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RESUMO

A soja possui grande importancia no mercado mundial, e para atender a sua
crescente demanda € preciso aumentar a produtividade, que tem se tornado um
desafio em condi¢gdes de auséncia de chuva. Para contornar os efeitos negativos do
déficit hidrico, tem-se adotado praticas agricolas com a aplicagao de bioestimulantes
como os compostos por acidos fulvicos e extrato da alga marinha Ascophyllum
nodosum (L.), que atuam na melhoria do desenvolvimento das plantas em condigbes
estressantes. Neste estudo, objetivou-se compreender como acidos fulvicos e
extrato da alga marinha Ascophyllum nodosum (L.) atuam em conjunto nos
mecanismos fisioldgicos e bioquimicos das plantas e possibilitando a mitigagdo dos
efeitos negativos gerados pelo estresse, e ainda determinar qual formulagcédo e dose
do bioestimulante tem melhor efeito sobre o desenvolvimento de plantas de soja
submetidas ao déficit hidrico. O experimento foi conduzido em casa de vegetacéo,
em vasos contendo 10 kg de solo sob delineamento experimental de blocos
casualizados em fatorial duplo com dois fatores adicionais, com cinco repeticoes e
11 tratamentos constituidos por trés formulagdes do bioestimulante e trés doses
(0,25; 0,50 e 1,0 kg ha™), controle com déficit hidrico e controle sem déficit hidrico.
As plantas foram submetidas a 50% da capacidade de campo por trés dias, em
seguida foram reidratadas e receberam a aplicagao do bioestimulante, com excecéao
dos controles. Foram avaliados parametros de crescimento, fisiolégicos, bioquimicos
e os componentes de produtividade. Todos os tratamentos que receberam a
aplicagao do bioestimulante produziram mais que o controle com déficit hidrico. Nas
plantas com aplicacdo de bioestimulante foram observadas maiores taxas
fotossintéticas, mecanismos protetores mais eficientes, maiores atividades de
enzimas antioxidativas, percepg¢ao do reestabelecimento hidrico mais eficiente e
rapida retomada das atividades metabdlicas apds a suspensio do déficit hidrico. O
bioestimulante aumentou a tolerancia da soja em condi¢des estressantes e reduziu

perdas de produtividade.

Palavras-chaves: Glycine max (L.) Merrill. Estresse abidtico. Bioprotecdo. Efeito

antiestresse. Trocas gasosas. Atividade antioxidante.






ABSTRACT

Soy has great importance in the world market, and to meet its growing demand it is
necessary to increase productivity, which has become a challenge in conditions of
absence of rain. To circumvent the negative effects of the water deficit, agricultural
practices have been adopted with the application of biostimulants such as those
composed of fulvic acids and extract from the seaweed Ascophyllum nodosum (L.),
which act in improving the development of plants in stressful conditions. In this study,
the objective was to understand how fulvic acids and extract of the seaweed
Ascophyllum nodosum (L.) act together in the physiological and biochemical
mechanisms of plants and enabling the mitigation of the negative effects generated
by stress, and also determine which formulation and dose of biostimulant has a
better effect on the development of soybean plants submitted to water deficit. The
experiment was carried out in a greenhouse, in pots containing 10 kg of soil under a
randomized double-block design with two additional factors, with five replications and
11 treatments consisting of three biostimulant formulations and three doses (0.25;
0.50 and 1.0 kg ha-1), control with water deficit and control without water deficit. The
plants were submitted to 50% of the field capacity for three days, then they were
rehydrated and received the application of the biostimulant, with the exception of the
controls. Growth, physiological, biochemical parameters and productivity components
were evaluated. All treatments that received the application of the biostimulant
produced more than the control with water deficit. In plants with the application of
biostimulant, higher photosynthetic rates, more efficient protective mechanisms,
greater activities of antioxidative enzymes, perception of more efficient water
restoration and faster resumption of metabolic activities were observed after the
suspension of water deficit. The biostimulant increased the tolerance of soy under
stressful conditions and reduced losses of productivity.

Keywords: Glycine max (L.) Merrill. Abiotic stress. Bioprotection. Anti-stress effect.

Gas exchange. Antioxidant activity.
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1 INTRODUGCAO

As mudancgas climaticas tém interferido nos sistemas de producgao agricola,
afetando a produtividade e colocando em risco a seguranga alimentar mundial. A
alteracdo no regime de chuvas, com a ocorréncia de estiagens e veranicos nos
locais e épocas de produgao das lavouras é o que mais tem afetado a produtividade
das culturas. Dentre as diversas culturas afetadas pelo déficit hidrico, a soja merece

atencao especial por sua importancia econémica no mercado nacional e mundial.

A cultura da soja possui ampla distribuigdo geografica no Brasil e no mundo, é
cultivada em regides inaptas ao cultivo, como locais com escassez de chuvas e solo
com baixa qualidade. Movimenta a economia mundial, gera diversos empregos e
esta entre as atividades econémicas que mais cresceram nas ultimas décadas. O
Brasil tem se consolidado nos ultimos anos como o segundo maior produtor mundial,
SO nao ocupa o primeiro lugar devido aos danos gerados por problemas climaticos.
Na safra 2019/2020 que esta em curso, ja se calculam prejuizos devido aos atrasos
no plantio, chuvas irregulares e falta de agua em diversas regides do Brasil
(CONAB, 2019).

O Brasil é o maior exportador mundial do complexo soja, € a tendéncia é que
a demanda aumente nos préximos anos. A soja é consumida na alimentagao
humana e animal, matéria prima para diferentes tipos de industrias, é utilizada para
a producao de biodiesel e contribui para a redu¢ao do preco da producao de carne.
Mas para atender a crescente demanda é necessario aumentar a produtividade,

mesmo em condi¢oes de deficiéncia hidrica.

A agua é um fator essencial para o crescimento e desenvolvimento das
plantas, a sua baixa disponibilidade gera um ambiente de estresse e causa diversos
prejuizos, podendo levar a morte do vegetal. O déficit hidrico reduz o crescimento e
a absorcao de nutrientes, leva ao fechamento estomatico com consequente reducao
das taxas fotossintéticas, resulta em redugdes de produtividade através da menor
formacdo e maior abortamento de flores e vagens, e os graos produzidos sao
menores. A seca ocasiona na formacdo de espécies reativas de oxigénio que

causam diversos danos, que podem ser irreversiveis.
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Para se proteger de situagdes estressantes as plantas possuem mecanismos
antioxidativos de defesa que buscam minimizar os danos gerados pelo déficit
hidrico. Tais mecanismos podem ser formados por enzimas ou por antioxidantes nao
enzimaticos que atuam na eliminagao de espécies reativas de oxigénio (EROs), por
mecanismos fotoprotetores que dissipam o excesso de energia, ou por alteracdes

morfofisiolégicas que ajudam a mitigar o efeito da seca.

Algumas praticas agricolas podem ser empregadas para tornar as plantas
mais tolerantes a situagdes estressantes, como a aplicagdo de bioestimulantes nas
lavouras. Bioestimulantes sdo produtos, que aplicados em baixas quantidades,
proporcionam melhorias no desenvolvimento das plantas. Podem ser compostos por
diversas substdncias como hormoénios, acidos humicos, acidos fulvicos,

aminoacidos, vitaminas, algas marinhas, micronutrientes e acidos ascoérbicos.

Bioestimulantes atuam na melhoria da eficiéncia nutricional, possuem efeito
antiestresse, melhoram os mecanismos de defesas da planta, aumentam o
crescimento, melhoram as taxas fotossintéticas e aumentam a produtividade das
lavouras. Bioestimulantes a base de acidos fulvicos e de extrato da alga marinha
Ascophyllum nodosum (L.) tém sido desenvolvidos com intuito de melhorar o

desenvolvimento de plantas cultivadas em condigdes estressantes.

Acido fulvico é um componente das substancias htimicas que estdo presentes
na matéria organica do solo, atuam no crescimento das plantas, na melhoria da
absorcdo de agua e nutrientes, no incremento de atividades metabdlicas e no
aumento na produgdo de energia metabdlica. O extrato da alga marinha
Ascophyllum nodosum (L.) favorece a adaptabilidade das plantas as condi¢cdes de
seca, reduz o grau de murcha, retarda a senescéncia foliar, melhora a condutancia

estomatica das folhas, aumenta os mecanismos de defesa.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar se diferentes formulagdes
e doses de bioestimulante composto por acidos fulvicos e extrato da alga marinha
Ascophyllum nodosum (L.), quando aplicado na fase reprodutiva, atua na mitigagao
dos efeitos negativos gerados pelo déficit hidrico em plantas de soja, buscando
compreender quais mecanismos fisioldgicos, bioquimicos e morfoldégicos participam

do aumento da tolerancia da soja sob situagéo estressante.
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2 REVISAO DE LITERATURA

As mudangas climaticas tém afetado a disponibilidade de recursos hidricos, o
que afeta diversos aspectos dos sistemas de produgéo agricola no mundo e coloca
em risco a seguranga alimentar (MOUSAVI-DERAZMAHALLEH et al., 2019). Para
manter a producdo de alimentos em niveis suficientes para atender as demandas, é
preciso explorar areas inaptas ao cultivo, como regides de climas secos e solos de
baixa qualidade. Além do mais € necessario aumentar o rendimento das culturas em
condi¢des de limitada disponibilidade de recursos (ABBERTONI et al., 2015).

Dentre as culturas afetadas pelas mudancas climaticas, a soja merece
atencdo especial por ter seu potencial produtivo significativamente reduzido sob
condi¢cdes ambientais extremas, como a seca (FAO, 2017; JURAS et al., 2008).
Devido a sua ampla distribuicdo geografica no mundo, é de fundamental importancia
a compreensao dos impactos da deficiéncia hidrica na soja, ja que este é o principal
responsavel pelas quedas de produtividades e qualidade de grdos nesta cultura
(MERTZ-HENNING et al., 2018).

A producao da soja esta entre as atividades econdmicas que mais cresceram
nas ultimas décadas, se destacando como a principal cultura brasileira entre os
cereais. Nas safras 2017/2018 e 2018/2019 o Brasil foi 0 segundo maior produtor
mundial de soja, produzindo apenas 0,11% e 2,44%, respectivamente, a menos que
os Estados Unidos (CONAB 2018, 2019). Para que o pais se consolidasse como o
maior produtor de soja mundial seria necessario apenas que nao ocorressem
eventos climaticos desfavoraveis, como os veranicos, uma vez a estimativa baseada
no calculo da produtividade média dos ultimos cinco anos e de que a area plantada

coloca o pais na posi¢cao de maior produtor mundial (CONAB, 2019).

Na safra 2018/2019 condicbes climaticas desfavoraveis prejudicaram o
desenvolvimento e a produtividade da soja em varias regides do Brasil. Problemas
por veranicos durantes as safras geraram redugbdes de rendimento e atrasos nas
colheitas estados do Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Tocantins, Maranhao
e Sao Paulo (CONAB, 2019). O relatério de dezembro da CONAB (2019) aponta que

na regiao Norte-Nordeste e no Mato Grosso do Sul a estiagem atrasou o plantio das
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lavouras e foi necessario o replantio de partes dessas areas, e que mesmo apoés o

replantio a chuvas continuaram desregulares.

O Brasil € o maior exportador de soja dentre os principais paises produtores,
compostos também pelos Estados Unidos e Argentina. O complexo soja, formado
pela soja em gréos e os seus derivados, representou aproximadamente 14% de toda
a exportacdo brasileira em 2017, gerando um valor de US$ 30,69 bilhdes (CONAB,
2019). As exportagdes brasileiras nos anos de 2018 e 2019 foram maiores que o
esperado. E o acirramento da guerra comercial entre Estados Unidos e China elevou
as exportagcdes brasileiras no segundo semestre de 2019, que também teve
contribuicdo da alta do délar (CONAB, 2019).

A soja é fonte de proteina e 6leo vegetal, com teores de 40% e 20%
respectivamente, entretanto esses valores podem apresentar alteragbes em
situagdes de déficit hidrico. O farelo é usado na alimentagdo humana e animal,
sendo importante para garantir o baixo custo de producéo de carnes. O dleo extraido
da sua semente € usado na alimentacdo humana, nas industrias e na produgao de
biodiesel. Segundo a CONAB (2019) a demanda interna pela soja se mantem
elevada devido ao aumento na producao de carnes para exportagao e pela mistura
do biodiesel que passou de B11 para B12 (porcentagem de mistura de biodiesel na
combustivel). O consumo de todo o complexo soja ira crescer nos proximos anos, o

que torna mais promissor o cenario futuro para o seu cultivo (BEZERRA et al., 2015).

Para atender a crescente demanda do complexo soja € necessario o aumento
da produtividade desta cultura. A mudanca na época de plantio, cultivares de ciclo
curto, o avango do cultivo em areas inaptas ao desenvolvimento de plantas (regides
de climas secos, chuvas escassas e solos de baixa qualidade) aliado a escassez
e/ou ma distribuicdo de chuvas nas regides produtoras sao desafios no aumento da
produtividade da soja. Estresses abioticos afetam negativamente o desenvolvimento
das plantas, sendo a falta de agua o principal fator limitante de produg¢ao da soja em
todo o mundo (ANDA et al., 2020; DONG et al., 2019).

Como forma de se adaptarem a situagdes estressantes, como a seca, as
plantas possuem amplo espectro de respostas adaptativas que incluem expressao

de genes relacionados ao estresse, modificacbes fisioldgicas, morfolégicas e
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bioquimicas (SHUKLA et al., 2017). Como as condigbes ambientais ndo podem ser
controladas, técnicas agricolas tém sido usadas para minimizarem os danos
causados pelos estresses ambientais, como o uso de bioestimulantes que atuam

nas respostas das plantas a condi¢des estressantes (MARIANI et al., 2017).

O termo bioestimulante se refere a mistura de produtos a base de horménios,
substancias humicas, aminoacidos, vitaminas, algas marinhas e micronutrientes que
tem sido usado nas lavouras com intuito de proteger as plantas, através da melhoria
das respostas adaptativas aos estresses ambientais (POVER et al., 2016). Séo
aplicados em baixas quantidades no solo ou na planta, minimizam os efeitos
negativos do estresse, promovendo melhorias no crescimento, desenvolvimento e
produtividade das culturas principalmente quando submetidas a algum estresse
ambiental (BULGARI et al., 2017).

Bioestimulantes promovem aumento da tolerdncia a condigdes ambientais,
pois melhoram a eficiéncia nutricional das plantas, aumentam a eficiéncia dos
mecanismos de defesa, das atividades fisioldgicas, do uso da agua, na sintese de
metabolitos essenciais e no crescimento da parte aérea e sistema radicular
promovendo maior produtividade e produtos finais com mais qualidade (DU JARDIN
et al., 2015).

Quando aplicados nas plantas, os bioestimulantes melhoram a nutricdo pelo
aumento na absorgcido devido ao crescimento das raizes e incremento da corrente
transpiratéria e quando aplicados ao solo, tornam os nutrientes mais disponiveis as
plantas (BULGARI et al., 2015). No entanto, ndo séo considerados fertilizantes, pois
nao possuem quantidades suficientes de nutrientes para atender as demandas

nutritivas das plantas, e sim para ativagdo metabdlica de processos fisioldgicos.

Existem bioestimulantes de diversas categorias, entre elas a dos derivados de
substancias humicas, e extratos de algas marinhas (BULGARI et al., 2019).
Bioestimulantes compostos por extrato da alga marinha Ascophyllum nodosum e
acidos fulvicos tém sido desenvolvidos com intuito de melhorar o desenvolvimento e

produtividade de plantas em condi¢des estressantes.

Extratos da alga marinha, como a Ascophyllum nodosum (L.), tém sido

amplamente usados com bioestimulante na produgédo agricola por promoverem o
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crescimento de plantas, aumentarem a absorcdo de nutrientes e tolerancia a
situacoes estressantes (ALl et al., 2016; POVERO et al., 2016). No solo melhoram a
aeracao, fixagao de nutrientes e troca cationica, e na planta melhoram o crescimento

e desenvolvimento devido aos efeitos antiestresse (BULGARI et al., 2019).

Bioestimulantes a base da alga Ascophyllum nodosum aumentam a
adaptabilidade das plantas as condicbes de seca, pois retardam a senescéncia
foliar, melhoram a condutancia estomatica das folhas, regulam a temperatura foliar,
aumentam os mecanismos de defesa a espécies reativas de oxigénio (ROS), a
fototolerancia, atividade fotossintética, o teor de clorofilas, absor¢cao de nutrientes,
reduzem fotoinibicdo do PSII, a peroxidagao lipidica e danos oxidativos aos tecidos
(MARTYNENKO et al., 2016; SHUKLA et al., 2017).

Substancias humicas sao constituintes naturais da matéria organica do solo,
resultantes da decomposigao de residuos vegetais, animais e de microorganismos.
Atuam no crescimento e na melhoria de nutricdo das plantas por aumentar a
captacdo de nutrientes e a capacidade de troca catibnica dos solos. Nas raizes
estimulam as H'ATPases das membranas plasmaticas, aumentando a importagéo
de nutrientes, e geram o afrouxamento da parede celular induzindo a crescimento
(CANELLAS et al., 2014).

O acido fulvico é uma substancia humica que tem sido amplamente usado
como bioestimulantes. Apresenta baixo peso molecular, alta quantidade de
compostos fendlicos e de grupos carboxilicos e baixa quantidade de estruturas
aromaticas o que |lhe confere melhor solubilidade em agua e maior capacidade de
troca catidnica. Promove crescimento das raizes e parte aérea, atua no aumento da
absorcao de ions, respiragao, fotossintese, teor de clorofila e a produgao de ATP
(CALVO et al., 2014).

Plantas submetidas ao déficit hidrico acumulam acido abscisico (ABA), que
atua na regulagdo da abertura estomatica, representando umas das primeiras
respostas a seca (CHAVES et al., 2009). A menor abertura do estbmato é
fundamental para evitar perdas excessivas de agua, principalmente em condi¢des

de sua baixa disponibilidade no solo, resultando na manuten¢ao do potencial hidrico
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da planta. A aplicacdo de bioestimulantes ativou vias de produgdo de ABA, que

conferiram toleréncia a seca (SHUKLA et al., 2018).

