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RESUMO

OLIVEIRA, THALES CAETANO DE, Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia Goiano - Campus Rio Verde, agosto de 2018. Desempenho de soja
associada com o fungo micorrizico arbuscular Glomus clarum sob déficit hidrico.
Orientador: Dr. Edson Luiz Souchie. Co-orientadora: Dr?. Giselle Camargo Mendes.

A soja [Glycine max (L.) Merrill] favorece, de modo expressivo, o desenvolvimento
agroindustrial, porém, o déficit hidrico afeta negativamente seu desenvolvimento
vegetal e producdo de grdos. Diante disso, os fungos micorrizicos arbusculares (FMA)
podem favorecer as plantas através da simbiose e minimizar os efeitos do déficit
hidrico. Neste contexto, objetivou-se com este trabalho analisar o comportamento
fisiologico e bioquimico de plantas de soja em respostas ao déficit hidrico em simbiose
com o Glomus clarum. Para isto, dividiu-se o trabalho em trés capitulos. No primeiro,
constam avaliagBes para observar o potencial incremento dos FMA em plantas sob
déficit hidrico, em casa de vegetacdo. Foram utilizadas as cultivares ANTA82 e
BRXDESAFIO e cultivadas até o estadio V3, em que foi induzido o déficit hidrico de
60% por 7 dias. No segundo capitulo, foi avaliado o papel fisiol6gico e bioquimico das
plantas em simbiose com o0 FMA, sob déficit hidrico, em casa de vegetacdo e utilizando
a cultivar ANTAB82. Foram utilizados dois ciclos de déficit hidrico (60%), o primeiro
imposto na fase V3, durante 10 dias. Na sequéncia, as plantas foram novamente
irrigadas até a fase R3, e induziu-se outro déficit hidrico de 10 dias para simular o que
pode ocorrer em condicdes naturais de campo. No terceiro capitulo, foi observado em
campo o potencial que os FMA podem atribuir a produtividade das plantas de soja. Os
resultados indicaram que as plantas inoculadas com FMA tiveram melhor potencial
hidrico, diferente das plantas ndo inoculadas com FMA. Isso ficou mais evidente nas
plantas inoculadas e submetidas a dois ciclos de déficit hidrico, em que as plantas sem
FMA investiram em mecanismos de defesa, como o acumulo de prolina e maior
atividade de enzimas antioxidantes. Em condic¢Ges naturais de campo, observou-se a
importancia dos FMA para a cultura da soja, especificamente, pelo aumento da

produtividade de graos em plantas inoculadas e ndo irrigadas.

Palavras-chave: leguminosa, estresse abidtico, micro-organismos do solo.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, THALES CAETANO DE, Goiano Federal Institute of Education, Science
and Technology - Campus Rio Verde, August 2018. Soybean performance associated
to the arbuscular mycorrhizal fungus Glomus clarum under drought stress.
Advisor: Dr. Edson Luiz Souchie. Co-advisor: Dr?. Giselle Camargo Mendes.

The soybean [Glycine max (L.) Merrill] collaborates strongly for the agroindustrial
development, however, the drought stress can negatively affect plant development and
grain production, which can be aggravated even more with climatic changes. Therefore,
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) can favor plants through symbiosis by tolerating or
minimizing the effects of drought stress. In this context, this work aimed to analyze the
physiological and biochemical soybean performance in response to the deficit in
symbiosis with Glomus clarum. For this, the work was divided into three chapters. In
the first, there were done evaluations to observe the AMF increasing potential in plants
under drought stress conditions, in greenhouse. There were used the cultivars ANTA82
and BRXDESAFIO and cultivated to the V3 development stage, where it was induced
60% of drought stress for 7 days. In the second chapter was evaluated the physiological
and biochemical role of the plants in AMF symbiosis under condition of drought stress,
also done in greenhouse and using the cultivar ANTA82. There were used 2 cycles of
drought stress (60%), the first in phase V3 during 10 days, so they were reirrigated until
the phase R3, where another drought stress period of 10 days was carried out to
simulate what can occur in natural field conditions. The third chapter was carried out
under natural field conditions to observe the potential that the AMF can attribute to the
soybean plants productivity. The results indicated that plants inoculated with AMF
showed a better physiological condition, different to those without AMF inoculation. It
was more evident in plants inoculated and submitted to two drought stress cycles,
whereas the plants without AMF invested in defense mechanisms such as the proline
accumulation and greater activity of antioxidant enzymes. When plants where cultivated
under natural field conditions, the importance of AMF plants was evident, since the

yield increasing where observed in non-irrigated inoculated plants

Key words: legume, abiotic stress, soil microorganism
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1. INTRODUCAO GERAL

A soja [Glycine max (L.) Merrill] é uma das mais importantes oleaginosas
cultivadas no mundo (CLEMENTE; CAHOON, 2009). Esta cultura é uma importante
fonte de dleo e proteina. Suas sementes contém 18-22% de 6leo e 36-50% de proteina,
sendo muito utilizada na alimentagdo humana e animal (NATARAJAN, 2014). O
cultivo de soja é encontrado principalmente na regido Centro-Oeste brasileira, a qual,
na safra 2017/2018, produziu 51,09 mil toneladas, e o Estado de Goias, 11.176 mil
toneladas (CONAB, 2018).

A producdo da soja pode ser limitada por fatores ambientais (SPRENT, 2001;
STACEY et al., 2004), como o déficit hidrico, que pode reduzir seu rendimento em,
aproximadamente, 40% (DOGAN et al., 2007; CLEMENT et al., 2008). A ocorréncia
do déficit hidrico pode ser agravada pelas mudancas climaticas previstas, cuja tendéncia
é aumentar de 1,8 a 3,6 °C a temperatura média global até o fim do século XXI (IPCC,
2013). O déficit hidrico afeta negativamente o desenvolvimento vegetal e a produgédo
dos grdos (SPECHT et al., 2001; DOGAN et al., 2007), pois pode provocar alteracdes
no metabolismo, na limitacdo do crescimento do sistema radicular e da expansdo foliar
(KU et al., 2013), que, em consequéncia, reduz a assimilacdo do COg, inibe a
fotossintese e restringe o crescimento e a produtividade vegetal (PEAK et al., 2004).

Como alternativa das plantas para tolerar a restricdo hidrica, os fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) prolongam o sistema radicular, maximizando a
absorcdo de agua e nutrientes (QUEREJETA et al., 2009). Estes fungos sdo, na
maioria dos agroecossistemas, um dos principais componentes da microbiota do solo
(SCHNEIDR et al., 2011), e sua ocorréncia pode ser influenciada por fatores bioticos
(pragas e doencas) e abidticos (déficits hidricos e nutricionais), interferindo em sua
ocorréncia e na formacéo da associa¢do micorrizica com as plantas (GAI et al., 2015).

Esses fungos colonizam as raizes ampliam a exploracdo de um maior volume
de solo, incrementam a absor¢do de nutrientes e agua e, consequentemente, 0
desenvolvimento e a produtividade vegetal (SMITH; READ, 2008). Desta forma,
auxiliam na tolerancia aos impactos negativos dos estresses, principalmente o déficit
hidrico (HUMPHREYS et al., 2010; ESTRADA et al., 2013). Os FMA também s&o
importantes na absorcdo do fosforo (P), pois este nutriente tem baixa mobilidade no
solo, além disso, as hifas extrarradiculares exercem papel importante na formacgéo e
estabilidade dos agregados de solo (KABIR, 2005; JOHNSON et al., 2010). Por esta


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-05362016000100026&lang=pt#B24
https://link.springer.com/article/10.1007/s11738-018-2692-x#CR29
https://link.springer.com/article/10.1007/s11738-018-2692-x#CR22
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razdo, tornam-se estratégicos estudos focados em plantas na presenca desses micro-
organismos (ASRAR et al., 2012).

Ainda sdo escassos 0s estudos para avaliar a simbiose dos fungos micorrizicos
no crescimento de plantas de soja cultivadas em solo do Cerrado, assim como respostas
fisiologicas dessas plantas micorrizadas sob condi¢fes de déficit hidrico, bem como
para verificar o potencial de producdo destas plantas na presenga desses micro-
organismos. Assim, sdo justificados estudos para analisar o desempenho fisioldgico e

bioquimico de plantas de soja, em simbiose com FMA, sob condicdes de deficit hidrico.
2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico e importancia da soja

O Brasil, em termos de economia agricola, transformou-se num dos lideres
globais juntamente com os Estados Unidos, em razdo do investimento agrotecnoldgico
em agricultura e do rapido aumento na demanda de alimentos (MARTINELLI et al.,
2011). E um dos principais produtos do agronegocio mais competitivo na economia
brasileira é a soja, sendo o segundo maior produtor e exportador mundial (HIRAKURI,
LAZZAROTTO, 2014).

Originaria da Asia Oriental (LEE et al., 2011), a soja (Glycine max (L.)
Merrill) vem sendo produzida especificamente na China ha mais de 4500 anos, tendo,
posteriormente, sido difundida na Europa até ser introduzida no Brasil em 1882 no
estado da Bahia. Contudo, o cultivo em escala comercial ocorreu apenas em 1960,
juntamente com milho, trigo, cevada e aveia branca (MUNDSTOCK; THOMAS, 2005).

