero de plantulas normais fracas (PNFR), comprimento da parte
aérea (CPA), comprimento da raiz (CR), comprimento total (CT), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR),
massa seca total (MT), relagédo entre raiz e parte aérea (R/PA).

CONTROLE MANITOL
Osmético (MPa) (0,0) (-1,0)

VAR-DOSE 0 0,5 1 2 0 0,5 1 2
%G 72,50 Aa 75,00 Aa 70,50 Aa 70,00 Aa 39,50 Bb 52,50 Ba 53,00 Ba 49,00 Bab
VG 5,22 Aa 5,25 Aa 5,58 Aa 5,25 Aa 2,7 Bb 3,89 Ba 3,79 Ba 3,58 Ba
%GPR5dias 60,50 Aa 63,00 Aa 66,50 Aa 52,50 Aa 37,00 Ba 47,50 Ba 50,50 Ba 52,50 Ba
%GPR8dias 82,50 Aa 77,50 Aa 84,00 Aa 85,00 Aa 56,00 Ba 61,50 Ba 63,50 Ba 63,00 Ba
PNFT 25,00 Aa 24,50 Aa 26,75 Aa 26,25 Aa 9,00 Bb 14,25 Ba 17,00Ba 15,50 Ba
PNFR 11,25 Aa 12,25 Aa 10,75 Aa 9,00 Aa 10,75 Aa 10,75 Aa 9,25 Aa 8,75 Aa
CPA 11,71Aa 8,08Ab 6,87Ab 7,38Ab 1,22Bb 6,32Aa 5,12Aa 5,25Aa
CR 8,72Aab 10,83Aa 5,71Ab 8,83Aab 2,86Ba 7,04Ba 6,12Aa 4,66Ba
CT 20,44Aa 18,92Aab 12,59Ab 15,76Aab 4,09Bb 13,36Ba 11,25Aa 9,91Bab
MSPA 0,010Aa 0,015Aa 0,012Aa 0,013Aa 0,008Ab 0,020Aa 0,013Aab 0,015Aab
MSR 0,012Aa 0,011Aa 0,009Aa 0,009Aa 0,002Bb 0,008Aa 0,006Aa 0,005Bab
MST 0,023Aa 0,027Aa 0,021Aa 0,023Aa 0,010Ab 0,029Aa 0,027Aa 0,020Aab
RPA 1,32Aa 0,79Ab 0,80Ab 0,81Ab 0,38Ba 0,46Ba 0,51Aa 0,56Aa

Médias seguidas por letras diferentes indicam diferenga estatistica com p < 0,05 pelo teste de comparacao de médias de Tukey.
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ANEXO B

Tabela 3. Resultados do ensaio 2 do experimento 1: combinag¢des das diferentes concentragbes de Ach (0,5, 1,0 e 2,0 mM) sob
controle e -1,0 MPa induzidas com manitol. Parametros avaliados: porcentagem de germinagao (%G), indice de velocidade de
germinagao (/VG), porcentagem de protusdo de raiz ao 5 dia (%GPR&5dia), porcentagem de germinagdo de raiz ao 8dia
(%GPR8dia), numero de plantulas normais fortes (NPFT), numero de plantulas normais fracas (PNFR), comprimento da parte
aérea (CPA), comprimento da raiz (CR), comprimento total (CT), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR),

massa seca total (MT), relagédo entre raiz e parte aérea (R/PA).

Osmético (MPa) Controle (0,0) Manitol (-1,0)

Ach (mM) 0 0,5 1 2 0 0,5 1 2
%GPN 72,50Aa 61,00Aab 64,50Aab 49,50Ab 39,50Bb 57,00Aa 51,00Bab 59,99Aa
IVG (d) 5,22Aa 4,27Aab 4,41Aab 3,45Ab 2,77Bb 3,72Aab 3,75Aab 3,93Aa
%GPR5dia 60,50Aa 53,50Aab 46,00Aab 42,00Ab 37,00Ba 36,50Ba 46,50Aa 41,50Aa
%GPR8dia 82,50Aa 79,00Aab 78,00Aab 68,00Ab 56,00Bb 70,50Aa 69,50Aab 69,00Aab
PNFT 25,00Aa 21,50Aab 22,25Aab 18,50Ab 9,00Bb 20,75Aa 15,75Ba 20,50Aa
PNFR 11,25Aa 9,00Aa 10,00Aa 6,25Aa 10,75Aa 7,75Aa 9,75Aa 9,00Aa
CPA 11,71Aa 7,85Ab 9,68Aab 8,87Aab 1,22Bb 5,60Aa 4,26Bab 5,47Ba
CR 8,72Ac 14,56Aab 10,60Abc 18,58Aa 2,86Ba 6,88Ba 6,12Ba 4,20Ba
CT 20,44Ab 22,41Aab 20,29Ab 27,45Aa 4,09Bb 12,49Ba 10,40Bab 9,68Bab
MSPA 0,010Ab 0,033Aab 0,042Aa 0,040Aab 0,008Ac 0,040Aa 0,012Bbc 0,025Bb
MSR 0,012Ab 0,022Aa 0,027Aa 0,020Aab 0,002Bb 0,022Aa 0,020Ba 0,017Aa
MST 0,023Ab 0,054Aa 0,070Aa 0,061Aa 0,010Ac 0,062Aa 0,033Bb 0,045Bab
R/PA 1,32Aa 0,62Ab 0,63Bb 0,59Ab 0,38Bb 0,58Ab 1,79Aa 0,70Ab

