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RESUMO

SCHNEIDER, Julia Renata. Bioquimica e fisiologia da soja em ambiente protegido sob
variacdes de déficit hidrico, xenobiotico e bioestimulante. 91 f. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia) — Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo, 2019.

Estresse por déficit hidrico é o de principal ocorréncia e que mais afeta o desenvolvimento das
plantas. A aplicagdo de fungicida protege as plantas, mas pode acarretar em estresse oxidativo por
ser um xenobiotico, composto estranho a planta. Em condi¢des de campo, as plantas estdo
expostas a combinagdes de estresses bidticos e abidticos, como pode ser o caso do déficit hidrico
combinado com a aplicagdo de fungicida. O desafio da pesquisa cientifica ¢ caracterizar estes
processos e criar estratégias de manejo para mitigar o efeito metabdlico e econdmico. Ainda, para
minimizar os impactos destes estresses, vem se destacando o uso de produtos bioestimulantes,
que atuam induzindo as defesas das plantas. Assim, o objetivo deste estudo ¢ avaliar os efeitos
interativos na bioquimica e fisiologia de plantas de soja submetidas simultaneamente a aplica¢ao
de fungicida e a condi¢des de déficit hidrico, e a possivel atenuacdo de danos as plantas pela
aplicacdo de bioestimulante, em ambiente protegido. Foram avaliados alteragdes bioquimicas e
fisiologicas em plantas de soja submetidas a restricdo de agua durante oito, seis, quatro e dois dias
sem irrigacdo (oito potenciais da agua do solo diferentes: -0,2286; -0,0332; -0,0245; -0,0164; -
0,0074; -0,0029; -0,0018; -0,0008 MPa), aplicagdo de xenobidtico e bioestimulante. Sintomas
visuais foram observados com relagdo a reducao na turgescéncia das plantas sob restri¢do de agua.
Também sob baixa disponibilidade de 4gua, o status hidrico foi prejudicado, assim como
diminuida a troca de gases, os pigmentos fotossintéticos ¢ o rendimento quantico do fotossistema
11, e aumentada a temperatura foliar. A produgao de peroxido de hidrogénio aumentou sob estresse
de déficit hidrico, ¢ a deteccdo in situ dessa espécie reativa mostrou alta eficiéncia do
bioestimulante na sua eliminagdo. Isso foi comprovado pela avaliagdo da concentragdo do
peroxido de hidrogénio nas células, a qual diminuiu pela aplicagao de bioestimulante, assim como
o superoxido. Danos de membrana de quase 70% foram observadas para as plantas sob menor
disponibilidade de 4gua. A peroxidacao lipidica foi aumentada em plantas sob baixos potenciais
da agua e sob aplicagdo de xenobidtico. A glutationa, componente do metabolismo antioxidante
ndo enzimatico, também foi aumentada nos menores potenciais da agua do solo. Assim, ¢ possivel
concluir que o déficit hidrico induziu ao estresse oxidativo, pelo aumento da producao de espécies
reativas de oxigé€nio, danos celulares e moleculares, indugdo do metabolismo de defesa
antioxidante, diminui¢do da troca de gases, do status hidrico e da eficiéncia fotossintética. A
aplicacdo de xenobidtico também causou alteracdes, mas com menor intensidade. Efeitos
deletérios as células foram mais pronunciados quando a aplicagdo ocorreu nas plantas submetidas
a condi¢do de baixa disponibilidade de 4agua do solo. Isso indica diferentes respostas para a
combinagdo de estresses. A aplicagdo de bioestimulante amenizou os efeitos do déficit hidrico e
do xenobidtico. Algumas situacdes mostraram que o xenobidtico pode influenciar a agdo do
bioestimulante se aplicados concomitantemente.

Palavras-chave: 1. Disponibilidade hidrica. 2. Fungicida. 3. Metabolismo antioxidante. 4. Danos
moleculares e celulares. 5. Manejo.



ABSTRACT

SCHNEIDER, Julia Renata. Soybean biochemistry and physiology in protected environment
under variations of water deficit, xenobiotic and biostimulant. 91 f. Dissertation (Master in
Agronomy) — University of Passo Fundo, Passo Fundo, 2019.

Water deficit stress is the one of main occurrence and the one that most affects plant development.
Fungicide application protects plants, but can lead to oxidative stress because it is a xenobiotic,
compound strange to the plant. Under field conditions, plants are exposed to combinations of
biotic and abiotic stresses, such as combined deficit water and fungicide application. The
challenge of scientific research is characterize these processes and create management strategies
to mitigate metabolic and economic effects. Also, to minimize the impacts of these stresses has
been highlighted the use of biostimulant products, which act to induce plant defenses. Thus, the
objective of this study is to evaluate the interactive effects on the biochemistry and physiology of
soybean plants submitted simultaneously to fungicide application and water deficit conditions,
and the possible attenuation of plant damage by the biostimulant application, in a controlled
environment. Biochemical and physiological changes were evaluated in soybean plants submitted
to eight, six, four and two days without irrigation (eight different soil water potentials: -0.2286, -
0.0332, -0.0245, -0.0164, -0.0074, -0.0029, -0.0018, and -0.0008 MPa), xenobiotic and
biostimulant applications. Visual symptoms showed that under water deficit plants were wilted.
Also, under low water availability, was reduced water status, gas exchange, photosynthetic
pigments, quantum yield of photosystem II, and increased leaf temperature. Hydrogen peroxide
production was increased under deficit water stress and in situ detection of this specie showed
high efficiency of biostimulant in its elimination. This was evidenced by the concentration
evaluation of the hydrogen peroxide in cells, which decreased by biostimulant application, as well
as superoxide. Nearly 70% of membrane damage was observed for plants with less water
availability. Lipid peroxidation was increased in plants under low water potentials and under
xenobiotic application. Glutathione, component of the metabolism antioxidant non-enzymatic,
was also increased in lowest potentials of soil water. Thus, it is possible to conclude that water
deficit induced oxidative stress, by the increased production of reactive oxygen species, cellular
and molecular damage, and induction of antioxidant defense metabolism, reduction of gas
exchange, water status and photosynthetic efficiency. Xenobiotic application also caused
changes, but with less intensity. Deleterious effects on the cells were more pronounced when
application occurred in plants submitted to low availability of soil water. This indicates different
responses to the combination of stresses. The biostimulant application attenuated the effects of
water deficit and xenobiotic. Some situations have shown that the xenobiotic can influence the
biostimulant action, if applied concomitantly.

Key words: 1. Water availability. 2. Fungicide. 3. Antioxidant metabolism. 4. Molecular and
cellular damage. 5. Management.



SUMARIO

1 INTRODUCAO
2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Déficit hidrico
2.2 Xenobiotico
2.3 Bioestimulantes

2.4 Estresses combinados
3 MATERIAL E METODOS

3.1 Sujeito da pesquisa e local do experimento
3.2 Delineamento experimental e tratamentos
3.3 Procedimentos

3.3.1 Status hidrico da planta

3.3.2 Temperatura da folha

3.3.3 Pigmentos fotossintéticos
3.3.4 Rendimento quantico do fotossistema Il ¢ fluorescéncia total da clorofila
3.3.5 Extracdo enzimatica

3.3.6 Proteina

3.3.7 Espécies reativas de oxigénio
3.3.8 Danos oxidativos

3.3.9 Enzimas antioxidantes

3.3.10 Antioxidantes ndo enzimaticos
3.4 Analise estatistica

4 RESULTADOS

4.1 Sintomas visuais na turgescéncia
4.2 Status hidrico da planta

4.2.1 Potencial da agua da folha
4.2.2 Contetdo relativo de agua
4.2.3 Condutancia estomatica

4.3 Temperatura da folha

4.4 Pigmentos fotossintéticos

4.5 Rendimento quantico do FSII e fluorescéncia total da clorofila

4.6 Especies reativas de oxigénio: Superoxido e peroxido de hidrogénio

13
15

15
16
17
18

20

20
21
21

22
23
23
23
24
24
24
25
26
28
28
29

29
30

30
31
31

32
33
35
37



4.7 Dano de membrana

4.8 Malondialdeido

4.9 Superoxido dismutase

4.10 Catalase

4.11 Ascorbato peroxidase

4.12 Tidis ndo proteicos

4.13 Estimativas modelos de regressdo
4.14 Correlagoes

DISCUSSAO

5 CONCLUSOES

6 CONSIDERACOES FINAIS
REFERENCIAS

ANEXOS

Anexo I Locais de producdo de espécies reativas de oxigénio e sistemas de defesa.

APENDICE

Apéndice I Curva de reteng¢do da dagua da mistura solo + substrato.

41
42
43
43
44
45
45
48

50
68
70
71
87

89
90



1 INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merril] possui relevancia mundial, pois ¢ amplamente
utilizada para a alimenta¢cdo humana e animal. O seu cultivo pode ser influenciado por
diversas situagdes estressantes, causadas por fatores bidticos ou abiodticos. Dentre os
estresses abioticos, o déficit hidrico € o de principal ocorréncia, € 0 mais limitante para a
produtividade da cultura. Portanto, esse estresse hidrico ja foi amplamente estudado em
diversas culturas, incluindo-se a soja, e diversas alteragdes decorrentes desse estresse
foram elucidadas, assim como os danos causados nas plantas e a ativagdo dos mecanismos

de defesa.

Mecanismos de defesa podem também ser ativados pela aplicacdo de fungicida, o
qual protege as plantas da incidéncia de doengas, deixando-as mais saudaveis, permitindo
expressar seu potencial produtivo. Isso acontece, pois sem a incidéncia de doencas, as

folhas ficam fotossinteticamente ativas por um periodo mais prolongado.

No entanto, ndo podemos deixar de considerar que o fungicida ¢ uma molécula
aplicada exogenamente estranha a fisiologia da planta, e portanto ¢ um xenobiotico, e que

em determinadas situacdes podera também causar efeitos negativos.

A bioquimica e fisiologia também ja foram avaliadas em plantas submetidas a
aplicacao de fungicida, sendo que as respostas foram variaveis dependendo da cultura

avaliada e da molécula aplicada.

Outra pratica que vem sendo utilizada no sentido de maximizar a produtividade ¢
a aplicacao de produtos que tem a finalidade de amenizar estresses celulares, e torna-las

mais tolerantes as variagdes ambientais ¢ de manejo.



Dentre estes, os bioestimulantes se destacam como produtos aplicados
exogenamente que causam efeitos similares aos hormoénios da plantas, melhorando assim

o desempenho agrondmico das plantas.

No entanto, como a incidéncia de ocorréncias de estresse hidrico vem se
intensificando, e grande parte das alteragdes e rotas de defesa ja conhecidas, os
pesquisadores perceberam que precisavam entender o comportamento da planta no seu
local de produgdo, onde uma situagdo de estresse nao ¢ isolada, e sim combinada com

outros fatores estressantes.

Assim, as pesquisas se intensificaram em estudos com exposi¢ao concomitante a
mais de um tipo de situagdo desfavoravel, ou seja, estudos com estresses combinados.
Desta forma, como as condi¢des de campo, muitas vezes exigem que a aplicacdo de
fungicidas nas culturas ocorra simultaneamente numa condi¢do de restricdo hidrica, se

torna relevante saber os efeitos destes fatores combinados.

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos interativos na bioquimica e
fisiologia de plantas de soja submetidas simultaneamente a aplicacdo de fungicida e a
condicdes de déficit hidrico, e a possivel atenuacao de danos as plantas pela aplicacdo de

bioestimulante, em ambiente protegido.

As hipoteses do presente trabalho sugerem que plantas de soja submetidas a
estresses combinados de déficit hidrico e fungicida vao apresentar maior estresse
oxidativo, e portanto maiores danos, os quais poderdao ser amenizados nas plantas que

receberem a aplicacao de bioestimulante.

Julia Renata Schneider 14



2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Déficit hidrico

A cultura da soja € produzida mundialmente, e ¢ destaque no Brasil, sendo um dos
principais produtos produzidos pela agricultura, justificada pela sua importancia e
utiliza¢do na alimenta¢ao, humana ou animal. No Brasil, a produtividade desta cultura ¢
limitada principalmente pelo estresse hidrico (SENTELHAS et al., 2015). Apesar da
produtividade das culturas ser afetada por diversos tipos de estresse, bioticos ou abidticos,
o estresse hidrico ¢ considerado o de principal ocorréncia, e o que mais afeta
negativamente o desenvolvimento das culturas (ELDAKAK et al., 2013; HABIBI, 2014;
FARNESE et al., 2016; MA et al., 2017).

O estresse por déficit hidrico ocorre quando ha disponibilidade hidrica insuficiente
por periodos intermitentes ou continuos (TAIZ et al., 2017). De acordo com estes autores,
condic¢des de baixa umidade relativa do ar, mesmo com contetdo de d4gua adequado no
solo, podem também levar a déficit hidrico na planta, pois causam amplos gradientes de
pressao de vapor, por meio do qual ocorre perda de agua por transpiragao. Estas condigdes
acarretam no fechamento estomatico, reducdo na fotossintese (YANG et al., 2014;
CHAVARRIA et al., 2015), e consequentemente na redugdo da assimilagdo liquida de
carbono (FAROOQ et al., 2009).

A reduzida capacidade fotossintética faz com que ocorra liberagcdo do excesso de
energia de excitagao, favorecendo a producao de espécies reativas de oxigénio (HUANG
etal., 2013), através da cadeia transportadora de elétrons (NOCTOR et al., 2014). O efeito
nocivo destas espécies pode ser incrementado pela prejudicada atividade do sistema

antioxidante, causado por aumentos na temperatura das células (TAIZ et al., 2017).

Com relagdo a respiragdo das plantas frente a restri¢ao de dgua, as respostas ainda
nao estdo bem esclarecidas, tendo sido observados aumentos nas taxas de respiragao

(BARTOLI et al., 2005), nenhum efeito (GALMES et al., 2007) e até mesmo decréscimos

Julia Renata Schneider 15



(GALMES et al., 2007; MOHAMMADKHANI; HEIDARI, 2007; AYUB et al., 2011;
ESCALONA et al., 2012).

