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RESUMO

Os jasmonatos sdo compostos que induzem uma defesa constitutiva direta contra alguns
estresses, bidticos e abidticos, e sdo utilizados como elicitores em soja para induzir uma defesa
frente a condicdes bidticas ou abidticas estressantes. Entretanto, o seu papel na inducdo de
producdo de volateis, especificamente de etileno, durante o processo germinativo, é pouco
estudado. Diante do exposto, os objetivos do presente trabalho foram avaliar a liberacao de
etileno em sementes de soja (Glycine max (L.) Merr.) durante as diferentes fases de absor¢édo
de &gua no processo germinativo, de sementes tratadas com diferentes concentracfes de MeJA
(Metil-jasmonato), a relagéo da liberagéo de etileno com as enzimas do sistema antioxidante,
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e teores de peréxido
de hidrogénio (H202), e malondialdeido (MDA), em plantulas de soja de estadio vegetativo V1
provenientes de sementes tratadas com MeJA. Foi também avaliado o crescimento de plantulas
de soja tratadas ou ndo com MeJA e submetidas a condicdo de déficit hidrico e simulacdo de
herviboria. O MeJA induziu liberacdo de etileno em sementes durante as diferentes fases de
absorcdo de agua, sendo a concentracdo 12.5 uM de MeJA a que apresentou melhores
resultados para indice de velocidade de germinacdo (IVG) e o T50. As plantulas de soja
provenientes de sementes tratadas com MeJA sob simulacdo de herbivoria, apresentaram
diferenca significativa no teor de etileno liberado, em comparagdo ao déficit hidrico. Assim
mesmo, 0 MeJA promoveu maiores teores de H,O2> e MDA para as plantulas submetidas a
condicdo de déficit hidrico, mas ndo promoveu a atividade de enzimas antioxidantes SOD, CAT
e APX, sobre as condic@es estressantes. Por fim nas varidveis de crescimento a condicao déficit
hidrico provocou menor crescimento de caule e raiz, assim como de massa seca de raiz e nimero
de folhas. Com estes resultados conclui-se que 0 MeJA induz a liberacdo de etileno durantes as
diferentes fases absorcao de agua do processo germinativo e em plantulas de soja provenientes
de sementes tratadas com MeJA sob simulac&o de herviboria, além de promover maiores teores
de H202 e MDA para as plantulas submetidas a condicdo de déficit hidrico. Este trabalho
proporciona um referente para pesquisas na area de inducdo de resisténcia sistémica, assim
como para analisar a importancia dos horménios MeJA e etileno na defesa das plantas contra
herviboria.

Palavras-chave: Soja. Déficit hidrico. Simulagéo de herbivoria. Metil-jasmonato. Etileno.
Enzimas.



ABSTRACT

Jasmonates are compounds that induce a direct constitutive defense against some stresses, both
biotic and abiotic, and are used as elicitors in soybean to induce a defense against stressful
biotic or abiotic conditions. However, its role in inducing the production of volatiles,
specifically ethylene, during the germination process is poorly studied. In view of the above,
the objectives of the present work were to evaluate the release of ethylene in soybean seeds
(Glycine max (L.) Merr.) during the different phases of water absorption in the germination
process, from seeds treated with different concentrations of MeJA ( Methyl-jasmonate), the
relationship of ethylene release with the enzymes of the antioxidant system, superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX) and levels of hydrogen peroxide
(H202), and malondialdehyde (MDA), in V1 vegetative stage soybean seedlings from seeds
treated with MeJA. The growth of soybean seedlings treated or not with MeJA and submitted
to water deficit condition and herviboria simulation was also evaluated. MeJA induced ethylene
release in seeds during the different phases of water absorption, being the concentration of 12.5
uM of MeJA the one that presented the best results for germination speed index (IVG) and T50.
Soybean seedlings from seeds treated with MeJA under herbivory simulation showed a
significant difference in the content of ethylene released, compared to water deficit. Likewise,
MeJA promoted higher levels of H202 and MDA for seedlings submitted to water deficit
condition, but did not promote the activity of SOD, CAT and APX antioxidant enzymes under
stressful conditions. Finally, in the growth variables, the water deficit condition caused less
growth of stem and root, as well as root dry mass and number of leaves. With these results, it
is concluded that MeJA induces the release of ethylene during the different phases of water
absorption of the germination process and in soybean seedlings from seeds treated with MeJA
under herviboria simulation, in addition to promoting higher levels of H202 and MDA for
seedlings submitted to water deficit condition. This work provides a reference for research in
the area of systemic resistance induction, as well as for analyzing the importance of the
hormones MeJA and ethylene in the defense of plants against herviboria.

Keywords: Soy. Water deficit. Herbivory simulation. Methyl jasmonate. Ethylene. Enzymes.
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PARTE 1.

1 INTRODUCAO GERAL

As plantas apresentam diferentes mecanismos fisiologicos e bioquimicos contra
estresses bidticos e abidticos, que as permitem sobreviver em ambientes fora das condicdes
Otimas para seu desenvolvimento. Existem diferentes fatores abioticos (temperaturas baixas e
elevadas, alta luminosidade, déficit hidrico, salinidade, material particulado) e bioticos
(presenca de patdgenos e pragas) que podem causar estresses tanto em sementes como
plantulas. Tanto condicBes bidticas como abioticas estressantes podem causar estresse
oxidativo e mudancas metabodlicas, que desencadeiam efeitos negativos na germinacéo,
crescimento, desenvolvimento e produtividade das plantas (HOLOPAINEN; GERSHENZON,
2010; MARTINEZ et al., 2018). Esses estresses induzem a producdo de metabolitos
secundarios, como a liberacdo de compostos organicos volateis (COVs) (MEWIS, 2005), e a
maior atividade de enzimas antioxidantes, como mecanismo controlador do excesso de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (MITTLER, 2002). Esses mecanismos estdo envolvidos no

processo de defesa da planta, em busca de mitigar ou diminuir o impacto causado pelo estresse.

A condicdo de déficit hidrico no ambiente, induz diversos mecanismos de resposta
atenuando os efeitos do estresse, e dessa forma levam a tolerancia ao déficit hidrico. Na fase de
germinacdo e estabelecimento inicial, alguns desses mecanismos incluem o acimulo de
moléculas osmorreguladoras, metabolizacdo de EROs, e ajustes estruturais; ao nivel celular,
ajustes no sistema de membranas, modificacdes na arquitetura da parede e mudangas na
frequéncia de divisdes celulares (FAROOQ et al., 2009). A producdo de EROs durante a
germinacdo e estabelecimento inicial de plantulas acontece a partir de diversos processos. A
embebicdo da semente provoca a producéo de peroxido de hidrogénio e outras EROs (BAILLY,
2004). Durante o processo germinativo, o metabolismo mitocondrial e a atuacdo de
peroxissomos, como na R-oxidacdo de &cidos graxos associada @ mobilizacdo de reservas em
sementes oleaginosas, sdo as principais fontes de formacéo de EROs. Em condicdes de déficit
hidrico, a atuagdo de NADPH oxidases podem estar envolvidas na produgdo de EROs induzida
por acido abscisico (SMIRNOFF, 2008).

A atuacdo de enzimas antioxidantes s&o um importante alvo no controle de estresse
oxidativo, desencadeado por agente biotico ou abiotico; catalase (CAT), ascorbato peroxidase
(APX) e superdxido dismutase (SOD) sdo enzimas presentes nas principais rotas de
metabolizacdo de espécies reativas de oxigénio em plantas (MITTLER, 2002). Outro



mecanismo de defesa das plantas, é a produgdo de metabdlitos secundérios e liberacdo de
COVs, que podem além de proporcionar uma resisténcia sistémica direta, alertar as plantas
vizinhas contra um possivel ataque (MARIN-LOAIZA; CESPEDES, 2007).

Em relacdo a herbivoria, considerado um tipo de estresse bidtico, relata-se que o ataque
de um herbivoro ativa as rotas de sinalizacdo do metabolismo priméario e secundario, como
resposta de defesa da planta. Dentre os compostos produzidos, encontramos os COVs, que
repelem o ataque de herbivoros ou atraem inimigos naturais. Além de seu papel na protecdo,
estes compostos podem ser detectados por plantas vizinhas, e dessa forma ser alertadas
(MARIN-LOAIZA; CESPEDES, 2007; RIFFEL; COSTA, 2015). Diferentes s&o 0s compostos
liberados através da ativacdo de rotas bioquimicas, como terpenos, etileno, acidos graxos e
compostos aromaticos (PINHEIRO, 2017).

