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PRE-TRATAMENTO COM PEROXIDO DE HIDROGENIO EM SEMENTES DE
SOJA INDUZ TOLERANCIA AO ESTRESSE POR DEFICIT HIDRICO

RESUMO - Atualmente, devido as mudancas no regime de chuvas, a escassez
de agua em diversas regibes agricolas é cada vez mais frequente. Dessa
forma, o déficit hidrico se torna uma questao preocupante, especialmente no
cultivo da soja, uma das mais importantes espécies agronémicas.
Concomitantemente, pesquisas indicam o importante papel do perdxido de
hidrogénio (H202) como molécula sinalizadora, capaz de induzir respostas de
tolerdncia ao déficit hidrico. Assim, buscamos neste estudo, avaliar as
respostas de plantas de soja (Glycine max L.) submetidas ao déficit hidrico
apés pré-tratamento com concentraces de H202 em sementes. Para tal,
sementes de soja foram embebidas em concentracées de H202 (0, 10, 50, 100
e 200 mM) seguido de secagem e, posteriormente foram submetidas ao
estresse osmotico com polietileno glicol (PEG -0,2 MPa) e cloreto de sodio
(NaCl -0,2 MPa). Avaliou-se germinagéo, crescimento, acumulo de prolina, teor
de H202 e malondialdeido (MDA) na fase de plantulas. Para as avaliagbes em
planta, as sementes foram embebidas apenas com 10 mM de H202 ou agua e,
condicionadas ao déficit hidrico pela interrupcdo da irrigacdo 36 dias apos a
semeadura. Posteriormente, foi avaliado a umidade do solo, as relagdes
hidricas (teor relativo de agua e potencial hidrico foliar), crescimento, acumulo
de prolina, contetdo de pigmentos, teor de H202 e MDA. As avalia¢des foram
realizadas em 4 periodos de estresse (0, 4 e 8 dias de restricdo hidrica e, 4
dias de reidratacdo apos o estresse maximo de 8 dias). O pré-tratamento com
10 e 50 mM de H202 melhorou a germinacdo de sementes, crescimento e
acumulo de massa seca das plantulas sob estresse osmoético e salino. Em
plantas, com 36 dias, o tratamento com 10 mM de H202 promoveu melhorias
ao prolongar o tempo para diminuicdo do potencial hidrico em plantas sob
estresse além de induzir o crescimento de raizes em ambas as condi¢cdes
hidricas, porém nao evitou a diminuicdo do crescimento da parte aérea, a
reducdo dos pigmentos e aumento do estresse oxidativo. Dessa forma,
demonstramos os efeitos positivos do uso de H202 no pré-tratamento de
sementes de soja seguido de secagem para induzir tolerancia ao déficit hidrico
em plantulas. Todavia, em plantas, mais estudos sdo necessarios para
compreensao do efeito do H20x.

Palavras-chave: Memoria de estresse, germinacao, sinalizacao



SEED-PRIMING WITH HYDROGEN PEROXIDE IN SEEDS OF SOYBEAN
PROMOTES TOLERANCE TO DROUGHT STRESS

ABSTRACT - Currently, due to changes in the rainfall regime, water scarcity in
several agricultural regions is becoming more frequent. Thus, the water deficit
becomes a matter of concern, especially in the cultivation of soybean, one of
the most important agronomic species. Meanwhile, researches indicate the
important role of hydrogen peroxide (H202.) as a signaling molecule, able to
induce tolerance responses to water deficit. Thus, the purpose of this study was
evaluating the responses of soybean plants (Glycine max L.) submitted to water
stress after seed priming with H202. concentrations in seeds. Thus, soybean
seeds were placed to soak in H202solutions (0, 10, 50, 100 and 200 mM)
followed by drying and subsequent exposition to osmotic stress with
polyethylene glycol (PEG -0.2 MPa) and (NaCl -0.2 MPa). Germination, growth,
proline accumulation and oxidative stress were evaluated in the seedling stage.
For the plant evaluations, the seeds were only soaked with 10 mM H20:2. or
water and, conditioned to the water deficit by the interruption of irrigation 36
days after sowing. Subsequently, soil moisture, water relations (relative water
content and leaf water potential), growth, proline accumulation, pigment content
and oxidative stress were evaluated. The evaluations were carried out in 4
stress periods (0, 4 and 8 days of water restriction and 4 days of rehydration
after 8 days of maximum stress). Seed priming with 10 and 50 mM H20:.
improved germination of seeds, growth and dry mass accumulation of seedlings
under osmotic and saline stress. In plants with 36 days, treatment with 10 mM
H202 promoted improvements by prolonging the time to decrease the water
potential in plants under stress, induce root growth in both water conditions from
four days and reduce the content of proline and H20:2 in relation to the control,
although it did not avoid the decrease of the growth, reduction of the
photosynthetic pigments and increase of the oxidative stress. Thus, we
demonstrated the positive effects of H202 use on pre-treatment of soybean
seeds followed by drying to induce tolerance to water deficit in seedlings.
However, in plants, further studies are required to obtain conclusive answers.

Keywords: Stress memory, germination, signaling



1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) € uma oleaginosa de grande interesse
econdmico em muitos paises, cujos graos, ricos em proteinas e Oleo, séo
utilizados na alimentacdo humana e animal (Clemente e Cahoon, 2009;
Jumrani e Bhatia, 2018). Entretanto, as plantas estdo expostas a ambientes
adversos, marcados por grande multiplicidade de fatores estressores, como o
estresse por deéficit hidrico (Nakagawa et al., 2018), considerado o mais
importante e severo dos estresses abidticos em regides agricolas.

O déficit hidrico pode causar danos irreversiveis, desde a germinacao
da semente até estadios fenolégicos mais avancados do ciclo da soja. Quando
O estresse ocorre na germinacdo, o0 estabelecimento das plantulas é
prejudicado, se acontecer em outras fases do crescimento, havera reducéo na
atividade fotossintética, acarretando perdas na produtividade (Silva et al. 2018;
Bakhshandeh e Gholamhossieni, 2018). Adicionalmente, o estresse por déficit
hidrico promove um desajuste nos mecanismos de defesa da planta,
resultando na producéo descontrolada de espécies reativas de oxigénio (ERO),
causadoras do estresse oxidativo (Shao et al., 2008; Peng et al., 2016).

Para minimizar os danos causados pelo estresse hidrico em soja, as
principais alternativas tém sido realizar a semeadura em épocas seguras e/ou
utilizar sistemas de irrigacdo. Todavia, além do custo elevado, a técnica da
irrigacdo quando mal manejada, pode elevar os indices de salinidade do solo,
que também é prejudicial para a cultura (Pankova, 2016). Devido a esses
fatores, a busca por novas alternativas tem sido constante. Alguns estudos
tém destacado a importancia do pré-tratamento em sementes para inducao de
tolerancia aos mais diversos tipos de estresses, como por exemplo, salinidade
em arroz (Wang et al., 2010; Zhang et al., 2014), déficit hidrico em pepino (Paul
e Roychoudhury, 2017) e encharcamento em soja (Andrade et al., 2018). Nesta
técnica, a germinacdo € induzida na presenca de solucbes especificas que
posteriormente é interrompida, evitando assim a protrusédo da radicula (Varier
et al., 2010; Paparella et al., 2015; Wojtyla et al., 2016b). Esses pesquisadores
tém discutido que tal estratégia induz, durante a absorcdo de agua pela



semente, uma seérie de mecanismos bioquimicos capazes de melhorar o
crescimento de plantas sob condic&o de estresse.

Atualmente o uso de H202 para esse proposito (inducdo de tolerancia a
estresses), tem sido frequente, devido a sua importdncia nos processos
fisiolégicos e agdo como molécula sinalizadora de estresse (Niu e Liao, 2016;
Amooaghaie e Tabatabaie, 2017). De fato, o pré-tratamento em sementes com
H202 é capaz de induzir mecanismos de tolerancia que podem ser expressos
em plantas sob estresse, processo denominado de “memoria de estresse”
(Wojtyla et al., 2016a). Os principais mecanismos induzidos pelo H20:2
envolvem interagcdes com hormonios controladores da germinacdo e aumento
significativo de antioxidantes enzimaticos e ndo enziméticos, que
desempenham um papel defensivo contra estresses oxidativos (Kiliane et al.,
2014; Guler e Pehlivan, 2016; Talbi et al., 2015; Javed et al., 2018).

No entanto, nestes estudos a secagem posterior a embebicdo (pré-
tratamento) ndo é realizada, impossibilitando o uso desta técnica para espécies
agronémicas importantes como a soja que é semeada por maquinas. Neste
sentido, h& evidéncias de que mesmo apds serem secas (retornando ao estado
inicial de umidade), as sementes pré-tratadas também mantém maior tolerancia
ao estresse, descrita como “memoria de pré-tratamento” (Chen e Arora, 2013).

O principio desta técnica, denominada de “dry back” (Hegarty, 1978;
Lima e Meiado, 2018) é propiciar aumento no teor de umidade da semente
para que haja as devidas alteracdes fisiologicas, sendo secas novamente para
gue possa facilitar a semeadura convencional. No entanto, a associacdo desta
técnica ao pré-tratamento de sementes de soja com H202 ainda é pouco
conhecida, tornando necessario um aprofundamento nas pesquisas,
envolvendo também espécies de interesse comercial, como a cultura da soja.

Desta maneira, expectativas sdo geradas sobre o pré-tratamento de
sementes com H202 para assegurar satisfatéria germinacdo e inducdo de
tolerancia as plantas durante o estresse por déficit hidrico. Assim, objetivou-se
estudar as respostas fisiologicas e bioquimicas de plantulas e plantas de soja

submetidas ao estresse hidrico, ap6s pré-tratamento com H202.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Origem e importancia da soja

Evidéncias historicas e geograficas indicam que a soja cultivada (Glycine
max) € originaria da china (Guo et al., 2010). Pertencente a terceira maior
familia das angiospermas, apresenta a seguinte classificagdo taxonémica: reino
Plantae, divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem Fabales, familia
Fabaceae, género Glycine, espécie Glycine max e forma cultivada Glycine max
(L) Merril (Sediyama, 2009).

Atualmente € considerada a principal leguminosa de interesse
econdmico mundial, devido a sua grande participacdo na producdo de Oleos e
proteina destinados a alimentacdo humana e animal (Dubey et al., 2018). No
ranking de producdo mundial, o Brasil € o segundo maior produtor, seguido dos
EUA (Conab, 2017; Usda, 2017). Neste cenario, é esperado que o Brasil ocupe
a lideranca, pois possui disponibilidade de area para expanséo do cultivo de
soja.