No estado de Goias, a soja foi inserida em 1950, ndo se expandindo por falta de
recursos governamentais, como incentivos e programas especificos, impedindo, assim, o
desenvolvimento agricola (MACHADO, 2014), visto que o Cerrado, para a agricultura,
era considerado uma area improdutiva, fosse pelas caracteristicas dos solos, pobres em
nutrientes e acidos, além de expostos a longos periodos de seca, o que limitava seu
desenvolvimento agricola (MARIANO, 2010). Entdo, para o estado de Goias, 0
crescimento agricola s6 foi direcionado pelas politicas pablicas pelo aumento da
producdo de commodities, em que o Estado buscou maior participacdo na economia e
exportagdes. O aumento de novos investimentos na infraestrutura na década de 1950,
para se integrar nacionalmente, promoveu a construcdo de rodovias, que favoreceram a
mobilidade no territorio nacional (BEZERRA; CLEPS Jr., 2004).


http://www.microsofttranslator.com/bv.aspx?from=en&to=pt&a=http%3A%2F%2Fwww.scielo.br%2Fscielo.php%3Fscript%3Dsci_arttext%26pid%3DS1415-43662016000700654%26lng%3Den%26nrm%3Diso%26tlng%3Den%23B13
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A soja é caracterizada como uma planta leguminosa herbacea anual, sendo,
atualmente, um dos produtos de maior importancia na economia brasileira (BARBOSA
et al., 2013). Esta cultura, pela presenca de 0leo e proteinas nas sementes, é conceituada
como uma fonte consideravel de nutrientes e, assim, viabiliza a dieta basica da
populagdo em geral, destacando-se como uma das leguminosas mais importantes do
mundo (PRAKASH et al., 2001; BERMAN et al., 2009).

A soja vem desempenhando um importante papel por ser a cultura de maior
crescimento nas ultimas décadas, firmando destaque na agricultura nacional e
principalmente na balanca comercial. Muito também se refere ao seu alto valor
nutritivo, com alto teor de 6leo (40%) e proteina (20%), aos seus subprodutos na
alimentacdo humana e a produtividade dos grdos (BERBERT; HAMAWAKI, 2008).

A cultura da soja no Brasil foi uma das que mais apresentaram crescimento
significativo no cultivo e no segmento agroindustrial na metade do século XX,
justificando sua importancia econdémica para o pais (BARBOSA; ASSUMPCAO,
2001). A soja, além de ser uma commodity, favorece o desenvolvimento do complexo
agroindustrial e possibilita grande producdo e negociacdo em diversos paises
(HIRAKURI; LAZZAROTTO, 2011).

O Brasil tem grande importancia na produ¢do mundial da soja, tendo sido na
safra de 2015/2016 o segundo maior produtor, contribuindo com 100 milhGes de
toneladas, abaixo somente dos Estados Unidos, que produziram 108.35 milhdes. A
producdo total mundial da cultura foi de 320,11 milhdes, o que respalda a importancia
desses dois paises no contexto geral (CONAB, 2016).

O pais ainda tem potencial para aumentar a producdo dos gréos, pois tem areas
disponiveis e, segundo projecdes de expansdo de area plantada, em 2023, pode atingir
uma éarea plantada de 34,4 milhdes de hectares. Tal expansdo sera concentrada,
principalmente, nas regides Centro-Oeste e Norte-Nordeste, circunstancialmente pela
transformacéo de pastagens degradadas em areas agricolas (BRASIL, 2013).

2.2 Déficit Hidrico

A agricultura se destaca como o setor mais vulneravel aos impactos climaticos,
e essa vulnerabilidade depende de varios fatores ambientais, entre eles o tipo de solo, a

cultura cultivada, o acesso ao mercado e a disponibilidade de recursos para a producéo e
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gestdo (KURUKULASURIYA; ROSENTHAL, 2013). Assim, para reduzir as perdas de
safra e diminuir os riscos climaticos na agricultura, foi instituido pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) um projeto orientando os produtores
quanto ao tipo de cultura e época de plantio mais favoravel para cada regido (KELLER
FILHO; ASSAD; LIMA, 2005).

As condicbes climaticas interferem diretamente na agricultura (ALENCAR et
al., 2011), e o déficit hidrico é considerado um estresse abidtico chave, por ser uma
grande ameaca em todo o mundo para o desenvolvimento das culturas (KUNERT et al.,
2016). Diante dessas mudancas previstas, o déficit hidrico € um dos principais fatores
limitantes a producdo mundial da soja, pois esse tipo de estresse reduz a produtividade
de gréos (IPCC, 2007; EEA, 2011).

O déficit hidrico pode submeter as plantas de soja a um estresse em uma fase
especifica de seu ciclo, bem como durante vérios estadios, seja vegetativo e/ou
reprodutivo, o que pode modificar sua composicdo (ALBRECHT et al., 2008). A
restricdo hidrica, que também pode afetar a germinacao, reduz as taxas de crescimento
e, por fim, a producdo (ANSARI et al., 2012).

De acordo com a Conab (2015), a regido do Centro-Oeste, no periodo entre
novembro de 2014 e janeiro de 2015, sofreu um forte intervalo de estresse hidrico, que
provocou deficiéncias no desenvolvimento das lavouras, resultando no
comprometimento de sua producdo, estimada em perdas de 10,1 a 14,4% na
produtividade da soja. A sensibilidade das plantas de soja a restricdo hidrica resultou,
na safra 2015/2016, em baixa produtividade (2.882 kg ha™). Mesmo as estimativas
sugerindo um aumento de 3,4% da &rea plantada indicam uma reducdo de 0,6% na
producdo em relacdo a safra anterior (CONAB, 2016).

Na cultura da soja, conforme seu desenvolvimento avanca, aumenta a
necessidade de agua, principalmente durante a floracdo-enchimento dos graos. E neste
periodo de grande demanda, o déficit hidrico pode ocasionar alteragcdes nas plantas,
desfavorecer o rendimento de grdos pela queda prematura de folhas, flores e
abortamento de vagens (NELSON et al.,, 2005). E um dos efeitos primarios
ocasionados pela seca é a reducdo da fotossintese, em razdo do fechamento dos
estdmatos, ocasionando diminuicdo do potencial hidrico da planta, o que limitard a
assimilacdo de CO2 (FAROOQ et al., 2009). Portanto, a falta de &gua nas plantas
ocasiona reducdo da fixacdo de CO. no aparato fotossintético (ELDAKAK et al.,

2013). Em sintese, o baixo valor de potencial de agua resulta no fechamento estomatico,
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induz baixa condutancia estomatica, em consequéncia, reduz a taxa fotossintética e, por
fim, o rendimento dos gréos (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Outro fator provocado pelo déficit hidrico, além da restricdo de absorver
nutrientes, € 0 excesso da producdo de espécies reativas de oxigénio que causa estresse
oxidativo. Consequentemente, as plantas precisam investir na producdo de enzimas
antioxidantes (catalase, ascorbato peroxidase e superdxido dismutase) como defesa aos
radicais livres adquiridos (LISAR et al., 2012).

De modo geral, o déficit hidrico prejudica o desenvolvimento vegetal e ainda
reduz a taxa de crescimento, a expansdo foliar e o alongamento do caule
(ENGELBRECHT et al., 2007). De acordo com Gongalves et al. (2010), na cultura do
milho, o déficit hidrico severo pode reduzir significativamente a transpiracdo, a
fotossintese e a eficiéncia no uso da 4gua, independentemente do hibrido cultivado.

Tendo em vista que os recursos hidricos geralmente sdo limitantes, a pesquisa
deve ser buscar plantas que tolerem condic¢des de seca (MATOS et al., 2014). Deste
modo, a implantacdo de uma biotecnologia moderna, para a producdo de plantas
tolerantes a seca, desponta como uma potencial solucdo. A superacdo da restricdo da
4gua favorece o crescimento sucessivo da produtividade da soja (CAZARES et al.,
2010).

2.3 Fungos Micorrizicos Arbusculares

Geralmente, as raizes sdo as primeiras partes das plantas a se depararem com o
déficit hidrico, tornando-as altamente sensiveis e receptivas a este tipo de estresse
abidtico, o que implica uma ligagcdo profundamente associada na adaptacdo das plantas
(XIONG et al., 2006). A rizosfera vegetal pode ser povoada por Vvarios micro-
organismos presentes no solo, como os fungos micorrizicos. Tais fungos tém
capacidade de colonizar as raizes das plantas e formar simbiose com elas (SMITH;
READ, 2008). Estas associa¢cbes com o0s fungos micorrizicos sdo observadas em
aproximadamente 80% das espécies de plantas terrestres (SMITH; SMITH, 2011). Tal
simbiose pode maximizar o desempenho das plantas e sua tolerancia aos estresses
abidticos (SADHANA, 2014).

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) integram o Filo Glomeromycota e
a Classe Glomeromycetes, constituem um grupo com quatro ordens (Archaeosporales,

Diversisporales, Glomerales e Paraglomerales) e compreendem 11 familias e 25 géneros
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(REDECKER et al., 2013). Os FMA sdo classificados quanto a sua morfologia em trés
tipos: as endomicorrizas arbusculares, as ectomicorrizas e as orquidoides. Nas
endomicorrizas, os fungos se desenvolvem intracelularmente e, nas ectomicorrizas,
intercelularmente, gerando a rede de Hartig (SOUZA et al., 2010). Essas associagdes de
ocorréncia entre determinados fungos do solo e a maioria dos vegetais superiores tém
cardter mutualistico, sendo as ectomicorrizas associa¢fes sem penetracdo na raiz e as
endomicorrizas, com penetracdo no sistema radicular (SOUZA et al., 2006).

O ciclo de colonizacdo micorrizica, Figura 1, € inicido com a germinacgéo de
um esporo, ocorrendo, na sequéncia, o crescimento de uma hifa infectiva. Estas hifas,
que crescem na regido rizosférica, formam uma estrutura de penetracdo do tipo
apressorio ao entrar em contato com as raizes das plantas. Apds o reconhecimento
celular, na superficie da raiz inicia-se o processo de infeccdo pela diferenciacdo da hifa
em apressorio e, assim, ocorre a penetracdo pela combinacdo da pressdo mecanica e da
degradacdo enzimatica da parede celular vegetal. Com isso, a producéo dessas enzimas
(celulases, hemicelulaes e pectinases) e 0s baixos niveis de atividade protegem a
integridade do tecido hospedeiro e evitam a ativacao do sistema de defesa vegetal, que
possibilita a interacdo compativel entre fungo e planta (MOHAN et al., 2014; GAI et
al., 2015; RUY, 2015).

