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RESUMO

Diferengas estratégicas entre mecanismos fisiolégicos C3 e C4 frente a

estresses abiodticos e aplicagao de acetilcolina

A soja e o milho estdo entre as principais culturas produzidas atualmente, devido ao
seu alto valor em proteinas e 6leos, com alta valorizagdo no mercado de comodities
agricolas. Porém, o aumento da ocorréncia das secas aliado as altas temperaturas
pode acarretar severas injurias em varios processos fisioldgicos destas culturas,
afetando seu potencial produtivo. Uma forma de mitigar os efeitos do estresse abidtico
€ a aplicagcdo em pequenas concentragdes de biorreguladores, entre eles a
acetilcolina (ACh). A ACh atua em diferentes processos fisioldgicos da planta e exerce
importante fungdo nas respostas de defesa aos estresses abioticos. Diante do
exposto, o objetivo do trabalho foi comparar os potenciais efeitos da aplicagéo
exdgena de ACh nas culturas de soja e milho cultivadas sob condigdes de déficit
hidrico e alta temperatura associados. As plantas foram cultivadas em casa de
vegetacdo e quando atingiram o estadio V3, parte delas foi levada para uma camara
de crescimento, onde, durante cinco dias foram expostas a 38/280C (dia/noite) e
irrigacdo com 30% da capacidade de campo. Finalizada a etapa de imposi¢cado de
estresse e avaliagdes fisiologicas (potencial hidrico e trocas gasosas) e bioquimicas,
elas foram reidratadas e voltadas para as condi¢gdes controle de temperatura. Apds
24 horas (6° dia), foram realizadas novamente medidas pontuais de trocas gasosas
(ETR, A, E, gs, Ci, EiC e EUA) e analises bioquimicas (atividade das enzimas SOD,
POD, APX e concentragdes de 02-, H202 e MDA), assim como parametros de
crescimento. Os experimentos foram conduzidos em delineamento experimental
inteiramente casualizado, com arranjo fatorial 2 x 2 (auséncia e presenga de estresse
e auséncia e presenga de ACh na concentragao de 2mM), totalizando 4 tratamentos
e 9 repetigcdes. A ACh foi eficiente na ativacdo das enzimas antioxidantes nas duas
culturas, porém a soja demonstrou aumento nos os parametros de A, gs, E, ETR e EC
em resposta a aplicagdo da ACh, enquanto no milho n&o foi possivel observar a
mesma resposta positiva no periodo de estresse. Posteriormente, no 6° dia, todos os
parametros fotossintéticos se apresentaram com valores recuperados na cultura da
soja enquanto que na cultura do milho o biorregulador n&o resultou nesta resposta.

Na avaliacdo morfoldgica, as plantas de milho apresentaram ganho na biomassa da



parte aérea e no numero de folhas em resposta a aplicagao de ACh, enquanto que na
soja apresentaram uma realocacao de fotoassimilados para a produgéo de biomassa
na raiz. Conclui-se que nesse estudo a soja respondeu melhor quando considerados
em conjunto os parametros bioquimicos, fotossintéticos e morfologicos frente ao

estresse abidtico e aplicacdo de ACh, comparada ao milho.

Palavras-chave: Biorregulador; trocas gasosas; estresse oxidativo celular; mitigagcao
de estresse.



ABSTRACT

Strategic differences between C3 and C4 physiological mechanisms subjected

to stress factors and application of acetylcholine

Soybean and corn are among the main crops currently produced due to their high
protein and oil value, with high value in the agricultural commodities market. However,
the increased occurrence of droughts combined with high temperatures can cause
severe damage to several physiological processes of these crops, affecting their
productive potential. One way to mitigate the effects of abiotic stress is to apply small
concentrations of bioregulators, including acetylcholine (ACh). ACh acts on different
physiological processes of the plant and plays an important role in defense responses
to abiotic stresses. In view of the above, the objective of this study was to compare the
potential effects of exogenous application of ACh on soybean and corn crops grown
under conditions of associated water deficit and high temperature. The plants were
grown in a greenhouse and when they reached the V3 stage, some of them were taken
to a growth chamber, where they were exposed for five days to 38/28°C (day/night)
and irrigation with 30% of field capacity. After the stress imposition stage and
physiological (water potential and gas exchange) and biochemical evaluations were
completed, the plants were rehydrated and returned to temperature control conditions.
After 24 hours (6th day), specific measurements of gas exchange (ETR, A, E, gs, Ci,
EiC and EUA) and biochemical analyses (activity of the enzymes SOD, POD, APX and
concentrations of 02-, H202 and MDA) were performed again, as well as growth
parameters. The experiments were conducted in a completely randomized
experimental design, with a 2 x 2 factorial arrangement (absence and presence of
stress and absence and presence of ACh at a concentration of 2 mM), totaling 4
treatments and 9 replicates. ACh was efficient in activating antioxidant enzymes in both
crops, but soybean showed an increase in the parameters of A, gs, E, ETR and EC in
response to ACh application, while in corn it was not possible to observe the same
positive response during the stress period. Subsequently, on the 6th day, all
photosynthetic parameters showed recovered values in the soybean crop, while in the
corn crop the bioregulator did not result in this response. In the morphological
evaluation, the corn plants showed an increase in shoot biomass and number of leaves

in response to the application of ACh, while in the soybean plants there was a



reallocation of photoassimilates for the production of biomass in the root. It is
concluded that in this study, soybean responded better when considering together the
biochemical, photosynthetic and morphological parameters against abiotic stress and

application of ACh, compared to corn.

Keywords: Bioregulator; gas exchange; oxidative stress; stress mitigation.
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1 INTRODUGAO

A utilizacdo de novas tecnologias na atividade agricola faz com que o Brasil
esteja entre os 5 maiores produtores de alimentos no mundo, sendo maior produtor e
exportador de soja e milho (Silva et al., 2024). Segundo a Companhia Nacional de
Abastecimento (2024), a producdo de graos nacional na safra de 2023/24 devera
atingir 298,4 milhdes de toneladas, fazendo que o agronegdcio corresponda a 27,4%
do PIB brasileiro.

A alta demanda social por alimentos e combustiveis possibilitou 0 aumento da
producao de soja e de milho, com uma alta adaptabilidade para o cultivo destes graos
em regides tropicais, subtropicais e temperadas. Somado a isso, a alta taxa de
proteinas, amido e 6leo presente nessas culturas faz com que sejam utilizadas
principalmente no setor alimenticio e na producdo de biocombustiveis (Camacho;
Caraballo, 1994).

O milho (Zea mays), € uma espécie de metabolismo fotossintético C4, dessa
forma, possui maior eficiéncia no uso da agua. No Brasil, a cultura do milho apresenta
alta produtividade e adaptacdo, apresentando varios cultivares resistentes aos
estresses abidticos. Este grao possui alta qualidade nutricional, tornando-se uma das
principais fontes de matéria prima para alimentagao tanto animal quanto humana, e
se constituindo no primeiro cereal mais produzido no mundo (Barros et al., 2014).

A soja [Glycine max (L.) Merr.] é a oleaginosa mais produzida no mundo, e
apresenta metabolismo fotossintético C3. Embora no passado a cultura tenha sido
introduzida no Brasil para ser usada apenas como forrageira, o avango nas
tecnologias fez com que sua produtividade aumentasse substancialmente fazendo
com que o pais se tornasse o principal produtor de soja no mundo (Tejo; Fernandes;
Buratto, 2019; Coelho, 2024).

O aumento constante da temperatura, aliado a longos periodos de estiagem
resulta em mudancgas climaticas severas, acarretando em ambientes com maiores
temperaturas e consequentemente mais secos afetando negativamente as plantas,
ameacando a producgao agricola. Esses estresses causam redugédo na condutancia
estomatica e consequentemente diminuicdo das trocas gasosas. Além disso, 0s
estresses abiodticos tém influéncias negativas nos fotossistemas (PSI e PSII), no
transporte de elétrons fotossintéticos e na biossintese de clorofilas, prejudicando a

atividade fotossintética da planta. Geralmente, a ocorréncia de estresses abibticos é
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caracterizada pela produgéo de espécies reativas de oxigénio (EROS), como peroxido
de hidrogénio (H202), superéxido (O2-), oxigénio singleto e ions hidroxila (OH-), os
quais em excesso provocam o estresse oxidativo celular (Sharma, et al., 2020). No
caso das culturas de soja e milho, embora tenham sido langados novos hibridos e
cultivares desenvolvidos para uma maior tolerancia aos estresses abidticos, ainda
assim ocorrem diminuigdes na sua produtividade (Shen et al., 2008).

Um bioregulador importante em plantas €& a Acetilcolina (ACh), um
neurotransmissor encontrado em seres humanos e animais (Braga; Pissolato; Souza,
2017). Nas plantas, a ACh atua em diferentes processos fisiologicos, entre eles o
alongamento de células, promovendo o crescimento das raizes (Qin et al., 2020), a
distribuicado de hormdnios, germinagao do podlen e a sensibilidade da raiz a mudangas
de gravidade, (Sagane et al., 2005; Braga et al., 2017; Su et al., 2020; Qin et al., 2020).
A ACh também atua como uma molécula intermediaria na ativagdo de genes,
proteinas e fatores de transcri¢cao relacionados com a sinalizagao de estresse abidtico
em plantas (Sarangle; Bamel; Purty, 2024).

O estudo da acao mitigadora de estresse via aplicacdo de biomoléculas, bem
como as respostas metabdlicas de plantas com diferentes mecanismos fotossintéticos
a estas substancias podem oferecer subsidios para a obtengdo de nova tecnologias
auxiliares na obtencdo de alta produtividade das culturas diante das condi¢cdes

adversas ambientais.
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2 OBJETIVO

O objetivo do estudo foi comparar os potenciais efeitos benéficos da aplicagao
de acetilcolina sobre parametros biométricos, fisioldgicos e bioquimicos em plantas

de soja e de milho sob condi¢des de déficit hidrico e alta temperatura associados.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Culturas

A soja [Glycine max (L.) Merrill] é originaria da China e é atualmente umas das
principais culturas comercializadas do mundo, tendo como principais produtores e
exportadores o EUA, Brasil e Argentina (Tejo et al., 2019). No segundo semestre de
2024 o Brasil podera ter uma producao de 166,9 milhdes de t/ha, uma alta de 12,7%
em relagao ao ano anterior (CONAB, 2024).

