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RESUMO GERAL

ALVES, Gustavo de Oliveira, M.Sc, Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2024. Niquel
disponivel no solo e o seu efeito em plantas de soja sob déficit hidrico. Orientadora: Isabela
Cristina Filardi Vasques. Coorientador: Samuel Vasconcelos Valadares.

A aplicagdo de niquel (Ni) em plantas de soja sob estresse tem estimulado a producdo de
compostos antioxidantes. No entanto, ha uma caréncia de estudos sobre o uso de Ni para aliviar
outros tipos de estresse, como o déficit hidrico (DH). As mudangas climaticas tém aumentado
a frequéncia e intensidade de fendmenos climaticos extremos, reduzindo a precipitacdo e a
disponibilidade de agua. Portanto, o objetivo deste estudo ¢ avaliar o efeito da aplicacdo de Ni
em plantas de soja cultivadas sob DH, analisando as respostas metabolicas e fisioldgicas, além
do fracionamento quimico do Ni no solo ao final do experimento. O experimento foi conduzido
em camara de crescimento, em delineamento em blocos casualizados, utilizando o Latossolo
Vermelho Amarelo, pobre em Ni. Foram realizadas aplica¢des das doses de 0, 0,25, 0,5, 1,2 ¢
4 mg kg™!' de Ni no solo antes do plantio da soja, e as plantas foram submetidas as condi¢des
hidricas de presenca ou auséncia de DH, a partir do estadio R2. Foram realizadas trés avaliagcdes
ao longo dos 15 dias de DH, sendo: antes do DH (AV1) ao oitavo (AV2) e decimo quinto dia
(AV3). Preliminarmente ao DH (AV1), a aplicagdo de Ni aumentou a eficiéncia de carboxilagao
(EC) e uso da dgua (EUA), bem como os teores de aminodcidos totais (AAS), fenois totais (FT),
malato, glicose e sacarose na soja. Contudo, reduziu os teores de ascorbato (AsA) e proteinas
totais (PT). Na soja em DH na AV2, a aplicagdo de Ni aumentou a EUA, EC, os teores de
glicose, frutose, AAS, PT e o potencial hidrico na folha (WYwr), bem como colaborou
positivamente para a eficiéncia do uso da energia fotoquimica e a dissipagdo do seu excesso.
Com o avanco do DH na AV3, a aplicagdo de Ni propiciou aumento na EC e estimulou os teores
de prolina, malato, fumarato, AsA, Ywr € FT, mas reduziu E7TR e os teors de clorofila (a e b),
carotenoides e o extravasamento de eletrolitos. Ao término do estudo, o principal efeito
observado foi a protecdo do fotossistema II, aumento de osmoprotetores e a limitagdo do dano
oxidativo, observado pela menor presenga de H>2O2 e O2". A massa seca da soja, excluindo as
raizes, foi incrementada nas folhas, caules e vagens até 2 mg kg™! de Ni em plantas controles.
Por outro lado, a massa seca dos nodulos foi incrementada até 2 mg kg™ de Ni sob DH na AV3.

O Ni influenciou positivamente nos teores de Fe, K, S e Zn na parte aérea de plantas quando



em DH, mas contribuiu para a reducdo destes nutrientes na soja no controle. A maior parte do
Ni associou-se a fragdo residual, 6xidos de ferro (FeOx) e matéria organica ao final do estudo
obtidas pela extracdo sequencial. A fragdo associada aos FeOx bem cristalizado se
correlacionou com Ni-trocavel e teor de Ni na parte aérea da soja, indicando efeito dessa fragao
mineral sob a disponibilidade do Ni ao solo. Concluimos que a aplicagdo de Ni diminui os
efeitos negativos do DH na soja, induzindo a prote¢ao do sistema de membranas, comprovado
pelo reduzido extravasamento de eletrélitos, através da producdo de antioxidantes nado
enzimaticos ¢ também aumentou o status hidrico dos foliolos por influenciar na sintese de
acucares ¢ aminoacidos. Além disso, a fracdo de Ni associado aos FeOx predominou ap6s os

45 dias de adubacao.

Palavras-chaves: Biogeoquimica; metabolismo primdrio; micronutrientes; seca; status hidrico.



ABSTRACT

ALVES, Gustavo de Oliveira, M. Sc, Federal University of Vigosa, February 2024. Nickel
available in the soil and its effect on soybean plants under water deficit. Advisor: Isabela
Cristina Filardi Vasques. Co-advisor: Samuel Vasconcelos Valadares.

The application of nickel (Ni) in soybean plants under stress has stimulated the production of
antioxidant compounds. However, there is a lack of studies on the use of Ni to alleviate other
types of stress, such as water deficit (WD). Climate change has increased the frequency and
intensity of extreme weather events, reducing precipitation and water availability. Therefore,
the objective of this study is to evaluate the effect of Ni application on soybean plants grown
under WD, analyzing metabolic and physiological responses, as well as the chemical
fractionation of Ni in the soil at the end of the experiment. The experiment was conducted in a
growth chamber, using a randomized block design, with the Latossolo Vermelho Amarelo, a
Ni-poor soil. The doses of 0, 0.25, 0.5, 1, 2, and 4 mg kg™! of Ni were applied to the soil before
soybean planting, and the plants were subjected to WD conditions, either with or without WD,
starting from the R2 stage. Three evaluations were performed over the 15-day WD period:
before WD (AV1), at the eighth day (AV2), and at the fifteenth day (AV3). Preliminary to WD
(AV1), Ni application increased the efficiency of carboxylation (EC) and water use (EUA), as
well as the total amino acid (AAS), total phenol (FT), malate, glucose, and sucrose in soybean.
However, it reduced the ascorbate (AsA) and total protein (PT) levels. In soybean under WD at
AV2, Ni application increased EUA, EC, glucose, fructose, AAS, PT, and the water potential
in the leaf (Wwr), as well as positively contributing to the efficiency of photochemical energy
use and excess dissipation. As WD progressed in AV3, Ni application promoted an increase in
EC and stimulated the levels of proline, malate, fumarate, AsA, Ywr, and FT, but reduced the
electron transport rate (E7TR) and the contents of chlorophyll (a and b), carotenoids, and
electrolyte leakage. At the end of the study, the main observed effect was the protection of
photosystem II, the increase in osmoprotectors, and the limitation of oxidative damage,
observed by the lower presence of H>O; and O>". The dry mass of soybean, excluding roots,
was increased in leaves, stems, and pods up to 2 mg kg! of Ni in control plants. On the other
hand, the dry mass of nodules was increased up to 2 mg kg!' of Ni under WD in AV3. Ni
positively influenced the levels of Fe, K, S, and Zn in the aerial part of plants under WD, but



contributed to the reduction of these nutrients in soybean in the control. Most of the Ni
associated with the residual fraction, iron oxides (FeOx), and organic matter at the end of the
study, obtained by sequential extraction. The fraction associated with well-crystallized FeOx
correlated with Ni-available and Ni content in the aerial part of soybean, indicating the effect
of this mineral fraction on Ni availability in the soil. We conclude that Ni application reduces
the negative effects of WD in soybean, inducing membrane protection, proven by reduced
electrolyte leakage, through the production of non-enzymatic antioxidants and increased leaf
water status by influencing sugar and amino acid synthesis. Additionally, the Ni fraction

associated with FeOx predominated after 45 days of fertilization.

Keywords: Biogeochemistry; drought stress; micronutrients; primary metabolism; water

status.
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1. INTRODUCAO

As mudangas climaticas tém intensificado a ocorréncia de estresse abidtico nos cultivos
agricolas (TOMAR et al., 2021; FAHAD et al., 2017). Dentre esses estresses, o déficit hidrico
(DH) ¢ um dos mais relevantes para a agricultura, devido ao impacto do aumento da temperatura
terrestre sobre a distribui¢do do vapor de 4gua na atmosfera e a frequéncia de eventos climéaticos
que afeta a incidéncia de chuvas (ALMAGRO et al., 2017; FAHAD et al., 2017). O prejuizo
da limitagdo hidrica € mais potencializado em cultivos que estdo em areas com predominancia
de solos rasos, arenosos e pobres em matéria organica do solo (MOS), devido a particularidade
desses solos de reter e armazenar baixas quantidades de agua (SELEIMAN et al., 2021; LOPES
etal.,2011).

Naturalmente, as plantas passam por constante alteracdo dos niveis de dgua no solo.
Entretanto, quanto menor a disponibilidade de 4gua no solo, maior ¢ a for¢a de retengdo de dgua
pelas particulas do solo, bem como o maior estresse ¢ desgaste energético do vegetal para a
obtencdo de agua e manutencdo hidrica interna (FAHAD et al., 2017; MUTAVA et al., 2015;
SILVA et al., 2011). A limitada disponibilidade de agua reduz o turgor e a divisdo celular,
impactando na formacao de novos tecidos (TAIZ et al., 2017). Os processos envolvidos na
fotossintese, condutancia estomatica e absor¢do de nutrientes sdo prejudicados em plantas sob
DH, implicando em perdas de produtividade expressivas (MATHOBO et al., 2017; BASHIR
et al., 2021). Além disso, a falta de 4gua induz a formacgdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), que causam danos oxidativos aos sistemas de membranas (DUMANOVIC et al., 2021;
XIONG et al., 2021).

Na regido tropical do Brasil, estudos recentes sugerem a incidéncia de secas mais
severas em fun¢do do avanco das mudangas climaticas, causadas pela reducao na precipitagao
e ondas de calor, potencializando o déficit hidrico nas areas de cultivos agricolas (ZILLI et al.,
2020; RATTIS et al., 2021; TRENBERTH, 2011). Dentre as culturas produzidas no Brasil, a
soja se destaca por ser a leguminosa mais amplamente cultivada (FENG et al., 2021). As
lavouras de soja sao amplamente difundidas em areas de Cerrado, onde € corriqueira a
ocorréncia de déficits hidricos durante o cultivo (TAVARES et al., 2022). Portanto, a adog¢ao
de técnicas agricolas que aumentem a eficiéncia produtiva e a producdo de alimentos nesses
ambientes potencialmente estressantes se constitui um processo desafiador nos dias atuais

(SELEIMAN et al., 2021; TOMAR et al., 2021).
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O Ni ¢ um micronutriente (BROWN et al., 1987) para as plantas, atuando como cofator
para a ativacdo e formacdo da enzima urease, fundamental no metabolismo do nitrogénio e na
manutengdo dos niveis de ureia nas folhas (RODRIGUEZ-JIMENEZ et al., 2016; AHMAD et
al.,2011). A aplicagao de Ni tem beneficiado a cultura da soja, com doses de 0,5 a 3 mg dm?
de Ni aumentando o teor de N e a massa nos graos, além de incrementar a atividade da urease
e da taxa fotossintética liquida (MACEDO et al., 2016; LEVY et al., 2019; FREITAS et al.,
2019). Contudo, ha pouca compreensdo sobre as interagdes Ni-solo-planta e as suas reacdes
com a fragdo mineral que podem afetar a disponibilidade do nutriente para a soja (AMEEN et
al.,2019; ZIMMERMAN et al., 2010).

Estudos recentes tém explorado a relacdo entre o Ni e o estresse em plantas. Por
exemplo, estudos com tomate e trigo sob estresse salino demonstraram que a aplicagdo de Ni
aumentou a eficiéncia do aparato antioxidante, reduziu danos as membranas celulares e trouxe
melhoria na compartimentagao do potassio (AIN ez al.,2016; AMJAD et al., 2020). Além disso,
ha evidéncias de que o Ni também estad envolvido no ciclo da glutationa e na sintese e
recuperagdo de enzimas antioxidantes (FABIANO ef al., 2015; FREEMAN ef al., 2004). Em
um estudo recente, Oliveira et al. (2022) investigaram o efeito da pulverizacao de Ni em plantas
de milho inoculadas com Exserohilum turcicum e observaram uma intensa atividade das
enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalase
(CAT).

Na soja, a aplicacdo foliar de Ni aumentou sua resisténcia a doengas, por meio da
ativacdo de mecanismos de defesa. Einhardt et al (2020a, 2020b) observaram que o
fornecimento de Ni estimulou a produ¢do de enzimas antioxidantes como APX, SOD e CAT,
compostos fenodlicos ndo enzimadticos, € aumentou a eficiéncia do fotossistema Il em resposta a
infec¢do pelo fungo Phakopsora pachyrhizi. Resultados semelhantes foram encontrados por
Barcelos et al. (2018) para o oidio (Microsphaera difusa) em soja, com a aplicacdo foliar de Ni
reduzindo significativamente a severidade da doenca através do aumento da protecdo oxidativa.
No entanto, informacodes sobre a aplicacao de Ni em cultivo de soja sob deficiéncia hidrica sao
escassas, bem como nao hd conhecimento sobre a magnitude da disponibilidade deste nutriente
quanto as fragdes minerais de solos oxidicos tropicais.

Desse modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do Ni no metabolismo
primdrio, na integridade celular e no status nutricional da soja sob déficit hidrico, além das
alteracdes na interacdo do Ni com os constituintes do solo por meio do seu fracionamento

quimico.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Caracterizagdo do solo e delineamento estatistico

O estudo foi conduzido em camara de crescimento da Universidade Federal de Vigosa
— UFV (20°4529.9"S, 42°52'11.6"W), utilizando o genoétipo de soja TMG — 7363 RR. O
experimento foi conduzido em delineamento em blocos ao acaso, com os tratamentos
distribuidos em arranjo fatorial 2 x 6 com 5 repeti¢des. O primeiro fator foi a condi¢ao hidrica
adotada (CH), com a soja imposta ou nao ao déficit hidrico a partir do estadio R2, e o segundo
fator foi composto pela aplicacdo de doses crescentes de 0, 0,25, 0,5, 1, 2 e 4 mg kg™ de Ni ao
solo, na forma do sal NiSQa, antes do plantio.

As unidades experimentais foram vasos de 4 dm? de solo, os quais foram
impermeabilizados e preenchidos com Latossolo Vermelho Amarelo (LVA) (EMBRAPA,
2018), coletado na camada de 1-1,5 m de profundidade para evitar possiveis contaminagdes
com outros materiais préximos, bem como a influéncia da matéria organica (20°45'45.6"S,
42°5229.5"W; Tabela 1). Antes do preenchimento, a acidez do solo foi corrigida, com o intuito
de elevar a saturacao de base do solo para 75%, através da adi¢ao de 4,068 g de CaCOs e 1,138
g de MgCOs (ambos reagentes puros para analise) na propor¢do molar de 3:1. Em seguida, o
solo foi umedecido a 80% da capacidade de campo (28,80% de umidade) e incubado por um

periodo de 15 dias.

Tabela 1. Caracteristicas quimicas e fisicas do LV A utilizado no estudo antes e apds a corregao

da acidez do solo

pHi2s Ca™ Mg? AI° K' H+Al P Ni__ Ni-ST> CO__ Argila_Silte Areia
8 O I — cmol. kg™ mg kg g kg! %

Antes 489 0,01 0,001 0,15 0,01 3,39 0,00! 0,006 1113 5,79

Apos 6,57 3,68 0,55 0,001 0,02 1,45 1,11 0,005 ’ 5,55
Notas: pH em agua (razdo solo/solugdo de 1:2,5). P, K e Ni: extraidos via Mehlich-1 (razio solo solugdo de 1:10).
Ca™, Mg" e Al": extrator 0,1 mol L' KCl na razdo solo solugdo de 1:10. H + Al: Acidez potencial determinada
em acetato de calcio a 0,5 mol L' a pH 7 (relagdo solo/solugdo de 1:15). Ni-ST: Teor de Ni semitotal (9 mL HNOs
+ 3 mL HCI), obtido conforme EPA 3051a (USEPA, 1998). CO: Carbono Organico do solo. 'Teores abaixo do
limite de detecg@o para o método de quantificagdo utilizado.

Calagem

66,6 16,1 17,1

A fertilizagao do solo para todos os nutrientes, exceto o N e Ca, foi realizada conforme
Novais et al. (1991) para estudos em casa de vegetagdo (Tabela 2), com modificacdes para as
doses de Mg e S. Antes do plantio, foram aplicadas integralmente as doses de P e Ni, além de
Y4 da dose total dos demais nutrientes. Com exce¢do do P e Ni, as demais doses foram

administradas em superficie, subsequentemente a cada 7 dias. Ao longo do experimento,
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também houve a aplicacao de trés parcelas de 30 mg kg™' de Mg em intervalos de 7 dias até o

estadio fenologico R1 da soja (FEHR; CAVINESS, 1977; FER et al., 1971).

Tabela 2. Nutrientes e respectivas doses aplicadas ao solo ao longo do estudo.

Nutrientes Dose (mg kg')! Fonte do Nutriente

P? 300,00 Ca(H2POs)>
K 150,00 K>SO4 + KCl
S 80,00 K2S04
Mg 90,00 MgCl>.6H.0
B 0,81 H3BO:s
Cu 1,33 CuSOq4
Fe 1,55 FeSOq4
Mn 3,66 MnCl,
Mo 0,15 (NH4)6M07024.4H20
Zn 4,00 ZnSOy4

Notas: 'Doses sugeridas por Novais et al. (1991), exceto para o S € Mg. 2Aplicado integralmente antes do plantio.

2.2 Plantio e tratos culturais

As sementes de soja do gendtipo TMG — 7363 RR foram sanitizadas antes do plantio,
submergindo-as por 2 minutos em NaOCl a 2,5%, seguidas de 1 minuto em alcool 70% ¢ 10
lavagens de um minuto cada com agua ultrapura (Milli-Q®). Apos a secagem a sombra, seguido
do armazenamento em camara fria por 24 horas, as sementes foram tratadas com fungicida e
inseticida na dose recomendada de 1,25 L t! de semente, formado pelos principios ativos do
tipo metalaxil-M, tiabendazol, fludioxonil e tiametoxam em concentragdes de 20, 150, 25 e 350
g L', respectivamente (Cruiser Advanced®). As sementes foram mantidas em temperatura
ambiente e ao abrigo de luz para adesdo do tratamento de sementes e, em seguida, armazenadas
a 5~7 °C por 24 horas até o plantio.

Cerca de 4 horas antes da semeadura, as sementes foram inoculadas com
Bradyrhizobium japonicum na concentracdo minima de 1 x 10'° células por semente na dose de
0,5 mL kg' de sementes. Em cada vaso foram semeadas 10 sementes de soja e, ao sétimo dia
apos a emergéncia, foi realizado o desbaste das plantas, restando apenas 2 plantas por vaso. A
cada 5 dias, as parcelas experimentais dentro dos blocos foram aleatorizadas para aumentar a
homogeneidade da distribuicdo de luz com o crescimento das plantas e evitar o sombreamento
(Figura S1). O monitoramento da perda de dgua por evaporagao do solo foi verificado por dois
vasos sem o plantio de soja por bloco, um para cada condi¢do hidrica imposta.

O fotoperiodo durante todo o experimento foi de 12 horas e a temperatura foi ajustada
para 28,5 °C durante a fase de luz e 24,5°C na fase noturna (Figura S3). As fontes de luz

utilizadas foram de Diodo Emissor de Luz (LED), compostos por LEDs azuis, brancos e
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vermelhos na propor¢do 3:1:1, com o espectro red, green e blue (RGB) de 59,70%: 9,11%:
29,68%, respectivamente. A densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (PPFD) foi ajustada
para 151,06 umol m™2 s™! na fase de germinacao e mantido ao longo dos sete primeiros dias
apo6s emergéncia das plantas (VE). Apos este periodo de crescimento inicial, houve um aumento
gradativo da intensidade luminosa a cada 2 dias, atingindo no 12° dia apds a emergéncia (V1)
a faixa de 330,00 = 25 ymol m2 s! (FENG et al., 2019).

Para caracterizagdo da qualidade da luz ao longo do dossel da soja durante o seu
crescimento, dados em cinco diferentes alturas foram obtidos com o auxilio do espectrometro
LI — 180 (Figura S1 e S2; Tabela 1S) e posteriormente ajustados por um modelo de regressao

linear.

2.3 Ensaio de déficit hidrico na soja

Os niveis de 4gua no solo foram controlados com base na curva caracteristica de
retengdo de agua no solo, obtida na cadmara de Richards nas tensdes de 10, 30, 50, 100, 600,
1000 e 1500 kPa (Figura S2) (EMBRAPA, 2017). O monitoramento dos niveis de 4gua no solo
foi realizado com uma sonda de reflectometria no dominio do tempo (TDR), modelo
ProCheck® (Decagon Devices). O TDR foi previamente calibrado usando vasos preenchidos
com o solo de estudo e alocados na camara de crescimento, com os niveis de dgua no solo sendo
aferidos com o TDR e relacionados com a umidade gravimétrica do solo através da pesagem
dos vasos a cada 24 horas (Figura S2).

O déficit hidrico (DH) na cultura da soja seguiu a metodologia sugerida por Nascimento
etal. (2021), adotando a tensdo de 4gua no solo de 900 kPa como nivel de restri¢do hidrica para
o estadio reprodutivo da cultura. As plantas de soja foram avaliadas trés vezes ao longo do
estudo, com a primeira ocorrendo antes do DH (10 kPa ou 34,75 + 0,3% umidade do solo), e
outras duas no oitavo e décimo quinto dia apds a imposi¢do do DH, quando as tensdes de dgua
foram equivalentes a 600 (24,03 = 0,2%) e 900 kPa (23,17 + 0,2%), respectivamente (Figura
S2). Antes da imposi¢ao do DH, a irrigacao de todos os vasos ocorreu diariamente para manter
os niveis de dgua no solo equivalentes a 10 kPa (34,75 + 0,3%) (Figura S3). As verificagdes da
umidade do solo foram realizadas a cada 24 horas apds a aplicacdo da 1dmina de agua.

O inicio do déficit hidrico ocorreu quando 90% das plantas de soja atingiram o final do
estadio R2 aos 25 dias ap6s a emergéncia (Figura S2), momento em que as plantas apresentaram
pelo menos uma flor aberta nos dois ultimos nos da haste (FEHR; CAVINESS, 1977). Houve
a antecipagdo do estadio reprodutivo na soja, e isso pode ser atribuido ao encurtamento do ciclo

de vida devido a reducdo do fotoperiodo para 12 horas, abaixo do fotoperiodo critico de 16
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horas para a espécie (YANG et al., 2019). Essa alterag@o no ciclo de cultivo ja era esperada
devido a condi¢do do ambiente de cultivo, mediante a luz de origem do mddulo de LED, PPDF
e fotoperiodo, desde que ndao se comprometa a homogeneidade do florescimento da soja
(JAHNE et al., 2020).

Durante a inducao do déficit hidrico, houve reducdo gradativa da irrigagdo dos vasos
das plantas sob restricao hidrica, a qual se prolongou por 15 dias consecutivos. O solo atingiu
a tensdo de agua de 600 kPa no terceiro dia apos a reducao da irrigagdo, e as plantas foram
mantidas nesta condi¢cdo por 5 dias. Em seguida, a tensdo de adgua foi reduzida até 900 kPa,
onde as plantas foram mantidas por mais 7 dias consecutivos. Durante todo o periodo de déficit
hidrico, os niveis de 4gua no solo nas plantas do controle, sem restricdo de irriga¢do, foram
mantidos com tensdo de 4gua no solo equivalente a 10 kPa. Os dados referentes ao nivel de
agua no solo, temperatura e umidade relativa do ar ao longo do experimento estdo disponiveis

na Figura S3.

2.4  Andlises fisioldgicas e hidraulica da soja sob estresse hidrico

Com excecao do teor relativo de dgua no foliolo e do extravasamento de eletrolito, todas
as demais analises fisiologicas e hidraulicas realizadas em plantas de soja sem ou com déficit
hidrico ocorreram em trés distintos momentos: a primeira avaliacdo (AV1) antecedendo a
restri¢do hidrica (25 dias ap6s a emergéncia) na soja no estadio R2, e segunda avaliagdo (AV2)
equivalente a tensdo de dgua no solo de 600 kPa e a terceira avaliacao (AV3) na tensdao de 900
kPa, especificamente, ao 8° e 15° dia apds o inicio do déficit hidrico. A AV2 foi realizada
quando se atingiu o estadio fenoldgico R3, com as plantas em fase de enchimento das vagens,
com o tamanho dos legumes atingindo at¢ 5 mm de comprimento. Na AV3, o estadio fenoldgico
da soja foi o R5.1, a qual os graos estavam com a granagao de 10% e facilmente perceptivel ao

tato (FEHR; CAVINESS, 1977; YORINORI, 1996)

2.4.1 Trocas gasosas

As trocas gasosas foram determinadas com o uso do Analisador de Gés Infravermelho
(IRGA - Modelo LICOR XT6400), utilizando o foliolo totalmente expandido, posicionado
entre a terceira e quarta folha. Antes das andlises, a radiagdo fotossinteticamente ativa foi
ajustada para 350 pmol m? s™! e a porcentagem de luz azul foi definida em 20% da densidade
de fluxo de fotons fotossintéticos, equivalente a intensidade da faixa de luz azul emitida pelo
médulo de LED. O fluxo de CO> foi estabelecido em 400 pmol CO2 mol™! ar e o déficit de

pressdo de vapor proximo a 1,5 kPa. A assimilagdo de CO2 (4), condutincia estomatica (gy),
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concentragdo de CO> intercelular (Ci) e taxa de transpiragdo (E£) foram obtidos apds seis
aferigdes ao longo de 1 minuto apods a estabilizacdo das trocas gasosas do foliolo que fora
introduzido ao cabegote de leitura. Além disso, a eficiéncia do uso da agua (EUA) e a eficiéncia
da carboxilagdo (EC) foram calculadas a partir das razdes A/E e A/Ci, respectivamente. As

medig¢des iniciaram-se 1 hora ap6s o inicio do periodo luminoso.

