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RESUMO

RESENDE, LARA FERNANDA LEITE. Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia Goiano — Campus Rio Verde — GO, maio de 2022. Moléculas
sinalizadoras para inducdo de tolerancia a estresses abidticos em sementes de soja.
Orientadora: Dra. Juliana de Fatima Sales. Coorientadores: Heloisa Oliveira dos Santos
e Osvaldo Resende.

A cultura da soja desponta como uma das mais importantes commodities
brasileiras, e novas tecnologias vém sendo incorporadas aos sistemas de producdo e
aos programas de melhoramento genético no intuito de melhorar a qualidade das
sementes. Nesse sentido, o condicionamento fisiologico de sementes de soja se
apresenta como uma alternativa promitente visando aos beneficios na germinag&o e na
emergéncia de plantulas, sobretudo sob condi¢fes menos favoraveis, como exemplo a
seca e temperaturas extremas. Assim, no presente trabalho, objetivou-se estudar a
eficiéncia do uso de moléculas sinalizadoras na inducdo de tolerncia a estresses
abioticos na cultura da soja pela utilizagdo do condicionamento fisiolégico em
sementes de duas cultivares, cultivar | (precoce) e cultivar Il (tardia). As sementes
colhidas na safra 2020/2021 foram levadas para o laboratério e submetidas ao
condicionamento fisiologico, utilizando duas substancias condicionantes, o éxido
nitrico e o perdxido de hidrogénio, tendo sido submetidas ao estresse por temperatura
elevada a 38°C e restricdo hidrica induzida por solugdes de PEG. Apds os tratamentos,
a qualidade fisiologica das sementes foi avaliadas pelos testes de teor de agua, primeira

contagem de germinacdo, germinacdo final, comprimento da raiz primaria e raizes
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secundarias, tamanho do hipocétilo e crescimento total. Adotou-se um delineamento
inteiramente casualizado com esquema fatorial duplo 3 x 2 + 1, sendo 3 tratamentos
(6xido nitrico, peroxido de hidrogénio e condicdo normal), 2 estresses (hidrico e de
temperatura), além do controle para cada cultivar. Para a comparagéo do controle com
os tratamentos resultantes do fatorial, quando significativo, foi feito o teste de
Dunnett. O condicionamento utilizando as moléculas sinalizadoras de 6xido nitrico e
peroxido de hidrogénio ndo reduziu o potencial germinativo das sementes de soja. O
condicionamento de sementes de soja ndo contribuiu para o desenvolvimento das
raizes primarias e secundarias das plantulas, tanto para a cultivar |1 quanto para a

cultivar II.

PALAVRAS-CHAVE: Glycine max, Qualidade, Pré-Tratamento,
Osmocondicionamento, Priming, Germinacéo.
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ASBTRACT

RESENDE, LARA FERNANDA LEITE. Goiano Federal Institute of Education,
Science, and Technology, May 2022. Signaling molecules to induce the tolerance to
abiotic stresses in soybean seeds. Advisor: Prof. Dr. Sales, Juliana de Fatima. Co-
advisors: Prof. Dr. Sales, Heloisa Oliveira dos; Prof. Dr. Resende, Osvaldo.

Soybean culture is emerging as one of the most important Brazilian commodities, and
new technologies have been incorporated into production systems and genetic
improvement programs to improve its seed quality. In this sense, the physiological
conditioning of soybean seeds presents itself as a promising alternative, aiming to
benefit the seedling germination and emergence, especially under less favorable
conditions, such as drought and extreme temperatures. Thus, this paper aimed to study
the efficiency of using signaling molecules to induce the tolerance to abiotic stresses in
soybean crop, using physiological conditioning in seeds of two cultivars, cultivar I
(early) and cultivar 11 (late). The seeds from the 2020/2021 harvest were taken to the
laboratory and submitted to physiological conditioning with two conditioning
substances, the nitric oxide and the hydrogen peroxide, then, submitted to high
temperature stress at 38 °C and water restriction induced by Polyethylene glycol
solution (PEG). After the treatments, the seed physiological quality was evaluated by
the test of moisture content, first germination count, final germination, length of
primary and secondary roots, hypocotyl size, and total growth. A completely
randomized design was used with a double factorial scheme 3 x 2 x + 1, three

treatments (nitric oxide, hydrogen peroxide, and normal condition), two stresses (water
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and temperature), in addition to the control for each cultivar. The Dunnett test was
carried out to compare the control with the treatments resulting from the factorial when
significant. Conditioning using the signaling molecules of nitric oxide and hydrogen
peroxide does not reduce the germination potential of soybean seeds. Soybean seed
conditioning does not contribute to the development of seedling primary and secondary

roots for both cultivar | and cultivar II.

KEYWORDS: Glycine max. Germination. Osmoconditioning. Pre-treatment. Priming.

Quality.
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1.  INTRODUCAO

1.1 Aculturadasoja

A soja [Glycine max (L.) Merril] pertence a familia Fabaceae (Leguminosae).
Trata-se de uma planta herbacea, dicotiledénea, autdgama, anual, de porte ereto, que
tem como centro de origem a China. H4 mais de 4850 anos a soja vem sendo utilizada
pela humanidade, embora somente na década de 50 foi iniciado seu uso como um
produto comercial. Sua chegada no Brasil aconteceu somente em 1882 na Bahia
(EMBRAPA, 2021).

E uma planta com ampla variabilidade genética sendo considerada uma das mais
importantes oleaginosas, ocupando uma posi¢cdo de destaque no cenario agricola
nacional e internacional. Apresenta um elevado valor nutritivo atrelado a um grande
potencial produtivo, sendo utilizada na alimentacdo humana e, principalmente, na
alimentacdo animal. Esse valor nutricional esta diretamente ligado as proteinas,
lipideos, acUcares, minerais e vitaminas, presentes nesse grao (FREIRIA et al., 2016).

A utilizacdo dos graos de soja na industria quimica, farmacéutica, agroindustrial
e na producdo de dleo e farelo é cada vez mais crescente (GABBI et al., 2022). O
processamento da soja possibilita uma série de produtos secundarios, utilizados como
insumos industriais em diversas linhas de processamento, abrangendo um leque de
possibilidades no seu uso, resultando em redes de agronegocios, gerando empregos,
oportunidades de crescimento social e riqueza nacional, correspondendo a mais 10% do
valor total do comércio agricola (USDA, 2020).

A soja é considerada uma planta de dias curtos, dependente do fotoperiodo
(TEJO et al., 2019) e de uma disponibilidade hidrica adequada. A demanda de agua
para esta cultura varia de acordo com cada cultivar, estadio fenoldgico e condicbes
climaticas, que, de maneira geral, estdo entre 450 e 800 mm durante o ciclo todo.
Devido a essas caracteristicas, seu cultivo se torna restrito a determinadas regides
(CORREA et al., 2021).
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As sementes de soja sdo responsaveis por mais de 50% da produtividade final
dos grdos, e 0 uso de sementes de alta qualidade ¢ fundamental para o sucesso do
cultivo no campo. Para uma semente ser classificada de qualidade, ela deve
apresentar alto indice de germinacdo, vigor e sanidade. A qualidade fisiologica das
sementes de soja pode ser afetada por diversos fatores e, em razdo de ser uma cultura
altamente dependente de condigdes climaticas, sua producdo pode ser afetada por
diversos fatores abioticos, como, por exemplo, o déficit hidrico, considerado um dos
principais fatores limitantes do desempenho e da produtividade das plantas (BOYER,
1982; RIBAS-CARBO et al., 2005). O estresse por déficit hidrico tem se tornado cada
vez mais frequente e pode acarretar diminuigdo do rendimento médio em até 40% da
produtividade (PATHAN et al., 2007; AKPINAR et al., 2013).

O crescimento acelerado da populacdo mundial, sendo estimado que até o ano de
2030 a populacao global passara para 8,6 bilhdes de habitantes (Agéncia Brasil, 2017),
demandard mais alimentos. Diante desse cenario, haverd aumento na demanda por
soja, tendo em vista ser uma das principais fontes de proteina.

Contudo, para suprir a demanda por este produto, é necessario investimento em
tecnologias que colaborem para o desenvolvimento do melhoramento genético desta
cultura no sentido de obter cultivares mais adaptadas as diferentes latitudes e
condicBes climéticas, com alta capacidade produtiva e menor custo de producao.
Uma alternativa promissora € o uso do condicionamento fisiolégico, com a finalidade
de melhorar a germinacdo das sementes, mesmo sob condicGes desfavoraveis
(BARROS, 2017; TATARI et al., 2020).

1.2 Qualidade de sementes

A semente € o principal insumo da agricultura, sendo sua escolha um fator
determinante para o éxito de qualquer cultura, pois € ela que determina o potencial
produtivo da futura planta. O uso de sementes de alta qualidade influencia todo o
sistema de producdo e visa a otimizacdo de padrdes quantitativos e qualitativos
(CHIPENETE etal., 2022).

