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RESUMO

SANTOS, EMILY CAROLINA DUARTE. Indugao da tolerancia a seca em plantas
de soja por meio da aplicagdo de compostos organicos e inorganicos. 2021.
Trabalho de Conclusédo de Curso (Graduagao) — Bacharelado em Ciéncias Biologicas.
Instituto Federal Goiano campus Rio Verde, Goias. Rio Verde Goias, 2021.

A soja é a cultura de maior valor econébmico, sendo o Brasil o maior produtor e
exportador mundial dessa leguminosa. O déficit hidrico é o estresse que mais
compromete os processos fisiologicos das plantas diminuindo o crescimento e a
produtividade das plantas. Substancias como prolina, glicina-betaina, 6xido nitrico e o
fosfito de potassio podem ajudar a proteger as plantas contra estresses abioéticos,
como a restricdo hidrica. Desta forma, o objetivo deste estudo foi determinar os efeitos
do déficit hidrico nas relagdes hidricas, trocas gasosas e parametros biométricos de
uma cultivar de soja, diante da aplicacdo de compostos mitigadores de estresses. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacdo de ambiente controlado, com
delineamento experimental de blocos ao acaso com 5 repeti¢cdes e arranjo fatorial AxB
2x4, sendo o fator A as capacidades de campo (CC) do solo de 90% (controle) e 50%
(déficit hidrico), e o fator B, as aplicagdes de 0 (agua), formulagédo 1 (30 mM de prolina,
15 mM de glicina-betaina, 300 uM de nitroprussiato de sodio (SNP) e 1 L ha' de fosfito
de potassio), formulagéo 2 (45 mM de prolina, 22,5 mM de glicina-betaina, 450 yM
de SNP e 1,5 L ha'' de fosfito de potassio), e formulagéo 3 (60 mM de prolina, 30 mM
de glicina-betaina, 600 uM de SNP e 2 L ha™ de fosfito de potassio), totalizando 40
unidades experimentais. Os tratamentos foram impostos no inicio do florescimento
das plantas de soja, mediante a pulverizagao e inicio da restricdo hidrica no solo. As
plantas ficaram sob déficit hidrico por 11 dias, e em seguida foram realizadas analises
de pigmentos, relagbes hidricas, trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a e
parametros biométricos. Mesmo com a aplicagcdo de substancias aliviadoras de
estresse, o DH impactou de forma negativa os parametros fotossintéticos,
fluorescéncia, trocas gasosas e biométricos. As substéncias aplicadas nao
aumentaram a tolerancia das plantas de soja neste estudo. Para uma melhor
elucidacao dos efeitos da utilizacdo de substancias aliviadoras de estresse de forma
combinada em plantas sob estresse hidrico, € necessario realizar também analises

de producéao, bioquimicas e reprodutivas.

Palavras-chave: déficit hidrico, prolina, glicina-betaina, 6xido nitrico



ABSTRACT

Soybean is the crop with the highest economic value, with Brazil being the world's
largest producer and exporter of this legume. Water deficit is the stress that most
compromises the physiological processes of plants, decreasing plant growth and
productivity. Substances such as proline, glycine-betaine, nitric oxide and potassium
phosphite can help protect plants against abiotic stresses such as water restriction.
Thus, the objective of this study was to determine the effects of water deficit on water
relations, gas exchange and biometric parameters of soybean, in view of the
application of stress-mitigating compounds, as well as to establish a better formulation.
The experiment was carried out in a greenhouse in a controlled environment, with a
randomized block design with 5 replications and AxB 2x4 factorial arrangement, with
factor A being the field capacities (FC) of the soil of 90% (control) and 50% (water
deficit), and factor B, applications of 0 (water), formulation 1 (30 mM proline, 15 mM
glycine-betaine, 300 uM sodium nitroprusside (SNP) and 1 L Ha' phosphite of
potassium), formulation 2 (45 mM proline, 22.5 mM glycine-betaine, 450 uM SNP and
1.5 L Ha' potassium phosphite), and formulation 3 (60 mM proline, 30 mM of glycine-
betaine, 600 uM of SNP and 2 L Ha™' of potassium phosphite), totaling 40 experimental
units. The treatments were imposed at the beginning of the flowering of the soybean
plants, by means of spraying and beginning of water restriction in the soil. The plants
were under water deficit for 11 days, and then analyzes of pigments, water relations,
gas exchange, chlorophyll a fluorescence and biometric parameters were performed.
Even with the application of stress-relieving substances, WD had a negative impact on
photosynthetic, fluorescence, gas exchange and biometric parameters. The
substances applied did not increase the tolerance of soybean plants in this study. For
a better elucidation of the effects of the use of stress-relieving substances in a
combined way in plants under water stress, it is also necessary to carry out production,

biochemical and reproductive analyses.
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1. INTRODUGCAO

A soja (Glycine max (L.) Merril) € o segundo produto em toneladas mais
produzido no Brasil, sendo a lavoura com maior valor de producéo (IBGE, 2021). Além
disso, o Brasil é o maior produtor e exportador mundial de soja (EMBRAPA, 2021). No
entanto, um dos grandes desafios a pratica da agricultura, em especial o cultivo da
soja, tem sido os periodos de veranico. Este evento climatico é caracterizado por um
periodo prolongado de estiagem durante a estagdo chuvosa, resultando em déficit
hidrico no solo, quase sempre acompanhado por altas temperatura e irradiancia. Essa
combinagdo de fatores de estresse tem limitado o desenvolvimento, a eficiéncia
reprodutiva e, consequentemente, a produtividade da cultura da soja (ALMEIDA et al.,
2021; DOLFERUS & PACINI, 2019).

