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RESUMO

A cultura da soja esta direta e indiretamente ligada a alimentacdo humana e geracao
de energia renovavel, tonando importante adogdo de préaticas agricolas para
maximizar a producdo das plantas. Dentre essas praticas, o0 emprego de
biofertilizantes a base de algas marinhas, aminoacidos, substancias humicas e
nutrientes tem se tornado cada vez mais comum. Objetivou-se com esse trabalho
estudar caracteres fisiol6gicos, bioquimicos e produtivos de plantas de soja
submetidas ao tratamento de sementes e aplicacdes foliares com associacdes de
diferentes biofertilizantes em diferentes estadios de desenvolvimento da cultura. O
ensaio foi conduzido na Fazenda Experimental Lageado, pertencente a FCA -
UNESP, em Botucatu — SP. O delineamento experimental foi DBC com 4 repeticbes
e 6 tratamentos: T1 (inoculante Bradyrhizobium em TS + Co, Moe Mnem V3 + Ca e
B em R1); T2 (inoculante Bradyrhizobium e Nitrostarter® em TS + Aton Mo® e
Pumma® em V3 + Phylgreen electra® e Pumma® em R1 e R3); T3 (Nitrostarter® e
Phylgreen gemma® em TS + Aton Mo® e Mn em V4); T4 (T3 + Trafos Green Plus®
e Delfan Plus® em R1); T5 (T4 + Phylgreen electra® e Pumma® em R2) e T6 (T5 +
Pumma® e Pumma kalidad® em R5). As avaliagbes ocorreram anteriormente as
aplicacoes foliares nos estadios V3, V4, R1, R2, R3 e R5. Foram avaliados
parametros de trocas gasosas e fluorescéncia, pigmentos cloroplastidicos, enzimas
antioxidantes, peroxidacdo lipidica (MDA), aminodcidos totais, componentes
produtivos e porcentagem de proteina e 6leo nos grdos. Nos estadios V3 e V4, as
plantas sob T2, T3, T4, T5 e T6 foram superiores em taxa fotossintética e eficiéncia
do PSII. Em R1, plantas sob T1 foram inferiores aos demais tratamentos em todas
as variaveis, exceto E. No estadio R2 as plantas sob T1, T4, T5 e T6 superaram as
demais em eficiéncia fotossintética, atividade de enzimas antioxidantes e
aminoacidos totais. Em R3 as maiores médias foram observadas em plantas sob T3,
T4, T5 e T6 e em R5 nas plantas sob T4. Os valores de MDA foram superiores nas
plantas sob T1 em todas as avaliagcdes. Em relagdo aos componentes produtivos e
% de O6leo e proteina, as plantas sob T4 apresentaram maiores valores. A
combinacgcado dos produtos Nitrostarter® e Phylgreen Gemma® em TS e aplicacdes
foliares de Aton Mo® e Mn em V4, além de Trafos Green Plus® e Delfan Plus® em
R1 foi a mais eficiente em incrementos na taxa fotossintética e no metabolismo
antioxidante das plantas, garantindo maior produtividade e qualidade dos graos.

Palavras-chave: Glycine max (L.) Merrill. Manejo nutricional. Fenologia. Extrato de
algas. Micronutrientes. Substancias humicas.






ABSTRACT

The soybean is directly and indirectly linked to human food and the generation of
renewable energy, making it important to adopt agricultural practices to maximize
plant production. Among these practices, the use of biofertilizers based on seaweed
extract, amino acids, humic substances and nutrients has become increasingly
common. The trial aimed to study physiological, biochemical and yield characteristics
of soybean plants submitted to seed treatment (ST) and to the management of
different biofertilizers with foliar applications in different phenological phases of the
crop. The trial was conducted at the FCA, UNESP, in Botucatu, SP. The
experimental design was RCB with four replications and 6 treatments: : T1 (inoculant
Bradyrhizobium in ST + Co, Mo and Mn in V3 + Ca and B in R1); T2 (inoculant
Bradyrhizobium + biofertilizer 1 in ST + biofertilizer 2 and biofertilizer 3 in V3 +
biofertilizer 4 and biofertilizer 3 in R1 and R3); T3 (biofertilizer 1 + biofertilizer 5 in ST
+ biofertilizer 2 and Mn in V4); T4 (T3 + biofertilizer 6 and biofertilizer 7 in R1); T5 (T4
+ biofertilizer 4 and biofertilizer 3 in R2) and T6 (T5 + biofertilizer 3 and biofertilizer 8
in R5). The evaluations occurred before the foliar applications in the stages V3, V4,
R1, R2, R3 and R5. Gas exchange and fluorescence parameters, chloroplast
pigments, antioxidant enzymes, lipid peroxidation (MDA), total amino acids,
productive components and percentage of oil and protein in the grains. At the V3 and
V4 stages, plants under T2, T3, T4, T5 and T6 were superior in photosynthetic rate
and efficiency of PSII. In R1, plants under T1 were inferior to the other treatments in
all variables, except E. At stage R2, plants under T1, T4, T5 and T6 overcame the
others in photosynthetic efficiency, activity of antioxidant enzymes and total amino
acids. In R3 the highest averages were observed in plants under T3, T4, T5 and T6
and in R5 in plants under T4. MDA values were higher in plants under T1 in all
evaluations. Regarding the productive components and % of oil and protein, the
plants under T4 showed higher values. The combination of Nitrostarter® and
Phylgreen Gemma® in TS and foliar applications of Aton Mo® and Mn in V4, in
addition to Green Plus® and Delfan Plus® in R1 was the most efficient in increasing
the photosynthetic rate and antioxidant metabolism of plants, ensuring greater yield
and quality of grains.

Keywords: Glycine max (L.) Merrill. Nutritional management. seaweed extract.
Phenology. Micronutrients. Humic substances.
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1 INTRODUCAO

O cultivo da soja (Glycine max (L.) Merrill) € a principal atividade agricola no
Brasil, sendo o pais um dos maiores produtores do mundo. A cultura destaca-se por
ser a commoditie com maior lucro agregado no mercado de graos, com expressiva
participacdo nas exportacdes (CONAB, 2019), além do complexo soja ser
responsavel pelas principais fontes de receitas e geracdo de empregos direta e
indiretamente do pais (ARAUJO; FERNANDES, 2017). Seu uso é variado, desde
alimentacdo humana e animal ou como fonte de bioenergia, € considerada a fonte
mais barata de proteina, sendo acessada através de carnes e ovos pelas
populacdes menos favorecidas (TRIGUEIRINHO; PIRES, 2009).

Com a crescente demanda por alimentos, considerando o fato da soja
participar direta e indiretamente da alimentacdo humana, através do 0Oleo, derivados
e como ragcdo no setor produtivo de carnes, aliada a necessidade de produzir
energia renovavel e ter a soja como matéria prima para producédo de biodiesel, sédo
necessarias medidas para aumentar a producao do gréo no pais. O principal desafio
consiste em elevar a produtividade, sem abrir novas areas.

Avancos estdo ocorrendo a todo momento no setor, como cultivares mais
produtivas, resistentes a pragas e doencas, além de maior tolerdncia a estresses
ambientais, entretanto o manejo da cultura é um grande diferencial. Semeadura na
época adequada de acordo com a regido, tratos culturais que otimizam o
operacional da lavoura, adubacdo em taxa variavel, levando em consideracéo a real
necessidade da planta, uso correto dos defensivos e aplicacbes foliares de
biofertilizantes formam uma gama de opera¢cdes com objetivo de atingir o0 maximo
rendimento da cultura.

Atualmente sdo necessarias praticas agricolas que maximizam a producéo de
graos, sem elevar excessivamente o0s custos, associado ao melhor aproveitamento
dos recursos naturais disponiveis. Dentre essas praticas, o0 emprego de
biofertilizantes a base de algas marinhas, aminoacidos, substancias huamicas e
nutrientes tem se tornado cada vez mais comum. Esses produtos séo caracterizados
por conter minerais € moléculas organicas em sua formulagdo, com acao direta ou
indireta no crescimento e producdo das plantas, isentos de reguladores vegetais.
Por serem fontes de minerais, hormonios vegetais, antioxidantes e metabdlitos

secundarios possuem efeito sobre processos fisiologicos e bioquimicos das plantas.
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O investimento para garantir bons resultados na cultura da soja inicia-se na
aquisicdo de sementes de qualidade e alto vigor, seguido de efetivo tratamento de
sementes (TS) e inoculacdo. A adicdo de biofertilizantes em TS é uma fonte de
nutrientes para as plantulas e bactérias fixadoras de N, estimulam a producao
hormonal, além de favorecer bactérias benéficas do solo. Durante o
desenvolvimento da soja o suprimento ideal de agua, CO2, radiagcdo solar e
nutrientes garante o crescimento e acumulo de biomassa das plantas.

Com o florescimento e enchimento de grdos a demanda por nutrientes e
fotoassimilados aumenta consideravelmente, o uso de biofertilizantes via aplicagéo
foliar em estadios vegetativos e reprodutivos da soja € uma alternativa para fornecer
ou aumentar a absor¢cdo de macro e micronutrientes, estimular a producdo de
aminoacidos, horménios, enzimas e proteinas. Esses produtos também séo capazes
de incrementar a taxa fotossintética das plantas, com efeito sobre a condutancia
estomatica, transpiracao, assimilacdo do CO:2 e rendimento do fotossistema Il (PSllI),
contribuindo para o crescimento e enchimento de gréos.

Durante o desenvolvimento, as plantas estdo sujeitas a interferéncias bidticas
e abidticas, podendo ou ndo gerar algum tipo de estresse nas mesmas. Alteracdes
capazes de prejudicar a fixagdo do CO2 desencadeiam estresse oxidativo nas
plantas, fazendo-as gerarem respostas adaptativas, como expressdes génicas,
alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas e producdo de antioxidantes enzimaticos ou
ndo, com o intuito de evitar danos oxidativos.

Os resultados quanto ao uso de biofertilizantes em plantas ainda sao
inconsistentes, apresentando variagdes na eficiéncia em aumentar o crescimento e a
producédo vegetal, com melhores repostas quando as mesmas estdo sob algum tipo
de estresse. Diferencas em formulacdo e concentracdo dos produtos, doses
utilizadas, espécies, cultivares e estadios fenolégicos em que séo aplicados, além de
condicdes climaticas, sdo responsaveis por essas variacdes. Dessa forma se faz
importante conhecer as melhores formulagdes, concentracbes e doses para
determinada cultura, além do melhor estadio para aplicacdo dos produtos.

A combinacgédo de diferentes biofertilizantes no tratamento de sementes e em
aplicacoes foliares em estadios vegetativos e reprodutivos na cultura da soja é
capaz de alterar as trocas gasosas das plantas, apresentando efeito positivo sobre a
fixacdo do CO2 e o rendimento do PSII, contribuindo assim para maiores taxas

fotossintéticas e eficiéncia no uso da agua. Além de impulsionar a atividade de
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enzimas antioxidantes, reduzindo niveis de peroxidacdo lipidica e estimular a
producdo de aminoacidos totais, resultando em aumento da produtividade e da
qualidade de gréos de soja.

Objetivou-se com esse trabalho estudar caracteres fisiologicos, bioquimicos e
produtivos de plantas de soja submetidas ao tratamento de sementes e aplicagbes
foliares com associacdes de diferentes biofertilizantes em diferentes estadios de

desenvolvimento da cultura.



22

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 A culturada soja

2.1.1 Aspectos gerais

A soja (Glycine max (L.) Merrill) € uma planta originaria do continente asiatico,
com provavel centro de origem nas regides centrais e ocidentais da China. Foi
introduzida no Brasil, inicialmente pela Bahia, através de sementes provenientes dos
Estados Unidos (BLACK, 2000), se tornou uma das principais culturas na agricultura
brasileira, com importante papel na cadeia produtora de alimentos, através do
consumo direto dos gréos, confeccado de 6leo e racdo, além de ser matéria prima
para producao de biodiesel (KIM et al., 2016).

Seguindo uma tendéncia mundial, a cultura da soja ganha cada vez mais
espaco na producdo agricola brasileira. O crescimento populacional somado a
melhoria da renda nos paises emergentes eleva o consumo de alimentos,
principalmente de carnes, fazendo com que haja maiores investimentos nesse setor,
e a soja surge como fonte direta na alimentacdo humana e indireta na producédo de
ragdo animal. Segundo o levantamento da safra brasileira de graos 2019/20,
divulgado em julho pela Companhia Nacional de Abastecimento (Conab), a
estimativa de producéo € de 121 milhdes de toneladas em 37 milhdes de hectares,
sendo o recorde de producdo de soja na série histérica da Conab (CONAB, 2020).
Esse avanco esta relacionando ndo somente ao aumento da area cultivada, mas
também, a aplicacdo de técnicas de manejo avancadas que permitem o incremento

na produtividade.

2.1.2 Fenologia

Conhecer os estadios fenoldgicos da soja € importante para execugao correta
do manejo na cultura, sendo fundamental para realizar atividades agricolas como
adubacao, controle de pragas e doencgas, irrigacdo e dessecacédo (ZENG et al.,
2016). A metodologia de descricdo dos estadios fenologicos da cultura da soja
proposta por Fehr e Caviness (1977) é a mais utilizada até hoje, permite a
identificagcdo dos estadios de forma precisa e pode ser aplicada em qualquer
variedade. Os autores dividiram o desenvolvimento das plantas de soja em dois

grupos: estadios vegetativos e reprodutivos, sendo representados por V e R,
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respectivamente, seguidos de indice numérico como referencial de determinada
fase, exceto os estadios VE e VC correspondentes aos estadios vegetativos de
emergéncia e de cotilédones, respectivamente.

Os estadios vegetativos iniciam em VE, emergéncia da plantula, seguido de
VC, cotilédones completamente expandidos e se estende de V1 a Vn, onde n é o
namero de ndés com folhas completamente expandidas, acima do né cotiledonar. Os
estadios reprodutivos iniciam em R1, quando abre a primeira flor em qualquer n6 da
haste da planta, seguido de R2, onde ocorre o florescimento pleno, R3 marca o
inicio da formacéo de vagens e R4 vagens bem desenvolvidas no terco superior da
planta, em R5 inicia o enchimento de grdos e R6 corresponde aos graos cheios por
completo, R7 € o comeco da maturacéo fisiolégica e R8 maturacdo plena. O estadio
R5 ainda foi subdividido em cinco etapas por Ritchie et al. (1977), especificando
detalhadamente a porcentagem de granacéo, tendo assim R5.1 (10% da granacao),
R5.2 (11 a 25% da granacao), R5.3 (26 a 50% da granacao), R5.4 (51 a 75% da
granacédo), R5.5 (76 a 100% da granacéo) (FARIAS et al., 2007).

2.1.3 Desenvolvimento da cultura

Nos estadios iniciais é importante garantir o estabelecimento das plantas. A
realizacdo do tratamento de sementes (TS) na soja garante plantulas sadias e a
inoculacdo, o fonecimento do nitrogénio (N) necessario durante todo o ciclo da
cultura (RURANGWA et al., 2018; STAJKOVIC-SRBINOVIC et al., 2020). A adicéo
de nutrientes, substancias humicas e outros compostos organicos no TS é uma
alternativa para complementar a adubacdo de semeadura, fornecer micronutrientes
as bactérias fixadoras de N e melhorar as condi¢cdes do solo (BERGERSEN,;
TURNER, 1967; CORTESE et al., 2019; EL-LATTIEF, 2016).

O crescimento das plantas esta diretamente ligado a taxa fotossintética das
mesmas, pois 90% da biomassa vegetal € derivada da assimilacdo do CO2 (KOUR
et al., 2020; LONG et al., 2006). Segundo Jalakas et al. (2018), a assimilacdo do
CO:2 e a perda de agua por transpiracao sdo processos fisioldégicos essenciais com
efeito direto na producédo de biomassa das plantas, sendo o rendimento de graos
uma medida integrada de fotoassimilados e tempo. A condutancia estomatica € a
razdo entre transpiracdo e déficit de presséo de vapor da folha, sendo uma variavel

relacionada indiretamente com o rendimento de grdos e papel importante no
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resfriamento das folhas em situacdes de altas temperaturas (FISCHER et al., 1998;
JALAKAS et al., 2018; KOLLIST et al., 2014; MERILO et al., 2014).

Durante o ciclo da cultura, as plantas estao sujeitas a lidar com condi¢cfes do
ambiente ndo 6timas ao seu pleno desenvolvimento, conhecidamente denominados
estresses bidticos e abidticos.

Estresses abibticos afetam negativamente o desenvolvimento das plantas,
sendo a restricdo hidrica o principal fator limitante a producédo da soja atualmente
(ANDA et al.,, 2020; DONG et al., 2019). Quando as plantas sdo submetidas a
condi¢cOes estressantes ocorre limitagdo na fixacdo do CO2, gerando excesso de
energia e desencadeando a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). O
acumulo de ERO resulta em danos oxidativos nas moléculas de proteinas, RNA,
DNA, membranas, pigmentos fotossintéticos e lipidios, sendo a producdo de
malondialdeido (MDA) resultado da peroxidacéo lipidica (CHOUDHURY et al., 2016;
DAHAL et al., 2015; DONG et al., 2019; MOLES et al., 2016; PANDY et al., 2016;
ZHANG e al., 2016b). Como protecédo a esses danos oxidativos, as plantas possuem
mecanismos antioxidantes, enzimaticos ou nao, com atuacdo em conjunto ou
isolada (CHOUDHURY et al., 2016; SHUKLA et al., 2017).

