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RESUMO

HOLANDA, Roberta Carolina Ferreira Galvado de, D.Sc., Universidade Federal de
Vicosa, fevereirode 2018. Tratamento de soja com selénio e as respostas
fisiologicas e morfo-anatémicas, sob déficit hidrico Orientador: Cleberson
Ribeiro. Coorientadores: Dimas Mendes Ribeiro, Edgard Augusto de ToledoePicoli
Juraci Alves de Oliveira.

Condicdes ambientais adversas tém prejudicado o crescimento e o desenvolvimento
de plantas de sojaG(ycine maxL.). Diante disso, varias pesquisas vém sendo
realizadas, a fim de minimizar os efeitos dos diferentes estresses abidticos sobre essa
cultura. Dentre elas, merecem destaque as que envolvem a aplicacao de selénio (Se),
um elemento quimico benéfico por induzir respostas morfoldgicas, fisiologicas e
metabolicas favoraveis ao desenvolvimento de diferentes espécies agricolas, sob
condicbes ambientais adversas. Nesse sentido, poucas pesquisas retratam os efeitos
do Se em soja, existindo, assim, uma grande lacuna a respeito de qual (is)
concentracdo (6es) e modo (s) de aplicacdo de Se que pode (m) favorecer, possiveis,
respostas de defesa das plantas ao estresse. Nesse sentido, fez-se necessario
primeiramente, investigar os efeitos do fornecimento de Se, aplicado na forma de
selenato de sédio a 5, 10, 20, 30, 40 e 80 uM via pulverizagBmao nutritiva e

priming, em plantas de soja do cultivar EMBRAPA 48 no estadio vegetativo, sob
condicbes de plena hidratacdo. Posteriormente, a concentracdo e o modo de
fornecimento de Se, identificados como indusatas respostas mais favoraveis a
crescimento e ao desenvolvimento das plantas, foram aplicadas antes de induzi-las ao
déficit hidrico, por meio do fornecimento de polietilenoglicol (PEG 6000). Para as
duas condicBes experimentais, as plantas foram cultivadas em solucdo nutritiva de
Clark, sob aeracdo constante e em camara de crescimento de plartaadicdes

de temperatura, luminosidade e umidade controladas. Foram realizadas avalia¢des do
crescimento, trocas gasosas e de fluorescéncia da clapfdim de avaliacdes
anatdbmicas e bioquimicas, em busca de diferentes efeitos do fornecimentosde Se a
plantas. Os resultados indicaram que as respostas das plantas estiveram em funcéo do
acumulo de Se em seus tecidos. Nesse sentido, identificou-se a pulverizagdo com 80
MM como o modo e a concentracdo de Se ideais, por terem incremeAiR@OH?,

o Y(Il) e aETR das plantas, dessa forma, representando potenciais indutores de



respostas de protecdo ou evitagdo, ao estresse por déficit hidrico. Assim, as respostas
das plantas sob déficit hidrico, previamente pulverizadas conuN80de Se,
indicaram que o cultivar EMBRAPA 48 recorreu ao efeito antioxidante do Se, para
atenuar alguns dos principais sintomas do déficit hidrico. Os mecanismos envolvidos
nessa resposta compreenderam, principalmente, modificagbes anatdbmicas na
espessura da epiderme adaxial, do parénquima esponjoso e na area da seccdo
transversal total da raiz, além de alteracbes nos teores de espécies reativas de
oxigénio. Diante da inexpressiva atividade das principais enzimas do sistema
antioxidativo, mesmo havendo o acumulo de espécies reativas, e da auséncia de
acumulo de prolina e aminoacidos solaveis, ndo foi possivel esclarecer os
mecanismos bioquimicos envolvidos nas respostas de evitacdo ao déficit. hidrico
Nesse sentido, ha indicios de que o tempo de exposi¢cao das plantas ao déficit hidrico

tenha sido excessivo, suprimindo, assim, seu sistema antioxidativo enzimatico.
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ABSTRACT

HOLANDA, Roberta Carolina Ferreira Galvdo de, D.Sc., Universidade Federal de
Vicosa, February, 2018Treatment of soybean with selenium and the
physiological and morpho-anatomical responses, under water deficiAdviser.
Cleberson Ribeiro. Co-adviseiBimas Mendes Ribeiro, Edgard Augusto de Toledo
Picoli and Juraci Alves de Oliveira.

Adverse environmental conditions have impaired the growth and development of
soybean plants3lycine max..). Therefore, several researches have been carried out
in order to minimize the effects of different abiotic stresses on this culture. Among
them, deserve special mention the use of selenium (Se), a beneficial chemical
element for inducing morphological, physiological and metabolic responses
favorable to the development of different agricultural species, under adverse
environmental conditions. In this sense, few researches portray the effects of Se on
soybean, thus, there is a large gap regarding which concentration (s) and mode (s) of
application of Se that can favor possible responses from plant defense to stress. In
this sense, it was first necessary to investigate the effects of the Se supply, applied as
sodium selenate at 5, 10, 20, 30, 40 and 80 uM via spraying, nutrient solution and

priming, in soybean plants, EMBRAPA 48 grow crop, at the vegetative stage, under
conditions of full hydration. Later, the concentration and mode of supply of Se,
identified as inducers of the most favorable responses to the growth and development
of the plants, were applied before inducing them to the water deficit, through the
supply of polyethylene glycol (PEG 6000). For the two experimental conditions, the
plants were grown in nutrient solution of Clark, under constant aeration and in a
chamber of growth of plants, under conditions of controlled temperature, luminosity
and humidity. It was realized growth assessments, gas exchange and fluorescence of
chlorophylla, as well as anatomical and biochemical evaluations, were carried out in
search of different effects of the supply of Se to the plants. The results indicated that
the responses of the plants were due to the accumulation of Se in their tissues. In this
sense, the 80 uM spray was identified as the mode and concentration of Se, for

having increased thén, the gP, the Y(II) and the ETR of the plants, thus,
representing potential inducers of protection or avoidance, to stress due to water

deficit. Thus, the responses of plants under water deficit, previously sprayed with 80

vii



uM of the Se, indicated that the EMBRAPA 48 grow crop resorted to the antioxidant
effect of Se to attenuate some of the main symptoms of water deficit. The
mechanisms involved in this response mainly comprised anatomical changes in the
thickness of the upper epidermis, the spongy parenchyma and in the total cross-
sectional area of the root, as well as alterations in the contents of reactive oxygen
species. In view of the inexpressive activity of the main enzymes of the antioxidative
system, despite the accumulation of reactive species and the absence of accumulation
of proline and soluble amino acids, it was not possible to clarify the biochemical
mechanisms involved in the avoidance responses to water deficit. In this sense, there
is evidence that the time of exposure of the plants to the water deficit has been

excessive, thus suppressing their enzymatic antioxidative system.
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INTRODUCAO GERAL

Atualmente, a soja@lycine max..) Merril] € a principal cultura agricola em
extensdo de area e producdo no Brasil (CONAB, 2018). No entanto, apesar da
elevada estimativa de producao, a reducéo na produtividade da soja (CONAB, 2016;
2017; 2018) tem preocupado os produtores e instigado pesquisas, no intuito de
encontrar alternativas que minimizem as perdas de produtividade resultantes de
condicGes adversas, como ataque de insetos (Seiter et al., 2013), concentracdes de
ozbnio (McGrath et al., 2015), aquecimento (Zhang et al., 2016) e déficit hidrico
(Dias et al., 2016; Silva et al., 2018). Nesse contexto, as pesquisas com selénio (Se),
um elemento quimico reconhecido como benéfico, podem ser favoraveis por
desencadear alteracfes fisiolégicas e/ou bioquimicas que podem incrementar o
crescimento e a produtividade das plantas, tanto em condigcbes Otimas de
desenvolvimento (Boldrin et al., 2013; Pezzarossa et al., 2014; Zhang et al,, 2014)
qguanto de estresse (Djanaguiramann et al., 2005; Germ et al., 2007; Nawaz et al.,
2015; Kaur e Nayyar, 2015; Moulick et al., 2016; Nawaz et al., 2016a; Nawaz et al.,
2016b; Mroczek-Zdyrska et al., 2017).

As pesquisas atribuem ao Se diferentes papeis, dentre eles, o de ser um
antioxidante putativo (Pilon-Smits et al., 2009), um elemento quimico essencial
(Malavolta, 2006), um metaloide (Pommerrenig et al., 2015) ou um micronutriente
(Pandey e Gupta, 2015). Dependendo do tempo de exposicao, da espécie quimica de
Se fornecida as plantas, da concentracdo e do método de aplicacdo, o Se, dentre
varios processos, pode influenciar a germinagaoTriticum aestivum(trigo) e
Oryza sativgarroz) (Nawaz et al., 2013; Hussain et al., 2016), o desenvolvimento de
plantulas de soja (Zhang et al., 2003) e o crescimento de monocotiledéneas, como
arroz (Hussain et al., 2016) e trigo (Igbal et al., 2015; Mostofa et al., 2017). Seus
efeitos tém origem, dentre outras fontes, da sua incorporacdo nado especifica a
selenoaminoécidos e selenoproteinas (Terry et al., 2000).

Vérias técnicas de fornecimento de Se podem induzir respostas nas plantas.
Dentre elas, a pulverizacdo se destaca por ser economicamente viavel e
fisiologicamente efetiva por garamttanto a pronta absorcdo foliar (Zieve e
Peterson, 1984), quanto o acumulo de Se (Nawaz et al., 2016b). Ela também é
reconhecida por melhorar o rendimento e a qualidade da forragem do milho (Nawaz

et al., 2016a), além de aumentar a producdo de massa seca total (Djanaguiraman et



al., 2005). O fornecimento de Se via solugao nutritiva, por sua vez, garante a sua
pronta absorcdo através das raesua rapida translocagdo para a parte aérea das
plantas (Hawrilak-Nowak et al., 2015), como resposta ao fluxo evapotranspiratério
(Tinker, 1981). Tal fornecimento demonstra que a aplicacdo de baixos niveis de Se
pode estimular o crescimento e o acimulo de pigmentos fotossintéticos (Hawrilak-
Nowak, 2009). J& o tratamento de sementes, conhecido amioag, por ser uma
técnica controlada de hidratacdo de sementes, favorece a emergéncia e o vigor de
plantulas de arroz e trigo. De forma geral, para essas trés técnicas, o Se pode induzir
tolerancia a estresses (Jisha et al., 2013; Nawaz et al., 2013; Hussain et al., 2016).

Independente do modo de aplicacdo de Se, o seu fornecimento as élantas
uma forma eficaz de enriquecimento dpéos (Hartikainen, 2005; Boldrin et al.,
2013). Nesse sentido, a suplementacdo de espécies cultivadas com Se tem se
destacado como forma eficaz e segura de suprir a necessidade desse nutriente, por
populacdes residentes em areas com solos carentes de Se, como a China (Chen et al.,
2002) e a Finlandia (Hartikainen, 2005). No entanto, € necessario estar atento a dose
de Se fornecida as plantas, pois ela deve combater o estresse oxidativo, em vez de
causar oxidacdo nas plantas, conforme o observado por Hawrilak-Nowak et al.,
(2015) e Mostofa et al., (2017). Dessa forma, a técnica e a concentracdo de Se devem
ser selecionadas com cautela para que a bibéa¢fo ndo represente um risco a
saude humana.

Varios estudos apontam efeitos positivos, induzidos pelo tratamento com Se,
em diferentes espécies vegetais. Cartes et al., (2005) atribuiram ao Se, a protecdo de
plantas de azevém contra o estresse oxidativo, por meio do aumento na atividade da
enzima glutationa peroxidase. Boldrin et al., (2013) verificaram que a pulverizacao
com Se eleva a produtividade em plantas de arroz. Nawaz et al., (2013) constataram
gue opriming com Se pode modular a germinacéo e o crescimento de plantulas de
trigo, sob déficit hidrico. Tal fato foi corroborado por Hussain et al., (2016) em
sementes de arroz sob estresse térmico e diferentes condic6es nutriRibeais et
al., (2016) relataram que o Se pode governar a alocagéo de carbono em plantas de
Arabidopsis thalianaNo entanto, estudos indicam que o Se também pode causar
toxicidade (Terry et al., 2000; Byrne et al., 2010; Mostofa et al., 2017), sendo que, o
limite entre o seu nivel benéfico e tdxico é estreito (Hawrilak-Nowak et al., 2015)

depende da espécie vegetal e do ambiente (Wiesner-Reinhold et al., 2017). Tal



toxicidade esta relacionada ao fato do Se atuar como pro-oxidante (Hartikainen et al.,
2000; Gupta e Gupta, 2017) e, ser capaz de, desencadear prejuizos as plantas.

Em soja cultivada em condi¢cdes ambientais adversbsssague o Se pode
atuar como um agente protetor antioxidativo (Djanaguiraman et al., 2005; Hu et al.,
2014), aliviador dos efeitos da salinidade (Ardebili et al., 2@l#)nimizador dos
efeitos da radiacdo ultravioleta (Katharia e Baghel, 2016). Dentre as condi¢des
adversas, as quais a soja encontra-se susceptivel ao longo do seu ciclo de vida, ndo
ha estudos que indiguem o modo de aplicag@da dose de Se que atenuem 0s
efeitos do déficit hidrico. Nesse sentido, diante da importancia econémica @a soja
das evidéncias de que o Se pode beneficia-la sob condi¢cdes de estresse, o objetivo
desta pesquisa foi, investigar respostas de plantas de soja previamente tratadas com
Se a duas condicdes de déficit hidrico, induzido pelo trattonezom
polietilenoglicol 6000 (PEG 6000) via solugcdo nutritiva. Para tanto, inicialmente
definiu-se 0 modo de aplicagcéo e a concentracdo de Se a serem aplicados, por serem
0os principais desencadeadores de respostas fisiologicas e morfo-anatdmicas
benéficas ao crescimento e ao desenvolvimento das plantas; para, finalmente,

fornecé-los, previamente, a implementacao do déficit hidrico.
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CAPITULO 1

Selénio como promotor de modificacdes morfologicas, fisioldgicas e

anatbmicas em soja

Resumo: O selénio (Se) vem sendo fornecido a difeeetpécies vegetais, por

meio de diferentes modos de aplicacao, por favorecer o crescimento, a fisiologia e o
metabolismo das plantas sob condi¢cdes de desenvolvimento 6timas e de estresse. Sao
poucos os estudos que demonstram como ele pode influarsng, uma espécie
economicamente importante, cujo crescimento pode ser altenadoonsequéncia

de varios tipos de estresses. Nesse sentido, o presente estudo investigou efeitos do
Se, aplicado vigriming, pulverizacdo foliar e solucédo nutritiva em concentracdes
crescentes, sobre aspectos morfoldgicos, fisiologiemstémicos de plantas de soja.
Constatou-se que fornecimento de Se vigriming promoveu poucas alteracdes, a
pulverizacao foliar causou incrementos favoraveis as trocas gasosas e a fluorescéncia
da clorofilaa, enquanto o tratamento via solugao nutritiva reduziu o crescimento das
plantas, devido a reducéo Aa. Além disso, para os trés modos de exposi¢cao foram
observados efeitos sobre a anatomia foliar. De forma geral, os fatores decisivos para
a promocao de modifica¢des induzidas pelo Se em soja, cultivar EMBRAPA 48,
foram a propria absorcdo do Se, o acumulo de biomassa pelas plantas, as taxas de
translocacao e a frequéncia de exposicao. Esses fatores favoreceram a inducédo de um
duplo efeito do Se aplicado a 80 pM, sendo ele positivo para a fisiologia das plantas
pulverizadas, ja que ocorreram incrementosAnalas plantas, e negativo sobre o
crescimento das plantas tratadas via solugcdo nutritiva dasicdeucdes aAn, do
gPeY().

