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RESUMO

O estresse hidrico € um dos principais fatores limitantes para a produtividade da cultura da soja.
As mudancas climaticas vém alterando os regimes pluviométricos, gerando estresse na maioria
dos cultivos, seja por falta ou excesso de agua. O uso de aminoacidos como a prolina é uma das
estratégias que estdo sendo utilizadas para reduzir o estresse por falta de agua, assim como, a
utilizacdo dos bioinsumos como o biochar que também estdo sendo testados com a mesma
finalidade. O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso da prolina e biochar em tratamento de
sementes para mitigacao de estresse hidrico em plantulas de soja. O trabalho foi conduzido em
casa de vegetacdo, na fazenda experimental Santa Paula (FESP), no Instituto de Ciéncias
Agrérias da UFVJM, Campus Unai. Os experimentos foram conduzidos em delineamento de
blocos casualizados (DBC), divididos em duas etapas, a primeira etapa consistiu em avaliar as
melhores concentragdes respostas para a prolina (0, 2, 5, 9, 15 e 20 mg / g de semente) e biochar
(0, 193, 362, e 468 miligramas / g de semente) com 40% e 60 % da capacidade de retencdo do
substrato. A segunda consistiu em avaliar as melhores concentracdes sob condicGes de
diferentes status hidrico, com 34% e 68 % da umidade de saturacdo do substrato, com novas
concentracdes de prolina (0 e 11 mg / g de semente) e biochar (0, 250 e 460 mg / g de semente).
Foram avaliadas as variaveis altura de plantas, comprimento da raiz, nimero de nédulos, massa
seca da parte aérea, massa seca da raiz e massa seca de nodulos. A melhor concentracdo de
prolina encontrada foi de 11 mg/ g de semente, enquanto, que para o biochar ndo foram
observadas variacdes significativas nas concentracdes testadas. A associacdo da prolina +
biochar e seus usos isolados nas concentraces estudadas ndo promoveram acréscimos nos
parametros de crescimento de plantulas e de nédulos nas raizes das plantulas de soja. A restricdo

hidrica limitou o crescimento, producdo, nimero e massa de nddulos nas plantulas de soja.

Palavras-chave: Glycine max; bioinsumo; estresse abiotico; inovagdo; aminoacidos.



ABSTRACT

Water stress is one of the main limiting factors for soybean crop productivity. Climate change
has been altering rainfall regimes, generating stress on most crops, whether due to lack or excess
of water. The use of amino acids such as proline is one of the strategies being used to reduce
stress due to lack of water, as well as the use of bio-inputs such as biochar, which are also being
tested for the same purpose. The objective of this work was to evaluate the use of proline and
biochar in seed treatments to mitigate water stress in soybean seedlings. The work was carried
out in a greenhouse, on the Santa Paula experimental farm (FESP), at the Institute of
Agricultural Sciences at UFVJM, Campus Unai. The experiments were conducted in a
randomized block design (DBC), divided into two stages, the first stage consisted of evaluating
the best response concentrations for proline (0, 2, 5, 9, 15 and 20 mg/g of seed) and biochar (0,
193, 362, and 468 milligrams/g seed) with 40% and 60% substrate retention capacity. The
second consisted of evaluating the best concentrations under conditions of different water
status, with 34% and 68% of the saturation humidity of the substrate, with new concentrations
of proline (0 and 11 mg/g of seed) and biochar (0, 250 and 460 mg/g seed). The variables plant
height, root length, number of nodules, dry mass of the shoot, dry mass of the root and dry mass
of nodules were evaluated. The best concentration of proline found was 11 mg/g of seed, while
for biochar no significant variations were observed in the concentrations tested. The association
of proline + biochar and its isolated uses in the concentrations studied did not promote increases
in the parameters of seedling growth and nodules on the roots of soybean seedlings. Water

restriction limited the growth, production, number and mass of nodules in soybean seedlings.

Keywords: Glycine max; bioinput; abiotic stress; innovation; amino acids.
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1.0 INTRODUGCAO

Estresse pode ser entendido como um desvio significativo nas condi¢cbes normais de um
meio, que tende a dificultar o estabelecimento e desenvolvimento de determinado organismo,
resultando entdo em mudancas. Estresse em plantas pode ser classificado como bidticos,
causados por organismos Vivos ou abidticos, como temperatura, salinidade, irradiacdo e

deficiéncia ou excesso hidrico.

A deficiéncia hidrica ou estresse hidrico é a falta de 4gua no solo ou substrato de cultivo,
afetando os processos de germinacéo da semente, o crescimento e desenvolvimento das plantas.
O déficit hidrico € comumente observado no periodo de seca, quando a agua presente no solo
ndo é suficiente e o sistema radicular ndo consegue absorvé-la, se essa condi¢do permanecer
por longos periodos, pode acarretar na morte da planta. A limitacdo hidrica limita a manutencéo
de processos cruciais a sobrevivéncia, limitando o maximo potencial produtivo (ANSARI et
al., 2019; CONTI et al., 2019).

A agua é o principal recurso para a vida na terra, indispensavel para diversas atividades
humanas, dentre elas o cultivo de vegetais e graos, atuando em diversos processos fisioldgicos,
entre eles o processo fotoquimico da fotossintese e absorcdo de nutrientes. Representa de 90 a
95% da biomassa verde de plantas, importante para a manutencdo de tecidos, células e
organismos (SELEIMANET et al., 2021).

As mudancas climaticas vém afetando as formas de cultivo e as culturas cultivadas em todo
o planeta, trazendo perdas econémicas e sociais. Alteracfes nos regimes pluviométricos e altas
temperaturas sdo exemplos de modificagdes climaticas que afetam de maneira significativa a

agricultura, diminuindo a producéo e a qualidade dos alimentos cultivados (DIAS, 2023).

Estratégias estdo sendo elaboradas para atenuar os impactos do aquecimento global na
agricultura, dentre elas: o uso de sistemas de irrigacdo, novos sistemas de producgéo agricola,
desenvolvimento de cultivares com tolerancia a seca e altas temperaturas, insumos para atenuar

os efeitos causados por estresse abidticos, dentre outros.

Dentre os insumos agricolas, destacam-se 0s bioinsumos, como o biochar ou biocarvéo
comumente utilizado em culturas anuais, proporcionando aumento na produtividade e

incremento nas caracteristicas fitotecnicas. O biochar € um subproduto ou residuo da producéo



vegetal, resultado da pirolise de material vegetal, que apresenta caracteristica porosa, retencdo
de &gua e nutrientes, aumentando a aeracao e sequestrando carbono. O uso destes bioinsumos

estdo sendo realizados de forma isolada, ou associados com microrganismos e aminoacidos.

J& os aminoécidos, especificamente a prolina, pode amenizar os efeitos do estresse hidrico,
por atuar na destruicdo das espécies reativas de oxigénio, controle osmético, ativando rotas
metabolicas e enzimas da via biosintética (MEENA et al., 2019). Seu uso vem sendo explorado
em varias culturas como a soja, feijao, tabaco, tomate e outras. Teixeira et al. (2019) relatam
maior matéria seca da raiz e maior nodulacdo em plantas com estresse hidrico moderado em
plantas submetidas ao tratamento de semente e aplicacéo foliar de prolina, quando comparadas

com plantas em estresse hidrico severo.

Estudos estdo sendo realizados, avaliando a aplicacdo exdgena em soja submetidas a
tratamento em sementes ou aplicacgGes foliares de prolina, em condicéo de auséncia de estresse
a estresse hidrico moderado. Nesse sentido esta pesquisa tem como hipotese que o uso de
prolina, biochar e sua associacdo em tratamento de sementes pode atenuar os efeitos do estresse

hidrico no desenvolvimento inicial de plantulas de soja.

2.0 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar desempenho de plantulas de soja, tratadas com uso da prolina e biochar em
tratamento de sementes para mitigacao de estresse hidrico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
I. Avaliar o crescimento de plantulas de soja tratada com prolina e biochar sob estresse
hidrico.
ii. Quantificar a eficiéncia da nodulacdo nas raizes de soja sob estresse hidrico em

sementes tratadas com prolina e biochar.

3.0 REVISAO DE LITERATURA
3.1 CULTURA DA SOJA

E uma planta com origem no continente asiatico, que pertence a familia Fabaceae, com
ciclo anual, herbacea, ereta, com duracgéo de ciclo variavel a depender das condi¢fes ambientais
e caracteristicas da cultivar (NEPOMUCENO; FARIAS; NEUMAIER, 2021).