Entre as enzimas antioxidantes estdo superéxido 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), ascorbato peroxidase (APX, EC 1.1.11.1),
desidroascorbato redutase (DHAR, EC 1.8.5.1), glutationa redutase (GR, EC 1.8.1.7)
e outras (SILVA et al., 2012; YOU; CHAN, 2015). Os antioxidantes ndo enzimaticos
sdo caracterizados por moléculas de baixo peso molecular e, quando em sua forma
reduzida, doadores de elétrons. S&o compostos por ascorbato (Asc),
monodesidroascorbato (MDHA), glutationa reduzida (GSH), carotenos, a- tocoferol e
poliaminas (GRATAO et al., 2005; MITTLER et al., 2004).

Dessa forma, praticas agricolas capazes de impulsionar as trocas gasosas, a
fixacdo do CO2 e a atividade de mecanismos antioxidantes em plantas de soja,
contribuem para melhores resultados em crescimento e producéo. A aplicagéo de
biofertilizantes em plantas pode resultar em aumento da area foliar e dos niveis de
horménios enddgenos, como citocinina e auxina, interferindo positivamente na
fotossintese, transpiragdo e no sistema de defesa das plantas (REHMAN et al.,
2018; TRANKNER et al., 2016; ZHANG et al., 2003). Biofertilizantes aplicados via

foliar durante os estadios vegetativos e reprodutivos minimizam danos causados
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devido aos estresses, além de fornecer nutrientes e outras moléculas as plantas,
favorecendo o crescimento das mesmas (GONI et al., 2018; KOCIRA et al., 2017;
SUPRAJA et al., 2020). Com o inicio do florescimento, aumenta exigéncia nutricional
da soja (THOMAZ, 2018). Nessas fases uso de biofertilizantes a base de
micronutrientes e substancias organicas funcionam como diferencial, contribuindo
para melhor pegamento das flores, formacdo de vagens no topo da planta e

aumento em namero e massa de graos (PRIETO et al., 2017; VIANA et al., 2019).

2.2 Uso de biofertilizantes na agricultura

Alguns compostos sdo capazes de promover alteraces no crescimento,
desenvolvimento e produc¢éo das plantas, sendo classificados como biorreguladores,
bioativadores, bioestimulantes ou biofertilizantes. Os biorreguladores sao
caracterizados como compostos organicos, ausente de nutrientes, com acao similar
aos hormoénios vegetais, alterando processos fisiologicos e/ou morfolégicos das
plantas em baixas concentracfes. Os bioativadores sdo substancias organicas e
atuam como percursores de hormonios vegetais, elevando a sintese hormonal e
alterando o crescimento e fisiologia das plantas. Os inseticidas tiametoxam e
aldicarb podem ser citados como bioativadores. Os bioestimulantes s&o misturas de
biorreguladores ou a combinacdo de um ou mais biorreguladores com outros
compostos como aminoacidos, vitaminas, nutrientes e extrato de algas. Possuem
acdo no crescimento das plantas devido a alteracdes em processos metabdlicos,
divisdo celular e absor¢éo de agua e nutrientes (MOGOR, 2017; MORZELLE et al.,
2017). Os biofertilizantes por sua vez, sdo combinacdes de compostos minerais e
organicos, isentos de biorreguladores, com acao direta ou indireta no crescimento e
producdo vegetal (MACIK et al., 2020; MOGOR, 2017; MORZELLE et al., 2017;
SANTOS et al., 2017).

Os biofertilizantes sédo corriqueiramente mencionados na literatura como
bioestimulantes devido a capacidade de ambos em alterar as trocas gasosas,
absorcdo de agua e nutrientes e regulacdo hormonal das plantas, sejam aplicados
via foliar ou em tratamento de sementes (TS) (EVANS, 2013). Segundo Macik et al.
(2020), biofertilizantes sdo compostos por minerias, substancias organicas e
bioestimulantes a base algas e microorganismos. Além disso, no Brasil diversos

produtos rotulados como bioestimulantes sdo registrados como fertilizantes foliares
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ou para aplicacdo via tratamento de sementes, devido a caracteristicas semelhantes
entre essas substancias e aditivos ou agentes quelantes e complexantes presentes
em fertilizantes minerais autorizados pela legislacdo. A legislacdo brasileira néo
contempla a classe especifica de bioestimulantes, dessa forma, as empresas 0s
enquadram na classe de fertilizantes para conseguir comercializa-los (MOGOR,
2017).

Biofertilizantes devem ser substancias compostas por moléculas ou complexo
de moléculas organicas com efeito estimulante, isentos de substancias agrotoxicas e
reguladores vegetais, além da capacidade de agir direta ou indiretamente sobre o
desenvolvimento das plantas, estimulando processos metabdlicos, trocas gasosas e
producdo (COELHO et al., 2019; MOGOR, 2017). Estes produtos podem ser de
origem natural, com aminoacidos livres, extratos de algas e frutos, microorganismos,
substancias humicas e quitosana em sua formulacdo ou sintéticos (CALVO et al.,
2014; MACIK et al.,, 2020; PRZYBYSZ et al., 2014). Sao caracteristicos por
influenciarem varios processos metabodlicos das plantas, tais como, respiracao,
fotossintese, sintese de acidos nucléicos e absorcdo de ions, resultando em
incremento na producdo em funcdo de processos ligados ao enraizamento,
desenvolvimento vegetativo, floragcdo e frutificagdo (CRAIGIE, 2011; DU JARDIN,
2015; SILVA et al., 2008). Segundo Ertani et al. (2013), as respostas fisioldégicas das
plantas a aplicacdo de biofertilizantes estédo relacionadas principalmente a presenca
de ativadores nesses produtos, sendo eles, hormdnios, proteinas, aminoacidos e
fendis.

Coelho et al. (2019), ao realizarem duas aplica¢cdes foliares de biofertilizantes
em soja, observaram incremento no crescimento radicular e na massa de ndédulos,
entretanto esse efeito ndo foi efetivo em todas as cultivares testadas. Alguns autores
relacionam diferencas nas respostas das plantas a variados modos de acédo dos
biofertilizantes, tendo sua acdo influenciada pela espécie ou cultivar, estadio
fenologico da cultura, condi¢cbes climaticas, além de modo e doses de aplicacdo
(BATISTA FILHO et al.,, 2013; BINSFELD et al., 2014, DOURADO NETO et al.,
2014; SANTINI et al., 2015). Entretanto, de modo geral, o uso de biofertilizantes na
agricultura proporciona bons resultados, com melhor germinacdo das plantulas,
incremento em massa seca de parte aéra e raizes, aumento do teor de pigmentos
cloroplastidicos e na atividade de enzimas antioxidantes, protegendo a planta contra

estresses abiodticos, além de potencializar a producdo em varias culturas
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(DOURADO NETO et al., 2014; JUNQUEIRA et al., 2017; KHAJEEYAN et al., 2019;
KOCIRA et al., 2018b; MACIK et al., 2020; SCHNEIDER, 2019).

A utilizacdo de biofertilizantes pode ser associada ao tratamento de sementes
ou aplicacdes foliares durante o desenvolvimento da cultura. Quando utilizado em
TS, além do beneficio relacionado a germinacdo das sementes, existe também
efeito sobre as qualidades fisico-quimicas do solo, com aumento da atividade dos
microrganismos benéficos do solo, favorecendo a ciclagem e disponibilizacdo de
nutrientes e melhorando a agregacao do solo (EL-LATTIEF, 2016; MACIK et al.,
2020; RAJA, 2013). Schutz et al. (2018), ao revisarem resultados do uso de
biofertilizantes em vérias culturas, relataram incremento de 16% em produtividade
guando as sementes foram tratadas com biofertilizantes.

Os biofertilizantes podem atuar como osmorreguladores, moléculas de
sinalizagdo e, moduladores da abertura estomatica, além de influenciar o transporte
de ions, producdo de proteinas e aminoacidos, desencadeando respostas positivas
na taxa fotossintética das plantas (PARADIKOVIC et al., 2011; YAKHIN et al., 2017).
Schneider (2019) observou aumento na taxa de assimilacdo do COz2, na condutancia
estomética e no rendimento quéantico do PSIl em plantas de soja ao aplicar
bioestimulante composto por nutrientes e substancias himicas. Esse efeito dos
biofertilizantes em intensificar as trocas gasosas e garantir o bom funcionamento do
aparato fotossintético também foi relatado por autores em variadas culturas
(GURURANI et al., 2013; JALAKAS et al., 2018; KOUR et al., 2020; MOLOTO et al.,
2018).

Outra acao dos biofertilizantes é a ativacdo dos sistemas de defesa das
plantas. Estes produtos alteram processos metabdlicos e fisioldégicos nas plantas,
reduzindo a producdo de ERO, estimulando a atividade de antioxidantes,
enzimaticos ou ndo, e incrementos na producdo de compostos fendlicos (DU
JARDIM, 2015; DURANGO et al., 2013; ERTANI et al., 2013; YAKHIN et al., 2017).
Kocira et al. (2018b) observaram maior atividade de enzimas antioxidantes em
plantas de soja tratadas com biofertilizantes a base de algas marinhas, enquanto
Schneider (2019) relatou aumento na atividade da enzima APX e queda de 45% e
25% na producéo de O2e- e H202, respectivamente. Rehman et al. (2018) utilizaram
bioestimulante a base de extrato de plantas com adi¢cao de nutrientes em TS e via

foliar, e observaram aumento na atividade das enzimas CAT e SOD, na
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concentracdo de hormdnios, nos teores de pigmentos cloroplastidicos, no nimero e

teor de Oleo de sementes em plantas de girassol.

2.2.1 Tratamento de sementes com substancias humicas

As sementes representam ndo sé uma forma de propagacao da cultura, mas
se tornaram um dos principais insumos da agricultura moderna, responsaveis por
todo o potencial genético e produtivo da lavoura (FERREIRA et al., 2007;
MEDEIROS et al., 2004). O tratamento de sementes com fungicida, inseticida e
biofertilizantes composto por minerais e substancias humicas proporciona melhor
germinacao e estabelecimento de plantas no campo. A adicdo de nutrientes no TS
em soja é uma forma de fornecé-los as bactérias presentes na rizosfera das plantas,
contribuindo para o sucesso do sinergismo entre planta e microbiota. Como exemplo
pode-se citar o cobalto (Co) e o molibdénio (Mo), elementos importantes para as
bactérias do género Bradyrhizobium durante a fixacdo do N2. O Co faz parte da
vitamina B12, necessaria para a biossintese da leghemoglobina no género
Rhizobium (MALAVOLTA et al., 1997). Alves et al. (2018) observaram incremento
nos componentes produtivos quando se fez uso de produtos a base de substancias
hamicas e micronutrientes no tratamento de sementes de soja.

As substancias humicas séo constituintes naturais da matéria organica do
solo, resultado da decomposicao de residuos vegetais, animais e microbianos, além
dos exsudatos liberados pelas raizes das plantas (SCHNITZER, 1992). Segundo du
Jardin (2015), a inconsisténcia dos resultados quando se usa produtos a base de
substancias humicas se deve a dificuldade em otimizar a interacdo entre a matéria
organica, microbios e raizes das plantas, entretanto, de maneira geral, os resultados
sdo satisfatorios. Rose et al. (2014), ao revisarem a resposta de crescimento das
plantas a aplicagdo de substancias humicas, observaram aumento geral de 22% do
peso seco da parte aérea e 21% do peso das raizes. Os mesmos autores
verificaram variabilidade nas respostas das plantas devido a diferentes fontes,
condi¢cdes ambientais, tipo de cultura, dose e maneira de aplicagéo.

O efeito estimulante das substancias humicas é atribuido a melhor nutricdo
das raizes, podendo ocorrer de diversas maneiras. Seja pela maior absorcédo de
macro e micronutrientes ao elevar a capacidade de troca de cations (CTC) do solo

ou pelo bombeamento de prétons através da enzima ATPase da membrana
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plasmética, contribuindo para o afrouxamento da parede celular e crescimento dos
orgdos, além disso, essas substancias podem apresentar efeito hormonal (DU
JARDIN, 2015; JINDO et al., 2012). Canellas et al. (2015) e Hernandezet al. (2015),
atribuem o efeito de substancias humicas no crescimento vegetal a inducdo do
metabolismo de carbono e nitrogénio, através do estimulo de diferentes
concentracdes de &cido humicos sobre enzimas ligadas as vias de assimilagcdo do N,
como nitrato redutase, gutamato desidrogenase e glutamina sintetase. Dehsheikh et
al. (2020) observaram maior concentracdo de N e fosforo (P) em folhas de
manjericdo, além de incremento no teor de 6leo e em numero de folhas de plantas
tratadas com biofertilizante a base de substancias humicas.

Canellas et al. (2013) relataram reducéo de 50% no teor total de carboidratos
das folhas de milho tratadas com substancias humicas em comparacédo ao controle,
entretanto esses autores observaram altas taxas fotossintéticas nas plantas
tratadas. Pizzeghello et al. (2001) atribuem essa queda no teor de carboidratos ao
fato desses metabdlitos estarem sendo utilizados no crescimento das plantas.
Jannin et al. (2012), ao analisarem mais de 31 mil genes de Brassica napus,
observaram efeito positivo de substancias humicas sobre 50% dos genes
relacionados a fotossintese das plantas. Bezuglova et al. (2017) trataram sementes
de trigo com substancias humicas e relataram aumento na fotossintese, na eficiéncia
do uso da agua, no teor de clorofila e na concentracdo de acido ascorbico.

O uso de acidos humicos melhora o desempenho das plantulas, acelera a
velocidade de emergéncia e realca o potencial genético das sementes de varias
espécies, com isso esses compostos podem cessar ou diminuir o efeito de fatores
adversos na fase de germinacdo das sementes (ARAGAO et al., 2003; BENTO et
al., 2020; MACHIANI et al., 2019). Os &cidos humicos e fulvicos influenciam na
dindmica e disponibilidade dos nutrientes no solo, pois favorecem o enraizamento
das plantulas e aumentam o numero de sitios mitéticos, facilitando a absor¢cédo de
nutrientes, através do aumento na atividade de varias enzimas e do numero de
pontos de colonizacdo para as bactérias (DEHSHEIKH et al., 2020; CONCEICAO et
al., 2008; GHOLAMI et al., 2018; HAMZA; SUGGARS, 2001), aléem de modificar
positivamente a atividade bacteriana da rizosfera, especificamente de espécies
benéficas (MATTAROZZI et al., 2020).

Outro efeito positivo do uso de acidos humicos na agricultura é o potencial

dessas substancias sobre o alivio de estresses abidticos. Azevedo e Lea (2011)
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mostraram a capacidade de plantas submetidas a estresse hidrico em ajuste
osmatico, mantendo o turgor das células. Schiavon et al. (2010) relatam inducéo de
sistemas antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos em plantas de milho tratadas

com substancias himicas.

2.2.2 O uso de extrato de algas marinhas e aminoacidos na agricultura

Segundo Craigie (2011), a extracdo anual de algas marinhas é de
aproximadamente 30 mil toneladas, em grande maioria da espécie Ascophyllum
nodosum, sendo menos de 1% do total arrecadado pela industria de algas oriunda
de produtos destinados ao mercado agricola. Os extratos sdo de cor intensa devido
ao alto conteudo de polifendis, podendo ser seco ou liquido, geralmente na faixa de
pH 7 a 10 (CRAIGIE, 2011; STIRK et al., 2006). A atual preocupacao em utilizar
fontes renovaveis e sustentaveis, associado ao efeito benéfico no crescimento e
desenvolvimento das plantas, faz do extrato de algas marinhas uma importante
ferramenta na agricultura.

Inicialmente o extrato de A. nodosum foi usado como condicionador de solo,
promovendo satisfatério crescimento e desenvolvimento das plantas, além de ter
efeito positivo sobre o rendimento das culturas (CRAIGIE, 2011; DU JARDIN, 2015).
Os beneficios alcancados foram atribuidos ao fornecimento de nutrientes essenciais
e melhorias na textura e na capacidade de retencdo de agua do solo.
Posteriormente, desenvolveu-se extratos liquidos e as baixas doses de aplicacéo,
sendo inferiores a 15 L hal, despertaram interesse, além de estimular a investigacédo
sobre outros possiveis componentes dos extratos de algas marinhas.

Atualmente sabe-se que o0 uso do extrato de algas marinhas tem como efeito
melhorias na germinagdo, no sistema radicular, na mobilizagdo, absor¢éo e
particionamento de nutrientes, no florescimento, no conteudo de clorofila, no vigor e
na producdo das plantas, além de conferir tolerancia a estresses bibticos e abioticos
(EL-SAMAD et al., 2019; EL-KATONY et al., 2020; CHITTORA et al., 2020; KAHN et
al., 2009; MAHMOUD et al., 2019; RAIGIE, 2011; SHARMA et al., 2014
THIRUMARAN et al., 2009). Entretanto, os mecanismos pelos quais os extratos de
algas agem no crescimento e desenvolvimento das plantas ainda n&do foram

totalmente elucidados.
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Sabe-se que a maioria dos efeitos causados é atribuida a varios compostos,
como micro e macronutrientes, analogos de horménios vegetais, betainas e
compostos fenolicos (ARAUJO, 2016; KHAN et al., 2009; WALLY et al., 2013). Outro
fator importante a considerar é a variabilidade dos bioestimulantes contendo extrato
de algas marinhas, ndo sendo uma categoria homogénea, pois existe variagdes na
espécie da alga, podendo ser marrom, verde ou vermelha, na fonte e forma de
extracdo da matéria prima (GONI et al., 2018; KHAN et al., 2009; SHARMA et al.,
2013), aléem da adicdo de outros compostos conforme o fabricante. Dessa forma, as
respostas das plantas tratadas com produtos a base de extrato de algas marinhas
variam de acordo com doses e frequéncia de aplicacdo, espécie e condicdes
ambientais, além de inconstancia na concentracdo de fitohormdonios presentes no
extrato (CRAIGIE, 2011).