No entanto o fechamento estomatico reduz as taxas transpiratérias, causando
aumento da temperatura das folhas. Se a temperatura atingir um limiar acima do
otimo para a planta, afeta fotossistemas, atividades metabdlicas e reduz a
assimilacéo de carbono (EMBIALE et al., 2016; SHUKLA et al., 2018). Martynenko et
al. (2016) afirmaram que a aplicacdo de bioestimulantes melhorou a tolerancia a
seca das plantas de soja pela regulagao da temperatura das folhas, por melhorar a

condutancia estomatica.

A menor condutancia estomatica durante o déficit hidrico reduz influxo de CO»
para o sitio de carboxilagdo da ribulose 1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase
(RUBISCO), reduzindo a atividade do ciclo de Calvin e, consequentemente, a
regeneragcdo de aceptores de elétrons (OSAKABE et al.,, 2014). Estresses que
limitam a fixagdo de CO, provocam o excesso de energia nos fotossistemas e
podem causar danos permanentes ao aparato fotossintético, e para isso sao

necessarios mecanismos eficientes que dissipem o excesso de energia.

O excesso de energia faz com que as cadeias transportadoras de elétrons,
tanto da fotossintese quanto da respiragdo, gerem o acumulo de espécies reativas
de oxigénio (ERO), perturbando a homeostase celular e ocasionado um ambiente
oxidativo nas células (DAHAL et al., 2015; PYNGROPE et al., 2013; ZHANG e al.,
2016). O acumulo das ERO, como o peroxido de hidrogénio (H20-), o radical anion
superdxido (O,”) o radical hidroxila (HOe) e o oxigénio singleto ('0,), resulta em
danos oxidativos a estruturas celulares como as proteinas, moléculas de RNA, DNA,
lipideos, membranas, pigmentos fotossintéticos e ativagdo da morte celular
programada (CHOUDHURY et al., 2016; PANDEY et al., 2016).

As ERO possuem a capacidade de atravessar membranas e se difundirem
entre os compartimentos, causando danos as membranas através da peroxidagao
lipidica (TIAN et al.,, 2016). Danos oxidativos aos lipideos das membranas sao
caracterizados pela produ¢do de um composto denominado malondialdeido (MDA),
que é um produto da peroxidagéo lipidica (DONG et al., 2019). Bioestimulantes
atuam na expressao de peroxidases da parede celular, melhorando sua integridade
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sob condigbes de estresse, pois reduzem os niveis de malondialdeido (MDA),
derivados da peroxidagao lipidica (WANG et al., 2016; SAEGER et al., 2019).

Para proteger contra os danos oxidativos, as plantas possuem mecanismos
de defesa antioxidativos enzimaticos ou ndo, que podem ou nao atuar em conjunto,
e que realizam a eliminacdo das ERO e manutencdo da homeostase celular
(CHOUDHURY et al., 2016; PANDEY et al., 2016). O mecanismo enzimatico é
formado por enzimas como superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), catalase
(CAT, EC 1.11.1.6), glutationa peroxidase (GPX, EC 1.11.1.9), peroxidase (POX, EC
1.11.1.7) e peroxiredoxinas (Prxs, EC 1.11.1.15), que catalisam a degradacao de
ERO e pelas enzimas do ciclo ascorbato-glutationa (AsA-GSH), como a ascorbato
peroxidase (APX, EC 1.1.11.1), monode-hidroascorbato redutase (MDAR, EC
1.6.5.4), desidroascorbato redutase (DHAR, EC 1.8.5.1) e glutationa redutase (GR,
EC 1.8.1.7), que regeneram antioxidantes soluveis (GRATAO et al., 2005; MITTLER
et al., 2004; SILVA et al., 2012; YOU; CHAN, 2015).

O mecanismo ndo enzimatico pode ser encontrado em diversos
compartimentos, atuam diretamente na eliminagcdo de ERO, ou na redugdo dos
substratos das enzimas antioxidantes (CAVERZAN et al., 2016). Os componentes
nao enzimaticos sdo moléculas de baixo peso molecular e doadoras de elétrons
quando estdo na sua forma reduzida, formados pelos compostos ascorbato (Asc)
monodesidroascorbato (MDHA), glutationa reduzida (GSH), carotenos, a- tocoferol e
poliaminas (GIL; TUTEJA, 2010; GRATAO et al., 2005; MITTLER et al., 2004).

A manutencao de uma elevada capacidade antioxidante para a eliminagao
das ERO tem sido associada ao aumento da toleréncia das plantas a uma ampla
gama de estresses ambientais (MISHRA et al., 2012; CAVERZAN et al., 2016). A
aplicagcdo de bioestimulantes aumenta a capacidade das plantas de eliminar
espécies reativas de oxigénio (ERO), sugerindo aumento na tolerancia das plantas a
seca (SHUKLA et al.,, 2017). Plantas de Paspalum vaginatum a aplicagdo de
bioestimulantes a reducao das ERO foi associada ao aumento na atividade de
enzimas antioxidantes e maior producdo de compostos nao antioxidantes
(SANTANIELLO et al., 2017).
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Segundo Fang et al. (2015), plantas sobre déficit hidrico podem apresentar
acumulo de algumas moléculas osmoprotetoras, como prolina e aminoacidos,
permitido a manutengdo da pressao de turgor. O acumulo de solutos em células
vegetais resulta em diminuicdo do potencial osmodtico celular e, portanto, na
manutengdo da absor¢cdo de agua e da pressao de turgescéncia celular, que séo
considerados mecanismos chaves que permitem as plantas manterem maiores taxas
fotossintética, abertura estomatica, e expansao celular em condi¢cbes de deficiéncia
hidrica (ANNUNZIATA et al. 2017; SANDERS; ARNDT, 2016). Os bioestimulantes
aumentam os niveis de moléculas osmoprotetoras, como prolina, aminoacidos livres,
proteinas, carboidratos, pigmentos e varias enzimas (YAKHIN et al., 2017). Carvalho
et al. (2018) afirmaram que aplicagao de bioestimulante aumenta a produgdo de

prolina em plantas submetidas ao déficit hidrico.

Periodos de seca reduzem a altura, o indice de area foliar e o crescimento
das plantas devido a inibicdo do alongamento celular causado pela baixa
turgescéncia da célula, e também pelo fechamento estomatico que gera redugao na
intensidade da fotossintese e, consequentemente, menor formagdao de
fotoassimilados (CATUCHI et al., 2011; HATZIG et al., 2014). A aplicacédo de
bioestimulante aumenta o crescimento das plantas pela maior biossintese protéica
(BULGARI et al., 2017).

A disponibilidade hidrica é importante durante todo o desenvolvimento da soja
(SILVA et al., 2015). Contudo, a medida que a planta se desenvolve, a necessidade
de agua vai aumentando, chegando ao maximo no estadio reprodutivo (floracédo R1-
R2, frutificacdo R3-R4, e enchimento de grdos R5-R6), que séo os estadios mais
sensiveis a seca e mais propensos a redugdes de produtividade (OYA et al., 2004;
MONTOYA et al.,, 2017). A escassez de agua na fase reprodutiva induz menor
numero e tamanho de vagens e graos, menor peso de sementes, senescéncia foliar,
e encurtamento do ciclo de vida da planta o que pode prejudicar o enchimento de
graos (MANAVALAN et al., 2009).
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Diversos bioestimulantes tém atuado na melhoria do desenvolvimento,
crescimento e produtividade de plantas de soja cultivadas em condigbes de
deficiéncia hidrica. Pouco se conhece sobre efeitos fisioldgicos, bioquimicos e
morfolégicos de bioestimulantes compostos por extrato da alga marinha
Ascophyllum nodosum e acidos fulvicos na recuperacdo de planta que foram

submetidas ao déficit hidrico.

Bioestimulantes compostos por extrato da alga marinha Ascophyllum
nodosum e acidos fulvicos tém sido elaborados com intuito de melhorar o
desenvolvimento e a produtividade de plantas em condi¢cbes estressantes. Analisar a
atuagdo em conjunto destes compostos na recuperagdo de plantas de soja
submetidas ao déficit hidrico € importante para compreender os mecanismos de

mitigacao aos efeitos negativos gerados na planta.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Condigoes de cultivo e tratamentos

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo com sistema de
monitoramento e controle de temperatura e umidade entre os meses de janeiro e
maio de 2019, na Faculdade de Ciéncias Agronémicas da Universidade Estadual
Paulista (UNESP), em Botucatu (22°51'S, 48°26'W e 786 m acima do nivel do mar),

Estado de Sao Paulo, Brasil.

As sementes de soja foram previamente inoculadas e tratadas com fungicida
e inseticida. Posteriormente oito sementes de soja foram semeadas em vasos com
35 cm de altura, 34 cm de didametro superior e 25 cm de didmetro inferior, contendo
10 kg de solo, com posterior desbaste de plantas e mantendo apenas quatro plantas
por vaso. A correcdo do pH e nutricdo do solo foram feitas com base na analise de

solo.

A variedade de soja usada foi a 5D621-IPRO, pertencente ao grupo de
maturagao 6.2, de habito de crescimento indeterminado, arquitetura semiereta, bom
engalhamento, flor roxa e vagem marrom clara. Essa variedade possui a tecnologia
intacta PR2PRO que confere protegao a principais lagartas da soja (lagarta da soja,
falsa medideira, das macgas e broca das axilas), potencial aumento de produtividade

e tolerancia ao glifosato.

O experimento consistiu na inducéo prévia de plantas de soja ao déficit
hidrico, e apds a reidratacdo das plantas, a aplicacdo de bioestimulante. Os
tratamentos consistiam em controle sem déficit hidrico e sem bioestimulante,
controle com déficit hidrico e sem bioestimulante, e tratamentos com deficit hidrico e
aplicacao de diferentes doses e formulagdes do bioestimulante. O déficit hidrico foi
implantado nas plantas na fase reprodutiva, entre os estadios R2 (florescimento
pleno) e R3 (inicio da frutificagdo), apenas o controle sem déficit hidrico foi mantido
a 100% da CC.

Para a inducao ao déficit hidrico a irrigacao foi suspensa e a massa dos vasos
monitorada ao longo do dia para atingir a massa referente a capacidade de campo
(CC) de 50%. As plantas induzidas ao déficit hidrico foram mantidas nessa CC por

trés dias, quando apresentaram murchas intensas nas folhas, sintomas que indicam
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deficiéncia hidrica, e foram feitas as primeiras avaliagbes. Em seguida foram
reidratadas (100% da CV), e ap6s algumas horas foi aplicado o bioestimulante. Apos
dois dias de reidratadas foram reavaliadas, para analisar a capacidade de
recuperacdo das plantas com e sem a aplicagdo o bioestimulante. Apos esse
periodo, os vasos foram mantidos em condi¢ées normais de CC (100%) até as

plantas atingirem o estadio R8 (maturagao plena).

Na primeira avaliacdo, apds o terceiro dia de déficit hidrico foram realizadas
as avaliagdes de potencial hidrico foliar, trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a,
diametro do caule, coletas de folhas para area foliar e massa seca, coletas de discos
para pigmentos fotossintéticos, coleta e congelamento (em nitrogénio liquido) de
amostras de folhas para enzimas antioxidantes, teor de peroxidacgao lipidica, prolina
e aminoacidos totais. Esta avaliacdo foi denominada de pés 1, quando as plantas

estavam sob déficit hidrico, porém sem aplicagao de bioestimulante.

Algumas horas apés a reidratagcdo das plantas sob déficit hidrico ocorreu a
aplicacdo das formulagbes do bioestimulante em diferentes dosagens nos
respectivos tratamentos. Os controles (com déficit e sem déficit hidrico) nao
receberam a aplicacdo de bioestimulante. Apds dois dias da aplicagdo do
bioestimulante nos tratamentos foram realizadas as avaliagcdes de potencial hidrico
foliar, trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, diametro do caule, coletas de
folnas para area foliar e massa seca, massa seca € volume de raiz, coletas de
discos para pigmentos fotossintéticos, coleta e congelamento (nitrogénio liquido) de
amostras de folhas para enzimas antioxidantes, teor de peroxidagao lipidica, prolina
e aminoacidos totais. Esta avaliacdo foi denominada de pds 2, quando as plantas
sob déficit hidrico ja estavam reidratadas e havia a aplicagdao de bioestimulante nos

respectivos tratamentos.

Ao completar a maturidade fisiolégica, o numero de vagens com 1, 2 e 3
graos, numero total de vagens, a massa de 100 grdos e producao foram avaliados
por planta. Portanto, esta avaliacdo se referiu aos componentes produtivos das
plantas com aplicagao de bioestimulante apds a inducao do déficit hidrico.

As caldas para aplicacao foliar foram preparadas através da diluicdo de 100

gramas de cada formulagdo do produto em quantidade de agua proporcional a
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aplicacédo de 1 kg do produto por ha, considerando calda de 100 litros por ha. As
demais dosagens foram preparadas por diluigdo. Foi usado o pulverizador manual
de compressao de 1,5 L com controle de volume de calda aplicada e presséao

constante.

3.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com quatro
repeticdes e 11 tratamentos. As 4 repeticbes foram usadas para as avaliagdes nao
destrutivas antes e depois da inducdo do déficit hidrico e aplicacdo do
bioestimulante. As analises destrutivas (area foliar, peso da parte aérea, volume de
raizes e peso de raizes) foram feitas em uma repeticdo extra, considerando cada

uma das quatro plantas do vaso como uma repeticao.

Os tratamentos da avaliacdo em pds 1 foram compostos de 10 tratamentos
(T1 a T10) com indugdo de déficit hidrico e um tratamento sem deficiéncia hidrica
(controle nao estressado). Tratamentos foram compostos por dois controles, trés
formulacdes do bioestimulante em trés dosagens diferentes: formulagcdo 1 (1; 0,5 e
0,25 kg ha™'; T1, T2 e T3, respectivamente), formulagdo 2 (1; 0,5 e 0,25 kg ha™; T4,
T5 e T6, respectivamente), formulagdo 3 (1; 0,5 e 0,25 kg ha™; T7, T8 e T9,
respectivamente), controle com déficit hidrico (T10), e controle sem déficit hidrico
(T11). As formulagdes do bioestimulante diferem entre si na porcentagem dos
compostos naturais, acidos fulvicos e nutrientes (Tabela 1). As porcentagens dos
compostos naturais estdo expressas na Tabela 2, e as concentracbes de macro e

micronutrientes da alga Ascophyllum nodosum na Tabela 3.

Tabela 1 - Composig¢ao das formulagoes do bioestimulante.

Nutrientes - % Compostos naturais - %
N Mg S B Cu Fe Mn Mo zn #Ascophyllumnodosum +
acidos falvicos
Formulagéao 1 4 1 6 01 007 0052 01 012 0.2 14
Formulagéao 2 2 1 36 0.1 004 0.05 0.1 01 0.2 15
Formulagéo 3 1 0 1.1 0 0 0 0 0 0 21

Fonte: Fertilizantes Heringer.
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Tabela 2 - Porcentagens dos compostos naturais.

Ascophyllum nodosum Acidos falvicos
Compostos naturais - % Macronutrientes - %
Umidade - % Derivados Acidos Fulvicos - %
de acidos Manitol Betainas KO S
alginicos
2-8 <10 4-7 0,1 10,5 6 80+/-5

Fonte: Fertilizantes Heringer.

Tabela 3 - Concentragdoes de macro e micronutrientes da alga Ascophyllum

nodosum
Macronutrientes - % Micronutrientes — mg kg™
N P S K,0 Ca Mg Cu Fe Mg Zn Bo Mo
Ascophyllum 115 0,02- 1- 19- 15- 056- 1-6 50 - 5- 10 - 20 - 1-5
nodosum ’ 0,05 9 21 1,0 0,9 200 12 100 100

Fonte: Fertilizantes Heringer.

3.3 Analises biométricas

As analises biométricas foram realizadas apés trés dias de deficit hidrico e
apos dois dias de reidratagdo. Os parametros avaliados foram: didmetro do caule,
area foliar, area foliar especifica, comprimento, volume e massa seca de raiz, massa

seca de caule e folhas e massa seca da parte aérea.

O diadmetro do caule foi determinado utilizando um paquimetro digital
(MeterMall, 150 mm e leitura de 0,1 mm, Marysville, OH, EUA), as medi¢des foram
feitas na altura do primeiro n6 da planta. A area foliar foi determinada através de um
medidor de area foliar (LI-COR Biosciences Inc., LI-3100C, Lincoln, NE, EUA) em
todas as folhas da planta. A area foliar especifica foi calculada pela razdo entre a
area foliar e a massa seca de todas as folhas da planta.

O volume de raiz foi medido pelo deslocamento de agua provocado pela
introdugdo das raizes em uma proveta graduada (BASSO, 1999). O comprimento

das raizes foi feito com uma fita métrica. Raizes, caule e folhas foram colocados em



35

estufa de secagem por circulagdo forcada de ar (Fanem, 330/5, Sdo Paulo, SP,
Brasil) a 72°C até atingir a massa seca constante e em seguidas pesadas
separadamente em balanca de precisao (Bel Photonics do Brasil E. C. Ltda, M214A.,
Osasco, SP, Brasil). A massa seca da parte aérea foi determinado pela soma da

massa seca das folhas e do caule.

3.4 Avaliagoes fisiolégicas

As avaliagdes fisioldgicas foram realizadas quando as plantas estavam sob
déficit hidrico por trés dias e sem a aplicagéo do bioestimulante (pés 1) e apds dois

dias da reidratagao e aplicagao do bioestimulante (pds 2).

3.4.1 Potencial hidrico foliar

O potencial hidrico foliar (y,) foi avaliado apods trés dias de deficit hidrico e
apods dois dias da reidratacdo as 12 horas em folhas completamente expandidas do
sétimo trifélio a partir do apice com auxilio de camara de pressao do tipo Scholander
(Soil Moisture Equipment Corporation, 3005, Santa Barbara, CA, EUA)
(SCHOLANDER et al., 1965).

3.4.2 indice SPAD

A estimativa do conteudo de clorofila foi obtida por meio do indice SPAD,
empregando o clorofildmetro portatil (SPAD-502, Konica Minolta Corporation, Osaka,
Japao). Esse indice foi obtido da média de trés leituras realizadas na base, no meio

e na ponta de folhas completamente expandidas.