A emissdo de COVs das plantas varia muito, dependendo da espécie, 6rgéo, estagio de
desenvolvimento e condi¢cdes ambientais. Fatores ambientais, tanto bidticos e abioticos, tem
particularmente grande impacto sobre os volateis liberados a partir das partes vegetativas
(RIFFEL; COSTA, 2015). Algumas pesquisas apontam que aproximadamente 1.700
substancias sdo emitidas por espécies vegetais, estando presentes durante todo o ciclo de vida
da planta (BOLSONI, 2017; LORETO; SCHNITZLER, 2010). Dentro destes volateis destaca-
se o etileno, produto do metabolismo primario da planta, € um hormonio que regula diferentes
aspectos do ciclo de vida, incluindo germinacédo de sementes, rizogénese, desenvolvimento de
flores, determinacdo de sexo, amadurecimento de frutos, senescéncia e respostas ao estresse
biotico e abidtico (LIN; ZHONG; GRIERSON, 2009)

Diversas pesquisas expdem a importancia da utilizag&o de elicitores, como indutores de
resisténcia sistémica induzida da planta frente a condi¢des abidticas ou bidticas estressantes.
Relata-se que aplicacdo exdgena de jasmonatos (JAs) em uma ampla variedade de plantas de
interesse agrondmico como tomate, alface, algoddo, aveia, batata, tabaco, soja, estimula a
tolerancia e resisténcia frente a estresses abioticos e bidticos respectivamente (FARMER;
ALMERAS; KRISHNAMURTHY, 2003; JAITI; VERDEIL; EL HADRAMI, 2009;
RODRIGUEZ-SAONA et al., 2001; ROHWER; ERWIN, 2008, 2010; RYAN, 2000). Os
jasmonatos sdo fitorménios de origem lipidica, de estrutura molecular semelhante as
prostaglandinas em animais (ABDALA; CENZANO, 2006). Essa classe de fitormonios, além
de apresentar um papel importante no crescimento e desenvolvimento, induz uma defesa
constitutiva direta contra alguns estresses (ABDALA; CENZANO, 2006).



A ocorréncia de deficit hidrico e herbivoria, € comum em culturas agricolas no Brasil.
Durante os ultimos anos o déficit de chuvas tem provocado grandes perdas no setor agricola do
pais, principalmente em soja (Glycine max) uma das lavouras com maior valor de producéo do
Brasil. Segundo o censo realizado em 2020, o Brasil colheu 121.5 milhGes de toneladas de soja
(CENSO AGRO, 2020). Além das perdas causadas pelo déficit de chuvas, a cultura da soja é
altamente prejudicada pelo ataque de insetos e pragas, desde a germinacdo a colheita
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2000).

Embora existam trabalhos que relatem a aplicagdo de JAs por aspersdo via foliar em
soja para induzir uma defesa frente a condicGes bidticas ou abidticas estressantes (KERAMAT,;
KALANTARI; ARVIN, 2009; LAREDO ALCALA et al., 2017; ROHWER; ERWIN, 2008;
SANCHES et al., 2017), sdo poucos os trabalhos que comparam a resposta da aplicacdo deste
fitormonio frente a um estresse bidtico com um estresse abidtico, e mais ainda sendo utilizado
como pré-tratamento em sementes. Ha trabalhos que avaliam a aplicacdo de JAs como pré-
tratamento em sementes, mas ndo investigando-o como indutor da producdo de volateis,
especificamente de etileno, durante o processo germinativo. (ABDELGAWAD,;
KHALAFAALLAH; ABDALLAH, 2014; SHETEIWY et al., 2018; ZALEWSKI et al., 2020)

Diante do exposto, este trabalho traz a hipotese de que plantulas de soja de estadio
vegetativo V1, provenientes de sementes tratadas com Metil Jasmonato (MeJA), evidenciam
maior liberagdo de etileno e maior atividade de enzimas antioxidantes, minimizando os efeitos
do déficit hidrico e da simulagdo de herbivoria. Desta forma, objetivou-se avaliar a liberagédo
de etileno em sementes de soja tratadas com diferentes concentracfes de MeJA, e em plantulas
de soja de estadio vegetativo V1 provenientes de sementes tratadas com MeJA, sob condicédo
de déficit hidrico e simulacgdo de herbivoria, além da atividade de enzimas antioxidantes, H20-,
MDA e o crescimento.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura da soja no Brasil: perspectivas de mitigacdo de efeitos do estresse e

melhorias na produtividade

A soja (Glycine max (L.) Merr.) no Brasil tem sido movida por inovagdes tecnologicas
desde 1970 envolvendo diferentes atores, tanto publicos quanto privados, com o desafio de
produzir cultivares de soja para condigdes subtropicais e tropicais do Brasil (GAZZONI, 2018).
Atualmente, as cultivares de soja que estdo no mercado, atingem aproximadamente 121.5
milhGes de toneladas por ano, sendo esta cultura responsavel pelo 48% da producédo total de
grdos no pais, convertendo o Brasil ao segundo produtor mundial de soja (CENSO AGRO,
2020). Ainda existem desafios na cultura da soja, e diversas tecnologias sdo desenvolvidas para
incorporar as cultivares caracteristicas genéticas de tolerancia ou resisténcia a condicdes
estressantes (GAZZONI, 2018). Além disso, procura-se a sustentabilidade das atividades
agricolas por meio da criacdo de inovagdes e tecnologias menos agressivas a0 meio ambiente e
a satde humana (TEIXEIRA, 2016).

Diferentes sdo o0s estreses ambientais que ocasionam perdas significativas na
produtividade de soja; relata-se alguns estresses abiéticos como salinidade, déficit hidrico, alta
luminosidade, e metais pesados (BAHRY et al., 2014; CARVALHO et al., 2012; KERAMAT;
KALANTARI; ARVIN, 2009; LIMA et al., 2004) e bi6ticos como pragas e doencas (FIDELIS
et al.,, 2003; HOFFMANN-CAMPO et al., 2000). Algumas técnicas sdo utilizadas como
ferramenta para induzir tolerancia e resisténcia a estresses abi6ticos e bidticos respectivamente,
tanto em sementes como pléantulas de soja. Entre as varias estratégias, o priming (ou pré-
tratamento) de sementes, é uma técnica eficaz e pratica para aumentar a emergéncia rapida e
uniforme, alto vigor da muda e melhores rendimentos, sob um ambiente adverso (DAI et al.,
2017). Outra técnica é a aplicacdo de bioestimulantes com efeito antiestresse, incluindo
produtos & base de acidos fllvicos e extratos de algas Ascophyllum nodosum (L.) (ROSARIO
etal., 2021). A aplicagdo de elicitores como indutores de resisténcia sistémica é uma ferramenta
de inovacdo utilizada com o objetivo de gerar um mecanismo de defesa na planta frente a
condicgdes bioticas ou abioticas estressantes (ROHWER; ERWIN, 2008). Recentemente &
utilizada a aplicacdo de jasmonatos (JAs) em sementes com a finalidade de gerar uma protecao
durante um tempo prolongado frente a diferentes tipos de estresse em variedade de cultivos
agricolas (LAREDO ALCALA et al., 2017).



O déficit hidrico decorrente de chuvas escassas e mal distribuidas tem ocasionado
grandes perdas no setor agricola do pais, principalmente em soja, o que é anualmente noticiado
no Brasil. A cultura vem apresentando um crescimento nos anos recentes, e para atender esse
crescimento, € necessario o aumento da produtividade desta cultura, sem necessariamente
expandir as areas de cultivo. No entanto, a escassez de chuva em regiGes produtoras
comprometem a producdo, gerando grandes quedas de produtividade (HIRAKURI,
LAZZAROTTO, 2014). No estado do Mato Grosso, 0 maior produtor de soja do Brasil, estima-
se que uma area de 281,8 mil hectares tenha sido ressemeada devido ao déficit hidrico das
plantas, com prejuizo de aproximadamente R$ 64,8 milhdes para sementes e diesel (IMEA,
2015). Algumas regides do estado de Mato Grosso tiveram aumento de até 38% no custo de
producdo de soja devido a ressemeadura (PROJETO SOJA BRASIL, 2016).

A herbivoria ocasiona uma diminuicdo da area total fotossintetizante, e assim um
prejuizo para o desenvolvimento vegetal na sua totalidade; ao conter menor quantidade de
compostos fotossintetizados, podem-se tornar insuficientes para os processos de diferenciacéo,
crescimento e maturacdo das estruturas da planta, comprometendo de forma direta a
produtividade do cultivo (SOUZA, 2017). Pesquisas relatam que a herbivoria em soja causa
mudangas na composic¢ao quimica das folhas, além de induzir a liberacdo de volateis e gerar
uma defensa induzida (DE BORTOLI et al., 2012; LOPES et al., 2012). Dessa forma, o uso de

compostos para mitigacao de efeitos de estresses abioticos e bidticos em soja, faz-se necessario.