2.2 Xenobiotico

Aplicagoes de fungicida também podem afetar o processo fotossintético das
plantas (PETIT et al., 2012), causando alteragdes no seu metabolismo (VENANCIO et
al., 2003). Dentre essas alteragdes foram observados o decréscimo na taxa de fotossintese
e na condutancia estomatica das plantas (PETIT etal., 2012). A respiracao também sofreu
decréscimos com a aplicagdo de estrobilurinas (FAGAN et al., 2010). De acordo com
estes autores essa redugdo pode ser importante, uma vez que em condi¢des de estresse o
metabolismo de manutengdo ¢ aumentado, ¢ portanto, com a redugdo na taxa de

respiracdo, a planta reduz o desperdicio de energia com este metabolismo.

Alguns efeitos adicionais destas aplicagdes podem causar influéncia positiva,
como ¢ o caso dos fungicidas do grupo quimico das estrobilurinas que, além de outros
efeitos, sdo responsaveis por aumentar a concentracdo de acido abscisico nas células
(VENANCIO et al., 2003). Isto pode acarretar em controle da abertura estomatica e
melhor utilizagdo de 4gua em situagdes de estresses ambientais como a falta de dgua

(TAIZ et al., 2017).

Além disso, fungicidas podem induzir a formacgao de 6xido nitrico, que atua como
um mensageiro chave nas plantas (VENANCIO et al., 2003). O 6xido nitrico pode
contribuir para a percep¢ao de uma situacao de estresse, ¢ alertar para a planta o
acionamento de seus mecanismos de defesa, como, por exemplo, 0os mecanismos
antioxidantes (KANUNGO; JOSHI, 2014). Neste sentido, aumentos na atividade da
enzima nitrato redutase foram observados em plantas de soja que receberam a aplicagao

de estrobilurina (FAGAN et al., 2010).
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2.3 Bioestimulantes

As defesas das plantas podem ser induzidas ainda pela aplicagdo de produtos
bioestimulantes (DURANGO et al., 2013). A aplicagdo destes produtos pode resultar em
mudancas na composi¢do quimica, aumento na acumulagdo de biomassa, e até mesmo
incrementos em produtividade (KLAHOLD et al.,, 2006; MOTERLE et al., 2008;
ALBRECHT et al., 2012; DU JARDIN, 2015).

Estes produtos sdo eficientes em baixas doses, atuando em processos metabolicos
e fisiologicos, podendo aumentar a absorc¢ao e eficiéncia de nutrientes, e em condigdes
adversas, podem reduzir as perdas, pela minimiza¢do dos danos (DU JARDIN, 2015;
YAKHIN et al.,, 2017). Os bioestimulantes sdo, por isso, considerados estratégias

inovadoras para minimizar os impactos causados por estresses (UGENA et al., 2018).

Uma defini¢ao de bioestimulante proposta por Yakhin et al. (2017) € que se trata
de um produto de origem bioldgica que melhora a produtividade da planta através das
propriedades de constituintes complexos, € ndo apenas devido a presenga de nutrientes,

hormonios vegetais, reguladores de crescimento ou compostos protetores.

Sugere-se que incrementos de produtividade desencadeados por estes produtos
podem ser decorrentes de aumentos na fotossintese, no transporte de ions, na produgdo
de proteinas e aminoacidos (KHAN et al., 2009; PARADIKOVIC etal., 2011; YAKHIN
et al., 2017). Enquanto que os efeitos de prote¢do destes compostos frente a estresses
bioticos e abioticos seriam associados a reducdes na producao de espécies reativas de
oxigénio, ativagdo do sistema antioxidante de defesa e incrementos na producdao de
compostos fenolicos (ERTANI et al. 2013; YAKHIN et al., 2017). Assim, indica-se a
capacidade dos bioestimulantes em atuar como osmorreguladores, moléculas de
sinalizagdo e, moduladores da abertura estomatica (KAUFFMAN; KNEIVEL;
WATSCHKE, 2007).
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2.4 Estresses combinados

Apesar do estresse hidrico ser o estresse de ocorréncia mais frequente, e fungicidas
afetarem o processo fotossintético das plantas, estudos recentes tém justificado que, em
condi¢des de campo, as plantas ndo estdo expostas a um tipo de estresse isolado, mas sim
auma combinacao de estresses (ISLAM et al.,2016; ZANDALINAS etal.,2017). Assim,
embora o conhecimento sobre o desempenho da planta num ambiente com restrigao
hidrica ja esteja em boa parte consolidado, conhecer as respostas das plantas em
ambientes onde atuem multiplos estresses ainda precisa ser elucidada (FAROOQ et al.,

2009; PANDEY; RAMEGOWDA; SENTHIL-KUMAR, 2015).

Portanto, tradicionalmente as pesquisas eram direcionadas as respostas das plantas
a estresses isolados, o que se torna incompativel com as condigdes de campo da realidade
(ISLAM et al., 2016). Por isso, nos ultimos anos esforgos tem sido feitos para entender
as respostas das plantas a estresses combinados (MITTLER, 2006; ZANDALINAS et al.,
2017). Uma situacao de estresse combinado, quando ha a exposi¢do simultanea da planta
a condic¢oes diferenciadas de estresse, significa um novo estado de estresse, e para tanto
exige novos mecanismos ¢ diferentes vias de resposta de defesa (MITTLER, 2006; LI et

al.,2011; PANDEY; RAMEGOWDA; SENTHIL-KUMAR, 2015; ISLAM et al., 2016).

Estas vias de resposta podem estar relacionadas de forma sinérgica ou antagonista,
sendo que a combinacdo de seca com calor ou ataque de patéogenos, por exemplo, tem
interagdo potencialmente negativa (MITTLER, 2006). Mas existem combinagdes de
estresses que podem trazer efeitos benéficos as plantas, se comparados com os efeitos

causados por estes estresses isolados (MITTLER; BLUMWALD, 2010).

Plantas sob estresse tem seu crescimento prejudicado e sua produtividade
diminuida, e esses efeitos prejudiciais podem ser maximizados quando essas plantas
estiverem sob o efeito de diferentes estresses combinados (CAVERZAN; CASASSOLA;
BRAMMER, 2016). Estudos como o de Vile et al. (2012) mostraram que plantas sob o
efeito de dois estresses combinados podem ter seu processo de desenvolvimento

determinado pelo estresse mais severo que esta sendo exposta essa planta.
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Plantas de pepino quando expostas a estresse salino e infeccao fungica, isolados e
combinadamente, apresentaram diferentes estratégias de defesa (NOSTAR et al., 2013).
Assim como o estudo com Arabidopsis que demostrou um mecanismo de regulacdo

estomatico Unico para a combinacdo de estresse hidrico e alta temperatura

(ZANDALINAS et al., 2016).

Estresses de alta salinidade combinados com choque térmico afetaram o
metabolismo da planta de forma diferente, do que quando aplicados de maneira isolada
(LI et al., 2011). Plantas de Suaeda salsa L. sob esta combinag¢do de estresses tiveram
suprimida a fotossintese e induzidas proteinas relacionadas a produgdo de energia,
transporte de material e indugdo de sinal (LI etal., 2011). Estes autores sugerem que estes
resultados se devem a indug¢do de um programa genético unico, diferente daquele

induzido sob condi¢do de estresse isolado.

Plantulas de Brachypodium distachyon sob estresse osmotico € exposi¢do ao
cadmio combinados apresentaram maiores impactos no crescimento, mudangas
fisiologicas e estruturas das folhas, quando comparados com estes estresses isolados
(CHENG et al., 2018). Alguns estresses abioticos também podem ter seus impactos
agravados quando pela deficiéncia nutricional, uma vez que a energia e nutri¢do destas
plantas sdo importantes para a aclimatacao ao estresse e para fungdo de muitas enzimas
antioxidantes (ZANDALINAS et al., 2018). A eficiéncia do uso da 4gua, baseado na
assimila¢do liquida de carbono, foi outra variavel fortemente afetada em gendtipos de
trigo, quando expostos a estresses combinados de seca e alta temperatura (URBAN et al.,

2018).

Por outro lado, alguns estudos tem mostrado resultados positivos, em que efeitos
favoraveis foram observados quando estresses foram combinados, em comparagdo com
estresses isolados (IYER; TANG; MAHALINGAM, 2013; RIVERO et al., 2013;
PEREZ-LOPEZ et al., 2013; ZANDALINAS et al., 2018).

Por exemplo, plantas de arroz cultivadas sob condig¢des de estresse salino ou sob

aplicacao de 2,4-D tiveram maiores efeitos sob estes estresses isolados, do que em
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comparacao com estes estresses combinados, onde a aplicacdo do 2,4-D atua como

atenuador do estresse salino (ISLAM et al., 2016).

Plantas sob estresse de seca combinado com ataque de virus apresentaram
variabilidade na respiracdo foliar, sendo concluido pelos autores que esses ajustes
especificos no metabolismo respiratorio explicariam a manutengao do balango de carbono

e crescimento dessas plantas sob esses estresse combinados (AOU-OUAD et al., 2018).

3 MATERIAL E METODOS

3.1  Sujeito da pesquisa e local do experimento

Sementes de soja da cultivar Intacta RR2PRO 5958 foram semeadas em vasos
plasticos de 11 L contendo solo e substrato na propor¢ao de 2:1. A composi¢ao da mistura
solo e substrato apresentava as seguintes caracteristicas quimicas: 35,9% argila, 6,0 pH
em agua, 6,2 indice SMP, 37,1 mg/dm? fosforo, 132 mg/dm? potéssio, 4,5% matéria
organica, 12,1 cmols/dm? calcio, 2,4 cmol/dm® magnésio, 18,3 cmol./dm® CTC, 81%
saturagdo de bases, 24 cmol./dm?® enxofre, 0,4 cmol./dm? boro, 4,5 cmol./dm?® manganés,
4,02 cmole/dm? zinco, 1,35 cmol./dm? cobre. Comrelagdo a caracteristicas fisico-hidricas,

a densidade calculada para a mistura foi de 0,97 g/cm? e a porosidade total de 0,62 m*/m?.

Apds a emergéncia das plantulas procedeu-se o raleio, mantendo-se quatro
plantulas por vaso. Estas foram cultivadas em camara de crescimento nas condigdes de:
14 horas de luz, temperatura de 25+2 °C e densidade de fluxo de fotons de 300 umol/m?/s.
Durante o seu desenvolvimento as plantas receberam a mesma quantidade de agua, de
acordo com a necessidade, e quando atingiram o estadio de desenvolvimento V8, que € o
desenvolvimento do oitavo nd e representa a presenca da sétima folha trifoliolada
completamente desenvolvida (FEHR; CAVINESS, 1977), foram submetidas a diferentes

manejos de irrigacdo, para obtencdo de diferentes potencias da dgua do solo. Em cada
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vaso foi colocado 1 L de 4gua, e entdo manteve-se durante oito, seis, quatro e dois dias

sem irrigagao.

3.2  Delineamento experimental e tratamentos

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, com 32 tratamentos e trés
repeticoes. Estes foram provenientes de dois experimentos com quatro diferentes
potenciais da 4gua do solo cada, com e sem aplicacdo de fungicida e com e sem aplicagdo

de bioestimulante.

Experimento I. Os tratamentos foram: WY1= -0,0245 MPa (8 dias sem irrigagao);
V2= -0,0074 MPa (6 dias sem irrigacdo); ¥3=-0,0018 MPa (4 dias sem irrigacdo); V4=
-0,0008 MPa (2 dias sem irrigagao).

Experimento II. Os tratamentos foram: WY1=-0,2286 MPa (8 dias sem irrigagao);
V2= -0,0332 MPa (6 dias sem irrigacdo); Y3= -0,0164 MPa (4 dias sem irrigagdo); V4=
-0,0029 MPa (2 dias sem irrigagao).

Em ambos os experimentos foi realizada a aplicagdo de fungicida (FOX®) na dose
de 0,4 L/ha, e de bioestimulante (FOLTRON® Plus), na dose de 1 L/ha no momento em
que o solo atingiu estes potenciais da agua do solo. Composicdo fungicida: 150 g/L
trifloxistrobina, 175 g/L protioconazol e 775 g/L ingredientes inertes. Composicao
biostimulante: 10% nitrogénio total amoniacal, 20% fosforo, 5% potéassio, 100 ppm
magnésio, 80 ppm boro, 50 ppm cobre, 500 ppm ferro, 100 ppm manganés, 2 ppm
molibdénio, 500 ppm de zinco, 7,8 g/L acidos humicos, 2.750 ppm folcisteina ¢ 30 ppm

giberelinas.

3.3 Procedimentos

Quando a mistura de solo e substrato atingiu os potenciais da dgua do solo foi
realizada a aplicagdo dos produtos nos tratamentos correspondentes, ¢ 1 hora apos

iniciaram-se as avaliagdes fisioldgicas, enquanto que a coleta para as avaliagdes
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bioquimicas ocorreu 48 horas depois da aplicagdo. Para a aplicagdo utilizou-se uma barra
de pulverizagao pressurizada com CO», sendo o volume de aplicagdo de 150 L/ha e ponta

jato plano defletor (TT 11002).

Durante a conducdo do experimento, para a obtencao do teor de dgua da mistura
solo e substrato, foram coletadas duas amostras de cada tratamento, em profundidade no
vaso. A capacidade de retengdo de dgua foi determinada no final do experimento, quando
amostras com estrutura preservada foram coletadas, através de cilindros volumétricos.
Essas amostras foram entdo saturadas com agua e submetidas as tensdes matriciais de
0,01; 1; 6; 10; 100 e 300 kPa, utilizando funis de placas porosas e cimara de Richards.
Para obter o conteudo de agua retido em potenciais matriciais superiores, utilizou-se 10
amostras de solo deformadas colocadas em cdpsulas de metal, e determinacdo do
potencial matricial através do psicrometro de termopar do modelo WP4-T Dewpoint
Potential Meter (Decagon Device, 2000). Os resultados obtidos de umidade, em fun¢ao
do potencial da dgua foram ajustados ao modelo de Carducci et al. (2011) através da

equacao duplo van Genuchten (Apéndice I).