Uma das propriedades do extrato de algas em incrementar o crescimento
vegetal esta relacionando a presenca de auxinas, citocininas, giberelinas e outros
horménios vegetais (GEHLING et al., 2017; MACKINNON et al., 2010). Segundo
Silva et al. (2008), as citocininas sdo capazes de promover divisdo celular,
principalmente em interacdo com as auxinas, contribuindo para o crescimento das
plantas. Rathore et al. (2009) relataram eficacia do extrato em elevar alguns
parametros de crescimento e produtivos da soja, como altura, massa seca e
ramificacdo das plantas, numero de vagens por planta e de grdos por vagem,
produtividade e absorcdo de nutrientes. Além disso, existe o efeito sobre as trocas
gasosas das plantas, sendo retratadas melhores taxas fotossintéticas, condutancia
estomatica, eficiéncia no uso da agua e no rendimento do PSIlI (ANLI et al., 2020;
JALAKAS et al., 2018; JOSHI-PANERI et al., 2020; KULKARNI et al., 2019).

Outra acdo do extrato de algas marinhas € a capacidade de estimular
mecanismos antioxidantes e reguladores de genes responsivos ao estresse (CALVO
et al., 2014; DU JARDIN, 2015). Plantas tratadas com bioestimulante a base de
algas aumentaram a atividade de enzimas antioxidantes, reduziram niveis de
peroxidacao lipidica além de incremento significativo do contetdo total de proteinas,
fendis, favondides e outros compostos antioxidantes (FAN et al., 2013; MANSORI et
al., 2019; VASANTHARAJA et al., 2019).

Os aminoéacidos sdo moléculas organicas, formados por um grupo amina
(NH2) e um grupo funcional carboxilico (COOH) (BUCHANAN et al., 2000). Do ponto

de vista bioquimico, aminoacido & uma estrutura organica, com fungéo de produzir
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proteinas e coadjuvante na sintese de horménios. Existem cerca de 20 aminoacidos
usados em diversas combinac¢des durante a formacao de milhares de proteinas e
alguns outros possuem funcéo de suprimento de energia e fornecimento de parte da
estrutura de horménios e enzimas (ZOBIOLE et al., 2010). Além disso, 0s
aminoacidos séo capazes de formar complexos com os cations cobre (Cu), zinco
(Zn) e manganés (Mn) protegendo-os e aumentando a disponibilidade para as
plantas (VIEIRA; CASTRO, 2000). Os principais aminoacidos sintetizados pelas
plantas sdo glutamato, glutamina e aspartato, sendo formados outros amoniacidos a
partir desses (TAIZ; ZEIGER, 2013; TEIXEIRA et al., 2017).

As plantas sédo capazes de absorver os aminoacidos pelas folhas ou pelas
raizes, possibilitando aplicacdes foliares ou via rega. O fornecimento de aminoacidos
através de aplicacbes exdgenas proporciona desenvolvimento rapido, com menor
consumo energético em relacdo ao necessario para o processo de sintese. Em
situacdes de campo, aplicacdes foliares sao preferiveis, pois proporcionam resposta
rapida, com incorporacdo e translocacdo na planta de até 25% de produto nas
primeiras 24 horas, além do fato da absorcdo via solo ser possivel apenas com a
presenca de transportadores nas raizes (ALVES et al., 2018; CAMARGO; SILVA,
1995; JAMTGARD et al., 2010).

Os aminoéacidos desempenham diferentes papéis nas plantas, atuando como
agentes redutores de estresse, fonte de N e precursores de horménio, aumentando
o vigor das plantas e conferindo tolerancia a doencas, patbgenos e estresses
abiéticos (DELILLE et al., 2011; LUCINI et al., 2015; MAEDA; DUDAREVA, 2012;
ZHAO, 2010;). De acordo com o estadio de desenvolvimento da cultura, as plantas
podem usar os aminoacidos em diferentes vias de sinalizacdo (TEIXEIRA et al.,
2017), motivo pelo qual os resultados dos trabalhos com aplicacdo foliar de
aminoécidos sdo inconsistentes.

Leguminosas com suprimento ideal de aminoacidos apresentam melhor
nodulacao, devido ao sistema radicular mais desenvolvido e vigoroso, maiores taxas
fotossintéticas, aumento da translocacdo e absor¢do de nutrientes aplicados via
foliar, reducdo da fitotoxicidade de alguns defensivos agricolas e maior tolerancia a
pragas e doencas (BORSARI, 2013). Aplicacéo foliar de aminoacidos livres estimula
o crescimento, acumulo de massa seca e producdo em plantas de soja (KOCIRA et
al., 2018b; SOARES et al., 2016). Nagao et al. (2005), ao estudarem a aplicagéo de
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prolina e inosina em plantas de Lolium multiflorum nas doses de 80 e 40 mg L7,
observaram aumento na massa fresca total das plantas.

As plantas respondem melhor a aplicacdo de aminoacidos quando
encontradas em situacdes de estresse, sendo comum nesses casos 0 acumulo de
prolina e outros amino4cidos (COELHO et al.,, 2011), com funcdo variando na
regulacdo osmdtica, regulacdo de transporte de ions, modulacdo na abertura
estomatica e desintoxicacdo de metais pesados, além de influenciarem na sintese e
atividade de algumas enzimas (RAI, 2002).

Os aminoé&cidos sdo compenentes antioxidantes, com importante agdo na
reducdo de radicais livres e osmoprotecdo, além de desempenharem papel
fundamental na sinalizacdo da resposta ao estresse e metabolismo secundario das
plantas (DEMIRAL; TURKAN, 2006; GILL; TUTEJA, 2010; HILDEBRANDT et al.,
2015; RENNENBERG; HERSCHBACH, 2014). Como exemplos de aminoacidos com
funcdo direta ou indireta na atenuacdo do extresse oxidativo em plantas temos
glutamato, cisteina, fenilalanina e glicina (GILL; TUTEJA, 2010), essas moléculas
estdo envolvidas na producdo de varios compostos com importante papel na
eliminacdo de H202 e metais pesados, producdo de enzimas antioxidantes e
osmorreguladores (ALHASAWI et al., 2015; HU et al., 2012). Teixeira et al. (2017)
relataram maior atividade das enzimas SOD e POX em plantas de soja apos
aplicacao foliar de amoniacidos.

A associacdo de extrato de algas marinhas e aminoacidos livres em um
mesmo bioestimulante tem efeito benéfico sobre o crescimento e producdo das
plantas (BOGHDADY et al., 2016; KOCIRA et al.,, 2018; RATHORE et al., 2009),
além de elevar o teor de proteina em gréos de soja e feijao (KOCIRA et al., 2018a;
JAKIENE, 2013; ZEWAIL, 2014). Kocira (2019), ao realizar aplicacdo foliar de
bioestimulante em soja, relatou aumento do numero de internddios na haste
principal, de vagens e gréos, além dos teores de proteina e 6leo. Essa alteracdo no
crescimento, producao e qualidade dos gréos de soja esta relacionando a sintese e
atividade de fitohormonios, ativagdo de enzimas antioxidantes, aumento na atividade
de ions férricos nas células e melhor absorcdo e translocagcdo de macro e
micronutrientes por estimular o crescimento e desenvolvimento das raizes (CALVO
et al., 2014; COLLA et al., 2014; HALPERN et al., 2015 KOCIRA et al., 2018b).
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2.3 Aplicagdes foliares de fertilizantes minerais na soja

A nutricdo mineral, juntamente com radiacdo solar e agua, compreende
fatores cruciais para o crescimento e desenvolvimento das plantas (PATTERSON,
2018). A aplicacéo foliar de fertilizantes esté relacionada ao aumento da capacidade
produtiva da soja, tendo como objetivo complementar a adubacéo via solo, fornecer
nutrientes de absorcdo rapida as plantas e suprir imediatamente a deficiéncia
nutricional, contribuindo para o crescimento das plantas, além de evitar perdas de
rendimento na cultura (DIAZ-GUTIERREZ et al.,, 2020; MOREIRA et al., 2017;
MUSSKOPF; BIER, 2010; SOUZA et al, 2008). Como fonte pode-se usar
fertilizantes minerais, organicos ou a mistura de ambos, biofertilizantes. Segundo
Souza (2007) e Bevilaqua et al. (2002), a eficiéncia da aplicacdo de biofertilizantes
foliares em soja varia de acordo com o estagio fenolégico da cultura, com as
condic¢des edafoclimaticas no momento da aplicagdo e com a cultivar utilizada.

Rezende et al. (2005) seguem o principio da fertilizacdo foliar suprir a
necessidade nutricional das plantas no inicio do estadio reprodutivo até a
maturacdo. Pois nessa fase, da floragdo em diante, a atividade radicular diminui,
consequentemente decresce a absor¢cdo de nutrientes, a0 mesmo tempo existe
grande translocacdo de nutrientes das folhas para os grdaos em formacdo. A
reposicao de nutrientes através da adubacao foliar € uma estratégia para manter a
taxa fotossintética por mais tempo, possivelmente refletir em maior rendimento de
graos. Silva et al. (2017a) avaliaram o uso de fertilizantes organominerais via foliar
na fase reprodutiva da cultura da soja e observaram redu¢do do numero de vagens
com 2 graos, aumento do numero de vagens de 3 e 4 grdos na parte inferior e
superior da planta, além de reducdo do abortamento de flores e vagens e
incremento na produtividade.

O uso de fertilizantes foliares com calcio (Ca) e boro (B) na sua composicéo
durante a fase reprodutiva da soja € uma estratégia para incremento na producao
das plantas. Ca é um elemento estrutural, importante na sintese da parede celular,
na germinacgdo do grao de polen e crescimento do tubo polinico, sendo essencial na
fecundacéo das flores, fixacdo dos botdes florais e formacédo de vagens, além de
existir correlagdo negativa com o numero de flores e vagens abortadas (FAQUIN,
2005; HOSEIN-BEIGI et al., 2019; LIMA et al., 2003). Enquanto o B participa de

processos como transporte de acgucares, lignificacdo, estrutura da parede celular,
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metabolismo de carboidratos e de RNA, respiracdo, participa da sintese da parede
celular e integridade da membrana plasmética (BROADLEY et al., 2012; CAMACHO-
CRISTOBAL et al., 2018; GOMES; BENETT, 2017), além de ser importante na
germinacdo do grdo de pdlen e no crescimento do tubo polinico, aumentar o
pegamento das flores e granacdo dos grdos e interferir na retencdo de vagens
recém-formadas (GUPTA; SOLANKI, 2013; LIMA et al., 2003, PRADO, 2008). Souza
et al. (2008) observaram maiores médias de produtividade da soja quando solugéo a
base de Ca e B foi aplicada no estadio R3. Fujiyama et al. (2019) atribuiram
melhorias nas trocas gasosas, na taxa fotossintética e na fase fotoquimica da
fotossintese a aplicacgéo foliar de B.

Batista et al. (2017), ao avaliarem a eficiéncia de dois fertilizantes foliares em
trés cultivares de soja, ndo encontraram respostas significativas para os principais
componentes produtivos em relacdo a aplicacdo dos fertilizantes, nas condicbes em
que estudo foi realizado, entretanto houve influéncia na altura de plantas e numero
de entrends. Ao contrario disso, Silva et al. (2017b) perceberam aumento na matéria
seca e no acumulo de matéria seca de gréos quando utilizado fertilizante mineral via
foliar nos estadios R4 e R5.1, além disso, houve aceleracdo no processo de
enchimento de grédos, sendo maior nos estadios R5.1, R5.2 e R5.3. Ao garantir o
enchimento de grdos nas fases iniciais de R5, evitam-se possiveis perdas de
produtividade em funcdo de estresses que podem ocorrer na fase final da cultura.
Jarecki et al. (2016) relataram aumento na area foliar, niUmero de vagens e massa

de graos de soja quando utilizada aplicacao foliar de fertilizantes minerais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Instalagao, delineamento experimental e tratamentos

O ensaio foi conduzido na Fazenda Experimental Lageado, pertencente a
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” (FCA/UNESP), em Botucatu - SP, localizado nas coordenadas 22°
51’ S e 48° 26’ W, e altitude de 840 m acima do nivel do mar. O clima é do tipo Cwa,
segundo a classificacdo de Kdppen, e o solo da area é classificado como Latossolo
Vermelho distroférrico (EMBRAPA, 2013), com 23% de areia, 52% de argila e 25%
de silte. Os dados pluviométricos e as médias de temperaturas maximas e minimas
durante a conducdo do experimento (Figura 1) foram obtidos na Estacdo
Meteorolégica Lageado da Faculdade de Ciéncias Agronémicas (UNESP) de
Botucatu — SP.

Figura 1 - Precipitacdo pluvial semanal e temperaturas maximas e minimas médias no periodo
de dezembro de 2017 a abril de 2018 — Botucatu, SP - 2020
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As setas correspondem ao momento dos estadios fenolégicos da soja em que foram aplicados os
tratamentos. Fonte: Estacdo Meteoroldgica Lageado da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas
(UNESP) de Botucatu — SP, 2019.
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A area utlizada para instalacdo do ensaio possui histérico de sucessivos
cultivos de milho e soja inoculada com Bradyrhizobium. Com base na analise
quimica do solo (Tabela 1), procedeu-se a corre¢do da acidez do solo para elevar a

saturacdo por bases a 70%. ApOs dessecagdo de pré-plantio, foi realizada a
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semeadura da soja em sistema de plantio direto, em 14 de dezembro de 2017, com
populacdo de 300 mil plantas ha' e espacamento de 0,45 m entre linhas. A cultivar
utilizada foi Monsoy M 5917 Ipro, com habito de crescimento indeterminado,
resistente ao acamamento e ciclo precoce. Na adubacdo de semeadura foram
utilizados 300 kg ha' da férmula 00-23-30 NPK. Houveram aplicagées, no inicio do
ciclo da cultura, de herbicidas para supressao de plantas daninhas, fungicidas para
controle de ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizie) e mofo branco (Sclerotinia
sclerotiorum) e inseticidas para percevejos (Dichelops furcatus, Euschistus heros,

Piezodorus guildinii).

Tabela 1 - Anélise quimica do solo de 0 a 20 cm de profundidade — Botucatu, SP - 2020

pH MO pt K Ca Mg H+Al Al SB CTC V S B Cu Fe Mn Zn

CaClz gdm?® mgdm=3  ------memmmeme mmolc dm-3 ----=---mmmmeme % - mg dm3 -------------

51 34 15 35 35 14 38 0O 52 90 658 7 040 123 24 163 28

P resina. Fonte: Departamento de Solos e Recursos Ambientais da Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas (UNESP) de Botucatu — SP, 2019.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados com seis
tratamentos e quatro repeticdes. As parcelas eram compostas por sete linhas de 7
m, totalizando 22 m?, sendo area Util as 5 linhas centrais e bordadura as linhas das
extremidades. Os tratamentos foram constituidos por tratamento 1 (T1), como o
manejo padrdo (controle) e os demais (T2 ao T6) formados por combinacbes de
biofertilizantes aplicados em diferentes fases fenolégicas da cultura da soja (Tabela
2).

As sementes de soja foram tratadas primeiramente com fungicida carboxina +
tiram e inseticida fipronil nas doses de 3 e 2 mL kg semente, respectivamente, em
todos os tratamentos. Posteriormente, as sementes do T1 foram inoculadas com
bactérias do género Bradyrhizobium, na dose de 60 mL kg'! de semente. As
sementes sob T2 foram tratadas com Nitrostarter® e depois inoculadas com a dose
anterior. Os demais tratamentos (T3 ao T6) receberam Nitrostarter® e Phylgreen
Gemma®. O TS foi realizado em sacos platicos resistentes de 60L, horas antes da
semeadura.

As aplicacbes foliares eram realizadas com equipamento pressurizado por
cilindro de CO2 comprimido, conectado a uma garrafa de PVC, contendo a calda
preparada, conectada a uma barra de aplicagcdo com cinco bicos e vazao de 200 L

hal. A concentracdo da calda era calculada de acordo com a vazdo verificada
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anteriormente, para obtencdo da dose de interesse. Os produtos utilizados, suas
formulagOes e densidades estéo descritos na Tabela 3.