Este grupo de micro-organismos é fundamental para o ecossistema do solo,
além do importante papel desempenhado na interacdo solo-planta, pois, como
caracteristica contraria a outros fungos saprofiticos que esgotam as reservas de matéria
organica do solo, eles favorecem o acumulo pela presenca de esporos e hifas e ainda
favorecem o crescimento das plantas (SMITH; READ, 2010).
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Figura 1: Ciclo de colonizag¢do dos fungos micorrizicos arbusculares nas raizes de plantas hospedeiras
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Através da associa¢do micorrizica, as raizes apresentam maior longevidade e
absorcéo de nutrientes, e as perdas na ciclagem dos nutrientes sdo minimizadas. Desta
forma, tal simbiose € estratégica, principalmente para as plantas cultivadas em solos do
Cerrado (MIRANDA, 2008).

Para aumentar a tolerdncia das plantas ao déficit hidrico, a associacdo
simbidtica com FMA traduz-se em ferramenta que favorece o desenvolvimento e a
fisiologia vegetal (AUGE, 2001; RUIZ-LOZANO, 2003). Por exemplo, Chitarra et al.
(2016) observaram que a colonizacdo da raiz do tomateiro com FMA amplia sua
tolerdncia ao déficit hidrico. A relacdo positiva resultante dessa simbiose ocorre por
meio de transferéncias entre ambas, em que os fungos concedem as plantas hospedeiras
agua e nutrientes e, em contrapartida, as plantas fornecem os produtos derivados da
fotossintese. Com isso, os fungos favorecem o crescimento dessas plantas,
principalmente em solos pobres em nutrientes (VAN der HEIJDEN et al., 2015).

As raizes formadas pela associagdo micorrizica aumentam sua area de
exploracdo, permitindo maior absorcdo de nutrientes fora da zona ao redor das raizes.
Isso influencia no melhor aproveitamento dos nutrientes, como no caso do fdsforo (P),
e, em solos pobres, pode aumentar em até 60 vezes a taxa de absor¢do de nutrientes.

Ainda, as plantas associadas aos FMA podem aumentar a atividade fotossintética,
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producdo de reguladores de crescimento e atividade enzimatica (SILVEIRA; FREITAS,
2007).

Outro grande beneficio dos FMA para as plantas é o favorecimento da relacéo
agua-planta, possibilitando sua maior resisténcia aos efeitos da seca, atribuida a maior
area do solo explorada e ao melhor estado nutricional. Além disso, beneficiam a
agregacdo do solo, em razdo da rede bioldgica formada pelas hifas, sendo esses
agregados importantes para a protecdo das hifas dos fungos micorrizicos no solo
(MIRANDA, 2008; SMITH; READ, 2010).

O sucesso da relacdo de simbiose entre 0s micro-organismos e plantas é
reconhecido cientificamente, principalmente pela eficiente capacidade dos FMA em
ampliar a captacdo de agua e nutrientes. Naturalmente, otimizar tal simbiose é fator
chave para favorecer a superacdo das adversidades bidticas e abidticas pelas plantas
(PICCOLI et al., 2011).
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Analisar o desempenho fisioldgico e bioquimico de plantas de soja, associadas ao

FMA Glomus clarum, sob condi¢6es de cultivo com restri¢do hidrica.

4.2 Objetivos Especificos

Capitulo 1

Analisar o desempenho das cultivares ANTA82 e BRXDESAFIO de soja sob
déficit hidrico em simbiose com o fungo micorrizico arbuscular Glomus clarum;
Avaliar a condicdo fisioldgica das plantas de soja associadas ao FMA, na
auséncia de irrigacao;

Avaliar o crescimento de plantas de soja micorrizadas, cultivadas sob déficit
hidrico; e

Verificar a interacdo dos micro-organismos com as plantas em resposta ao

déficit hidrico.

Capitulo 2

Identificar o papel fisioldgico e bioquimico da tolerancia das plantas ao déficit
hidrico, associadas ao fungo Glomus clarum;

Quantificar o nivel de associacdo entre FMA e raizes de soja;

Quantificar o nimero de esporos presentes no solo; e

Verificar o potencial biotecnoldgico do FMA para a manutencdo das plantas de

soja em condicOes de seca.

Capitulo 3

Quantificar o conteldo de micro-organismos presentes no solo associados as
plantas;

Observar o desenvolvimento das plantas de soja em simbiose com 0 FMA no
campo; e

Avaliar a produtividade das plantas de soja em condi¢des de campo.
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CAPITULO 1

DESEMPENHO DE CULTIVARES DE SOJA ASSOCIADAS AO FUNGO
MICORRIZICO ARBUSCULAR Glomus clarum CULTIVADAS SOB DEFICIT
HIDRICO

Resumo:

A soja [Glycine max (L.) Merrill] possui grande importancia para o desenvolvimento do
agronegdcio, mas com o aquecimento global, tende-se a intensificar o déficit hidrico e
acarretar perdas de produtividades. Neste aspecto, os fungos micorrizicos arbusculares
(FMA) tornam-se uma estratégia para minimizar os efeitos do déficit hidrico e aumentar
a produtividade da cultura, pois, em simbiose com as plantas ampliam o crescimento do
sistema radicular, aumentando a absor¢do de agua e nutrientes. Diante do exposto,
objetivou-se com este trabalho avaliar o desempenho de cultivares de soja, sob déficit
hidrico em simbiose com o FMA Glomus clarum como alternativa de protecdo ao
déficit hidrico. Um experimento foi realizado em casa de vegetacdo, utilizando vasos de
3 L para o plantio, na presenca e auséncia da inoculagcdo de Glomus clarum. As
cultivares utilizadas foram ANTA82 e BRXDESAFIO, estas apresentam caracteristicas
diferentes em condicdo de déficit hidrico, sendo a primeira sensivel e a segunda
tolerante. O déficit hidrico (60% da capacidade de campo) foi imposto no estadio V3 de
desenvolvimento da soja, durante sete dias, para posteriormente realizar as analises
biométricas, medicbes fisioldgicas, potencial hidrico, contetdo de clorofila e
colonizacdo micorrizicas. O delineamento utilizado foi em blocos ao acaso, com 4
repeticdes e as médias obtidas foram submetidas a analise de variancia e comparadas
pelo teste Tukey (5%), utilizando o software SISVAR. Os resultados apontam que para
a cultivar ANTA82, que tem maior sensibilidade ao déficit hidrico, os FMA

contribuiram positivamente para que as plantas tolerassem mais tal tipo de estresse.

Palavras-chave: leguminosa, déficit hidrico, simbiose, FMA
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CHAPTER 1

PERFORMANCE OF SOYBEAN CULTIVARS ASSOCIATED WITH THE
ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI Glomus clarum CULTIVATED UNDER
DROUGHT STRESS

Abstract:

The soybean [Glycine max (L.) Merrill] is of great importance for the agribusiness
development, but the global warming tends to intensify the drought stress, and cause
productivity losses. In this aspect, arbuscular mycorrhizal fungi (FMA) become a
strategy to minimize the drought stress effects and increase crop productivity, because,
in symbiosis with plants, they increase the root system growth, increasing the
absorption of water and nutrients. In view of the above, the objective of this work was
to evaluate the performance of soybean cultivars under drought stress in symbiosis with
AMF Glomus clarum as an alternative to protect against drought stress. The experiment
was carried out in a greenhouse using 3 Liter pots per planting in the presence and
absence of Glomus clarum inoculation. The cultivars used were ANTA82 and
BRXDESAFIO, which showed different characteristics in drought stress condition,
being the first sensitive and the second tolerant. The drought stress (60% of the field
capacity) was imposed in the V3 stage of soybean development for seven days, to later
perform the biometric analyzes, physiological measurements, water potential,
chlorophyll content and mycorrhizal colonization. The experimental design was a
randomized complete block design with 10 replicates and the means obtained were
submitted to variance analysis and compared by Tukey test (5%) using the SISVAR
software. The results indicate that for the cultivar ANTA82, which has greater
sensitivity to the deficit, the AMF contributed positively to the plants tolerating the

effects of the drought stress.

Key words: legume, drought stress, symbiosis, AMF
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1. INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merrill] é a leguminosa mais importante do mundo,
principalmente por ser uma fonte de Oleo vegetal e proteina abundante, tornando-a,
assim, uma das espécies mais cultivadas (HARTMAN et al., 2011). Tem fundamental
importancia para a economia mundial, pois vem sendo utilizada pelo agronegdcio,
através de produtos e subprodutos oriundos da alta versatilidade de seus gréos,
principalmente na producdo de Gleo e racdo animal, sendo também empregada na
industria alimenticia e quimica e na producdo de biocombustivel (MASUDA,
GOLDSMITH, 2009).

O cultivo da soja vem aumentando no decorrer dos anos, mas, pela
sensibilidade destas plantas a condicGes de déficit hidrico, sdo observadas perdas
significativas na sua produtividade (BATES, 2008). Esta reducdo da producdo em
razdo da seca tende a se agravar mais, pois, de acordo com as alteragdes climaticas
previstas, o deficit hidrico poder4 ocorrer com maior frequéncia e intensidade
(SHEFFIELD; WOOD, 2007). Estas mudancas climéticas sdo atribuidas ao aumento
da temperatura da superficie global em 1,8 a 3,6 °C até o fim do século, tornando-se
um dos grandes desafios para a sociedade enfrentar (IPCC, 2017).