No Brasil, o cultivo da soja ganhou importancia devido sua alta
capacidade produtiva e demanda na alimentacdo animal. Por ser considerada
uma planta de dias curtos, sua adaptacdo é dependente do fotoperiodo
(Camara et al., 1997), além da disponibilidade hidrica adequada. A demanda
de agua na soja é variavel, de acordo com cada cultivar, estadio fenologico e
condicBes climaticas, que, de maneira geral, encontra-se entre 450 a 800 mm
durante o ciclo todo (Farias, 2007).

Essas caracteristicas, fizeram com que o cultivo da soja fosse restrito a
determinadas regifes, as quais coincidiam com o clima de sua regidao de
origem. Todavia, tais caracteristicas foram melhoradas ao longo do tempo por
meio de selecdo e melhoramento genético, e novas cultivares de soja mais
adaptadas e tolerantes as diferentes latitudes e condi¢cdes climaticas foram
lancadas. Isso possibilitou o plantio de aproximadamente 34 milhdes de
hectares no ano de 2017, abrangendo latitudes de 30 ° S a 2 ° S (Abrahédo e
Costa, 2018).

No entanto, por ser altamente dependente das condi¢cdes climaticas, a
producdo desta cultura € afetada de forma negativa por fatores abiéticos, a



exemplo, o déficit hidrico, considerado um dos fatores mais importantes que
limita 0 desempenho e a produtividade das plantas em todo o mundo (Boyer,
1982; Ribas-Carbo et al., 2005).

O estresse por déficit hidrico tem sido cada vez mais frequente e pode
diminuir o rendimento médio das culturas em até 40% (Pathan et al., 2007;
Akpinar et al.,, 2013). Este cenario é ainda mais preocupante, caso seja
considerada a disponibilidade de alimentos para uma populacdo global,
estimada para 8,3 bilhdes de pessoas em 2030 (Dubey et al., 2018).

As previsdes apontam que instabilidades no regime hidrico incidam com
maior frequéncia nas regides produtoras de soja mundialmente (Wijewardana
et al., 2018) prejudicando o rendimento da cultura.

No Brasil, destaca-se como causa principal de reducdes na
produtividade da soja, 0 veranico, caracterizado por pequenos intervalos de

estiagem cada vez mais presente devido as mudancas no clima (Gava, 2018).

2.2. Estresse por déficit hidrico e espécies reativas de oxigénio

O crescimento das plantas € adversamente afetado por uma série de
fatores abidticos que causam estresse as plantas, tais como, seca, salinidade
do solo, baixa e alta temperatura, encharcamento, e toxicidade por metais
pesados (Mohammadi et al., 2012).

O déficit hidrico, ou seja, disponibilidade hidrica insuficiente para o
desenvolvimento e realizacdo dos processos metabdlicos vitais pelas plantas,
tem como causa principal os baixos indices de pluviosidade e a
indisponibilidade de outras fontes de agua (irrigacdo) que, consequentemente,
acarreta em déficit hidrico no solo e planta (Carmody et al., 2016; Nachimuthu
et al., 2017).

As primeiras fases do desenvolvimento da soja, germinacdo e
estabelecimento de plantulas, sdo momentos cruciais do desenvolvimento da
planta (Bakhshandeh e Gholamhossieni, 2018), por coincidéncia, esses sao 0s
periodos em que h& maior probabilidade de ocorrer estresse por déficit hidrico
na soja, pois a semeadura ocorre em periodos de instabilidades de chuva,
compreendido pelos meses de setembro a novembro nas regiées de producéo

de soja no Brasil (Pires et al., 2016).



Além disso, o estresse por déficit hidrico, duradouro ou temporario, pode
limitar o desenvolvimento das plantas cultivadas mais que qualquer outro fator
abidtico ambiental (Shéo et al., 2008), haja vista que a agua é o principal
componente dos processos fisiologicos da planta (Nachimuthu et al., 2017).
Consequentemente, sua limitagdo afeta negativamente a fotossintese, além de
comprometer o crescimento, fortemente impulsionado pelo gradiente de
potencial hidrico celular (Silva et al., 2018).

Em condi¢cdes anormais de suprimento hidrico, mudancas morfolégicas
importantes sdo observadas nas plantas de soja, por exemplo, reducdo da area
foliar que diminui a superficie transpirante, e aumento no crescimento de raizes
para explorar uma maior area de solo em busca de agua (Gongalves et al.,
2017; Jumrani e Bhatia, 2018).

Adicionalmente, outros processos importantes podem ser impactados de
forma negativa durante os periodos de deficiéncia hidrica. Neste sentido,
Ishibashi et al. (2011) verificaram que a interrupcéo da irrigacao por 4 e 8 dias
seguidos na soja, resultou em diminuicdo no teor relativo de agua foliar, taxa
fotossintética, transpiracdo e condutancia estoméatica, considerados processos
fundamentais do metabolismo primario, envolvidos no desenvolvimento da
planta (Leisner et al., 2017).

Assim, os efeitos negativos do déficit hidrico, independente da fase,
podem diminuir os indices de produtividade da soja. Estudo recente
demonstrou que em condicBes hidricas deficitarias, nas fases vegetativa e
reprodutiva, as reducdes na producdo de grados foram de 28 e 74%,
respectivamente (Jumrani e Bhatia et al., 2018).

Desse modo, para minimizar os danos ocasionados pela seca, uma das
técnicas utilizadas no cultivo da soja é a irrigacdo (Adeboye et al., 2015),
entretanto, por apresentar um elevado custo de implantagcdo e manutencao,
seu uso é restrito. De fato, estima-se que, nos principais paises produtores,
menos de 5% das areas ocupadas por soja seja irrigada (Sinclair, 2017). Outro
ponto a ser considerado é o manejo inadequado da irrigagdo que pode

acarretar em outro estresse, como salinidade dos solos (Deinlein et al., 2014).

Ambos, seca e salinidade, promovem estresse secundario semelhante

(oxidativo), causando alteracdes nos processos fisiolégicos e bioquimicos das



plantas como, diminuicdo do teor relativo de agua na folha, reducdo dos
pigmentos fotossintéticos e, aumento no teor de MDA (Chaves et al., 2009;
Kaushal et al 2016).

A deficiéncia hidrica, além de comprometer as atividades fisiologicas
normais da célula, pode induzir uma producdo excessiva de ERO em varios
compartimentos celulares, como nas mitocondrias, cloroplastos e
peroxissomas. As principais ERO produzidas nesses locais sao: anion
superoxido (O 27), radical hidroxila (OH), oxigénio singleto (*O2) e o perdxido
de hidrogénio (H202) (Fang e Xiong, 2015).

Em condi¢cdes normais, de 1 a 2% do Oz consumido pela planta é
convertido em ERO, entretanto, nestes patamares, a medida que sao geradas
ha a eliminacdo por um conjunto de enzimas do sistema antioxidante de
resposta, sendo assim incapazes de causar algum tipo de dano as células
(Foyer e Noctor, 2005).

Todavia, em situacdes de estresse ambiental como seca e salinidade, o
equilibrio entre a producéo e eliminacdo de ERO fica comprometido. Um dos
processos que mais contribui para esse desequilibrio, provocado por esses
estresses, é o fechamento estomético. Esse evento desencadeia uma cascata
de reacbes que facilita a producdo de pelo menos duas ERO, iniciada pelo
comprometimento da entrada de CO2 que favorece a possivel reacdo com as
clorofilas no estado triplet formando o 'Oz, além disso, a baixa concentragéo do
CO2 favorece o processo de fotorrespiracdo pela enzima Ribulose 1, 5-
bisfosfato (RuBP), contribuindo substancialmente (>70%) para produgédo de
H202 (Noctor et al., 2002; Das e Roychoudhury, 2014; Breusegem et al., 2018).

De maneira geral, as ERO produzidas podem afetar negativamente
muitos processos na planta, por exemplo, inibicdo da expressdo de genes e
inducao do estresse oxidativo (Schlicke et al., 2014).

Por outro lado, estudos recentes tém mostrado que as ERO néo séo
responsaveis somente por acdes deletérias as plantas (DAS; Roychoudhury,
2014), mas também agem como moléculas de sinalizagdo, que transmitem
respostas ambientais, prevenindo as plantas de diversos estresses (Sewelam

et al.,, 2016). Assim, algumas ERO podem ser benéficas e coordenar o



crescimento normal e a aclimatacdo aos estresses, a depender de sua

concentracao e natureza reativa (Carmody et al., 2016).

Dentre as ERO, o H20:2 tem sido amplamente estudado como molécula
de sinalizacdo por apresentar algumas caracteristicas importantes comparado
a outras ERO que o torna apto para sinalizacdo, por exemplo: trata-se de uma
molécula pequena e relativamente estavel, possui passagem facilitada pelas
membranas e € gerado rapidamente por muitos estimulos ambientais,
apresentando reatividade seletiva (Sewelam et al., 2016; Andrade et al., 2018).
Além disso, pode mediar a transducdo de sinal intracelular por meio da
oxidacdo de proteinas especificas (Paulsen e Carroll, 2010). Tal caracteristica
pode interferir em muitos processos fisioldgicos e bioquimicos capazes de
induzir aumento de tolerancia ou aclimatacdo aos estresses (Wojtyla et al.,

20164).

2.3. Peroxido de hidrogénio e sinalizacdo em plantas

O H202 pode ser gerado no metabolismo das plantas por via enziméatica
direta e, indireta por oxidases como NADPH oxidase que produz o anion
superoxido, dismutado a H20:2 pela superéxido dismutase. Outros processos
fisiologicos também contribuem para a formacdo do H20: celular, tais como: a
transferéncia de elétrons em cloroplastos e mitocondrias e na oxidacdo do
glicolato nos peroxissomas (Niu e Liao, 2016; Khan et al., 2018).

O fato de possuir passagem facilitada por canais especificos
(aquaporinas) da membrana plasmatica, (Rodrigues et al., 2017), e alcancar
relativamente longas distancias (8,4 cm min?) de onde é produzido até seu
alvo (Gilroy et al.,2014; Gilroy et al., 2016), faz do H20:2 sinalizador primario
(Sewelam et al., 2016), capaz de controlar respostas locais e sistémicas de
defesa (Choi et al., 2017; Si et al., 2018). Além disso, 0 H202 também pode
atuar como mensageiro secundario, a jusante de outras biomoléculas
(hormbnios) em resposta a diferentes estimulos ambientais (Woijtyla et al.,
2016a).