O seu baixo teor de oOleo e alto valor proteico fazem com que a soja seja uma
das principais oleaginosas produzidas no mundo, com farelo derivado do gréao sendo
principal fonte de matéria prima na fabricagdo de ragcdo de suinos, aves e bovinos
(Dall’agnol; Lazarotto; Hirakuri, 2010). O grdo de soja é usado nas agroindustrias
alimenticias e seu 6leo bruto se transforma em 6leo refinado e lecitina para ser usado
no desenvolvimento de biocombustivel e nos mais variados produtos (Embrapa soja,
2001).

A soja apresenta metabolismo fotossintético C3, caracterizado pela enzima, a
Ribulose 1,5 bifosfato carboxilase (RUBISCO) que tem a func&o de captar o didéxido
de carbono (CO2) intracelular e fixa-lo na molécula ribulose 1,5 bifosfato (Rubp),
gerando como produto uma molécula de 3 carbonos (acido 3 fosfoglicérico — 3PGA).
Com isso, passara em um ciclo semiaberto, o ciclo de Calvin- Benson, onde parte do
produto final formara amido e parte formara sacarose. Neste ciclo ocorrem reacdes
de reducéo que utilizam NADPH (fostato de dinucledtido de nicotina e adenina) e ATP
(adenosina trifosfato) produzidos na etapa fotoquimica do processo fotossintético
(Buckeridge, 2008; Benavides, 2003 Cui, 2021).

Embora a soja consiga se desenvolver numa escala de temperatura entre
20°C a 30°C, a temperatura 6tima para seu pleno desenvolvimento é de 30 °C com
um volume de agua de 450mm a 800mm ao longo do ciclo. Dependendo da cultivar e
da regiao, o fotoperiodo da soja pode alterar, mas em geral é considerada uma planta
de dias curtos que apresenta fotoperiodo critico de 13 a 14 horas (Neumiaer et al.,
2020).

O cultivo de milho (Zea mays) no Brasil, foi inicialmente explorado pelos indios
como fonte de alimento, mas foi pelos colonizadores que recebeu notoriedade, devido

a sua alta produtividade, adaptacgao e digestibilidade; além de ter uma alta qualidade
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nutricional. Por estas razdes, o milho tornou-se umas das principais fontes de matéria
prima para alimentagao tanto animal quanto humana (Barros; Calado, 2014).

Segundo a CONAB (2024), a primeira safra de 2024, é estimada em 1191
milhdes de t/ha do cereal tendo um aumento de 3,5% da produg¢ao em relagéo ao ano
passado. O milho de segunda safra teve um aumento em area semeada de pouco
mais de 16 mil hectares, com acréscimo de 7% em relacdo ao ano passado.

O milho apresenta metabolismo fotossintético do tipo C4, com modificagdes
anatébmicas, morfoldgicas e bioquimicas que tornam essa espécie mais resistente a
altas temperatura e déficit hidrico. Isto € possivel pelo desenvolvimento de uma etapa
complementar na fixagdo do CO2 que ocorre na bainha vascular, que é uma camada
adicional de células que envolve o feixe vascular. Nas células do mesofilo ocorre a
captacdo do CO2 com envolvimento da enzima fosfoenolpiruvato carboxilase
(PEPcase), formando acidos de 4 carbonos (malato ou aspartato), os quais serdo
descarboxilados nas células da bainha vascular. Com isso € gerada uma alta
concentracdo de COZ2 dentro das células, possibilitando que a RUBISCO atue em alta
concentracdo de substrato e evitando sua ligagcdo com o oxigénio e, portanto,
impedindo a ocorréncia da fotorrespiragdo (Buckeridge, 2008; Benavides, 2003; Cui,
2021).

Para um desenvolvimento satisfatério, o milho necessita de uma temperatura
entre 24°C a 30°C e com precipitagcdo em torno de 250 mm até 500 mm anuais,
embora que durante seu ciclo, esta planta consuma apenas em torno de 300 mm. O
milho é considerado uma planta de dias curtos, embora algumas cultivares tenham
pouca ou nenhuma sensibilidade as variagdes do fotoperiodo (Bergamachi et al.,
2014).

3.2 Estresse abiotico

O estresse pode ser definido como uma condigdo adversa para o crescimento
e desenvolvimento das plantas causas por fatores ambientais ou biolégicos ou ambos
(Ahmad; Raina; Khan, 2019), com o passar dos anos o acumulo de a¢des antrépicas
vem acarretando bruscas mudangas climaticas, com episédios cada vez mais
extremos de seca e calor, os quais ameagam a produg¢ao agricola (Kumar, 2020).

Segundo o Intergovernamental Panel on Climate Change (2021), a cada década
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estima-se um aumento de 0,2°C na temperatura global resultando em um aumento de
1,8 a 4°C até o final do século, acarretando periodos de estiagem prolongados.

Quando plantas sdo submetidas a periodos de altas temperaturas, sofrem
influéncia negativa no seu rendimento, havendo um desequilibrio no seu metabolismo.
Os danos primarios ocorrem no aparato fotossintético e nas mitocéndrias, afetando
consequentemente a fotossintese e a respiragao, devido a desestruturacao fisico-
quimica das biomembranas, uma vez que esses processos dependem da atividade
de transporte de elétrons e enzimas associada as membranas (Shen et al., 2008).
Porém a alta temperatura desencadeia outras reagdes prejudiciais a planta, como por
exemplo, a degradacdo de proteinas reguladoras dos fitohorménios, como acido
giberélico (GA), que por sua vez afeta a resposta a auxina, etileno e acido abscisico
que estado inteiramente interligados na sinalizacdo do crescimento da planta, no
alongamento do hipocaétilo, na queda de flores, hiponastia, peciolo alongados e inibe
o desenvolvimento de estruturas reprodutivas, como polen (Alvey; Harberd, 2005;
Yamada et al., 2009; Sakata et al., 2010; Sawicki et al., 2015; Zhang, 2017).

Quando se encontram em ambiente sob condigées de seca, as plantas tém
respostas negativas de efeito cascata que comegam em suas raizes, com perda de
turgescéncia, redugdo de seu potencial hidrico e diminuicdo na condutancia
estomatica. Consequentemente, a concentracédo de didxido de carbono interna
diminui, resultando em taxas de crescimento e produgdo de biomassa reduzidas.
Paralelamente, havera maior dissipagdo de energia luminosa e altos niveis de
fotorrespiragcado gerando espécies reativas de oxigénio (EROS), que causam danos a
macromoléculas, incluindo peroxidacgao lipidica e desestruturagao de proteinas (Das;
Roychoudhury, 2014; Pasala; Minhas; Wakchaure, 2017).

Para prevenir o dano oxidativo, as células produzem metabdlitos antioxidantes
(glutationa, ascorbato, tocoferol e compostos fendlicos) e aumentam a expressao e
atividade de enzimas desintoxicantes [superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
ascorbato peroxidase (APX)]. Além disso, o estresse por seca resulta em estresse
osmotico que é contrabalancado pela sintese e acumulo de osmoéticos compativeis
(agucares, aminoacidos, glicina betaina, poliaminas, alcoois de agucar) (Zhang, 2017).
Com o aumento da produgao de prolina e compostos de amdnio quartenarios que sao
osmolitos essenciais que ajudam a aliviar a inativagcdo de enzimas ou perdas da

integridade da membrana, além de manter o turgor celular prevenindo que os solutos
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essenciais vazem das organelas e células resultando em danos as fungdes da
membrana e desequilibrio metabdlicos (Valentovic et al., 2006; Akula et al., 2011).

Ja a associagao desses estresses (alta temperatura e déficit hidrico), causam
mudancas morfolégicas pois reduz o crescimento, diminui a fertilidade das sementes,
consequentemente diminui o rendimento de gréos, baixo teor de clorofila e danifica os
tecidos reprodutivos da planta; na parte fisiolégica a conduténcia estomatica e taxa
fotossintética diminui, eleva a temperatura foliar, diminui atividade da RUBISCO e
eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) e aumento da producao de
EROS (Suzuki et al., 2014), isto faz com que, promovam respostas metabdlicas e
moleculares diferentes nas plantas, sendo danosos as mesmas, levando a diminui¢cao
na producgao das culturas, tendo impacto negativo na alimentagdo mundial (Barnabas;
Jager; Fehér, 2008; Killi et al., 2017).

3.3 Biorreguladores em plantas

Uma das solugdes imediatas para atenuar os efeitos prejudiciais
causados por estresses abidticos em plantas no campo, € o uso de biomoléculas ou
biorreguladores, que sdo uma ferramenta tecnolégica que maximiza o rendimento e
qualidade da produtividade da cultura.

Biorreguladores sdo compostos organicos nao nutrientes, de ocorréncia
natural, produzidos na planta, que, em baixas concentragdes, promovem, inibem ou
modificam processos fisioldgicos do vegetal, tem papel fundamental nas atividades
metabdlicas da planta, alterando os principais processos fisico-quimicos e suas
estruturas, possibilitando uma melhora no rendimento vegetal quando se encontram
em ambientes hostis (Zulfiqar ef al., 2021).Quando usado de maneira adequada, tem
a capacidade de controlar o vigor vegetativo, estimular a floragéo, reduzir a queda de
frutos e atrasar o amadurecimento dos frutos (Pasala et al., 2016).

O seu mecanismo consiste em alterar a permeabilidade e o potencial da
membrana, estimulando processos regulatérios com a participacdo de mensageiros
secundarios ou enzimas metabdlicas (Ramakrishna; Roshchina, 2018).

Ao atuarem na transmissao de sinais intracelular e intercelular por meio de
impulsos elétricos, os biorreguladores possibilitam um melhor controle nos processos
fisiologicos, como a fotossintese, respiragdo e movimentos dos 6rgaos laterais (Akula;

Mukherjee, 2020). Ainda, os biorreguladores s&o envolvidos nos mais variados
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processos do tecido vegetal, incluindo a divisdo, alongamento e diferenciacao celular
(Bamel; Gupta, S.; Gupta, R., 2007), além de participar da condutancia estomatica e
sinalizagdo e comunicagdo entre raiz e broto (Wang, H.; Wang, X.; Lou, 1999;
Danelluzi, 2012).

Um exemplo de biorregulador (neurotransmissor em plantas) € a acetilcolina, a
qual tem sido recentemente relatada pela sua atuacdo em respostas de crescimento

e desenvolvimento das plantas (Akula; Mukherjee, 2020).

3.4 Acetilcolina

Descoberta no inicio do século XX por Ewins (1914), a acetilcolina foi
classificada como um biorregulador ndo neural. Porém, estudos posteriores,
evidenciaram que se tratava de um neurotransmissor que atua na transmissao de
informagao do sistema nervoso e muscular de animais (Hartmann; Gupta, 1989).