A qualidade da semente é expressa pela interacdo entre quatro fatores: genético
(caracteristicas intrinsecas da cultivar, conferindo uma lavoura mais homogénea);
fisiologico (caracteristicas metabdlicas, conferindo potencial de longevidade da
semente e sua capacidade para gerar uma planta perfeita e vigorosa); fisico (pureza
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fisica do lote e condicédo fisica da semente); e sanitario (presenca de patdégenos que
afetam a viabilidade e o vigor das sementes) (MARCOS FILHO, 2015). Estes atributos
sdo responsaveis por conferir qualidade as sementes e garantir elevado desempenho
agrondmico da lavoura.

No Brasil, de acordo com a Instru¢cdo Normativa n°. 10.711, de 05 de agosto de
2000, o Sistema Nacional de Sementes e Mudas tem como objetivo garantir a
identidade e a qualidade do material de multiplicacdo e de reprodugdo vegetal
produzido, comercializado e utilizado em todo o pais. Em virtude dessa lei, o sistema de
producdo de sementes € o de certificacdo, que oferta sementes certificadas C1 e C2.

A qualidade é garantida por padrGes minimos de germinacdo, pureza fisica e
varietal, exigidos por normas de producdo e comercializacdo estabelecidas e controladas
pelo governo federal. A certificacdo de sementes é o sistema mais seguro e eficiente
para garantir a qualidade do produto em um sistema de protecdo varietal. (HENNING;
FRANCA NETO, 2021).

A utilizacdo de sementes com alta qualidade fisiologica, genética, fisica e
sanitaria é imprescindivel por possibilitar maior capacidade de suportar condicdes
adversas, além de evitar contaminacdo genética e fisica (ZHENG et al., 2016;
AMARO et al., 2019; DECARLI et al., 2019). Em condigdes de estresse por altas
temperaturas e falta de agua, por exemplo, as sementes no geral perdem qualidade,
mas as sementes de baixo vigor tendem a ser mais afetadas por essas condicdes,
reduzindo rapidamente velocidade e a percentagem de germinacao.

Dessa forma, h4 uma busca incessante pelo mercado interno e externo por
técnicas para auxiliar na diminuicdo dos impactos causados pela ocorréncia de estresses
abioticos, visando a producao de sementes com elevada qualidade fisiologica com baixo
custo, possibilitando uniformidade do dossel de plantas no campo. Nesse cenario, um
dos métodos que vém sendo utilizados para minimizar essa problematica € o
condicionamento de sementes com moléculas sinalizadoras, que, quando aplicado de
forma correta, pode melhorar o desempenho de germinagdo ainda que sob condicGes

de estresse, garantindo uma germinacao rapida e uniforme (GOUVEIA et al., 2017).

1.3 Estresses abidticos na cultura da soja
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A cultura da soja assim como dos demais cultivos agricolas esta sujeita a
adversidades climaéticas, incluindo temperaturas baixas e também elevadas, baixa
luminosidade e  falta ou excesso de chuvas, fatores limitantes para a méxima
produtividade de grdos (FIOREZE et al., 2011). Segundo Silva (2013), durante todo o
ciclo da cultura, principalmente na regido Sul do pais, sdo comuns perdas em
produtividade devidas a escassez de agua, como também perdas decorrentes do excesso
de chuvas durante a colheita na regido Centro-Oeste.

Uma das principais causas de perda de produtividade das culturas séo os estresses
abiodticos, que afetam diretamente o crescimento das plantas, por interferir no
desenvolvimento das sementes. A germinacdo é a etapa mais importante para o
desenvolvimento da planta e, uma vez prejudicada por condi¢cdes desfavoraveis, sua
sobrevivéncia fica comprometida. E tem sido verificado que condicdes de estresse na
producdo de espécies reativas de oxigénio podem  causar danos por oxidacdo em
membranas celulares, lipideos e até mesmo em todo o material genético da célula. Essa
oxidacdo acarreta  desestabilidade das membranas, mutacfes prejudiciais e também
paralisacdo de processos metabdlicos essenciais para a sobrevivéncia por toxicidade,
podendo levar a morte celular (OLIVEIRA, 2022).

Durante o crescimento e o desenvolvimento da soja, a temperatura € um fator
limitante, que afeta o periodo de crescimento necessario a formacdo da colheita. A
cultura da soja se adapta melhor a regides em que as temperaturas variam entre 20 °C
e 30 °C, sendo 30 °C considerada a temperatura ideal. J& em temperaturas inferiores a
10 °C, seu crescimento é baixo ou quase nulo, e acima de 40 °C, ocorrem efeitos
adversos no metabolismo, reduzindo o crescimento da planta, sendo agravado em
condicGes de déficit hidrico (FONTANA et al., 2001; FARIAS et al., 2007). E durante
a fase de maturacéo, € recomendado cultiva-la em regides de temperaturas do ar mais
amenas, ou seja, inferiores a 22 °C, para a producdo de sementes da leguminosa de
boa qualidade (COSTA et al., 1994).

De acordo com Fontana et al. (2001), a soja tem o florescimento induzido apenas
em temperaturas acima de 13 °C, em condig0es de altas temperaturas, o florescimento
é acelerado, ocasionando  diminui¢do da sua altura. Outro fator preponderante se
refere a0 fato de a cultura ser sensivel ao fotoperiodo, havendo variacdo dessa
sensibilidade entre as cultivares. As cultivares sensiveis ao fotoperiodo sdo
denominadas de plantas de dias curtos, por terem seu florescimento induzido quando o
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fotoperiodo decresce de modo igual ou inferior ao minimo exigido pela cultivar. Ja as
cultivares denominadas de dias longo florescem quando o periodo iluminado tem
duracdo superior ao fotoperiodo critico.

A alta temperatura quando o grdo de soja ja estiver formado, aliada a altas
umidades, pode causar queda da qualidade fisiologica da semente. Caso a alta
temperatura esteja aliada a um baixo teor de 4gua, pode ser ocasionado muito dano
mecanico a semente durante a sua colheita (FARIAS et al., 2007). Sendo assim, a alta
temperatura, na maioria das vezes, ird causar algum tipo de problema ao produtor e a
qualidade da semente. Mesmo que a lavoura de soja nao seja destinada a producao de
sementes, ainda ocorrerdo problemas como a maturacdo acelerada dos graos de soja,
além de favorecer a deiscéncia das vagens de soja, ocasionando perda do grao.

Conjuntamente, ao analisar as safras de soja de diferentes anos, nota-se que a
restricdo hidrica é o fator ambiental que mais impacta negativamente na cultura. A
agua é muito importante na fase de germinacao-emergéncia e floragcdo-enchimento de
gréos, sendo que tanto seu excesso como sua falta podem prejudicar a planta. A
deficiéncia hidrica tem efeito direto na germinacdo, retardando o inicio do seu
processo, afetando o crescimento das plantas (ROSA et al., 2020).

A agua faz parte de praticamente todos os processos fisioldgicos e bioquimicos,
além de atuar na regulagdo térmica da planta. A planta de soja necessita de 450 a 800
mm de agua durante todo o seu ciclo, variando em funcdo da cultivar e das condicdes
edafoclimaticas. A distribuicdo dessas chuvas, a irrigacdo ou armazenamento de agua
no solo devem ser homogéneas, pois a ma distribuicdo da agua pode acarretar
produtividades insatisfatérias (FARIAS et al., 2007).

Os avancos dos programas de melhoramento genético permitiram desenvolver
plantas de soja mais adaptadas a diferentes regifes climaticas, como exemplo, foi
possivel obter em locais de clima tropical plantas com genes capazes de prolongar o
periodo juvenil, o que favorece o melhor desenvolvimento da cultura no Brasil
(FARIAS et al., 2007; EMBRAPA, 2011).

1.4 Condicionamento fisiologico de sementes

Um dos principais fatores que cerceiam a producdo das sementes de soja se
refere ao uso de sementes de alta qualidade, fundamental para o sucesso do cultivo no

campo. Desta forma, a utilizagdo de sementes com alto vigor proporciona um
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desenvolvimento rapido e uniforme das plantulas, com elevado desempenho e um
adequado estande de plantas por hectare, 0 que assegura um potencial produtivo
satisfatorio, que pode ser aumentado em até 20% com a escolha adequada das sementes
(FRANCA-NETO et al., 2016; HAO et al., 2020).

Outro fator determinante na producdo desta cultura se refere a ocorréncia de
estresses bidticos e abidticos durante o ciclo da cultura, que, quando aliada a utilizacao
de semente de qualidade inferior, pode ocasionar baixa porcentagem de germinagéo
e menor velocidade de emergéncia das plantas, afetando negativamente a
produtividade final (MARCOS FILHO, 2015; FREITAS et al., 2022).