A soja (Glycini max L.) é atualmente a cultura mais cultivada no Brasil com 41.141.725

hectares, com rendimento médio de 2951 kg/ha e 41,6 % de participacdo no valor total da
8



producdo nacional no ano de 2022, sendo Mato Grosso o estado com a maior producgéo (IBGE,
2022).

A soja € a matéria prima base para a producdo de oOleos, lubrificantes industriais,
biocombustiveis tinta para impressdo em grafica, polimeros, usos na industria de cosméticos,

racOes animais, pneus, dentre outros.

O cultivo dessa oleaginosa vem passando por vérias transformacdes desde sua introdugéo.
O melhoramento genético e os eventos de transgenia impulsionaram o cultivo da soja em todo
o territorio nacional (VOLPATO, 2016), contribuindo para que hoje o Brasil se tornasse o maior

produtor e exportador de soja no mundo.

Entretanto Sentelhas et al (2015) definem fatores determinantes da produtividade, aqueles
relacionados com as condi¢des ambientais (radiacdo solar, temperatura e fotoperiodo) e com a
cultura (gendtipo e arranjo de plantas). Epoca de semeadura, cultivar e arranjo de plantas estao,

portanto, relacionados, como fatores determinantes no manejo.

3.2 ESTRESSE EM PLANTAS
Perturbacbes no ambiente, sejam de natureza bidtica ou abidtica, comprometem a

sobrevivéncia de plantas gque estdo constantemente expostas (HOSSAIN et al., 2017). Segundo
Dresselhaus; Huckelhoven (2018), os estresses abidticos sdo o0s principais problemas
ambientais, que influenciam negativamente o crescimento e desenvolvimento de plantas. Uma
das respostas que as plantas apresentam sob estresse € a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), que quando produzidas e acumuladas na planta, causam desequilibrio redox,
deterioracdo de componentes fotossintéticos, inativacdo de proteinas e enzimas, destruicdo da
estrutura e permeabilidade da membrana celular, podendo causar a morte celular
(YOUSUF,2016).

Apresentando de 80% a 95 % da composicdo da biomassa verde de plantas, é
fundamental na constituicdo do tecido vegetal e de extrema importancia para a manutencao da
atividade celular (SELEIMAN et al., 2021). Taiz et al., 2017 definem a disponibilidade de agua
como um limitante importante para o estabelecimento, crescimento e desenvolvimento de

plantas.

O déficit hidrico ocasionado pela baixa disponibilidade de 4gua, ocorre quando a planta
ndo pode ser satisfeita em sua totalidade, considerando sua necessidade hidrica, situa¢do que

ocorre quando a quantidade de agua transpirada excede a quantidade absorvida, resultado de



baixas precipitacdes, abaixamento do lencol freatico ou retencdo pelas particulas de solo
(KAPOOR et al., 2020).

Plantas sob estresse hidrico, buscam neutralizar a perda de agua preservando seu estado
hidrico (KAPOOR et al., 2020), se ajustando morfoanatdbmicamente, fisiologicamente e
bioguimicamente (HUSSAIN et al., 2019), fechando estdmatos, reduzindo a taxa transpiratoria,
o0 suprimento de CO», aumentando a resisténcia ao vapor de agua, 0 que inevitavelmente

ocasiona a reducao da biomassa seca (ARANTES et al., 2020).

Segundo Cui, 2021 existe diferenca na resposta de diferentes espécies de plantas sob
estresse hidrico, que variam entre espécies, especialmente no mecanismo de fixacdo de COo,
(Cze Cy). Plantas C4 sdo mais eficientes no uso da &gua, e, portanto, possuem maior tolerancia

a deficiéncia hidrica, mesmo em ambientes com temperaturas elevadas (SONMEZ et al., 2022).

Sob condic¢des desfavoraveis, com reduzida ou pouca fotorrespiracdo das espécies Ca,
as plantas conseguem vantagem adaptativa em relacdo as Cs, mais sensiveis a seca (YAMORI
et al., 2014; SONMEZ et al., 2022). No entanto espécies com metabolismo Cz possuem uma
maior tendéncia de apresentar maior plasticidade fenotipica da fotossintese, comparadas as
espeécies C4, contribuindo para a reducdo na distribuicao geogréafica e ecoldgica das espécies Cs
em comparacdo as C4 (ARANTES et al., 2020; CUI, 2021).

3.3 PROLINA

Plantas expostas a algum tipo de estresse desenvolvem adaptac@es fenotipicas e fisioldgicas
em resposta ao estresse. A sintese e acumulo de solutos organicos, designados como
osmoprotetores ou solutos compativeis, assim como a prolina, glicina betaina, actcares entre
outros, € um exemplo de resposta (SZABABOS; SAUVORE, 2010; GOLLDACK et al., 2014;
KHAN; ASGHER; KHAN, 2014). Atuam como moduladores fisioldgicos na via de sinalizacdo
dos processos de desenvolvimento e defesa contra estresse bidticos e abioticos.

A aplicacdo de amino&cidos, ndo tem por objetivo suprir os blocos para realizacdo de
sintese proteica, atua ativando o metabolismo fisiologico das plantas, com acdo antiestressante
(TEIXEIRA et al., 2017; ALFONSEA-SIMON et al., 2020). Em sua grande maioria, 0s
aminoéacidos estdo sendo utilizados como complexos, ndo de forma isolada, ndo apresentando
guantidades definidas, assim como acontece no caso de fertilizantes minerais, que podem ser
ajustados de acordo com a necessidade da cultura (YAKHIN et al., 2017; ALFOSEA-SIMON
et al., 2020).
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A prolina é um aminoécido constituinte das proteinas, importante nas respostas fisioldgicas
envolvendo a protecéo contra o estresse e controle redox, diminuindo os efeitos das espécies
reativas de oxigénio (EROS) e da relacio NAD(P)*/NAD(P)H. Regula o ajuste osmético,
funcionando como uma chaperona molecular preservando a integridade de proteinas e enzimas,
agindo como um soluto, garantindo que o citoplasma permaneca hidratado, mesmo em situagéo
de osmolaridade extrema (FICHMAN et al., 2015).

A maioria dos mecanismos reguladores do metabolismo da prolina age a nivel
transcricional e consegue distinguir entre as condi¢des fisioldgicas normais e estresse. O
sucesso para essa distingdo € a capacidade de detectar e responder a diferentes entradas por
varias vias de sinalizacdo que resultam na expressdo ou ativacdo de fatores de transcricdo
especificos (FICHMAN et al., 2015).

Em pesquisas com a aplicacdo de L-prolina na cultura do tomate quando submetida a
condicdes de estresse térmico, plantas que receberam tratamentos apresentaram incrementos na
produtividade total, produtividade comercial e na producdo de frutos classificados como
grandes (TONHATI, 2016). Nessa mesma cultura, Kahlaoui et al. (2015) obtiveram resultados
que corroboram com o observado, no qual foi encontrado maior concentragdo de prolina no

cultivar tolerante a condicdo de estresse salino em compara¢do com a ndo tolerante.

A prolina é um antioxidante que atua interagindo com diversas enzimas, preservando e
auxiliando a atividade de proteinas, podendo estar envolvida na regulacdo de genes que atuam
na biossintese da clorofila (EL-BETALGI, MOHAMED e SOFY, 2020). A prolina € um
osmorregulador vital nas plantas, sendo distribuida por transporte de longa distancia ao longo
dos feixes vasculares e localmente é transportada através da membrana plasmatica ou dos

plasmodesmas (Per et al., 2017)

Em plantas, a biossintese de prolina ocorre no citosol através de duas vias: glutamato e
ornitina (REJEB; ABDELLY; SAVOURE, 2014). Na via glutamato, a biossintese de prolina
tem inicio com a fosforilagdo do glutamato para a forma y-glutamil fosfato pela enzima vy-
glutamil quinase, que é reduzido a glutamato semialdeido (GSA) pela a¢do da enzima Al-
pirrolina-5-carboxilato sintetase (P5CS), utilizando NADPH, formando espontaneamente
pirrolina-5-carboxilato (P5C). Este PSC é reduzido a prolina pela catalise enzimatica da A’-
pirrolina-5-carboxilato redutase (P5CR) consumindo NAD(P)H. Na via ornitina, a enzima
ornitina aminotransferase (OAT) catalisa a reagdo da ornitina em GSA, e posteriormente, é
convertido em prolina pela via P5C (SZABADOS; SAUVORE, 2010).