Palavras-chavescrescimento; efeitostuorescéncia da clorofila; fotossintese



Selenium as promoter of morphological, physiological and anatomical
modifications in soybean

Abstract: Selenium (Se) has been supplied to different plant species, through
different modes of application, to favor the growth, physiology and metabolism of
plants under optimum conditions of development and stress. There are few studies
that demonstrate how it can influence soybeans, an economically important species
whose growth can be altered as a result of various types of stress. In this sense, the
present study investigated the effects of Se, applied via priming, foliar spraying and
nutrient solution in increasing concentrations, on morphological, physiological and
anatomical aspects of soybean plants. It was found that the supply pingeg
promoted few changes, leaf spray caused favorable increases in gas exchange and
chlorophyll fluorescence, while treatment via nutrient solution reduced growth, due
to reduction inPn. Furthermore, to the three modes of exposure were observed
effects on the leaf anatomy. In general, the decisive factors for the promotion of Se-
induced changes in soybean, EMBRAPA 48 grow crop, were the absorption of Se,
the accumulation of biomass by the plants, the translocation rates and the frequency
of exposure. These factors favored the induction of a double effect of the Se applied
to 80 uM, being positive for the physiology of the sprayed plants, since there were
increases in th®n of the treated plants, and negative on the growth of the plants
treated via nutritive solution due to reductions inRmeof gP andY(ll).

Keywords: growth; effects; chlorophyll fluorescence; photosynthesis

1.1 Introducéo

O Seé um elemento benéfico a maioria das plantas atuando como promotor
do crescimento e indutor de resisténcia contra condicbes estressantes (Kaur e
Nayyar, 2015; Chauhan et al., 2017; Golob et al., 2017). Por ndo ser essencial, hao
ha necessidade de realizar suplementacdo de plantas com Se; no entanto, tal
fornecimento pode contribuir para a reducdo do estresse oxidativo induzido pela
senescéncia (Djanaguiraman et al., 2005), estresse térmico (Ilgbal et al., 2015),
estresse salino (Kaur e Nayyar, 2015), déficit hidrico (Nawaz et al., 2015), excesso

de cobre (Yusuf et al., 2016), arsénio (Chauhan et al., 2017) e radiacdo ultravioleta
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(Katharia e Baghel, 2016; Golob et al., 2017). Dependendo do modo de aplicagéo, o
Se pode ser absorvido pelas plantas em maior ou menor grau.

Naturalmente, o Se é encontrado nos solos, na forma de selenajd)(SeO
selenito (Se@?) e seleneto (SB, sendo que Sed se destaca por ser a espécie
quimica de Se mais soluvel e disponivel em solos éxicos (Fordyce, 2013). Seu
fornecimento via biofortificacdo pode beneficiar a salde do homem que vive em
locais com baixos niveis de Se em solos, como a China (Chen et al., 2002). Porém,
tal fornecimento deve ser monitorado, para que ndo haja o desenvolvimento de
selenose, conforme o observado em criancas da Amazoénia brasileira (Maihara et al.,
2004). A fertilizacdo com Se, na forma de selenato de sodio, é recomendada na
Finlandia (Eurola et al., 1990), onde, também, h& comercializacdo de produtos
biofortificados com Se como forma de suplementar a dieta da populacédo e evitar
diversos tipos de doencgas por caréncia de Se.

A aplicagdo de Se pode beneficiar o crescimento das plantas ao favorecer
incrementos nos teores de clorofilas, incrementar a fotossintese, @edumiucao
de espécies reativas de oxigénio (EROs) e aumentar a atividade de enzimas do
sistema antioxidativo (Djanaguiraman et al., 2005; Igbal et al., 2015; Nawaz et al.,
2016). Por outro lado, quando o limiar da acdo benéfica para toxica do Se é
ultrapassado, seja pela aplicacdo de dose elevada ou pelo tempo de exposicéo
excessivo, pode haver fitotoxicidade induzida pelo Se, que se manifesta, através de
sintomas de intoxicagao e alteracdes no metabolismo (Lehotai et al., 2012; Hawrilak-
Nowak et al., 2015; Ribeiro et al., 2016; Mostofa et al., 2017).

A soja Glycine maxL.) € uma espécie vegetal oleaginosa que se destaca
mundialmente, como importante fonte de proteina, e no mercado agricola dos
Estados Unidos, China e Brasil, por ser o principal grao produzido e exportado. E
vem se estabelecendo, como uma das espécies mais estudadas, no intuito de
encontrar alternativas que aliviem os efeitasabndigcbes ambientais adversas sobre
0 seu rendimento. Nesse sentido, surgiram as pesquisas com Se em soja (Ardebili et
al., 2014; Djanaguiraman et al., 2005; Hu et al., 2&atharia e Baghel, 2016).

Elas evidenciam doses e formas de aplicacdo de Se diferentes e que induzem efeitos
positivos nas plantas, em condicbes ambientais 6timas e/ou de estresse, mas ainda
existe uma grande lacuna a respeito das concentracdes e modos de aplicacao de Se

que induzem respostas positivas as plameesoja. Nesse sentido, fez-se necessario,



investigar as respostas fisiologicas e morfo-anatbmicas do cultivar de soja,
EMBRAPA 48, ao tratamento com Se.

1.2 Material e Métodos

1.2.1 Condigdes de cultivo, tratamentos e delineamento experimental

Sementes de soj&lycine max..), cultivar EMBRAPA 48, foram obtidas
partir do Banco de Sementes do Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja do
Bioagro/UFV, selecionadas quanto ao tamanho, cor e forma (visando a
homogeneidade) e desinfestadas em hipoclorito de sodio 5%, por cinco minutos. As
sementes foram enxaguadas em agua destilada, secadas em papel toalha e
depositadas sobre papel de germinacdo (Gerffitest qual foi devidamente
umedecido com solucéo de cloreto de calcidgal00 mM, pH 5,5 em quantidade
equivalente a 2,5 vezes a massa seca do papel, dentro de pRRetas Essas placas
foram colocadas em sala de crescimento de plantas na auséncia de luza 25+ 10 °Ce
umidade relativa do ar de 50 + 20%. ApOs sete dias, as plantulas foram transferidas
para vasos com capacidade de 1,5 L, contendo solucdo nutritiva de Clark (Clark,
1975), pH 6,0, sob aeracao constailtepina¢ao com intensidade de 120 pmol.m'z.s'

! de radiacdo fotossinteticamente ativa, que foi medida com um sensor da Licor
(Modelo Quantum), e fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro, por 28 dias.
A cada dois dias, o pH das solucdes foi corrigido ao seu valor inicial.

Adicionalmente ao supracitado, como condi¢cdo de cultiimero 1foi
realizado o pré-tratamento das sementes, denomipading, com diferentes
solucdes de Se, na forma de selenato de sodisS5€T (Sigma Aldricl?). Tais
sementes permaneceram em processo de embebicdo por 24 horas, havendo a
renovacdo da solucdo e do papel de germinacdo na metade deste periodo. Como
condicdo de cultivsmimero 2foi realizada a pulverizagdo das plantas) estadio
vegetativo 1-2 Vi-V,) com diferentes concentracdes de Se, adicionadas de
surfactante (Assi&) a 0,1%. As solugbes foram aplicadas utilizando-se de um
pulverizador com pressao constante entre 8 e 10 horas da manh&, com umidade
relativa do ar de 55%, velocidade do vento de 27 km/h e temperatura do ar de 28 °C.
O volume de calda calculado para a pulverizagéao foi 342 I/ha e a porcentagem de
cobertura da folha foi 54,75%. Como condi¢cdo de cuhinmero 3 as plantas em

V1.V, foram transferidas para vasos contendo solugéo nutritiva de Clark, suprida
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com diferentes concentragfes 8le e nela permaneceram por uma semana. Apos
esse periodo, foi realizada a renovacgéo das solugdes por solugdes nutritivas de Clark,
sem a adicdo dee e nela permaneceram por mais uma semana.

Para as trés condi¢cdes experimentais, as solu¢cé®sfdeam aplicadas nas
concentracgdes 5, 10, 20, 30, 40 e 80 uM, que foram definidas a partir do limite de
toxicidade estabelecido pa@ucumis sativugpepino) por Hawrilak-Nowak et al.,
(2015), por pertencer a uma familia botanica filogeneticamente préxima a da soja,
segundo a APG 4 (2016). Cada experimento foi realizadcamara de crescimento
de plantas, anexo do BIOAGRO, e foi composto por 35 unidades experimentais,
constituidas por sete tratamentos (0, 5, 10, 2048Q; 80 uM de Sé e cinco
repeticbes, na quantidade de uma planta por vaso. No 28° dia ap6s a semeadura
(plantas emVs-V,) foi realizada a coleta de material vegetal para analises de
crescimento, concentracdo de Se e anatomia vegetal, além da analise de parametros
de fluorescéncia da clorofiae trocas gasosas. Os vasos foram dispostos de forma

inteiramente casualizada.

1.2.2 Determinagéo das concentragdes de Se total

A concentracao de Se total (Se-T) foi analisada em cerca de 0,5 g de massa
seca moida da parte aérea (folhas e fautas raizes das plantulas ap6s 7 dias do
priming (excepcionalmente para a condicdo de cultivonero 1,para verificar a
absorcao do Se pelas sementes e a sua acumulagédo nas plantulas). Andlises também
foram realizadas ap6s 28 dias do inicio do experimento, para as trés condicbes de
cultivo, em amostras de folhas e raizes das plantas. Para tanto, apés a coleta, o
material vegetal foi lavado em &agua corrente e agua destilada, para remover o Se
adsorvido. O material vegetal foi solubilizado em 2 mL de peréxido de hidrogénio
30% (Merclk) e 6 mL de acido nitrico 65% (Meftka + 90 °C, por quatro horas,
em bloco digestor, conforme proposto por Ellis et al., (2004). O material foi diluido
em agua ultra pura e as quantificacbes de Se-T avaliadas por Espectrometria de
Emissdo Optica com Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES; Perkin Elmer,
modelo Optima 8300), com amostrador automatico modelo S10 e os resultados
expressos em mg.RgA solubilizacdo quimica foi certificada por meio de amostras
de controle interno, cuja recuperacdo da extracdo foi de 103 + 0,56% e de duas
amostras de referéncia certificada organicas, DORM 2 (National Research Council

Canada) e IAEA 086 (International Atomic Energy Agency), cujos valores de
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recuperacdo foram, respectivamente, 107 e 100%. O limite de deteccdo da técnica
(LDT) foi calculado para valores inferiores a 0,211 md.kg

O fator de translocacédo, que estima a habilidade da planta de translocar
metais (Shi et al., 2011¢,0 fator de bioconcentracdo, que representa a habilidade da
planta de absorver e transportar metal para a parte aérea (Liu et al., 2008), foram
calculados com base nas concentracdes dedbmntificadas nas raizes e nas folhas

avaliadas.

1.2.3 Andlises de crescimento e determinagéo do indice de tolerancigSao

As plantas provenientes da condicdo de cultitrmero 1foram mensuradas,
guanto ao comprimento da parte aérea e da raiz principal, com auxilio de régua
milimetrada, da gema apical ao hipocaétilo (parte aérea) e do hipocétilo ao apice da
raiz (raiz principal), apos 6, 14, 21 e 28 dias do inicio da embebi¢do das sementes.
As plantas das condi¢bes de cultimdmeros 2e 3 foram mensuradas, antes do
fornecimento de Se apos 1, 2, 3, 5, 7, 10 e 14 dias do inicio da exposicéo (14 dias
apenas para a condicdo de cultmdmero 3. A partir dessas medi¢cdes foram
determinados os alongamentos relativdR [[%)] da parte aérea e da raiz princjpal
conforme proposto por Hunt (1978), ondAR = (alongamento do tratado final -
alongamento do tratado inicial / alongamento final controles - alongamento inicial
controles) * 100

A taxa de crescimento relativ@@R da parte aéreada raiz foi determinada
a partir da massa seca inicial, obtida por meio da coleta das plantas antes do
fornecimento de&Se secagem em estufa a 65 °C por 72 horas e pesagem em balanca
analitica,e da massa seca final, obtida por meio da coleta no 14° dia apos a exposi¢ao
ao Seg secagem por 72 horas e pesagmmforme a equacdo proposta por Hunt
(1978), em qUECR = (In W — In wp) / (t1 — tp) x 100;0nde,a TCRfoi expressa em
termos de ganho de massa seca, em gramas, ao longo do periodo expehinvantal;
e In wp: logaritmos neperianos da massa seca no final e no inicio do experimento,
respectivamente; tg - ty a duragédo do experimento, em di28 dias, para a condi¢ao
de cultivonamero 1,10 dias, para a condig de cultivonumero 2e 14 dias para a
condicdo de cultivo3). As plantas da condicdo de cultivoimero 3 se
desenvolveram mais rapidamente, quando comparadas as plantas cultivadas em

solugao nutritiva, enriquecida com Se, e por meiguming, tal desenvolvimento

12



exigiu a reducdo do periodo de exposicao ao Se, de 14 para,adhague todas as
plantas fossem avaliadas no mesmo estadio de desenvolviivighty). (

A area foliar foi obtida no segundo triflio por meio de um integrador de area
foliar (Modelo Licor 3100), e os dados expressos em centimetros quadrados.

Para avaliar a tolerancia das plantassaocalculou-se o indice de tolerancia
(IT) (IT = massa seca das plantas tratadas corhrBassa seca das plantas contjole

(Souza et al., 2012), separadamente para a parte aérea e para a raiz

1.2.4 Determinagéo dos parametros de fluorescéncia da clorofiéae de trocas
gasosas

Os parametros de fluorescéncia no escuro, fluorescéncia inkm (
fluorescéncia variavel H), fluorescéncia maximaFm) e rendimento quantico
maximo do fotossistema Il Fy/Fm) foram obtidos na antemanha
Concomitantemente as medicdes de trocas gasosas aferiu-se os parametros de
fluorescéncia no claro, fluorescéncia maxima no periodo iluminddo’) (e
fluorescéncia no estado estacionaFe)(que foram determinados entre 8:00 e 10:00
h da manha. Todas as andlises foram realizadas no foliolo central do segundo trifélio
totalmente expandido com auxilio do IRGA. A partir dos parametros de
fluorescéncia obtidos no escuro e no claro foram calculados a fluorescéncia inicial no
periodo iluminado Ko’), fluorescéncia variavel no periodo iluminadév),
rendimento quantico efetivo do fotossistemaW’(Fm’), o coeficiente dguenching
fotoquimico €P), o coeficiente doquenchingnéo-fotoquimico ¢N), a taxa de
transporte de elétronEETR), o0 rendimento quéantico efetivo do fotossistema I
[Y(ID], o quenchingndo fotoquimico indicativo da dissipacdo de energia via ciclo
das xantofilasY(NPQ], o guenchingotoquimico das perdas nao-reguladéa®p)
e oquenchingnhdo-fotoquimicoPQ).

Os parametros de trocas gasosas: assimilacdo liquida de (&P
condutancia estomaticgq), taxa transpiratériaH) e concentracdo interna de €O
(Ci); foram determinados entre 8:00 e 10:00 horas da manh&, também no foliolo
central do segundo trifélio totalmente expandido, com auxilio do IRGA, utilizando
500 umol.m™.s™ de radiac&o fotossinteticamente ativa, que foi estabelecida com base
em curvas de luz elaboradas no dia anterior ao da avaliacdo fotossintética, com

concentracdo de G@mbiente C,).
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1.2.5 Caracterizacao anatdmica e histométrica de folhas e raizes

A porcdo mediana do foliolo central da folha mais nevéotalmente
expandidee amostras de 2 cm de segmento da raiz principal, a partir do apice, foram
fixadas em formaldeido:acido acético 50% e desidratadas em série etilica a 70, 80, 90
e 100%, sequencialmente, por 2 horas para cada concentracdo. O material foi
infiltrado e incluido em historesina metacrilato (Leica HistofeBius), conforme as
recomendacOes do fabricante, e afixados em blocos de madsireortes foram
realizados transversalmente em micrétomo rotativo e depositados em lamina de
vidro. A coloragéo foi realizada mantendo-se o material imerso por 4 min em solugéo
de azul de toluidina a 0,05%mpH 4,0 (O’Brien et al., 1964) e, em seguida, lavados
em agua corrente. Apds a secagem, as laminas foram montadas erReas@ant
A captura das imagens foi realizada por meio de microscopio Optico (modelo AX70
com sistema de captura de imagem acoplado AxioCam-HRass) e as imagens
foram capturadas com zoom Optico de 10x e zoom digital de 1,5x. As andlises
histométricas das imagens foram realizadas por meio do programa Image Pro-Plus
Versao 4.5.029. Para essa avaliacdo, foram analisadas a regido da nerviirda@entra
limbo e o apice da raiz, de trés repeticbes de cada tratamento, cada uma delas com
cinco sub-repeticbes, e os dados expressos em milimetros quadrados (regido da

nervura central e do 4pice da raiz) e milimetros (regido do limbo).