Em condi¢Bes normais, o H202 produzido em diferentes partes da planta,

medeia varios processos fisiolégicos durante todas as fases de



desenvolvimento das plantas como: carbonilacdo de proteinas especificas e
ativacdo de enzimas chave durante a germinacao de sementes (Barba-Espin et
al.,, 2011; Ishibashi et al., 2017), aceleracdo do crescimento de raizes
primarias e laterais (Hernandez-Barrera et al., 2015) e fechamento estomatico
(Ge et al., 2015).

Por outro lado, em condi¢cdes desfavoraveis provocadas por estresses
abidticos, diferentes estudos apontam o papel central do H202 nas vias de
sinalizacdo melhorando as respostas das plantas em condicdes de seca
(Ishibashi et al., 2011), salinidade (Bagheri et al., 2019), metais pesados
(Hasanuzzaman et al., 2017) e encharcamento (Andrade et al., 2018).

O limiar de resposta entre sinalizador e causador de danos, depende da
quantidade de H20:2 intracelular, que em baixas concentragbes atua como uma
molécula de sinalizacdo, e embora possa ser rapidamente removido por
enzimas antioxidantes, em concentracbes ao redor de 1-10 mM, os
mecanismos de eliminacdo sdo menos eficazes, permitindo que o H202 atue
como um sinalizador (Sies, 2017; Cerny et al., 2018).

Neste sentido, foi demonstrado por Ishibashi et al. (2011) que a
pulverizacao foliar de 1 mM de H20: elevou a taxa fotossintética, a condutancia
estomética, a sintese de oligossacarideos e a expressao de genes em resposta
ao estresse hidrico em soja. Terzi et al. (2014), também trabalhando com
aplicaces foliares de H202 (10 mM), observaram aumento no potencial hidrico
foliar, na concentracdo de hormdnio (ABA) e nos niveis de acguUcares soluveis,
prolina e poliaminas, enquanto a peroxidacdo lipidica e a condutancia
estomatica diminuiram durante 0 estresse osmoético imposto por
polietilenoglicol. Além disso, o H202 aplicado em milho na condicdo de
deficiéncia hidrica promoveu aumento no crescimento de raizes e atividade de
antioxidantes (Ahmad et al., 2013), protegendo as plantas do estresse.

Os efeitos toxicos do niquel na fotossintese e crescimento de plantas de
mostarda (Brassica juncea L.) foram inibidos pela aplicagédo de 50 uM de H202,
por meio do aumento da atividade das enzimas nitrato redutase e ATP-
sulfurilase e diminuicdo da peroxidacdo lipidica e vazamento de eletrolitos
(Khan et al., 2016). Aplicacdes com 50 uM de H20: sobre raizes de canola
(Brassica napus L.) por 24 horas, também induziu aumento significativo na

atividade de enzimas antioxidantes e outros compostos ndo enzimatico que



promoveram diminui¢do do estresse oxidativo provocado por cadmio (0,5 e 1,0
mM de CdClI2) durante 48 (Hasanuzzaman et al., 2017).

A aplicacdo do H202 também pode ser uma opcdo de manejo eficiente
para superar 0 estresse causado por alta salinidade. Nesse sentido,
recentemente foi demonstrado que o H202 (1mM) aplicado via foliar reduziu a
peroxidacao lipidica (conteudo de MDA) em plantas de pistache por meio do
aumento da atividade de enzimas antioxidantes (APX e CAT) e de substancias
protetoras como o acido ascorbico e carotenoides (Bagheri et al., 2019).

Considerando as respostas mediadas pelo H202 no metabolismo das
plantas em relacdo a modulacdo de expressdo génica, aumento da atividade
enzimatica e de compostos promotores de maior tolerancia em situacdes de
estresse, fica evidente o potencial do H202 como uma importante ferramenta,
capaz de auxiliar na protecéo das plantas aos estresses.

2.4. Aplicacéo exdgena de H202 em sementes

Na agricultura, a semente constitui a unidade béasica principal para
formacdo de uma nova planta. Entretanto, os estresses ambientais em
momentos inesperados tém afetado negativamente a germinacdo e o
crescimento das plantas na maioria das espécies anuais cultivadas de
interesse econémico (Bakhshandeh e Gholamhossieni, 2018; Andrade et al.,
2018).

Todavia, durante e ap6s a embebicdo da semente, muitos processos
ativos sdo desencadeados (modificacdes genéticas e bioquimicas), inclusive os
gue protegem as plantas para estresses subsequentes, constituindo uma
‘memoria de estresse”, na qual pode ser expressa durante outras fases do
desenvolvimento da planta (Chen e Arora, 2013; Kubala et al., 2015; Wojtyla et
al., 2016b).

De maneira interessante, as ERO também podem ter funcdo reguladora
na expressao génica durante a germinacao e, essa interacao faz parte de uma
rede de sinalizacao integrada, envolvida em muitos aspectos da fisiologia das
sementes (Bailly, 2008).

Neste sentido, alguns estudos tem comprovado a funcdo importante das

ERO durante a germinacgéo, especialmente o H202, descrito como um
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sinalizador para germinacdo, que atua a jusante ou a montante de outras
biomoléculas (ABA e GA), exercendo também forte controle na oxidacao
seletiva de proteinas e MRNA, reguladores chave para uma adequada
germinacao (Woijtyla et al., 2016a).

Além disso, o H202 gerado durante a germinagdo pela atividade
respiratoria mitocondrial (B-oxidacdo) e por acdo de enzimas como NADPH
oxidases, peroxidases extracelulares e oxalatos oxidases, auxilia na
mobilizacdo de reservas para o rapido crescimento do eixo embrionéario (Verma
et al., 2015; Wojtyla et al., 2016). Esses eventos mediados pelo H20:2
certamente contribuem para aumento do vigor das sementes, caracteristica
agrondmica desejavel que determina maior uniformidade e rapida emergéncia
sob condicbes adversas no campo (Ashraf e Foolad, 2005).

Deste modo, considerando que a germinagdo e 0 crescimento de
plantulas sdo fases importantes para o estabelecimento de plantas e, ainda,
que o déficit hidrico tem afetado a soja cada vez mais de forma negativa
(Mohammadi et al., 2012; Jumrani e Bhatia, 2018), melhorar esses processos
(germinacdo e emergéncia) sob condi¢cbes de estresse trara beneficios a
producao agricola (Bakhshandeh e Gholamhossieni, 2018).

O pré-tratamento de sementes tem sido usado extensivamente com
objetivo de melhorar a germinagéo e proteger as plantulas subsequentemente
do estresse bidtico e abidtico. Os principais métodos de pré-tratamento sao por
imersdo em substancias aquosas, diferentes potenciais osméticos, baixa e alta
temperatura, envolvimento em matriz solida e inoculagcéo de agentes bioldgicos
(Ashraf e Foolad, 2005). Dentre estas, a exposicdo prévia das sementes por
embebicdo controlada (imersdo) em solugbes especificas, possibilita a
ocorréncia de reacfes metabodlicas pré-germinativas (Sneideris et al., 2015)
capazes de aumentar tolerancia em plantas aos estresses.

Além disso, conduzir a embebicéo até a fase dois da germinacéo (antes
da protrusdo da radicula) é fundamental para alcancar melhores resultados,
haja vista as mudancas fisiologicas e bioquimicas que nela ocorre (Kubala et
al., 2015), podendo ser realizada a secagem posterior a embebigcdo sem que

haja prejuizos a germinacédo das sementes (Chen e Arora, 2013).
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De maneira interessante, a embebicdo de sementes com H202 tem
revelado possiveis e importantes eventos mediados pelo H202 que podem

melhorar as respostas das plantas aos estresses (Figura 1).

parcial com Aumento na sintese de proteinas Plantas mais tolerantes ao estresse
H;0,

\ —7
- o \ \/ /
Embebigao Modificagdo na expresséo génica Rapido crescimento e desenvolvimento > ‘\l;

Mudanga na atividade enzimatica Melhorias na progresséo da germinagao

Figura 1. A embebicao parcial da semente durante o pré-tratamento com H20:2
controla processos celulares que promovem melhorias desde a
germinacao, resultando em plantas mais tolerantes aos estresses.
Adaptado de Wojtyla et al. (2016a).

Dessa maneira, o0 uso do H202 exdgeno, objetivando aumento de
tolerancia em plantas, ndo se restringe apenas as aplicacdes foliares (Barba-
Espin et al., 2010; Hossain et al., 2015), uma vez que tem sido amplamente
utilizado no pré-tratamento de sementes.

Estudos recentes demonstraram que o pré-tratamento de sementes feito
com H202, sem realizacdo de secagem, resultou em aumento da velocidade e
porcentagem de germinacéo de sementes de arroz pela embebi¢do em 10 mM
H202 (Chen et al., 2016), incremento na atividade da a-amilase em sementes
de coentro e cenoura apds a embebicdo em 25 e 50 mM de H202, resultando
em maiores taxas de germinagao e crescimento inicial de plantulas (Panngom
et al., 2018).

O pré-tratamento com 10 mM de H202 (Gondim et al., 2011) em plantas
de milho também tornou as plantas mais aclimatadas, diminuindo os efeitos
deletérios do estresse salino. De maneira semelhante, Andrade et al. (2018)
observaram que os efeitos do pré-tratamento por embebicdo das sementes de
soja em 70 mM de H202 proporcionou aumento da atividade enzimatica,
induzindo tolerancia as plantas em condi¢do de encharcamento.

Em tais estudos, reforca-se que houve variabilidade na concentracao
responsiva de H202 em funcdo da espécie, isso indica a existéncia de uma
faixa critica onde ocorre maior probabilidade de respostas nas plantas, a
depender da espécie e método de tratamento adotado (Wojtyla et al., 2016a).

Ademais, embora tem sido demonstrado que o H202, além de melhorar
0s processos de germinacao (Barba-Espin et al. 2012), p6de desencadear

tolerancia a diferentes estresses e espécies vegetais, tais como salinidade em
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alfafa (Amooaghaie e Tabatabaie, 2017), encharcamento em soja (Andrade et
al. 2018) e toxicidade por cadmio em canola (Hasanuzzaman et al. 2018),
nenhum desses autores realizou a secagem da semente até seu estado inicial
de umidade. Assim, até o presente momento, pouco é conhecido se os efeitos
benéficos do pré-tratamento de sementes de soja com H202 seguido de
secagem até a umidade de armazenamento, sdo mantidos durante e apds a
germinacao das sementes.