11



Ja o catabolismo da prolina ocorre nas mitocondrias e € realizado por duas enzimas. A
prolina desidrogenase (ProDH) catalisa a conversao de prolina em P5C, utilizando FAD" como
cofator. PSC ¢é entdo convertido a glutamato pela Al-pirrolina-5-carboxilato desidrogenase
(P5CDH), usando preferencialmente NAD*, mas também pode consumir NADP* (FICHMAN
et al., 2015). O glutamato pode ser exportado ou convertido dentro das mitocondrias em a-

cetoglutarato pela enzima glutamato desidrogenase.

Por fim, o a-cetoglutarato pode ser induzido no ciclo do &cido tricarboxilico (TCA) e,
dessa forma, a prolina representa um substrato para a cadeia respiratoria (SCHERTL et al.,
2014). Pela via da ornitina, o P5C formado a partir da acdo do ProDH é convertido em ornitina
pela acdo da OAT. A ornitina é direcionada para formacéo de arginina para ser introduzida no
ciclo da ureia (SZABADOS; SAUVORE, 2010).

3.4 BIOINSUMOS

Segundo Serra et al. (2016) o sucesso do Brasil no setor agropecuéario nas ultimas décadas
foi resultado do desenvolvimento de plantas resistentes a diferentes tipos de pragas e doencas,
eficiéncia nutricional, dentre outras, atrelados a utilizacdo de agrotoxicos, fertilizantes,
implementos e maquinas agricolas, que aumentaram significativamente a producéo agricola,
utilizando o potencial dos recursos naturais.Entretanto, esse modelo vem sendo fortemente
criticado por sua dependéncia a essas tecnologias, que ditam toda a cadeia produtiva, agravando

questBes ambientais, sanitarias, sociais e econémicas (PINTO, 2018; SERRA et al. 2016).

Produtos de origem biologica, que promovem o desenvolvimento vegetal, por acdo de
microrganismos, auxiliando o sistema, surgiram como uma alternativa para esses problemas,
através das industrias de bioinsumos. No Brasil, considera-se bioinsumos todos o0s produtos,
métodos e tecnologias de origem majoritariamente organica, que sdo capazes de beneficiar os
processos da cadeia impactando positivamente todos os atores integrados ao sistema produtivo
- desde o solo, a planta, a agua, animais, microrganismos, etc. (BRASIL, 2020). Residuos de
excrementos de animais, cobertura vegetal morta, restos de animais, dentre outros, séo residuos

da producéo agropecudria, utilizados como bioinsumos (EMBRAPA,2021).

O biocarvéo ou biochar € um material sélido formado durante a decomposicéao térmica de
biomassa, obtido através da sua carbonizagdo. Tem como elemento principal o Carbono,
contendo também Hidrogénio (H), Oxigénio (O), cinzas e tragcos de Nitrogénio (N) e Enxofre
(S). Segundo Liu et al, 2015 sua composicdo varia de acordo com o material de origem e as
caracteristicas principais do processo de carbonizag&o.

12



De estrutura carbonéacea arranjadas o biocarvao possui forma desorganizada, com anéis
aromaticos ligados de forma aleatoria, apresentando grande area superficial, estrutura porosa,
grupos funcionais em sua superficie e elevado teor de minerais (CHA et al., 2016). Pode ser
obtido por diferentes processos de carbonizacdo, entre eles a pirdlise lenta, gaseificagéo,

carbonizacgéo e outros.

Por apresentar boa estabilidade e alta porosidade, quando usado no solo, apresenta
potencial, para a longo prazo aumentar a capacidade de retencdo de dgua no solo. Quando
comparado a materia prima de origem, suas cinzas sdo fonte de fdésforo, potassio e outros
elementos, encontrados de forma mais sollvel e acessivel. Sohi et al, (2010) destaca que a
disponibilidade destes elementos explica os impactos da producdo de culturas a curto prazo,
pois alguns deles ndo sdo disponibilizados apenas pelo aumento da quantidade de matéria

organica presente no solo.

Nobrega (2011) relata possiveis beneficios que o bichar oferece para a fertilidade do solo,
como a resposta de agua no solo, agregacdo, arejamento, permeabilidade, elasticidade, bem
como respostas a mudancas de temperatura, retencdo de cations. Maia (2010b) em seus estudo
sobre a relagdo do biochar com o ambiente, observou grande potencial como sequestrador de
carbono, observando também que o bichar promove alteragdes quimica e bioldgicas na estrutura
original do solo, mesmo sendo considerado um material inerte, gerando grupos funcionais

ibnicos , aumentando sua importancia no complexo de troca idnica no solo.

4.0 MATERIAL E METODOS

4.1 Producéo do biochar

Para a condugdo deste experimento foi utilizado o biochar produzido no laboratdrio da
EMBRAPA BIOENERGIA com unidade em Brasilia. O biochar é um coproduto de macaiba
obtidos na APP (&rea de planta piloto) na Embrapa Agroenergia, através do endocarpo. O
endocarpo in natura € um subproduto do processo de produgdo do 6leo de macalba, sendo
submetido a uma triagem visual, em busca de elementos estranhos, e limpeza com ar

comprimido de forma a retirar residuos de terra, principalmente.

Para a producéo do biochar foi realizado um processo termoquimico na planta piloto de
pirdlise e gaseificagdo (Modelo PRGS1104 ®, PID Engtech), os residuos ja processados com
até 85% de umidade foram alocados no leito do reator. O residuo passou por dois estagios

sequenciais, 0 de pré-aquecimento por 30 min. e 0 de inertizacdo (processo para a protecdo
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contra explosao) do leito com nitrogénio (10 L2) por 60 min, apds iniciou um terceiro estagio
que é o processo de carbonizacao (pirolise).

Sequencialmente ao processo de carbonizacdo, sem a presenca de nitrogénio, iniciou-se
0 processo de evaporacdo e gaseificacdo pela ingestdo de 1,80 kg de agua destilada com
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (7,5 mL/min) no material carbonéceo presente
no leito, pelo periodo de 4 horas a 750°C. Apds, 0 material produzido passou pelas etapas de
resfriamento, peneiramento, lavagem, secagem, polimento, separacdo granulométrica e

embalagem.

4.2 Experimento I- Ensaio de concentracdo - resposta de prolina e biochar em tratamento de

sementes de soja

4.2.1 Determinacéo da curva de concentracao resposta da prolina

Foi conduzido em casa de vegetacdo um experimento em DBC, para prolina um
delineamento 6x2, sendo 6 tratamentos com concentragdes de prolina (0, 2, 5, 9, 15 e 20 mg/g
de semente) e duas condigdes de restricdo hidrica (40% e 60%) da capacidade de retencdo com
quatro repeticdes. Para a aplicacdo de prolina exdgena, foi feita uma solucédo estoque, contendo
5 ml de agua destilada e 1 grama (1000 miligramas) de produto comercial Prolina-I reagente
P.A da empresa ACS cientifica, de concentracdo minima de 98.5% e peso molecular 115,13 g/

mol-L,

Para conducdo do experimento foram tratadas 20 gramas de semente de soja da cultivar
NS8440 por tratamento. As sementes foram pesadas em balanca analitica de precisdo, colocadas
em béquer de 100ml, onde receberam as concentra¢des estimadas para cada teste no tratamento

de sementes e secadas naturalmente ao ar livre.

4.2.2 Determinacéo da curva de concentracao resposta do biochar

Foi feito um delineamento 4x2, sendo 4 concentracdes de biochar (0, 193, 362 e 468
miligramas/ grama de semente), e duas condi¢es de restrigdo hidrica (40 e 60%) da capacidade
de retencdo com quatro repeticOes. Para adeséo das concentragdes de biochar nas sementes de
soja, foi utilizada cola de papel com composicao a base de dispersao aquosa de poli (acetato de
vinila), nas concentragdes 0; 0,13; 0,26 e 0,33 ml/grama de semente para as concentragdes de
0; 193; 362 e 468 miligramas/ grama de semente nos tratamentos com o biochar,

respectivamente.
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Foram pesadas 20 gramas de semente em balanca analitica de precisdo, em seguidas
colocadas em béquer de 100ml, adicionando o volume necessario para adesdo da concentragdo
teste, homogeneizando a cola com as sementes e em seguida adicionada a concentracdo de

biochar, homogeneizando novamente a amostra e em seguida deixado secar ao ar livre.