1.2.6 Andlises Estatisticas

A significancia da diferenca entre as médias das repeticdes foi testada por
meio da andlise de variancia paramétrieeNQVA, com a minima diferenca
significativa entre os tratamentos verificada ao nivel de significancia de 5%,
subsidiada pelo teste de comparacfes multiplaScot-Knott(p < 0,095. Para os
dois testes, os dados atenderam a press@joode; normalidade, pela aplicagédo do
teste de Kolmogorov-Smirnov(p > 0,05. Quando os dados n&do seguiram a
normalidade foram submetidos a andlise de variancia ndo-paramétkecasttall-
Wallis e ao teste de comparacfes mdultiplasDienn (p < 0,05. Para alguns
parametros foram realizados testes t, para realizar comparacdo de médias, para
outros, foram realizadas analises de regressao, a fim de verificar o grau de associacao
entre as variaveis analisadas e seus tratamentos. As andlises foram executadas no

programaR® (versdo 3.4.4) e os graficos elaborados no progPaisma 5.
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1.3 Resultados

1.3.1 Concentracao de Se-T em folhas e raizes de plantas de soja

A analise desetotal (SeT), da parte aéreadas raizesakplantulas e plantas
controle (O uM), evidenciou que no cultivar E48 ocorre a transferéncia de parte do
Se presente na planta-mée, para a parte aérea das plantas-filhas (Tabelas 1-4). Tal
analise também demonstrou que, apés sete dipsrdng, houve a absorcdo do Se
fornecido as sementes, apenas quando aplicado a 30 e 80 uM (Tgbela 1)
evidenciando aumento de 114 e 180% de Se, em relacdo ao tratamento controle (0O
HM), respectivamente.

O teste de comparacGes multiplas evidenciou o acumulo de Se na parte aérea
das plantulas, cujas sementes foram tratadas com 30 e 80 uM. Além disso, 0s
resultados evidenciaram a ocorréncda translocacdo de Se (FT), apenas nas
plantulas que foram tratadas com&80 uM, bem coma sua acumulacao na parte
aérealFB (PA)] daquelas tratadas com 30 e 80 uM. Nao foram verificadas diferencas
significativas para o acumulo de Se nas raizes dessas plaAiN@YA;p > 0,095
(Tabela 1).

Tabela 1. Concentracéo de Se total (Se-T) na parte aérea e nasasj@stdlas do cultivar de soja
EMBRAPA 48, apds sete dias de tratamento com Spririang.

SeT (mg.kg")’

Se {(tM) Parte aérea Raiz~ FT™ FB (PA)
0 0,64 +0,03c nd na na
5 0,44+0,02c nd na na
10 0,56 + 0,028 ¢ 0,53 +0,10 1,12 +0,27 na
20 0,55+0,02 ¢ 0,65+0,12 0,88 + 0,20 na
30 1,36 £0,14 b 1,11 +0,36 1,33+ 0,30 0,31+0,01
40 0,59+0,09¢c 1,27 +0,17 1,60 + 1,32 na
80 1,78+ 0,03 a 1,15+0,24 1,63 +0,37 0,18 + 0,01

" Médias de duas repeticdes (constituidas por amostras compostas de cinco repetigéesnpato;
tendo em vista, a indisponibilidade de massa seca).

“Médias + erro padrdo da média, acompanhados pela mesma letra mindsculmaa&oldiferem
estatisticamente pelo teste Seott-Knotta 5 % de probabilidade.

*** Sem diferencas significativas, poip & 0,05.

nd: abaixo do LDT.

na: ndo se aplica.

Os resultados do teste de comparag¢fes multiplas também indicaram que as
folhas das plantas tratadas cprming a 30 uMforam as que apresentaram o maior

valor médio de Se-T. Tendo em vista que tal acimulo foi observado apenas para as
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raizes das plantas provenientes dos tratamentos com 10\, ®dde-se inferir que,
o fornecimento de Se v@iming exerceu efeitos pontuais sobre a sua translo@céo

acumulacao nas plantas (Tabela 2).

Tabela 2. Concentracdes de selénio total [Se-T] do cultivar de soja EMBR3\R® £stadid/s-V,,
apos tratamento com diferentes concentracdes de Pemiag.

[Se-T] Folhas Raizes FT FB (PA)
0 0,63+0,11b nd na na
5 0,66 +0,02b nd na 0,31+0,01
10 0,50+0,04b 0,31 +£0,00 0,10 £ 0,00 na
20 0,51+0,04b nd na na
30 1,13+0,07 a nd na 0,21 +0,01
40 0,37+£0,03b nd na na
80 0,63+0,12b 1,05 + 0,08 0,16 £ 0,01 0,03+0,01

Para legenda vide tabela 1.

Para o fornecimento de Se via pulverizacdo, as maiores concentraces de Se-
T foram verificadas nas folhas das plantas tratadas com 20, 30 e 80 uM. Para tal
modo de aplicacdo, ndo houve acumulo de Se nas raizes, portanto, ndo foi possivel
constatar a sua translocacédo (FT), no entanto houve a sua acumulagcédo na parte aérea
[FB (PA)], das plantas tratadas com 20 a 80 uM (Tabela 3).

Tabela 3. Concentrac6es de selénio total [Se-T] do cultivar de soja EMBRAR® £stadio/s-V,,
apos tratamento com diferentes concentragdes de Se via pulverizagéo.

[SeT] Folhas Raiz FT FB(PA)

0 0,77+0,01b nd na na
5 0,76 +0,01b nd na na
10 0,70+£0,05b nd na na

20 1,10+0,10a nd na 0,21+0,01

30 1,09+0,03a nd na 0,12%0,01

40 0,99+0,00b nd na 0,07%0,00

80 128+0,10a nd na 0,08+0,00
Para legenda vide tabela 1.

Adicionalmente, o fornecimentie Se via solu¢édo nutritiva foi o responsavel
pelos maiores valores médios de Se-T, nas folhas e nas raizes das plantas (Tabela 4).
Esses valores foram diretamente proporcionais as concentracdes de Se fornecidas e
aumentaram de forma linear, conforme evidenciaram os modelos de regressao

ajustados para as folhas e para as raizes (Figura 1).
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Tabela 4. Concentracdes de selénio total [Se-T] do cultivar de soja EMBR&R# estadid/s-V,,

apos tratamento com diferentes concentragdes de Se via solugdo nutritiva.

[SeT] Folhas Raiz FT FB (PA)
0 0,90+ 0,05 f nd na na
5 13,2 +0,85f 11,96 + 0,06 f 1,12+0,06 na
10 36,79+0,11 e 50,14 +0,59 e 0,73+0,01 32,01+0,00
20 174,18 +8,43 d 98,52 + 3,66 d 1,77£0,15 41,86 +£0,01
30 378,51 + 10,04 ¢ 126,23+ 1,41 ¢c 3,00+0,11 45,93+ 0,01
40 487,97 +10,31b 205,54 +3,66 b 2,37 £0,09 50,95+ 0,00
80 750,37 £ 0,50 a 398,37 £6,01 a 1,88+ 0,03 46,07 £ 0,00
Para legenda vide tabela 1.
8007o- Folhas: y = -5,7 + 10,17 .
1= Raizes: y =-593 + 5,041*x
o 600+
~
[*)]
& 400-
=
[}
2. 2004
0 T

0 10 20 30 40 50 60 70 80
[Se] uM

Figura 1. Modelos de regressao ajustados para as concentracdes médias def@hab emaizes do
cultivar de soja EMBRAPA 48, apés 14 dias de tratamento coriaSelucéo nutritiva.
Modelos significativos.

1.3.2 Avaliacao morfolégica das plantas tratadas co®e

As plantas supridas co8evia priming apresentaram alteracdes morfolégicas
do primeiro par de folhas trifolioladas, desde o inicio do seu desenvolvimemto e,
partir da aplicagédo de 10 pM (Figura 2A-D). Essas folhas apresentaram deformagdes,
caracterizadas por tamanhos reduzidos e formatos irregulares, que foram mais
evidentes nas folhas das plantas cujas sementes foram supridas com 30, 40 e 80 uM
de Se (Figura 2C). Nenhuma modificacdo no alongamento, cor ou volume de raizes
foi constatada.

As plantas pulverizadas com Se a 40 e aB0se destacaram por serem mais
vigorosas, pelo desenvolvimento mais rapido e auséncia de atrofia. Nenhuma
alteracédo foi verificada, no que diz respeito ao tamanho ou contorno das folhas

(Figura 3A) e no alongamento, cor ou volume das raizes (Figura 3B). Além disso, as
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plantas pulverizadas exibiram maior alongamento do caule, sustentagéo das folhas e,
consequentemente, melhor aspecto da sua parte aérea, quando comparadas as plantas
controle. Por outro lado, foi verificada a reducéo no vigor das plantas pulverizadas
com 20 uM (Figura 3C), que foi manifestada pela aparente reducédo da parte aérea

das plantas, conforme o observado pela avaliagéo visual/qualitativa.

20 30 40 80uM

Figura 2. Plantulas e plantas do cultivar de soja EMBRAPA 48 ap06s tratawmia priming das
sementes com Se. Plantulas apds sete dias de tratamento com concentragdes crescefigs de Se (
Plantas enV;-V,, apos 14 dias do tratamer(®). Detalhe do primeiro trifélio totalmente expandido

das plantasapés 28 dias do inicio do tratamef®). Detalhe da parte aérea das plantas supridas com
Se,apos 28 dias do inicio do tratame(iiy.
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Figura 3. Plantas do cultivar de soja EMBRAPA 48 apés pulverizacdo das fmm Se. Detalhe do
primeiro trifélio totalmente expandidapos 10 dias do tratamento (A). Detalhe do comprimento das
raizes apoés 10 dias do tratamento (B). Detalhe da parte aérea das plantasd@gsdd ratamento

(©).

As plantas tratadas com 5 a 40 puM S8e via solugcdo nutritiva nao
apresentaram alteracdes morfologicas. No entanto, aquelas tratadas com 80 uM
apresentaram sintomas visuais de fitotoxicidade, apos dois dias de exposicdo a esse
elemento, que se manifestaram por meio do aparecimento de pepoetos de cor
purpura nas folhas unifolioladas (Figura 4A). Esses pontos continuaram a aumentar e
a se espalhar por toda a folha, evoluindo para areas com coloracdo amarelada,
seguida por manchas cor de ferrugem, ambas caracteristicas de areas cloroticas e
necréticas, no quinto dia de exposicdo (Figura 4B). Com a evolucdo da toxicidade,
observou-se que no sétimo dia, ap6s o inicio do tratamento, ocorreu a abscisdo das
folhas unifolioladas, o encarquilhamento das folhas jovens, o aparecimento de areas
com coloracdo purpura nos foliolos do primeiro trifélio e a atrofia da parte aérea
(Figura 4D,E). Adicionalmente, constatee-reducdo do alongamento da raiz
principal e do niumero de raizes laterais, conforme o aumento na concentr&gio de

fornecida as plantas (Figura 49-
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20 30 40 80uM

Figura 4. Plantas do cultivar de soja EMBRAPA 48 ap0s tratamento com Ssugdo nutritiva.
Detalhe do primeiro par de folhas unifolioladas ap6s dois dias do inicio do m&tacoen 80 uM de

Se, seta indica pontos purpu(83. Parte aérea da planta controle (a esquerda) e da planta tratada com
80 uM (a direita), apés cinco dias do inicio do tratamento, seta indica areas clordécestieas (B).
Detalhe do comprimento das raizes das plantas, apds sete dias do iniciontentoaf€). Planta
controle (a esquerda) e planta tratada a 80 uM (a direita), apés sete dias dinitriziamento (D).

Visdo geral da parte aérea das plantas cultivadas em solugéo nutritiva deo@latkncentracdes
crescentes de Se (E).

1.3.3 Andlises de crescimento e indice de tolerancia

Para o modo de fornecimento de Seprianing ndo foram observados efeitos
sobre o alongamento relativo da parte aérea e da raiz das pfM@EA; p > 0,0%.
Semelhantemente, ndo foram observados efeitos do fornecimento de Se sobre as
raizes das plantas suplementadas via pulveriza88®@VYA p > 0,05 Porém, s
resultados de alongamento relativo da parte aérea evidenciaram efeitos positivos do
tratamento com Se, sobre o alongamento relativo das plantas supridas com Se, via
pulverizacdo com 30 a §M, no 1° dia apds a exposicédo (DAE) e com 5, 20, 40 e 80
MM no 10° DAE Gcott-Knott; p < 0,0p Tais efeitos devem-se a aumentos

significativos do alongamento relativo da parte aérea dessas plantas (Figura 5).
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Figura 5. Efeitos de concentracdes crescentes @detBe a porcentagem de alongamento relativc
parte aérea do cultivar de soja Embrapa 48, ao longo do tempo déc@xpmeste elemento, vi
pulverizacdo. DAE: dias ap0s a exposicdo ao Se. Letras minUsculas diferentes ididécancas
significativas resultantes do teste Sleott-Knott(p < 0,05. Dados sdo médias + erro padrao de cit
repeticoes.

O fornecimento de Se via solucdo nutritiva demonstrou que, no 10° dia apos a
exposicdo (DAE), houve um efeito positivo pontual do fornecimento de Se sobre o
alongamento relativo da raiz principal das plantas supridas com 10 uM de Se, em
relacdo as plantas control8cptt-Knott; p < 0,0pb (Figura 6A). No entanto, no 14°
dia, tal efeito deixou de ser manifestado e observou-se apenas a reducao de tal
alongamento nas plantas tratadas com Se de 20 a 80 uM (Figura 6B). Porventura, em
vez de incrementar, o fornecimento de Se via solucao nutritiva reduziu o alongamento
relativo da parte aérea das plantas supridas com 80 uM de Se, no 10RMskEal-

Wallis; p < 0,05, e das plantas supridas com 30, 40 e 80 uM de Se, no 14° DAE

(Kruskall-Wallis; p < 0,09 (Figura 6B).
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Figura 6. Efeitos de diferentes concentracbes deoBe a porcentagem de alongamento relativo da
raiz principal ARRZ% (A) e da parte aéredARPA% (B) do cultivar de soja Embrapa 48, ao longo
do tempo de exposi¢édo a este elemento na solucdo nutritiva. DAE: dias eypisicdo ao Sketras
minusculas diferentes indicam diferencas significativas resultantes do t&xtetd&nott(p < 0,05.

" Letras minGsculas diferentes indicam diferencas significativas resultantes edolg&ainn (p <
0,05. Dados sdo médias + erro padrédo de cinco repeticdes.

Dentre os trés modos de aplicacdo de Se, a area foliar foi maior nas plantas

que foram pulverizadas com 20 pM (Figura 7). Adicionalmente, a area foliar das

plantas supridas com 80 uM de Se via solucdo nutritiva, destacou-se por apresentar

reducdes, enquanto a das plantas tratadasrvmang apresentou reducdes devido a
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aplicacao de 30 uM de Se. As plantas pulverizadas nao apresentaram alteracbes em

sua area foliar, quando comparadas as suas plantas controles.

N&o foram observados efeitos do tratamento com Se sobre a razéo parte
aérea-raize as taxas de crescimento relatita parte aérea e da raiz das plantas
suplementadas viariming e via pulverizacaoANOVA;p > 0,095. No entanto, foram
verificados efeitos sobre a razdo parte aérea-raiz e as taxas de crescimentalaelativo

parte aérea e da raiz das plantas suplementadas por meio da solucdo nutritiva de

Clark, enriquecida com Se (Figura 8A-B).

120+
@l Solugao nutritiva &3 Priming 3 Pulverizagéo
90- R S
o~ [B2ra@Bapa,, S2pahaBa =]
S = Ba
L 601 Ab
— Cb
30+
0' T T T T T T

OO O O 20D O O 9.0 ® P
[Se] uM

Figura 7. Area foliar do segundo trifélio do cultivar de soja Emb#ip#ratada com Se via solu¢io
nutritiva, priming e pulverizacao, respectivamente, no estadio vegetdiivh. Médias + erro padréo

da média acompanhados pela mesma letra dentro e entre cada tratamento naeddésticamente

pelo teste dS&cott-Knotta 5% de probabilidade. Dados séo médias + erro padréo de cinco repeticdes.

