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USO DE ACIDO ASCORBICO EM PLANTAS DE SOJA SUBMETIDAS A
SALINIDADE

RESUMO - O &cido ascorbico (AsA) € um dos antioxidantes mais abundantes
com potencial de modular uma série de fun¢cdes em plantas sob condigbes de
estresse abidtico. No entanto, pouco se sabe sobre a atenuacdo dos efeitos
prejudiciais do estresse salino através de diferentes métodos de aplicacdo exdégena
de AsA. Assim, o efeito da aplicacdo de AsA: via radicular na solugao nutritiva, via
aplicacgoes foliares, combinacao radicular mais foliar e sem AsA foi avaliado quanto a
capacidade de atenuar os efeitos adversos do estresse salino em plantas de soja.
Foram conduzidos dois experimentos, com esquema fatorial 4x2, com 5 repeti¢des,
sob delineamento em blocos casualizados, cultivo hidroponico, desenvolvidos em
casa de vegetacdo usando uma cultivar de soja tolerante (M 8372) e sensivel (M-
SOY 8222) a salinidade. As plantas de ambas as cultivares foram submetidas a 0 e
100 mmol L de NaCl e 0,85 mmol Lt e 100 mmol L de AsA via radicular e foliar,
respectivamente. O estresse salino reduziu o teor de clorofila, carotenoides e a taxa
fotossintética, e aumentou o acumulo de Na* e a peroxidacao lipidica de ambas
cultivares. No entanto, as aplicacdes de AsA via radicular e foliar combinada em M
8372 e via foliar em M-SOY 8222, atenuaram os efeitos adversos do estresse salino
por aumentar a atividade antioxidante da SOD, APX e GPOX, assim como a prolina
e nivel enddégeno de AsA, reduzindo o acumulo de Na* nos tecidos. Além disso, o
AsA atenuou os danos causados no aparato fotossintético evidenciado pelo aumento
do teor de pigmentos fotossintéticos e taxa fotossintética que, consequentemente,
promoveram o crescimento das plantas. Juntos, esses resultados indicam uma nova
perspectiva hos métodos de fornecimento do AsA no desenvolvimento da soja sob
estresse salino.

Palavras-chave: atenuante, modos de aplicacdo, Glycine max L. Merrill, estresse
salino, estresse oxidativo.



USE OF ASCORBIC ACID IN SOYBEAN PLANTS SUBMITTED TO
SALINITY

ABSTRACT- Ascorbic acid (AsA) is one of the most abundant antioxidants
with the potential to modulate a number of functions in plants under abiotic stress
conditions. However, little is known about the attenuation of the detrimental effects of
salt stress by different methods of exogenous AsA application. Thus, the effect of
AsA application: via root in the nutrient solution, via foliar applications, root plus foliar
combination, and without AsA was evaluated for the ability to attenuate the adverse
effects of salt stress in soybean plants. Two experiments were conducted, with a 4x2
factorial scheme, with 5 repetitions, under a randomized block design, hydroponic
cultivation, developed in a greenhouse using a soybean cultivar tolerant (M 8372)
and sensitive (M-SOY 8222) to salinity. The plants of both cultivars were subjected to
0 and 100 mmol L of NaCl and 0.85 mmol Lt and 100 mmol L of AsA via root and
foliar, respectively. Salt stress reduced chlorophyll content, carotenoids, and
photosynthetic rate, and increased Na* accumulation and lipid peroxidation of both
cultivars. However, AsA applications via root and foliar combined in M 8372 and via
foliar in M-SOY 8222, attenuated the adverse effects of salt stress by increasing the
antioxidant activity of SOD, APX and GPOX, as well as proline and endogenous AsA
level, reducing Na* accumulation in tissues. In addition, AsA attenuated the damage
caused to the photosynthetic apparatus evidenced by increased photosynthetic
pigment content and photosynthetic rate, which consequently promoted plant growth.
Together, these results indicate a new perspective on AsA delivery methods in
soybean development under salt stress.

Keywords: attenuate, modes of application, Glycine max L. Merrill, salt stress,
oxidative stress.



1 INTRODUCAO

A salinidade € um dos principais estresses abidticos que afeta seriamente a
taxa de crescimento e a produtividade das culturas em nivel global (Etesami e
Beattie, 2018). O estresse salino afeta diferentes processos morfoldgicos,
fisiolégicos e bioquimicos das plantas, incluindo trocas gasosas e absorcdo de agua
e nutrientes (Talaat et al., 2015; Ahmad et al., 2019). O funcionamento metabdlico
das plantas é interrompido devido ao aumento do estresse iGnico pelo acumulo de
ions sédio (Na*) e cloreto (Cl), e aumento do estresse osmoético que reduz a
capacidade da planta de absorver agua (Carillo et al., 2019; Hurtado et al., 2020). As
alteracdes provocadas pela salinidade promovem o estresse oxidativo, que ocorre
quando ha um desequilibrio nos compartimentos celulares pela superproducdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO), como o superoxido (O2), hidroxila (OH),
peréxido de hidrogénio (H202) e oxigénio singleto (*02) (Nahar et al., 2015, 2017). O
estresse oxidativo pode ativar a morte celular programada devido a peroxidacéo
lipidica de membranas, oxidacéo de proteinas, inibicdo enzimatica e danos ao DNA
e RNA (Gratao et al., 2005).

As plantas apresentam uma variedade de mecanismos de defesa para
sobreviver e se adaptar a condicbes desfavoraveis, como ambientes salinos.
Estes incluem sistemas enziméaticos e ndo enzimaticos, que podem remover ou
neutralizar os radicais de oxidacdo (Loutfy et al., 2020). O sistema de defesa
enzimatico inclui enzimas como: superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1),
ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11), glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2) e
catalase (CAT, EC 1.11.1.6); por outro lado, o ndo enzimatico inclui compostos
como: ascorbato (AAs), glutationa (GSH), flavonoides, fendlicos, tocoferol e
carotenoides (Hurtado et al., 2020; Silva et al., 2020).

Diferentes estratégias para atenuar os danos causados pela salinidade tem
sido relatados, mas com efeitos a longo prazo e com custos elevados (Willadino et
al., 2016). Além disso, a selegéo de cultivares tolerantes a salinidade tem sido uma
opcao muito adotada para superar o problema do estresse salino (Wu et al., 2015).
Alternativamente, o uso de compostos relacionados as respostas antioxidantes das
plantas apresentam um beneficio potencial na agricultura e que vem sendo muito
utilizado (Abdel et al., 2020).



O acido ascorbico (AsA) fortalece o sistema antioxidante das plantas, pois,
reduz com eficiéncia o estresse oxidativo e limita a producdo de ERO geradas em
resposta a salinidade (Zhang et al.,, 2019; Farooq et al.,, 2020). O AsA é
representado por sua forma fisiologicamente ativa nas plantas, que é o ascorbato
(Akram et al., 2017). A natureza regenerativa e a alta solubilidade em agua, faz com
gque o AsA seja uma das moléculas antioxidantes mais poderosas nos sistemas
biolégicos (Farouk, 2011; Farooq et al., 2020). Além disso, o0 AsA através do
ascorbato poderia atuar como um sinalizador de respostas na percepg¢ao de estresse
abidtico (Akram et al., 2017).

Diferentes pesquisas indicam que um dos papéis mais eficientes do AsA,
quando aplicado exogenamente, € proteger proteinas e lipidios contra o
metabolismo oxidativo induzido pela salinidade (Wang et al., 2019; Naz et al., 2016).
O AsA é um antioxidante capaz de promover a atividade de antioxidantes
enzimaticos nas plantas. O aumento da atividade de enzimas antioxidantes, como
SOD, POD, CAT, APX, com aplicacéo foliar de AsA foi relatado em plantas de milho
(Billah et al., 2017), arroz (Alhasnawi et al., 2016), cevada (Agami, 2014), trigo
(Elnaz Ebrahimian, 2012) e tomate (Alves et al., 2021), crescendo sob estresse
salino. Estudos recentes indicam que o AsA pode regular a sintese de solutos
compativeis como a prolina e a-tocoferol, minimizando a peroxidacao lipidica e
aliviando a toxicidade por NaCl (Noreen et al., 2020; Wang et al., 2019; El-Afry et al.,
2018). Além disso, destacam-se os efeitos do AsA no crescimento das plantas, pela
melhoria da taxa fotossintética, atividade do fotossistema, transpiracdo e defesa
oxidativa dos pigmentos fotossintéticos (Khan et al., 2012; Lisko et al., 2014).

A soja (Glycine max L. Merrill) € considerada uma das leguminosas mais
importantes a nivel mundial, devido a sua composicdo nutricional, por apresentar
elevado teor de proteinas, minerais, além de ser uma das principais fontes de 6leo
(Akond et al., 2018). No entanto, o crescimento e desenvolvimento da soja é
grandemente afetado em ambientes salinos, ocasionando reducdes drasticas na
producdo de graos (Feng et al., 2020). Nesse sentido, com vista a melhorar o
crescimento e protecdo da soja contra o estresse salino, pesquisas recentes tem

indicado que o uso de AsA é capaz de estimular atividade de enzimas antioxidantes,



regular a homeostase idnica e aumentar os pigmentos fotossintéticos (Shahbazi
Zadeh et al., 2015; Gomma et al., 2020).

O potencial do AsA como estratégia para atenuar os efeitos do estresse por
salinidade é promissor, embora seja necessaria uma maior compreensdo do seu
mecanismo de acdo sob diferentes métodos de fornecimento em plantas de soja.
Portanto, para ampliar o entendimento sobre as respostas da soja ao AsA, nossas
principais hipoteses foram as seguintes: (i) diferentes métodos de aplicacdo de AsA
poderiam regular as mudancas induzidas pelo estresse salino através de
adaptacdes a nivel fisiolégico e bioquimico contra o estresse oxidativo; (i) a
aplicacao foliar e radicular combinada de AsA é mais promissora na atenuacéo dos
efeitos prejudiciais do estresse salino tanto na cultivar tolerante e sensivel a
salinidade; e (iii) apenas aplicacOes foliares de AsA poderiam atenuar os efeitos
causados pela salinidade na cultivar de soja sensivel.

