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“With great power comes great responsibility”
Stan Lee

“The world we observe is merely an appearance; in reality, it does not even exist”
Erwin Schrodinger
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Figura 01. A imagem representa os diferentes tratamentos aplicados as plantas de soja ao longo de
trés geracdes (Parental, F1 e F2). Na geracéo parental (P), os tratamentos foram: T1 — Controle (CT),
com plantas irrigadas a 100% da capacidade de campo; T2 — Déficit hidrico (1DH), com plantas
submetidas ao déficit hidrico (35% da capacidade de campo) no estagio V5; e T3 — Déficit hidrico
(2DH), com déficit hidrico em dois estagios (V5 e R5). Na geracdo F1, derivada das sementes da
geracdo parental, os tratamentos foram: T1 — CTCT, com plantas irrigadas em ambas as geracoes (P
e F1); T2 — DHCT, com déficit hidrico apenas na geracdo parental; T3 — CTDH, com déficit hidrico
apenas na geracao F1; e T4 — DHDH, com déficit hidrico nas duas geracGes (P e F1). Para a geracdo
F2, originada das sementes da geracdo F1, os tratamentos aplicados foram: T1 — CTCTCT, com
irrigacdo total em todas as geracbes (P, F1 e F2); T2 — DHCTCT, com déficit hidrico apenas na
geracdo parental; T3 — DHDHCT, com déficit hidrico nas geragdes parental e F1; T4 — CTDHCT,
com déficit hidrico na geracdo F1; T5 — DHCTDH, com déficit hidrico nas geracdes parental e F2;
T6 — CTCTDH, com déficit hidrico apenas na geracdo F2; T7 — CTDHDH, com déficit hidrico nas
geracOes F1 e F2; e T8 — DHDHDH, com déficit hidrico em todas as trés geracoes (P, F1 e F2).

Figura 02. A imagem apresenta o delineamento experimental da geracdo parental (P), com trés
tratamentos distintos. No Tratamento 1 (T1) — Controle (CT), as plantas foram irrigadas regularmente,
mantendo cerca de 100% da capacidade de campo durante todo o ciclo. No Tratamento 2 (T2) —
Déficit hidrico (1DH), as plantas foram submetidas a um ciclo de déficit hidrico, reduzindo a irrigacao
a 35% da capacidade de campo no estagio vegetativo V5. Ja no Tratamento 3 (T3) — Déficit hidrico
(2DH), as plantas enfrentaram dois ciclos de seca, com irrigacao reduzida a 35% da capacidade de
campo nos estagios V5 e reprodutivo R5. Este delineamento permite avaliar as respostas fisiologicas

e estruturais das plantas de soja em diferentes condic6es de disponibilidade hidrica.

Figura 03. A imagem apresenta o delineamento experimental da geracdo F1, cujas plantas foram
originadas das sementes da geracdo parental e submetidas a diferentes condi¢cdes hidricas. No
Tratamento 1 (T1) — CTCT, as plantas foram irrigadas regularmente, mantendo cerca de 100% da
capacidade de campo em ambas as geracOes (Parental e F1). No Tratamento 2 (T2) — DHCT, as
plantas passaram por déficit hidrico apenas na geracdo parental, sendo irrigadas normalmente na
geracdo F1. Ja no Tratamento 3 (T3) — CTDH, as plantas foram irrigadas durante a geracdo parental,
mas submetidas a déficit hidrico (35% da capacidade de campo) na geracdo F1. Por fim, no
Tratamento 4 (T4) — DHDH, as plantas foram submetidas ao déficit hidrico nas duas geracGes
(Parental e F1), passando por condi¢des de baixa disponibilidade de 4gua durante todo o experimento.
Este delineamento permite avaliar como o histérico de seca em geracGes anteriores afeta a resposta

das plantas na geragéo seguinte.



Figura 04. A imagem ilustra o delineamento experimental aplicado as plantas da geracdo F2,
originadas das sementes da gerac¢do F1. No Tratamento 1 (T1) — CTCTCT, as plantas foram irrigadas
regularmente, mantendo cerca de 100% da capacidade de campo em todas as geragOes (P, F1 e F2).
No Tratamento 2 (T2) — DHCTCT, as plantas passaram por déficit hidrico somente na geracdo
parental, sendo irrigadas nas geracdes F1 e F2. O Tratamento 3 (T3) — DHDHCT envolveu plantas
expostas ao déficit hidrico nas geracGes parental e F1, mas irrigadas na geracdo F2. No Tratamento 4
(T4) — CTDHCT, o déficit hidrico foi aplicado apenas na geracdo F1, enquanto as demais geragdes
foram irrigadas. No Tratamento 5 (T5) — DHCTDH, o déficit hidrico foi imposto nas geracdes
parental e F2, com irrigacdo na geracdo F1. O Tratamento 6 (T6) — CTCTDH abrange plantas com
irrigacdo nas geracOes parental e F1, mas submetidas ao déficit hidrico na geracéo F2. Ja o Tratamento
7 (T7) — CTDHDH exp6s as plantas ao déficit hidrico nas geracfes F1 e F2, mas com irrigacdo na
geracdo parental. Por fim, no Tratamento 8 (T8) —- DHDHDH, as plantas foram submetidas ao déficit
hidrico em todas as trés geracdes (P, F1 e F2). Este delineamento permite investigar os efeitos

cumulativos e transgeracionais do déficit hidrico no desenvolvimento das plantas.

Figura 5. Relagdes hidricas em plantas de soja submetidas a diferentes condicbes de irrigacao:
(CTCT) plantas que ndo foram submetidas a seca em nenhuma das geragdes, (DHCT) plantas que
foram submetidas a seca apenas na geracdo parental, (CTDH) plantas que foram submetidas a seca
somente na geracao F1 e (DHDH) plantas que foram submetidas a seca nas duas geragdes. Para cada
tratamento, o primeiro par de letras da sigla representa a condicé@o de cultivo da geracédo parental (CT
— irrigada; ou DH — seca), enquanto o segundo par representa a condicao a qual a geracdo atual foi
submetida. Foi avaliado o Potencial Hidrico ao meio-dia (¥mq). Médias seguidas pela mesma letra

nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Figura 6. Trocas Gasosas em plantas de soja submetidas a diferentes condi¢des de irrigacdo: (CTCT)
plantas que ndo foram submetidas a seca em nenhuma das geracdes, (DHCT) plantas que foram
submetidas a seca apenas na geracao parental, (CTDH) plantas que foram submetidas a seca somente
na geracdo F1 e (DHDH) plantas que foram submetidas a seca nas duas geracfes. Para cada
tratamento, o primeiro par de letras da sigla representa a condicao de cultivo da geracdo parental (CT
— irrigada; ou DH — seca), enquanto o segundo par representa a condicdo a qual a geracdo atual foi
submetida. Foram avaliadas as seguintes variaveis: Taxa de Assimilacao Liquida de Carbono (A) (A),
Condutancia Estomatica (gsw) (B), Razéo entre a concentracao interna e a concentracdo ambiente de
carbono (Ci/Ca) (C), Transpiracdo (E) (D), Eficiéncia de uso da agua (A/E) (E) e Eficiéncia de
Carboxilagao (A/Ci) (F). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P <0,05).

Figura 7. Transporte de agua: Condutividade hidraulica do caule (Kiwem), folha (Kieqy) € planta (Kpiant)

em plantas de soja submetidas a diferentes condi¢des de irrigagdo: (CTCT) plantas que ndo foram



submetidas a seca em nenhuma das geragdes, (DHCT) plantas que foram submetidas a seca apenas
na geragdo parental, (CTDH) plantas que foram submetidas a seca somente na gera¢ao F1 e (DHDH)
plantas que foram submetidas a seca nas duas geragdes. Para cada tratamento, o primeiro par de letras
da sigla representa a condigéo de cultivo da geracao parental (CT —irrigada; ou DH — seca), enquanto
0 segundo par representa a condicdo a qual a geracdo atual foi submetida. Médias seguidas pela

mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).

Figura 8. Curvas de pressdao-volume em plantas submetidas a diferentes condigdes de irrigacao:
CTCT (plantas que ndo passaram por seca em nenhuma geracdo), DHCT (plantas que passaram por
seca na geracao parental, mas ndo na geracdo F1), CTDH (plantas que passar por seca na geracao F1)
e DHDH (plantas que passaram por seca em ambas as geragdes). Para cada tratamento, o primeiro
par de letras da sigla representa a condicéo de cultivo da geracdo parental (CT — irrigada; ou DH —
seca), enquanto o segundo par representa a condi¢do a qual a geracdo atual foi submetida. Médias

seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).

Figura 9. Massa seca de raiz (A) e folha (B) em plantas de soja submetidas a diferentes condicdes de
irrigacdo: (CTCT) plantas que ndo foram submetidas a seca em nenhuma das geracdes, (DHCT)
plantas que foram submetidas & seca apenas na geracdo parental, (CTDH) plantas que foram
submetidas a seca somente na geracdo F1 e (DHDH) plantas que foram submetidas a seca nas duas
geracOes. Para cada tratamento, o primeiro par de letras da sigla representa a condicéo de cultivo da
geracdo parental (CT — irrigada; ou DH — seca), enquanto o segundo par representa a condicao a qual
a geracdo atual foi submetida. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P <0,05).

Figura 10. Curvas de pressdo-volume em plantas submetidas a diferentes condicdes de irrigacéo:
CTCT (plantas que ndo passaram por seca em nenhuma geracdo), DHCT (plantas que passaram por
seca ha geracdo parental, mas ndo na geracdo F1), CTDH (controle na geracao parental, com um ciclo
de seca na geracao F1) e DHDH (um ciclo de seca tanto na geracdo parental quanto na F1). Médias

seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).

Figura 11. Atividade das enzimas APX (A), POX (B), SOD (C), CAT (D) e niveis de MDA (E) em
plantas de soja submetidas a diferentes condicdes de irrigacdo: (CTCT) plantas que ndo foram
submetidas & seca em nenhuma das geracdes, (DHCT) plantas que foram submetidas a seca apenas
na geracdo parental, (CTDH) plantas que foram submetidas a seca somente na geragdo F1 e (DHDH)
plantas que foram submetidas a seca nas duas geracfes. Médias seguidas pela mesma letra ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).



Figura 12 — Potencial osmoético em folhas de plantas de soja submetidas a diferentes condi¢des de
irrigacdo: (CTCT) plantas que ndo foram submetidas a seca em nenhuma das geragdes, (DHCT)
plantas que foram submetidas a seca apenas na geracdo parental, (CTDH) plantas que foram
submetidas a seca somente na geracao F1 ¢ (DHDH) plantas que foram submetidas a seca nas duas

geragdes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).
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RESUMO

A seca é um dos principais desafios enfrentados pela agricultura moderna, impactando
significativamente a produtividade das culturas. Este estudo investigou a capacidade da soja (Glycine
max) de desenvolver memoria de estresse hidrico ao longo de multiplas geragdes, avaliando respostas
fisiologicas, bioquimicas e anatdmicas em plantas submetidas a diferentes regimes de déficit hidrico.
O experimento foi conduzido ao longo de trés geracOes (Parental, F1 e F2) para avaliar a persisténcia
e 0s impactos intergeracionais dessa memoria. Os resultados demonstraram que a exposicao repetida a
seca influenciou pardmetros como potencial hidrico, condutancia estomatica e trocas gasosas,
evidenciando adaptagdes que contribuiram para maior eficiéncia no uso da dgua. No entanto, em alguns
casos, a repeticdo do estresse resultou em respostas desadaptativas, tornando as plantas mais
vulneraveis em geragdes subsequentes. Alem disso, observou-se que a intensidade e 0 momento do
déficit hidrico foram determinantes para a manutencao ou perda da memoria do estresse, sugerindo que
a adaptacdo ao estresse hidrico pode ser tanto benéefica quanto prejudicial, dependendo do historico
ambiental da planta. Esses achados ressaltam a importancia de estratégias de manejo agricola que levem
em conta a memdria intergeracional da seca, bem como o desenvolvimento de cultivares mais
resilientes as mudancas climaticas. Compreender como a memoria da seca influencia a resposta das
plantas pode ser um passo fundamental para mitigar os impactos do estresse hidrico na producgéo

agricola.