3.4.3 Trocas gasosas

A taxa de assimilagao liquida do CO; (A), condutancia estomatica (gs), taxa
transpiratoria (E) e a concentragao interna carbono (Ci) foram realizadas em folhas
completamente expandidas do oitavo trifélio a partir do apice foliar, com analisador
de gases a infravermelho (IRGA) (LI-COR Biosciences Inc., LI-6400xt, Lincoln, NE,
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EUA). As medigbes foram realizadas entre 08:00 e 12:00 horas da manha, utilizando
radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR) constante (1000 pmol fétons m? s™),
concentracao atmosférica de CO,, temperatura e umidade ambiente. A eficiéncia do
uso da agua (EUA) foi calculada pela razdo A/E e a eficiéncia de carboxilagdo (EC)

pela razdao A/Ci.

3.4.4 Parametros de fluorescéncia da clorofila a

As variaveis relacionadas a fluorescéncia da clorofila a foram obtidas na
mesma area da folha e horario em que foram realizadas as medidas das trocas
gasosas, com auxilio de fluorébmetro acoplado ao IRGA. As variaveis obtidas foram:
fluorescéncia inicial (Fo); fluorescéncia maxima (F.); fluorescéncia variavel (F,
diferenca entre Fy e Fr,) e rendimento quantico potencial do PSII (Fy/Fn) (GENTY et
al., 1989).

As variaveis da fase lenta de inducdo da fluorescéncia, fluorescéncia em
amostra adaptada a luz antes do pulso de saturacéo (F) e fluorescéncia maxima em
amostra adaptada a luz (F,y), foram obtidas sequencialmente com a aplicacdo de um
pulso de luz actinia saturante (>3000 pmol fétons m™? s”). Os parametros de
fluorescéncia minima do tecido vegetal iluminado (Fy) (OXBOROUGH; BAKER,
1997) e estimativa de centros de reac¢des abertos do PSIl (qP) (KRAMER et al.,

2004) foram calculados a partir de F e Fp,.

Os rendimentos quanticos efetivos do fluxo linear de elétrons pelo PSII
($PSII), da dissipagao de energia regulada (Y(NPQ)) e da dissipagédo de energia nao
regulada ((Y(NO)) foram calculados de acordo com Genty et al. (1989). O ¢PSlI foi
utilizado ainda para estimar a taxa aparente de transporte de elétrons (ETR)
(BILGER et al., 1995). O coeficiente de extingao fotoquimico foi calculado como gP =

(Fm Fs) / (Fm - For), € 0 de extingdo nao fotoquimico por NPQ = (Fr, - Fiy) / Fr.

3.5 Analises bioquimicas

3.5.1 Pigmentos cloroplastidicos
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Teores de pigmentos (clorofilas a, b, razao clorofila a/b e carotenoides) foram
determinados em 2 discos foliares de 6 mm de didmetro retirados de folhas
completamente expandidas do oitavo trifélio a partir do apice, e imersos em solugao
de dimetilformamida (DMF) saturado com carbonato de calcio (CaCO3) por 24 horas.
Em seguida, a absorbancia das amostras foi determinada no espectrofotdmetro
(Shimadzu, UV-2700, Kyoto, Jap&do) nos comprimentos de onda de 665, 649 e 480
nm (WELLBURN, 1994). O calculo das concentracbes das clorofilas a, b e

carotenoides foi baseado em metodologia descrita por Wellburn (1994).

3.5.2 Enzimas do metabolismo antioxidativo

A atividade das enzimas dismutase do superéxido (SOD), catalase (CAT),
peroxidases (POX) e peroxidase do ascorbato (APX) foi determinada para avaliar os
mecanismos de defesa das plantas de soja submetidas aos tratamentos. Amostras
de 300 mg de folhas expandidas foram maceradas em nitrogénio liquido e
adicionadas a um meio de homogeneizacgéo. O meio € constituido de tampao fosfato
de potassio 0,1 M, pH 6,8, acido etilenodiamino tetra-cético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto
de fenilmetilsulfénico (PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p/v) para as
enzimas SOD, CAT, POX e APX. Em seguida, os homogeneizados foram
centrifugados em centrifuga refrigerada (Hettich, Universal 320R, Tuttlingen,
Alemanha) a 12.000 g a 4°C por 15 minutos e os sobrenadantes utilizados como

extrato bruto de enzima.

3.5.3 Atividade da SOD

Aliquota de 50 pyL de extrato bruto foi adicionado a 2.950 yL de meio de
reacao constituido de tampéo fosfato de sédio 50 mM (pH 7,8) contendo metionina
13 mM, azul de p-nitro tetrazdlio (NBT) 75 uyM, EDTA 0,1mM e riboflavina 2uM. A
reacao foi realizada em camara com luz fluorescente de 15 W a 25 °C por 10
minutos. Em seguida, a iluminagao foi interrompida e a absorbéancia da formazana
azul resultante da fotorreducdo do NBT foi determinada em espectrofotdmetro a 560
nm (Shimadzu, UV-2700, Kyoto, Japao) O branco da reagao consistiu da mistura

entre amostra vegetal e meio de reacédo mantida no escuro nas mesmas condi¢coes
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de temperatura e tempo. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para inibir em 50% a fotorredugdo do NBT. O resultado foi

expresso em U min” mg™' proteina.

3.5.4 Atividade da CAT

Aliquota de 50 pL de extrato bruto foi adicionado a 950 ymL de meio de
reagao contendo tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0) e H,O, 12,5 mM
(HAVIR; MCHALE, 1987). A absorbancia foi obtida em espectrofotdbmetro (Shimadzu,
UV-2700, Kyoto, Japdo) no comprimento de onda de 240 nm apdés 1 minuto. A
atividade enzimatica foi determinada pela utilizacdo da absorbancia e do coeficiente
de absortividade de 36 M cm™ e o resultado expresso em ymol de H,O, min™ mg™

proteina.

3.5.5 Atividade da POX

Aliquota de 100 uL de extrato bruto foi adicionado a 4900 pyL do meio de
reagao constituido de tampao fosfato de potassio 25 mM (pH 6,8), pirogalol 20 mM e
H20, 20 mM (KAR; MISHRA, 1976). A produgao de purpurogalina foi determinada
pela medida da absorbancia espectrofotémetro (Shimadzu, UV-2700, Kyoto, Japao)
no comprimento de onda de 420 nm, a 25°C. A atividade enzimatica foi calculada
utilizando-se a absorbancia e o coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM™ cm™
(CHANCE; MAEHLEY, 1955) e expressa em pmol de purpurogalina min™ mg™

proteina.

3.5.6 Atividade da APX

Aliquota de 100 pL de extrato bruto foi adicionado a 900 yL do meio de reacao
contendo tampéo fosfato de potassio 0,05M (pH 7,0), acido ascoérbico 0,8 Mm e
H202 1,0 Mm (NAKANO; ASADA, 1981). A atividade enzimatica foi determinada pela
medida da absorbéancia espectrofotobmetro (Shimadzu, UV-2700, Kyoto, Japao) no
comprimento de onda de 290 nm a 25° C considerando o coeficiente de extingao
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molar de 2,8 Mm™ cm™. O resultado foi expresso em pmol de &cido ascérbico min™

mg' proteina.

3.5.7 Concentragao de proteinas

As determinagdes das proteinas totais das folhas foram realizadas pelo
método de Bradford (1976). Em tubo de ensaio foram adicionados 125 yL de cada
tipo de extrato enzimatico e 375 pL de agua. Desta diluicao foram retirados 50 pL e
adicionados a 950 pyL do reagente de Bradford. A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro (Shimadzu, UV-2700, Kyoto, Japao) no comprimento de onda 595
nm. A concentracdo de proteina total foi calculada a partir da curva padréao obtida
com leituras de solugao contendo 5, 10, 20, 40 e 60 pg de albumina sérica bovina
(BSA). O espectrofotdmetro foi zerado com o branco contendo agua no lugar da

amostra.

3.5.8 Peroxidagao de lipideos

Amostras de 250 mg de folhas expandidas foram maceradas em nitrogénio
liquido, homogeneizadas em 3 mL de acido tricloroacético (TCA) 1% e 20% de
polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p/v), e em seguida foram centrifugadas (Hettich,
Universal 320R, Tuttlingen, Alemanha) a 12000 g, a 4°C, por 20 minutos (GOMES-
JUNIOR et al., 2006). Aliquotas de 500 uL dos sobrenadantes foram adicionadas a
1500 pL de solugéo de acido tio-barbiturico (TBA) 0,5% em TCA 20% e incubadas
em banho seco a 90°C. Apds 20 min, a reacgao foi paralisada em banho de gelo por
10 minutos, os tubos centrifugados a 3000 g por 10 min e as absorbancias
determinadas a 532 e 600 nm em espectrofotobmetro (Shimadzu, UV-2700, Kyoto,
Japéao). A concentragao do complexo aldeido maldnico-TBA foi estimada utilizando-
se a absorbancia e coeficiente de absortividade de 155 mM™” cm” (HEATH;
PACKER, 1968).

3.5.9 Prolina
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Para determinacdo da prolina, 100 mg de tecido foliar foram homogeneizadas
em 2 mL de acido sulfossalicilico 3% (p/v), e centrifugada refrigerada (Hettich,
Universal 320R, Tuttlingen, Alemanha) a 6300 g por 10 min. Amostras de 100 yL do
extrato foram adicionados a 200 pL de solugdo acida de ninhidrina (1,25 g de
nihidrina, 30 mL de acido acético glacial e 20 mL de acido fosférico 6M) e a mistura
foi incubada a 100 °C por 1 hora. A reacédo foi paralisada em banho de gelo e a
absorbancia do sobrenadante foi medida em espectrofotdmetro (Shimadzu, UV-
2700, Kyoto, Japao) no comprimento de onda de 520 nm. As absorbancias foram
comparadas & curva-padrdo de prolina (0 a 100 ug mL™") (BATES, 1973) e os

resultados expressos em pmol prolina g™ MF™.

3.5.10 Aminoacidos totais

A determinacdo dos aminoacidos totais foi feita através de 20 mg de tecido
foliar, que foi homogeneizada em tampé&o citrato de sédio 0,2 M (pH 5,0), ninhidrina
5%, cianeto de potassio 0,002 M e etanol 60% (v/v) para extragdo dos aminoacidos
totais. A absorbancia foi analisada em espectrofotdmetro (Shimadzu, UV-2700,
Kyoto, Jap&o) no comprimento de onda de 570 nm e os resultados comparados com
curva padrdo de glicina (0,1-1,0 pmoles mL™") (YEMM; COCKING, 1955). Os

resultados foram expressos em umol g”' MF™".

3.6 Componentes produtivos

Os componentes produtivos avaliados ao final do estadio R8 foram: numero
de vagens com uma, duas e trés gréos; numero de gréos e de vagens por planta;

peso de 100 graos, e peso de graos por planta.

3.7 Analises dos dados

Os dados foram submetidos a analise de varidancia (ANOVA) de fatorial duplo
com dois fatores adicionais, sendo posteriormente aplicado o teste de médias do
método Scott-Knott a 5% de probabilidade (p< 0.05), utilizando o software RBio:

Biometria do R (BHERING, 2017). Os fatores adicionais (controle com e sem déficit
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hidrico) foram comparados aos demais tratamentos através do teste de médias
Dunnet, considerando 5% de probabilidade (p< 0.05), no software RBio: Biometria
do R (BHERING, 2017).
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4 RESULTADOS

4.1 Componentes produtivos

O peso de 100 graos nao diferiu entre as doses das formulagdes 1 e 3, e sob
a formulagao 2 o menor valor foi encontrado na maior dose (Figura 1A). A dose de
1,0 kg ha™' ndao apresentou variagdes no peso de 100 graos entre as formulagoes, e
nas demais doses a formulacdo 2 promoveu os maiores valores. Os controles
deferiram entre sim, com valores 66,95% maiores para o controle sem déficit hidrico.
Todos os tratamentos com aplicacdo de bioestimulante apresentaram valores
menores que o controle sem déficit hidrico, porém as menores doses da formulagao
2 resultaram em valores significativamente iguais a este controle. Os tratamentos
com aplicagdo de bioestimulante tiveram valores de 25,4% a 59,1% maiores que o
controle com déficit hidrico, exceto a maior e a menor dose da formulagéo 1

apresentaram valores semelhantes a esse controle.

A dose de 1,0 kg ha™ de todas as formulacdes registraram produtividades de
6,3% a 23,3% menores que as demais doses (Figura 1B e Figura 2). Na maior dose
das formulagdes, os menores valores de produtividade foram observados sob a
formulacao 1, e as demais doses nao mostraram diferengas entre as formulacgdes. O
controle sem déficit hidrico teve produtividade por planta 114,9% maior que o
controle com déficit hidrico. Todos os tratamentos com aplicacdo de bioestimulante
foram diferentes dos controles, porém, os valores foram sempre menores que 0
controle sem déficit hidrico e de 29,64% a 91,93% maiores que o controle com

déficit hidrico.
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Figura 1 - Massa de 100 grdaos (A) e produtividade por planta (B) em soja reidratada apés a
submissdo ao déficit hidrico e apds a aplicagido do bioestimulante, na avaliagido pos.
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Os tratamentos F1, F2 e F3 representam as trés formulagbes de bioestimulante FH Attivus®
aplicadas nas doses de 1,0 kg ha™ (barra branca), 0,5 kg ha™ (barra cinza claro) e 0,25 kg ha™ (barra
cinza escuro), os fatores adicionais estdo representados pela linha horizontal continua (controle com
déficit hidrico) e pela linha horizontal tracejada (controle sem déficit hidrico). Letras mailsculas nas
barras comparam as mesmas doses em diferentes formulagdes, letras mindsculas nas barras
comparam as mesmas formulagbes em diferentes doses pelo teste de Scott e Knott a 5% de
probabilidade. O contorno das linhas dos controles (fatores adicionais) representa o erro padrdo da
meédia, e as letras mailusculas comparam os controles pelo teste de Scott e Knott a 5% de
probabilidade. Os asteriscos e a cruz em cada barra indicam diferengcas com os tratamentos
representados pela linha continua e pela linha tracejada, respectivamente, por meio do teste de
Dunnet a 5% de probabilidade. Barras representam o erro padréo da média (n=4).

Figura 2 - Produtividade por planta em soja reidratada apés a submissao ao déficit hidrico e

CONTROLE F1 F1 F1 F2 F2 F2 F3 F3 3 CONTROLE
COM DEFICIT 1,0kgha?, 0,500 kg hat, 0,250 kg hat, 1,0 kg ha, 0,500 kg ha't, 0,250 kg hat, 1,0 kg ha, 0,500 kg ha, 0,250 kg hat, SEM DEFICIT
HIDRICO HIDRICO

Os tratamentos F1, F2 e F3 representam as trés formulagbes de bioestimulante FH Attivus®
aplicadas nas doses de 1,0 kg ha”, 0,5 kg ha' e 0,25 kg ha”. Os fatores adicionais estdo
representados pelo controle com déficit hidrico e pelo controle sem déficit hidrico.

O numero de vagens com um grao nao variou entres as doses para as
formulagbes 1 e 3, para a formulagdo 2 a maior dose registrou os maiores valores
(Figura 3A). A dose de 1,0 kg ha™ apresentou valores decrescentes de vagens com
um gréos entre as formulagdes 2, 1 e 3, a dose de 0,5 kg ha” foi menor na
formulacdo 1 e nao houve diferencas entre as doses na formulagcdo 3. O controle
sem déficit hidrico se manteve 41,4% maior que o controle com déficit hidrico. A

maior e menor dose da formulagao 1, todas as doses da formulacdo 2 e as menores
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doses da formulagdo 3 foram semelhantes ao do controle sem déficit hidrico. Na
formulacdo 1 as menores doses e todas as doses da formulacdo 3, apesar de

maiores, foram significativamente iguais ao controle com déficit hidrico.

As vagens com dois graos na formulagdo 1 foram decrescentes da menor
para maior dose, crescente da menor para maior dose na formulacdo 3 e os maiores
valores da formulacdo 2 ocorram na maior dose (Figura 3B). A dose de 1,0 kg ha™
foi menor na formulagcao 1, seguidos pela 2 e 3, ndo havendo diferengas entre as
formulacbes para a dose de 0,5 kg ha™', e na dose de 0,25 kg ha™' da formulagao 1
ocorreram os maiores valores. O controle sem déficit hidrico ndo diferiu do controle
com déficit hidrico. A menor dose da formulacdo 1 e as duas maiores doses das
formulacbes 1 e 2 foram semelhantes ao controle sem déficit hidrico. Todas as
doses da formulagao 2 e as menores doses da formulagao 1 e 3 foram semelhantes

do controle com déficit hidrico.

As vagens com trés graos na formulacdo 1 foi maior na menor dose, e ndo se
obteve diferencas entre as doses nas formulagdes 2 e 3 (Figura 3C). Nas doses de
1,0 kg ha'e 0,25 kg ha'1, 0S menores e maiores valores, respectivamente, foram
registrados na formulagao 1, e ndo se registrou diferengas entre as formulagdes para
a dose de 0,5 kg ha™. O controle sem déficit hidrico se manteve 98,28% maiores que
o controle com déficit hidrico. Entre os tratamentos com aplicagdo de bioestimulante
apenas a maior dose da formulagdo 1 e a dose mediana da formulagdo 2 foram
diferentes da controle sem déficit hidrico, e semelhantes ao controle com déficit

hidrico.