“_

2.4.2 Fluorescéncia da clorofila “a

Os parametros de fluorescéncia da clorofila a e suas relagdes foram determinados apos
a avaliacao da troca gasosa das plantas de soja. A fluorescéncia inicial adaptada a luz (Fo’) foi
obtida posteriormente por meio da aplicagdo de um pulso de iluminag¢do de luz vermelha
distante. O rendimento da fluorescéncia no estado estacionario (Fs) também foi inicialmente
aferido e, seguidamente, aplicado o pulso de saturacdo de luz branca para se determinar a
fluorescéncia maxima adaptada a luz (Fm’).

A determina¢do do rendimento da fluorescéncia adaptada ao escuro ocorreu apos os
foliolos de soja serem protegidos da luz através do envelopamento por papel aluminio e a luz
da camara de crescimento sendo desligada por 30 minutos e mantida durante a verificacdo. Para
a determinacao da fluorescéncia adaptada ao escuro, um pulso de luz foi emitido nos foliolos
para se obter a fluorescéncia inicial adaptada ao escuro (Fo). Em seguida, um novo pulso de
luz foi emitido para lograr a fluorescéncia méaxima adaptada ao escuro (Fm).

De posse dos dados foram calculados: a fluorescéncia maxima variavel adaptada a luz
(Fv = Fn’-F,"), a eficiéncia de captura de excitacdo relacionada aos centros de reagdo do PSII
abertos (F\/Fn’ = [Fn’-Fo'/Fu’]), coeficiente de extingdo fotoquimica (g, = [Fn' — Fs]/[Fn -
Fo’]), fluorescéncia maxima variavel adaptada ao escuro (¥, = F - F,) e maxima eficiéncia
quantica do PSII (F./Fy). Os atributos relacionados ao rendimento quéantico do PSII foi obtido,
sendo: rendimento quantico real do transporte de elétrons (®PSII = [F,,’-Fs’]/Fn»’), rendimento
quantico ndo fotoquimico (NPQ = [Fn - Fun’|/F»’) € 0 rendimento quantico ndo fotoquimico
relacionada com a utilizacao de energia fotoquimica por separacao de cargas na reagdo (gN =
[Fn - Fn’]/[Fn-Fo’]) e a taxa de transporte de elétrons (E7TR) e a razdo ETR/A (KRAMER et
al., 2004; KLUGHAMMER; SCHREIBER, 2008; YAMORI et al., 2011; SWOCZYNA et al.,
2022; GENTY et al., 1989).

2.4.3 Potencial hidrico na folha e teor relativo de dgua

O potencial hidrico na folha na antemanha (Wwr) foi determinado uma hora antes do

inicio do periodo luminoso nas trés avaliagdes. Foi utilizado um foliolo de soja de cada
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repeticdo, a qual foi armazenado em camara imida, saturada de CO; e em baixa temperatura (4
°C) imediatamente ap6s a sua remog¢do. Em seguida, o potencial hidrico do foliolo foi obtido
através da camara de Scholander (SCHOLANDER et al., 1965), aplicando-se uma pressao
positiva com gas comprimido de N até ocorrer a liberacao da seiva pela haste do foliolo.

O teor relativo de dgua (TRA) no foliolo de soja foi determinado conforme Varone e
Gratani (2015) durante as duas avaliagcdes apoés o DH. O foliolo totalmente expandido de
posic¢do entre a terceiro ou quarta folha foi retirado e rapidamente obtida a massa fresca (MF).
Em seguida, os foliolos foram adicionados em tubos de centrifugas de 50 mL preenchidos com
agua ultrapura. Estes, posteriormente foram armazenados por 24 horas a 4 °C no escuro e, ao
final deste periodo, os foliolos foram pesados para a obtengdo da massa turgida (MT). Apos, os
foliolos foram secos em estufa de circulagdo de ar forgado a 50 °C por 5 dias € novamente
pesados para a determinacdo da massa seca (MS). O TRA foi obtido pela formula TRA (%) =
([MF-MS] / [MT-MS])*100.

2.4.4  Extravasamento de eletrolitos

Para a avaliagdo do extravasamento de eletrolitos (EE), utilizou-se um foliolo fresco
posicionado entre a terceira e a quarta folha da soja (BLUM; EBERCON, 1981) nas avaliagdes
AV2 e AV3. O foliolo foi delicadamente lavado com 4gua destilada e dividido em 20 discos de
0,5 cm de diametro, excluindo a nervura central e secundarias. Em seguida, os discos foram
colocados em tubos de centrifuga de 50 mL contendo 20 mL de 4gua ultrapura (Milli-Q®).
Estes foram mantidos sob agitacdo lenta por 24 horas no escuro (12 rpm) e sob temperatura
ambiente. Apos esse periodo, o foi obtido a condutividade elétrica inicial da solugdo (CE),
medida com um condutivimetro de bancada. Em seguida, as amostras foram incubadas em
banho-maria a 95°C por 1 hora para a segunda medi¢ao da condutividade elétrica da solucao
(CEy). A magnitude do extravasamento de eletrolitos, indicativo da integridade da membrana
celular, foi expressa em porcentagem e calculada pela razdo entre a primeira e a segunda

afericdo da condutividade elétrica da solugdo foliar, sendo: EE (%) = (CE; / CE¢) * 100.

2.5  Coleta do material foliar para analise de metabolismo primario e dano celular

Para a avaliagdo do metabolismo primario e a integridade das membranas, dois foliolos
entre a quarta e quinta folha totalmente expandida de soja intacta foram coletados, envolvidos
em papel de aluminio e rapidamente adicionados em nitrogénio liquido para a paralisagao do

metabolismo. Por fim, as amostras foram armazenadas em ultrafreezer a -80 °C. Antes das
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avaliagdes, as amostras foram submetidas a liofilizacdo e, posteriormente, moidas e

armazenadas em tubos de microcentrifuga.

2.6  Extracdo metanolica

A extragdo metanolica foi realizada pela adicdo de 700 pL. de metanol 100% em 5 mg
de tecido foliar liofilizado (LISEC et al., 2006). Posteriormente, o extrato foi agitado em vortex
e levado ao Thermomixer Confort por 20 minutos a 80 °C sob rotacdo de 750 rpm. Apds, as
amostras foram centrifugadas a 13.300 rpm por 15 minutos a 4 ° C. O sobrenadante foi
transferido para tubos de microcentrifugas de 2 mL, do qual foi obtido os teores de clorofila a,
b e carotenoides.

Em seguida, ao extrato restante foi adicionado 375 uL de cloroférmio e 750 uL. de dgua
destilada, a qual foi agitada em vortex. As amostras, entdo, foram centrifugadas a 13.300 rpm
a temperatura de 4°C por 10 minutos. No coquetel de extracdo, a fase translicida foi retirada e
armazenada em tubos de microcentrifuga a -20 °C para a quantificacdo de glicose, frutose,
sacarose, aminodacidos totais, prolina, fenois totais, malato e fumarato. O pellet retido no tubo
também foi lavado com dalcool 70% e armazenado para obtencdo nos teores de proteinas

soluveis totais € amido.

2.6.1 Pigmentos, proteinas soluveis totais e aminodcidos totais

Os teores de clorofila (a e b) e carotenoides foram determinados segundo Wellburn
(1994). Uma aliquota de 50 pL do extrato armazenado foi adicionada em microplacas do tipo
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e determinada em absorbéncia de 470, 653 e
666 nm. Os aminoacidos totais foram obtidos conforme Yemm, Cocking e Ricketts (1955),
com uma aliquota de 50 uL do extrato metanolico, 50 pL do tampao citrato de sodio 1 M em
pH 5,2 em 0,2% de 4cido ascorbico e 100 pL. de nihidrina 1% diluida em éalcool. Em seguida,
o material foi vedado com fita de aluminio termorresistente e levado ao termomixer por 20
minutos a 95°C. As amostras foram quantificadas no leitor de microplacas de ELISA em
absorbancia de 570 nm. Uma curva de leucina foi utilizada para a comparacao dos resultados.

As proteinas soluveis totais foram obtidas do pellet remanescente do tubo de extracao.
O material foi lavado com lavado com 1 mL de etanol 70%, 2 vezes, e em seguida adicionou-
se 400 uL de 0,1 mol L' NaOH e homogeneizado em vértex. Logo ap6s, foi mantido por uma
hora a 95°C sob agitagdao de 750 rpm. Apds o resfriamento dos tubos, estes foram centrifugados
a 13.500 rpm por 5 minutos a 4°C. Posteriormente, de 5 uL. do sobrenadante foi adicionado em

250 puL de Bradford em microplacas de ELISA e mantidas sob reagdo por 10 minutos
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(BRADFORD, 1976). A determinagdo ocorreu no comprimento de onda de 595 nm e

comparada com curva de calibrag¢do padrao de albumina de soro bovino.

2.6.2 Prolina

Os teores de prolina foram obtidos segundo o método proposto por Carillo e Gibon
(2011). Os 600 pL de extrato metandlico concentrado (50 pL), junto de 100 puL de nihidrina 1%
diluida em etanol 20% e 4cido acético a 60%, foram adicionados em placas de ELISA vedadas
com fita do tipo RT-PCR e deixadas em termomixer por 20 minutos a 95°C. A reagdo foi
quantificada no leitor de microplacas de ELISA em comprimento de onda de 520 nm e

comparada com a curva padrado de calibragao de prolina a 1 mM.

2.6.3 Malato e fumarato

Os teores de malato e fumarato foram obtidos em 5 pL de extrato metandlico, aos quais
foram adicionados um mix formado por 25 puL do tampao tricina (KOH 0,4 M e MgCl, 20 mM)
apH 9, 10 pL de methylthiazoyldiphenyl-tetrazolium bromide (MTT) 10 mM, 5 pL de NAD"
60 mM e 2 pL de phenazine ethosulfato (PES) 20 mM, 5 pL de Triton 10% e 48 uL. de agua
(NUNES-NESI et al., 2007). A reagdo foi quantificada em microplacas de ELISA a 570 nm,
iniciada 10 minutos apds a formacdo da linha de base, com a aplicacdo de 1 U de malato
desidrogenase. O fumarato ¢ quantificado apds a anterior, por meio da reacao de 0,1 U de

fumarase.

2.6.4 Glicose, frutose e sacarose

A concentragdo de glicose, frutose e sacarose foi obtida conforme Fernie et al. (2001).
Em 5 pL de extrato metandlico foram adicionados em 160 pL dos reagentes de reacdo da glicose
(150 pL de tampao Hepes/KOH 0,1 M + 3 mM MgCl, pH 7, 4,65 uL. de ATP 109 mM ou 60
mgmL™!+4,65 uL de NADP" a 48,4 mM ou 36 mg mL! + 0,77 pL de glicose-6P desidrogenase
a 700 U mL™"). A determinagdo ocorreu em microplacas de ELISA a 340 nm. Cerca de 1,5 U
de hexocinase foi adicionado a partir da formagdo da linha de base. Apds a formagdo do
primeiro platd, 0,7 U de fosfoglucose isomerase foi novamente adicionado as amostras. O
mesmo passo se repetiu ao se formar o terceiro platd, no entanto, realizando a adi¢do de 5 U de
invertase. As avaliagdes ocorreram a cada 40 minutos entre as aplicagdes, com intervalo de 1

minuto entre cada leitura.

2.6.5 Amido
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O teor de amido foi determinado no pellet residual conforme descrito por Fernie et al.
(2001). Apds a quantificagdo das proteinas soluveis totais, 61,25 pL de acido acético na
concentragdo de 1 mol L foram adicionados ao pellet residual para neutralizar o NaOH
adicionado anteriormente. O teor de amido foi obtido através da degradacdo do amido e
quantificagdo da glicose oriunda da reacdo. Para isso, iniciou-se a degradagao do amido com a
adi¢ao de 60 pL do mix de reagdo (59 puL de tampao de acetato de sddio 50 mM a pH 4,9, 1 uLL
de amiloglucosidase 170 U mL™! + 0,012 pL de a-amilase 325 U mL™") em 10 pL do extrato
oriundo do pellet residual. Em seguida, as placas foram vedadas e mantidas por uma noite a
37°C.

As reagdes de quantificacdo da glicose foram avaliadas em microplacas de ELISA,
inserindo 10 pL. do extrato do amido degradado + 160 pL do mix de reacdo da glicose. A
quantificagdo foi realizada em comprimento de onda de 340 nm apds a formagao da linha de
base e inser¢do de 2 U de Hexocinase (2 U/ 5 pL). O intervalo entre cada leitura foi de 1 minuto.
A concentragdo de amido foi obtida conforme a lei de Lambert-Beer, que relaciona a

concentracdo de uma substancia com a absorbancia de certo comprimento de onda.

2.7 Teores de Ascorbato e Dehidroascorbato

Os teores de ascorbato (AsA) e dehidroascorbato (DHA) foram determinados em 10 mg
de tecido foliar liofilizado, adicionando de 400 pL. de tampao fosfato (HC1 100 mM + EDTA 1
mM) (ARAKAWA et al., 1981). As amostras foram agitadas em vortex e centrifugado por 5
minutos a 12.000 G a 4°C. Para a obtengdo do AsA total, a microplaca de ELISA foi montada
com 10 pL do coquetel de extracdo e 10 uL de DTT 10 mM em tampao fosfato de Na a 400
mM em pH 7,4. Em seguida a reagdo foi paralisada com adi¢ao de 10 uL. de NEM 0,5% (m/v).
Posteriormente foi adicionado 80 pL do reagente de cor (A: TCA 0,6% + H3PO4 15,3% + FeCl>
0,6% e B: 2,2-dipyridyl 4% em etanol 70%) e levado ao termomixer a 42 °C por 40 minutos.
O teor de DHA foi obtido de placas contendo 10 pL do extrato, 10 uLL de 4gua, 20 pL de tampao
fosfato de Na 400 mM em pH 7,4 e 80 uL do reagente de cor, e levado ao termomixer a 42 °C
por 40 minutos. A quantificacao foi dada em comprimento de onda de 520 nm e utilizou-se uma

curva padrdo de ascorbato. O DHA foi obtido por diferenca entre o AsA total e 0 AsA.

2.8 Determinacao de aldeido malonico

A quantificacdo do MDA ocorreu pela reacdo com o 4cido tiobarbitarico (CAKMAK;
HORTS, 1991) com algumas modifica¢des no tempo de aquecimento. Um foliolo de soja fresco

submetido ao nitrogénio liquido foi adicionado em tubos de microcentrifugas e moido em
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moinho. Durante todo o processo de moagem, o material vegetal foi mantido congelado com
nitrogénio liquido. Deste material congelado e moido, 50 mg foi transferido para tubos de rosca
de 2 mL e acrescentado a 750 pL de 4cido tricloroacético (TCA) a 1% (m/v). Em seguida, as
amostras foram agitadas em vortex e centrifugadas por 15 min a 4 °C. Apds, 500 pL do extrato
foi adicionado a 750 pL de 4cido tiobarbiturico 0,5% + TCA 20%. As amostras foram incubadas
em termomixer por 90 minutos a 37 °C e centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos apds este
periodo de aquecimento.

A partir do sobrenadante foi quantificado, em triplicata, a absorbancia em 440, 532 ¢
600 nm. A concentragio de MDA foi estimada pelo coeficiente de extingdo de 155 mM cm™,

expressando-o em pmol g! MF (HEATH; PACKER, 1968).

2.9 Analises histoquimicas de H2O2 e Oy in situ

Dois foliolos da posi¢do central da soja ao final do experimento na AV3,
especificamente aos 45 dias apos a emergéncia, foram removidos da soja ¢ submetidos a
avaliacdo qualitativa de peroxido de hidrogénio (H203) e superoxido (O27) através do tingimento
histoquimico dos tecidos afetados, conforme proposto por Kong ef al. (2011). Apds a remogao
dos foliolos, um deles foi rapidamente submerso em solugdes de 3,3'-Diaminobenzidina (DAB)
1 mg mL! para detec¢iio de H2O; e outro na solugdo de nitrobluetetrazélio (NBT) 0,1 mg mL"
! para deteccio de O2". O tempo de exposicio dos foliolos a ambas as solugdes foi de 20 horas
em condicao de auséncia de luz, conforme sugerido por Li et al. (2021).

Apds o periodo de exposicdo, as solugdes de DAB e NBT foram descartadas e os
pigmentos das folhas foram removidos usando a solucdo de descoloragdo (etanol:acido
acético:glicerol 3:1:1 v/v), adicionando 50 mL desta em tubos de centrifuga junto do material
foliar. Em seguida, foi realizado o aquecimento da etapa de despigmentacdo em banho-maria
por 15 min a 90 £ 5 °C. Ao término do tempo, a solucdo de descoloracdo foi descartada. Para
fins de armazenamento e preservacdo, os foliolos da soja foram mantidos em tubos de
centrifuga preenchidos por 50 mL da solucdo de descoloragdo at¢é o momento de serem

fotografadas.

2.10 Biometria e massa seca das plantas

Ao final do décimo quinto dia de restricdo hidrica na AV3 (45 dias apds a emergéncia),
as plantas foram cortadas rente ao solo, com as folhas, os caules, as raizes ¢ os nddulos
separados e armazenados em sacos de papel. Em seguida, os componentes de crescimento do

vegetal foram lavados com 4gua destilada, armazenados em sacos de papel e transferidos para
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a estufa de circulagdo forgada de ar a 65 °C, onde ficaram até se atingir o peso constante. Ao
final, foi mensurada a massa seca dos componentes de crescimento, além do nimero de

nodulos.

2.11 Teores de nutrientes nos componentes de crescimento

Os teores de P, K, Ca, Mg, S, Fe, Cu, Zn, Ni, Mn e Mo foram determinados apds
digestdo umida nitro-percldrica. Para isso, 1000 mg de massa seca da parte aérea (folhas +
caule), previamente moidas em moinho tipo Willey, foram utilizados. Em tubos de vidro de
digestdo, adicionou-se 10 mL da mistura de 4cido nitrico + acido perclérico na proporgao 4:1
ao material vegetal. Os tubos foram levados ao bloco digestor e mantidos a 120 °C até que todo
o vapor de cor acastanhada fosse desprendido. Gradualmente, a temperatura foi elevada para
200 °C e mantida por 120 minutos. Posteriormente, o material foi filtrado utilizando papel de
filtragem quantitativa de velocidade lenta e armazenado a 4 °C até a quantificacdo. Os teores
dos nutrientes foram determinados por Espectrometria de Massa com Plasma Indutivamente
Acoplado (ICP-OES).

Os teores de N foram obtidos apds decomposi¢ao via umida com acido sulfurico. Para
cada amostra, cerca de 500 mg de massa seca da parte aérea (folha + caule), previamente seca
e triturada, foram colocados em tubos de digestao. Posteriormente, adicionou-se 3 mL de H>SO4
concentrado junto com a mistura de digestdo (K2SO4 + CuSO4 + selénio, na propor¢ao 100:10:1
g g1). As amostras foram aquecidas gradualmente até atingir 350 °C, onde foram mantidas por
aproximadamente 2 horas. Os teores de N total foram quantificados utilizando um destilador

Kjeldahl, seguido de titulagdo com 0,025 mol L' de H,SO4 (TEDESCO et al., 1994).

2.12  Niquel disponivel e a extragdo sequencial de Ni no solo

Ap0s o cultivo, o pH do solo foi mensurado com o pHmetro de bancada na proporcao
de solo:agua de 1:2,5 (v/v) (EMBRAPA, 2017). Para a determinagdo dos teores de Ni foi
considerado o extrator Mehlich-1 (EMBRAPA, 2017), visto que tal extrator ¢ utilizado para a
extracdo de cations divalentes do solo. Apesar disso, ndo ha consenso sobre a calibragdo para a
analise do teor trocavel de Ni no solo, contudo, estudos prévios classificam o extrator Mehlich-
1 adequado para a compreensdo da disponibilidade do nutriente no solo aos vegetais (RODAK
etal., 2015; MACEDO et al., 2020). Desse modo, o teor de Ni disponivel foi extraido de 5 dm"
3 de solo utilizando o extrator Mehlich-1 (0,0125 mol L' de H2SO4 + 0,05 mol L' de HCI) na
propor¢ao 10:1 (v/v). O teor de Ni no solo ap6s a extracdo por Mehlich-1 foi quantificado por

Espectrofotometro de Absor¢cao Atomica.
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A extracdo sequencial também foi realizada com o solo obtido apds a remocao das
plantas ao final do experimento. Para realizar este procedimento, 1 g de solo seco em estufa foi
colocado em tubos de centrifuga de 50 mL. Foi utilizado o método de extracdo sequencial
descrito por Silveira et al. (2006) para solos tropicais, com algumas modificagdes na etapa de
extragdo residual. Neste fracionamento quimico, os teores de Ni relacionados com 6 diferentes
fragdes do solo foram extraidos e quantificados posteriormente com auxilio do
Espectrofotometro de Absorcao Atomica. As seis fragcdes de associagao do Ni aos constituintes
do solo foram: fracao trocavel e soluvel (F1), adsorvida a superficie (F2), matéria organica (F3),
oxidos de ferro pouco cristalizados (F4), 6xidos de ferros bem cristalizados (F5) e residual (F6).
As informagdes sobre os extratores e a execucao das etapas de extragdo podem ser visualizadas

na Tabela 3.

Tabela 3. Resumo da extragdo sequencial com as seis distintas fragdes de Ni conforme sugerido

por Silveira et al. (2006).

Volume

Fracao Extrator L Equilibrio
F1 - Solavel e trocivel 0,1 mol L' CaCl 15  2hdeagitagio (40 rpm) em temperatura
ambiente
F2 - Ads01,'v‘1d0 a 1 mol L' CH;COONa (pH 5) 30 5 h de agitagdo (40 mm) em temperatura
superficie ambiente
F3 - Matéria organica 0,7 mol L' NaCIO (pH 8,5) 10 30 minutos emn banho-matia a 95 °C;
agitagdo manual a cada 5 min.
F4 - FeOx mal 0,21 mol L' C,H204 + 30 2 h de agitagdo (40 rpm) no escuro em
cristalizados (NH4)2C>04 (pH 3) temperatura ambiente
F5 - FeQx bem 6 mol L-' HCI 40 24 hde agltagaq (40 rpm) em
cristalizados temperatura ambiente no escuro
F6 - Residual! HNO; 65% + HC1 37% 9+3 -

I: Extra¢do pelo método EPA-3051A (USEPA, 1998).
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Apo6s cada etapa de extragdo, os tubos foram submetidos a centrifugagdo a 1250 G por
10 minutos, e a solugdo resultante foi filtrada utilizando papel de filtro qualitativo. Em seguida,
foi recuperado aproximadamente 10 mL de cada extrato apds a filtragem de cada
fracionamento. Estes, foram armazenados em tubos de centrifuga de 15 mL em temperatura de
4 °C por 15 dias. Entre as etapas do fracionamento, foi realizada a remogao do excedente do
extrato anterior, se adicionando ao solo 5 mL de NaCl 0,1 mol L™, seguido de agitagdo manual
por 30 segundos e uma nova centrifugacdo a 1225 G. Ao final deste processo, o sobrenadante

foi descartado.

2.13  Analises estatisticas
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2.13.1 Andalise de variancia

A homoscedasticidade e normalidade dos residuos das varidveis foram verificadas pelos
testes de Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente. Atendendo a esses critérios, os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) com o auxilio do software R (R CORE TEAM,
2024) e o pacote da biblioteca R ExpDes.pt (FERREIRA et al., 2014). Para as doses crescentes
de Ni, este efeito sob as varidveis foi analisado através da regressao polinomial de primeira e
segunda ordem, ou modelo v/x, com os seus respectivos coeficientes sendo analisados pelo teste
Fisher e t de Student (p <0,1). O software Sisvar 5.6 foi utilizado para verificar a significancia
dos coeficientes de regressio vx a p-valor <0,1 (FERREIRA et al, 2019). Quando os
coeficientes de regressdo ndo foram significativos ou R?* < 0,2, foi adotado o teste de
agrupamento de médias Scott-Knott (p <0,1).