Plantas sob déficit hidrico podem apresentar modificagcbes em diversos
processos, por exemplo, redugdo no teor de clorofilas (MAMNABI et al., 2020),
fechamento estomatico e consequentemente, redugao na assimilacdo de CO:2 e
incremento da fotorrespiragao (TARIQ et al., 2018; CASTRO et al., 2019). Inclusive, o
déficit hidrico é considerado o estresse que mais compromete 0s processos
fisiologicos das plantas (RAJABI et al., 2019), independentemente do seu estadio de
desenvolvimento. Entretanto, a fase de floracdo e o enchimento de grdos séo
especialmente mais sensiveis o que impacta diretamente da produgdo de graos
(HINOJOSA et al., 2019; BATISTA et al., 2019).

Uma possivel maneira de minimizar os efeitos da restricao hidrica é a utilizagao
de substancias mitigadoras de estresses (BATISTA et al.,, 2019, ALMEIDA et al.,
2020). A pulverizagao dessas substancias aumenta a tolerancia a seca das plantas,
principalmente pelo aumento das defesas antioxidantes celulares, da eficiéncia do uso
da agua, inducdo de ajustamento osmoético e manutencédo da turgescéncia celular
(SULTANA et al., 2016; YAVAS et al., 2016; MA et al., 2017).

A prolina € um metabdlito que possui o papel importante no ajustamento
osmaético em condicdes de estresse, principalmente por déficit hidrico, atuando como
antioxidante e osmoprotetor de estruturas celulares, como as membranas (SADAK et
al., 2019). De forma semelhante a prolina, a glicina-betaina induz o ajustamento
osmotico, mas também auxilia na estabilizacdo de proteinas, incluindo a RUBISCO,
protegendo o aparato fotossintético da planta e eliminando as EROs (WANI et al.,

2019; ILYAS et al., 2021). Ainda, estudos tém demonstrado a eficacia da aplicagéo



exogena de doadores de 6xido nitrico, por exemplo, o nitroprussiato de sodio (SNP),
evidenciando o efeito protetor dessa molécula contra o estresse por seca, pela
reducéo de danos celulares e manuteng&o do crescimento vegetal (DOMINGOS et al.,
2015; HASANUZZAMAN et al., 2017; SOUSA et al., 2020).

O potassio (K) também esta envolvido em diversos processos fisiolégicos e
metabdlicos na célula vegetal, promovendo o balango iénico, a sintese de proteinas,
e atuando na regulagao estomatica e melhoria da eficiéncia no uso da agua de plantas
sob déficit hidrico (RAZA et al., 2013; ZAHOOR et al., 2017).

Sendo a soja a cultura de grdaos mais importante do mundo (USDA, 2021)
devido sua utilizagdo na alimentagdo humana, produgao de 6leo vegetal, biodiesel,
produtos processados e concentrados de proteinas para alimentacao animal, faz-se
necessario encontrar métodos alternativos para minimizar os efeitos negativos
iminentes da restricdo hidrica para garantir manutengdo da produtividade dessa

cultura.

2. HIPOTESE
Um composto contendo prolina, glicina-betaina, 6xido nitrico e fosfito de

potassio diminui os danos causados pelo déficit hidrico sob plantas de soja.

3. OBJETIVO
3.1. Objetivo geral
Avaliar o potencial de trés formulagdes contendo prolina, glicina-betaina, éxido
nitrico e fosfito de potassio para mitigar danos do estresse por déficit hidrico na

fisiologia, relagdes hidricas e parametros biométricos de plantas de soja.

3.2. Objetivos especificos
a) Determinar os efeitos do déficit hidrico nas relagdes hidricas, no processo
fotossintético e nos parametros biométricos de uma cultivar de soja, na auséncia e na
presenca de compostos mitigadores de danos do estresse;
b) Estabelecer a melhor formulagdo de um composto mitigador de estresse hidrico

em plantas de soja.



4. REFERENCIAL TEORICO

Com quase 39 milhdes de hectares de area plantada com soja e uma produgao
de 135 milhdes de toneladas do grao, o Brasil € o maior produtor e exportador de soja
no mundo, ocupando 50% do comércio mundial de soja (CONAB, 2021, FAO, 2021).
Sendo a cultura de graos mais importante do mundo (USDA, 2021), a soja pode ser
utilizada na alimentagdo humana, producdo de oOleo vegetal, biodiesel, produtos
processados e concentrados de proteinas para alimentacédo animal.