Nesta perspectiva, para que esta técnica seja bem-sucedida em culturas
de grande importancia econémica, a secagem da semente logo ap0s o pré-
tratamento faz-se necessaria, possibilitando a semeadura por maguinas
(Wojtyla et al., 2016b).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Cultivar de soja, pré-tratamento e condi¢cdes de crescimento

O experimento foi realizado com sementes de soja do cultivar 6410
IPRO, pré-tratadas pelo processo de embebi¢cdo controlada com solugbes de
H20:2 (Sigma Aldrich 30%) ou agua deionizada (controle relativo).

Por meio de testes preliminares (Figura 1 do Apéndice), foram realizados
ajustes metodoldgicos necessarios para determinacdo do tempo ideal de
embebicéo (determinacdo da fase Il da germinacao) e a concentracéo de H202,
a qual foi baseada em uma amplitude de concentracées que proporcionaram
resultados positivos em trabalhos de pré-tratamento de sementes, por meio de
levantamento bibliografico. Ambos os ensaios foram consolidados com base
no teste padrédo de germinacdo (Brasil, 2009). Como consequéncia, foi
determinado o tempo méaximo de embebi¢cdo (9 horas) por nado ter afetado
negativamente a taxa de germinacdo das sementes, bem como as
concentragbes de H202, pois nenhuma diferenga entre as concentracdes foi

observada no teste padréao de germinacao (Figuras 1a, b, c e d do Apéndice).

3.2. Avaliacfes de germinacéo e desempenho de plantulas sob estresse

Inicialmente, as sementes foram pré-tratadas por embebicdo, nas
seguintes concentragdes de H202: 10, 50, 100 e 200 mM, ou agua deionizada
(tratamento controle). A embebicéo foi realizada em caixas gerbox escuras com
dimensdes de 11x11cm, contendo 20 sementes por caixa, sobre duas folhas de
papel germiteste, adicionando 2,5 vezes a massa deste com solu¢ao de H20:2
ou agua, a temperatura de 25°C por um periodo de 9 horas. Em seguida, as
sementes foram retiradas e lavadas em agua deionizada. Apos isto, foi
realizado o procedimento de secagem; acondicionando as sementes sobre
papel toalha em bandejas de plastico e conduzidas para estufa de circulacéo
forcada a 25°C, até que retornassem a umidade padrédo de armazenamento,

(aproximadamente 12%).
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Para as analises de germinagdo e crescimento de plantulas, foram
utilizadas 200 sementes para cada tratamento, 50 por repeticédo, distribuidas
em rolos de papel germiteste umedecidos com 2,5 vezes a massa do papel ndo
hidratado com solugdes a -0,2 MPa de polietileno glicol (PEG 6000) ou cloreto
de sédio (NaCl), e acondicionadas em camara de germinacdo com fotoperiodo
de 16h a 25 + 2 °C (BRASIL, 2009). As solucdes estressoras foram preparadas
de acordo com a equacao de Van't Hoff, descrita por Braga et al. (1999). A
porcentagem de germinacgdo final foi avaliada no oitavo dia, sendo os
resultados expressos em percentagem de sementes germinadas.

Para avaliacdo do crescimento e acumulo de massa seca de plantulas,
100 sementes de cada tratamento, 20 por repeticdo, foram colocadas para
germinar em duas fileiras de 10 sementes cada, e transferidas para crescer nas
mesmas condi¢cdes descritas para o teste de germinacao. As avaliacbes foram
feitas 8 dias apds a semeadura.

O comprimento da raiz primaria e hipocotilo das plantulas foi medido
com paquimetro digital, e os valores foram expressos em cm por plantula. Para
obtencdo da massa seca, raizes e hipocétilos, o material vegetal foi separado e
acondicionados em sacos de papel e levados para secagem em estufa de
ventilacdo forcada a temperatura de 60 °C por 72 horas. A massa seca foi
determinada com auxilio de uma balanca analitica (Denver Instrument
Company AA-200) com preciséo de 0,0001 g, e expressa em mg por plantula.

O indice de velocidade de germinacéao (IVG) foi calculado pelo somatério
de sementes germinadas a cada dia, dividido pelo total de dias entre
semeadura e germinacao, seguindo férmula proposta por Maguire (1962). Para
calcular o potencial de germinacédo (PG) e, indice de vigor de plantulas (IVP),
seguiu metodologia descrita por Ruttanaruangboworn et al. (2017), em que:
PG =% (Gd / Td), GD é o numero de sementes germinadas no dia d, e Td é o

namero de dias apos o inicio do teste, e IVP = PG x peso seco de plantulas.

3.3. Pré-tratamento de sementes para a analise do desenvolvimento de
plantas sob estresse hidrico

O experimento realizado sob condicdo de estresse por PEG e NaCl na

germinacao e crescimento de plantulas possibilitou a escolha da concentracéo
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de 10 mM de H202 a ser utilizada para avaliar os efeitos em plantas sob
estresse por restricdo hidrica. Para tal, sementes da mesma cultivar de soja
foram pré-tratadas de acordo como item 3.2. Dessa forma, ap0s serem pré-
tratadas e secas, foram semeadas 3 sementes de cada tratamento por vaso,
com capacidade para 3,8 L, preenchido com 3,6 kg do substrato resultante da
mistura de Latossolo vermelho Amarelo Eutréfico, mais areia na proporcao de
3:1. A analise quimica desse substrato apresentou as seguintes
caracteristicas: pH ( CaClz) 4.7; M.O. =20 gdm~3 P =43 mg dm~3; S = 26 mg
dm~3; Ca = 20 mmolc dm~3; Mg = 13 mmolc dm~3; K = 2.3 mmolc dm~3; H + Al
= 32 SMP; S.B. = 35.0 mmolc dm~3; CTC = 66.0; V = 52%. Em seguida,
realizou-se adubacao de base aplicando o equivalente a 7 g por vaso do adubo
formulado N-P-K 4-20-20. Apds a germinacdo, foi efetuado desbaste de
plantulas, deixando duas por vaso para que pudessem ser cultivadas em casa
de vegetacéao.

As plantas oriundas de sementes pré-tratadas por embebicdo em 10 mM
de H202 ou agua se desenvolveram sem restricdo hidrica até 36 dias apos a
semeadura, estando no estadio de desenvolvimento V4 (quarto no, terceiro
trifélio expandido e a quarta folha trifoliolada aberta) (Fehr et al.,1971), quando
foi suspensa a irrigacdo de um grupo de plantas por até 8 dias. No outro, com
0S mesmos tratamentos, a irrigacdo foi mantida. Foram realizadas quatro
coletas para avaliagbes: uma no primeiro dia de imposi¢ao do estresse, outras
duas com 4 e 8 dias. Apds a coleta de 8 dias, as plantas que estavam sob
estresse foram reidratadas por 4 dias, e entdo uma quarta e ultima coleta foi
realizada (Figura 3). Em cada momento, realizaram-se avaliagbes nao
destrutivas (biométricas) e coleta de material vegetal para as analises

bioquimicas.
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Figura 3. Esquema simplificado da condicdo experimental. Pré-tratamento com
concentragfes de H202 ou agua por 9 horas (A), secagem das sementes
até umidade de armazenamento (B), estresse hidrico por interrupcéo da
irrigacéo (C), e avaliagcdes sequenciais (D) em plantas irrigadas (SH) e
sob restricdo hidrica (DH).

3.4. Umidade no solo, conteudo relativo de 4gua na folha e potencial
hidrico foliar

A umidade foi determinada através da coleta do solo com um furador
(diametro de 0,5 cm de diametro) até uma profundidade de 10 cm, sendo
retiradas duas amostras de solo por vaso. Apds a coleta, o solo foi pesado para
obtencdo da massa Umida e transferido para estufa de circulacdo de ar forcada
por 24 h a 105 °C, obtendo assim a massa seca. A partir da massa seca,
estimou-se a porcentagem de umidade do solo, por meio da expresséo
matematica: U% = [(Massa Umida do solo) - (massa seca do solo)] / (massa
Uumida do solo) x 100.

Para avaliar o teor relativo de agua na folha, foram coletados 15 discos
foliares (5 mm didmetro) de uma mesma folha, do pendltimo trifélio
completamente desenvolvido. Os discos foram pesados para obtencdo da
massa fresca (MF), e em seguida foram acondicionados em placas de petri
com agua deionizada por 6h, e novamente pesados, obtendo assim a massa
tdrgida (MT). Em seguida, foram transferidos para as mesmas placas e secos a
60 °C por 48 h. O teor relativo de agua na folha foi obtido pela expressao
matematica: TRA (%) = (MF-MS) / (MT-MS) x 100.

Medicbes do potencial hidrico foliar foram realizadas entre 4h e 6h da

manha, com auxilio de bomba de pressao do tipo Scholander (Scholander et
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al.1965). A folha escolhida em cada coleta foi o ultimo trifélio completamente

expandido de cada planta.

3.5. Andlises biométricas de crescimento

A partir do dia zero (inicio da imposicao do déficit hidrico), as anélises de
crescimento foram realizadas a cada quatro dias. A altura foi mensurada com
auxilio de uma régua graduada (mm) da regido do colo da planta ao apice da
haste principal, e o didametro do caule medido na regido do colo com auxilio de
um paquimetro digital graduado (mm).

A area foliar total foi obtida com a digitalizacdo das folhas e,
subsequente analise das imagens por meio do sistema de analise de imagem
Delta - T Devices LTD. Para determinacdo do comprimento das raizes, foi
utilizado o sistema de andlise de imagem Delta - T Devices LTD. Para tanto, o
sistema radicular permaneceu em solucdo de azul de metileno por,
aproximadamente, dois minutos, e as leituras de imagem foram feitas utilizando
digitalizador Hewlett Packard modelo 5C. A imagem de cada sistema radicular
foi analisada pelo software Delta-T Scan.

A massa de matéria seca das raizes e da parte aérea foi obtida apds
secagem do material vegetal em estufa de ventilacdo forcada (60 °C), até

atingir massa constante.

3.6. Quantificacéo de prolina

O teor de prolina foi determinado segundo metodologia proposta por
Bates et al. (1973). Inicialmente, 0,5 g de material vegetal (penultimo trifélio)
foram macerados em 10 mL de acido sulfosaliciico a 3% (p / V).
Posteriormente foi feita uma mistura reacional de 3 mL, sendo 1 mL do extrato
apos maceracdo, 1 mL de &cido ninidrina e 1 mL de acido acético glacial a
99,5% (v/v). A mistura foi agitada e, em seguida levada para um equipamento
com agua a 100°C durante 60 minutos. Transcorrido este tempo, as amostras
foram transferidas para o gelo afim de cessar a reacdo, e entdo, apds 10
minutos, foram retiradas e adicionados 2 mL de tolueno para separagao de

fases. O sobrenadante foi coletado e sua absorbancia lida a 520 nm, em
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espectrofotometro (Beckman Colter DU 640 - USA). As leituras foram plotadas
em uma planilha com curva padrao de prolina, e os resultados foram expressos

em umol prolina g ~* de massa fresca.