3.3.1 Status hidrico da planta

a) Potencial da dgua da folha

O potencial da agua da folha foi avaliado no 6° trifélio totalmente expandido
utilizando-se uma camara de pressdo de Scholander (Marca: Soil Moisture, Modelo:

3115).

b) Conteudo relativo de agua

O conteudo relativo de dgua da planta foi avaliado no 5° trifélio totalmente
expandido, de acordo com a metodologia proposta por Cavalcanti et al. (2004). Para
estimar o conteudo relativo de agua foram coletados 30 discos foliares de 1 cm, os quais
foram pesados. Entdo foram colocados em placas de Petri contendo dgua destilada, e

mantido por sete horas, a 25 °C sob luz de 300 umol m?/s. Apds esse periodo foram
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pesados novamente para a obtengdo do peso targido. Os discos foram entdo secos em
estufa de circulagdo de ar, em 60 °C até massa constante, quando foram pesados
novamente. O contetdo relativo de agua foi calculado através da equacdo: Conteudo
relativo de 4gua = (massa discos frescos — massa discos secos) / (massa discos targidos —

massa discos secos) * 100.

¢) Condutancia estomatica

A condutancia estomatica foi avaliada no foliolo central do 6° trifélio totalmente
expandido, com o auxilio de um porémetro foliar (Marca: Delta-T Devices, Modelo:

AP4).

3.3.2 Temperatura da folha

A temperatura da folha foi medida no foliolo central do 7° trif6lio totalmente
expandido através de um termometro digital infravermelho, com emissividade de 0,95

(Marca: RayTemp, Modelo: 8).

3.3.3 Pigmentos fotossintéticos

O conteudo de clorofila a, b e total foi estimado no foliolo central do 4° trifolio
totalmente expandido através de clorofilometro (Marca: Falker, Modelo: ClorofiLog).
Estes foram expressos pelo indice de clorofila Falker (ICF), que é um valor relativo do

conteudo de clorofila e é baseado em correlagdes de absorbancia e reflectancia.

3.3.4 Rendimento quantico do fotossistema II e fluorescéncia total da clorofila

A fluorescéncia da clorofila e o rendimento quantico do fotossistema II (FSII)
foram determinados no foliolo central do 4° trifélio totalmente expandido com a

utiliza¢do de um fluordmetro portatil (Marca: Fluorpen, Modelo: FP-100).
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3.3.5 Extracao enzimatica

O 8° e 9° trifolios totalmente expandidos foram cuidadosamente coletados e
imediatamente apds a coleta pesados, para obtencao da massa fresca. Apds isso, 0
material coletado foi macerado em solugdo tampao fosfato de potassio (pH 6,8), sendo
necessaria para homogeinizagao a utilizagdo de tampao em um volume de quatro vezes a
massa fresca e centrifugado a 3000 rpm e forca G de 250, durante 10 minutos. O
sobrenadante (extrato) foi pipetado em eppendorfs e armazenado em ultrafreezer em

temperatura de -80 °C (£ 2 °C) para a realizac¢do das andlises posteriores.

3.3.6 Proteina

A proteina do extrato enzimatico foi determinada de acordo com metodologia de
Bradford (1976). Foram adicionados em um tubo 300 pL de extrato e 3 mL de Bradford.
Esses tubos foram mantidos incubados no escuro durante 10 minutos. Apos isso
procedeu-se a leitura da absorbancia, em espectrofotometro a 595 nm. O calculo da
proteina foi realizado com base em equagdo obtida na curva utilizando padrdes de

albumina.

3.3.7 Espécies reativas de oxigénio

d) Superoxido

A concentragdo de superoxido (O2™) foi determinada de acordo com a metodologia
de Chaitanya; Naithani (1994). Foram realizadas duplicatas, sendo adicionados 100 pL
do extrato enzimatico a uma mistura contendo 100 mM de tampao fosfato de sodio (pH
7,2), 1 mM de dietilditiocarbamato de sodio, ¢ 0,25 mM de azul de nitro-tetrazdlio. A
absorbancia foi medida em espectrofotdometro, a 540 nm, durante trés minutos e a
concentra¢dao de O, determinada pela subtragao da absorbancia final (aos 3 minutos) pela

inicial (aos 0 segundos).
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e) Peroxido de hidrogénio

O conteudo de perdxido de hidrogénio (H20O») foi quantificado pelo método de
Loreto; Velikova (2001). A andlise realizou-se em duplicatas, em placa de Elisa, sendo
adicionados em cada pogo 50 puL de extrato enzimatico, 50 pL. de 1M de iodeto de
potéssio e 100 puL. de tampao fosfato de potassio (pH 7,0). A leitura da absorbancia foi
determinada em espectrofotdmetro, a 390 nm. As concentracdes de H,O» das amostras

foram estimadas a partir da multiplicacdao da absorbancia pelo fator de correcao 0,54.

A deteccdo in situ do H>O; foi realizada seguindo-se metodologia de Thordal-
Christensen et al. (1997). O 7° trifélio foi coletado cuidadosamente, e o foliolo central
deste foi colocado em tubos de ensaio contendo uma solu¢do de tampao 10 mM de MES
(pH 5,8) e DAB (tetraidracloreto de diaminobenzidina — 3.3’ diaminobenzidina). Os tubos
foram incubados em luz de 300 pmol/m?/s durante 12 horas. Apos esse periodo retirou-
se a solucdo dos tubos e acrescentou-se alcool 95%, e os tubos foram colocados em banho
maria a 100 °C por 10 minutos para remoc¢ao da clorofila. Apos esse periodo os foliolos
foram retirados dos tubos e fotografados. De acordo com os autores que propdem este
método, o DAB ¢ absorvido pelo tecido vivo da planta, e captura o H>O», ou seja o
composto polimeriza instantaneamente os locais de atividade com um polimero de
castanho avermelhado. Portanto, locais de presenca de H»O, foram registrados nas

fotografias, em colora¢do marrom-avermelhada.

3.3.8 Danos oxidativos

f) Dano de membrana

O dano de membrana foi avaliado no 6° trifolio totalmente expandido, a partir da
perda de eletrolitos, segundo metodologia de Cavalcanti et al. (2004). Destes trifolios
foram retirados 20 discos foliares de um centimetro, colocados em tubos falcon contendo
20 mL de agua deionizada. Estes foram mantidos sob agitacdo durante 12 horas, a 25 °C.
Apo6s isso foi realizada a avaliacio da condutividade hidraulica da agua, em

condutivimetro digital. Entdo, os tubos foram colocados em banho maria por uma hora, a
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95 °C, para a liberagao de todos os eletrolitos. Apos esse tempo, foram retirados, esfriados
e realizada a leitura da condutividade hidraulica novamente. O dano de membrana foi
calculado pela divisao da leitura inicial pela leitura final, e multiplicado por 100 para

transformagao em percentual.

g) Malondialdeido

A concentra¢dao de malondialdeido (MDA) estima a peroxidacao lipidica, a qual ¢
avaliada como indicadora de dano de membrana das células. Essa variavel foi
determinada seguindo a metodologia adaptada de Heath; Packer (1968), que faz a
quantificacdo das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) presentes no
tecido. Foram colocados em um tubo 400 pL de extrato enzimatico, e adicionados 100
pL de 4acido tricloroacético (TCA) a 10% e 500 uL de acido tiobarbiturico (TBA) a
0,67%. Esse tubo foi incubado em banho-maria a 100 °C durante 15 minutos, esfriado e
centrifugado a 2000 rpm e forga G de 250, durante 15 minutos. A absorbancia foi medida
em espectrofotdmetro, a 535 nm, e o conteudo de MDA calculado a partir da equacao

gerada pela curva padrdo com MDA.

3.3.9 Enzimas antioxidantes

h) Superoxido dismutase

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi determinada através da capacidade
da SOD em reduzir fotoquimicamente o azul de nitro-tetrazolio, pelo método de Del
Longo et al. (1993). Foram realizadas duplicatas, sendo adicionados 40 puL de extrato
enzimdtico em 960 pL de uma mistura contendo 50 mM de tampao fosfato de potéassio
(pH 7,8), 13 mM de metionina, 75 uM de azul de nitro-tetrazolio, 0,1 mM de acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e 2 uM de riboflavina. Este homogeneizado foi
mantido durante 10 minutos em 25 °C incubado sob a exposi¢dao de lampada de 15W.
Apos esse periodo, foi realizada a leitura em espectrofotometro, a 560 nm, a qual registrou
a producdo de azul de formazan, resultante da fotorrecuperagao do azul de nitro-tetrazolio

(GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). Um dos brancos foi mantido junto com as amostras
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incubado na luz (branco do claro), e o outro mantido no escuro, durante 10 minutos. O
valor obtido para as amostras foi subtraido do valor encontrado na subtracdo da leitura do
branco escuro pela leitura do branco do claro. Assim, uma unidade de SOD ¢ definida

como a quantidade de enzima necessaria para inibir a fotorredu¢do do azul de nitro-

tetrazolio em 50% (BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971).

i) Catalase

A atividade da catalase (CAT) foi determinada pela adaptacao do método proposto
por Cakmak; Marschner (1992) baseada na taxa de decomposicao do H»O,. Foram
realizadas duplicatas, sendo adicionados 50 pL de extrato enzimatico em 1950 uLL de uma
mistura contendo 50 mM de tampao fosfato de potassio (pH 6,8) e 20 mM de H.O,. A
reacao foi medida em espectrofotometro, a 240 nm por um minuto a 25 °C. A atividade
da CAT foi calculada pela subtracdo da absorbancia final (1 minuto) pela inicial (0
segundos), e dividida pelo coeficiente de extingdo de 36 M/cm (ANDERSON; PRASAD;
STEWART, 1995).

J) Ascorbato peroxidase

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi medida pela adi¢do de 25 pL de
extrato enzimatico em uma mistura contendo 50 mM de tampao fosfato de potassio (pH
6,8), 1 mM de H>O2 e 0,8 mM de ascorbato, de acordo com metodologia de Nakano;
Asada (1981). As leituras foram medidas em espectrofotdometro, a 290 nm pela taxa de
oxidagdo ascorbatica em um minuto, a 25 °C. A atividade da APX foi calculada pela
subtracdo da absorbancia final (I minuto) pela inicial (0 segundos), e dividida pelo

coeficiente de extingdo de 2,8 mM/cm.
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3.3.10 Antioxidantes nao enzimaticos

k) Tiois ndo proteicos

O contetdo de tiois ndo proteicos foi avaliado de acordo com método adaptado de
Griffith (1980). Foram colocados 500 pL de extrato enzimatico em um tubo, sendo
adicionados 500 pL de TCA a 10%. Colocados para centrifugar por 20 minutos a 2000
rpm e for¢a G de 250. Foram retirados 800 pL do sobrenadante e reagidos com 80 pL de
acido 5,5”-ditiobis-2-nitrobenzdico (DTNB). A absorbancia foi determinada em
espectrofotometro, a 412 nm e o conteudo de tidis ndo proteicos calculado com base na

equagao obtida pela curva gerada a partir de padrdes de cisteina.

34 Analise estatistica

Os dados de cada experimento foram submetidos a analise de variancia (ANOVA),
e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Equagdes de
regressdo e andlise de correlagdo também foram realizadas a 1, 5 e 10% de probabilidade

de erro.
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4 RESULTADOS

4.1 Sintomas visuais na turgescéncia

O déficit hidrico foi gradualmente induzido nas plantas de soja pela restri¢ao de

agua durante dois, quatro, seis e oito dias. Comparativamente com as plantas dois dias

sem irrigacao, as plantas com restricdo hidrica durante seis e oito dias mostraram-se

visualmente murchas, com perda da turgescéncia (Figura 1).

Figura 1 - Sintomas visuais observados na turgescéncia de plantas de soja submetidas a

diferentes potenciais da dgua do solo.
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4.2  Status hidrico da planta
4.2.1 Potencial da agua da folha

Os potenciais da agua na folha tiveram varia¢oes de -0,183 MPa, para o controle
até -0,258 MPa, xenobidtico + bioestimulante, no potencial da 4gua do solo de -0,0008
MPa (Figura 2). J& no potencial da 4gua do solo de -0,0245 MPa, a variacdo foi de -0,850
MPa, xenobidtico + bioestimulante, até -0,979 MPa, para as plantas tratadas com
xenobiotico, o que representa um aumento de 0,129 MPa pela adi¢do de bioestimulante.
O potencial da 4dgua das plantas sob o menor potencial da 4gua do solo, no primeiro
experimento (-0,0245 MPa) foi 75% inferior quando comparado aos demais tratamentos,

os quais nao diferiram entre si.

Figura 2 - Potencial da agua da folha de plantas de soja submetidas a diferentes potenciais
da 4dgua do solo.
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Fonte: Dados do autor.

Nota: Barras verticais representam + o desvio padrdo das amostras. * ** *** Modelos significativos a 10,
5 e 1% de probabilidade de erro, respectivamente.
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4.2.2 Conteudo relativo de agua

O conteudo relativo de d4gua das plantas com oito dias sem irrigagao diminuiu mais
de 55% quando comparado com as plantas que tiveram irrigacdo restrita durante quatro e
seis dias (Figura 3). Enquanto que essas atingiram um contetido relativo de agua 15%

inferior as plantas com irrigag¢ao cortada durante dois dias.

Figura 3 - Contetudo relativo de 4gua de plantas de soja submetidas a diferentes potenciais
da agua do solo e aplicagdo de bioestimulante.
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Nota: Conteudo relativo de agua das plantas no primeiro (A) e segundo (B) experimento. Barras verticais
representam + o desvio padrao das amostras. * ** *** Modelos significativos a 10, 5 ¢ 1% de probabilidade
de erro, respectivamente.

Como pode ser observado na figura 3A, a aplicacao de bioestimulante nao foi

efetiva para melhorar o status hidrico das plantas.