As avaliacbes fisiologicas e bioquimicas foram realizadas durante o
desenvolvimento da soja, nos estadios V3, V4, R1, R2, R3 e R5. Os dados eram
coletados em todas as parcelas, independente se o tratamento iria receber a calda e
anteriormente as aplicacbes foliares, entretanto no mesmo dia. As datas de
avaliacoes e aplicacbes em cada estadio de desenvolvimento estdo descritas na

segunda linha da tabela 2.
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Tabela 2 - Descricdo dos tratamentos, doses utilizadas, estadios de desenvolvimento da soja e datas em que foram realizadas as aplicacdes —
Botucatu, SP - 2020

Estadios de desenvolvimento do soja

Tratt TS? V3 V4 R1 R2 R3 R5
14/12 15/01 19/01 02/02 05/02 13/02 28/02
CoMo (120 g ha't) 4
o (3 30g hat, CaB (1,0L ha )1
T1 Bradyrhizobium respectivamente) (300 e 140 g ha'?,
Mn (130 mL ha'l) respectivamente)
Bradyrhizobium Aton Mo®_1 Phylgreen E_If,ctra® Phylgreen Efctra@
. (300 mL hat) (AL hat) (1L hatl)
T2 Nitrostarter®
2 mL kg) Pumma® Pumma® Pumma®
9 (1 kg ha')) (1 kg ha')) (1 kg ha?)
Nitrostarter®
Aton Mo®
-1
T3, 2mbkg) (500 mL hal)
ylgreen Gemma® Mn (130 mL ha-t
(2 mL kgd) n (130 mLha)
Nitrostarter® Trafos Green Plus®
@) e, (iga
Phylgreen Gemma® Mn (130 mL ha'%) Delfan Plus®
(2 mL kg't) (500 mL ha't)
Nitrostarter® Trafos Green Plus® Phylgreen Electra®
Aton Mo®
-1 -1 -1
T5 (2 mL kg?) (500 mL hal) (1 kg ha't) (1L hat)
Phylgreen Gemma® Mn (130 mL ha'%) Delfan Plus® Pumma®
(2 mL kgt) (500 mL hal) (500 g hat)
Nitrostarter® Aton Mo® Trafos Green Plus® Phylgreen Electra® Pumma®
(2 mL kg ; (1 kg hat) (1L ha?) (500 g ha't)
T6 (500 mL ha't) -
Phylgreen Gemma® Mn (130 mL had) Delfan Plus® Pumma® Pumma Kalidad®
(2 mL kgt) (500 mL ha?) (500 g hat) (1 kg hat)

ITratamentos. 2Tratamento de sementes.
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Tabela 3 - Descricéo, formulacdo e densidade dos produtos utilizados, conforme informado pelo fabricante — Botucatu, SP - 2020

Produtos Aton Mo® Delfan Plus® Nitrostarter® Pé})e/g:gce@n g]eyrlr?r;eaeg Pumma® lfalfirg::j?@ Traflglzz S(éeen
Componentes
N - 9% - 5% 4,2% 6% 1% -
P 11% - 3,4% - 5,6% 27% 10% 45%
K - - 2,8% - 5,1% - 47% -
Mo (6%) Aminoacidos Co (0,7%) Ca (5,5%) Mn (0,07%) Mg (1,8%) SH Ca (12,5%)
Aminoacidos C Orgéanico Mo (2,8%) B (0,2%) Zn (0,1%) S (8,5%) B (2,5%)
SH A. nodosum Mo (0,1%) B (0,5%) Mn (1%)
A. nodosum Mn (3%) Mo (0,04%)
Aminoacidos Zn (5%) Zn (0,8%)
SH
Densidade 1,3gcm3 1,2gcm3 1,1gcms 1,2gcm3 1,1gcm3 Solido Sélido Sélido

Legenda: Mo = molibdénio; Co = cobalto; Ca = célcio; B = boro; Mn = manganés; Zn = zinco; Mg = magnésio; S = enxofre; C = carbono; SH = substancias

himicas.
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3.2 Avaliagdes fisiologicas
3.2.1 Trocas gasosas

As variaveis taxa de assimilacéo liquida do CO2 (A), condutancia estomatica
(gs), concentragéo interna carbono (Ci) e taxa transpiratoria (E) foram realizadas em
folhas completamente expandidas do terco superior das plantas, com analisador de
gases a infravermelho (IRGA; modelo portatil LI-6400xt, LI-COR Biosciences Inc.,
Lincon, NE, EUA). As medicbes eram realizadas entre 09:00 e 11:30 h, utilizando
radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA) constante (1000 pmol fétons m?2 s,
concentracdo atmosférica de CO2, temperatura e umidade ambiente. A partir das
variaveis citadas, obteve-se a eficiéncia do uso da agua (EUA) através da férmula

A/E e eficiéncia de carboxilagéo (EC), razéo A/Ci.

3.2.2 Parametros de fluorescéncia

A avaliacao dos parametros de fluorescéncia da clorofila a foi realizada com o
auxilio de um fluorébmetro acoplado ao IRGA, na mesma folha e horario onde
avaliou-se as trocas gasosas. Foram avaliadas fluorescéncia inicial (Fo),
fluorescéncia maxima (Fm) e rendimento quéntico potencial do fotossistema Il
(Fv/IFm) (GENTY et al., 1989). Sequencialmente aplicou-se um pulso de luz actinia
saturante (>3000 umol fétons m s?) e obteve-se os valores de fluorescéncia em
amostra adaptada a luz antes do pulso de saturacao (F), fluorescéncia estética (Fs) e
fluorescéncia maxima em amostra adaptada a luz (Fm). A partir desses foram
calculados os seguintes parametros: fluorescéncia minima do tecido vegetal
iluminado (Fo) (OXBOROUGH; BAKER, 1997), coeficiente do quenching fotoquimico
[aL = (Fm — Fs)/(Fm — Fo)) x Fo/Fs] (KRAMER et al., 2004), rendimento quéantico da
conversdo de energia fotoquimica no fotossistema Il [ppsi = (Fmw - Fs)IlFm] e
rendimento da dissipacdo de energia ndo regulada [pno = Fs/Fm] (GENTY et al.,
1989), além disso foi avaliada a taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) e o

coeficiente de extingdo ndo fotoquimico [NPQ = (Fm — Fm')/Fm].
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3.3 Avaliag6es bioquimicas

As andlises bioquimicas foram realizadas no Laboratorio de Ecofisiologia
Aplicada a Agricultura (LECA) do Departamento de Producdo Vegetal
(FCA/UNESP).

3.3.1 Pigmentos cloroplastidicos

Os teores de pigmentos, clorofilas a, b, razdo clorofila a/b e carotenoides,
foram determinados em dois discos foliares de 6 mm de diametro retirados de folhas
completamente expandidas do oitavo trifélio a partir do apice, imersos em solucéo
de dimetilformamida (DMF) saturado com carbonato de calcio (CaCQOs3) por 24 horas.
Em seguida, a absorbancia das amostras foi determinada no espectrofotometro
(Shimadzu, UV-2700, Kyoto, Japao) nos comprimentos de onda de 665; 649 e 480
nm (WELLBURN, 1994). O célculo das concentracdes das clorofilas a, b e
carotenoides foi baseado na metodologia descrita por Wellburn (1994), e os

resultados foram expressos em g kg matéria fresca (MF).

3.3.2 Enzimas do metabolismo antioxidativo

As atividades das enzimas dismutase do superoxido (SOD, EC 1.15.1.1),
catalase (CAT, EC 1.11.1.6), peroxidase (POX, EC 1.11.1.7) e peroxidase do
ascorbato (APX, EC 1.1.11.1) foram determinadas com o intuito de avaliar os
mecanismos de defesa das plantas de soja. Amostras de 300 mg de folhas
expandidas foram maceradas em nitrogénio liquido e adicionadas a um meio de
homogeneizacédo, constituido de tampao fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8, &cido
etilenodiamino tetra-cético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfénico (PMSF) 1
mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p/v). 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.
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3.3.2.1 Atividade CAT

A aliquota de 50pL de extrato bruto foi adicionado a 950 pmL de meio de
reacdo contendo tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0) e H202 12,5 mM
(HAVIR; McHALE, 1987). A absorbancia foi obtida em espectrofotdmetro (Shimadzu,
UV-2700, Kyoto, Japdo) no comprimento de onda de 240 nm apds 1 minuto. A
atividade enzimatica foi determinada pela utilizacdo da absorbancia e do coeficiente
de absortividade de 36 M1 cm™ e o resultado expresso em pmol de H202 mint mg?

proteina.

3.3.2.2 Atividade da POX

A aliquota de 100 pL de extrato bruto foi adicionado a 4900 pL do meio de
reacao, constituido de tampéao fosfato de potassio 25 mM (pH 6,8), pirogalol 20 mM
e H202 20 mM (KAR; MISHRA, 1976). A producédo de purpurogalina foi determinada
pela medida da absorbancia em espectrofotdmetro (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 mM1
cm™? (CHANCE; MAEHLEY, 1955) e expressa em pmol de purpurogalina min-* mg?
proteina.

3.3.2.3 Atividade da APX

A aliquota de 100 pyL de extrato bruto foi adicionado a 900 puL do meio de
reacdo contendo tampao fosfato de potassio 0,05M (pH 7,0), acido ascérbico 0,8
Mm e H202 1,0 Mm (NAKANO; ASADA, 1981). A atividade enzimatica foi
determinada pela medida da absorbancia em espectrofotbmetro (Shimadzu, UV-
2700, Kyoto, Japao) no comprimento de onda de 290 nm a 25° C, considerando o
coeficiente de extingdo molar de 2,8 Mm-* cm. O resultado foi expresso em umol de

acido ascoérbico mint mg? proteina.

3.3.2.4 Atividade SOD

A aliquota de 50 pL de extrato bruto foi adicionado a 2950 pL de meio de
reacdo, constituido de tampéao fosfato de sédio 50 mM (pH 7,8) com metionina 13
mM, azul de p-nitro tetrazdlio (NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 pM. A
reagdo foi realizada em cémara com luz fluorescente de 15 W a 25°C por 10

minutos. Em seguida, a iluminacao foi interrompida e a absorbancia da formazana
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azul resultante da fotorredugcdo do NBT foi determinada em espectrofotbmetro
(Shimadzu, UV-2700, Kyoto, Japao) a 560 nm (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). O
branco da reacdo era constituido da mistura entre amostra vegetal e meio de
reacdo, mantido no escuro nas mesmas condi¢cdes de temperatura e tempo. Uma
unidade de SOD é definida como a quantidade de enzima necesséria para inibir em
50% a fotorreducéo do NBT. O resultado é expresso em U min* mg* proteina.

3.3.2.5 Concentracéo de proteinas

As determinagfes 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 diluicdo foram retirados 50 L e
adicionados a 950 pL do reagente de Bradford. A leitura foi realizada em
espectrofotometro (Shimadzu, UV-2700, Kyoto, Jap&do) no comprimento de onda 595
nm. A concentracdo de proteina total foi calculada a partir da curva padrdo obtida
com leituras de solugédo contendo 5, 10, 20, 40 e 60 pug de albumina sérica bovina
(BSA). O espectrofotbmetro foi zerado com o branco contendo agua no lugar da
amostra. Os valores de proteina foram utilizados para calcular as concentra¢des das

enzimas antioxidantes.

3.3.3 Peroxidacéao de lipideos (MDA)

Amostras vegetais 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), em seguida foram centrifugadas a
12000 g, a 4°C, por 20 minutos (GOMES-JUNIOR et al., 2006). Aliquotas de 500 pL
dos sobrenadantes foram adicionadas a 1500 uL de solugdo de &cido tio-barbitarico
(TBA) 0,5% em TCA 20% e incubadas em banho seco a 90°C. Apds 20 min, a
reacdo foi paralisada em banho de gelo por 10 minutos, os tubos foram
centrifugados a 3000 g por 10 min e as absorbancias determinadas a 532 e 600 nm
em espectrofotometro (Shimadzu, UV-2700, Kyoto, Japdo). A concentracdo do
complexo aldeido malénico-TBA foi estimada utilizando absorbancia e coeficiente de
absortividade de 155 mM* cm (HEATH; PACKER, 1968).
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3.3.4 Aminoéacidos totais (AA)

A determinacédo dos aminoacidos totais foi feita através de uma amostra de 20
mg de tecido foliar, 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 extracdo dos
aminoacidos totais. A absorbancia foi analisada em espectrofotdmetro (Shimadzu,
UV-2700, Kyoto, Japdo) no comprimento de onda de 570 nm e os resultados
comparados com curva padréo de glicina (0,1-1,0 umoles mL*) (YEMM; COCKING,
1955). Os resultados foram expressos em pmol g* MF.

3.4 Avaliacbes dos componentes produtivos

Ao atingir maturacao fisioldgica dos grdos, 118 dias ap6s semeadura, foi
realizada a coleta de cinco plantas aleatérias na parcela para contagem de nimero
de vagens por planta (NV) e nimero de grdos por vagem (NG Vagem-). Além disso,
realizou-se a colheita da soja manualmente em trés linhas de dois metros,
equivalente a 2,7 m?, dentro de cada parcela para estimativa da producdo por
hectare. A debulha foi realizada com auxilio de uma trilhadeira, posteriormente foi
feita a pesagem dos grdos e contagem de cem grdos para confeccdo de uma
subamostra (P100), a qual foi aferida a massa e acondicionada em estufa a
temperatura constante de 60°C até secagem completa. Ajustou-se a massa de graos
e P100 para a umidade de 13% em base Umida e entdo calculou-se a produtividade
por hectare em toneladas, convertendo posteriormente em nimero de sacas de 60
kg por hectare. A porcentagem de proteina e 6leo nos gréaos foi determinada através

da espectroscopia no infravermelho préximo.
3.5 Andlise estatistica
As médias dos tratamentos foram submetidas a analise de variancia a 5%.

Quando detectado diferenca significativa entre as médias, as mesmas foram

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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4 RESULTADOS
4.1 Estadios vegetativos (V3 e V4)

4.1.1 Trocas gasosas

Estadio V3

A variavel eficiéncia de carboxilagdo (EC) foi a uUnica a nao diferir
significativamente entre os tratamentos, com média de 0,079 pmol m? s?! CO:2
(Tabela 4). As demais varidveis, taxa de assimilacdo do CO:2 (A), condutancia
estomatica (gs), concentragdo interna de CO:2 (Cj), taxa transpiratoria (E) e eficiéncia
do uso da agua (EUA), diferiram significativamente entre as médias dos tratamentos
(Figuras 2A, 2B, 2C, 2D e 2E).

Tabela 4 - Valores de P, média e erro padrdo da média do teste F para eficiéncia de
carboxilagcdo (EC) em plantas de soja no estadio de desenvolvimento V3 e
concentracdo interna de CO; (Ci) em plantas no estadio V4, submetidas a aplicacéo
de biofertilizantes — Botucatu, SP - 2020.

Estadios V3 V4
Variaveis EC (umol m2 s CO») Ci (umol CO2 mol?)
P Tratamentos 0,1443 0,0582
Média 0,079 283
Erro 0,002 2,241

As plantas sob T2, T3, T4, T5 e T6 apresentaram as maiores médias para A,
gs € Ci, além de menores para E, resultando em maior eficiéncia no uso da agua,
com médias gerais de 16,4 ymol CO2 m?2 s, 0,93 mol H20 m?2 s, 202 ymol CO2
mol?, 8,65 mmol H20 m2 s e 1,9 mmol CO2 H20"! m?2 s, respectivamente. T1 foi o
anico a diferir dos demais tratamentos, com as menores meédias para A (14,3 pmol
CO2 m? s?), gs (0,851 mol H20 m?2 s?), Cj (194 umol CO2 molt) e EUA (1,53 mmol
CO2 H20t m* s1), e maior E (9,39 mmol H20 m?2 s1),
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Figura 2 - Taxa de assimilagdo do CO; (A) (A), condutancia estomética (gs) (B), concentragao
interna de CO; (Ci) (C), taxa transpiratoria (E) (D) e eficiéncia do uso da &gua (EUA) (E) em
plantas de soja, estadio de desenvolvimento V3, submetidas & aplicacdo de biofertilizantes.
Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si segundo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade — Botucatu, SP - 2020
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Estadio V4

Houve diferenca significativa entre os tratamentos para as variaveis taxa de
assimilacdo do CO:2 (A), condutancia estomatica (gs), taxa transpiratoria (E),
eficiéncia do uso da agua (EUA) e eficiéncia de carboxilacdo (EC) (Figuras 3A, 3B,
3C, 3D e 3E). A concentragao interna de CO2 (Cj) ndo diferiu entre os tratamentos,
apresentando média de 283 pmol CO2 mol?! (Tabela 4). Seguindo padrdo
semelhante ao estadio V3, as menores médias de A (19,6 pmol CO2 m2 s?), gs
(0,850 mol H20 m s?1), EUA (2,71 mmol CO2 H20! m? s?), EC (0,071 pmol m2 st
CO2) e maior valor de E (7,25 mmol H20 m s?) foram observados em T1, além

disso, ndo houve diferenca significativa entre os demais tratamentos.
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Figura 3 - Taxa de assimilagdo do CO: (A) (A), condutancia estomatica (gs) (B), taxa
transpiratéria (E) (C), eficiéncia do uso da agua (EUA) (D) e eficiéncia de carboxilac&o (EC) (E)
em plantas de soja, estaddio de desenvolvimento V4, submetidas a aplicacéo de biofertilizantes.
Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si segundo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade — Botucatu, SP - 2020
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4.1.2 Parametros de fluorescéncia

Estadio V3

Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos para as variaveis de
fluorescéncia no estadio V3, as quais apresentaram as seguintes médias: 0,578 para
rendimento quantico efetivo do PSII (F./Fn); 0,334 para coeficiente do quenching
fotoquimico (qu); 0,304 para rendimento quantico da conversdo de energia
fotogquimica no PSIl (¢n); 129 pmol m? s para transporte aparente de elétrons
(ETR); 0,504 para coeficiente de extingdo ndo fotoquimico (NPQ) e 0,298 para

rendimento da dissipacao de energia ndo regulada (¢no) (Tabela 5).