No Brasil, vém ocorrendo cada vez mais periodos de secas prolongadas
(BRANDO et al., 2010), e com o aquecimento global, poderd haver alteracbes
climaticas em regides que tém grande potencial de producdo de soja, além da tendéncia
de se agravar ainda mais nas regides onde ja ocorre o déficit hidrico (MANAVALAN
et al., 2009). Este estresse abidtico interfere diretamente no crescimento e
desenvolvimento das plantas (WU et al., 2013), podendo provocar a inibicdo da
fotossintese, em consequéncia da reducdo da assimilacdo de COz, em razdo do
fechamento estomaético, reduzindo, assim, a turgescéncia das células-guarda
(PINHEIRO; CHAVES, 2011), afetando o equilibrio da agua nas plantas (COSTA et
al., 2008). Estas alteracbes modificam o comportamento vegetal, assim, a
irreversibilidade dos efeitos do estresse vai depender da capacidade de resposta das
plantas (SAINT PIERRE et al., 2012).

A associa¢do dos fungos micorrizicos arbusculares (FMA) com plantas pode
protegé-las contra os efeitos associados ao déficit hidrico (BARZANA et al., 2012).
Este fendmeno ocorre pela formacéo de estruturas arbusculares no interior das raizes

das plantas hospedeiras, sendo o principal caminho de troca nutricional entre os fungos
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e 0 hospedeiro (ETEMADI et al., 2014), com um conjunto de hifas que atua no
trasnporte de agua proveniente do solo para as plantas (QUEREJETA et al., 2012).
Com isto, promove nas plantas aumento da eficiéncia do uso da agua (BARZANA et
al., 2012), em consequéncia das mudancas ocasionadas na retencdo de agua do solo
(DAYNES et al., 2013).

Os FMA estdo interligados as propriedades do solo, favorecendo a porosidade,
que tem importancia no fluxo de nutrientes e agua (WU et al., 2014). Com isto, vem
sendo relatada maior produtividade das plantas quando associadas aos FMA,
cultivadas em solo sob défcit hidrico (HABIBZADEH, 2015). A utilizacdo destes
organismos torna-se uma estratégia em potencial para aumentar a produtividade das
culturas, pelas contribuicdes dessa simbiose para as plantas (GIANINAZZI et al.,
2010). Neste aspecto, transformam-se em um grupo funcional que pode atribuir
substancial importancia para a produtividade das culturas na producédo agricolae na
sustentatiblidade dos ecossistemas (URCOVICHE et al., 2014).

Diante do exposto, o emprego de estudos para verificar o potencial que 0s
FMA proporcionam as plantas para tolerar os efeitos provocados pela reducdo da agua
no solo é de grande importancia para a manutencdo desses vegetais. Desta forma,
objetivou-se, com este experimento, avaliar as respostas fisiolégias das cultivares de
soja ANTA82 e BRXDESAFIO em condicdo de déficit hidrico, associadas ao fungo

micorrizico arbuscular Glomus clarum.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo do material vegetal e condicdes experimentais

Sementes de soja, cultivares ANTA82 e BRXDESAFIO, sensivel e tolerante ao
déficit hidrico, respectivamente, foram germinadas em vasos de 3 L contendo uma mistura
de solo e areia (v/v, na proporcdo 2:1) e crescidas em casa de vegetacdo do Laboratorio de
Ecofisiologia Vegetal do IF Goiano — Campus Rio Verde sob condi¢des naturais de luz,
umidade relativa (65-85 %) e temperatura a 27°C, dados obtidos atraves de datalogger
WatchDog A150 Series , método com base em Embrapa (2014).

Cada vaso foi pesado e adicionada a ele a mesma quantidade de mistura de solo.
De acordo com a analise quimica e fisica na Tabela 1S do material suplementar, foi feita a
calagem, aumentando a saturacéo por base para 60%, segundo recomendacdes para solo do
Cerrado (SOUSA; LOBATO, 1996).

2.2 Inoculacéo do fungo micorrizico arbuscular

O inoculante foi constituido por Glomus clarum, procedente da colecdo do
Laboratorio de Microbiologia do Solo da UNESP - Campus de llha Solteira, e doado ao
IF Goiano — Campus Rio Verde. As plantas foram inoculadas no orificio de semeadura

com 3,3 g de in6culo do FMA.

2.3 Inducdo do déficit hidrico em plantas de soja

As plantas foram cultivadas até a inducdo do déficit hidrico (DH) no estadio de
desenvolvimento vegetativo V3, até que o terceiro trifélio estivesse completamente
expandido, momento de realizacdo de duas avaliacdes, que ocorreram no 3° (DH-3dias) e
7° (DH-7dias) dia. Durante o experimento, foi adicionada agua até a capacidade de
campo em todos os vasos. A capacidade de campo foi determinada pelo método
gravimétrico, assim, os vasos foram pesados todos os dias e calculado o peso de agua
perdida. Em vasos irrigados, foi adicionado 100% da capacidade de campo, quantidade
suficiente para ndo encharcar o solo, enquanto aos vasos submetidos ao déficit hidrico

foi adicionados 60% de adgua do volume perdido a cada dia, durante o periodo de déficit.

2.4 Avaliacoes
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2.4.1Potencial hidrico

O potencial hidrico foliar (Yw) foi medido na antemanha, utilizando uma bomba
de pressdo tipo Scholander. A determinagdo consistiu na coleta de amostras de folhas
completamente expandidas e, em seguida, colocadas na camara da bomba de presséo,
onde foi aplicada pressdo até ocorrer exsudagdo da &gua pelo corte feito no peciolo da
folha, visualizado com auxilio de uma lupa, para a leitura da pressdo aplicada
(SCHOLANDER et al.,1965).

2.4.2 Medicdes fisioldgicas

A caracterizagdo fisioldgica foi feita em condi¢6es normais e sob déficit hidrico em
folhas completamente expandidas ao atingir o estadio vegetativo V3 no periodo de 8:00 as
11:00h. Essas determinacGes permitem avaliar a extensdo das alteragcdes no controle da
abertura estomaética em resposta ao status hidrico do solo e suas consequéncias no
metabolismo fotossintético da folha. A analise dos parametros ligados a fotossintese foi
feita utilizando um sistema de determinacdes da concentracdo de gases no infravermelho
(IRGA, Li-Cor - Li6400 XT). Parametros como taxa fotossintética liquida (A umol CO>
m2 s1), condutancia estomatica (gs mol H.0 m s1), concentragdo interna e externa de
CO2 (Ci/Ca), transpiracdo (E mmol m? s?), eficiéncia do uso da agua (WUE pumol CO;
mmol H,0™) e eficiéncia intrinseca do uso da agua (WiUE pumol CO, mmol H201) foram
determinados em todos os tratamentos. Foram utilizados 1000 pmol m2 s - de irradiancia

durante todo o experimento.

2.4.3Medicéo da fluorescéncia da Clorofila a

As variaveis de fluorescéncia da clorofila a foram obtidas com auxilio do IRGA
(L1-6400xt, LI-COR) na mesma area da folha em que foram feitas as medic¢Oes das trocas
gasosas. Os sinais de fluorescéncia em todos os pontos da area foliar analisada foram
capturados por uma camera CCD (Charge Coupled Device) acoplada ao aparelho. Para as
avaliacOes, as folhas foram adaptadas ao escuro para que os centros de reacdo estivessem
completamente abertos (todos os aceptores primarios oxidados) com perda de calor
minima. As variaveis de inducdo da fluorescéncia obtidas foram fluorescéncia inicial (FO)
e fluorescéncia maxima (Fm) e, a partir desses valores, foi obtido o rendimento quantico
potencial do fotossistema Il (FSII), Fv/Fm= (Fm-FO)/Fm (GENTY et al., 1989). As

variaveis da fase lenta de inducdo da fluorescéncia foram obtidas sequencialmente com a
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aplicacdo de uma iluminacdo actinica e um pulso de luz actinica saturante para a
determinacdo das variaveis: fluorescéncia em amostra adaptada a luz antes do pulso de
saturacdo (F) e fluorescéncia maxima em amostra adaptada a luz (Fm”). A partir desses
parametros, foi possivel calcular a fluorescéncia minima do tecido vegetal iluminado, FO’=
FO/[((FM-FO/Fm)+(FO/Fm’)] (OXBOROUGH; BAKER, 1997). O rendimento quantico
efetivo de conversdo fotoquimica de energia no PSII, Yll= (Fm’-F)/Fm’, foi calculado de
acordo com Genty et al.(1989) e Hendrickson et al.(2004). Também foi feito o calculo do
coeficiente de dissipacdo ndo fotoguimico, NPQ= [(Fm-Fm’)/Fm’], por fim, o YII foi
utilizado ainda para estimar a taxa aparente de transporte de elétrons, ETR = YII.
PAR.0,84.0,5 (BILGER et al., 1995), em que PAR ¢ o fluxo de fétons (n mol m271)
incidente sobre a folha, 0,5 é o valor correspondente a fracdo de energia de excitacdo
distribuida para o FSIl (LAISK; LORETO, 1996) e 0,84 ¢ o0 valor correspondente a
fracdo de luz incidente absorvida pelas folhas (EHLERINGER, 1981).