B 3 TCRPA ‘00 TCRRZ

aaaba

0 S5 10 20 30 40 80 0 51020304080 0 5 10 20 30 40 80

[Se] uM [Se] uM

Figura 8. Efeitos de concentracdes crescente3edebre o crescimento do cultivar de soja Embrapa
48, suplementado com Se via solugdo nutritiva. Pardmetros: razao parteage(@Aa/R2 (A), taxa

de crescimento relativo da parte aéfB@R PA e da raiz TCR RZ (B). Letras minUsculas diferentes
indicam diferencas significativas resultantes do test8abdt-Knott(p < 0,05. Dados sdo médias *

erro padréo de cinco repeticdes.
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O fornecimento de Seéa priming e pulverizagédo, ndo causou alteragdes no
indice de tolerancia das plantas ao tratamento cor\IS@\(A; p > 0,0%. Porém,
observou-se que o tratamento comvidesolucdo nutritiva foi toxico para as folhas

tratadas com 20, 40 e 80 uM. Tal tratamento incrementou a tolerancia das raizes ao

Se, a 10 uM (Figura 9).

5 10 20 30 40 80 5 10 20 30 40 80
[Se] uM

Figura 9. Efeitos de concentragfes crescenteSegebre o indice de tolerancil] da parte aérea
(PA) e da raiz (RZ) do cultivar de soja Embrapa 48 ao tratamento vigdeohutritiva. Letras
minudsculas diferentes indicam diferencgas significativas resultantes do t&tetti&nott(p < 0,05.

Dados sdo médias + erro padréo de cinco repeticoes.

Modelos de regresséo linear foram ajustados para a variavel massa seca total,
das plantas supridas com Se yi@ming e solucdo nutritiva (Figura 10). Esses
modelos evidenciaram reducfes significativas na massa seca dessas plantas,

conforme houve aumento na concentracdo de Se fornecida. Nenhum modelo foi

ajustado nas plantas suplementadas via pulveriza¢d#VA;p > 0,05.

y = 1,050 - 0,003168*x R® 485% y = 1,037 - 0,008*x R* 86,9%
1,20 1,20
[ ]
[ ]
- 100 R 1,00
Ry
L% 0,81 . ® 0,81
Q
o 061 " 0,61
S
0,41 0,41
[ ]
0,21 0,21
0510 20 30 40 80 0510 20 30 40 80
[Se] pM [Se] uM

Figura 10. Modelos de regresséo ajustados para a massa seca total do ewtjaEMBRAPA 48,
em funcéo das concentracBes de Se aplicadgwiniéng (A) e via solucdo nutritiva (B). *Modelos

significativos.
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1.3.4 Parametros de trocas gasosas e de fluorescéncia da clordila

O fornecimento de Seia priming nao alterouas trocas gasosas e a
fluorescéncia da clorofila das plantasANOVA;p > 0,05. Jao fornecimento de Se
via pulverizacdo incrementou An das plantas em todas as concentracdes (Figura
11A) e agsdaquelas supridas com 5, 10, 30, 40 e 80 uM (Figura 11B). Dessa forma,
constatou-se que a aplicacdo de Se incrementdm das plantas, sem exercer
influéncia sobre o acumulo de biomassa. Ja para o modo de fornecimento de Se via
solucéo nutritiva, foram observadas reducbesmaa partir da aplicacdo de 30 uM
(Figura 11C) e n& (Figura 11D) devido ao fornecimento de 40 e @M. De forma
geral, o tratamento com Se via pulverizacdo elevéun das plantas para todas as

concentracdes, quando comparadas as tratadas via solucéo nutritiva (Figura 11E).
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Figura 11. Efeitos de concentragcbes crescentes de Se sobre as trocasdgaso#idsr de soja
Embrapa 48. Parametros: assimilacdo liquida de(80) (A) e condutancia estométi€g,) (B) apos
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tratamento via pulverizacdo. Assimilacdo liquida de, @&n) (C) e taxa transpiratériaE) apds
tratamento via solugdo nutritiva (D). Comparacéo da assimilagdo liquid®@deéAg em plantas de
soja tratadas via solucdo nutritiva e pulverizacéo (E). Letras minUsiifdesntes indicam diferencas
significativas para os tratamentos segundo o testScaét-Knott(p < 0,09. ~ Indica diferencas
significativas entre os modos de aplicacdo de Se, segundo resultados td@dts sdo médias
erro padréo de cinco repeticdes.

A fluorescéncia da clorofila ndo foi influenciada pela aplicacdo do Se via
priming (ANOVA; p > 0,0% porém, o fornecimento de Se via pulverizagéo,
favoreceu incrementoem Y(ll), gP e ETR (Figura 12A-C). Tais alteracdes
evidenciaram que, em soja sob a influéncigsddornecido via pulverizacdo, ha o
aumento dor (ll), do gP e daETR Nas plantas tratadas via solugéo nutritiva, foram
observadas alteracées Fan, Y(II), NPQgP, gN, ETRe Y(NO),principalmente, sob
a influéncia do fornecimento de 40 e 80 uM (Figura 13A-H). Tais alteracdes
evidenciaram reduc¢des na taxa fotossintética das plantas, devido ao fornecimento de
Se. Efeitos antagonicos sobf@l), gPe ETRforam observadssobre as duas formas
de aplicacdo de Se supracitadas, sugerindo que tais parametros podem estar
relacionados diretamente com o limiar de alteracdo da acédo benéfica para toxica do
Se (Figura 14A-C).
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Figura 12. Efeitos da pulverizacdo de sobre a fluorescéncia da clorofigado cultivar de soja
EMBRAPA 48. Pardmetros: rendimento quantico efetivo do fotossistiepg(11)] (A), quenching
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fotoquimico gP) (B) e taxa de transporte de elétroB¥R) (C). Letras minusculas diferentes indicam
diferengas significativas resultantes do testeSdett-Knott(p < 0,05. Dados sdo médias * erro
padréo de cinco repeticdes.
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Figura 13. Efeitos de concentragdes crescentes siebBe a fluorescéncia da clorofdalo cultivar de
soja Embrapa 48 via solugdo nutritiva. Parametros: fluorescéncia varaye{A), fluorescéncia
méaxima Fm) (B), rendimento quantico efetivo do fotossistema Y(lI)] (C), quenchingnéo-
fotoquimico NPQ) (D), quenchingfotoquimico @P) (E), quenchingnéo-fotoquimico ¢N) (F), taxa
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de transporte de elétronETR (G) e rendimento das perdas ndo reguladdeN@] (H). Letras
minudsculas diferentes indicam diferencas significativas resultantes do t&xtetd&nott(p < 0,05.
Dados sdo médias + erro padréo de cinco repeticdes.
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Figura 14. Efeitos da aplicacdo de diferentes concentracdes de Se por meio deapéatyéoirar e
solucdo nutritiva sobre a fluorescéncia da clorddilalo cultivar de soja Embrapa 48. Parametros:
rendimento quantico efetivaY{(ll)] (A), quenchingfotoquimico ¢P) (B) e taxa de transporte de
elétrons ETR (C). " Indicam diferencas significativas entre os tratamentos resultantes do(feste
0,05. Dados sdo médias + erro padréo de cinco repetices.

1.3.5 Caracterizacdo anatdbmica da folha e do apice da raiz das plantas de soja

As trés técnicas de fornecimento de isffuenciaram a anatomia foliar e
radicular das plantas de soja. De modo geral, a analise qualitativa demonstrou que as
principais diferengas na organizacdo dos tecidos do limbo e da regido da nervura
central foram verificadas nas plantas tratadas com 10pdvVB0e Se, em relacdo as
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plantas controle. A andlise qualitativa do limbo das plantas tratadgsimiang,

revelou que o fornecimento de 10 pM favoreceu maior justaposicdo das células do
parénquima palicadico. Para o tratamento a 80 uM, observou-se maior justaposi¢cao
das células do parénquima palicadico, que também se apresentaram mais delgadas.
Na regido da nervura central, as células parenquimaticas apresentaram-se com
tamanho irregular e paredes mais delgadas quando supridas com [Ea.80, UM

essas células apresentaram maior tamanho, contorno regular e areas de deposicéo de
floema desorganizadas. Nas duas concentracdes, as raizes das plantas apresentaram-
se fortemente coradas com azul de toluidina, impossibilitando a distincdo da érea de
cilindro central (Figura 15).

Na regido do limbo das plantas pulverizadas, de forma geral, foram
observadas células mais fortemente coradas. Além disso, constatou-se que as células
do parénquima palicadico sob a influéncia de 10 e 80 uM, apresentaram alteracfes
em seu tamanho. Na regido da nervura central, observaram-se muitas drusas,
principalmente sob a influéncia de 10 e 80 uM. As raizes das plantas a 10 uM
apresentaram-se intensamente coradas, apresentaram muitos nucleos e néo foi
possivel realizar a diferenciacéo de tecidos, inclusive na regiao do cilindro central, ja
naquelas sob a influéncia com 80 uM de Se, observou-se maior diferenciagcdo dos
tecidos (Figura 16).

Para a regido do limbo, a andlise qualitativa das plantas tratadas ¢dvh 10
de Se via solucédo nutritiva demonstrou aumento na espessura do mesofilo e do
tamanho dos espacos intercelulares do parénquima esponjoso (Figura 17). O colapso
das células da epiderme abaxial nas plantas tratadas cpi 8@ Se também foi
constatado. Para a regido da nervura central, observou-se que o floema se dispds de
forma desorganizada na concentracdo de 80 uM. Além disso, aal® euM
constatou-se maior quantidade de células com conteudo celular corado pelo azul de
toluidina, tal fato também foi verificado para as raizes, que, também, apresentaram
células da epiderme colapsadas a 80 uM, todas observacdes em relacdo aos controles
(Figura 17).
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0 uM 10 pM 80 uM |

Nervura central

Raiz

Figura 15. Efeitos da aplicacdo de diferentes concentra¢cfesvileBiening sobre a anatomia foliar
do cultivar de soja Embrapa 48. Barras: limbo e nervura central: 50 @gim #00 um. Legenda: Ead:
Epiderme adaxial, Eab: epiderme abaxial, PP: parénquima palicadico, PL: parénquimaadaEM:
espessura do mesofilo, X: &rea de xilema, F: area de floema e P: parénquieendeimiento.
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Nervura central

Raiz

Figura 16. Efeitos da aplicagdo de diferentes concentracdes de Se via pulvesdtagha,anatomia
foliar e do &pice da raiz do cultivar de soja Embrapa 48. Barras e legeradfiguid 15.
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Figura 7. Efeitos da aplicacdo de diferentes concentragbes de Se via solugdo nabfireaa
anatomia foliar e do apice da raiz do cultivar de soja Embrapa 48. Barras e legénfgura 15.

A andlise quantitativa evidenciou que o Se proporcionou efeitos a regido do
limbo das plantas, para os trés modos de aplicacdo (Tabela 5), porém nenhuma
diferenca foi observada para a epiderme aba&ldOVA p > 0,095. O fornecimento
de 10 e 2QuM de Se aumentou a espessura do parénguima esponjoso e do mesofilo
nas plantas supridas yiaming; e da epiderme adaxial nas plantas pulverizadas com
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Se a 5 e 10 uM. Semelhantemente, o Se, suplementado a 20 e 30 uM, também
incrementou a espessura do parénquima esponjoso e do mesofilo nas plantas

suplementadas via solugao nutritiva.

Tabela 5. Analise quantitativa do limbo foliar em corte transversal do faéitral da folha mais
nova e totalmente expandida do cultivar de soja Embrapa 48 apds expasigiitcentracies

crescentes de Se.

Forma

de [Se] Epiderme Parénquima P.ar,ér)quima Espes;ura do
aplicacéo adaxial (um) esponjoso (um palicadico (um) mesofilo (um)
0 1458+0,39a 39,68+245b 66,01+1,31a 112,37 +1,31¢c
g 5 1214+064a 5212+339a 6180£1,73a  114.65+2.29b
E 10 1344%036a 4557+276b 6438+212a 109,17 +2,23¢C
z§ 20 1401+0,81a 5758+241a 7247+1,06a 128,89+ 1,98 a
s 30 14,45:092a 54,03+286a 7061+487a 12539+339a
c?) 40 14,27 +0,55a 50,70x1,79a 69,03+£3,51a 117,98 +1,83b
80 1356 +0,72a 44,15+3,60b 64,77+2,78a 109,65 +2,32 ¢
0 15,13+0,68a 53,11+2,18b 73,89+2,94 a 124,13+491b
5 1451+041a 54,83+4,28b 71,11+255a 123,97 £6,23 b
o 10 1581+0,36a 69,58+6,03a 79,85+3,36a 148,74 +8,51 a
g 20 16,28+ 0,60a 67,36+2,28a 78,60+£0,92a 143,60 £ 2,88 a
o 30 1587+0,61la 56,27+323b 72,34+254a 126,18 £4,95 b
40 1461+0,40a 57,50+450b 83,26+6,02a 121,29+9,31b
80 1556+054a 5842+219b 77,19+2,06a 134,63 £ 3,22 a
0 11,84+0,37b 5425+1,02a 8281+156a 135,21 +2,11a
2 5 15,04 +£051a 57,21+2,30a 80,00x£1,52a 133,65+ 3,16 a
§" 10 1464+£045a 5926+162a 79,21+158a 137,68 £2,18 a
‘q;, 20 1225+0,44b 5243+150a 79,83+1,66a 130,76 £1,87 a
E 30 12,67+0,37b 54,10+184a 7515+126a 128,23+2,01a
40 1251+0,36b 56,88+4,05a 77,96+1,92a 135,66 £4,01 a
80 12,78+ 0,27b 53,63+1,20a 7950+1,22a 132,82+1,44 a

Médias * erro padrdo da média, seguidas pela mesma letra, ndo diferem estatistipalngaste de
Scott-Knotta 5 % de probabilidade. Dados sdo médias * erro padrdo de trés repetigdesicco
subrepeticdes, por tratamento.

Efeitos foram verificados sobre os tecidos da regido da nervura gcentral
principalmente, a partir de 20 uM, nas plantas suplementadas comBieme, e,
a partir de 40 pM, naquelas suplementadas via pulverizagédo (Tabela 6). Nenhum
efeito foi observado para a area da seccao transversal total das raizes, tpasa
experimentosAnova; p > 0,05.
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Tabela6. Areas de seccéo transversal da regido da nervura central do foliolo carfrbdadmais

nova e totalmente expandida, do cultivar de soja Embrapa 48, apdsc@&spasconcentraces

crescentes d8e

Area de seccdo

Area de seccdo

Area de seccdo

Zgﬁ?ei;gg [Se] transversal de feixe  transversal de xilema transversal de floema
vascular (mr) (mn?) (mn7)
0 0,057 + 0,018 0,022+ 0,007 0,035 + 0,011
*.g 5 0,068 = 0,007 0,028 = 0,003 0,040 £ 0,004
% 10 0,087 = 0,004 0,035 = 0,002 0,052 £ 0,002
lé 20 0,093 + 0,014 0,036 + 0,005 0,056 + 0,009
5 30 0,074 £ 0,011 0,026 = 0,004 0,048 £ 0,007
A 40 0,085 + 0,007 0,031 + 0,003 0,054 + 0,005
80 0,058 £ 0,012 0,024 = 0,005 0,033 £ 0,007
0,109 + 0,004 a 0,042 + 0,001 a 0,067 + 0,003 a
5 0,064 + 0,012 b 0,024 + 0,005 b 0,039 + 0,007 b
2 10 0,093 £ 0,016 a 0,039 £ 0,008 a 0,053 £ 0,008 a
E 20 0,055 + 0,005 b 0,022 +0,002 b 0,033+ 0,003 b
o 30 0,025 £ 0,003 c 0,011 +0,002 b 0,014 £ 0,001 c
40 0,049+0,011 b 0,020 + 0,005 b 0,029 + 0,007 b
80 0,036 = 0,004 c 0,015+ 0,002 b 0,021 = 0,002 c
0 0,082 £ 0,008 a 0,034 £ 0,004 a 0,048 £ 0,005 a
S 5 0,089 + 0,003 a 0,035 +0,001 a 0,055 + 0,003 a
§" 10 0,057 £0,012 b 0,025 £ 0,005 a 0,032 £ 0,007 b
‘q;, 20 0,053+0,015b 0,019 + 0,004 b 0,033+0,011 b
E 30 0,066 = 0,007 a 0,028 £ 0,003 a 0,038 £ 0,004 b
40 0,035+0,010 b 0,016 + 0,004 b 0,019 + 0,006 b
80 0,034 + 0,001 b 0,014 + 0,000 b 0,020+ 0,001 b

" Sem diferencas significativadrfova p > 0,05

Médias * erro padrdo da média, seguidas pela mesma letra, ndo diferem estatittipetho teste de
Scott-Knotta 5 % de probabilidade. Dados sdo médias + erro padrao de trés repetigbesco
sub-repeti¢cdes por tratamento.