Para isto, objetivou-se avaliar o efeito de métodos de aplicacdo de AsA na
atenuacao dos efeitos prejudiciais do estresse salino, através da modulacdo de
respostas fisiologicas e bioguimicas em cultivares de soja tolerante e suscetivel a

salinidade.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Importancia da cultura da soja

A soja € a cultura oleaginosa mais importante cultivada no mundo (Lazzarotto
e Hirakuri, 2010), originou-se na China, aproximadamente ha 5000 anos atras
(EMBRAPA, 2019). A cultura da soja foi introduzida de maneira definitiva no Brasil
no estado do Rio Grande do Sul, no ano de 1980, como alternativa para a rotacao
com a cultura do trigo (Cattelan e Dall’Agnol, 2018). Com a intervencdo do
melhoramento genético, hoje a soja € cultivada em quase todo o territério brasileiro,
adaptando-se as diferentes condi¢des climaticas existentes.

Esta planta é uma espécie de grande interesse socioeconémico a nivel
mundial, devido a composicdo nutricional de seus graos que apresentam elevado
teor de proteinas, minerais, além de ser uma das principais fontes de 6leo (Akond et

al., 2018), sendo empregada para diversas finalidades.



Segundo dados levantados pela Conab (2020), a area cultivada de soja no
Brasil na safra 2020/2021 foi de 38,502 milhdes de hectares, posicionando-se no
primeiro lugar no ranking mundial de producgéo e exportacao de gréos de soja, 0 que
demonstra a importancia econémica da cultura no pais.

A producao total na safra 2020/2021 foi de 135,409 milhdes de toneladas,
sendo que o estado de Mato Grosso foi responsavel por 35,947 milhdes de
toneladas de graos produzidas em uma éarea plantada de 10,924 milhdes de
hectares com produtividade média de 3.492 kg ha, assumindo o primeiro lugar no
ranking dos maiores estados produtores de soja a nivel Brasil (Conab, 2020).

Esta importante leguminosa, é afetada por varios estresses abiéticos, como a
salinidade, que pode impactar negativamente no crescimento e a produtividade da
soja (Yasmin et al., 2020). A salinidade geralmente perturba o equilibrio de
nutrientes nas plantas de soja, resultando em toxicidade ibnica, que leva ao estresse

osmotico e oxidativo (Adhikari et al., 2020).

2.2 Estresse salino

A salinidade é reconhecida como um dos principais fatores restritivos ao
crescimento e a produtividade das culturas, principalmente em regibes aridas e
semiaridas (Etesami e Beattie,2018). A salinidade pode ocorrer de forma natural
(intemperismo de material rochoso, deposi¢cdo de sal marinho ocasionado por vento
ou chuva, inundac6es maritimas) ou pelas atividades antrépicas (uso incorreto de
fertilizantes, irrigacdo com aguas salinas, por drenagens ineficientes, aumento do
lencol freatico, excesso de irrigacdo com aguas subterraneas, etc.) (Zaman et al.,
2018).

A nivel mundial, estima-se que 6,5% dos solos tem problemas de salinidade e
20% do total da area cultivada é afetada pela salinidade, tornando-se um dos
maiores problemas para a agricultura, pois, afeta negativamente o crescimento,
desenvolvimento e produtividade das culturas (Billah et al., 2017; Mukhopadhyay et
al., 2021). O estresse salino nédo afeta apenas a produtividade das culturas, mas
também pode impactar negativamente os aspectos ecoldgicos, sociais e econdmicos
(Billah et al., 2017).



O estresse salino é considerado um dos principais fatores abidticos que afeta
diferentes processos morfoldgicos, fisiologicos e bioquimicos das plantas, incluindo
trocas gasosas, absorcdo de 4gua e nutrientes e atividade do sistema antioxidante
(Talaat et al., 2015; Ahmad et al., 2019). O funcionamento metabdlico das plantas é
interrompido devido ao aumento do estresse i6nico pelo acumulo de ions sédio (Na*)
e cloro (CIl), e aumento do estresse osmoético que reduz a capacidade da planta de
absorver 4gua (Carillo et al., 2019; Hurtado et al., 2020).

Além disso, o estresse salino causa reducdo na atividade respiratoria, sintese
de proteinas, fechamento estomatico e funcionamento do aparato fotossintético,
provocando a superproducdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (Hinojosa et
al., 2018). Embora as ERO sejam formadas na planta como parte do metabolismo
celular normal, a superacumulacdo devido ao estresse danifica gravemente 0s

compartimentos celulares.

2.3 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo nas plantas é causado pela superproducéo de ERO, e
ocorre quando h&d um desequilibrio nos compartimentos celulares, o que pode
provocar a degradacdo da clorofila e na peroxidacdo lipidica, afetando assim a
fluidez e permeabilidade da membrana devido a alteracbes na composicdo dos
lipideos (Desoky et al., 2020b; Li et al., 2021).

Entre as principais ERO temos o peréxido de hidrogénio (H202), superéxido
(O2"), hidroxila (OH+) e oxigénio singleto (*O2), que surgem através da excitagcdo ou
reducdo incompleta de oxigénio molecular (Choudhury et al., 2017; Janku et al.,
2019). A producdo de ERO ocorre principalmente no cloroplasto, mitocondrias e
peroxissomos (Hasanuzzaman et al., 2020). Os danos celulares provocados pela
superproducdo de ERO se manifestam na forma de degradacdo de biomoléculas
como pigmentos, proteinas, lipidios, carboidratos e DNA, que finalmente provocam a
morte celular da planta, devido a sua natureza altamente reativa (Garcia-Caparroés et
al., 2021).



2.4 Sistema de defesa antioxidante

As plantas apresentam uma variedade de mecanismos de defesa para
sobreviver e se adaptar a condi¢cdes desfavoraveis, como ambientes salinos.
Estes incluem sistemas enziméaticos e ndo enzimaticos, que podem remover ou
neutralizar os radicais de oxidacdo (Dumanovi¢ et al., 2021). O sistema de defesa
enzimatico inclui enzimas como: superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase
(APX), guaiacol peroxidase (GOPX), glutationa redutase (GR) e catalase (CAT); por
outro lado, o ndo enzimatico inclui compostos como: ascorbato (AAs), glutationa
(GSH), flavonoides, fendlicos, tocoferol e carotenoides (Hurtado et al., 2020; Silva et
al., 2020).

Nas plantas, a enzima SOD esta diretamente relacionada ao estresse, que
inicia a primeira linha de defesa, convertendo O2"~ em H202 (Laxa et al., 2019). Este
H202 gerado pode ainda ser convertido em H20 pelas enzimas CAT, APX, GPX, ou
catalisado no ciclo AsA-GSH. Na célula vegetal, o ciclo AsSA-GSH ¢é a principal via de
defesa antioxidante para desintoxicar H202, que consistem em antioxidantes néo
enzimaticos como o AsA e GSH, bem como quatro enzimas importantes ascorbato
peroxidase (APX), monodeidroascorbato redutase (MDHAR), deidroascorbato
redutase (DHAR) e glutationa redutase (GR) (Hasanuzzaman et al., 2020).

No sistema de defesa antioxidante, um papel fundamental € desempenhado
pelo ciclo AsA-GSH para minimizar H202 e homeostase redox. Além disso, GPX e
GST também sdo enzimas vitais para a desintoxicacdo de H202 (Dumanovi¢ et al.,
2021). Entre os antioxidantes ndo enzimaticos, AsA e GSH sdo os antioxidantes
sollveis mais abundantes em plantas superiores, que desempenham um papel vital
como doadores de elétrons e eliminam ERO diretamente através do ciclo AsA-
GSH. Além disso, o beta-caroteno reage com os radicais OHe, O2"~ e hidroper6xidos
(ROOH) resultando em concentracbes celulares reduzidas de ERO (Laxa et al.,
2019; Dumanovi¢ et al., 2021).

Os danos fisiologicos induzidos pelo estresse salino nas plantas variam entre
espécies (Bustingorri e Lavado 2011). Existem muitos mecanismos pelos quais a
salinidade pode ser mitigada, como por exemplo o uso de plantas com genes
tolerantes a salinidade, manejo da fertilidade de solo e uso de plantas fitoextratoras.

Entretanto, estas alternativas representam custos elevados e o0s resultados séo



obtidos a longo prazo (Willadino et al., 2016). Alternativamente, 0 uso de compostos
relacionados as respostas antioxidantes das plantas representa um beneficio
potencial na agricultura. Compostos ndo enziméaticos como o 4cido ascérbico (AsA),
elementos benéficos como o silicio (Si) e selénio (Se), e uso de aminoacidos como
prolina e glutamato vem sendo muito utilizados através de aplicacdes exdégenas nas
culturas (Ahmad et al., 2019; Abdel et al., 2020). Entretanto, o AsA poderia ter
vantagem em relacdo aos outros compostos devido a sua alta solubilidade em &gua,
sendo de féacil absorcdo e acumulo preferencialmente nas folhas, modulando uma
série de fatores fundamentais em plantas sob condicfes de estresse (Akram et al.,
2017).

2.5 0 acido ascorbico como mitigador de estresse salino

O acido ascorbico (AsA) é um dos antioxidantes ndo enzimaticos mais
importantes que desempenha um papel vital no crescimento e funcionamento normal
das plantas. O AsA regula uma série de processos celulares, como divisdo celular,
diferenciacdo celular e senescéncia (Bilska et al., 2019). A forma fisiologicamente
ativa do AsA é a forma anibnica estabilizada (formada devido a desprotonacdo do
grupo hidroxi em Cs) que € denominada ascorbato (Akram et al., 2017; Dehnadi et
al., 2020). Da mesma forma, o anion ascorbato (AH™) € uma molécula antioxidante
soltivel em agua, vital dentro do sistema bioldgico (Akram et al., 2017; Farooq et al.,
2020).