O numero total de vagens néao alterou entre as doses para as formulagdes 1 e
2, e foi menor na dose de 0,25 kg ha™ na formulacéo 3 (Figura 3D). A maior dose da
formulacdo 1 foi a menor, e ndo houve diferengcas entre as formulacbes para as
demais doses. O numero de vagens do controle sem déficit hidrico foi 34,3% maior
que o do controle com déficit hidrico. As menores doses da formulacéo 1 e todas as
doses das formulagdes 2 e 3 foram iguais ao controle sem déficit hidrico. O numero
de vagens das maiores doses da formulagdo 1, as menores da formulagdo 2 e a
menor da formulagdo 3 registraram resultados semelhantes ao controle com déficit

hidrico.
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Figura 3 - Nameros de vagens com 1 graos (A), com 2 graos (B), com 3 graos (C) e nimero de
vagens totais (D) em soja reidratada apos a submissdo ao déficit hidrico e apés a aplicagao do
bioestimulante, na avaliagao poés 2.
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Os tratamentos F1, F2 e F3 representam as trés formulagbes de bioestimulante FH Attivus®
aplicadas nas doses de 1,0 kg ha™ (barra branca), 0,5 kg ha™ (barra cinza claro) e 0,25 kg ha™ (barra
cinza escuro), os fatores adicionais estdo representados pela linha horizontal continua (controle com
déficit hidrico) e pela linha horizontal tracejada (controle sem déficit hidrico). Letras mailsculas nas
barras comparam as mesmas doses em diferentes formulagdes, letras minusculas nas barras
comparam as mesmas formulagbes em diferentes doses pelo teste de Scott e Knott a 5% de
probabilidade. O contorno das linhas dos controles (fatores adicionais) representa o erro padrao da
média, e as letras mailsculas comparam os controles pelo teste de Scott e Knott a 5% de
probabilidade. Os asteriscos e a cruz em cada barra indicam diferengas com os tratamentos
representados pela linha continua e pela linha tracejada, respectivamente, por meio do teste de
Dunnet a 5% de probabilidade. Barras representam o erro padrdo da média (n=4).

4.2 Potencial hidrico foliar

Observou-se em pds 1 que todas as plantas submetidas ao déficit hidrico (T1
ao T10) atingiram o potencial hidrico foliar inferior a -1,5 MPa, e foram verificadas
diferencas entre os tratamentos (Figura 4A). O controle sem déficit hidrico foi de
126,02% a 187,67% maior que os demais tratamentos que estavam sob déficit

hidrico. Em pés 2, apds a reidratacdo e aplicacdo das formulacbes e doses do
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bioestimulante, todos os tratamentos apresentaram potencial hidrico foliar maior que
-0,6 MPa, e nao foram verificadas diferencas entre as doses e as formulagdes
(Figura 4B). Os controles diferiram entre sim, sendo o controle sem déficit hidrico
29,54% maior. Todos os tratamentos retomaram a valores de potencial hidrico
semelhante ao controle sem déficit hidrico. O potencial hidrico foliar, em pods 2, na
menor dose da formulagédo 1 foi maior que o controle com déficit hidrico, e o unico

tratamento que apresentou diferenga com este controle.

Figura 4 - Potencial hidrico foliar em soja nas avaliacoes pés 1 e pés 2.
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Potencial hidrico foliar (¥;) (A) em soja sob déficit hidrico e sem a aplicagdo do bioestimulante, na
avaliagdo p6s 1: barras e linha continua representam as plantas sob déficit hidrico (T1 ao T10), a
linha tracejada representa o controle sem déficit hidrico. Potencial hidrico foliar (W) (B) em soja
reidratada apds a submissao ao déficit hidrico e apds a aplicagao do bioestimulante, na avaliagdo pos
2. Os tratamentos F1, F2 e F3 representam as trés formulagdes de bioestimulante FH Attivus®
aplicadas nas doses de 1,0 kg ha™ (barra branca), 0,5 kg ha™ (barra cinza claro) e 0,25 kg ha™ (barra
cinza escuro), os fatores adicionais estdo representados pela linha horizontal continua (controle com
déficit hidrico) e pela linha horizontal tracejada (controle sem déficit hidrico). Letras mailusculas nas
barras comparam as mesmas doses em diferentes formulagbes, letras mindsculas nas barras
comparam as mesmas formulagbes em diferentes doses pelo teste de Scott e Knott a 5% de
probabilidade. O contorno das linhas dos controles (fatores adicionais) representa o erro padréo da
média, e as letras mailsculas comparam os controles pelo teste de Scott e Knott a 5% de
probabilidade. Os asteriscos e a cruz em cada barra indicam diferengas com os tratamentos
representados pela linha continua e pela linha tracejada, respectivamente, por meio do teste de
Dunnet a 5% de probabilidade. Barras representam o erro padrdo da média (n=4).

4.3 Analises biométricas

Em pds 1 os tratamentos com déficit hidrico apresentaram diferencas visuais
com o controle sem déficit hidrico (Figura 5). Apds a reidratagéo e aplicagdo do
bioestimulante, em pds 2, as plantas apresentaram diferentes respostas de
crescimento e desenvolvimento entre o controle com déficit hidrico, controle sem

déficit hidrico e tratamentos com aplicagé&o do bioestimulante (Figura 6).
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Figura 5 - Aspecto visual da parte aérea das plantas de soja apés a submissdao ao déficit
hidrico, na avaliagao pés 1.

CONTROLE F1 F1 F1 F2 F2 F2 F3 F3 F3 CONTROLE
COM ESTRESSE X i at, at, SEM ESTRESSE

Os tratamentos F1, F2 e F3 representam as trés formulagdes de bioestimulante aplicadas nas doses
de 1,0 kg ha™, 0,5 kg ha” e 0,25 kg ha. Os fatores adicionais est&o representados pelo controle com
déficit hidrico e pelo controle sem déficit hidrico.

Figura 6 - Aspecto visual da parte aérea das plantas de soja reidratadas apés a submissao ao
déficit hidrico e apds a aplicagdo do bioestimulante, na avaliagido poés 2.
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COM ESTRESSE 1,0kghat, 0,500 kg ha?,
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déficit hidrico e pelo controle sem déficit hidrico.

Na avaliagdo pdés 1 nao ocorreram diferengcas entre os tratamentos
submetidos ao déficit hidrico (T1 ao T10) para o didmetro do caule e massa seca da
parte aérea (Figura 7A e 7C). O didametro do caule nos tratamentos T3 e T5 foram
semelhantes ao controle sem déficit hidrico, e os demais tratamentos foram menores
que esse controle. O peso da parte aérea do controle sem déficit hidrico foi diferente
dos tratamentos T1, T6 e T10.

O didmetro do caule na avaliagao pés 2 da formulagao 1 foi maior na dose de
0,25 kg ha™', enquanto na formulagdo 2 ndo apresentou diferenca entre as doses, e
na formulagdo 3 o menor valor foi com a dose de 1,0 kg ha™ (Figura 7B). Nao foram
observadas diferengcas entre as trés formulacbes para as duas maiores doses,
enquanto na menor dose a formulagdo 2 houve reducdo do didmetro do caule. Os
controles com e sem déficit hidrico nao diferiram entre si. Todos os tratamentos
foram semelhantes ao controle sem déficit hidrico, exceto a formulacdo 1 na menor
dose que registrou valor maior. A maior dose da formulagéo 1, as menores doses da
formulacdo 2 e a menor dose da formulagdo 3 foram semelhantes ao controle com
déficit hidrico.

Na avaliagdo pos 2, as menores massas secas da parte aérea foram

registrados na maior dose das formulagbes 1 e 3, enquanto na formulagédo 2 o
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menor valor ocorreu na dose de 0,5 kg ha™ (Figura 7D). Na dosagem de 1,0 kg ha™
a massa seca foi crescente entre as formulagdes 1, 3 e 2; para a dose 0,5 kg ha' o
menor ocorreu formulagdo 2 e a dose de 0,25 kg ha™ apresentou foi maior na
formulacdo 3. Entre os controles o sem déficit hidrico apresentou acréscimos de
71,77% em relagdo ao controle com déficit hidrico. As maiores doses da formulagéo
1, a maior e a menor dose da formulagdo 2 e as menores doses da formulacdo 3
foram semelhantes ao controle sem déficit hidrico. A maior dose das formulacdes 1
e 3, e a dose intermediaria da formulacdo 2 nao diferiram do controle com déficit

hidrico.

Figura 7 - Diametro do caule (A), massa seca da parte aérea (C) em soja nas avaliagbes pos 1 e
pos 2.
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Diametro do caule (A), massa seca da parte aérea (C) em soja sob déficit hidrico e sem a aplicagéo
do bioestimulante na avaliagdo pds 1: barras e linha continuas representam as plantas sob déficit
hidrico (T1 ao T10), a linha tracejada representa o controle sem déficit hidrico. Didmetro do caule (B)
e massa seca da parte aérea (D) em soja reidratada apds a submissdo ao déficit hidrico e apds a
aplicagdo do bioestimulante, na avaliacdo pés 2. Os tratamentos F1, F2 e F3 representam as trés
formulagdes de bioestimulante FH Attivus® aplicadas nas doses de 1,0 kg ha™ (barra branca), 0,5 kg
ha™ (barra cinza claro) e 0,25 kg ha™ (barra cinza escuro), os fatores adicionais estdo representados
pela linha horizontal continua (controle com déficit hidrico) e pela linha horizontal tracejada (controle
sem déficit hidrico). Letras mailsculas nas barras comparam as mesmas doses em diferentes
formulagdes, letras minusculas nas barras comparam as mesmas formulagdes em diferentes doses
pelo teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade. O contorno das linhas dos controles (fatores
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adicionais) representa o erro padrédo da média, e as letras mailsculas comparam os controles pelo
teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade. Os asteriscos e a cruz em cada barra indicam
diferengcas com os tratamentos representados pela linha continua e pela linha tracejada,
respectivamente, por meio do teste de Dunnet a 5% de probabilidade. Barras representam o erro
padrao da média (n=4).

Os parametros relacionados as analises de raizes foram feitos apenas na
avaliacdo pods 2 (Figura 8A e 8B). Para a formulagao 1 os maiores volumes de raizes
ocorreram nas duas menores doses, enquanto para a formulagdo 2 a menor dose
promoveu os maiores valores, e nao ocorreram diferengas entre as doses para a
formulagdo 3. Sob as doses de 1,0 kg ha” e de 0,5 kg ha™' foram observados os
menores valores nas formulagdes 1 e 2, respectivamente, e ndo houve diferencas da
dose de 0,25 kg ha™' entre as formulacdes. Os controles foram diferentes entre si,
com acréscimos de 75% no controle sem déficit hidrico. As duas menores doses da
formulacdo 1, a maior e a menor dose da formulagdo 2 e todas as doses na
formulacdo 3 foram semelhantes ao controle sem déficit hidrico. O controle com
déficit hidrico foi semelhante a todas as doses na formulagao 1, as duas maiores

doses da formulagio 2 e a dose de 0,5 kg ha™ da formulacéo 3.

A massa seca de raiz nas formulacdes 1 e 2 foi menor na maior dose, € para
a formulagdo 3 a dose de 0,25 kg ha™ apresentaram-se maiores (Figura 8B). A dose
de 1,0 kg ha™ foi nas formulacdes 1 e 2, enquanto as doses de 0,5 kg ha™ e 0,25 kg
ha™' reduziram nas formulagdes 3 e 1, respectivamente. Os controles diferiram entre
si, sendo o controle sem déficit hidrico 212,5% maior. As menores doses das
formulacdes 1 e 2, assim como as maiores doses da formulagdo 3 n&o diferiram do
controle sem déficit hidrico. A dose de 1,0 kg ha™' das formulacdes 1 e 2 e a dose de

0,5 kg ha™' da formulacéo 3 foram semelhantes ao controle com déficit hidrico.
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Figura 8 - Volume de raiz (A) e massa seca de raiz (B) em soja reidratada apés a submissao ao
déficit hidrico e apés a aplicagao do bioestimulante, na avaliagao pés 2.
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Os tratamentos F1, F2 e F3 representam as trés formulagbes de bioestimulante FH Attivus®
aplicadas nas doses de 1,0 kg ha™ (barra branca), 0,5 kg ha™ (barra cinza claro) e 0,25 kg ha™ (barra
cinza escuro), os fatores adicionais estédo representados pela linha horizontal continua (controle com
déficit hidrico) e pela linha horizontal tracejada (controle sem déficit hidrico). Letras mailsculas nas
barras comparam as mesmas doses em diferentes formulagdes, letras minusculas nas barras
comparam as mesmas formulagdes em diferentes doses pelo teste de Scott e Knott a 5% de
probabilidade. O contorno das linhas dos controles (fatores adicionais) representa o erro padréo da
média, e as letras mailsculas comparam os controles pelo teste de Scott e Knott a 5% de
probabilidade. Os asteriscos e a cruz em cada barra indicam diferencas com os tratamentos
representados pela linha continua e pela linha tracejada, respectivamente, por meio do teste de
Dunnet a 5% de probabilidade. Barras representam o erro padrdo da média (n=4).

Na avaliagédo pds 1, a area foliar e a area foliar especifica ndo apresentaram
diferencas entre os tratamentos que foram submetidos ao déficit hidrico (T1 ao T10)
(Figura 9A e 9C). A area foliar de todos os tratamentos com déficit hidrico foi de
22,82% a 49,84% menor que o controle sem déficit hidrico. Na area foliar especifica
nao ocorreu diferenca entre os tratamentos com déficit hidrico e o controle sem
déficit hidrico.

Em pds 2, a dose de 1,0 kg ha™' das formulaces 1 e 3 registrou as menores
area foliar, e as duas maiores doses da formulagdo 2 proporcionaram as menores
(Figura 9B). Nao foram observadas diferengas entre as formula¢des para as doses
de 1,0 kg ha™ e 0,25 kg ha™, ja com a dose de 0,5 kg ha™' da formulagdo 2 ocorreu
reducao da area foliar. Nao houve diferenca entre os controles. Todas as doses da
formulacdo 3, a menor dose da formulagdo 2 e as duas menores da formulagao 1
apresentaram-se iguais ao controle sem déficit hidrico. Todos os tratamentos com a

aplicacao do bioestimulante foram semelhantes ao controle com déficit hidrico.
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As menores areas foliares especificas em pos 2 foram verificados nas doses
de 0,5 kg ha™ e 0,25 kg ha™ da formulagdo 1, na maior dose da formulagdo 2 e na
menor dose da formulagao 3 (Figura 9D). Os menores valores da dose de 1,0 kg ha
' ocorreram na formulacéo 2, os da dose 0,5 kg ha™' ocorreram nas formulagdes 1 e
2, e os da dose de 0,25 kg ha™ na formulacdo 3. Os controles apresentaram
diferengas, em que a area foliar especifica no controle com déficit hidrico foi 65,72%
maior que o sem déficit hidrico. O controle sem déficit hidrico foi semelhante a
menor dose de todas as formulacdes e a dose de 0,5 kg ha™' das formulagdes 1 e 2.
Todos os tratamentos com aplicagado de bioestimulante apresentaram redugdes de

20,21% a 130,95% em relagao ao controle com déficit hidrico.

Figura 9 - Area foliar (A), area foliar especifica (C) em soja nas avaliagées pos 1 e pos 2.
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Area foliar (A), area foliar especifica (C) em soja sob déficit hidrico e sem a aplicagdo do
bioestimulante na avaliagdo pos 1: barras e linha continuas representam as plantas sob déficit hidrico
(T1 ao T10), a linha tracejada representa o controle sem déficit hidrico. Area foliar (A), area foliar
especifica (C) em soja reidratada apds a submissdo ao déficit hidrico e apds a aplicagdo do
bioestimulante, na avaliagdo p6s 2. Os tratamentos F1, F2 e F3 representam as trés formulagbes de
bioestimulante FH Attivus® aplicadas nas doses de 1,0 kg ha™ (barra branca), 0,5 kg ha™ (barra cinza
claro) e 0,25 kg ha” (barra cinza escuro), os fatores adicionais estao representados pela linha
horizontal continua (controle com déficit hidrico) e pela linha horizontal tracejada (controle sem déficit
hidrico). Letras maiusculas nas barras comparam as mesmas doses em diferentes formulagdes, letras
minusculas nas barras comparam as mesmas formulagdes em diferentes doses pelo teste de Scott e
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Knott a 5% de probabilidade. O contorno das linhas dos controles (fatores adicionais) representa o
erro padrao da média, e as letras mailusculas comparam os controles pelo teste de Scott e Knott a 5%
de probabilidade. Os asteriscos e a cruz em cada barra indicam diferengas com os tratamentos
representados pela linha continua e pela linha tracejada, respectivamente, por meio do teste de
Dunnet a 5% de probabilidade. Barras representam o erro padréo da média (n=4).

4.4 Pigmentos cloroplastidicos

Em relagdo aos pigmentos fotossintéticos de teores de clorofila a (Figura 10A)
e carotenoides (Figura 10G) na avaliagdo po6s 1, ndo houve diferengcas entre os
tratamentos submetidos ao déficit hidrico (T1 ao T10) e com o controle sem déficit
hidrico. Os teores de clorofila b (Figura 10C) e razdo clorofila a/b (Figura 10E) foram
menores nos tratamentos com déficit hidrico (T1 ao T10). Os teores de clorofila b
foram 38,68% a 95,95% maiores no controle sem déficit hidrico do que nos

tratamentos com déficit hidrico, enquanto os teores de carotenoides foram menores.

Os teores de clorofila a na avaliagdo pos 2 nao diferiram entre as doses para
a formulacédo 2, e ocorreu acréscimos nas doses de 1,0 kg ha™ e 0,25 kg ha™ das
formulacdes 1 e 3, respectivamente (Figura 10B). A dose de 0,25 kg ha’' da
formulagdo 1 reduziu a clorofila a, enquanto as doses de 1,0 kg ha™ e 0, 5 kg ha™
foram iguais entre as formulagdes. O controle sem déficit hidrico foi 94,95% maior,
quando comparado com o controle com déficit hidrico. Todas as doses da
formulacdo 2, as duas maiores doses da formulagdo 1 e a menor dose da
formulacdo 3 mostraram respostas semelhantes ao controle sem déficit hidrico.

Apenas a menor dose da formulagao 1 nao diferiu do controle com déficit hidrico.

Os teores de clorofila b e a razédo clorofila a/b (Figura 10D e 10F) nao
diferiram entre as formulagdes e doses na avaliacdo pds 2. Nos teores de clorofila b
nao ocorreram diferengas entre os controles, ja para razao clorofila a/b o controle
sem déficit hidrico foi maior. Houve diferenga nos teores de clorofila b entre controle
sem déficit hidrico e as duas menores doses da formulagao 3. Para a razao clorofila
alb todos os tratamentos foram semelhantes a ambos os controles, exceto a menor

dose da formulacéo 2 que apresentou-se maior que o controle com déficit hidrico.