4.2.3 Condutincia estomatica

Maiores trocas gasosas foram observadas para as plantas submetidas ao potencial
da 4gua do solo de -0,0008 MPa, tendo estas apresentado valores de condutancia
estomatica 50% mais altos que as plantas dos demais potenciais da 4gua do solo (Figura
4). Neste potencial, as plantas tratadas com bioestimulante apresentaram um aumento de

0,3 vezes na condutancia estomatica, em comparacao ao controle.
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Figura 4 - Condutancia estomdtica de plantas de soja submetidas a diferentes potenciais
da agua do solo e aplicagao de bioestimulante.
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Fonte: Dados do autor.
Nota: As barras verticais representam + o desvio padrdo das amostras. * ** *** Modelos significativos a
10, 5 e 1% de probabilidade de erro, respectivamente.

As equagodes de regressdo também mostraram maiores propor¢des de aumento nas
trocas gasosas para as plantas tratadas com bioestimulante, em comparagao com as do
controle, sendo 59,27 mmol/m?/s de aumento a cada potencial da adgua do solo para o
bioestimulante, em comparac¢do com 33,22 mmol/m?/s para o controle. Ainda, ¢ possivel
observar que o modelo do tratamento bioestimulante parte de 20,34 mmol/m?/s, enquanto
que o controle parte de 16,06 mmol/m?/s, demonstrando a contribui¢do do bioestimulante

para maiores trocas gasosas.

4.3 Temperatura da folha

Para as plantas do controle aumentos na temperatura da folha sao percebidos com
a diminui¢do no potencial da dgua no solo. Assim, plantas de soja submetidas aos
potenciais da agua do solo de -0,0029, -0,0018 e -0,0008 MPa, apresentaram temperatura

da folha significativamente menores, aproximadamente 20 °C, quando comparados com
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as plantas dos demais potenciais, que enfrentaram mais dias de restri¢cao hidrica (Figura
5).

Figura 5 - Temperatura da folha de plantas de soja submetidas a diferentes potenciais da
agua do solo e aplicacdo de bioestimulante.

(A 220 - B3 -
22,5 - e
21,5 - L
N i 22,0 -
QO
<
= 21,0 1 21,5 1
£ N 2 *;
< 205 A 20 e
= STL e
g 20,5 % é -----
2204 7T Controle
£ ¢ 20,0 - o
= |t Bioestimulante
19,5 T T T T 1 19,5 T T T T T 1
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,00 004 008 0,12 016 020 0724
Potencial da 4gua do solo (-MPa) Potencial da 4gua do solo (-MPa)
y=-72,10x +19,86 R?= 0,85*** o Controle = -3,82x +20,37 R2= 0,48**

® Bioestimulante = -137x2 -33x +20,6 R2= 0,52%*

Fonte: Dados do autor.

Nota: Temperatura foliar das plantas no primeiro (A) e segundo (B) experimento. As barras verticais
representam + o desvio padrdo das amostras. * ** *** Modelos significativos a 10, 5 e 1% de probabilidade
de erro, respectivamente.

As plantas sob oito dias de restricdo de dgua apresentaram a maior temperatura
foliar (21,52 °C), 0,7 °C maior que plantas sem irrigagdo durante seis dias, € em média
1,7 °C maior que plantas sem irrigagdo durante dois e quatro dias. A aplicagdo de
bioestimulante aumentou a temperatura da folha até um patamar, e contribuiu para
diminuir a temperatura quando plantas foram expostas a baixa disponibilidade de dgua
(Figura 5B). De acordo com o modelo a temperatura aumenta até um ponto maximo de

potencial de agua no solo de -0,12 MPa, e depois diminui gradativamente.

4.4  Pigmentos fotossintéticos

Os pigmentos fotossintéticos foram influenciados negativamente pelo déficit
hidrico, sendo que, no segundo experimento, as plantas do potencial da agua do solo mais

baixo tiveram o contetido de clorofila a reduzido em mais de 6%, a clorofila b em 18% e
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a clorofila total em quase 10%, quando comparadas ao tratamento com maior

disponibilidade de agua (Figura 6).

A partir das equagdes de regressao geradas foi possivel observar o aumento de 8,8,

8,6 e 17,5 no indice de clorofila a, b, e total, respectivamente, para cada potencial da agua

do solo.

Figura 6 - Pigmentos fotossintéticos de plantas de soja submetidas a diferentes potenciais

da 4gua do solo.
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Fonte: Dados do autor.

Nota: (A) Clorofila a (B) Clorofila » (C) Clorofila total de plantas no segundo experimento. As barras
verticais representam + o desvio padrdo das amostras. * ** *** Modelos significativos a 10, 5 e 1% de
probabilidade de erro, respectivamente.

A aplicagdo de xenobiotico e bioestimulante contribuiu para diminuir em média
5% o conteudo de clorofila a, b e total das plantas de soja, no primeiro experimento

(Tabela 1). No segundo experimento, a clorofila b aumentou 8% quando as plantas

receberam aplicagdao de bioestimulante.

Tabela 1 - Pigmentos fotossintéticos de plantas de soja submetidas a aplicacdes de
xenobidtico e bioestimulante.

Experimento I Experimento II

Pigmentos Xenobiodtico Bioestimulante Bioestimulante
fotossintéticos COM SEM COM SEM COM SEM

Clorofila a 35,78B 37,13 A 35,18B 37,73 A - -

Clorofila b 10,29B 11,65A 1023B 11,71A 11,61 A 10,69B
Clorofila total 46,07B 48,78 A 4541 B 49,44 A - -

Fonte: Dados do autor. Letras maitsculas diferentes indicam diferenga significativa na linha, em cada
tratamento, para cada experimento, a 5% de probabilidade de erro, pelo teste de Tukey.
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4.5 Rendimento quantico do FSII e fluorescéncia total da clorofila

No experimento I, o rendimento quantico do fotossistema II (FSII) apresentou
comportamento linear para plantas do controle e tratadas com xenobidtico e
bioestimulante simultaneamente, tendo variacdes de 0,52 e 0,72, respectivamente para
cada uma destas situagdes para cada potencial da agua do solo (Figura 7A). Assim,
observa-se que quanto menor a disponibilidade de agua do solo, menor o rendimento

quantico do FSII.

Figura 7 - Rendimento quantico do FSII de plantas de soja submetidas a diferentes
potenciais da dgua do solo, aplicagdes de xenobidtico e bioestimulante.
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Nota: Rendimento quantico do FSII no primeiro (A) e segundo (B) experimento As barras verticais
representam + o desvio padrdo das amostras. * ** *** Modelos significativos a 10, 5 e 1% de probabilidade
de erro, respectivamente.

Potencial da 4gua do solo (-MPa)

O rendimento quantico do FSII, no experimento II apresentou comportamento
linear decrescente, sendo que diminuiu 13% nas plantas expostas ao potencial da dgua do

solo mais baixo, de -0,2286 MPa (Figura 7B), comparado aos demais potenciais.

As plantas do primeiro experimento tratadas com xenobidtico € com
bioestimulante apresentaram fluorescéncia total da clorofila com comportamento linear

decrescente (Figura 8A). Estas apresentaram variagdes na fluorescéncia de 43060 e
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45993, respectivamente a cada potencial da agua do solo. Isto mostrou que as plantas que

receberam essas aplicagdes apresentaram maior fluorescéncia nos potenciais mais altos.

Enquanto que, as plantas do controle nao diferiram com relacao a fluorescéncia da
clorofila entre os diferentes potenciais, e as que receberam a aplica¢do concomitante dos
dois tratamentos aumentaram a fluorescéncia no potencial mais negativo, a qual foi

aproximadamente 4% maior que os demais.

Figura 8 - Fluorescéncia total da clorofila de plantas de soja submetidas a diferentes
potenciais da dgua do solo, aplicagdes de xenobidtico e bioestimulante.
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Fonte: Dados do autor.

Nota: Fluorescéncia da clorofila no primeiro (A) e segundo (B) experimento. As barras verticais
representam + o desvio padrao das amostras. * ** *** Modelos significativos a 10, 5 ¢ 1% de probabilidade
de erro, respectivamente.

A fluorescéncia da clorofila, no segundo experimento, apresentou significancia
para as plantas do controle e para as tratadas com bioestimulante (Figura 8B), e
comportamento linear crescente. Observa-se a partir das equagdes de regressao que a cada
-1 MPa de potencial da agua do solo, a fluorescéncia aumenta 4152, enquanto que este
aumento € reduzido quando tratadas com o bioestimulante, sendo um aumento de 1767 a

cada -1 MPa.
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4.6  Espécies reativas de oxigénio: Superoxido e peréxido de hidrogénio

Com relagdo ao controle, as plantas submetidas ao potencial -0,0164 MPa
apresentaram a concentracdo de superdxido (O2™) 50% maior, comparadas com as dos
demais potenciais (Figura 9). De maneira geral, no segundo experimento, a aplicacdo de
xenobiotico contribuiu para aumentar a produgdo de O™, atingindo um maximo em -0,12
MPa. A concentragdo de O,™, no menor potencial da agua do solo, foi maior para a
aplicacao concomitante dos produtos. Este tratamento atingiu producao méaxima de Oz™

no potencial -0,14 MPa.

Figura 9 - Concentragao de superoxido em plantas de soja submetidas a diferentes
potenciais da agua do solo, aplicagdes de xenobiotico e bioestimulante.
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Fonte: Dados do autor.
Nota: As barras verticais representam = o desvio padrdo das amostras. * ** *** Modelos significativos a
10, 5 ¢ 1% de probabilidade de erro, respectivamente.

A concentragdo de perdxido de hidrogénio (H20:), no primeiro experimento

apresentou comportamento linear crescente, com um pico para as plantas que ficaram oito
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dias sem agua (-0,0245 MPa) (Figura 10). A cada unidade no potencial da 4gua do solo
(-1 MPa), a producao de H,O, aumenta 18,99 pmol/mg proteina.

Figura 10 - Conteudo de peroxido de hidrogénio em plantas de soja submetidas a
diferentes potenciais da dgua do solo.
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Fonte: Dados do autor.
Nota: As barras verticais representam + o desvio padrdo das amostras. * ** *** Modelos significativos a
10, 5 e 1% de probabilidade de erro, respectivamente.

Comrelagao a aplicagdo de bioestimulante, no experimento I, a aplicagdo contribui
para diminuir a produgdo das duas espécies reativas de oxigénio avaliadas, O>™ e H,O»
(Tabela 2). A aplicagdo de bioestimulante contribui para reducdes de 45% na producdo

de O,™ e mais de 25% na producdo de H>O».

Tabela 2 - Producdo de O>" (mmol/mg proteina/min) e H>O» (umol/mg proteina) em
plantas de soja tratadas com bioestimulante, no primeiro experimento.

Bioestimulante 0y~ H>0,
SEM 1,92 A 0,59 A
CcCoOM 1,05B 0,43 B

Fonte: Dados do autor.
Nota: Letras maiusculas diferentes indicam diferenga significativa na coluna, a 5% de probabilidade de
erro, pelo teste de Tukey.

A deteccdo in situ do H>O» mostrou que a producdo desta espécie reativa de

oxigénio foi maior para os potenciais menores, quando a planta enfrentava um déficit
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hidrico mais agressivo (Figura 11). Plantas submetidas ao potencial da dgua do solo -
0,0245 MPa foram as que apresentaram o maior nimero de pontuagdes de coloracdo

marrom, indicando haver portanto maior nimero de locais com presenca do H,O».
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Figura 11 - Detec¢do in situ do peroxido de hidrogénio em plantas de soja submetidas a diferentes potenciais da dgua do solo, aplicagdes de
xenobidtico e bioestimulante.
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Plantas tratadas com xenobioético, isolado ou em combinag¢ao com bioestimulante,

também apresentaram mais pontuagdes, demonstrando maior concentragdo de H>O» nas

células destas plantas.

A deteccao in situ do H,O, mostrou que o bioestimulante reduziu acentuadamente
as pontuacdes, indicando menor producdo de H»>O, em plantas tratadas com

bioestimulante.

4.7 Dano de membrana

O dano de membrana, no primeiro experimento, apresentou comportamento linear
crescente (Figura 12A), tendo aumento de 531 e 847%, para cada potencial da dgua do
solo, para plantas do controle e tratadas com bioestimulante, respectivamente. No
potencial mais negativo, o dano de membrana foi 50% maior, em comparagdo com 0s

demais potenciais da agua do solo.

Figura 12 - Dano de membrana em plantas de soja submetidas a diferentes potenciais da
agua do solo e aplicacdo de bioestimulante.
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Nota: Dano de membrana das plantas no primeiro (A) e segundo (B) experimento. As barras verticais
representam + o desvio padrao das amostras. * ** *** Modelos significativos a 10, 5 e 1% de probabilidade
de erro, respectivamente.

No segundo experimento, maior dano de membrana foi encontrado para plantas

submetidas ao potencial da agua do solo -0,2286 MPa (Figura 12B). Estas plantas



apresentaram quase 80% mais dano quando comparadas as plantas dos potenciais -00332,

-0,0164 e -0,0029 MPa, as quais ndo diferiram entre si.

4.8 Malondialdeido

O conteudo de malondialdeido (MDA) das plantas de soja sob restricio de agua
durante oito dias foi 45% maior, se comparado com o contetdo das plantas que ficaram
dois, quatro e seis dias sob déficit (Figura 13A). A regressdo ¢ linear crescente, sendo que

a cada -1 MPa, aumenta 1694 mmol/mg proteina de MDA.

Figura 13 - Conteudo de MDA em plantas de de soja submetidas a diferentes potenciais
da dgua do solo e aplicacao de xenobidtico.
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Nota: Conteudo de MDA das plantas no primeiro (A) e segundo (B) experimento. As barras verticais
representam + o desvio padrdo das amostras. * ** *** Modelos significativos a 10, 5 e 1% de probabilidade
de erro, respectivamente.

No segundo experimento, a aplicacdo de xenobidtico aumentou a peroxidagao

lipidica em plantas submetidas a potenciais baixos (-0,2286 MPa) (Figura 13B).

De acordo com a equagdo de regressao, um potencial da dgua do solo de -0,12
MPa seria responsavel por um maior grau de peroxidagao lipidica, quando plantas tratadas

com xenobiotico.
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4.9  Superoxido dismutase

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD), no primeiro experimento, foi
reduzida nas plantas submetidas ao déficit de agua mais severo (Figura 14). Plantas

tratadas com bioestimulante tiveram a atividade desta enzima reduzida.