2.2 O papel do JAs na inducéo de resisténcia sistémica e de mitigacao de efeitos do estresse
bidtico e abidtico em plantas

Ao se expor uma planta a uma condicdo estressante bidtica ou abidtica sera
desencadeada uma via de sinalizacéo diferente. Uma das vias induzidas por condigdes bidticas
€ a que ocorre em resposta a ativagdo da sintese de moleculas de sinalizacdo ap0s o
reconhecimento do ataque, que ativa a rota de sinalizacdo do acido jasmonico. O JA e seus
derivados sdo considerados componentes da via de transdugéo de sinal nos mecanismos de
defesa das plantas e tem havido aumentos em seus niveis enddgenos em plantas submetidas ao
estresse (CAMARENA-GUTIERREZ; DE LA TORRE-ALMARAZ, 2007; LAREDO
ALCALA etal., 2017). A sinalizacio por JA possui dois caminhos, que cruzam com outras vias
hormonais, a via do etileno e do acido abscisico, por meio de fatores de transcrigdo em comum

(ZHU; LEE, 2015), culminando na ativacao de genes de resposta a defesa.,

Em condigdes abidticas como seca e salinidade, os JAs atuam de forma independente

ou em conjunto com outros hormdnios; os JAs assim como o ABA promovem o fechamento



estomético, levando a uma maior tolerncia a seca; além de ter um papel importante na
modulacdo da condutividade hidraulica da raiz, que pode contribuir para a absorcao de agua do
solo com umidade limitada. Em contraste com os JAs, que promovem o fechamento estomatico,
o etileno tem sido implicado tanto na abertura quanto no fechamento estomatico. Por um lado,
o etileno inibe o fechamento estomatico induzido por ABA, e por outro lado, a etileno promove
o fechamento estomético ao promover a producdo de ROS mediada por NADPH oxidase em
células-guarda estomaticas (KAZAN, 2015).

Os JAs sdo produzidos pela planta apds dano por um patdégeno ou inseto em eventos de
estresses bioticos, e resulta em um aumento na concentracdo de compostos de inducdo de
resisténcia, como 4&cido salicilico e etileno (ABDALA; CENZANO, 2006). As lesbes
provocadas pelo ataque de herbivoros, ativam os mecanismos de defesa em toda a planta,
tanto nos tecidos diretamente danificados (resposta local) como nas areas ndo danificadas
(resposta sistémica), além de outras plantas (FARMER; ALMERAS; KRISHNAMURTHY,
2003). A recuperacdo do tecido danificado € uma funcéo relacionada as respostas locais e as
defesas contra o herbivoro sdo locais e sistémicas, com mudancas metabdlicas e inducdo da
expressdo de genes (LEON; ROJO; SANCHEZ-SERRANO, 2001).

A resposta sistémica das plantas contra a acdo de herbivoros envolve a acdo de duas
moléculas sinalizadoras: o oligopeptideo sistemina e os JAs. Existem evidéncias de que a
sistemina é um sinal primario de longa distancia, a sua existéncia e fungdo estdo bem
documentadas somente em Solanaceae (PINTO-ZEVALLOS et al., 2013) . A sistemina é
liberada pela célula danificada e, rapidamente, se difunde por toda a folha e, pelo floema, atinge
as demais folhas das plantas, posteriormente atua sobre os receptores, que ativam a via dos
octadecanoides, iniciando assim a sintese de JAs que induzira a produgdo de proteinas
inibidoras de proteinases (DEUNER et al., 2015; RYAN, 2000).

Frente aos estresses abidticos, os JAs sdo considerados importantes sinalizadores
moleculares, ativando a inducdo de genes envolvidos em respostas hipersensiveis da planta, e
providenciando a indugé@o de respostas fisiologicas contra o déficit hidrico (CREELMAN;
MULLET, 1997; LORETO; SCHNITZLER, 2010). A aplicacdo exdgena dos jasmonatos nas
plantas produz efeitos muito variados, dentre eles: inibe o alongamento de raizes, a germinagédo
e 0 crescimento de sementes, promove a biossintese de etileno, a degradacdo da clorofila e o
fechamento dos estdmatos em condigdes de estresse e aumenta a resisténcia das plantas a
infeccBes por patdgenos (SANCHEZ, 2008). Relata-se que para o milho com tratamento de
pré-embebicdo com MeJA, e na fase de plantas sob diferentes niveis de capacidade de campo



de &gua, o MeJA levou aliviar os efeitos nocivos do estresse hidrico (ABDELGAWAD;
KHALAFAALLAH; ABDALLAH, 2014).

Existem trabalhos que relatam a relacdo dos JAs com a germinacgédo de sementes, bem
como sua formacéo e resisténcia a estresses. Segundo CREELMAN; MULLET, (1997) estes
compostos inibem a germinacdo de sementes ndo dormentes e estimulam a germinagdo de
sementes dormentes, provavelmente, alterando a sensibilidade das mesmas ao acido abscisico
(ABA). Os JAs também regulam o controle maternal do desenvolvimento de sementes e das
anteras e o desenvolvimento de tricomas glandulares (LAREDO ALCALA et al., 2017), e a
producdo de metabolitos secundarios (DEUNER et al., 2015).

Relata-se que aplicacdo exdgena de JAs em uma ampla variedade de plantas de interesse
agrondmico estimula a tolerdncia e resisténcia frente a estresses abidticos e bioticos
respectivamente (FARMER; ALMERAS; KRISHNAMURTHY, 2003). Pulverizar plantas de
tomate com 100 uM de MeJA um dia antes da infestacdo com acaros, causou a dispersdo destes
(ROHWER; ERWIN, 2010). No algodao, reduziu a sobrevivéncia e reproducdo em 40% e 75%
respectivamente de acaros e pulgdes em plantulas tratadas com &cido jasménico (JA) (OMER
et al., 2001). Para soja tratada com JA conseguiu a ativacdo de genes que codificam enzimas
como a fenilalanina amonio liase e a chalcona sintetase, proteinas envolvidas na defesa das
plantas contra patdgenos, herbivoros e, além do estresse fisico e quimico (ROHWER; ERWIN,
2008). Ademais, 0 JA induziu respostas de defesa contra pragas para as culturas de alface, aveia,
batata e tabaco (JAITI; VERDEIL; EL HADRAMI, 2009; RODRIGUEZ-SAONA et al., 2001,
RYAN, 2000).

2.3 Papel do etileno na defesa das plantas

O etileno é um hormonio vegetal que regula diferentes aspectos do ciclo de vida das plantas,
incluindo germinacdo de sementes, rizogénese, desenvolvimento de flores, determinagdo de
sexo, amadurecimento de frutos, senescéncia e respostas ao estresse bidtico e abidtico (LIN;
ZHONG; GRIERSON, 2009). Ele e conhecido como o hormdnio primario da senescéncia de

plantas em condicGes de estresses e pode ser produzido em todos os tecidos.

Pesquisas relatam que a producéo de etileno induzida pelo déficit hidrico pode ajudar a
planta a lidar com condicdes de estresse, um claro exemplo é que sob condi¢cfes de seca a
producdo de etileno causa a absciséo foliar e assim, reduz a perda de agua pela planta (SHI et
al., 2015). Existem algumas incoeréncias na literatura sobre o efeito do déficit hidrico na
producdo de etileno. A condicdo de déficit hidrico € um dos fatores associados ao aumento na



taxa de producédo do etileno, entretanto, em alguns casos pode reprimir a producdo de etileno
(SOBEIH et al., 2004). Entende-se que o efeito do estresse por déficit hidrico sobre a sintese
de etileno depende da taxa na qual as plantas sdo estressadas. Assim, a inducdo rapida do
estresse hidrico promove a producao do horménio porem a inducdo lenta deve inibir a producgéo
do mesmo (AVRAMOVA et al., 2015; MORGAN; DREW, 1997).

Em relacdo a incidéncia de herbivoria na producdo do etileno, destacam-se mais
pesquisas que relatam a producdo de etileno ap6s dano (PINTO-ZEVALLOS et al., 2013).
Galhos de Pinus sylvestris tratados com JA liberaram muito mais etileno e mostraram maior
variabilidade de etileno que os ndo tratados, e que os tratados com ovos de mosca-serra (Diprion
pini L.) e os feridos artificialmente (SCHRODER et al., 2007). Assim mesmo foi comprovada
a producdo de etileno em culturas com células de tomate ap6s dano e acéo de elicitores como

sistemina, fragmentos oligogalacturonideos e JA (O’DONNELL et al., 1996).