Em condigdes de estresse por altas temperatudas e falta de agua, as sementes, no
geral, perdem qualidade, mas as sementes de baixo vigor tendem a ser mais afetadas
por essas condices, reduzindo rapidamente velocidade e a percentagem de
germinacdo. Nesse cenario, um dos métodos que vém sendo utilizados para minizar
essa problematica € o condicionamento de sementes com moléculas sinalizadoras, que,
quando aplicadas de forma correta, podem melhorar o desempenho de germinagéo
mesmo sobre condigdes de estresse (GOUVEIA et al., 2017).

Por conseguinte, sdo de grande interesse dos pesquisadores alternativas que
visem a melhorias no vigor e na germinacdo das sementes de soja. Nesse sentido, entre
as técnicas com tratamentos pré-semeadura, o condicionamento fisiol6gico com
moléculas sinalizadoras se destaca em razdo dos beneficios proporcionados no
desempenho das sementes (FERNANDES et al., 2021). O processo de condicionamento
fisioldgico proporciona um avango no metabolismo relacionado a germinacéo, estimula
a germinacgdo, aumenta a tolerancia a estresses ambientais e ainda reduz o periodo de
semeadura e emergéncia das plantulas, garantindo rapidez e uniformidade na
germinacdo sob condicOes desfavoraveis (BARROS, 2017; TATARI et al., 2020).

A tecnica do condicionamento fisiolodgico estimula as fases iniciais dos
processos fisioldgicos de germinacédo (fases I e 1), inibindo a transicédo entre a segunda
e terceira fase, além de impedir que a semente atinja a fase Ill, onde se inicia a
protruséo radicular (BEWLEY et al., 2013; FERNANDES et al., 2021). Nesse processo,
a velocidade de embebigdo de agua pelas sementes em soluc@es idnicas e ndo idnicas é
controlada, sendo ajustada a potenciais hidricos que sé permitem as fases fisiologicas
iniciais (BRADFORD, 1986; HAIDER e REHMAN, 2021).

Existem diversos métodos para o condicionamento fisiologico, destacando-se a

imersdo direta em agua, o hidrocondicionamento e o osmocondiocionamento. A técnica
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do osmocondicionamento refere-se a hidratacdo das sementes pela sua imersdo em
solugBes com composto osmotico ativo por um periodo de tempo determinado para
cada cultura, tendo como exemplo o polietileno glicol (PEG). A técnica de
osmocondicionamento visa a proporcionar maior uniformidade de germinacao,
aumentando o indice de emergéncia e estimulando o desenvolvimento das plantulas,
produzindo plantas mais vigorosas, mesmos em condigdes adversas, como solos com
baixo teor de &gua. Assim, o condicionamento fisioldgico das sementes pode ser
utilizado em sementes que posteriormente serdo semeadas em condi¢des de baixa ou
alta temperatura, permitindo uma germinacdo mais rapida, resultando em estandes mais
uniformes (CARVALHO et al., 2012; MASETTO et al., 2018).

Apesar dos seus beneficios, o condicionamento fisiolégico das sementes pode
afetar negativamente os parametros de qualidade, incluindo a capacidade de
armazenamento (SANTINI et al., 2017). Os efeitos dos diferentes métodos de
condicionamento de sementes nos atributos de qualidade devem ser amplamente
estudados antes da sua aplicacdo (MALEK et al., 2022).

E para a realizacdo das técnicas, as moléculas sinalizadoras mais utilizadas para
a cultura da soja na inducdo de tolerancia a estresses abidticos sdo agua, peroxido de
hidrogénio e nitroprussiato de sodio (fonte de 6xido nitrico) (OLIVEIRA et al., 2020). E
importante salientar que existem especificidades para cada cultura durante 0 manuseio
que exigem atencdo em relacdo ao tempo de embebicdo, a concentracdo da solucéo e ao
tipo de soluto, ao tempo e ao método de secagem e as condicdes de armazenamento
(ADNAN et al., 2020).

1.4.1  Oxido Nitrico (ON)

O nitroprussiato de soédio (SNP), Naz[Fe(CN)sNO]-2H.O, é um composto
quimico que libera 6xido nitrico durante todo o processo de condicionamento
fisioldgico. O oOxido nitrico (NO) € um gas sollvel que tem exercido papel relevante em
plantas que reagem com as espécies reativas de oxigénio (ROS) sob condic¢Bes
desfavoraveis e atua como molécula sinalizadora, participando de diversos processos
fisiologicos (KARTHIK et al., 2019).

O oxido nitrico na forma de nitroprussiato de sédio se transforma  em uma
molécula de sinaliza¢do bioativa de plantas endogenas e desempenha variadas func¢des

desde a germinacéo, desenvolvimento das sementes até o crescimento e a produg&o final



22

das plantas (KARTHIK, 2019). A aplicagdo do Oxido nitrico pode estimular a
germinagdo das sementes mesmo em condi¢fes desfavoraveis, pois favorece a
diferenciacdo do xilema e a quebra da dorméncia de algumas sementes, na fotossintese,
permite regular a abertura e o fechamento dos estbmatos, aléem de incitar o crescimento
vegetativo da parte aérea e de raizes adventicias em plantas sob condicdes de estresse
(ATAIDE et al., 2015).

Em 1979, foi constatado por Klepper aumento gradativo da producgédo de
oxido nitrico (ON) em plantas de soja, em razdo da dose aplicada de herbicidas.
Desde entdo, vem sendo descoberto que a molécula ON é multifuncional, atuando em
diversas areas e processos celulares das plantas, como, por exemplo, na divisdo celular
(OTVOS et al., 2005).

Embora existam diversos trabalhos sobre o efeito positivo do éxido nitrico em
sementes submetidas ao pré-tratamento com moléculas sinalizadoras, ainda se fazem
necessarias pesquisas aprofundadas que explorem o efeito desta molécula sobre o0s

mecanismos fisioldgicos em sementes e seu comportamento durante 0 armazenamento.

1.4.2 Peroxido de hidrogénio
O peroxido de hidrogénio (H202) é um composto inorgéanico encontrado

geralmente como subproduto na planta, sendo gerado no metabolismo das plantas via
enzimatica direta e indireta por oxidases como NADPH oxidase, que produz o anion
superoxido, dismutado a H>O> pela superéxido dismutase (GILL E TUTEJA, 2010).
Outros processos fisiologicos que também contribuem para a formacéo do H.O> celular,
sdo a transferéncia de elétrons em cloroplastos e mitocondrias e a oxidacdo do glicolato
nos peroxissomas (Niu e Liao, 2016; Khan et al., 2018).

O H20; ¢é fundamental para inimeros organismos por atuar no desenvolvimento,
metabolismo e homeostase (BIENERT et al., 2006). Além disso, essa molécula tem
uma longa meia vida, o que a possibilita ser uma molécula sinalizadora capaz de
percorrer grandes distancias até o seu alvo (VRANOVA et al., 2002). Tal molécula
pode ter seu surgimento atrelado ao metabolismo anaerdbico. Apesar de sua alta
concentragdo ser potencialmente tdxica para a planta, mecanismos de eliminagdo
podem ter surgido no inicio do processo evolutivo (BIENERT et al., 2006).

Este composto desempenha papel vital na tolerancia ao estresse, atuando como
mensageiro secundario, sinalizando os danos causados pelas espécies reativas de

oxigénio em macromoléculas e nas membranas celulares (SHU-HSIEN; CHIH-WEN;
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LIN, 2005), quando seu nivel se encontra em baixas concentracdes (YOU E CHAN,
2015; FAROOQ et al., 2017). Sob condi¢des desfavoraveis provocadas por estresses
abioticos, vérios estudos apontam o papel central do H20> nas vias de sinalizagdo
melhorando as respostas das plantas as condic¢des de estresse hidrico (ISHIBASHI et al.,
2011), a salinidade (BAGHERI et al., 2019), a metais pesados (HASANUZZAMAN et
al., 2017) e a encharcamento (ANDRADE et al., 2018).

Embora j& tenha sido relatado na literatura em diversos estudos o papel do
perdxido de hidrogénio na resposta fisiologica, sob condi¢cdes de estresse, a eficacia do
H>02 no desencadeamento da tolerancia ao estresse em sementes ainda é inconclusiva.
(TENA et al., 2001; QUAN et al., 2008; GUPTA et al., 2016; JAGODZIK et al., 2018;
ZHANG et al., 2018).
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OBJETIVO GERAL

Estudar a eficiéncia do uso de moléculas sinalizadoras na inducdo de tolerancia a
estresses abioticos na cultura da soja pela utilizacdo do condicionamento fisiolégico

em sementes das cultivares | e Il.
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CAPITULO |

MOLECULAS SINALIZADORAS PARA INDUCAO DE
TOLERANCIA A ESTRESSES ABIOTICOS EM SEMENTES DE
SOJA.