As diferengas para as varidveis quando as plantas foram submetidas a diferentes
condi¢des hidricas (CH) foram verificadas pelo teste de Fisher (p < 0,1). Independente da
diferenca estatistica para a intera¢do doses de Ni x CH, foi realizado o desdobramento para as
variaveis obtidas na AV2 e AV3, exceto para AV 1. Para o estudo do efeito das doses de Ni em
ambas as CH impostas a soja nos dois momentos de avaliacdo, a significancia dos ajustes de
regressao foi sempre verificada. O quadrado médio do residual respectivo a ANOVA de cada
variavel foi considerado nas validagdes estatisticas dos coeficientes de regressdao pelo teste
Fisher (p<0,1) durante o desdobramento da interagdo.

Os dados obtidos das seis diferentes fragdes da extragdo sequencial de Ni foram
transformados por log(x + 1) antes de ser realizado a ANOVA. No entanto, houve a
parametrizacdo em escala de porcentagem (%) destes dados para a confec¢cdo dos graficos
relacionando como teor maximo o nivel do elemento quantificado pela extragdo semi-total +
dose aplicada em relag@o ao valor obtido em cada parcela. Os ajustes de regressao das fracdes

extraidas foram realizados mantendo a unidade original dos dados, de mg kg™

2.13.2 Correlacdo de Pearson

A matriz de correlagdo de Pearson foi obtida utilizando as varidveis de trocas gasosas,
fluorescéncia da clorofila “a” e metabolismo primdrio, adotando o pacote da biblioteca R
Corroplot (WEI, 2021). Apenas para a AV1 a matriz de correlacio foi computada considerando
o efeito isolado do Ni para as variaveis, enquanto na AV2 e AV3, cada condi¢ao hidrica em
fun¢do das doses de Ni adicionada ao solo foi analisada separadamente. A significancia da

correlacdo entre as variaveis (p<0,1) foi determinada com pacote Hmisc (HARRELL ef al.,
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2019). Este mesmo processo foi realizado para a matriz de correlacdo de Pearson para as

diferentes fracdes de Ni no solo e teor de Ni na parte aérea da soja.
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3. RESULTADOS

3.1 Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila “a”

Os efeitos da aplicacdo de Ni em plantas de soja submetidas ao déficit hidrico (DH) para
as trocas gasosas foram verificados, e a andlise de variancia destas varidveis podem ser
verificadas na Tabela S2. Foi observado que a taxa fotossintética (A4) foi alterada
significativamente ao incrementar as doses de Ni (Figura 4A) na soja na AVI1. Além disso,
logrou-se o ajusto do modelo de regressdo vx para a 4, demostrando uma tendéncia de redugio
da A4 nas doses mais baixas de Ni em relacdo ao controle sem Ni, sobretudo, em doses de 0,25

e 2 mg kg Ni.

Figura 4. Taxa fotossintética (4), condutancia estomatica (gs) ¢ concentragdo interna de CO»
(Ci) em plantas de soja na R2 e sob déficit hidrico apds a adubacdo com Ni.
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29

8° apds o inicio do déficit hidrico (estadio R3). AV3: Terceira avaliagdo ao 15° dia apds o inicio do déficit hidrico
(Estadio R5.1). Estadio fenoldgico reprodutivo R2, R3 ¢ R5.1 de acordo com Fehr e Caviness (1977) e Yorinori
(1996).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A condutancia estomatica (gs) ndo foi alterada pela adicdo de Ni ao solo na AV1, se
mantendo, em média 0,1847 pmol H,O m™ s! (Figura 4D). Em contrapartida, a concentragio
interna de CO> (Ci) foi reduzida proporcionalmente a dose de Ni aplicada ao solo na AV1
(Figura 4G), com decaimento de y¢ = 2,078 pmol CO> m™ s a cada acréscimo de 0,1 mg kg™!
Ni adicionado. Em plantas de soja sob condi¢cdes de DH na AV2, ndao houve influéncia da
aplicagdo de Ni para a 4, g, e Ci (Figura 4), contudo, foi observado uma forte redugdo destas
variaveis em relagio ao controle, de 12,46 pmol CO> m™? s!, 0,272 pmol HO m? s! e 205,02
umol CO> m™? s, respectivamente.

Com o avango do DH para o estado mais severo na AV3, o comportamento das trocas
gasosas na soja se manteve semelhante ao observado sob o DH na AV2, embora, tenha se
agravado para 4 e Ci (Figura 4C e ). Ao realizar o desdobramento da interacdo Ni x Condi¢ao
Hidrica (CH), observou-se um ajuste significativo de regressio para o modelo v/x em relagio a
A em plantas sob o DH e para a gg em plantas no controle na AV3. Nestas variaveis, houve a
tendéncia de aumento da 4 e gs até os 1 mg kg!' Ni em comparacdo a dose 0 mg kg™ (-Ni),
seguido por queda nas doses superiores.

Na avaliagdo anterior ao DH (AV1), a adi¢do de doses de Ni modificou a taxa de
transpiracao (E), eficiéncia do uso da agua (EUA) e a eficiéncia da carboxilacao (EC) (Figura
5). Aplicacdo de até 1 mg kg Ni incrementou a E e a EUA em plantas antes do DH na AV1
(Figura 5 A e D), e manteve o incremento linear para a EC. Em condi¢des de DH na AV2, os
maiores niveis de EUA e EC foram encontrados nas doses de 1,71 (¥ =9,97) e 1,09 (y=0,03)
mg kg! Ni, respetivamente. As maximas estimadas pelos ajustes de regressio para E ¢ EC em
plantas de soja no controle na AV3 foram de §:= 5,537 mmol H2O m™? s e §zc = 0,025 pmol
m s (Figura 5C e I), respectivamente. Esses valores foram obtidos nas doses especificas de
xe = 0,31 e xzc = 0,86 mg kg™! Ni, respectivamente. Na condigio hidrica ideal (controle) na
AV3, a EUA se relacionou positivamente com as doses de Ni (Figura 5F), com diferenga de

41,90% entre a dose de 4 e 0 mg kg™! Ni.
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Figura 5. Efeito da aplicacdo de Ni na Taxa de transpiracao (E), Eficiéncia do uso da agua
(EUA) e Eficiéncia da carboxilagdo (EC) em plantas de soja no estadio fenoldgico R2 e apos a
inducao de déficit hidrico.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

As plantas sob condi¢ao de DH na AV2 apresentaram uma diferenca média em relacao
ao controle de 4,628 mmol H,O m? s na E e de 0,012 pumol m? s™! na EC, enquanto a EUA foi
2,48 vezes maior (Figura 5B, E e H). Estas diferencas significativas entre os tratamentos de CH
na AV2 se mantiveram com a evolucao do DH na AV3. Entretanto, foi verificado uma menor
discrepancia entre a soja sob condicdo de DH e o controle na AV3 em comparagao as duas
condigdes hidricas na AV2, tanto em relacio a £ quanto 8 EUA (A =4,275 mmol HO m?s! e
3,644 mmol CO, m™ s™! H,O; Figura 5C e 5F). Por outro lado, estd menor magnitude na soja

sob 0 DH na AV3 nao foi verificada na EC (Figura 5I).
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A resposta da soja adubada com Ni e imposta ao déficit hidrico relacionada as variaveis
obtidas pela fluorescéncia da clorofila a também foi investigada (Figuras S1, S2 e S3). Para a
maxima eficiéncia quantica do PSII (Fv/Fm), a eficiéncia de captura de excitagdo dos centros
de reacao do PSII abertos (Fv/Fm') e o coeficiente de extingao fotoquimica (¢gP), foi obtido o
ajuste de regressao polinomial de segunda ordem na AV1 (Figura 6D e G). A maxima reducao
de Fv/Fm' (§rmm=0,704) € gP (3,» = 0,866) ocorreram nas doses de 1,77 ¢ 2,01 mg kg™! Nina
sojana AV1, respectivamente, seguido por um leve incremento até a dose de 4 mg kg™! Ni. Em
contrapartida, houve o aumento de Fv/Fm na AV1, atingindo o maior nivel em 2,44 mg kg™! Ni
(Yrvem = 0,972), antes do decaimento apds concentragdes superiores. Além disso, o maior € o

menor valor de Fv/Fm foi encontrado em 1 e 0,5 mg kg™' Ni, respectivamente (p<0,1).

Figura 6. Eficiéncia de captura de excitacdo dos centros de reacdo do PSII abertos (Fv /Fv’),
maxima eficiéncia quantica do PSII (Fv/Fm) e coeficiente de extingdo fotoquimica (gP) das

plantas de soja antes e sob déficit hidrico moderado e severo com suplementagao de Ni via solo.

Déficit hidrico

AV1 AV2 (Moderado) AV3 (Severo)
1.00 CV =1,08% 0.98 CV=372% 0.98 CV =3,09%
§ =-0,0018x> + 0,0088x* + 0,961
R?=0,1908 0.96- . 0.96- * *
o 9=Ycy=092682a L4 L
0944y o y=Yeu=09197a 094fm g - ]
E_ = o E P———
—a S = S o
W 0.924 ° v u| w0924 g
n hd 9=Ycu=0932a
A 0.90- 0.90-{ 9=Ycy=0937a
n L]
0 —T—T—T T T T T T 08— T T T T T T 08— T T T T T T
0.0 05 1.0 15 20 25 3.0 35 4.0 0.0 05 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 0.0 05 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0
Nimg kg™ Nimg kg™ Ni mg kg™
0.73 CV = 1,26% 0.80 CV =7,65% 0.76 CV =30,67%
§=0,022x"* + 0,637
9 =0,0017x* - 0,0061x° + 0,7088 075+, R2 = 0,6705 0.72-0-o . .
0.72-{ R*= 0,430 . a )
R % 0.70-] [ * < 0.8
£ Al £ 0.684
% 071, 4, % 0.65-] ‘i; §=Yen=07202
o A Z C L 064 m ¥=Ycu=0600b
4 e - 0.60-]
0.70- a M 0.60 =
0.55-  y=0,018x*" - 0,103x"*" + 0,722 Rl L]
R?=0,8620 u|
6T T T T T T T 0.50-T—T— T T T T T T 056 T——T—T—T T T T T 7T
0.0 05 1.0 1.5 2.0 25 3.0 35 4.0 0.0 05 1.0 15 2.0 25 3.0 35 4.0 0.0 05 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0
Nimg kg™ Ni mg kg™ Nimg kg™
0.90 CV =2,59% CV=861% 0.92 CV =8,96%
0.90 N o
o u| 0.88¢-05—w .
A A A
0.8 " . 0.85-] 084 §=Ycu=08791a
9 =0,015x* - 0,092x" + 0,901 9=You=07621b
% 4 % = R?=0,7769 % 0.80-] " o
B 0.80- =
0.86- . N 0.76
A - u
9 =0,0046x7" - 0,0185x" + 0,884 0.75- 9= 0,020 + 0,821 ® 0.72 .
) R?=0,3702 R? = 0,4622
084-"T—T— T T T T T T T T T T T T T T T 0.68-—T—T—T—T T T T T T
00 05 1.0 15 20 25 3.0 35 4.0 0.0 05 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 00 05 1.0 15 20 25 3.0 35 4.0
Nimgkg™ Nimg kg" Nimg kg‘1
-e- Controle - Déficit hidrico -4 Ni (Simples)

Notas: *** ** % © ¢ ns: SignificAncia dos coeficientes de regressao pelo teste de F a p-valor de <0,001, <0,01,
<0,05, <0,1 e ndo significativo, respectivamente. Doses seguidas de ' foram esteticamente agrupadas em conjunto
pelo teste Scott Knott (p<0,1). Pontuagdes com * imediatamente em cima indica que houve diferenca estatistica
(p<0,1) entre a condigdo hidrica imposta. CV: Coeficiente de variagdo. Fv'/Fm'": Eficiéncia de captura de excitagdo
dos centros de reagdo do PSII abertos. Fv/Fm: Maxima eficiéncia quantica do PSII. qP: Coeficiente de extin¢do
fotoquimica. CV: Coeficiente de variacdo. Moderado e Severo: Equivalente a tensdo de 4gua no solo de 600 e 900
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kPa, respectivamente. AV1: Avaliacdo antes do déficit hidrico em estadio R2. AV2: Segunda avaliag@o ao 8° ap6s
o inicio do déficit hidrico (estadio R3). AV3: Terceira avaliagdo ao 15° dia apds o inicio do déficit hidrico (Estadio
R5.1). Estadio fenoldgico reprodutivo R2, R3 e R5.1 de acordo com Fehr e Caviness (1977) e Yorinori (1996).
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Na AV2, o comportamento de Fv’/Fm’ e gP se ajustaram aos modelos de regressao
polinomial de segunda ordem para plantas no controle e ao ajuste linear em plantas sob o DH
(Figura 6E e H). De modo geral, doses >1 mg kg™! de Ni ampliaram as diferencas entre as duas
CH impostas na AV2, com a soja sob condi¢io de DH que recebeu as doses de 2 e 4 mg kg’
apresentando a eficiéncia do fotossistema II superior ao controle.

As diferencgas em Fv’/Fm’ e gP foram influenciadas apenas pela CH na AV3 (Figura 6F
e I), com Fv/Fm’ e qP das plantas sob o DH sendo inferiores aquelas plantas controles. No
caso de Fv/Fm, ndo foram observadas variacao expressiva entre as CH impostas na AV2 (Figura
6). Entretanto, se observou que na soja sob o DH na AV3, a aplica¢do de doses de 1 e 4 mg kg~
!'Ni resultou em um aumento da Fv/Fm, enquanto a dose de 0,25 mg kg™! Ni causou um declinio
desta variavel em comparagao ao controle e as demais doses de Ni (Figura 6C).

A adigdo de doses de Ni ao solo influenciaram na taxa de transporte de elétrons (E7TR)
e no rendimento quantico real do transporte de elétrons (@PSI]) na AV1, mas ndo alterou a
razao entre a ETR/A (Figura 7A, D e C). Para ambas as variaveis ETR e @PSII, o ajuste de
regressao quadratico foi significativo na AV 1. Tanto para ETR quanto @PSII a maxima reducao
ocorreu proximo aos 1,91 mg kg™ Ni, os quais foram estimados em ¥z = 93,89 pmol e m™? s°
e Yars = 0,609, respectivamente. A relagdo ETR/A ficou em média 4,317 em plantas de soja
na AV1 (Figura 7C).

A interagao CH x Ni foi significativa para a @PSII e ETR na AV2, com as plantas sob
o DH se ajustando ao modelo de regressdo linear, enquanto, a soja no controle se ajustou ao
modelo polinomial quadratico (Figura 7B e E). A adi¢@o de doses de Ni reduziu a ETR e ®PSII
em plantas de soja no controle na AV2, atingindo a maxima redu¢do de ¥.. = 68,23 umol e m’
2 s e urs = 0,441, em concentragdes de 2,89 e 2,94 mg kg! Ni, respectivamente. O DH na
soja na AV2 incrementou proporcionalmente a ETR e @PSII a partir da aplica¢do das doses de
Ni. Além disso, doses de 2 e 4 mg kg'' Ni implicaram em ETR e @PSII superiores ao controle
na AV2. A relagdo ETR/A foi ajustada ao modelo v/x na soja sob o DH na AV2 (Figura 7H).

Por outro lado, ETR/A da soja no controle na AV2 nao foi alterada pelas doses de Ni.
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Figura 7. Efeito do Ni e do déficit hidrico na eficiéncia do rendimento quéntico real do

transporte de elétrons (@PSII), taxa de transporte de elétrons (E7R) e razdo ETR/A.
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Notas: *** ** * © ¢ 5 Sionificancia dos coeficientes de regressdo pelo teste de F a p-valor de <0,001, <0,01,
<0,05, <0,1 e nio significativo, respectivamente. Doses seguidas de ' foram esteticamente agrupadas em conjunto
pelo teste Scott Knott (p<0,1). Pontuagdes com * imediatamente em cima indica que houve diferenca estatistica
(p<0,1) entre a condigdo hidrica imposta. CV: Coeficiente de variagdo. ®PSII: Rendimento quéntico real do
transporte de elétrons. ETR: Taxa de transporte de elétrons. Moderado e Severo: Equivalente a tensao de agua no
solo de 600 e 900 kPa, respectivamente. AV1: Avaliagdo antes do déficit hidrico em estadio R2. AV2: Segunda
avaliagdo ao 8° apos o inicio do déficit hidrico (estadio R3). AV3: Terceira avaliagdo ao 15° dia apds o inicio do
déficit hidrico (Estadio R5.1). Estadio fenoldgico reprodutivo R2, R3 e R5.1 de acordo com Fehr e Caviness (1977)
e Yorinori (1996).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

O DH severo na AV3 para as plantas de soja reduziu drasticamente a @PSI] e ETR em
relacdo as plantas no controle, com a diminui¢do de aproximadamente 27% (Figura 7C e F).
Desdobrando o efeito da interacdo Ni x CH na AV3, se obteve o ajuste de regressdo linear
negativo significativo em ETR e ®@PSII em relagdo as doses de Ni em soja sob o DH (Figura
7C e F). Por outro lado, ETR e @PSII das plantas no controle na AV3 nao foi influenciada pelas
doses de Ni. A relacdo ETR/A na AV3 foi alterada apenas na soja sob o DH (Figura 7I), se
adequando ao modelo de regressao raiz quadrada. Tal ajuste em ETRA/A indicou um singelo

ganho em plantas sob o DH na AV3 nas doses > 2 mg kg™!' Ni.
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O coeficiente de quinona B (¢N) e o rendimento quantico ndo fotoquimico (NPQ) das
plantas de soja na AV1 foram influenciados pelas doses de Ni (Figura 8A e B). Para NPQ e gN
na AV1, o ajuste de regressao polinomial de ordem dois foi obtido, indicando o aumento
méaximo de ambos de Ju,= 0,487 e Y, = 0,407 nas doses de 2,05 e 2,02 mg kg' Ni,

respectivamente.

Figura 8. Impacto da aplicagdo de Ni e do déficit hidrico no rendimento quantico nao

fotoquimico (NPQ) e na eficiéncia quantica nao fotoquimica ou coeficiente de quinona B (gN).
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Notas: *** ** * © ¢ 5 Sionificancia dos coeficientes de regressdo pelo teste de F a p-valor de <0,001, <0,01,
<0,05, <0,1 e ndo significativo, respectivamente. Doses seguidas de ' foram esteticamente agrupadas em conjunto
pelo teste Scott Knott (p<0,1). Pontuagdes com * imediatamente em cima indica que houve diferenca estatistica
(p<0,1) entre a condig@o hidrica imposta. CV: Coeficiente de variagdo. Moderado e Severo: Equivalente a tensio
de agua no solo de 600 e 900 kPa, respectivamente. g/N: Eficiéncia quantica ndo fotoquimica ou coeficiente de
quinona B. NPQ: Rendimento quéntico ndo fotoquimico. CV: AV1: Avaliacdo antes do déficit hidrico em estadio
R2. AV2: Segunda avaliag¢do ao 8° ap6s o inicio do déficit hidrico (estadio R3). AV3: Terceira avalia¢do ao 15°
dia apds o inicio do déficit hidrico (Estadio R5.1). Estadio fenoldgico reprodutivo R2, R3 e R5.1 de acordo com
Fehr e Caviness (1977) e Yorinori (1996).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A indugdo do DH na AV2 resultou no decréscimo linear nas variaveis gN e NPQ em
plantas de soja, sendo que os niveis de 0, 0,25, 2 e 4 mg kg™! Ni foram estatisticamente distintos
das plantas no controle (Figura 8B e E). O aumento das doses de Ni manteve o incremento de
ambas variaveis NPQ e gN em plantas no controle na AV2, com o méximo aumento ocorrendo
em concentracdes de 2,80 e 2,77 mg kg Ni (Yo = 1,58 e §,« = 0,67). Na terceira avaliagdo,
apenas a CH foi significativa para o NPQ e gN, com as plantas sob DH sendo 2,93 e 1,77 vezes

maior que aquelas no controle, respectivamente (Figura 8C e F).



35

3.2 Metabolismo primario

3.2.1 Pigmentos

O resumo da andlise de variancia dos pigmentos das plantas de soja se encontra na
Tabela S5. A clorofila total (Chl a + Chl b), razao Chl a/b, bem como, os carotenoides das
plantas de soja nao foram alterados significativamente pela aplicagcdo de doses de Ni antes da
imposi¢cdo do DH na AV (Figura 12). Foi observado que a razao Chl a/b na AV2 (Figura 12C)
se adequou ao ajuste de regressdo quadratica para as plantas sob o DH, e para o ajuste de raiz
quadrada em plantas no controle. A aplica¢cdo de Ni implicou no incremento da relagcao Chl a/b
na soja sob condicdo de DH em relacdo ao controle na AV2, atingindo o maximo de § = 2,30
em 2,58 mg kg™! Ni. Na soja sob o DH na AV3, houve redugdes significativas com a aplicagio
de Ni, com o teor de Chl a + b e carotenoides sendo 1,15 e 1,09 vezes menor que as plantas no

controle, respetivamente (Figura 12C e F).

Figura 1. Teores de clorofila a + b, razdo entre a clorofila a/b e os carotenoides das plantas de

soja adubadas com Ni e submetidas ao déficit hidrico.
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pelo teste Scott Knott (p<0,1). Pontuagdes com * imediatamente em cima indica que houve diferenca estatistica
(p<0,1) entre a condi¢do hidrica imposta. CV: Coeficiente de variagdo. MS: Massa seca. Moderado e Severo:
Equivalente a tensdo de agua no solo de 600 e 900 kPa, respectivamente. Chl a + b: Clorofila total. Chl a/b: Razéo
clorofila total. AV1: Avaliagdo antes do déficit hidrico em estadio R2. AV2: Segunda avaliagdo ao 8° apds o inicio
do déficit hidrico (estadio R3). AV3: Terceira avaliagdo ao 15° dia apds o inicio do déficit hidrico (Estadio R5.1).
Estadio fenoldgico reprodutivo R2, R3 e R5.1 de acordo com Fehr e Caviness (1977) e Yorinori (1996).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

O desdobramento da interacao Ni x CH foi estatisticamente significativo para Chl a/b
(Figura 12) na AV3. As plantas no controle na AV3, que receberam as doses de 0, 1,2 ¢ 4 mg
kg™! Ni tiveram a razdo Chl a/b maior que a soja em DH. O teor de carotenoides e Chl a + b se
ajustaram ao modelo de regressao quadratico na AV3 (Figura 12F), demostrando um recuo dos
seus niveis destes pigmentos em dose de Xcwa+»= 2,33 (§ = 6957,96 ug g! MS) e Xcarot. = 2,36
(¥ =1649,32 pug g' MS) mg kg™!' Ni.

3.2.2  Compostos fenolicos, nitrogenados e acidos orgdanicos

Os teores de aminoéacidos soluveis totais (AAS), proteinas soltveis totais (PT), malato,
fumarato e fendis totais (FT) em folha da soja foram verificados (Tabela S6). Os teores de AAS,
malato, fumarato e FT tenderam a aumentar na presenca de Nina AV1, com os teores maximos
encontrados de §..s = 41,46, Yy = 22,93, Y1 = 53,66 € §rr = 19,46 pmol g! MS em 2,73, 1,99,
0,7 € 2,2 mg kg'! Ni, respectivamente (Figura 13 e 14). A partir deste nivel de Ni estimado pelas
regressdes para os biocompostos anteriores, apenas o fumarato apresentou um declinio
acentuado (>1 mg kg Ni) (Figura 14D). As doses entre 0,25 a 4 mg kg™! Ni implicaram em
uma reducao de teor de PT na AV1 em relacdo a plantas sem Ni (Figura 13G, atingindo o teor
minimo de $»r = 185,1 pmol g' MS aos 2,35 mg kg! Ni. Por outro lado, os teores de prolina
nas doses de 0,5, 2 e 4 mg kg'' Ni foram estatisticamente superiores as demais doses.