O AsA se encontra em diferentes tecidos vegetais como meristemas, células
fotossintéticas e principalmente nos cloroplastos das folhas, regulando uma serie de
funciones fundamentais em plantas tanto em condiciones normais e sob estresse,
como salinidade, seca e temperaturas extremas (Yoshimura e Ishikawa 2017; Bilska
et al., 2019).

Em relacdo ao mecanismo de defesa antioxidante, o AsA é conhecido por
proteger organelas e células do dano oxidativo provocado pelo excesso de ERO
(Akram et al., 2017). Dentro dessas condi¢des, o AsA controla a divisao celular, atua
como cofator enzimatico, doa elétrons, modula a fotossintese, biossintese hormonal
e atua na regeneracdo de outros compostos antioxidantes (Toth et al., 2013).

Entretanto, os niveis enddgenos de AsA nas plantas ndo sdo suficientes para



cumprir esse conjunto de processos e atenuar efetivamente os efeitos adversos
originados pelo estresse salino (Latif et al., 2016).

Diante disso, tem sido indicado que as aplicacdes exdgenas de AsA podem
aumentar eficientemente as concentracdes de AsSA nos tecidos das plantas e
melhorar a protecdo contra o estresse oxidativo (Naz et al., 2016; Wang et al., 2019).
Existem diferentes formas de fornecimento de AsA que tem sido avaliadas para
atingir maior concentracdo do composto nas plantas, como aplicacdes foliares, via
radicular e pré-tratamento de sementes (Athar et al., 2008). Alguns estudos
demostraram claramente que a aplicacdo exdégena de AsA é eficaz para melhorar a
produtividade e crescimento das culturas em condicdes com e sem estresse
(Hossain et al., 2018; Penella et al., 2017). No entanto, na atualidade, ainda pouco
se sabe sobre 0 uso de AsA como atenuador dos efeitos do estresse por salinidade,
portanto, é relevante a busca do conhecimento sobre os mecanismos fisioldgicos e
bioquimicos de resposta das plantas em defesa do dano oxidativo ocasionado pela

superproducao das ERO.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Materiais vegetais e condi¢cOes de crescimento

O trabalho foi realizado na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
Unesp-Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal — SP, (21° 14' 05" S,
48° 17' 09" W, e 615,01 m de altitude). A temperatura maxima da casa de vegetacéo
foi 41,53°C + 4 e a temperatura minima de 21,44°C + 4 e uma umidade relativa
méaxima de 71,41% + 4 e a minima de 19,74% + 4 durante o dia, esses dados foram
registrados diariamente (Fig. 1). As sementes de soja da cultivar tolerante (M 8372)
e sensivel (M-SOY 8222) a salinidade foram obtidas da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,

Brasil.
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Figura 1. Condicbes experimentais na casa de vegetacdo durante o
desenvolvimento do experimento. Temperatura maxima (T° Max.), temperatura
minima (T° Min.), umidade relativa méaxima (UR Méx.) e umidade relativa minima

(UR Min.).

Dois experimentos foram realizados neste estudo, sob delineamento em
blocos casualizados, em esquema fatorial 4x2, com cinco repeti¢cdes, desenvolvidos
em sistema de cultivo hidropbnico. Os tratamentos corresponderam a quatro formas
de aplicacdo de acido ascorbico (AsA), via radicular na solucéo nutritiva (0,85 mmol
L1 AsA), via aplicacdes foliares (100 mmol L), combinacéo radicular mais foliar e o
controle, sem AsA, e duas concentracdes de cloreto de sédio (0 e 100 mmol L de
NaCl). A concentragdo utilizada de AsA via foliar foi determinada em ensaios
preliminares, onde a partir dos resultados obtidos, chegou-se a escolha da mesma.
A concentracdo de AsA via radicular foi escolhida segundo a recomendacédo de
Athar et al. (2008).

Seis sementes de soja foram semeadas em potes de plastico contendo 5 dm3
de areia previamente lavada e esterilizada com &acido cloridrico (HCIl) e éagua
deionizada. De acordo com o desenvolvimento das plantas, apenas duas plantas por
vaso foram mantidas. A solucao nutritiva usada foi a do Hoagland and Arnon (1950),
sendo considerado o dobro da concentracdo recomendada de Fe, conforme

indicacdo de Cavalcante et al. (2016). A concentracdo idnica foi incrementada
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durante o ciclo da cultura, iniciando-se com 10% durante os primeiros 10 dias apoés a
emergéncia, e seguida para 25% no desenvolvimento foliar (V3), 50% a partir do
estadio V4 e, finalmente 75% no estadio V5, até o fim de experimento no estadio V6.
O pH da solucédo foi mantido em 5,5 £ 0,2 com uso de solu¢cdo de HCI| ou NaOH,
ambos a 1,0 mol L2,

O fornecimento do AsA via radicular na solucdo nutritiva foi feito de forma
continua durante todo o periodo experimental, apés a emergéncia das plantas. O
fornecimento via foliar de AsA, consistiu em uma aplicagdo em cada estadio de
desenvolvimento da soja (V4, V5 e V6), sendo realizadas durante as primeiras horas
da manha, considerando umidade relativa superior a 70%. O pH da solucédo para
aplicagdo foliar foi mantido em 5,5 £ 0,2, a fim de garantir maior absorgao foliar
(Fernandéz et al., 2013). No tratamento controle (-AsA) e com aplicagéo radicular de
AsA, as plantas receberam a aplicacdo de agua deionizada via foliar. Aos cinco dias
apos da primeira aplicacao foliar as plantas foram submetidas a estresse salino,
usando a concentracdo de 100 mmol L* de NaCl. O NaCl foi fornecido diariamente
via solucdo nutritiva até que as plantas apresentaram 0s primeiros sintomas de
estresse por salinidade como cloroses nas folhas inferiores. Posteriormente, as
plantas foram coletadas e feitas as respectivas analises fisiol6gicas, bioquimicas, e

determinacdes dos teores de AsA, Na* e K*.

3.2 Andlises fisiologicas e bioquimicas
3.2.1 Quantificagdo da clorofila e carotenoides

Para a quantificacdo dos teores de clorofila e carotenoides, os discos foliares
de 0,25 a 0,30 g da terceira folha bem desenvolvida foram removidos e mensurados.
Sob condi¢cdes de pouca luz, os discos foram colocados em tubos eppendorf
contendo 2 mL de acetona (80%) mantido por 72 horas a 4°C. Ap0s este periodo as
solucbes foram lidas em triplicata em espectrofotometro de Beckman Du 640 nos
seguintes comprimentos de onda: Clorofila a (Chl a) a 647 nm; Clorofila b (Chl b) a
663 nm e Carotenoides a 470 nm (Lichtenthaler, 1987).
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3.2.2 Medic¢bes de fluorescéncia da clorofila e trocas gasosas

A fluorescéncia da clorofila, se realizo na quarta folha de acima para abaixo e
foram aclimatadas em escuro por um periodo minimo de 30 minutos antes da
andlise, utilizando-se clipes de aluminio fornecidos com o MINI-PAM-II. ApGs este
periodo, a eficiéncia quantica do fotossitema Il (Fv:Fm) foi determinada seguindo os
procedimentos padrdes de Maxwell e Johnson (2000). Em seguida, as curvas de
fluorescéncia de luz foram realizadas usando o protocolo "rapid light curves" (White
e Critchley, 1999), e armazenadas na memodria do equipamento MINI-PAM-II. As
medigOes foram realizadas na primeira folha completamente desenvolvida por planta
e por tratamento entre 11:00 e 12:00 horas. Foram utilizados 12 niveis de
intensidade luminosa (0-1600 nmol m=? s?), sendo as folhas aclimatadas em cada
nivel por 30 min, apds o pulso de saturacéo de luz e os dados de taxa de transporte
de elétrons (Fv/F0) armazenados. Usando o ajuste automético da curva do software
MINI-PAM Il (WinCrontrol 3.0) a taxa maxima de transporte de elétrons (Fv/F0).

Os parametros de troca gasosa foram determinados na quarta folha de acima
para abaixo da planta de soja, entre 9 e 11 horas, na presenca de luz natural dentro
da estufa, usando quatro repeticdes para cada tratamento. A taxa fotossintética (A),
a taxa de transpiracdo (E) e a condutancia estomatica (gs) foram medidas usando
um analisador de gas infravermelho aberto (IRGA LcPro-SD, ADC BioScientificLtd.,
Hoddesdon, Reino Unido). A camara IRGA foi irradiada com uma densidade de fluxo

de fotons fotossintéticos de 2000 pmol m~2 s,

3.2.3 Determinacdo do conteudo relativo da dgua e eficiéncia do uso da agua

O conteudo relativo de agua na folha foi determinado a partir da coleta de seis
discos foliares com aproximadamente 129 mm?2 da primeira folha completamente
desenvolvida, sendo imediatamente pesado em balanca analitica para a afericdo da
massa fresca do tecido (Pf). ApOs isso, as amostras foram reidratadas em agua
deionizada por 6 horas, para a obtencdo da massa turgida (Pst), fazendo-se uso de
papel toalha para extrair o excesso de agua. A massa seca (Ps) foi obtida ap6s os
discos permanecerem em estufa de circulacdo de ar forcada a 80°C, por 24 horas.
Os valores do conteudo relativo de agua foram obtidos pela equacao proposta por
Barrse Weatherley (1962), CRA = [(Pf - Ps)/(Pst - Ps)] x 100.
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A eficiéncia do uso da agua (EUA) foi calculada como a taxa fotossintética

liquida (A) dividido para a taxa de transpiracao (E): EUA = A/E.