Figura 14 - Atividade da superdxido dismutase em plantas de de soja submetidas a
diferentes potenciais da dgua do solo e aplicagdo de bioestimulante.
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Fonte: Dados do autor.
Nota: As barras verticais representam + o desvio padrdo das amostras. * ** *** Modelos significativos a
10, 5 ¢ 1% de probabilidade de erro, respectivamente.

4.10 Catalase

A atividade da enzima catalase (CAT), no primeiro experimento, assim como a
SOD também foi reduzida pela aplicagdo de bioestimulante, sendo esta redugao de mais

de 50% (Tabela 3).
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Tabela 3 - Atividade da catalase em plantas de de soja submetidas a aplicagcdo de
bioestimulante.

Bioestimulante CAT (mmol/mg proteina/min)
SEM 0,197 A
COM 0,093 B

Fonte: Dados do autor.
Nota: Letras maitsculas diferentes indicam diferenca significativa na coluna, a 5% de probabilidade de
erro, pelo teste de Tukey.

4.11 Ascorbato peroxidase

Nos potenciais da agua do solo de -0,0245, -0,0074 ¢ 0,0018 MPa, a atividade da
enzima ascorbato peroxidase (APX) foi menor nas plantas que receberam a aplicagdao de
xenobidtico (Figura 15). As plantas tratadas com bioestimulante apresentaram aumento

de 0,52 umol/proteina/min a cada -1MPa de potencial da agua do solo.

Figura 15 - Atividade da ascorbato peroxidase em plantas de de soja submetidas a
diferentes potenciais da d4gua do solo, aplicacdes de xenobiotico e bioestimulante.

0054 Controle
Henobiotico
. — Bioestimulante
= i
g 0,04
= e
g | LT
[5)
‘é 0,03 A Q
S
°
g 002 4 | ¢ |
< i
(a9}
< 0,01 A
0,00

0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025
Potencial da dgua do solo (-MPa)
o Controle = 108x2 -3,26x +0,01 R2=0,48*
Xenobiotico = 0,16x +0,02 R2= 0,04
® Bioestimulante = -0,52x +0,01 R2= 0,25%*

Fonte: Dados do autor.
Nota: As barras verticais representam + o desvio padrdo das amostras. * ** *** Modelos significativos a
10, 5 e 1% de probabilidade de erro, respectivamente.
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4.12 Tiois nao proteicos

Os maiores valores de tidis ndo proteicos, no primeiro experimento, foram
observados nas plantas sob menor disponibilidade de 4gua (Figura 16A). A aplicagdo de
bioestimulante apresentou relacdo linear, sendo verificados aumentos de 154 mmol/mg
proteina a cada -1 MPa de potencial da agua no solo, e diferiu das plantas do controle

apenas no potencial -0,0074 MPa.

Figura 16 - Ti6is ndo proteicos em plantas de de soja submetidas a diferentes potenciais
da dgua do solo e aplicacao de bioestimulante.
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Fonte: Dados do autor.
Nota: Tidis ndo proteicos das plantas no primeiro (A) e segundo (B) experimento. As barras verticais
representam + o desvio padrdo das amostras. * ** *** Modelos significativos a 10, 5 e 1% de probabilidade
de erro, respectivamente.

No segundo experimento, apenas o potencial da dgua do solo foi significativo, e
conforme este diminui -1MPa, resulta em um aumento de 42 mmol/mg proteina no

contetido de tidis ndo proteicos (Figura 16B).

4.13 Estimativas modelos de regressao

A partir dos modelos de regressao gerados pelas variaveis foram estimados valores
para algumas variaveis quando tratadas com xenobidtico ou xenobidtico +

bioestimulante. Estes valores mostram que a adigdo do bioestimulante proporcionou a
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redugdo de 1,25 °C na temperatura da folha quando plantas de soja sdo expostas a

potenciais da dgua de -0,8 a -0,9 MPa (Figura 22A).

Ja o conteudo relativo de dgua das plantas submetidas a oito dias de déficit hidrico
aumentou em aproximadamente 10% quando aplicado o bioestimulante + xenobiotico
(Figura 22 B). Enquanto que, a clorofila total foi reduzida, em média, 1,81 pela adig¢do do

bioestimulante, para qualquer dos potenciais da d4gua do solo avaliados (Figura 22C).

A fluorescéncia total foi praticamente 4% menor nas plantas tratadas com
xenobidtico, em todos os potenciais testados, em compara¢do com o xenobidtico +
bioestimulante (Figura 22D). O rendimento quantico do FSII apresentou variagdes nos
diferentes potenciais (Figura 22E). Foi maior para a aplicagdo de xenobidtico +

bioestimulante até o potencial da folha de -0,4 MPa.

A atividade da enzima SOD, na média dos potenciais da agua do solo, foi 20%
maior para o tratamento com xenobidtico, comparado com o xenobidtico + bioestimulante
(Figura 22F). Estando de acordo com este resultado, visualizou-se também que a
producdo de superdxido foi maior para o xenobidtico nos menores potenciais da folha,
tendo sido semelhante ao tratamento com bioestimulante combinado em potenciais da

agua da folha mais altos (Figura 22H).

Em condig¢des de menor disponibilidade de agua, foram estimados maiores valores
de tidis para o tratamento de xenobiodtico + bioestimulante (Figura 22G). O contetido de
MDA e o dano de membrana foram superiores para o tratamento isolado de xenobidtico
até o potencial da agua da folha de -0,4 MPa (Figura 221 e 22J). A partir de -0,7 MPa de
potencial da 4agua da folha essa situacdo se inverteu, tendo portanto a adicdo de
bioestimulante contribuido para a geragdo de dano em plantas com menor disponibilidade

de agua.
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Figura 17 - Estimativas dos modelos de regressdo para temperatura da folha, conteudo
relativo de agua, clorofila total, fluorescéncia da clorofila, rendimento quantico do FSII,
atividade da SOD, concentragao de O»", conteudo de tidis ndo-proteicos, conteudo de
MDA e dano de membrana em plantas de soja tratadas com xenobidtico e bioestimulante.
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Fonte: Dados do autor.
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4.14 Correlacoes

Clorofila a, b e total correlacionaram-se positivamente entre si € com o conteudo
relativo de 4gua, o rendimento quantico do FSII, e a atividade da APX, e negativamente
com o dano de membrana (Tabela 4). O potencial da agua da folha correlacionou-se
negativamente com temperatura, H>O», O>", dano de membrana, contetdo de MDA,

atividade da APX e tiois ndo proteicos.

O conteudo relativo de agua correlacionou-se com todas as demais variaveis,
exceto fluorescéncia total, e atividade da CAT. As correlagdes negativas foram com a
temperatura, contetidos de H>O» e O,™, dano de membrana, contetido de MDA, atividade

da APX e ti6is ndo proteicos.

O dano de membrana e o conteido de MDA correlacionaram-se positivamente
entre si € com a temperatura, o conteido de O,", a atividade da enzima APX e com os

tidis nao proteicos.

A atividade da CAT correlacionou-se positivamente com o H>O», o O>", o
conteado de MDA e os ti6is ndo proteicos, € ndo se correlacionou negativamente com

nenhuma das demais variaveis.

Os maiores coeficientes de correlagdo de Pearson positivos foram observados
entre a clorofila total e clorofila a (0,94), o conteudo relativo de 4gua e o potencial da
agua da folha (0,92), a clorofila b e total (0,79), o conteudo de MDA e 0 0> (0,75), e o
O>e os ti6is ndo proteicos (0,72). Enquanto que os negativos foram entre o potencial da

agua da folha e o dano de membrana (-0,88).
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Tabela 4 - Coeficientes de correlacdo linear de Pearson entre as varidveis avaliadas em plantas de soja submetidas a diferentes potenciais da dgua

do solo, aplicagdes de xenobidtico e bioestimulante.

Cla Clb Cltotal PotFolha Cont H,O Condut Temp RendFSII  Ft H,0, 02" Dano MDA CAT SOD APX Tiois
Cla 1 0,53%%*% 0,04%%% 0,06 0,26%** 020"  -0,06" 025%%  0,08™  034%%k _034%kk _36%xk 0,39%kx (13" 007" 0,34%* -0,32%%*
Clb 1 0,79%*% 021"  042%F% 033%*  020%  0,17% -0,32%%* -0,10™  0,03" -027** -0,09" -0,01" 020"  026* -0,07™
Cltotal 1 0,05™  036%** 0,29%%  0,04™  025%*% -0,07" 021%F -0,23%% -037%*k -032%kx  0,08" 013"  033%* -026%*
Pot Folha 1 0,927 S0,48% % 0 28%F  027%  -0,71%*F  _028% -0,88%F* _(,53%xk 020" 0,42%%*  .027% -0,63%**
Cont H,0 1 0,68%%% -0, 40%**% (,59%k%  -0,03" -0 3]xkk L0 27RxE 0 Q]Fkx 0 40%k%  -0,15" 044k 025%  -0,49%%*
Condut 1 -0,38%  030%*  -020™  -0,13"  -0,08™ -048%F* _0,2]™ . . -0,27*
Temp 1 20,01™  -0,49%%%  0,18%  042%FF  (32%kk  (37x6E (17 -0,19"  0,42%%k  (,30%%*
Rend FSII 1 20,08™  0,00™  -0,24%% -0,76%F* -021%*  0,11"  0,39%%* (020%*F _0,6]%**
Ft 1 -0,01™  -0,61%%*%  -0,06" -0,45%F% 021" -0,04" -0,46%** -0,35%%*
H,0, 1 0,14™ 0,07 0,12  029%* -0,12" 032%*  0,11™
02"~ 1 0,38%%* ,75%%% (38%kx (016"  0,15"  0,72%**
Dano 1 0,43%%%  0,11™  -041%%F  029%%  0,69%**
MDA 1 0,32%*  -0,10™  0,33%*F (,57%**
CAT 1 0,12™  0,08"  0,37%**
SOD 1 -0,07"  0,05™
APX 1 0,34%
Tidis 1

Fonte: Dados do autor.

Nota: * ** *** Significativos a 10, 5 ¢ 1% de probabilidade de erro, respectivamente. Cla: Clorofila a; Clb: Clorofila b; Cl total: Clorofila total; Pot Folha: Potencial da agua
da folha; Cont H,O: Conteudo relativo de agua; Cond: Conduténcia estomatica; Temp: Temperatura da folha; Rend FSII: Rendimento quantico do FSII; Ft: Fluorescéncia total
da clorofila; H>O»: Peroxido de hidrogénio; O,": Superdxido; Dano: Dano de membrana; MDA: Conteudo de MDA; CAT: Catalase; SOD: Superoxido dismutase; APX:

Ascorbato peroxidase; Tiois: Tiois ndo proteicos.



DISCUSSAO

Plantas expostas a menores disponibilidades de dgua tiveram o stafus hidrico
reduzido, sendo diminuidos o potencial da 4gua da folha das plantas, o contetido relativo
de dgua e a condutancia estomatica. Essas alteragdes corroboram com o estudo de Javadi
et al. (2017), e podem ser decorrentes das mudangas na pressdo osmotica causadas pela

falta de 4gua, ou ainda pela absorcao dificultada de dgua pelas raizes (Javadi et al., 2017).

Neste trabalho foi possivel observar que plantas de soja com irrigagdao cortada
durante oito dias atingiram um potencial da dgua na folha de -0,913 MPa, o qual ¢ bem
menor (-0,3 MPa) que o atingido por plantas de batata em déficit de agua (KATERIJI,
1990), mostrando que esse periodo sem irrigacdo pode ser considerado um estresse
bastante severo. Em temperatura média de 26 °C, Jumrani; Bhatia (2018) mostraram que
com 17 dias de restricdo de agua, plantas de soja no estadio vegetativo, alcangaram o
potencial da agua da folha de -2,5 MPa. Esse tempo foi diminuido para oito dias, no

estadio reprodutivo.

Plantas de soja sob 80% da capacidade de campo apresentaram valores de -0,38
MPa, e quando a capacidade de campo foi diminuida para 40% o potencial da agua da
folha alcangou -1,02 MPa (GHOSH et al., 2000). Além deste trabalho outros estudos
também mostraram existir essa relagao de diminui¢ao de potencial de 4gua em condi¢des
de restrigdo hidrica (MAKBUL et al., 2011; KHAN et al., 2015; CHOUDHURY et al.,
2017), podendo essa diminui¢do ser maior que 15% (KHAN et al., 2015). Para a cultura
do milho, que ¢ uma C4, e portanto, considerada mais resistente a falta de 4gua, valores
de potencial da 4agua entre -1,2 e -1,5 MPa sdo considerados criticos, podendo ser usados

como indicativos de déficit (BERGONCI et al., 2000).

Os valores estimados neste trabalho também permitiram predizer valores que
poderiam ser considerados criticos para algumas varidveis quando plantas da espécie

testada, em ambiente protegido, neste estadio de desenvolvimento fossem expostas a um



estresse severo de limitagdo de dgua durante seis dias, combinada com a aplicacdao de
xenobiotico. Esse periodo de restri¢dao hidrica acarretou em um potencial de agua do solo

de -0,0245 MPa e da folha de -0,9 MPa.

A condutancia estomatica diminuida nos potenciais da 4dgua do solo mais
negativos diminuiu as trocas entre as plantas e o ar, o que pode ter contribuido na
diminuicdo da absor¢do de CO,. Esta diminui¢do na condutancia favoreceu ainda o
aumento na temperatura foliar destas plantas. Isto porque as plantas sob baixos potenciais
da 4gua do solo fecharam estdomatos para, através da regulacdo da transpiracao, evitar a
perda de agua, na tentativa de manter o turgor das células, e regular o fluxo de CO, (TAIZ
et al., 2017; ZANDALINAS et al., 2018). Assim, de acordo com estes autores, o calor
que seria removido das folhas, junto com a dgua, mediante esfriamento evaporativo

acabou ficando e aumentando a temperatura foliar.