Na AV2, com exce¢do nos teores de AAS, prolina e FT nas plantas no controle, e FT no
DH, verificou-se um ajuste com modelo de regressao curvilineo para os demais biocompostos
(Figura 13B e E). Houve o aumento nos teores de AAS e a reducdo dos niveis de prolina na
AV2 em plantas sob DH, com as derivadas dos polinomios indicando a concentra¢do maxima
de §..s = 66,44 pmol g'! MS e minima de §r. = 7,69 umol g MS aos de 2,76 e 2,22 mg kg
Ni, respectivamente. Apenas a aplicagio de 0,25 e 2 mg kg™' Ni em plantas sob o DH manteve
os teores de prolina semelhantes aos observados no controle na AV2. Além disso, houve o
aumento linear positivo de AAS na soja no controle na AV2, em cerca de 1,19 umol g! MS a
cada acréscimo de 0,5 mg kg™! Ni (Figura B). Nos teores de FT, ndo houve diferengas estatisticas

para as doses de Ni ou CH imposta na AV2 (Figura 14H).
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Figura 13. Modificagdes no teor de aminodcidos soluveis totais (AAS), prolina e proteinas

soluveis totais (PT) em plantas de soja adubadas com doses crescentes de Ni e submetidas ao

déficit hidrico.
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pelo teste Scott Knott (p<0,1). Pontuagdes com * imediatamente em cima indica que houve diferenca estatistica
(p<0,1) entre a condig@o hidrica imposta. CV: Coeficiente de variagdo. Moderado e Severo: Equivalente a tensio
de agua no solo de 600 e 900 kPa, respectivamente. AAS: Aminoacidos totais. AV1: Avaliagdo antes do déficit
hidrico em estadio R2. AV2: Segunda avaliagdo ao 8° ap6s o inicio do déficit hidrico (estadio R3). AV3: Terceira
avaliagdo ao 15° dia apds o inicio do déficit hidrico (Estadio R5.1). Estadio fenoldgico reprodutivo R2, R3 e R5.1
de acordo com Fehr e Caviness (1977) e Yorinori (1996).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

O teor de PT e as plantas sob condi¢ao de DH foram inferiores ao controle (Figura 13).

No entanto, o teor maximo de PT em ambas as CH na AV2 foi, em média, Jrr = 334,5 pmol g

' MS na dose de 2,44 mg kg™ Ni. O incremento da aplicagio de Ni reduziu os teores de malato

e fumarato na AV2 (Figura 14B e E), sobretudo, em plantas no controle. Doses entre Xy, = 2,50

e 2,85 mg kg™ para o malato e Xpum = 2,28 € 2,64 mg kg™! Ni para o fumarato coincidiram com

os menores teores destes biocompostos na folha da soja na AV2. No entanto, as doses 2 e 4 mg

kg! de Niem plantas sob o DH na AV?2 resultaram em niveis de malato e fumarato superiores

aos observados no controle.
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Figura 14. Teor de malato, fumarato e fendis totais (FT) em plantas de soja antes e durante o
déficit hidrico adubadas com Ni antes do plantio.
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<0,05, <0,1 e ndo significativo, respectivamente. Doses seguidas de ' foram esteticamente agrupadas em conjunto
pelo teste Scott Knott (p<0,1). Pontuagdes com * imediatamente em cima indica que houve diferenga estatistica
(p<0,1) entre a condi¢do hidrica imposta. CV: Coeficiente de variacdo. MS: Massa seca. Moderado e Severo:
Equivalente a tensdo de agua no solo de 600 e 900 kPa, respectivamente. AV1: Avaliagdo antes do déficit hidrico
em estadio R2. AV2: Segunda avaliacdo ao 8° ap6s o inicio do déficit hidrico (estddio R3). AV3: Terceira
avaliagdo ao 15° dia apds o inicio do déficit hidrico (Estadio R5.1). Estadio fenoldgico reprodutivo R2, R3 e R5.1
de acordo com Fehr e Caviness (1977) e Yorinori (1996).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Na AV3, se notou o aumento significativo nos teores de AAS e a reducdo de PT em
plantas sob o0 DH em comparagado ao controle (Figura 13C e I). Além disso, os teores de prolina
na AV3 em DH quase triplicaram em relagdo a AV2 (Figura 13D e E). Foi observado uma
redugdo nos niveis de AAS na soja no controle na AV3, a qual foi ajustada ao modelo de
regressio polinomial quadratica, indicando o teor minimo de §aas = 21,54 umol g'! MS aos 2,45
mg kg! Ni. Os niveis de PT declinaram linearmente na AV3 no controle, contudo, o teor de
prolina destas plantas ndo foi afetado pelas doses de Ni (Figura 13B e E).

Ocorreu o aumento linear nos teores de malato ¢ FT em relagdo as doses de Ni
independentemente a CH imposta (Figura 14C) na AV3, entretanto, os niveis de FT em plantas

em DH foram superiores ao controle (Figura 14I). Além disso, verificou-se o aumento



39

expressivo no teor de fumarato em plantas sob o DH na AV3 nas doses de 1,2 e 4 mg kg™ de
Ni e a reducdo nas doses de 0,25 e 4 mg kg™! Ni em comparagio ao controle. Com base no
polindmio da regressao do teor de fumarato na AV3, se observou a formacao de parabolas
inversas entre as CH, sendo que as doses entre Xpm = 0,6 € 2,9 mg kg™! Ni sob o DH mantiveram

os niveis de fumarato na folha mais elevados que no controle (Figura 14F).

3.2.3 Glicose, frutose, sacarose e amido

Foi observado influéncia do Ni quanto aos teores de glicose, frutose, sacarose e amido
ao longo do DH (Tabela S7). Os teores de glicose e sacarose antes do DH (AV1) nos foliolos
da soja foram influenciados pelas doses de Ni, os quais foram ajustados os modelos de regressao
Vx e polinomial de segunda ordem, respectivamente (Figura 15A e G). O teor maximo de
glicose e sacarose obtido da derivada do polindmio na AV1 foi estimado em . = 8,47 € Y. =
27,29 umol g'! MS aos 1,22 e 1,87 mg kg™! Ni, respectivamente. A partir destes valores, ocorreu
o decaimento de glicose e sacarose na AV1. Os niveis de frutose e amido na folha nio foi
alterado na AV1 quanto as doses de Ni, mantendo em média 8,876 e 817,123 umol g' MS
(Figura 15D eJ).

O acumulo de glicose e frutose foi estimulado em plantas de soja sob o DH na AV2,
sendo estas de 3 a 4 vezes maior que as plantas no controle (Figura 15B e E). O teor maximo
de glicose foi de . = 36,38 umol g'! MS e de frutose de §.. = 39,53 umol g'! MS nas doses de
2,38 ¢ 2,15 mg kg Ni, respectivamente. A sacarose se manteve em niveis mais altos nas plantas
sob DH quando comparado aquelas no controle na AV2 (Figura 15H). Por meio do ajuste de
regressao quadratico do teor de sacarose sob o DH na AV2, observou-se que os maiores niveis
de sacarose ocorreram entre 0 ou 0,25 mg kg™! Ni. O amido presente na folha da soja foi afetado
pela CH imposta (Figura 15K) na AV2. O grupo controle apresentou um ajuste linear positivo
no teor de amido, mantendo-se em sua média, superior a soja sob DH na AV2.

Com excecao do teor de amido, os teores de glicose, frutose e sacarose nos foliolos da
soja sob condi¢do de DH foram estatisticamente superiores ao controle na AV3 (Figura 15).
Por outro lado, os teores dos agucares livres de plantas sob o DH na AV3 se comportaram
opostamente quando comparados aquelas na AV2. O decaimento méximo nos teores de glicose
ocorreu aos 2,06 mg kg™! Ni (Jai. = 32,13 umol g'! MS) e da frutose em 2,14 mg kg™ Ni (Y =
37,46 umol g'' MS) para plantas sob o DH na AV3 (Figura 15C e F), enquanto a sacarose

aumentou 2,2 vezes em relacdo ao controle (Figura 15I).
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Figura 15. Teores de glicose, frutose e sacarose em plantas de soja antes e apds o déficit hidrico

que foram cultivadas em solo adubado com doses crescentes de Ni antes do plantio.

, . P
Déficit hidrico
AV1 AV2 (Moderado) AV3 (Severo)
10 40 54
CV = 32,54%] * CV =40,54% CV = 30,33%]
] » 354 w 48 =
= U -A = = 42w
- 84 & < 304 - u
o A o o 36+
] S 254 S 304
E 6/ . £ oo X N 5
g ; o 3 504 § = -3,9375* + 18,765x*** + 14,015 5 24 9= 3,154 - 13,042x"* + 46,216
@ i @ R2=0,8119 @ R?=0,6701
g 1 2 45 & 18-e S
o 4k o o o . hd S 42 .
5 oo 5 10" P 5 . e §=Yeu=1273a ®
D) § = -3,746x"** + 8,250\x"** + 3,921 O 10 9= You=1222 S & ¥=You=12,
| rRe=0o793 e 6 Yeu=40,58 b
25T T T T T T T T T T T T T T T T T T v T T T T T T T T
0.0 05 1.0 1.5 20 25 3.0 3.5 4.0 0.0 05 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 0.0 05 1.0 1.5 20 25 3.0 3.5 4.0
Ni mg kg'1 Ni mg kg'1 Ni mg kg'1
1 45 - 80 -
CV =36,16% * CV =40,93% CV =22,45%|
» 0 40 1] § = 6,7631x2** - 29,007%*** + 68,562
m =6 X X
Z 101 A Z 35 Z po{n N\ GR= 08549
> * 2 50 ° .
E E 2
E .4 N E 25 E 40 -
§ ) § 208" 5= 456180 + 19,626x + 18,426 g
£ s 4 9="Ycn=8876 £ 15{ Re=09871 S 204+ 9=Yon=1124
I I U ] £ % . * :
101 e® o 9= You=1124 . O b
7 T T T T T T T T T T T T T T T T T T veT T T T T T T T T
0.0 05 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 0.0 05 1.0 1.5 20 25 3.0 3.5 4.0 0.0 05 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0
Ni mg kg”' Nimg kg™ Ni mg kg™
. 30 CV = 23,35%) . 45 CV = 36,54% " 0 CV = 22,45%
= P =49 1,963x2 - 10,865x* + 32,650 = ::— "
- A T k) = V= X" - 10,865x™ + 32 A 7 n [
D 55 A 35 R?=0,6881 ] L -
g N g 304 9=Ycy=2075a g 40w
3 3 ° Yer=2559 b 3
2 “a 2257, % - @ 35 9=Yoq=21292
o 20 4 © 2 o 30- y=Ycn=4738b
4 5 <4
g g — % £ 5ol .
3 § = -1,48475" + 5,5605x"* + 22,085 8 15 ] . S . o
@ R = 0,6287 » & 20,°
15 T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T 15 T T T T T T T T T
00 05 1.0 1.5 20 25 3.0 35 40 0.0 05 1.0 1.5 20 25 3.0 3.5 4.0 0.0 05 1.0 1.5 20 25 3.0 3.5 4.0
Ni mg kg" Ni mg kg" Ni mg kg'1
2 950 2 900 2 7
= CV = 26,06% = CV = 29,30% = ™ CV = 36,33%]
‘C_’: 900 A %’ 800 5 - a5.500x + 490,018 ' 600 5
- - 2 = o
g 9=Yon=817,123 g 700 Re=025%9 M £ 500
2 850 2 eoo-/ 2
o N A A o . o 400-] oo .
g g 00 n g §=47,175x" + 385,94
o 800+ o 000, " 2 200 R?=0,3354
- N A
e 750_‘ A € 400" n ® Yon=544,88a e
2 2 3004 Vo= 43794 b £ 2004 ® 9= Vo= 156,12 |
E__ E__ £ a w . =
< 700- T T T T T T T T < 2004 T T T T T T T T < 100 T T T T T T T T
0.0 05 1.0 1.5 20 25 3.0 3.5 4.0 0.0 05 1.0 1.5 20 25 3.0 3.5 4.0 0.0 05 1.0 1.5 20 25 3.0 3.5 4.0
Ni mg kg'1 Nimg kg'1 Nimg kg'1
-o- Controle -& Déficit hidrico -4 Ni (Simples)

Notas: *** ** * © ¢ 05 Sionificancia dos coeficientes de regressdo pelo teste de F a p-valor de <0,001, <0,01,
<0,05, <0,1 e ndo significativo, respectivamente. Doses seguidas de ' foram esteticamente agrupadas em conjunto
pelo teste Scott Knott (p<0,1). Pontuagdes com * imediatamente em cima indica que houve diferenca estatistica
(p<0,1) entre a condicdo hidrica imposta. CV: Coeficiente de variacdo. MS: Massa seca. Moderado e Severo:
Equivalente a tensdo de dgua no solo de 600 e 900 kPa, respectivamente. AV 1: Avaliagdo antes do déficit hidrico
em estadio R2. AV2: Segunda avaliacdo ao 8° ap6s o inicio do déficit hidrico (estadio R3). AV3: Terceira
avaliagdo ao 15° dia apds o inicio do déficit hidrico (Estadio R5.1). Estadio fenologico reprodutivo R2, R3 e R5.1
de acordo com Fehr e Caviness (1977) e Yorinori (1996).

Fonte: Elaborado pego Autor (2024)

A aplicacdo de Ni no solo implicou em incrementos proporcionais a dose aplicada para
os niveis de amido em plantas no controle na AV3 (Figura 15L), atingindo em 4 mg kg™ Ni

cerca de Yamiao = 574,67 umol g”! MS. Em contrapartida, o teor de amido na folha nfio foi alterado
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a partir da aplicagdo de Ni em plantas sob o DH na AV3. No entanto, a média geral do fator Ni

foi 3,5 vezes menor que os niveis de amido encontrados nas plantas no controle.

Ascorbato, dehidroascorbato e indicadores de dano celular

3.3.1 Ciclo do acido ascorbico e dano de membrana celular

Os teores de ascorbato (AsA) decairam linearmente com a aplicacao de Ni no solo antes
do DH na AV1, com a reducdo de 2,999 pmol g MS entre a dose 0 € 4 mg kg™ (Figura 16A).
Para o dehidroascorbato (DHA) na AV, observou-se o ajuste de regressdo polinomial de
segundo grau, indicando 0 maximo nos teores DHA de $ous = 15,48 umol g'! MS aos 2,56 mg
kg de Ni (Figura 16D). Além disso, a dose de 2 mg kg'! de Ni aumentou significativamente o

teor de DHA, que foi em média, 1,69 vezes maior que as demais doses.

Figura 16. Concentragdo de acido ascorbico (AsA), dehidroascorbato (DHA) e o

extravasamento de eletrolitos no foliolo da soja adubada com Ni e submetida ao déficit hidrico.
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<0,05, <0,1 e ndo significativo, respectivamente. Doses seguidas de ' foram esteticamente agrupadas em conjunto
pelo teste Scott Knott (p<0,1). Pontuagdes com * imediatamente em cima indica que houve diferenca estatistica
(p<0,1) entre a condigdo hidrica imposta. CV: Coeficiente de variagdo. MS: Massa seca. AsA: Ascorbato. DHA:
Dehidroascorbato. Moderado e Severo: Equivalente a tensdo de agua no solo de 600 e 900 kPa, respectivamente.
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AV1: Avaliacdo antes do déficit hidrico em estadio R2. AV2: Segunda avaliagdo ao 8° ap6s o inicio do déficit
hidrico (estadio R3). AV3: Terceira avaliagdo ao 15° dia ap6s o inicio do déficit hidrico (Estadio R5.1). Estadio
fenoldgico reprodutivo R2, R3 e R5.1 de acordo com Fehr e Caviness (1977) e Yorinori (1996).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Analisando a relacao entre AsA/DHA, verificou-se que o incremento das doses de Ni
reduziu linearmente esse balango na AV1 (Figura 16G). No caso do aldeido malonico (MDA)
nos foliolos da sojana AV1, ndo houve diferencas expressivas em relagdo as doses de Ni (Figura
17A). Nao foram encontradas diferencas entre as CH para o AsA e AsA/DHA em plantas sob
o DH na AV2 (Figura 16B e H). No entanto, ap6s o desdobramento da interagao Ni x CH, foram
encontrados ajustes lineares e quadraticos significantes nas plantas no controle ¢ sob DH na
AV?2. A partir dos ajustes de regressio, se estimou uma diminui¢io de ... = 0,793 umol g! MS
a cada acréscimo de 0,5 mg kg! Ni nos teores de AsA em plantas sob o DH na AV2. No
controle, observou-se uma redugio maxima dos teores de AsA, de §.. = 7,87 umol g MS aos

2,59 mg kg'! Ni (Figura 16B).

Figura 17. Malondialdeido e extravasamento de eletrélitos em plantas de soja fertilizadas com

doses crescentes de Ni e submetidas ao déficit hidrico na fase reprodutiva.
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Notas: *** ** % © ¢ s SignificAncia dos coeficientes de regressao pelo teste de F a p-valor de <0,001, <0,01,
<0,05, <0,1 e ndo significativo, respectivamente. Doses seguidas de ' foram esteticamente agrupadas em conjunto
pelo teste Scott Knott (p<0,1). Pontuagdes com * imediatamente em cima indica que houve diferenga estatistica
(p<0,1) entre a condicao hidrica imposta. CV: Coeficiente de variacdo. Moderado e Severo: Equivalente a tensao
de 4gua no solo de 600 e 900 kPa, respectivamente. MDA: Aldeido malonico. AV1: Avaliagdo antes do déficit
hidrico em estadio R2. AV2: Segunda avaliagdo ao 8° apds o inicio do déficit hidrico (estddio R3). AV3: Terceira
avaliacdo ao 15° dia ap6s o inicio do déficit hidrico (Estadio R5.1). Estadio fenoldgico reprodutivo R2, R3 e R5.1
de acordo com Fehr e Caviness (1977) e Yorinori (1996).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Apenas a dose de 1 mg kg'! Ni implicou em alteracdes expressivas no teor de DHA na

AV2, com as plantas sob DH atingindo os valores mais elevados que as plantas controles
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(Figura 16E). Os niveis de MDA nas plantas sob DH na AV2 nas doses de 0 ¢ 4 mg kg™! Ni
foram estatisticamente superiores ao controle. Entretanto, a aplicagdo estimada de 1,6 mg kg!
Ni ($moa = 3,7 nmol g”! MS) reduziu 0 MDA na soja sob DH (Figura 17B).

A interagdo entre as doses de Ni e a CH imposta as plantas exerceram um impacto
significativo nos teores de AsA, DHA e MDA na AV3 (Figura 16 e 17). Os teores de AsA
demostraram um aumento significativo na AV3, com os ajustes de regressdo quadratico
indicando um maximo actimulo em doses entre 3,4 ¢ 3,8 mg kg™! Ni (Figura 16C). Por outro
lado, verificou-se que a dose estimada de 1,16 mg kg™! Ni diminuiu os niveis de DHA na soja
sob condi¢io de DH na AV3 em relagdo a 0,25 e 4 mg kg Ni (Figura 16F). Dentre as CH na
AV3, nas plantas sob DH que receberam doses de 2 e 4 mg kg™!' Ni incrementaram os teores de
AsA. Enquanto, nas plantas no controle na AV3, apenas a dose de 0,5 mg kg™! Ni apresentou os
teores de DHA maiores que a soja em condi¢ao de DH.

O ajuste de regressdo polinomial quadratico em plantas sob ambas CH na AV3. Esses
ajustes revelaram teores maximos de MDA préximos entre as duas CH, de $vpa = 27,36 nmol
¢! MS no DH aos 3,53 mg kg™ Ni e $woa = 23,42 nmol g'! MS no controle em 2,08 mg kg Ni
(Figura 17C). Os mais altos valores de MDA ocorreram em plantas sob DH na dose de 1 e 2
mg kg™ Ni, com as demais doses se mantendo estatisticamente iguais ao controle. Além disso,
foi observado que o acumulo de MDA no controle na AV3 seguiu com incrementos com o
aumento das doses de Ni até a dose maxima aplicada (p<0,05).

Em ambos os momentos de avaliacdo do déficit hidrico (AV2 e AV3), a adi¢cdo das
doses de Ni resultou em redugdo do extravasamento de eletrdlitos (EE) nas plantas de soja
(Figura 17D e E). Doses de 0 e 0,25 mg kg™! Ni na soja sob condi¢io de DHna AV2 e 0 e 4 mg
kg™! Ni sob o DH na AV3 resultou em niveis do EE superiores ao controle. A aplicagio de 2,44
mg kg Ni no controle na AV3, considerando o ajuste de regressdo quadratica, implicou no
maximo EE de ¥ = 22,51%. Para a soja sob DH em AV2 e AV3, foi realizado o ajuste de
regressao raiz quadrada (Figura 17). Baseando nos modelos estabelecidos, as doses de 2,94 e 1
mg kg! Ni implicariam em um menor EE plantas sob o DH, de yz: = 14,75 na AV2 e =

19,36% em AV3, respectivamente.

3.3.2  Andlise histoquimica: presenca de Oz e H20: no foliolo da soja

Os niveis de O>" e H>O; foram obtidos no foliolo da soja na AV3 ao final do estudo,
utilizando-se coloragdo de tecido vegetal com nitro blue tetrazolium (NBT) e 3,3-
diaminobenzidine (DAB). A intensidade da cor e a distribui¢ao espacial das manchas em azul

e marrom coincidem com a presenca de O2” e H2O, respectivamente (Figura 18 e 19). Os niveis
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de 02" no controle, com exce¢do da dose de 4 mg kg™!, foram aumentados apds a aplicacio de
(Figura 18). Em plantas de soja que receberam 025 e 2 mg kg' Ni, verificou-se uma
concentra¢do do O, proximo a nervura central, enquanto nas demais doses, houve a distribui¢ao
desse composto ao longo do limbo foliar. Aparentemente, o aspecto visual dos foliolos da soja
corados com NBT demostrou uma presenca semelhante de O2™ entre as doses de 0,25 e 2 mg
kg Ni no controle.

Ao final do DH na AV3, revelou uma diminui¢do significativa na presenca visual de Oz
nos foliolos da soja em solo foi adubado com as doses de 0,5, 1 e 4 mg kg Ni, quando em
comparagio a dose de 0 mg kg' Ni (Figura 18). As concentragdes de 0,25 e 2 mg kg™ Ni,
novamente, apresentaram com maior intensidade O™ entorno da nervura central e secundéria,
de forma semelhante as plantas que ndo receberam Ni. Por outro lado, o limbo foliar foi 0 menos
corado, indicando menor presenga de O2". No que diz respeito ao acimulo H>O> nas plantas no
controle na AV3 (Figura 19), a coloragdo com DAB nos foliolos da soja foi mais intensa nas
doses de 0, 1 e 2 mg kg™! Ni. Entre as doses de 0,5 e 4 mg kg™ de Ni, o acamulo de H>O» nos
foliolos da soja apds o DH foi menos visivel em comparacdo com as plantas que ndo receberam

adubag¢do de Ni e ao grupo controle.

Figura 18. Presenca de O»” determinado com nitro blue tetrazolium (NBT) em foliolos de soja

adubada com Ni ao décimo quinto dia apos o inicio do déficit hidrico.

Sem Déficit Hidrico
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wo g
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).



45

Figura 19. Efeito da aplicagdo de Ni no plantio na soja na presenca de H>O> determinado por

diaminobenzidine (DAB) ap6s quinze dias de déficit hidrico.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Em comparagio ao O2", 0 H>O, também foi mais proeminente nas nervuras dos foliolos
da soja, sobretudo em baixas doses de Ni, com a sua intensidade se reduzindo na dose de 0,5
mg kg! Ni e praticamente desaparecendo em doses superiores. Com base na analise visual e
qualitativa (Figura 18 e 19), as plantas de soja sob o DH tiveram menor incidéncia de O2" com
a adubagiio com 0,5, 1 e 4 mg kg™! Ni e de H,0; entre 0,5 e 4 mg kg™ Ni. Por outro lado, este
efeito do Ni foi visualmente diferente no controle, com as doses de 0,25 e 0,5 mg kg Ni
diminuindo a coloracdo por DAB e consequentemente, indicando menor presenga de H>O»

nestas concentragdes de Ni.

3.4  Status hidrico das plantas de soja sob restri¢ao hidrica

O status hidrico da soja antes e durante o DH foi verificado através do potencial hidrico
na folha na antemanha (Wwr) e o teor relativo de agua (TRA). Antes do DH (AV1), o Wwr das
plantas de soja ndo foi afetado pelas doses de Ni aplicadas, mantendo-se em média -0,219 MPa
(Tabela S9; Figura 20A). No entanto, o status hidrico das folhas de soja foi significativamente

alterado em ambos os momentos de avaliacao ap6s a realizacao do DH.
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Figura 20. Efeito do Ni sob o potencial hidrico na antemanha (Wwr) e teor relativo de dgua

(TRA) no foliolo da soja antes e ap6s o déficit hidrico.
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Notas: *** ** * © ¢ s Sionificancia dos coeficientes de regressdo pelo teste de F a p-valor de <0,001, <0,01,
<0,05, <0,1 e ndo significativo, respectivamente. Doses seguidas de ' foram esteticamente agrupadas em conjunto
pelo teste Scott Knott (p<0,1). Pontuagdes com * imediatamente em cima indica que houve diferenca estatistica
(p<0,1) entre a condig@o hidrica imposta. CV: Coeficiente de variagdo. Moderado e Severo: Equivalente a tensao
de agua no solo de 600 e 900 kPa, respectivamente. Wwr: Potencial hidrico da folha na antemanha. TRA: Teor
relativo de agua. AV1: Avaliagdo antes do déficit hidrico em estadio R2. AV2: Segunda avaliacdo ao 8° apods o
inicio do déficit hidrico (estadio R3). AV3: Terceira avaliagdo ao 15° dia apds o inicio do déficit hidrico (Estadio
R5.1). Estadio fenolégico reprodutivo R2, R3 e R5.1 de acordo com Fehr e Caviness (1977) e Yorinori (1996).
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

O DH em plantas de soja na AV2 implicou em menor Ywr em relagdo ao controle
(Figura 20B). As doses mais baixas de Ni permitiram uma maior hidratacao dos foliolos na soja
sob condi¢do de DH na AV2, com um ajuste de regressao quadratica indicando o maior Wwr na
dose de 0,31 mg kg! Ni (J4. = -0,429 MPa) (Figura 20B). Além disso, a aplicagio de 0,5 mg
kg™! Ni na soja em DH resultou em foliolos da soja mais hidratados que nas demais doses. No
controle na AV2, o menor valor do Ywr de § =-0,152 MPa, foi encontrado na dose de 2 mg kg
'Ni.