Tabela 5 - Valores de P, média e erro padrdao da média do teste F para as variaveis rendimento
guantico efetivo do PSIl (Fv/Fm’), coeficiente do quenching fotoquimico (qu),
rendimento quantico da conversiao de energia fotoquimica no PSIl (¢,), transporte
aparente de elétrons (ETR), coeficiente de extincdo ndo fotoquimico (NPQ) e
rendimento da dissipacdo de energia ndo regulada (¢no) em plantas de soja, estadio
de desenvolvimento V3, submetidas a aplicacdo de biofertilizantes — Botucatu, SP -

2020
Variaveis Fyv/Fm o du ETR (umol m2s?) NPQ Pno
P Tratamentos 0,9870 0,9323 0,7546 0,4327 0,1983 0,0567
Média 0,578 0,334 0,304 129 0,504 0,298
Erro 0,012 0,015 0,009 3,73 0,022 0,012
Estadio V4

N&do houve diferenca significativa entre as médias dos tratamentos para
rendimento quéantico efetivo do PSII (Fv/Fw), coeficiente do quenching fotoquimico
(qu) e coeficiente de extingdo nédo fotoquimico (NPQ) no estadio V4, apresentando os

seguintes valores 0,625; 0,356; 0,472, respectivamente (Tabela 6).

Tabela 6 - Valores de P, média e erro padrdo da média do teste F para as variaveis rendimento
guantico efetivo do PSIl (Fv/Fm’), coeficiente do quenching fotoquimico (q.) e
coeficiente de extincdo ndo fotoquimico (NPQ) em plantas de soja, estadio de
desenvolvimento V4, submetidas a aplicagéo de biofertilizantes — Botucatu, SP - 2020

Variaveis Fu/Frm qu NPQ
P Tratamentos 0,996 0,0742 0,0736
Média 0,625 0,356 0,472

Erro 0,015 0,014 0,016
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Entretanto, houve diferencas entre os tratamentos para rendimento quantico
da conversdo de energia fotoquimica no PSII (¢u), transporte aparente de elétrons
(ETR) e rendimento da dissipacédo de energia ndo regulada (¢no) (Figuras 4A, 4B e
4C). As maiores médias para ¢u foram observadas em plantas sob T2, T3, T4, TS5 e
T6 (0,39; 0,41; 0,41; 0,40 e 0,41, respectivamente) e para ETR em T3, T4, T5 e T6
(169 pumol m? s?). As plantas sob T2, T3, T4, T5 e T6 apresentaram menores
valores de rendimento da dissipacao de energia nao regulada (¢no), com médias de
0,33.



52

Figura 4 - Rendimento quéntico da conversdo de energia fotoquimica no PSIl (¢i) (A),
transporte aparente de elétrons (ETR) (B) e rendimento da dissipagdo de energia nédo regulada
(dno) (C) em plantas de soja, estddio de desenvolvimento V4, submetidas a aplicacdo de
biofertilizantes. Médias seguidas das mesmas letras n&do diferem entre si segundo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade — Botucatu, SP - 2020
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4.1.3 Avaliagfes bioquimicas

Estadio V3

Nesse estadio de desenvolvimento ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos para teores de clorofila a (Cla), clorofila b (Clb), razdo clorofila a/b
(Cla/b) e carotenoides (Car), apresentando as seguintes médias 31 g kg* MF, 8,79 g
kg! MF, 3,54 e 7,81 g kg! MF, respectivamente (Tabela 7). Em relacdo a atividade
das enzimas antioxidantes, catalase (CAT), peroxidase (POX), peroxidase do
ascorbato (APX) e dismutase do superéxido (SOD) ndo houve diferenca estatistica
entre os tratamentos, com médias de 20,3 pmol H202 mint mg? prot; 3,33 pumol
purpurogalina mint mg* prot, 0,515 pmol de ac. ascérbico min't mg? prot e 2,62 U
mint mg?! prot, respectivamente (Tabela 8). Peroxidacdo de lipideos (MDA) e
aminoécidos totais (AA) também néo diferiram entre os tratamentos, apresentando
0,812 TBA nmol g* MF e 41,9 umol g* MF como média (Tabela 8).

Tabela 7 - Valores de P, média geral e erro padrdo da média do teste F para as variaveis teor de
clorofila a (Cla) e clorofila b (Clb), razdo clorofila a/b (Cla/b) e carotenoides (Car) em
plantas de soja, estadio de desenvolvimento V3, submetidas a aplicacdo de
biofertilizantes — Botucatu, SP - 2020

Variaveis Cla Clb Cla/b Car
g kgl MF
P Tratamentos 0,64 0,72 0,82 0,36
Média 31 8,79 3,54 7,81
Erro 1,014 0,414 0,169 0,479

Tabela 8 - Valores de P, média geral e erro padrdo da média do teste F para as variaveis
atividade das enzimas catalase (CAT), peroxidase (POX), peroxidase do ascorbato
(APX), dismutase do superoxido (SOD), peroxidagdo de lipidios (MDA) e
aminoacidos totais (AA) em plantas de soja, estadio de desenvolvimento V3,
submetidas a aplicacdo de biofertilizantes — Botucatu, SP - 2020

Variaveis CAT POX APX SOD MDA AA
pmol H202 mint umol purpurogalina min umol de ac. ascorbico Umintmg?!  TBAnmol g? umol g*
mg* prot mg™* prot min"t mg* prot prot MF MF
P 0,92 0,26 0,97 0,26 0,36 0,99
Tratamentos
Média 20,3 3,33 0,515 2,617 0,812 41,9

Erro 1,45 0,134 0,042 0,122 0,080 5,31
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Estadio V4
N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos para teores de clorofila
a (Cla), clorofila b (Clb), razao clorofila a/b (Cla/b) e carotenoides (Car) em V4, com
médias de 45 g kg* MF, 11,2 g kg MF, 4,02 e 8,62 g kg! MF, respectivamente
(Tabela 9).
Tabela 9 - Valores de P, média geral e erro padrédo da média do teste F para as variaveis teor de
clorofila a (Cla), clorofila b (Clb), razdo clorofila a/b (Cla/b), carotenoide e

aminoacidos totais em plantas de soja, estadio de desenvolvimento V4, submetidas
a aplicacao de biofertilizantes — Botucatu, SP - 2020

Variaveis Cla Clb Cla/b Car CAT APX AA
9 kg'l ME pm?:];i%ig:in'l umol de éniéis‘():r()ortbico mint pm'a::g'l
Tratarientos 0,2116 0,3099 0,9980 0,2997 0,9968 0,7269 0,9992
Média 45 11,29 4,02 8,62 19,38 0,390 41,9
Erro 1,904 0,540 0,218 2,350 1,147 0,036 5,31

Em relacdo a atividade das enzimas antioxidantes, catalase (CAT) e
peroxidase do ascorbato (APX) nédo diferiram entre os tratamentos, com médias de
19,38 pmol H202 mint mg?! prot e 0,390 umol de &c. ascérbico mint mg? prot
(Tabela 9).

Peroxidase (POX) e dismutase do superoxido (SOD) apresentaram
comportamento semelhante em relacdo aos tratamentos, com menores valores em
T1 (2,59 pmol purpurogalina mint mg?! prot e 1,57 U min? mg?! prot,
respectivamente) e maiores médias em T5 (4,54 umol purpurogalina mint mg?* prot
e 2,89 U min't mg* prot, respectivamente) (Figuras 5A e 5B). Concomitante a esses
dados, a maior média de peroxidacao lipidica (MDA) foi observada em T1 (2,29 TBA
nmol g* MF) e a menor em T5 (1,31 TBA nmol g! MF), os demais tratamentos nédo
diferiram de T5 (Figura 5C). Os teores de aminoacidos totais ndo diferiram
significativamente entre os tratamentos, apresentando média geral de 41,9 umol g*
MF (Tabela 9).
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Figura 5 - Atividade das enzimas catalase peroxidase (POX) (A), dismutase do superéxido
(SOD) (B) e peroxidacdo lipidica (MDA) (C) em plantas de soja, estadio de desenvolvimento V4,
submetidas a aplicacdo de biofertilizantes. Médias seguidas das mesmas letras nao diferem
entre si segundo teste de Tukey, a 5% de probabilidade — Botucatu, SP - 2020
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4.2 Estadios reprodutivos (R1, R2, R3 e R5)

4.2.1 Trocas gasosas
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Estadio R1

No estadio de desenvolvimento R1, as variaveis taxa de assimilagdo de CO:2
(A), taxa transpiratoria (E), eficiéncia do uso da agua (EUA) e eficiéncia de
carboxilacao (EC) diferiram significativamente entre os tratamentos (Figuras 6A, 6B,
6C e 6D). Oposto de condutancia estomatica (gs) e concentracao interna de CO:2 (C))
que nédo diferiram, com médias de 1,08 mol H20 m? s e 331 umol CO2 mol*?,
respectivamente (Tabela 10).

Figura 6 - Taxa de assimilacdo do CO; (A) (A), taxa transpiratéria (E) (B), eficiéncia do uso da
agua (EUA) (C) e eficiéncia de carboxilacdao (EC) (D) em plantas de soja, estadio de
desenvolvimento R1, submetidas a aplicacdo de biofertilizantes. Médias seguidas das mesmas

letras ndo diferem entre si segundo teste de Tukey, a 5% de probabilidade — Botucatu, SP -
2020.
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Tabela 10 - Valores de P, média geral e erro padrdo da média do teste F para as variaveis
condutancia estomatica (gs), concentragao interna de CO; (Ci) em plantas de soja no
estadio de desenvolvimento R1 e condutancia estomatica (gs), taxa transpiratéria (E)
em plantas no estadio R2, submetidas a aplicacédo de biofertilizantes — Botucatu, SP

- 2020
Estadios R1 R2
Variaveis gs (H2O0 m2s1)  Cj(umol CO2mol?) gs(H20 m2s?) E (mmol H20 m2s1)
P Tratamentos 0,1823 0,7073 0,5668 0,1337
Média 1,08 331 0,715 5,63
Erro 0,027 2,351 0,018 0,175

Os maiores valores de A foram observados nos tratamentos T2 e T5 (23,8 e
23,6 umol CO2 m? s, respectivamente) e o menor em T1 (20,9 ymol CO2 m? s1),
sendo que T3, T4 e T6 foram semelhantes aos mesmos (Figura 6A). A maior taxa
transpiratéria ocorreu em plantas do tratamento 1 (6,32 mmol H20 m2 s1), sendo os
demais semelhantes entre si (Figura 6B). A menor eficiéncia do uso da agua foi
observada em plantas de T1 (3,32 mmol CO2 H20' m? s1), sendo o Unico
tratamento a diferir dos demais (Figura 6C). As maiores médias de EC ocorreram em
plantas de T2 e T5 (0,072 e 0,071 ymol m? st CO2, respectivamente) e a menor em

T1, com queda de 13% na eficiéncia dessas plantas (Figura 6D).

Estadio R2

Houve diferenca significativa entre as médias dos tratamentos para taxa de
assimilacao de CO:2 (A), concentracdo interna de CO2 (Cj), eficiéncia no uso da agua
(EUA) e eficiéncia de carboxilacdo (EC) (Figuras 7A, 7B, 7C e 7D). Entretanto, ndo
existiu diferenca para condutancia estomatica (gs) e taxa transpiratéria (E), com
médias de 0,715 mol H20 m? s e 5,63 mmol H20 m? s, respectivamente (Tabela
10).

Os tratamentos T1, T4, T5 e T6 apresentaram as maiores meédias de
assimilacdo de CO2 (21,4; 21,9; 21,5 e 21,2 ymol CO2 m2 s, respectivamente).
Nesse estadio, T2 obteve a menor média (19,1 pmol CO2 m=2 s1) (Figura 7A). Isso
influenciou os valores de EUA, em que as plantas do T2 apresentaram menor
eficiéncia (3,31 mmol CO2 H20? m?2 s) e as plantas do T4, T5 e T6 as maiores
(4,03, 3,94 e 3,92 mmol CO2 H20! m2 s, respectivamente) (Figura 7C). O mesmo

ocorreu com a EC, menor média em T2 (0,059 umol m? st COz2), ndo existindo
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diferenca entre os demais tratamentos (Figura 7D). O tratamento 1 exibiu a menor
concentracdo interna de CO2 (314 pymol CO2 mol?), sendo o Unico a diferir dos
demais (Figura 7B).

Figura 7 - Taxa de assimilacdo do CO; (A) (A), concentracéo interna de CO: (Ci) (B), eficiéncia
do uso da agua (EUA) (C) e eficiéncia de carboxilacdo (EC) (D) em plantas de soja, estadio de
desenvolvimento R2, submetidas a aplicacdo de biofertilizantes. Médias seguidas das mesmas
letras ndo diferem entre si segundo teste de Tukey, a 5% de probabilidade — Botucatu, SP -
2020
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Estadio R3

Houve diferenca significativa para as variaveis taxa de assimilacdo de CO:2
(A), condutancia estomatica (gs), concentracao interna de CO:2 (Cj) e eficiéncia de
carboxilacao (EC) (Figuras 8A, 8B, 8C e 8D). Contrariamente, taxa transpiratoria (E)
e eficiéncia do uso da agua (EUA) nao diferiram entre os tratamentos, apresentando
médias de 3,46 mmol H20 m? s e 7,65 mmol CO2 H20"! m s1, respectivamente
(Tabela 11).
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As plantas de soja sob T3 e T4 apresentaram as maiores meédias de A, (27,2
CO2m=?s?) esob T2, T3 e T4 as maiores gs (0,392, 0,397 e 0,404 mol H20 m? s,
respectivamente). As plantas sob T1 foram inferiores em ambas as variaveis (24,7
pumol CO2 m2 st e 0,288 mol H20 m s, respectivamente). As plantas sob T3 e T5
apresentaram maiores valores de Ci, com médias de 235 pmol CO2 mol?, enquanto
as plantas sob T4 o menor valor, 229 ymol CO2 mol?. A maior EC ocorreu em
plantas sob T2, T3 e T4 (0,116; 0,116 e 0,119 ymol m2 s COz2, respectivamente) e

a menor em T1 (0,106 pmol m? st CO2).

Figura 8 - Taxa de assimilacdo do CO: (A) (A), conduténcia estomatica (gs) (B), concentracao
interna de CO; (Ci) (C) e eficiéncia de carboxilagdo (EC) (D) em plantas de soja, estadio de
desenvolvimento R3, submetidas a aplicacdo de biofertilizantes. Médias seguidas das mesmas
letras ndo diferem entre si segundo teste de Tukey, a 5% de probabilidade — Botucatu, SP -
2020.
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Tabela 11 - Valores de P, média geral e erro padrdo da média do teste F para as variaveis taxa
transpiratéria (E), eficiéncia da carboxilacdo (EC) em plantas de soja no estadio de
desenvolvimento R3 e taxa transpiratdria (E) em plantas no estadio R5, submetidas
a aplicagao de biofertilizantes — Botucatu, SP - 2020

Estadios R3 R5
Variaveis E (mmol H20 m-2 s1) EUA (mmol CO2 H201 m2 s, E (mmol H20 m-2 s1)
P Tratamentos 0,5078 0,2659 0,1166
Média 3,46 7,65 7,79
Erro 0,158 0,325 0,210
Estadio R5

No estadio de desenvolvimento R5 houve diferenca estatistica entre as
médias dos tratamentos para taxa de assimilacdo do CO:2 (A), condutancia
estomética (gs), concentracdo interna do CO:z (Cj), eficiéncia do uso da dgua (EUA) e
eficiéncia da carboxilacdo (EC) (Figuras 9A, 9B, 9C, 9D e 9E). A Unica variavel a ndo
diferir estatisticamente entre os tratamentos foi taxa transpiratéria, com média de
7,79 mmol H20 m?2 st (Tabela 11).