Palavras-chave: estresse hidrico, resiliéncia vegetal, produtividade agricola.



ABSTRACT

Drought is one of the main challenges faced by modern agriculture, significantly impacting crop
productivity. This study investigated the ability of soybean (Glycine max) to develop stress memory
over multiple generations by assessing physiological, biochemical, and anatomical responses in plants
subjected to different water deficit regimes. The experiment was conducted over three generations
(Parental, F1, and F2) to evaluate the persistence and intergenerational impacts of this memory. The
results demonstrated that repeated exposure to drought influenced parameters such as water potential,
stomatal conductance, and gas exchange, revealing adaptations that contributed to greater water use
efficiency. However, in some cases, repeated stress resulted in maladaptive responses, making plants
more vulnerable in subsequent generations. Additionally, it was observed that the intensity and timing
of the water deficit were crucial for the maintenance or loss of stress memory, suggesting that
adaptation to water stress can be both beneficial and detrimental, depending on the plant’s
environmental history. These findings highlight the importance of agricultural management strategies
that consider intergenerational drought memory, as well as the development of more resilient cultivars
to cope with climate change. Understanding how drought memory influences plant responses can be a

key step in mitigating the impacts of water stress on agricultural production.

Keywords: water stress, plant resilience, agricultural productivity.



1 INTRODUCAO

Nos Gltimos anos, a superficie da Terra tem se aquecido de forma crescente, resultando em
um clima inconstante que pode gerar mudangas climéticas extremas e, muitas vezes, inesperadas,
como periodos de seca cada vez mais frequentes (Rossi et al., 2023). A seca é um evento climéatico
que afeta todos os ecossistemas, sendo caracterizada por um periodo em que a precipitagdo € inferior
a média de longo prazo, resultando na escassez de &gua (Tomasella et al., 2023). Periodos de seca
podem acarretar grandes impactos na agricultura, na producdo de energia hidrelétrica e no
abastecimento de agua (Anderson et al., 2016). No Brasil, conforme demonstrado pelo Sistema
Brasileiro de Monitoramento de Secas (Monitor de Secas, 2024), em agosto de 2024, na Regiédo
Centro-Oeste do Brasil, o agravamento dos indicadores e as anomalias negativas de precipitacéo
resultaram no avanco da seca moderada no norte de Mato Grosso e nas regides norte e sul de Mato
Grosso do Sul. Além disso, registrou-se o avanco da seca grave no sul, oeste e noroeste de Goias, no
sul e oeste de Mato Grosso e no nordeste e oeste de Mato Grosso do Sul. Esses resultados néo
representam um evento isolado. De fato, nos ultimos cinco anos, Goias enfrentou um cenario de seca
marcado por variacOes de intensidade e distribuicdo geografica, refletindo o impacto das mudangas
climaticas na regido. Em 2020, 2021 e 2023 a seca grave afetou principalmente o Sudeste e varias
areas centrais do estado, com impactos de longo prazo em grande parte do territorio. Esse panorama
evidencia que, ao longo dos anos, 0s impactos da seca se tornaram mais abrangentes, exigindo acdes
coordenadas de mitigacdo e adaptacdo para minimizar as consequéncias sociais, econémicas e
ambientais no estado (Monitor de Secas, 2024).

A agricultura é uma das areas mais impactadas pela seca em escala global, causando
inseguranca alimentar, econdmica e instabilidade social (Cui et al., 2021). A soja, uma das
leguminosas mais produzidas e consumidas mundialmente, cultivada principalmente em regides
tropicais, subtropicais e temperadas, exige um grande volume de &gua para seu crescimento e
desenvolvimento e, por isso, quando afetada pela seca, pode ter sua produtividade reduzida em até
50%, causando prejuizos significativos aos produtores e a populacdo em geral (Arya et al., 2021). No
Brasil, segundo a CONAB (CONAB-Brazilian National Food Supply Agency [Companhia Nacional
do Abastecimento], 2024), na safra de soja 2023/24 0 Mato Grosso, responsavel por 27% da producgéo
nacional, enfrentou instabilidades climaticas durante o plantio, com chuvas irregulares e altas
temperaturas. Assim como em outros estados, o plantio foi atrasado pela demora na regularizacao das
precipitacdes, e as lavouras sofreram com altas temperaturas e veranicos até o final de dezembro, o
que resultou no replantio de uma parte consideravel das areas ja semeadas. As adversidades climaticas

observadas na maioria das regides resultaram em uma reducdo de 7,23 milhdes de toneladas em
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relacdo ao periodo em relacdo a safra 2022/23, ainda que a area de plantio tenha aumentado em 1,27
milh&o de hectares.

O fornecimento limitado de &gua influencia negativamente a fisiologia, o metabolismo e a
produtividade das plantas (Lai et al., 2024). A secagem do solo é classificada como um dos fatores
primarios na reducgdo da transpiracéo, influenciando o fluxo continuo de agua no sistema solo-planta-
atmosfera durante periodos de seca e modificando os gradientes de potencial hidrico, sendo o
potencial hidrico da folha (ywina) completamente dependente tanto do potencial hidrico no solo (ysolo)
quanto das condutividades hidraulicas dos diferentes elementos, como solo, interface raiz-solo, raiz,
xilema e folha (Abdalla & Ahmed, 2021). O estudo proposto por Sperry & Love (2015), onde foi
utilizado um modelo hidraulico para observar a regulamentacéo dos estbmatos em plantas expostas a
seca, demostrou que a regulacdo negativa dos estdmatos em condigdes de seca previne uma reducao
excessiva do potencial hidrico da folha, impedindo que este atinja niveis associados a uma taxa critica
de transpiracdo. De modo geral, a adaptacdo das plantas ao déficit hidrico comeca com a ativagéo de
processos como o fechamento dos estdmatos, regulado pelo acido abscisico, e o ajuste osmético, que
ocorre por meio do acumulo de diferentes compostos osmoprotetores (Vital et al., 2022).

O aumento na geracao de espécies reativas de oxigénios (ROS) é uma alteracdo muito comum
em plantas expostas a seca e resulta em uma série de danos as principais macromoléculas celulares,
como os lipideos de membrana (Tardieu et al., 2024). O malondialdeido (MDA), um subproduto da
peroxidacdo lipidica, € amplamente utilizado como marcador bioquimico de estresse oxidativo (Xia
et al., 2014). As plantas apresentam sistemas de eliminacdo de ROS, os quais incluem mecanismos
enzimaticos e ndo enzimaticos, sendo que as principais enzimas que atuam na defesa contra danos
oxidativos incluem superéxido dismutase (SOD), peroxidase (POD) e catalase (CAT), entre outras
(Fu et al., 2023; Tardieu et al., 2024; Xia et al., 2014). Em um estudo realizado por Dong et al.,
(2019), demonstrou-se que a exposicdo a seca inibiu o crescimento em altura e na area foliar,
especialmente sob condicGes de estresse severo e prolongado, além disso, observou-se uma reducao
no conteudo de clorofila e um aumento nos danos oxidativos, onde foi investigado os efeitos do
estresse hidrico em diferentes estagios de crescimento da soja e a recuperacdo apos a reidratacao.

A extensdo e a intensidade dos danos causados pelo estresse hidrico dependem da espécie
vegetal e da intensidade e nUmeros de secas a que as plantas sdo expostas (Santos, 2021). Diferentes
estudos tem evidenciado que a exposicdo recorrente a ciclos de déficit hidrico pode aumentar a
efetividade da resposta ao estresse. Segundo Medina et al., (2023), apds retornar a irrigacao, as plantas
que passaram por estresse hidrico recorrente (dois ciclos de seca) se recuperam e apresentaram um
rendimento efetivo superior as plantas que enfrentaram o estresse hidrico apenas uma vez. Esses

resultados indicam a capacidade das plantas de soja em se recuperar e manter seu desempenho
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produtivo mesmo apds periodos de estresse hidrico, demonstrando a existéncia de "memdoria a seca"
que contribui para a sua adaptabilidade e resisténcia. Outro estudo realizado por Sintaha et al. (2022)
demostrou que a pré-exposicdo a seca altera a expressao génica e aumenta a tolerancia ao déficit
hidrico, aumentando em 14% a sobrevivéncia das folhas quando a planta foi exposta ao estresse pela
segunda vez. As respostas desencadeadas pela seca podem, inclusive, serem repassadas a progénie,
processo conhecido como meméria intergeracional (transmitida diretamente da linhagem parental
para a primeira geracdo da progénie) e transgeracional (quando a memoria é passada para além da
primeira geragdo) (Oberkofler et al., 2021). Nesses processos, as plantas-filhnas comumente se tornam
mais resistentes a possiveis estresses futuros do que a linhagem parental (Megha et al, 2022). A
transmissdo da memoria esté relacionado a alteracdes epigenéticas, tais como modificacbes no padréo
de acetilacdo e/ou metilacdo do DNA e nas histonas (Alves de Freitas Guedes et al., 2019). Apesar
desses resultados promissores, no entanto, o efeito contrario também ja foi observado, tendo sido
constatado que a exposicdo de plantas a estresses recorrentes aumenta a sensibilidade ao agente
estressor. Nesse caso o termo mais comumente utilizado é “legado da seca” e, quando resulta em
respostas desadaptativas, pode ser vantajoso recorrer a mecanismos de redefinicdo (Alves de Freitas
Guedes et al., 2019). Este ultimo processo, em que a memoria ndo € consolidada, é chamado de
reinicializacdo e é possivel porque as alteracGes epigenéticas, apesar de poderem ser herdadas, séo
reversiveis (Guedes et al., 2019; Bilichak & Kovalchuk, 2016; Crisp et al., 2016).