Corroborando com os resultados deste estudo, redu¢des na condutancia estomatica
foram observadas em plantas submetidas a restricao hidrica (RIBAS-CARBO et al., 2005;
CHAVARRIA et al., 2015; ZHANG et al., 2016), podendo ser reducdes progressivas, €
que chegaram a 40% (MAKBUL et al., 2011). Condutancias estomaticas menores que
0,2 mol/m?¥s resultaram em decréscimos das taxas de respiragio (GALMES et al., 2007).
Correlacao positiva foi encontrada entre a condutancia estomatica e o conteudo relativo
de 4gua, corroborando com os resultados de Du et al. (2012). Isso mostra que quanto

melhor a condi¢@o hidrica da planta, maiores as trocas gasosas realizadas por esta.

Essas reducdes no status hidrico da planta foram responsaveis também pela
diminuicao no conteudo de clorofila total, resultado que também foi observado por
Makbul et al. (2011). Estes autores encontraram valores de potencial da agua da folha de
-0,88 MPa para as plantas do controle e -1,18 MPa para plantas de soja 10 dias sem

irrigacao.

Reducdes na clorofila podem ser decorrentes da menor fotossintese das plantas.
Chavarria et al. (2015) observaram reducdes na atividade fotossintética de plantas de soja

quando estas foram submetidas a potenciais da agua do solo menores de -0,026 MPa.
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Enquanto que plantas de girassol sob restri¢do de agua apenas comecaram a apresentar
diminuic¢des na taxa fotossintética quando expostas a potenciais da 4gua do solo menores
de -0,8 MPa, e atingiram um limiar critico de quase 90% de inibi¢do da fotossintese em -
1,8 MPa (ORTIZ-LOPEZ; ORT; BOYER, 1991). Esse efeito na atividade fotossintética,
apresentado antecipadamente por uma planta C3, soja, pode ser decorrente da maior
sensibilidade que essas plantas apresentam com relagao ao déficit hidrico, com relacao a
plantas C4, que possuem maior manuten¢do do turgor das células, e maior capacidade

contra danos oxidativos causados pelo estresse (NAYYAR; GUPTA, 2006).

A aplicagdo de xenobidtico resultou no menor potencial da dgua da folha, -0,98
MPa, tendo, no entanto, ndo diferido dos demais tratamentos. Este potencial foi
aumentado pela adi¢ao do bioestimulante na aplica¢do, tanto para valores medidos, como
para os estimados, o qual mostrou-se importante na manuten¢do do status hidrico da
planta. A aplicacdo de acidos fulvicos em plantas de milho também contribuiu para
melhorar o status hidrico destas plantas, o qual havia reduzido sob baixas disponibilidades

hidricas (ANJUM et al., 2011).

Apesar da literatura mostrar uma maior absorc¢do de 4gua devido ao crescimento
mais vigoroso ¢ maior condutancia hidraulica das raizes, em plantas que recebem a
aplicacao de bioestimulante (LI et al., 2005), neste trabalho o bioestimulante nao

apresentou muito efeito no contetido relativo de d4gua destas plantas.

A amenizagdo do estresse pela aplicacdo de bioestimulante também pode estar
relacionado com a composi¢cdo deste bioestimulante. Ele possui folcisteina, a qual ¢
formada por acido félico + cisteina (aminodcido). Neste sentido, o elemento enxofre, para
ser assimilado pela planta precisa ser reduzido a sulfato e cisteina, e dentre as etapas para
essa redugdo, ha a necessidade de doagdo de elétrons, sendo a glutationa uma das
possiveis doadoras (TAIZ et al., 2017). Assim, a glutationa estd relacionada com a
cisteina, e poderia ter aumentado sua quantidade, apesar de nao ter sido possivel essa

visualizagao através do conteudo de tidis ndo proteicos.
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A partir das estimativas geradas pelos modelos de regressao foi possivel observar
um padrdo de resposta onde o bioestimulante contribuiu para a manutencdo do status
hidrico da planta, mesmo quando exposta a baixa disponibilidade de agua. Essa
contribui¢do, no entanto, parece estar limitada ao potencial da agua da folha de -0,7 MPa.
Para essa condi¢do, foram estimados valores de contetido relativo da agua de 50%,
temperatura da folha de 21,8 °C e rendimento do FSII de 0,78 mmol CO»/mmol f6tons,

que poderiam ser indicativos de estresse.

Para a condutancia estomatica, a aplicagdo do bioestimulante apresentou efeito nas
plantas com maior disponibilidade de 4gua, onde as plantas tratadas tiveram a condutancia
estomatica aumentada e, portanto, capacidade aumentada de trocas gasosas, assimilagao

de CO; e fotossintese.

Entretanto, a literatura mostra que plantas de trigo sob condi¢des de seca
submetidas a aplicagdo de acidos fulvicos reduziram a condutancia estomatica, no sentido
de evitar a perda de agua, resultando em maior conteudo relativo de agua, potencial da
agua e contetdo de clorofila (XUDAN, 1986). A aplicacao de 4cidos fulvicos também
contribuiu para proteger o aparato fotossintético de plantas de milho, e aumentar as trocas

gasosas destas quando irrigadas, e sob déficit hidrico (ANJUM et al., 2011).

De acordo com Dunstone; Richards; Rawson (1988), plantas de trigo sob restri¢ao
hidrica e aplicacdo de acidos fulvicos quando conduzidas em ambiente protegido e no
campo ndo apresentaram efeito na condutincia estomatica. Mas em experimentos
conduzidos em camara de crescimento, o acido fulvico foi efetivo na reducdo da
condutancia estomatica. Portanto, estes autores concluiram que os efeitos da aplicagdo de
bioestimulantes sdo variaveis, podendo depender do genétipo estudado e ainda do

ambiente em que o experimento foi conduzido.

Nao observamos efeito da aplicacdo de xenobiodtico na condutancia estomatica,
enquanto que, plantas de tomate tratadas com fungicida do grupo quimico das
estrobilurinas apresentaram maiores taxas de assimilacio de CO», e condutancia

estomatica diminuida (GIULIANI et al.,, 2018). Este estudo mostrou ainda que a
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eficiéncia do uso da dgua foi aumentada com a utilizagdo desse fungicida em plantas sob

niveis extremos de déficit hidrico.

O trabalho conduzido mostrou ndo haver efeitos deletérios pela aplicacao de
xenobidtico em baixos potenciais da agua do solo, com relagao ao status hidrico, estando
de acordo com outros estresses combinados estudados. A exposi¢ao de plantas a seca e
alta temperatura combinadas resultou em maior potencial da dgua da folha, quando

comparado com as plantas submetidas a seca isolada (SILVA et al., 2010).

Contrariamente, plantas expostas a salinidade e déficit hidrico tiveram o potencial
de agua diminuido, em comparagdo com estresses isolados (KHAN et al., 2015). Estes
autores ¢ Slama et al. (2015) também observaram decréscimos no contetido relativo de
agua, para esses estresses combinados. Plantas expostas a estresses de calor e seca
também tiveram o conteudo relativo de dgua reduzido, nas espécies de tomate (DUC;
CSINTALAN; POSTA, 2018) ¢ o algodao (SEKMEN et al., 2014). Provavelmente
devido a necessidade da planta liberar calor, através do resfriamento evaporativo,
aumentou a abertura estomatica e consequentemente o conteudo de 4gua na planta foi

diminuido.

Com relacdo a condutancia estomatica, plantas de Sesuvium portulacastrum
tiveram essa varidvel diminuida quando expostas ao déficit hidrico isolado,
comparativamente ao estresse combinado de seca e salinidade (SLAMA et al., 2015). De
acordo com estes autores a exposi¢do das plantas a salinidade pode ter aliviado alguns
efeitos negativos da seca pela contribui¢dao do s6dio no ajustamento osmotico. Plantas de
repolho, ao contrario, tiveram a condutancia diminuida quando submetidas a estes

mesmos fatores de estresse combinados (SAHIN et al., 2018).

Observamos que a baixa disponibilidade de 4gua no solo fez com que as plantas
de soja fechassem seus estOmatos para evitar a perda de 4agua por transpiragdo,
aumentando assim a temperatura dentro da planta. Isso foi confirmado pelas correlagdes
negativas observadas entre a condutancia estomatica e a temperatura das folhas,

indicando que o fechamento dos estomatos, que induz a menores trocas gasosas, acarretou
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em maiores temperaturas, pois sem as trocas o esfriamento evaporativo fica prejudicando

(TAIZ et al., 2017).

O estresse térmico pode prejudicar o metabolismo vegetal, devido aos efeitos na
estabilidade de proteinas e enzimas (TAIZ et al., 2017). Observou-se a indugdo das
enzimas CAT e APX, com aumentos na temperatura, o que ¢ resultado do aumento na
atividade respiratoria, enquanto que a SOD teve a atividade diminuida. Como estas
enzimas metabolicas tem temperaturas 6timas de funcionamento diferentes (TAIZ et al.,
2017), o aumento na temperatura causado pela falta de agua, pode ter sido responsavel

por estes resultado encontrados.

Como o estresse térmico acarreta em perturbagdes no fluxo de elétrons e
desestabilizacdo das reagdes energéticas, leva a acumulagdo de espécies reativas de
oxigénio (TAIZ et al., 2017), como foi observado neste trabalho para as plantas
submetidas a baixa disponibilidade de agua no solo. O efeito do aumento da temperatura
foliar fez com que ocorresse o aumento da fluidez das membranas, estando relacionado
com os danos que foram observados de ruptura e peroxidacdo dos lipidios constituintes

dessas estruturas, corroborando com Farooq et al. (2009).

Aumentos expressivos na temperatura foliar, causados por déficit hidrico também
foram observados em outras culturas como o algodao e o amendoim (SHAHENSHAH;
ISODA, 2010). Estes autores observaram aumentos de 3,5 e 4,2 °C, para algodao e
amendoim, respectivamente. Ainda, foi possivel observar neste trabalho que as altas
temperaturas induzidas pelo déficit hidrico influenciaram negativamente a eficiéncia do

FSII.

Estresse por falta de agua combinado com aumentos de temperatura foliar
observados podem ter contribuido na degradacdao dos pigmentos fotossintéticos ou
inclusive na alteracdo da biossintese destes pigmentos, uma vez que os pigmentos
fotossintéticos foram diminuidos. De acordo com Aghaie et al. (2018), estes fatores
citados sdo considerados a principal causa da reduc¢do dos pigmentos em situagdes de

estresse.
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A deterioragao da estrutura dos cloroplastos, e consequente reducao da clorofila
podem ser causadas pelo estresse oxidativo decorrente do déficit hidrico nas plantas,
fatores que podem acarretar em diminui¢do da atividade fotossintética. Apesar disto,
plantas de soja expostas a potenciais da agua do solo de até -0,164 MPa nao tiveram
varia¢des nos contetidos de clorofila a, b e total, enquanto que a atividade fotossintética

jé& apresentou diminui¢des com -0,026 MPa (CHAVARRIA et al., 2015).

No entanto, outros trabalhos mostraram haver redugdes nos conteudos de clorofila
em plantas submetidas a déficit hidrico (MASOUMI et al., 2010; MAKBUL et al., 2011;
CHEN et al., 2016; JAVADI et al., 2017). Observou-se ainda existéncia de correlagdes
negativas dos pigmentos fotossintéticos (clorofila a e clorofila total) com o O2™, o que
segundo Gill; Tuteja (2010), pode ser explicado pelo fato de espécies reativas de oxigénio

serem capazes de induzir danos aos pigmentos.

Os pigmentos fotossintéticos das folhas foram reduzidos também pela aplicagao
de xenobiodtico, o que pode acarretar em menor absor¢ao de fotons por estas moléculas, e
consequentemente diminuir a absor¢ao de luz. Este resultado coroborra com Saladin;
Magné¢; Clément (2003) e Stiborova et al. (1986), que mostraram que aplicagdes de
fludioxonil e fungicida a base de cobre, respectivamente, resultaram em reducdes na
sintese € no contetdo de clorofila das plantas. Plantas de alface tratadas com mancozeb
também tiveram o contetido de clorofila a e b reduzido, 7 dias apds o tratamento (DIAS

etal., 2014).

Resultados diferentes foram encontrados para a aplica¢do de Kresoxim-methyl em
plantas de trigo (GROSSMANN; KWIATKOWSKI; GASPAR, 1999), ¢ ainda para Fox®
e outros fungicidas na cultura da soja (ZAMBIAZZI et al., 2018). Estes autores
encontraram efeitos fisiologicos positivos decorrentes da aplicagdo de fungicida, sendo
observados incrementos significativos no conteudo de clorofila de plantas de soja.
Importante ressaltar que as medig¢des de clorofila foram realizadas sete dias apos a
aplicacao do fungicida, enquanto que neste trabalho, foram realizadas menos de 12 horas

depois da aplicagdo, o que pode ter contribuido para a obtengdo de resultados distintos.
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O aumento de clorofila favorecido pela aplicagao de bioestimulante, no segundo
experimento, pode ter sido devido a sua composi¢do, uma vez que tem em sua
formulagdo, o nitrogénio. Este pode estimular a planta a translocar o nitrogénio existente,
que ¢ um elemento mineral constituinte de componentes celulares, como aminoacidos e
clorofila (TAIZ et al., 2017). De acordo com Ali; Hassan (2013), os aminoacidos
presentes nestes produtos auxiliam na absor¢ao e transporte dos nutrientes para o interior

da planta, pois possuem agdo sobre a permealidade.

Este efeito nos pigmentos pode ter contribuido para a melhora da atividade
fotossintética destas plantas sob déficit hidrico. De acordo com Ertani et al. (2009), a
assimilacdo de nitrogénio pode ser estimulada com a atividade aumentada de enzimas,
como a nitrato redutase e a glutamina sintetase, as quais fazem parte de um mecanismo

que pode ser desencadeado a partir da aplicacao de bioestimulantes.

Outro aspecto a ser considerado a respeito da composi¢ao do bioestimulante, o
qual por conter nitrogénio ¢ outros compostos, pode ser responsavel por aumentar o
metabolismo da planta, e assim, quando este for aplicado combinado com o xenobidtico,

numa condic¢ao de déficit hidrico, efeitos de fitotoxidez poderdo ser potencializados.