As plantas manejadas em T1, T5 e T6 apresentaram as menores médias de A
(28,9; 29,5 e 29,2 ymol CO2 m~ s, respectivamente), enquanto as plantas sob T4
foram superiores na assimilacdo do CO2, com aumento de 10% (Figura 9A). Para gs,
as plantas sob T1 também tiveram valores inferiores, com média de 0,663 mol H20
m? sl enquanto as maiores médias foram observadas nas plantas sob os
tratamentos T3 e T4 (0,837 e 0,881 mol H20 m~ s1, respectivamente) (Figura 9B).
Em relacdo a C;, as plantas sob T2, T3 e T4 apresentaram a menor concentracédo
(233, 235 e 234 pymol CO2 mol?, respectivamente), enquanto sob T5 e T6 foram
superiores (244 e 243 umol CO2 mol?, respectivamente) (Figura 9C). As plantas
submetidas a T1 foram pouco eficientes em EUA, com média de 3,55 mmol CO:2
H20! m2 s! e aquelas em T4 foram as mais eficientes, 16% de incremento na
média. T1 também proporcionou plantas com menor EC (0,121 ymol m? s CO>),
enquanto T2, T3 e T4, as mais eficientes (0,131; 0,131 e 0,137 ymol m2 s COz,

respectivamente) (Figuras 9D e 9E).
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Figura 9 - Taxa de assimilagdo do CO; (A) (A), condutancia estomatica (gs) (B), concentragao
interna de CO; (Ci) (C), eficiéncia do uso da 4gua (EUA) (D) e eficiéncia da carboxilagdo (EC) (E)
em plantas de soja, estadio de desenvolvimento R5, submetidas & aplicacéo de biofertilizantes.
Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si segundo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade — Botucatu, SP - 2020
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4.2.2 Parametros de fluorescéncia

Estadio R1
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Em R1 n&o houve diferenga estatistica entre os tratamentos para as variaveis
rendimento quéantico efetivo do PSII (Fv/Fw), coeficiente do quenching fotoquimico
(qu), coeficiente de extincdo ndo fotoquimico (NPQ) e rendimento da dissipagédo de
energia ndo regulada (¢no), com médias geral de 0,557; 0,442; 0,563; 0,277,
respectivamente (Tabela 12). Ao contrario da conversdo de energia fotoquimica no
PSIl (¢u), em que a menor média foi observada em plantas sob T1 (0,330), ndo
existindo diferenca entre os demais tratamentos, e da taxa de transporte aparente de
elétrons (ETR) com maior média em plantas de T2 (165 pmol m2 s) e a menor em
T1 (144 pmol m2 s1), os demais tratamentos néo diferiram de ambos (Figuras 10A e
10B).

Tabela 12 - Valores de P, média geral e erro padrdo da média do teste F para as variaveis
rendimento quantico efetivo do PSIl (Fv/Fm’), coeficiente do quenching fotoquimico
(qu), coeficiente de extingdo néo fotoquimico (NPQ) e rendimento da dissipa¢ao de
energia ndo regulada (Pno) em plantas de soja, estadio de desenvolvimento R1,
submetidas a aplicacéo de biofertilizantes — Botucatu, SP - 2020

Variaveis Fu/Frm q NPQ Prno
P Tratamentos 0,8931 0,1740 0,9389 0,9792
Média 0,557 0,442 0,563 0,277
Erro 0,008 0,017 0,014 0,008

Figura 10 - Rendimento quantico da conversdao de energia fotoquimica no PSIl (¢)) (A) e
transporte aparente de elétrons (ETR) (B) em plantas de soja, estadio de desenvolvimento R1,
submetidas a aplicacdo de biofertilizantes. Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem
entre si segundo teste de Tukey, a 5% de probabilidade — Botucatu, SP - 2020
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Estadio R2

Em R2 ndo houve diferenca significativa entre as médias dos tratamentos
para rendimento quantico efetivo do PSIlI (Fv/Fm) e coeficiente de extingdo nao
fotoquimico (NPQ), tendo como média 0,544 e 0,555, respectivamente (Tabela 13).
Diferente das variaveis coeficiente do quenching fotoquimico (q.), rendimento
quantico da conversdo de energia fotoquimica no PSII (¢u), transporte aparente de
elétrons (ETR) e rendimento da dissipacdo de energia ndo regulada (¢no), €m que

houve diferencas significativas entre os tratamentos (Figuras 11A, 11B, 11C e 11D).

Tabela 13 - Valores de P, média geral e erro padrdo da média do teste F para as variaveis
rendimento quantico efetivo do PSIl (F»/Fn) e coeficiente de extincdo néo
fotoquimico (NPQ) em plantas de soja, estadio de desenvolvimento R2, submetidas
a aplicagao de biofertilizantes — Botucatu, SP - 2020

Variaveis Fv/Fm NPQ
P Tratamentos 0,9442 0,6976
Média 0,544 0,555
Erro 0,011 0,017

As plantas sob T2 apresentaram as menores médias de q. e ¢u (0,368 e
0,307), enquanto sob T1, T4, T5 e T6 foram superiores, com média de 0,448; 0,485;
0,481 e 0,477 para q. e 0,342; 0,350; 0,359 e 0,355 para ¢, respectivamente. Os
maiores valores de ETR ocorreram em plantas sob T1, T4, T5 e T6 (156, 155, 157,
155 ymol m= s, respectivamente). As plantas sob T2 apresentaram o maior valor

de rendimento da dissipacao de energia ndo regulada (¢no), com média de 0,323.
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Figura 11 - Coeficiente do quenching fotoquimico (qr) (A), rendimento quéntico da converséo
de energia fotoquimica no PSII (¢,) (B), transporte aparente de elétrons (ETR) (C) e rendimento
da dissipacdo de energia nao regulada (pno) (D) em plantas de soja, estadio de
desenvolvimento R2, submetidas a aplicacéo de biofertilizantes. Médias seguidas das mesmas
letras ndo diferem entre si segundo teste de Tukey, a 5% de probabilidade — Botucatu, SP -
2020
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Estadio R3

No estadio de desenvolvimento R3 ndo houve diferenca significativa entre as
médias dos tratamentos para rendimento quantico efetivo do PSIl (Fv/Fm),
coeficiente do quenching fotoquimico (qv), transporte de elétrons (ETR) e rendimento
da dissipagéo de energia ndo regulada (¢no), com valores médios de 0,592; 0,459;
163 uymol m? s?! e 0,302, respectivamente (Tabela 14). Enquanto rendimento
quantico da conversao de energia fotoquimica no PSII (¢u), e coeficiente de extingéo
nao fotoquimico (NPQ) diferiram entre as médias dos tratamentos (Figuras 12A e
12B).
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Tabela 14 - Valores de P, média geral e erro padrdo da média do teste F para as variaveis
rendimento quantico efetivo do PSII (Fv/Fn), coeficiente do quenching fotoquimico
(qu), transporte de elétrons (ETR) e rendimento da dissipa¢do de energia néo
regulada (Pno) em plantas de soja, estadio de desenvolvimento R3, submetidas a
aplicacdo de biofertilizantes — Botucatu, SP - 2020

Variaveis Fu/Fm qu ETR Pno
P Tratamentos 0,9292 0,0806 0,2318 0,5816
Média 0,592 0,459 163 0,302
Erro 0,012 0,017 3,973 0,008

Figura 12 - Rendimento quantico da conversdao de energia fotoquimica no PSIl (¢)) (A) e
coeficiente de extincdo né&do fotoquimico (NPQ) (B) em plantas de soja, estadio de
desenvolvimento R3, submetidas a aplicacdo de biofertilizantes. Médias seguidas das mesmas
letras ndo diferem entre si segundo teste de Tukey, a 5% de probabilidade — Botucatu, SP -
2020
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As plantas sob T1 apresentaram média inferior aos demais tratamentos para
éu (0,362) enquanto as do T2 foram superiores (0,392). Em relagdo ao NPQ, as
menores médias ocorreram nas plantas de T2, T3 e T4 (0,455; 0,471 e 0,477) e as
maioresem T1, TS5 e T6 (0,517; 0,510 e 0,514).

Estadio R5

N&o houve diferenca significativa entre as médias dos tratamentos para
rendimento quantico efetivo do PSII (Fv/Fw), coeficiente do quenching fotoquimico
(qu), coeficiente de extincdo ndo fotoquimico (NPQ) e rendimento da dissipacédo de
energia ndo regulada (¢no), com médias de 0,603; 0,518; 0,522 e 0,266,
respectivamente (Tabela 15). Rendimento quéntico da conversdo de energia

fotoquimica no PSIlI (¢n) e transporte de elétrons (ETR) diferiram entre os
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tratamentos (Figuras 13A e 13B). As plantas sob T2 e T4 apresentaram as maiores
médias de ¢n (0,467) e ETR (204 uymol m2 s?) e sob T1 as menores, com reducéo

de 8 e 7%, respectivamente, em ralacdo a T2 e T4.

Tabela 15 - Valores de P, média geral e erro padrdo da média do teste F para as variaveis
rendimento quantico efetivo do PSIl (F/Fn), coeficiente do quenching fotoquimico
(o), coeficiente de extin¢do ndo fotoquimico (NPQ) e Rendimento da dissipacéo de
energia ndo regulada (Pno) em plantas, estadio de desenvolvimento RS,
submetidas a aplicacao de biofertilizantes — Botucatu, SP - 2020

Variaveis Fv/Fm qL NPQ Prno
P Tratamentos 0,9804 0,2684 0,7892 0,3196
Média 0,603 0,518 0,522 0,266
Erro 0,010 0,012 0,015 0,006

Figura 13 - Rendimento quéantico da conversao de energia fotoquimica no PSIl (¢)) (A) e
transporte de elétrons (ETR) (B) em plantas de soja, estaddio de desenvolvimento R5,
submetidas a aplicacdo de biofertilizantes. Médias seguidas das mesmas letras nao diferem
entre si segundo teste de Tukey, a 5% de probabilidade — Botucatu, SP - 2020
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4.2.3 AvaliacBGes bioquimicas

Estadio R1

N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos para clorofila a (Cla),
clorofila b (Clb), razéo clorofila a/b (Cla/b) e carotenoides (Car), com médias de 70 g
kg! MF, 19,4 g kg MF, 3,59 e 16,3 g kg* MF, respectivamente (Tabela 16).

ETR - umol m?st
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As enzimas peroxidase (POX), peroxidase do ascorbato (APX) e dismutase
do superdxido (SOD) nao diferiram entre os tratamentos, apresentando médias de
2,76 pmol purpurogalina mint mg* prot, 0,348 pmol de acido ascérbico min't mg?
prot e 1,72 U min't mg* prot, respectivamente (Tabela 16). Houve diferenca entre as
médias dos tratamentos para a enzima catalase (CAT), peroxidacao lipidica (MDA) e
aminoacidos totais (AA) (Figuras 14A, 14B e 14C).

Tabela 16 - Valores de P, média geral e erro padrdo da média do teste F para as variaveis teor
de clorofila a (Cla) e clorofila b (Clb), raz&o clorofila a/b (Cla/b) carotenoides (Car),
peroxidase (POX), peroxidase do ascorbato (APX) e dismutase do superéxido
(SOD) em plantas de soja, estadio de desenvolvimento R1, submetidas a aplicagao
de biofertilizantes — Botucatu, SP - 2020

Variaveis Cla Clb Cla/b Car POX APX SOD
g kg* MF pmol r_)lurpu_rlogalina ascglrrgi?:lod;ii% mg U rTl1in'l mg-
min mg* prot < prot prot
P 0,9017 0,7104 0,9984 0,9220 0,9291 0,9432 0,0695
Tratamentos
Média 70 19,4 3,59 16,3 2,76 0,348 1,72
Erro 2,827 0,998 0,067 0,632 0,195 0,035 0,116

Sob T1 as plantas apresentaram a menor atividade de CAT, 13,9 pmol H202
min~* mg* prot, e sob T3, T4 e T6 as maiores, 21,3, 21,6 e 21,3 pmol H202 mint mg-
1 prot, respectivamente. Em relagdo a MDA, T1 foi o Unico a diferir dos demais
tratamentos, com a maior média, 0,762 TBA nmol g* MF. A concentragdo de AA foi
superior em T3, T4, T5 e T6, com valores médios de 34,87, 34,87, 32,47 e 34,15
umol g* MF, respectivamente.
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Figura 14 - Atividade da enzima catalase (CAT) (A), peroxidacdo lipidica (MDA) (B) e
aminoacidos totais (AA) (C) em plantas de soja, estadio de desenvolvimento R1, submetidas a
aplicacdo de biofertilizantes. Médias seguidas das mesmas letras néo diferem entre si segundo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade — Botucatu, SP - 2020
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Estadio R2

No estadio R2 as variaveis de pigmentos cloroplastidicos ndo diferiram

significativamente entre os tratamentos, apresentando médias de 36,7 g kg* MF
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para teor de clorofila a, 9,63 g kg' MF teor de clorofila b, 3,84 para razéo clorofila
alb e 8,67 g kg! MF teor de carotenoides (Tabela 17). Dentre as enzimas
antioxidantes, apenas peroxidase do ascorbato (APX) e dismutase do superoxido
(SOD) néo diferiram entre tratamentos, com médias de 0,355 umol de ac. ascérbico
mint mg? prot e 0,929 U min't mg? prot (Tabela 17). As enzimas catalase (CAT) e
peroxidase (POX), além de peroxidacao lipidica (MDA) e amino&cidos totais (AA),

apresentaram diferenca entre médias (Figuras 15A, 15B, 15C e 15D).

Tabela 17 - Valores de P, média geral e erro padrao da média do teste F para as variaveis teor
de clorofila a (Cla), clorofila b (Clb) e carotenoides (Car), razéo clorofila a/b (Cla/b),
peroxidase do ascorbato (APX) e dismutase do superéxido (SOD) em plantas de
soja, estadio de desenvolvimento R2, submetidas a aplicagdo de biofertilizantes —
Botucatu, SP - 2020

Variaveis Cla Clb Cla/b Car APX SOD
g kg* MF . . . ) . i
pmol de &c. ascérbico mint mg? prot U min* mg? prot
P Tratamentos 0,6970 0,7467 0,1842 0,8155 0,7381 0,2021
Média 36,7 9,63 3,84 8,67 0,355 0,929

Erro 1,247 0,491 0,227 0,552 0,025 0,222
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Figura 15 - Atividade das enzimas catalase (CAT) (A) e peroxidase (POX) (B), peroxidacao
lipidica (MDA) (C) e aminoacidos totais (AA) (D) em plantas de soja, estadio de
desenvolvimento R2, submetidas a aplicacdo de biofertilizantes. Médias seguidas das mesmas
letras ndo diferem entre si segundo teste de Tukey, a 5% de probabilidade — Botucatu, SP -
2020
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Na atividade da CAT, os tratamentos se dividiram em dois grupos, o primeiro
com as menores médias, composto por T1, T2 e T3 (13,3, 13,8 e 14,8 pmol H20:2
mint mg? prot, respectivamente) e o segundo com os maiores valores, T4, T5 e T6
(19,9, 19,9 e 19,3 pmol H202 min't mg* prot, respectivamente) (Figura 15A). Sob T1
foi observada a menor média para atividade da POX, com 2,02 umol purpurogalina
min?t mg? prot, enquanto T4, T5 e T6 foram superiores (2,94, 2,89 e 2,98 umol
purpurogalina mint mg? prot, respectivamente) (Figura 15B). Além disso, T1 se
destacou com o maior valor de MDA, 1,12 TBA nmol g MF, sendo o Unico a diferir
dos demais tratamentos (Figura 15C). Em relacdo ao teor de AA, T4, T5 e T6

superaram os demais, com médias de 42,07 umol g* MF (Figura 15D).
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Estadio R3

Em R3 ndo houve diferenca significativa entre as médias dos tratamentos
para clorofila a (Cla), clorofila b (Clb), razéo clorofila a/b (Cla/b) e carotenoides (Car),
com médias de 49,6 g kg! MF, 14,6 g kg! MF, 3,40 e 10,3 g kg! MF,

respectivamente (Tabela 18).

Tabela 18 - Valores de P, média geral e erro padrao da média do teste F para as variaveis teor
de carotenoides (Car), razdo clorofila a/b (Cla/b), peroxidase do ascorbato (APX) e
dismutase do superdxido (SOD) em plantas de soja, estadio de desenvolvimento
R3, submetidas a aplicacdo de biofertilizantes — Botucatu, SP - 2020

Variaveis Cla Clb Cla/b Car APX SOD
g kg* MF . e . . . i
umol de &c. ascoérbico mint mg?! prot U min™ mg* prot
P Tratamentos 0,6512 0,0619 0,3774 0,1238 0,4966 0,7609
Média 49,6 14,6 3,40 10,3 0,247 1,66
Erro 1,398 0,260 0,112 0,492 0,017 0,096

Dentre as enzimas antioxidantes, ndo houve diferenca significativa para
peroxidase do ascorbato (APX) e dismutase do superoxido (SOD), com médias de
0,247 pumol de acido ascérbico min't mg* prot e 1,66 U min't mg™ prot (Tabela 18).
Catalase (CAT), peroxidase (POX), peroxidase lipidica (MDA) e aminoacidos totais
(AA) diferiram entre os tratamentos (Figuras 16A, 16B, 16C e 16D).
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Figura 16 - Atividade das enzimas catalase (CAT) (A) e peroxidase (POX) (B), peroxidacao
lipidica (MDA) (C) e aminoacidos totais (AA) (D) em plantas de soja, estadio de
desenvolvimento R3, submetidas a aplicacdo de biofertilizantes. Médias seguidas das mesmas
letras ndo diferem entre si segundo teste de Tukey, a 5% de probabilidade — Botucatu, SP -
2020
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Tratamentos

As plantas sob T1 apresentaram menor atividade da enzima CAT, 12,7 umol
H202 min*t mg? prot, enquanto as de T5 e T6 foram superiores, com aumento médio
de 40% na atividade da enzima (Figura 16A). Em relacdo a atividade da POX, as
plantas sob T1 apresentaram a menor média, 1,85 pumol purpurogalina mint mg?
prot, e sob T3, T4, T5 e T6 foram superiores (2,38; 2,39; 2,61 e 2,54 pmol
purpurogalina min-t mg* prot) (Figura 16B). O maior valor de MDA foi observado em
plantas sob T1, 1,59 TBA nmol g* MF (Figura 16C). T4 proporcionou plantas com
maior média de AA, 37,7 umol g* MF, enquanto T1 reduziu os teores de AA em 29%
(Figura 16D).
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Estadio R5

N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos para clorofila a (Cla),
clorofila b (ClIb), razéo clorofila a/b (Cla/b) e carotenoides (Car), com médias de 52,9
g kg! MF, 14,3 g kg* MF, 3,69, 11,6 g kg MF, respectivamente, além das enzimas
antioxidantes peroxidase do ascorbato (APX) (0,316 umol de ac. ascérbico mint mg-
! prot) e dismutase do superéxido (SOD) (2,20 U min*t mg* prot) (Tabela 19).