Conhecida como um neurotransmissor no sistema nervoso central e periférico
de vertebrados e insetos, foi detectada em formas de vida desprovidas de sistema
nervoso, uni e multicelulares, tais como bactérias, algas, protozoarios, esponjas,
fungos e plantas (Danelluzi, 2012). Estudos evidenciaram que a ACh e sua atividade
sintetizadora esta presente em células ndao neuronais de mamiferos, como linfocitos,
células epiteliais, gastrointestinais, respiratérios, urogenitais e do endoteliais
vasculares (Wessller et al., 1998; Wessler et al., 2001; Kirkpatrick et al., 2001;
Kawashima; Fujii, 2000, 2003, 2004).

Diante do exposto, e dada a similaridade das fungdes a nivel celular de diversos
organismos, a designacao “neurotransmissor’, poderia ser substituida por
“biomediador”, fomentando um conceito em que essas substancias participam de um
quadro evolutivo de diferentes processos celulares ndo s6 de organismos que possui
sistema nervoso, mas também de micro-organismos e plantas com sistemas néo-
sinapticos (Roshchina, 1991, 2001).

Composta por uma amina quaternaria e tendo a presenca de um éster acético
e colina [CH3COOCH2CH2N- (CH3)3] (Kurchii, 2009), a acetilcolina é gerada a partir
dos compostos Acetil-CoA mais colina se ligando a enzima colina acetiltransferase
passando por um processo de catalisagdo para gerar acetilcolina (ACh), quando
hidrolisada pela enzima acetilcolinesterase (AChE), tem como produto, os metabdlitos

colina e acetado (Danelluzi, 2012).
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Figura 1 — Biossintese da acetilcolina. A reagao enzimatica ocorre a partir da Acetil-
CoA com Colina, enzima Colina Acetiltransferase forma acetilcolina, € enzima

acetilcolinesterase hidrolisa a molécula (ACh) em acetato e colina

Acetil-CoA Colina

\_Y_/

Colina
Acetiltransferase
Acetilcalina
Acetilcolinesterase
(AChE)
Acetato Colina

Fonte: Adaptado de Danelluzi (2012)

Estudos recentes, sugerem o envolvimento de ACh em diversos processos
morfologicos e fisiologicos das plantas (Qi; 2023). Em aplicagdo exdgena, relatou-se
uma participagdo no processo de rizogénese de tomate e rabanete (Sugiyama;
Tezuka, 2011; Bamel; Gupta, S.; Gupta, R., 2007).

Diversos estudo vem demostrando a interagcdo que ocorre entre a ACh e
fihormbénios como as auxinas (Evans, 1972), giberelinas (Lawson et al., 1978;
Mukherjee, 1980; Verbeek; Vendrig, 1977) e etileno (Mukherjee, 1980). Além disso, a
ACh aumenta a expressao do gene LeEXPA2 que codifica expansinas em hipocdtilos
de tomate, pepino e soja (Arru; Fornaciari, 2009), promove o alongamento dos
coleoptilos (Evans, 1972), além de induzir o crescimento radicular (Bamel; Gupta, S.;
Gupta, R., 2007).

Na presenca de estresse osmotico, a ACh assegurou um ganho de
massa seca de raiz e parte aérea em plantulas de soja (Braga, 2017). Além da agao
positiva em plantulas de soja, também foi constatado que sob estresse hidrico, a agao
conjunta de ACh com Acido gama-aminobutirico (GABA), proporcionou uma melhor
eficiéncia de uso da agua, possibilitando um menor declinio na fotossintese e gerando

maior acumulo de biomassa (Braga-Reis et al., 2021).
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A atividade de acetilcolinesterase localizada em células-guardas dos estdmatos
em folhas de Vicia faba L. e Nicotiana glauca Graham, sugere um papel fisiolégico da
ACh no movimento estomatico (Madhavan et al., 1995). A ACh é encontrada também
na matriz da parede celular de sementes e nos nos presentes em coledptilos de milho,
gerando uma melhor resposta ao efeito de estresse térmico (Yamato et al., 2011). Sua
atuacdo no crescimento se da em razao da sua interacdo com hormdnios, como
auxina, giberelinas e etileno (Danelluzi, 2012).

Presente em todos as partes da planta a ACh confere uma maior resiliéncia aos
estresses abibticos, pois sua interagdo com outros hormdnios vegetais e metabdlitos
regula positivamente a expressdo génica, resultando em uma melhora no equilibrio
iGbnico e osmotico, no ajuste estomatico, na eficiéncia do PSII, no aparato fotossintético
e no crescimento da planta, além de diminuir a geracdo de EROS, peroxidacao lipidica

e clorose (Sarangle et al. 2024)



27

4 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi desenvolvido nas dependéncias do Centro de Estudos em
Ecofisiologia Vegetal do Oeste Paulista (CEVOP), na Universidade do Oeste Paulista
(UNOESTE), em Presidente Prudente — SP, Brasil. Os ensaios foram realizados com
plantas de milho (Zea mays L.) e soja [Glycine max (L.) Merrilll com as cultivares DKb
335 pro3 e 64161RS respectivamente, em experimentos separados. As plantas foram
cultivadas em vasos de 11 litros preenchidos com terra vegetal. Inicialmente as
plantas foram conduzidas em casa de vegetacdo (sem controle de temperatura /
telado). Quando as culturas atingiram o estagio V3, as planta.s foram transferidas para
camara de crescimento (Fitotron) com controle ambiental (Eletrolab, modelo EL 011),
para a imposi¢ao de alta temperatura e déficit hidrico associados.

No fitotron, o milho e a soja foram mantidos sob temperaturas de 28,50C
durante o dia e 20°C durante a noite, sendo irrigados na capacidade de vaso. Parte
das plantas foram transferidas para o fitotron, com um fotoperiodo de 12 horas sendo
realizada a imposig¢ao de estresse hidrico através da irrigacdo de 30% da capacidade
de vaso. A capacidade de vaso foi determinada por método gravimétrico, com
pesagem dos vasos todos os dias no periodo da manha, O estresse térmico foi
imposto via aumento de temperatura para 38/28°C (dia/noite).

No dia anterior ao inicio do estresse, as plantas receberam a aplicagao
de Acetilcolina (ACh) na concentragao de 2mM, via pulverizagao foliar, até o ponto de
gotejamento. Ja plantas controle foram pulverizadas com agua destilada.

Foi adotado o esquema fatorial duplo 2 x 2 (com e sem estresse
combinado de seca e calor e com e sem aplicagdo de ACh), totalizando 4 tratamentos.
Para cada tratamento foram utilizadas 9 repeticbes (plantas), com delineamento
experimental inteiramente casualizado (DIC).

A partir do primeiro dia apdés o inicio do estresse, foi realizado um
acompanhamento diario da condutancia estomatica (gs), com auxilio de analisador
portatil (LI-6400XT, LI-COR, Lincoln, NE, USA), até que as plantas sob estresse
apresentassem a gs com metade do valor em relagdo as plantas controle. Neste
momento, o potencial hidrico foliar (¥f) foi mensurado com uma camara de pressao

Scholander (modelo 1000, PMS Instruments, EUA) até a verificagcdo de que o0 mesmo
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atingisse o valor de -1,5 MPa. Aos 5 dias de imposigao de estresse foram atingidos
esses valores de gs e de potencial hidrico. Neste momento foram realizadas as
medidas pontuais de trocas gasosas e coletado material foliar com quatro repeticdes
biolégicas por tratamento para as analises bioquimicas.

Finalizada a etapa de imposicédo de estresse e avaliagdes fisiologicas (trocas
gasosas), as plantas foram reidratadas e voltadas para as condi¢gdes controle de
temperatura. Apds 24 horas (6° dia), foram realizadas novamente medidas pontuais

de trocas gasosas, assim como as analises bioquimicas.

4.1 Parametros de avaliagao

4.1.1 Medidas de trocas gasosas

As medic¢bes instantaneas das trocas gasosas foliares foram realizadas em seis
réplicas biolégicas por tratamento, usando um analisador de gases infravermelho (LI-
6400XT, LI-COR, Lincoln, NE, USA). Todas as medidas foram realizadas em folhas
sadias e totalmente expandidas, no horario entre 9:00horas - 11:00 horas, sob
irradiancia saturante de 800 ymol m— 2 s— 1 para cultura da soja e 1200 pmol m- 2
s— 1 para cultura do milho, concentracdo de CO2 no ar de 400 pymol mol- 1 e
temperatura de 28 -C para ambas as culturas. Nestas condigbes, foram medidos os
seguintes parametros: assimilagdo de CO2 (A), conduténcia estomatica (gs),
concentragcdo de CO2, intercelular (Ci), transpiracao (E), eficiéncia do uso da agua
(EUA = A/E), eficiéncia instantanea de carboxilizacdo (EiC = A/Ci) e taxa de transporte
de elétrons (ETR).

4.1.2 Potencial hidrico foliar

Para as analises deste parametro, foram utilizados 4 vasos de cada tratamento
no dia do pico do estresse (5° dia) e no dia de recuperagao (6° dia), sendo coletado
uma amostra, sendo escolhido o terceiro trifélio totalmente expandido de cada
tratamento.

O potencial hidrico foliar (Wh expresso em MPa) foi medido em camara de
pressao do tipo Scholander (modelo 1000, PMS Instruments, USA). A lamina da folha

foi inserida na camara e sujeita a pressdo crescente de um cilindro de CO2
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comprimido até ser visivel a seiva livre no peciolo fora da camara. As medidas foram
realizadas a 12:00 horas.

4.1.3 Analises bioquimicas

Ao fim das medidas pontuais de trocas gasosas no quinto dia de estresse e no
dia de recuperacao (6° dia), foram coletados o terceiro trifélio totalmente expandido
de 4 réplicas biolégicas de cada tratamento. As amostras foram imediatamente
mergulhadas em nitrogénio liquido em caixas de isopor, e logo em seguida foram
armazenadas em ultra freezer a -80°C para a realizacdo das analises bioquimicas

posteriores

4.1.3.1 Superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD considera a capacidade da enzima em inibir a fotorredugao
do NBT (Acul de nitrotetrazdlio cloreto). Sua atividade foi determinada pela adicéo de
50 pL de extrato bruto em uma solugdo contendo 13 mMol de metionina, 75 pMol de
NBT, 100 nMol de EDTA e 2 uMol de riboflavina em 3,0 mL de tampé&o fosfato de
potassio 50 mMol, pH 7.8.