RESUMO

A soja destaca-se como uma das mais importantes commodities brasileiras e
novas tecnologias vém sendo incorporadas aos sistemas de producdo e aos programas
de melhoramento genético, no intuito de melhorar a qualidade das sementes. Nesse
sentido, o condicionamento fisiolégico de sementes vem sendo utilizado como uma
alternativa promissora visando aos beneficios na germinacdo e na emergéncia das
plantulas, sobretudo sob condi¢bes menos favoraveis. Diante disso, o0 objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito do condicionamento fisiolégico em sementes de soja de
duas cultivares, cultivar | (precoce) e cultivar Il (tardia), utilizando duas substancias
condicionantes, o 6xido nitrico e o peroxido de hidrogénio, tendo estas cultivares sido
submetidas aos estresses por restricdo hidrica e por alta temperatura. Para tal
procedimento, foram feitas avaliacdo de teor de &gua, primeira contagem de
germinacdo, germinagdo final, comprimento da raiz primaria e raizes secundarias,
tamanho do hipocétilo e crescimento total. O delineamento foi o inteiramente
casualizado, com quatro repeticbes, em esquema fatorial duplo 3x2+1, sendo 3
tratamentos (O0xido nitrico, peroxido de hidrogénio e condicdo normal), 2 estresses
(hidrico e de temperatura), além do tratamento controle para cada cultivar. O
condicionamento fisioldgico de sementes utilizando 6xido nitrico e o peroxido de

hidrogénio ndo reduziram o potencial germinativo das sementes de soja. O
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condicionamento de sementes de soja ndo contribuiu para o desenvolvimento das raizes

primarias e secundarias das plantulas, tanto para a cultivar | quanto para a cultivar I1.

PALAVRAS-CHAVE: Glycine max, Qualidade, Pré-Tratamento,

Osmocondiconamento, Priming, Germinacao.

CHAPTER 1

SIGNAL MOLECULES FOR INDUCTION OF TOLERANCE TO
ABIOTIC STRESS IN SOYBEAN SEEDS.

ABSTRACT

The soybean crop stands out as one of the most important Brazilian commaodities,
and new technologies have been incorporated into production systems and genetic
improvement programs to improve its seed quality. In this sense, the seed physiological
conditioning has been used as a promising alternative, aiming to benefit the seedling
germination and emergence, especially under less favorable conditions. Therefore, this
paper aimed to evaluate the effect of physiological conditioning on soybean seeds of
two cultivars, cultivar | (early) and cultivar 1l (late), with two conditioning substances,
nitric oxide and hydrogen peroxide, then, submitted to water restriction and high
temperature stress; and the evaluation of water content, first germination count, final
germination, length of primary and secondary roots, hypocotyl size, and total growth
were carried out. The design was completely randomized, with four replicates, ina 3 x 2
+1 double factorial scheme, three treatments (nitric oxide, hydrogen peroxide, and
normal condition), two stresses (water and temperature), in addition to the control for
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each cultivar. The seed physiological conditioning using nitric oxide and hydrogen
peroxide does not reduce the germination potential of soybean seeds. Soybean seed
conditioning does not contribute to the development of primary and secondary seedling
roots for both cultivar I and cultivar I1.

KEYWORDS: Glycine max. Germination. Osmoconditioning. Pre-treatment. Priming.
Quality.

3. INTRODUCAO

A cultura da soja destaca-se como uma das mais importantes commodities
brasileiras. Além disso, o Brasil se apresenta como o maior exportador e produtor
mundial deste grdo, sendo uma das culturas mais importantes da producdo agricola do
pais, de grande influéncia no agronegdcio em ambito internacional (CONAB, 2021).

Segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a cultura
da soja foi uma das culturas que mais contribuiram para o recorde da safra em 2020,
com crescimento de 6,5% em comparacdo com o ano anterior. Estima-se que na safra
2021/2022, a producdo de grdos no Brasil ficard em torno de 289,6 milhdes de
toneladas, sendo a expectativa para a producdo de soja de 141,2 milhGes de toneladas,
com previsdo de novo recorde na serie historica.

Um dos principais fatores que cerceiam a producéo dessa cultura se refere ao
uso de sementes de alta qualidade, fundamental para o sucesso do cultivo no campo.
Desta forma, a utilizagdo de sementes com alto vigor proporciona desenvolvimento de
plantulas de forma rapida e uniforme, com alto desempenho e um bom estande de
plantas por hectare, 0 que assegura um potencial produtivo mais elevado (FRANCA-
NETO et al., 2016).
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Outro fator determinante se ,refere a ocorréncia de estresses bioticos, causados
por insetos e microrganismos, como também aos abioticos, causados, por exemplo, por
temperaturas elevadas ou déficit hidrico durante todo o ciclo da cultura, que, quando
aliado aos emprego de semente de qualidade inferior, podem ocasionar baixa
porcentagem de germinacdo e menor velocidade de emergéncia das plantas, afetando
negativamente sua produtividade final (ALVES et al., 2021).

Uma alternativa promitente visando aos beneficios em relagdo a germinacéo e a
emergéncia de plantulas sob condi¢cbes menos favoraveis, como exemplo seca e
temperaturas extremas, refere-se a ado¢do do condicionamento fisioldgico de sementes
(SANTOS, 2019). A técnica consiste em reduzir o tempo de germinacdo das sementes
por meio de uma hidratacdo controlada, desencadeando o0 inicio de processos
fisioldgicos essenciais a germinacdo (fases | e Il), sem atingir a fase Il (protruséo
radicular) (BATISTA et al., 2018; PEREIRA et al., 2018 e RIBEIRO et al., 2019)

A avaliacdo do potencial fisioldégico vem evoluindo incessantemente por meio
de pesquisas e avancgos tecnolégicos e pelo uso de analise de imagens de sementes e
plantulas, cada vez mais frequente, um método que tem se mostrado eficiente para as
avaliaces da germinacdo e vigor das sementes e de plantulas. O uso de moléculas que
conferem efeito protetivo as sementes no condicionamento fisioldgico torna-se uma
opcao para auxiliar na diminuicdo dos impactos causados pela ocorréncia de estresses
abioticos, melhorando a qualidade fisioldgica das sementes (OLIVEIRA et al., 2020).
O oxido nitrico e o peroxido de hidrogénio sdo exemplos de moléculas que podem ser
utilizadas com esse intuito.

A aplicacdo do 6xido nitrico pode estimular a germinacdo das sementes mesmo
em condic¢des desfavoraveis, pois favorece a diferenciacdo do xilema e a quebra da
dorméncia de algumas sementes, além de incitar o crescimento vegetativo da parte aérea
e de raizes adventicias em plantas sob condigdes de estresse (ATAIDE et al., 2015). O
H20. sob condi¢cbes desfavoraveis provocadas por estresses abidticos melhora as
respostas das plantas as condi¢Ges de estresse hidrico (ISHIBASHI et al., 2011),
salinidade (BAGHERI et al., 2019) e encharcamento (ANDRADE et al., 2018).

Desta forma, hd necessidade do desenvolvimento de pesquisas com a finalidade
de verificar a eficiéncia do condicionamento fisiolégico em sementes de soja, como
também a resposta das sementes pos-condicionamento as condigfes de estresses
abioticos. Sendo assim, no presente trabalho, objetivou-se avaliar a eficiéncia do uso de
moléculas sinalizadoras na inducdo de tolerancia a estresses abioticos pelo emprego de
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condicionamento fisiologico em sementes de duas cultivares de soja, cultivar | (precoce)
e cultivar 1l (tardia). A cultivar | pode ter problemas com o acUmulo de sais
provenientes da adubagao anterior e também em solos com altas temperaturas em razéo
da sua precocidade e a cultivar Il, por ser tardia, pode sofrer com a baixa

disponibilidade de agua.

3.1 MATERIAL E METODOS

3.1.1 Aaquisicdo da matéria-prima e local de execucédo do experimento
O experimento foi conduzido no Laboratério Central de Sementes do

Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras — MG. Foram
utilizadas sementes de duas cultivares, cultivar | (precoce) e cultivar Il (tardia),
fornecidas pela empresa Valiosa Sementes - Nazareno, Minas Gerais, produzidas na
safra 2020/2021.