A medida que a populacdo mundial aumenta é crescente a demanda por
alimentos, entretanto, o aquecimento global surge como um desafio ao incremento da
producdo (FRONA et al., 2019, TRIPATHI et al., 2019). Deste modo, a alimentacéo
futura das populagdes mundiais, em parte depende do desenvolvimento de
formulagdes capazes de melhorar o desempenho das plantas sob condi¢cdes de déficit
hidrico. Desta forma, encontrar métodos alternativos para minimizar os efeitos
negativos iminentes da restricdo hidrica € imprescindivel para a manutencao da

produtividade dessa cultura.

4.1. Mudangas climaticas

A quantidade de radiacdo absorvida pela atmosfera causa uma elevagao da
temperatura terrestre e um aumento da concentracdo de CO2, ocasionado o que
chamamos de efeito estufa (MONTZKA et al., 2011). O aquecimento global € um
grande desafio para os produtores de alimentos, pois as ondas de calor aumentam a
demanda de evaporacdo, fazendo com que o solo seque mais rapido e elevando o
grau de seca que vinculada a diminuigao da precipitagao e alta intensidade luminosa,
vem ocasionando secas mais intensas e duradoras (ALVES et al., 2021;
MILHORANCE et al., 2022).

Em regides de produgéo agricola, a ocorréncia de periodos de veranicos tem
ocasionado grandes perdas ao setor agricola brasileiro, marcando as piores secas ja
registradas (RIBEIRO et al., 2018). O nivel de estresse por déficit hidrico pode variar
conforme sua duragao, intensidade e estadio fenoldgico da cultura, onde sabe-se que
em plantas de soja a fase de floragdo e enchimento de grdos sdo as mais sensiveis
(HINOJOSA et al., 2019; BATISTA et al., 2019).

As condi¢gdes de restrigdo hidrica, associada ou ndo a outros fatores de
estresse abidtico, provocam a diminui¢cao da fertilizacdo, aumento do abortamento

precoce de embrides e, consequentemente, um menor numero de sementes ou graos



(PRASAD et al., 2008). E nessas condigbes adversas, o desenvolvimento do
gametdéfito masculino € uma das etapas mais afetadas (MESIHOVIC et al., 2016).
Entende-se que o abortamento de tecidos florais (pdlen ou ovario) podem se dar pela
diminuicdo do potencial hidrico, do fluxo de carboidratos ou nitrogénio, bem como a
sinalizagao hormonal (PRASAD et al., 2008; DOLFERUS; PACINI, 2019).

4.2. Prolina e glicina-betaina

A prolina e a dlicina-betaina sdo metabdlitos celulares amplamente
reconhecidos como cruciais no ajustamento osmaético, sendo um aminoacido e uma
amina quaternaria, respectivamente. A prolina possui o papel importante no
ajustamento osmoético em condigbes de estresse, principalmente por déficit hidrico,
atuando como antioxidante e osmoprotetor de estruturas celulares como as
membranas (SADAK et al., 2019, ABDELAAL et al., 2020). Logo, a pulverizagao de
prolina tem sido realizada com objetivo de melhorar a tolerancia de plantas a fatores
de estresses abidticos e fitotoxicidade ocasionada por herbicidas (REDDY et al., 2015;
PER et al., 2017). Aplicagdo semelhante observa-se para a glicina-betaina (GB), cujos
estudos demonstram efeitos positivos, tanto pelos incrementos de GB enddgena,
quanto da aplicacdo de GB em plantas sob estresses (ROYCHOUDHURY e
BANERJEE, 2016).

Semelhantemente a prolina, estudos associam a GB a uma melhor tolerancia
ao estresse hidrico (CASTIGLIONI et al 2018), além de induzir o ajustamento osmaético
que resulta em melhor crescimento da planta, a GB também auxilia na estabilizagao
de proteinas, incluindo a RUBISCO, protegendo o aparato fotossintético da planta e
eliminando EROs (WANI et al., 2019; ILYAS et al., 2021).

4.3. Fosfito de potassio

Algumas substéncias de natureza inorganica também estdo envolvidas no
ajustamento osmético nas plantas, sendo o potassio (K) o ion mais intimamente
envolvido com essa resposta. Este elemento esta envolvido em diversos processos
fisiolégicos e metabdlicos na célula vegetal, promovendo o balango iénico, a sintese
de proteinas, e atuando na regulagao estomatica e melhoria da eficiéncia no uso da
agua de plantas sob déficit hidrico (RAZA et al., 2013; ZAHOOR et al., 2017).
Considerando que a restri¢gao hidrica no solo dificulta a disponibilizagdo e a absor¢ao



dos nutrientes, a aplicagao de K pode contribuir para crescimento e produtividade das
culturas sob seca (RAZA et al. 2018).

A aplicacdo de fosfito de potassio em plantas de girassol ativou respostas
antioxidantes e promoveu um melhor ajuste do potencial hidrico, permitindo uma
melhor manutencéo da agua nos tecidos foliares, de forma a amenizar os efeitos do
estresse hidrico (ALMEIDA et al., 2020). Ja em plantas de batata a aplicagao de fosfito
de potassio promoveu um efeito protetor na maquinaria fotossintética sob estresse
UV-B, diminuindo o estresse oxidativo e aumentando os mecanismos de defesa da
planta. (OYARBURO et al., 2015).