A sementes de soja foram semeadas em sacos de polipropileno contendo 2.5 kg de areia,
cada um contendo 10 sementes. Os sacos foram acondicionados em bandejas com dimensdes
70 x 30 x 08 centimetros (comprimento, largura e altura respectivamente). As plantulas foram
conduzidas em casa de vegetacdo no Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (ICA — UFVJM), com duas condic¢Ges hidricas 60% e
40% da capacidade da retencdo de dgua para areia, segundo o manual de regras de analise de
sementes (RAS).

A determinacdo da capacidade retencdo de agua da areia foi feita usando 100 gramas
de areia, colocadas sobre um filtro de papel em um funil, sobre uma proveta graduada, em
seguida adicionados 80 ml de agua até a completa saturacdo da amostra, apds 15 minutos foi
observado que o volume de &gua drenado foi de 50 ml, portanto a capacidade de retencéo de
agua da amostra foi de 30 ml de agua para 100 gramas de areia. A manutencdo das condicbes
de restricdo hidrica (40%) e auséncia de restricdo (60%) era feita, realizando a pesagem das
bandejas, que continham inicialmente 15 kg de areia seca, adicionando o volume de agua
necessaria para atingir os niveis desejados, de acordo com os teste de retencdo de agua

realizados anteriormente.

As sementes foram semeadas dia 06 de marc¢o de 2024, o experimento foi conduzido até
o dia 01 de abril de 2024, quando foi realizada a lavagem da areia presente nas raizes e
posteriormente selecionadas as 4 plantas centrais de cada saco plastico para mensuracdo do
comprimento da raiz e parte aérea das plantas, que em seguida foram levadas para estufa de
secagem com circulacdo forcada de ar por 72 horas a 65°C, posteriormente determinada a

massa seca da parte aérea e raizes.
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Figura 1. Detalhes do tratamento das sementes.

Legenda: A = Biochar aderido a semente de soja; B = Aplica¢do de prolina em sementes de soja.

Os dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e verificado a significancia
pelo teste F da ANOVA em até 5% de probabilidade foi realizado analises de regressao linear
com a caracteristica avaliada. Todas as analises foram realizadas no programa R (R core team

2022) no pacote Agro R. Os graficos foram elaborados no programa Excel.

4.3 Experimento 11 — Associacdo de prolina e biochar em diferentes condicdes hidricas do
substrato

De acordo com os resultados do Experimento |, determinou a dose 11 mg de prolina/
grama de semente. Um novo teste foi proposto com novas concentracdes de prolina (0 e 11 mg/
g de semente) e biochar (0, 250 e 460 mg/ g de semente), associados e em duas condi¢bes
hidricas. O experimento foi conduzido no DBC em esquema fatorial 3 x 2x 2 (concentragdes
biochar, prolina e condic¢Ges hidricas). A aplicacdo da prolina exdgena e do biochar se fez

através do tratamento de sementes igual ao realizado na primeira etapa.

Um novo substrato foi preparado, sendo 50% Nitossolo vermelho e 50% areia. Foi
realizado teste para determinacdo da umidade de saturacdo e a calibragdo do equipamento
ZENTRA Utility Mobile que realizava a leitura da umidade do substrato. Para realizacdo da
curva de secagem foram utilizados 5 anéis volumétricos com uma gaze amarada em uma das
suas aberturas, sendo preenchidos em sua totalidade com o substrato, que em seguida foi
colocada em uma bandeja e receberam agua até faltar aproximadamente 3mm para que 0s anéis

fossem completamente submersos em agua.

Esses anéis ficaram saturando por aproximadamente 12 horas, tempo suficiente para que
0 processo de capilaridade transportasse a agua até sua completa saturacdo, quando foi possivel
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observar um “espelho” de agua na superficie do anel. Em seguida foi realizada a pesagem dos
anéis e retirada a umidade com o equipamento, sendo repetida 10 vezes durante o processo de
secagem do substrato, até que o mesmo atingisse massa constante. Posteriormente foi calculada
a curva de calibracdo do equipamento e definidas as duas condicGes hidricas, sendo elas 68 %
(0,330 m3/m?) e 34 % (0,165 m®/m?®) da umidade de saturag&o.

Sementes da cultivar NS 8440, foram semeadas em sacos de polietileno com dimensdes
de 25 x 8 cm de altura e didmetro respectivamente, cada um contendo 1 kg do substrato. Foram
semeadas 2 sementes em cada saquinho no dia 19 de abril de 2024, sendo realizada a inoculagéo
das sementes com Bradirizobium japonicum SEMIA 5079 E SEMIA 5080, com concentragdo
de 7,0 x 10° UFC/ml. Apos 5 dias foi feito o raleio deixando apenas uma planta por saquinho,

sendo conduzidos até o dia 23 de maio de 2024.

Ao final da conducdo das plantulas, foram avaliadas, comprimento da parte aérea, raiz,
numero de nodulos, que em seguida foram levadas para estufa de secagem com circulacdo
forcada de ar por 72 horas a 65°C, posteriormente determinada a massa seca da parte aérea, raiz

e nodulos.

Figura 2. Detalhes da conducdo do experimento em casa de vegetacao.

Legenda: A = Inoculacdo das sementes de soja; B = Monitoramento da umidade; C = Reposicao da agua.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e verificado a significancia
pelo teste F da ANOVA em até 5% de probabilidade foi realizado teste de média e analises de
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regressdo linear com a caracteristica avaliada. Todas as analises foram realizadas no programa

R (R core team 2022) no pacote Agro R. Os graficos foram elaborados no programa Excel.

5.0 RESULTADOS

5.1  Experimento |

N&o houve diferenca significativa entre as concentrac@es bichar e restricdo hidrica bem
como dos efeitos isolados. Para prolina somente o efeito dose foi significativo em todas
variaveis avaliadas. Para a prolina, o comprimento da parte aérea das plantulas de soja, 0 maior
e menor valor observado foram de 10,3cm e 8,86¢cm c respectivamente, conforme Figura 3. J&
para 0 comprimento da raiz, foram observados valores de 38,43cm e 25, 77cm para maior e

menor valor médio observado respectivamente (Figura 4).

Figura 3. Comprimento de parte aérea de plantulas de soja em fungéo das concentracdes de

prolina em tratamento de sementes.
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Figura 4. Comprimento do sistema radicular de plantulas de soja em funcgdo das concentragdes

de prolina em tratamento de sementes.
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Para a massa seca da parte aérea, 0 maior valor observado foi de 0,2858 gramas por
planta e o menor valor observado, foi de 0,2267 gramas (Figura 5). Para a massa seca do
sistema radicular, o maior valor observado foi de 0,2620 e o menor observado foi de 0,1917
gramas por planta (Figura 6). Conforme observado nos graficos, a melhor dose resposta

observada para a prolina ficou proxima de 11 mg/ grama de semente.

Figura 5. Massa Seca da Parte Aérea de plantulas de soja em funcdo das concentragdes de

prolina em tratamento de sementes.
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Figura 6. Massa Seca do Sistema Radicular de plantulas de soja em fungédo das concentracgdes

de prolina em tratamento de sementes.
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5.2  Experimento Il

No experimento avaliando a associacéo de biochar e prolina no tratamento de sementes
de soja submetidas a diferentes niveis de restri¢do hidrica houve diferenca significativa apenas
para a condi¢do hidrica (34% e 68% da umidade de saturacdo do substrato), para os parametros
altura de plantas (AP), numero de nédulos (NN), massa seca da parte aérea (MSPA), massa
seca da raiz (MSR), massa seca de nodulo (MSN). A interacdo biochar e prolina e seus efeitos

isolados ndo foram significativos pelo teste F da anova.