3.1.2 Condicionamento Fisioldgico

Para o condicionamento fisioldgico, foram colocados, em cada frasco, 100 gramas
de sementes totalmente imersas em 200 mL de &gua, juntamente com a solucéo
condicionante diluida. As sementes de soja foram submetidas ao condicionamento
fisioldgico, feito em camara tipo BOD regulada a 25°C (PEREIRA et al., 2018), sem
luz e adaptada com um compressor de ar, responsavel por manter as solugdes aeradas
por um periodo de tempo de 3 horas (OLIVEIRA, 2019). Apds o condicionamento, as
sementes foram lavadas em agua corrente e submetidas ao processo de secagem em
condicdo ambiente a 25°C por 36h e  colocadas em bandejas forradas com papel

germitest de forma a ajudar no processo da secagem.
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As substancias utilizadas como solugdes condicionantes foram solucéo de peréxido
de hidrogénio (100 uM) e solucdo doadora de ON de nitroprussiato de sédio 0,10 mmol
L' (6xido nitrico) (ATAIDE et al., 2015; FARAJI; SEPEHRI; SALCEDO-REYES,
2018; OLIVEIRA, 2019). As sementes utilizadas como controle (testemunha) néo
foram condicionadas.

Toda a metodologia foi conduzida de acordo com testes prévios feitos no
laboratério.

3.1.3 AvaliacGes
3.1.3.1 Teor de 4gua

O teor de agua das sementes foi determinado em trés periodos: antes do
condicionamento, apds o condicionamento (antes da secagem) e ap6s a secagem das
sementes, sendo retiradas quatro repeticdes de cada tratamento e submetidas a estufa a
105°C + 3 °C por 24 horas (BRASIL, 2009).

3.1.3.2 Teste de Germinacéao
Ap0s o periodo de secagem, as sementes foram submetidas a duas condic¢des de

estresse, estresse por tempertaura elevada e restricdo hidrica e diferentes condicGes de
germinacao.

O teste de germinacdo foi conduzido com quatro repeticbes de 50 sementes,
semeadas sobre duas folhas de papel germitest e sobrepostas com mais uma folha.
Essas folhas foram umedecidas com volume de agua equivalente a 2,5 vezes a massa
do substrato seco, para todas as condi¢BGes de germinacdo, com excecao das sementes
sob estresse hidrico, cujas folhas foram umedecidas com polietileno glicol 6000 —
PEG, -0,6Mpa para inducdo da restricdo hidrica.

Os rolos contendo sementes sob condicdo de estresse de temperatura elevada
foram colocados em camara tipo BOD com temperatura regulada a 38 °C (HODGES et
al, 1993). Os demais rolos foram posicionados verticalmente no germinador com a
temperatura de 25 °C, com luz constante e agua destilada, inclusive os rolos sob
condicéo de restri¢do hidrica. Os rolos foram acondicionados em embalagens plasticas
para evitar perda de agua.

A porcentagem de plantulas normais e anormais foi avaliada no quinto (primeira
contagem) e oitavo dia (germinacdo final) ap6s a montagem do teste, segundo

recomendacdes das Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).



38

3.1.3.3 Analise de Imagens
Para a analise de imagens de plantulas, foram utilizadas quatro repeticdes de 25

sementes. A semeadura foi feita sob folhas de papel germitest, umedecidas com volume
de &gua equivalente a 2,5 vezes o peso da massa seca do papel. Os rolos contendo
sementes sob condicdo de estresse de temperatura elevada foram colocados em camara
tipo BOD com temperatura regulada a 38 °C. Os demais rolos foram posicionados
verticalmente no germinador regulado a temperatura de 25 °C. Os rolos foram
acondicionados em embalagens plésticas para evitar perda de agua. As imagens das
plantulas foram obtidas aos 5 dias apds a montagem do teste, equivalente ao periodo de
primeira contagem de germinacdo (BRASIL, 2009).

Para a captura das imagens, foi utilizado o sistema GroundEye®, versdo S800,
composto por um modulo de captacdo que tem uma bandeja de acrilico, uma camera de
alta resolucdo e um software integrado para avaliacdo. As plantulas, apds 5 dias da
montagem do experimento, foram retiradas do papel germitest e inseridas na bandeja do
maodulo de captacdo para obtencdo das imagens. Apos a calibracdo, foi feita a analise
das imagens e extraidos os valores de comprimento da raiz priméria, comprimento das

raizes secundarias, tamanho do hipoco6tilo e comprimento total das plantulas.

3.1.4 Procedimento estatistico
O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com

quatro repeticdes, com esquema fatorial duplo 3x2+1, sendo 3 tratamentos (Oxido
nitrico, peroxido de hidrogénio e condicdo normal), 2 estresses (hidrico e de
temperatura), além do tratamento controle para cada cultivar.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias, grupadas pelo teste
Tukey (p < 0,05), utilizando o software R, versdo 4.1.0. Para a comparagéo do controle
com os demais tratamentos resultantes do fatorial, quando significativo, fei feito o teste
de Dunnett.
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3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.1 Teor de agua, primeira contagem de germinacdo, germinacdo total e
plantulas anormais das cultivares I e 11

O uso de moléculas sinalizadoras como indutoras de tolerancia a estresses abidticos
em sementes de soja resultou em interacdo entre os fatores para porcentagem da
primeira contagem de germinacgdo, germinacdo e numero de plantulas anormais quando
avaliada a cultivar de soja I, tendo relacdo também com o teor de dgua apresentada
pelas sementes ao longo do experimento.

Para a cultivar 1lI, os resultados de teor de agua e germinacdo foram
significativos (Tabelas 1 e 2) e, para a primeira contagem de germinacdo e plantulas
anormais, ndo houve interacdo entre os tratamentos, com efeito isolado somente para o
condicionamento fisiolégico nas solucbes de perdxido de hidrogénio e 6xido nitrico
(Tabela 4).

Apb6s o condicionamento fisiologico utilizando as substancias condicionantes
peroxido de hidrogénio e Oxido nitrico, houve aumento no teor de &gua, em media,
3,7 e 55 vezes maior em relacdo a testemunha (semente sem condicionamento),
respectivamente, para a cultivar 1. Para a cultivar 11, o teor de &gua aumentou em média

4,3 vezes em relacdo a testemunha (Tabela 1).

Tabela 1. Teor de &4gua de sementes de soja (% b.u.) das cultivares | e II, antes e
apos a secagem, sem condicionamento fisioldgico (Controle) e submetidas ao
condicionamento fisioldgico nas solucbes de perdxido de hidrogénio e 6xido nitrico

Substancias

Condicionantes Apo6s Condicionamento ApOs Secagem
Cultivar |
Peroxido de hidrogénio 48,5bA + 0,16 31,1aB + 0,22
Oxido nitrico 72,2aA + 0,17 29,4aB + 0,11
Testemunha 13,1* £ 0,15
CV (%) =1,97%
Cultivar Il
Peroxido de hidrogénio 50,5aA + 0,25 29,3aB + 0,28
Oxido nitrico 49,9aA + 0,27 31,2aB + 0,30
Testemunha 11,8* + 0,04

CV (%) = 2,14%
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Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha néo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de significancia. *Ndao diferem da testemunha pelo Teste de Dunnett ao nivel de 5 %
de significancia.

Todo o processo de germinacdo das sementes se inicia com o processo fisico da
embebicdo, durante esse processo as sementes se expandem em volume, rompendo seu
tegumento. O osmocondicionamento permite que Sementes menos vigorosas ganhem
um intervalo de tempo maior para atingir as reacbes metaboélicas proximas aos niveis de
sementes com maior vigor ao alcangar o potencial osmético de equilibrio ajustado para
cada condicionante (OLIVEIRA, 2010).

Mesmo ap6s a secagem das sementes condicionadas, os teores de &gua das
sementes condicionadas ndo se igualaram ao teor de agua da testemunha, cujas
sementes ndo passaram pelo procedimento do condicionamento fisioldgico. O excesso
no teor de d4gua pode ocasionar atraso no processo de germinacdo, uma vez que
reduz todo o processo resultante, fato esse que foi comprovado nos resultrados
seguintes. Segundo Marcos Filho (2015), quando o teor de agua esta elevado, ele
pode comprometer o vigor das sementes durante os testes. O rapido processo de
embebicdo de agua pelas sementes pode causar dano ao sistema de membranas
(SILVA et al., 2016). Esse fato pode ter causado o baixo desempenho em altas
temperaturas, principalmente no teste com peroxido de hidrogénio (Tabela 2).

As sementes apresentam padrdes de absorcdo de &gua distintos e periodos de
absorcédo diferentes para chegarem a fase Il do processo de hidratacdo dos tecidos.
Desta forma, o periodo de condicionamento com base no teor de agua final das
sementes é essencial, pois o condicionamento fisiol6gico ndo pode exceder a fase I, a
qual é responsavel pela ativacdo do metabolismo das sementes (BEWLEY; BLACK,
1994). De acordo com Bradford (1986), ao atingir a fase 111, fase referente a protruséo
da raiz priméaria, a eficiéncia da técnica do condicionamento fisiolégico pode ser
comprometida, sendo intolerante a desidratacdo. Portanto, a escolha inaqueada do
periodo de condicionamento pode gerar falhas na técnica de condicionamento.