4.4. Oxido nitrico

O estresse hidrico induz a produgéo excessiva de espécies reativas de oxigénio
(EROs) que danificam os lipidios, proteinas, pigmentos fotossintéticos e acidos
nucléicos (AKRAM et al., 2018). O 6xido nitrico (ON) entretanto é considerado uma
espécie reativa de nitrogénio, altamente difusivel, que atua como sinalizador
enddgeno em diversos processos fisioldgicos, como germinacao e floragéo, contudo,
possui grande importancia durante eventos de estresses (DOMINGOS et al., 2015).

Em plantas sob efeitos da seca, o ON atua na regulacao da abertura estomatica,
melhorando o desempenho fotossintético, teor de clorofilas, potencial hidrico foliar e
parametros de crescimento (LEITE et al., 2019). Em plantas de soja, ja foi relatado
que o ON desempenha um papel antioxidante, ou estimulante de defesas
antioxidantes enzimaticas e nao enzimaticas (SOUSA et al., 2020). O conteudo
relativo de agua das plantas também pode ser mantido em funcédo da aplicacao do
ON, mesmo sob condicao de déficit hidrico. Além disso o ON também permite a
manutengdo da atividade fotoquimica inibindo a produgdo de EROs (BATISTA et
al.,2018)

Estudos recentes tém demonstrado a eficacia da aplicagdo exdégena de
doadores de ON, assim como o nitroprussiato de sddio (SNP), evidenciando o efeito
protetor contra o estresse por seca, pela reducido de danos celulares e manutencao
do crescimento (HABIB et al., 2020; HASANUZZAMAN et al., 2017; SOUSA et al.,
2020).

5. MATERIAL E METODOS
O experimento foi conduzido em casa de vegetacao de ambiente controlado do

Laboratério de Ecofisiologia e Produtividade Vegetal do Instituto Federal Goiano -



Campus Rio Verde. Foram utilizados vasos de polietileno de 12 litros preenchidos com
solo. Cada vaso representou uma unidade experimental onde foram semeadas 10
sementes de soja da cultivar Bonus, que ja haviamos utilizado em estudos anteriores
semelhantes. Apds 10 dias do plantio foi realizado o desbaste, deixando 3 plantas em
cada vaso.

O delineamento experimental foi de blocos ao acaso com 5 repeti¢des e arranjo
fatorial AxB 2x4, sendo o fator A as capacidades de campo (CC) do solo de 90%
(controle)e 50% (déficit hidrico), e o fator B, as aplicagdes de 0 (agua), formulagéo 1
(30 mM de prolina, 15 mM de glicina-betaina, 300 uM de nitroprussiato de sédio (SNP)
e 1L ha'' de fosfito de potassio), formulagdo 2 (45 mM de prolina, 22,5 mM de glicina-
betaina, 450 uM de SNP e 1,5 L ha™! de fosfito de potassio), e formulagédo 3 (60 mM
de prolina, 30 mM de glicina-betaina, 600 uM de SNP e 2 L ha™! de fosfito de potassio),
totalizando 40 unidades experimentais.

Para aplicagao das formulagdes foi utilizado um pulverizador costal (Herbicat®
Catanduva, Brasil) com presséo constante, mantida por CO2 comprimido, possuindo
uma barra com quatro pontas de pulverizagdo e bico da série (XRTeejet®), do tipo
leque modelo XR 110 02 - VP. O volume de aplicagdo considerado foi de 150 L ha'.
Os regimes hidricos foram impostos utilizando o método gravimétrico uma vez ao dia,
para o controle da umidade do solo.

Os tratamentos foram impostos no estadio de desenvolvimento R1 (inicio do
florescimento) das plantas de soja, mediante a pulverizagdo das plantas e inicio da
restricdo hidrica no solo. As plantas ficaram sob déficit hidrico por 11 dias, e neste
momento foram realizadas as analises de relagdes hidricas, trocas gasosas,

pigmentos fotossintéticos, fluorescéncia da clorofila a, e pardmetros biométricos.

5.1. Variaveis Analisada

5.1.1. Relagoes hidricas

O potencial hidrico da antemanha foi medido utilizando de uma camara de
pressao do tipo Scholander, no horario entre as 04 e 06 horas da manha. Para a
avaliagdo do potencial osmaético foi utilizado um osmémetro de pressao de vapor
(VAPRO 5600).

5.1.2. Trocas gasosas



A taxa fotossintética [A; umol (CO2) m=2 s™'], condutancia estomatica ao vapor
de agua [gs; mol (H20) m2s], a relagdo entre a concentragao interna (Ci) e externa
(Ca) de CO2 (Ci/Ca), a taxa de transpiragédo [E; mmol (H20) m2s'] e a eficiéncia
instantanea do uso da agua [EUA, ymol (CO2) mmol (H20)'] foram estimadas
utilizando um analisador de gases infravermelho (IRGA) (LI-6800, LI-COR Inc.,
Lincoln, NE, EUA).

5.1.3. Fluorescéncia da clorofila a

As variaveis de fluorescéncia da clorofila a foram obtidas na mesma area da
folha em que foram realizadas as medidas das trocas gasosas, com auxilio do
fluorémetro acoplado ao IRGA. Com as folhas adaptadas a luz, foram determinadas
as seguintes variaveis: rendimento quantico efetivo do PSII (Yll) (Genty et al. 1989) e
a taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) (BILGER et al. 1995).