A reacéo foi iniciada pela iluminagédo dos tubos, em uma camara composta por
lampadas fluorescentes (15W), a 25°C. Apds 5 minutos de incubacgao, o final da
catalise foi determinado pela interrupcédo da luz (Giannopolitis; Ries, 1977). O
composto azul formado pela fotorredu¢cao do NBT, determinado pelo incremento na
absorcao a 560 nm. Os tubos considerados brancos para a analise receberam os
mesmos reagentes, porém foram mantidos cobertos em papel aluminio. Uma unidade
de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para inibicdo de 50%
da fotorredu¢do do NBT. Para o calculo da atividade especifica da enzima,
considerou-se a porcentagem de inibicdo obtida, o volume da amostra e a

concentracao de proteina na amostra (ug/ulL).
4.1.3.2 Peroxidase (POD)
A atividade da enzima Peroxidase (POD) foi determinada a partir da diluigéo

(1:25) de 100 pL de extrato bruto e adicionados a 4,9 mL de solu¢do tampao fosfato
de potassio 25 mM, pH 6,8 contendo 20 mM de pyrogallol e 20 mM H202. Apds
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incubacao por 1 min a reacéo foi paralisada com 0,5 mL de H2SO4 e a leitura da
absorbancia feita a 420 nm. Para o calculo da atividade especifica (uKat pg-1 de
proteina) da enzima POD foi utilizado um coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM
cm-1 (Peixoto, 1999).

4.1.3.3 Ascorbato peroxidase (APX)

A atividade da APX foi determinada pela leitura em espectrofotobmetro a 290 nm.
Foi utilizado um tampao fosfato de potassio, 50 mMol, pH 7.0. Para o teste, em 1,700
ML do tampao foi adicionado 80 pL de ascorbato de sédio (0.8 mMol), 100 pL de
peréxido de hidrogénio (1 mMol) e 50 pL de extrato vegetal. Para o zero foi utilizado
todos os reagentes e o extrato foi substituido por agua. A variagao de absorcéo (AE)
foi calculada em um intervalo de 60s, utilizando um coeficiente de extingdo molar € =
2,8 mMol-1 cm-1 (Koshiba, 1993).

4.1.3.4 Superédxido (O2Y)

O radical superéxido foi determinado de acordo com Li et al. (2010). Foi
macerado 200 mg de amostra (tecido foliar), que foi homogeneizado com 1.800 L de
tampéao fosfato de potassio 65 mMol (pH 7.8) e centrifugado a 5000 rpm por 10
minutos. Ao sobrenadante foi adicionado 1.500 uL de tampao fosfato de potassio 65
mMol (pH 7.8) e 50 uL de hidroxilamina 10 mMol, juntamente a 50 pL do extrato
vegetal, a solugdo foi incubada em banho maria a 25°C por 20 minutos.
Posteriormente, foi adicionado a mistura 100 pL de sulfanilamida (17 mMol) e 100 pL
de a-naftilamina (7 mMol), novamente a solugao foi incubada em banho maria a 25°C
por 20 minutos. Apds o periodo de espera, foi realizada leitura em espectrofotdmetro
a 530 nm. Uma curva padréo com radical nitrito (NO2) foi utilizada para calcular a taxa

de geragao de O2-.

4.1.3.5 Perdxido de hidrogénio (H202)

Para analise de peréxido de hidrogénio (H202) foi utilizado 700 pL de tampéao
fosfato de potassio, 10 mMol, pH 7.0. Foi adicionado 1 mL de lodeto de potassio (1

mMol) e 300 uL de extrato vegetal. Para o zero, o extrato vegetal foi substituido por
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agua, os tubos foram incubados em banho-maria a 30°C por 10 minutos e a leitura foi

realizada em espectrofotometro a 390 nm (Velikova; Yordanov; Edreva; 2000).

4.1.3.6 Peroxidacéo lipidica (MDA)

A peroxidacao de lipideos foi realizada por quantificagdo da concentragcdo de
malondialdeido (MDA) reagente com &cido tiobarbiturico (TBA). Entdo 200mg de
material vegetal e 2ml de 0,1% de acido tricloroacético (TCA). A mistura foi
centrifugada a 12000 rpm por 20 minutos. Foi adicionado 500 ul de sobrenadante a
500 pl de TBA a 0,5% em TCA a 10%. Essa solucgao foi incubada em banho-maria a
90°C por 20 minutos, e a reacao foi interrompida através da refrigeragao em gelo por
10 minutos. A absorbancia do TBA gerado foi realizada por espectrofotometria a 535
nm, e efetuou a correcdo das medidas para turbidez inespecifica subtraindo a
absorbancia a 600 nm. A concentracdo de TBA foi calculada usando o coeficiente de
absorbancia 1,55x10-5 nmol-1 (Elstner; Heupel, 1976; Li et al., 2010).

4.1.4 Avaliagdes biométricas

Ao final de cada experimento, com o término de estresse e apds o tempo de
recuperacao das plantas foram avaliadas a altura (cm) e o numero de folhas. Apds a
secagem das plantas em estufa a 65°C até a obtencao do peso constante (g), foram

determinadas a massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz (MSR).
4.2 Analise estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a ANOVA e as médias foram comparadas

pelo teste de Tukey (P < 0,05), com o auxilio do programa estatistico SISVAR v. 5.1
(FERREIRA, 2010).
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5 RESULTADOS

5.1 Milho

Para as variaveis de altura (ALT), numero de folhas (NF), massa seca da parte
aérea (MSPA) e massa seca da raiz (MSR) houve efeito isolado para o fator
“estresse”. Porém, apenas para MSPA houve efeito significativo para a interagao entre

os fatores (estresse x ACh) (Tabela 1).

Tabela 1 — Resumo da analise de variéncia para altura (ALT), numero de folhas (NF),
massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz (MSR) em plantas de milho
submetidas a condi¢ao de estresse (déficit hidrico + alta temperatura) e aplicagao de
Acetilcolina (ACh).

Fonte de variacao ALT NF MSPA MSR
Biometria  Estresse = = = -

ACh Ns ns Ns Ns

Interagéo Ns ns N Ns

Fonte: O autor.
Legenda: ", n&o significativo; “ p < 0,05; ™,p < 0,01.

O efeito da condigao estressante pode ser observado pelas redugdes nas
variaveis de ALT, NF, MSPA e MSR. Porém, as plantas sob condi¢ao estressante e
tratadas com ACh obtiveram melhores resultados de MSPA em relagcao as plantas
sem ACh sob a mesma condi¢do. Para as demais variaveis, a aplicacao de ACh nao
interferiu significativamente, tanto em condigdo controle quanto sob condigao

estressante (Figura 2).
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Figura 2 — Numero de folhas (A), massa seca da parte aérea (B), massa seca da raiz
(C) e altura (D), em plantas de milho submetidas a condi¢cao de estresse (déficit hidrico
+ alta temperatura) e aplicagédo de Acetilcolina (ACh).
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Fonte: O autor.

Nota: Letras maiusculas diferentes representam diferencga significativa (p<0.05) entre as
doses de ACh na mesma condig¢do. Letras minusculas diferentes representam diferenca
significativa entre as condigbes dentro da mesma dose de ACh.

Aos 5 dias de imposicao de estresse, as variaveis de assimilagéo de COz (A),
condutancia estomatica (gs), concentragao interna de CO2 (Ci), transpiragdo (E),
eficiéncia do uso da agua (EUA), eficiéncia intrinseca da carboxilagéo (EiC), taxa de
transporte de elétrons (ETR) e potencial hidrico (Wh) apresentaram efeito significativo
apenas para o fator isolado “estresse” (Tabela 2).
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Tabela 2 — Resumo da andlise de variancia para dados de assimilagdo de CO> (A),
condutancia estomatica (gs), concentragao interna de CO: (Ci), transpiragao (E),
eficiéncia do uso da agua (EUA), eficiéncia instantanea da carboxilagédo (EiC), taxa de
transporte de elétrons (ETR) e potencial hidrico (Wh) em plantas de milho submetidas
a condicao de estresse (déficit hidrico + alta temperatura) e aplicagdo de Acetilcolina
(ACh), aos 5 dias de imposicao do estresse.

Fontedevariagio A gs CiE EC EUA ETR  *N
Estresse ** *% * * * *% ** o
ACh ns ns ns Ns ns ns Ns

Ns
Interagao ns ns * Ns ns ns Ns Ns

Fonte: O autor.
Legenda: ", n&o significativo; " p < 0,05; ” p < 0,01.

Aos 5 dias de imposicao de estresse, plantas apresentam menores valores de
potencial hidrico (Wh) quando comparado as plantas em condigdo controle, enquanto
que a aplicagcéo de ACh ndo interferiu significativamente nos resultados (Figura 3).

Figura 3 — Potencial hidrico WYh em plantas de milho submetidas a condigdo de
estresse (déficit hidrico + alta temperatura) e aplicagdo de Acetilcolina (ACh), aos 5
dias de imposigao do estresse.

Controle Estresse

-0,54

o Ag Aa

wh (MPa)

I O mMol Ab Ab
I 2 mMol

2,0

Fonte: O autor.

Nota: Letras maiusculas diferentes representam diferencga significativa (p<0.05) entre as doses
na mesma condi¢do. Letras minusculas diferentes representam diferenga significativa entre as
condigdes dentro da mesma dose de ACh.
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Em relagdo as trocas gasosas, as plantas expostas a condicdo de estresse
apresentaram valores mais baixos em relacédo as plantas em condicdo controle nas
variaveis de A, gs e E. A aplicagdo de ACh nao interferiu nos resultados. Ja para a
variavel Ci, as plantas estressadas e que receberam a aplicagao de ACh obtiveram os
resultados mais altos em relagdo as plantas sem dose sob a mesma condi¢éo (Figura
4).

Figura 4 — Assimilacdo de CO2 (A) (A), na condutancia estomatica (gs) (B),
concentragéo interna de CO2 (Ci) (C) e transpiracéo (E) (D) em plantas de milho
submetidas a condi¢ao de estresse (déficit hidrico + alta temperatura) e aplicagao de
Acetilcolina (ACh), aos 5 dias de imposic&o do estresse.
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Fonte: O autor.

Nota: Letras maiusculas diferentes representam diferenga significativa (p<0.05) entre as doses na
mesma condi¢do. Letras minusculas diferentes representam diferencga significativa entre as condigbes
dentro da mesma dose de ACh.
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As plantas estressadas apresentaram valores mais baixos de ETR, EUA e EiC
em relacdo as plantas controle, sendo que a aplicagcao de ACh néo interferiu nestes
resultados (Figura 5).