Em vista disso, o pré-tratamento com H2O. em sementes apresenta uma faixa
critica de resposta, dependendo da espécie vegetativa e do método utilizado
(WOJTYLA et al., 2016). Nesse sentido, Oliveira (2019) utilizou dois papéis
germitests embebidos com a solugéo de peroxido de hidrogénio em condigédo de 25 °C
por um periodo de 9 horas em sementes de soja, sendo observada uma embebi¢do mais

lenta, 0 que ocasionou menos danos ao sistema de membranas, convergindo com 0s
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resultados também obtidos por Silva et al. (2016).

Tabela 2. Germinacdo de sementes de soja das cultivares 1 e Il sem
condicionamento fisiol6gico (Testemunha) e submetidas ao condicionamento
fisioldgico nas solugdes de perdxido de hidrogénio e Oxido nitrico e submetidas a
condigdes de estresse hidrico e temperatura elevada

Germinacao
Cultivar |
Substancias
Condicionantes Restrigdo Hidrica Temperatura Elevada Sem Estresse
Perdxido de hidrogénio 42bB £ 0,80 5,5bC + 3,10 86aA* = 1,80
Oxido nitrico 55aB + 4,10 54aB + 2,5 91,5aA* £ 2,90
Testemunha 98* £ 0,90
CV =8,53%
Cultivar Il
Perdxido de hidrogénio 67aB + 3,00 33,5aC + 3,70 91,5aA* + 1,70
Oxido nitrico 66,5aB * 4,20 4hC + 3,30 85,5aA* + 1,50
Testemunha 96* £+ 0,80

CV (%) = 9,13%

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha néo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de significancia. *Nao diferem da testemunha pelo Teste de Dunnett ao nivel de 5 %
de significancia.

Para percentagem de germinacdo final, o 6xido nitrico proporcionou maior taxa
de germinacdo comparativamente ao peroxido de hidrogénio para ambos 0s estresses,
para cultivar |. Ja& para a cultivar Il, ao contrario da cultivar I, a substancia
condicionante que proporcionou maior taxa de germinacdo foi o perdxido de
hidrogénio para ambos os estresses.

Para a cultivar I, o 6xido nitrico ndo diminuiu o potencial germinativo da semente,
uma vez que o tratamento foi igual a testemunha, porém o0s estresses afetaram a
porcentagem de germinacdo. O peroxido de hidrogénio ndo foi eficiente para mitigar os
danos causados no processo germinativo, principalmente em condigfes de altas
temperaturas, tendo sido apresentados valores bem inferiores para germinagao.

Em relacdo a cultivar 11, ambos os condicionantes, peroxido de hidrogénio e 6xido
nitrico, mantiveram o potencial germinativo das sementes quando analisados os testes
sem aplicacdo de estresse, pois obtiveram resultados iguais aos da testemunha, que néo
recebeu condicionante. Porém as duas substancias quando submetidas aos estresses

abioticos ndo foram suficientes para mitigar os danos causados no processo
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germinativo, pois apresentaram valores inferiores aos exigidos para a comercializagdo
de sementes, principalmente em condic¢Oes de temperaturas elevadas (Tabela 2).

Os estresses abioticos afetaram negativamente a germinacdo das sementes, e a
temperatura elevada ocasionou maiores reducdes na germinacdo, comparativamente a
restricdo hidrica. A temperatura, quando elevada, afeta toda a porcentagem final por
estar diretamente relacionada as reacfes durante todo o processo de germinacdo das
sementes. Nos testes com restri¢do hidrica, os dois condicionantes resultaram em taxas
de germinacao semelhantes, porém, nos testes com temperatura elevada, o peréxido de
hidrogénio se sobressaiu em relacdo ao éxido nitrico (Tabela 2).

Também em sementes de soja, Oliveira (2019) obteve resultados positivos para o
pré-tratamento com perdxido de hidrogénio quando as sementes passaram por estresse
de restricdo hidrica induzida por polietilenoglicol (PEG). As menores concentracdes de
H202 (10 e 50 mM) foram as que obtiveram melhores resultados na germinagéo das
sementes. Também foram obtidos resultados similares com aplicacdo de H>O2 no
aumento de germinacdo em outras espécies (LIU et al., 2010; GONDIN et al., 2011;
CHEN et al., 2016).

Em estudos sobre métodos para condicionamento osmoético com sementes de
chicdria, Sadegi e Robati (2015) verificaram que a técnica proporcionou aumento na
capacidade de germinacdo das sementes submetidas a situacdo de estresse hidrico.

Com os resultados apresentados de germinacdo para as duas cultivares, embora
ndo tenham sido eficazes na tolerancia ao estresse hidrico e ao estresse por temperatura
elevada, as substancias condicionantes foram capazes de manter o vigor das sementes,
devido ao fato de o dxido nitrico na forma de nitroprussiato de sédio se transfigurar em
uma molécula de sinalizacdo bioativa de plantas enddgenas, estimulando a germinacgéo
das sementes, até mesmo das menos vigorosas (ATAIDE et al., 2016; KARTHIK,
2019).

Tabela 3. Primeira contagem de germinacédo e plantulas anormais de sementes de soja
da cultivar | sem condicionamento fisiologico (Testemunha) e submetidas ao
condicionamento fisioldgico nas solucdes de perdxido de hidrogénio e dxido nitrico e
submetidas a condicOes de estresse hidrico e temperatura elevada

Primeira Contagem de Germinacao

Cultivar |

Substéancias
Condicionantes Restricdo Hidrica Temperatura Elevada Sem Estresse
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Peroxido de hidrogénio 42bB + 0,80 3,5bC £ 2,80 76,5aA * 3,30
Oxido nitrico 55aB + 4,30 53,5aB + 2,90 79aA + 1,70
Testemunha 975*+0,9

CV (%) = 9,35%

Plantulas Anormais

Peroxido de hidrogénio 34,5aA + 2,10 0aC* 13aB + 2,30
Oxido nitrico 34,5aA + 2,20 0aB* 4aB* + 3,30
Testemunha 1*+0,20

CV (%) = 31,31%

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de significancia. *Né&o diferem da testemunha pelo Teste de Dunnett ao nivel de
5 % de significancia.

Com relacdo a primeira contagem de germinacéo referente a cultivar I, quando as
sementes foram expostas a germinacdo em condicdo de estresse por temperatura
elevada e restricdo hidrica, o 6xido nitrico foi o condicionante que proporcionou
valores superiores comparativamente ao  peréxido de hidrogénio (Tabela 3).

As sementes condicionadas ndo expostas a condicbes de estresse
proporcinaram aumento no vigor em comparacdo com as sementes sob condi¢cfes de
estresse, embora tenham apresentado valores inferiores aos da testemunha. A soja se
adapta melhor a condicGes de temperaturas entre 20 °C e 30 °C e, partir de 40 °C, ela
sofre efeitos adversos na taxa de crescimento vegetativo (FARIAS et al., 2007).

Para a percentagem de plantulas anormais, o tratamento com 6xido nitrico mostrou
novamente manter o potencial fisiologico das plantulas de soja, sendo igual a
testemunha quando analisada a contagem sem estresse. Para 0S testes com a
temperatura elevada, a contagem foi nula para os dois condicionantes, porém este fato é
causado pela morte da maioria das sementes sob alta temperatura. Por outro lado, a
restricdo hidrica se mostrou influente negativamente no nimero de plantas anormais,
favorecendo seu aumento (Tabela 3). De acordo com Mcdonald (2000) e Armstrong
(1992), a técnica do condicionamento das sementes em agua resulta em crescimento
anormal das plantulas para essa espécie.

O perdxido de hidrogénio, quando usado em altas concentragdes, se torna toxico
para as plantas e, mais uma vez, essa substancia apresentou valores inferiores para a
cultivar 1, talvez pelo fato de essa cultivar ser mais sensivel e a concentragdo utilizada
pode ter sido téxica para ela. Ja que para a cultivar Il, os resultados do perdxido de
hidrogénio foram benéficos. Vale ressaltar que seu uso é benéfico somente quando
utilizado em baixas concentraces (FAROOQ et al., 2017).
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Nesse mesmo sentido, Pires (2014) também obteve resultados positivos para o
tratamento de sementes de gergelim com 6xido nitrico, uma vez que o condicionante se
mostrou eficaz em amenizar 0s entraves para a germinacdo em todos os potenciais
osmoticos testados para gerar restri¢do hidrica.

N&o houve interacdo entre os tratamentos condicionantes e as vias de estresse
para a cultivar Il nas avaliagdes de primeira contagem de germinagéo e porcentagem

de plantulas anormais, tendo sido estes parametros avaliados isoladamente (Tabela 4).

Tabela 4. Primeira contagem de germinacdo e plantulas anormais de sementes de soja
da cultivar 1l sem condicionamento fisiolégico (Testemunha) e submetidas ao
condicionamento fisioldgico nas solucdes de perdxido de hidrogénio e dxido nitrico e
submetidas a condicdes de estresse hidrico e temperatura elevada.