3.2.4 Determinacdo do acumulo de Na*e K*

A determinacdo do teor de Na* e K* foi realizada na raiz e na parte aérea. As
amostras foram digeridas com uma mistura de &acido nitrico e perclérico, segundo
Carmo et al. (2000). As concentracdes de Na* e K* foram determinadas pelo método
de espectrometria de emissao de chama usando um fotémetro de chama (Micronal -
B462). As concentracdes de Na* e K* foram expressas em mg kg de tecido seco. O

acumulo foi obtido pela seguinte expressao:

K+_masa seca (mg) x concentragao(mg kg™1)
1000

Acumulo de Na* e = mg por planta

3.2.5 Determinacdo da peroxidacdo lipidica

O estresse oxidativo foi realizado nas raizes e folhas pelo analise da
peroxidacao lipidica a partir da quantificacdo do contetdo de substancias reativas ao
tiobarbitdrico (TBA), dentre as quais se destaca o malondialdeido (MDA). O teor de
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) foi quantificado como produto
final do processo de peroxidacéo lipidios, com leituras entre 535 e 600 nm (Gratéo et
al., 2012). Os resultados foram expressos em pmol mg?* de massa fresca (Shimizu
et al., 2006).

3.2.6 Extracdo de proteinas e determinagdo de enzimas antioxidantes

As amostras de material vegetal fresco de raizes e folhas previamente
coletadas e estocadas em freezer - 80°C foram maceradas em Nz liquido e
homogeneizadas em tampéao fosfato de potassio 100 mmol L (pH 7,5) contendo 1
mmol L de &cido etilenodiaminotetracético (EDTA), 3 mmol L' DTT e 4% PVPP
(Boaretto et al., 2014). A mistura foi centrifugada a 10.000 g por 30 min a 4°C e 0
sobrenadante foi cuidadosamente separado e armazenado a -80°C para posterior
analises de SOD, APX e GPOX. A quantificacdo das proteinas solUveis totais foi

realizada conforme Bradford, (1976).
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3.2.6.1 Superoéxido dismutase — SOD (EC 1.15.1.1)

A atividade da SOD foi determinada espectrofotometricamente pelo método
do cloreto de nitrotetrazdlio azul (Giannpolitis e Ries, 1977). O meio de ensaio
continha 50 mmol L' de tampédo fosfato de potassio (pH 7,8), 50 mmol L de
metionina, 10 mmol L de acido etilenodiaminotetracético (EDTA), 1 mmol L de
cloreto de nitrotetrazélio azul (NBT) e 0,1 mmol L de riboflavina e extrato vegetal.
Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para inibir fotoquimicamente a reducdo de NBT em 50% a 560 nm. A

atividade da SOD foi expressa como U SOD mg™ de proteina.
3.2.6.2 Ascorbato peroxidase - APX (EC 1.11.1.11)

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi determinada em uma mistura
de reacdo contendo 50 mmol L de tampéo de fosfato de potassio (pH 7,0), 0,5
mmol L de ascorbato, 0,1 mmol L'* de EDTA e 0,1 mmol L de H202 (Alves et al.,
2021). A atividade de APX foi determinada pela monitoragdo da taxa de oxidagao de
ascorbato a uma absorbancia a 290 nm durante 1 min a 30°C. A atividade da APX

foi expressa como pmol ascorbato min-t mg* de proteina.
3.2.6.3 Guaiacol peroxidase - GPOX (EC 1.11.1.7)

A atividade da peroxidase de Guaiacol (GPOX) foi determinada em um meio
de reacdo contendo 250 pL de tampéo fosfato-citrato (fosfato de sédio dibasico 0,2
M: acido citrico 0,1 M) pH 5,0, 15 L de extrato enziméatico e 25 pL de guaiacol 0,5%,
gue foi incubado a 30 °C por 15 min. A reacéao foi interrompida em banho de agua
gelada, seguida da adicédo de 25 pL de solucdo de metabisulfito de sodio a 2%. A
atividade GPOX foi avaliada monitorando a absorbancia a 450 nm. Uma unidade de
atividade enzimatica (U) de GPOX corresponde a um aumento de 0,001 na

absorbéancia por minuto por mg de proteina (Checchio et al., 2021).

3.2.7 Antioxidantes ndao enzimaticos

3.2.7.1 Teor de prolina livre
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Foram pesados 0,25 mg do material fresco de raizes e folhas, macerados em
nitrogénio liquido e adicionados 10 mL de acido sulfossalicilico a 3%. A solucéo
homogeneizada foi submetida a duas filtragens para a eliminacdo parcial dos
interferentes e diluida com &cido ninhidrina diluida em acido acético. Em um tubo de
ensaio, foram colocados 2 mL do filtrado que reagiram com 2 mL de acido ninhidrina
e 2 mL de acido acético glacial, por 60 minutos, em banho-maria, a temperatura de
100°C. Decorrido este tempo, o tubo de ensaio foi colocado em um recipiente com
gelo para finalizar a reagdo. Em seguida, foram adicionados 4 mL de tolueno, e a
solucdo foi homogeneizada agitando-se por 15 a 20 segundos. A leitura de
absorbancia das amostras foi realizada em espectrofotdometro de Beckman DU 640,
no comprimento de onda de 520 nm (Bates et al., 1973), sendo os teores definidos
com base na massa fresca (umol g MF).

3.2.7.2 Teor de acido ascorbico

Seguindo o protocolo de Mukherjee e Choudhuri (1983), uma amostra de
raizes e folhas (0,25 g) foi misturada com 5 mL de solucdo de acido tricloroacético
(TCA) 6% e, em seguida, filtrada. O filtrado (2 mL) foi misturado com 1,0 mL de 2,4
dinitrofenilhidrazina (2.4-DNPH) e com uma gota de tioureia a 10%. As amostras
foram incubadas em banho-maria a 100°C por 15 min, resfriadas a temperatura
ambiente e adicionados 2,5 mL de H2SO4 a 80% a cada amostra. A densidade
Optica de cada amostra foi observada em 530 nm usando um espectrofotdbmetro
(Mukherjee e Choudhuri, 1983).

3.2.8 Quantificacdo de biomassa e area foliar

Foi determinada através da mensuracdo da massa seca de raizes e parte
aérea (caule mais folhas), coletadas e mantidas em estufa por 65 a 70 °C, depois, a
massa foi pesada utilizando uma balanca analitica com precisdo de 0,0001 g. Os
resultados foram expressos em g por planta. A area folear foi quantificada

eletronicamente no equipamento LICOR 3100.



15

3.3 Andlise estatistica

Os dados foram analisados quanto a normalidade usando o teste de
Kolmogorov-Smirnov e homogeneidade pelo teste de Shapiro-Wilk, posteriormente o
efeito dos tratamentos foi submetido a analise de variancia pelo teste F (p<0,05). As
medias comparadas por meio do teste de Tukey quando (p<0,05), utilizando o
software estatistico AgroEstat® (Barbosa e Maldonado JR, 2010).

4 RESULTADOS
4.1 Conteudo relativo de agua e eficiéncia do uso da agua

Com relacdo ao conteudo relativo de agua na folha, um efeito de interacéo
significativa do AsA e NacCl foi observado dentro e entre as concentragdes de NacCl
(0 e 100 mmol L* NaCl), nas duas cultivares de soja M 8372 e M-SOY 8222 (Fig.
2A,B). Nas duas cultivares, sob estresse salino, houve um aumento do contetudo
relativo de agua (CRA) quando aplicados os tratamentos de AsA, em relacdo ao
controle (-AsA). Um efeito significativo da interacdo entre AsA e NaCl também foi
observado para a eficiéncia de uso da agua (EUA) para ambas as cultivares (Fig.
2C,D). Todos os tratamentos com aplicacdo de AsA aumentaram a EUA na cultivar
M-SOY 8222, sob estresse salino, em relacdo ao controle. As plantas sem
fornecimento de NaCl mostraram maior EUA em M 8372 e M-SOY 8222, quando
aplicado AsA(R+F) (Fig. 2C).
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Figura 2. Conteldo relativo de agua em M 8372 (A) e M-SQY 8222 (B); eficiéncia de
uso de agua em M 8372 (C) e M-SOY 8222 (D) cultivadas em dois niveis de NaCl (0
e 100 mmol L?) combinados com diferentes métodos de aplicacdo de &cido
ascorbico (AsA): -AsA, controle; AsA(F), aplicacéo foliar de AsA; AsA(R), aplicacao
radicular de AsA; AsA(R+F), aplicacao foliar e radicular combinada de AsA. Letras
minusculas diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos de AsA
dentro de cada concentracdo de NaCl, e letras mailsculas diferentes indicam
diferencas significativas entre os tratamentos sem NaCl e com NaCl no mesmo
método de AsA, de acordo com o teste de Tukey. Os dados representam a média +
erro padréo da media (EPM) (n=5); *(p < 0,05), **(p < 0,01) de acordo com o teste F.
Barras verticais representam o EPM.

4.2 Teor de pigmentos e fluorescéncia da clorofila

Os teores de clorofila total e carotenoides das duas cultivares de soja
diminuiram significativamente sob estresse salino (Fig. 3). O teor de clorofila total foi
afetado pela interacdo entre os fatores AsA e NaCl. Apenas a aplicacdo de
AsA(R+F) aumentou o teor de clorofila total de M 8372, sob estresse salino e sem
sal. No entanto, os tratamentos AsA(F) e AsA(R+F) promoveram o teor de clorofila
total de M-SOY 8222, tanto no estresse salino e sem sal (Fig. 3A,B). Foi
demonstrado um efeito de interacdo do AsA e NaCl sobre o teor de carotenoides. Na
condicdo de estresse salino, a aplicacdo de AsA(R+F) aumentou o teor de
carotenoides de M 8372. No entanto, para M-SOY 8222, os tratamentos AsA(F) e
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AsA(R+F) apresentaram o mesmo efeito no aumento do teor de carotenoides (Fig.
3C,D).
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Figura 3. Teor de clorofila a+b em M 8372 (A) e M-SOY 8222 (B); teor de
carotenoides em M 8372 (C) e M-SQY 8222 (D) cultivadas em dois niveis de NaCl (0
e 100 mmol L*?) combinados com diferentes métodos de aplicacdo de &cido
ascorbico (AsA): -AsA, controle; AsA(F), aplicacao foliar de AsA; AsA(R), aplicacdo
radicular de AsA; AsA(R+F), aplicagao foliar e radicular combinada de AsA. Letras
minusculas diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos de AsA
dentro de cada concentracdo de NaCl, e letras mailsculas diferentes indicam
diferencas significativas entre os tratamentos sem NaCl e com NaCl no mesmo
meétodo de AsA, de acordo com o teste de Tukey. Os dados representam a média +
EPM (n=5); *(p < 0,05), **(p < 0,01) de acordo com o teste F. Barras verticais
representam o EPM.