Figura 5 — Taxa de transporte de elétrons (ETR) (A), eficiéncia do uso da agua (EUA)
(B) e eficiéncia intrinseca da carboxilacdo (EiC) em plantas de milho submetidas a
condigao de estresse (déficit hidrico + alta temperatura) e aplicagcdo de Acetilcolina
(ACh), aos 5 dias de imposigcao do estresse.
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Fonte: O autor.

Nota: Letras mailsculas diferentes representam diferenga significativa (p<0.05) entre as doses na
mesma condigdo. Letras mindsculas diferentes representam diferenga significativa entre as condi¢des
dentro da mesma dose de ACh. Letras minusculas diferentes representam diferenga significativa entre
as condi¢des dentro da mesma dose de ACh.

Nas avaliagbes de trocas gasosas realizadas no apds o retorno das plantas
para a condicdo controle de hidratacdo e temperatura, houve efeito isolado apenas

para o fator “estresse”, para todos os parametros analisados (Tabela 3).
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Tabela 3 — Resumo da analise de variancia para dados de assimilagdo de CO2 (A),
condutancia estomatica (gs), concentracdo interna de CO. (Cl), transpiragcédo (E),
eficiéncia do uso da agua (EUA), uso da eficiéncia instantadnea de carboxilagéo (EiC),
taxa de transporte de elétrons (ETR) e potencial hidrico (Wh) em plantas de milho
submetidas a condi¢ao de estresse (déficit hidrico + alta temperatura) e aplicagao de
Acetilcolina (ACh), em medida realizada apds o retorno a condigdo normal
(recuperacgao).

Dias omMesde A o ci E EC EUA ETR Wh
variagao
Estresse *% *% *% *% *% *% o
ns
6° ACh ns ns ns Ns ns ns .
ns
Interacdo ns ns ns Ns ns ns

ns

Fonte: O autor.
Legenda: ", n&o significativo; *, p < 0,05; ~, p < 0,01.

Em relacdo ao potencial hidrico avaliado no dia de recuperacado, houve
interferéncia da aplicagdo de ACh apenas nas plantas em condi¢ao controle, onde as
plantas tratadas apresentaram valor de -0,4MPa e, portanto, melhor hidratacdo do que

as plantas sem ACh (Figura 6).

Figura 6 — Potencial hidrico (W¥h) em plantas de milho em plantas de milho submetidas
a condi¢ao de estresse (déficit hidrico + alta temperatura) e aplicagdo de Acetilcolina
(ACh), em medida realizada apés o retorno a condigdo normal (recuperacéo).
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Fonte: O autor.

Nota: Letras maiusculas diferentes representam diferenga significativa (p<0.05) entre as doses na
mesma condi¢do. Letras minusculas diferentes representam diferenga significativa entre as condigbes
dentro da mesma dose de ACh.
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Nas medidas efetuadas apés a recuperacido do estresse, verifica-se que as
plantas que estiveram em condigdo de estresse (déficit hidrico + alta temperatura)
apresentaram menores valores de gs, A e E em comparacéo as plantas controle.
Entretanto plantas em condigao controle apresentaram menores valores de Ci quando
comparadas as plantas em recuperacao do estresse. Para todas as variaveis nao
houve efeito significativo da aplicagdo de ACh, tanto nas plantas controle como nas

plantas sob estresse (Figura 7).

Figura 7 — Assimilacdo de CO- (A) (A), condutancia estomatica (g) (B), concentragao interna
de CO2(Ci) (C) e transpiracao (E) (D) em plantas de milho submetidas a condigdo de estresse
(déficit hidrico + alta temperatura) e aplicagdo de Acetilcolina (ACh), em medida realizada
apos o retorno a condi¢ao controle.
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Fonte: O autor.

Letras maiusculas diferentes representam diferenga significativa (p<0.05) entre as doses na mesma
condigdo. Letras minusculas diferentes representam diferenga significativa entre as condi¢des dentro
da mesma dose de ACh.

Nas medidas de recuperacao do estresse, os dados de ETR, EUA e EiC

mostraram que plantas em condi¢ao controle foram melhores que plantas
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recuperadas apos o estresse, porém, a aplicagao de ACh nao teve efeito

significativo nestes parametros (Figura 8).

Figura 8 —Taxa de transporte de elétrons (ETR) (A), eficiéncia instantdnea da
carboxilizacao (EiC) (B) e eficiéncia do uso da agua (EUA) (C) em plantas de milho
submetidas a condi¢ao de estresse (déficit hidrico + alta temperatura) e aplicagao de
Acetilcolina (ACh), em medida realizada apds o retorno a condigdo normal
(recuperacgao).
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Fonte: O autor.

Nota: Letras maiusculas diferentes representam diferenca significativa (p<0.05) entre as doses na
mesma condigdo. Letras minusculas diferentes representam diferenca significativa entre as condigbes
dentro da mesma dose de ACh.

Em relacdo as variaveis bioquimicas, verifica-se que a atividade das enzimas
POD, SOD e APX, assim como as concentragcdes O2-1 e MDA apresentaram efeito

significativo isolado para fator estresse, enquanto que, para fator “ACh”, s6 as
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variaveis de APX, MDA, O2-1-, e peroxido de hidrogénio (H202) obtiveram efeito
significativo. Houve efeito significativo para fator de interagao (estresse x ACh)

apenas para as enzimas SOD e APX (Tabela 4).

Tabela 4 — Resumo da analise de variancia para dados de ascorbato peroxidase
(APX), concentragdes de peroxido de hidrogénio (H202), teor de malondialdeido
(MDA), concentragéo de superoxido (O27), atividade das enzimas peroxidase (POD) e
atividade das enzimas de superoxido dismutase (SOD), em plantas de milho
submetidas a condi¢ao de estresse (déficit hidrico + alta temperatura) e aplicagao de
Acetilcolina (ACh), aos 5 dias de imposi¢ao do estresse.

Fontede  ,px H,0, MDA 0Oy POD SOD
_ o variagao
Bioquimica x
Estresse ** Ns o * o
ACh *% *% *% *% nS nS
Interacao * Ns ns Ns ns **

Fonte: O autor.
Legenda: ", ndo significativo; *, p < 0.05; ™, p < 0.01.

No 5° dia de imposicao de estresse, as plantas sob condi¢gdes controle e com
aplicacao de ACh apresentaram melhores resultados nas variaveis de POD, SOD,
APX e Oz, enquanto que as plantas sem ACh obtiveram melhores resultados em
MDA e H202. Ja nas plantas estressadas e tratadas com ACh houve redugdo na
atividade das enzimas SOD e POD e aumento na concentragido do radical O2".
Entretanto, mesmo com o aumento deste radical livre, as plantas tratadas com ACh
apresentaram menor concentracdo de MDA em relacéo as plantas sem aplicacao da
ACh (Figura 9).
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Figura 9 — Atividade das enzimas peroxidase (POD) (A), atividade das enzimas de
superoxido dismutase (SOD) (B), concentracao de peroxido de hidrogénio (H202) (C),
concentragdo de superoxido (O27) (D), ascorbato Peroxidase (APX) (E) e teor de
malondialdeido (MDA) (F) em plantas de milho submetidas a condicao de estresse
(déficit hidrico + alta temperatura) e aplicagdo de Acetilcolina (ACh), aos 5 dias de
imposicao do estresse.
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Fonte: O autor.

Nota: Letras maiusculas diferentes representam diferenga significativa (p<0.05) entre as doses na
mesma condi¢do. Letras minusculas diferentes representam diferenga significativa entre as condigbes
dentro da mesma dose de ACh. Letras minusculas diferentes representam diferenga significativa entre
as condicdes dentro da mesma dose de ACh.

Na recuperagao do estresse, verifica-se que as variaveis de POD e H202
obtiveram efeito significativo para todos os fatores estudados, tanto de forma isolada

como em interagao. Ja as demais variaveis apresentaram efeitos isolados dos fatores
estudados (Tabela 5).
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Tabela 5 — Resumo da analise de variancia para dados de ascorbato peroxidase
(APX), concentragcbes de peroxido de hidrogénio (H202), malondialdeido (MDA),
concentragdo de superoxido (O27), atividade das enzimas peroxidase (POD) e
atividade das enzimas de superoxido dismutase (SOD), em plantas de milho
submetidas a condi¢ao de estresse (déficit hidrico + alta temperatura) e aplicagao de
Acetilcolina (ACh), em medida realizada apdés o retorno a condigdo normal
(recuperacgao).

Fontede  \py 1,0, MDA 0 POD  SOD
. o variagao
Bioquimica
Estresse ** ** ns Ns ** **
ACh ns o ns o o ns
Interacao ** ** * Ns ** **

Fonte: O autor.
Legenda: ", ndo significativo; *, p < 0.05; ~, p < 0.01.

As plantas em condicdo controle que receberam a aplicagdo de ACh,
apresentaram aumentos nas variaveis de H202 e MDA. Porém, a atividade das
enzimas POD, SOD e APX foi menor em plantas tratadas com ACh. Contudo, sob
condicao estressante, a aplicagdo de ACh resultou em aumento da atividade da POD,
SOD, APX e das concentragdes de H202, O2-, enquanto que s6 no MDA os valores

foram iguais entre as plantas tratadas ou nao tratadas com ACh (Figura 10).
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Figura 10 — Atividade das enzimas peroxidase (POD) (A), atividade das enzimas de
superoxido dismutase (SOD) (B), concentracao de peroxido de hidrogénio (H202) (C),
concentragdo de superoxido (O27) (D), ascorbato peroxidase (APX) (E) e teor de
malondialdeido (MDA) (F) em plantas de milho submetidas a condicdo de estresse
(déficit hidrico + alta temperatura) e aplicacdo de Acetilcolina (ACh), em medida
realizada apods o retorno a condigdo normal (recuperagao).
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Fonte: O autor.

Nota: Letras maiusculas diferentes representam diferenga significativa (p<0.05) entre as doses na
mesma condi¢do. Letras minusculas diferentes representam diferenga significativa entre as condigbes
dentro da mesma dose de ACh.
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5.2 Soja

A adicao de residuos e rizobactérias ao solo resultou em diferentes respostas
dos atributos bioldgicos, demonstrando a influéncia dessas praticas no funcionamento
do ambiente edafico. A introdugéo da rizobactéria Bacillus subtilis promoveu aumentos
expressivos na atividade das enzimas desidrogenase e arilsulfatase, enquanto o uso
de carvao ativou enzimas como glicosidase e fosfatase, principalmente em solos
arenosos.