Médias seguidas por letras diferentes indicam diferenga estatistica com p < 0,05 pelo teste de comparagdo de médias de

Tukey.
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ANEXO C

Tabela 4. Combinagdes das doses de GABA a 0,5 mM com as diferentes concentragdes de Ach (0,5, 1,0 e 2,0 mM) sob pontecial
osmotico de OMPa, e -1,0MPa induzido por manitol (M1) comparados ao tratamento Controle o qual foi utilizado agua destilada.
Parametros avaliados: porcentagem de germinagéo (%G), indice de velocidade de germinagéo (IVG), porcentagem de protuséo de
raiz ao 5 dia (%GPRS5), porcentagem de germinagdo de raiz ao 8 dia (%GPRS8), numero de pléntulas normais fortes (NPFT),
numero de plantulas normais fracas (PNFR), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR), comprimento total
(CT), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa seca total (MT), relagdo entre raiz e parte aérea

(R/PA).
CONTROLE (0MPa)

Tratamentos/Variaveis %G VG %GPRS8 PNFT PNFR CPA CR CT MSPA MSR MST RPA
AGO0,5 (mM)Var/Dose

Controle 72,5 5,22 60,5 82,5 25 11,25 11,71 8,72 20,44 0,01 0,012 0,023 1,32
G0,5A0,5 68,5 5,14 59 72 22,25 12 8,78* 16,13* 2491* 0,034* 0,015 0,050~ 0,49*
G0,5A1,0 47,50 * 3,20* 36,00 * 57,00 * 14,50* 10,25 7,82* 10,26 18,08 0,024* 0,012 0,036* 0,76
G0,5 A2,0 60,5 4,41 49,50 * 69,5 245 575 1047 16,32* 26,79* 0,029* 0,021* 0,051* 0,85
G0,5 A0,5M1 55* 3,95* 41* 63 18,25* 925 5,12* 4,57 9,69* 0,016 0,008 0,024* 0,59*
G0,5 A1,0M1 67* 4,56* 47* 75 22 1,5 507" 6,58 11,66* 0,016 0,01 0,026* 0,69*
G0,5 A2,0M1 50,5* 3,75 48* 62,5 15,75* 9,5 6,4 9,58 15,99* 0,026* 0,018* 0,044* 0,75*

Médias seguidas de letras distintas na vertical diferem do tratamento Controle (OMPa ) pelo teste de Dunnett; * Significativo a 5%

126



ANEXO D

Tabela 5. Combinagdes das doses de GABA a 0,5 mM com as diferentes concentragcées de Ach (0,5, 1,0 e 2,0 mM) sob pontecial
osmotico de OMPa,e -1,0MPa (M1) comparados ao tratamento Manitol a -1,0MPa. Parametros avaliados: porcentagem de
germinagédo (%G), indice de velocidade de germinagdo (IVG), porcentagem de protusédo de raiz ao 5 dia (%GPRS5), porcentagem
de germinagdo de raiz ao 8 dia (%GPRS8), numero de plantulas normais fortes (NPFT), numero de pléntulas normais fracas
(PNFR), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR), comprimento total (CT), massa seca da parte aérea
(MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa seca total (MT), relagéo entre raiz e parte aérea (R/IPA)

MANITOL (-1,0 MPa)

Tratamentos/Variaveis %G IVG %GPR5 %GPR8 PNFT PNFR CR CPA CT MSPA MSR MST RPA
AGO0,5 (mM)Var/Dose

M1 39,5 2,77 37,0 56,0 9 10,75 1,22 2,86 4,09 0,008 0,002 0,01 0,38
G0,5A0,5 68,5* 5,14* 59,0% 72,0 22,25* 12 8,78* 16,13* 2491* 0,034* 0,015 0,050* 0,49
G0,5A1,0 47,5 3,2 36,0 57,0 14,5 10,25 7,82 10,26*  18,08* 0,024* 0,012 0,036* 0,76
G0,5 A2,0 60,5* 4,41* 49,5 69,5 245 575 1047 16,32* 26,79* 0,029* 0,021* 0,051~ 0,85*
G0,5 A0,5M1 55* 3,95* 41,0 63,0 18,25* 9,25 5,12* 4,57 9,69* 0,016* 0,008*  0,024* 0,59
G0,5 A1,0M1 67* 4,56 47,0 75,0% 22* 11,5 5,07* 6,58 11,66 0,016* 0,01*  0,026* 0,69
G0,5 A2,0M1 50,5 3,75 48,0 62,5 15,75* 9,5 6,4* 9,58* 15,99* 0,026* 0,018* 0,044 0,75