5.1.4. Teores de pigmentos cloroplastidicos

Para a determinag&o da concentragao dos pigmentos cloroplastidicos (clorofilas
a, b e carotenoides), 03 (trés) discos foliares de 0,5 cm de didmetro foram imersos em
5 ml de dimetilsulfoxido (DMSO), saturado com carbonato de calcio (CaCOs), em
frascos protegidos da luz. Apos 6 horas de incubagdo das amostras a 60°C foram
realizadas leituras da absorvancia do extrato nos comprimentos de onda de 665, 649
e 480 nm. As concentragdes dos pigmentos foram calculadas de acordo com as

equacgdes propostas por Wellburn (1994) e os resultados expressos em ug cm-2.
5.1.5. Analises biométricas

Para as analises biométrica foram medidas, a altura de planta (AP, cm), numero
de folhas (NF), numero de nds (NN), numero de ramos (NR) e o diametro de caule
(DC, mm). As folhas e caules foram levados a uma estufa de secagem e esterilizagéo
com circulagao e renovagao de ar (modelo MA035/1152, MARCONI Inc., Piracicaba
SP, Brasil) por 72 horas, e posteriormente, foi mensurada a massa seca de folha
(MSF, g) e massa seca de caule (MSC, g).

5.1.6. Determinagao do extravasamento de eletrélitos

A avaliagao indireta de danos em membranas celulares foi determinada por

meio da analise do extravasamento de eletrdlitos, segundo adaptacdo das



metodologias descritas por Vasquez-Tello et al. (1990) e Pimentel et al. (2002). A
permeabilidade da membrana foi avaliada em 10 discos foliares com 0,5 cm= de
diametro. Os discos foliares permaneceram por 24 horas em 15 ml de agua deionizada
e apoés este periodo, foi determinada a condutividade livre (CL, uS/cm) da agua,
utilizando-se um condutivimetro de bancada. Em seguida, os frascos foram levados a
estufa a 100 °C por 1 hora e apods resfriamento, foi determinada a condutividade total
da agua (CT, uS/cm). A taxa de extravasamento de eletrélitos, dada em porcentagem,
foi calculada por meio da seguinte formula TLE (%) = [(CL/CT) X 100].

5.1.7. Desenho experimental e analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia onde verificou os
efeitos dos fatores isolados e sua interacéo (teste F, a < 0.05). Quando verificada
diferenga entre os tratamentos, o teste de comparag¢des multiplas de médias (teste de
Tukey, a < 0.05) foi empregado. As anadlises foram realizadas por meio do software
estatistico SISVAR (verséo 5.6). Os graficos foram montados no software Microsoft

Excel.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros avaliados de taxa transpiratéria (E), taxa fotossintética (A),
eficiéncia instantanea do uso da agua (EUA), razdo entre a concentragao interna e
externa de COz2 (CiCa), condutancia estomatica (gs), taxa aparente de transporte de
elétrons (ETR) e rendimento quéantico efetivo do fotossistema Il (YIl) (Tabela 1)
diferiiam estatisticamente apenas em funcéo do fator agua. O mesmo se observou
para os parametros de potencial hidrico (Ww) e potencial osmético (Ws) (Tabela 1).
Quanto aos parametros biométricos, as variaveis de altura de planta (AP) e numero
de nds (NN) diferiram apenas para o fator agua isolado, enquanto numero de ramos
(NR), numero de folhas (NF), massa seca das folhas (MSF), massa seca do caule
(MSC) e o didametro de caule (DC) foram estatisticamente alterados pela interagao
entre os fatores agua x formulacao (Tabela 1). Os teores de clorofila a (Cla), Clorofila
b (ClIb), carotenoides, clorofilas totais (Cl total), e taxa de extravasamento de eletrdlitos
(TLE) ndo apresentaram diferenga significativa para nenhum dos fatores isolados,

nem para a interagéo entre os fatores deste estudo (Tabela 1).

Tabela 1: Resultados da Anova das variaveis de trocas gasosas (E, A, EUA, Ci/Ca,
gs), relagdes hidricas (potenciais hidrico e osmotico), florescéncia da clorofila a (Yll e



ETR), teores de pigmentos (teores de clorofilas a, b, clorofilas totais e carotenoides),
parametros biométricos (altura de planta, didmetro de caule, numeros de nés, de
ramos e de folhas, massa seca de caule-MSC e massa seca de folhas-MSF) e taxa
de liberagdo de eletrolitos (TLE), em plantas de soja (Glycine max (L.) Merril)
submetidas as seguintes condigcbes: 90% da CC (controle) e 50% da CC (déficit
hidrico), onde FO é aplicacdo de agua, F1 (30 mM de prolina, 15 mM de glicina-
betaina, 300 uM de nitroprussiato de sodio (SNP) e 1 L ha™' de fosfito de potassio),
F2 (45 mM de prolina, 22,5 mM de glicina-betaina, 450 uM de SNP e 1,5 L ha'' de
fosfito de potassio), e F3 (60 mM de prolina, 30 mM de glicina-betaina, 600 uM de
SNP e 2 L ha™' de fosfito de potassio).