Os teores de carotenoides reduziram sob as doses 0,25 kg ha™ e 0, 5 kg ha™
das formulagdes 1 e 3, respectivamente, e ndo ocorreram diferengas entre as doses
da formulacdo 2 (Figura 10H). Nao houve diferencas nos teores de carotenoides

entre as duas maiores doses de todas as formulagdes, e a dose de 0,25 kg ha' da
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formulac&o 1 registrou decréscimos. Entre os controles ocorreram diferencas, sendo
o teor de carotenoides no controle sem déficit hidrico 144,86% maior que o com
déficit hidrico. Todos os tratamentos com aplicagdo de bioestimulante
proporcionaram teores de carotenoides de 69,42% a 122,8% maiores que o controle
com déficit hidrico, e apenas a menor dose da formulagdo 1 e a dose intermediaria
da formulacdo 3 os valores foram significativamente menores que o controle sem

déficit hidrico.
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Figura 10 - Teores de clorofila a (Cl,) (A), teores de clorofila b (Cl,) (C), razdo clorofila a/b
(Cl./Cly) (E), carotenoides (CAR) (G) em soja nas avaliagdoes em pos 1 e pos 2.
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Teores de clorofila a (Cl,) (A), teores de clorofila b (Cl,) (C), razdo clorofila a/b (Cl,/Cly) (E),
carotenoides (CAR) (G) em soja sob déficit hidrico e sem a aplicagdo do bioestimulante na avaliagao
pos 1: barras e linha continuas representam as plantas sob déficit hidrico (T1 ao T10), a linha
tracejada representa o controle sem déficit hidrico. Teores de clorofila a(B), teores de clorofila b (D),
razdo clorofila a/b (F) e carotenoides (H) em soja reidratada apds a submissédo ao déficit hidrico e
apos a aplicagao do bioestimulante, na avaliagao pés 2. Os tratamentos F1, F2 e F3 representam as
trés formulacdes de bioestimulante FH Attivus® aplicadas nas doses de 1,0 kg ha™ (barra branca),
0,5 kg ha™ (barra cinza claro) e 0,25 kg ha™ (barra cinza escuro), os fatores adicionais estao
representados pela linha horizontal continua (controle com déficit hidrico) e pela linha horizontal
tracejada (controle sem déficit hidrico). Letras mailusculas nas barras comparam as mesmas doses
em diferentes formulagdes, letras minUsculas nas barras comparam as mesmas formulagdes em
diferentes doses pelo teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade. O contorno das linhas dos
controles (fatores adicionais) representa o erro padrao da média, e as letras maiusculas comparam os
controles pelo teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade. Os asteriscos e a cruz em cada barra
indicam diferengas com os tratamentos representados pela linha continua e pela linha tracejada,
respectivamente, por meio do teste de Dunnet a 5% de probabilidade. Barras representam o erro
padrdo da média (n=4).

Os tratamentos foram submetidos ao déficit hidrico em pés 1 (T1 a T10) nao
apresentaram diferengas para clorofila total e indice SPAD (Figura 11A e 11C).
Quanto aos valores de indice SPAD, todos os tratamentos submetidos ao déficit
hidrico foram semelhantes ao controle sem déficit hidrico, ja os teores de clorofila

total nos tratamentos T4, T5, T6 e T7 foram iguais ao controle sem déficit hidrico.

Na avaliagdo em pos 2, os teores de clorofila total ndo diferiram entre as
doses da formulacéo 2, enquanto na formulagao 1 foi menor na dose de 0,25 kg ha™,
e na formulagdo 3 foram menores nas duas maiores doses (Figura 11B). Nao houve
diferengas entre as duas maiores doses das trés formulagdes, ja a menor dose da
formulacao 1 reduziu a clorofila total. O controle com déficit hidrico foi 65,77% menor
que o controle sem déficit. Todas as doses da formulagao 2, as duas maiores doses
da formulagdo 1 e a menor e maior dose da formulagdo 3 foram semelhantes ao
controle sem déficit hidrico. A menor dose da formulagcdo 1 e as duas maiores doses
da formulacao 3 apresentaram valores de clorofila total semelhantes ao controle com
déficit hidrico.

O indice SPAD na avaliagao pos 2 nao diferiu entre as doses das formulagdes
2 e 3, e a maior dose da formulagao 1 registrou redugdes (Figura 11D). Nao foram
observadas diferencas entre as doses de 0,5 kg ha” e 0,25 kg ha™' das trés
formulagdes, e maiores valores sob a dose 1,0 kg ha' da formulacdo 3 foram
observados. O controle com déficit hidrico apresentou-se 45,31% menor que o

controle sem déficit hidrico. Todos os valores de indice SPAD foram maiores sob os
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tratamentos com aplicagao de bioestimulante do que o controle com déficit hidrico, e
apenas o tratamento referente a maior dose da formulagdo 1 apresentou valor

menor do que o controle sem déficit hidrico.

Figura 11 - Clorofila total (A), indice SPAD (C) em soja nas avaliagées em pés 1 e pés 2.
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Clorodfila total (A), indice SPAD (C) em soja sob déficit hidrico e sem a aplicacao do bioestimulante, na
avaliacdo pés 1: barras e linha continua representam as plantas sob déficit hidrico (T1 ao T10), a
linha tracejada representa o controle sem déficit hidrico. Clorofila total (B) e indice SPAD (D) em soja
reidratada apds a submissao ao déficit hidrico e apds a aplicagao do bioestimulante, na avaliagdo pos
2 Os tratamentos F1, F2 e F3 representam as trés formulagbes de bioestimulante FH Attivus®
aplicadas nas doses de 1,0 kg ha™ (barra branca), 0,5 kg ha™ (barra cinza claro) e 0,25 kg ha™ (barra
cinza escuro), os fatores adicionais estédo representados pela linha horizontal continua (controle com
déficit hidrico) e pela linha horizontal tracejada (controle sem déficit hidrico). Letras mailsculas nas
barras comparam as mesmas doses em diferentes formulagdes, letras minlsculas nas barras
comparam as mesmas formulagbes em diferentes doses pelo teste de Scott e Knott a 5% de
probabilidade. O contorno das linhas dos controles (fatores adicionais) representa o erro padrdo da
média, e as letras mailsculas comparam os controles pelo teste de Scott e Knott a 5% de
probabilidade. Os asteriscos € a cruz em cada barra indicam diferengcas com os tratamentos
representados pela linha continua e pela linha tracejada, respectivamente, por meio do teste de
Dunnet a 5% de probabilidade. Barras representam o erro padrdo da média (n=4).
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4.5 Trocas gasosas

Na avaliacdo em pods 1 ndo foram verificadas diferengas entre assimilagao de
CO; (A), transpiragdo (E), condutancia estomatica (gs) e concentragao interna de
carbono (C)) entre os tratamentos com déficit hidrico (T1 a T10) (Figuras 12A, 12C,
12E e 12F). Todos os tratamentos submetidos ao déficit hidrico apresentaram
diferencas quando comparados ao controle sem déficit hidrico, sendo que os
parametros de A, E e gs apresentaram valores menores e o C; valores maiores que

o controle sem déficit hidrico.

Em poés 2, ndo houve diferencas entre A com a aplicacdo das doses da
formulacéo 1, e a menor dose das formulagbes 2 e 3 aumentaram (Figura 12B). A
menor dose das trés formulagcbes do bioestimulante proporcionou valores
semelhantes de A, ja a dose de 1,0 kg ha™' da formulagdo 2 obteve menores valores.
O controle sem déficit hidrico apresentou-se 55,17% maior que o controle com déficit
hidrico. Todas as doses das formulagcdes 1 e 3 e a menor dose da formulagao 2
promoveram em valores de A semelhantes ao controle sem déficit hidrico. Apenas a
A observada na maior dose da formulacdo 2 ndo diferiu do controle com déficit

hidrico.

A E em pos 2 foi maiores sob as doses 1,0 kg ha e 0,25 kg ha™' das
formulagcdes 1 e 3, respectivamente, e na formulagdo 2 nao foram verificadas
diferencas entre as doses (Figura 12D). Sob a menor dose nao foram verificadas
diferencas entre as formulacgdes, ja a aplicacdo da maior dose da formulagao 1
promoveu a maior E. O controle sem déficit hidrico apresentou-se 39,61% maior que
o controle com déficit hidrico. Dos tratamentos com aplicagdo de bioestimulante,
apenas a maior dose da formulacdo 1 resultou em E superior que o controle sem
déficit hidrico. A dose 0,5 kg ha™' de todas as formulagdes e a menor dose da

formulacdo 2 resultaram em valores iguais ao controle com déficit hidrico.

Em pds 2 na formulagdo 1 a maior gs foi observado com na dose 1,0 kg ha™,
na formulacdo 2 foram nas doses de 1,0 kg ha™ e 0,25 kg ha™ e na menor dose da
formulagdo 3 (Figura 12F). As dose de 1,0 kg ha™ e 0,5 kg ha™ foram maiores na
formulacdo 1, e na dose 0,25 kg ha’' de todas as formulagdes ndo foram

encontradas diferencas entre os valores de gs. No controle sem déficit hidrico a gs
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foi 45% maior que no controle com déficit hidrico. A dose 1,0 kg ha™ da formulagéo 1
resultou em maior gs que o controle sem déficit hidrico, enquanto a dose 0,5 kg ha™
da formulagdo 2 em menor. A dose 0,5 kg ha” da formulagao 2 e as duas maiores

doses da formulagdo 3 conferiram gs semelhante ao controle com déficit hidrico.

A C;nao diferiu entre as doses das formulagbes 1 e 2, ja a menor dose da
formulacdo 3 resultou no maior valor (Figura 12H). A dose 1,0 kg ha™' da formulacéo
1 resultou em maior C, enquanto a dose 0, 5 kg ha” obteve 0o menor C; na
formulacédo 3 e a dose 0,25 kg ha™' de todas as formulagées foram semelhantes. O
controle com déficit hidrico foi 8% superior ao do controle sem déficit hidrico. Todos
os tratamentos com aplicacdo de bioestimulante apresentaram-se de 7,34% a
29,45% superiores do controle com déficit hidrico, e apenas o tratamento com a

dose 0,5 kg ha™ da formulacgéo 3 nao diferiu do controle sem déficit hidrico.
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Figura 12 - Taxa de assimilagdo de CO, (A) (A), taxa transpiratéria (E) (C), condutancia
estomatica (gs) (E), concentragao interna de carbono (C;) (G) em soja nas avaliagdes em pos 1

e pos 2.
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Taxa de assimilagdo de CO, (A) (A), taxa transpiratéria (E) (C), condutancia estomatica (gs) (E),
concentragao interna de carbono (C;) (G) em soja sob déficit hidrico e sem a aplicagdao do
bioestimulante, na avaliagdo pos 1: barras e linha continua representam as plantas sob déficit hidrico
(T1 ao T10), a linha tracejada representa o controle sem déficit hidrico. Taxa de assimilagdo de CO,
(A) (B), taxa transpiratdria (E) (D), condutancia estomatica (gs) (F), concentragéo interna de carbono
(C) (H) em soja reidratada apds a submissdo ao déficit hidrico e apds a aplicacdo do bioestimulante,
na avaliagdo pds 2 Os tratamentos F1, F2 e F3 representam as trés formulagdes de bioestimulante
FH Attivus® aplicadas nas doses de 1,0 kg ha™ (barra branca), 0,5 kg ha™ (barra cinza claro) e 0,25
kg ha™ (barra cinza escuro), os fatores adicionais estdo representados pela linha horizontal continua
(controle com déficit hidrico) e pela linha horizontal tracejada (controle sem déficit hidrico). Letras
mailsculas nas barras comparam as mesmas doses em diferentes formulagées, letras minasculas
nas barras comparam as mesmas formulagdes em diferentes doses pelo teste de Scott e Knott a 5%
de probabilidade. O contorno das linhas dos controles (fatores adicionais) representa o erro padrao
da média, e as letras maiusculas comparam os controles pelo teste de Scott e Knott a 5% de
probabilidade. Os asteriscos e a cruz em cada barra indicam diferengcas com os tratamentos
representados pela linha continua e pela linha tracejada, respectivamente, por meio do teste de
Dunnet a 5% de probabilidade. Barras representam o erro padrdo da média (n=4).

4.6 Eficiéncia do uso da agua e de carboxilagao

A eficiéncia do uso da agua (EUA) e a eficiéncia de carboxilacédo (EC), em
pos 1, nao apresentaram diferengas entre os tratamentos que foram submetidos ao
déficit hidrico (T1 a T10) (Figura 13A e 13C). Todos os tratamentos com déficit
hidrico foram menores que o controle sem déficit hidrico. A EUA registrou valores

negativos.

Na avaliagdo em pos 2 nao foram verificadas diferengcas na EUA sob as doses
das formulacdes 2 e 3, ja a dose 1,0 kg ha™' da formulacdo 1 foi a menor entre as
demais (Figura 13B). A EUA nao diferiu com na maior dose das trés formulagdes, no
entanto sob as doses 0,5 kg ha'e 0,25 kg ha' foram verificados os menores valores
de EUA nas formulacdes 2 e 1, respectivamente. Nao houve diferencas significativas
entre o controle com déficit hidrico e o sem déficit hidrico. A EUA foi semelhante
entre todos os tratamentos com aplicacdo de bioestimulante e o controle sem déficit
hidrico, assim como com a maior dose de todas as formulagdes e a dose

intermediaria da formulagao 2 foram iguais ao controle com déficit hidrico.

A EC ndo apresentou diferencas entre as doses para nenhuma das
formulacdes na avaliacdo em pos 2 (Figura 13D). A dose de 1,0 kg ha' da
formulagdo 2 reduziu, e a dose 0,5 kg ha™ da formulagdo 3 resultou na maior EC, e
na dose de 0,25 kg ha™ n&o registrou diferencas entre as doses. A EC foi maior em
57,14% no controle sem déficit hidrico do que no controle com déficit hidrico. Todos

os tratamentos com aplicagao de bioestimulante resultaram em EC de 32,14% a
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85,71% maiores do que o controle com déficit hidrico, e apenas a menor dose da

formulacédo 1 resultou em valores maiores que o controle sem déficit hidrico.

Figura 13 - Eficiéncia do uso da agua (EUA) (A), eficiéncia de carboxilagdo (EC) (C) em soja nas
avaliagbes em poés 1 e pos 2.
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Eficiéncia do uso da agua (EUA) (A), eficiéncia de carboxilagdo (EC) (C) em soja sob déficit hidrico e
sem a aplicagdo do bioestimulante, na avaliagdo pds 1: barras e linha continua representam as
plantas sob déficit hidrico (T1 ao T10), a linha tracejada representa o controle sem déficit hidrico.
Eficiéncia do uso da agua (EUA) (B) e eficiéncia de carboxilagdo (EC) (D) em soja reidratada apds a
submissao ao déficit hidrico e apds a aplicagao do bioestimulante, na avaliagao pés 2 Os tratamentos
F1, F2 e F3 representam as trés formulagdes de bioestimulante FH Attivus® aplicadas nas doses de
1,0 kg ha™ (barra branca), 0,5 kg ha™ (barra cinza claro) e 0,25 kg ha™ (barra cinza escuro), os
fatores adicionais estdo representados pela linha horizontal continua (controle com déficit hidrico) e
pela linha horizontal tracejada (controle sem déficit hidrico). Letras mailsculas nas barras comparam
as mesmas doses em diferentes formulagbes, letras minusculas nas barras comparam as mesmas
formulagbes em diferentes doses pelo teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade. O contorno das
linhas dos controles (fatores adicionais) representa o erro padrdao da média, e as letras mailsculas
comparam os controles pelo teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade. Os asteriscos e a cruz em
cada barra indicam diferengas com os tratamentos representados pela linha continua e pela linha
tracejada, respectivamente, por meio do teste de Dunnet a 5% de probabilidade. Barras representam
o erro padrao da média (n=4).

4.7 Parametros de fluorescéncia da clorofila a
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Na avaliagdo em pdés 1 os parametros de fluorescéncia da clorofila a,
rendimento quantico do fotossistemas Il no claro (FV/Fm’), rendimento quéntico
efetivo do fotossistemas Il (§PSlI), taxa de transporte de elétrons (ETR) (Figura 14A,
14C e 14E) nao apresentaram diferengas entre os tratamentos submetidos ao déficit
hidrico (T1 a T10). O controle sem déficit hidrico permaneceu maior que os demais

tratamentos.

O FV/Fm’ apresentou-se semelhantes em pds 2 para os tratamentos com
aplicacao de bioestimulante, sem diferencas entre doses e formulagdes (Figura
14B). O controle sem déficit hidrico permaneceu 15% maior que o controle com
déficit hidrico. O Fv/Fm’ retomaram a valores semelhantes ao do controle sem
déficit hidrico apds a aplicagdo do bioestimulante, e todos estes tratamento foram
maiores de 12,45% a 18,86% que o controle com déficit hidrico. Na variavel Fv'/Fm’
todos os tratamentos com aplicagao de bioestimulante foram diferentes do controle
sem déficit hidrico, exceto a dose 0,5 kg ha' da formulagdo 3 que apresentou

valores semelhantes a esse controle.