1.4 Discussao

De forma geral, a capacidade de absorcao de Se, o acimulo de biomassa pelas
plantas, as taxas de translocagia frequéncia de exposicdo foram os fatores
decisivos para a acumulacdo doedesoja, para os trés modos de aplicacdo. Tais
fatores estiveram diretamente relacionados com os efeitos que foram desencadeados
pelo Se nas plantas. Nesse sentido, 0 aumento nas concentragdes de Se nas plantulas
com priming a 30 e 80 uM evidenciou a sua absorcdo de forma proporcional as

concentracgdes fornecidas. Ja a reducaSeaiuas folhas das plantas tratadas com 80
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KM via priming, evidenciou que o acumulo de biomassa pelas folhas desencadeou a
diluicdo interna doSe (Tinker, 1981). Tal processé considerado para varios
elementos quimicos, como mercurio (Hg) (Ferrat et al., 2003; Lafabrie et al., 2011),
arsénio (As) (Lafabrie et al., 2011), cadmio (Cd) e chumbo (Pb) (Song et al., 2013).

As alteragBes morfolégicas nas plantas tratadas proming e via solucao
nutritiva podem ter sido originaddo estresse oxidativo desencadeado pelo acumulo
de Se nos tecidos (Gupta e Gupta, 2017; Mostofa et al., 2017). Tal acumulo foi
proporcional a concentracdo de Se aplicada e dependeu da frequéncia de exposicao
das plantas e da sua taxa de absorcdo e translocacdo, em resposta ao fluxo
evapotranspiratorio (Tinker, 1981; Hawrilak-Nowak et al., 2015). Em contrapartida,
as alteracbes na morfologia das plantas tratadas com 80 puM via pulverizacéo
resultaram da atividade antioxidante induzida pelo Se (Pilon-Smits et al., 2009) que
foi restrita ao local de aplicacdo, devido ao seu maior acumulo nesse local e, tendo
em vista que, efeitos ndo foram observados sobre as ra&ssgjas pulverizadas.

Um dos aspectos positivos do fornecimento de Se via pulverizacdo foram os
incrementos no alongamento relativo da parte aérea das plantas no 1° e 10° DAE.
Soma-se a ele, o aumento no alongamento relativo da raiz principal nas plantas
supridas com Se via solucao nutritiva, no 10° DAE. Esses incrementos podem ser um
efeito do Se sobre as concentracfes de Ca (Nawaz et al., 2015) e estdo de acordo
com a influéncia do Se sobre os niveis de nutrientes (Ribeiro et al., 2016).

De forma geral, a baixa frequéncia de exposi¢cdo associada ao consequente
menor acumulo de Se nas plantas pulverizadas cqovid@podem ter potencializado
o efeito antioxidativo do Se de forma direta (Pilon-Smits et al., 2009; Moulick et al.,
2016) e indireta (Brown e Shrift, 1982; Schiavon e Pilon-Smits, 2017). Nesse
sentido, corroboraram os incrementos observados sé(ie P e ETR ao
indicarem que, as plantas pulverizadas apresentaram maior capacidade fotossintética,
quando comparadas as plantas controles e nao refletiram danos causados por excesso
de Se sobre os fotossistemas (Zhang et al., 2014), conforme pode ser subsidiado pela
auséncia de alteracdes na regido do limbo foliar das plantas pulverizadas, exceto pelo
aumento na espessura da epiderme adaxial nas plantas pulverizadas comh\d e 10
sugerindo um papel importante do Se na reducéo da transpiragao.

O aumento na espessura do parénguima esponjoso e do mesofilo, nas plantas
suplementadas com 20 e @3 de Se via solugdo nutritiva, pode ser considerado

como um mecanismo de tolerancia ao Se (Pereira et al., 2011). Nesse sentido, €
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possivel que o aumento na espessura do parénquima esponjoso e do mesofilo em
soja, tenha sido desencadeado como uma resposta de tolerancia ao ex&esso de
Essa resposta foi previamente constatada por Grisi et al., (2008), quando verificaram
maior espessura do parénquima esponjoso, em resposta a tolerancia ao estresse por
déficit hidrico em café e por Pereira et al.,, (2014), quando verificaram maior
espessura do mesofilo, em resposta ao estresse por Bbremia Dessa forma, é
possivel que o tratamento com Se tenha favorecido o armazenamentg, denG®

em vista que esta é uma das funcdes do parénquima esponjoso (Castanheira et al.,
2016) e do mesofilo (Pereira et al., 2014). O fornecimento de Se também aumentou a
espessura do parénquima esponjoso nas plantas supridas com lM&l@®e via
priming, porém sem exercer influéncia sobre mecanismos fisiol6gicos das plantas.

De forma geral, os resultados evidenciaram que o fornecimenz dea
solugdo nutritiva limitou o crescimento das plantas, conforme corroboraram as
reducbes observadas paraiazdo parte aérealraiz, taxa de crescimento relativo da
parte aérea, taxa fotossintética e acimulo de biomassa total. Para esse tratamento, as
plantas tiveram o tempo de exposicdo como fator determinante para as reducdes. Elas
podem ter ocorrido devida perda da funcdo estomética, conforme evidenciou a
menorE dessas plantas, indicando possivel estratégia para evitar o acimulo de Se
nos tecidos, ja que elawmplicam reducdes da absorcdo de Se, por meio das raizes
(Tinker, 1981). De forma geral, reducdes é&m, gqP, Y(II), ETRe Y(NO) e
incrementos emN e NPQ foram evidéncias de supressao do aparato fotossintético e
de possiveis danos ao fotossistema Il das plantas suplementadas nas maiores
concentracdes de Se via solucdo nutritiva. Essas reducfes estdo em conformidade
com as concentracfes de Se das plantas de soja tratadas via solugao nutritiva.

Em suma, um efeito duplo do tratamento cB8mfoi observado sobre as
plantas de soja tratadas por meio da pulverizacéo foliar e via solugéo nutritiva a 80
UM. Tal efeito esteve em funcdo do acumuldseeos tecidos que, por sua vez, foi
dependente do modo de aplicacdo e tempo de exposi¢cdo para a inducao de efeitos
sobre a morfologia, o crescimento, a fisiologia e a anatomia das plantas, Assim
pode-se afirmar que, quando aplicado via pulverizacdo, o Se atuou de forma positiva,
pois acumulou localmente e, portanto, ativou pontualmente processos bioquimicos
celulares que culminaraem efeitos pontuais e positivos sobre as trocas gasosas e a
fluorescéncia da clorofila (Feng et al., 2015; Nawaz et al., 2015). No entanto, o Se

atuou em niveis considerados toxicos sobre a morfologia, o crescimento, a fisiologia
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e a anatomia do limbo das plantas a 80 uM, quando fornecido via solu¢ao nutritiva,
uma vez que o acumulo de Se foi proporcional & concentracamdesSlecéo.

1.5 Conclusdes

Ao acumulo de Se nos tecidasstdo associadas alteracdes fisioldgicas e
morfo-anatbmicaque foram observadas nas plantas para os trés modos de aplicagéo.
Dentre eles, o fornecimento de $& priming foi responsavel apenas por
modificagbes morfo-anatdbmicas, enquanto o fornecimento de Se via pulverizacéo
desencadeou, principalmente, incrementos nas trocas gasosas das plantas, sem
exercer efeitos sobre o crescimento. Por sua vez, o fornecimento de Se via solucao
nutritiva reduziu as trocas gasosas e, consequentemente, o crescimento das plantas
dessa forma, induzindo toxicidade.

Com base no exposto, pode-se dizer que, dentre os trés modos de aplicacao, o
fornecimento de Se via pulverizacéo foi o ideal, por induzir modificagbes favoraveis
sobre alguns aspectos fisiolégicos das plantas. Nesse sentido, das seis concentracdes
de Se testadas via pulverizacdo, 80 uM foi a que se destacou, como a responsavel
pelas alteracdes fisiologicas de maior potencial a inddgfaerancia das plantas ao
déficit hidrico. Sendo assim, em estudos futuros, recomenda-se pulverizar plantas de
soja com 8QuM, a fim de investigar maiores efeitos de tal tratamento.
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CAPITULO 2

Efeitos do tratamento com selenato de sodio em plantas de sofalf{cine max
L.) Merril] sob déficit hidrico, induzido pelo tratamento com polietilenoglicol
(PEG 6000)

Resumo: O fornecimento de selénio (Se), previamente a uma condicdo de déficit
hidrico, tem sido reconhecido como benéfico, pelo fato de atenuar os efeitos desse
estresseem plantas de diferentes espécies. Nesse sentido, dentre as espécies
cultivadas, ndo existem evidéncias dos efeitos benéficos do tratamento com Se em
soja, uma espécie que apresenta grandes perdas em sua produtividade, em
consequéncia da escassez hidrica. Dessa forma o objetivo desse trabalho foi avaliar
os efeitos da pulverizacdo foliar de 80 uM de Se, na forma de selenato de sédio
(Na:SeQ), em plantas de soja, cultivadas em camara de crescimento de plantas sob
condi¢Bes controladas, no estaWipV,, submetidas ao déficit hidrico induzido pelo
tratamento com polietilenoglicol (PEG 6000) via solucdo nutritiva de Clark. A
pulverizacdo incrementou o parénquima esponjoso, reduziu a area da seccao
transversal total da raiz, alterou niveis de célcio (Ca) e potassio (K), aumentou o teor
de anion superoxido O e a atividade da enzima peroxidase (POX) nas plantas
submetidas ao déficit hidrico a -0,1 MPa. Ja nas plantas sob déficit hidrico a -0,4
MPa, a pulverizacédo reduziu a area foliar, aumentou o teor relativo de agua foliar,
beneficiou pardmetros de fluorescéncia da cloradilaincrementou a epiderme
adaxial, o teor de clorofilaa e reduziu o teor de peréxido de hidrogénio e glicose
nas raizes. Essas alteracbes demonstraram que o cultivar de soja EMBRAPA 48
recorreu ao efeito antioxidante do Se para induzir protecéo ao déficit hidrico. Devido
a inexpressiva atividade das principais enzimas do sistema antioxidativo, ndo foi
possivel esclarecer os mecanismos bioquimicos envolvidos nessas respostas. E
possivel que o tempo de exposicdo das plantas ao PEG tenha sido excessivo,
suprimindo, assim, seu sistema antioxidativo enzimatico.

Palavras-chaves: alteracbes bioquimicas; estresse; fluorescéncia da clomfila

morfologia; selénio.
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Effects of treatment with sodium selenate in soybean plantsG(ycine max L.)
Merril] under water deficit, induced by treatment with polyethyleneglycol (PEG
6000)

Abstract: The supply of selenium (Se), previously to a condition of water deficit,
has been recognized as beneficial, since it attenuates the effects of this stress in
plants of different species. In this sense, among the cultivated species, there is no
evidence of the beneficial effects of the treatment with Se in soybean, a species that
presents great losses in its productivity, as a consequence of the water scarcity. The
objective of this work was to evaluate the effects of foliar spraying of 80 uM Se, in

the form of sodium selenate (p&eQ), in soybean plants, cultivated in a chamber of
growth of plants under controlled conditions in gV, stage, submitted to the
water deficit induced by the treatment with polyethyleneglycol (PEG 6000) via Clark
nutrient solution. The spray increased the spongy parenchyma, reduced the total
cross-sectional area of the root, altered calcium (Ca) and potassium (K) levels,
increased superoxide anion contef) and peroxidase (POX) in the plants
submitted to the water deficit at -0.1 MPa. In the plants under water deficit at -0.4
MPa, the spray reduced leaf area, increased leaf water content, benefited chlorophyll
a fluorescence parameters, increased the upper epidermis, chlompbyllent and
reduced the content of hydrogen peroxide and glucose in the roots. These changes
demonstrated that the soybean cultivar EMBRAPA 48 resorted to the antioxidant
effect of Se to induce protection to the water deficit. Due to the inexpressive activity
of the main enzymes of the antioxidative system, it was not possible to clarify the
biochemical mechanisms involved in these responses. Is possible that the time of
exposure of the plants to the PEG was excessive, thus suppressing the enzymatic
antioxidative system of the plants.

Keywords: biochemical changes; stress; chloroptg/lfluorescence; morphology;

selenium.

2.1 Introducéo

O selénio (Se) é um elemento benéfico as plantas principalmente devido a sua
funcdo antioxidante (Djanaguiramann et al., 2005; Germ et al., 2007; Pilon-Smits et
al., 2009; Kaur e Nayyar, 2015; Nawaz et al., 2015; Moulick et al., 2016; Nawaz et
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al., 2016; Mroczek-Zdyrska et al., 2017). Dependendo do tempo de exposi¢cédo e do
modo de aplicacdo, este elemento pode influenciar varios processos fisioldgicos,
desde a germinacédo a reproducéo, de diferentes espécies vegetais (Longchamp et al.,
2015; Hussain et al., 2016; Nawaz et al., 2016).

Existem véarios modos de fornecimento de Se as plantas. Todos eles tém
demonstrado eficacia sobre varios componentes do crescimento e da produtividade,
em condi¢cdes ambientais 6timas e de estresse. Dentre eles, a pulverizacéo foliar
uma alternativa viavel para enriquecer produtos agricolas com Se, facilitar seu
transporte através do xilema e do floema, favorecer a manutencao do turgor celular e
as trocas gasosas (Nawaz et al., 2015). A respeito das condi¢bes de estresse, em
particular aquelas relacionadas ao déficit hidrico, sabe-se que o tratamento com Se
tem proporcionado beneficios a plantas de trigo (Kuznetsov et al., 2003; Tadina et
al., 2007; Yao et al., 2009; Nawaz et al., 2013; Hajiboland et al., 2014 e Nawaz et al.,
2015), milho (Sajedi et al., 2011; Nawaz et al., 2016), batata (Germ et al., 2007),
trevo (Wang et al., 2011) e cevada (Habibi, 2013).

Diversos estudos apontam um grande intervalo de concentracdes, formas
quimicas e modos de aplicacdo de Se, todos eles, na maioria das vezes,
desencadeadores de efeitos benéficos sotmgulacao dstatushidrico, em plantas
sob déficit hidrico, por meio da regulacdo de parametros fotossintéticos (Kuznetsov
et al., 2003 Germ et al., 2007; Proietti et al., 2013; Hajiboland et al., 2014), do
sistema antioxidativo enzimatico e ndo-enzimético (Yao et al.,; Z4@di et al.,

2011; Habibi, 2013; Nawaz et al., 2016) e do acumulo de osmdlitos (Nawaz et al.,
2013; Hajiboland et al., 2014; Nawaz et al., 2016), com efeitos positivos sobre o
crescimento (Yao et al., 2009; Habibi, 2013; Nawaz et al., 2013; Nawaz et al., 2015).

O déficit hidrico se destaca, atualmente, como o principal fenbmeno que
contribui para a perda de produtividade em espécies cultivadas. De forma geral, a
maioria dos estudos sobre déficit hidrico evidenciam como as plantas se ajustam
osmoticamente (Blum, 2016), como o estresse oxidativo € induzido (Maraghni et al.,
2014; Karami et al., 2016) e como ocorre a organizagdo dos estdmatos (Makbull et
al., 2011), mas pouca atencédo tem sido dada as mudancas que ocorrem nas raizes das
plantas. Dentre os motivos, destaca-se a dificuldade em estuda-las quando as plantas
sao cultivadas no solo. Nesse sentido, surgiram as pesquisas com polietilenoglicol
(PEG) que é um composto ndo penetrante, ndo ibnico, quimicamente inerte e com

alto peso molecular. Suas grandes moléculas desfavorecem a plasmolise (Walker e
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Parot, 2001), o que possibilita a simulacdo do déficit hidrico em plantas, através da
inducédo de estresse osmotico (Ji et al., 2014).