Variaveis Agua Formulagdes F Agua X CV (%)
ormulagao

E * ns ns 32,28

A * ns ns 27,76

EUA * ns ns 33,02
Ci/Ca * ns ns 13,64
gs * ns ns 38,7

Yl * ns ns 23,28
ETR * ns ns 23,2

Cla ns ns ns 13,16

Clb ns ns ns 17,36
Carotenoides ns ns ns 13,65
Cl total ns ns ns 13,21
Altura de planta * ns ns 9,87
Diametro de caule ns ns * 13,26
N° Noés * ns ns 5,66

N° Ramos * ns * 19,92
N° Folhas * ns * 12,8
Potepqal * ns ns -9,94
osmatico

Potencial hidrico * ns ns -30,38
TLE ns ns ns 12,61

MSC * ns * 16,43

MSF * ns * 16,49

*: Houve diferenca significativa e ns: ndo houve diferenga significativa, pelo Teste de Tukey (p < 0,05).

6.1 Trocas gasosas
O déficit hidrico afetou negativamente as trocas gasosas das plantas de soja,
havendo reducgédo significativa de A, E, gs, Ci/Ca (Figura 1A-D). As respostas das
plantas e a adaptacao a estresses abidticos se refletem em mudancas em suas taxas
fotossintéticas (SULEIMAN et al., 2022). Uma estratégia comum para evitar os efeitos
da seca nas lavouras é o ajuste estomatico pelas plantas a fim de reduzir a

transpiracao. Essa resposta rapida dos estdbmatos € um mecanismo de aclimatagao a
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seca para conservar a agua do solo e manter um maior potencial hidrico foliar
(LAWSON & VIALET-CHABRAND, 2019). Essa resposta, porém, reduz a captagao
de CO2 e ao mesmo tempo a concentragao interna de CO2 no mesofilo. Essa redugéo
induz a inativagdo da enzima Rubisco, 0 que consequentemente, reduz a taxa
fotossintética (NAIDOO & NAIDOO, 2018, SINGH et al. 2018).

A EUA (A/E) aumentou significativamente nas plantas sob condi¢do de déficit
hidrico (Figura 1E). Plantas em condi¢bes de seca precisam moderar a perda de agua
€ ao mesmo tempo, permitir a absorcao suficiente de CO2 para a fotossintese. Essa
resposta pode ser representada pelo aumento na eficiéncia no uso da agua, sendo
este um importante indicativo de adaptabilidade da planta em condi¢cdes de restricbes
hidricas (LIU et al., 2019).

Apesar desse estudo ndo demonstrar a influéncia das formulagdes nas trocas
gasosas de plantas de soja submetidas a seca, estudos anteriores observaram que a
aplicacao foliar de prolina diminuiu a inibicdo da fixagdo de CO2, e melhorou a
fotossintese de plantas de milho sob déficit hidrico (DH), diminuindo a degradagao
das clorofilas e ao mesmo tempo, aumentando a taxa fotossintética (ALTUNTAS et al.
2020). O mesmo foi relatado para a aplicagdo de oxido nitrico, em que estudos
mostraram que a pulverizagdo de nitroprussiato de sodio (SNP) promoveu uma
melhora da condutancia estomatica, taxas fotossintéticas e a atividade fotoquimica
(BATISTA et al.,, 2018), além de aumentar o teor de clorofila e o crescimento de
plantas de soja sob déficit hidrico (LEITE et al., 2019, SOUSA et al., 2020).
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Figura 1: Taxa fotossintética (A; A), taxa transpiratéria (E; B), razdo entre a concentragao
interna e externa de CO; (Ci/Ca; C), condutancia estomatica (gs; D) e eficiéncia instantanea
do uso da agua (EUA, E) em plantas de soja (Glycine max (L.) Merril) submetidas as seguintes
condic¢des: 90% da CC (controle) e 50% da CC (déficit hidrico). Médias seguida pela mesma
letra, nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05). Os dados sao média + EP (n=20).

6.2. Fluorescéncia da clorofila a
Verificou-se em plantas sobre déficit hidrico menores valores de taxa aparente
de transporte de elétrons (ETR, Figura 2A) e rendimento quéntico efetivo do
fotossistema Il (Yu, Figura 2B). Possivelmente, isso ocorreu devido a reducédo da
abertura estomatica, conforme verificado pela redugédo em gs (Figura 1D). Isso leva a
diminuigéo da disponibilidade de COz2 no sitio de carboxilagdo da RUBISCO (URBAN
et al. 2017, TAIZ et al. 2017), reduzindo assim a oxidagdo de NADPH no ciclo de
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Calvin, de forma, que nao tenha o aceptor primario de elétrons (NADP?),
suficientemente disponivel na etapa fotoquimica da fotossintese. Assim, a ETR é
inibida (BAKER e ROSENQVIST 2004; ARO et al. 1993), e consequentemente, o Yi
é reduzido (DABROWSKI et al., 2019).