Houve interacdo entre os fatores AsA e NaCl para Fv/Fm e Fv/Fo para ambas as
cultivares. A eficiéncia fotoquimica do PSII foi aumentada com a aplicacdo de
AsA(R+F) para M 8372 e, AsA(F) mais AsA(R+F) para M-SOY 8222, sob condigéo
de estresse salino (Fig. 4A,B). Além disso, a taxa de transporte de elétrons foi maior
guando fornecido AsA(R+F) nas duas cultivares submetidas a 100 mmol L-* de NaCl
(Fig. 4C,D).
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Figura 4. Eficiéncia fotoquimica do PSII (Fv/Fm) em M 8372 (A) e M-SOY 8222 (B);
taxa de transporte de elétrons (Fv/FO)em M 8372 (C) e M-SQY 8222 (D) cultivadas
em dois niveis de NaCl (0 e 100 mmol L'1) combinados com diferentes métodos de
aplicacao de &cido ascorbico (AsA): -AsA, controle; AsA(F), aplicacdo foliar de AsA;
AsA(R), aplicacdo radicular de AsA; AsA(R+F), aplicacdo foliar e radicular
combinada de AsA. Letras minusculas diferentes indicam diferencas significativas
entre os tratamentos de AsA dentro de cada concentracdo de NaCl, e letras
maiusculas diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos sem
NaCl e com NaCl no mesmo método de AsA, de acordo com o teste de Tukey. Os
dados representam a média £+ EPM (n=5); *(p < 0,05), **(p < 0,01) de acordo com o
teste F. Barras verticais representam o EPM.

4.3 Parametros de trocas gasosas da folha

Os parametros de trocas gasosas da folha foram significativamente afetados
pela interacdo dos fatores AsA e NaCl (Fig. 5). A aplicacdo de AsA(R+F) promoveu a
maior taxa de assimilacao liquida de CO2 (A) de M 8372, quanto na condicado de
estresse salino e sem sal. A aplicacdo dos tratamentos AsA(F) e AsA(R+F) tiveram o
mesmo efeito significativo sobre A de M-SOY 8222, sob estresse salino (Fig. 5A,B).
Na condicdo de estresse salino, as duas cultivares de soja apresentaram menor A,

independentemente do método de aplicacdo de AsA.

A aplicacdo de AsA(R+F) aumentou a condutancia estomatica (gs) de M 8372

e M-SOY 8222, sob condicdo sem sal (Fig. 5C,D). A aplicacdo de AsSA nao teve
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efeito sobre gs de M 8372 cultivada sob salinidade, porém, o fornecimento de
AsA(R+F) aumentou a gs de M-SOY 8222. Na condicdo de estresse salino, o
tratamento AsA(R+F) aumentou a taxa transpiratoria (E) de M 8372, entretanto,
houve aumento de E com AsA(F) e AsA(R+F) para M-SOY 8222 (Fig. 5E,F). As
duas cultivares sob 100 mmol L' de NaCl exibiram A, gs e E diminuida,

independentemente do método de aplicacdo de AsA.
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Figura 5. Taxa de assimilacéo liquida de CO2 (A) em M 8372 (A) e M-SOY 8222 (B);
condutancia estomatica ao vapor de agua (gs) em M 8372 (C) e M-SQOY 8222 (D);
taxa de transpiracao (E) em M 8372 (E) e M-SOY 8222 (F) cultivadas em dois niveis
de NaCl (0 e 100 mmol L) combinados com diferentes métodos de aplicacdo de
acido ascorbico (AsA): -AsA, controle; AsA(F), aplicacdo foliar de AsA; AsA(R),
aplicacao radicular de AsA; AsA(R+F), aplicacdo foliar e radicular combinada de
AsA. Letras minasculas diferentes indicam diferencas significativas entre os
tratamentos de AsA dentro de cada concentracdo de NaCl, e letras mailsculas
diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos sem NaCl e com
NaCl no mesmo método de AsA, de acordo com o teste de Tukey. Os dados
representam a média + EPM (n=5); *(p < 0,05), **(p < 0,01) de acordo com o teste F.
Barras verticais representam o EPM.
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4.4 Acimulo de Na* e K*

O acumulo de Na* e K* foi significativamente afetado pela interacdo entre AsA
e NaCl. O fornecimento de AsA(R+F) diminuiu significativamente o acumulo de Na*
na parte aérea e raiz de M 8372, sob condi¢édo de estresse salino (Fig. 6A,C). Tanto
AsA(F) como AsA(R+F) diminuiram o acumulo de Na* na parte aérea de M-SOY
8222 (Fig. 5B). O acumulo de Na* nas raizes das duas cultivares reduziu quando
fornecido AsA(R+F) (Fig. 6C,D). Por outro lado, a aplicacdo de AsA(R+F) promoveu
0 acumulo de K+ na parte aérea e raiz das duas cultivares, tanto na condicdo de

estresse salino e sem sal (Fig. 6E,FG,H).
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Figura 6. Acimulo de Na* na parte aérea de M 8372 (A), M-SOY 8222 (B) e na raiz
de M 8372 (C), M-SOY 8222 (D); acumulo de K* na parte aérea de M 8372 (E), M-
SOY 8222 (F); e na raiz M 8372 (G), M-SOY 8222 (H) cultivadas em dois niveis de
NaCl (0 e 100 mmol L) combinados com diferentes métodos de aplicacdo de acido
ascorbico (AsA): -AsA, controle; AsA(F), aplicacéo foliar de AsA; AsA(R), aplicacao
radicular de AsA; AsA(R+F), aplicacao foliar e radicular combinada de AsA. Letras
minusculas diferentes indicam diferengas significativas entre os tratamentos de AsA
dentro de cada concentracdo de NaCl, e letras maiulsculas diferentes indicam
diferencas significativas entre os tratamentos sem NaCl e com NaCl no mesmo
método de AsA, de acordo com o teste de Tukey. Os dados representam a média +
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EPM (n=5); *(p < 0,05), **(p < 0,01) de acordo com o teste F. Barras verticais
representam o EPM.

4.5 Peroxidacao lipidica

A peroxidacéao lipidica foi afetada pelo efeito significativo da interacdo entre
AsA e NaCl (Fig. 7). A aplicagado de AsA(R+F) reduziu significativamente o teor de
MDA nas folhas das duas cultivares expostas ao estresse salino (Fig. 7A,B). De
forma geral, o teor de MDA foi maior nas raizes de M-SOY 8222 em relacdo a M
8372, sob condicdo de estresse salino e sem aplicacdo de AsA (Fig. 7C,D).
Entretanto, a aplicacdo de AsA(R+F) diminuiu significativamente o teor de MDA nas
raizes de M 8372 e M-SOY 8222, sob condi¢éo de salinidade.
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Figura 7. Teor de MDA na folha de M 8372 (A), M-SOY 8222 (B) e na raiz de M
8372 (C), M-SOY 8222 (D) cultivadas em dois niveis de NaCl (0 e 100 mmol L)
combinados com diferentes métodos de aplicacdo de &cido ascorbico (AsA): -AsA,
controle; AsA(F), aplicacdo foliar de AsA; AsA(R), aplicacdo radicular de ASsA,
AsA(R+F), aplicacdo foliar e radicular combinada de AsA. Letras mindsculas
diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos de AsA dentro de
cada concentracdo de NaCl, e letras maiusculas diferentes indicam diferencas
significativas entre os tratamentos sem NaCl e com NaCl no mesmo método de AsA,
de acordo com o teste de Tukey. Os dados representam a meédia £ EPM (n=5); *(p <
0,05), **(p < 0,01) de acordo com o teste F. Barras verticais representam o EPM.
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4.6 Atividade de enzimas antioxidantes

Um efeito significativo de interacdo entre o NaCl e AsA foi observado em
raizes e folhas das duas cultivares para a atividade enzimatica de SOD, APX e
GPOX. Com relacdo a SOD, os meétodos de aplicacdo AsA(F) e AsA(R+F)
desencadearam um aumento na atividade enzimética nas folhas de M 8372 e M-
SOY 8222, submetidas a estresse salino (Fig. 8A,B). Os métodos de aplicacdo de
AsA aumentaram a atividade da SOD em relacdo ao controle (-AsA), nas raizes de
M-SOY 8222 sob salinidade (Fig. 8C,D). A atividade da SOD foi maior com a
aplicacao de AsA(R+F) em M 8372 sob estresse salino.
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Figura 8. Atividade especifica da SOD na folha de M 8372 (A), M-SOY 8222 (B) e
raiz de M 8372 (C), M-SOY 8222 (D) cultivadas em dois niveis de NaCl (0 e 100
mmol L) combinados com diferentes métodos de aplicacdo de &cido ascorbico
(AsA): -AsA, controle; AsA(F), aplicacao foliar de AsA; AsA(R), aplicacao radicular de
AsA; AsA(R+F), aplicacao foliar e radicular combinada de AsA. Letras minusculas
diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos de AsA dentro de
cada concentracdo de NaCl, e letras maiusculas diferentes indicam diferencas
significativas entre os tratamentos sem NaCl e com NaCl no mesmo método de AsA,
de acordo com o teste de Tukey. Os dados representam a meédia £ EPM (n=5); *(p <
0,05), **(p < 0,01) de acordo com o teste F. Barras verticais representam o EPM.
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A atividade da APX foi significativamente afetada pela interacdo de NaCl e
AsA. As folhas e raizes das duas cultivares com aplicacdo de AsA exibiram aumento
da atividade enzimética, com e sem estresse salino (Fig. 9). A atividade da APX foi
maior com aplicacéo de AsA(R+F) nas folhas e raizes de M 8372 e raizes de M-SOY
8222, sob estresse salino (Fig. 9A,C,D).
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Figura 9. Atividade especifica da APX na folha de M 8372 (A), M-SOY 8222 (B) e
raiz de M 8372 (C), M-SOY 8222 (D) cultivadas em dois niveis de NaCl (0 e 100
mmol L) combinados com diferentes métodos de aplicacdo de &acido ascorbico
(AsA): -AsA, controle; AsA(F), aplicacao foliar de AsA; AsA(R), aplicacao radicular de
AsA; AsA(R+F), aplicacdo foliar e radicular combinada de AsA. Letras minusculas
diferentes indicam diferengas significativas entre os tratamentos de AsA dentro de
cada concentracdo de NaCl, e letras mailsculas diferentes indicam diferencas
significativas entre os tratamentos sem NaCl e com NaCl no mesmo método de AsA,
de acordo com o teste de Tukey. Os dados representam a média £ EPM (n=5); *(p <
0,05), **(p < 0,01) de acordo com o teste F. Barras verticais representam o EPM.