3.7. Teores de clorofilas e carotenoides

A partir do penultimo trifélio foram retirados 0,025 g de amostras, que
foram colocadas em tubos eppendorf acrescidos com 1,5 mL de acetona a
80%. Os tubos foram envolvidos com papel aluminio e acondicionados em
caixa envoltas com papel aluminio por 48 horas a temperatura de 8 °C. O
processo de extracao foi realizado em triplicatas. Apds este periodo, aliquotas
de 0,5 mL foram tomadas, e as leituras foram realizadas em espectrofotometro
nos comprimentos de onda de: Clorofila a em 663 nm (A662); Clorofila b em
647 nm (A645) e Carotenoides (caroteno [c]+ xantofilas [x]) em 470 nm (A470).
Para o célculo da concentracdo de clorofilas (Chl) e carotenoides (Car) foram
utilizadas férmulas descritas por Lichtenthaler (1987): Chl a+b = 7,05 A661,6 +
18,09 A644,8. O conteudo de clorofilas total (Chl a+b) e carotenoides foi

expresso em pg do pigmento por grama de massa fresca (ug/g).

3.8. Caracterizacado do estresse oxidativo

A peroxidacédo lipidica (MDA) foi realizada por meio do teste do TBA
(acido 2-tiobarbitdrico) com os produtos finais do processo da peroxidacdo de
lipidios e, as leituras feitas em espectrofotdmetro a 535 e 600 nm, obtendo
valores de MDA, os quais foram calculados conforme a equacédo descrita por
Heath e Packer (1968). A quantidade de MDA foi expressa em nmol g* de

massa de matéria fresca.

3.9. Peroxido de hidrogénio

O conteudo de H20:2 foi determinado através da reacdo com iodeto de
potassio (KI), segundo Alexieva et al. (2001). As leituras foram realizadas em
espectrofotometro a 390 nm. A quantidade de H20:2 foi expressa em umol/g de

massa fresca.
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3.10. Delineamento experimental

Para o teste preliminar de tempo de embebi¢cdo e concentracbes de
H202 na germinacgéo foi utilizado delineamento inteiramente casualizado (DIC),
sendo cinco tratamentos (0, 10, 50, 100 e 200 mM de H202), com quatro
repeticbes cada. Para os experimentos de germinacdo e crescimento de
plantulas, utilizou-se DIC, com cinco tratamentos, cada um com quatro
repeticdes, testados separadamente, em dois estresses (PEG e NaCl). Para o
crescimento de planta, foi utilizado delineamento de blocos casualizado (DBC),
em arranjo fatorial do tipo 2 x 2, com duas concentragfes de H202 (0 ou 10
mM) e duas condicfes de disponibilidade hidrica (bem irrigado e déficit hidrico),

com cinco repeti¢cdes cada tratamento.

3.11. Forma de anélise dos resultados

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e teste F, e
qguando significativos, a comparacdo de médias foi feita pelo teste de Student-
Newman-Keuls (SNK), a 5% de probabilidade, com auxilio do programa
estatistico AgroEstat (www.agroestat.com). Os graficos foram construidos por

meio do software Sigma Plot versao 10.0.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito do H202 na germinacao e no crescimento das plantulas

A germinacao das sementes de soja sob estresse osmotico induzido por
PEG e NacCl foi controlada pelo pré-tratamento de semente com H202 ou agua
(Figura 4a, b). Em PEG, ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos,
entretanto a germinacdo de sementes previamente tratadas com as menores
concentracbes de H202 (10 e 50 mM) apresentaram taxas de germinacéo
acima de 91%, enquanto os demais tratamentos (controle, 100 e 200 mM de
H202) mantiveram suas taxas de germinagdo abaixo de 80%. Sob estresse
induzido por NaCl, a porcentagem de germinacdo das sementes pré-tratadas
com 10 e 50 mM foi maior quando comparadas ao controle, 100 e 200 mM de
H202.

PEG

NacCl

100 b [ | PEG
a a @  NaCl

Germinacao (%)

Controle 10 50 100 200
[H202 mM]

Figura 4. Efeito do pré-tratamento com H202 na germinacéo (a, b) da soja sob
estresse hidrico promovido por PEG (- 0,2 MPa), e NaCl (- 0,2 MPa).
Barras representam a média * erro padrdo. Letras diferentes na mesma
condicdo de estresse indicam que houve diferengas significativas, pelo
teste SNK, a 5% (p<0,05).
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Na condicéo de estresse induzido por PEG, a velocidade e o potencial
de germinacdo das sementes pré-tratadas com 10 mM de H202 foram maiores
gue nos demais tratamentos (Tabela 1). Além disso, o vigor das plantulas pré-
tratadas com 10 mM de H20:2 foi maior comparado as demais condi¢des de
estudo (controle, 50, 100 e 200 mM de H202).

Em relacdo ao estresse induzido por NaCl, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos para IVG e PG (Tabela 1). Por outro lado,
observou-se que, quanto ao indice de vigor de plantulas a concentragcdo 10 mM
de H202 promoveu maior vigor comparado aos demais tratamentos (controle,
50, 100 e 200 mM de H202).

Tabela 1. Efeito do pré-tratamento de sementes nas caracteristicas da
germinacao, indice de velocidade de germinacao (IVG), potencial de
germinacdo (PG) e vigor de plantulas (IVP) de soja sob estresse
osmotico (-0,2MPa). Valores na coluna representam a meédia = erro
padrdo. Médias seguidas de letras diferentes na mesma condicdo de
estresse indicam que houve diferenca significativa, pelo teste de SNK, a
5% (p=<0,05).

Tratamento Ve PG VP
------ (PEG)
Controle 2,96+ 0,07 C 7,41+ 0,56 b 0,006+ 0,004 ¢
10 4,63+0,13 a 13,97 0,95 a 0,15 + 0,009 a
50 3,78+ 0,19 b 10,86 + 0,68 b 0,11+0,01 b
100 3,07+0,28 ¢C 9,01+ 1,36 b 0,08 + 0,009 ¢
200 3,17 +0,29 ¢ 9,06+ 1,13 b 0,08+ 0,01 ¢
------------------------------------ (NaCl)--—---m-m
Controle 3,98+ 0,20 a 11,35+1,49 a 0,10 + 0,01 ¢
10 4,39+0221 a 11,87 +1,16 a 0,16 + 0,01 a
50 4,46 + 0,24 a 13,50 + 0,97 a 0,12 +0,003 b
100 4,37 +0,54 a 13,89 + 1,60 a 0,12+ 0,01 b
200 4,02 +0,07 a 12,79 +0,27 a 0,08 + 0,001c

Quanto ao crescimento e ao acumulo de massa seca, as menores
concentracbes de H202 (10 e 50 mM) induziram respostas de tolerancia aos
estresses nas plantulas (Figura 5). Em PEG, as raizes das plantulas nos
tratamentos 10 e 50 mM de H202 foram maiores comparadas as demais
solucdes e ao controle (Figura 5a). Além disso, nas concentragdes 10 e 50 mM
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H202, houve incremento de massa seca de raizes em 75 e 60%,
respectivamente, comparado ao controle (Figura 5b). Todavia, com o aumento
das concentracdes do H202 (100 e 200 mM), houve reducdo no crescimento e,
consequentemente, diminuicdo do acumulo de massa seca de raizes e de

hipocotilos.

L] Raiz
51 &2 Hipocétilo 2.0

05

Comprimento (cm por plantula)
(%]

Massa seca (mg por plantula)
@

Controle 10 50 100 200 Controle 10 50 100 200
[H,0, mM]

Figura 5. Comprimento de raizes, hipocotilos (a) e massa seca (b) de plantulas
de soja submetidas a estresse hidrico por PEG (- 0,2MPa) e (c, d) por

NaCl (- 0,2 MPa). Barras representam a média + erro padrdo. Letras

diferentes na mesma condicdo de estresse indicam que houve diferenca

significativa, pelo teste de SNK, a 5% (p=<0,05).

Em estresse promovido por NaCl, o comprimento das raizes de plantulas
oriundas de sementes pré-tratadas com 10 mM de H202 foi maior comparado
as demais condic¢des (controle, 50, 100 e 200 mM) (Figura 5c¢). O acumulo de
massa seca das raizes e do hipocotilo foi maior nas plantulas pré-tratadas com
10 mM de H202 em relacdo aos demais tratamentos (Figura 5d). O pré-
tratamento de sementes com concentracées acima de 50 mM de H20: foi
prejudicial ao crescimento e ao acumulo de massa seca das plantulas.

O teor de prolina foi menor em plantulas pré-tratadas com H20:2
comparado ao controle, em ambos o0s estresses (Tabela 2). De maneira

semelhante, sob estresse por PEG, o conteudo de H20:2 foi menor em plantulas
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pré-tratadas em relacdo ao controle, enquanto em NaCl, ndo foi verificado
diferenca entre os tratamentos para o acumulo de H202 nas plantulas.

O teor de MDA foi menor no tratamento de 10 mM de H202 comparado
aos demais tratamentos (controle, 50, 100 e 200 mM de H202) na condigao de
estresse por PEG (Tabela 2). Em plantulas sob estresse induzido por NaCl, o
teor de MDA foi menor nos tratamentos de 10 e 50 mM de H202 em

comparacao ao controle, 100 e 200 mM de H20:.

Tabela 2. Efeito do pré-tratamento de sementes nas caracteristicas
bioquimicas de plantulas de soja sob estresse osmdético (-0,2MPa).
Valores na coluna representam a média * erro padrdo. Média seguida de
letra diferente na mesma condicdo de estresse indica que houve
diferenca, pelo teste de SNK, a 5% de probabilidade.