Primeira Contagem de Germinacao

Substancias Temperatura Sem
Condicionantes Restricdo Hidrica Elevada Estresse
76,5aA
Peroxido de hidrogénio 42bB + 3,10 3,5bC £4,90 +2,80
Oxido nitrico 55aB + 4,20 53,5aB + 2,50 79aA £ 0,90
Testemunha 97,5a*+1,2
CV =9,35%
Plantulas
Anormais
Substéncias Temperatura Sem
Condicionantes Restricdo Hidrica Elevada Estresse
Perdxido de hidrogénio 34,5aA £ 1,40 0aC* 13aB + 1,40
Oxido nitrico 34,5aA £ 2,80 0aB* 4aB* + 2,10
Testemunha la*+ 0,9
CV =31,31%

Médias seguidas da mesma letra minudscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

Ao analisar a percentagem da primeira contagem de germinagdo, observou-se
que a condicdo de estresse por temperatura elevada afetou diretamente a germinacao das
sementes, proporcionando menores valores na primeira contagem da germinagéo (8,5%)
%), e 0 maior indice de plantulas anormais (21,8%) foi ocasionado pela restrigdo
hidrica, sendo que as sementes que ndo foram submetidas ao estresse apresentaram
germinacdo superior. Deve-se considerar que a maioria das sementes ndo resistiu a

temperatura elevada e morreu.
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As sementes condicionadas com peroxido de hidrogénio apresentaram melhores
resultados na primeira contagem de germinagdo, comparativamente aquelas
condicionadas com Oxido nitrico, embora ambos o0s condicionamentos tenham
apresentado  valores inferiores a porcentagem minima de 80% exigida para a
comercializacdo do produto como semente (BRASIL, 2013). Ao contrério da cultivar I,
cujas sementes apresentaram melhores resultados quando condicionadas com Oxido
nitrico.

O condicionamento fisiologico de sementes utilizando perdxido de hidrogénio
como molécula sinalizadora vem se tornando uma relevante alternativa na tolerancia
de plantas sob condi¢bes desfavoraveis, melhorando suas respostas, principalmente
quando em condi¢des de estresse hidrico (ANDRADE et al., 2018), por atuar como
mensageiro secundario, exibindo os danos causados pelas espécies reativas de oxigénio
nas membranas celulares (LIN, 2005). Vale ressaltar que seu uso é benéfico somente

quando utilizado em baixas concentraces (FAROOQ et al., 2017).

3.2.2 Analise de imagens referentes as cultivares | e 11

As Figuras 1 e 2 obtidas pelo sistema GroundEye® mostram que o
condicionamento fisioldgico ndo reduziu a germinacgdo das sementes, mas as plantulas
apresentaram alta sensibilidade as condicdes de estresses hidrico e por altas
temperaturas para as duas cultivares.

As plantulas do tratamento controle (testemunha) (Figuras 1 e 2 - A e B) e as
plantulas submetidas somente as solugdes condicionantes (Figuras 1 e 2 - C e D) ndo
diferiram entre si, pois todas se apresentaram como plantulas altamente vigorosas, com
alto desenvolvimento radicular, comprovando que o condicionamento fisiol6gico nédo
reduziu a germinagéo das sementes.

Porém, comparando as plantulas do tratamento controle (testemunha) (A e B) e
condicdo normal [plantulas que foram submetidas ao condicionamento, porém néo
foram submetidas ao estresse (Figuras 1 e 2 - C e D)] com as demais plantulas que
foram submetidas as condicGes de estresse hidrico (Figuras 1 e 2 - E e F) e temperatura
elevada (Figuras 1 e 2 - G e H), é notorio que seu crescimento radicular  foi
prejudicado, sendo percebido um crescimento lento e tardio, tanto para a cultivar |

guanto para a cultivar 1. Além disso, destaca-se a quantidade de sementes mortas
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obtidas das amostras submetidas ao estresse por temperatura elevada para as duas

substancias condicionantes.

Figura 1. Plantulas de soja da cultivar I sem condicionamento fisiologico (Testemunha)
e submetidas ao condicionamento fisiologico nas solucdes de peroxido de hidrogénio e
oxido nitrico e submetidas a condi¢fes de estresse hidrico e temperatura elevada. A-
Testemunha, B- Testemunha, C- Plantulas em condicdo normal condicionadas com
oxido nitrico, D- Plantulas em condicdo normal condicionadas com peroxido de
hidrogénio, E- Plantulas condicionadas com éxido nitrico e submetidas ao estresse
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hidrico, F- Plantulas condicionadas com peréxido de hidrogénio e submetidas ao
estresse hidrico, G- Plantulas condicionadas com Oxido nitrico e submetidas ao estresse
de temperatura, H- Plantulas condicionadas com perdxido de hidrogénio e submetidas
ao estresse de temperatura.

Figura 2. Plantulas de soja da cultivar 1l sem condicionamento fisioldgico
(Testemunha) e submetidas ao condicionamento fisioldgico nas solugdes de perdxido de
hidrogénio e oxido nitrico e submetidas a condigcdes de estresse hidrico e temperatura
elevada. A- Testemunha, B- Testemunha, C- Plantulas em condi¢cdo normal
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condicionadas com éxido nitrico, D- Plantulas em condi¢do normal condicionadas com
peroxido de hidrogénio, E- Plantulas condicionadas com 6xido nitrico e submetidas ao
estresse hidrico, F- Plantulas condicionadas com perdxido de hidrogénio e submetidas
ao estresse hidrico, G- Plantulas condicionadas com o6xido nitrico e submetidas ao
estresse de temperatura, H- Plantulas condicionadas com peroxido de hidrogénio e
submetidas ao estresse hidrico.

O uso de moléculas sinalizadoras como indutoras de tolerancia a estresses abidticos
em sementes de soja resultou em interacdo entre os fatores para comprimento da raiz
priméaria e tamanho do hipocétilo das plantulas (Tabela 5) para a cultivar 1. Ja para os
fatores comprimento das raizes secundérias e comprimento total das plantulas, ndo
houve interacdo entre os tratamentos (Tabelas 6 e 8).

Com relacdo aos resultados referentes a cultivar Il, ndo houve interacdo entre os
tratamentos, tendo havido efeito isolado somente para condicionamento fisiologico nas
solucdes de perdxido de hidrogénio e 6xido nitrico para comprimento da raiz primaria,
comprimento das raizes secundarias, tamanho do hipocoétilo das plantulas de soja e
comprimento total das plantulas (Tabelas 7 e 8).

Tabela 5. Comprimento da raiz primaria e tamanho do hipocétilo das plantulas de soja
da cultivar | sem condicionamento fisioldgico (Testemunha) e submetidas ao
condicionamento fisioldgico nas solucdes de perdxido de hidrogénio e dxido nitrico e
submetidas a condicOes de estresse hidrico e de temperatura elevada

Cultivar |
Comprimento da Raiz Primaria
Substancias Restrigéo Temperatura
Condicionantes Hidrica Elevada Sem Estresse
Peroxido de hidrogénio 0aB + 0,62 0aB % 0,20 9,32bA* + 1,60
Oxido nitrico 0aB +0,19 0aB + 0,39 11,49aA* + 0,65
Testemunha 15,68* £ 1,80

CV (%) = 16,38%

Tamanho do Hipocotilo

Perdxido de hidrogénio 1,02aB + 0,13 1,13aB + 0,13 6,65aA* + 0,60
Oxido nitrico 0,57aB + 0,03 1,50aB + 0,38 4 69bA + 0,49
Testemunha 7,92* +0,39

CV (%) = 22,06%

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha néo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de significancia *Nao diferem da testemunha pelo Teste de Dunnett ao nivel de 5%
de significancia.
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Com relacdo ao comprimento de raiz primaria referente a cultivar | (Tabela 5),
houve crescimento tardio das plantulas  submetidas aos estresses abidticos, fato
associado ao potencial hidrico e a exposicdo das sementes a altas temperaturas, por
consequéncia, ocorrendo menor absor¢do de agua pela semente, afetando todo o
desenvolvimento das plantulas. Para as plantulas submetidas somente ao
condicionamento fisioldgico, o crescimento foi igual ao da testemunha.

De forma geral, o crescimento das plantulas foi sensivel ao estresse hidrico e a
temperaturas elevadas, dados que confirmam Langeroodi e Noora (2017), cujo
trabalho desenvolvido com sementes de soja sob condicionamento fisioldgico,
submetidas ao polietilenoglicol (PEG) como indutor do estresse hidrico, apresentou
reducéo para a percentagem de germinagdo e para o crescimento inicial das plantulas,
como também para o vigor e o indice de vigor das plantulas de ambas as cultivares.