As doses 1,0 kg ha' e 0,5 kg ha'1, respectivamente, das formulacdes 1 e 3,
promoveram reducdes de ¢PSIl e ETR, e ndo ocorreram diferengas entre as doses
da formulacdo 2 (Figura 14D e 14F). Nao houve diferencas na dose de 0,5 kg ha™
das formulagdes, e menores valores das doses 1,0 kg ha™ e 0,25 kg ha™ foram
observados na formulagdo 1. Houve diferencas entre os controles de ambas
variaveis, sendo que o controle sem déficit hidrico apresentou valores
aproximadamente 18% maiores que o com déficit hidrico. Todos os tratamentos com
aplicagao de bioestimulante resultaram em ¢PSIl e ETR maiores de 14% a 32% que
o controle com déficit hidrico. Para ¢PSlI todas as doses das formulagcbes 1 e 3 e as
duas maiores doses da formulagdo 2 retomaram a valores semelhante ao controle
sem déficit hidrico, e todos os tratamentos com bioestimulante resultaram em
valores maiores que o controle com déficit hidrico. Os valores de ETR nao diferiram
do controle sem déficit hidrico sob todas as doses da formulagao 1, na maior e na
menor dose da formulacédo 2 e sob as duas maiores doses da formulagao 3, e todos
os tratamentos com bioestimulante foram superiores que o controle com déficit

hidrico.
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Figura 14 - Rendimento quantico do fotossistemas Il no claro (A), rendimento quantico efetivo
do fotossistemas Il (C) e taxa de transporte de elétrons (E) em soja nas avaliagbes em poés 1 e

pos 2.
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Rendimento quantico do fotossistemas Il no claro (A), rendimento quéntico efetivo do fotossistemas |l
(C) e taxa de transporte de elétrons (E) em soja sob déficit hidrico e sem a aplicacdo do
bioestimulante, na avaliagdo pos 1: barras e linha continua representam as plantas sob déficit hidrico
(T1 ao T10), a linha tracejada representa o controle sem déficit hidrico. Rendimento quantico do
fotossistemas Il no claro (B), rendimento quantico efetivo do fotossistemas Il (D) e taxa de transporte
de elétrons (F) em soja reidratada apds a submissdo ao déficit hidrico e apdés a aplicagdo do
bioestimulante, na avaliagdo pds 2 Os tratamentos F1, F2 e F3 representam as trés formulagdes de
bioestimulante FH Attivus® aplicadas nas doses de 1,0 kg ha™ (barra branca), 0,5 kg ha™ (barra cinza
claro) e 0,25 kg ha™ (barra cinza escuro), os fatores adicionais estdo representados pela linha
horizontal continua (controle com déficit hidrico) e pela linha horizontal tracejada (controle sem déficit
hidrico). Letras maiusculas nas barras comparam as mesmas doses em diferentes formulagdes, letras
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minusculas nas barras comparam as mesmas formulagdes em diferentes doses pelo teste de Scott e
Knott a 5% de probabilidade. O contorno das linhas dos controles (fatores adicionais) representa o
erro padréo da média, e as letras maiusculas comparam os controles pelo teste de Scott e Knott a 5%
de probabilidade. Os asteriscos e a cruz em cada barra indicam diferengas com os tratamentos
representados pela linha continua e pela linha tracejada, respectivamente, por meio do teste de
Dunnet a 5% de probabilidade. Barras representam o erro padrdo da média (n=4).

Em pds 1 ndo foram observadas diferengas nos parametros de coeficiente de
extingdo fotoquimica (gqP), coeficiente de extingdo ndo fotoquimico (NPQ) e
rendimento quantico da dissipacdo néo regulada (Y(NPQ)) nas plantas de soja sob
déficit hidrico (Figura 15A, 15C e 15E). Por outro lado, estas variaveis apresentaram
diferengcas em relagao ao controle sem déficit hidrico. O rendimento quantico da
dissipagédo nao regulada (Y(NO)) (Figura 15G) nao diferiu entre os tratamentos com
déficit hidrico, e também nao apresentou diferengcas destes tratamentos com o

controle sem déficit hidrico.

Apos a aplicagéo do bioestimulante ndo houve diferengcas nos valores de gP
entre as doses das formulacdes 2 e 3, e na formulacdo 1 o maior valor foi observado
na maior dose (Figura 15B). O controle sem déficit hidrico foi superior em 10,20%
que o controle com déficit hidrico. Todos os tratamentos com aplicagdo de
bioestimulante resultaram em P maiores de 16,3% a 24,5% que o controle com
déficit hidrico, e apenas a dose 0,5 kg ha™' da formulagdo 1 equiparou o valor ao do
controle sem déficit hidrico, enquanto as demais doses resultaram em valores

superiores.

Em pds 2 o NPQ e Y(NPQ) nao diferiram entre as doses nas formulagdes, e
entre as formulagdes para as doses (Figura 15D e 15F). Em NPQ os controles nao
diferiram entre si, e em Y(NPQ) o controle sem déficit hidrico foi maior que o com
déficit hidrico. O NPQ dos tratamentos com bioestimulante foram semelhantes ao
controle sem déficit hidrico, a maior e menor dose da formulagao 2 e todas as doses
da formulacdo 3 nao resultaram em diferengas com o controle com déficit hidrico.
Em relagdo a Y(NPQ), apenas a maior dose da formulagdo 1 apresentou valores
maiores que o0 controle sem déficit hidrico, os demais tratamentos com
bioestimulante foram semelhantes a este controle. A menor dose da formulacéo 2 e
a maior e menor dose da formulagdao 3 foram semelhantes ao controle com déficit

hidrico.
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A formulagdo 1 na sua maior dose registrou decréscimo de 37,08% de
Y(NO), enquanto as demais formulagcdes ndo indicaram diferengas entre as doses
(Figura 15H). A maior dose apresentou o menor valor na formulagéo 1, e as demais
doses nao diferiram entre as formulag¢des. Y(NO) foi maior em 26,53% no controle
com déficit hidrico do que no controle sem déficit hidrico. Todos os tratamentos com
bioestimulante foram semelhantes ao controle sem déficit hidrico. Apenas a maior
dose da formulacao 2 registrou valores semelhantes ao controle com déficit hidrico,

os demais tratamentos apresentaram valores inferiores a este controle.
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Figura 15 - Coeficiente de extingdo fotoquimico (A), coeficiente de extingdo ndo fotoquimico
(C), rendimento quantico da dissipagao regulada (E), rendimento quantico da dissipagao nao
regulada (G) em soja nas avaliagdes em pés 1 e pos 2.
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Coeficiente de extingdo fotoquimico (A), coeficiente de extingdo ndo fotoquimico (C), rendimento
quantico da dissipagdo regulada (E), rendimento quantico da dissipagdo nao regulada (G) em soja
sob déficit hidrico e sem a aplicagdo do bioestimulante, na avaliagdo pdés 1: barras e linha continua
representam as plantas sob déficit hidrico (T1 ao T10), a linha tracejada representa o controle sem
déficit hidrico Coeficiente de extingdo fotoquimico (B), coeficiente de extingdo nao fotoquimico (D),
rendimento quéntico da dissipagéo regulada (F) e rendimento quéantico da dissipagdo néo regulada
(H)em soja reidratada apds a submissédo ao déficit hidrico e apds a aplicagdo do bioestimulante, na
avaliagéo po6s 2. Os tratamentos F1, F2 e F3 representam as trés formulagdes de bioestimulante FH
Attivus® aplicadas nas doses de 1,0 kg ha™ (barra branca), 0,5 kg ha™ (barra cinza claro) e 0,25 kg
ha™ (barra cinza escuro), os fatores adicionais estdo representados pela linha horizontal continua
(controle com déficit hidrico) e pela linha horizontal tracejada (controle sem déficit hidrico). Letras
maiusculas nas barras comparam as mesmas doses em diferentes formulagdes, letras minusculas
nas barras comparam as mesmas formulagées em diferentes doses pelo teste de Scott e Knott a 5%
de probabilidade. O contorno das linhas dos controles (fatores adicionais) representa o erro padréo
da média, e as letras mailsculas comparam os controles pelo teste de Scott e Knott a 5% de
probabilidade. Os asteriscos e a cruz em cada barra indicam diferengas com os tratamentos
representados pela linha continua e pela linha tracejada, respectivamente, por meio do teste de
Dunnet a 5% de probabilidade. Barras representam o erro padrdo da média (n=4).

4.8 Peroxidacao de lipideos

Em pds 1, o teor de peroxidacao lipidica (MDA) nao apresentou diferengas
entre os tratamentos submetidos ao déficit hidrico (T1 a T10), e foram de 68,25% a

88,61% maiores que o controle sem déficit hidrico (Figura 16A).

Na avaliagdo em pdés 2 o MDA nao apresentou variagdes sob as doses das
formulacdes 1 e 2, mas na formulagdo 3 os menores valores ocorreram nas duas
menores doses (Figura 16B). A dose 1,0 kg ha™ registrou os maiores valores na
formulacdo 3, a dose de 0,5 kg ha™ nao diferiu entre as formulagdes, e a dose 0,25
kg ha™ foi maior na formulagdo 2. O controle sem déficit hidrico mostrou valores
24,27% inferiores de MDA que o controle com déficit. Todos os tratamentos com
aplicagao de bioestimulante apresentaram valores semelhantes ao do controle sem
déficit hidrico e de 9,3% a 38,05% menores ao do controle com déficit hidrico,
exceto a maior dose da formulagdo 3 que registrou valores maiores que o controle

sem déficit hidrico e semelhantes ao controle com déficit hidrico.
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Figura 16 - Teor de peroxidagao lipidica (A) em soja nas avaliagdes em pés 1 e pos 2.
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Teor de peroxidacgéo lipidica (A) em soja sob déficit hidrico e sem a aplicagéo do bioestimulante, na
avaliagdo po6s 1: barras e linha continua representam as plantas sob déficit hidrico (T1 ao T10), a
linha tracejada representa o controle sem déficit hidrico. Teor de peroxidacéo lipidica (B) em soja
reidratada apds a submissao ao déficit hidrico e apds a aplicagdo do bioestimulante, na avaliagao pos
2 Os tratamentos F1, F2 e F3 representam as trés formulagbes de bioestimulante FH Attivus®
aplicadas nas doses de 1,0 kg ha™ (barra branca), 0,5 kg ha™ (barra cinza claro) e 0,25 kg ha™ (barra
cinza escuro), os fatores adicionais estao representados pela linha horizontal continua (controle com
déficit hidrico) e pela linha horizontal tracejada (controle sem déficit hidrico). Letras mailsculas nas
barras comparam as mesmas doses em diferentes formulagdes, letras mindsculas nas barras
comparam as mesmas formulagdes em diferentes doses pelo teste de Scott e Knott a 5% de
probabilidade. O contorno das linhas dos controles (fatores adicionais) representa o erro padrdo da
média, e as letras mailsculas comparam os controles pelo teste de Scott e Knott a 5% de
probabilidade. Os asteriscos e a cruz em cada barra indicam diferencas com os tratamentos
representados pela linha continua e pela linha tracejada, respectivamente, por meio do teste de
Dunnet a 5% de probabilidade. Barras representam o erro padrdo da média (n=4).

4.9 Enzimas do metabolismo antioxidativo

Na avaliacdo em pos 1 a atividade das enzimas antioxidativas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POX) e peroxidase do ascorbato
(APX) nao diferiu entre os tratamentos estressados (T1 a T10) e nestes tratamentos
se registrou aumento de valores quando comparados ao controle sem déficit hidrico
(Figura 17A, 17C, 17E e 17G).

A atividade da enzima SOD foi maior sob as doses de 0,5 kg ha™ e 0,25 kg
ha' das formulacdes 1 e 2 , respectivamente, e as doses da formulagdo 3 ndo
resultaram em variagdes (Figura 17B). Nas duas maiores doses a formulagao 1
registrou aumento na atividade de SOD, ja na menor dose ndo houve diferengas
entre as formulagbes. A atividade desta enzima foi maior 57,47% no controle com
déficit hidrico quando comparado ao controle sem déficit hidrico. Todos os

tratamentos que possuiam a aplicagdo do bioestimulante foram significativamente
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maiores que ambos os controles, com acréscimos de 21,9% a 62,04% em relagao
ao controle com déficit hidrico e de 91,95% a 155,17 % em relacdo ao sem déficit

hidrico.

Sob a formulagcdo 1 a maior atividade da enzima CAT foi verificada na dose
de 0,5 kg ha™', enquanto na formulagdo 2 os maiores valores ocorreram nas doses
de 1,0 kg ha' e 0,25 kg ha”, e na formulagdo 3 os maiores valores foram
observados nas duas menores doses (Figura 17D). A maior dose apresentou os
maiores valores nas formulagbes 1 e 2, e a duas menores doses apresentaram
maiores valores na formulacdo 3. O controle com déficit hidrico e o sem déficit
hidrico ndo diferiram entre si. Todos os tratamentos foram significativamente maiores
que ambos os controles, exceto a maior dose da formulagdo 3 que apesar de maior
nao registrou diferengcas significativas. Os tratamentos com bioestimulante
aumentaram com de 20,46% a 53,91% em relacdo ao controle com déficit hidrico e

de 36,26% a 74,10 % em relagao ao sem déficit hidrico

Na enzima POX néao se verificaram diferencas entre as doses da formulagao
1, enquanto para a formulagdo 2 o maior valor de atividade ocorreu na menor dose,
e as duas menores doses da formulagdo 3 resultaram nos maiores valores (Figura
17F). Para todas as maiores doses de bioestimulante a formulagéo 1 registrou os
maiores valores, e para a menor dose a formulacdo 3 apresentou os menores
valores. Entre os controles, sem déficit hidrico expressou 29,5% maior atividade da
enzima. Com excegao da maior dose da formulacédo 3, os demais tratamentos com
aplicagao de bioestimulante apresentaram maiores valores de atividade da enzima
POX quando comparados ao controle com déficit hidrico. Todas as doses da
formulacao 3 e as duas maiores doses da formulagao 2 tiveram valores semelhantes

ao controle sem déficit hidrico.

A atividade da enzima APX foi maior na dose de 0,25 kg ha™' da formulagao 1,
e nas demais formulagdes ndo houve variagdes entre as doses (Figura 17H). Para a
dose de 1,0 kg ha™ o maior valor ocorreu na formulagdo 2, para a dose de 0,5 kg ha
' os maiores valores foram verificados nas formulacdes 2 e 3, e para a menor dose
nao houve diferengas entre as formulagbes. Entre o controle com déficit hidrico e o

sem déficit hidrico ndo houve diferencas significativas. A dose de 0,5 kg ha™ na
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formulacdo 1 e a dose de 1,0 kg ha™' na formulacdo 3 apresentaram resultados
semelhantes ao controle sem déficit hidrico. Todas as doses da formulacdo 3 e as

duas maiores doses da formulacdo 1 n&o diferiram do controle com déficit hidrico.



71

Figura 17 - Atividade das enzimas superoxido dismutase (A), catalase (C), peroxidase (E) e
peroxidase do ascorbato (G) em soja nas avaliagbes em pos 1 e pos 2.
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Atividade das enzimas superoxido dismutase (A), catalase (C), peroxidase (E) e peroxidase do
ascorbato (G) em soja sob déficit hidrico e sem a aplicagdo do bioestimulante, na avaliagao pos 1:
barras e linha continua representam as plantas sob déficit hidrico (T1 ao T10), a linha tracejada
representa o controle sem déficit hidrico. Superédxido dismutase(B), catalase (D), peroxidase (F) e
peroxidase do ascorbato (H) em soja reidratada apds a submissdo ao déficit hidrico e apds a
aplicacao do bioestimulante, na avaliagdo pos 2 Os tratamentos F1, F2 e F3 representam as trés
formulagdes de bioestimulante FH Attivus® aplicadas nas doses de 1,0 kg ha™ (barra branca), 0,5 kg
ha™ (barra cinza claro) e 0,25 kg ha™ (barra cinza escuro), os fatores adicionais estdo representados
pela linha horizontal continua (controle com déficit hidrico) e pela linha horizontal tracejada (controle
sem déficit hidrico). Letras mailsculas nas barras comparam as mesmas doses em diferentes
formulagbes, letras minusculas nas barras comparam as mesmas formulagdes em diferentes doses
pelo teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade. O contorno das linhas dos controles (fatores
adicionais) representa o erro padrdo da média, e as letras mailsculas comparam os controles pelo
teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade. Os asteriscos e a cruz em cada barra indicam
diferengcas com os tratamentos representados pela linha continua e pela linha tracejada,
respectivamente, por meio do teste de Dunnet a 5% de probabilidade. Barras representam o erro
padrdo da média (n=4).

4.10 Concentracao de prolina e aminoacidos

Em pds 1 os teores de prolina e aminoacidos nao apresentaram diferengas
entre os tratamentos com deficit hidrico (T1 a T10), e todos estes tratamentos foram

maiores que o controle sem déficit hidrico (Figura 18A e 18C).

Na avaliacdo em pés 2 de prolina a formulacdo 1 ndo apresentou diferencas
entre as doses, a formulacao 2 reduziu na menor dose e a formulagcdo 3 apresentou
acréscimos na maior dose (Figura 18B). A dose de 1,0 kg ha™ foi na maior na
formulacédo 3, e as demais doses registraram maiores valores na formulagao 1. O
controle com déficit hidrico foi 126,2% maior que o controle sem déficit hidrico. Foi
observado em todos os tratamentos com aplicagao de bioestimulante, com exceg¢éao
do menor dose da formulacdo 2, valores de 46,25% a 345,62% maiores que o
controle sem déficit hidrico. Todas as doses da formulagdo 2 e as duas menores

doses da formulagao 3 foram semelhantes ao controle com déficit hidrico.

Na avaliacdo em pds 2 os niveis de aminoacidos totais nas formulagdes 1 e 2
nao apresentaram variagoes entre as doses, ja a formulagao 3 registrou reduziu na
menor dose (Figura 18D). Para todas as doses, os maiores valores foram
encontrados na formulagao 1. Ocorreu diferenca entre os controles, com acréscimos
de 709,9% no controle com déficit hidrico. Todos os tratamentos com aplicagao de
bioestimulante foram de 67,45% a 433,22% menores que o controle com déficit
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hidrico. Tais tratamentos também foram de 112,5% a 383,7% maiores que controle
sem déficit hidrico, com exceg¢do da menor dose da formulagdo 3 que nao diferiu

deste controle.

Figura 18 - Teor de prolina (A), teor de aminoacidos totais (C) em soja nas avaliagdes em pos 1
e pos 2.
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Teor de prolina (A), teor de aminoacidos totais (C) em soja sob déficit hidrico e sem a aplicacdo do
bioestimulante, na avaliagdo pds 1: barras e linha continua representam as plantas sob déficit hidrico
(T1 ao T10), a linha tracejada representa o controle sem déficit hidrico. Teor de prolina (B), teor de
aminoacidos totais (D) em soja reidratada apds a submissao ao déficit hidrico e apds a aplicacdo do
bioestimulante, na avaliagdo pés 2 Os tratamentos F1, F2 e F3 representam as trés formulagdes de
bioestimulante FH Attivus® aplicadas nas doses de 1,0 kg ha™ (barra branca), 0,5 kg ha” (barra cinza
claro) e 0,25 kg ha’ (barra cinza escuro), os fatores adicionais estdo representados pela linha
horizontal continua (controle com déficit hidrico) e pela linha horizontal tracejada (controle sem déficit
hidrico). Letras maiusculas nas barras comparam as mesmas doses em diferentes formulagoes, letras
minusculas nas barras comparam as mesmas formulagdes em diferentes doses pelo teste de Scott e
Knott a 5% de probabilidade. O contorno das linhas dos controles (fatores adicionais) representa o
erro padréo da média, e as letras mailusculas comparam os controles pelo teste de Scott e Knott a 5%
de probabilidade. Os asteriscos € a cruz em cada barra indicam diferengas com os tratamentos
representados pela linha continua e pela linha tracejada, respectivamente, por meio do teste de
Dunnet a 5% de probabilidade. Barras representam o erro padrdo da média (n=4).