Prolina (ug/mg) H202 (nmol g* MF) MDA (nmol g** MF)

Tratamento

-- --(PEG)
Controle 18,27+ 0,39 a 492+043a 52,96 £ 3,16 a
10 1454+0,15b 294+0,10b 39,57+0,66 b
50 13,86 +0,35 b 3,50+0,42b 59,81+1,35a
100 13,63+ 0,69 b 3,50+0,25b 52,49 £ 0,96 a
200 12,94 +0,18 b 315+0,25b 57,74+ 6,25 a

-- (NacCl)
Controle 11,99+0,15a 4,40+0,39 a 37,69+259a
10 6,80+0,25b 3,30+£0,37 a 31,78+ 0,56 b
50 7,46 £0,53 b 599+130a 3151+152b
100 7,06 £0,08 b 4,62 +0,55a 34,42 +0,87 a
200 6,87 +£0,05b 4,69 £ 0,40 a 37,24+£0,89 a

4.2. Efeito do pré-tratamento de sementes na soja sob restricao hidrica

As condic¢des hidricas no solo e nas plantas sdo demonstradas na Figura
6. A umidade do solo cultivado com plantas bem irrigadas (SH) foi, em média,
19% ao longo do tempo de avaliagdo (Figura 6a). Por outro lado, nas plantas
condicionadas ao déficit hidrico (DH), a umidade do solo decresceu
significativamente ap0s a interrup¢cdo da irrigacdo, para 7,5%, aos 4 dias,

chegando a 6% aos 8 dias. Ap0s a irrigacao ser reestabelecida por quatro dias,
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a umidade do solo que continham plantas sob estresse foi maior comparado ao

solo de plantas que foram mantidas sob irrigacéo constante.

60

10 mM H202 SH a
Controle SH

10 mM H202 DH

Controle DH

3]

50 1

40

30

Umidade do solo (%)

Teor relativo de agua (%)

0.3 1 aaaa

Potencial hidrico foliar (MPa)
o

*

-3.0 4 a*a
0 4 8 Reidratado
Déficit hidrico (dias)

Figura 6. Umidade do solo (a), teor relativo de agua na planta (b) e potencial
hidrico foliar (c) sob suficiéncia hidrica (SH) e déficit hidrico (DH). As
avaliacoes foram realizadas no dia zero (0), antes de a irrigagcdo ser
interrompida, e aos 4 e 8 dias ap0s a interrupcdo. Reidratado
representa a avaliacao feita 4 dias apos a reidratacdo das plantas que
estavam sob estresse. Barras representam a média mais erro padrao =.
Letras minusculas diferentes sobre as barras indicam diferenca
significativa entre os tratamentos, de acordo com o teste de SNK, a 5%
(p=<0,05). Asteriscos indicam diferenca entre 0 mesmo tratamento na
condicao ideal (SH) e estressante (DH).

Pela analise do teor relativo de agua foliar (TRA), foi verificado que nao
houve diferenca entre os tratamentos (Figura 6b). Por outro lado, ao longo das

avaliacdes, observou-se o efeito da condicdo hidrica: o TRA nas plantas
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mantidas bem irrigadas foi, em média, 85%, enquanto nas plantas sob restricdo
hidrica, observou-se diminuicdo de 7,5 e 48% aos quatro e oito dias apos a
interrupcdo da irrigacao, respectivamente. Apos 4 dias de reidratacdo, o TRA
das plantas submetidas ao déficit hidrico foi reestabelecido, e ndo se verificou
diferenga entre os tratamentos e condi¢&o hidrica.

No que se refere ao potencial hidrico foliar (PH), foi observado que nao
houve diferenca entre os tratamentos na condicdo irrigada (Figura 6c).
Entretanto, comparando-se o0s tratamentos aos quatro dias sob restricdo
hidrica, verificou-se que o PH das plantas pré-tratadas com H202 foi maior
comparado com plantas-controle. Apés o periodo de reidratacdo, ndo houve
diferenca do PH, independentemente do tratamento.

As plantas apresentaram altura semelhante na mesma condic¢ao hidrica,
independentemente do tratamento (Figura 7a). Por outro lado, a altura das
plantas submetidas a restricdo hidrica (H202 DH, controle DH) foi diminuida
quando comparada com plantas irrigadas (H202 SH, controle SH). Além disso,
apos reidratadas, a altura das plantas sob estresse nao foi recuperada em
relacdo aos respectivos-controle.

O diametro do caule das plantas bem irrigadas e sob estresse foi
semelhante até o quarto dia, em todos tratamentos (Figura 7b). Entretanto,
apos o oitavo dia, verificou-se o efeito da condicao hidrica, e o diametro do
caule das plantas irrigadas foi maior que o observado em plantas sob restricao
hidrica.

A partir do quarto dia de imposicdo do déficit hidrico, o comprimento de
raiz das plantas irrigadas foi superior ao verificado na condicdo de restricao
hidrica (Figura 7c). Entretanto, ao comparar os tratamentos em ambas as
condicbes (SH e DH), apos o oitavo dia, o comprimento das raizes das plantas
pré-tratadas com H20: foi superior ao tratamento controle. Apés a reidratagéo,
houve retomada do crescimento das raizes, porém as diferencas supracitadas

foram mantidas.
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Figura 7. Altura (a), diametro de caule (b), comprimento de raiz (c) de plantas
de soja sob suficiéncia hidrica (SH) e déficit hidrico (DH). As avaliacdes
foram realizadas no dia zero (0), antes de a irrigacéo ser interrompida, e
aos 4 e 8 dias apds a interrupcdo. Reidratado representa a avaliacdo
feita 4 dias apds a reidratacdo das plantas que estavam sob estresse.
Barras representam a média mais erro padrdo +. Letras minusculas
diferentes sobre as barras indicam diferenca significativa entre os
tratamentos, de acordo com o teste de SNK, a 5% (p<0,05). Asteriscos
indicam diferenca entre o0 mesmo tratamento na condigéo ideal (SH) e
estressante (DH).

O numero de ramificagbes final ndo diferiu entre os tratamentos na
mesma condicdo hidrica (Figura 8a). No entanto, plantas bem irrigadas
apresentaram maior nimero de ramos comparadas com plantas sob estresse.
De maneira semelhante, a area foliar média também foi maior na condicao

irrigada, a partir do quarto dia de imposicao do estresse (Figura 8b). Apos a
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reidratacéo, observou-se a retomada do aumento da area foliar, porém néo o
suficiente para superar a diferenca entre plantas na condi¢do hidrica adequada

e sob restricdo hidrica, independentemente do tratamento.

1400

10 mM Hp02 SH b
Controle SH a*a"

10 mM H202 DH

Controle DH

S |
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Figura 8. Ramificacdo (a) e area foliar (b) de plantas de soja sob suficiéncia
hidrica (SH) e déficit hidrico (DH). As avaliagBes foram realizadas no dia

zero (0), antes de a irrigacdo ser interrompida, e aos 4 e 8 dias apos a

interrupcdo. Reidratado representa a avaliacdo feita 4 dias apds a

reidratacdo das plantas que estavam sob estresse. Barras representam

a média mais erro padrdo +. Letras minusculas diferentes sobre as

barras indicam diferenca significativa entre os tratamentos, de acordo

com o teste de SNK, a 5% (p<0,05). Asteriscos indicam diferenca entre o

mesmo tratamento na condicéo de ideal (SH) e estressante (DH).

As variacfes observadas no crescimento das plantas, ao longo dos dias,
sob as diferentes condicdes hidricas, também refletiram no ganho e acumulo
de biomassa vegetal; consequentemente, verificou-se reducdo no acumulo de
massa seca de plantas sob estresse comparado com plantas ndo estressadas,
independentemente do tratamento (Figura 9).

Em relacéo as folhas, foi observado reducdo na massa seca de 17% e
32%, no quarto e oitavo dia, respectivamente, quando comparadas plantas sob
estresse com plantas irrigadas (Figura 9a). A partir do quarto dia, a massa
seca do caule foi menor em plantas sob estresse, em relacdo as bem irrigadas
(Figura 9b). Nas raizes, a redugdo média na massa seca foi de 33%, no quarto
dia, e 15% no oitavo dia de imposicdo do estresse, comparada as plantas
irrigadas (Figura 9c). De maneira geral, mesmo apo0s a reidratagédo das plantas

sob estresse, as diferencas foram mantidas.
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Figura 9. Massa seca de raizes (a), caules (b) e folhas (c) de plantas de soja
sob suficiéncia hidrica (SH) e déficit hidrico (DH). As avaliac6es foram
realizadas no dia zero (0), antes de a irrigacéo ser interrompida, e aos 4
e 8 dias apos a interrupcdo. Reidratado representa a avaliacdo feita 4
dias apos a reidratacdo das plantas que estavam sob estresse. Barras
representam a média mais erro padrdo +. Letras minusculas iguais sobre
as barras indicam que nao houve diferenca significativa entre os
tratamentos, de acordo com o teste de SNK, a 5% (p<0,05). Asteriscos
indicam diferenca entre 0 mesmo tratamento na condicdo de ideal (SH) e
estressante (DH)

4.3. Efeito do pré-tratamento no teor de prolina

O teor de prolina em folhas e raizes ndo apresentou alteracdo
significativa antes da imposi¢éo do estresse (Figura 10). Contudo, as analises

realizadas ap0s quatro e oito dias de restricdo hidrica mostraram aumento
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significativo desse osmdlito nas raizes e folhas, em plantas sob estresse,
comparadas com plantas irrigadas.

A partir do oitavo dia, houve diferenca entre os tratamentos na condicéo
de restricdo hidrica, e o teor de prolina foi menor nas raizes de plantas pré-
tratadas com H202 em relagéo as plantas-controle (Figura 10b). No entanto, em
relacdo as folhas ndo se verificou diferenca no conteudo de prolina até o oitavo
dia, na mesma condicao hidrica.

Apés a reidratacdo, houve decréscimo do teor de prolina em ambos os
tratamentos que estavam sob estresse (Figura 10a, b). De maneira
interessante, a concentracdo de prolina nas raizes e nas folhas de plantas pré-

tratadas com H20:2 foi menor que no controle.
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Figura 10. Teor de prolina nas folhas (a) e raizes (b) de plantas sob suficiéncia
hidrica (SH) e déficit hidrico (DH). As avalia¢cbes foram realizadas no dia
zero (0), antes de a irrigacdo ser interrompida, e aos 4 e 8 dias apos a
interrupcdo. Reidratado representa a avaliacdo feita 4 dias apds a
reidratacdo das plantas que estavam sob estresse. Barras representam
a média mais erro padrdo +. Letras minusculas diferentes sobre as
barras indicam diferenga significativa entre os tratamentos, de acordo
com o teste de SNK, a 5% (p<0,05). Asteriscos indicam diferenca entre o
mesmo tratamento na condicéo ideal (SH) e estressante (DH).
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4.4. Efeito do pré-tratamento no contetdo de pigmentos

O conteudo de clorofila total e de carotenoides apresentou resposta
semelhante entre os tratamentos, antes da imposi¢cdo do estresse (Figura 11).
A partir do quarto dia, o conteldo desses pigmentos em plantas irrigadas foi
maior comparado as plantas sob restricdo hidrica (Figura 1la, b). ApGs a
reidratacdo, o conteudo de clorofila total e de carotenoides permaneceu inferior
em plantas que estavam sob déficit hidrico, comparadas as plantas irrigadas,

independentemente do tratamento.