Para o TRA, nao foram observadas alteragdes no controle na AV2 por efeito da
aplicacdo de Ni no solo. No entanto, durante o DH na AV2, o TRA da soja permaneceu
estatisticamente inferior ao controle nas doses de 0 e 4 mg kg™ Ni (Figura 20D). A partir do
ajuste de regressao polinomial quadratico, o0 maximo valor do TRA em plantas sob o DH na
AV?2 foi estimado de yrra = 91,33% em uma dose de 1,68 mg kg! Ni. Notavelmente, doses
elevadas de Ni, iguais ou proximas a 4 mg kg™! Ni, tenderam a reduzir tanto o TRA e quanto o

lI’WF na AV2.
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Na terceira avaliacdo da soja, o Pwr e 0 TRA das plantas sob DH foram estatisticamente
inferiores aquelas no controle, com diferencas que alcancaram 8,21 e 1,36 vezes,
respectivamente (Figura 20C e E). No entanto, doses de X.. = 0,64 € X, = 1,22 mg kg!' Ni
reduziram a diferenga entre as plantas sob o DH e no controle na AV3, através do aumento do
Wwr para §.. = -1,454 MPa e do TRA para §w. = 66,49%, respectivamente. Além disso, nas
plantas que receberam as doses de 0,5 e 1 mg kg™! Ni na AV3, o TRA foi significativamente

maior do que nas demais doses aplicadas, mesmo que ainda estejam inferiores ao controle.

3.5 Correlagao de Pearson

As correlagdes entre as variaveis relacionadas as trocas gasosas, fluorescéncia da
clorofila “a”, metabolismo primario e status hidrico da soja estdo representadas na matriz de
correlacdo de Pearson para os trés momentos de avaliacdo (Figura 21, 22 e 23). As mais fortes
correlacdes foram direcionadas aos trés extremos dos graficos (superior, inferior e a base
lateral). Com excec¢do da posi¢ao de algumas varidveis ao meio, o grau de for¢a de correlagdo
se reduzir gradativamente dos extremos em dire¢ao ao meio do grafico.

Na avaliacdo antecedendo o DH (AV1) nas plantas de soja (Figura 21), as correlacdes
positivas mais fortes (R?> > 0,8) foram obtidas entre os teores de pigmentos (Chl a, b e
carotenoides), PT, e Ci. Contudo, essas mesmas variaveis apresentaram correlagdes fortemente
inversas com os teores de Prolina, AAS, malato, FT e a EUA. Analisando os niveis de malato e
fumarato, foram observadas fortes correlagdes positivas com os teores de frutose, EUA e AAS.
Em contrapartida, E, gs, Chl a/b e DHA tiveram rela¢des negativas com o Fumarato. Além
disso, foi observada uma forte correlagao entre o teor de MDA nos foliolos em plantas de soja

que tiveram o Wwr reduzido e a 4 elevada.
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Figura 21. Matriz de correlacdo de Pearson antes da indugdo do déficit hidrico, na soja no

estadio R2 e adubada com Ni antes do plantio.
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Significancia a p<0,1. A: Taxa fotossintética. g;: condutincia estomatica. Ci: Concentracdo interna de CO,. Taxa
de transpiracdo (E), Eficiéncia do uso da dgua (EUA) e Eficiéncia da carboxilag¢do (EC). Fv/Fm'. Eficiéncia de
captura de excitagdo dos centros de reagdo do PSII abertos. Fv/Fm: Maxima eficiéncia quantica do PSII. qP:
Coeficiente de extingdo fotoquimica. @PSII: Rendimento quantico real do transporte de elétrons. ETR: Taxa de
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MSC: Massa seca do caule. MSN: Massa seca do nodulo. Ni — PA: Teor de Ni na parte aérea da soja.

Em plantas de soja sob o DH na AV2 (Figura 22), foi verificado correlagdes de grau
forte 2 moderado positivo (R?> 0,6) entre os pigmentos e o teor de malato; entre as variaveis
AsA, NPQ, sacarose e fumarato e o Wwr. As variaveis relacionadas a PT, ®PSII, ETR, Fv'Fm’
e o teor de AAS correlacionaram positivamente entre si, e, em contrapartida, correlacionaram
negativamente com os pigmentos, NPQ e o teor de malato, AsA, sacarose e fumarato, € o Ywr
na soja em DH na AV2. Importantes correlacdes positivas na AV2 foram observadas entre os
seguintes pares de variaveis: prolina e Fv/Fm, EUA com TRA e frutose, EE e sacarose. Por
outro lado, as correlacdes negativas de maior evidéncia na soja em DH na AV2 ocorreram entre
o teor de MDA e o teor de AsA; Chl a e b, gP e o teor de prolina; Ci e TRA, e o teor de amido

e DHA. No controle na AV2, o teor de glicose, NPQ e gN apresentaram correlacdes negativas
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com as variaveis Fv'/Fm’, ETR, ®PSIl, ETR/A ¢ com os teores de AsA, malato, sacarore,
frutose e dos pigmentos.

As correlagdes positivas fortes (R? > 0,7) para o DH na AV3 (Figura 23) foram
identificadas entre as seguintes variaveis: AAS, Fv’/Fm’, ®PSIl, ETR, MSPA, Ywr, gP,
pigmentos, g5, PT e MDA. Correlagdes significativas opostas em plantas de soja em DH na
AV3 foram observadas entre o teor de fumarato, malato e FT, NPQ, gN, Fv/Fm e a EUA. O teor
de glicose e frutose apresentou correlagdes com a Chl a e b e carotenoide na soja em DH na
AV3. Além disso, outras correlagdes positivas foram observadas entre a 4 e a £ com MSR. As
correlagdes positivas de maior relevancia foram observadas entre: AsA e EUA; teor de Ni na
PA e o teor de fumarato, malato, FT e AsA. Por outro lado, correlagdes negativas foram
observadas entre o teor de Ni na PA com AAS, MSPA, PT, enquanto, correlagcdes do teor de
Ni na PA foi obtida com a EC nas plantas sob o DH na AV3 (Figura 23).

Na terceira avaliagdo (AV3) para as plantas no controle, as principais correlagdes
positivas ocorreram entre E, g, MSR, Ci, Ywr ¢ MDA. Essas mesmas varidveis mostraram
correlagdes negativas com ETR/A, prolina, malato, FT e AsA no controle na AV3 (Figura 23).
Além disso, as correlacdes positivas também foram encontradas entre a Chl a e b com o Wwr e
o teor de AAS, enquanto, correlagdes negativas ocorreram para o teor de sacarose com os de
carotenoides, glicose e frutose; e entre Fv/Fm e EE; bem como, para o teor de amido com a
clorofila. Quanto teor de Ni na parte aérea, foi observado uma correlagdao negativa com o MSN,

e correlagdes positivas com EE e o teor de FT.



Figura 22. Correlagdo entre as variaveis de metabolismo primario, trocas gasosas, e fluorescéncia da clorofila "a

sem déficit hidrico, sete dias ap6s o inicio (estadio R3).
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Figura 23. Matrix de correlagdo de Pearson para a soja adubada com Ni sem déficit hidrico e com quinze dias de déficit hidrico.
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52

3.6  Biometria e massa seca das plantas de soja ap0s a restri¢ao hidrica

Apos 15 dias de déficit hidrico (AV3), a massa seca das plantas de soja foi alterado pelas
fontes de variacao (Tabela S10; Figura S6). Observou-se que a massa seca foliar (MSF), caule
(MSC), vargem (MSV) e total da parte aérea (MSPA) e total da planta (MST) sob DH na AV3

foram estatisticamente inferiores ao controle, e ndo foram influenciadas pelas doses de Ni.

Figura 24. Altura, diametro do coleto e a massa seca dos compartimentos da soja sem déficit

hidrico e com 15 dias de déficit hidrico em relagao a doses de Ni aplicada.
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Com exce¢ao da massa seca das raizes (MSR), a massa seca dos compartimentos do
vegetal em condicdo de disponibilidade hidrica ideal (controle) foi ajustada ao modelo de
regressao polinomial (Figura 24). A derivagdo dos polindmios de segunda ordem nos
compartimentos aéreos, estimou o maximo acumulo de MSF ($usr = 3,25 g), MSC (Ymsc = 3,35
g), MSPA (Jusea = 10,75 g), MST (Just = 12,35 g) e MSV (Jmsv = 4,18 g) nas doses de 1,46,
1,68, 1,60, 1,48 e 1,73 mg kg! Ni, respectivamente. Quanto 8 MSR, ndo houve efeito estatistico
significativo tanto para a CH quanto para as doses de Ni aplicada (Figura 24E).

O aumento das doses de Ni implicou em um menor acimulo de massa seca dos nodulos
(MSN) em plantas no controle na AV3 (Figura 24G). A minima quantidade de MSN acumulada
foi estimada de §.s = 0,233 g, e encontrada na dose de 3,24 mg kg! Ni (Figura 24G). O ajuste
de regressao quadratico indicou um incremento da MSN em plantas sob o DH na AV3, com o
maximo acimulo de massa seca estimado de s = 0,324 g ocorrendo em doses de 1,782 mg
kg! Ni. Analisando apenas a aplicagdo de 2 mg kg! Ni, a MSN da soja sob o DH na AV3 foi
1,47 vezes maior do que a observada nas plantas no controle. Por outro lado, o NN observado
na soja no controle foi superior a planta sob o DH na AV3, contudo, houve uma reducao linear

no NN com o aumento das doses de Ni (Figura 24H).

3.7  Teores de nutrientes na parte aérea apds do déficit hidrico

Os teores dos nutrientes N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, Mn, Ni, Zn, Fe e Mo e suas relagdes
com o Ni na parte aérea (PA) foram verificadas na AV3, ao final do DH (Tabela S11). Dentre
os macronutrientes, o N, P, K e S na parte aérea (PA) foram influenciados pela combinagdo das
fontes de variacdo avaliadas (Tabela S11).

A aplicacao de Ni ocasionou uma alteragado significativa no teor de N na PA das plantas
no controle, mantendo-o, em média, em 31,282 g kg' N (Figura 25A) na AV3. Em
contrapartida, observou-se uma reducao acentuada no teor de N nas plantas submetidas ao DH,
para as quais foi ajustado o modelo de regressdo quadratico. Esse modelo promoveu variagdes
minimas no teor de N na PA entre as doses de 0,25 a 2 mg kg™' Ni em comparagio as plantas
sem Ni (0 mg kg™!), alcangando o teor maximo estimado de ¥y = 25,849 g kg'! N na dose de
0,99 mg kg! Ni. O teor de P foi estatisticamente reduzido com o incremento das doses de Ni
nas plantas no controle na AV3 (Figura 25B), atingindo o minimo aos 2,54 mg kg™ Ni,
equivalente a §, = 1,443 g kg™! P na PA. No entanto, observou-se um aumento significativo nos
teores de P em plantas submetidas ao DH em doses de 0,25 e 2 mg kg™! de Ni em comparacio

com as plantas -Ni.
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Figura 25. Teores de N, P, K, Ca, Mg e S na parte aérea de soja adubada com Ni com e sem
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Os teores de K na PA foram estatisticamente superiores nas doses de 0,5 e 1 mg kg™! Ni
em plantas submetidas ao DH na AV3 (Figura 25C). Na condi¢do controle, o maior teor de K
na PA foi encontrado em plantas sem Ni. O ajuste de regressdo quadratico para o teor de K no
controle indicou uma reducdo do acumulo desse nutriente até a dose de 2,37 mg kg™ Ni (§ =
17,534 g kg'! K). O teor de S na AV3 foi reduzido significativamente com a aplicagdo de Ni
nas doses de 0,25, 0,5 e 1 mg kg™! Ni no controle. Contudo, foi observado que o teor de S nas
doses 0 e 4 mg kg™! em plantas sob DH foram inferires ao controle (Figura 25F). Por outro lado,
a aplicacdo de 2,04 mg kg! Ni (§s = 1,526 g kg'! S) incrementou expressivamente o teor de S
na PA em soja sob DH. Os teores de Ca e o0 Mg foram influenciados pela CH na AV3 (Figura
25D e E), com o DH aumentando o teor desses nutrientes na PA em relagao ao controle.

O teor de Nina PA foi incrementado com a adi¢do das doses de Ni ao solo (Figura 26A).
Apos o desdobramento do teor de Ni na PA, foram ajustados os modelos de regressao linear
positiva e v/x para as plantas sob condicdo de DH e para as plantas no controle na AV3,
respectivamente (Figura 26). Aos 3,22 mg kg™! Ni foi estimado o maior teor de Ni na PA das

plantas no controle, atingindo o teor de $xi = 4,96 mg kg™' Ni. Enquanto para a soja sob condi¢do
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de DH, a variagdo do teor de Ni foi menor entre as doses aplicadas, com incremento de yni =

0,147 mg kg™' Ni a cada acréscimo de 0,5 mg kg! Ni aplicado no solo.

Figura 26. Teores de Ni, Fe, Mn, Cu, Zn e Mo em plantas de soja adubadas com Ni com e sem

déficit hidrico.
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O teor de Cu nado foi afetado pelas fontes de variagdo avaliadas, enquanto os teores de
Mo e Mn em plantas sob o DH foram estatisticamente inferiores ao controle (Figura 26D e F).
Os teores de Mn e Zn nas plantas no controle se ajustaram significativamente a regressao
curvilinea (Figura 26F), com o teor minimo na PA estimado de Y. = 67,99 mg kg' Mn aos
2,30 mg kg Ni e de 97, = 13,49 mg kg™! Zn aos xz, = 1,59 mg kg! Ni. O teor de Mn ndo foi
influenciado pelas doses de Ni em plantas sob DH. Foi observado o incremento do teor de Zn,
com o teor maximo de ¥z, = 20,16 mg kg Zn sendo alcancado aos xz,= 1,87 mg kg Ni,
contudo, com as doses de 0, 0,5 e 4 mg kg! Ni apresentando os teores de Zn significativamente
menor que o controle. Apenas os teores de Fe na PA em plantas sob DH aumentaram
linearmente com as doses de Ni, indicando o aumento de 42,76 mg kg™ Fe na PA a cada 0,5
mg kg! Ni (Figura 26B).

Para todos os macronutrientes em plantas no controle, houve ajuste de regressio V/x,
com o decaimento curvilineo negativo para a razao entre os nutrientes e o teor de Ni na PA na

AV3 (Tabela S12). Na soja sob condi¢cdo de DH na AV3, foi observado o modelo linear para a
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relagdo N/Ni e P/Ni, enquanto, as razdes com o Ni dos demais nutrientes ndo foram afetados
significativamente pelas doses de Ni. Com relacdo aos micronutrientes, as relagdes entre Cu,
Zn, Mn e Mo com o Ni declinaram inicialmente, conforme ajustado pelo modelo de regressao
Vx no controle (Tabela S13). Apenas a razdo de Fe/Ni foi incrementada em plantas sob o DH

na AV3 dentre os micronutrientes avaliados.

3.8  Fracionamento quimico do Ni no solo apds o cultivado da soja

Os diferentes compartimentos do Ni no solo € o pH do solo foram verificados ap6s o
cultivo da soja com ou sem déficit hidrico (AV3). A condicao hidrica (CH) ndo alterou os teores
de Ni extraidos via Mehlich-1 ao final dos 45 dias de cultivo da soja. No entanto, as doses de
Ni aplicadas (Tabela S14) incrementaram linearmente (Figura 27B), indicando o aumento de
0,042 mg kg™! Ni no teor trocavel a cada acréscimo de 0,5 mg kg™ Ni adicionado ao solo. O pH
do solo ap6s o cultivo para as doses entre 0 e 2 mg kg™! Ni declinou em relagio a dose méaxima

aplicada (Figura 27A).

Figura 27. pH, teor de Ni extraido do solo por Mehlich-1 e a propor¢ao de Ni associados a seis

distintas fragdes do solo de acordo com a condig@o hidrica imposta a soja.
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O nivel de recuperagdo do Ni pela extracdo sequencial variou de 94 a 112% no Ni total
presente no solo. Para a apresentacdo dos dados da extracdao sequencial, os teores extraidos
foram normalizados em escala de porcentagem, considerando o teor de semitotal somado a dose
aplicada do elemento como referéncia de extragao (Figura 27). Para as seis fracoes extraidas, o
DH imposto as plantas de soja ndo se distinguiu daquelas cultivadas no controle (Figura 27C e
D). As maiores concentragdes de Ni ocorreram na fragdo residual, seguido por FeOx mal
cristalizados e matéria organica (MOS). Em média, as doses de Ni nas fragdes de Ni - soluvel,
Ni - adsorvido, Ni - MOS e Ni - residual foram de 0,270, 0,215, 0,505 ¢ 11,314 mg kg™' Ni,
respectivamente. Os teores de Ni extraidos na AV3 no solo cultivado com soja no controle
adubado com 0, 0,25 € 0,5 e 1 mg kg! Ni, atingiram valores proximos ao limite de detec¢io do

aparelho nas fracdes de Ni — adsorvido e Ni — FeOx mal cristalizados.

Figura 28. Influéncia aplicacao do Ni no fracionamento quimico do Ni na soja sem seca e com

Scca.
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solo. D: Fragdo de Ni associada a 6xidos de ferro bem cristalinos. E: Teor de Ni ligada a 6xidos de ferro bem
cristalino. F: Teor de Ni em 6xidos residuais e aluminossilicatos.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Analisando o ajuste de regressao das fracdes de Ni apds 45 dias de cultivo da soja, apds
o desdobramento da interacdo Ni x CH, o teor de Ni associado aos FeOx mal cristalizados ¢
bem cristalizados foram significativos ao modelo polinomial quadratico ou linear (Figura 28D
e 29E; p<0,1). A aplicagio de 2,54 mg kg™ Ni foi a dose estimada que alcangou o teor maximo
de Ni — FeOx mal cristalizados no solo (§ = 0,9 mg kg') em solo de plantas controle. Em
contrapartida, observou-se um incremento proporcional do Ni - FeOx mal cristalizados com as
doses de Ni em solos que foram cultivados com soja sob o DH. O teor de Ni — FeOx bem
cristalizados foi reduzido a proximo a § = 0,01 mg kg™! entre as doses de 0,75 e 2,13 mg kg™
Ni no controle (Figura 28E).

Analisando a matriz de correlagdo de Pearson, foram observadas correlagdes entre as
distintas associagdes do Ni as fragcdes do solo, o teor de Ni na PA e o extraido pelo extrator
Mehlich-1 ao final do experimento (Figura 29). Foram encontradas correlacdes positivas entre
o teor de Ni obtido via extrator Mehlich-1 do solo com a concentragdo de Ni na PA da sojae o
Ni-FeOx bem cristalizados aos 45° dia ap0ds a adubacao e cultivo da soja. Em contrapartida, foi

verificada a negativa correlagdo entre o Ni-Residual e a concentra¢do de Ni na PA.

Figura 29. Correlagao de Pearson entre o teor de Ni extraido do solo pelo extrator Mehlich-1, o
teor de Ni na parte aérea da soja e as seis distintas fragdes quimicas do obtido pela extragao

sequencial.
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Correlagdes moderadas: R?= 0,5 a 0,7. Correlagdes fortes: R? = 0,7 a 0,9. Correlagdes muito forte: RZ=>0,9. *:
Significancia a p<0,1. Ni — PA: Teor de Ni na parte aérea da soja. Ni — Meh. 1: Teor de Ni extraido do solo pelo
extrator Mehlich-1. F1: Fra¢ao de Ni associado a fase soluvel do solo. F2: fragdo de Ni trocavel e adsorvido a
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superficie de minerais. F3: Fracdo de Ni relacionada a matéria orgénica do solo. F4: fracdo de Ni associada a
oxidos de ferro mal cristalizados. F5: Frag@o de Ni associado a 6xidos de ferro bem cristalinos. F6: fracdo residual
e oxidos residual.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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4. DISCUSSAO

4.1  Niaumentou a eficiéncia das trocas gasosas ¢ a fase fotoquimica em seca moderada

Neste estudo, foi observado que a aplicagdo de Ni foi capaz de otimizar a fotossintese
das plantas de soja. Na AV, os baixos valores da Ci e altos da A4, g5 ¢ E encontrados
demostraram que ndo houve limitagcdo na abertura dos estdmatos e nos processos bioquimicos
relacionados ao fotossistema II (PSII) e a maquinaria fotossintética com a aplicagdo de Ni
(EINHARDT et al., 2020a; LIMA; LOBATO, 2017). Portanto, as plantas adubadas com 2 ¢ 4
mg kg! Ni na AV] mantiveram a A4 atrelada ao maior consumo de CO, dos espacos
intercelulares, sem que houvesse prejuizos ao PSII que afetasse a ETR e reduzisse os
coeficientes Fv/Fm e Fv'/Fm’ (Figura 4 e 5). Além disso, as doses de 0,25 a 0,5 mg kg™! de Ni
na AV1 implicou em reducdo significativa no gasto transpiracional durante a atividade
fotossintética, com os tratamentos que receberam tais doses aprimorando a EUA.

As plantas de soja em DH durante a AV2 e AV3 tiveram a 4, g, Ci, E e a EC reduzidas
em relacdo ao controle (Figura 4 e 5). A reducdo dessas variaveis ja era esperada, visto que
durante o DH ocorre o fechamento dos estomatos para fins de conservagdo da dgua, o que limita
a entrada e difusdo CO; até os cloroplastos, onde ocorre a sua assimilacdo através da Rubisco
(MATHOBO et al., 2017; BASHIR et al., 2021; SOUSA et al. 2020). Doses até os 2 mg kg™!
Ni aumentaram a FUA e EC em plantas sob o DH na AV2, e também colaborou para a redugao
do gasto transpiracional em plantas no controle na AV3. O ganho na EUA resultou da redugdo
da g, em detrimento da transpiracdo, sobretudo, para plantas em DH que exigem maior
magnitude de conservagdo da dgua (SOUZA et al., 2021; HE et al., 2017; MESQUITA et al.,
2020). Portanto, a aplicagcdo de Ni reduziu a g, e na E, contribuindo para maior 4 por vapor de
agua perdido pela transpiracdo em ambas as CH.

O declinio da Fv/Fm em plantas de soja sob o DH foi comumente encontrado na
literatura e foi associado a fotoinibi¢ao da fotossintese ¢ redug¢ao da 4 (BASAL et al., 2020;
ERGO et al.,2021; ROSA et al., 2020; SOUZA et al., 2021). Entretanto, ndo foram observadas
alteragdes expressivas em Fv/Fm na soja na AV2 e AV3 cultivada em condigdes de DH.
Segunda Swoczyna et al. (2022) sob restri¢ao hidrica moderada, a 4 ¢ mais afetada que a PSII
devido a limitacdo das trocas gasosas causada pela diminui¢@o da gs, com os danos ao PSII se
intensificando em seca mais severa e longas. Essa observagdo coincide com os incrementos de

ETR/A em plantas sob DH (Figura 6), demostrando que houve maior magnitude de perda
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atrelada, possivelmente, a menor entrada de CO», sem afeta expressivamente o fluxo de elétrons
ao longo do PSIT (PERERA-CASTRO; FLEXAS, 2023; BARZOTTO et al., 2023).

A soja adubada com Ni na AV2 sob o DH incrementou os atributos relacionados ao
Fv/Fm’, gP, ®PSII ¢ a ETR, contudo, os mesmos declinaram no controle (Figura 6, 7 ¢ 8).
Esse aumento indicou uma maior eficiéncia da captura da radiacdo e transferéncia dos elétrons
entre os centros de reacdo em plantas sob DH, sem que houvesse grandes prejuizos de causa
fotooxidativa no PSII (EINHARDT et al., 2020a; SOUSA et al. 2020). O aumento da NPQ e
no gN no controle na AV2 nao demostraram efeitos negativos na A e na Fv/Fm, com esse
mecanismo sendo crucial para manter o equilibrio entre a absor¢ao e a dissipacdo de energia no
PSII (BASAL et al., 2020; EINHARDT et al., 2021; TRINH; MASUDA, 2022).