74

5 DISCUSSAO

O bioestimulante conferiu as plantas submetidas ao déficit hidrico maior
eficiéncia fotossintética com consequente aumento na produgao e remobilizagao de
fotoassimilados, resultando em maior massa de 100 grdos. O déficit hidrico em
algum periodo da fase reprodutiva da planta, pela limitagdo de recursos energéticos,
reduz o periodo para a formagdo de vagens e enchimento de graos, causa
abortamento e afeta a produtividade da planta (CHOI et al., 2016; ANDA et al.,
2020), o que justifica o menor peso de 100 gréaos, e vagens com 1, 3 e vagens totais

no controle com déficit hidrico.

Os tratamentos com o bioestimulante obtiveram numero total de vagens
semelhantes ou até maiores que o controle sem déficit hidrico, evidenciando que o
produto manteve o periodo de formagdo de vagens semelhante ao do controle sem
déficit hidrico, contribuindo para a produtividade da planta. A produtividade final da
planta é dependente da remobilizacdo dos produtos fotossintéticos para a formacgéao
de vagens e enchimento de graos (WIJEWARDANA et al., 2018).

A menor produtividade do controle com déficit hidrico em relagdo aos demais
tratamentos ocorreu em funcdo da menor producido de fotoassimilados, associada
ao maior gasto energético com mecanismos de protecdo contra o estresse. Isso
reduz a quantidade de recursos para a formacao de flores e enchimento de graos,
resultando em menor produtividade (AKRAN et al., 2019). Os tratamentos
submetidos ao déficit hidrico e que receberam a aplicagdo do bioestimulante
apresentaram produtividades superiores ao do controle com déficit hidrico, indicando
que o produto foi eficaz em auxiliar as plantas de soja a evitar os efeitos negativos

da seca.

As formulacdes testadas do bioestimulante sdao constituidas por compostos
naturais que contém extrato da alga Ascophyllum nodosum (L.), acidos fulvicos e
diferentes concentracées de macro e micronutrientes, que sao suficientes apenas
para a ativacdo metabdlica da planta. A composicdo da alga marinha e do acido
fulvico no bioestimulante atuam melhorando a eficiéncia no uso de recursos como

agua e nutrientes, gerando alteragdes fisioldgicas e bioquimicas que resultam em
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maior tolerancia a situagdes estressantes, neutralizando os efeitos do déficit hidrico
e gerando acréscimos de produtividade (VAN OOSTEN et al., 2017).

As trés formulagdes apresentaram aumentos de produtividade em relagao ao
controle com déficit hidrico, indicando que as diferentes concentragbes de nutrientes
e compostos naturais ndo interferiram na eficacia de cada formulacdo em mitigar os
efeitos negativos da seca nessa caracteristica. A maior porcentagem de compostos
naturais (21%) da formulagdo 3 foi suficiente para suprir a baixa concentragao de
nutrientes no incremento final da produtividade da soja sob deficiéncia hidrica. De
acordo com Bulgari et al. (2019), a atividade bioestimulante ndo depende
exclusivamente dos nutrientes que constituem o produto. No entanto quando se
associa na formulagdo compostos naturais e nutrientes, como ocorre nas
formulacdes 1 e 2, a ativagao metabdlica ocorre de forma mais eficiente, retomando
mais rapidamente o status hidrico adequado da planta, o que minimiza os efeitos do
déficit hidrico.

As plantas de soja submetidas ao déficit hidrico atingiram valores de potencial
hidrico proximos a -1,5 MPa, que segundo Oosterhuis et al. (1985), € um valor critico
e leva a desidratagdo severa aos tecidos vegetais. Situagdes de deficiéncia hidrica
severa nas plantas acarretam em prejuizos metabdlicos e em redugbes de
produtividade (ZHANG et al., 2016).

Em pos 2, as plantas com aplicagao de bioestimulante retomaram o potencial
hidrico semelhante ao do controle sem déficit hidrico, exceto o controle com déficit
hidrico, indicando que todas as formulacdes atuaram eficientemente na restauracao
do status hidrico adequado. Bioestimulantes estimulam nas plantas estratégias que
permitem a manutencdo parcial do seu crescimento e desenvolvimento em
condigdes de deficiéncia hidrica (HASANUZZANAN et al., 2017).

Durante a seca, o acumulo de moléculas osmoprotetoras atua no ajustamento
osmotico celular e reduz o potencial hidrico da planta, mantendo a absorgéao de agua
do solo e garantindo assim, continuidade dos processos metabdlicos e de
crescimento (FANGE et al., 2015; SANDRES; ARNDT, 2016), o que justifica o
aumento de prolina e aminoacidos nos tratamentos submetidos ao déficit hidrico em

pos 1.
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A aplicacdo de bioestimulante proporcionou maiores valores de prolina em
alguns tratamentos, indicando aumento a toleréncia a seca, pois 0 acumulo dessas
moléculas confere maior capacidade da planta de tolerar e se recuperar do déficit
hidrico, por atuarem no ajustamento osmoético e como doadoras de elétrons
alternativos para a cadeia de transporte de elétrons mitocondriais (WOODROW et
al.,, 2017). A aplicagdo de bioestimulante a base de extrato de algas também
aumentou o teor de prolina em Arabidopsis thaliana (SAEGER et al., 2019) e em
feijao (CARVALHO et al., 2018), submetidos ao déficit hidrico.

O menor didametro do caule nos tratamentos submetidos ao déficit hidrico em
pos 1 ocorreu devido a dificuldade da planta em absorver agua em solos com baixo
potencial hidrico e pela dificuldade em repor a agua perdida do xilema para os
tecidos mais proximos (folhas, vagens e graos) (WANG et al., 2017). Para retomar a
eficiente absorgdo de agua em solos secos as plantas adotam alguns mecanismos
de protegao, como o ajustamento osmético, observado nas plantas que receberam o
bioestimulante, que auxilia no reestabelecimento do didmetro do caule. Tais
tratamentos obtiveram didmetros semelhantes ou maiores que o controle sem déficit
hidrico, indicando normalizagdo da absor¢ao de agua e reposigao hidrica no xilema.
Apesar da reidratagéo, o controle com déficit hidrico ndo atingiu valores de didmetro
do caule semelhantes ao do controle sem déficit hidrico, devido a dificuldade da
planta estressada em recuperar a capacidade de absor¢do de agua em um periodo

curto de reestabelecimento hidrico.

A seca € o principal fator abidtico que afeta o crescimento vegetativo das
plantas, pois as células vegetais perdem a pressao de turgor celular em intensidades
suficientes para interromper o crescimento regular (SANTANIELLO et al., 2017; VAN
OOSTEN et al., 2017). Os danos gerados por qualquer tipo de estresse dependem
da frequéncia, intensidade e duracdo da exposicdo da planta ao fator estressante.
Nesse caso, a duragao de trés dias de deficiéncia hidrica ndo foram suficientes para
gerar alteragdes na massa seca total da planta entre todos os tratamentos. Porém a
deficiéncia hidrica resulta em um custo de adequacéao para as plantas, uma vez que
a energia que seria destinada ao crescimento sao direcionados para mecanismos
protetores (BECHTOLD; FIELD, 2018), gerando em prejuizos posteriores as plantas,

como o nao reestabelecimento do crescimento.



77

O controle com déficit hidrico demandou uma quantidade de recursos
energéticos significativos para as plantas se adaptarem ao estresse, e o curto
periodo de reidratagdo nao foi suficiente para estas plantas recuperarem o
crescimento vegetativo em pos 2, representado pelo peso seco total. Apesar de
terem sido submetidas ao mesmo nivel de déficit hidrico, a maior parte das plantas
que receberam o bioestimulante apresentou massa seco semelhante ao controle
sem déficit hidrico, indicando que houve a recuperagcdo dos recursos energéticos
investidos na adaptacao ao estresse. De fato, bioestimulantes com &acido fulvico e
Ascophyllum nodosum estimulam o crescimento das plantas e a adaptacdo ao
estresse (ROUPHAEL et al. 2017, SAEGER et al., 2019).

As plantas mais adaptadas a situagbes estressantes apresentam sistemas
radiculares mais robustos, que permitem maior exploragio do solo e
consequentemente melhor absor¢cdo de agua e nutrientes (FENTA et al., 2014). As
menores doses das formulagdes conferiram sistemas radiculares mais volumosos,
aumentando assim a tolerancia ao déficit hidrico. E sabido que &cidos fulvicos e
extrato de algas marinhas estimulam o crescimento radicular, o que melhora a
absorcao de agua e nutrientes e, por conseguinte, aumentam a tolerancia a seca (DI
STASIO et al., 2018; TREVISAN et al., 2010). O controle com déficit hidrico, mesmo
apods a reidratacao, apresentou menores volumes e peso seco de raizes, o que pode
ser atribuido a baixa eficiéncia em se recuperar da redugao na fotossintese, da baixa
expansao celular e elevada alocagdo de recursos energéticos para mecanismos
protetores durante condicbes de deficiéncia hidrica (AKRAN et al.,, 2019;
BECHTOLD; FIELD, 2018).

Menores sistemas radiculares ndo sao capazes de absorver agua e nutrientes
em quantidades adequadas para manter o crescimento ideal da planta, e nem de
repor a agua perdida via transpiragdo pela parte aérea (FENTA et al.,, 2014). Em
deficiéncia hidrica, como mecanismo de protegcdo a perda excessiva de agua via
transpiragdo, a planta reduz a area foliar, no entanto gera redugdo de area
fotossintetizante e na produgdo de fotoassimilados, afetando diretamente a
produtividade da planta (DEVI et al., 2015). Como o sistema radicular das plantas

que receberam o bioestimulante estava mais robusto, estas conseguiram manter a
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fotossintese atuando de forma eficiente, minimizando assim danos no crescimento

vegetativo e na produtividade.

Em pds 1 as plantas submetidas ao déficit hidrico registraram redugdes de
area foliar, o que representa um mecanismo de conservagao de agua por reduzir a
area transpirante da planta, no entanto a area fotossintetizante também ¢é reduzida.
Segundo Devi et al., (2015), a area foliar da planta & proporcional a area
fotossintetizante e ao rendimento da cultura. Em pdés 2, a aplicagdo do
bioestimulante nas duas menores doses da formulagdo 1, na menor dose da
formulacdo 2 e em todas as doses da formulacdo 3 proporcionou valores de area
foliar semelhantes ao controle sem déficit hidrico, recuperando nestas plantas a area
foliar necessaria para o reestabelecimento da fotossintese e minimizando as perdas
em produtividade. Aplicagao de bioestimulante a base de extrato de algas aumentou

a area foliar de tomate em condi¢des de déficit hidrico (OANCEA et al., 2013).

A area foliar especifica (AFE) expressa a razdo entre a area foliar e massa
seca da folha, refletindo a alocagao de biomassa por unidade de area foliar. A
producao de fotoassimilados pela fotossintese € responsavel pelo acumulo de
massa seca na planta, entdo menores valores de AFE estdo relacionados a alta
capacidade fotossintética (DAI et al., 2015). Assim, em pds 2 o bioestimulante
aumentou a capacidade fotossintética da soja, visto que os tratamentos que
receberam o produto apresentaram os menores valores de AFE. A menor producgao
de fotoassimilados reduziu o peso seco total das folhas, gerando altos valores de
AFE e refletindo a baixa eficiéncia do aparato fotossintético em condi¢cdes de seca
(MAO et al., 2014).

A manutencdo da eficiéncia fotossintética nas plantas é dependente da
concentracao dos pigmentos fotossintéticos responsaveis pela absorcdo da energia
luminosa usada na etapa fotoquimica da fotossintese. Em condicbes de seca é
comum que ocorra degradagao dos pigmentos fotossintéticos como alternativa de
reduzir a absor¢ao de energia luminosa, e assim evitar maiores danos causados
pelo excesso de elétrons livres. Neste sentido, em pdos 1, o tempo de indugao a seca
(trés dias) nao foi suficiente para alterar os teores de clorofila a nos tratamentos com
déficit hidrico. Porém os teores de clorofila b, razdo clorofila a/b e clorofila total
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reduziram nos tratamentos com deficiéncia hidrica, em relagdo ao controle sem
déficit hidrico.

No entanto, apos o reestabelecimento de agua os pigmentos proporcionam
aumento na atividade fotossintética (SHUKLA et al., 2017). Em pds 2, o controle com
déficit hidrico manteve menores valores de razao clorofila a/b, teor de clorofila a,
clorofila total e indice SPAD, refletindo a baixa eficiéncia em se recuperar dos danos
causados pela seca na estrutura dos cloroplastos e na biossintese da clorofila,
prejudicando assim a atividade fotossintética (SAEIDI; ABODOLI, 2015).

Os tratamentos que receberam o bioestimulante apresentaram niveis de
clorofilas superiores aos do controle com déficit hidrico, evidenciando que o produto
reestabeleceu os niveis de pigmentos fotossintéticos e conferiu as plantas respostas
mais robusta a seca (TALEBI et al., 2013; CARVALHO et al., 2015). Diversos
estudos relatam que bioestimulante a base de extrato de algas marinhas pode
aumentar o teor de clorofilas totais em plantas estressadas ou ndo (GONI et al.,
2018; BULGARI et al., 2019; JITHESH et al., 2019; SAEGER et al., 2019).

Sob deficiéncia hidrica no solo, a redu¢do de gs nos tratamentos com déficit
hidrico ocorreu para evitar perdas excessivas de agua via transpiragéo, no entanto,
acarreta no menor influxo de CO, para o sitio de carboxilagdo da RUBISCO,
resultando em menores taxas fotossintéticas (CHAVES et al., 2009; OSAKABE et
al., 2014; BASU et al.,, 2016). A redugdo da A, pela baixa geragcdo de
fotoassimilados, reduz a produtividade da planta prejudicando a formagao de flores,

vagens e enchimento de grédos (AKHRAN et al., 2019).

Com a reidratacéo das plantas, o ideal € que ocorra rapidamente a reabertura
estomatica e restabelecimento da fotossintese, respostas que nao ocorreram no
controle com déficit hidrico, em poés 2. Tal comportamento demonstra baixa
eficiéncia no controle estomatico e na percepcdo da retomada da disponibilidade
hidrica no solo, gerando resposta tardia de abertura estomatica (LIU et al., 2011;
HERNANDEZ-SANTANA et al., 2016). O bioestimulante atuou na melhoria do
controle estomatico das plantas, aumentando a gs e a retomada mais rapida de

processos fisioldégicas importantes como A e E, logo apds a reidratacdo do solo.
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Plantas de soja submetidas ao déficit hidrico e tratadas com bioestimulante a base

de extrato de algas também apresentaram maiores valores de gs apoés a reidratagao.

Em pds 1, apesar da menor gs, registrou-se aumentos no Ci nos tratamentos
com déficit hidrico, e estes valores se mantiveram altos no controle com déficit
hidrico em po6s 2 indicando a existéncia de danos bioquimicos e atraso na
recuperacao das plantas. Com a menor gs e o menor influxo de CO, seria normal a
reducao na concentracdo de Ci, mas quando o inverso acontece € sinal que ocorreu
reducao na eficiéncia fotoquimica do aparato fotossintético (SANTANIELLO et al.,
2017). Em condi¢des de seca, o excesso de energia sobre o aparato fotossintético
aumenta a producédo de espécies reativas de oxigénio (ERO), que causam danos
estruturais aos fotossistemas e prejudica a regeneracdo da enzima RUBISCO,
gerando acumulo de Ci pela menor carboxilagdo do CO, (ZHANG et al., 2016;
MATHOBO et al., 2017).

A equiparacdo, em po6s 2, dos valores de Ci dos tratamentos com
bioestimulante ao controle sem déficit hidrico indica que o aparato fotossintético da
soja tratada ndo apresentava danos bioquimicos, e que RUBISCO estava
consumindo o CO; disponivel, tal quais as plantas que ndo passaram pelo estresse.
As plantas que receberam o bioestimulante apés a reidratagdo, durante o periodo de
deficiéncia hidrica acumularam de Ci (dados ndo mostrados), e apds a aplicagao
reduziram esses valores, diferente do controle com déficit hidrico, evidenciando

recuperacao do processo fotossintético.

Os menores valores de EC dos tratamentos com déficit hidrico em pds 1, e do
controle com déficit hidrico em pods 2 refletem limitagdes bioquimicas no aparato
fotossintético, evidenciados pelo acumulo de Ci (POMPELLE et al., 2010; ZHANG et
al., 2016). A menor assimilagao de CO, provoca o excesso de energia de excitacao
no fotossistema Il (PSIl), maior produgdo de ERO, resultando em prejuizos a
atividade de carboxilaggo da RUBISCO e a producido de fotoassimilados
(WIJEWARDANA et al., 2018). Assim, a baixa EC pode estar relacionada a baixa
produtividade das plantas do tratamento controle com déficit hidrico. A aplicagao do
bioestimulante resultou em valores de EC semelhantes ao do controle sem déficit

hidrico. Santaniello et al., (2017) relataram que a aplicagéo do bioestimulante aliviou
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os danos gerados pelo déficit hidrico no aparato fotossintético e melhoraram a EC

destas plantas.

Em pdés 2, a maior gs e auséncia de danos bioquimicos no aparato
fotossintético das plantas que receberam o bioestimulante permitiram a retomada da
atividade fotossintética, apresentando A maior que ao controle com déficit hidrico e
semelhante ao controle sem déficit hidrico em muitos tratamentos. Retomar a
capacidade fotossintética confere maior tolerancia ao déficit hidrico a planta, uma
vez que o reestabelecimento da atividade do ciclo de Calvin, e da cadeia
transportadora de elétrons reduze danos oxidativos, além da retomada na produgao
de fotoassimilados favorecer a produtividade (CHAVES et al., 2009; RIVAS et al.,
2016). Bioestimulantes a base de extratos de alga A. nodosum ja demonstraram
efeitos de melhora na eficiéncia fotossintética de diversas plantas, tais como soja,
tomate, gramineas e Arabidopsis thaliana, em situagdes estressantes (ELANSARY
et al. 2017; GONI et al. 2018; SANTANIELLO et al., 2016).