Dentre as espécies cultivadas, a s@ld¢ine max_.) destacase como uma
importantecommodityno mercado nacional e internacional e, pelo fato de varios
tipos de estresses abidticos, a exemplo do déficit hidrico, prejudicarem a sua
qualidade. Nesse sentido, varias pesquisas vém sendo realizadas com o intuito de
atenuar os efeitos decorrentes do déficit hidrico sobre esta espécie. No entanto, até o
presente momento, ndo ha estudos que relatem como ocorrem as alteracGes
fisiologicas e morfo-anatémicas induzidas pelo Se em plantas de soja sob déficit
hidrico. Porém, sugerse que ele induza efeitos semelhantes aos desencadeados em
trigo, milho, batata, trevo e cevada, como a melhora da fotossintese e a manutencao
do status hidrico (Hajiboland et al., 2014), a reducao do estresse oxidativo (Hussain
et al., 2016) e os incrementos nos teores de clorofilas (Nawaz et al., 2016).

Com base no exposto, é possivel inferir que, a aplicacdo de uma concentragéo
de Se indutora de efeitos benéficos em soja pode favorecer incrementos na
fotossintese e mudancas morfo-anatdbmicas e bioquimicas benéficas, com potencial
para sustentar a tolerancia dessa espécie, quando influenciada pelo déficit hidrico.
Tal fato foi parcialmente investigado nafitulo 1 desta pesquisa, dentre trés modos
de aplicacdo e seis concentracdes de Se testadas, em plantas de soja cultivadas em
hidroponia, a fim de descobrir qual delas exerceria maiores efeitos positivos
fisiologia e a morfo-anatomia das plantas. Os resultados demonstrarara que
aplicacdo de 80 uM de Se via pulverizacao foi promissora em condi¢cfes 6timas e,
potencialmente, promissora como indutora de tolerancia a soja sob déficit hidrico.
Diante disso, 0 objetivo deste capitulo foi avaliar os efeitos da pulverizacao foliar
com 80 uM de Se, na forma de selenato de sodigS@@), em plantas de soja no
estddio vegetativo V,-V3; submetidas ao déficit hidrico, induzido pelo
polietilenoglicol (PEG 6000), para: (1) verificar se a aplicacdo foliar de Se diminui
os sintomas do déficit hidrico em plantas de soja e (2) fornecer conhecimentos a
respeito das alteracbes morfoldgicas, fisiologicas, anatdbmicas e bioquimicas
desencadeadas pelo Se nas plantas de soja sob déficit hidrico. Para tanto, o cultivar
EMBRAPA 48 foi escolhido, por ser um cultivar de soja modelo de tolerancia a seca.
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2.2 Material e Métodos

2.2.1 Condicdes de cultivo, tratamentos e delineamento experimental

Sementes de soj&lycine max..), cultivar EMBRAPA 48, foram obtidas a
partir do Banco de Sementes do Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja do
Bioagro/lUFV, selecionadas quanto ao tamanho, cor e forma (visando a
homogeneidade) e desinfestadas em hipoclorito de sodio 5%, por cinco minutos. As
sementes foram lavadas em agua destilada, secadas em papel toalha e depositadas
sobre papel de germinacdo (Germftgsto qual foi devidamente umedecido e
depositado dentro de tubos de PVC, contendo solugédo de cloreto de calcig) (CacCl
100 mM, pH 5,5, onde permaneceram por sete dias, na auséncia de luz, em sala de
crescimento de plantas a 25 + 10 °C e umidade relativa do ar de 50 + 20%. Ap0s esse
periodo, as plantulas foram transferidas para uma fonte de luz (para aclimatacdo por
dois dias)com intensidade de 120 pmol.m.s* de radiacéo fotossinteticamente ativa,
que foi medida com um sensor da Licor (Modelo Quantum). No 10° dia houve a
selecdo das plantulas, priorizando a uniformidade no tamanho, e transferéncia, na
guantidade de uma plantula por vaso, para vasos com capacidade de 1,5 L, contendo
solugéo nutritiva de Clark (Clark, 1975) pH 5,5, sob aeracdo constante, iluminagéo
com intensidade de 120 pmol.m™.s* e fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de
escuro. A cada dois dias, o pH das solucdes foi corrigido ao seu valor inicial até o
final do experimento.

Adicionalmente ao supracitado, no 22° dia, o experimento iniciou através d
pulverizacdo de 39 plantas que se encontravam no estadio veg¥tati) com
solucdo deSe na forma de N&eQ a 80 uM (Sigma-Aldrich, USA) adicionada de
surfactante (Assi&) a 0,1%, que foi preparada no dia da pulverizacdo e aplicada
utilizando-se de um pulverizador com pressao constante, entre 8:00 e 10:00 horas da
manh&, com umidade relativa do ar de 55%, velocidade do vento de 27 km/h e
temperatura de 28 °C. O volume de calda calculado para a pulverizagédo foi 342 I/ha e
a porcentagem de cobertura da folha foi 54,75%. Decorridas 24 horas da
pulverizacao, 52 plantas (sendo 26 plantas pulverizadas e 26 n&o pulverizadas) foram
submetidas ao tratamento com déficit hidrico induzido pelo PEG, via solucéo
nutritiva de Clark (pH 5,5p -0,1 MPa. Transcorridas mais 24 horas, 26 plantas
(sendo 13 delas pulverizadas e 13 n&o pulverizadas) tiveram suas solugdes nutritivas

renovadas por solugdes a -0,4 MPa de PEG (pH 5,5), nas quais, permaneceram por
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mais trés dias, quando o experimento foi desmontado. E importante ressaltar que 26
das 52 plantas, inicialmente tratadas com RE®,1 MPa, continuaram sob o
mesmo tratamento até o final do experimento. As solucdes tiveram seus valores de
pH corrigidos para o valor inicial diariamente e as plantas foram avaliadas no 7° dia
apos a pulverizacéo.

O experimento foi composto por 78 unidades experimentais, constituidas por
seis tratamentos:

1) plantas pulverizadas com 80 uM de Se + hidratacéo plena,

2) plantas nao pulverizadas com Se + hidratac&o plena,

3) plantas pulverizadas com 80 uM de Se + déficit hidrico induzido pelo PEG

a-0,1MPa,

4) plantas néo pulverizadas com Se + déficit hidrico induzido pelo PEG a -0,1

MPa,

5) plantas pulverizadas com 80 uM de Se + déficit hidrico induzido pelo PEG

a-0,4 MPae,

6) plantas ndo pulverizadas com Se + déficit hidrico induzido pelo PEG a -0,4

MPa.

O experimento foi conduzido com 13 repeti¢cdes, na quantidade de uma planta
por vaso, sendo cinco delas para a realizacdo de analises de crescimento,
fluorescéncia da clorofilaa, trocas gasosas e quantificacdo de Se, trés para
microscopia de luz e microscopia eletrbnica de varredura e cinco para as analises

bioquimicas. Os vasos foram dispostos de forma inteiramente casualizada.

2.2.2 Determinacao da concentracéo de Se total

A concentracao de Se total (Se-T) foi determinada em cerca de 0,5 g de massa
seca moida e homogeneizada de todas as folhas e raizes. As amostras foram
solubilizadas em 2 mL de peréxido de hidrogénio 30% (M8reké mL de Acido
nitrico 65% (MercR) a 90 °C, por quatro horas, em bloco digestor, conforme o
proposto por Ellis et al., (2004). O material foi diluido em &agua ultra pura e as
quantificacdes de Se-T realizadas por Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma
Acoplado Indutivamente (ICP-OES; Perkin Elmer, modelo Optima 8300, com
amostrador automatico modelo S10) e os resultados expressos em’.miy.kg
solubilizagdo quimica foi certificada por meio de amostras de controle interno, cuja

recuperacdo foi de 103 * 0,56% e de duas amostras de referéncia certificada
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organicas, DORM 2 (National Research Council Canada) e IAEA 086 (International
Atomic Energy Agency), cujos valores de recuperacao foram, respectivamente, 107 e
100%. O limite de deteccédo da técnica (LDT) foi calculado para valores inferiores a
0,211 mg.kd.

Quando foi possivel, calculou-se o fator de translocacdo, que estima a
habilidade da planta de translocar metais (Shi et al., 2011), a partir das concentra¢des

de Se-T quantificadas, nas raizes e nas folhas das plantas.

2.2.3 Analises de crescimento

As plantas foram mensuradas, quanto ao seu comprimento da parte aérea e da
raiz principal, antes da pulverizacdo e apo6s 1, 2, 3, 5 e 7 dias do inicio da exposicao
ao Se. Essas medicdes foram obtidas para a determinagdo do alongamento relativo
[AR (%] da parte aérea e da raiz das plantas e foram realizadas com auxilio de régua
milimetrada, da gema apical ao hipocotilo (parte aérea) e do hipocétilo ao apice da
raiz (raiz principal). O alongamento relativo das plantas foi calculado, segundo o
proposto por Hunt (1978), ond&Rk = (comprimento do tratado final - comprimento
do tratado inicial / comprimento final controles - comprimento inicial controles) *
100

A taxa de crescimento relativdCR da parte aérea e da raiz foi determinada
a partir da massa seca inicial de cada 6rgao, obtida por meio da coleta das plantas
antes do inicio do tratamento, secagem em estufa por 72 horas a 65 °C e pesagem em
balanca analitica, e da massa seca final, obtida por meio da coleta no 6° dia ap6s a
exposicao ao PEG, secagem por 72 horas e pesagem, conforme a equacéo proposta
por Hunt (1978), em qu&CR = (In w — In wp)/ (t1 — to) X 10Q onde aTCR foi
expressa em termos de ganho de massa seca, em gramas porgdidi£g), ao
longo do periodo experimentdly w; e In wy: logaritmos neperianos da massa seca
no final e no inicio do experimento, respectivamente; €ty foi a duracdo do
experimento, em dias (total de sete dias, compreendendo do dia da pulverizagao ao
dia da avaliagéo final). A area foliar foi obtida no terceiro trifélio, das plantas de
todos os tratamentos, por meio de um integrador de area foliar (Modelo 3100) e os

resultados expressos em centimetros quadrados.

2.2.4 Determinagédo dos parametros de fluorescéncia da clorofitee de trocas
gasosas
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Os parametros de fluorescéncia no escuro; fluorescéncia inie@ (
fluorescéncia variavel H), fluorescéncia méaximaF(m) e rendimento quantico
maximo do fotossistema IF¢/Fm); foram obtidos entre 4:30 e 5:30 h da manha. Os
parametros de fluorescéncia no claro, fluorescéncia maxima no periodo iluminado
(Fm’) e fluorescéncia no estado estaciondfsg) foram determinados entre 8 e 10
horas da manh&. Todas as andlises foram realizadas no foliolo central da folha mais
nova e totalmente expandida em todas as plantas avaliadas com auxilio de um
analisador de gases a infravermelho (IRGA - modelo pott&#l400xt, LI-COR
Biosciences Inc., Lincon, Nebraska, USA). A partir dos parametros de fluorescéncia
obtidos no escuro e no claro foram calculados a fluorescéncia inicial no periodo
iluminado o), fluorescéncia variavel no periodo iluminadbv{), rendimento
quantico efetivo do fotossistema IIFW/Fm’), o coeficiente doquenching
fotoquimico €P), o coeficiente doquenchingnéo-fotoquimico ¢N), a taxa de
transporte de elétronEETR), o rendimento quéntico efetivo do fotossistema I
[Y(ID], o quenchingndo fotoquimico indicativo da dissipacdo de energia via ciclo
das xantofilas Y(NPQ], o quenching fotoquimico das perdas n&o-reguladas
[Y(NO], o quenchingn&o-fotoquimico NPQ), a razdoFo/Fm’ e a dissipacdo da
energia radiante devido a fotoinibic&p.).

Os parametros de trocas gasosas: assimilacdo liquida de (&1
condutancia estomaticgs), taxa transpiratériad), concentracao interna de (T;)

e razaoCi/C,; foram determinados entre 8:00 e 10:00 horas da manhda, também no
foliolo central da folha mais nova e totalmente expandida, desenvolvida durante o
periodo de déficit hidrico, com auxilio do IRGA, utlizando radiacdo
fotossinteticamente ativa de 500 umol.m'z.s'l, que foi estabelecida com base em
curvas de luz elaboradas no dia anterior ao da avaliacdo fotossintética, com
concentracdo de GGmbiente C,). A partir desses parametros foram calculadas, a

eficiéncia no uso da 4guBA) e a eficiéncia de carboxilacdo de G&/C)).

2.2.5 Caracterizacdo anatémica e histométrica de folhas e raizes

A porcao mediana do foliolo central da folha mais nova e totalmente
expandida e amostras de 2 cm de segmento da raiz principal, a partir do apice, foram
fixadas em formaldeido:4cido acético 50% e desidratadas em série etilica a 70, 80, 90
e 100%, sequencialmente, por 2 horas para cada concentracdo. O material foi

infiltrado e incluido em historresina metacrilato (Leica Histofesttus), conforme
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as recomendacobes do fabricante, e afixados em blocos de madeira. Os cortes foram
realizados transversalmente em micro6tomo rotativo e depositados em lamina de
vidro. A coloracéo foi realizada mantendo-se o material imerso por 4 min em solucéo
de azul de toluidina a 0,05% a pH 4,0 (O’Brien et al., 1964) e, em seguida, lavados

em agua corrente. Apos a secagem, as laminas foram montadas erReesgant

A captura das imagens foi realizada por meio de um microscépio éptico (modelo
AX70 com sistema de captura de imagem acoplado AxioCam-HReiss) e as
imagens foram capturadas com zoom oOptico de 10x e zoom digital de 1,5x. As
andlises morfométricas das imagens foram realizadas por meio do programa Image
Pro-Plus Verséo 4.5.029. Para essa avaliagao, foram analisadas a regido da nervura
central, do limbo e o apice da raiz, de trés repeticbes de cada tratamento, cada uma
delas com cinco sub-repeticbes, e os dados expressos em milimetros quadrados

(regido da nervura central e do apice da raiz) e milimetros (regiéo do limbo).

2.2.6 Microscopia eletrénica de varredura

A distribuicdo e abundancia relativa (%) do calcio (Ca), potassio (K), sodio
(Na), fosforo (P), enxofre (S) e Se foi avaliada por microscopia eletrénica de
varredura (modelo 1430 VP, LEO, Cambridge, Inglaterra), com sonda deXraios-
acoplada (IXRF systems X-EDS, 15715, Brookford Drive, Houston, TX, 77059).
Para essa analise, foram coletadas porcbes medianas do foliolo central de trés
repeticdes das folhas mais novas e totalmente expandidas de todos os tratamentos. Os
cortes foram fixados em glutaraldeido (2,5%), submetidos a desidratacdo em série
etilica crescente, secagem ao ponto critico em (@PD 030, Bal-Tec, Balzers,
Liechtenstein), fixacdo em suporte com fita de carbono dupla face e recobrimento a

partir de evaporacéo de carbono (Quorum Q150 T).

2.2.7 Determinacéo do teor relativo de agua e analises bioquimicas

O teor relativo de agud RA) das folhas foi determinado a partir da obtencao
da massa frescdPF) de 10 discos com 5 mm de diametro, do primeiro trifélio
totalmente expandido, que foi coletado as 7 horas da manha, da massaRIigida (
nos mesmos discos foliares, apos 6 horas de hidratacdo e da massa seca desses discos
(PS apos 72 horas de secagem em estufa a 65 °C, segundo a famla: (PF-
PS)/(PT-PS) *1000s valores foram expressos em porcentageR&das raizes foi

obtido a partir da massa fres&} da seccdo de 10 cm de 10 raizes secundarias, que
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foram coletadas no momento do desmonte do experimento, da massa ®ifgida (

nos mesmos segmentos radiculares, apds 6 horas de hidratacdo e da massa seca
desses segmentoRS), apds 72 horas de secagem em estufa a 65 °C, segundo a
mesma férmula e, também, expressando os valores em porcentagem.