2.4.4Determinacdo do conteudo de clorofila

O conteudo de carotenoides, clorofila a, b e total foi determinado em
espectrofotdmetro de UV-VIS (modelo Evolution 60S, Thermo Fisher Scientific Inc., MA,
EUA) a 480; 649,1 e 665,1 nm, respectivamente, apds a extracdo dos pigmentos de trés
discos foliares de 0,5 cm com 5 mL de CaCOgz saturado em DMSO por 24 h em banho-
maria a 65 °C. A clorofilaa (Cla = 12.4. Aees1—3.62. Asag1) € a clorofilab (Clb=
25.06. A 640.1—6,50. A 6651) foram calculadas de acordo com Wellburn (1994). Os valores

de clorofilas a, b e totais nas folhas foram expressos em unidades de area (ug cm™).

2.4.5Parametros Biométricos e obtencdo da massa seca

Na avaliacdo experimental antes da separacdo das plantas em caule folhas e raizes,
foram feitas medicBGes biométricas de altura e didmetro do caule. Em seguida, os caules,
folhas e raizes foram secs em estufa a 65 °C com circulacdo de ar forcada até massa

constante para obtencdo de massa seca separadamente.

2.4.6 Observacao de associacdo entre fungos e raizes de soja

Para determinacdo da colonizagéo radicular, fragcoes de aproximadamente 0,4 g de
raizes das plantas de cada tratamento foram separadas e conservadas em solugéo alcoodlica
(50% de etanol). As amostras de raizes previamente mantidas em alcool 50% foram

despigmentadas pelo método de Koskey e Gemma (1989) modificado. As raizes foram
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imersas em KOH (2%) e aquecidas em estufa a 90 °C por 120 minutos. Logo apds, as
raizes foram lavadas com &gua destilada e novamente aquecidas em uma nova solucéo de
HCI (1%) por 30 minutos. Em seguida, as raizes foram coradas com o corante azul de
tripano (0,05%) em lactoglicerol (PHILLIPS; HEYMAN, 1970) e aquecidas por 10
minutos.

O percentual de colonizacéo radicular foi avaliado pela confecgéo de laminas para
microscopia com fragmentos das raizes, visualizando as estruturas em microscopio éptico

com aumento de 200 vezes, conforme McGonigle et al. (1990).

2.5 Analise Estatistica

Os vasos foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado com 4
repeticdes e atribuidos os seguintes tratamentos: 1) ANTA82 na auséncia do FMA sob
condigdes irrigadas; 2) ANTAS82 na auséncia do FMA sob condic¢Bes de déficit hidrico; 3)
ANTABS82 inoculadas (Glomus clarum) sob condi¢6es irrigadas; 4) ANTAS82 inoculadas
(Glomus clarum) sob condic¢des de déficit hidrico; 5) BRXDESAFIO na auséncia do FMA
sob condicdes irrigadas; 6) BRXDESAFIO na auséncia do FMA sob condicgdes de déficit
hidrico; 7) BRXDESAFIO inoculadas (Glomus clarum) sob condicGes irrigadas; e 8)
BRXDESAFIO inoculadas (Glomus clarum) sob condicGes de déficit hidrico. Os dados
foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste Tukey (5%),
utilizando o software SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2011).

3. RESULTADOS

3.1 Potencial hidrico

O potencial hidrico no DH-3dias da cultivar ANTA82, para as plantas sem
inoculante de FMA sob condicdo de déficit hidrico, Figura 1A, foi de Yw -0,81 Mpa, e
revelou reducdo significativa do seu status hidrico em comparagdo com as plantas
inoculadas com Glomus clarum em condicdo de déficit hidrico. O potencial hidrico de Yw
-0,34 Mpa  foi semelhante as plantas irrigadas com e sem FMA (Yw -0,25; 0,21 Mpa),
respectivamente. No DH-7dias, as plantas inoculadas com FMA em condicdo de déficit
hidrico, Figura 1A, mantiveram seu potencial Yw -0,59 Mpa semelhante as plantas sob
plena irrigacdo com inoculante (Yw -0,22 Mpa) e sem FMA (Yw -0,32 Mpa),
diferenciando-se das plantas sem FMA, sob condi¢cdo de déficit hidrico, tendo obtido

baixo potencial hidrico, Yw -0,80 Mpa.
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As plantas da cultivar BRXDESAFIO no DH-3dias, inoculadas com o fungo sob
condicdo de déficit hidrico, Figura 1B, também mantiveram o potencial hidrico Yw -0,26
Mpa, semelhante as plantas irrigadas com FMA (Yw -0,22 Mpa) e sem o indculo (Yw -
0,30 Mpa), diferindo significativamente das plantas sem FMA sob condicdo de déficit,
que, com menor potencial hidrico Yw -0,60 Mpa, obtiveram menor contetdo hidrico que
as demais. No DH-7dias, o fungo contribuiu positivamente para as plantas com FMA sob
condicdo de déficit hidrico, Figura 2B, ao induzir potencial hidrico (Yw -0,44 Mpa)
similar as plantas irrigadas com e sem FMA (Yw -0,20, -0,22 Mpa, respectivamente),
tendo o destaque ficado pela grande diferenca de potencial entre as plantas irrigadas e as
plantas sem FMA sob condicéo de deéficit hidrico (Yw -0,71 Mpa).
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Figura 1: Potencial hidrico (ANTA82=A) (BRXDESAFIO=B) em plantas de soja com e sem inoculagdo
sob irrigacdo e déficit hidrico por 3 (DH- 3 dias) e 7 (DH- 7 dias) dias. -FMA/WW?= plantas ndo inoculadas
sob irrigagdo, -FMA/DS = plantas ndo inoculadas sob déficit hidrico, +FMA/WW= plantas inoculadas sob
irrigacdo, +FMA/DS= plantas inoculadas sob déficit hidrico. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste Tukey (5%).

3.2 Parametros biométricos

Para os parametros biométricos da cultivar ANTA82 no DH-7dias, as plantas sem
FMA sob condicdo de déficit hidrico, Figura 2A, tiveram sua altura significativamente
reduzida (18,13 cm) em comparacdo com as plantas irrigadas com FMA (19,00 cm) e sem
inoculante (20,25 cm). Para as plantas inoculadas em condicdo de déficit hidrico (18,30
cm), o fungo contribuiu para que sua altura fosse semelhante a altura das plantas
irrigadas com FMA (Figura 2A). Ja para o DH-3dias, ndo se observou diferenca entre 0s

tratamentos para a altura de plantas (Figura 2A).
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A éarea foliar na cultivar ANTA82 no DH-7dias foi significativamente maior para
as plantas irrigadas com FMA (254,03 cm?) e sem FMA (245,84 cm?), Figura 2E, do que
para as plantas em condicdo de déficit hidrico com e sem FMA, 205,27 e 192,84 cm?,
respectivamente. Ja no DH-3dias, ndo foi observada diferenca para a area foliar (Figura
2E). Por fim, o diametro, Figura 2C, e a massa seca, Figura 2G, né&o diferiram entre os
tratamentos tanto no DH-3dias como no DH-7dias.

Os parametros biométricos na cultivar BRXDESAFIO indicaram que, para a area
foliar em DH-3dias, o FMA induziu que as plantas em condicdo de déficit hidrico com
inoculagdo do FMA tivessem significativamente area foliar (225,16 cm?), Figura 2F,
semelhante as plantas irrigadas sem FMA (239,47 cm?) e as plantas com FMA irrigadas
(255,23 cm?). Ainda em comparacdo com as plantas inoculadas irrigadas que obtiveram
maior area foliar, evidenciou-se ser significativamente maior do que as plantas sem FMA
sob condicdo de déficit hidrico (189,46 cm?2). J& no DH-7dias, Figura 2F, a &rea foliar ndo
diferiu entre os tratamentos.

A massa seca na cultivar BRXDESAFIO em DH-7dias foi significativamente
superior as plantas irrigadas com FMA (10,71 g), Figura 2H, em comparacdo com as
plantas em condicdo de déficit hidrico sem FMA (5,99 @), ao apresentar 0 menor indice
entre todos os tratamentos. Importante relevar a contribuicdo do FMA para massa seca das
plantas inoculadas sob condi¢do de déficit hidrico (7,2 g) ao apresentar semelhanca com as
plantas irrigadas sem FMA (9,99), enquanto no DH-3dias, Figura 2H, ndo se evidenciou
diferenca entre os tratamentos. Por fim, a altura, Figura 2B, e o didmetro, Figura 2D, néo
diferiram entre os tratamentos nas condigdes de DH-3dias e DH-7dias.
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Figura 2: Altura (ANTA82=A) (BRXDESAFIO=B), didmetro (ANTA82=C) (BRXDESAFIO=D), area
foliar total (ANTA82=E) (BRXDESAFIO=F), massa seca folha (ANTA82=G) (BRXDESAFIO=H) em
plantas de soja com e sem inoculacdo sob irrigacdo e déficit hidrico por 3 (DH- 3 dias) e 7 (DH- 7 dias)
dias. -FMA/WW?= plantas ndo inoculadas sob irrigacdo, -FMA/DS = plantas ndo inoculadas sob déficit
hidrico, +FMA/WW?= plantas inoculadas sob irrigacdo, +FMA/DS= plantas inoculadas sob déficit hidrico.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (5%).
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3.3 Determinacdo do contetdo de clorofila

Para contetdo de clorofila da cultivar ANTA82 no DH-3dias, os fungos
micorrizicos beneficiaram maior concentracdo de clorofila a nas plantas para os
tratamentos com FMA em condicdo de déficit hidrico (26,09 pg cm™), Figura 3A, e
irrigadas (25,05 pug cm?), que, mesmo em valor maior, se assemelhou as plantas
irrigadas sem FMA (18,53 ug cm™), evidenciando teor significativamente superior as
plantas em condicéo de déficit hidrico sem FMA (12,77 pg cm™). Este beneficio também
foi verificado no DH-7dias, tendo as plantas inoculadas sob irrigacdo (24,17 pg cm™) e
em condicdo de déficit hidrico (22,79 ng cm™), Figura 3A, diferido significativamente
com maior teor do que as plantas em déficit hidrico sem FMA (12,05 ug cm™), e para as
planta irrigada sem FMA (21,60 pg cm™), sua concentracio foi similar as plantas
inoculadas.