Tabela 19 - Valores de P, média geral e erro padrdo da média do teste F para as variaveis teor
de clorofila a (Cla), clorofila b (Clb) e carotenoides (Car), razdo clorofila a/b (Cla/b),
peroxidase do ascorbato (APX) e dismutase do superéxido (SOD) em plantas de
soja, estadio de desenvolvimento R5, submetidas a aplicacdo de biofertilizantes —
Botucatu, SP - 2020

Variaveis Cla Clb Cla/b Car APX SOD
g kg* MF . o . . - .
pmol de &c. ascorbico mint mg? prot U min mg? prot
P Tratamentos 0,5044 0,2300 0,3521 0,4679 0,9970 0,6122
Média 52,9 14,3 3,69 11,6 0,316 2,20
Erro 1,358 0,492 0,080 0,272 0,037 0,127

As médias dos tratamentos diferiram entre si para catalase (CAT), peroxidase
(POX), peroxidase lipidica (MDA) e aminoacidos totais (AA) (Figuras 17A, 17B, 17C
e 17D). Na atividade de CAT, as plantas sob T1 foram inferiores, com média de 13
umol H202 mint mg™* prot, enquanto sob T4, T5 e T6 houve incremento de 23% na
atividade da enzima. As plantas manejadas em T4, T5 e T6 apresentaram as
maiores médias da atividade de POX, 3,66; 3,66 e 3,59 pumol purpurogalina min
mg! prot, respectivamente, e em T1 a menor, 2,75 umol purpurogalina mint mg*
prot. Em relacdo ao MDA, observou-se maior peroxidacdo em T1, 1,79 TBA nmol g
MF, e reducdo de 71% em T5. As plantas de T4 superaram 0s demais tratamentos
no teor de AA, 47,8 umol g* MF, enquanto T1 foi inferior com média de 28,1 umol g
MF.
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Figura 17 - Atividade das enzimas catalase (CAT) (A) e peroxidase (POX) (B), peroxidacdo de
lipidios (MDA) (C) e aminoacidos totais (AA) (D) em plantas de soja, estadio de
desenvolvimento R5, submetidas a aplicacdo de biofertilizantes. Médias seguidas das mesmas
letras ndo diferem entre si segundo teste de Tukey, a 5% de probabilidade — Botucatu, SP -
2020
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4.3 Componentes produtivos

As variaveis numero de vagens por planta (NV), nimero de grdos por vagem
(NG Vagem), peso de 100 gréos (P100), produtividade por hectare e porcentagens
de proteina e de 6leo foram influenciadas pelos tratamentos (Figuras 18A, 18B, 18C,
18D e 18E). As plantas manejadas em T4 apresentaram as maiores médias em
todas as variaveis, com 40,5 vagens por planta, 2,5 graos por vagens, 18,2 g de
P100, produtividade de 5,3 t ha! (88,8 sacas de 60 kg ha), 39,3% de proteina e
17,7% de 6leo no grdo. Enquanto as plantas sob T1 foram inferiores aos demais
tratamentos, com 28,1 vagens por planta, 2,2 graos por vagem, 16,8 g de P100,
produtividade de 4,4 t ha't (73,3 sacas de 60 kg ha), 32,3% de proteina e 16,9% de
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6leo no grdo. O T4 representou ganho de 17% de produtividade, em toneladas por
hectare, comparado ao T1.

Figura 18 - Numero de vagens por planta (NV) (A), nimero de gréos por vagem (NG vagem™)
(B), peso de 100 gréos (P100) (C), produtividade (D) e porcentagem de proteina e 6leo no gréo
(E) em plantas de soja submetidas a aplicacdo de biofertilizantes. Médias seguidas das
mesmas letras ndo diferem entre si segundo teste de Tukey, a 5% de probabilidade — Botucatu,
SP - 2020
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5 DISCUSSAO

5.1 Trocas gasosas

Em geral, as plantas apresentaram comportamento semelhante em relacao as
trocas gasosas nos estadios V3 e V4. O T1 foi Unico a se diferenciar dos demais
tratamentos em todas as variaveis analisadas com valores inferiores, exceto na E,
em que os valores foram superiores em ambos os estadios (Figuras 2 e 3).

As plantas tratadas apenas com Bradyrhizobium no TS (T1) ndo foram
eficientes em A como as plantas que receberam associacdo de Bradyrhizobium +
biofertilizante (T2) ou apenas biofertilizantes (T3 a T6) no TS, além de apresentarem
menor gs e Ci. O biofertilizante Nitrostarter®, utilizado no TS, possui em sua
formulacdo cobalto e molibdénio, micronutrientes essenciais as bactérias fixadoras
de N por estarem diretamente relacionados ao processo bioquimico da fixacédo
(BERGERSEN; TURNER, 1967; CORTESE et al., 2019, SANTACHIARA, et al.
2019), e substancias humicas. Isso pode ter favorecido a atuacdo das bactérias
fixadores de N, estimulando a A nas plantas, pois alguns autores associam aumento
na taxa fotossintética das plantas a necessidade em sanar as reservas dos nodulos
(BULEGON et., 2016; KASCHUK et al., 2009; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Nos tratamentos sem inoculagdo com Bradyrhizobium (T3, T4, TS5 e T6), o
efeito do biofertilizante pode ter ocorrido sobre a populacdo de bactérias fixadoras
de N ja presentes no solo. De acordo com Barbaro et al. (2009) e Pavanelli e Araujo
(2009), em solos cultivados existe a acdo de populacdes de Bradyrhizobium ja
existentes no sistema, com estirpes eficientes e em niumero adequado. Além disso,
alteracdes induzidas pelo uso de substancia humicas em genes envolvidos no
processo fotossintético e metabolismo do sulfato, resultaram em maior taxa liquida
de fotossintese e producéo agricola (CANELLAS et al., 2015).

Outro fator a ser considerado € o efeito promotor de crescimento do
biofertilizante Phylgreen Gemma®, com extrato de algas marinhas e aminoacidos
em sua formulacdo. Os carboidratos, proteinas e outros compostos presentes no
extrato de algas aplicado em TS aceleram a germinacdo e melhoram o vigor das
plantulas, refletindo posteriormente no crescimento e desenvolvimento das plantas
(IBRAHIM, 2016; SUPRAJA et al., 2020). Dong et al. (2020), ao aplicar
bioestimulante a base de extrato de algas e micronutrientes no solo apés transplante

de mudas de tomate e morango, relataram 55% e 39% de incremento na taxa
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fotossintética, respectivamente, comparado ao tratamento controle. Os autores
também reportaram ganho em didmetro e volume de raiz e crescimento da parte
aérea. Produtos a base de extrato de algas podem conter alguns compostos
capazes de estimular o crescimento da planta, melhorando a absorcdo de agua e
nutrientes e, consequentemente, favorecendo o desempenho fotossintético da
mesma (BULGARI et al.,, 2015; MATEUS-CAGUA; RODRIGUEZ-YZQUIERDO,
2019).

O uso de biofertilizantes em TS e nos estadios V3 e V4 conferiu as plantas de
soja maior A ao elevar a gs (Figuras 2A, 2B, 3A e 3B). Existe relacdo positiva entre o
aumento de gs e a entrada de COz2 no sitio de carboxilagdo da Rubisco, elevando a
eficiéncia de carboxilacdo, e consequentemente, contribuindo para a fotossintese
dessas plantas (MANAVALAN et al., 2009; MENDES et al., 2017). Nos estadios V3,
V4 e R1 as plantas manejadas no T1 apresentaram menores valores de A e maiores
de E, resultando em menor EUA (Figuras 2, 3 e 6). Ramos (2013) relaciona alta taxa
de assimilacdo de CO: e valores baixos de transpiragdo com elevada eficiéncia no
uso da agua. Melhorar a EUA é essencial para garantir maiores produtividades,
otimizando os processos fisioldgicos e metabdlicos nas plantas (FLEXAS, 2016; KU
et al., 2013). A adicado de Nitrostarter® e Phylgreen Gemma® no TS e aplicagdes
foliares de Aton Mo® em V3 e V4 contribuiram para elevar a EUA nas plantas de
soja.

No estadio de desenvolvimento R2, as plantas sob T1, T4, T5 e T6
apresentaram médias semelhantes de A, EUA e EC (Figura 7). O T1 recebeu
aplicacao foliar de Ca e B e os tratamentos T4, T5 e T6 receberam o fertilizante
Trafos Green Plus®, com alta concentracdo de Ca e B em sua formulacdo, no
estadio R1. A presenca desses nutrientes na aplicacdo foliar favoreceu a taxa de
assimilacdo do CO:2 nas plantas de soja. Ao incrementar os valores de A,
observados nas plantas desses tratamentos, elevou-se também a EUA e EC.

O efeito do boro na assimilacdo do CO: ainda ndo é bem esclarecido,
entretanto pesquisas evidenciam uma relagdo positiva entre adubacédo boratada e
aumento da taxa fotossintética das plantas. Fujiyama et al. (2019) observaram
maiores valores de A em plantas de soja quando se utilizou até 3 mg dm-2de boro e
Li et al. (2017) relataram queda da fotossintese com deficiéncia de B em plantas de
algoddo. A aplicacdo de boro em concentracbes adequadas desempenha papel

importante na estrutura da parede celular e influencia processos relacionados a fase
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fotoquimica da fotossintese (KASTORI et al., 1995; TAVALLALI, 2017). Em relagéo
ao calcio, é um nutriente conhecido por ser componente estrutural do fotossistema
(PSIl) e possuir funcdo na oxidacdo da agua pelo PSII (HOCHMAL et al., 2015).
Liang et al. (2009) relataram ac&o do Ca nas trocas gasosas em plantas de pepino,
onde as mesmas foram tratadas com CaCl e apresentaram maior tolerancia ao
estresse por luminosidade sub 6tima, com menores quedas na taxa de assimilacao
de COz2 e na atividade da enzima Rubisco.

As plantas sob os manejos de T1, T5 e T6 em R3 foram inferiores aos demais
tratamentos nos valores de A, gs e EC, além de apresentarem maiores médias de Ci;
(Figura 8). A aplicacéo foliar dos biofertilizantes Phylgreen Electra® e Pumma® em
T5 e T6, no estadio R2, estimulou o fechamento estomatico e prejudicou a taxa
fotossintética das plantas. Menores valores de EC associados a maiores de C;
refletem alterac6es bioquimicas no aparato fotossintético e queda na atividade da
enzima Rubisco (POMPELLE et al., 2010; ZHANG et al., 2016a).

As plantas sob T2 receberam duas aplicacdes foliares com Phylgreen
Electra® e Pumma®, sendo a primeira em R1 e a segunda em R3. Quando
realizadas as avaliac6es de trocas gasosas nas plantas de soja em estadio R2, ndo
foi possivel verificar efeito benéfico desses produtos apo6s a primeira aplicagdo, com
menores médias de A, EUA e EC nas plantas de T2 (Figura 7). Entretanto, na
avaliacdo em R5 as plantas do T2 apresentaram satisfatorios valores de A, gs e EC
(Figura 9). Assim, a melhor agao dos biofertilizantes Phylgreen Electra® e Pumma®
€ quando sao aplicados nas plantas de soja em estadio R3.

A acédo de biofertilizantes a base de extrato de algas € variavel de acordo com
a espécie, estadio de desenvolvimento das plantas e doses (DU JARDIN, 2015;
KOCIRA et al., 2018b). O extrato de Ascophyllum nodosum, presente no
biofertilizante Phylgreen Electra®, quando usado no momento correto contribui para
melhorar a capacidade de trocas gasosas nas plantas. O extrato € capaz de
estimular vias metabdlicas, provocando alteracdes fisioldgicas e bioquimicas nas
plantas (CRAIGIE, 2011; SALVI et al., 2019). Salvi et al. (2019), ao avaliarem o
efeito do extrato de A. nodosum sobre Vitis vinifera, observaram incremento de 59%
de A e 57% de gs quando aplicado durante a maturacéo, comparado a aplicagdes 15
dias ap6s a poda.

O biofertilizante Pumma® contém 27% de P, nutriente integrante do

metabolismo fotossintético das plantas, com papel fundamental na formacédo de
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ATP, sendo retratado reducdo na fotossintese, na condutancia estomatica e na
atividade da enzima Rubisco em baixo suprimento de P (CARSTENSEN et al., 2018;
NEOCLEOUS; SAVVAS, 2019; PIETERS et al., 2001; TAIZ; ZEIGER, 2013). A dose
desse biofertilizante utilizada no T2 em R1 e R3 € o dobro da dose aplicada nos T5 e
T6 em R2. Alteracbes em doses, frequéncia de aplicacdes e estadios fenoldgicos
justificam respostas divergentes entre as plantas.

Em R5 as plantas dos tratamentos T2, T3 e T4 apresentaram médias
semelhantes estatisticamente nas variaveis A, Ci e EC (Figura 9). Valores de EC
superiores somados a menores C; indicam melhor funcionamento da enzima
Rubisco, refletindo em maior eficiéncia fotossintética nessas plantas. Entretanto, as
plantas do T4 sobressairam as demais nos valores de A e EUA. A combinagéo de
biofertilizantes utilizada nesse tratamento proporcionou as plantas de soja maior

eficiéncia em assimilar CO: e, consequentemente, no uso da agua.

5.2 Parametros de fluorescéncia

Os parametros de fluorescéncia da clorofila a séo utilizados para avaliar a
integridade do aparato fotossintético das plantas. O rendimento quantico efetivo do
PSII (F//Fm) indica qual a proporcdo de luz absorvida pela clorofila associada ao
PSII é utilizada na atividade fotoquimica. Nao houve diferenca estatistica entre os
tratamentos para F./Fn em nenhuma das avaliacdes e os valores médios ficaram
entre 0,5 e 0,63. Isso evidencia auséncia de danos fotoinibitérios no aparato
fotossintético das plantas.

As variaveis de fluorescéncia no estadio V3 nédo tiveram influéncia dos
tratamentos (Tabela 5). A ocorréncia de 47 mm de precipitacdo nos dias anteriores a
avaliagdo e temperatura amena de 23°C no momento da coleta dos dados (Figura 1)
pode justificar a auséncia de grandes variagcdes nas meédias, ndo evidenciando a
acao dos biofertilizantes aplicados no TS. O efeito de biofertilizantes é mais evidente
em plantas sob algum tipo de estresse, seja hidrico, nutricional, salino ou por
excesso de luminosidade (CRAIGIE, 2011; GONI et al., 2018; SPANN; LITTLE,
2011).

Os menores valores de ETR e rendimento quantico da conversao de energia
fotoquimica no PSII (¢1) observados nas plantas sob T1 nos estadios V4 e R1

(Figuras 4 e 10) demonstram eficiéncia fotossintética inferior nesse manejo,
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comprovado pelas menores médias de A (Figuras 3A e 6A). A reducdo na abertura
estomatica observada nas plantas desse tratamento no estadio V4 (Figura 3B)
prejudicou a cadeia transportadora de elétrons (PEREIRA et al., 2013) e a
conversao de energia fotoquimica no PSII (ANDRADE et al., 2019; YAN et al., 2011;
SINGH et al., 2015), ocasionando dissipacédo do excesso de energia luminosa, com
0 intuito de proteger o aparato fotossintético contra estresse oxidativo (RUBAN et al.,
2012; SANTANIELLO et al., 2017). O uso de Nitrostarter® e Phylgreen Gemma® no
tratamento de sementes e aplicacdes foliares de Aton Mo® em V3 e V4 contribuiram
para aumentar ¢u e ETR, elevando a capacidade fotossintética das plantas nos
tratamentos T2, T3, T4, TS5 e T6.

O rendimento quéntico de energia ndo regulada (¢no) corresponde a fracao
de energia dissipada no PSII na forma de calor e fluorescéncia (KLUGHAMMER,;
SCHREIBER, 2008). O coeficiente de quenching fotoquimico (q.) estima a fracao
aberta dos centros de reacdo do PSIlI e o rendimento quantico da conversao de
energia fotoquimica no PSII (¢i) corresponde a energia absorvida pelo PSII usada
na fracdo fotoquimica (Kramer et al., 2004). No estadio R2, plantas de soja sob o0 T2
apresentaram valores inferiores de q. e ¢u, associados a maior média de ¢no (Figura
11). Esse aumento na dissipacéo do excesso de energia luminosa esta associado a
inativacdo dos centros de reacdo do PSIl e queda na conversdo fotoquimica de
energia (GUIDI et al., 2019; KRAUSE et al., 1990; PEREIRA et al., 2013).