1.0

10 mM Hy05 SH

0.8 Controle SH
: 10 mM HyO5 DH

g N

Controle DH

Clorofilas Total a+ b (mg g"I MF)

Carotenoides (mg g'1 MF)

Déficit hidrico (dias)

Figura 11. Teores de pigmentos, clorofilas totais (a) e carotenoides (b) em
plantas sob suficiéncia hidrica (SH) e déficit hidrico (DH). As avaliacbes
foram realizadas no dia zero (0), antes de a irrigacéo ser interrompida, e
aos 4 e 8 dias apoés a interrupcdo. Reidratado representa a avaliacdo
feita 4 dias apds a reidratacdo das plantas que estavam sob estresse.
Barras representam a média mais erro padrao *. Barras representam a
meédia mais erro padrdo * (SE). Letras minusculas iguais sobre as barras
indicam que nao houve diferenca significativa entre os tratamentos, de
acordo com o teste de SNK, a 5% (p<0,05). Asteriscos indicam diferenca
entre 0 mesmo tratamento na condi¢céo de ideal (SH) e estressante (DH).



31

4.5. Efeito do pré-tratamento nos teores H202e MDA

No que diz respeito aos indicadores de estresse, o conteudo de H20:2 e
MDA foi alterado em funcdo do pré-tratamento e da condicdo hidrica (Figura
12). As avaliacdes feitas no quarto e oitavo dia, demonstraram que o contetddo
de H202 em folhas foi maior em plantas-controle comparado as pré-tratadas
com H202, em ambas as condi¢des hidricas (12a). Apds a reidratacdo, nao
houve diferenca entre os tratamentos em relacdo ao teor de H202. Porém, em
condicao hidrica adequada, o contetdo de H202 foi menor nas plantas preé-
tratadas (H202 SH), comparado ao respectivo controle (Controle SH). O
aumento do subproduto da peroxidacao lipidica (MDA) nas folhas foi alterado
somente apO0s o periodo de restricdo hidrica maximo de oito dias,
independentemente do tratamento (Figura 12c). Nessas condi¢fes, o contetdo
de MDA aumentou 220% nas folhas de plantas sob estresse, comparado as
plantas bem irrigadas.

Nas raizes, ndo houve diferenca entre os tratamentos antes da
imposicao do estresse (Figura 12b). Todavia, a avaliacao realizada no quarto
dia demonstrou que o conteudo de H202 nas raizes de plantas-controle foi
maior comparado ao de plantas pré-tratadas com H202, em ambas as
condi¢cBes hidricas. Além disso, o acumulo de H20:2 foi maior em plantas sob
restricdo hidrica, comparado as plantas irrigadas, independentemente do
tratamento. No oitavo dia, o contetdo de H20:2 foi maior nas raizes de plantas
sob estresse, comparado as irrigadas. Por outro lado, com a reidratacdo, o
conteudo de H20:2 nas raizes foi semelhante entre os tratamentos, na mesma
condicao hidrica. Porém, houve maior acimulo em plantas reidratadas (H202
DH, controle DH) em comparacdo as plantas mantidas irrigadas (H202 SH,
controle SH).

Até o quarto dia ap0s a imposicdo do estresse, ndo houve diferenga no
conteudo de MDA entre os tratamentos. Entretanto, no oitavo dia houve
aumento de MDA em 129% nas raizes de plantas sob estresse comparado as
plantas irrigadas (Figura 12d). Quando reidratadas, houve reducdo no acumulo
de MDA nas raizes e ndo houve diferencas entre os tratamentos e a condicédo

hidrica.
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Figura 12. Conteudo de H202 em folhas (a), raizes (b) e MDA de folhas (c) e
raizes (d) em plantas de soja sob suficiéncia hidrica (SH) e déficit hidrico
(DH). As avaliacbes foram realizadas no dia zero (0), antes de a
irrigacdo ser interrompida, e aos 4 e 8 dias ap6s a interrupcao.
Reidratado representa a avaliacédo feita 4 dias apos a reidratacdo das
plantas que estavam sob estresse. Barras representam a média mais
erro padrdo +. Letras minusculas diferentes sobre as barras indicam
diferenca significativa entre os tratamentos, de acordo com o teste de
SNK, a 5% (p<0,05). Asteriscos indicam diferengca entre o mesmo
tratamento na condicéo de ideal (SH) e estressante (DH).
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5. DISCUSSAO

O pré-tratamento de sementes com H202 tem sido uma importante
ferramenta para inducdo de tolerancia em plantas ao estresse ambiental.
Nesse contexto, estudos recentes tém demonstrado o envolvimento do H20:2
mediando respostas de tolerancia a diversos tipos de estresse, em especial o
hidrico (Awad-Allah et al. 2012; Andrade et al. 2018). Entretanto, estes estudos
foram baseados no pré-tratamento seguido de semeadura, e algumas questdes
ainda eram desconhecidas, a exemplo: se os efeitos do H202 sdo mantidos
mesmo apds a secagem da semente. Dessa forma, buscou-se no presente
estudo avaliar as respostas de plantas de soja ao déficit hidrico, obtidas de
sementes pré-tratadas com H20:2 seguido de secagem.

Ao estudar a germinacdo e o crescimento das plantulas submetidas ao
estresse por baixo potencial osmotico, provocado por PEG e NacCl, foi
observado que sementes pré-tratadas com solucdes de H202 melhoraram a
germinacao e o crescimento das plantulas comparadas ao controle (Figura 4).
Resultados semelhantes com aplicagcdo de H202 no aumento de germinagéo,
foram observados em outras espécies (Liu et al., 2010; Gondin et al., 2011,
Chen et al., 2016).

Além disso, verificou-se aumento no PG e IVG de sementes pré-tratadas
com H202 no estresse provocado por PEG, sobretudo na concentragcdo de 10
mM (Tabela 1). De fato, tem sido demonstrado que o H202 em baixas
concentracdes, induz o aumento na velocidade de germinacdo de diferentes
espécies (Panngom et al., 2018). Por outro lado, diferentemente do observado
em PEG, o PG e IVG em NaCl nao foi alterado pelo pré-tratamento de
sementes com H202. Contudo, a germinacéao final foi superior com 10 e 50 mM
de H20:2 (Figura 4b). Esses resultados, que mostram melhoria na germinacao
final, sem alteracdo no desempenho inicial (IVG e PG), podem ser atribuidos
ao fato de que o NaCl retarda a germinacédo de sementes de soja (Shu et al.,
2017).

Quanto ao vigor de plantulas, as menores concentracbes de H20:2
melhoraram as respostas das plantulas aos estresses (Tabela 1). Sob ambas
as condi¢des (PEG e NaCl), as plantulas obtidas com os tratamentos 10 e 50

mM de H202 foram mais vigorosas em relacdo as plantulas tratadas com agua,
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ou 100 e 200 mM de H20:2 (Figura 4a). Barba-Espin et al. (2011) verificaram
gue os niveis da carbonilacdo de proteinas especificas, que nutrem o embrido
e favorecem o crescimento inicial das plantulas, aumentaram substancialmente
em sementes embebidas com H202 em relagdo a sementes tratadas com agua.
Neste sentido, nas plantulas crescidas sob 10 e 50 mM de H202, a massa seca
das radiculas foi incrementada em 75 e 60%, respectivamente, comparada ao
controle (Figura 5b).

Entretanto, conforme o aumento das concentragdes do H202 (Figura 5),
verificou-se diminuicdo do acumulo de massa seca nas raizes e hipocotilos
além de reducéo no crescimento das plantulas, evidenciando o duplo papel do
H202, sinalizador em baixas concentracdes, e causador de dano oxidativo em
alta concentragdo (Dat et al.,, 2000; Bailly et al. 2008; Amooaghaie e
Tabatabaie, 2017).

Isso indica também que o pré-tratamento de sementes com H20:2
apresenta uma faixa critica de resposta, a depender da espécie de planta e do
método de pré-tratamento utilizado (Wojtyla et al., 2016). Nossos resultados
demonstram claramente que, para plantulas de soja, o pré-tratamento com 10
mM de H20:2 foi mais eficiente, ao possibilitar maior crescimento das radiculas,
hipocoétilos e maior acimulo de massa seca destes orgdos, comparado aos
demais tratamentos em ambos os estresses (Figura 5).

Além disso, presume-se que 0 pré-tratamento com essa concentragao
foi capaz de desencadear mecanismos de defesa que amenizaram os efeitos
do estresse por PEG e NacCl, pois as plantulas de sementes pré-tratadas com
10 mM de H20:2 apresentaram menor conteldo do osmoprotetor prolina,
juntamente com menores teores de MDA (Tabela 2), o que indica a
participacdo de outro mecanismo de defesa, possivelmente por meio do
aumento na atividade do sistema antioxidante enzimatico. Nesse sentido,
embora ndo tenhamos explorado o sistema antioxidante, foi mostrado que o
aumento da atividade das enzimas SOD, CAT e APX em plantas de soja
condicionadas ao estresse por hipdxia foi relacionado a cascata de sinalizacéo
mediada pelo H20: utilizado no pré-tratamento da semente (Andrade et al.,
2018).

Entretanto, em estadio fenolégico mais adiantado do ciclo (36 DAP),

foram observadas diferentes respostas em funcéo do tratamento e do tempo de
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exposicdo das plantas ao estresse por déficit hidrico. De maneira geral, 0
estresse causado pela restricdo hidrica afetou negativamente as caracteristicas
fisiolégicas e morfologicas, uma vez que houve diminuicdo no TRA, PH, area
foliar, altura, comprimento de raiz, diametro de caule, niumero de ramos e,
consequentemente, no acumulo de massa seca (Figuras 6, 7, 8, 9). Nessa
mesma condi¢cdo, também ocorreram alteracdes bioquimicas importantes,
como aumento de prolina, H202 e MDA (Figuras 10, 12) e reducgéo de clorofila
total e de carotenoides (Figura 11). Resultados semelhantes, sobre diminuicéo
nos parametros de crescimento e altera¢cdes bioquimicas, foram observados
em outros estudos com plantas de soja sob restricdo hidrica (Ishibachi et al.,
2011; Goncalves et al., 2017; Jumrani e Bhatia, 2018; Silva et al., 2018).