Em todas variaveis analisadas as plantulas cultivadas a 68% da umidade de saturacéo
do solo apresentaram melhor desempenho quando comparada as plantulas submetidas a 34%
da umidade de saturacdo (Figura 7). Para o componente altura, na condi¢do hidrica de 68%,
houve um incremento de 1,36 centimetros, comparadas as plantulas cultivadas com 34% da
umidade de saturacdo. As plantulas a 68% da umidade apresentaram 0,20 gramas a mais se
comparada ao tratamento com 34%, mesmo comportamento foi observado na massa seca da

raiz, que apresentou 0,1164 gramas entre os tratamentos.
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Figura 7. Desempenho de plantulas de soja sob diferentes condicGes hidricas do substrato,

independentemente das concentracOes de prolina e biochar no tratamento de sementes.
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Legenda: ALT = Altura de plantulas (cm); MSPA = Massa Seca da Parte Aérea (g); MSR = Massa Seca da Raiz
(9).

O namero de nddulos no tratamento a 68 % foi 114,81% maior que o tratamento sobre

estresse hidrico (34%), enquanto a massa de nddulos foi 148,44% maior (Figura 8).

Figura 8. Eficiéncia de nodulacdo nas raizes de soja sob diferentes condi¢des hidricas do

substrato, independentemente das concentrag¢fes prolina e biochar no tratamento de sementes.
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Legenda: NN = NUmero de Nodulos; MSN = Massa Seca de N6dulos (g).
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Figura 9. Plantulas de soja sob estresse

|

P11 BO 34 P11 B250 34 P11 B460 34

Legenda: PO = 0 mg de prolina/ g de semente; P11 = 11 mg de prolina/ g de semente; BO = 0 mg de Biochar/ g
de semente; B250 = 250 mg de Biochar/ g de semente; B460 = 460 mg de Biochar/ g de semente.

Figura 10. Plantulas de soja sem estresse.

P11 B0 68 P11 8299 68 P11 460 68

Legenda: PO = 0 mg de prolina/ g de semente; P11 = 11 mg de prolina/ g de semente; BO = 0 mg de Biochar/ g
de semente; B250 = 250 mg de Biochar/ g de semente; B460 = 460 mg de Biochar/ g de semente.

N&o houve interacdo significativa e nem os efeitos isolados para as fontes de variagdo
biochar e prolina para as variaveis AP, CR, NN, MSPA, MSR e MSN. A tabela 1 apresenta

os valores médios entre os tratamentos estudados.
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Tabela 1. Desempenho das Plantulas de soja sobre uma disponibilidade de 0,330 m*/m? de
agua (68%) e 0,165 m®m? de agua (34%).

68% (0,330 m3¥m?3)

AP (cm) CR(cm) NN  MSPA (g.planta?) MSR (g.planta™®) MSN (g.planta™®
Controle 15.6 29.32 18.2 0.9547 0.5657 0.0361
POB250 15.88 27.64 14.6 0.9305 0.6021 0.0239
POB460 144 2408 17.8 0.8693 0.5581 0.0309
P11B0 14.9 31.94 17.4 0.9425 0.5438 0.0341
P11B250 15.86 30.96 23.8 0.9892 0.6365 0.041
P11B460 14.02 26.8 10 0.8514 0.5181 0.0246

34% (0,165 m¥md)

Controle 13.3 26.66 4 0.6528 0.4324 0.0056
P0B250 14.06 27.54 6.2 0.7717 0.4645 0.0128
POB460 15.86 24.54 8 0.7769 0.4658 0.0216
P11B0 14.06 3148 10.6 0.7355 0.4237 0.0129
P11B250 12.3 25.86 9.8 0.7002 0.4631 0.0123
P11B460 12.9 29.64 8.8 0.6984 0.4767 0.0115

Legenda: PO = 0 mg de prolina/ g de semente; P11 = 11 mg de prolina/ g de semente; BO = 0 mg de Biochar/ g de
semente; B250 = 250 mg de Biochar/ g de semente; B460 = 460 mg de Biochar/ g de semente; AP = Altura de
plantulas; CR = Comprimento da raiz; NN = NUmero de nédulos; MSPA = Massa Seca da Parte Aérea; MSR =
Massa seca da Raiz; MSN = Massa seca de nodulos.

6.0 DISCUSSAO

Os resultados apresentados demonstram que a associacdo de prolina e biochar ndo
despenharam uma interagéo positiva. As concentracdes de biochar propostas para este trabalho
levaram em consideracdo a capacidade de aderéncia atingida em laborat6rio com o uso da cola

apos varios testes de aderéncia.

Por possuir caracteristicas fisicas e quimicas capazes de promover modifica¢des no solo,
0 biochar possui potencial na atenuagdo de estresse hidrico, afetando positivamente o
desempenho de plantas na época de seca (ROMDHANE et al., 2019).

Faloye et al., (2019) demonstrou que a mistura de biochar com o solo, modifica a textura
e a distribuicdo das particulas, densidade e porosidade, afetando fun¢des hidraulicas e estrutura.
Ha diversos relatos na literatura, que o efeito do biochar, varia em fungéo do tipo de biochar,
caracteristica da matéria prima, processo de aplicacdo, quantidade e solo (TOMCZYK et al.,
2020). Singh (2022) utilizando biochar produzido através de cama fresca de aves, com
concentragfes que chegavam até 100 toneladas, observaram um aumento significativo na taxa

de crescimento das culturas e na producéo de biomassa.
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Entretanto ha trabalhos, onde a aplicacdo de prolina, afetou de forma negativa o
crescimento de mudas de tabaco (Nicotiana tabacum) e favoreceu o crescimento de das raizes
e parte aérea de mudas de arroz (Oryza sativa), 0 que sugere que a aplicacdo de prolina afeta
de forma diferente o crescimento, o que é dependente da espécie e da fase de desenvolvimento
das plantas (SUEKAWA,; FUJIKAWA; ESAKA, 2019).

Ghafoor et al., (2019), cultivando aveia em ambiente com limitacdo de agua e aplicacao
foliar de prolina, melhorou consideravelmente o crescimento, peso fresco e seco das plantas.
Farooq et al., (2017) estudando trigo (Triticum aestivum) sob deficiéncia hidrica, observaram
que a aplicacdo foliar de prolina foi benéfica para a melhoria da eficiéncia no uso da agua ao se

ajustar osmoticamente.

Biancucci et al. (2015), estudando o uso da prolina em Arabidopsis sp., observaram a
promocdo de um maior alongamento das raizes, através da modulacdo da taxa de divisdo
celular. Teixeira et al. (2019) observaram que plantas em regime de auséncia de estresse
hidrico, a estresse hidrico moderado, submetidas a tratamento de sementes e aplicagéo foliar de

prolina, apresentaram maior matéria seca da raiz.

Russo et al. (2020) analisando os efeitos da prolina e polihidroxibutirato no cultivo de
feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) identificaram que ambos os elicitores estimularam o
desenvolvimento radicular e da parte aérea, além da producdo de vagens, porém melhores
resultados foram os que continham prolina via tratamento de sementes associado a aplicacdo

foliar.

Estudos utilizando a aplicacdo foliar de prolina tem sido desenvolvido em busca de
mitigar os efeitos deletérios ocasionados por estresses. Neste contexto, Souza et al. (2021),
estudando os indices fisioldgicos e crescimento de porta-enxertos de cajueiro sob estresse salino
e concentracOes de prolina, observaram que, a aplicagédo de prolina na concentracéo de 7,4 mM
promoveu maior alocacdo de fitomassa seca de caule nos porta-enxertos de cajueiro irrigados

com agua salina.
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7.0 CONSIDERACOES FINAIS

A associacdo de prolina e biochar ou seu uso isolado no tratamento de sementes nas
concentracdes testadas neste trabalho ndo foram capazes de promover alteracdes positivas no
desempenho de plantulas de soja quando cultivadas em substrato com 68% e 34% da umidade

de saturacdo do substrato.