Na germinacao tem sido verificado que o etileno tem um papel fundamental, e seus
niveis aumentam uma vez que as sementes sao expostas a condicdes de estresse. Sementes em
processo de germinacdo de milho, algodéo e fava, evidenciaram liberacéo de etileno durante as
primeiras 72 horas de germinagéo. A quantidade de etileno liberada diminuiu com o decorrer
da germinacdo, a producao de etileno parou completamente ap6s 72 horas, verificou-se também
gue a quantidade de etileno variou de acordo com a variedade da semente (AFIFI; EBID; EL-
GINDY, 1977). Foi pesquisada a influéncia do etileno na germinacdo de sementes de rabanete
e verificou-se que o0 processo germinativo das sementes de rabanete ndo é alterado pelo aumento
da concentracdo de etileno, mas em contrapartida os parametros de desenvolvimento
(comprimentos de hipocétilo e radicula) sdo drasticamente reduzidos pelo etileno (SOUZA et
al., 2011). Em sementes sob condicdes de estresse foi reportado que, o estresse salino conduz a
aumento da producdo de etileno em sementes de Stylosanthes humilis Kunth (SILVA et al.,
2018). Aplicagdo exdgena de MeJa em sementes de Prunus persica estimula a expresséo de
genes de biossintese do proprio etileno tanto em semente como no mesocarpo (TORRIGIANI
et al., 2012) . Embora existem trabalhos que avaliam a producao de etileno com aplicacéo de
estresse ou de compostos como pre-tratamento em sementes, ainda existem muitas questdes por

elucidar.



2.4 Papel das Espécies reativas de oxigénio (EROs) e sistema antioxidante em situacGes de
estresse bidtico e abiotico

As EROs séo um produto comum do metabolismo de plantas sendo parte funcional do
sistema de sinalizacdo (MITTLER et al., 2011). No entanto, em condicBes estressantes
apresentam uma atuacdo nociva, quando sua producdo ultrapassa a capacidade de
metabolizacdo do sistema antioxidante presente nas células. Nessa situa¢do ocorre um acimulo
de EROs e um desiquilibrio na homeostase redox, provocando assim danos a estrutura e
funcionamento da célula, porem um estresse oxidativo (CAVERZAN; CASASSOLA,
BRAMMER, 2016). Condicdes estressantes podem elevar a producdo de EROs, e estas a sua
vez podem ser altamente citotoxicas por reagir com lipideos, proteinas e DNA, causando assim
peroxidacdo lipidica, desnaturacédo de proteinas e mutacGes no DNA (XING et al., 2016). Dessa
forma, a peroxidacdo de membranas plasmaticas leva ao extravasamento do contetdo celular,
rapida dessecacdo e posteriormente morte celular (CHRISTINE H.; GRAHAM, 2000;
MITTLER etal., 2011).

A maior producdo de EROs numa espécie vegetal pode ser removido por meio do
sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimatico. O sistema antioxidante enzimatico é
composto por enzimas como CAT, APX e SOD, entre outras; e no sistema ndo enzimatico
atuam compostos como o ascorbato e carotenoides (MILLER et al., 2010; XING et al., 2016).
Dentre as principais EROs, destacam-se 0 anion superdxido (O2), o perdxido de hidrogénio
(H202), o oxigénio singleto (*O2) e o radical hidroxila (OH-) (HUANG et al., 2019). As
organelas onde séo produzidos EROs sdo os cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos, durante
a fotossintese, respiracdo e fotorrespiracao respectivamente, podendo, também, ser produzidas
nas membranas plasmaticas (MITTLER et al., 2011).

Em condicdo de déficit hidrico o acimulo de EROs e 0 consequente estresse oxidativo
podem reduzir a capacidade de germinacdo de sementes e desenvolvimento inicial de plantulas;
na fase de planta o déficit hidrico provoca um excesso de energia disponivel nos fotossistemas
dos tilacoides, fazendo com que as reacGes fotoquimicas da fotossintese gerem maiores niveis
de EROs, como o H,02, Oz, HO® e o oxigénio singleto 'Oz, que podem causar estresse
oxidativo através da oxidacdo de proteinas, moléculas de RNA, DNA, lipideos e pigmentos
fotossintéticos, aléem de induzir a ativacdo da morte celular programada (MITTLER, 2002;
PYNGROPE; BHOOMIKA; DUBEY, 2013; SILVA et al., 2012); na herbivoria a alta taxa de
producdo de EROs tem ocasionado alteragdes na expressdo de proteinas do complexo

envolvendo oxigénio (OEC) com altos niveis de degradagdo desse complexo (COLLINS et al.,
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2010), além o H202 que pode mover-se através das membranas, causando danos as mesmas
através da peroxidacéo lipidica (TIAN et al., 2016), no entanto a oxidagdo de proteinas pelas
EROs ativa fatores de transcricdo EROs-responsivos desencadeando a biossinteses do JA
(BALDWIN, 2010). A eficiéncia do sistema de metabolizacdo de espécies reativas de oxigénio
como a atuacdo de enzimas antioxidantes faz parte dos mecanismos de tolerancia ao déficit

hidrico durante a germinacéo e desenvolvimento inicial de plantulas (BAILLY, 2004).

2.5 O pré-tratamento de sementes como inducéo de tolerancia cruzada contra estresses
bidticos e abioticos.

Diferentes sdo os tratamentos utilizados para induzir uma tolerancia aos estresses
ambientais, e muitos sdo usados como pré-tratamentos em sementes, com 0 objetivo de
preparacdo para situacdes adversas em campo. Como pré-tratamentos de inducéo de tolerancia
cruzada séo utilizados fitohormdnios, bioestimulantes, nutrientes, bioativadores entre outros
(FERREIRA et al., 2007; GHASSEMI-GOLEZANI; NIKPOUR-RASHIDABAD, 2017,
KALAIVANI; MARUTHI-KALAISELVI; SENTHIL-NATHAN, 2020; LAUXEN;
VILLELA; SOARES, 2010; MORAVCOVA et al., 2018).

A utilizacdo destes compostos quimicos e organicos tem visado resposta positivas para
algumas espécies submetidas a condicdes estressantes. Na técnica de priming, a germinacéo é
induzida na presenca de solucdes especificas, durante a absorcdo da solucdo pela semente, é
induzido uma série de mecanismos bioquimicos capazes de permitir o desenvolvimento das
plantulas e sobrevivéncia destas sob condicdo de estresse (MENTEN; MORAES, 2010).

A viabilidade econdmica e a facilidade de aplicacdo desta técnica € uma vantagem na
producdo agricola. E uma técnica simples e de baixo custo que melhora a germinacéo e o
estabelecimento das mudas, ativando varios processos fisiologicos e metabolicos e preparando
a espécie a situacdes ambientais adversas (JOHNSON; PUTHUR, 2021).

H4 trabalhos que reportam a mitigacdo do estresse em plantas provenientes de sementes
tratadas com MeJA. Utilizacdo de priming com &cido jasmoénico (JA) melhorou
significativamente o potencial hidrico, o potencial osmotico, a eficiéncia do uso da &gua, e 0
conteddo relativo de agua de duas cultivares de soja sob estresse salino (SHETEIWY et al.,
2018). Também foram verificadas alteracdes nos niveis de ABA, &cido giberélico (GA) e JA;
os teores de monodeidroascorbato redutase (MDHAR), dehidroascorbato redutase (DHAR) e
prolina diminuiram nas mudas tratadas com JA sob estresse salino, enquanto o teor de ascorbato
(AsA) aumentou com o tratamento com JA combinado com estresse de NaCl (SHETEIWY et
al., 2018). Foi avaliado o pré-tratamento de sementes quanto a sua capacidade de proteger
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mudas de tomate contra a murcha causada pelo fungo patégeno Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici., e observou-se um aumento significativo nos teores de compostos fendlicos como
acido salicilico (SA), campeferol e quercetina, esses resultados indicam preparacéo de sementes
de tomate com MeJA antes da semeadura permite que as mudas crescidas a partir dessas
sementes reduzam o ataque do fungo patogénico (KROL et al., 2015). Da mesma forma,
observou-se que pré-tratamento dos graos de milho com MeJA levou a aumentos nas variaveis
de crescimento da planta sob déficit hidrico, evidentes em termos de altura da planta, peso
fresco e seco da planta, os niveis de acucar soltvel total, polissacarideos, aminoacidos livres,
prolina e conteldo de proteina total estavam marcadamente aumentados. Além disso, a
aplicacdo do MeJA melhorou as atividades de CAT oxidativa, POX e SOD(ABDELGAWAD;
KHALAFAALLAH; ABDALLAH, 2014).
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Interacdo entre o metil jasmonato e etileno em sementes e plantulas de soja (Glycine max
(L.) Merr.) sob condicdes de estresse hidrico e simulagdo de herbivoria
Vivian Andrea Coy Rodriguez!, Ana Maria Oliveira Ferreira?, Elisa Monteze Bicalho®, Marlon

Enrique Lopez?.