O peroxido de hidrogénio foi mais efetivo em condi¢cBes normais (sementes
condicionadas, porém ndo submetidas as condicGes de estresse) para tamanho de
hipocdtilo, principalmente pela semelhanga com a testemunha. Os demais tratamentos
ndo diferiram entre si.

Oliveira (2020), ao analisar plantas submetidas ao pré-tratamento com peroxido
de hidrogénio (H20.), observou que a substancia condicionante prorrogou o periodo de
diminuicdo do potencial hidrico, como também favoreceu o crescimento das raizes, mas

ndo foi eficaz no crescimento da parte aérea.

Tabela 6. Comprimento das raizes secundarias das plantulas de soja da cultivar | sem
condicionamento fisiolégico (Testemunha) e submetidas ao condicionamento
fisiologico nas solucBes de peroxido de hidrogénio e Oxido nitrico e submetidas a
condicdes de estresse hidrico e temperatura elevada

Cultivar |
Substéancias Condicionantes CRS

Peroxido de hidrogénio 3,97b £ 0,12
Oxido nitrico 6,64a + 0,02

Tratamentos
Restricdo Hidrica 0,37b £ 0,03

Temperatura Elevada Ob

Sem Estresse 11,18a £ 0,60
Testemunha 14,86 £ 0,81

CV (%) 13,25
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Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de significancia.

Sob condicbes de estresse por temperaturas elevadas e estresse hidrico, o
comprimento das raizes secundarias referentes a cultivar | apresentou efeito inferior em
comparagdo com as plantulas  submetidas ao condicionamento fisiolégico e sem
estresse, de forma que os estresses afetaram negativamente o crescimento radicular das
plantulas (Tabela 6).

Comportamento similar foi observado por Zhou et al. (2021) em experimento
desenvolvido com plantulas de soja condicionadas submetidas a estresse hidrico, tendo
observado que o estresse hidrico de longo prazo reduziu o volume radicular da soja,
fator importante que afeta a absorcédo de agua e nutrientes minerais do solo, refletindo-
se no tamanho do sistema radicular.

O peroxido de hidrogénio e o 6xido nitrico afetaram de forma similar o
crescimento das plantulas da cultivar I, tendo em vista uma diminui¢do de 3 e 2 vezes
maior comparativamente a testemunha, respectivamente. Resultados divergentes foram
obtidos por Oliveira (2019), que relatou evolucdo na germinacao e no crescimento das
plantulas de soja quando as sementes foram submetidas ao pré-tratamento com peréxido
de hidrogénio nas concentracfes de 10 e 50 mM e sob condi¢des de estresses hidrico e
salino.

As concentracdes utilizadas no trabalho de Oliveira foram mais altas do que as
utilizadas nesse trabalho, podendo ser observado que as concentracGes apresentam
influéncia direta no processo de germinacdo, considerando que as  concentracfes
utilizadas no experimento podem ter sido baixas, sendo insuficientes para auxiliar no

crescimento das plantulas de soja.

Tabela 7. Comprimento da raiz primaria, comprimento das raizes secundarias e
tamanho do hipocotilo das plantulas de soja da cultivar Il sem condicionamento
fisioldgico (Testemunha) e submetidas ao condicionamento fisioldgico nas solugdes de
peroxido de hidrogénio e Oxido nitrico e submetidas a condig¢Ges de estresse hidrico e
temperatura elevada

Cultivar 1l
Substancias Condicionantes CRP CRS CH
Peroxido de hidrogénio 457a+0,08 3,8la+0,15 2,07a+0,04
Oxido nitrico 4,85a+0,08 6,29b+0,15 2,90a+ 0,04

Tratamentos
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4,58ab
Restricdo Hidrica +0,10 2,73b£0,12 1,57b+0,24
Temperatura Elevada 3,19b + 1,20 Ob 0,72b + 0,23
12,43a +
Sem Estresse 6,36a + 1,20 0,35 5,17a + 0,58
Testemunha 1281 +£1,40 1493+0,23 7,07 +0,54
CV (%) 22,11 23,21 28,88

Meédias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha n&o diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de significancia

N&o houve interacdo entre os tratamentos condicionantes e as vias de estresse
para a cultivar Il na avaliagdo de comprimento da raiz primaria, comprimento das raizes
secundérias e tamanho do hipocoétilo (Tabela 7).

O peroxido de hidrogénio e o oOxido nitrico afetaram de forma similar o
crescimento das plantulas, assim como 0 estresse hidrico e a temperatura elevada
afetaram negativamente as caracteristicas de comprimento da raiz primaria,
comprimento raizes secundarias e tamanho do hipocétilo das plantulas em relagdo a
falta de estresse, havendo aumento no periodo de germinacdo das sementes, tornando o
crescimento das plantulas lento e tardio, assim como para a cultivar |, fato que se
associa a reducdo do potencial hidrico, assim como a temperaturas elevadas, por
consequéncia, ocorrendo menor absor¢do de agua pela semente, interferindo na
capacidade germinativa e no desenvolvimento das plantulas.

Diferindo dos resultados encontrados por Adnan et al. (2020), que, analisando o
PEG para simular o estresse hidrico em sementes de bromus, observaram que as
sementes condicionadas e expostas ao estresse hidrico apresentaram melhoria no
comprimento de raizes primérias e secundérias, quando comparadas com as sementes
gue nédo foram condicionadas.

De acordo com Nakagawa (1999), as sementes que apresentam maior vigor sao
aquelas capazes de originar e desenvolver plantulas normais, com emergéncia rapida e
uniforme e maior comprimento. Desta forma, sdo mais aptas a transferir maior massa
seca de seus tecidos de reserva para 0 eixo embrionario , durante o processo de

germinacao.

Tabela 8. Comprimento total das plantulas de soja das cultivares I 1l sem
condicionamento fisiologico (Testemunha) e submetidas ao condicionamento
fisiologico nas solugcbes de perdxido de hidrogénio e d6xido nitrico e submetidas a
condicdes de estresse hidrico e temperatura elevada
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Cultivar | Cultivar Il
Substancias Substéncias
Condicionantes CT Condicionantes CT

Perdxido de hidrogénio 7,242+ 0,15 | Perdxido de hidrogénio 6,64a+0,11
Oxido nitrico 6,74a+ 0,21 Oxido nitrico 7,75a+ 0,11

Tratamentos Tratamentos
Restricdo Hidrica 2,41b + 0,15 Restricdo Hidrica 6,15b + 0,21
Temperatura Elevada 1,81b + 0,22 | Temperatura Elevada  3,91b + 0,23
Sem Estresse 16,74a £ 0,50 Sem Estresse 11,53a+ 1,50
Testemunha 21,80+ 1,70 Testemunha 19,88 + 1,90

CV (%) 23,81 CV (%) 22,26

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de significancia.

N&o houve interacdo entre os tratamentos condicionantes e as vias de estresse
para as cultivares | e | na avaliagdo de comprimento total de plantulas (Tabela 8). Entre
os tratamentos avaliados, as plantulas submetidas ao estresse hidrico e a altas
temperaturas foram as mais prejudicadas, tendo seu crescimento afetado negativamente.
De forma geral, o crescimento das duas cultivares apresentou sensibilidade ao estresse
por altas temperaturas e restricdo hidrica, sem que esses fatores abioticos tivessem
efeito direto na velocidade de absorcdo de agua, afetando a reativacdo das relagdes
metabolicas, interferindo no inicio da formacéo das plantulas.

Embora as plantulas das sementes condicionadas ndo tenham apresentado
valores iguais ou superiores a testemunha, seu desenvolvimento foi ainda melhor do que
as demais, tanto para a cultivar |1 quanto para a cultivar Il. Durante o processo de
embebicdo, a quantidade de agua a ser absorvida pela semente deve ser suficiente para
iniciar esse processo e dar continuidade ao processo de germinacdo, caso contrario,
todo o processo de desenvolvimento das sementes podera ser afetado.

Com relacdo ao condicionamento fisiologico com peroxido de hidrogénio e
oxido nitrico, ndo houve incremento no comprimento das plantulas de soja. De acordo
com McDonald (2000) e Armstrong (1992), a técnica do condicionamento de sementes
em 4&gua resulta em crescimento anormal das plantulas para essa espécie.
Contrariamente, Oliveira (2020) observou em estudos conduzidos com sementes de
soja que o comprimento das raizes das plantulas pré-tratadas com H2O; apresentou

resultado superior a testemunha.
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3.3 CONCLUSAO

O condicionamento utilizando as moléculas sinalizadoras de Oxido nitrico e
peroxido de hidrogénio ndo reduziu o potencial germinativo das sementes de soja.

O condicionamento de sementes de soja ndo contribuiu para o desenvolvimento
das raizes primarias e secundarias das plantulas, tanto para a cultivar | quanto para a

cultivar II.
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