A memoria intergeracional ja foi observada para algumas cultivares de soja. Por exemplo, a
exposicdo da soja a temperaturas elevadas durante o enchimento de grédos reduziu significativamente
a taxa de germinacdo na geracdo seguinte, especialmente sob condi¢des extremas de temperatura
(Alsajri et al., 2022). Da mesma forma, a restricao hidrica nas plantas-mée resultou em sementes com
menor qualidade e menor capacidade de germinar e crescer em condicGes de déficit hidrico, indicando
que o ambiente parental molda a resiliéncia dos descendentes (Wijewardana et al., 2019). Esses
efeitos estdo associados a mudancas fisiologicas e bioquimicas, como alteracfes no armazenamento
de reservas nas sementes e possiveis modificacBes epigenéticas, que podem regular a expressdo de
genes envolvidos na resposta ao estresse. Ainda ndo se sabe, no entanto, se essa memoria
intergeracional perdura ao longo de vida da planta para além da germinacdo da semente, nem quais
variaveis fisioldgicas estdo envolvidas nesse processo ou durante quanto tempo essa memoria persiste
entre os descendentes. No entanto, mesmo sem respostas tdo claras, a memdria tem sido proposto
COmo um mecanismo promissor para a obtencao de cultivares mais tolerantes aos estresses (Auge et
al., 2023; Liu et al., 2022) o que torna essencial que estudos aprofundados sejam realizados a fim de
confirmar ou refutar essa possibilidade. Com base nestes fatos, neste trabalho analisamos as respostas

ao estresse em plantas de soja submetidas a seca ao longo de trés geracdes, visando identificar a
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existéncia da memoria a seca, os seus efeitos fisioldgicos e manutencdo ao longo das geracbes. A
hipoOtese deste estudo € que a exposicdo repetida de plantas de soja a periodos de seca estimula tanto
a formacdo de uma memoria de estresse quanto adaptagdes transgeracionais. Supde-se que, ao longo
de uma mesma geracdo, plantas expostas a sucessivos ciclos de seca possam apresentar respostas
mais rapidas e eficazes a novos eventos de estresse, e que essa habilidade € repassada e se mantém

na progénie.

2 Material e métodos

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do Laboratério de Estudos Aplicados a
Fisiologia Vegetal (LEAF), situado no Instituto Federal Goiano, Campus Rio Verde — GO, Brasil
(17°48'18.33" de latitude sul e 50°54'0.04" de longitude oeste e 748 m de altitude), entre os meses de
setembro de 2023 a novembro de 2024. A soja foi utilizada como planta modelo para estudo dos
efeitos intergeracionais da seca devido a sua importancia para a economia nacional e a baixa taxa de
polinizagdo cruzada (proxima a 1%). Com efeito, a fertilizag&o das flores de soja geralmente ocorre
um dia antes ou no proprio dia da abertura da flor, 0 que garante que alteracdes observadas nas
proximas geracbes (aqui chamadas de geracdo F1 e F2) ndo sdo consequéncia de variabilidade
genética resultante da fecundacao cruzada. Foram utilizadas sementes de soja da cultivar DM 73i75
RSF IPRO, fornecidas pela empresa DONMARIO Sementes para o plantio da primeira geracao
(geracdo parental). As sementes foram inoculadas com Rhizobium e Azospirillum e posteriormente
semeadas em substrato composto por solo e areia na propor¢do 2:1, foram utilizados vasos de PVC
com capacidade para dez litros. A acidez do solo foi corrigida com calcario dolomitico e
posteriormente adubado de acordo com a anélise do solo e recomendacao da cultura, para isso foi
utilizado adubo organomineral formulacdo NPK 5-16-02. A determinacdo da capacidade de campo

foi realizada por meio de uma curva de retencao de agua no solo.
As plantas de soja foram cultivadas por trés geracdes: parental (P), F1 e F2.
Na geragdo parental foram impostos os seguintes tratamentos:
T1 - Controle (CT) — plantas irrigadas préximas a 100% da capacidade de campo;
T3 — Déficit hidrico (1DH) - plantas submetidas ao déficit hidrico (35% da CC) em V5;
T3 — Déficit hidrico (2DH) — plantas submetidas ao déficit hidrico (35% da CC) em V5 e R5.

Para a segunda geracdo (geracdo F1), as sementes foram provenientes da geracdo parental e

as plantas foram expostas ao déficit hidrico no estagio R1 (10 dias a 35% da CC) ou conduzidas
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irrigadas préximo a 100% da capacidade de campo durante todo o ciclo, dando origem aos seguintes

tratamentos:

T1 - CTCT - Plantas que nao foram submetidas ao déficit hidrico em nenhuma das duas geracfes
(P) e (F1);

T2 — DHCT - Plantas submetidas ao déficit hidrico apenas na geracdo parental;
T3 — CTDH - Plantas submetidas ao déficit hidrico apenas na geragéo F1,;
T4 — DHDH - Plantas submetidas ao déficit hidrico em ambas as geracdes (P e F1).

Para terceira geracao (geracgdo F2), as sementes foram provenientes da geragdo F1 e as plantas
foram expostas ao déficit hidrico no estadgio R1 (10 dias a 35% da CC) ou conduzidas irrigadas
proximo a 100% da capacidade de campo durante todo o ciclo, dando origem aos seguintes

tratamentos:

T1 - CTCTCT - Plantas que ndo foram submetidas ao déficit hidrico em nenhuma das geracgdes (P,
F1e F2);

T2 — DHCTCT - Plantas submetidas ao déficit hidrico apenas na geracdo parental;

T3 — DHDHCT - Plantas submetidas ao déficit hidrico na geracdo parental e geracéo F1;
T4 — CTDHCT - Plantas submetidas ao déficit hidrico apenas na geracao F1;

T5 — DHCTDH - Plantas submetidas ao déficit hidrico na geracdo parental e F2;

T6 — CTCTDH - Plantas submetidas ao déficit hidrico apenas na geracao F2;

T7 — CTDHDH - Plantas submetidas ao déficit hidrico na geracdo F1 e F2.

T8 — DHDHDH - Plantas submetidas ao déficit hidrico nas trés geracdes, geracao parental, F1 e F2.

T1 - Controle T3-IDH T2-2DH
(CT) (1 ciclo de seca) (2 ciclos de seca) -
Geragdo Parental (P)
! I
[ | ]
TI-CTCT T2 - DHCT T3 - CTDH T4- DHDH
(CT(P) e CT (F1)) (DH (P) e CT (F1)) (CT (P) ¢ DH (FI)) (DH (P) e DH (F1)) Geraciio FI
| = i |
I I I |
Tl -CTCTCT T2- DHCTCT T5- DHCTDH T6 - CTCTDH

(CT (P), CT (FI) e CT (F2))

T3 - DHDHCT
(DH (P), DH (F1) e CT (F2))

(DH (P), CT (F1) e CT (F2))

T4 - CTDHCT
(CT (P), DH (F1) e DH (F2))

(DH (C), CT (F2) e DH (F2))

(CT (P), CT (F1) ¢ DH (F2))

T7- CTDHDH
(CT (P), DH (F1) e DH (F2))

T8 - DHDHDH
(DH (P), DH (F1) e DH (F2))

Geragio F2
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Figura 01. A imagem representa os diferentes tratamentos aplicados as plantas de soja ao longo de
trés geracdes (Parental, F1 e F2). Na geracédo parental (P), os tratamentos foram: T1 — Controle (CT),
com plantas irrigadas a 100% da capacidade de campo; T2 — Déficit hidrico (1DH), com plantas
submetidas ao déficit hidrico (35% da capacidade de campo) no estagio V5; e T3 — Déficit hidrico
(2DH), com déficit hidrico em dois estagios (V5 e R5). Na geracdo F1, derivada das sementes da
geracdo parental, os tratamentos foram: T1 — CTCT, com plantas irrigadas em ambas as geracoes (P
e F1); T2 — DHCT, com déficit hidrico apenas na geracdo parental; T3 — CTDH, com déficit hidrico
apenas na geracao F1; e T4 — DHDH, com déficit hidrico nas duas geracGes (P e F1). Para a geracdo
F2, originada das sementes da geracdo F1, os tratamentos aplicados foram: T1 — CTCTCT, com
irrigacdo total em todas as geragdes (P, F1 e F2); T2 — DHCTCT, com déficit hidrico apenas na
geracdo parental; T3 — DHDHCT, com déficit hidrico nas geragdes parental e F1; T4 — CTDHCT,
com déficit hidrico na geracdo F1; T5 — DHCTDH, com déficit hidrico nas geracdes parental e F2;
T6 — CTCTDH, com déficit hidrico apenas na geracdo F2; T7 — CTDHDH, com déficit hidrico nas
geracOes F1 e F2; e T8 — DHDHDH, com déficit hidrico em todas as trés geracoes (P, F1 e F2).

As condicdes de cultivo e as analises realizadas em cada geracao estdo descritas nas secoes a

sequir.

2.1 Geracao parental

Na primeira etapa do experimento, realizada entre setembro de 2023 e fevereiro de 2024, para
o plantio da geracdo parental, os vasos foram dispostos em uma bancada, e as plantas foram
submetidas aos seguintes tratamentos: controle (C), com plantas irrigadas continuamente para manter
a umidade do solo proxima a capacidade de campo; 1 déficit hidrico (1DH), com plantas expostas a
um ciclo de seca; e 2 deéficits hidricos (2DH), com plantas submetidas a dois ciclos de seca. O déficit
hidrico foi imposto por meio da suspensédo da irrigacao até que a umidade do solo atingisse 35% da
agua disponivel em relacdo a capacidade de campo. As plantas permaneceram nessa condicao de
estresse hidrico por 10 dias, quando foram avaliados os parametros fisioldégicos e biométricos. As
plantas submetidas a apenas um ciclo de seca foram avaliadas no estagio reprodutivo (R5), enquanto
aquelas que passaram por dois ciclos foram analisadas nos estagios vegetativo (V5) e reprodutivo
(R5). Apds as avaliacGes, as plantas foram reidratadas até que a umidade do solo retornasse a
capacidade de campo, e a recuperacdo foi considerada completa quando as trocas gasosas se
equipararam as das plantas controle. Durante o intervalo entre os ciclos de seca e ao término do
periodo de estresse, as plantas permaneceram hidratadas até completarem seu ciclo, permitindo a

coleta de sementes para o plantio da geragéo F1.
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Figura 02. A imagem apresenta o delineamento experimental da geracdo parental (P), com trés

tratamentos distintos. No Tratamento 1 (T1) — Controle (CT), as plantas foram irrigadas regularmente,
mantendo cerca de 100% da capacidade de campo durante todo o ciclo. No Tratamento 2 (T2) —
Déficit hidrico (1DH), as plantas foram submetidas a um ciclo de déficit hidrico, reduzindo a irrigacao
a 35% da capacidade de campo no estagio vegetativo V5. Ja no Tratamento 3 (T3) — Déficit hidrico
(2DH), as plantas enfrentaram dois ciclos de seca, com irrigacao reduzida a 35% da capacidade de
campo nos estagios V5 e reprodutivo R5. Este delineamento permite avaliar as respostas fisiologicas

e estruturais das plantas de soja em diferentes condi¢6es de disponibilidade hidrica.

2.2 Geragao F1
A segunda etapa do experimento ocorreu entre marco de 2024 e junho de 2024, utilizando

sementes produzidas pela geracdo parental para o plantio da segunda geracéo (F1). Foram utilizadas
sementes coletadas no controle (CT) ou nas plantas que passaram por dois ciclos de seca (DH). Os
tratamentos aplicados foram: (CTCT), (DHCT), (CTDH) e (DHDH) (Figura 3). Para cada tratamento,
a primeira letra significa a condi¢do de cultivo da geracdo parental (CT — irrigada; ou DH — seca),
enquanto a segunda letra indica a condicdo de cultivo da geracdo F1. O estresse hidrico foi novamente
imposto suspendendo-se a irrigacdo até que a umidade do solo atingisse 35% da agua disponivel em
relacdo a capacidade de campo. As plantas permaneceram sob essa condicéo por 10 dias, sendo entdo
avaliados parametros fisioldgicos, bioquimicos e biométricos. No caso das plantas expostas a apenas
um ciclo de seca, as avaliagbes ocorreram no estagio reprodutivo (R1). Apds as andlises, a irrigacao

foi retomada até que a umidade do solo atingisse novamente a capacidade de campo, sendo a
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recuperacdo confirmada quando as trocas gasosas retornaram aos niveis observados nas plantas
controle. Durante o periodo entre os ciclos de seca e ao final do estresse, as plantas foram mantidas
hidratadas até completarem seu ciclo, possibilitando a colheita de sementes para o plantio da geracéo
F2.