As formulagdes nao influenciaram na ETR e YIl. Porém ha estudos onde a
prolina exégena melhorou significativamente a eficiéncia de PSIl em plantulas de
milho expostas a déficit hidrico (ALTUNTAS et al. 2020). No entanto, resultados

semelhantes nao foram observados neste estudo.
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Figura 2: Taxa aparente de transporte de elétrons (ETR; A), rendimento quantico efetivo do

fotossistema Il (YII; B) em plantas de soja (Glycine max (L.) Merril) submetidas as seguintes

condigbes: 90% da CC (controle) e 50% da CC (déficit hidrico). Médias seguida pela mesma

letra, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05). Os dados sdo média + EP (n=20).
6.3. Relagoes hidrica

O déficit hidrico reduziu significativamente o potencial hidrico foliar (WYw) (Figura
3A) e o potencial osmotico (Ws) foliar (Figura 3B), mas ndo houve influéncia das
formulagdes nos resultados dessas variaveis. A reducédo do potencial hidrico foliar é
uma resposta comum de aclimatacdo de plantas ao déficit hidrico (AMOAH et al.,
2019). As plantas de soja apresentaram uma regulagao estomatica efetiva, reduzindo
a perda de agua e diminuindo a transpiragao foliar, permitindo assim o transporte de
agua para as raizes sob déficit hidrico (HATFIELD & DOLD, 2019).

A aplicagao de fosfito de potassio em plantas de girassol sob DH amenizou os
efeitos do estresse hidrico, promovendo um melhor ajuste do potencial hidrico
(ALMEIDA et al.,, 2020). Acédo parecida é observada para o Oxido nitrico, que
promoveu o ajustamento osmatico pela indugéo no acumulo de solutos compativeis e
aumento da sintese de osmolitos como a prolina e glicina-betaina (GB) em plantas de
soja (REZAYIAN et al., 2020, HABIB et al., 2020). Porém, outros estudos mostraram

que a contribuicdo da glicina-betaina quando metabolizada de forma natural em



13

plantas sob estresse hidrico, ndo tem um papel importante no ajuste osmatico
(ESCALANTE et al., 2019). De forma semelhante ao observado nas plantas de soja
deste estudo, a aplicacao foliar de GB também nao teve o efeito esperado de indugao
de melhoria na tolerancia a seca em plantas de milho (ASMA et al., 2006). Nesse
estudo também, ndo observamos efeitos das formulagdes nas relagcdes hidricas das

plantas de soja sob déficit hidrico.
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Figura 3: Potencial hidrico foliar (¥w; A) e potencial osmoético (¥s; B), em plantas de soja
(Glycine max (L.) Merril) submetidas as seguintes condi¢des: 90% da CC (controle) e 50% da
CC (déficit hidrico). Médias seguida pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey (p < 0,05). Os dados sdo média = EP (n=20).

6.4 Biometria da planta

A massa seca do caule (MSC, Figura 4A) e o didmetro do caule (DC, Figura
4D) nao apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos com as
formulacées. O F1 foi o uUnico tratamento que as plantas controles diferiram
estatisticamente das plantas sob DH, apresentando menores valores nessa ultima
condicdo. E possivel observar o mesmo padrdo para a massa seca da folha (MSF,
Figura 4C), em que o F1 obteve menores valores quando as plantas estavam sob DH
que as controles. Nao houve diferenca significativa para nenhum tratamento quanto
as formulagdes para essas variaveis.

Quanto a altura da planta (AP, Figura 4D) e o numero de nds (NN, Figura 4E),
o déficit hidrico mostrou menores valores em relacdo as plantas controles, nao
havendo diferenga significativa entre as formulagdes. Essa diminuigdo esta
relacionada com a redugao da absor¢ao de agua do solo e, consequentemente, a
diminui¢cdo da divisao celular e alongamento, bem como o crescimento das plantas
(ABDELAAL et al 2017).

B CONT
DH
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Quanto ao numero de ramos (NR, Figura 4C), nos tratamentos F1 e F2
observou-se valores menores no DH, em relagao aos seus respectivos controles. Nao
houve diferenga significativa para nenhum tratamento quanto as formulagdes. Ja
quanto o numero de folhas (NF, Figura 4E) as plantas F1 e F2 demonstraram o mesmo
comportamento no tratamento DH, sendo os valores menores do que no controle.

A aplicagao foliar de prolina em muitos estudos promoveu melhorias nos
parametros biométrico das plantas, como comprimento do caule, numero de folhas e
massa fresca e seca de plantas submetida ao estresse hidrico (ABDELAAL et al.,
2020). Mas, em estudo com plantas de soja, a aplicagao de prolina otimizou a massa
seca das plantas e a produtividade da cultura apenas quando em déficit hidrico
moderado (TEIXEIRA et al., 2020).

Nao houve diferenga significativa quanto as formulagdes para nenhum
tratamento. Porém, varios estudos mostraram que o 6xido nitrico (ON) pode promover
o crescimento e producédo de biomassa em plantas sob déficit hidrico (REZAYIAN et
al., 2020). Assim como a aplicagdo exogena de metabdlitos como prolina e glicina-
betaina que contribuem na manutengéo do crescimento da planta e do turgor celular,
esses solutos sao favoraveis na tolerancia de plantas expostas a seca, promovendo
o ajustamento osmotico, que, resulta em melhor crescimento da planta (ILYAS et al.,
2021).