O declinio na ETR, gP, Fv/Fm’ e ®PSII sob condicdio de DH na AV3 foi
contrabalanceamento pelo aumento da NPQ e na gN, os quais estao associados a dissipagdo do
excedente de energia e protecdo do PSII (BASAL et al., 2020; EINHARDT et al., 2021). Os
nossos resultados corroboram com Basal et al. (2020) e Rosa et al. (2021) em estudos com soja
sob restri¢do hidrica em fase vegetativa e reprodutiva. Essas perdas na operagdao do PSII se deve
a reducao da ETR devido ao aumento da propor¢ao de Quinona A oxidada, que podem
desencadear o efeito de fotoinibi¢do (KRAUSE; WEIS, 1991; SWOCZYNA et al., 2022;
EINHARDT et al., 2020a; VITAL et al., 2022). Mesmo com o declinio de gP e ®PSII, os
valores da Fv/Fm na AV3 foram elevados (Figura 6), sugerindo que ndo houve danos

expressivos ao PSII (WOO et al., 2008; TAIZ et al., 2017), sobretudo, em baixas doses de Ni.

4.2 Metabolismo primario

4.2.1 A aplicagdo de Ni ndo afetou os pigmentos na soja durante o déficit hidrico

A clorofila desempenha fungdes importantes na absorcao e transferéncia de energia
luminosa para os fotossistemas (BASAL ef al., 2020; MARTINS et al. 2023). A aplicagao de
Ni na soja reduziu os niveis de pigmentos Chl @ + b e carotenoides na AV1 (Figura 12 e 13).
Esses resultados corroboram com Prasad et al. (2005), onde apenas a concentragdo muito baixa
de Ni (0,1 mM) ndo afetou negativamente a biossintese da clorofila ou dos seus precursores.
Além disso, Einhardt et al., (2021) também observaram a redu¢ao do teor da Chl a, Chl b e dos
carotenoides em plantas de soja que receberam doses superiores a 120 g ha™! Ni via aplicacio
foliar, devido a forte ocorréncia de estresse oxidativo e possiveis danos ao aparato

fotossintetizante.
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Os pigmentos ndo foram afetados pelo DH na AV2, contudo, foram reduzidos sob o DH
na AV3 (Figura 12 e 13). Para o periodo da AV2, o intenso aumento da sintese de AAS
estimulado pelo Ni na soja sob condi¢do de DH na AV2 (Figura 13) pode ter colaborado para
a biossintese da clorofila (THE et al., 2021). Em contrapartida, a reducao dos pigmentos no DH
na AV3 se deve a menor sintese destas biomoléculas, que pode estar abaixo da capacidade de
reposi¢do e regeneracdo dos pigmentos afetados pelo estresse oxidativo (BASAL et al., 2023;
LIMA; LOBATO, 2017; EINHARDT et al. 2021), ou decorrente da baixa disponibilidade de
N nas folhas para sustentar a sintese destes pigmentos (XIA ef al., 2020; BASAL; SZABO,
2020)

4.2.2  Aminoacidos, proteinas totais e prolina foram incrementadas com as doses de Ni

Dentre os metabolitos primarios, os teores de AAS foram incrementados com o aumento
das doses de Ni (Figura 13). Esse efeito sob AAS associado ao Ni pode estar relacionado com
o metabolismo do N e a sintese de aminoacidos (KUTMAN et al., 2014). Estudos recentes
demostraram que doses de 0,5 a 3 mg dm™ Ni aprimoram o metabolismo e assimila¢io do N
em soja (FREITAS et al., 2018, 2019; MACEDO et al., 2016; LEVY et al., 2019). Sementes
de soja de alta ou baixa concentracdo de Ni incrementaram a atividade da urease, refletindo em
aumentos nos teores de AAS nas folhas (KUTMAN ef al., 2014). Resultado semelhante nos
niveis de AAS também foi observado em soja cultivada em solugdo nutritiva com 0,05 a 20 mol
L' Ni (REIS et al., 2017).

Os elevados teores de PT na AV2 (Figura 13) sugere que parte dos aminoacidos
induzidos pelo Ni na AV1 foram utilizados para a sintese de proteinas, sem que houvesse
prejuizos do DH neste processo. O declinio de PT e AAS observado na AV3 coincidiu com o
estadio RS, caracterizado de intensa translocagdo de assimilados e proteinas para os graos
(ZANON et al., 2018; SETUBAL et al., 2023; VERNETTI; VERNETTI JUNIO, 2017).
Entretanto, na AV3 os niveis de PT no foliolo foram mais rapidamente reduzidos que os teores
de AAS em plantas sob DH (Figura 13). Portanto, o maior teor de AAS mantido na soja sob
condi¢do de DH pode estar relacionado ao ajuste osmético realizado pela soja em resposta as
doses de Ni, induzindo o acimulo de aminoécido nas folhas para a manutencao do status hidrico
e protecao oxidativa (HAYAT et al., 2012; WANG et al. 2022a).

Os niveis de prolina foram incrementados com o avangco do DH e correlacionou
positivamente com a Fv/Fm (Figura 13 e 24). Em estudos recentes com DH em soja, foi comum
a resposta de aumento de prolina, sobretudo, em genotipos mais tolerantes (WANG et al.,

2022a, 2022b; GUZZO et al., 2017). Neste estudo, o aumento do teor de prolina associado as
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doses de Ni foi mais representativo na AV2 em plantas sob DH (Figura 13). A sintese de prolina
¢ um mecanismo de osmoprotecdo das células, atuando na manuten¢cdo do pH citosoélico,
protecao das membranas fosfolipidicas e estabilizacdo das proteinas contra a acao das ROS,
refletindo em maior integridade das membranas e do PSII (HAYAT et al., 2012; MEENA et
al., 2019). Assim, os maiores niveis de osmoprotetores podem ter conservado a satde do PSII,

minimizado o estresse oxidativo e a geragdo de MDA.

4.2.3 Os niveis de acidos carboxilatos e fenolicos responderam as doses de Ni

O incremento nos niveis de fumarato e do malato (Figura 14) ocorreram na AV1 e AV3.
O fumarato e o malato sdo acidos carboxilicos oriundo de processos intermedidrios do acido
tricarboxilico (TCA) (KIM; WINGE, 2013; HUANG; MILLAR, 2013; ARAUJO et al., 201 1).
O malato ¢ utilizado como substrato para a producdo de ATP na mitocondria ou no
fornecimento de NADH ao citosol (ZHANG; FERNIE, 2018; SCHEIBE, 2004). Portanto, o
incremento de malato e fumarato (Figura 14) pode indicar a preferéncia de alocagdo dos
recursos para a producdo energética e no equilibrio redox dos cloroplastos na soja na AV1 e
AV3 (COUTINHO et al., 2018; SELINSKI; SCHEIBE, 2019). Portanto, a depender da
severidade do DH, o Ni pode colaborar para o aprimoramento o mecanismo energético e a
manuteng¢do do ciclo TCA na soja (Figura 6 e 7).

Os teores de fenois totais (FT) incrementaram na soja na AV1, e ainda mais em plantas
sob o DH na AV3 (Figura 14). Com a indu¢do do DH na soja, Rao (2020) e Wang et al (2022a)
também observaram o aumento dos niveis de FT. Aplicando doses de 10 e 20 g ha™! Ni na soja
infectada com Microsphaera difusa, Barcelos et al. (2018) verificaram o incremento dos niveis
do acido chiquimico e dos FT, além da reducdo da peroxidagdo lipidica. Deste modo, o
incremento dos niveis de FT associado as doses de Ni em plantas sob DH, possivelmente
colaborou para a protecao antioxidante ndo enzimatica contra as ROS formadas (KASOTE et

al., 2015).

Ni induziu a sintese de acucares livres

Os teores de agtcares dependeram do tempo de exposicao ao DH e o estadio fenologico
da soja. Os teores de glicose e sacarose foram estimulados pelas doses de Ni na AVI
antes do DH (Figura 15 e 17). O estadio fenologico R2 foi beneficiado pelo maior teor de
glicose e sacarose propiciado pela adubagdo de Ni, indicando maior atividade das células do
mesofilo (DU et al., 2020a), refletindo, assim, na maior EC e consumo da Ci (Figura 4D e 4G).

Esse aumento do teor de aglicares na soja também foi observado por Sirhindi et al. (2016)
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avaliando plantas de soja entre o estadio V4 e V5, cultivadas com 1 nM Ni, com ou sem a
presenca adicional do 4cido harmonico.

A aplicagdo de Ni incrementou os teores de glicose e frutose em plantas sob DH AV2 e
declinaram os mesmos na AV3, mas sem que se atingissem niveis abaixo da avaliagdo anterior
(Figura 15). A tendéncia de decréscimo da sacarose nas plantas sob o DH na AV2 quanto as
doses de Ni aplicadas e incrementos nos teores de glicose e da frutose pode indicar maior
eficiéncia na biossintese destes acucares a partir da sacarose (DU et al., 2020b). Além disso, o
aumento nos teores de agucares nas plantas de soja sob o DH foi comumente relatado na
literatura (ERGO et al., 2020; WANG et al., 2022b; DAS et al., 2017), sendo normalmente
relacionado ao ajuste osmotico internamente, realizado para a manutengao do turgor das células
(PATRICK et al., 2013; LIU et al. 2004; DU et al., 2020b; SILVENTE et al., 2012). Portanto,
as doses de 0,25 a 2,5 mg kg™! Ni colaborou para a manutencdo osmética e o status hidrico do
foliolo (Figura 20).

A reducdo do amido associado ao incremento de sacarose nas plantas sob o DH (Figura
15) se intensificou na soja em comparacdo ao controle ao longo do estudo, devido a possivel
hidrolise da reserva de amido para a sintese de sacarose (PFISTER; ZEEMAN, 2016;
MAHLOW et al., 2016). Sob o DH, a regulacdo positiva dos genes GmAMY3 e GmBAMI1 na
soja conseguem induzir a conversao do amido em sacarose (DU et al., 2020b), tornando os
teores de sacarose elevados nas folhas, seja pela inibicao do transporte até as sementes ou por
prejuizos a sintese de transportador em resposta a reducdo da demanda de sacarose pelos graos
(DU et al., 2020a). Portanto, esse consumo das reservadas de amido pode ter colaborado para
os maiores niveis de acucares livres na soja sob DH, sobretudo, na AV3 onde a baixa 4 pode
nao ter sido suficiente para a sintese de biomoléculas de triose fosfato (EINHARDT et al., 2020)

para suprir os drenos reprodutivos.

4.3 Ni auxilia na integridade do sistema de membranas em soja sob déficit hidrico

A razao AsA/DHA foi alterada pelas doses de Ni na AV1 e AV2, devido a intensa
redu¢do do AsA em detrimento do DHA na soja (Figura 16). O AsA atua diretamente no
balango redox das células (RAO et al., 2020), doando os seus elétrons para a neutraliza o H>O»,
utilizando a enzima APX como catalizadora (HASANUZZAMAN et al., 2019; COCETTA et
al.,2022). Assim, € provavel que houve uma intensa utilizacdo AsA na soja com o aumento das
doses de Nina AV1, levando a redugdo da razao AsA/DHA, semelhante ao observado por Mir
et al. (2018) em soja cultivada em solucdo de 4 mmol L' Ni. Apesar disso, ndo que houve

incremento nos niveis de MDA (Figura 17), indicando que o sistema antioxidante foi suficiente
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contra a agdo oxidativa (MORALES; MUNNE-BOSCH, 2019), auxiliada, possivelmente, pelo
o aumento dos niveis de FT e outros antioxidantes na AV1 (KASOTE et al., 2015).

Em AV2 e AV3, houve alteragdes no AsA e DHA, seja pela CH imposta quanto pelas
doses de Ni aplicadas (Figura 16). Wang ef al. (2022b) observaram que ao passo que os niveis
de 4gua no solo declinaram e o tempo de imposi¢do do DH se estendia, houve maior atividade
da enzima APX e aumento dos teores de AsA, acompanhados do incremento de MDA na soja.
No presente caso, aparentemente houve maior uso ou sintese de AsA em mais baixas doses de
Ni na soja cultivada sob o DH na AV2, contudo, isso ndo afetou a razdo AsA/DHA entre as
doses de Ni. Esse aumento de AsA pode estar relacionado ao envolvimento do Ni no ciclo da
glutationa, a qual ¢ importante componente do metabolismo de regeneracdo do AsA e atividade
da APX (FABIANO et al., 2015; HASANUZZAMAN et al., 2019).

Os teores de AsA, DHA e FT foram incrementados no foliolo da soja em condi¢des de
DH na AV3 (Figura 14 e 16), possivelmente devido a forte demanda destes antioxidantes ndo
enzimaticos. De todo modo, esse incremento de AsA sugere que houve maior atividade da
enzima APX (RAO et al., 2020). Portanto, os baixos niveis de MDA até os 2 mg kg™ de Ni
sugere que o sistema antioxidante conseguiu conter os danos no sistema de membrana
(MORALES; MUNNE-BOSCH, 2019) na AV2, contudo, esse processo nao foi totalmente
suficiente para limitar a peroxidagao lipidica e danos de membrana na AV3 (Figura 17).

As analises histoquimicas realizadas na AV3 indicaram uma menor presenca de H2Oz e
0> nas doses de 0,5 a 2 mg kg™ Ni (Figura 18 e 19). Na literatura, o efeito positivo da aplicacio
de Ni nas plantas sob estresse tem sido relatado. Amjad et al. (2020) avaliando as plantas de
tomateiro cultivada em solugdo nutritiva com 75 mmol L' NaCl adicionada de 15 ou 20 mg L-
''Ni, observaram o aumento da atividade das enzimas CAT e SOD, além de menor nivel de
MDA. Na soja infectada com Phakopsora pachyrhiz, a pulverizagio de 7,2 mL de 0,19 g L!
NiSO4.6H>0O aumentou a atividade das enzimas SOD, CAT e APX, além de reduzir o MDA
(EINHARDT et al., 2020a, 2020b), com esse também efeito se estendendo quando houve a
pulverizagao de Glifosato + Ni (EINHARDT et al., 2022). Além disso, Barcelos ef al. (2018)
observaram o aumento de SOD, POD, CAT e declinio do MDA e H>O; na soja inoculada
Microsphaera diffusa nas doses de 10 a 60 g ha! de Ni.

Neste estudo, se observou que a presenga de H>O» e Oy se concentrou proximo as
nervuras dos foliolos em plantas sob DH (Figura 18 e 19), aumentando a possibilidade de
peroxidacdo lipidica por ROS nas células entorno dos vasos condutores (HASANUZZAMAN
etal.,2022; XIA et al., 2016). No entanto, essa concentragao de ROS no entorno das nervuras

decresceu a depender da dose de Ni aplicada. Por outro lado, a presenca de H,O> e Oz entorno
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dos vasos condutores pode justificar os resultados opostos entre o teor de MDA e EE. Para a
determinagdo do EE, foram discos do foliolo da soja excluindo as nervosas centrais e
secundarias, enquanto para a determinacao do MDA se usou todo o foliolo. As ROS apresentam
vida curta nas células e o seu transporte pode ser limitado ao seu tempo de existéncia ou de
neutralizacdo (BARBOSA et al., 2014; BHATTACHARIJEE, 2010), com o O;", por exemplo,
possuindo o periodo de meia-vida que varia de 1 a 4 ps (DUMANOVIC et al., 2021).

4.4 O status hidrico da soja em déficit hidrico foi garantido pela aplicagao de Ni

Os altos valores do TRA e do Wwr encontrados nas plantas sob o DH na AV2 e na AV3
com a aplicacdo de Ni (Figura 20) ocorreu, possivelmente, devido ao acimulo do teor de
glicose, frutose, sacarose e AAS (Figura 13 e 15), a qual auxiliaram no ajuste osmotico e hidrico
dos foliolos (DU et al., 2020b; SHAHEEN et al., 2016). Vale destacar que a possivel redu¢ao
nos teores de sacarose e frutose em 2 mg kg™!' Ni na soja sob condi¢io de DH na AV3 pode ter
causado o declinio do TRA e aumentar o EE nesta mesma dose (Figura 17), refor¢ando a
importancia do ajuste osmotico associado a aplicagdo de Ni. A redugdo do Wwr e no TRA foi
comumente relatado em estudos com soja sob o DH, e se remete ao efeito de limita¢do hidrica
das folhas, levando a reducdo da A4, gy e danos ao PSII (LIMA et al., 2019; MESQUITA et al.,
2020; ROSA et al., 2019).

Desse modo, o incremento do TRA e do PHA na soja sob o DH com as doses de Ni foi
um resultado positivo. Isso pode ter favorecido a menor ocorréncia de dano oxidativo e
manuten¢do do PSII (Figura 7), auxiliando na EC, 4 e g na soja sob condigdo de DH,
garantindo em baixas doses de Ni uma maior EUA (Figura 5). Este efeito positivo do Ni ao
estado hidrico da folha também fo1 observado por Ain et al. (2016) em trigo cultivado em solo
de condutividade elétrica de 10 dS m™ que receberam 20 mg kg™! Ni, e foi atribuido ao aumento
da concentragdo de K em detrimento do Na nas folhas, permitindo maior regulagdo osmotica e

hidratagdo da parte aérea.

4.5 O Niaumentou a massa da parte aérea e dos nddulos da soja

Com excecdo da MSR, as doses de Ni aumentaram a massa seca dos componentes
aéreos no controle, os quais atingiram a maxima massa seca em doses entre 1,5 a 1,9 mg kg!
Ni (Figura 24). O incremento da massa seca da soja por aplicagao de Ni foi relatado na literatura
em estudos sem a ocorréncia de DH (FREITAS ef al. 2018; LAVRES et al. 2016; LEVY et al.
2019). Contudo, a dose de 4 mg kg™! Ni aplicada neste estudo, declinou a massa seca de plantas

no controle sem afetar aquelas em DH (Figura 24), indicando possivel efeito fitotoxico do Ni a
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soja quando em condi¢des adequadas de cultivo (REIS et al., 2017). Essa dose prejudicial, de
4 mg kg! Ni, esta proxima da dose adequada recentemente sugerida por Freitas et al. (2018),
de 3,35 mg kg'! Ni. Portanto, nossos dados evidenciam uma estreita margem entre o beneficio
e o maleficio associado ao Ni, ressaltando a realizagdo de novos estudos detalhados para a
determinagdo de doses adequadas para a soja.

A aplicagdo de 2 mg kg™! Ni implicou em maior MSN em plantas sob DH (Figura 24),
mesmo com a fixacao biologica de N (FBN) sendo extremamente prejudicada pela reducao da
geragdao de fotoassimilados (SHAHEEN et al., 2016; FREITAS et al., 2022; SILVA et al.,
2011). Portanto, podemos sugerir que o maior metabolismo de agucares livres, AAS e PT
(Figura 13 e 15) induzido pelo Ni ao longo do DH pode ter colaborado para a manutencao dos
nodulos. Por outro lado, houve uma intensa redugao da massa secada parte aérea, total e das
vargens na soja sob DH (Figura 24). Resultados de menor desenvolvimento da soja em DH
também foram encontrados por Guzzo et al. (2021), Minussi Winck et al. (2022) e Sousa et al.
(2020), e esta associada a menor expansdo celular pela falta de 4gua, limitando a geragdo de

biomassa (SILVA et al., 2022; DONG et al., 2019).

4.6 A absorcdo de Ni alterou o balango nutricional da soja

A aplicag@o de Ni na cultura da soja implicou em elevacao do teor de Ni na PA da soja
independente do manejo hidrico adotado, corroborando com os resultados de Lavres et al.
(2016), Barcelos et al. (2018) e Freitas et al. (2019) (Figura 26). Por outro lado, esse incremento
de Ni ocorreu alterando a razdo entre o Ni e os demais nutrientes, 0 que pode impactar na
homeostase nutricional (SARAIVA et al., 2023). Com a excecao do Fe, o teor de Zn e Mn foi
reduzido pelas adigdes do Ni ao solo nas plantas no controle (Figura 26). O decrescimento de
Zn*"? e Mn*? se deve ao Ni competir pelos mesmos transportadores, o YSL (yellow stripe 1-like
protein), ZIP (Zinc regulated transported), IRT (Iron regulated transported) e NRAMP
(Natural resistance-associated macrophage protein) (BARCELOS et al., 2018; WOOD, 2015;
ARIF et al., 2016). Resultados de antagonismo a Zn*? e Mn*? também foram verificados por
Reis et al. (2017) na soja cultivada em solugio nutritiva com 0,05 a 20 umol L™ Ni.

Na soja sob condi¢cdo de DH na AV3, verificou-se o aumento do teor de Zn, S, e,
sobretudo, ao Fe na PA, a depender da dose aplicada de Ni (Figura 25 e 26). A avaliagdo do
estado nutricional da soja em funcao da adubacdo do Ni, realizado por Freitas et al. (2019),
constataram uma forte reducdo nos teores de Fe na folha ou o incremento na raiz da soja em
aplicagdes de 0,25 a 9 mg kg!' Ni ao solo. Lavres et al. (2016) observaram uma tendéncia de

aumento do teor de Fe, Zn e S na folha da soja apds o tratamento de sementes nas doses entre
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45 e 540 mg kg! Ni. Barcelos ef al., (2017) também verificaram o incremento no teor de Zn e
Fe na folha da soja pulverizada com doses proximas de 100 g ha™! Ni + fungicida pyraclostrobin.

No presente estudo, as doses de 0,25 e 2 mg kg™! Ni maximizaram o teor de P em PA
em plantas sob DH, em relagdao ao tratamento sem Ni (Figura 25). Tal efeito pode ter sido
crucial para os processos de transferéncia de energia, manuten¢do da bicamada fosfolipidica e
dos agucares fosfatados (LAMBERS et al., 2022; MALHOTRA et al., 2018). fons como os de
P, absorvidos via difusdo, sdo mais severamente afetados com decréscimo da umidade, devido
a sua limitada mobilidade no solo e a reducao do fator impedancia do solo (OLIVEIRA et al.,
2010; COSTA et al., 2006). Isso causa a redugdo do teor de P na soja sob condi¢do de DH em
diversos estudos (SETUBAL et al., 2023; HE et al., 2019), contudo, aparentemente a aplicagao
de Ni auxiliou no balang¢o nutricional do P na soja.

Os niveis de K na PA também foram incrementados na soja sob condi¢do de DH na
AV3. O K" atua na manutengdo estomatica (KHAN et al., 2023; THOR, 2019), hidrata¢io das
folhas e no transporte de acucares (AHMAD et al., 2018; ABD EL-MAGEED et al., 2017).
Neste estudo, os mais altos niveis de K coincidiram com altos valores de TRA e do Wwr (Figura
20). O sinergismo entre o Ni e K também foi observado por Ain et al. (2016) nas plantas de
trigo cultivadas em solos salino + 20 mg kg™! Ni. Desse modo, a aplicagio de Ni teve como
efeito indireto a otimizagdo da absorc¢ao de K na soja sob seca, e junto dos acucares (Figura 15),
colaborou para maior hidrata¢do dos foliolos.

O teor de N na PA foi reduzido na soja sob condi¢ao de DH e ndo teve efeitos em plantas
no controle na AV3 (Figura 25). Nossos resultados foram contrarios a literatura, o qual o aporte
de Ni a soja resultou em maior teor de N na folha, assimilagdo de N e a aumento da sintese de
AAS e de PT, devido a alta atividade da urease (FREITAS et al., 2018, 2019; MACEDO et al.,
2016), além da inclusdo do Ni no tratamento de sementes aumentar a eficiéncia da FBN na soja
(LAVRES et al., 2016). Assim, a aplicagdo de Ni ndo teve efeito na manutengdo nos teores de
N na PA da soja no estadio fenologico R5.1, embora, a demanda do N pela soja possa ser
influenciada pelo momento reprodutivo a planta estava (SETUBAL et al., 2023). Assim, os
niveis de N podem ter sido alterados ao longo do cultivo devido ao efeito de remobilizagao de
AAS e PT para o grdo (ZANON et al., 2018; VERNETTIL; VERNETTI JUNIO, 2017).

No caso do S, as plantas sob o DH na AV2 e AV3 apresentaram elevados teores de AAS
e PT, que variou com base nas doses de Ni e no estadio fenologico da soja. O macronutriente
S, se envolve na sintese e na composicao dos aminodcidos cisteina e da metionina, que sio
importantes para a sintese das glutationas, etileno e das proteinas de cisteina, que atuam em

resposta ao estresse abiotico € no balanco do sistema redox (KOPRIVA et al., 2019). A alta
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demanda por S induzida pela aplicagdo de Ni foi necessario para a sintese de aminoacidos

destinados ao enchimento de graos e ajuste osmotico nos foliolos (Figura 25).