Notavelmente, a inoculagao isolada de B. subtilis foi responsavel pelo melhor
desempenho no rendimento do milho em dois locais distintos, evidenciando seu
potencial como bioestimulante. No entanto, as combinagdes de B. subtilis com biochar
ou carvao nao apresentaram diferengas significativas em comparacdo aos demais
tratamentos, sugerindo que os efeitos positivos podem depender de condi¢des
especificas.

Dessa forma, a utilizagao de B. subtilis surge como uma estratégia promissora
para aprimorar a qualidade bioldgica do solo e aumentar a produtividade agricola em
curto prazo. Contudo, é recomendavel a realizacdo de estudos adicionais para
compreender melhor os mecanismos envolvidos, sobretudo no que diz respeito ao
papel do carvao em diferentes tipos de solo e as interagbes entre os tratamentos e os
atributos do solo.

As variaveis de altura (ALT), numero de folhas (NF), massa seca da parte
aérea (MSPA) e massa seca da raiz (MSR) apresentaram efeito significativo para o
fator isolado “estresse”, enquanto que MSPA e MSR apresentaram efeito

significativo isolado para o fator “aplicacdo de ACh” (Tabela 6).

Tabela 6 — Resumo da analise de variéncia para altura (ALT), numero de folhas
(NF), massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz (MSR) em plantas
de soja submetidas a condigao de estresse (déficit hidrico + alta temperatura) e
aplicacao de Acetilcolina (ACh).

Fonte de ALT NF MSPA  MSR
variacédo
Biometria Estresse ** *% o .
ACh Ns ns *ok *
Interacéo Ns ns Ns ns

Fonte: O autor.
Legenda: ", ndo significativo; *, p < 0.05; ™, p < 0.01.
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No final do periodo de estresse, as plantas apresentaram reducdes na altura e
numero de folhas, quando comparadas as plantas controle, ndo havendo efeito da
aplicacao de ACh. Houve diminuicdo da massa seca da parte aérea (MSPA) em
resposta a aplicacao de ACh, tanto em plantas controle como em plantas sob estresse.
Ja a massa seca da raiz (MSR) foi maior nas plantas sob estresse e tratadas com ACh
(Figura 11).

Figura 11 — Altura (A), niumero de folhas (B), massa seca da raiz (C) e massa seca da parte
aérea (D), em plantas de soja submetidas a condicao de estresse (déficit hidrico + alta
temperatura) e aplicagéo de Acetilcolina (ACh).

Aa I 0 mMol

o] Aa I 2 m\Vol
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Ba

0,050

0,025

Massa seca da raiz (g)

Massa seca da parte aérea (Q)

L 0,000

**“Controle Estresse Controle Estresse

Fonte: O autor.

Nota: Letras maiusculas diferentes representam diferenga significativa (p<0.05) entre as doses na
mesma condi¢do. Letras minusculas diferentes representam diferenga significativa entre as condigbes
dentro da mesma dose de ACh.

Para todas as variaveis de trocas gasosas houve efeito significativo para fator
isolado “estresse”, enquanto que para o fator “ACh” houve efeito significativo para a
transpiragéo e potencial hidrico. Houve interagéo significativa dos fatores estudados

apenas para os parametros de assimilagao de CO2 (A) e transpiracéo (E) (Tabela 7).
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Tabela 7 — Resumo da analise de varidncia para dados de assimilagcao de CO- (A),
condutancia estomatica (gs), concentracao interna de CO: (Ci), transpiragao (E),
eficiéncia do uso da agua (EUA), eficiéncia instantanea de carboxilagao (EiC), taxa de
transporte de elétrons (ETR) e potencial hidrico (Wh) em plantas de soja submetidas
a condicao de estresse (déficit hidrico + alta temperatura) e aplicagdo de Acetilcolina
(ACh), aos 5 dias de imposicao do estresse.

Fontede gs Ci E EC EUA ETR wh

variagao

Regime *%* *%* *%* *% *% * * *%
Doses ns ns ns * ns ns Ns *

Interacao * ns ns b ns ns Ns ns

Fonte: O autor.
Legenda: ™, n&o significativo; *, p < 0,05; ~, p < 0,01.

Em relagdo ao potencial hidrico, as plantas em condigéo controle n&o obtiveram
interferéncia da aplicacdo de ACh, enquanto que as plantas sob condi¢ao estressante
e com aplicagao de ACh apresentaram resultado melhor de hidratacdo em relagao as

plantas nao tratadas (Figura 12).

Figura 12 — Potencial hidrico foliar (WYh) em plantas de soja submetidas a condigéo de
estresse (déficit hidrico + alta temperatura) e aplicagao de Acetilcolina (ACh), aos 5 dias de
imposicao do estresse.

Controle Estresse

Aa Aa

1 Il O mMol
I 2 mMol Bb

Fonte: O autor.

Nota: Letras mailsculas diferentes representam diferenga significativa (p<0.05) entre as doses na
mesma condigdo. Letras mindsculas diferentes representam diferenga significativa entre as condi¢des
dentro da mesma dose de ACh.
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No 5° dia de leitura na semana de imposi¢cdo ao estresse, as plantas em
condigao controle nao tiveram interferéncia da dose em todos os parametros, em
relagdo as plantas estressadas, mostrou que plantas que receberam a dose de ACh
foram superiores quando relacionadas a plantas que nao receberam a dose nos
parametros de A e E. Entretanto as plantas condigao controle se sobressai a plantas
em condicdo de estresse com ou sem aplicacdo da dose de ACh em todos os

parametros estudados (Figura 13).

Figura 13 — Assimilacdo de CO2 (A) (A), na condutancia estomatica (gs) (B),
concentragao interna de CO2 (Ci) (C) e transpiragdo (E) (D) em plantas de soja
submetidas a condi¢ao de estresse (déficit hidrico + alta temperatura) e aplicagao de
Acetilcolina (ACh), aos 5 dias de imposi¢ao do estresse.
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Fonte: O autor.

Legenda: Letras maiusculas diferentes representam diferenga significativa (p<0.05) entre as doses na
mesma condi¢do. Letras minusculas diferentes representam diferencga significativa entre as condigbes
dentro da mesma dose de ACh.
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No 5° dia de leitura na semana de imposicao de estresse, a dose nao interfere
significativamente tanto em plantas controle quanto em plantas sob estresse para
todos os parametros. Ja, plantas em condi¢cdo de estresse apresentaram resultados
inferiores quando relacionado a plantas em condi¢cao controle tanto para as que nao
receberam a dose quanto para que receberam a dose no parametro de EC, contudo,
enquanto que no parametro de ETR as plantas que ndo receberam dose em condigao
controle é melhor que plantas em condi¢cao de estresse, por outro lado s&do as plantas
que receberam a dose de ACh em condi¢ao controle se sobressai as plantas em

condicao de estresse no parametro de EUA (Figura 14).

Figura 14 — Taxa de transporte de elétrons (ETR) (A), eficiéncia do uso da agua
(EUA) (B) e na eficiéncia intrinseca da carboxilagdo (EiC) (C) em plantas de soja
submetidas a condi¢ao de estresse (déficit hidrico + alta temperatura) e aplicagao de
Acetilcolina (ACh), aos 5 dias de imposic&o do estresse.
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Fonte: O autor.

Letras maiusculas diferentes representam diferenga significativa (p<0.05) entre as doses na mesma
condicao. Letras minusculas diferentes representam diferenga significativa entre as condi¢des dentro
da mesma dose de ACh.
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Nas medidas da recuperacdo, o fator isolado “estresse” indicou efeito
significativo para os parametros de A, gs, E, EiC, ETR e wyh; ja para o fator isolado
ACh o parametro que obteve diferenca significativa foi apenas o EUA. Houve

interacao significativa entre os fatores estudas para A, EiC, EUA e ETR (Tabela 8).

Tabela 8 — Resumo da analise de variancia para dados de assimilagdo de CO2 (A),
condutancia estomatica (gs), concentracao interna de CO: (Ci), transpiracao (E),
eficiéncia do uso da agua (EUA), eficiéncia instantanea de carboxilagao (EiC), taxa de
transporte de elétrons (ETR) e potencial hidrico (Wh) em plantas de soja submetidas
a condicao de estresse (déficit hidrico + alta temperatura) e aplicagdo de Acetilcolina
(ACh), em medida realizada apods o retorno a condicdo normal (recuperacao).

Fonte de

variagao A gs Ci E EiC EUA ETR Wh

Estresse o o ns o o ns *x *
ACh ns ns ns ns ns * ns ns

Interagao ** ns ns ns ** ** o ns

Fonte: O autor.
Legenda: ", néo significativo; *, p < 0,05; ", p < 0,01.

Em relagdo ao potencial hidrico, observa-se que as plantas sob estresse
apresentaram valores mais negativos em comparagdo com as plantas controle. As
plantas em condig¢ao controle e sem aplicagao de ACh apresentaram uma melhora do
potencial hidrico em relagdo as plantas tratadas sob a mesma condi¢dao. Porém, em
condicdo estressante, a aplicacdo de ACh nao resultou em diferenga significativa
(Figura 15).
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Figura 15 — Potencial hidrico (Wh) em plantas de soja submetidas a condigdo de
estresse (déficit hidrico + alta temperatura) e aplicagao de Acetilcolina (ACh), em
medida realizada apds o retorno a condigdo normal (recuperacao).

Controle Estresse

Aa

a

0,9

‘th (MPa)

1,24
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1 I 2 mMol

-1,5

Fonte: O autor.

Letras maiusculas diferentes representam diferenga significativa (p<0.05) entre as doses na mesma
condicao. Letras minusculas diferentes representam diferenga significativa entre as condi¢des dentro
da mesma dose de ACh.

As plantas em condi¢éo controle e sem aplicacdo de ACh apresentaram maior
valor de A do que plantas com Ach, enquanto que para os demais parametros a
aplicacao de ACh nao interferiu significativamente nos resultados. Ja na condicao
estressante, as plantas com ACh apresentaram uma melhora em relagéo as plantas
nao tratadas nos parametros de A e gs, enquanto que nos outros parametros a
aplicacao de ACH néo interferiu significativamente nos resultados. A agéao deletéria
da condigao estressante faz com que a plantas em condig&o controle se sobressai em
relagcado as plantas e condigdo de estresse com ou sem dose respectivamente nos
parametros de A, gs e E, por outro lado a dose n&o interfere significativamente no

resultado no parametro de Ci (Figura 16).
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Figura 16 — Assimilagdo de CO2 (A) (A), na condutancia estomatica (gs) (B),
concentragao interna de CO2 (Ci) (C) e transpiragdo (E) (D) em plantas de soja
submetidas a condi¢ao de estresse (déficit hidrico + alta temperatura) e aplicagao de
Acetilcolina (ACh), em medida realizada apdés o retorno a condigdo normal
(recuperacgao).
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Fonte: O autor.