No presente estudo, o déficit hidrico teve um impacto negativo sob as plantas
de soja, e apesar de ser esperado um melhor desempenho das plantas que receberam
aplicacbes das formulagdes, este efeito nao foi manifestado. Ao contrario do
observado para outros estudos, onde a aplicacdo exégena de GB melhorou o
crescimento, rendimento e o metabolismo de plantas de milho expostas ao estresse
hidrico (SHAFIQ et al., 2021); promoveu um aprimoramento da tolerancia a seca em
lavouras de arroz, melhorando o crescimento e atributos de rendimento das plantas
(TISARUM et al., 2019), nesse estudo, as respostas das plantas de soja basicamente
variaram em fungéo da disponibilidade hidrica no solo.

De modo geral, a seca promoveu uma reducdo dos produtos da fotossintese,
causando reducao na area foliar e redugao na translocacédo de assimilados para as
folhas, acarretando na diminuigdo dos demais parametros biométricos (GORGINI et
al., 2021). Para uma melhor elucidagdo dos efeitos da utilizagdo de substancias
aliviadoras de estresse em plantas sob estresse hidrico, € necessario também

analises bioquimicas para verificarmos se as plantas absorveram efetivamente as
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substancias aplicadas, analises reprodutivas para averiguar o impacto do DH no

abortamento floral, germinagao e viabilidade dos gréos de polem. E por fim se faz

necessario também realizar analise de producgdes, para complementar as analises

biométrica e concluir se de fato essas substancias e o DH impactaram na producéao

final.
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(Glycine max (L.) Merril) submetidas as seguintes condi¢des: 90% da CC (controle) e 50% da
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CC (déficit hidrico), onde FO ¢é aplicacbes de agua, F1 (30 mM de prolina, 15 mM de glicina-
betaina, 300 uM de nitroprussiato de sodio (SNP) e 1 L ha™' de fosfito de potassio), F2 (45
mM de prolina, 22,5 mM de glicina-betaina, 450 uM de SNP e 1,5 L ha™' de fosfito de potassio),
e F3 (60 mM de prolina, 30 mM de glicina-betaina, 600 uM de SNP e 2 L ha™' de fosfito de
potassio). Médias com letras maiusculas comparam as CC dentro de uma formulagao e letras
minusculas comparam as formula¢gdes em cada CC. Médias seguida pela mesma letra, ndo
diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05). Os dados sdo média + EP (n=5 e n=20).

7. CONCLUSAO

Apesar de varios estudos concluirem que a aplicagdo exogena de 6xido nitrico,
prolina, glicina-betaina e fosfito de potassio de forma isoladas amenizam os efeitos do
estresse hidrico, quando combinados, essas substancias ndo aumentaram a

tolerancia das plantas de soja neste estudo.

As plantas de soja apresentaram uma regulacdo estomatica efetiva o que
aumentou a eficiéncia no uso da agua, porém impactou negativamente os parametros
fotossintéticos e biométricos, mesmo com a aplicacdo de substancias aliviadoras de
estresse. Para avaliarmos melhor os impactos na produgao sao necessarios também

avaliagdes de reproducao e produtividade.
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Tabela 2: Teores de clorofila a (Cla), Clorofila b (Clb), carotenoides (Carot), clorofilas
totais (Cl total) e taxa de extravasamento de eletrdlitos (TLE) de plantas de soja
(Glycine max (L.) Merril) submetidas as seguintes condi¢cdes: 90% da CC (controle) e
50% da CC (déficit hidrico), onde FO é aplica¢des de agua, F1 (30 mM de prolina, 15
mM de glicina-betaina, 300 uM de nitroprussiato de sodio (SNP) e 1 L ha' de fosfito
de potassio), F2 (45 mM de prolina, 22,5 mM de glicina-betaina, 450 uM de SNP e
1,5 L ha' de fosfito de potassio), e F3 (60 mM de prolina, 30 mM de glicina-betaina,
600 uM de SNP e 2 L ha' de fosfito de potassio).

Tratamento Cla Clb Carot Cl total TLE

CONT+FO0 | 37,8+24ns 114+06ns 7,3+04ns 492+30ns 26,4+2/1ns
DH + FO 353+19ns 11,4+£08ns 7,1%£05ns 47+£28ns 241+1/1ns
CONT +F1 [359+26ns 13,5+19ns 7,2+£0,5ns 494+39ns 29,3%1,4ns
DH +F1 40,5+3,0ns 132+09ns 7,6+0,6ns 53,7+4,0ns 254 +1,6ns
CONT+F2 40,2+0,5ns 13,2+0,3ns 7,6+0,ins 53,5+0,6ns 27,0%1,2ns
DH + F2 405+25ns 13,0+09ns 7,6+04ns 53,5+3,5ns 258+ 1,3ns
CONT+F3 [ 395+22ns 121+06ns 7,6+04ns 51,7+28ns 28,2+2/1ns
DH +F3 384+16ns 122+05ns 7,2+0,3ns 50,7+2,0ns 28,8+0,3ns

Os dados sao média £ EP (n=05). ns: ndo houve diferenca significativa, pelo Teste de Tukey (p < 0,05).