CTCT
(CT (P) e CT (F1))

DHCT
(DH (P) e CT (F1))

CTDH
(CT (P) e DH (F1))

DHDH
(DH (P) e DH (F1))

Figura 03. A imagem apresenta o delineamento experimental da geracdo F1, cujas plantas foram
originadas das sementes da geracdo parental e submetidas a diferentes condi¢cdes hidricas. No
Tratamento 1 (T1) — CTCT, as plantas foram irrigadas regularmente, mantendo cerca de 100% da
capacidade de campo em ambas as geracOes (Parental e F1). No Tratamento 2 (T2) — DHCT, as
plantas passaram por déficit hidrico apenas na geracdo parental, sendo irrigadas normalmente na
geracdo F1. Ja no Tratamento 3 (T3) — CTDH, as plantas foram irrigadas durante a geracdo parental,
mas submetidas a déficit hidrico (35% da capacidade de campo) na geracdo F1. Por fim, no
Tratamento 4 (T4) — DHDH, as plantas foram submetidas ao déficit hidrico nas duas geracfes
(Parental e F1), passando por condi¢des de baixa disponibilidade de agua durante todo o experimento.
Este delineamento permite avaliar como o historico de seca em geracdes anteriores afeta a resposta

das plantas na geragéo seguinte.
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2.3 Geragao F2

A terceira e Ultima etapa do experimento foi realizada entre agosto de 2024 e novembro de
2024, utilizando sementes produzidas pela geracdo F1, para o plantio da terceira geracdo (F2). As
plantas foram submetidas a oito diferentes combinagdes de tratamentos: CTCTCT, CTDHCT,
DHCTCT, DHDHCT, CTCTDH, CTDHDH, DHCTDH e DHDHDH (Figura 4). Para cada
tratamento, a primeira letra significa a condicao de cultivo da geracédo parental (CT — irrigada; ou DH
—seca), a segunda letra indica a condicao de cultivo da geracéo F1 e, finalmente, a terceira letra indica
a condicdo de cultivo da geracdo F2. O estresse hidrico foi imposto de forma semelhante as etapas
anteriores, suspendendo-se a irrigacdo até que a umidade do solo chegasse a 35% da agua disponivel.
As plantas permaneceram nessa condi¢cdo por 10 dias, e os parametros fisioldgicos, bioquimicos e
biométricos foram avaliados. As plantas submetidas a um Unico ciclo de seca foram analisadas no

estagio reprodutivo (R1).
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Figura 04. A imagem ilustra o delineamento experimental aplicado as plantas da geracdo F2,

¥
{

originadas das sementes da geragdo F1. No Tratamento 1 (T1) — CTCTCT, as plantas foram irrigadas
regularmente, mantendo cerca de 100% da capacidade de campo em todas as geragdes (P, F1 e F2).

No Tratamento 2 (T2) — DHCTCT, as plantas passaram por déficit hidrico somente na geracéo
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parental, sendo irrigadas nas geracdes F1 e F2. O Tratamento 3 (T3) — DHDHCT envolveu plantas
expostas ao déficit hidrico nas geracGes parental e F1, mas irrigadas na geracdo F2. No Tratamento 4
(T4) — CTDHCT, o déficit hidrico foi aplicado apenas na geracdo F1, enquanto as demais geragdes
foram irrigadas. No Tratamento 5 (T5) — DHCTDH, o déficit hidrico foi imposto nas geracGes
parental e F2, com irrigacdo na geracdo F1. O Tratamento 6 (T6) — CTCTDH abrange plantas com
irrigacdo nas geracoes parental e F1, mas submetidas ao déficit hidrico na geracéo F2. Ja o Tratamento
7 (T7) — CTDHDH exp6s as plantas ao déficit hidrico nas geragdes F1 e F2, mas com irrigagdo na
geracdo parental. Por fim, no Tratamento 8 (T8) —- DHDHDH, as plantas foram submetidas ao déficit
hidrico em todas as trés geraces (P, F1 e F2). Este delineamento permite investigar os efeitos

cumulativos e transgeracionais do deficit hidrico no desenvolvimento das plantas.

3 Andlises
3.1.1 Trocas gasosas

Para avaliar o funcionamento fisioldgico das plantas, os parametros de trocas gasosas, como
a taxa de assimilacdo liquida do carbono (A), a condutéancia estomatica (gs), a taxa transpiratoria (E)
e a relacdo entre a concentracdo interna e a concentracdo ambiente de CO. (Ci/Ca), foram
determinados no inicio da manhd (08:00h as 09:30h) com o uso de um analisador de gases por
infravermelho (LI-6800, Licor Inc., Nebraska, EUA).

3.1.2 Potencial hidrico (Vv)

O potencial hidrico foliar foi determinado em folhas individuais de cada um dos tratamentos
ao final do periodo de déficit hidrico, utilizando uma bomba de presséo do tipo Scholander, tanto na
antemanha (entre 04:30 h e 05:30 h) (Wam) quanto ao meio-dia (Wmad).

3.1.3 Condutividade hidraulica de planta (Kpiant)

A condutividade hidraulica da planta foi avaliada em plantas mantidas a 100% do volume de
campo, seguindo 0 método proposto por (Sperry et al., 2003). A partir disso, a transpiracdo diaria da
planta (Ed) foi calculada gravimetricamente (Silva et al., 2013) e depois dividida pelo gradiente entre

o potencial hidrico do solo e o potencial hidrico foliar conforme a seguinte férmula:

Kplant =FEd/ (Sysolo - lpfolha)
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3.1.4 Condutividade hidraulica foliar (Kieaf)

Para medir a variagcdo diurna na condutancia hidréaulica foliar (ki) de folhas expostas ao sol,
foi utilizado o método de fluxo evaporativo in situ (in situ EFM) na espécie analisada. O valor de Kieaf
foi calculado da seguinte forma (Simonin et al., 2015):

kleaf = E/AWstem-leaf

onde E ¢ a taxa de transpiracdo (mmol m2s™), e A%cuiefolha € @ diferenca entre o potencial
hidrico do xilema do caule (Wcaule; MPa) e da folha potencial hidrico (Wfina; MPa) (Simonin et al.,
2015).

3.1.5 Condutividade hidraulica do caule (Kstem)

A condutividade hidraulica de segmentos caulinares (Kstem) de soja foi determinada com o
auxilio de um sistema de fluxo, seguindo a metodologia proposto por Torres-Ruiz et al. (2014). Onde,
foi monitorada constantemente a massa de solucdo fluindo por unidade de tempo através dos
segmentos, com o0 uso de pipetas volumétricas. Este valor, juntamente com a pressao aplicada e o
comprimento do segmento utilizado, foram utilizados para a obtencdo da condutividade hidraulica

(K) baseando-se na seguinte formula:
K (Kg m s MPa™) = fluxo (Kg s*) x comprimento do caule (m)/pressio aplicada MPa)

Os valores de K foram utilizados para o calculo da condutividade hidraulica especifica do

caule (Kstem).

3.1.6 Curvas pressao-volume

Inicialmente, a coleta do material foi realizada no final da tarde do dia anterior as medicdes.
As folhas das plantas selecionadas foram colhidas e deixadas para reidratar ao longo da madrugada,
assegurando condicdes ideais para as analises. No procedimento experimental, para cada folha, um
saco plastico previamente pesado e identificado foi preparado. Na manhd seguinte, utilizando uma
navalha, um corte foi feito na base do peciolo para remover a folha do caule. A area foliar de cada
folha foi medida neste momento. Em seguida, o potencial hidrico (¥ folha) foi determinado com o
auxilio de uma bomba de Scholander. A folha foi entdo colocada dentro do saco plastico e pesada em
uma balanca de precisdo. Apos isso, a folha foi retirada do saco e deixada para desidratar na bancada.
Depois da desidratacéo, a folha foi ensacada novamente e deixada em equilibrio por pelo menos 10

minutos. O potencial hidrico foi medido novamente e a folha ensacada foi pesada mais uma vez.
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Esses procedimentos foram repetidos, garantindo intervalos de medicéo de 0,3 a 0,5 MPa, até que 0
¥ folha atingisse pelo menos 5 pontos de linearidade ap6s o ponto de perda de turgor.

3.1.7 Conteudo de agua do caule, raiz e folha
O teor de agua nas folhas, no caule e nas raizes foi calculado como a diferenca entre a massa

fresca e a massa seca de cada 6rgao, normalizada pela area correspondente de cada um.

Conteudo de &gua: 100 x (massa fresca — massa seca) / massa seca

3.1.8 Analises Bioquimicas
3.1.8.1 Enzimas do metabolismo antioxidante

Foram determinadas as atividades das enzimas antioxidantes Superoxido Dismutase (SOD),
Catalase (CAT), Peroxidase (POX) e Peroxidase do Ascorbato (APX). Para isso, aproximadamente
0,30g de amostras foliares foram maceradas com nitrogénio liquido e homogeneizadas em tampéao
fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8, EDTA 0,1 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1% para (SOD, EC
1.15.1.1), (POX, EC 1.11.1.7) e (APX, EC 1.11.1.11) (Peixoto et al., 1999; Carlberg e Mannervik,
1985). A seguir, os homogenatos foram submetidos a centrifugacéo a 12.000 g por 15 min, a 4°C,
sendo os sobrenadantes utilizados como extrato enzimatico bruto. Os seguintes meios de reacéo foram
utilizados: tampao fosfato de sodio 50 mM, pH 7,8, metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazolio
(NBT) 75 um, EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 um, para SOD (Giannopolitis e Ries, 1977); tampé&o
fosfato de potéssio 50 mM e H202 12,5 mM, para CAT (Peixoto et al., 1999); tampéo fosfato de
potassio 25 mM, pH 6,8, pirogalol 20 mM e H202 2 mM, para POX (Peixoto et al., 1999); tampé&o
fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0, &cido ascorbico 0,8 mM e H202 1 mM, para APX (Peixoto et al.,
1999). Para determinacdo da SOD as amostras foram iluminadas por 5 min e absorbancia foi lida a
560 nm. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para reduzir em
50% a fotorreducdo do NBT (Giannopolitis e Ries, 1977). As atividades das enzimas POX e APX
foram estimadas pela leitura da absorbancia durante o primeiro minuto de reacdo, nos comprimentos

de onda de 420 e 290 nm, respectivamente (Peixoto et al., 1999).