RESUMO

Alteracdes ambientais como déficit hidrico e herbivoria, podem causar significativas perdas no
setor agricola do Brasil, especificamente em soja, uma das culturas agricolas mais importantes para
sua economia. O metil jasmonato (MeJA) é produzido pelas plantas em situacdes de estresse
biotico e abidtico, e que induzem a sinteses de outros horménios, como o etileno, preparando as
plantas para situacGes adversas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a liberacdo de etileno em
sementes tratadas diferentes concentracGes de MeJA, e em plantulas de soja de estadio vegetativo
V1 provenientes de sementes tratadas com MeJA. Avaliou-se também a atividade de enzimas
antioxidantes, H.O2, MDA e crescimento sob condicéo de déficit hidrico e simulacdo de herviboria.
O MeJA utilizado como pré-tratamento em sementes de soja, induziu a liberacdo de etileno tanto
na germinagdo como no estabelecimento de plantulas sobre condicdo de herbivoria. Assim como
promoveu maiores teores de H202 e MDA para as plantulas submetidas a condigdo de déficit
hidrico. Entretanto, a condicdo déficit hidrico provocou menor crescimento de caule e raiz, assim

como de massa seca de raiz e numero de folhas. Conclui-se que o MeJa foi eficiente na inducéo de

! Mestranda Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de Lavras — E-mail: vivicoy29@gmail.com
2 Doutorando(a) em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de Lavras
3 Professora-Orientadora. Dr.2 em Biologia Vegetal. Docente na Universidade Federal de Lavras
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liberacdo de etileno, mas ndo preveniu maiores danos por estresse oxidativo nas plantas sob

estresse.

Palavras-chave: jasmonatos, déficit hidrico, herbivoria, enzimas antioxidantes, estresse oxidativo.

1. INTRODUCAO
O Brasil é o segundo produtor mundial de soja, com uma produtividade aproximadamente
de 121.5 milhGes de toneladas por ano, responsavel por 48% da producéo total de gréos no pais
(CENSO AGRO, 2020). Entretanto, a cultura tem apresentado perdas devido ao déficit hidrico
resultante de chuvas escassas e outros efeitos, como o ataque de pragas e doencas (PROJETO SOJA

BRASIL, 2016).

Os principais insetos praga que acometem a cultura, destacam-se lagartas desfolhadoras,
Anticarsia gemmatalis Hub., e Pseudoplusia includens Wal., de ordem Lepidoptera, que reduzem
drasticamente a area foliar das plantas em campo (DE BORTOLI et al., 2012). Na herbivoria,
guando uma planta é atacada sdo ativadas as rotas de sinalizacdo do metabolismo primario e
secundario, como resposta de defesa da planta sdo produzidos compostos quimicos volateis
(COVs). Além de seu papel na protecdo, estes compostos podem ser detectados por plantas
vizinhas, e dessa forma ser alertadas (MARIN-LOAIZA; CESPEDES, 2007; RIFFEL; COSTA,
2015). A herbovoria pode induzir alta taxa de producdo de EROs ocasionando assim alteracdes na
expressdo de proteinas (COLLINS et al., 2010). A oxidacao de proteinas pelas EROs ativa fatores

de transcricdo EROs-responsivos desencadeando a biossinteses do JA (BALDWIN, 2010)

O déficit hidrico é uma condicdo ambiental estressante que também é responsavel por
reduzir a produtividade de soja. O déficit hidrico pode resultar em estresse hidrico, e pode ser

classificado como leve, moderado e severo (ROSA, 2017). O estresse hidrico pode levar a indugao
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de mecanismos de resposta de tolerancia; na fase de germinacdo e estabelecimento inicial, alguns
desses mecanismos levam ao acumulo de moléculas especificas, metabolizacdo de EROs, ajustes
estruturais ao nivel celular, ajustes no sistema de membranas, modificagdes na arquitetura da
parede e mudancas na divisdo celular (FAROOQ et al., 2009). Alias, em plantas sob déficit hidrico
0 acumulo de EROs e 0 consequente estresse oxidativo pode provocar que as reagoes fotoquimicas
da fotossintese gerem maiores niveis de EROs, como 0 H20,, O2.", HO® e 0 oxigénio singleto 1O,
dessa forma causar um estresse oxidativo através da oxidacdo de proteinas, moléculas de RNA,
DNA, lipideos e pigmentos fotossintéticos, além de induzir a ativacdo da morte celular programada
(PYNGROPE; BHOOMIKA; DUBEY, 2013; SILVA et al., 2012). O estresse hidrico pode levar
ndo somente a producdo de metabdlitos envolvidos na protecdo antioxidante, como também a

sintese e sinalizacao por etileno e outros compostos volateis (AVRAMOVA et al., 2015).

Atualmente na agricultura procura-se uma forma de atenuar os danos causados pelo déficit
hidrico e herbivoria nas plantas, buscando inovacfes menos agressivas ao meio ambiente e a satide
humana (TEIXEIRA, 2016). Podem ser utilizados pré-tratamentos com fitormonios e outros
componentes em sementes como forma de indugdo de tolerancia cruzada em plantulas
(GHASSEMI-GOLEZANI; NIKPOUR-RASHIDABAD, 2017; KALAIVANI; MARUTHI-
KALAISELVI; SENTHIL-NATHAN, 2020; MORAVCOVA et al., 2018). Relata-se que aplicagio
exogena de jasmonatos (JAs) em uma ampla variedade de plantas de interesse agrondmico,
estimula a tolerdncia e resisténcia frente a estresses abioticos e bioticos respectivamente
(FARMER; ALMERAS; KRISHNAMURTHY, 2003; JAITI; VERDEIL; EL HADRAMI, 2009;
RODRIGUEZ-SAONA et al., 2001; ROHWER; ERWIN, 2008, 2010; RY AN, 2000). A aplicacao
de JA em sementes, tem resultado em melhoras no cultivo sob situacbes ambientais adversas

(FARHANGI-ABRIZ; GHASSEMI-GOLEZANI, 2019).
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Embora existam trabalhos que relatem a aplicacdo de JAs em soja para induzir uma defesa
frente a condi¢Bes bidticas ou abidticas estressantes (ANDERSON, 1991; FRANCESCHI,
GRIMES, 1991; JANEGITZ, 2012; KAZAN, 2015; OLIVEIRA, 2014; YOON et al., 2009), sao
poucos os trabalhos que comparam a resposta da aplicacdo deste fitormonio frente a um estresse
bidtico com um estresse abidtico, e principalmente utilizando pré-tratamento em sementes. Diante
do exposto, a hipétese deste trabalho é que plantulas de soja de estadio vegetativo V1, provenientes
de sementes tratadas com Metil Jasmonato (MeJA), evidenciam maior liberacdo de etileno e maior
atividade de enzimas antioxidantes, H.O,, MDA, quando sdo submetidas a déficit hidrico e
simulacgdo de herbivoria. Dessa forma, objetivou-se avaliar a liberacdo de etileno em sementes de
soja tratadas com diferentes concentracdes de MeJA, e em plantulas de soja de estadio vegetativo
V1 provenientes de sementes tratadas com MeJA, sob condicdo de déficit hidrico e simulacéo de

herbivoria, além do crescimento, da atividade de enzimas antioxidantes, H,O2, MDA.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal
Para o desenvolvimento do experimento foram utilizadas sementes de soja, variedade
Monsoy 6410, colhidas em 2019, e cedidas pelo Setor de Sementes do Departamento de Fitotecnia

da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

2.2 Conducéo do experimento
O ensaio de germinagéo foi conduzido no Laboratorio de Crescimento e Desenvolvimento
de Plantas, e 0 ensaio de exposi¢do aos estresses em estadio de plantulas, foi conduzido em casa

de vegetacdo, ambos no Setor de Fisiologia Vegetal da UFLA.
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2.3 Curva de embebicdo em sementes de soja

Foi determinado o padréo trifasico de absorcéo de agua através da curva de embebicédo de
sementes de soja. Para isso utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado com cinco
repeti¢des de 25 sementes cada. As sementes foram desinfestadas com uma solugéo 1% hipoclorito
de sddio (NaClO) durante 5 minutos, seguido de trés lavagens em agua deionizada. As sementes
foram ent&o colocadas em caixas tipo gerbox com dupla camada de papel germitest umedecido
com um volume de &gua destilada equivalente a 2,5 vezes o peso do substrato seco. Determinou-
se a curva de embebicédo das sementes pela pesagem em intervalos regulares de tempo de uma hora,
durante doze horas, posteriormente foram feitas pesagens a cada duas horas, e por fim, pesagens a
cada quatro horas (figura 1). As sementes eram retiradas das caixas, retirado o excesso de umidade
com papel toalha, colocadas em placas de Petri e imediatamente pesadas em balanca analitica.

(BRASIL, 2009).