A restricdo hidrica limitou o crescimento e producdo de biomassa, niumero e massa de

nodulos em pléantulas de soja.
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ANEXOS
ANEXO A — Analise estatistica do ensaio de concentracao resposta de prolina e biochar no

tratamento de sementes de soja.

|[EXPERIMENTO

Prolina doses: 0,2,5 9,15 e 20 mg/g

Biochar doses: 0, 193, 362, 468 mg/g

Agua: 40% e 60% da capacidade de retencdo de 4gua na areia
EXPERIMENTO DOSES DE PROLINA

COMPRIMENTO DE RAIZ

Method Statistic p.value
Shapiro-wilk normality test(w) 0.9873229 0.2117822

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level, hypoth
esis HO is not rejected. Therefore, errors can be considered normal

Method Statistic p.value
Bartlett test(Bartlett's K-squared) 7.857066 0.7260476

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level, hypoth
esis HO is not rejected. Therefore, the variances can be considered homogen
eous

Method Statistic p.value
Durbin-watson test(Dw) 2.001319 0.1446041

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level, hypoth
esis HO is not rejected. Therefore, errors can be considered independent

cv %) = 7.71
Mean = 34.5535
Median = 33.05
Possible outliers = No discrepant point

Df sum Sq Mean.Sq F value Pr(F)
DOSE 5 2.6979849 0.53959699 7.4290596 3.694881e-06
CAP RETENCAO 1 0.2835455 0.28354545 3.9037950 5.029489e-02
Block 2 0.6301499 0.31507493 4.3378864 1.500649e-02
DOSE x CAP RETENCAO 5 0.3196744 0.06393488 0.8802421 4.963801e-01
Residuals 130 9.4423268 0.07263328
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Estimate std. Error t value Pr(>|tl])
(Intercept) 3.324503973 0.0472891291 70.301654 1.172518e-111
trat 0.058655042 0.0128656698 4.559035 1.105037e-05

I(tratA2) -0.002661729 0.0006249258 -4.259271 3.726426e-05

Df SSq MSQ F p-value
Linear 1 2.415772e-01 0.2415772 0.002934285 0.9568836
Quadratic 1 1.497000e+00 1.4969999 0.018183105 0.8929432
Deviation 3 9.594078e-01 0.3198026 0.003884439 0.9996647
Residual 130 1.070279e+04 82.3291656

Mean
40 33.02917
60 36.07778

w IS
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COMPRIMENTO PARTE AEREA

Method Statistic p.value
Shapiro-wilk normality test(w) 0.8646211 3. 688221e 10

As the calculated p-value is Tess than the 5% significance level,

ected. Therefore, errors do not follow a normal distribution

Method Statistic p.value
Bartlett test(Bartlett's K-squared) 55.04626 7.600267e-08

As the calculated p-value is Tess than the 5% significance level,

ected. Therefore, the variances are not homogeneous

R%=0.64

HO is rej

HO is rej
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Method Statistic p.value
Durbin-watson test(Dw) 1.822901 0.01575202

As the calculated p-value is Tess than the 5% significance level, HO is rej

ected. Therefore, errors are not independent

Pr(F)

v (%) = 3.92
Mean = 9.6236
Median = 9.7
Possible outliers = 2 45
Analysis of variance

Df sum Sq Mean.Sq F value
DOSE 5 0.16349769 0.032699537 4.1611444 0.0015382228
CAP RETENCAO 1 0.14779340 0.147793405 18.8072904 0.0000287515
Block 2 0.01364596 0.006822978 0.8682507 0.4221042494
DOSE X CAP RETENCAO 5 0.05239708 0.010479417 1.3335469 0.2540676689
Residuals 130 1.02157951 0.007858304

Your analysis is not valid

Estimate std. Error t value
(Intercept) 2.2406835709 0.0156196199 143.453143
trat 0.0125751539 0.0042495363 2.959183
I(tratA2) -0.0007179825 0.0002064133 -3.478373

pri>It|)
1.103523e-154
3.619098e-03
6.712987e-04

Df SSq MSQ
Linear 1
Quadratic
Deviation

Residual 130 79.60402778 0.61233868

0.02061907 0.02061907 0.03367266 O.
1 0.10892357 0.10892357 0.17788126 O.
3 0.03395504 0.01131835 0.01848380 0.

p-value
8546907
6738970
9965660

Multiple Comparison Test: Duncan

resp groups respo
60 2.291656 a 9.940278
40 2.227583 b 9.306944
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comprimento raiz (cm)
N
N

N
I
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F1

MATERIA SECA DE RAIZ

Method Statistic p.value
Shapiro-wilk normality test(w) 0.9627502 0.1303887

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level, hypoth
esis HO is not rejected. Therefore, errors can be considered normal

Method Statistic p.value
Bartlett test(Bartlett's K-squared) 18.94429 0.06210088

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level, hypoth
esis HO is not rejected. Therefore, the variances can be considered homogen
eous

Method Statistic p.value
Durbin-watson test(bw) 2.139926 0.13112

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level, hypoth
esis HO is not rejected. Therefore, errors can be considered independent

vV (%) = 24.44

Mean = 0.2656

Median = 0.261

Possible outliers = No discrepant point

Df sum Sq Mean.Sq F value Pr(F)
DOSE 5 0.079019041 0.0158038082 3.7501408 0.008475739
CAP RETENCAO 1 0.001133935 0.0011339352 0.2690754 0.607413922
Block 3 0.011091122 0.0036970408 0.8772837 0.462806473
DOSE X CAP RETENCAO 5 0.004636156 0.0009272312 0.2200259 0.951376490
Residuals 33 0.139068290 0.0042141906
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Estimate std. Error t value Pr(>|tl])
(Intercept) 0.2041597204 0.0174461935 11.702250 3.022639e-15
trat 0.0193066711 0.0047464813 4.067576 1.889093e-04

I(tratA2) -0.0008382803 0.0002305514 -3.635980 7.090179e-04

Df SSq MSQ F p-value
Linear 1 0.01698521 0.016985207 4.0304792 0.052931083
Quadratic 1 0.04949388 0.049493883 11.7445762 0.001652731
Deviation 3 0.01253995 0.004179984 0.9918829 0.408679444
Residual 33 0.13906829 0.004214191

Mean
40 0.2607167
60 0.2704375

$residplot
0.401
50.35
o C
$0.301 £
i O y=0.2041597 +0.01930667x - 0.0008382803X R*=0.84
»n 0.251 J.
4 1
£0.201
0.151 - . . . .
5 10 15 20
F1
MASSA SECA PARTE AEREA

Method Statistic p.value
Shapiro-wilk normality test(w) 0.9780364 0.4997261

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level, hypoth
esis HO is not rejected. Therefore, errors can be considered normal

Method Statistic p.value
Bartlett test(Bartlett's K-squared) 10.33417 0.5006028

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level, hypoth
esis HO is not rejected. Therefore, the variances can be considered homogen
eous

Independence from errors
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Method Statistic p.value
Durbin-watson test(bw) 2.394772 0.4184028

As the calculated p-value 1is greater than the 5% significance Tevel, hypoth

esis HO is not rejected. Therefore, errors can be considered independent

cv (%) = 10.76

Mean = 0.2737

Median = 0.281

Possible outliers = No discrepant point

Df sum Sq Mean.Sq F value Pr(F)
DOSE 5 0.025016091 0.0050032182 5.7734787 6.188595e-04
CAP RETENCAO 1 0.018373100 0.0183731002 21.2016941 5.886619e-05
Block 3 0.005726541 0.0019088469 2.2027196 1.062795e-01
DOSE x CAP RETENCAO 5 0.004162421 0.0008324842 0.9606477 4.558618e-01
Residuals 33 0.028597352 0.0008665864

Estimate std. Error t value Pr(>|tl)
(Intercept) 0.2442658160 0.0108777509 22.455544 4.396342e-26
trat 0.0098111260 0.0029594445 3.315192 1.816085e-03

I(tratA2) -0.0004404079 0.0001437495 -3.063718 3.685530e-03

Df SSq MSQ F p-value
Linear 1 0.002721010 0.0027210097 3.139917 0.0856317695
Quadratic 1 0.013661022 0.0136610224 15.764178 0.0003659073
Deviation 3 0.008634059 0.0028780196 3.321099 0.0315805020
Residual 33 0.028597352 0.0008665864

Multiple Comparison Test: Duncan
resp groups

60 0.2932750 a

40 0.2541458 b
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O y=0.2442658 +0.009811126x - 0.0004404079X° R’=0.65

massa seca parte aerea (g)

0 5 10 15 20
F1

EXPERIMENTO DOSES DE BOCHAR

COMPRIMENTO DE RAIZ
Normality of errors

Method Statistic p.value
Shapiro-wilk normality test(w) 0.9788063 0.04828395

As the calculated p-value is less than the 5% significance level, HO is rej
ected. Therefore, errors do not follow a normal distribution

Method Statistic p.value
Bartlett test(Bartlett's K-squared) 7.504708 0.3782835

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level, hypoth
esis HO is not rejected. Therefore, the variances can be considered homogen
eous