A quantificacdo de pigmentos cloroplastidicos (Fernie et al., 2001), das
enzimas do sistema antioxidante, catalase (CAT) peroxidase total (POX) e redutase
da glutationa (GR) (Anderson et al., 1995; Ribeiro et al., 2012), superéxido
dismutase (SOD) e peroxidase do ascorbato (APX) (Nakano e Asada, 1981); o
contetdo de prolina (Bates et al., 1973), a peroxidacao de lipidios (Gomes-Junior et
al., 2006), a concentracdo de anion superoéxidgd)(@isra e Fridoovich, 1971;

Boveris et al., 2002) e de peroxido de hidrogénigDgi (Gay e Gebicki, 2000 e Kuo

e Kao, 2003), além da concentracdo de acucares soluveis, amido, proteinas soluveis e
aminoacidos (Fernie et al., 2001) foi determinada em aproximadamente 100 mg de
todas as folhas completamente expandidas e todas as raizes das plantas de soja, que
foram coletadas e imediatamente armazenadas em nitrogénio liquido, no final do
experimento. A determinacdo das densidades Opticas de cada metabdlito foi realizada
em leitor de microplaca MULTISKAN Gb® e os célculos foram realizados,
conforme a Lei de Lambert Beer, utilizando os respectivos coeficientes de

absortividade molar das substancias.

2.2.8 Analises Estatisticas

A significancia da diferenca entre as médias das repeticdes foi testada por
meio do testé de Studentcom a minima diferenca significativa entre os tratamentos
com e sem o fornecimento de Se verificada ao nivel de significancia de 5%. Para
tanto, os dados atenderam a pressuposicdo de normalidade, pela aplicacdo do teste
Kolmogorov-Smirnoa > 0,05). Quando os dados ndo seguiram a normalidade
foram submetidos ao teste ndo paramétricden-Whitney(p < 0,05. Em alguns
casos, foram realizadas analises de correlagé&o @,05 para verificar o grau de

associagao entre as variaveis analisadas e seus tratamentos.
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2.3 Resultados

2.3.1 Concentracéo de S&-emfolhas e raizes de plantas de soja

Segundo os resultados do testa pulverizacdo ndo favoreceu o acumulo de
Se nas plantas sob hidratacdo plgna (0,05, porém tal acimulo foi notavel nas
plantas pulverizadas e sob déficit hidrico, para ambos potenciais avalados (
0,05. Nao houve translocacao de Se das folhas para as raizes (Tabela 1).

Tabela 1. Concentracao de Se-T em folhas e raizes do cultivar de sof&#®, apos sete dias da
pulverizacdo com 80 uM de Se.

[Se] mg.kg"”
Tratamentos Folha' Raiz Fator de translocaca

+Se + HP 0,913+0,039 a nd

-Se + HP 0,592 + 0,072 a 0,252 + 0,077 2,497 + 0,477
+Se - 0,1 MPa 1,250 + 0,026 a 0,374 + 0,162 4,159 + 1,875
-Se-0,1 MPa 0,559 + 0,013 b 0,299 + 0,088 2,060 + 0,648
+Se - 0,4 MPa 0,839 + 0,029 a nd
-Se - 0,4 MPa 0,640 + 0,022 b nd

" Dados sdo médias + erro padréo de duas repeticdes (que foram constituédaegias compostas
das 5 repeticdes por tratamento, tendo em vista a quantidade de massa sebeljlisphetras
minusculas diferentes indicam diferencas significativas entre as plaitasizadas e aquelas néo
pulverizadas dentro de cada regime hidrico, segundo os resultados dd¢pest;05. nd: abaixo do
limite de deteccdo da técnic@ratamentos: + Se + HP: plantas pulverizadas com Se e com
hidratacdo plena; - Se + HP: plantas ndo pulverizadasom hidratacdo plena; + Se - 0,1 MPa:
plantas pulverizadas com 8esob déficit hidrico a -0,1 MPa induzido pelo tratamento com PEG via
solugéo nutritiva de Clark; - Se - 0,1 MPa: plantas ndo pulverizagessob déficit hidrico a -0,1
MPa induzido pelo tratamento com PEG via solu¢do nutritiva de Clark; + S MPa: plantas
pulverizadas com Sesob déficit hidrico a -0,4 MPa induzido pelo tratamento com PEG via soluca
nutritiva de Clark; - Se - 0,4 MPa: plantas ndo pulverizadas, masdsadicit hidrico a -0,4 MPa
induzido pelo tratamento com PEG via solucdo nutritiva de Clark.

2.3.2 Avaliacdo morfologica das plantas tratadas com Se e déficit hidrico

Em nivel macroscopico, a pulverizacdo com 80 uM dedBeproporcionou

alteracbes morfologicas nas plantas sob hidratacdo plena, gquando comparadas

aquelas ndo pulverizadas. Por outro lado, decorridas 6 h da implementacao do déficit

hidrico a -0,4 MPa, percebeu-se que ocorreu a epinastia das folhas opostas e das

primeiras folhas trifolioladas, além disso elas apresentaram-se murchas (Figura 1A),

independente do tratamento com Se. Um dia apds o inicio do tratamento a -0,4 MPa,

as plantas comecaram a apresentar clorose dos cotilédones e das margens foliares.

Essa clorose foi mais aparente nas plantas tratadas na maior concentracdo de PEG

(Figura 1B). No terceiro dia apos o inicio do tratamento, a clorose espalhou-se por

maior area foliar e, com o tempo, as folhas passaram a exibir as margens enrugadas
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e/lou aparéncia ressecada (Figura 1C-D); tal alteracdo morfolégica tornou-se ainda
mais evidente no quarto dia da exposi¢éo (Figura 1E).

No sétimo dia de tratamento foi evidenciado que as plantas pulverizadas com
Seapresentaram menor extensdo de areas clorgticas, quando comparadas as plantas
ndo pulverizadas. Além disso, tornaram-se nitidas as diferencas entre as plantas
supridas com PEG a -0,4 MRan relacdo aos demais tratamentos. Constatou-se
reducdo da area foliar e evolugdo da clorose, enrolamento e murcha das folhas,

amarelamento das raizes (Figura 2A-B) e abscisao das folhas mais velhas.

Figura 1. Efeitos macroscopicos resultantes dos tratamentos ceméS8eit hidrico a -0,4 MPa no
estadio vegetativd/s-V, do cultivar de soja Embrapa 48. As setas indicam: folhas epinésticas
flacidas (A), folhas com éareas cloréticas (B), flacidas e ressecadas (@tamentos: + Se + HP:
plantas pulverizadas com Se e com hidratacdo plena; - Se + HP: plantapuherizadas e€om
hidratacdo plena; + Se - 0,1 MPa: plantas pulverizadas cone Seb déficit hidrico a -0,1 MPa
induzido pelo tratamento com PEG via solucdo nutritiva de Clark; - S& M®a: plantas ndo
pulverizadas, masob déficit hidrico a -0,1 MPa induzido pelo tratamento com PEG via solucao
nutritiva de Clark; + Se - 0,4 MPa: plantas pulverizadas corre Seb déficit hidrico a -0,4 MPa
induzido pelo tratamento com PEG via solucdo nutritiva de Clark; - Sé M®a: plantas ndo
pulverizadas, mas sob déficit hidrico a -0,4 MPa induzido pelo tratamentoP&G via solucao
nutritiva de Clark.
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Figura 2. Plantas do cultivar de soja EMBRAPA 48 sete dias ap6s a expusBéwia pulverizacao
(A). Plantas do cultivar de soja EMBRAPA 48 néo pulverizadasKBja legenda dos tratamentos
ver figura 1.

2.3.3 Andlises de crescimento e do teor relativo de agudrA)

N&o foram verificadas alteracdes induzidas pelo tratamento com Se sobre o
alongamento relativo, a taxa de crescimento relativo e a massa seca das plantas, em
relacdoasnao pulverizadas dentro de cada regime hidrico, segundo os resultados do
testet (p > 0,05. Semelhantemente, o tratamento com Se ndo influenciou a area
foliar das plantas sob hidratacdo plena e sob déficit hidrico a -0,1 MPa, porém
verificou-se que o fornecimento de Se desencadeou reduedé@sean foliar das

plantas sob déficit hidrico a -0,4 MPa (FiguraB8¥(0,05.
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Figura 3. Efeitos do tratamento coms®ére a area foliadf) do cultivar de soja EMBRAPA 480b
diferentes regimes hidricos. Letras minUsculas diferentes indicam diferéggidisagivas entre as
plantas pulverizadas e aquelas néo pulverizadas dentro de cada regime hidrido, segesultados
do testet (p < 0,09. Dados sdo médias + erro padrdo de cinco repetig@ms legenda dos
tratamentos ver figura 1.

O fornecimento de Se via pulverizagdo nao influencidiRé das folhas das
plantas sob déficit hidrico a -0,1 MPa, mas promoveu incremenfbRAdas folhas
das plantas sob hidratacdo plena e sob déficit hidrico a -0,4 MPa (Figura 4A). Nao

foram observados efeitos do Se sobfidré\das raizes (Figura 4B).
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Figura4. Efeitos do tratamento com Sebre o teor relativo de agudRA de folhas (A) e raizes (B)

do cultivar de soja EMBRAPA 48, em diferentes regimes hidricagtras mindsculas diferentes
indicam diferengas significativas entre as plantas pulverizadas e aquelas ndo pakedeatio de

cada regime hidrico, segundo os resultados do teditade-Whitneyp < 0,05. Dados sao medianas
+ limite superior de cinco repeticGd%ara legenda dos tratamentos ver figura 1.

2.3.4 Parametros de trocas gasosas e de fluorescéncia da clordaila
O fornecimento de Seado induziu alteracdes sobas trocas gasosas das

plantas pulverizadas, em relacédo as nao pulverizadas para todos os regimes hidricos

55



(p > 0,095. Semelhantemente, o fornecimento de Se né&o influenciou os resultados da
Fv, Fm, FEVIFmFm’, Fs, Fo’, Fv’, Fv’/Fm’[Y(I)], [Y(NO), NPQe Fo/Fm’; porém,
induziu efeitos positivos sobre os parametros de fluorescéncia da clardfoa gL

e qP (Figura 5).

800+

600{ g a:a a:b 32

£ 400-

200+

0-
0.8+

a @
| ©

o

0.2+

0.0-
0.4

Q
Q

0.34 aéa
< o) : : b

o 0.2

0.1+

+ Se -ISe +Se -ée +Se -ée
HP -0,1 MPa -0,4 MPa
Tratamentos

Figura 5. Efeitos do tratamento coms®dre parametros de fluorescéncia da clorefi cultivar de
soja EMBRAPA 48, em diferentes regimes hidricos. Pardmetros: fluoresdéinigd (Fo) (A),
coeficiente dayuenchingfotoquimico (P) (B) e coeficiente relacionado a fotoinibicdo da fotossintese
(qL) (C). Letras minusculas diferentes indicam diferencas significativas entre as pldnéazadas e
aquelas nao pulverizadas, dentro de cada regime hidrico, segundo os redultadts (p < 0,05.
Dados séo médias + erro padréo de cinco repetiB@es.legenda dos tratamentos ver figura 1.

2.3.5 Caracterizacdo anatébmica da folha e do apice da raiz das plantas de soja
De forma geral, os tecidos da regidao do limbo foliar das plantas pulverizadas
com Se e sob hidratacdo plena apresentaram-se sem grandes modificacdes, em

relacdo as nado pulverizadas (Figura 6A,D). Semelhantemente, ndo foram observadas
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alteracdes no xilema nas plantas pulverizadas, mas obssvmior area da secgao
transversal total dos feixes vasculares, devido a maior area e distribuicdo de floema
(Figura 6 B,E). O floema apresentou maior distribuicdo na regido da nervura, em
relacdo ao verificado para as plantas ndo pulverizadas. Aparentemente, ndo foram

constatadas diferencas para o apice da raiz entre os tratamentos (Figura 6C,F).
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Figura 6. Limbo, nervura central e raiz (A-C) do cultivar de soja EMBR 48 tratado com Se, sob
hidratac@o plena. Limbo, nervura central e raiz (D-F) do cultivar de 8BRBPA 48 ndo tratado
com Se, mas sob hidratacdo plena. Barras: limbo e nervura central: 50 pmM @Orgiz.

Nas plantas submetidas ao déficit hidiac®,4 MPa, péde-se observar que o
fornecimento de Se n&o desencadeou modificagbes na epiderme abaxial, parénquima
palicddico e na espessura do mesofilo, mas induziu alteracdes na epiderme adaxial
(Figura 7A,D). Nao foram constatadas modificagdes nos tecidos da regido da nervura
central (Figura 7B,E), mas observou-se que as raizes dessas plantas apresentaram
menor diferenciacdo dos tecidos, quando comparadas aos das plantas né&o
pulverizadas (Figura 7C,F).
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Figura 7. Limbo, nervura central e raiz (A-C) do cultivar de soja EMB&R48 tratado com Se e sob
déficit hidrico a -0,4 MPa. Limbo, nervura central e raiz (D-F) do cultieasgjla EMBRAPA 48
apenas sob déficit hidrieo-0,4 MPa. Barras: limbo e nervura central: 50 um e raiz: 100 pm.

Andlises quantitativas dos dados de anatomia foliar ndo revelaram
modificacdes induzidas pelo Se sobre a area da seccdo transversal do xilema, a
epiderme abaxial, o parénquima palicadico e a espessura do mgsoefilgd5. No
entanto, foram observadas diferencas devido ao tratamento com Se sobre a area da
seccao transversal total do feixe vasculaaeea da seccgéo transversal do floema das
plantas controle pulverizadas, em relacdo as ndo pulverizadas (Figura 8A-B).
Também foi constatado que o fornecimento de Se reduziu a epiderme adaxial nas
plantas sob déficit hidrico a -0,4 MPa e o parénquima espanjosb MPa (Figura
8C-D).
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Figura 8. Dados referentes a anatomia da secgéo transversal do foliolo eefdliah dnais nova e
totalmente expandida do cultivar de soja EmbrapasdBmetidas a diferentes regimes hidricos.
Letras mindsculas diferentes indicam diferencgas significativas entre tesspbaverizadas e aquelas
nao pulverizadas dentro de cada regime hidrico, segundo os resultados dieMeste-Whitneyp <
0,05. ~ Letras minGsculas diferentes indicam diferencas significativas resulgmtestet (p <
0,05. "Os valores sdo médias * erro padrdo de trés repetic@@s.valores sdo medianas * limite
superior de trés repeticdd®ara legenda dos tratamentos ver figdra

Efeito do tratamento com $@ verificado sobre a area da secc¢do transversal
total das raizes das plantas sob déficit hidrico a -0,1 MPa, quando comparada as

raizes das plantas ndo pulverizadas (Figura 9).
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Figura 9. Areas de seccéo transversal do apice da raiz principal do cultivejademdrapa 48
submetido a diferentes regimes hidricdsetras minusculas diferentes indicam diferencas
significativas entre as plantas pulverizadas e aquelas ndo pulverizadas dentro ddroadzidego,
segundo os resultados do teste Mann-Whitney(p < 0,095. Os valores sdo medianaslimite
superior de trés repeticdézara legenda dos tratamentos ver figura 1.
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2.3.6 Microscopia eletronica de varredura

Dentre os elementos quimicos investigados, ndo foram observadas diferencas
significativas quanto a abundancia relativa de Na, P, S e Se. Em contrapartida,
observou-se que o Se induziu reducfes na abundéancia relatBaedmcrementos
na abundancia relativa de K, nas plantas sob déficit hidrico a -0,1 MPa (Figura 10).
Tais resultados foram fortemente correlacionados((98; p < 0,03, sugerindo

influéncia do Se na distribuicdo desses elementos.
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Figura10. Abundancia relativa (%) de célcio (Ca) (A) e potassio (K) (B) avaliados jgsopstopia
eletrdnica de varredura com sonda de raios-X acoplada, em plantas de sojaalioEdBRAPA 48,
submetidas a diferentes regimes hidricos. Letras mindsculas diferentes indicencdd
significativas entre as plantas pulverizadas e aquelas ndo pulverizadas dentro ddradasidago,
segundo os resultados do tes{p < 0,05. Dados sdo médias * erro padréo de trés repetieaes.
legenda dos tratamentos ver figura 1.