2.4 Preparo da solucéo estoque de metil jasmonato (MeJa)
Foi preparada uma solugédo estoque de MelJa (Sigma-Aldrich®. Methyl jasmonate392707-25ML)
a 1 mM e todo o preparo tanto da solugéo estoque quanto das dilui¢Bes foi realizado no escuro.
Partindo da solucgéo estoque, foram preparadas as solucdes de MeJA por diluigdo nas concentracfes

de 12,5 pM, 25 pM, 50 uM, 100 pM, 200 pM.

Figura 1. Curva de embebicdo de sementes de soja (Glicine max var. Monsoy 6410). Os pontos

representam a média + erro padréo de cinco repeti¢cdes de 25 sementes.
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Fonte: da Autora (2021).

2.5 Exposicéo das sementes aos tratamentos de MeJA
Sementes de soja foram separadas e desinfestadas em uma solucdo de 1% de NaCl durante 5
minutos, e lavadas trés vezes com agua deionizada. Em seguida, foram colocadas para embeber em
seis diferentes concentracdes (tratamentos) de MeJA: 12,5 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM, 200 uM,
e como controle agua deionizada. Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado com cinco
repeticdes de 25 sementes para cada tratamento. As sementes foram colocadas em tubos Falcon de
50 mL no escuro em agitacdo constante, com 10 mL de cada solucdo por repeti¢do, durante 18
horas (finalizacdo da fase Il segundo a curva de embebicdo). Em seguida, as sementes foram
retiradas da solucdo, realizou-se trés lavagens com agua deionizada, e foram colocadas para
germinar em caixas do tipo Gerbox, contendo uma dupla camada de papel germitest umedecido
com &gua deionizada. O experimento foi conduzido em cdmara de germinacdo a 25 °C, sob

fotoperiodo de 12 h de luz (40pmols de fétons m2s?) e 12 h de escuro (Brasil, 2009).
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2.5.1 Variaveis avaliadas
Durante cinco dias foi avaliada a germinag&o, atraveés da contagem de sementes com emergéncia
da radicula cada dia, determinando a porcentagem de germinacdo (%), curva de germinacao
acumulada, indice de velocidade de germinacdo (IVG, Maguire, 1962) e tempo para germinagao

de 50% das sementes (T50, Coolbear et al.,1984). Os dados de germinagdo (oS que n&o

T X
apresentaram distribuicdo normal), em porcentagem, foram transformados em arco seno /ﬁ As

médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, usando o
programa RBio e a apresentacdo dos resultados foi através do programa grafico SigmaPlot

(MACHADO et al., 2002).

2.6 Caracterizagdo da liberacdo de etileno durante a germinacdo de sementes de soja
tratadas com MeJa

Foi quantificado o etileno liberado pelas sementes durante cinco fases, seguindo a caracterizagao
da curva de embebicéo (figura 1) fase I: hora 0 (sementes secas), fase Il; hora 6 (metade da primeira
fase de embebicéo), fase I11: hora 12 (finalizagdo da primeira fase de embebicéo), fase IV: hora 18
(finalizacdo da embebicdo), fase V: hora 24 (sementes germinadas) tratadas com as concentragoes
determinadas (tratamentos) de MeJA (12,5 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM, 200 uM), como controle
agua deionizada. O experimento foi delimitado por 6 tratamentos e cinco repeti¢des (cada repeticdo
constituida por 24 sementes distribuidas em trés tubos de ensaio), em cada uma das fases. Em cada
tubo de ensaio foram inseridos 5 mL da solugédo por tratamento (um total de 15 mL da solugéo por
repeticdo). Posterior ao tempo de incubacdo de cada fase, com auxilio de uma agulha foram
coletados de cada tubo 3 mL do gés presente, somando um total de 9 mL do géas por repeti¢do. O

volume de cada repeticéo foi injetado no sensor de etileno CI-900 portatil marca Bio-Science, para



142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

28

quantificacdo, seguindo a metodologia de LERUD et al., (2019) adaptada para os tempos de

incubacdo e a quantidade de gés coletada em cada tubo neste trabalho.

O ensaio foi conduzido em arranjo fatorial 5x5 (5 fases da germinagéo x 5 concentragGes de MeJA).
As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, usando
0 programa RBio e a apresentacdo dos resultados foi através do programa grafico SigmaPlot

(MACHADO et al., 2002).

2.7 Cultivo de plantulas de soja sob condicdes estressantes: efeitos do déficit hidrico e da
simulacéo da herbivoria
Segundo os resultados obtidos previamente nas varidveis germinativas e liberacao de etileno, na
fase de sementes, foi escolhida a concentracdo de 12.5 uM de MeJA para pré-tratamento das
sementes de soja neste ensaio. Sementes recém-germinadas tratadas com 12.5 uM de MeJA e ndo
tratadas (controle) foram acondicionadas em vasos de polietileno de 0.5 L preenchidos com
substrato de solo e areia na proporcao de 2:1 (MACEDO et al., 2011), e colocadas em casa de

vegetacdo do setor de Fisiologia, Universidade Federal de Lavras.

O experimento foi delineado em fatorial 2 (pré-tratamento de sementes) x 3 (controle, déficit
hidrico e simulacdo de herbivoria), com oito repeti¢es por tratamento, sendo considerada uma

repeticdo cada vaso com cinco plantulas.

2.7.1 Imposicao do déficit hidrico
Para conseguir determinar a capacidade de campo a ser utilizada no experimento, foi realizado um
pré-teste. Consistiu em, apés o estabelecimento do primeiro par de folhas (estadio vegetativo V1),
as plantulas provenientes de sementes tratadas com MeJA, foram colocadas em substrato a quatro

capacidades de campo diferentes (tratamentos): tratamento 1: 20%; tratamento 2: 40%; tratamento
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3: 60%; tratamento controle: 80% da capacidade de campo. As porcentagens de umidade foram
atingidas com restri¢cdo de rega e pesagem de cada um dos vasos por meio de uma curva padrao.
Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado com 5 repeti¢6es por cada tratamento, com

5 plantulas por repeticéo.

As variaveis avaliadas foram massa fresca, comprimento de caule e raiz e teor relativo de &gua
(TRA). Para obtencéo do TRA, seis discos foliares de 5 mm de diametro foram coletados de folhas
completamente expandidas, foram pesados e colocados por doze horas em placas de Petri com agua
destilada para saturagdo em temperatura ambiente. Em seguida, os discos foram novamente
pesados e colocados para secar a 70°C por 72 horas, para obtencéo do peso seco (Turner, 1981). O
TRA foi obtido a partir da seguinte formula: TRA = (Massa Fresca — Massa Seca / Massa Turgida

— Massa Seca) X 100.

Uma vez determinada a condicao déficit hidrico moderado, as sementes germinadas e previamente
tratadas com a concentracao 12,5 uM de MeJA e o controle, foram imediatamente colocadas em
substrato (solo: areia proporc¢do 2:1) sob condicdo de déficit hidrico moderado (40% de retencédo
de umidade do substrato) e o peso dos vasos foi monitorado uma vez ao dia para alcancar o peso
referente ao nivel escolhido. O tempo de exposicao na condicao de déficit hidrico foi de nove dias

em casa de vegetacao.

Apbs atingir o estadio vegetativo V1 (folhas completamente expandidas), as plantulas foram
retiradas do substrato para lavagem e secagem das raizes. Em seguida, foram retiradas duas
plantulas de cada repeticdo e as folhas cotiledonares separadas acondicionadas em tubos de ensaio
de 10 mL. Estes foram tampados com tampa de pressao e incubados durante 48 horas a temperatura
de 25 °C, sob fotoperiodo de 12 h de luz e 12 h de escuro. Posteriormente foram levadas para

determinar a quantidade de etileno liberada durante esse tempo, com sensor de etileno.
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2.7.2 Condicao simulagdo de herbivoria
Ao atingir o estadio vegetativo V1 (folhas completamente expandidas), as plantulas provenientes
de sementes previamente tratadas com a concentragao 12,5 uM de MeJA e nio tratadas (controle)
foram colocadas em condicdo de simulagéo de herbivoria. Este processo consistiu em retirar com
ajuda de uma tesoura, o equivalente a 40% do comprimento na folha, de cada foliolo, partindo do
apice (através da medicdo desde a unido do peciolo com a nervura central, até o apice) equivalente
a remocdo realizada pelo ataque de uma das espécies de lagarta da cultura da soja (SILVA-
SOARES, 2018; WATERMAN et al., 2019). Apds completar 24 h desde colocadas na condi¢do
estressante, para completar o ciclo de um dia com 0s processos vegetais, as plantulas foram
retiradas do substrato, lavadas e secas superficialmente. Foram retiradas duas plantulas, cujo par
de folhas previamente cortado, as folias foram colocadas em tubos de ensaio de 10 mL e colocadas
em incubacgédo durante 24 horas, posteriormente foi feita a quantificacdo da emissdo de etileno,

conforme descrito anteriormente.