4.7 A baixa disponibilidade de Ni ¢ reflexo do seu fracionamento no solo

A extragdo sequencial do Ni foi realizada ao final do cultivado da soja (AV3). Fortes
associagdes do Ni aos 6xidos de ferro (FeOx) bem cristalizados e nos FeOx mal cristalizados
foram observados (Figura 28 ¢ 29). Na faixa de pH que os solos estavam no momento da
adubacdo e durante a realizacdo da extracdo sequencial (pH = 6,30) (Tabela 1 e Figura 27), as
ligagdes de esfera interna entre o Ni e a caulinita, FeOx e AlIOx podem ter sido favorecidas
(RAJAPAKSHA et al., 2012; GU; EVANS, 2008), alterando, assim, a disponibilidade do Ni
no solo. Além disso, a alta energia de ligagdo do Ni no campo cristalino das argilas do solo
(RAJAIE et al., 2008), pode ter auxiliado na sua adsorcdo a hematita e goethita (FLYNN;
CATALANO, 2017; URE; DAVIDSON, 2001).

Os teores de FeOx mal cristalinos na regido onde foi retirado o LVA deste estudo foram
baixos, com os valores entre 0,2 a 1 g kg'! de Fe amorfo no horizonte Bw, e de razio Fe
oxalato/Fe ditionito-citrato-sodio baixa, de 0,02 (NUNES et al., 2001; MAURI et al., 2011;
FERNANDES et al., 2004). Apesar dos niveis de FeOx mal cristalinos serem baixos, eles foram
suficientes em atingir altos niveis de associacdo do Ni a esta fragdo do solo (Figura 27 e 32).
Os FeOx mal cristalizados apresentam uma elevada superficie especifica (MASSOURA et al.,
2006), sendo capaz de adsorver o Ni as poucas cargas negativas do mineral ou em cargas
residuais (TRIVEDI; AXE, 2001; TIECHER et al., 2016). Nossos resultados corroboram com
observado por Macedo et al. (2020) ao analisar o fracionamento de Ni em solos cultivados por
soja e girassol, e com Rajaie et al. (2008) em solo de textura argilosa e franco-argilosa incubado
com 60 mg kg' Ni, os quais constataram a forte associagio do Ni aos FeOx mal cristalinos.

A matéria organica do solo (MOS) tem um elevador poder de complexagdao do Ni,
devido a sua forte energia de ligacdo aos cations divalentes (SHI ef al., 2012; PENG et al.,
2018). Entretanto, nao foi verificado alteragdes expressivas na fracao de Ni-MOS (Figura 27 e
29), possivelmente, devido ao baixo teor de MOS, de 5,55 g kg™! (Tabela 1). Além disso, a
competitividade de outros ions pelos sitios da MOS pode ter limitado a complexag@o do Ni. Por
exemplo, os teores de Fe eram 2002 vezes maiores que o de Ni antes da aplicacdo das doses,
favorecendo a ligagdo do Fe anteriormente aos sitios de carga da pouca MOS presente (MELLIS
et al.,2004).

Os niveis de Ni antes da aplicacdo de suas doses ao solo eram irrisorios, cerca de 0,005

mg kg Ni obtido via extrator Mehlich-1 (Tabela 1). Portanto, o aumento do teor de Ni se deve
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ao efeito da adigdo do Ni (Figura 27), porque as reservas naturais de Ni do solo foram associadas
a fragdo residual e mais estdvel (SACHAN; LAL, 2017). O incremento das doses de Ni permitiu
o aumento deste nutriente associado a outras fracdes, mesmo que pequeno, em relacdo a
auséncia de Ni (Figura 27). Desse modo, ao longo do estudo o teor de Ni associados a outras
fragdes de maior labilidade e solubilidade pode ter ocorrido, mas ndo foi verificada. Ao realizar
a avaliacdo do solo apenas ao final do estudo (AV3), restaram apenas associagdes de Ni aos
FeOx, que possivelmente foram as mais resistentes e recalcitrantes (FLYNN; CATALANO,
2017; ZIMMERMAN et al., 2010).

Considerando a soma total do teor de Ni obtido de todas as seis fragdes, os niveis de Ni
foram baixos (<12 mg kg! Ni no solo), indicando que a adubag¢io do Ni foi a principal fonte
deste nutriente a soja e ao estoque do solo. O material de origem do solo utilizado neste estudo,
obtido da regido de Vicosa — M@, foi oriundo do intemperismo do gnaisse (KER, 1997; MAURI
et al.,2011), a qual deu origem ao LVA pobre em Ni (Tabela 1). Para fins de comparagao, os
teores totais de Ni antes da adubagao foram cerca de 3 vezes menores que o valor de prevengao
indicado pela a CONAMA resolugdo N° 420/2009 de 30 mg kg™! Ni (CONAMA, 2009) em
solos brasileiros e aproximadamente 2 vezes menor que o valor de referéncia de qualidade de
21,5 mg kg™! Ni para os solos do estado de Minas Gerais (COPAM, 2011)

Concentragdes indesejadas de Ni no solo implicam em perdas na fotossintese, danos a
membranas celulares, interrup¢do da atividade enzimatica e drasticamente perdas ao
metabolismo do C (MUSTAFA et al., 2023; NIE et al., 2015; EINHARDT e al., 2021). Nos
verificamos a que dose de 4 mg kg™! Ni prejudicou a gs, Ci, teores de pigmentos e os aglicares
livres (Figura 4, 5, 12, 15 e 16). Portanto, a fitotoxicidade ao Ni pela soja avaliada ocorreu em
dose de Ni abaixo do observado por Freitas et al. (2018), em doses de 9 mg kg™! Ni na soja. Por
outro lado, Maceto et al. (2016) ja relataram que aplicagdes de 10 mg dm™ ndo causaram perdas
na produtividade da soja. Desse modo, mais estudos com uma maior gama de genotipos e tipos
de solos sdo cruciais para a definicdo de doses e limites fitotdxicos a cultura da soja.

As fracdes de Ni associado as formas mais labeis correlacionaram positivamente entre
si (Figura 29). Essas fragdes labeis, possivelmente foram as que forneceram os teores de Ni a
soja, por serem mais facilmente acessadas pelas plantas (ZIMMERMAN et al., 2010; OKORO
et al., 2012). Dentre os minerais do solo, a caulinita e aos 6xidos de ferro provavelmente
controlaram a manuteng¢do do equilibrio do Ni trocéavel e a solu¢dao no solo (RAJAPAKSHA et
al., 2012). Outras correlagdes positivas também foram encontradas entre o teor de Ni no solo
extraido com Mehlich-1, teor de Nina PA da soja e o Ni — FeOx bem cristalizados (Figura 29).

Isso sugere que em solos tropicais intensamente intemperizados, com alto teor de argila e pobres
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naturalmente em Ni e MOS, a adubacdo de Ni pode ser crucial para disponibilizar o nutriente
no solo, promover a absorc¢ao pela soja e causar seus efeitos no vegetal com ou sem seca.

Por outro lado, quando a fragdo residual foi predominante, seja pela auséncia ou baixas
de doses de Ni aplicadas ao solo, se observou um menor teor de Ni na PA (Figura 29). Isso ja
era esperado, visto que o Ni residual ndo estaria prontamente disponivel para a absor¢ao das
plantas por estar na retido na estrutura cristalina dos minerais (SACHAN; LAL, 2017;
ZIMMERMAN; WEINDOREF, 2010). Portanto, nossos resultados reforgam a importancia da
adubacdo de Ni na soja cultivada em solos de baixa disponibilidade deste elemento. Entretanto,
nossa avaliagdo, através da técnica de extragdo sequencial foi valida apos o fim experimento e,
portanto, ndo foi verificado se houve alteragdes na associacdo do Ni em diferentes fragdes e na

disponibilidade do nutriente a soja em momentos anteriores.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo sugere que a aplicagio de doses de 0,25 a 2 mg kg™! Ni ao solo antes
do plantio resultou em efeitos positivos para a soja, principalmente, quando em condigdes de
déficit hidrico, demostrando que a fertilizagdo com Ni foi necessaria para resolver a “fome
oculta”. Esses efeitos positivos incluiu o aumento de metabolitos primarios, como os teores de
sacarose, frutose e glicose, AAS e PT, o que possivelmente favoreceu a hidratacdo do foliolo
da soja em déficit hidrico. Além disso, houve maior eficiéncia do uso da energia para fins
fotoquimicos, ganhos na EC ¢ EUA, menor incidéncia de Oz™ e H2O» e 0 aumento nos teores de
AsA e dos FT. Entretanto, a dose de 4 mg kg™! Ni reduziu a massa seca de todos os componentes
aéreos da soja.

Ao final do estudo, verificamos que as respostas a adubacado de Ni na soja foi dependente
do estadio fenologico e da severidade do déficit hidrico, exigindo estudos pontuais e mais
profundos para maior entendimento da atuacdo do Ni em diferentes mecanismos da soja. Por
isso, recomenda a utilizando técnicas sofisticadas, como por exemplo, o perfil de aminoacidos,
analise de expressdo génica, enzimas antioxidantes e a discriminag¢do de isotopica do C
assimilado pela soja, bem como a averiguagdo dos efeitos do Ni na soja sob condi¢do de DH
aos transportadores de Fe, Zn e S.

Quando se trata do comportamento quimico do Ni ao solo, os FeOx presentes no LVA,
pobre em N1 e MOS, influiram nos teores de Ni trocavel e nos teores de Nina PA da soja. Além
disso, a aplicacdo de Ni ao solo forneceu o elemento ao solo para a fracdo soltvel e trocavel, a
qual possivelmente foi extraida pela soja. Assim, a determinacdo de doses de Ni em solos
tropicais, sobretudo, aos Latossolos, deve ser acompanhado da capacidade de adsor¢ao do Ni e
poder tampao do solo. Apesar disso, sugerimos para estudos futuros, a utilizacdo de
equipamentos de quantificagdo de Ni com o limite de detec¢do menor e mais preciso, a fim de
contorna o efeito de dilui¢do do Ni ao solo e reduzir os coeficientes de variagdo, ja que a dose
para essencialidade ¢ baixa. Além disso, este estudo se concentrou apenas em uma avaliagdo,
realizada ao final do experimento, sendo necessario coletas intermediarias para o

monitoramento das relagdes entre o Ni, a matriz do solo e a absor¢do pela soja.
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APENDICE - A Informagdes metodologicas suplementares

Tabela S1. Densidade de fluxo de protons por espectro emitido pelo LED com base na altura

entre inser¢ao do caule rente ao solo ¢ a altura maxima antes da fonte de luz.

PFD-B PFD-FR PFD-G PFD-R PFD-UV PFD

Momento 2 1
umol m™ s
Germ.-VC 0,158 43,38 13,33 94,56 1,70 153,14
V1-RS.1
Altura (cm)!
17,4 79,33 3,90 23,38 165,13 0,35 272,09
24,4 80,44 4,06 23,53 172,30 0,36 280,69
39,9 85,28 4,70 25,65 175,66 0,42 291,72
55,9 92,32 5,32 28,06 186,47 0,48 312,66
78,1 99,38 3,59 29,15 197,26 0,27 329,66
Equacao
PDF-B ¥ =0,3431x*** + 72,549 R2=10,9924
PFD-FR 9 =-0,0015x%** + 0,1421x* + 1,6691 R?=0,8488
PFD-G ¥ =0,1043x*** + 21,455 R2=0,9619
PFD-R y =0,5093x*** + 157,39 R2=10,9811
PFD-UV 9 =-0,0002x2*** + 0,015x* + 0,1141 R2=10,8431
PFD ¥ =0,957x*** + 256,08 R2=0,9913

Zona de crescimento de aproximadamente 80 cm. PFD: Densidade de fluxo de fotons. PFD-B: Densidade de
fluxo de fotons no campo azul. PFD-FR: Densidade de fluxo de foétons no campo do vermelho distante. PFD-G:
Densidade de fluxo de fotons no campo verde. PFD-R: Densidade de fluxo de f6tons no campo vermelho. PFD-
UV: Densidade de fluxo de fétons no campo ultravioleta. PFD: A soma total da densidade de fluxo de fotons.
Notas: ** * e ™ niveis de significancia pelo teste Fisher ao p-valor de <0,01, <0,05 e nfo significativo,
respectivamente.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Figura S2. Exemplo da organizacdo das parcelas experimentais dentre de um bloco de correcao
de erro local (A) e os atributos da emissao de luz pelo modulo de LED na etapa de germinagao

e durante o crescimento da soja entre os estadios V1 e R5.1 com base na altura do dossel da

soja (B,C,DeE).
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Notas: ***: Significancia dos coeficientes de regressao pelo teste F (p<0,001). PPDF: densidade de fluxo de fétons
fotossintéticos. W: Irradiancia. Ix: Iluminancia. Estadio fenoldgico de acordo com Fehr e Caviness (1977).
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Figura S3. Esquema detalhando a calibracdo da sonda reflectdometro no dominio do tempo

(TDR) (A), curva caracteristica de 4gua no solo (B) e manejo hidrico as plantas de soja.
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Esquematizacao geral da condigao hidrica imposta a soja

Plantas sem déficit hidrico (SDH)
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AVl AvV2 AV3
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Notas: ***: SignificaAncia dos coeficientes de regressdo pelo teste F (p<0,001).
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Figura S4. Variag¢do na temperatura e umidade relativa do ar, madxima e minima, da camara de
crescimento ao longo dos 48 dias de ensaio experimental (A) e o declinio do nivel de 4gua no

solo ap6s a indugdo do déficit hidrico (B) obtido por TDR e ajustado posteriormente.
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V: Final do periodo de emergéncia e ocorréncia de desbaste. ¥ : Corresponde aos momentos de avaliacdo. T:
Temperatura, em graus Celsius. UR: Umidade relativa do ar (%). Max: Maxima. Min: Minima.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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APENDICE — B TROCAS GASOSAS E FLUORESCENCIA DA CLOROFILA “a”

Tabela S2. Resumo da analise de variancia das trocas gasosas e uso dos recursos hidricos pelas

plantas de soja.

Quadrado médio

Momento —— G ™ Condicao hidrica (B) Bloco AxB __ Residuo O

A

AVI 10,8466 ° 1,3883 ™ 1955729 *+  2,1202™ 52134  9,94%

AV2! 17518 2330,6615 ** 4,3999 s 2,6228™ 2818  12,74%

AV3' 45991 ™ 2256,9659 ** 36,538 ** 1,7297™  3.8022  16,05%
s

AV1 0,0057 ° 0,0036 ™ 0,0368 ** 0,0013™  0,0024 26,00%

AV2! 8e-04 1 1,1109 ** 0,0096 ** 8e-04™  0,0025 29,48%

AV3!  00115° 1,1643 ** 0,0044 0,0093™  0,0058 45,22%
Ci

AV1  13693,0° 8919,0 ™ 147104,0 % 5492,0™ 63650 15,15%

AV2! 28507446 ™  630510,2736 %%  123796,3782 ** 4009,7586 ™ 8628,544 20,22%

AV3! 24279723 ™  397602,8342 ** 528945219 ** 94,1252 3874,664 16,99%
E

AV1 0,9818 ° 0,3417 ™ 3,7731 ** 0,3562™  0,4429  24,55%

AV2' 02083 ™ 321,2631 ** 0,7968 °© 0,154™ 03812 19.27%

AV3! 158227 2742624 ** 0,6815 ™ 1,0069™  0,8558  31,54%

EUA

AV1 19,6389 * 0,7288 ™ 28,1440 *%*  1,6555™ 64472 27.73%

AV2' 38233 421,0838 ** 9,7785 ° 1,9845™ 41756  32,78%

AV3! 17668 ™ 199,1612 ** 28,5978 **  33225™ 30968 30,67%
EC

AVI  22e-04 * 1,6e-05 ™ 3,2e-03%* 52e05™  6,8¢-05 17,53%

AV2! le-04 ™ 0,002 ** 6e-04 * le-04™  2,00e-04 46,94%

AV3! 0,000 ™ 0,0058 ** 1e-04 ™ 0,0001™  1,00e-04 31,35%

!0 desdobramento da interagdo Ni x Condigdo hidrica foi realizada independentemente do nivel de significancia
da interagdo. **, * e ™: Niveis de significancia de <0,01, <0,05, <0,1 e ndo significativo pelo teste de Fisher. CV:
Cocficiente de variacdo. Moderado e Severo: Equivalente a tensdo de agua no solo de 600 e 900 kPa,
respectivamente. 4: Taxa de assimilagdo de CO,. G,: Condutancia estomatica. Ci: Concentragdo interna de CO».
E: Taxa de transpira¢do. EUA: Eficiéncia do uso da agua. EC: Eficiéncia da carboxilagdo. AV1: Avaliagdo antes
do déficit hidrico em estadio R2. AV2: Segunda avaliagdo ao 8° apds o inicio do déficit hidrico (estadio R3). AV3:
Terceira avaliag@o ao 15° dia apds o inicio do déficit hidrico (Estadio R5.1). Estadio fenoldgico reprodutivo R2,
R3 e R5.1 de acordo com Fehr e Caviness (1977) e Yorinori (1996).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Tabela S3. Resumo da andlise de variancia para os atributos diretos da fluorescéncia da clorofila

(P2

a” na soja sob déficit hidrico.

Quadrado médio

Momento —— ¢ ndigao hidrica (B) Bloco AxB Residuo C"

Fo’

AV1 253,2811° 39,7096 ™ 516,0474 %% 242846™ 1053139 2,41%

AV2!  602,3937 ™ 73,4857 ™ 902,2633™  2600,1154 **  675,1273  6,70%

AV3! 160,5687 ™ 12011,3409 ** 43,7121 66,2666™ 111,251  2,68%
Fm’

AV1 6031,788 * 740,045 ™ 9961,387 **  31954192™  2167,977 3,20%

AV2'  64183,7783 ™ 8757,1838 ™ 78352,8311™  368197,302 ** 49363,04 18,62%

AV3!  11762,3019™  3576890,9482 **  25297,1628™  7901,4585™ 123229 9.15%
Fs

AVl 2140,1665 * 709,2158 ™ 4605,8678 **  960,3995™  622,8258 4,51%

AV2! 8822737 43,0197 ™ 253,1629™  3752,6444°  1633,062 8,10%

AV3! 12913203 ™ 11175,5871 ** 25447197°  932.5146™ 1065882 6,26%

Fv'/Fm'

AV1 2e-04 * 6e-07 ™ le-04 ™ le-04 ™ 1,00E-04  1,26%

AV2! 0,0047 ™ 0,0019 ™ 0,0061 ° 0,0195 ** 0,0027  7,88%

AV3! 0,0011 ™ 0,2147 ** 0,0046 ** 0,0011 ™ 0,0012  5.25%
Fv'

AVl 5025,7358 * 436,9025 ™ 66953632 %  2951,5222™  1807,292 4,13%

AV2! 537412613 ™ 7226,2658 ™ 63741,5821 ™  309170,672 ** 39251,64 24,60%

AV3!  9637,6514™  3174350,6916 **  25512,2761° 70094373  10797,04 12,68%
Fo

AVl 3079,6154 ** 8,6233 ™ 15412138 * 50,5366™  488,7924 30,52%

AV2!  8730,6477 ™ 2442,0449 ™ 24606,6635 **  1139,889™  5543,628 45,55%

AV3!  4666,5142 ™ 1737,1945 ™ 8968,4993°  7852,0867° 3746409 44,20%
Fm

AVl 3160,5888 ™ 4810,6785 ™ 7497,6681 **  464,4689™ 1925725 2,08%

AV2! 22912308 ™ 12223,6554 ° 1883,4908 ™  385,8807™  3563,979 2,80%

AV3! 33343625 84918,2485 ** 59358696 ™  24722276™ 3472358 2.76%

Fv/Fm

AV1 Te-04 ** 0,000001 ™ 3e-04 * 0,000011™  1,00E-04 1,08%

AV2! 0,002 ™ Te-04 0,0055 ** 2e-04 0,0012  3,75%

AV3! 0,0011 ™ 8e-04 ™ 0,002 ° 0,0018°  8.00E-04 3.02%
Fv

AV1  20432,5942%* 13098,2303 ™ 14534,6003 *  4268,089™  5342,289 3,63%

AV2!'  10210,3055 ™ 25592,8619 ° 31704,606 ** 18342751 ™  7,59E+03 4,43%

AV3! 11353,5774 ™ 110946,9648 ** 13777,3866 ™  10552,8916 ™  7343,529 4,29%

0 desdobramento da interagdo Ni x Condigdo hidrica foi realizada independentemente do nivel de significancia
da interagdo. **, * e ™: Niveis de significancia de <0,01, <0,05, <0,1 e ndo significativo pelo teste de Fisher. CV:
Coeficiente de variacdo. Moderado e Severo: Equivalente a tensdao de agua no solo de 600 e 900 kPa,
respectivamente. Fo': Fluorescéncia inicial adaptada a luz. Fm'": Fluorescéncia maxima adaptada a luz. Fs:
Fluorescéncia no estado estaciondrio. Fv'/Fm': Eficiéncia de captura de excitagdo dos centros de reagdo do PSII
abertos. Fv’: Fluorescéncia méaxima variavel adaptada a luz. Fo: Fluorescéncia inicial no escuro. Fm: fluorescéncia
maxima adaptado ao escuro. Fv/Fm: Maxima eficiéncia quéntica do PSII. Fv: Fluorescéncia maxima variavel
adaptada ao escuro. AV1: Avaliagdo antes do déficit hidrico em estadio R2. AV2: Segunda avaliacdo ao 8° apos
o inicio do déficit hidrico (estadio R3). AV3: Terceira avaliagdo ao 15° dia ap6s o inicio do déficit hidrico (Estadio
RS5.1). Estadio fenologico reprodutivo R2, R3 e R5.1 de acordo com Fehr e Caviness (1977) e Yorinori (1996).
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Tabela S4. Resumo da analise de variancia dos atributos calculados da fluorescéncia da clorofila

GCa93.
Quadrado médio
Momento Ni (A) Condlgzll(;))hldrlca Bloco AxB Residuo CvV
@®PSII
AV1 0,0014 * 6e-04 ™ 6e-04 ™ 6e-04™  4,00E-04 331%
AV2! 0,0107 s 0,0035 "¢ 0,0171 * 0,0401 ** 0,0064 14,29%
AV3! 0,0038 ™ 0,437 ** 0,0174 ** 0,0045 " 0,0042  11,83%
qP
AV1 0,0015 * 0,0013 " 0,0014 * 0,001 ™ 5,00E-04 2,59%
AV2! 0,0069 ™ 0,0019 "¢ 0,0146 * 0,0207 ** 0,0053  8,65%
AV3! 0,0059 ™ 0,2054 ** 0,0207 **  0,0062 " 0,0054  8,95%
gN
AV1 0,0029 * 0,0016 " 0,0041 **  0,0012 ™ 0,0011  8,44%
AV2! 0,0191 ™ 0,0054 " 0,0209 ™ 00,1089 ** 0,015  22,92%
AV3! 0,0041 1,2741 ** 0,0089 ° 0,0024 0,0037 11,58%
NPQ
AV1 0,0102 * 0,0052 " 0,0133 * 0,0034 0,0036 13,35%
AV2! 0,291 0,2042 s 0,36 ™ 1,0833 ** 0,1802  46,99%
AV3! 0,0693 s 10,9678 ** 0,1635 * 0,0565 ™ 0,0526  26,38%
ETR
AV1 32,1367 * 15,6959 " 12,2743 ™ 12,7943 ™ 9,8486  3,29%
AV2'  251,0237™ 80,6566 ™ 411,3559 * 948,613 ** 151,5908 14,31%
AV3! 90,9 10438,9 ** 204,9 ** 104,1 ™ 74,9 10,27%

0 desdobramento da interagdo Ni x Condigdo hidrica foi realizada independentemente do nivel de significancia
da interagdo. **, * e ™: Niveis de significancia de <0,01, <0,05, <0,1 e ndo significativo pelo teste de Fisher. CV:
Coeficiente de variacdo. Moderado e Severo: Equivalente a tensdo de agua no solo de 600 e 900 kPa,
respectivamente. ®PSII: Rendimento quéntico real do transporte de elétrons. qP: Coeficiente de extingdo
fotoquimica. qN: Eficiéncia quéntica ndo fotoquimica ou coeficiente de quinona B. NPQ: Rendimento quéntico
ndo fotoquimico. ETR: Taxa de transporte de elétrons. AV1: Avaliagdo antes do déficit hidrico em estadio R2.
AV2: Segunda avaliag@o ao 8° apos o inicio do déficit hidrico (estadio R3). AV3: Terceira avaliagdo ao 15° dia
apos o inicio do déficit hidrico (Estadio R5.1). Estadio fenologico reprodutivo R2, R3 e R5.1 de acordo com Fehr
e Caviness (1977) e Yorinori (1996).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Figura S3. Efeito da aplicag@o de niquel na soja antes e ap6s o déficit hidrico em Fo', Fm'e Fss.