3.1.8.2 Danos celulares
A concentragdo de aldeido malénico (MDA) foi determinada estimando-se as substancias
reativas ao acido 2-tiobarbitirico (TBA) e expresso em equivalentes de aldeido malénico (Cakmak

& Horst, 1991). O tecido foliar (0,25 g) foi macerado na presenca de nitrogénio liquido e
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homogeneizado com 0,1% (p/v) de &cido tricloroacético (TCA) e 20% de insolavel
polivinilpirrolidona. O homogenato foi centrifugado a 15.000 x g por 15 min a 4°C e adicionada uma
aliquota de 0,5 ml do sobrenadante a 1,5 ml de 0,5% de &cido 2-tiobarbittrico (TBA) (preparado em
20% de TCA). As amostras foram homogeneizadas e a reacdo colorimétrica conduzida a 90 °C por
20 min apos incubacdo em banho-maria. A seguir, as amostras foram imersas em banho de gelo e
clarificadas através de centrifugacdo a 15000 x g por 15 min a 4 °C. A absorbéancia das amostras foi
lida em espectrofotdmetro a 532 nm e a absorbancia inespecifica (660 nm) descontada. A peroxidacdo
de lipidios foi estimada como contetdo total de substéncias reativas ao TBA e expressa como
equivalentes de MDA. O coeficiente de extingdo molar do MDA (155 mM™ cm™) foi utilizado para
os calculos e os resultados expressos como nmol de MDA g MS.

3.1.9 Caracterizacao estomatica

A técnica de impresséo epidérmica foi empregada para avaliar a densidade e o tamanho dos
estdmatos, conforme descrito por McDonald (1977). Para isso, utilizou-se cola instantanea (Super
Bonder®), que foi aplicada em laminas de vidro. Ambas as faces da epiderme das folhas foram
pressionadas contra a cola por alguns segundos, permitindo a transferéncia dos detalhes epidérmicos.
As impressdes obtidas foram capturadas por meio de um fotomicroscopio com aumentos de 100 e
200 um. Em seguida, as analises relacionadas a densidade estomatica e as dimens6es dos estbmatos

foram realizadas utilizando o software Image J.

3.1.10 Potencial osmotico foliar
O potencial osmotico foliar (%) e radicular (Wsradicular) foi determinado utilizando um
osmdmetro de pressdo de vapor (VAPRO 5600), conforme Pask et al. (2012).

3.1.11 Analises estatisticas

Foi realizado um teste de ANOVA em todos os dados, seguido pelo teste Tukey para
comparacdo das medias, utilizando um nivel de significancia de 5%. Além disso, foram conduzidas
andlises de redes de correlacdo para identificar estruturas de correlacédo e padrdes de ligacao entre as
varidveis avaliadas e a tolerancia da soja a seca. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o

programa estatistico Sisvar.
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4 Resultados
4.1  Geragao parental

A geracéo parental da soja, exposta a um (1DH) ou a dois (2DH) ciclos de seca apresentaram
alteracbes em diversos aspectos relacionados as relagdes hidricas. O potencial hidrico, tanto na
antemanhd (¥am) quanto ao meio-dia (¥mgd), diminuiram com a exposicdo ao déficit hidrico,
independentemente do nimero de ciclos aos quais as plantas foram expostas (Tabela 1).

Em relacdo aos parametros de trocas gasosas, por outro lado, foi possivel evidenciar maiores
danos nas plantas expostas a apenas um ciclo de seca, as quais apresentaram menor taxa de
assimilacdo liquida de carbono (A), menor condutancia estomatica (gs) e menor eficiéncia de
carboxilagdo da Rubisco (A/Ci) em comparagdo com o controle. Nas plantas expostas a dois ciclos
de estresse observou-se atenuacdo do efeito do agente estressor sobre 0s processos de trocas gasosas
(Tabela 1). Os demais parametros de trocas gasosas mantiveram-se inalterados entre todos o0s

tratamentos.

Conforme os resultados do potencial hidrico, os parametros de trocas gasosas também foram
influenciados pela seca (Tabela 1). Ndo foram observadas alteracfes na razéo Ci/Ca ou na eficiéncia

no uso da agua (A/E).

Por fim, a restricdo hidrica ndo apresentou grande impacto nos dados da curva de pressdo-
volume, onde apenas o conteudo saturado de agua se alterou durante os tratamentos, sendo maior em
1DH e 2DH. Os valores do potencial osmético na reidratacdo completa I'lo (MPa), ponto de perda de
turgor (WrLe (Mpa)), o conteldo relativo de agua no ponto de perda de turgor (RWCrrp) € 0 médulo

de elasticidade (e) ndo diferiram entre si (Tabela 1).
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Tabela 1. Parametros de potencial hidrico na antemanha (%am (MPa)) e potencial hidrico ao meio-dia (¥md (MPa)), Taxa de Assimilagdo Liquida de Carbono
(4 (umol CO, m? s1)), Condutancia Estomatica (gsw (mol H,O m? s1)), Razdo entre a concentracio interna e a concentracdo ambiente de carbono (Ci/Ca),
Transpiragdo (£ (mol H,O m?s%)), Eficiéncia de uso da agua (4/F), Eficiéncia de Carboxilacdo (4/Ci), potencial osmotico na reidratagdo completa (I'lo (MPa)),
o ponto de perda de turgor (WrLr (Mpa)), contetido de agua saturada (SWC), conteudo relativo de agua (RWCrrp) e modulo de elasticidade (empa) em plantas
controle que ndo passaram por ciclos de seca, plantas que passaram por um ciclo de seca (1DH) e plantas que passaram por dois ciclos de seca (2DH). Médias

seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tratamento Yam ¥md 4 & E CilCa AE A/Ci P, e SWC RWCrp e

CONTROLE -0479 £0.032 -0939+£007a 133302067a 02382001a 4543:011a 0726£001a 294820152 004920002 -1.1052003a -1266+004a 21282012b 90.178+1.01a 9.125z053a
1DH 0758 £005b -1497=0,14b  7990+0357c 0144£003b 2948=045b 071420052 2876+044a 0029+£000b -1061£005a -1282+£004a 274720,09a 88932+258a 7977+192a
1DH 0746 £005b  -14542013b  10769+059b 0,189£002ab 3931£03%9ab 07192£002a 2775+013a 0039£000ab -10482004a -1280£003a 277340122 90315+065a 10503£057a
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4.2 Geragao F1
4.2.1 Potencial hidrico (Vw)

O estresse ao qual a geracéo parental foi submetida impactou a resposta das plantas na Geragéo
F1. Com efeito, embora tanto as plantas CTDH (controle na geracdo parental, com um ciclo de seca
na geracdo F1) quanto DHDH (um ciclo de seca tanto na geracdo parental quanto na F1) tenham

apresentado queda no potencial hidrico, essa queda foi mais intensa quando a geracdo parental
também foi submetida a seca (Fig. 5).

0,0
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-0,4 -

-0,6 =

a

Y md (MPa)

CTCT DHCT CTDH DHDH

Figura 5. Potencial Hidrico ao meio-dia (¥md) em plantas de soja submetidas a diferentes condigdes
de irrigacdo: (CTCT) plantas que ndo foram submetidas a seca em nenhuma das geragdes, (DHCT)
plantas que foram submetidas a seca apenas na geracdo parental, (CTDH) plantas que foram
submetidas a seca somente na geracdo F1 e (DHDH) plantas que foram submetidas a seca nas duas
geracOes. Para cada tratamento, o primeiro par de letras da sigla representa a condicéo de cultivo da
geracdo parental (CT — irrigada; ou DH — seca), enquanto o segundo par representa a condicao a qual
a geracao atual foi submetida. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P <0,05).
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4.2.2 Trocas gasosas

Embora em condigdo irrigada o tratamento da geragdo parental ndo tenha influenciado as
trocas gasosas, ndo sendo observadas diferencas entre os controles (CTCT e DHCT), para as plantas
na seca foi possivel observar mais uma vez um efeito de memoria intergeracional nos dados. A taxa
de assimilacdo liquida de carbono (A) foi reduzida nos dois tratamentos submetidos a seca em
comparagdo ao tratamento controle (Fig. 6). No entanto, o tratamento DHDH apresentou valores de
A significativamente menores do que o tratamento CTDH (Fig. 6A). Esse padrdo néo se refletiu para
as demais variaveis, sendo que a condutancia estomatica (gs) (Fig. 6B), a razdo Ci/Ca (Fig. 6C) e a
transpiracdo (E) (Fig. 6D), embora menores do que nos controles, nao foram diferentes entre CTDH
¢ DHDH. Quanto a eficiéncia de uso da agua (A/E) (Fig. 6E), apenas o tratamento DHDH se diferiu
dos controles, embora tenha sido estatisticamente igual ao CTDH (Fig. 6F). Por fim, a eficiéncia de

Carboxilagdo (4/Ci) foi similar entre todos os tratamentos avaliados.
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Figura 6. Trocas Gasosas em plantas de soja submetidas a diferentes condicGes de irrigacdo: (CTCT)
plantas que ndo foram submetidas a seca em nenhuma das geracdes, (DHCT) plantas que foram
submetidas a seca apenas na geragdo parental, (CTDH) plantas que foram submetidas & seca somente
na geragdo F1 e (DHDH) plantas que foram submetidas & seca nas duas geracdes. Para cada
tratamento, o primeiro par de letras da sigla representa a condigdo de cultivo da geracéo parental (CT
— irrigada; ou DH — seca), enquanto o segundo par representa a condi¢do a qual a geracéo atual foi
submetida. Foram avaliadas as seguintes varidveis: Taxa de Assimilagdo Liquida de Carbono (A) (A),
Condutancia Estomatica (gs) (B), Raz&o entre a concentracdo interna e a concentracdo ambiente de
carbono (Ci/Ca) (C), Transpiragdo (E) (D), Eficiéncia de uso da agua (A/E) (E) e Eficiéncia de
Carboxilacdo (A/Ci) (F). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(P <0,05).
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4.2.3 Condutividade hidraulica do caule (Kstem), folha (Kieaf) € planta (Kpiant)

O evento de restricdo hidrica teve um impacto significativo na condutividade hidraulica do
caule (Kstem). Os tratamentos controle CTCT e DHCT apresentaram os maiores valores de Kstem, Sem
diferenca estatistica entre eles. Por outro lado, as plantas submetidas aos tratamentos CTDH e DHDH,
que passaram por ciclos de seca, apresentaram uma reducdo significativa na condutividade hidraulica,

sendo que esses dois tratamentos néo diferiram entre si (Fig. 7A).

A condutividade hidraulica da folha (Kiear) foi fortemente influenciada pela restricdo hidrica
nos tratamentos CTDH (controle na geracao parental, com um ciclo de seca na geracdo F1) e DHDH
(um ciclo de seca tanto na geragdo parental quanto na F1). Apesar disso, ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre esses dois tratamentos. Por outro lado, no tratamento controle, como
esperado, as plantas que ndo foram submetidas a nenhuma restricdo hidrica apresentaram valores
significativamente maiores de condutividade hidraulica da folha (Fig. 7B).

A condutividade hidraulica das raizes até as folhas (Kpiant) foi significativamente reduzida nos
tratamentos CTDH (controle na geragéo parental, com um ciclo de seca na geragdo F1) e DHDH (um
ciclo de seca tanto na geracdo parental quanto na F1), embora ndo tenham apresentado diferencas
estatisticas entre si. Por outro lado, os tratamentos controle CTCT (plantas que ndo passaram por seca
em nenhuma geracdo) e DHCT (plantas que passaram por seca na geracdo parental, mas ndo na

geracdo F1) exibiram maiores valores de condutividade hidraulica, também sem diferencas
estatisticas entre eles (Fig. 7C).
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Figura 7. Transporte de 4gua: Condutividade hidraulica do caule (Kswem), folha (Kies) € planta (Kpiant)
em plantas de soja submetidas a diferentes condi¢des de irrigagdo: (CTCT) plantas que nao foram
submetidas a seca em nenhuma das geragdes, (DHCT) plantas que foram submetidas a seca apenas
na geragdo parental, (CTDH) plantas que foram submetidas a seca somente na geracao F1 e (DHDH)
plantas que foram submetidas a seca nas duas geragdes. Para cada tratamento, o primeiro par de letras
da sigla representa a condigéo de cultivo da geracdo parental (CT —irrigada; ou DH — seca), enquanto
0 segundo par representa a condicdo a qual a geracdo atual foi submetida. Médias seguidas pela

mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).