Method Statistic p.value
Durbin-watson test(bw) 1.747806 0.0111159

As the calculated p-value is less than the 5% significance level, HO is rej
ected. Therefore, errors are not independent

v (%) = 9.36
Mean = 35.071
Median = 34.5
Possible outliers = No discrepant point

Df sum Sq Mean.Sq F value Pr(F)
DOSE 3 0.1652041 0.05506803 0.511520 0.67514675
CAP RETENCAO 1 0.2166267 0.21662667 2.012218 0.15878921
Block 3 0.6975073 0.23250243 2.159686 0.09670816
DOSE x CAP RETENCAO 3 0.4445999 0.14819998 1.376611 0.25358525
Residuals 3 12.1650910 0.10765567

Your analysis is not valid
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40 60
0 35.1250 34.63125
0.193 35.1375 38.87500
0.362 31.8250 38.05625
0.468 35.2250 31.70625
$residplot

COMPRIMENTO PARTE AEREA

Method Statistic p.value
Shapiro-wilk normality test(w) 0.9802434 0.06627366

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level, hypoth
esis HO is not rejected. Therefore, errors can be considered normal

Method Statistic p.value
Bartlett test(Bartlett's K-squared) 7.072216 0.4213998

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level, hypoth
esis HO is not rejected. Therefore, the variances can be considered homogen
eous

Method Statistic p.value
Durbin-watson test(bw) 1.875298 0.0587845

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level, hypoth
esis HO is not rejected. Therefore, errors can be considered independent

cv (%) = 3.73

Mean = 9.0347

Median = 8.8

Possible outliers = 34

Df sum Sq Mean.Sq F value Pr(F)
DOSE 3 0.04377902 0.01459301 2.175833 9.477579e-02
CAP RETENCAO 1 0.55644687 0.55644687 82.966827 3.521229%e-15
Block 3 0.10356422 0.03452141 5.147179 2.258440e-03
DOSE X CAP RETENCAO 3 0.03612323 0.01204108 1.795338 1.520984e-01
Residuals 113 0.75787514 0.00670686

39



Multiple Comparison Test: Duncan

resp groups respo
60 2.260786 a 9.629687
40 2.124914 b 8.400000

MATERIA SECA DE RAIZ

Method Statistic p.value
Shapiro-wilk normality test(w) 0.9823875 0.8751943

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level, hypoth
esis HO is not rejected. Therefore, errors can be considered normal

Method Statistic p.value
Bartlett test(Bartlett's K-squared) 6.773132 0.4528775

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level, hypoth
esis HO is not rejected. Therefore, the variances can be considered homogen
eous

Method Statistic p.value
Durbin-watson test(bw) 2.261986 0.3007579

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level, hypoth
esis HO is not rejected. Therefore, errors can be considered independent

v (%) = -12.82

Mean = 0.2303

Median = 0.2293

Possible outliers = No discrepant point

Df sum Sq Mean.Sq F value Pr(F)
DOSE 3 0.13934307 0.04644769 1.2739144 0.310317681
CAP RETENCAO 1 0.34748957 0.34748957 9.5305488 0.005811593
Block 3 0.03099092 0.01033031 0.2833279 0.836816705
DOSE X CAP RETENCAO 3 0.07209582 0.02403194 0.6591207 0.586760812
Residuals 20 0.72921210 0.03646061

Multiple Comparison Test: Duncan
resp groups respo
60 -1.383596 a 0.2545500
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40 -1.602064 b 0.2045267

Mean

0.2532429

93 0.2285000

62 0.2297875

68 0.2127125
sidplot

0
0.
0.
0
$

D Wk

MATERIA SECA PARTE AEREA

Method Statistic p.value
Shapiro-wilk normality test(w) 0.9799557 0.811467

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level, hypoth
esis HO is not rejected. Therefore, errors can be considered normal

Method Statistic p.value
Bartlett test(Bartlett's K-squared) 8.955278 0.2558829

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level, hypoth
esis HO is not rejected. Therefore, the variances can be considered homogen
eous

Method Statistic p.value
Durbin-watson test(bw) 2.721855 0.7987846

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level, hypoth
esis HO is not rejected. Therefore, errors can be considered independent

v (%) = -8.78

Mean = 0.2469

Median = 0.2311

Possible outliers = No discrepant point

Df sum Sq Mean.Sq F value Pr(F)
DOSE 3 0.02335496 0.007784987 0.4968755 6.885880e-01
CAP RETENCAO 1 1.29057768 1.290577680 82.3709031 1.574184e-08
Block 3 0.03283165 0.010943884 0.6984915 5.638985e-01
DOSE X CAP RETENCAO 3 0.01183834 0.003946115 0.2518601 8.590645e-01
Residuals 20 0.31335766 0.015667883
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CAP RETENCAO

Multiple Comparison Test: Duncan

resp groups respo
60 -1.228025 a 0.2946875
40 -1.636132 b 0.1959000

Mean
0 0.2484000
0.193 0.2557250
0.362 0.2466875
0.468 0.2369250
$residplot
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ANEXO B — Analise estatistica da associacdo de prolina e biochar em diferentes condi¢des
hidricas do substrato

ALTURA DA PLANTA

Shapiro-Wilk normality test

data: anava$residuals
W = 0.97815, p-value = 0.3554

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level,
hypothesis HO is not rejected. Therefore, errors can be considered normal

Bartlett test of homogeneity of variances

data: anava$residuals by paste(Fatorl, Fator2, Fator3)
Bartlett's K-squared = 9.2462, df = 11, p-value = 0.5992

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level,
hypothesis HO is not rejected. Therefore, the variances can be considered
homogeneous

Durbin-wWatson test

data: anava
DW = 2.1492, p-value = 0.2013
alternative hypothesis: true autocorrelation is greater than 0

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level,

hypothesis HO® is not rejected. Therefore, errors can be considered
independent

CV (%) = 15.95
Mean = 14.4283
Median = 14.15
Possible outliers = No discrepant point

Df Sum Sq Mean.Sq F value Pr(F)
PROLINA 1 10.6681667 10.6681667 2.01529866 0.16276707
BIOCHAR 2 0.5693333 0.2846667 0.05377572 0.94770680
UMIDADE 1 27.8801667 27.8801667 5.26677772 0.02656317
Block 4 21.1460000 5.2865000 0.99866047 0.41847614
PROLINA x BIOCHAR 2 7.2413333 3.6206667 0.68397176 0.50989274
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PROLINA x UMIDADE 1 3.4081667 3.4081667 0.64382887 0.42664050
BIOCHAR x UMIDADE 2 20.7693333 10.3846667 1.96174333 0.15271930
PROLINA x BIOCHAR x UMIDADE 2 11.3613333 5.6806667 1.07312158 0.35071890

Residuals 44 232.9180000 5.2935909

Non-significant interaction: analyzing the simple effects

Niveis Medias
1 0 14.85000
2 11 14.00667

Niveis Medias
1 0 14.465
2 250 14.525
3 460 14.295

Multiple Comparison Test: Tukey HSD
resp groups

60 15.11000 a

25 13.74667 b

Shapiro-Wilk normality test

data: anava$residuals
W = 0.97282, p-value = 0.2001

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level,
hypothesis HO is not rejected. Therefore, errors can be considered normal

Bartlett test of homogeneity of variances

data: anava$residuals by paste(Fatorl, Fator2, Fator3)
Bartlett's K-squared = 18.6, df = 11, p-value = 0.06865

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level,

hypothesis HO is not rejected. Therefore, the variances can be considered
homogeneous
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Independence from errors

Durbin-wWatson test

data: anava
DW = 2.6859, p-value = 0.9067
alternative hypothesis: true autocorrelati

on is greater than 0

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level,

hypothesis HO is not rejected. Therefore, errors can be considered

independent

CV (%) = 25.83
Mean = 28.0383
Median = 26.85
Possible outliers = No discrepant point

Df Sum Sq
PROLINA 1 119.00417
BIOCHAR 2 128.56633
UMIDADE 1 10.50017
Block 4 246.04267
PROLINA x BIOCHAR 2 29.99033
PROLINA x UMIDADE 1 0.07350
BIOCHAR x UMIDADE 2 49.08033
PROLINA x BIOCHAR x UMIDADE 2 44.30700
Residuals 44 2307.61733

Niveis Medias
1 ® 26.63000
2 11 29.44667

Niveis Medias
1 0 29.850
2 250 28.000
3 460 26.265

Mean.Sq F value
119.00417 2.269086498
64.28317 1.225705533
10.50017 0.200209682
61.51067 1.172841482
14.99517 0.285917134