A concentracdo de clorofila b na cultivar ANTA82 no DH-3dias mostrou teor de
10,95 pg cm™ nas plantas em condicéo de déficit hidrico com FMA, Figura 3C, e de 9,66
ug cm?em plantas irrigadas com FMA, significativamente superior em comparagdo com
as plantas em condicdo de déficit hidrico sem FMA, que obtiveram apenas 5,54 pg cm™
de clorofila b. O FMA contribuiu positivamente na concentracdo desse pigmento nas
plantas com FMA em condi¢cdo de déficit hidrico, pois tambeém diferiu das plantas
irrigadas sem FMA (7,22 pg cm™). No DH-3dias, também foi observado que o teor de
clorofila b foi significativamente superior em plantas com FMA sob condicdo de déficit
hidrico (9,48 ug cm™), Figura 3C, em comparagdo com as plantas em déficit sem FMA
(6,36 ug cm?), diferenca evidenciada pela similaridade da concentragdo dessas plantas
com FMA sob déficit hidrico com as plantas irrigadas com FMA (8,84 pg cm?) e sem
inoculante (8,78 pg cm™).

Para contetdo de clorofila total da cultivar ANTA82 no DH-3dias, Figura 3E,
houve maior incremento desses pigmentos nas plantas com FMA em condicao de déficit
hidrico (37,34 pg cm?) e sob irrigacdo (34,71 pg cm?), embora se assemelhasse as
plantas irrigadas sem FMA (25,75 ug cm™),  significativamente superior as plantas sem
FMA sob condigdo de déficit hidrico (18,31 pg cm™). Em relacdo ao DH-7dias, também
apresentou valores maiores para as plantas com FMA em condi¢do de déficit hidrico
(32,27pg cm™?) e irrigadas (33,01 pg cm?), Figura 3E, porém significativamente
semelhante as plantas irrigadas sem FMA (30,38 pg cm™) e superiores em comparagio

com as plantas sem FMA sob condic&o de déficit hidrico (18,41 ug cm).
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Para contetdo de carotenoide na cultivar ANTA82 em DH-7dias, foi verificado
que plantas com FMA sob condicdo de déficit hidrico, Figura 3G, obtiveram teor de

2, significativamente similar as plantas irrigadas com FMA (6,56 pg cm™?) e

7,11 ug cm’
sem inoculante (5,94 pg cm), e superior as plantas sem FMA sob déficit hidrico (4,32 pg
cm), enquanto em relagdo ao DH-3dias, Figura 3G, ndo diferiu entre os tratamentos.

O contetdo de clorofila a da cultivar BRXDESAFIO no DH-3dias mostrou
importancia do FMA para a concentracdo de clorofila a nas plantas com FMA em
condigao de déficit hidrico, cuja concentracio (24,47 pg cm), Figura 3B, foi semelhante
as plantas irrigadas com FMA (30,14 pg cm™) e as plantas irrigadas sem FMA (18,46 ug
cm?), mesmo tendo valor maior em relagdo a esta Ultima. Esse importante papel do
fungo pode ser referido pelo baixo valor de clorofila nas plantas em condicdo de déficit
hidrico sem FMA, concentrando apenas (11,86 ug cm™) de clorofila a. No DH-7dias,
também foram observados os mesmos indicios, em que plantas em condicdo de déficit
hidrico com FMA tiveram seu valor de clorofila (25,02 ug cm™2) semelhante as plantas
irrigadas com FMA (31,61 pg cm?) e sem FMA (16,85 pg cm™). As plantas em déficit
hidrico sem FMA tiveram significativamente baixa concentracio (11,22 pg cm?),
indicando menor atividade na absorcéo de luz e, em consequéncia, menor transferéncia de
elétrons para o centro de reacao.

Em relacdo a concentracdo de clorofila b da cultivar BRXDESAFIO no DH-
3dias, as plantas em condicdo de déficit hidrico sem FMA obtiveram 5,93 pg cm?, de
clorofila b, Figura 3D, diferenciando-se das demais, que obtiveram  menor
concentracdo. Nas plantas em condicdo de déficit hidrico com FMA, a concentracdo de
9,85 ug cm foi semelhante a concentragdo das plantas irrigadas sem FMA (8,11 pg cm
2) e das plantas inoculadas (11,55 pg cm™). Em relagdo ao DH-7dias, a concentragio de

12,59 pg cm?

nas plantas com FMA em condi¢do de déficit hidrico foi
significativamente superior as plantas ndo inoculadas com FMA irrigadas (7,07 ug cm™) e
em déficit hidrico (5,95 pg cm™). Em comparagio com as plantas sob irrigagdo (10,01 pg
cm?), foram semelhantes. A concentracdo de clorofila total nesta cultivar, Figura 3F, ndo
diferiu entre os tratamentos nas condi¢Ges de DH-3dias e DH-7dias.

A concentracdo de carotenoides da cultivar BRXDESAFIO no DH-3dias foi
maior nas plantas inoculadas com FMA irrigadas (7,57 pg cm™) e sob condicéo de déficit
hidrico (6,59 ug cm™), Figura 3H, semelhante as plantas irrigadas sem FMA (5,46 pg cm’
2) e significativamente superior em comparacdo com as plantas em déficit hidrico sem

inoculante de FMA (4,30 pg cm™). No DH-7dias, também houve diferenca entre as
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plantas inoculadas com FMA e as ndo inoculadas. As plantas inoculadas em condigéo de
déficit hidrico (8,08 pg cm™), Figura 3H, foram significativamente superiores em
comparagdo com as plantas sem FMA irrigadas (4,33 pg cm) e sob déficit hidrico (3,90

ug cm?), mas semelhantes as plantas inoculadas irrigadas (6,24 pg cm™).
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Figura 3: Concentracdo de clorofila a (ANTA82=A) (BRXDESAFIO=B), clorofila b (ANTA82=C)
(BRXDESAFIO=D), total de clorofila (ANTA82=E) (BRXDESAFIO=F), total de carotenoides
(ANTA82=G) (BRXDESAFIO=H) em plantas de soja com e sem inoculagédo sob irrigacdo e déficit hidrico
por 3 (DH- 3 dias) e 7 (DH- 7 dias) dias. -FMA/WW?= plantas ndo inoculadas sob irrigacdo, -FMA/DS =
plantas ndo inoculadas sob déficit hidrico, +FMA/WW-= plantas inoculadas sob irrigacdo, +FMA/DS=
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plantas inoculadas sob déficit hidrico. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
Tukey (5%).

3.4 Medicdes fisioldgicas

Na avaliacdo de trocas gasosoas da cultivar ANTAS82, a condutancia estomética
em DH-3dias apresentou maior valor para as plantas irrigadas sem inoculacdo de FMA
(0,21 mol H20 m2 s 1), Figura 4C, significativamente maior que nas plantas em déficit
hidrico sem inoculacio de FMA (0,08 mol H,O m? s!) e semelhante as plantas
inoculadas com FMA em condigéo irrigada (0,18 mol H,O m™? s ) e sob déficit hidrico
(0,13 mol H20 m? s 1). No DH-7dias, Figura 4C, os tratamentos n&o diferiram entre si.
A taxa fotossintética (A), Figura 4A, a transpiracdo (E), Figura 4E, a Ci/Ca, Figura 4G, a
eficiéncia do uso da agua (EUA), Figura 41, e a eficiéncia intrinseca do uso da agua
(EiUA), Figura 4K, na cultivar ANTA82 ndo diferiram entre os tratamentos nas
condic¢des de DH-3dias e DH-7dias.

Para as avaliacdes fisioldgicas na cultivar BRXDESAFIO, a taxa fotossintética
(A) em DH-3dias obteve maior valor para as plantas irrigadas com FMA (8,47 umol CO
m? s 1), Figura 4B, similar as plantas inoculadas com FMA em condicdo de déficit
hidrico (6,52 pmol CO, m2s 1) e as plantas irrigadas sem FMA (5,15 pmol COz; m?s -
1Y e superior as plantas em déficit hidrico sem FMA (3,01 pumol CO2 m? s ). No DH-
7dias, foi observada a importancia dos fungos micorrizicos para as plantas, que tiveram
taxa fotossintética significativamente semelhante as plantas inoculadas com FMA sob
irrigacdo (7,94 pmol CO2 m? s 1) e sob condicio de déficit hidrico (5,53 umol CO, m?s
1), Figura 4B, e superior as plantas ndo inoculadas com FMA irrigadas, 3,88 pmol
CO,m?s, eem déficit hidrico, 3,31 pmol CO2 m?s ™.

A transpiragéo (E) da cultivar BRXDESAFIO em DH-7dias foi maior nas plantas
irrigadas com FMA (2,19 mmol m? s 1), Figura 4F, e sem FMA (2,43 mmol m2 s ),
guando em comparacdo com as plantas em condicdo de déficit hidrico sem FMA (1,19
mmol m? s 1) e para as plantas inoculadas com FMA em condicdo de déficit hidrico
(1,48 mmol m?s 1), destacando-se pela semelhanga com as plantas irrigadas inoculadas
no DH-3dias, Figura 4F, que ndo diferiu entre os tratamentos.