4.2.4 Curvas pressao-volume

Os parametros avaliados na curva de pressdo-volume apresentaram respostas diferenciadas
entre os tratamentos. O potencial osmotico na reidratacao completa (I'lo (MPa)) e o potencial hidrico
no ponto de perda de turgor (WrLr(Mpa)) ndo mostraram diferencas significativas entre os tratamentos
CTCT, DHCT, CTDH e DHDH (Fig. 8A e Fig. 8E, respectivamente). O contetdo relativo de dgua
no ponto de perda de turgor (RWC+p) foi maior no tratamento DHCT, seguido por CTCT e DHDH,
enquanto CTDH apresentou o menor valor (Fig. 8B). O conteudo de dgua saturada (SWC) foi mais
baixo no tratamento CTCT em comparacdo aos demais, enquanto DHCT, CTDH e DHDH néo
diferiram estatisticamente (Fig. 8C). A elasticidade da parede celular (¢) foi mais elevada em DHCT,
seguido por CTCT, enquanto os menores valores foram observados em CTDH e DHDH (Fig. 8D).
Por fim, a capacitancia total (Crr) foi significativamente maior em DHCT, intermediaria em CTCT e

menor nos tratamentos CTDH e DHDH, que néo diferiram entre si (Fig. 8F).
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Figura 8. Curvas de pressao-volume em plantas submetidas a diferentes condicdes de irrigacao:

CTCT (plantas que ndo passaram por seca em nenhuma geracdo), DHCT (plantas que passaram por

seca na geracao parental, mas ndo na geragdo F1), CTDH (plantas que passar por seca na geragao F1)

e DHDH (plantas que passaram por seca em ambas as geracOes). Para cada tratamento, o primeiro

par de letras da sigla representa a condicéo de cultivo da geracéo parental (CT — irrigada; ou DH —

seca), enquanto o segundo par representa a condi¢do a qual a geracdo atual foi submetida. Médias

seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).
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4.2.5 Caracterizagdo estomatica

As caracteristicas morfoldgicas das folhas, em relacdo aos estbmatos, foram alteradas em
resposta aos dez dias de seca, apresentando variagGes significativas entre os diferentes tratamentos
analisados (Tabela 2). O tamanho dos estématos (S) foi reduzido nos tratamentos submetidos ao
déficit hidrico na geracdo F2, em ambas as faces foliares. A densidade estomatica (D) também
apresentou reducdo nos tratamentos CTDH e DHDH em ambas as faces da folha. J& os valores de
condutividade estomatica maxima (gwmax) Ndo exibiram diferencas estatisticamente significativas em
nenhum dos tratamentos ou faces foliares. Por fim, o tamanho do par de células-guarda (agc) foi menor

nos tratamentos que enfrentaram déficit hidrico na geracéo F2.

Tabela 2. Caracterizacdo estomética na face foliar abaxial e adaxial em plantas de Glycine max,
submetidas a diferentes condicdes de irrigacdo: (CTCT) plantas que ndo foram submetidas a seca em
nenhuma das geracdes, (DHCT) plantas que foram submetidas a seca apenas na geracao parental,
(CTDH) plantas que foram submetidas a seca somente na geracdo F1 e (DHDH) plantas que foram
submetidas a seca nas duas geracdes. Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P<0,05). Abrevia¢des: tamanho do estomato (S), densidade estomatica (D),

condutividade estomatica maxima (gwmax) € tamanho do par de células-guarda (agc).

Tratamento S (,um-’) D (mm?) Gemar (Mol m? sd) Age (mm?)
CTCT 320,57 =+=528a 286.,7 +£5.35a 00052 =0.01a 00021 =0.00a
Abaxial DHCT 330,71 =7.14a 2885 =6.24a 00064 =0.02a 00021 =0.00a
CTDH 214,14 =16,76b 277.8 +457b 0.0058 =0.,03a 00013 =£000b
DHDH 193,03 =501b 2679 =701b 00056 =0.02a 00012 =000b

Tratamento S (um?) D (mm?) Gomar (mol m™” 5-1) Age (mm?)
CICT 310,52 =0.89a 2888 +£329a 0065 =000a 0.002 =0.00a
Adaxial DHCT 32937 =19.09a 288.6 =534a 0068 =0.0la 0,002 =0.00a
CTDH 19187 =1136b 131.2 =197b 0061 =0,02a 0,001 =000b
DHDH 21420 =657b 1413 =137b 0067 =0,03a 0,001 =000b
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4.2.6 Massa seca raiz e folhas

O evento de restricdo hidrica teve um impacto significativo na massa seca da raiz (Fig. 9A).
Os tratamentos controle CTCT e DHCT apresentaram 0s maiores valores de massa seca de raiz, sem
diferenca estatistica entre eles. Por outro lado, as plantas submetidas aos tratamentos CTDH e DHDH,
que passaram por ciclos de seca, apresentaram uma reducéo significativa na massa seca de raiz, sendo
que esses dois tratamentos ndo diferiram entre si. Em relacdo & massa seca da folha (Fig. 9B), os
tratamentos controle CTCT e DHCT exibiram os maiores valores, sem diferenca estatistica entre eles.
Ja os tratamentos CTDH e DHDH apresentaram os menores valores de massa seca da folha, indicando
0 impacto negativo da restricdo hidrica nesses tratamentos, sendo que esses dois tratamentos também

nao diferiram entre si.
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Figura 9. Massa seca de raiz (A) e folha (B) em plantas de soja submetidas a diferentes condicdes de
irrigacdo: (CTCT) plantas que ndo foram submetidas a seca em nenhuma das geracdes, (DHCT)
plantas que foram submetidas a seca apenas na geracdo parental, (CTDH) plantas que foram
submetidas a seca somente na geracdo F1 e (DHDH) plantas que foram submetidas a seca nas duas
geracOes. Para cada tratamento, o primeiro par de letras da sigla representa a condicdo de cultivo da
geracdo parental (CT — irrigada; ou DH — seca), enquanto o segundo par representa a condicdo a qual
a geracdo atual foi submetida. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P <0,05).

4.2.7 Conteudo de agua, caule e raiz

A restricdo hidrica influenciou de forma significativa o contetdo de agua nas folhas (Fig.
10A). Os tratamentos CTDH e DHDH apresentaram os maiores valores de contetido de agua nas
folhas, sem diferenca estatistica entre eles. Por outro lado, os tratamentos CTCT e DHCT exibiram

valores significativamente menores, também sem diferenca estatistica entre si. No caso do conteudo
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de 4gua do caule (Fig. 10B) e da raiz (Fig. 10C), ndo foram observadas diferencas significativas entre
0s tratamentos. Todos 0s grupos apresentaram valores similares, indicando que esses parametros nao
foram afetados pela restricao hidrica.
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Figura 10. Conteudo de &gua nas folhas (A), caule (B) e raiz (C) em plantas de soja submetidas a
diferentes condi¢es de irrigacdo: (CTCT) plantas que ndo foram submetidas a seca em nenhuma das
geracOes, (DHCT) plantas que foram submetidas a seca apenas na geracao parental, (CTDH) plantas
que foram submetidas a seca somente na geracdo F1 e (DHDH) plantas que foram submetidas a seca

nas duas geragcdes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05).

4.2.8 Dados Bioquimicos

A restricdo hidrica influenciou as atividades bioquimicas analisadas. A atividade da enzima
APX (Fig. 11A) foi maior nos tratamentos CTDH e DHDH, com o maior valor observado no
tratamento DHDH. Os tratamentos CTCT e DHCT apresentaram valores menores, com o menor valor
no tratamento CTCT, sendo esses dois estatisticamente iguais. Para a atividade da enzima POX (Fig.
11B), os tratamentos CTDH e DHDH também apresentaram os maiores valores, sem diferenca
estatistica entre eles, enquanto os tratamentos CTCT e DHCT exibiram valores significativamente
menores, sem diferenca entre si. No caso da atividade da enzima SOD (Fig. 11C), houve diferenca
significativa entre os tratamentos. A atividade da enzima CAT (Fig. 11D) foi significativamente
maior no tratamento DHDH, enquanto os tratamentos CTCT, DHCT e CTDH apresentaram valores
mais baixos e estatisticamente semelhantes entre si. Por fim, os niveis de MDA (indicador de
peroxidacao lipidica, Fig. 11E) foram mais elevados nos tratamentos CTDH e DHDH, com o maior
valor observado no tratamento DHDH. Os tratamentos CTCT e DHCT exibiram os menores valores,

com diferencas estatisticas significativas em relacdo aos demais.
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Figura 11. Atividade das enzimas APX (A), POX (B), SOD (C), CAT (D) e niveis de MDA (E) em

plantas de soja submetidas a diferentes condicfes de irrigacdo: (CTCT) plantas que ndo foram

submetidas & seca em nenhuma das geracdes, (DHCT) plantas que foram submetidas a seca apenas
na geracdo parental, (CTDH) plantas que foram submetidas a seca somente na geragdo F1 e (DHDH)
plantas que foram submetidas a seca nas duas geragdes. Médias seguidas pela mesma letra ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).
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4.2.9 Potencial osmotico

O potencial osmético nas folhas (ws) foi fortemente afetado pela condi¢do hidrica em
diferentes tratamentos. O tratamento DHDH (um ciclo de seca tanto na geragédo parental quanto na
F1) apresentou os valores mais baixos de potencial osmético, indicando uma maior acumulacdo de
solutos, possivelmente como uma resposta adaptativa ao estresse hidrico. Este valor foi
significativamente menor em comparacao aos demais tratamentos, como evidenciado pela letra "a"
na comparacao estatistica. Por outro lado, nos tratamentos CTCT, DHCT e CTDH, que envolvem
diferentes combinacGes de condi¢des hidricas controladas e secas, 0s valores de s foram similares
entre si, com diferencas estatisticamente ndo significativas, marcadas pela letra "b" na figura (Fig.
12).
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Figura 12 — Potencial osmoético em folhas de plantas de soja submetidas a diferentes condi¢des de
irrigacdo: (CTCT) plantas que ndo foram submetidas a seca em nenhuma das geragdes, (DHCT)
plantas que foram submetidas a seca apenas na geracdo parental, (CTDH) plantas que foram
submetidas a seca somente na geracdo F1 e (DHDH) plantas que foram submetidas a seca nas duas

geracdes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).