Os diferentes métodos de aplicacdo de AsA aumentaram a atividade
enzimatica de GPOX nas folhas das duas cultivares sem salinidade; entretanto,
houve maior atividade da GPOX com aplicacdo de AsA(R+F) sob estresse salino
(Fig. 10A,B). A atividade da GPOX nas raizes de M 8372 e M-SOY 8222 submetidas

a salinidade aumentou com o fornecimento de AsA (Fig. 10C,D).
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Figura 10. Atividade especifica da GPOX na folha de M 8372 (A), M-SOY 8222 (B) e
raiz de M 8372 (C), M-SOY 8222 (D) cultivadas em dois niveis de NaCl (0 e 100
mmol L) combinados com diferentes métodos de aplicacdo de &cido ascorbico
(AsA): -AsA, controle; AsA(F), aplicacao foliar de AsA; AsA(R), aplicacéo radicular de
AsA; AsA(R+F), aplicacao foliar e radicular combinada de AsA. Letras minusculas
diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos de AsA dentro de
cada concentracdo de NaCl, e letras mailsculas diferentes indicam diferencas
significativas entre os tratamentos sem NaCl e com NaCl no mesmo método de AsA,
de acordo com o teste de Tukey. Os dados representam a média, £+ EPM (n=5); *(p <
0,05), **(p < 0,01) de acordo com o teste F. Barras verticais representam o EPM.

4.7 Teor de prolina e acido ascorbico

O teor de prolina e AsA na folhas e raizes das duas cultivares, foi afetado pela
interacdo entre AsA e NaCl (Figll e 12). Tanto na cultivar M 8372 como na M-SOY
8222, cultivadas sob estresse salino, a aplicagcdo de AsA(R+F) promoveu o maior
teor de prolina nas folhas e raizes (Fig. 11A,B). De forma geral, os resultados
mostraram que as duas cultivares submetidas ao estresse salino exibiram maiores
teores de prolina nas folhas e raizes, independentemente do método de aplicacédo
de AsA.
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Figura 11. Teor de prolina na folha de M 8372 (A), M-SOY 8222 (B) e na raiz de M
8372 (C), M-SOY 8222 (D) cultivadas em dois niveis de NaCl (0 e 100 mmol L)
combinados com diferentes métodos de aplicacdo de acido ascorbico (AsA): -AsA,
controle; AsA(F), aplicacdo foliar de AsA; AsA(R), aplicacdo radicular de ASA,
AsA(R+F), aplicacdo foliar e radicular combinada de AsA. Letras minusculas
diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos de AsA dentro de
cada concentracdo de NaCl, e letras mailsculas diferentes indicam diferencas
significativas entre os tratamentos sem NaCl e com NaCl no mesmo método de AsA,
de acordo com o teste de Tukey. Os dados representam a média + EPM (n=5); *(p <
0,05), **(p < 0,01) de acordo com o teste F. Barras verticais representam o EPM.

Os resultados do teor de AsA na planta evidenciaram em efeito de interacao
significativa entre AsA e NaCl. Na cultivar M 8372, sem estresse salino, todos os
métodos de aplicacdo de AsA aumentaram significativamente o teor de AsA na folha,
em relagéo ao controle (-AsA). No entanto, na cultivar M-SOY 8222, o tratamento de
AsA (R+F) promoveu o maior teor de AsA na folha (Fig. 12A,B). Tanto na cultivar M
8372 como na M-SOY 8222, cultivadas sob estresse salino, a aplicacédo de
AsA(R+F) promoveu o maior teor de AsA nas folhas (Fig. 12A,B). O teor de AsA foi
promovido com a aplicacédo de AsA(R+F) nas raizes da cultivar M 8372 submetida a
estresse salino. No entanto, na cultivar M-SOY 8222, os tratamentos AsA(R) e
AsA(R+F) aumentaram significativamente o teor de AsA na raiz, sob condicdo de
salinidade (Fig. 12C,D).
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Figura 12. Teor de AsA na folha de M 8372 (A), M-SOY 8222 (B) e na raiz de M
8372 (C), M-SOY 8222 (D) cultivadas em dois niveis de NaCl (0 e 100 mmol L)
combinados com diferentes métodos de aplicacdo de acido ascorbico (AsA): -AsA,
controle; AsA(F), aplicacdo foliar de AsA; AsA(R), aplicacdo radicular de ASA,;
AsA(R+F), aplicacdo foliar e radicular combinada de AsA. Letras minusculas
diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos de AsA dentro de
cada concentracdo de NaCl, e letras mailsculas diferentes indicam diferencas
significativas entre os tratamentos sem NaCl e com NaCl no mesmo método de AsA,
de acordo com o teste de Tukey. Os dados representam a média + EPM (n=5); *(p <
0,05), **(p < 0,01) de acordo com o teste F. Barras verticais representam o EPM.

4.8 Area foliar e producéo de biomassa

As plantas apresentaram reducao na area foliar e biomassa da parte aérea e
raiz na presenca de 100 mmol L de NaCl, quando comparadas com o tratamento
sem sal (Fig. 13). Na cultivar M 8372, a aplicagdo de AsA(R+F) aumentou
significativamente a area foliar, tanto na condigédo de estresse salino e sem sal (Fig.
13A). Na cultivar M-SOY 8222, o tratamento AsA(R+F) aumentou a area foliar sob
salinidade (Fig. 13A,B).

A biomassa da parte aérea e raiz foi significativamente afetada pela interacéo
dos fatores AsA e NaCl (Fig. 13C,D,E,F). A cultivar M 8372 submetida a salinidade,
exibiu maior biomassa da parte aérea e raiz quando foi aplicado o tratamento

AsA(R+F) (Fig. 13C,E). Por outro lado, sob condicdo de estresse salino, os
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tratamentos AsA(F) e AsA(R+F) promoveram a producdo de biomassa da parte
aérea e raiz de M-SOY 8222 (Fig. 13D,F). De forma geral, os resultados mostraram
gue as duas cultivares submetidas ao estresse salino exibiram redugéo da biomassa

da planta, independentemente do método de aplicacdo de AsA.
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Figura 13. Area foliar de M 8372 (A) e M-SOY 8222 (B); biomassa da parte aérea de
M 8372 (C) e M-SOY 8222 (D); biomassa da raiz de M 8372 (E) e M-SOY 8222 (F)
cultivadas em dois niveis de NaCl (0 e 100 mmol L) combinados com diferentes
métodos de aplicacdo de &cido ascorbico (AsA): -AsA, controle; AsA(F), aplicacao
foliar de AsA; AsA(R), aplicacdo radicular de AsA; AsA(R+F), aplicacao foliar e
radicular combinada de AsA. Letras minusculas diferentes indicam diferencas
significativas entre os tratamentos de AsA dentro de cada concentracdo de NaCl, e
letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos
sem NaCl e com NaCl no mesmo método de AsA, de acordo com o teste de Tukey.
Os dados representam a média + EPM (n=5); *(p < 0,05), **(p < 0,01) de acordo com
o teste F. Barras verticais representam o EPM.
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5 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo evidenciaram o efeito de diferentes
métodos de aplicacdo de AsA na atenuacdo do estresse oxidativo causado pela
salinidade em duas cultivares de soja com diferente grau de tolerancia a salinidade,
como M 8372 (cv. tolerante) e M-SOY 8222 (cv. sensivel). Estudos anteriores
indicaram o efeito do AsA em plantas de soja submetidas a estresse abidtico (El-
Shafey, 2017; Rahmawati e Basyuni, 2014), no entanto, este é o primeiro trabalho
em que o AsA atenuou os danos causados pelo estresse salino através da aplicacéo
radicular e foliar combinada ou aplicacao isolada em plantas de soja.

O conteudo relativo de agua (CRA) e a eficiéncia de uso da agua (EUA) séo
componentes fisiolégicos que podem ser afetados pelo estresse salino. O estresse
osmatico gerado pela salinidade representa o estresse abibtico severo mais comum
que limita o crescimento e desenvolvimento das plantas (Koyro, 2006). Nossos
resultados indicaram que as cultivares de soja expostas ao estresse salino (100
mmol L' NaCl) apresentaram CRA e EUA reduzido; entretanto, os diferentes
métodos de aplicacdo de AsA tiveram um efeito positivo no aumento do CRA e EUA
(Fig. 2). Sob condi¢des sem salinidade, a aplicagdo de AsA teve efeito sobre o CRA
e EUA apenas na cultivar M-SOY 8222. Um provavel mecanismo sobre o efeito do
AsA na manutencdo do status hidrico na planta pode ser explicado pelo fato da
melhoria do potencial de turgescéncia que favorece o equilibrio de 4gua nos tecidos
da planta (El-Bially et al., 2018). Além disso, tem sido indicado que o AsA promove a
resisténcia da parede celular e sua capacidade de suportar a perda de agua sob
condicBes de estresse abiotico (Naz et al., 2016).