2.7.3 Variaveis avaliadas
Avaliagdes de crescimento: O comprimento da raiz e altura das plantas, foram mensurados com
uma régua e foi contado o nimero de folhas. A massa seca de raiz e parte aérea (caule e folhas)
foram obtidas de amostras secas em estufa de ventilacdo forcada a 75°C durante 72 horas

(PINHEIRO et al., 2019).

Quantificacdo da liberacéo de etileno com sensor de etileno CI-900 portéatil: Posterior ao tempo de
incubacdo em cada tratamento, com auxilio de uma agulha foram coletados de cada tubo 3 mL do
gés presente, somando um total de 9 mL do gés por repeticdo. O volume de cada repetigéo foi

injetado no sensor de etileno CI1-900 portatil marca Bio-Science, para quantificacdo, seguindo a
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metodologia de LERUD et al., (2019) adaptada para os tempos de incubag&o e a quantidade de gas

coletada em cada tubo neste trabalho.

AvaliacOes bioquimicas: As plantulas coletadas em estadio V1 foram congeladas em nitrogénio
liquido e armazenadas em freezer a - 80° C até as analises bioquimicas. Para as enzimas do
metabolismo antioxidante o extrato enzimatico foi obtido pela maceragdo em nitrogénio liquido de
200 mg de material fresco de plantulas, as quais foram adicionados 1,5 mL do tampé&o de extracao
contendo: 375 pL de tampao fosfato de potassio 400 mM (pH 7,8), 15 uL. de EDTA 10 m, 75 uL
de 4cido ascérbico 200 mM, e 1035 uL de 4agua. O extrato foi centrifugado a 13.000 g por 10
minutos a 4°C e o sobrenadante coletado e armazenado a - 20° C durante o periodo das andlises.
Os sobrenadantes coletados foram utilizados nas analises enzimaticas da superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) (BIEMELT; KEETMAN; ALBRECHT,
1998). A atividade da SOD foi avaliada seguindo a metodologia descrita por GIANNOPOLITIS;
RIES, (1977). A atividade da enzima CAT foi avaliada, seguindo a metodologia de HAVIR;

MCHALE, (1987). A atividade da APX foi determinada NAKANO; ASADA, (1981).

Para o Peroxido de hidrogénio (H20.) 400 mg de plantulas foram maceradas em nitrogénio liquido
com polivinil polipirrolidona (PVPP), homogeneizados em 1,5 mL de acido tricloroacético (TCA)
0,1% (m/v) e centrifugados a 12.000 g por 15 minutos, a 4°C. O H.O; foi determinado medindo-
se a absorbancia a 390 nm em um meio de reacdo, contendo 45 puL tampao fosfato de potassio 10
mM, pH 7,0, 45 pL do extrato e 90 pL de iodeto de potassio IM (VELIKOVA; YORDANOV;,
EDREVA, 2000). A quantificacdo foi realizada, com base na curva padrdo de perdxido de

hidrogénio, com concentra¢es conhecidas.

A peroxidacéo lipidica foi determinada, conforme descrito por DU; BRAMLAGE, (1992). 0.1 g

de plantulas foram macerados em nitrogénio liquido. Foram realizadas trés extracdes sequenciais
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utilizando 1 mL do meio de extracdo (etanol 80% + 0,01% hidroxitolueno butilado (BHT)),
centrifugado por 10 minutos a 10.000 g a 4°C, totalizando 3mL de extrato. Em seguida, o extrato
foi colocado para reagir com solucdo de TCA 20% TBA 0,65% e BHT 0,01% por 25 minutos a
95°C em banho termostatico. A reagdo foi paralisada por resfriamento rapido em gelo por 10

minutos, e as leituras foram determinadas em espectrofotémetro, a 400 nm, 532 nm e 600 nm.

Os dados obtidos em cada um das variaveis avaliadas foram submetidos a anélise de variancia
(ANOVA), sendo posteriormente aplicado o teste de médias Tukey, a 5% de probabilidade, usando
0 programa RBio e a apresentacdo dos resultados foi através do programa grafico SigmaPlot

(MACHADO et al., 2002).

3. RESULTADOS E DISCUSAO

3.1 Germinacdo e liberacao de etileno em sementes de soja tratadas com MeJA
Foi observado em sementes tratadas com diferentes concentracbes de MeJA que ndo houve
diferenca significativa nas variaveis germinativas avaliadas, como germinacdo (%), germinacéo
acumulada, IVG e T50 (Figura 2). No entanto, verifica-se que na curva de germinacdo acumulada,
a concentracdo de 12,5 uM adiantou a germinacdo em relacdo as demais concentracdes, sem
diferenca significativa. Estes resultados permitiram selecionar a concentracdo de 12.5 uM de MeJA
para a seguinte etapa do experimento. As concentracdes de MeJA utilizadas em soja encontradas
em alguns trabalhos que o utilizaram como elicitor para atenuar um tipo de estresse, variam de 10
uM até 30 mM. No entanto, essas variacdes devem-se a forma da aplicagdo do fitohorménio e o
estddio no que este foi aplicado na espécie (KERAMAT; KALANTARI; ARVIN, 2009;
OLIVEIRA, 2014; YOON et al., 2009). Especificamente na germinagdo existem trabalhos que
relatam a relacdo do JA e do MeJa com a germinacdo e formacgéo de sementes, bem como sua

formacdo e resisténcia a estresses (DEUNER et al., 2015). Neste trabalho foi observado que a
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exposicdo das sementes de soja a diferentes concentragfes de MeJA, ndo influenciaram

significativamente nas varidveis germinativas avaliadas.

Figura 2. Variaveis germinativas de sementes de soja submetidas a diferentes concentracdes de

MeJA (metil jasmonato). a. Germinagdo acumulada (%) de sementes de soja em diferentes

concentracdes de MeJA (0, 12.5, 25, 50, 100, 200 uM). b. IVG. c. T50. Dados sdo médias de 5

repeticOes, as barras indicam o erro padrdo. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem
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Observou-se para as sementes tratadas com MeJA que ndo houve diferenca entres os
tratamentos para a varidvel de etileno avaliada, das fases de embebicéo Il e I1l. Na fase 1V, houve
diferenga significativa no contetido de etileno liberado para os tratamentos 12.5 uM, 25 uM, 100
uM e 200 uM comparados com o controle e o tratamento 50 uM, apresentando estes Gltimos uma
maior liberacdo de etileno nessa fase. Finalmente na fase V, pode-se observar que as sementes
tratadas com todas as concentragfes de MeJA produziram significativamente mais etileno em
comparagao ao controle, no entanto as concentragdes 25 uM e 100 uM tiveram uma liberagéo de
etileno similar sem diferencia significativa entre elas; a diferenca das concentra¢tes 12.5 uM e 200
uM que apresentaram um diferenca significativa maior nos valores de etileno liberados pelas
sementes em relagdo aos outros tratamentos; da mesma forma a concentragdo 50 uM diferiu
significativamente com os tratamentos, controle, 12.5 uM e 200 uM (figura 3, tabela 1). Aplicacéo
exogena de JAs, induzem a sintese de etileno, e uma alta producéo de etileno no tecido vegetal
desencadeia uma sintese de JAs, por sua vez, amplifica ainda mais o sinal de JAs (KAZAN, 2015;
O’DONNELL et al.,, 1996). Além é reportado que pré-tratamento de sementes de Prunus
persica com MeJA estimula a expressdo de genes de biossintese de etileno na semente

(TORRIGIANI et al., 2012).

Figura 3. Liberacdo de etileno (ppm/gr), durante as diferentes fases de absorcéo de agua no

processo de germinacdo de sementes de soja
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Tabela 1. Liberacdo de etileno em funcéo das fases e tempos de embebicdo em sementes de soja

variedade Monsoy 6410 tratadas com 5 concentracdes de MeJA e o controle (dgua deionizada).

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de

probabilidade. Letras maitsculas comparam as fases dentro da mesma concentracao e letras

minusculas comparam as concentra¢des dentro da mesma fase.