2.3.7 Andlises Bioquimicas

Nenhuma influéncia da pulverizacdo com Se sobre os teores de cldr@filas
de carotenoides foi conssda ¢ > 0,05. Porém, segundo os resultados do tesie
Se desencadeou reducdes na concentracao de cloeoéilaa razéo clorofilasa/b,

das plantas sob hidratacéo plepa<(0,05 (Figura 11A,B), além de incrementos n

teor de clorofilag nas plantas sob déficit hidrico a -0,4MPa.
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Figurall Efeitos do tratamento com Sebre pigmentos fotossintéticos em plantas do cultivar de
soja EMBRAPA 48, submetidas a diferentes regimes hidricos. Bac&mclorofilaa (A) e razéo
clorofila a/b (B). Letras minUsculas diferentes indicam diferencas significativas entre as plantas
pulverizadas e aquelas ndo pulverizadas dentro de cada regime hidrico, segundiadssresuteste

t (p < 0,05. Dados sdo médias + erro padréo de cinco repetiB@ea.legenda dos tratamentos ver
figura 1.

Com relagéo ao sistema antioxidativo, observou-se que o Se ndo influenciou a
atividade das enzimas SOD, CAT, APX e GR nas folhas e nas raizes de todas as
plantas avaliadagp (> 0,05. No entanto, o0 Se aumentou a atividade da enzima POX
nas folhas das plantas sob hidratacdo plena (Figura 12A) e reduziu a atividade desta
enzima nas raizes das plantas sob déficit hidaced,1 MPa (Figura 12B).
Adicionalmente, o tratamento com Se aumentou o teor,ddofdar e radicular sob
déficit hidrico induzido pelo PEG -0,4 e -0,1 MPa, respectivamente (Figura
12C,D). O Se também reduziu o teor d®knas folhas das plantas sob hidratacao
plena e nas raizes das plantas submetidas a déficit hidrico a -0,4 MPa (Figura 13E,F)
e aumentou o teor de peroxidacéo de lipidios nas folhas das plantas sob hidratacdo
plena (Figura 12G). Nenhuma influéncia do Se foi observada sobre o teor de
peroxidacgdo de lipidios nas raizps>(0,05 (Figura 12H.
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Figura 12. Efeitos do tratamento com Sebre a atividade da enzima peroxidase total (POX) nas
folhas (A) e nas raizes (B), teores de anion superoxigd (@s folhas (C), nas raizes (D), teores de
peréxido de hidrogénio (#D,) nas folhas (E) e raizes (F) e teor de peroxidacao de lipidios (Md3A) n
folhas (G) e raizes (H) do cultivar de soja EMBRAPA 48, submetidoesedies regimes hidricos
Letras mindsculas diferentes indicam diferencas significativas entre sasppaitverizadas e aquelas
nao pulverizadas dentro de cada regime hidrico, segundo os resutigdstet(p < 0,05. * Letras
mindsculas diferentes indicam diferencas significativas resultantes daléelstann-Whitney(p <
0,05. Dados séo médias + erro padrdo de cinco repetic6es. Dados sdo medimaitasstiperior de
cinco repeticdes?ara legenda dos tratamentos ver figura 1.

O tratamento com Se néo influenciou o acumulo de prolina nas folhas e nas

raizes das plantas dos trés regimes hidrigos> (0,05. Semelhantemente, ele
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também ndo exerceu efeitos sobre os teores de fretog@has e raizes, nos tesr
de glicose nas raizes e de sacarose nas folhas das plantas dos trés regimeg hidricos (
> 0,05). Por outro lado, os resultados do tdstkemonstraram que o Se redugiu
teor de glicose nas folhas das plantas sob déficit hidrico induzido pel@a REG
MPa e o teor de sacarose nas raizes das plantas sob hidratacédo plena (Figura 13A,B).

70, A
@ a

N
g
vy)

H ©
—
T
o
o
o

a :
D 50 T:

m
H
?
— ©
—
e
o

(3]
1

sacarose (umol/g MS)
)

: " b
0 : -
0- 2 2

+ Se -ée + Se -ée+ e-ée + Se -ée + Se -ée + Se -ée
Tratamentos Tratamentos

o
L

Figura 13. Efeitos do tratamento coms®bre os teores de glicose em folhas (A) e sacarose em raizes
(B) do cultivar de soja EMBRAPA 48, submetido a diferentes regime&kdsdLetras minusculas
diferentes indicam diferencas significativas entre as plantas pulverizadas e dguefzulverizadas
dentro de cada regime hidrico, segundo os resultados da {pste0,05. Dados sédo médias + erro
padréo de cinco repeticddzara legenda dos tratamentos ver figura 1.

2.4 Discussao

O fornecimento de Se via pulverizacdo influenciou varios aspectos
fisiol6gicos e morfo-anatébmicos das plantas de soja, para as trés condi¢des hidricas
avaliadas. Tal fato demonstrou que o cultivar de soja EMBRAPA 48 recorreu ao
efeito antioxidante do Se para intensificar as suas func¢des celulares, conforme o
também observado por Djanaguiraman et al., (2005), Ardebili et al., (2014) e Hu et
al., (2014) em soja.

Nas plantas sob hidratacdo plena, a auséncia de diferencas na conceatracéo d
SeT, pode estar relacionada a sua diluicdo nos tecidos, conforme ocorreu o acumulo
de biomassa (Tinker, 1981). Nessas plantas, também constatou-se que, mesmo
estando presente em concentracdes-traco, o Se favoreceu maior teor relativo de agua
foliar, sendo esta uma evidéncia da sua atuacdo soBtatus hidrico da soja
hidratada, conforme o também observaao cevada por Habibi (2013), mas nao

constatad@m outras espécies cultivadas, como trigo (Hajiboland et al., 2014; Nawaz
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et al., 2015) e milho (Sajedi et al., 2011; Nawaz et al., 2016). Paralelamente ao maior
teor relativo de 4guyaconstatou-se que o Se favoreceu maior area total dos feixes
vasculares, devido ao aumento da area de floema. Uma vez que, a pulverizacao
favorece o transporte do selenato através deste tecido (Poggi et al., 2000; Boldrin et
al., 2013), é possivel que o Se tenha um papel importante na biossintese de células de
floema em soja. Nesse sentido, ele pode ter exercido efeitos sobre a exportacdo de
sacarose para as raizes.

As alteracdes bioquimicas que foram induzidas pelo Se nas plantas hidratadas
nao foram suficientes para esclarecer os mecanismos envolvidos em suas respostas
ao Se. Dentre essas alteracdes, ndo esta claro o porqué da reducdo no teor de
pigmentos e do aumento na peroxidacao de lipidios. Sabe-se que o0 Se aumenta o teor
de clorofilasa em plantas de milho, sob condi¢des de plena hidratacdo (Nawaz et al.,
2016); e, que, tanto a reducéo no teor de clorofilas, quanto o aumento na peroxidacéo
de lipidios sdo sintomas de toxicidade por excess&ed@Mostofa et al., 2017
Schiavon e Pilon-Smits, 2017). No entanto, a auséncia de correlacdo entre a
peroxidacao lipidica e o teor de clorofilasQ,75; p > 0,05, descarta a possibilidade
do Se ter sido aplicado em excesso. Pode-se afirmar que o aumatitodade da
enzima POX ocorreu para reduzir a producéo g@,Hr: 0,97; p < 0,095. Nesse
sentido, € possivel que o fornecimento de Se tenha aumentado a concentracdo de
H,O,, como uma estratégia de sinalizagcdo, conforme o observado por Lehotai et al.,
(2012). Tal estratégia pode ter sido desenvolvida para a formacéo do floema.

A nitida evolucdo da murcha das folhas, o ressecamento das margens foliares
e dos apices das raizes foram evidéncias da redugdatdshidrico das plantas, em
funcdo do potencial hidrico conferido pelas solucBes nutritivas. Essas alteracdes
foram morfologicamente inexpressivas, nas folhas e nas raizes das plantas sob déficit
hidrico a -0,1 MPa, mas foram expressivas na parte aérea das plantas submetidas ao
déficit hidrico a -0,4 MPa.

Sob déficit hidrico a -0,1 MPa, o Se proporcionou o0 incremento ha espessura
do parénquima esponjoso. Esse incremento pode estar relacionado a maior
capacidade de armazenamento de, 6€3se tecido, para auxilias respostas das
plantas ao estresse (Grisi et al., 20P@reira et al., 2014). Além disso, nessas
plantas, o aumento da abundéancia relativa de K e a redug&o na abundancia relativa de
Ca, induzido pelo Se, sugerem alteracdo no balanco de ions das células-guarda por

meio da regulacdo de canais de influxo deskle C&". A forte correlagéo negativa
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entre K e Carf -0,98; p < 0,05, juntamente com o papel que o Se exerce na
regulacdo da homeostaselo transporte de nutrientes podem explicar tal fenémeno
(Hawrilak-Nowak et al., 2015; Drahonovski et al., 2016). O envolvimento do K nas
respostas fotossintéticas e anatdbmicas de plantas de eucalipto foi previamente
descrito, por Battie-Laclau et al., (2014) e pode estar ocorrendo em soja.

Nas raizes das plantas sob déficit hidrico a -0,1 MPa, o Se reduziu a area da
seccao transversal total da raiz principal, favorecendo, dessa forma, maior superficie
de contatoja que raizes finas sdo dominantes na absorcdo de nutréeategue
mais extraem agua do solo (Santos et al., 2005; Rosado et al., QGuirnhento no
teor de Q" nas raizes pode ter ocorrido em funcdo da viscosidade do PEG, ao
influenciar a absorcdo de agua pelas raizes, minimizar o namero de pontes de
hidrogénio entre o PEG e a agua e, assim, influenciar a disponibilidade hidrica para
as plantas, conforme o proposto por Villela et al., (1991).

Os resultados indican que as plantas sob déficit hidrico a -0,4 MPa,
desenvolveram um mecanismo de aclimatacdo ao estresse, baseado principalmente
em respostas morfo-anatbmicas. Essas respostas envolveram tanto a reducéo da area
foliar, quanto o aumento da espessura da epiderme adaxial, conforme evidenciou o
coeficiente de correlacda ¢0,96; p < 0,09. O fato da analise de correlacéo, eatre
area foliar e o teor de clorofd@ nao ter sido significativgp(> 0,09, exclui a ideia
de que a reducdo da area foliar teria favorecido a concentracdo desses pigmentos.
Nesse sentido, é possivel, que o Se tenha intensificado a reducédo da area foliar e a
expansdo das células da epiderme adaxial, para minimizar a area de superficie de
transpiracdo e, assim, manter o contetdo de agua dos tecidos, induzindo tolerancia ao
déficit hidrico. A energia para manter essas alteracbes morfo-anatdmicas pode ter
sido obtida a partir do consumo de glicose, limitando, assim, o estabelecimento de
efeitos mais expressivos, resultantes do déficit hidrico. Este consumo pode ter sido
responsavel pela auséncia da indu¢gdo ao acumulo de substancias osmorreguladoras,
como prolina, aminoacidos, além de outros acgUcares solUveis, contrariamente ao
verificado por Yao et al., (2009); Nawaz et al., (2015) e Pandey e Gupta (2015).

Ainda rasfolhas das plantas sob déficit hidrico a -0,4 MPa, o tratamento com
Se pode, ter favorecido o aumento gf®) devido a reducdes rfeo, conferindo as
plantas melhostatusfisiolégico e morfo-anatdémico. Tal resposta pode indicar que o
Se est4 envolvido na regulacéo da fluorescéncia em soja, sob déficit hidrico. Apesar

de néo ter sido observada relagéo entre o aumergP de teor de clorofilaa (p >
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0,05, é possivel supor que esse mecanismo de regulacdo envolva a biossintese de
clorofilas, tendo em vista que pode haver o aumento de pigmentos fotossintéticos em
plantas sob estresse (Yao et al., 2009; Zhang et al., 2016). Nas raizes dessas plantas,
a reducéo do teor de JB,, pode estar associada ao seu papel como sinalizador
estdo de acordo com os resultados verificados por Wang e Xu (2011) ao observarem
reducdes no acumulo de®h, em plantas tratadas com Se.

A auséncia de diferencas significativas sobre as trocas gasosas e a atividade
das enzimas SOD, CAT, APX e GR, entre os tratamentos com e sem Se, pode estar
relacionadaa aclimatacdo das plantas aos tratamentos. Tal aclimatacdo pode
explicar, o porqué da auséncia de efeitos mais expressivos sobre as respostas
fisiol6gicas e morfo-anatébmicas das plantas, como alteracdes nali&2apFv/Fm
e area da seccdao transversal total de xilema. Nesse sentido, é possivel que o tempo de
exposicdo das plantas aos tratamentos tenha sido o principal responsavel
inexpressiva atividade enzimatica, dessa forma a permanéncia do estresse pode ter

suprimido as respostas enzimaticas das plantas.

2.5 Conclusbes

Alteracdes fisioldgicas, morfo-anatdmicas e bioquimissplantas tratadas
com See sob déficit hidrico, indicaram que o cultivar de soja EMBRAPA 48
recorreu ao efeito antioxidante do, ara atenuar alguns dos principais sintomas de
déficit hidrico. Os mecanismos envolvidos na protecao das plantas pulverizadas a
esse estresse envolveram, principalmente, modificacdes na espessura da epiderme
adaxial, do parénquima esponjoso, da area da seccéao transversal total de floema nas
folhase da &rea da seccéo transversal total da raiz, além de mudancas nos niveis de
Ca e K e alteragcBes nos teores de espécies reativas de oxigénio, em fungcdo do nivel
de estresse. Uma vez que os resultados indicaram estresse oxidativo, com a
inexpressiva atividade das principais enzimas do sistema antioxidativo, ndo foi
possivel esclarecer os mecanismos bioquimicos envolvidos nas respostas de evitacao
ao estresse. Além disso, também € possivel que o tempo de exposicéo das plantas ao
PEG tenha sido excessivo, suprimindo, assim, seu sistema antioxidativo enzimatico.
Diante disso, recomenda-se realizar avaliagées do sistema antioxidativo das plantas

sob menor tempo de exposicdo ao déficit hidrico, além de investigar outros
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mecanismos e/ou rotas que possam estar envolvidas nas res@Esstaanths
pulverizadas com Se e submetidas ao déficit hidrico, como a expresséo de genes e 0

teor de metabdlitos.
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CONCLUSOES GERAIS

e O fornecimento de Se vi@iming induziu poucas alteracdes sobre a fisiologia e 0
crescimento das plantas, devido a sua diluicdo nos tecidos, como consequéncia do
acumulo de biomassa. Dessa forma, € possivel que a avaliacdo em nivel de
plantulas aponte maiores efeitos do tratamento com $einiang.

e A pulverizagdo com Se incrementou as trocas gasosas e parametros de
fluorescéncia da clorofila, sem exercer efeitos sobre o crescimento, pelo fato das
plantas terem investido energia na formacao de novas folhas. Nesse sentido, pode
ser que a repeticdo da pulverizacdo induza respostas diferenciadas, devido ao
favorecimento de maior acumulo do Se nos tecidos. Recomenda-se, portanto,
tanto acompanhar o desenvolvimento das plantas até o final do ciclo, quanto
repetir a pulverizagdem estadios fenologicos especificos, como o florescimento.

¢ O fornecimento de Se via solucdo nutritiva foi toxico sobre o crescimento e a
fisiologia das plantasdevido ao seu acumulo nos tecidos ter gerado estresse
oxidativo. Diante dos resultados, recomenda-se quantificar esse estresse por meio
de analises bioquimicas, como enzimas do sistema antioxidativo e perfil
metabolico, além de investigar os efeitos de doses deesieres a 5 pM.

¢ Alguns sintomas do déficit hidrico podem ser atenuados em plantas pulverizadas
com 80 uM de Se. Nesse sentido, 0 mecanismo de atuacédo do Se envolvido na
inducdo de tolerancia ao déficit hidrico em plantas de soja, cultivar EMBRAPA
48, esta baseado atteracdes morfo-anatdomicas.

e Nao foi possivel esclarecer se o fornecimento de PEG induziu aclimatacéo
bioquimica ou supressdo do sistema antioxidativo das plantas. Sendo assim,
recomenda-se avaliar os efeitos do déficit hidrico em plantas submetidas a um
tempo menor de exposi¢cao ao PEG.

e Para estudos futuros, recomenda-se investigar os efeitos do fornecimento de Se
emplantas de soja cultivadas em solo, tendo em vista que o tratamento com Se via
pulverizagcdo foi pouco expressivo sobre as raizes das plantas avaliadas nesta

pesquisa.
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