Para Marques (2014), a fitotoxidez foi diminuida quando plantas de trigo
receberam a aplicagdo de fungicida com fertilizante foliar. Esses autores utilizaram a
clorofila como indicativo de toxicidade nos tecidos, uma vez que ela é capaz de indicar o

estado metabolico celular (KHOSRAVINEJAD; HEYDARI; FARBOODNIA, 2008).

Assim como se observou neste trabalho para efeito combinado de déficit hidrico e
aplicacado de fungicida, estresses combinados de seca e salinidade mostraram ser
responsaveis pelo aumento do efeito negativo no conteudo de clorofila das plantas

(MANUCHEHRI; SALEHI, 2014).

O rendimento quantico do fotossistema II (FSII) também foi afetado pela restricao
hidrica, sendo que as plantas com restricdo hidrica de oito dias (-0,2286 MPa)

apresentaram um rendimento quantico inferior a 0,75 mmol CO,/mmol foétons, que €
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considerado como limite critico, abaixo do qual as plantas podem sofrer danos ao FSII

(SUASSUNA et al., 2011).

A reducao no rendimento quantico do FSII resulta da diminui¢ao na eficiéncia em
que os centros de reagao do FSII capturam a energia (ZHANG et al., 2016). Um trabalho
conduzido por estes autores, que submeteu plantas de soja a condigdes estressantes de
falta de 4gua, mostrou que estas reduziram o rendimento quantico do FSII, mas esta
diminuicao nao mostrou diferenca estatistica em comparagao com as plantas submetidas

a alta disponibilidade de dgua.

A aplicagao de xenobidtico, concomitante com bioestimulante, em condi¢des de
déficit hidrico contribuiu para reduzir o rendimento quantico do FSII, assim como
estresses combinados de seca e calor reduziram essa variavel em plantas de algodao

(SEKMEN et al., 2014).

Para os dados estimados pelos modelos de regressao, a adi¢ao do bioestimulante
na aplicagao de fungicida estaria limitada a -0,7 MPa, pois o rendimento quantico do FSII,
que vinha sendo maior nos demais potenciais inverteu o seu comportamento neste
potencial e nos proximos e passou a ser menor quando comparado as plantas tratadas com

xenobiotico.

A fluorescéncia da clorofila aumentada pela aplicacdo dos produtos indica
alteracdes na atividade fotossintética (BAKER; ROSENQVIST, 2004), sendo um
indicativo de maior foto inibi¢do, e consequentes danos fisicos ao FSII. Esses danos
provavelmente foram evitados pela acdo do bioestimulante, uma vez que plantas sob
menores disponibilidades de dgua, tiveram a fluorescéncia diminuida com relagdo ao
controle, em resposta a melhora na condigdo hidrica proporcionada pelo produto. Isto
pode ser decorrente também da composi¢ao do bioestimulante, a qual pode aumentar o

metabolismo da planta, podendo ter gerado maior estresse nesse sentido.

Aumentos na producdo de espécies reativas de oxigénio, como superoxido (O2")

e peroxido de hidrogénio (H2O2) foram observadas nas plantas sob baixas
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disponibilidades hidricas do solo. A acumulagdo destas espécies pode ser resultante das
redugdes na fotossintese liquida, desencadeadas pela limitada entrada de CO», em
decorréncia do fechamento estomatico (DAS et al., 2016). Produ¢ao aumentada destas
moléculas nas células pode ocasionar um desbalango no sistema antioxidante, que podera

resultar em geragdo de estresse oxidativo (CRUZ de CARVALHO, 2008).

Plantas de soja sob restricdo hidrica ja apresentaram resposta de aumentar a
producao de H,O, em outros estudos (DAS et al., 2016; GULER; PEHLIVAN, 2016:
WANG et al., 2016; XING etal., 2016; HAO et al., 2013), corroborando com o resultado
obtido. Assim como a producao de O (SHARMA; DUBEY, 2005; BIAN; JIANG, 2009;
HUetal.,2010; DU etal., 2012; YANG etal., 2014; SUN etal., 2016; XING et al., 2016;
NAHAR etal., 2018).

A propor¢ao desse aumento pode variar em cada situagdo, dependendo da
intensidade e duragao do estresse, do estadio de desenvolvimento em que a planta se
encontra, da genética, e at¢é mesmo do tecido avaliado (SCHNEIDER; CAVERZAN;
CHAVARRIA, 2019). Assim, neste trabalho observou-se que a maior concentragdao de
H»0, foi observada para as plantas submetidas a -0,0245 MPa, no primeiro experimento,
€ ndo atingiu niveis tdo nocivos quando expostas a potenciais da dgua do solo mais baixos,
como os do segundo experimento (-0,2286 ¢ -0,0332 MPa). Uma possivel explicagdo para
1sso, € que espécies reativas como o H>O», apesar de serem moléculas toxicas a partir de
um certo nivel nas células, sdo consideradas como moléculas de sinalizacdo de estresse
(MITTLER, 2017). Assim, a exposi¢ao das plantas a falta da 4gua desencadeou alteragdes
no seu metabolismo, como o aumento da producdo de moléculas de H>O», as quais podem
ter sinalizado essa situagdo de estresse, e dessa forma a planta induziu mecanismos de

defesa, os quais eliminaram parte dessas espécies.

Observou-se também que a producao das diferentes espécies reativas em fungao
do estresse teve comportamento diferente. Esse resultado pode ser decorrente das
diferencas nos graus de reatividade das moléculas e também devido aos distintos tempos
de meia vida. Além disso, diferente do que foi observado para o H,O», déficits hidricos

mais severos mantiveram altas concentragdes de 02", que pode ser decorrente da menor
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quantidade de sistemas de eliminagdo dessa espécie, em comparacdo com os sistemas

capazes de eliminar o H,O», como mostra o estudo de Mittler (2017).

Ou ainda, o fato do O>™ ter sua produ¢do aumentada num potencial mais baixo (-
0,0245 MPa), comparativamente com o H>O», demonstra que essa produ¢do antecipada
de O;" reflete na produg¢do de H>O». Isso ocorre pois, 0 02" ¢ geralmente a primeira
espécie reativa a ser gerada, sendo produzido pela redugdo do oxigénio durante o
transporte de elétrons ao longo da cadeia transportadora de elétrons (GILL; TUTEJA,
2010), como pode ser observado na figura de Schneider; Caverzan; Chavarria (2019)
(Anexo I). Portanto, na dismutacdo do O>", hd a redugdo de dois elétrons de oxigénio,

fator determinante na formacao do H>O> (GILL; TUTEJA, 2010).

As mudancas nos niveis de H>O» nas células, podem atuar como indicadores da
integridade estrutural da membrana das plantas expostas a estresse (SHAHID et al.,
2018), uma vez que as membranas sdo, muitas vezes, o primeiro alvo dos estresses
abidticos (FAROOQ et al., 2009). Neste trabalho estimamos valores para a SOD, o O,",
o dano de membrana e o conteudo de MDA, os quais sugerimos como indicativo dessas
condicoes de estresse. Assim, a atividade da SOD seria 8,7 unidade SOD/mg proteina, a
producao de O™ na faixa de 3,4 mmol/mg proteina/min, o dano de membrana em 26% e

o contetido de MDA de 130 mmol/mg proteina.

Neste sentido, os maiores danos observados nas membranas ocorreram nos
potenciais da dgua do solo mais baixos, os quais podem ter sido decorrentes da maior
producao de espécies reativas, como o H>O, e O,". De acordo com Foyer; Lelandais;
Kunert (1994), isso ¢ explicado pois em condig¢des de estresse, o incremento na produ¢ao
de espécies reativas de oxigénio resulta em vazamento de eletrélitos, o que acarreta
aumentos nos danos de membrana. Ruppenthal et al. (2016), também observaram
aumento no dano de membrana em plantas de soja, quando expostas a sete dias de
restricao de agua, mas que foram expressivamente menores comparativamente com 0s

percentuais observados no presente trabalho.
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Outro indicativo de dano de membrana, que foi aumentado nas plantas sob baixa
disponibilidade hidrica, ¢ o contetdo de malondialdeido (MDA), que ¢ o Gltimo produto
da peroxidagao lipidica que ocorre nas membranas (SAHIN et al., 2018). Corroborando
com estes resultados, outros estudos mostraram que plantas de soja submetidas a estresse
hidrico tiveram o conteudo de MDA aumentado (DEVI; GIRIDHAR, 2015; GULER;
PEHLIVAN, 2016; XING et al., 2016; TANG et al., 2017).

A aplicagdo de bioestimulante diminuiu a concentracdo de espécies reativas de
oxigénio nas plantas, no primeiro experimento. Isso indica que ele pode atuar até um certo
nivel de estresse, pois nao se observou efeito no segundo experimento, quando se testou
estresse mais severo por falta de agua. Os valores estimados pelos modelos para os danos
causados pela peroxidacao lipidica (MDA) também mostraram existir um indicativo de
potencial limitrofe para a aplicacdo de bioestimulante. Esse dano foi bem minimizado
pelo bioestimulante até o potencial da agua da folha de -0,4 MPa, situagdo também

invertida no potencial -0,7 MPa.

O contetido de MDA apresentou correlagdo negativa com o conteudo relativo de
agua, corroborando com o resultado de Awasthi et al. (2017). J& a concentracao de H,O»
apresentou auséncia de correlacdo com o conteido de MDA. Esse resultado também ja
foi observado, e pode ser devido a geracao de outras espécies reativas, além do H2O», as
quais sdo responsaveis por danos celulares, ou at¢ mesmo a existéncia de um sistema
antioxidante muito eficiente, capaz de eliminar o H>O» (J OVANOVIC; MAKSIMOVIC;
RADOVIC, 2011). O O," entretanto apresentou correlagdo positiva com o contetido de
MDA, pelo fato do MDA ser um subproduto da peroxidacao lipidica, € 0 O>" uma espécie
reativa de oxigénio, que em determinadas situagdes pode se tornar uma molécula toxica,
capaz de degradar os constituintes das biomembranas (ASHRAF; ASHRAF; SHAHBAZ,
2012; ASHRAF et al., 2015).

Embora ndo tenha sido observado neste estudo, aplicagdo de fungicida também
resultou em diminui¢do dos danos as membranas, como se observou para plantas de
cevada tratadas com fungicida a base de piraclostrobina (estrobilurina), as quais

reduziram os danos, e portanto, apresentaram maior tolerancia ao estresse oxidativo,
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assim como maior atividade de enzimas antioxidantes (KOEHLE et al., 2003). Essas
redugdes podem ter sido em resposta aos efeitos fisioldgicos positivos dos fungicidas, que
implicam na manuten¢ao mais duradoura de folhas fotossinteticamente ativas, retardando
a senescéncia, uma vez que de acordo com Zhang et al. (2010), o processo de senescéncia
pode induzir a produgdo de espécies reativas de oxigénio, as quais quando se acumulam

se tornam toxicas, e causam danos.

Além disso, a ativa¢ao de mecanismos de defesa, como as enzimas antioxidantes
podem ter contribuido para as menores produgdes dessas moléculas reativas, como se
observou para fungicidas compostos por estrobilurina, os quais mostraram-se eficazes em
aumentar a atividade de varias enzimas antioxidantes, e portanto, suprimir a acumulacao
de espécies reativas de oxigénio (WU; VON TIEDEMANN, 2002). De acordo com estes
autores, em outro estudo realizado, o fungicida epoxiconazole resultou no aumento da
acumulagdo de H>O» em células de plantas de cevada, enquanto que o fungicida
azoxtrobina apresentou pequenos efeitos nos niveis de H>O>. Assim como fungicidas
aplicados em plantas de ervilha (SHAHID et al., 2018) e trigo (ZHANG et al., 2010) que

também contribuiram para aumentar as quantidades acumuladas de H>O> nas células.

Ja, a amenizacdo do estresse oxidativo, visualizada pela menor producdo de
espécies reativas de oxigénio em plantas tratadas com bioestimulante, pode ter sido
decorrente da presenga da folcisteina em sua composicao. Isso porque residuos de cisteina
podem reagir com o O>" e com o H>O», sendo que as taxas constantes de rea¢do variam
em 7 x 10° e 1-2, respectivamente para essas duas espécies (AKTER et al., 2015;

WINTERBOURN, 2015; MITTLER, 2017; SMIRNOFF; ARNAUD, 2019).

As espécies reativas de oxigénio interagem com diversas vias de sinalizagdo, e
sinais sao transmitidos por meio de proteinas, sendo a cisteina um dos alvos destas
moléculas (AKTER et al., 2015). A cisteina pode estar em varios estados de oxidacao,
pois contém o dtomo de enxofre com muitos elétrons, fazendo com que os residuos de
cisteina sejam importantes locais de modicagao (DAVIES, 2005). Sensores de transducao
de sinal podem ser desvendados por estas proteinas modificadas que contém a cisteina

(COUTURIER et al., 2013).
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O bioestimulante apresenta em sua composi¢ao metais de transi¢do, como o ferro,
que, segundo Mittler (2017), pode contribuir para a geracdao de espécies reativas de
oxigénio, via rea¢do de Fenton. No entanto, também estdo presentes ions de magnésio e
manganés, os quais sdo fundamentais para o funcionamento da enzima superoxido
dismutase (GILL; TUTEJA, 2010), que atua na eliminagdo das espécies quando em niveis
toxicos. Representa-se que, neste trabalho maior foi a agdo de constituintes do
bioestimulante benéficos as plantas, pois as espécies reativas foram diminuidas, e assim
também foi possivel diminuir a atividade das enzimas antioxidantes nestas plantas, o que

pode ter resultado em economia de energia por estas.

Assim, o bioestimulante pode ter sido fundamental para a sinalizagdo do estresse
por parte das espécies reativas de oxigénio, o que pode ter contribuido para o incremento
da atividade antioxidante, e redu¢do da producao e efeitos nocivos das espécies reativas.
Embora estudos como o de Forman; Maiorino; Ursini (2010) reconhecem apenas o H,O»
como um mensageiro secundario, considerando o O>" apenas como precursor de HO; e

ndo um participante direto na sinalizacdo.