Os baixos valores de A no controle com déficit hidrico, mesmo apés a
reidratacdo, indicam que danos bioquimicos ainda persistam no aparato
fotossintético desta planta, prejudicando a atividade de carboxilagdo da RUBISCO,
gerando acumulo de Ci, baixa atividade fotossintética e, consequentemente, menor
produtividade. Baixas taxas de carboxilacdo da RUBISCO reduzem a atividade do
ciclo de Calvin, reduzindo a regeneracao de aceptores de elétrons, e aumentando a
formacao de ERO (SHUKLA et al., 2018). Esses dados também ressaltam a baixa

eficiéncia do mecanismo protetor a estresses antioxidantes e de eliminagéo de ERO.

Em pds 2 a menor concentragdo de carotenoides no controle com déficit
hidrico mesmo apds a reidratacao, evidencia a baixa capacidade de fotoprotegao
das plantas nesse tratamento, propiciando maior formagdo de ERO e danos
celulares mais intensos. Os carotenoides atuam como pigmentos fotossintéticos que
absorvem energia luminosa, mas também possuem importante papel como
constituintes do sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico das plantas. Os
maiores teores de carotenoides nos tratamentos com bioestimulante indicam maior
tolerancia ao déficit hidrico, ja que estes pigmentos eliminam o excesso de energia

luminosa, evitando a ligacdo de elétrons livres com moléculas de oxigénio e
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prevenido a formacdo de ERO e danos fotooxidativos (HONG-HAI et al., 2016;
WANG et al., 2018).

ApoOs a reidratacao o ideal é que ocorra a normalizagao de todas as atividades
metabdlicas da planta. O reestabelecimento da E € importante para a retomada do
equilibrio térmico das folhas, evitando altas temperaturas internas que podem causar
danos irreversiveis (ERGO et al., 2018; SHUKLA et al., 2017). A baixa eficiéncia na
reabertura estomatica do controle com déficit hidrico resultou em menores taxas de
E, gerando aumentos na temperatura interna da planta, contribuindo para a

formacao de ERO e com maiores danos bioquimicos.

Plantas tratadas com o bioestimulante apresentaram E superiores aos do
controle com déficit hidrico e semelhantes ao do controle sem déficit hidrico,
indicando maior equilibrio térmico das plantas e evidenciando eficiente percepgéo do
potencial hidrico no solo e rapida reabertura estomatica (GOMEZ-BELLOT et al.,
2013). De fato, o extrato de alga A. nodosum pode atuar na regulagdo da
temperatura das folhas através do aumento na eficiéncia do controle estomatico
(MARTYNENKO et al., 2016).

Na avaliacdo em pés 1 em funcédo da fotossintese negativa, as plantas
submetidas ao déficit hidrico apresentaram valores de EUA negativos e apenas o
controle sem déficit hidrico obteve valores positivos. Em deficiéncia hidrica no solo,
as plantas tendem a fechar seus estdmatos para evitar perda de agua excessiva via
transpiragcdo, o que demonstra economia de agua e tolerancia a condi¢gdes de seca
(FLEXAS, 2016). No entanto o fechamento estomatico, que gera aumento na EUA,

reduz processos metabdlicos importantes coma A e E.

Em pds 2 as maiores taxas de EUA encontradas nas plantas que receberam
as menores doses de cada formulagdo do bioestimulante indicam que maior é a
produgao de fotoassimilados por unidade de H,O perdida via E (FLEXAS, 2016). Os
altos valores de EUA destes tratamentos indicam eficiente ajuste entre a taxa
fotossintética e a transpiracdo, mantendo o equilibrio entre a economia de agua e
produgao de fotoassimilados (SANTANIELLO et al., 2017). Nesse sentido, tem sido
relatado que bioestimulantes a base de extrato de algas Ascophyllum atuam
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melhorando a conduténcia estomatica e gerando acréscimos na EUA (SHUKLA et
al., 2017; ROUPHAEL; COLLA, 2018).

O rendimento quéantico do fotossistema Il no escuro (F,/Fn.), taxa de
transporte de elétrons (ETR) e rendimento quantico efetivo do fotossistema Il (@
PSIl) demonstram as condigcbes do aparato fotossintético e a eficiéncia da
fotossintese (KALAJI et al., 2016; SNIDER et al., 2014). Em p6s 1 a redugao desses
parametros nos tratamentos com deficiéncia hidrica, em relagdo ao controle sem
déficit hidrico, € comum em condi¢des de seca, pois 0 excesso de energia resulta
em danos fotoinibitérios ao aparato fotossintético e reducdo na eficiéncia da
fotossintese (EL-MAGEED et al., 2016).

A fotoinibicdo ocorre quando a quantidade luz absorvida pelos pigmentos de
clorofila se torna excessiva para as exigéncias fotossintéticas (GUIDI et al., 2019;
MURATA et al.,, 2007). Nessas condigdes, a menor fotossintese reduz a
regeneracdo de aceptores de elétrons na fase bioquimica (NADP® e ADPY),
acumulando na fase fotoquimica elétrons livres, que se ligam a moléculas de
oxigénio e geram ERO. Danos fotoinibitérios sdo causados por ERO e reduzem a
eficiéncia do sistema fotossintético (BUCHNER et al., 2016; LOTFI et al., 2015).

A Fy/Fn e ® PSIl sao parametros usados para detectar a fotoinibigdo nos
fotossistemas, através da estimacao da eficiéncia maxima do PSIl e da detecgao da
perda de funcdo dos centros de reacdo (KRAUSE; WEIS, 1991; OQUIST et al.,
1992). Reducdes nestes valores ocorrem em fungao da reducao da taxa fotoquimica
do PSII, causada por danos nos centros de reagao do PSIl e pelo aumento na

dissipagao de energia de excitagdo (GUIDE et al., 2019).

As plantas com deficiéncia hidrica reduzem a ETR como estratégia de defesa
contra danos fotooxidativos e formacado de ERO, e ao mesmo tempo limita a etapa
fotoquimica da fotossintese (GURURANI et al., 2015; TIKKANEN et al., 2014;
YAMORI, 2016). O déficit hidrico causa desequilibrio entre a producgéo e utilizagéo
de elétrons, pois leva ao excesso de energia luminosa no complexo antena,
reduzindo a eficiéncia fotoquimica e gerando danos no centro de reacdo do
fotossistema Il (WANG et al., 2018; ZHANG et al., 2011).
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Apesar da reidratagdo, o controle com déficit hidrico manteve valores de
Fv/iFr, ETR e ¢PSIl menores que os demais tratamentos, indicando que os danos
gerados pela seca ao aparato fotossintético ainda persistiam, reduzindo a sua
eficiéncia (KALAJI et al., 2016). Baixos valores destes paramentos indicam danos
estruturais no PSII, maior suscetibilidade a danos fotooxidativos e reducédo na

eficiéncia fotoquimica das plantas (PINTO et al., 2016).

Nos tratamentos com bioestimulante em pds 2, os valores de F/F, ETR e
¢PSIl semelhantes ou maiores que do controle sem déficit hidrico, indicam a
normalizagdo da fase bioquimica da fotossintese, que volta a atuar na regeneragao
de aceptores de elétrons (NADP* e ADP*) e reduzem formacgao de ERO (DIAS et al.,
2018; STIRBET et al., 2018). Santaniello et al. (2017) relataram que a aplicagao de
bioestimulante com extrato de algas manteve a eficiéncia fotoquimica dos
fotossistemas e atuou na ativacdo de mecanismos protetores a danos oxidativos do

fotossistema II.

Em pdés 1 os coeficientes de extingao fotoquimica (gP) e dissipacao de
energia nao regulada (Y(NO)), foram menores nos tratamentos com déficit hidrico,
quando comparados ao controle sem déficit hidrico, evidenciando menor
desempenho fotossintético destas plantas. Tais parametros representam a energia
luminosa que é direcionada para a fotossintese, reflete a fragdo de energia dissipada
na forma de calor e fluorescéncia e ressaltam a eficiéncia do mecanismo de
protecao (KLUGHAMMER; SCHREIBER, 2008) (CAMPOSTRINI, 1997).

A menor A do controle com déficit hidrico requer menor quantidade de energia
luminosa, fato confirmado pelo baixo gP e alto Y(NO). A energia luminosa
direcionada para a fase fotoquimica da fotossintese & representada por gP, e a
energia dissipada na forma de calor, que ressalta a baixa eficiéncia do mecanismo
protetor da planta, por Y(NO) (CAMPOSTRINI, 1997; KLUGHAMMER; SCHREIBER,
2008). Os altos valores de gP e baixos de Y(NO) nos tratamentos com
bioestimulante, em relagcdo ao controle com déficit hidrico, indicam maior
direcionamento de energia luminosa para a fase fotoquimica da fotossintese e maior

eficiéncia no mecanismo protetor destas plantas
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O coeficiente de extingdo n&o fotoquimica (NPQ) e a dissipagdo de energia
regulada (Y(NPQ)) representam mecanismos de preveng¢ao a formacédo de ERO e
permitem que o excesso de energia luminosa seja dissipado na forma de calor
(BUCHNER et al., 2017; DABROWSKI et al., 2016; HAZRATI et al., 2016; GUIDI et
al., 2019). Aumentos destes parametros nas plantas submetidas ao déficit hidrico
em pos 1 indicam que o aparato fotossintético absorveu energia luminosa em
excesso, que desencadeou a ativagao destes mecanismos de protecdo (ASHRAF,;
HARRIS, 2013). Quando a energia luminosa absorvida excede a quantidade
utilizada pela fotossintese, ocorre dissipagéo da energia excedente, para a protegcao
do aparato fotossintético contra danos devido a excitagcdo excessiva dos centros de
reagao PSIl (RUBAN et al., 2012; SANTANIELLO et al., 2017).

Apesar do reestabelecimento da hidratacdo das plantas em pds 2, o (Y(NPQ))
do controle com déficit hidrico foi inferior ao do controle sem déficit hidrico, e
baseando-se nos baixos valores de ETR, ¢PSI//, nota-se que 0 mecanismo de
dissipacdo de energia foi afetado, dificultando a planta se proteger do estresse
(KLUGHAMMER; SCHREIBER, 2008; TATAGIBA, 2013).

Os tratamentos com aplicacdo de bioestimulante retomaram a valores
semelhantes de (Y(NPQ)) ao do controle sem déficit hidrico, demonstrando eficiente
capacidade de dissipar a energia excedente. Maiores valores deste parametro
indicam manutengdo da integridade fotoquimica e capacidade fotossintética em
ambientes adversos (KLUGHAMMER; SCHREIBER, 2008) De acordo com
Santaniello et al. (2017), Arabidopsis thaliana tratada com bioestimulante foi mais

eficiente em dissipar o excesso de energia nos centros de reagao do PSII.

O excesso de energia nos centros de reacao do PSIlI de plantas em condicbes
estressantes aumenta a producdo de ERO, que causam danos oxidativos as
membranas celulares elevando assim os teores de malondialdeido (MDA)
(CAVERZAN et al., 2016). Em pds 1 os tratamentos com déficit hidrico apresentaram
elevados niveis de peroxidacao lipidica, indicando danos oxidativos as membranas
(AZEVEDO-NETO et al., 2005; DONG et al., 2019). Em péds 2 o controle com déficit
hidrico manteve os niveis de MDA elevados mesmo apds o reestabelecimento de

agua, indicando que ainda ocorriam danos oxidativos nas membranas e baixa
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eficiéncia na atividade das enzimas antioxidativas removedoras de ERO (BIN et al.,
2010). Altos teores de MDA mesmo apos a reidratagédo indicam baixa eficiéncia na

atividade das enzimas antioxidativas em remover as ERO.

Os tratamentos com aplicagcédo de bioestimulante contribuiram para a redugao
dos teores de MDA por favorecerem a atividade das enzimas antioxidativas,
evitando assim o acumulo de ERO. A normalizacdo das taxas fotossintéticas
também contribui para a redugao nos teores de MDA, por consumir os elétrons livre
que formariam os radicais livres (FURLAN et al., 2016). Saeger et al. (2019)
relataram que plantas de soja, tabaco e colza tratadas com bioestimulante a base de

extrato de algas apresentaram menores teores de MDA.

A seca intensifica a geracdo de ERO, que sdo moléculas causadoras de
danos aos constituintes celulares e ao metabolismo das plantas, gerando assim,
estresse oxidativo (SHARMA et al., 2012). Em condi¢des estressantes mecanismos
de defesas antioxidativos enzimaticos s&o ativados para regular os niveis toxicos de
ERO (CAVERZAN et al.,, 2016; MULLINEAUX; BAKER, 2014). O mecanismo de
defesa antioxidante enzimatico € composto por diversas enzimas, como a SOD,
CAT, POX que catalisam a degradagdo de ERO, e como a APX que regenera
antioxidantes soltveis (GRATAO et al., 2005; MILLER et al., 2010; MITTLER et al.,
2002; MITTLER et al., 2004; YOU; CHAN, 2015).

Em pos 1 os tratamentos submetidos ao déficit hidrico apresentaram valores
superiores das enzimas SOD, CAT, POX e APX aos do controle sem déficit hidrico,
uma vez que a seca elevou a producao de ERO e desencadeou o mecanismo de
defesa antioxidativo enzimatico. A menor fotossintese reduz a cadeia de transporte
de elétrons fotossintética e intensifica a geragdo de ERO (MIURA et al., 2013),

aumentando os danos causados, confirmados pelos maiores teores de MDA.

Em pds 2, os tratamentos que receberam a aplicacdo do bioestimulante
apresentaram maiores niveis de SOD que ambos os controles, melhorando
eficiéncia do mecanismo de defesa antioxidativo (PANDY et al., 2016). A SOD atua
no primeiro passo de eliminagdo de ERO através da dismutagdo do Oze- em O, e
H,O,, e as demais enzimas (CAT, POX, APX) eliminam as moléculas de H;O,
(SHARMA et al., 2012). O equilibrio da SOD com as enzimas de eliminag¢ao de H,0,
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€ crucial para impedir o acumulo de ERO (CAVERZAN et al., 2016). Plantas n&o
estressadas, por ndo precisarem gastar energia com mecanismo de defesa,
expressam baixa atividade de enzimas antioxidativas, como registrado no controle

sem déficit hidrico.

O controle com déficit hidrico apresentou valores semelhantes de CAT ao
controle sem déficit hidrico, indicando baixa eficiéncia desta enzima como
mecanismo protetor, pois ainda havia estresse oxidativo ocorrendo, uma vez que o
valor de MDA estava alto. O bioestimulante melhorou defesas antioxidativas da soja,

pois notam-se valores de CAT maiores que no controle sem déficit hidrico.

A enzima CAT é responsavel pela remocdo do H,0O,, reduzindo-o a 2
moléculas de H,O, podem ser encontradas em diversos compartimentos, mas
ocorrem principalmente nos peroxissomos (CAVERZAN et al., 2016). Aumentos nos
teores de CAT podem ser associados a aumentos nos niveis de fotorrespiracao, que
€ um processo que gera H,O, no peroxissomo. A fotorrespiragdo € um processo
importante sob condigcbes de estresses, pois atuam como um dreno de elétrons
evitando a formacdo de ERO e danos fotooxidativos ao aparato fotossintético
(CATOLA et al., 2016; RIVAS et al., 2017).

Os tratamentos que receberam a aplicagdo do bioestimulante obtiveram
valores iguais ou superiores a ambos os controles na atividade da enzima POX, que
também atua na eliminagao do H,O,, e na manutencao do estado redox das células
(CAVERZAN et al., 2016).

Uma das principais vias de remog¢ao de ERO nas plantas é o ciclo ascorbato-
glutationa (AsA-GSH), composto por diversos compostos antioxidantes e enzimas,
entre elas a APX (CAVERZAN et al., 2016). Todos os tratamentos que receberam o
bioestimulante apresentaram valores iguais ou superiores de APX ao do controle
sem déficit hidrico, demonstrando que o bioestimulante aumentou as defesas
enzimaticas da planta. O mesmo tipo de bioestimulante também melhorou a
atividade das enzimas antioxidativas em gramineas e forragens, aumentou a
atividade de CAT em feijao (CARVALHo et al., 2018), e as atividades da CAT, SOD
e APX em P. vaginatum (ELANSARY et al., 2017).
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Bradacova et al. (2016) associaram o efeito protetor gerado por
bioestimulante a base de extrato de algas marinhas aos micronutrientes da
composi¢cao que atuam como cofatores das enzimas antioxidantes. O mesmo tipo de
bioestimulante melhorou a atividade das enzimas antioxidativas em gramineas e
forragens (ALLEN et al., 2011), aumentou a atividade de CAT em feijao
(CARVALHO et al.,, 2018), aumentou os niveis de CAT, SOD e APX em P.
vaginatum (ELANSARY et al.,, 2017). Van Oosten et al. (2017) notaram que
aplicacao de bioestimulante com acidos fulvicos no arroz aumentou as enzimas

antioxidativas que atuam na eliminagéo de ERO.
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6 CONCLUSAO

Os bioestimulantes a base de extrato da alga Ascophyllum nodosum (L.) e
acidos fulvicos conferiram maior tolerancia as plantas de soja ao déficit hidrico por
proporcionarem reestabelecimento mais rapido do potencial hidrico celular,
ajustamento osmotico, aumento da condutancia estomatica, da atividade
fotossintética, da producdo de fotoassimilados, maior eficiéncia nos mecanismos
dissipadores de excesso de energia, que reduziram a geragao de ERO, e maior

atividade das enzimas antioxidantes.

Todas as doses e formulagdes do bioestimulante, independente do conteudo
de micronutrientes, atuaram na mitigagcéao os efeitos negativos do déficit hidrico e no
incremento de produtividade da soja, evidenciando a eficiéncia dos produtos
constituidos por extrato da alga Ascophyllum nodosum e acidos fulvicos. A dose de
0,25 kg ha' da formulacdo 2 foi eficiente em alcancar o potencial de beneficios

oferecidos pelo bioestimulante.

Bioestimulantes a base de extratos da alga Ascophyllum nodosum (L.) e
acidos fulvicos, aplicados apés a indugao ao estresse, aumentam a tolerancia das

plantas ao déficit hidrico.
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