Os dados ilustrados na Fig. 3 mostraram que o estresse salino, isto €, 100
mmol Lt NaCl, diminuiu os teores de pigmentos fotossintéticos. O estresse salino
afeta a taxa fotossintética das plantas, devido a degradacdo dos pigmentos
fotossintéticos, que por sua vez, afeta o crescimento das plantas (Gomes et al.,
2017). Nossos resultados revelaram que, sob estresse salino, o fornecimento de
AsA(R+F) aumentou o teor de clorofila e carotenoides na cultivar tolerante (M 8372);
entretanto, na cultivar sensivel (M-SOY 8222) tanto a aplicagdo de AsA(F) como
AsA(R+F) favoreceram o aumento destes pigmentos. Esses resultados coincidem

com achados anteriores (Hassan et al., 2021; Hussain et al., 2017; Kostopoulou et
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al., 2015), e pode ser explicado pelo papel do AsA na protecdo da integridade da
membrana do cloroplasto e na degradacéo da clorofila (Gadallah, 1999). Além disso,
0 AsA é um cofator de vérias reagfes enzimaticas fotossintéticas, que podem atuar
no estimulo do crescimento das plantas (Wang et al., 2013; Alves et al., 2021).

Como consequéncia do dano causado pela salinidade sobre a producédo de
pigmentos fotossintéticos, o estresse salino também pode afetar o funcionamento
dos centros de reacdo PSI e PSIl no aparato fotossintético (Sayyad-Amin et al.,
2016; Foyer, 2015). Os danos causados pelo estresse salino ao aparato
fotossintético foram documentados anteriormente (Lauchlie Littgel, 2014; Lu et al.,
2003; Lu e Vonshak, 2002), e envolvem processos como a degradacao e limitacao
da biossintese de clorofila, devido ao excesso de energia que ndo pode ser
convertido em fluxo de elétrons.

Com base em nossos resultados, podemos indicar que a aplicacdo de
AsA(R+F) para M 8372, e AsA(F) mais AsA(R+F) para M-SOY 8222, foram
eficientes em aumentar a eficiéncia fotoquimica do PSII (Fv/Fm) sob estresse salino
(Fig. 4A,B). Aléem disso, a taxa de transporte de elétrons (Fv/FO) foi maior com
aplicacdo de AsA(R+F) nas duas cultivares (Fig. 4C,D). Sabemos que o estresse
salino provoca o acumulo de ERO que levam a inativacdo do centro de reacao
doador de elétrons PSIl (Murata et al., 2007). Esse processo é conhecido também
como fotoinibigdo. Diante disso, tem sido caracterizado ao AsA como um grande
doador de elétrons alternativos para o PSIlI para sustentar atividades de transporte
de elétrons nas folhas (T6th et al., 2009, 2011). Essa doacédo alternativa de elétrons
poderia ser entendida, em outras palavras, como um efeito benéfico do AsA em
proteger os centros de reacdo da fotoxidacao (Mano et al., 1997).

As respostas das plantas ao estresse abidtico geralmente sédo exploradas a
nivel das caracteristicas funcionais do aparato fotossintético. Portanto, além do teor
de pigmentos fotossintéticos e fluorescéncia da clorofila, medi¢gdes a nivel de trocas
gasosas da folha fornecem um importante entendimento sobre o status fisiologico
das plantas. Assim, o estresse salino afeta a capacidade de absorcdo de agua pela
planta (Yarami e Sepaskhah, 2015), diminui a taxa de assimilacdo de CO2, a
condutancia estomética e, consequentemente, o crescimento e desenvolvimento das

plantas (Sperling et al., 2014; Naz et al., 2010). Isso pode ser devido ao estresse
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oxidativo promovido e a degradacdo de pigmentos fotossintéticos e proteinas que
participam no processo fotossintético (Flexas et al., 2004).

Nossos resultados mostraram que o0 impacto negativo do estresse salino
sobre os parametros de trocas gasosas das folhas, pode ser superado pela
aplicacao de AsA. A aplicacdo de AsA(R+F) aumentou a taxa de assimilacao liquida
de CO2 (A) para M 8372, e AsA(F) e AsA(R+F) para M-SOY 8222, sob estresse
salino (Fig. 5A,B). Além disso, mesmo sem condi¢cdes de estresse, a aplicacdo de
AsA(R+F) teve efeito no aumento de A nas duas cultivares. Resultados semelhantes
foram relatados em trigo e pepino (Naz et al., 2016; Athar et al., 2008), uma vez que
as plantas que receberam aplicacdo de AsA aumentaram os valores de A. Isso é de
notavel importancia para aliviar os efeitos negativos do estresse salino na reducéo
da taxa fotossintética em cultivares de soja contrastantes a salinidade.

Paralelamente ao aumento de A, a aplicacdo de AsA(R+F) aumentou a
condutancia estomatica (gs) apenas na cultivar M-SOY 8222, sob salinidade. Esse
fato é apoiado pelo papel do AsA na diminuicdo dos niveis de H202 que, por sua
vez, poderia causar o fechamento estomatico (Noctor e Foyer, 1998), e na
manutencdo da homeostase da agua (Athar et al.,, 2008). Estudos anteriores
também relataram que o fechamento estomatico pode ser revertido pela aplicacédo
exdgena de AsA (Athar et al., 2008; Bastam et al., 2013). Por outro lado, o estresse
salino é conhecido por causar uma reducéo significativa da taxa de transpiragéo (E)
das plantas (Ali e Ashraf 2011). Neste estudo, o0 estresse salino causou uma reducao
acentuada na E, porém, a aplicacdo de AsA(R+F) em M 8372 e AsA(F) mais
AsA(R+F) em M-SOY 8222, mitigaram os efeitos adversos da salinidade na
transpiracao (Fig. 5E,F). O papel benéfico do AsA sobre o processo transpiratério ja
foi indicado anteriormente (Miguel, 2006). Nosso estudo revelou que em M-Soy
8222, sob estresse salino, 0 aumento na E com a aplicacdo de AsA, foi associado a
uma maior EUA (Fig. 1D), o que promoveu maior A. Contrariamente, a aplicacao de
AsA(R+F) ao promover maior E e A, ndo afetou a EUA de M 8372 (Fig. 2C). Isso
concorda com outros estudos onde a aplicacdo de AsA aumentou a E (Penella et al.,
2017; Biosci et al., 2014), mas discorda de estudos onde o aumento da EUA esteve

associado a uma menor E causada pelo AsA (Beltagi, 2008; Ekmekgi, 2012).
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As pesquisas tém demonstrado claramente que a salinidade leva a reducao
da biossintese de clorofila e parametros de troca gasosas da folha, o0 que promove
uma menor taxa fotossintética. Nesse sentido, as medicbes a nivel de atividade
fotossintética, até certo ponto, podem fornecer uma ideia sobre a toleréncia que os
genotipos de uma espécie tém contra o estresse salino. Valores maiores da
florescéncia da clorofila (Fv/Fm, Fv/FO) também tém sido indicados como uma razéo
para o aumento da tolerancia do aparato fotossintético ao estresse salino (Huang et
al., 2019; Umar et al., 2019). Os resultados deste estudo sugerem que as alteragbes
na fotossintese em M 8372 sob estresse salino, ndo foram decorrentes de limitacbes
estomaticas, visto que, as mudancas induzidas por AsA em A nao foram
acompanhadas por alteracbes em gs. De forma contraria, em M-SOY 8222 as
alteracbes na fotossintese foram decorrentes da gs, Fv/Fm e Fv/FO, sob estresse
salino.

Dessa forma, fica evidenciado que, mudancas a nivel fotossintético na cultivar
sensivel (M-SOY 8222), devido aos efeitos interativos da salinidade e o ASsA,
dependem de melhorias a nivel estomatico e da fluorescéncia da clorofila (Fig. 4 e
5); entretanto, na cultivar tolerante (M 8372) esses efeitos podem ter ocorrido devido
a fatores ndo estomaticos, como o nivel de resposta do aparato fotossintético (Fig.
3). Por outro lado, a eficacia do efeito de protecdo do AsA na fotossintese depende
também do método de fornecimento de AsA, visto que, na cultivar sensivel (M-SOY
8222) tanto a aplicacéo de AsA(F) como AsA(R+F) aumentaram a Fv/Fm, o teor de
pigmentos fotossintéticos, E e A, enquanto que, para a cultivar tolerante (M 8372)
houve melhoria de Fv/Fm, maior teor de pigmentos, E e A com AsA (R+F). Juntos,
esses resultados indicam uma maior capacidade de resposta a nivel fisiolégico a
aplicacdo exdégena de AsA na cultivar de soja sensivel a salinidade.

A salinidade pode induzir estresse osmotico que promove o acumulo de ions
téxicos na planta, como o Na* e CI (Bonomelli et al., 2018; Marschner e Rengel,
2012). Um alto acumulo de Na* nos tecidos, pode afetar a homeostase ionica de
outros nutrientes como o K*, reduzindo seu acumulo na planta (Alves et al., 2018). O
acumulo de sais nos tecidos pode causar efeitos toxicos nas plantas e promover um
desequilibrio nutricional, afetando diretamente o metabolismo e crescimento das

plantas (Parihar et al., 2015; Akram et al., 2017). Nosso trabalho revelou que, sob
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condicdo de estresse salino houve maior acimulo de Na* na parte aérea e raiz de
ambas as cultivares; entretanto, os métodos de aplicacdo de AsA reduziram esses
niveis de Na* (Fig. 6A,B,C,D), o que favoreceu simultaneamente o acimulo de K* na
planta (Fig. 6E,F,G,H). Além disso, o AsA esta envolvido na regulacdo do sistema de
defesa antioxidante, com capacidade de evitar altas concentracfes de Na* (Gallie,
2013; Alves et al., 2021), consequentemente, como o Na* compete por locais de
ligacdo com o K* (Dabravolski e Isayenkov, 2021), um fator de protecéo seria o alto
acumulo de K* nos tecidos, como evidenciado neste estudo.