As plantas sob os tratamentos T1, T4, T5 e T6 apresentaram comportamento
semelhante no estadio R2, ja retratado nas variaveis de trocas gasosas, com médias
de qu, ¢n e ETR superiores aos demais tratamentos, além de valores inferiores de
¢no (Figura 11). A acdo do boro e calcio aplicados isolados em T1 e contidos na
formulacdo do fertilizante Trafos Green Plus® usado em T4, T5 e T6 aumentou a
abertura dos centros de reacdo no PSIl e o transporte de elétrons nas plantas de
soja, elevando o rendimento da conversdo de energia Iluminosa e,
consequentemente, a dissipacdo de energia em forma de calor foi menor. Han et al.
(2009) e Kastori et al. (1995) relataram queda na eficiéncia do PSIl e no transporte
de elétrons sob deficiéncia de boro em folhas de Citrus sinensis e girassol. O Ca por
sua vez esta relacionado ao conjunto de ions participantes do processo de oxidacao
da agua no PSII (HOCHMAL et al., 2015; NAJAFPOUR, 2011; WEBBER; GRAY,
1989).
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No estadio R3, as plantas sob T1, T5 e T6 apresentaram as menores medias
de ¢u e valores de NPQ superiores comparado aos demais tratamentos (Figura 12).
Nesse estadio os valores de g. foram iguais estatisticamente, ou seja, os centros de
reacdo do PSIl estavam abertos de maneira semelhante em todos os tratamentos.
Segundo Kramer et al. (2004), quando ha pouca variacdo em q., 0 aumento dos
valores de NPQ é induzido pela queda na eficiéncia da planta em converter energia
na fracdo fotoquimica. O fechamento estomatico, observado nas plantas desses
tratamentos (Figura 8B), reduziu a entrada de CO2 no cloroplasto e,
consequentemente, diminui a atividade da enzima Rubisco, resultando em queda na
conversdo de energia fotoquimica no PSII (CAl et al., 2010; JIN et al., 2006). Como
protecdo ao aparato fotossintético, as plantas ativaram a dissipacdo do excesso de
energia luminosa (SANTANIELLO et al., 2017). A aplicacao foliar dos biofertilizantes
Phylgreen Electra® e Pumma® em T5 e T6, no estadio R2, influenciou o fechamento
estomético das plantas, resultando em menor eficiéncia fotoquimica das mesmas.

As plantas sob T2 e T4 apresentaram as maiores médias de ¢u e ETR em R5,
apesar de nédo diferirem de T3 e T5 (Figura 13). Assim como nos parametros de
trocas gasosas, as plantas sob T2 recuperaram a eficiéncia fotossintética apos
aplicacao de Phylgreen Electra® e Pumma® em R3, se igualando ao T4. Salvi et al.
(2019) relataram aumento da eficiéncia fotoquimica quando utilizado extrato A.
nodosum e Neocleous e Savvas (2019) observaram melhorias na conversao de
energia luminosa no PSIl e na taxa de transporte de elétrons apds suprimento
adequado de P, sendo ambos componentes dos biofertilizantes citados acima.

A combinacdo de aplicacGes foliares do T4 aumentou a transferéncia de
energia dos pigmentos do complexo antena para o centro de reacdo do PSII e,
consequentemente, elevou a eficiéncia da fase fotoquimica da fotossintese no
estadio R5.

5.3 Avaliacfes bioquimicas

Pigmentos cloroplastidicos
Os pigmentos cloroplastidicos possuem importante funcdo na fotossintese
das plantas. As clorofilas a e b absorvem a energia luminosa, transferindo-a aos

centros de reacéo dos fotossistemas e os carotenoides, por sua vez, agem como um
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filtro fotoprotetor, absorvendo o excesso de energia luminosa e evitando a
fotooxidagéo.

N&o houve diferenca estatistica entre as médias dos tratamentos para teores
de clorofila e carotenoides em nenhum dos estadios de desenvolvimento da soja
avaliados (Tabelas 7, 9, 16, 17, 18 e 19). Alteracbes nos teores dos pigmentos
cloroplastidicos estdo relacionadas ao desequilibrio entre suas sintese e
degradacédo, sendo essa degradacao causada por estresse fotooxidativo (BLIND et
a., 2018; HALLIK et al. 2012; SILVA et al. 2015). VariacGes nas condicfes climaticas
durante o cultivo da soja e acdo dos biofertilizantes utilizados n&o foram suficientes
para causar alteracdes nos teores de clorofila e carotenoides das plantas.

Enzimas antioxidantes e peroxidacao de lipidios

A reducdo do O:2 resulta em espécies reativas de oxigénio (ERRO), dando
origem a superoxido (02 «-), peroxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxil (OH¢),
capazes oxidar membranas celulares, lipidios, proteinas e &cidos nucléicos e
prejudicar varios processos metabdlicos dentro de planta (ZENG et al.,, 2019).
Quanto mais eficiente for a desintoxicacdo das moléculas de ERRO, menores seréo
os danos causados as células (GRATAO et al., 2005). Em condices fisiologicas
normais o balanco de ERRO é dinamico, variando entre producdo e remocao.
Quando ocorre desequilibrio na atividade de antioxidantes, prejudicando a
eliminacdo das moléculas de ERRO, se d& o estresse oxidativo (FOYER; NOCTOR,
2003; ZHANG et al., 2016Db).

A defesa antioxidante pode ser qualquer substancia capaz de atrasar, renovar
ou prevenir danos oxidativos, sendo as enzimas SOD, CAT, POD e APX
antioxidantes envolvidos no mecanismo de eliminacdo dos radicais livres,
protegendo as células desses danos (CHANDER e KAPOOR, 1990; MITTLER 2002;
RESENDE et al., 2003; SHARMA et al.,, 2012). O estresse oxidativo resulta em
peroxidacao lipidica das membranas celulares, dando origem ao MDA (BECANA et
al., 2000; ZENG et al., 2019).

A atividade das enzimas antioxidantes e peroxidagéo lipidica ndo diferiram
entre as médias dos tratamentos em V3 (Tabela 8). Alguns autores néo
comprovaram efeito benéfico no uso de biofertilizantes, pois as plantas nem sempre
respondem, existindo grande relacdo com as variaveis climaticas (BEYZI; GURBUZ,
2020; COELHO et al., 2019; AGUIRRE et al., 2009; KUNICKI et al., 2010).
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Em V4 as plantas sob T3, T4, T5 e T6 apresentaram maiores niveis de SOD e
POX em ralacdo as plantas sob T1l e T2 (Figura 5). O uso de Nitrostarter® e
Phylgreen Gemma® no TS estimulou a atividade de enzimas antioxidantes no
estadio V4, contribuindo para menores valores de MDA nesses tratamentos.
Sementes tratadas com biofertilizantes produzem plantas com maiores niveis de
enzimas antioxidantes (NEMAHUNGUNI et al.,, 2019; SHARMA et al. 2014). De
Saeger et al. (2020), ao compararem 0s niveis de MDA em plantas com e sem
extrato de A. nodosum, relataram reducao de 30% com extrato. Os mesmos autores
verificaram ativagéo das enzimas antioxidantes em plantas tratadas com extrato de
algas, evitando assim danos oxidativos. Vasconcelos et al. (2009) trataram
sementes de soja e milho com bioestimulante a base de substancias humicas, e
observaram maior atividade de enzimas antioxidantes até 60 dias ap6s a
semeadura. Pizzeghello et al. (2001) relataram aumento consideravel na atividade
de POX em plantas tratadas com substancias humicas.

A atividade da enzima CAT foi superior nas plantas sob os manejos T3, T4,
T5 e T6 no estadio R1, além disso, as plantas sob T1 apresentaram média inferior
de CAT e superior de peroxidacao lipidica (Figura 14). As plantas sob os
tratamentos T3 ao T6 receberam aplicagcdao foliar de Aton Mo® em VA4,
bioestimulante com P20s e aminoacidos em sua formulacao, aliviando um possivel
estresse devido a queda de 50% na precipitacdo durante a semana da avaliagdo (02
de fevereiro de 2018, figura 1). Tariq et al. (2018) associaram aplicacdo de fosforo a
melhora no teor de agua relativo das folhas e na taxa fotossintética de plantas
submetidas a restricdo hidrica, refletindo em aumento dos mecanismos
antioxidantes e niveis reduzidos de peroxidacdo lipidica. O uso de aminoacidos
exdgenos estimula os mecanismos de defesa das plantas contra estresses
oxidativos, através da reducdo de radicais livres e osmoprotecdo, além disso,
possuem papel fundamental na sinalizacdo da resposta ao estresse e no
metabolismo secundario das plantas (CALVO et al., 2014; COLLA et al.,, 2015;
KOCIRA et al., 2018b; GILL; TUTEJA, 2010; HILDEBRANDT et al., 2015).

As plantas sob T4, T5 e T6 receberam aplicacéo foliar de Trafos Green Plus®
e Delfan Plus®, fertilizante mineral e biofertilizante com aminoacidos,
respectivamente, em sua formulacdo no estaddio R1 e, quando avaliadas em R2,
apresentaram maiores atividades de CAT e POX, além de baixos valores de MDA
(Figura 15). As plantas sob T1 apresentaram baixa atividade enzimética e valor



84

superior de MDA, evidenciando a existéncia de algum fator estressante no estadio
R2. Com aplicacao desses dois produtos ocorre o fornecimento de N, Ca, B e Mn,
nutrientes com acao sobre atividade de enzimas antioxidantes (AHMAD et al., 2019;
CHEN, 2020; ERINLE et al., 2016; REZAEE et al., 2013; RIAZ et al., 2018; SIM et
al., 2019).

Teixeira et al. (2017) observaram aumento na atividade de enzimas
antioxidantes em plantas de soja apés aplicacdo foliar de glicina, cisteina,
fenilalanina e glutamato. Os autores correlacionam esses resultados a capacidade
dos aminocidos em sinalizar possiveis estresses, sendo pequenas doses
suficientes para ativar as enzimas antioxidantes. Entretanto, mesmo com menores
valores de atividade da CAT e POX, as plantas sob T2 e T3 foram eficientes em
eliminar as moléculas de ERRO, apresentando baixos niveis de MDA.

No estadio R3 as plantas sob T5 e T6 apresentaram maior atividade da
enzima CAT e estiveram entre as maiores médias de POX (Figura 16). Segundo
Miura e Furumoto (2013), a queda na fotossintese reduz a cadeia transportadora de
elétrons, aumentando a producdo de ERRO. A aplicacdo foliar com Phylgreen
Electra® e Pumma® estimulou a producdo de enzimas antioxidantes, reduzindo os
niveis de MDA nas plantas desses tratamentos. Fato ndo ocorrido com as plantas
sob T1, que apresentaram baixa atividade de enzimas antioxidantes e elevada
peroxidacao lipidica.

No estadio R5 as plantas sob T1 apresentaram menor atividade das enzimas
CAT e POX e maiores niveis de MDA (Figura 17). De forma geral, o uso de
biofertilizantes em varios estadios da cultura da soja elevou a atividade das enzimas
antioxidantes em R5, reduzindo os niveis de peroxidacdo lipidica e prevenindo
danos causados por possiveis estresses as plantas. Os biofertilizantes ativam
mecanismos de defesa das plantas, aumentando a atividade das enzimas e
compostos antioxidantes, dessa forma as plantas apresentam maior tolerancia a
estresses durante o ciclo de vida e melhoram seu desenvolvimento (BASAK, 2008;
CALVO et al., 2014; SZPARAGA et al.,, 2018; NAVABPOUR et al., 2003). Kocira
(2019) relata consideravel aumento na atividade antioxidante e produtividade de soja

apos aplicacgéo foliar de bioestimulante a base de aminoéacidos.



85

Aminoacidos totais

As plantas sob T3, T4, T5 e T6 apresentaram as maiores concentragcoes de
AA no estadio R1 (Figura 14). Isso pode ser explicado pelo fato das mesmas terem
recebido aplicacdo foliar do biofertilizante Aton Mo®, composto por minerais e
aminoacidos, em V4. O mesmo ocorreu com as plantas sob T4, T5 e T6 em R2
(Figura 15), que receberam Delfan Plus® no estadio anterior, biofertilizante com
elevada concentracdo de aminoacidos. Dabbaghi et al. (2018) relataram aumento na
concentracdo de aminoacidos totais nas folhas de oliveiras ap0s quatro aplicacdes
foliares de bioestimulante a base de aminoacidos.

A aplicacédo foliar em R2 dos biofertilizantes Phylgreen Electra® e Pumma®
em T5 e T6 ndo foi eficiente em elevar os niveis de aminoacidos totais nas folhas de
Soja, igualando-se ao T2 e T3 em R3, e apenas ao T3 em R5 (Figuras 16D e 17D).

Nos estddios R3 e R5, as plantas sob T4 sobressairam aos demais
tratamentos em relagdo a concentracdo de AA. A combinagdo de biofertilizantes
utilizados nas plantas em T4 foi a mais eficiente em incrementar a producédo de

aminoacidos totais nas folhas de soja em estadios de granacgéao.

5.4 Componentes produtivos

O uso de biofertilizantes em véarios estadios fenolégicos da soja contribuiu
para incremento nos componentes produtivos e na qualidade de gréos, evidenciado
pela inferioridade do T1 (Figura 18). Apesar de nao diferir estatisticamente dos T2,
T3, T5 e T6, as plantas sob T4 apresentaram maiores médias de NV, NG Vagem™,
P100, produtividade e % Oleo. Entretanto deve ser destacado a superioridade das
plantas sob T4 em relacdo a % de proteina, com 18% a mais comparado as plantas
do T1.

A combinacéo de biofertilizantes utilizados nas plantas do T4 durante o ciclo
da cultura, possibilitou-as manter elevadas taxas de assimilacdo do COzq,
condutancia estomética, eficiéncia de carboxilagdo e uso da agua em todas as
avaliacoes. Nao apresentaram danos no aparato fotossintético e interferéncia na
fase fotoquimica da fotossintese, além de baixa peroxidacéo lipidica, evidenciando
pouco estresse oxidativo. O desenvolvimento superior dessas plantas, em relagéao

aos demais tratamentos, garantiu maiores niumeros de vagens por planta e graos
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por vagem, grdos de maior massa e, consequentemente resultaram em incremento
de 17% em produtividade.

Kocira et al. (2018b) aplicaram bioestimulante a base de extrato de A.
nodosum e aminoacidos em trés variedades de soja, e verificaram aumento de até
27% em produtividade e 15% em proteina nos graos. Jasim e Obaid (2014)
relataram incremento em peso seco de vagem, numero de graos por vagem, P100,
produtividade e proteina nos graos de feijdo com o uso de biofertilizante a base de
algas, enriquecido com nutrientes. Karthikeyan e Shanmugam (2016) relataram
ganho de até 52% na produtividade ao utilizar bioestimulantes a base de algas em
varias culturas.

Os biofertilizantes sdo capazes de elevar a sintese ou atividade de horménios
e enzimas, estimular o crescimento do sistema radicular, melhorar captacao,
translocacéo e utilizacdo de agua e nutrientes, além de influenciar varios processos
metabdlicos na planta, contribuindo para o seu crescimento e produc¢do. Entretanto,
sua acao é variavel e depende de fatores ambientais, espécie vegetal, estadio de
crescimento, composicdo e concentracdo do produto e dose aplicada (CALVO et al.,
2014; DU JARDIN, 2015; KOCIRA et al., 2018b; SALVI et al., 2019). Nesse trabalho
ficou evidente a necessidade de se conhecer o momento de aplicagédo dos produtos,

possiveis associagdes entre eles e as melhores doses.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A associacado de biofertlizantes a base de nutrientes, extrato de algas e acidos
hamicos no tratamento de sementes de soja garante plantas com elevada taxa de
assimilacdo do COg, eficientes em carboxilcdo, no uso da 4gua, em conversédo de
energia fotoquimica, no transporte de elétrons e na atividade de enzimas
antioxidantes, durante os estadios iniciais de desenvolvimento.

A aplicacéo foliar de biofertilizantes com boro e célcio em sua formulacéo, no
estadio R2 da cultura da soja, promove incremento na taxa fotossintética, no uso da
agua, na abertura dos centros de reacdo e na eficiéncia em conversdo de energia
fotoquimica no PSII, além de contribuir para menores danos relacionados a
peroxidacao lipidica nessas plantas

O bioestimulante Aton Mo® apresentou efeito benéfico sobre as trocas
gasosas, fluorescéncia da clorofila a e metabolismo antioxidante das plantas de soja,
além de contribuir para maiores concentracdes de aminoacidos totais nas folhas. O
mesmo pode ser aplicado nos estadios V3 ou V4, em associacdo com Pumma® ou
Mn.

A melhor forma de uso da associacdo dos biofertilizantes Phylgreen Electra®
e Pumma® na cultura da soja € aplicacdo foliar em duas fases fenoldgicas, sendo
uma no estddio R1 e outra em R3, nas doses de 1 L ha' e 1 kg hal,

respectivamente.
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7 CONCLUSAO

A combinacdo dos produtos Nitrostarter® e Phylgreen Gemma® no
tratamento de sementes e aplicacGes foliares de Aton Mo® e Mn em V4, além de
Trafos Green Plus® e Delfan Plus® em R1 contribuiu para a eficiéncia do aparato
fotossintético e do metabolismo antioxidante de plantas de soja, proporcionando

incrementos em produtividade e qualidade dos gréos.
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