Estudos como o de Xing et al (2016), ao expor plantas de soja tratadas com auxina
sintética a restri¢do hidrica também observaram diminui¢des nos niveis de MDA, e
consequentemente nos danos, sugerindo a prote¢ao dessas plantas pelo produto contra os
danos oxidativos. Assim, Tang et al. (2017) também observou redugdes no contetido de

MDA, em plantas de soja expostas a seca e tratadas com acido salicilico.

Observamos ainda, que o déficit hidrico e a aplicacao de fungicida combinados
aumentaram a produ¢do de H.O» quando avaliados visualmente, pela técnica da deteccao.
Outros trabalhos que utilizaram esta técnica mostraram baixa produgdo de H>O> quando
folhas de plantas em condigdes fisiologicas normais foram avaliadas, comparativamente
com plantas estressadas com Aluminio (AWASTHI et al., 2017). Estresse salino também
demonstrou ser responsavel por maiores acumulos de H»O,, avaliados visualmente

(JOVANOVIC; MAKSIMOVIC; RADOVIC, 2011; MELLIDOU et al., 2016).
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Combinagoes de estresses de seca e radiagao ultravioleta resultaram em aumentos
na concentracdo de H»O,, em plantulas de soja (SHEN et al., 2010). Este resultado
também foi observado em plantas de tomate expostas a estresses combinados de calor e
seca (DUC; CSINTALAN; POSTA, 2018). Plantas de algodao sob a combinagao de seca
e calor tiveram semelhantes producdes de H>O, para a combinagdo de estresses e seca

isolada, no entanto o estresse por calor resultou na menor produgao desta espécie reativa

(SEKMEN et al., 2014).

Assim como o H>O; foi aumentado em estresses combinados, o conteido de MDA
também aumentou. Uma vez que maiores conteidos de MDA representam danos
oxidativos que podem ser causados pelas espécies reativas, a aplicagdo de fungicida em
plantas submetidas a potenciais da dgua do solo muito baixos, pode ocasionar a geracao
de estresse oxidativo. Resultados semelhantes foram encontrados para plantas de citrus

expostas a estresse combinado de seca e alta temperatura (ZANDALINAS et al., 2017).

Maior acumulo de MDA, e portanto maiores danos oxidativos também foram
observados em plantas expostas a estresses combinados de calor e seca, quando
comparados a estresses isolados, para as espécies Jatropha curcas (SILVA et al., 2010),
tomate (DUC; CSINTALAN; POSTA, 2018) e Cenchrus ciliaris L. (TOMMASINO et
al., 2018). Enquanto que, para o algoddo, o conteitdo de MDA ndo diferiu para essa
combinacgdo de estresses e para a seca isolada, sendo menores danos encontrados para o

estresse isolado de calor (SEKMEN et al., 2014).

Numa tentativa de combater as espécies reativas de oxigénio geradas nas
condicdoes de baixa disponibilidade hidrica do solo, as plantas ativaram os seus
mecanismos antioxidantes de defesa. Estes sao considerados estratégias adaptativas muito
importantes para minimizar os danos oxidativos, e sao constituidos pelas enzimas e pelos
compostos ndo enzimaticos (GILL; TUTEJA, 2010; GULER; PEHLIVAN, 2016;
MITTLER, 2017). Assim, maiores atividades da superdxido dismutase (SOD) foram
observadas no potencial da agua do solo -0,0018 MPa, as quais coincidiram com menores
concentragdes de O,™, neste mesmo potencial, uma vez que, de acordo com Wang et al.

(2018), esta ¢ a principal linha de defesa desta espécie especifica. Esta enzima ¢
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considerada a primeira linha de defesa contra os efeitos toxicos das espécies reativas, e
estd localizada em varios compartimentos celulares, atuando principalmente na defesa de
0., e sua dismutacao ¢ catalisada em H,O; ¢ O, (GILL; TUTEJA, 2010; XING et al.,
2016). Isto pode explicar porque no estresse mais severo, nado foram encontradas as
maiores atividades. Pois assim que a planta sinalizou o estresse, a SOD pode ter sido
acionada, e a presencga de maiores concentragdes de espécies reativas pode ter aos poucos

reduzido sua eficiéncia.

Ja a atividade da catalase (CAT) foi superior no potencial -0,0076 MPa, e mostrou
um aumento significativo no -0,0245 MPa para plantas tratadas com fungicida,
demonstrando atuar na rota de defesa do H-O, (MHAMDI; BREUSEGEN, 2018), pois
neste potencial foi gerado alto contetido de H2O2, o qual diminuiu em estresses mais
severos (-0,0332 e -0,2286 MPa). Esse contetido de H>O» estimado no potencial -0,0245
MPa, de 0,83 umol/mg proteina pode ser, portanto, a partir deste estudo, sugerido como
um patamar limitrofe. Este valor poderia ser considerado para separar o que seria um
nivel basal de H>O», que ¢ essencial e positivo para a planta, de um nivel que poderia ser
considerado critico, capaz de causar danos, e que por isso foi sinalizado e neutralizado,

dentre uma das formas, pela atividade da CAT.

Assim como foi observado para a CAT, a atividade da ascorbato peroxidase (APX)
também foi aumentada, provavelmente em consequéncia da maior producdo de H»O»,
sendo esse aumento mais significativo observado no potencial da d4gua do solo de -0,0245
MPa. A APX ¢ considerada uma linha de defesa atuante na neutralizacdo da producao

excessiva e possiveis efeitos negativos do H.O> (MHAMDI; BREUSEGEN, 2018).

Plantas de soja sob estresse hidrico ja mostraram incrementos na atividade da SOD
(HAO etal., 2013; DEVI; GIRIDHAR, 2015; GULER; PEHLIVAN, 2016; XING et al.,
2016; TANG et al., 2017), enquanto que plantas de cevada tratadas com fungicida ndo
apresentaram efeito (WU; VON TIEDMANN, 2002). A atividade da enzima CAT
também apresentou aumento em plantas sob déficit hidrico (HAO et al., 2013; DEVI;
GIRIDHAR, 2015; GULER; PEHLIVAN, 2016; XING et al. 2016; TANG et al., 2017,

XU et al., 2017). Aumentos expressivos também foram observados para a atividade da
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APX em plantas submetidas a déficits hidricos, os quais variaram de 25 a 190%
(KAUSAR et al.; 2012; HAO et al., 2013; DEVI; GIRIDHAR, 2015; GULER;
PEHLIVAN, 2016; MOLOI; MWENYE; van der MERWE, 2016; WANG et al., 2016).

Observamos a inexisténcia de correlacao entre SOD e CAT, e também entre estas
enzimas e a clorofila total, no entanto outro estudo em que plantas de soja foram expostas
a déficit hidrico resultou em correlagdes positivas entre a atividade destas enzimas, e

também com a clorofila total (MASOUMI et al., 2010).

Plantas de tomate expostas a seca apresentaram fortes correlacdes entre a atividade
da enzima SOD e variaveis fisioldgicas, como o conteudo relativo de agua, conteudo de
MDA e pigmentos fotossintéticos, enquanto que as enzimas CAT e APX ndo
apresentaram o mesmo resultado (AGHAIE et al., 2018). Curiosamente, o presente
trabalho mostrou existir correlagdes destas varidveis fisiologicas citadas, mas com a
enzima APX, enquanto que SOD correlacionou-se positivamente apenas com contetdo

de agua e potencial da agua da folha, e a CAT com MDA.

De acordo com Pandey; Ramegowda; Senthil-Kumar (2015), enzimas como a
CAT e a glutationa peroxidase, por exemplo, sdo induzidas em uma situagdo de estresse
hidrico. Ja para estresses combinados outras rotas de defesa podem ser acionadas, como
a glutationa redutase (GR) e ainda a glutationa-S-transferase. No entanto, este trabalho
mostrou existir maior atividade de CAT em baixas disponibilidades hidricas combinadas
com o xenobiotico, corroborando com o trabalho de Shen et al. (2010), em que a atividade
da CAT foi aumentada em estresses combinados de seca e radiagao ultravioleta. No
trabalho de Wu; Von Tiedmann (2002) plantas tratadas com os fungicidas azoxystrobin

e epoxiconazole também aumentaram a atividade da enzima CAT.

No entanto, outros estudos que combinaram diferentes estresses mostraram poucos
efeitos na atividade desta enzima, em comparag¢dao com os estresses isolados (ISLAM et
al., 2016; ZANDALINAS et al., 2017). No trabalho de Sekmen et al. (2014), plantas de
algodao tiveram maiores atividades da CAT em déficit hidrico isolado, do que quando

este estresse foi combinado com alta temperatura. As enzimas APX e GR sdo
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consideradas enzimas antioxidantes chaves no ciclo da ascorbato-glutationa. (WU; VON
TIEDMANN, 2002). De acordo com estes autores, a atividade da APX também foi
aumentada em plantas tratadas com fungicida, assim como se observou neste estudo para

as plantas submetidas ao potencial -0,0008 MPa.

Estresses combinados de seca e salinidade induziram o aumento da atividade desta
enzima (MANUCHEHRI; SALEHI, 2014). J& estresses de alta temperatura e seca
combinados apresentaram menor atividade da APX quando comparado com seca

isoladamente (SEKMEN et al., 2014).

A aplicagao de bioestimulante reduziu a enzima CAT nos diferentes potenciais da
agua do solo, e a enzima SOD no potencial -0,0008 MPa. Diminuigdes na atividade da
CAT também haviam sido demonstradas em plantas submetidas a duas composi¢oes
diferentes de bioestimulante (VASCONCELOS et al., 2009). De acordo com estes
autores, componentes variados como substancias hiimicas, aminoacidos, matéria organica
devem estar presentes em um bioestimulante para que este possa atuar na atenuagdo ao

estresse.

Assim como foi observado para as enzimas, os compostos antioxidantes ndo-
enzimaticos, avaliados neste trabalho a partir do conteudo de tidis ndo proteicos, que
representam predominantemente a glutationa (GSH) (NOCTOR; FOYER, 1998), foram

aumentados nos potenciais da 4gua mais baixos.

De acordo com estes autores, a GSH ¢ formada pela enzima glutationa redutase,
que utiliza NADPH + H" para reduzir a glutationa oxidada em GSH, a qual atua reduzindo
diretamente as espécies reativas de oxigénio. A glutationa ¢ encontrada principalmente
em cloroplastos, mas também em outros compartimentos celulares, e atua removendo
espécies reativas de oxigénio como o Oz e o radical hidroxila (NOCTOR; FOYER,
1998).

Esse pode ter sido o motivo pelo qual em potenciais da agua do solo mais baixos

foram encontrados maiores conteudos de tidis, pois a planta aumentou esse antioxidante
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para se proteger do estresse. A glutationa ¢ acumulada nas células para proteger a planta
de efeitos destrutivos que podem ser causados por fatores de estresse, portanto maiores
niveis de glutationa indicam uma maior resisténcia ao estresse (NAHAR et al., 2018).
Assim como neste estudo, outros trabalhos que submeteram plantas a déficit hidrico
observaram aumentos nos niveis de glutationa (WANG et al., 2016; HASANUZZAMAN
etal.,2018; NAHAR etal., 2018).

5 CONCLUSOES

Plantas de soja submetidas a baixos potenciais da agua do solo, em ambiente
protegido, com restricdo de agua durante seis e¢ oito dias, sdo submetidas a estresse
oxidativo, pela producdo incrementada de espécies reativas de oxigénio, danos celulares
e moleculares, e indu¢dao do metabolismo antioxidante de defesa. Além disso, apresentam
alteracdes fisiologicas, como a diminui¢do de troca de gases, do status hidrico e da

eficiéncia fotossintética.

A aplicagdo de xenobidtico também causa alteragdes, mas com menor intensidade.
Efeitos negativos sdo mais pronunciados quando a aplicagdo ocorre em plantas
submetidas a condi¢do de baixa disponibilidade de 4gua do solo. Isso indica que as
respostas desencadeadas para os estresses isolados, a soma destes e quando em
combinagdo ¢ diferente. Respostas interativas negativas sdo observadas para essa

combinacao de estresses, tendo a restricao de agua o efeito mais deletério.

A aplicagdo de bioestimulante ¢ favoravel para a amenizar os efeitos do déficit
hidrico e do xenobidtico. Algumas situagdes mostram que o xenobiotico pode influenciar

a acao do bioestimulante se aplicados concomitantemente.

A aplicagdo de fungicida combinada com bioestimulante, em plantas de soja em

ambiente protegido, no estddio vegetativo ¢ indicada para restricdo de 4gua de até quatro
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ou seis dias, ou potencial da dgua do solo de -0,0074 ou -0,0164 MPa, e potencial da dgua
da folha de -0,7 MPa, sendo ndo indicada apds esses patamares pelo reduzido status
hidrico da planta, trocas gasosas limitadas pelo fechamento estomatico, pela geracao de

estresse oxidativo, e pelos danos causados as plantas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Corroborando com outros estudos de combinagdes de estresses, esse trabalho
mostrou que a exposi¢ao simultanea ao déficit de 4gua e xenobidtico pode induzir a novos
mecanismos de defesa e respostas diferenciais a um novo tipo de estresse, € nao apenas a

soma das respostas de cada um destes estresses isolados.

Mecanismos diferentes de tolerancia a esta situacao de estresse combinado podem
ter sido desencadeadas, os quais demandam estudos para serem desvendados e

entendidos, pois ¢ uma situacao que vem sendo encontrada com frequéncia.

Neste sentido, sao necessarios avangos com o propdsito de compreender as
situacdes, cada vez mais diversas, enfrentadas pelas plantas no campo. Por exemplo,
situacdes de temperaturas baixas ou altas, enfrentadas pela cultura precisam ser estudadas
para que possam ser compreendidos os efeitos causados nas plantas, € seus mecanismos

induzidos para a tolerincia a essas condicdes.

Além disso, mais estudos precisam ser desenvolvidos para alcangarmos um
potencial da dgua da folha, que possa ser usado como indicativo do momento critico para
a aplicacdo de fungicida, uma vez que sintomas de fitotoxidez podem decorrer dessa

aplicagdo em situacdes de déficit hidrico.
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ANEXOS



Anexo I Locais de producao de espécies reativas de oxigénio e sistemas de defesa.
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