4.3 Parametros fisioldgicos geracédo F2
Para os parametros potencial hidrico antemanhd, potencial hidrico ao meio-dia, taxa
fotossintética, condutancia estomatica, taxa transpiratoria e eficiéncia de carboxilacdo, os tratamentos
que ndo foram submetidos ao déficit hidrico na geracdo F2 (CTCTCT, CTDHCT, DHCTCT,
DHDHCT) nédo apresentaram diferencas significativas entre si, exibindo valores superiores em
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comparagao aos tratamentos que passaram por seca na geragéo F2 (CTCTDH, CTDHDH, DHCTDH,
DHDHDH), independentemente das condicfes hidricas das geracGes anteriores. Por outro lado, 0s
tratamentos que foram submetidos ao déficit hidrico na geragdo F2 (CTCTDH, CTDHDH, DHCTDH,
DHDHDH) também néo diferiram entre si, mas apresentaram valores inferiores aos tratamentos que
ndo enfrentaram seca nessa geracdo. Em relagdo a eficiéncia do uso da &gua, foi observado um
comportamento inverso. Os tratamentos submetidos a seca na geracdo F2 (CTCTDH, CTDHDH,
DHCTDH, DHDHDH) mostraram maior eficiéncia no uso da agua, sem diferencas significativas
entre si, enquanto os tratamentos que ndo passaram por déficit hidrico (CTCTCT, CTDHCT,
DHCTCT, DHDHCT) apresentaram valores menores, também sem variagdo significativa entre o0s
grupos, a eficiéncia de carboxilagdo também seguiu os mesmos padrdoes dos demais resultados Esses
resultados sugerem que a exposicdo ao estresse hidrico leva as plantas a ajustarem mecanismos que
aumentam a eficiéncia no uso da &gua, mas com prejuizo para outros processos fisioldgicos

relacionados a assimilacéo de carbono (tabela. 3).

Tabela 3. A tabela apresenta dados de parametros fisiologicos, tais como, potencial hidrico na
antemanha (Dam (MPa)) e potencial hidrico ao meio-dia (¥md (MPa)), Taxa de Assimila¢do Liquida de
Carbono (4 (pmol CO; m? s1)), Condutancia Estomatica (gsw (mol H.O m? s1)), Razdo entre a
concentragdo interna e a concentragao ambiente de carbono (Ci/Ca), Transpiragdo (£ (mol H,O m? s
1)), Eficiéncia de uso da agua (4/F), Eficiéncia de Carboxilagdo (4/Ci), medidos em plantas de soja
submetidas a diferentes regimes hidricos ao longo de trés gerac6es: (CTCTCT) plantas controle nas
trés geracdes; (CTDHCT) plantas controle na geracdo parental, submetidas ao déficit hidrico na
geracdo F1 e novamente controle na geracéo F2; (DHCTCT) plantas submetidas ao déficit hidrico na
geracdo parental e irrigadas nas geractes F1 e F2; (DHDHCT) plantas expostas ao déficit hidrico na
geracdo parental e na geracdo F1, mas irrigadas na geracdo F2; (CTCTDH) plantas controle nas duas
primeiras geracdes e submetidas ao déficit hidrico na geracdo F2; (CTDHDH) plantas controle na
geracdo parental e submetidas ao déficit hidrico nas geracdes F1 e F2; (DHCTDH) plantas submetidas
ao déficit hidrico na geracdo parental, irrigadas na geracdo F1 e novamente submetidas a seca na
geracdo F2; e (DHDHDH) plantas submetidas ao déficit hidrico nas trés geracdes. Médias seguidas

pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).

Tratamento ¥ am Y nd A 0s E Ci/Ca AJE A/Ci
CTCTCT -0,17 +0,0la -0,78 +0,02a 20,90 *1,52a 0,86 +0,06a 12,22 +048a 0,86 +0,01a 1,71 +0,12b 0,06 *0,0la
CTDHCT -0,19 +0,0la -0,75 +0,04a 21,20 +0,97a 0,78 +0,06a 1155 +05l1a 0,85 +0,01a 1,84 +0,08b 0,06 *0,00a
DHCTCT -0,18 +0,0la -0,77 #0,04a 23,40 +1,02a 0,94 +0,04a 12,79 *024a 0,86 +0,0la 1,83 0,09b 0,07 +0,00a
DHDHCT -0,19 +0,0l1a -0,71 +0,02a 21,27 +12la 0,81 #0,12a 1154 +1,19a 0,84 +0,02a 1,92 +0,20b 0,07 +0,00a
CTCTDH -0,28 +0,01b -1,23 +0,16b 10,26 +1,39b 0,10 +0,03b 2,24 +061b 0,48 *0,06b 521 +0,65a 0,05 +0,00b
CTDHDH -0,33 0,03b -1,22 +0,11b 9,32 +2,06b 0,10 +0,03b 2,16 +0,62b 053 +0,04b 4,68 +037a 0,04 +0,01b
DHCTDH -0,28 +0,02b -1,09 +0,07b 9,20 +166b 0,08 +0,02b 192 +049b 049 +0,04b 5,08 +0,36a 0,05 =0,01lb
DHDHDH -0,24 +0,03b -1,30 +0,05b 12,78 +1,27b 0,16 +0,03b 344 +058b 0,61 +0,03b 3,90 +0,30a 0,05 +0,00b
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5 Discusséo
5.1 Impacto de ciclos de seca na geragao parental (P)

Ciclos de seca podem prejudicar o rendimento e qualidade da soja e acarretam um perigo
grave para a seguranca alimentar global (Rasheed et al., 2022). Eventos de seca sdo prejudiciais a
biomassa total da planta, condutancia estomatica, propriedades hidraulicas e fisioldgicas e diversas
outras caracteristicas (Basal & Szabd, 2020). Na fase de enchimento de graos, o estresse hidrico reduz
a taxa de crescimento da soja, diminuindo a atividade fotossintética e perturbando a conversdo dos
assimilados em reservas de armazenamento (Wang et al., 2020). Para um melhor entendimento da
funcdo e o fluxo de agua nas plantas e em seu ambiente imediato (solo e atmosfera), é de extrema
importancia compreender e utilizar o conceito de potencial hidrico. O potencial hidrico é medida da
energia livre da agua por unidade de volume e nos fornece o gradiente e taxa de fluxo da dgua no
continuo solo-planta-atmosfera (De Swaef et al., 2022). A diminui¢cdo do potencial hidrico na
antemanhd nas plantas expostas a um (1DH) ou dois (2DH) ciclos de seca indica que o déficit hidrico
afetou significativamente o status hidrico das plantas, independentemente do namero de ciclos de
estresse, refletindo, portanto, a menor disponibilidade de 4gua no solo. A manutencdo de um potencial
hidrico adequado € crucial para a sobrevivéncia das plantas, pois afeta diretamente processos como a

expansdo celular, a abertura estomatica e a fotossintese (Chowdhury et al., 2016).

A alteracdo no potencial hidrico se refletiu também sobre as trocas gasosas das plantas,
embora nesse caso tenha sido possivel observar que plantas expostas a um ciclo de seca sofreram
danos mais severos, com reduc@es significativas na taxa de assimilacdo liquida de carbono, na
condutancia estomatica e na eficiéncia de carboxilacdo da Rubisco. O fechamento estomatico
representa uma das primeiras vias de resposta das plantas a seca, sendo uma aclimatacdo essencial
para manter o potencial hidrico dentre de limites que sustentem o metabolismo vegetal (Alsdurf et
al., 2013). Essa estratégia de conservacdo de agua, no entanto, tem um custo significativo para a
planta no que se refere a producéo de carboidratos. De fato, ao fechar os estdmatos, a planta limita a
entrada de CO-, diminuindo as taxas fotossintéticas (Zhao et al., 2020). A relacdo entre o fechamento
estomatico e a fotossintese durante a seca €, portanto, um equilibrio delicado entre a conservacéo de

agua e a manutencao da atividade fotossintética.

Além dos componentes difusivos, € possivel que a exposicao a seca tenha afetado a atividade
de enzimas do processo fotossintético. A razdo entre a concentracdo interna e a concentragcao
ambiente de carbono (Ci/Ca) (Tabela 1) ndo se diferiu em nenhum dos tratamentos analisados, com
isso, pode-se observar que mesmo com uma queda na condutancia estomatica (gs) (Tabela 1) e
transpiracdo (E) (Tabela 1) ndo houve diferenca na concentragdo de carbono interno (C;) do controle

e das plantas que passaram por um ou dois ciclos de seca (1DH;2DH). Este fato pode ser explicado
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pelo acimulo de CO2 na planta, sendo esse acumulo causado por interrupcdo de uma das etapas do
ciclo do ciclo de ciclo de Calvin-Benson, resultado esse que se assemelha aos estudos de (Junior et
al., (2019b), onde foi observado uma elevagédo na concentragéo interna de carbono (Ci) em plantas de
fava branca, fendmeno relacionado ao fato do CO2 ndo estar sendo fixado na etapa carboxilativa nas
células do mesofilo (Franga et al., 2022). E interessante observar, ainda, que embora plantas 1DH e
2 DH ndo tenham apresentado diferencas no potencial hidrico e em gs, esses tratamentos apresentaram
diferentes taxas fotossintéticas. De forma similar, a razdo A/Ci nas plantas 2DH esteve mais proxima
do controle em comparacdo com os valores observados em 1DH. Esse fendmeno pode ser explicado
por mecanismos de aclimatacdo diferencial, ou meméria a seca, nos quais a exposicdo repetida ao
estresse induz respostas adaptativas, como 0 ajuste na regulacdo estomatica, a otimizacao da alocacao
de recursos e a ativacdo de vias de defesa antioxidante (Medina, da Rocha, et al., 2023).

A avaliacdo de parametros da curva pressao-volume (PV) em plantas em condicédo de restricao
hidrica é fundamental para compreender as respostas de adaptacdo a esse estresse, uma vez que
fornece informacGes sobre as relagdes hidricas das células vegetais. Estudos demonstram que a curva
PV ¢é amplamente utilizada para estimar o ponto de perda de turgor (¥r.p) e 0 potencial osmatico em
plena turgidez (mo), parametros criticos para prever a resiliéncia da planta sob condi¢des de seca
(Ding et al., 2014; Krieg et al., 2019). Dentre todos os parametros analisados, somente o contetdo de
agua saturada (SWC) apresentou maior valor nos tratamentos que passaram por um ciclo de seca
(1DH) e dois ciclos de seca (2DH), se diferindo do tratamento controle que apresentou menor valor
(Tabela 1). SWC reflete a quantidade total de 4gua da folha sob total saturacdo por quantidade de
massa seca (Masumoto et al., 2025). A longevidade de folhas com alto SWC é maior em condicdes
de seca, devido a melhor manutencdo do status hidrico (Bartlett et al., 2012) e, portanto, pode

representar uma aclimatacdo da soja ao déficit hidrico.

Os resultados obtidos na geracdo parental demonstraram a existéncia da memdria a seca nessa
cultivar de soja, a qual se manifestou quando a seca foi imposta para a planta uma segunda vez.
Resultados similares, analisando apenas uma geracdo de soja exposta a ciclos repetidos de déficit
hidrico, ja foram observados para outras cultivares de soja (Alves et al., 2024). Uma pergunta
importante, no entanto, ainda persiste: essa memoria é capaz de ser repassada a progénie e, em caso

positivo, até quando dura essa memoria?