Nota: Letras maiusculas diferentes representam diferenga significativa (p<0.05) entre as doses na
mesma condi¢do. Letras minusculas diferentes representam diferenga significativa entre as condigbes
dentro da mesma dose de ACh.

Nas medidas da recuperacgao, as plantas que nao receberam a aplicagao de
ACh em condigao controle obtiveram melhores resultados de ETR e EiC quando
comparadas plantas tratadas. Na condicdo de estresse, as plantas que receberam a
aplicacao de ACh apresentaram melhores resultados de ETR, EiC e EUA quando
comparadas as plantas nao tratadas. Na auséncia de aplicacdo de ACh nao houve

diferenga entre plantas controle e sob estresse em relacéo a EUA (Figura 17).
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Figura 17 — Taxa de transporte de elétrons (ETR) (A), eficiéncia do uso da agua (EUA) (B) e
eficiéncia intrinseca da carboxilagcdo (EiC) em plantas de soja submetidas a condicdo de
estresse (déficit hidrico + alta temperatura) e aplicagdo de Acetilcolina (ACh), em medida
realizada apoés o retorno a condicdo normal (recuperagao).
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Fonte: O autor.

Nota: Letras maiusculas diferentes representam diferenga significativa (p<0.05) entre as doses na
mesma condi¢do. Letras minusculas diferentes representam diferenga significativa entre as condigbes
dentro da mesma dose de ACh.

No 5° dia de leitura da semana de imposi¢cao de estresse, houve interagao
significativa entre os fatores estudados para os parametros de POD, SOD Oz e APX,

enquanto que para os demais parametros houve efeito isolado (Tabela 9).
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Tabela 9 — Resumo da analise de variancia para dados de ascorbato peroxidase
(APX), concentragdes de peroxido de hidrogénio (H202), teor de malondialdeido
(MDA), concentragéo de superoxido (O27), atividade das enzimas peroxidase (POD) e
atividade das enzimas de superéxido dismutase (SOD), em plantas de soja
submetidas a condi¢ao de estresse (déficit hidrico + alta temperatura) e aplicagao de
Acetilcolina (ACh).

Fontede  \py H2O2 MDA o POD SOD

variagao

Estresse * ns Ns o o o=
ACh * ns NS ns *% *%

Interacdo * ns Ns * *k -

Fonte: O autor.
Legenda: ", ndo significativo; *, p < 0.05; ~, p < 0.01.

Comparando-se as plantas controle e estressadas independente da aplicacao
de ACh, verifica-se que sob condicdo de alta temperatura e deficiéncia hidrica as
plantas de soja apresentaram maiores concentragdes foliares de MDA e Oz e maior
atividade das enzimas SOD, POD e APX. (Figura 18). Ja na comparagéao entre plantas
controle e estressadas que receberam a aplicagao de ACh verifica-se que houve maior
valor de MDA nas plantas sob estresse e novamente reducdo da atividade das
enzimas POD, SOD e APX. Reportando-se ao fator “ACh “dentro de cada condigao
(controle X estresse), verifica-se que nas plantas sob condigdo controle a aplicagao
de ACh resultou em maior atividade das enzimas antioxidantes e maior concentracao
de Oz, porém com menor valor de MDA. Sob condi¢ao de estresse, a aplicagao de
ACh ocasionou reducao da atividade das enzimas e das concentracées de MDA e Og,

porém houve aumento do radical H20> (Figura 18).
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Figura 18 — Teor malondialdeido (MDA) (A), concentragbes de peroxido de
hidrogénio (H202) (B), concentragao de superéxido (O2-) (C), atividade das enzimas
peroxidase (POD) (D), atividade das enzimas de superoxido dismutase (SOD) (E) e
ascorbato peroxidase (APX) (F) em plantas de soja submetidas a condicdo de
estresse (déficit hidrico + alta temperatura) e aplicagao de Acetilcolina (ACh).
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Fonte: O autor.
Nota: Letras maiusculas diferentes representam diferenga significativa (p<0.05) entre as doses na

mesma condi¢do. Letras minusculas diferentes representam diferenga significativa entre as condigbes
dentro da mesma dose de ACh.

Na recuperagao do estresse, POD, SOD, APX, MDA e H20O, indicaram
diferenga significativa para ambos os fatores de forma isolada, enquanto que Oz
indicou para fator isolado “ACh” e para interagcao (regime x dose). Houve efeito de
interacao significativa entre os fatores somente para a SOD (Tabela 10).
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Tabela 10 — Resumo da analise de variancia para dados de ascorbato peroxidase
(APX), concentragdes de peroxido de hidrogénio (H202), teor de malondialdeido
(MDA), concentracdo de superoxido (O2-), atividade das enzimas peroxidase (POD)
e atividade das enzimas de superéxido dismutase (SOD), em plantas de soja
submetidas a condi¢ao de estresse (déficit hidrico + alta temperatura) e aplicagao de
Acetilcolina (ACh), em medida realizada apdés o retorno a condigdo normal
(recuperacgao).

Fontede  \py H202 MDA o POD SOD

variacao

Estresse ** ** e ns *x **
ACh *% *% * *% *% *%

Interagao ns ns Ns * Ns *

Fonte: O autor.
Legenda: ", néo significativo; *, p < 0.05; 7, p < 0.01.

Na medida de recuperacdo do estresse, a aplicacdo de ACh ndo tem
interferéncia significativa no MDA, tanto em plantas em condigdo controle como em
plantas sob estresse. A aplicacdo de ACh resultou em aumento da atividade das
enzimas POD, SOD e APX, tanto em plantas controle como em plantas estressadas.

Ja em relacao aos radicais livres, para as plantas controle, o tratamento com
ACh resultou em maior O2" e menor H202, enquanto que em plantas sob estresse o
tratamento com ACh resultou em menor O2™ e ndo modificou a concentragéo de H202
(Figura 19).
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Figura 19 — Teor de malondealdeido (MDA) (A), concentragdes de peroxido de
hidrogénio (H202) (B), concentragao de superoxido (O2-) (C), atividade da enzima
peroxidase (POD) (D), atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) (E) e
atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) (F) em plantas de soja submetidas
a condicao de estresse (déficit hidrico + alta temperatura) e aplicagdo de Acetilcolina
(ACh), em medida realizada apds o retorno a condigdo normal (recuperacao).
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Fonte: O autor.
Nota: Letras maiusculas diferentes representam diferenga significativa (p<0.05) entre as doses na

mesma condic¢do. Letras minusculas diferentes representam diferencga significativa entre as condigbes
dentro da mesma dose de ACh.
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6 DISCUSSAO

6.1 Biometria de plantas de soja e milho em resposta a combinacao de estresse

(alta temperatura e deficiéncia hidrica) e aplicagao de acelticolina

A alta temperatura e o déficit hidrico apresentam efeitos deletérios sobre as
culturas de soja e milho, sendo que a combinagéo desses estresses abidticos ocorre
em areas agricolas no mundo inteiro, afetando negativamente o crescimento,
desenvolvimento, rendimento e sustentabilidade das culturas. O déficit hidrico afeta
negativamente a expansao das folhas, o alongamento do caule, o crescimento
radicular e a absorgdo de agua e nutrientes; provocando diminuicdo do potencial
hidrico, fechamento estomatico, atraso na floragdo e diminuicdo do numero de
sementes. Ja a alta temperatura afeta a morfologia, fisiologia e desnaturagdo de
enzimas geral da planta e diminuigdo da produtividade das culturas (Khan et al., 2021).

Para minimizar os efeitos deletérios causados pelos estresses abioticos, a
planta apresenta diversos mecanismos de defesa, dentre eles os enzimaticos e nao
enzimaticos. Além dos antioxidantes enzimaticos, as plantas possuem também os
antioxidantes n&o enzimaticos, como por exemplo, a prolina, a glutationa, o acido
ascorbico, o tocoferol, os compostos fendlicos e as poliaminas (Akula et al., 2011).

Além dos horménios vegetais, as plantas produzem biorreguladores que atuam
na transmissdo de sinais intracelulares e extracelulares por meio de impulsos
elétricos, possibilitando um melhor controle nos processos fisiologicos, como a
fotossintese, respiragdo e movimentos dos 6rgaos laterais (Akula; Mukherjee, 2020).

Ainda, os biorreguladores sao envolvidos nos mais variados processos do
tecido vegetal, incluindo a divisdo, alongamento e diferenciacdo celular (Bamel;
Gupta, S.; Gupta, R. 2007), além de participar da condutadncia estomatica e
sinalizagao e comunicagao entre raiz e parte aérea (Wang, H.; Wang, X.; Lou, 1999;
Danelluzi, 2012). Um exemplo de biorregulador é a acetilcolina (ACh), a qual tem sido
recentemente relatada pela sua atuacdo em respostas de crescimento e
desenvolvimento das plantas (Akula; Mukherjee, 2020) e na indugdo de tolerancia
contra estresses abidticos (Sarangle et al., 2024).

Neste estudo, os resultados indicaram que na cultura do milho sob estresse a
ACh foi capaz de aumentar a massa seca da parte aérea e o numero de folhas

(Figuras 2). Esse ligeiro aumento da MSPA pode estar relacionado com a interagéo
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que a ACh tem com as proteinas expansinas localizadas na parede celular que tem
como fungao promover o afrouxamento da parede celular para que a mesma possa
expandir (Mcqueen-Mason; Rochange, 1999). Bamel, Gupta, S. e Gupta, R. (2007)
também estabelece que o biorregulador ACh apresenta interagdo com a auxina ou
com outros hormoénios.

Em relagdo as plantas de soja, a ACh reduziu a massa seca da parte aérea e
aumentou a massa seca da raiz (Figura 11), indicando que houve uma translocagao
preferencial de fotoassimilados para o sistema radicular em detrimento da parte aérea.
Resultado semelhante foi encontrado por Sugiyama e Tezuka (2011), onde o autor
afirma que a ACh interfere em alguns sistemas metabdlicos como a via glicolitica no
citoplasma e o sistema de transporte de elétrons nas mitocéndrias que regula a

translocagao de metabdlitos dos caules para as raizes.