Médias seguidas de letras distintas na vertical diferem do tratamento Controle (OMPa ) pelo teste de Dunnett; * Significativo a 5%
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ANEXO E

Tabela 6. Combinagdes das doses de GABA a 1,0 mM com as diferentes concentragées de Ach (0,5, 1,0 e 2,0 mM) sob pontecial
osmotico de OMPa,e -1,0MPa (M1) comparados ao tratamento Controle a OMPa. Pardmetros avaliados: porcentagem de
germinagéao (%G), indice de velocidade de germinagdo (IVG), porcentagem de protusdo de raiz ao 5 dia (%GPRS), porcentagem
de germinagdo de raiz ao 8 dia (%GPRS8), numero de plantulas normais fortes (NPFT), numero de plantulas normais fracas
(PNFR), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR), comprimento total (CT), massa seca da parte aérea
(MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa seca total (MT), relagcédo entre raiz e parte aérea (R/PA).

CONTROLE (0MPa)

Tratamentos/Variaveis %G IVG %GPR5dias %GPR8dias PNFT PNFR CPA CR CT MSPA MSR MST RPA
AGO0,5 (mM)Var/Dose

Controle 72,5 5,22 60,5 82,5 25 11,25 1,71 8,72 20,44 0,01 0,012 0,023 1,32
G1A0,5 54* 3,89* 47,5% 62,5* 19,75 7,25 13,561 9,15 22,67 0,015* 0,027* 0,043 0,58*
G1A1,0 67,5 5,04 60 74 21,5 12,25 13,13 9,27 22,4 0,014~ 0,035* 0,05 0,44*
G1 A2,0 68,5 4,85 58,5 73 18,5 15,75* 15,1* 866 23,76 0,021* 0,031* 0,52* 0,68*
G1A0,5M1 71,5 4,81 44* 77 26,5 9,25 5568 5,03 10,62* 0,009 0,016 0,025 0,67*
G1A1TM1 57* 4,27 45,5% 66,5* 17,5* 1 509 4,51 9,60* 0,01 0,020 0,03 0,52*
G1A2M1 58,5* 4,37 46,5* 64* 10,5* 18,75* 8,6 43 1291* 0,007* 0,016 0,023 0,53*

Tratamentos que diferem significativamente do tratamento Controle (OMPa ) indicado por (*) ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Dunnett.
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ANEXO F

Tabela 7. Combinagdes das doses de GABA a 1,0 mM com as diferentes concentragcées de Ach (0,5, 1,0 e 2,0 mM) sob pontecial
osmotico de OMPa,e -1,0MPa (M1) comparados ao tratamento Manitol a -1,0MPa. Parametros avaliados: porcentagem de
germinagao (%G), indice de velocidade de germinagédo (IVG), porcentagem de protusdo de raiz ao 5 dia (%GPRS), porcentagem
de germinagdo de raiz ao 8 dia (%GPR8), numero de plantulas normais fortes (NPFT), numero de plantulas normais fracas
(PNFR), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR), comprimento total (CT), massa seca da parte aérea
(MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa seca total (MT), relagéo entre raiz e parte aérea (R/IPA)

MANITOL (-1,0 MPa)

Tratamentos/Variaveis %G IVG %GPR5dias %GPR8dias PNFT PNFR CR CPA CT MSPA MSR MST RPA
AGO0,5 (mM)Var/Dose

M1 395 2,77 37 56 9 10,75 1,22 2,86 4,09 0,008 0,002 0,01 0,38
G1A0,5 54*  3,89* 47,5 62,5 19,75* 7,25 13,51* 9,15+ 22,67 0,015 0,027* 0,043 0,58
G1A1,0 67,5* 5,04* 60* 74* 21,5 12,25 13,13* 9,27* 22,4 0,014 0,035* 0,05 0,44
G1 A2,0 68,5* 4,85* 58,5* 73* 18,5 15,75* 15,1* 8,66 23,76 0,021* 0,031* 0,52* 0,68*
G1A0,5M1 71,5 4,81 44 77* 26,5 9,25 5,68* 5,03* 10,62* 0,009 0,016* 0,025 0,67*
G1ATM1 57 4,27* 455 66,5 17,5* 11 5,09* 4,51* 9,60* 0,01 0,020* 0,03 0,52
G1A2M1 58,5 4,37* 46,5 64 10,5 18,75* 8,6" 4,3*  1291* 0,007 0,016* 0,023 0,53