O Ci/Ca da cultivar BRXDESAFIO no DH-3dias foi semelhante entre as plantas
inoculadas com FMA sob condicdo de déficit hidrico (0,82) e irrigadas (0,80), Figura 4H,
além das plantas irrigadas sem FMA (0,81). O destaque ficou para atribuicdo do FMA as

plantas inoculadas em condicdo de déficit hidrico, que foi significativamente superior as
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plantas ndo inoculadas com FMA em condi¢do de déficit hidrico (0,69). No DH-7dias,
também se observou semelhanca entre as plantas em condicdo de déficit hidrico sob
inoculacdo do FMA (0,72), Figura 4H, e as plantas irrigadas com FMA (0,77) e sem FMA
(0,78), sendo que as plantas ndo inoculadas com FMA em condicdo de déficit hidrico
(0,63) foram significativamente inferiores em comparagdo com as plantas irrigadas sem
FMA.

A eficiéncia do uso da agua (EUA) na cultivar BRXDESAFIO em DH-7dias nas
plantas inoculadas com FMA em condic&o de déficit hidrico (5,38 pumol CO2 mmol H,0™Y),
Figura 4J, foi significativamente superior as plantas ndo inoculadas com FMA em
condicéo de déficit hidrico (2,80 pmol CO, mmol H20™?) e irrigadas (1,54 umol CO, mmol
H,0™?), além de se assemelhar as plantas irrigadas sob inoculagdo do FMA (4,02 umol
CO2 mmol H,0%). Ja no DH-3dias, Figura 4J, a concentracdo nao diferiu entre os
tratamentos. Por fim, a condutancia estomatica (gs), Figura 4D, e a eficiéncia intrinseca do
uso da agua (EiUA), Figura 4L, ndo diferiram entre os tratamentos, tanto no DH-3dias

como no DH-7dias.
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ANTAS82 BRXDESAFIO

EUA (umol CO2 mmol Hy0'™))
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Figura 4: Taxa fotossintética (ANTA82=A) (BRXDESAFIO=B), condutancia estomatica (ANTA82=C)
(BRXDESAFIO=D), transpiracdo (ANTA82=E) (BRXDESAFIO=F), concentracdo interna e externa de
CO,; (ANTA82=G) (BRXDESAFIO=H), eficiéncia do uso da &gua (ANTA82=I) (BRXDESAFIO=)),
eficiéncia intrinseca do uso da dgua (ANTA82=K) (BRXDESAFIO=L) em plantas de soja com e sem
inoculacédo sob irrigacdo e déficit hidrico por 3 (DH- 3 dias) e 7 (DH- 7 dias) dias. -FMA/WW= plantas ndo
inoculadas sob irrigacdo, -FMA/DS = plantas ndo inoculadas sob déficit hidrico, +FMA/WW= plantas
inoculadas sob irrigagdo, +FMA/DS= plantas inoculadas sob déficit hidrico. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (5%).

3.5 Fluorescéncia da Clorofila a

Os resultados mostraram para a cultivar ANTA82 que a fluorescéncia inicial (FO)
em DH-7dias nas plantas irrigadas sem inoculante de FMA (311,25), Figura 5E, foi
significativamente superior as planas inoculadas com FMA em condicdo de déficit hidrico
(230,50) e sob irrigacdo (221,00), como tambem as plantas em condicdo de deficit
hidrico sem FMA (188,00), enquanto para DH-3dias, Figura 5E, a fluorescéncia inicial
(FO) néo diferiu entre os tratamentos.

O rendimento quantico méximo potencial do FSII (Fv/Fm) na cultivar ANTAS82
no DH-7dias as plantas irrigadas com FMA (0,76) e sem FMA (0,76), Figura 5G, foi
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significativamente superior as plantas sem inocula¢do sob déficit (0,66), mas similar as
plantas inoculadas com FMA em condicdo de déficit hidrico (0,73), enquanto para DH-
3dias, Figura 5G, né&o houve diferenca entre os tratamentos.

O coeficiente de dissipacdo ndo fotoquimico (NPQ) na cultivar ANTA82 no DH-
3dias, Figura 51, apresentou alto valor para as plantas sem FMA sob condicgdo de déficit
hidrico (1,42), significativamente superior as plantas inoculadas com FMA em condi¢&o
de déficit hidrico (0,65) e irrigadas (0,51) e similar as plantas irrigadas sem FMA (1,17).
No DH-7dias, Figura 51, ndo se evidenciou diferenca entre os tratamentos. Por fim, o
rendimento quéntico efetivo do FSII (Y1I), Figura 5A, e o transporte de elétrons (ETR),
Figura 5C, da cultivar ANTAB82 ndo diferiram entre os tratamentos nas condic¢oes de DH-
3dias e DH-7dias.

Na cultivar BRXDESAFIO, o rendimento quantico maximo potencial do FSII
(Fv/Fm) em DH-3dias mostra que as plantas inoculadas com FMA sob condicdo de déficit
hidrico (0,74), Figura 5G, e irrigadas (0,74) séo significativamente semelhantes as plantas
irrigadas sem FMA (0,64) e superiores as plantas sem FMA sob condicdo de déficit
hidrico (0,59). No DH-7dias, Figura 5G, ndo se evidenciou diferenca entre o0s
tratamentos.

O coeficiente de dissipacdo ndo fotoquimico (NPQ) na cultivar BRXDESAFIO
em DH-3dias indicou semelhanca entre as plantas em condi¢do de déficit hidrico sem
FMA (1,72), Figura 5J, e com FMA (1,29), além das plantas irrigadas com inoculante de
FMA (1,13). As plantas em déficit hidrico em inoculagdo de FMA foram
significativamente superiores as plantas irrigadas sem FMA (0,36). No DH-7dias, as
plantas em condi¢cdo de déficit hidrico sem FMA (1,47), Figura 5J, foram
significativamente superiores as plantas inoculadas com FMA em condicdo de déficit
hidrico (0,66) e irrigadas (0,42), além das plantas irrigadas sem FMA (0,45). Por fim, o
rendimento quantico efetivo do FSII (YII), Figura 5B, o transporte de elétrons (ETR),
Figura 5D, e a fluorescéncia inicial (FO), Figura 5F, ndo diferiram entre os tratamentos
nas condic¢des de DH-3dias e DH-7dias.
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Figura 5: Rendimento quéntico efetivo do FSII (ANTA82=A) (BRXDESAFIO=B), transporte de elétrons
(ANTA82=C) (BRXDESAFIO=D), Fluorescéncia inicial (ANTA82=E) (BRXDESAFIO=F), rendimento
guantico maximo potencial do FSII (ANTA82=G) (BRXDESAFIO=H) e coeficiente de dissipacdo néo-
fotoquimico (ANTA82=l) (BRXDESAFIO=J) em plantas de soja com e sem inoculacdo sob irrigacdo e
déficit hidrico por 3 (DH- 3 dias) e 7 (DH- 7 dias) dias. -FMA/WW-= plantas ndo inoculadas sob irrigacéo, -
FMA/DS = plantas ndo inoculadas sob déficit hidrico, +FMA/WW= plantas inoculadas sob irrigacao,
+FMA/DS= plantas inoculadas sob déficit hidrico. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste Tukey (5%).

3.6 Massa seca da raiz

A massa seca da raiz na cultivar ANTA82 e BRXDESAFIO, Figura 6, néo

diferiu entre os tratamentos nas condi¢6es de DH-3dias e DH-7dias.

ANTAS2 BRXDESAFIO
6 6
. FMA/WW Al B
[ -FMA /DS a a a a
B +FMA / WW
5 1= +rma/Ds a 2 a2 2 a a a PS5
= a a Z
2 a
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DH- 3 dias DH- 7 dias DH- 3 dias DH- 7 dias

Figura 6: Massa seca do sistema radicular (ANTA82=A) (BRXDESAFIO=B) em plantas de soja com e
sem inoculacdo sob irrigacao e déficit hidrico por 3 (DH- 3 dias) e 7 (DH- 7 dias) dias. -FMA/WW= plantas
ndo inoculadas sob irrigacdo, -FMA/DS = plantas ndo inoculadas sob déficit hidrico, +FMA/WW-= plantas
inoculadas sob irrigacdo, +FMA/DS= plantas inoculadas sob déficit hidrico. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (5%)

3.7 Colonizacédo micorrizica

O percentual de colonizacdo na cultivar ANTA82 em DH-7dias, Figura 7A, foi
significativamente semelhante entre as plantas inoculadas com FMA sob condicdo de
déficit hidrico (19,50 %) e entre as plantas com FMA sob irrigacdo (12,25 %), e
superiores as plantas sem inoculagdo de FMA em irrigacdo (3,75 %) e sob condicdo de
déficit hidrico (4,50 %), enquanto em DH-3dias, Figura 7A, ndo diferiu entre os

tratamentos.
O percentual de colonizacdo na cultivar BRXDESAFIO, Figura 7B, né&o diferiu

entre os tratamentos nas condicdes de DH-3dias e DH-7dias.
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Figura 7: Avaliagdo do percentual de colonizagdo micorrizica (ANTA82=A) (BRXDESAFIO=B) em
plantas de soja com e sem inoculacdo sob irrigagdo e déficit hidrico por 3 (DH- 3 dias) e 7 (DH- 7 dias)
dias. -FMA/WW?= plantas ndo inoculadas sob irrigacdo, -FMA/DS = plantas ndo inoculadas sob déficit
hidrico, +FMA/WW?= plantas inoculadas sob irrigacdo, +FMA/DS= plantas inoculadas sob déficit hidrico.
Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (5%).

Imagem de laminas microscopicas das raizes de soja (ANTA82) indica a

colonizacdo micorrizica pelo FMA pela presenca de arbusculos (Figura 8).