Trata |Fases |tukey |Trata |Fases |tukey | Trata [Fases |tukey | Trata |Fases |tukey
agua |l aB |agua |lIl |aB |agua IV [aA |agua |V dB
125 [l aB 125 |l aAB |125 [IV bAB |125 |V cA
25 I aB |25 1l aB [25 v bB |25 |V bcA
50 I aB |50 1 aB |50 v aA |50 |V abA
100 |l aC [100 (1l [aBC [100 IV |bB |100 |V bcA
200 |l aB (200 |HI aB (200 (IV bB 1200 |V aA

Fonte: da Autora (2021).
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3.2 Crescimento de plantulas de soja previamente tratadas com MeJA sob condigdes

estressantes
Em relacdo as variaveis de crescimento, avaliadas no estadio vegetativo V1 de plantulas de soja,
pode-se observar que houve uma reducdo significativa no comprimento de raiz, comprimento de
caule, massa seca de raiz e numero de folhas, para a condigdo déficit hidrico em comparagéo com
0s outros tratamentos. Entretanto, ndo houve diferenca entre as plantulas pré-condicionadas
(provenientes de sementes tratadas com 12.5 uM de MeJA) e ndo pré-condicionadas (controle)
(figura 4a, b, c, e). A massa seca da parte aérea ndo apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos avaliados, nem entre as plantulas pré-condicionadas e ndo (figura 4d). Tais conclusdes
diferem de outras pesquisas onde o MeJA alivia o estresse mas influencia negativamente no
crescimento e desenvolvimento das plantulas (DEUNER et al., 2015; KAZAN, 2015; KRAUS;
STOUT, 2019; YOON et al., 2009). Para o caso do arroz foi observado que MeJA em concentragdo
2,5 mM aliviou os efeitos do estresse osmotico na germinacdo de sementes assim como no
crescimento de plantulas (SHETEIWY et al., 2018). Dessa forma podemos deduzir que o déficit
hidrico foi o tratamento que maior influencio nas variaveis de crescimento, mesmo estiveram as
plantulas pré-condicionadas ou ndo com o MeJA, isso provavelmente pela etapa vegetativa em que

foi imposta a condicéo estressante.

Figura 4. Variaveis de crescimento de plantulas de soja provenientes de sementes tratadas com
MeJA sobre condigdes de déficit hidrico e simulagéo de herbivoria. a. . Comprimento de raiz. b.
comprimento de parte aérea. c. massa seca de raiz. d. massa seca de parte aérea. e. numero de
folhas desenvolvidas. Barras sdo medias + erro padréo de 16 repeticGes. Letras maidsculas

comparam entre controle, déficit hidrico e simulacéo de herbivoria e letras minusculas comparam
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0 pré-tratamento e controle dentro da mesma condi¢do. Médias seguidas pela mesma letra ndo
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Fonte: da Autora (2021).

3.3 Efeito do pré-tratamento com MeJA na atividade de enzimas antioxidantes, H202e

peroxidacéo lipidica
Os resultados de atividade das enzimas SOD, CAT e APX néo revelaram diferencas significativas
entre as condicdes estressantes nem entre o pré-condicionante. Os teores de MDA e H.O,
apresentaram uma diferencia significativa para o déficit hidrico, e 0 MeJA induziu um maior teor
de MDA e H>02 com diferenga significativa nas medias dos dados obtidos. De forma oposta
KERAMAT; KALANTARI; ARVIN, (2009) relatam que aplicacdo por aspersdao de MeJA em
plantulas de soja ja estabelecidas, causou alivio dos danos de cadmio (Cd) pela reducéo do teor de
MDA e H202 e aumento da atividade de enzimas antioxidantes. Do mesmo modo pesquisas
realizadas em outras espécies sob condicdes de estresse de deficit hidrico, demonstram que MeJA
aumentou os valores de CAT e SOD e diminuiu a peroxidacdo de lipidios de membrana em
morango (WANG, 1999 e milho ABDELGAWAD; KHALAFAALLAH; ABDALLAH, 2014).
Estes resultados podem concluir que é determinante o tipo de método de aplicacdo do MeJA a
utilizar, além da fase vegetativa em que a plantula é exposta ao fitohormonio, para as variaveis
antioxidantes avaliadas, toda vez que em cada fase vegetativa além do metabolismo, a expressao

hormonal é diferente, porem a plantula responde de forma diferente.

Figura 5. Analise Bioquimico. a. Atividade de APX. b. Atividade de CAT. c. Atividade de SOD.
d. Teor de H20>. e. Teor de MDA. Letras maiusculas comparam entre controle, déficit hidrico e
simulacgéo de herbivoria e letras minusculas comparam o pré-tratamento e controle dentro da
mesma condi¢do. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade.
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3.4 Efeito do MeJA na liberacéo de etileno de plantulas de soja previamente tratadas

com MeJA sob condigdes estressantes

Plantulas de soja previamente tratadas com MeJA sob condigdes estressantes, apresentaram
diferenca significativa para os dados obtidos na liberagdo de etileno em condicédo simulagdo de
herbivoria, comparado com o déficit hidrico e o controle. O pré-condicionamento com MeJA
induziu a liberacdo de etileno em pléntulas previamente tratadas e submetidas a condi¢do de
simulacdo de herbivoria. Resultados similares foram observados em tomate, ao ser comprovado a
producdo de etileno ap6s dano e acdo de elicitores como JAs, além disso, foi verificado que o
etileno pode potencializar a agdo do JA em resposta ao dano, e sua biossintese, assim como a do
JA, é estimulada ap6s o dano mecanico (O’DONNELL et al., 1996). Pode-se observar que o
tratamento déficit hidrico e controle tiveram valores similares no conteido de etileno liberado,
tanto para plantulas previamente tratadas com MeJA como as néo tratadas. Esperava-se que a
condicdo déficit hidrico induziria um aumento na liberacdo de etileno, uma vez que a biossinteses
de etileno ¢ ativada na presenca de um estresse abiotico (ZHU; LEE, 2015). Sabe-se que a condi¢éo
de déficit hidrico € um dos fatores associados ao aumento na taxa de producdo do etileno,
entretanto, em alguns casos pode reprimir a producdo deste horménio volatil (SOBEIH et al.,
2004). A complexa resposta de liberacéo de etileno sob déficit hidrico € ilustrada por experimentos
com plantas de soja, onde um déficit hidrico lento ndo promoveu a producéo de etileno ou niveis
de ACC, enquanto um déficit hidrico severo promoveu ambos os parametros (MORGAN; DREW,
1997). Possivelmente o fato de submeter as plantulas ao déficit hidrico na fase de estabelecimento
de pléntula, e ser colocadas nessa condi¢do estressante durante um tempo prolongado nao
promoveu um aumento na liberagéo de etileno no tempo que foi avaliado. Destaca-se que o0 MeJA
e o etileno agem juntos na inducédo de resisténcia sistémica, e a importancia do MeJA na inducéo

da sintese de etileno (WALLING, 2000).
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Figura 6. Liberacdo de etileno em pléntulas de soja provenientes de sementes tratadas com MeJA
sobre condicOes de déficit hidrico e simulagdo de herbivoria. Letras maitsculas comparam entre
controle, déficit hidrico e simulacdo de herbivoria e letras mindsculas comparam o pré-tratamento
e controle dentro da mesma condicdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Fonte: da Autora (2021).
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4. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que 0 MeJA induziu liberagcdo de etileno em sementes
durante as diferentes fases de absorcéo de agua do processo de germinacdo, e em plantulas de soja
provenientes de sementes tratadas com MeJA e submetidas a simulacéo de herviboria.

Além disso, 0 MeJA promoveu maiores teores de H.O2 e MDA para as plantulas submetidas a
condicdo de déficit hidrico. Em relacdo as variaveis de crescimento a condicdo déficit hidrico
provocou menor crescimento de caule e raiz, assim como de massa seca de raiz e namero de folhas.
Conclui-se que o MeJA na concentracao utilizada ndo aliviou o estresse causado pelas condigOes
de déficit hidrico e simulagdo de herbivoria, entretanto, induziu maior liberagdo de etileno em
plantas em simulacéo de herbivoria, cujas sementes foram pré-condicionadas. Esses resultados séo
promissores para futuros experimentos para aplicacdo do MeJA em sementes de soja no intuito de
induzir a liberacdo de etileno, que pode ser medido e utilizado como parametro ndo destrutivo de
analise do status da planta em campo. Porém é recomendavel a utilizacdo de MeJA na inducédo da
liberacdo de etileno durante as fases de germinacdo e estabelecimento da plantula. Os resultados
obtidos podem fornecer novas hipoteses de pesquisas, na utilizacdo de outras concentracdes de

MeJA a ser utilizadas sob outras condicdes estressantes.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho proporciona um referente para pesquisas na area de inducao de resisténcia sistémica,
assim como para analisar o papel dos horm6énios MeJA e etileno na defesa das plantas. Além disso,
permitiu realizar uma comparacéo do etileno liberado sobre dois estresses diferentes, déficit hidrico
e simulacédo de herbovoria. Assim como realizar a caracterizagdo de etileno liberado nas diferentes
fases de absorgédo de agua, tanto para sementes tratadas com diferentes concentracdes de MeJA

como para sementes ndo tratadas.

Para préximos estudos é importante considerar, avaliar a liberagdo de etileno em outros estadios
vegetativos de plantulas de soja, com o objetivo de obter um referencial mas robusto; assim como
realizar um analise mais detalhado da atividade de enzimas antioxidantes, sobre diferentes tempos

de exposicdo das plantas aos estresses.