5.2 Memoria intergeracional na soja
As condicdes de cultivo da geracdo parental influenciaram a resposta da geragdo F1 a seca,

sendo possivel observar, nessa geracdo, o impacto da memdria intergeracional. Dessa forma, as
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plantas submetidas ao déficit hidrico na geracdo parental (P) e na geracdo F1 (Fig. 5), especialmente
no tratamento DHDH, apresentaram reducdo significativa no potencial hidrico ao meio-dia (¥md),
diferindo do tratamento CTDH. Diferentes fatores podem ter contribuido para que as plantas
respondessem a seca de forma diferente. Uma das primeiras varidveis que pode influenciar
sobremaneira o potencial hidrico consiste na do transporte de agua nos tecidos vegetais devido a
eventos de embolismo (Al-Yasi et al., 2020). Apesar disso, os parametros de condutividade hidraulica
(Kieaf, Kplant € Kstem) Ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos CTDH e DHDH
(Figuras 7A, B e C), sugerindo que outros fatores fisioldgicos influenciaram o menor ¥md em DHDH.
Além do transporte de agua, outros fatores determinantes do status hidrico celular incluem absor¢éo
de &gua, o acumulo e os processos envolvidos com a perda de dgua (Kim et al., 2012). Em relacdo
aos processos de absorcdo e acumulo de &gua, ndo foram observadas diferencas significativas na
massa seca de raiz e nem no contetdo de agua e capacitancia foliar entre os tratamentos CTDH e
DHDH. De forma similar, a condutancia estomatica e a transpiracdo ndo diferiram entre os
tratamentos em restricdo hidrica, de forma que os processos envolvidos no transporte, acimulo e
perda de agua aparentemente ndo foram fatores determinantes para a diferenca observada no potencial

hidrico.

Os tratamentos analisados neste estudo provocaram mudancas estomaticas em resposta a seca,
evidenciando um mecanismo adaptativo das plantas para reduzir a perda de agua. A diminuigédo do
tamanho e da densidade dos estdbmatos em ambas as faces epidérmicas resultou na reducdo da
condutancia estomatica maxima teorica, fator essencial para otimizar o uso da agua em condicoes de
déficit hidrico (Hasanuzzaman et al., 2023). Essas alteracdes estruturais contribuem para a
manutencdo do potencial hidrico foliar, prevenindo a desidratacdo excessiva dos tecidos e permitindo
a continuidade do metabolismo fotossintético (Xu & Zhou, 2008). No entanto, o estudo indica que,
apesar dessas adaptacdes morfoanatomias, ndo foi possivel detectar um efeito claro da memoria
parental nesse parametro especifico, sugerindo que a resposta estomatica pode estar mais associada
ao estresse hidrico imediato do que a um condicionamento prévio (Tabela 2). Assim, a reducéo na
densidade e no tamanho dos estdbmatos deve ser interpretada como um ajuste rapido da planta a
limitacdo de agua, permitindo um uso mais eficiente dos recursos hidricos sem comprometer a

assimilacdo de carbono (de Sousa et al., 2020).

Ja foi observado que caracteristicas foliares, particularmente aquelas avaliadas por meio de
curvas pressao-volume, apresentam forte influéncia sobre o potencial hidrico vegetal (Leuschner et
al., 2019). Embora a maioria dos parametros de curva p-v ndo tenham se alterado entre os tratamentos
CTDH e DHDH, uma importante alteracdo foi observada no médulo de elasticidade, maior em

DHDH do que em CTDH. O modulo de elasticidade (¢) (fig. 8D) é um parametro fisiolégico crucial
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que reflete a rigidez ou flexibilidade das células vegetais, influenciando diretamente a capacidade das
plantas de manter o turgor e o potencial hidrico sob condi¢cdes de estresse (Feng et al., 2016). Em
plantas com maior mddulo de elasticidade, as paredes celulares sdo mais rigidas, o que significa que
elas resistem mais a deformacéo quando submetidas a mudangas no volume de &gua, o que pode levar
a uma queda mais acentuada no potencial hidrico (Touchette et al., 2014). Em adic¢do, as plantas no
tratamento DHDH também apresentaram menor potencial osmético. O ajustamento osmético € o
processo no qual a planta acumula solutos osmoprotetores em resposta ao estresse hidrico. Esses
solutos, como carboidratos e prolina, auxiliam na manutencao do turgor celular e do equilibrio hidrico
(Al-Yasi et al., 2020). Embora o potencial osmético tambem possa refletir menor contetdo de agua,
é provavel que esse ndo seja 0 caso, ja que nao houve diferenca no contetido de dgua nas folhas entre
os tratamentos CTDH e DHDH. Dessa maneira, 0 histérico de exposi¢cdo a seca na geracao parental
parece ter sido o principal fator envolvido na diminui¢do do potencial osmotico e na alteracdo das
propriedades da parede celular, com consequente aumento no médulo de elasticidade, fatores que,
em conjunto, determinam o menor potencial hidrico em DHDH e apontam para uma estratégia mais
agressiva das plantas em fungdo da condicdo ambiente ao qual as plantas-mée foram submetidas. Essa
estratégia prioriza a maximizagao da absorcao de agua. A medida que o solo seca, o potencial hidrico
do solo diminui, dificultando a absorcdo de agua pelas plantas (Gavrilescu, 2021). A reducdo do
potencial hidrico nas folhas e raizes €, portanto, uma resposta adaptativa que permite a planta manter
um gradiente favoravel para a manutencdo dos processos de absor¢édo de &gua em condicGes de déficit
hidrico (Bhattacharya, 2021). Embora essa estratégia possa resultar em rapida deplecdo da dgua no
solo, pode ser uma resposta importante para culturas que apresentam ciclos de vida curtos, como a
soja (Alves et al., 2024).

As plantas submetidas ao tratamento DHDH na geracdo F1 apresentaram uma reducdo mais
pronunciada na taxa de assimilacdo liquida de carbono (A) do que as plantas no tratamento CTDH
(Figura 6A). A maior queda na capacidade fotossintética ndo pode ser atribuida a limitacdes difusivas,
ja que gs ndo apresentou diferencas significativas em comparacao ao tratamento CTDH (Figuras 6B
e 6D). Esse resultado sugere que o comprometimento na fotossintese pode estar relacionado a
alteracdes internas das células, possivelmente nos cloroplastos, resultando em uma menor eficiéncia
no processo de assimilacdo de carbono (Martin & Ruiz-Torres, 1992).Estudos indicam que a
exposicao repetida a seca pode comprometer a eficiéncia da fotossintese, impactando o crescimento
e 0 desenvolvimento das plantas (Crisp et al., 2016). Além disso, essas respostas podem ser
preservadas ou até intensificadas em geragdes futuras. Pesquisas apontam que a recorréncia do
estresse pode levar a uma maior sensibilizacdo a seus efeitos prejudiciais, resultando na reducgdo da

atividade fotossintética e em disturbios no desenvolvimento vegetal (Auge et al., 2023). Embora os
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efeitos da memdria de curto prazo, como a ativagdo do sistema de defesa diante de estresses bidticos,
sejam bem compreendidos, 0s processos envolvidos na memdria inter e transgeracional,
especialmente em relacdo a fotossintese, ainda necessitam de investigagdes mais aprofundadas para

serem completamente esclarecidos (Jacques et al., 2021).

Em nosso estudo, foi constatado incremento nos niveis de MDA (Fig. 11E) nas plantas do
tratamento DHDH. O acumulo de MDA é um indicativo de estresse oxidativo e esta associado a
ocorréncia de danos em membranas celulares (Sieprawska et al., 2024), o que pode prejudicar varios
processos fisioldgicos, incluindo a atividade fotossintética (Song et al., 2016; Hnilickova et al., 2021).
E provével, portanto, que a menor taxa fotossintética em DHDH seja consequéncia de uma maior
sensibilidade dessas plantas ao agente estressor, 0 que resultou em danos celulares mais extensos e,
consequentemente, em decréscimo na fixagdo de carbono. Essa maior sensibilidade se reflete na
ativacdo do sistema antioxidante que, apesar de mais robusto, ndo foi suficiente para impedir o
aumento no MDA. Com efeito, no tratamento DHDH observou-se aumento na atividade das enzimas
antioxidantes ascorbato peroxidase (APX), superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
peroxidase (POX) (Fig. 11A, B, C e D). Embora incrementos na atividade enzimatica também tenham
ocorrido no tratamento CTDH em comparac¢do com o controle, esse aumento foi menos expressivo
do que o ocorrido em DHDH, com excec¢éo da enzima POX. Curiosamente, a alteracdo na atividade
das enzimas ndo ficou restrita aos tratamentos em déficit hidrico, sendo que aumentos na atividade
da POX e tendéncia de aumento na APX também foram observadas nas plantas DHCT em
comparacdo com CTCT (Fig. 11A e C). Convem salientar que ambos os tratamentos, DHCT e CTCT,
foram cultivados em condicdes irrigadas, mas as sementes que originaram o tratamento DHCT séo
provenientes de uma geracdo parental exposta a seca. A necessidade de um sistema antioxidante mais
robusto mesmo na planta irrigada na geracdo F1 reforca a hipotese de que a condicédo de cultivo da
geracdo parental aumentou a ocorréncia de danos oxidativos na progénie. Esses resultados sdo
distintos do observado por Luki¢ et al., (2023), que demonstrou que mudancas no sistema
antioxidante reduziram o dano oxidativo em descendentes que enfrentaram condicBes de estresse

similares as das geracdes anteriores.

Uma vez demonstrada a existéncia da memoria intergeracional, ainda que como um legado
negativo, resta responder até quando essas alteracdes perduram ao longo de geracfes. Na geracédo F2,
para todas as variaveis analisadas, foi possivel constatar um efeito do déficit hidrico, diminuindo o
potencial hidrico e as trocas gasosas. No entanto, nenhum efeito das condicfes ancestrais de cultivo
foi observado. Esses resultados podem ser devido aos processos de reinicializagdo e descarte da

memoria (Sadhukhan et al., 2022), o qual se tornaram ativos na terceira geracdo e podem ter sido
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influenciados pelo fato de que a memoria intergeracional resultou em menor fitness para a planta
exposta a seca. Alternativamente, é possivel que um nimero maior de eventos de seca, cComo ocorreu
na geracdo parental, seja necessario para que as caracteristicas ambientais desencadeiem alteracdes

que podem ser repassadas a progénie.

6 Conclusoes

Os resultados obtidos neste estudo sobre os efeitos transgeracionais do déficit hidrico em
plantas de soja demonstram que o estresse hidrico recorrente afeta de forma significativa a fisiologia,
0 metabolismo e a estrutura das plantas, tanto na geragao que enfrenta diretamente o estresse quanto
nas geragoes seguintes. No entanto, embora dentro da geracéo parental a exposicéo a ciclos repetidos
de seca resultaram em uma resposta adaptativa positiva, na geracdo F1 a condicédo de cultivo parental
resultou em menor fitnees vegetal, limitando a aplicabilidade da memdria como ferramenta para a
obtencdo de cultivares mais tolerantes. No entanto, na geracdo F2, ndo foram observados efeitos
significativos das condicdes de cultivo ancestrais, sugerindo que a memoria intergeracional pode ser
limitada a uma geracdo subsequente, possivelmente devido a mecanismos de reinicializacdo
epigenética ou a necessidade de estresses repetidos para a manutencdo dessas respostas diferenciais.
Esses resultados destacam a complexidade das respostas da soja ao déficit hidrico e a importancia de
investigar os mecanismos moleculares e fisiolégicos subjacentes a memaria intergeracional. Os
resultados também reforcam a necessidade de adotar estratégias de manejo agricola que levem em
consideracdo o histdrico hidrico das areas cultivadas, visando minimizar os impactos negativos nas

geracOes futuras, sobretudo em um cenario de mudancas climéticas globais.
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