Embora n&o tenham sido constatados em todas as variaveis estudas e
épocas de avaliacdo, os efeitos negativos da restricdo hidrica foram
parcialmente amenizados pelo pré-tratamento de sementes com H202. Neste
sentido, foi verificado aumento no comprimento de raiz e diminuicdo do
contetdo de H20:2 e prolina em plantas obtidas de sementes pré-tratadas com
H202, em relagcdo as plantas néo tratadas (Figuras 7, 10, 12). Tais respostas
tém sido atribuidas a cascata de sinalizacdo desencadeada pelo H202 (Gondim
et al.,, 2011; Hossain et al.,, 2015; Chen et al., 2016; Andrade et al., 2018),
capaz de promover aumento de tolerancia as plantas em condicao de estresse.

Como esperado, a interrupcdo da irrigacdo acarretou em diminuicao
progressiva na umidade do solo (Figura 6). Porém, ap0s a irrigacdo ser
reestabelecida, foi observada maior umidade no solo em que continham
plantas sob restricao hidrica, em relacdo ao solo com plantas irrigadas (Figura
6 a). Isso pode ser o resultado do maior crescimento das plantas mantidas
irrigadas, cuja demanda por agua do solo possivelmente foi superior em
relacdo as plantas que tiveram o crescimento diminuido pelo déficit hidrico.

Nas condi¢cdes de déficit hidrico, que ocorre reducdo da umidade do
solo, as plantas podem sintetizar solutos compativeis para manter o TRA (Yang
et al.,, 2009). De maneira interessante, a aplicacdo de H202 na soja pode
promover o aumento no contetdo de galactinol (osmoprotetor) e inibir o efeito
negativo do déficit hidrico sobre o TRA (ishibashi et al., 2011). Contudo, neste
estudo, ndo se verificou diferenca entre os tratamentos, na mesma condi¢cao

hidrica, para o TRA (Figura 6b). Por outro lado, sob estresse, a diminuicdo no
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PH das plantas pré-tratadas com H20: foi mais tardia se comparadas as
plantas néo tratadas (Figura 6c).

Observou-se também que, a partir do quarto dia de imposicdo do
estresse, houve diminuicdo na altura de plantas sob restricdo hidrica,
comparada as irrigadas, independentemente do tratamento (Figura 7).
Amplamente conhecido, esse efeito é decorrente da diminuicdo no turgor
celular, causado pela reducdo no TRA e no PH (Figura 6b, c), que afetam
diretamente o mecanismo de crescimento das plantas, governado pelo
gradiente de potencial hidrico (Silva et al., 2018). De maneira similar, houve
diminuicdo no didametro de caule (Figura 7b), porém este 6rgdo mostrou-se
mais tolerante as mudancas na condicao hidrica, pois diferenca significativa s6
foi observada no estresse maximo de oito dias, quando o teor de umidade do
solo estava em 6% e o potencial hidrico foliar em -2,8 MPa (Figura 6a, c),
considerado estresse hidrico severo para soja (Mesquita, 2013).

Durante o déficit hidrico, plantas capazes de alterar a distribuicdo das
raizes e explorar regides do solo com maior disponibilidade de &gua podem
evitar os principais danos causados pelo estresse (Benjamin e Nielsen, 2006;
He et al. 2016). Neste estudo, o comprimento das raizes de plantas
condicionadas ao déficit hidrico, foi menor que seu respectivo controle irrigado
independentemente do tratamento (Figura 7). Porém, comparando-se 0s
tratamentos, nas diferentes condi¢cdes hidricas, a partir do oitavo dia, o
comprimento das raizes de plantas pré-tratadas com H20:2 foi maior em relacéo
as plantas ndo tratadas (Figura 7c, d). Esses resultados podem ser
consequéncia dos efeitos positivos atribuidos ao H202 no crescimento de
raizes adventicias em soja (Su te al., 2006), que, somadas, aumentam o
comprimento total das raizes, evidenciando, assim, uma possivel participacéo
do H202 sob essa caracteristica, considerada como estratégia de evitagdo a
seca em plantas (Kooyers, 2015).

O déficit hidrico também acarretou reducdo do numero de ramificacao
final em plantas sob estresse, comparado as irrigadas, independentemente do
tratamento (Figura 8a). A alta sensibilidade das folhas ao déficit hidrico conduz
a reducao da area foliar. De fato, a area foliar total das plantas sob estresse foi
diminuida a partir de quatro dias de restricdo hidrica, independentemente do
tratamento (Figura 8b). A reducdo da superficie transpirante pode contribuir
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para evitar perda de agua por transpiragdo (Razzaghi et al. 2012), até que as
condicBes hidricas sejam reestabelecidas. Neste sentido, com a reidratacéo, o
crescimento da area foliar foi retomado, porém as diferencas entre as
condic¢des hidricas verificadas a partir do quarto dia foram mantidas (Figura 8).
Possivelmente, quatro dias de reidratagdo sejam um periodo curto para
completa recuperacéo.

Adicionalmente, € sabido que sob déficit hidrico ha uma tendéncia de os
estbmatos manterem-se fechados na maior parte do dia, reduzindo
consideravelmente a taxa de assimilacdo de COz, importante para producao de
carboidratos utilizados para o crescimento das plantas (Zangh et al., 2008;
Mohammadi et al., 2012; Basu et al., 2016). Neste sentido, foi observado que
independentemente do tratamento, a deficiéncia hidrica diminuiu o crescimento
das plantas (Figuras 7, 8) e provocou menor acumulo de massa seca de raiz,
caule e folhas (Figura 8) em plantas sob restricdo hidrica, comparado aos seus
respectivos controle irrigado. Além disso, embora tenha sido mostrado que
plantas de soja acometidas por déficit hidrico na fase vegetativa podem
recuperar a biomassa apés a retomada das condi¢cfes hidricas ideais (Jumrani
e Bhatia, 2018), evidenciou-se no presente estudo que quatro dias de
reidratacdo foram insuficientes para completa recuperacao (Figura 9).

De maneira geral, as plantas utilizam mecanismos enzimaticos (Gratao
et al., 2005; Andrade et al., 2018) e ndo enzimaticos (Rhein et al., 2011; Kiliane
et al., 2014; Per et al., 2017) de respostas para superar 0os danos causados
pelo estresse hidrico. No presente estudo, as plantas condicionadas ao
estresse apresentaram aumento progressivo de prolina nas raizes e folhas em
relacdo as plantas irrigadas, independentemente do tratamento (Figura 10a, b).
De maneira interessante, no estresse maximo de oito dias e em plantas
reidratadas, o contetdo de prolina foi menor em plantas pré-tratadas com H20:2
em relacdo as plantas ndo tratadas. Isso indica que tais plantas poderiam estar
relativamente menos estressadas, pois 0 aumento de prolina durante o déficit
hidrico tem sido relacionado com o nivel de estresse causado a planta (Devi e
Giridhar, 2015).

A prolina também tem sido considerada um aminoacido com funcéo
antioxidante (Per et al., 2017) capaz de proteger a integridade das membranas
celulares da acdo das ERO. Porém os efeitos protetores do acumulo de prolina
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(Figura 10) ndo evitou os danos causados pela restricdo hidrica, pois
evidenciamos reducdo de pigmentos a partir do quarto dia e aumento do
conteudo de MDA nas folhas no oitavo dia (Figura 11, 12), fortes indicadores
do estresse oxidativo.

O déficit hidrico severo também pode reduzir a atividade de algumas
enzimas chave no processo de eliminacdo das ERO (Reddy et al., 2004; Shao
et al., 2008; Peng et al., 2016), o que possivelmente contribuiu para 0 aumento
do contetdo de MDA no estresse maximo de oito dias (Figura 12c, d).

Ainda assim, é importante destacar que, embora o déficit hidrico tenha
desencadeado o aumento de H202, no quarto e oitavo dia de avaliacdo, as
plantas pré-tratadas com 10 mM de H202 obtiveram menor acumulo desse
composto, comparadas as plantas ndo tratadas, em ambas as condi¢cfes
hidricas (Figura 12a, b). Isso pode estar relacionado com aumento da atividade
do sistema antioxidante enzimatico de resposta, desencadeado pela aplicacéo
do H202 (Khan et al., 2015; Hasan et al., 2016; Zhang et al., 2018). Nesse
sentido, Andrade et al. (2018) observaram aumento da atividade de
importantes peroxidases, como CAT e APX em plantas de soja sob estresse
hidrico causado por encharcamento, apds o pré-tratamento de sementes com
H202.

Em sintese, sugere-se que o pré-tratamento de sementes de soja com
H20:2 esteja condicionado a concentracdo e ao estadio fenoldgico da planta, e
0s mecanismos detalhados do efeito do H202 no aumento de tolerancia ao
déficit hidrico, na germinacdo e no crescimento subsequente de plantas, ainda
requer mais estudos. Contudo, demonstrou-se que o pré-tratamento de
sementes de soja com H202 pode constituir-se uma ferramenta potencial capaz
de melhorar as respostas da soja sob estresse por déficit hidrico, sobretudo no

estabelecimento inicial de plantulas.
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6. CONCLUSOES

O pré-tratamento com peroxido de hidrogénio, nas concentracdes de 10
e 50 mM, melhora a germinacdo e o crescimento das plantulas de soja sob
estresse por déficit hidrico e salino imposto por PEG e NaCl, respectivamente.

Em plantas, o pré-tratamento de sementes com 10 mM de H:20:2
prolonga o tempo para diminuicdo do potencial hidrico foliar, induz o
crescimento de raizes das plantas sob restricdo hidrica, e contribui para
diminuicdo do contetdo de prolina e H202 sob determinadas condigbes
hidricas e épocas de avaliacdo. Entretanto, nas demais variaveis bioquimicas e

de crescimento, ndo se verificou efeito do tratamento com H20:.
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Figura 2. Aumento no teor de umidade da semente em funcédo do tempo de

embebicdo (a), umidade apos 9h em diferentes concentracfes de H20:2
(b), germinacdo em fungcdo do tempo de embebicdo (c) e das
concentracOes de H20:2 testadas (d). Barras representam a meédia + erro
padrao (SE). Letras iguais indicam que n&o houve diferenca pelo teste
de SNK a 5% (p=<0,05). O final da fase | e comego da fase Il da
germinacdo (a) € marcado pela interseccdo da linha vertical a linha de
tendéncia (RUTTANARUANGBOWORN et al, 2017), cada ponto
representa a média + erro padrdo (SE) de cinco repeticdes com 20
sementes.