Déficit hidrico
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Notas: *** ** * © ¢ s Sionificancia dos coeficientes de regressdo pelo teste de F a p-valor de <0,001, <0,01,
<0,05, <0,1 e ndo significativo, respectivamente. Doses seguidas de ' foram esteticamente agrupadas em conjunto
pelo teste Scott Knott (p<0,1). Pontuagdes com * imediatamente em cima indica que houve diferenca estatistica
(p<0,1) entre a condig@o hidrica imposta. CV: Coeficiente de variagdo. Moderado e Severo: Equivalente a tensio
de 4gua no solo de 600 e 900 kPa, respectivamente. Fo'": Fluorescéncia inicial adaptada a luz. Fm'": Fluorescéncia
maxima adaptada a luz. Fs: Fluorescéncia no estado estacionario. AV1: Avaliagdo antes do déficit hidrico em
estadio R2. AV2: Segunda avaliag¢do ao 8° apds o inicio do déficit hidrico (estddio R3). AV3: Terceira avaliagdo
ao 15° dia apds o inicio do déficit hidrico (Estadio R5.1). Estadio fenologico reprodutivo R2, R3 e R5.1 de acordo
com Fehr e Caviness (1977) e Yorinori (1996).

Fonte: El

aborado pelo autor (2024).



94

Figura S4. Efeito da aplicacdao de doses crescentes de niquel no solo antes do plantio da soja

antes e ap6s o déficit hidrico em Fo e Fm'.
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Notas: *** % * © ¢ s SignificAncia dos coeficientes de regressao pelo teste de F a p-valor de <0,001, <0,01,
<0,05, <0,1 e ndo significativo, respectivamente. Doses seguidas de ' foram esteticamente agrupadas em conjunto
pelo teste Scott Knott (p<0,1). Pontuagdes com * imediatamente em cima indica que houve diferenga estatistica
(p<0,1) entre a condicdo hidrica imposta. CV: Coeficiente de variagdo. Moderado e Severo: Equivalente a tenso
de agua no solo de 600 e 900 kPa, respectivamente. Fo: Fluorescéncia inicial no escuro. Fm: fluorescéncia maxima
adaptado ao escuro. AV1: Avaliagdo antes do déficit hidrico em estadio R2. AV2: Segunda avaliagdo ao 8° apds
o inicio do déficit hidrico (estadio R3). AV3: Terceira avaliagdo ao 15° dia apds o inicio do déficit hidrico (Estadio
R5.1). Estadio fenoldgico reprodutivo R2, R3 e R5.1 de acordo com Fehr e Caviness (1977) e Yorinori (1996).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Figura S5. Fv' e Fv das plantas de soja antes e ap6s o déficit hidrico que receberam doses
crescentes de Ni antes do plantio.
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Notas: *** ** * © ¢ s SionificAncia dos coeficientes de regressdo pelo teste de F a p-valor de <0,001, <0,01,
<0,05, <0,1 e ndo significativo, respectivamente. Doses seguidas de ' foram esteticamente agrupadas em conjunto
pelo teste Scott Knott (p<0,1). Pontuagdes com * imediatamente em cima indica que houve diferenga estatistica
(p<0,1) entre a condicdo hidrica imposta. CV: Coeficiente de variagdo. Moderado e Severo: Equivalente a tenso
de agua no solo de 600 e 900 kPa, respectivamente. Fv’: Fluorescéncia maxima variavel adaptada a luz. Fv:
Fluorescéncia maxima variavel adaptada ao escuro. CV: Coeficiente de variagdo. Estadio fenoldgico reprodutivo
R2, R3 e R5.1 de acordo com Fehr e Caviness (1977) e Yorinori (1996).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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APENDICE - C ASPECTOS METABOLICOS E FISIOLOGICOS DA SOJA

Tabela S5. Analise de variancia dos pigmentos da folha da soja, cultivada com doses de Ni,

antes e ap6s o déficit hidrico.

Quadrado médio

Momento Ni (A) Condicio hidrica (B) _ Bloco AxB __ Residuio  CV

Chl A

AVl 931807,7105 ™ 163,5481 ™ 371503,80 ™ 1859254,42 * 690905,9 16,58%

AV2'  358963,8105™  309277,0651™  763611,66™ 468869,55™ 5715482 14,90%

AV3'  1066606,745°  8710300,09 **  709296,10™ 304850,05™ 536288,1 13,36%
Chi B

AVl 199079,5297 ™ 8894,3245 ™ 55124,206™ 302640,588 * 111021,9 14,17%

AV2!  156762,7945 ™ 86890,9815™  109890,15™ 58910,679™ 967139 13,43%

AV3!  275570,5837 ° 1502036,26 **  169088,21 ™ 52063,81™ 118573 13,77%
Chla+b

AVl 1989772,001 ™ 6645,906 ™ 710692,58 ™ 3645969,92 * 1346187 15,76%

AV2!  979082,7814 ™ 724019,153 ™ 1443975,5™ 828474,08™ 1128035 14,37%

AV3!  2391320,100°  17446517,04 **  1544517,3™ 58099760 ™ 1144606 13,40%
Chl a/b

AV1 0,0013 ™ 0,0115™ 0,0047™  0,0134™  0,0067 3,85%

AV2! 0,0184 * 0,0029 ™ 0,0087™  0,0195%* 0,006  3,54%

AV3! 0,0119 * 0,0167 ° 0,0082™  0,0096°  0,0048  3.16%

Carotenoides

AVl 82823,0549 ™ 3272,7366 ™ 38882,34™  190079,909 * 65306,9 15,13%

AV2'  22020,4759 ™ 158,405 ™ 43579,536 ™ 34546,316™ 61713,02 13,87%

AV3!  117308,3427°  488009,072 **  44647,598 ™ 34385,03™  54697.69 12,00%

!0 desdobramento da interagdo Ni x Condigdo hidrica foi realizada independentemente do nivel de significancia
da interagdo. **, * e ™: Niveis de significancia de <0,01, <0,05, <0,1 e ndo significativo pelo teste de Fisher. CV:
Cocficiente de variagdo. Moderado e Severo: Equivalente a tensdo de agua no solo de 600 e 900 kPa,
respectivamente. Chl A: Clorofila A. Chl B: Clorofila B. Chl a + b: Clorofila total. Chl a/b: Relagdo entre Clorofila
A e Clorofila B. AV1: Avaliagdo antes do déficit hidrico em estadio R2. AV2: Segunda avaliagdo ao 8° apos o
inicio do déficit hidrico (estadio R3). AV3: Terceira avaliagdo ao 15° dia apds o inicio do déficit hidrico (Estadio
R5.1). Estadio fenoloégico reprodutivo R2, R3 e R5.1 de acordo com Fehr e Caviness (1977) e Yorinori (1996).
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Tabela S6. Andlise de variancia dos aminoacidos (AAS), proteinas totais (PT), prolina, malato,

fumarato e fendis totais (FT) nas plantas de soja sob déficit hidrico avaliada antes e apds.

Quadrado médio

Momento Ni (A) Condlg:?];))hldrlca Bloco AxB Residuo CvV
AAS
AV1 645,5261 ** 39,5444 s 58,7684 " 140,441 ™ 91,0905 27,69%
AV2! 460,6673 * 3329,405 ** 162,4624 ™ 73,4454 "™  142,5712 25,70%

AV3! 1969,5865 ** 7928,5613 ** 487,3143 s 189,584 "  258,8037 29.91%
Proteinas totais

AV1 3265,5253 * 738,2235 ™ 1777,5268 ™ 3103,3234 * 1054,546 15,42%

AV2! 27736,2777 ** 4613,7217 * 1851,7963 - 533,1838™ 869,9351 10,09%

AV3! 18770,9857 ** 49659,897 ** 1985,161 ™ 13182648 ™ 1315,022 11,86%

Prolina
AV1 11,2279 ° 5,7165 ™ 2,8736 " 10,2946 ™ 49862 31,55%
AV2! 23,4641 * 266,072 ** 2,0153 s 23,6587 * 7,6986 35,71%
AV3! 178,3243 ° 10655,7361 ** 208,9898 ¢ 172,8226™ 89,7678 44,88%
Malato
AV1 195,5026 ** 206,3131 * 16,7829 s 84,8306 ™ 45,1043 33,45%
AV2! 3155,7152 ** 423,4195 * 66,4742 340,4494 ** 64,4112 20,01%
AV3! 881,3849 ** 90,7002 s 81,0836 ™ 117,8292 94,923  28,63%
Fumarato
AV1 1695,2224 ** 1677,8824 * 299,8043 s 122 1’3396 346,1949 40,73%
AV2! 1569,5002 ** 267,0838 ™ 278,0311 ™ 821,3612 ** 138,0015 33,74%
AV3! 2623,4094 ** 238,1635 ™ 63,4948 " 7491754 ** 155,5998 34,10%
Fenois totais
AV1 31,9068 ° 2,9659 rs 8,8611 " 5,7396 " 13,5379 20,39%
AV2! 21,4763 ™ 24,2189 s 23,079 s 19,0257 26,0158 26,60%
AV3! 102,2066 ** 200,751 ** 27,27 * 10,9657 ¢ 9,2156 16,82%

!0 desdobramento da interagdo Ni x Condigdo hidrica foi realizada independentemente do nivel de significancia
da interagdo. **, * e ™: Niveis de significancia de <0,01, <0,05, <0,1 ¢ ndo significativo pelo teste de Fisher. CV:
Cocficiente de variacdo. Moderado e Severo: Equivalente a tensdo de agua no solo de 600 e 900 kPa,
respectivamente. AAS: Aminoacidos totais. AV1: Avaliagdo antes do déficit hidrico em estadio R2. AV2: Segunda
avaliagdo ao 8° apos o inicio do déficit hidrico (estadio R3). AV3: Terceira avaliagdo ao 15° dia ap0s o inicio do
déficit hidrico (Estadio R5.1). Estadio fenoldgico reprodutivo R2, R3 ¢ R5.1 de acordo com Fehr e Caviness (1977)
e Yorinori (1996).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Tabela S7. Resumo da andlise de variancia do teor de glicose, frutose, sacarose e amido antes

e apos o déficit hidrico na soja adubada com Ni.

Quadrado médio

Momento —— ™ ¢ ndigao hidrica (B) Bloco AxB Residuo 7

Glicose

AV1 32,1855 ** 0,864 ™ 5,6419 ™ 18,2508 ** 4,9265 32,54%

AV2! 279,0305 ** 2177,1941 ** 105,6776 117,2168° 54,7072 40,54%

AV3! 141,935° 11632,6666 ** 170,9777 * 108,0126 ™ 65,336 30,33%
Frutose

AV1 7,3038 " 10,0696 " 6,3926 ™ 12,2673 10,3 36,16%

AV2! 114,9766 ™ 4001,83 ** 89,8937 " 226,9209 ** 63,0651 40,93%

AV3! 463,3938 ** 31267,9682 ** 191,1435 * 3244359 ** 52 5569 22.45%
Sacarose

AV1 99,8829 * 68,9725 1 29,8127 " 6,3281 ™ 31,3763  23,35%

AV2! 249,0979 ** 351,6745 * 432126 ™ 57,2561 " 71,6659 36,54%

AV3! 80,8629 10211,626 ** 52,0052 " 47,7466 ™  123,1325 32,32%

Amido (Glc eq.)

AV1 24522,0291 " 29769,6465 " 64900,8838 ™ 65502,6899 ™ 45354,26 26,06%

AV2!  37576,7139 ™ 171544,5928 ** 40096,3362 " 38101,1803 ™ 20737,5 29,30%

AV3! 23101,349 ™ 1268114,8488 ** 28283,78 °©  58021,75 **  12000,91 36,33%
!0 desdobramento da interagdo Ni x Condigdo hidrica foi realizada independentemente do nivel de significancia
da interagdo. **, * e ™: Niveis de significancia de <0,01, <0,05, <0,1 e ndo significativo pelo teste de Fisher. CV:
Coeficiente de variacdo. Moderado e Severo: Equivalente a tensdo de agua no solo de 600 e 900 kPa,
respectivamente. AV1: Avaliagdo antes do déficit hidrico em estddio R2. AV2: Segunda avaliacdo ao 8° apods o
inicio do déficit hidrico (estadio R3). AV3: Terceira avaliacdo ao 15° dia ap6s o inicio do déficit hidrico (Estadio
R5.1). Estadio fenolégico reprodutivo R2, R3 e R5.1 de acordo com Fehr e Caviness (1977) e Yorinori (1996).
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Tabela S8. Resumo da andlise de variancia da concentragdo de acido ascorbico (AsA),
dehidroascorbato (DHA) e o extravasamento de eletrdlitos no foliolo da soja adubada com Ni

e submetida ao déficit hidrico.

Quadrado médio

Momento —— Condicio hidrica (B) Bloco AxB__ Residio CV
ASA
AV1 13,8424 © 25,807 ™ 0,5739 ™ 6,2206™ 62553 17,79%
AV2! 93,1613 ** 8,1548 ™ 2,999 s 12,9987 ™  9.5588  25,63%
AV3! 17933891 ** 71,8592 * 13,8084 ns 49,7205 * 14,9058 17,59%
DHA
AV1 119,928 ** 31,3493 s 7,8304™ 89,7852 ** 133181 29,02%
AV2! 19,3733 ™ 51,8626 * 7,7884™ 52,1448 ** 12,7563  30,93%
AV3!  404,1149 ** 160,5373 * 333186ns  237,1174 ** 335119  32.46%
MDA
AVl 4,1667e-06 ™ 1,6670e-06 ™ 3,3333e-05™  1e-04™  4,15B-05 26,66%
AV2! 3,6e-05 ™ 0,0025 ** 2e-04 ™ le-04™  1,00E-04 31,98%
AV3! 0,0022 ** 0,0105 ** 0,00001 ™  6e-04 **  100E-04 22.20%
Dano de membrana
AV1
AV2! 47,8354 ** 5,135 6,7100™ 12,8781 *  4,1008 12,01%
AV3! 40,6975 ** 48,0569 ** 6,0337™ 40,5223 ** 41339  9.46%

!0 desdobramento da interagdo Ni x Condigdo hidrica foi realizada independentemente do nivel de significancia
da interacdo. **, * e ": Niveis de significancia de <0,01, <0,05, <0,1 e nao significativo pelo teste de Fisher. CV:
Coeficiente de variagdo. Moderado e Severo: Equivalente a tensdo de agua no solo de 600 e 900 kPa,
respectivamente. AsA: Ascorbato. DHA: Dehidroascorbato. MDA: Aldeido malénico. AV1: Avaliacdo antes do
déficit hidrico em estadio R2. AV2: Segunda avaliagdo ao 8° ap6s o inicio do déficit hidrico (estadio R3). AV3:
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Terceira avaliag@o ao 15° dia apds o inicio do déficit hidrico (Estadio R5.1). Estadio fenoldgico reprodutivo R2,
R3 e R5.1 de acordo com Fehr ¢ Caviness (1977) e Yorinori (1996).
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Tabela S9. Resumo da andlise de variancia para o potencial hidrico na antemanha (‘\Pwr) e teor

relativo de dgua (TRA) no foliolo da soja.

Quadrado médio

Momento G ™ Condicao hidrica (B) __ Bloco AxB _ Residuio CV
PHA
AV1 0,0107 0,0038 ™ 0,0478 **  0,0131™  0,0074 30,48%
AV2l  0,0278 #* 0,6795 ** 0,0058™ 0,0127 **  0,0033 17,56%
AV3! 01176 ** 27,7005 ** 0,0055™ 00571 **  0,0095 10,68%
TRA
AV1
AV2! 80,8383 ** 42,2924 5434™ 590388 * 18,6716 4,96%
AV3!  111,0138 ** 6216,7554 ** 44,6684 ™ 86,7232 % 275127  7,05%

0 desdobramento da interagdo Ni x Condigo hidrica foi realizada independentemente do nivel de significancia
da interagdo. **, * ¢ ™: Niveis de significancia de <0,01, <0,05, <0,1 ¢ ndo significativo pelo teste de Fisher. CV:
Cocficiente de variagdo. Moderado e Severo: Equivalente a tensdo de agua no solo de 600 e 900 kPa,
respectivamente. Wwr: Potencial hidrico da folha na antemanhd. TRA: Teor relativo de agua. AV1: Avaliagdo
antes do déficit hidrico em estadio R2. AV2: Segunda avalia¢do ao 8° apds o inicio do déficit hidrico (estadio R3).
AV3: Terceira avaliagdo ao 15° dia apds o inicio do déficit hidrico (Estadio R5.1). Estadio fenologico reprodutivo
R2, R3 e R5.1 de acordo com Fehr e Caviness (1977) e Yorinori (1996).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)
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APENDICE - D BIOMETRIA, MASSA SECA E NUTRIENTES DA SOJA

Tabela S10. Resumo de andlise de variancia para a biometria € massa seca da soja com e sem

seca, ao 45° dia apos o plantio.

Quadrado médio

Vartavel — ) Déficit Hidrico (B) _ Bloco AxB  Residwo C"
MSF _ 0,5065 ** 7,3737 ** 0,0586™ 0,024 **  0,0536  8,73%
MSC  0,3307 ** 5,4486 ** 0,1098™  0257% 0,089  10,95%
MSV 03413 98,1538 ** 02576™  03211™ 02143 17,80%

MSPA  3,3547 ** 223,7106 ** 0,5819™  2,1369*  0,6459  10,08%
MSR  0,0255 ™ 0,0721 ™ 0,1093%  0,016™ 00358 14,18%
MSN  0,0187 ** 0,0033 ™ 0,0027™  0,0175**  0,0033 19,57%
MST 42111 ** 233,5708 ** 1,0505™  1,9959* 08155  9,41%

NN 141,88 ™ 8307,2667 ** 214,025  115,7467 ™ 156,4795 20,95%
Notas: ** * e ™: Niveis de significancia de 0,01, 0,05, 0,1 e ndo significativo pelo teste de Fisher. CV: Coeficiente
de variagdo. MSF: Massa seca da folha. MSC: Massa seca do caule. MSV: Massa seca da vargem. MSPA: Massa
seca total da parte aérea. MSR: Massa seca da raiz. MSN: Massa seca dos nddulos. MST: Massa seca total da
planta. NN: Numero de nddulos.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Figura S6. Estado representativo da soja ao final do estudo para plantas de soja com e sem

déficit hidrico em relagdo a seis crescentes doses de Ni aplicadas antes do plantio.

Sem déficit hidrico

- i . = B =K.

0 0,25 0,5 1 2 4
Ni mg kg™

Déficit hidrico

0 0,25 0,5 1 2 4
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Tabela S11. Resumo da analise de variancia nos teores dos nutrientes na parte area da soja

adubada com Ni e submetida ao déficit hidrico.

Quadrado médio

Nutriente Ni (A) Déficit Hidrico (B) Bloco AxB Residuo Y
N 4427 558,08 ** 1,75 ™ 6,07 * 243 5,52%
Ca 0,1291 ™ 16,3059 ** 1,2526 * 0,4003™ 04197  7,22%
K 3,226 0,529 ™ 7,003 ** 6,631 ** 1,718 6,88%
Mg 0,0178 ™ 8,2484 ** 0,0171 ™ 0,0699 ™ 0,046  8,17%
P 0,683 ** 0,331 * 0,051 ™ 0,249 ** 0,055  14,29%
S 0,049 ** 0,036 * 0,004 ™ 0,017 * 0,0066  5,45%
Cu 0,2353 ™ 1,1036 ° 0,7722 * 0,1022™  0,2492  19,52%
Fe 56882,4464 **  105095,1676 **  10952,731™ 38954,863 *  14728,7  68.40%
Mn 82,39 ™ 1267,16 ** 63,271 76,481 57,10 10,83%
Ni 6,413 ** 4,855 * 3,837 ** 0,923 ™ 0,7931  20,76%
Zn 13,307 ** 36,086 ** 2,003 ™ 12,291 ** 1,979 10,07%
Mo 0,487 ™ 1,6909 * 0,9248 * 0,139 ™ 0,2873  30,29%

Notas: ** * © e ™ niveis de significancia pelo teste Fisher ao p-valor de 0,01, 0,05, 0,1 ¢ ndo significativo,
respectivamente. CV: Coeficiente de variagéo.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Tabela S12. Relagdes entre os teores de macronutrientes € o Ni na parte aérea da soja adubada

com Ni com ou sem déficit hidrico.

Aspecto da Cv

Relac¢ao ~
’ Equagao R’ tendéncia %
N/Ni
Controle ¥ =2311,94x** - 7678,53Vx** + 12767,01 0,8901 N/ 21,64
DH ¥ =-588,51x** + 6693,77 0,6949 \
P/Ni
Controle ¥ =274,83x** - 856,20Vx** + 94221 0,9154 N7/ 29,92
DH v =-42243x* + 428,075 0,3524 \
K/Ni
Controle ¥ =2123,70x** - 6600,93Vx** + 8681,94 0,9365 \ 7 22,62
DH 9 =Y =4496,56 - —
Ca/Ni
Controle ¥ =663,18x** - 2149,88Vx** + 3487,97 0,8994 N7/ 24,15
DH =Y =2238,78 - —
Mg/Ni
Controle ¥ =180,52x** - 604,28Vx** + 956,08 0,9154 N7/ 25,34
DH 9=Y=707,18 - —
S/Ni
Controle ¥ =141,46x** - 437,79Vx** + 644,5 0,8377 N/ 24,46
DH =Y =2345,74 - —

Notas: *#* ** % 0 e 1 SionificAncia dos coeficientes de regressao pelo teste de F a p-valor de 0,001, 0,01, 0,05,
0,1 e nio significativo, respectivamente. DH: Déficit hidrico. Doses seguidas de ' foram esteticamente agrupadas
em conjunto pelo teste Scott Knott (p<0,1). CV: Coeficiente de variagdo. Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Tabela S 13. Relagdes entre os teores de micronutrientes e o Ni na parte aérea da soja adubada

com Ni com ou sem déficit hidrico.

Relacio Equagio R? ?:E;Ztrfcgla %
Cu/Ni
Controle ¥ =0,2877x** - 0,8416Vx** + 1,1489 0,9142 N/ 25,84
DH ¥=Y=0,5581 - -
Zn/Ni
Controle ¥ =2,0122x** - 6,0234\/X** +7,1667 0,9065 \ 7/ 23,96
DH v=Y=3,1155 - -
Fe/Ni
Controle v=Y =36,6523 - - 66,18
DH ¥ =15,1039x** + 28,2971 0,8199 7
Mn/Ni
Controle ¥ ="7,92272x** - 24,9424\/)(** + 33,7061 0,9288 \ 7/ 23,46
DH ¥ =-1,4824x* + 17,3684 0,6289 \
Mo/Ni
Controle ¥ =0,2792x** - 0,8152Vx** +0,9317 0,9198 N/ 36,99
DH v=Y=0,3734 - —

Notas: *#* ** % ©ens: Significancia dos coeficientes de regressdo pelo teste de F a p-valor de 0,001, 0,01, 0,05,
0,1 e ndo significativo, respectivamente. DH: Déficit hidrico. Doses seguidas de ' foram esteticamente agrupadas
em conjunto pelo teste Scott Knott (p<0,1). CV: Coeficiente de variagao.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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APENDICE - E COMPORTAMENTO QUIMICO DO NI NO SOLO

Tabela S14. Teores de Ni por Mehlich-1, pH e o fracionamento quimico em solos ap6s o cultivo

da soja.
.Y . Quadrado médio

Variavel Sighh —(A)  Deficit Hidrico (B) Bloco _AxB_ Residuo  C"
pHy,0 - 0,0664 ** 0,0395 * 0,006™ 0,0086™ 0,0078 1.41%
Ni?* - 0,1636 ** 0,002 0,001™ 0,001™ 0,0016 26,75%
Ni - soltvel' F1 0,0042™ 0 0,0094° 0,0039™  0,0041 18,25%
Ni - adsorvido! F2  0,0066 ™ 0,0031 ™ 0,0094™ 0,0074™ 0,0098 29,80%
Ni - MOS! F3  0,0056 ™ 0,0086 ™ 0,0089™ 0,0031™ 0,0092 24,67%
Ni- FeOx mal crist.)  F4  0,0458 ** 0 0,0068™ 0,005™  0,0089 25,48%
Ni- FeOx bem crist.”  F5  0,0035° 0,001 0,0098 ™ 0,0077™ 0,0072 26,15%
Ni - residual F6 0,003 ™ 0,0017 5e-04™  0,0026™  0,0026  4,54%

Notas: **, * ¢ ™: Niveis de significancia de 0,01, 0,05, 0,1 e ndo significativo pelo teste de Fisher. MOS: Elemento
associado a matéria organica do solo. CV: Coeficiente de variagao.

!: Dados transformados por log;o(x + 1).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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