0.07350 0.001401446
24.54017 0.467914380
22.15350 0.422407124
52.44585

simple effects

[cNoNoNoNoNoNoNO]

Pr(F)

.1391239
.3033771
.6567468
.3358348
. 7527101
.9703068
.6293877
.6580969
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1 25 27.62000
2 60 28.45667

NASMERO DE NA“S

Shapiro-Wilk normality test

data: anava$residuals
W = 0.98618, p-value = 0.7314

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level,
hypothesis HO is not rejected. Therefore, errors can be considered normal

Bartlett test of homogeneity of variances

data: anava$residuals by paste(Fatorl, Fator2, Fator3)
Bartlett's K-squared = 19.214, df = 11, p-value = 0.05737

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level,
hypothesis HO is not rejected. Therefore, the variances can be considered
homogeneous

Durbin-wWatson test

data: anava
DW = 2.0546, p-value = 0.114
alternative hypothesis: true autocorrelation is greater than 0

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level,

hypothesis HO® is not rejected. Therefore, errors can be considered
independent

CV (%) = 54.05

Mean = 12.4333

Median = 12

Possible outliers = No discrepant point

Df Sum Sq Mean.Sq F value
Pr(F)
PROLINA 1 56.06667 56.06667 1.2414325 2.712445e-
01
BIOCHAR 2 60.43333 30.21667 0.6690598 5.173230e-
01
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UMIDADE 1 1233.

06
Block 4 155,
01
PROLINA x BIOCHAR 2 252,
02
PROLINA x UMIDADE 1 45,
01
BIOCHAR x UMIDADE 2 96.
01
PROLINA x BIOCHAR x UMIDADE 2 155.
01
Residuals 44 1987.

Niveis Medias

1 0 11.46667
2 11 13.40000
BIOCHAR

Niveis Medias
1 0 12.55
2 250 13.60
3 460 11.15

Multiple Comparison Test: Tukey HSD
resp groups

60 16.96667 a

25 7.90000 b

Shapiro-Wilk normality test

data: anava$residuals
W = 0.9838, p-value = 0.6079

06667 1233.
23333 38.
03333 126.
06667 45,
63333 48.
03333 7.
16667 45,

06667 27.
80833 0.
01667 2.
06667 0.
31667 1.
51667 1.
16288

3026587

8592972

7902709

9978697

0698314

7163801

.567892e-

.958196e -

.229545e -

.232887e-

.518210e-

.915288e-

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level,
hypothesis HO is not rejected. Therefore, errors can be considered normal

Homogeneity of Variances
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Bartlett test of homogeneity of variances

data:

anava$residuals by paste(Fatorl, Fator2, Fator3)

Bartlett's K-squared = 10.975, df = 11, p-value = 0.4454

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level,

hypothesis HO is not rejected. Therefore,

homogeneous

the variances can be considered

Durbin-wWatson test

data: anava
DW = 2.0621, p-value =
alternative hypothesis:

0.1197
true autocorrelation is greater than 0

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level,
hypothesis HO is not rejected. Therefore, errors can be considered

independent

CV (%) = 18.78
Mean = 822.7467
Median = 809.25

Possible outliers =

No discrepant point

Pr(F)

PROLINA
8.722203e-01
BIOCHAR
6.090394e-01
UMIDADE
8.955676e-06
Block
5.588702e-01
PROLINA x BIOCHAR
6.960572e-01
PROLINA x UMIDADE
6.906502e-01
BIOCHAR x UMIDADE
3.777750e-01
PROLINA x BIOCHAR x UMIDADE
5.041721e-01
Residuals

Df Sum Sq Mean.Sq F value
1 624.6827 624.6827 0.02617252
2 23939.6253 11969.8127 0.50150287
1 602041.7340 602041.7340 25.22392488
4 72270.9477 18067.7369 0.75698945
2 17438.9973 8719.4987 0.36532348
1 3830.4060 3830.4060 0.16048368
2 47512.1080 23756.0540 0.99531459
2 33205.3960 16602.6980 0.69560827

44 1050186.9323 23867.8848
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Niveis Medias

1 0 825.9733
2 11 819.5200
BIOCHAR

Multiple Comparison Test: Tukey HSD
resp groups

60 922.9167 a

25 722.5767 b

Shapiro-Wilk normality test

data: anava$residuals
W = 0.99312, p-value = 0.9831

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level,
hypothesis HO is not rejected. Therefore, errors can be considered normal

Bartlett test of homogeneity of variances

data: anava$residuals by paste(Fatorl, Fator2, Fator3)
Bartlett's K-squared = 17.782, df = 11, p-value = 0.08677

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level,
hypothesis HO is not rejected. Therefore, the variances can be considered
homogeneous

Durbin-wWatson test

data: anava
DW = 1.7617, p-value = 0.009346
alternative hypothesis: true autocorrelation is greater than 0

As the calculated p-value is less than the 5% significance level, HO is
rejected. Therefore, errors are not independent
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CV (%) =
Mean = 5
Median =
Possible

15.28
12.5417
511.9

outliers = No discrepant point

Pr(F)
PROLINA
8.263646¢€
BIOCHAR
1.231405e
UMIDADE
7.742494e
Block
2.719573e
PROLINA X
7.656200e
PROLINA X
8.179575e
BIOCHAR X
2.004775e
PROLINA X
6.834505e
Residuals

Your analysis is not valid,

to transf

-01

-01

-07

-02

BIOCHAR

-01

UMIDADE

-01

UMIDADE

-01

BIOCHAR x UMIDADE
-01

orm the data

2 26966.
1 203176.
4 74396.
2 3297.
1 329.
2 20460.
2 4711.

44 269989.

suggests

6543

2042

2867

5203

0042

3763

4743

8253

using a non-parametric test and try

2 11

Medias
514.7733
510.31060

Niveis
1 0]
2 250
3 460

Medias
491.420
541.530
504.675

UMIDADE

Mean.Sq
298.8202
13483.3272
203176.2042
18599.0717
1648.7602
329.0042
10230.1882
2355.7372

6136.1324

F value

. 04869845

.19736575

.11144400

.03107405

.26869697

. 05361751

.66720460

.38391238
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Multiple Comparison Test: Tukey HSD
resp groups

60 570.7333 a

25 454.3500 b

Shapiro-Wilk normality test

data: anava$residuals
W = 0.95991, p-value = 0.04655

As the calculated p-value is less than the 5% significance level, HO is
rejected. Therefore, errors do not follow a normal distribution

Bartlett test of homogeneity of variances

data: anava$residuals by paste(Fatorl, Fator2, Fator3)
Bartlett's K-squared = 29.383, df = 11, p-value = 0.001979

As the calculated p-value is less than the 5% significance level, HO is
rejected. Therefore, the variances are not homogeneous

Durbin-Watson test

data: anava
DW = 2.0083, p-value = 0.08295
alternative hypothesis: true autocorrelation is greater than 0

As the calculated p-value is greater than the 5% significance level,
hypothesis HO is not rejected. Therefore, errors can be considered
independent

CV (%) = 58.75

Mean = 22.27

Median = 16.65

Possible outliers = No discrepant point

Df Sum Sq Mean.Sq F value
Pr(F)
PROLINA 1 12.88067 12.88067 0.075243905
7.851331e-01



BIOCHAR 2 1.68700 0.84350 0.004927403
9.950853e-01

UMIDADE 1 5415.00000 5415.00000 31.632349239
1.199854e-06
Block 4 757.96933 189.49233 1.106941397
3.653082e-01
PROLINA x BIOCHAR 2 706.46233 353.23117 2.063440744
1.391326e-01
PROLINA x UMIDADE 1 61.61067 61.61067 0.359905840
5.516358e-01
BIOCHAR x UMIDADE 2 541.86100 270.93050 1.582671874

2.168966e-01

PROLINA x BIOCHAR x UMIDADE 2 449.67233 224.83617 1.313406490
2.792369e-01

Residuals 44 7532.16267 171.18552

Your analysis is not valid, suggests using a non-parametric test and try
to transform the data

Niveis Medias
1 0 21.80667
2 11 22.73333

Niveis Medias
1 0 22.180
2 250 22.505
3 460 22.125

Multiple Comparison Test: Tukey HSD
resp groups

60 31.77 a

25 12.77 b
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