Tratamentos que diferem significativamente do tratamento Controle (OMPa ) indicado por (*) ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Dunnett.
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ANEXO G

Tabela 8. Combinacgdes das doses de GABA a 2,0 mM com as diferentes concentracdes de Ach (0,5, 1,0 e 2,0 mM) sob pontecial
osmoético de OMPa,e -1,0MPa (M1) comparados ao tratamento Controle a OMPa. Parédmetros avaliados: porcentagem de
germinagéao (%G), indice de velocidade de germinagédo (IVG), porcentagem de protusdo de raiz ao 5 dia (%GPRS), porcentagem
de germinagdo de raiz ao 8 dia (%GPRS8), numero de plantulas normais fortes (NPFT), niumero de pléntulas normais fracas
(PNFR), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR), comprimento total (CT), massa seca da parte aérea

(MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa seca total (MT), relagé&o entre raiz e parte aérea (R/PA).

CONTROLE (0MPa)

Tratamentos/Variaveis %G IVG %GPR5dias %GPR8dias PNFT PNFR CR CPA CT MSPA MSR MST RPA
AGO0,5 (mM)Var/Dose

Controle 725 522 60,5 82,5 25 11,25 8,72 11,71 2044 0,01 0,012 0,023 1,32
G2 A0,5 55,5 4,29 52,5% 65 18,25 9,75 14,33* 7,57 21,91 0,028* 0,023 0,045* 0,6*
G2A1,0 60,5* 4,66* 58 72,5* 21,5 8,75 12,52 8,88* 21,41 0,032* 0,016 0,048* 0,52*
G2 A2,0 62,5 4,93* 60 78,5 16,5* 14,75 10,13 8,09* 18,23 0,030* 0,015 0,046* 0,55*
G2A0,5M1 55* 4,14 50,5 63,5¢ 18,5* 8,75 9,13 4,3* 1343 0,016* 0,008 0,024 0,55*
G2A1M1 71" 57" 68,5 83,5 16,75* 18,75* 4,82 3,08 7,9* 0,013 0,008 0,021 0,66*
G2A2M1 75 5,79* 68,5* 86 23,75 13,75 7,03 421 1125 0,015 0,011 0,027 0,84*

Tratamentos que diferem significativamente do tratamento Controle (OMPa ) indicado por (*) ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Dunnett.
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ANEXO H

Tabela 9. Combinacdes das doses de GABA a 2,0 mM com as diferentes concentragcbdes de Ach (0,5, 1,0 e 2,0 mM) sob pontecial
osmotico de OMPa,e -1,0MPa (M1) comparados ao tratamento Manitol a -1,0MPa. Parametros avaliados: porcentagem de
germinagédo (%G), indice de velocidade de germinagdo (IVG), porcentagem de protusédo de raiz ao 5 dia (%GPRS), porcentagem
de germinagdo de raiz ao 8 dia (%GPRS8), numero de plantulas normais fortes (NPFT), numero de pléntulas normais fracas
(PNFR), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR), comprimento total (CT), massa seca da parte aérea
(MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa seca total (MT), relagcé&o entre raiz e parte aérea (R/PA).

MANITOL (-1, 0 MPa)

Tratamentos/Variaveis %G IVG %GPR5dias %GPR8dias PNFT PNFR CPA CR CT MSPA MSR MST RPA
AGO0,5 (mM)Var/Dose

M1 395 2,77 37 56 9 10,75 2,86 1,22 4,09 0,008 0,002 0,01 0,38
G2 A0,5 55,5* 4,29* 52,5* 65* 18,25* 9,75 14,33 7,57 2191* 0,028* 0,023* 0,045* 0,6
G2A1,0 60,5 4,66* 58,0* 72,5* 21,5 8,75 12,52 8,88* 2141* 0,032* 0,016* 0,048* 0,52
G2 A2,0 62,5¢ 4,93 60,0 78,5* 16,5 14,75* 10,13* 8,09* 18,23* 0,030* 0,015 0,046* 0,55
G2A0,5M1 55* 4,14 50,5 63,5¢ 18,5* 8,75 9,13* 4,3* 1343 0,016* 0,008 0,024* 0,55
G2A1M1 71*  57* 68,5* 83,5* 16,75* 18,75* 4,82 3,08 7,9* 0,013* 0,008 0,021* 0,66*
G2A2M1 75 5,79* 68,5* 86* 23,75 13,75 7,03* 4,21* 11,25* 0,015* 0,011* 0,027* 0,84*

Tratamentos que diferem significativamente do tratamento Controle (OMPa ) indicado por (*) ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Dunnett.
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