Além dos parametros fisiolégicos, como a fluorescéncia da clorofila e trocas
gasosas, a exclusdo de ions de Na* nos tecidos é um dos principais mecanismos de
tolerancia a salinidade (Kostopoulou et al., 2015). Nosso estudo demonstrou que a
tolerancia das cultivares de soja induzida pelo AsA, foi relacionada ao baixo acimulo
de Na* na parte aérea. No entanto, respostas contrastantes entre as cultivares de
soja indicam que, independentemente do método de aplicacdo de AsA, houve maior
acumulo de Na* nos tecidos da cultivar sensivel em relacdo a tolerante. Isso pode
ser indicativo de um mecanismo de tolerancia proprio da cultivar M 8372
(Vasconcellos, 2016). Essas respostas diferenciais de ambas as cultivares de soja a
aplicacao de AsA sob estresse salino, dependeram também do método de aplicacéo
de AsA. Tanto a aplicacdo de AsA(F) como AsA(R+F) tiveram o mesmo efeito em
promover a maioria dos parametros fisioldgicos, reduzir os niveis de Na* de M-SOY
8222; entretanto, esses mesmos mecanismos foram melhorados principalmente com
a aplicacao de AsA(R+F) em M 8372.

A reducdo da atividade fotossintética causada pelo estresse salino expde 0s
cloroplastos a energia de excitacdo excessiva, 0 que induz o estresse oxidativo
devido a superproducédo de ERO que promovem a peroxidacao lipidica (Penella et
al., 2017). De acordo com nosso estudo, os métodos de aplicacdo de AsA reduziram
a peroxidacdo lipidica, representada pelos teores de MDA, na parte aérea e raiz das
cultivares de soja (Fig. 7). Esses resultados estdo de acordo com outros (Weisany et
al., 2012; Hameed et al., 2015; Penella et al., 2017), que concordam que o AsA por
ser o antioxidante mais abundante nas plantas possui um poderoso potencial no

controle da formacao e eliminagdo de ERO. Além disso, 0 papel antioxidante do AsA
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nas células vegetais € devido a sua grande capacidade de doar elétrons para as
reacdes enzimaticas e ndo enzimaticas (Racchi, 2013).

Os efeitos das ERO induzidas pelo estresse salino sdo atenuados pela
atividade de componentes antioxidantes enziméticos e ndo enziméaticos. Entre os
antioxidantes enzimaticos que estdo na primeira linha para proteger as plantas de
condicbes de estresse abidtico estdo a SOD, POD, CAT e APX (Wang et al., 2013;
Bose et al,. 2014). Nosso estudo demonstrou que o0 estresse salino aumentou
significativamente a atividade das enzimas SOD (Fig. 8), APX (Fig. 9) e GPOX (Fig.
10) nas duas cultivares, que sdo um mecanismo de protecdo das plantas sob
estresse (Park, 2005). No entanto, a aplicacdo de AsA(F) e AsA(R+F) aumentaram
significativamente a atividade da SOD nas duas cultivares de soja sob estresse
salino (Fig. 8). O aumento da atividade da SOD com aplicacdo de AsA sob
condicBes de estresse foi indicado anteriormente em outras culturas (Alamri et al.,
2018; Noreen et al., 2020). Esse efeito do AsA sobre a SOD evidencia a eficiéncia
das aplicac@es foliares de AsA no funcionamento do sistema primario de defesa das
plantas contra o estresse salino, visto que, o AsA pode converter radicais livres
como superoxido (O2) em formas mais estaveis como H202 (Akram et al., 2017,
Farooq et al., 2020).

A atividade da APX (Fig. 9) e GPOX (Fig. 10) aumentou significativamente
qguando foi fornecido AsA(R+F) nas duas cultivares sob estresse salino. O aumento
na atividade destas enzimas indicou uma melhoria no sistema de defesa da planta
contra o estresse oxidativo gerado pela salinidade (Roy et al., 2016). Além disso, a
APX é muito eficiente na desintoxicacdo do H202 e oxigénio molecular utilizando o
AsA como fonte de elétrons (Shigeoka et al., 2002). Pesquisas recentes destacaram
principalmente o efeito das aplicagcfes foliares de AsA e sua influéncia na ativagéao
da APX e GPOX (Hassan et al., 2021; Khazaei e Estaji, 2020; Desoky et al., 2020).
Nossos resultados mostram que as aplicagbes de AsA podem ter modificado a
capacidade antioxidante da soja, uma vez que, independentemente da cultivar, as
plantas tratadas com AsA resultaram em niveis baixos de MDA, portanto, sistemas
antioxidantes enziméticos foram estimulados com aplicacdo de AsA sob estresse

salino.
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Outro papel importante do AsA na reducdo da peroxidacdo lipidica € o
aumento da atividade do metabolismo antioxidante ndo enzimatico, que também
diminui a geracdo de ERO (Hayat, 2012). A prolina € um dos osmoprotetores mais
importantes produzidos nas plantas em resposta ao estresse. Seu papel benéfico
esta relacionado a sua funcdo como soluto compativel e fonte de energia para as
plantas durante condi¢des de estresse (Ashrafe Foolad, 2007; Ashraf et al., 2012). O
teor de prolina geralmente aumenta em resposta ao estresse salino (Malik et al.,
2015), fato observado no presente estudo (Fig. 11). No entanto, o fornecimento de
AsA promoveu o teor de prolina nas plantas sob condicdo de estresse salino. Esses
achados concordam com outras pesquisas (Hussain et al., 2017; Penella et al.,
2017), que corroboraram o efeito benéfico das aplicacbes foliares de AsA no
acumulo de prolina durante o estresse oxidativo. Além disso, nosso estudo
evidenciou que a cultivar M 8372 apresentou aproximadamente o dobro de teor de
prolina na folha (4,2 umol g) em relacdo a M-SQY 8222 (2,1 umol g1), sob estresse
salino e sem aplicacdo de AsA. Estudos anteriores também relataram que o teor de
prolina foi maior em genotipos tolerantes em compara¢cdo com 0s sensiveis, sob
condicBes de estresse abiotico (Dolatabadian et al., 2008; Sairam e Saxena, 2000).

Uma atividade simultanea de antioxidantes € indicada como necessaria para
uma resposta rapida das plantas contra o estresse salino (Pentella, 2017). Nosso
experimento mostrou que todos os métodos de aplicacdo de AsA efetivamente
aumentaram o teor de AsA na folha e raiz das cultivares de soja em relagdo ao
controle (-AsA) (Fig. 12). No entanto, o teor de AsA nestes tecidos foi superior
guando as plantas receberam aplicacdo de AsA(R+F) e sob condi¢des de salinidade.
O ascorbato é denominado como a forma fisiologicamente ativa do AsA (Akram et
al., 2017), e o cloroplasto é provavelmente o local mais abundante deste composto
(Castro et al., 2018). Portanto, o teor de acido ascorbico nos cloroplastos pode ser
aumentado devido a aplicacdo exdgena de AsA que, por sua vez, pode resultar
como determinante na sinalizacdo do estresse oxidativo (Gallie, 2013). Além disso, o
AsA esta envolvido na regulacdo dos processos de desenvolvimento da planta
através da modulacdo do metabolismo antioxidante mantendo os niveis de ROS
dentro da capacidade toleravel pelas plantas (Pignocchi et al., 2006; Shao et al.,
2008).
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Finalmente, nosso estudo demonstrou que a aplicacdo de AsA promoveu a
producdo de biomassa e crescimento das plantas de soja sob estresse salino (Fig.
13). Esse fato poderia ter relagdo como o papel do AsA na divisdo e expansao
celular através da regulacdo dos niveis de auxinas nas plantas (Arrigoni e Tullio
2000; Akram et al., 2017). Sob outra perspectiva, baseado na hipétese deste estudo,
o efeito do AsA sobre o crescimento das plantas de soja crescendo sob salinidade
poderia ser explicado, principalmente, pelo seu efeito em modular as mudancas
induzidas pelo estresse salino, por meio do aumento de pigmentos fotossintéticos
gue pode evitar danos do aparato fotossintético e pela regulacédo a nivel de trocas
gasosas que finalmente promoveu maior taxa fotossintética e, portanto, o
crescimento da soja (Fig. 14). Esses resultados também podem estar associados a
reducdo do acumulo de Na* nos tecidos e ao aumento da atividade enzimética e ndo
enzimatica promovida pelo AsA, que levaram a reducédo da peroxidacédo lipidica e
dano oxidativo. Nossos resultados indicam que esses efeitos benéficos do AsA na
atenuacao do estresse por salinidade foram maiores quando o AsA foi fornecido via
aplicagéo foliar e radicular combinada na cultivar tolerante (M 8372); entretanto,
apenas aplicacbes foliares de AsA poderiam ser suficientes para promover 0s
mecanismos de resposta fisiolégicos e bioquimicos na cultivar sensivel (M-SOY
8222). Portanto, um longo caminho para explorar novas abordagens além do
fisiolégico e bioquimico, ou seja, o impacto do AsA a nivel molecular, metabdlico,
gendmico ou interagcdo com outros compostos antioxidantes é necessario para
compreender melhor o efeito do AsA como atenuador de estresses abidticos nos

sistemas biolégicos.
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Figura 14. Desempenho do AsA em atenuar o estresse causado pelo NaCl em duas

cultivares de soja contrastantes a salinidade.

6 CONCLUSAO

O AsA regula as respostas fisioldgicas e bioquimicas de cultivares de soja ao
estresse salino. Os efeitos deletérios do estresse salino foram atenuados quando o
AsA foi aplicado via foliar na cultivar sensivel (M-SOY 8222), e via foliar e radicular
combinada na cultivar tolerante (M 8372), através da modulacdo dos mecanismos
antioxidantes, maior EUA e pigmentos fotossintéticos que, consequentemente,
promoveram o crescimento das plantas. Isso sugere que o método de aplicacao de
AsA desempenha um papel importante na reducdo da peroxidacao lipidica e
acumulo de Na*, modificando o sistema de defesa antioxidante de cultivares de soja

tolerante e sensivel.
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