6.2 Troca gasosa de plantas de soja e milho em resposta a combinagao de

estresse (alta temperatura e deficiéncia hidrica) e aplicagao de acetilcolina

Devido a sua natureza séssil, as plantas sofrem diversos efeitos prejudiciais ao
seu desenvolvimento em resposta aos estresses abidticos causados por alteracoes
climaticas (Lindner et al., 2010; Chaudhry et al., 2022).

Estudos relatam que o processo fotossintético € o principal alvo de danos pelos
efeitos nocivos causados pelos estresses abidticos, principalmente altas temperaturas
e déficit hidrico. Estes dois estresses juntos sdo responsaveis pela menor assimilagéo
de CO2 e formagao massiva de EROs, afetando o mecanismo molecular relacionado
ao crescimento, influenciando negativamente o transporte de elétrons e levando a
reducdo do crescimento e da produtividade das plantas (Anjum et al., 2017; Bita;
Gerats, 2013).

O déficit hidrico interfere nas fungdes regulatérias das plantas através de uma
cascata de efeitos, afetando o turgor e potencial hidrico (Nawaz et al., 2015). O efeito
negativo do déficit hidrico inicia-se nas raizes, as quais apresentam transporte de
nutrientes interrompido, sendo o primeiro 6rgao a sentir a falta da agua. Com isso
aumenta-se a concentragao de acido abscisico (ABA), que por sua vez serve como
sinalizador para as folhas para que ocorra o fechamento estomatico. O fechamento
parcial dos estdbmatos diminui a perda da agua através da transpiragcdo, porém,

também afeta a concentracéo interna de CO2, diminuindo a assimilagdo de CO2, com
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consequente aumento da producdo de EROs, induzindo ao desequilibrio redox e ao
estresse oxidativo celular. O excesso de EROS que nao € compensando pelo sistema
antioxidante acarreta na peroxidagao lipidica e ruptura das membranas, em especial
as membranas dos tilacoides onde estao localizados os fotossistemas | e Il (FSI e
FSIl). Como consequéncia, ocorre um vazamento dos elétrons durante as vias do
transporte de elétrons (ETR) e a degradagdo das clorofilas responsaveis pela
captacao de fétons para a producédo de ATP/NAPH. Além disso, as altas temperaturas
podem acarretar problemas no estagio reprodutivo devido a infertilidade do pdlen,
podem causar desnaturacdo das proteinas prejudicando a atividade enzimatica,
perturbacao da estabilidade proteica, desintegragdo das membranas e interrupgao do
metabolismo dos fotossistemas quanto a absor¢ao de luz e acumulo de energia no
centro de reagao; além de danos a proteina D1 do FSII, ocasionando a produgao
excessiva de EROS e resultando em estresse oxidativo na planta (He et al., 2017,
Chaudhry; Sidhu, 2022; Sharma et al., 2020).

Frente a essa adversidade do ambiente, a ACh é um importante biorregulador
que vem mostrando resultados satisfatérios em linhas de pesquisas com estresse
abidtico, pois esta molécula interfere no processo fotossintético das plantas. Por ser
um neurotransmissor, tem como funcionalidade controlar o fluxo de ions e de
hormonios que regulam a abertura de canais iGnicos das membranas plasmaticas de
células das raizes e folhas, controlando a homeostase ibnica da planta (Kostir; Klenha;
Jiracek, 1965; Wang, H.; Wang, X.; Zhang; Lou, 2000). Su et al. (2020) e Jia e Zhang
(2008) enfatizaram em seus trabalhos, que o biorregulador consegue regular a
condutancia estomatica, de forma a sinalizar o aumento da concentragao de acido
abscisico (ABA) nas folhas, que por sua vez provoca uma alteragdo no potencial
osmotico das células-guardas, alterando a concentragcédo de Ca2+ dentro das mesmas
e ligando-se as proteinas quinase Il dependente de Ca2+/calmodulina (CaM). Desta
forma, ocorre maior controle da abertura e fechamento estomatico. A ACh promove
ainda a sintese de precursores relacionados a clorofila, melhorando a funcionalidade
do PSII (Su et al., 2020; Yamamoto et al., 2011).

Diante do exposto, neste estudo, a aplicacédo de ACh foi capaz de mitigar os
efeitos do estresse combinado de seca e alta temperatura na cultura da soja,
induzindo aumentos nos valores de A, gs, E, ETR e EC (Figuras 12 e 13). Estes
resultados corroboram os resultados obtidos em estudos anteriores com utilizagao de
ACh (Qin et al., 2019; Su et al., 2020; Braga-Reis et al., 2021; Daneluzzi, 2012). No
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entanto, nas plantas de milho, a ACh nao apresentou o mesmo efeito positivo (Figuras
6 e 7), onde as redugdes de todos os parametros de trocas gasosas nao foram
atenuadas em relagao as plantas controle nao tratadas com ACh.

Posteriormente, na reidratacéo e volta das plantas para as condi¢des controle
de temperatura, todos os parametros fotossintéticos se apresentaram com valores
recuperados na cultura da soja (Figura 13); enquanto que na cultura do milho o

biorregulador nao resultou nesta resposta (Figura 7).

6.3 Metabolismo bioquimico de plantas de soja e milho em resposta a
combinagao de estresse (alta temperatura e deficiéncia hidrica) e aplicagao de

acetilcolina

Os efeitos deletérios dos estresses abiodticos nas diferentes culturas agricolas
geram uma perturbagdo no equilibrio metabdlico das células, resultando em uma
maior producao das espécies reativas de oxigénio (EROS) (Miller et al., 2008), as
quais sao extremamente reativas na presencga de proteinas, material nucleico (DNA)
e principalmente lipidios que se encontram nas membranas celulares (Curvélo, 2012).

A presenga de superoxido (O2-) é resultante da ligacdo da ribulose-1,5-
bifosfato carboxilase/oxigenase (RuBisCO) com a molécula de oxigénio, quando a
concentracao intracelular de CO2 na planta estd menor. Quando se encontram em
pequenas quantidades, os radicais superoxidos concedem beneficios enérgicos para
as plantas, além de atuarem como moléculas sinalizadores para ativacido de respostas
bioquimicas ao estresse. Porém, em grandes concentragbes geram danos em todos
os componentes celulares (Hasanuzzaman et al., 2012).

Como respostas ao estresse oxidativo, as plantas modificam seu metabolismo
para produzir metabdlitos no sentido de normalizar a concentragao redox celular e a
homeostase (Spolaor et al., 2022), os quais atuam em conjunto para controlar a via
de oxidagao, danos oxidativos as células vegetais e eliminacdo de EROS. De acordo
com Mittler et al. (2004), tal resposta de defesa pode se dar através de antioxidantes
enzimaticos e os antioxidantes ndo enzimaticos.

A acéo dos antioxidantes enzimaticos se inicia pela atividade da enzima SOD,
localizada no citosol e cloroplastos, cuja fungao é de catalisar o superdxido (0O2-) em
peréxido de hidrogénio (H202) (Mobin; Khan 2007; Singh et al., 2008); o qual por sua

vez sera catalizado em H20 e O2 pelas enzimas CAT e APX (Sanchez-Casas;
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Klesseg, 1994; Asada, 1994). Ja as peroxidases (POD) usam o perdxido de hidrogénio
como catalizador da oxidagdo de diversos compostos organicos e inorganicos
(Erechim, 2006). Aliado a isso, o teor de malondialdeido (MDA), serve como
sinalizador da deterioragdo da membrana celular pelas EROS (peroxidacao lipidica),
por ser um produto gerado a partir da reagcéo dos radicais OH- com acidos graxos poli-
insaturados que retiram um hidrogénio da membrana desencadeando a destrui¢cdo da
célula (Silva et al., 2021).

A ACh atua como um protetor em resposta aos estresses abiodticos e melhora
a adaptabilidade da planta aos mesmos, sendo um importante mitigador dos efeitos
nocivos das EROS nas células vegetais. A ACh atua na regulagdo de genes que
codificam as proteinas presentes no sistema osmotico e redox. Em mudas de tabaco
sob estresse salino, a aplicacdo exogena de ACh na raiz regulou positivamente os
genes codificadores das enzimas POD, SOD, APX e GST; conferindo uma maior
resisténcia para as plantas frente ao estresse (Quin et al., (2021). Shen et al. (2024),
relataram que o pré-tratamento de sementes de milho com ACh sob estresse salino
estimulou a eliminacdo de EROS pela ativagdo dos antioxidantes e regulacéo
hormonal, melhorando a germinagdo. Su et al. (2020) afirmaram que a ACh,
juntamente com a auxina, regula os genes das enzimas antioxidantes, sendo que a
maior parte da atividade antioxidante ocorre nas folhas em relacéo as raizes.

No entanto, no presente estudo, tanto nas plantas de soja como de milho, a
aplicacado exogena de ACh nao exerceu efeito sobre a atividade antioxidante durante
a imposicao do estresse hidrico e térmico associados, com diminuigdo da atividade
das enzimas POD, SOD e APX e consequentemente aumento nas concentragdes de
02- e H202 e maior concentragdo de MDA, indicando maior grau de peroxidagao
lipidica das membranas celulares (Figuras 8 e 17). Entretanto, quando ocorreu a
recuperacao do estresse, as plantas de soja tratadas com ACh apresentaram efeito
positivo na atividade antioxidante, elevando a atividade da POD, SOD e APX e
diminuindo a concentragao de O2- e H202 (Figuras 9 e 18). Desta forma, sugere-se
que esta biomolécula apresentou uma espécie de “atraso” em sua agcao sobre as
plantas, ou seja, no momento do pico de estresse a ACh n&o conseguiu gerar 0s
efeitos esperados de mitigagcdo. Porém, quando as plantas de soja se encontraram
em ambiente favoravel apds a recuperacédo, a ACh conseguiu reverter a situacao e

auxiliou na recuperagao via aumento da atividade antioxidante.
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7 CONCLUSOES

Levando-se em consideracdo o ambiente estabelecido pelo estudo e as
culturas utilizadas, pode-se afirmar que as plantas de soja apresentaram melhor
resposta a aplicacao de ACh, demonstrando que seu aparato fotossintético foi menos
danificado e com melhor resposta na ativacdo de defesa antioxidante, além de sua
realocagao de biomassa para as raizes. Por outro lado, nas plantas de milho, de
maneira geral, ndo houve melhora dos parametros fisiolégicos e bioquimicos em
resposta a aplicacdo de ACh, tanto durante o periodo de estresse como na
recuperacao das plantas.
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