ANTASR2
AMEF- AMF+

200 pm ] 1 um

Figura 8: Imagem do cértex radicular indicando a colonizagdo dos fungos micorrizicos em plantas de soja,
cultivar ANTA82, com e sem inoculagdo de FMA, em condi¢do de irrigagdo e déficit hidrico. Ar =
arbusculos, WW= plantas em condicdo de irrigagdo, DS= plantas em condi¢do de déficit hidrico, +AMF=
plantas inoculadas com FMA, -AMF= plantas sem inoculacdo de FMA.
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Imagem de laminas microscopicas das raizes de soja (BRXDESAFIO) indica a

colonizagdo micorrizica pelo FMA pela presenca de arbdsculos (Figura 8).

BRXDESAFIO

WWw

200 pm ~200 pm

Figura 9: Imagem do cdrtex radicular indicando a colonizagdo dos fungos micorrizicos em plantas de soja,
cultivar BRXDESAFIO, com e sem inoculagcdo de FMA, em condicdo de irrigacdo e déficit hidrico. Ar =
arbusculos, WW= plantas em condicdo de irrigagdo, DS= plantas em condi¢do de déficit hidrico, +AMF=
plantas inoculadas com FMA, -AMF= plantas sem inoculagdo de FMA.

3.8 Avaliacéo nutricional

A concentragdo de macronutrientes obtida no DH-3dias, Tabela 2, em folhas da
cultivar ANTA82 mostra que, para nitrogénio (N) em plantas inoculadas com FMA sob
irrigacdo, o teor de 4,88% foi superior as plantas em condicdo de déficit hidrico sob
inoculagdo de FMA (3,75%) e ndo inoculadas (3,68%), bem como superior as plantas
irrigadas sem inoculacdo de FMA (2,83%). O conteudo de fosforo (P) nas plantas
inoculadas com FMA em déficit hidrico (0,16%) foi semelhante as plantas irrigadas sob
inoculagdo de FMA (0,12%) e nédo inoculadas (0,13%) e significativamente superior as
plantas ndo inoculadas com FMA em déficit hidrico (0,11). A concentragdo de potassio
(K) nas plantas inoculadas com FMA em déficit hidrico (1,32%) assemelhou-se as
irrigadas (1,18%) e foi significativamente superior as plantas sem inoculacdo de FMA sob
condicdo de irrigacdo (1,10%) e em déficit hidrico (1,02%). O conteudo de célcio (Ca),
magnésio (Mg) e enxofre (S) ndo difereriu entre os tratamentos.

Nas raizes da cultivar ANTA82, observa-se que 0 nitrogénio nas plantas
inoculadas com FMA sob irrigacdo (3,30%) se assemelhou as plantas em déficit hidrico

(2,98%) e significativamente superior as plantas sem inoculagdo do FMA em condicédo de
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déficit hidrico (2,85%) e sob irrigacdo (2,35%), enquanto a concentracdo de P, K, Ca,
Mg e S ndo diferiu entre os tratamentos.

Na cultivar BRXDESAFIO, a concentracdo de nitrogénio nas folhas das plantas
irrigadas sem inoculacdo de FMA (4,50%) foi superior as plantas inoculadas com FMA
sob déficit hidrico (3,97%) e irrigadas (3,90%), além das plantas sem inoculante de FMA
em condicdo de déficit hidrico (4,08%). A concentracdo de P, K, Ca, Mg e S ndo diferiu
entre os tratamentos. Para as raizes, a concentracdo de N, P, K, Ca, Mg e S nao diferiu

entre os tratamentos.

Tabela 1: Concentragdo de macronutrientes em folhas e raizes de soja nas cultivares ANTA82 e
BRXDESAFIO na primeira coleta em plantas de soja com e sem inoculacdo sob irrigacdo e déficit hidrico
por 3 (DH-3dias). N= nitrogénio, P= fésforo, K= potassio, Ca= célcio, Mg= magnésio, S= enxofre, -
FMA/WW-= plantas ndo inoculadas sob irrigacdo, -FMA/DS = plantas ndo inoculadas sob déficit hidrico,
+FMA/WW?= plantas inoculadas sob irrigacdo, +FMA/DS= plantas inoculadas sob déficit hidrico.

MACRONUTRIENTES DH-3dias

FOLHA
N P K Ca Mg S
%

ANTA82 -FMA/WW 283c 013ab 1,00b 143a 045a 0,0la
ANTAS2 -FMA DS 368b 011b 102b 14la 04la 00la
ANTA82 +FMA/WW 488a 0712ab 1718ab 127a 04la 00la
ANTA82 +FMA/DS 375b 016a 132a 135a 045a 002a
CV (%) 352 1439 8,77 8,68 743 46,19

BRXDESAFIO -FMA /WW 450a 0,14a 126a 1,26 a 0,35a 0,02 a
BRXDESAFIO -FMA /DS 408b 012a 104a 1,39 a 0,40 a 0,02 a
BRXDESAFIO +FMA/WW  390b 0,11a 0,96a 1,64 a 0,49 a 0,0la
BRXDESAFIO +FMA /DS 397b 010a 096a 1,67 a 0,48 a 0,02 a

CV (%) 2,58 14,70 18,15 15,46 1453a 96,05
RAIZ
N P K Ca Mg S
%
ANTAS82 -FMA /WW 235¢c 008a 154a 0,38a 0,65a 0,02a
ANTAS82 -FMA /DS 285b 0,09a 150a 0,40 a 0,72 a 0,01a
ANTAS82 +FMA /WW 3,30a 0,08a 1,22a 0,42 a 0,65a 0,02 a
ANTAS82 +FMA /DS 298ab 0,10a 1,26a 0,42 a 0,69 a 0,02 a
CV (%) 6,73 17,23 20,01 16,90 15,86 38,89
BRXDESAFIO -FMA /WW 203a 0,11a 1,10a 0,40 a 0,63 a 0,03a
BRXDESAFIO -FMA /DS 193a 0,09a 1,02 a 0,43 a 0,54 a 0,04 a

BRXDESAFIO +FMA/WW  200a 0,10a 1,06a 0,40 a 0,69 a 0,02 a
BRXDESAFIO +FMA /DS 220a 0,11a 1,00a 0,42a 0,60 a 0,03 a

CV (%) 6,87 10,80 27,71 10,54 14,09 32,35
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (5%).
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Para a concentragdo de macronutrientes obtida no DH-7dias, Tabela 3, em folhas
da cultivar ANTAS82, observa-se que, para o nitrogénio (N) em plantas irrigadas com
inoculacdo de FMA, o teor de 4,68% se assemelhou as ndo inoculadas (4,53%) e foi
significativamente superior as plantas em condicdo de déficit sob inoculacdo de FMA
(4,20%) e sem inoculacdo (3,88%). A concentracdo de P, K, Ca, Mg e S néo diferiu entre
0s tratamentos.

Nas raizes de soja da cultivar ANTA82, o nitrogénio nas plantas sem inoculacdo de
FMA em condicdo de déficit hidrico (3,70%) foi superior as irrigadas (2,30%), bem como
a concentracdo das plantas inoculadas com FMA em condic¢do de déficit hidrico (2,13) e
sob irrigacéo (2,03). A concentracdo de P, K, Ca, Mg e S ndo diferiu entre os tratamentos.

Para a cultivar BRXDESAFIO, a concentracdo de nitrogénio nas plantas sem
inoculacdo de FMA sob irrigacdo (4,33%) foi superior as plantas em condicdo de déficit
hidrico (3,55%), como também em comparacdo com as plantas inoculadas com FMA em
condicdo de déficit hidrico (3,97%) e sob irrigacdo (3,90 %). A concentracdo de P, K, Ca,
Mg e S ndo diferiu entre os tratamentos.

Nas raizes de soja da cultivar BRXDESAFIO, o nitrogénio nas plantas inoculadas
com FMA sob irrigagdo (3,50%) foi superior as plantas em condi¢do de déficit hidrico
(1,98%), como também em comparacdo com as plantas sem inoculacdo de FMA em
condicdo de déficit hidrico (1,95%) e sob irrigacdo (2,30%). A concentracdo de P, K, Ca,

Mg e S ndo diferiu entre os tratamentos.
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Tabela 2: Concentragdo de macronutrientes em folhas e raizes de soja nas cultivares ANTA82 e
BRXDESAFIO na segunda coleta em plantas de soja, com e sem inoculagdo, sob irrigagdo e déficit hidrico
por 7 (DS-2) dias. N= nitrogénio, P= fésforo, K= potassio, Ca= calcio, Mg= magnésio, S= enxofre, -
FMA/WW?= plantas ndo inoculadas sob irrigagdo, -FMA/DS = plantas ndo inoculadas sob déficit hidrico,

+FMA/WW= plantas inoculadas sob irrigagdo, +FMA/DS= plantas inoculadas sob déficit hidrico.

MACRONUTRIENTES DH-7dias

FOLHA
N P K Ca Mg S
%
ANTA82 -FMA/WW 453a 0,10a 106a 1l44a 052a 0,0l1a
ANTAS82 -FMA /DS 388c 01la 1,12a 1,10a 050a 0,02 a
ANTA82 AMF+/\WW 468a 0,10a 1,12a 133a 051la 0,02 a
ANTA82 AMF+/DS 420b 0,11a 125a 137a 0)56a 0,01a
CV (%) 2,81 7,39 19,95 25,30 17,89 34,05
BRXDESAFIO -FMA /WW  433a 0,10a 1,02a 1,66 a 049a 00la
BRXDESAFIO -FMA /DS 3,55¢ 0,12a 0,90a 157a 046a 00la
BRXDESAFIO AMF+WW  3,90b 0,11a 0,96 a 1,64 a 049a 0,01la
BRXDESAFIO AMF+/DS 3,97b 0,10a 0,96 a 1,67a 0,48a 0,02a
CV (%) 2,83 15,24 8,94 8,90 12,96 111,81
RAIZ
ANTA82 -FMA /WW 2,30b 0,09a 0,54 a 0,48 a 0,36 a 0,02a
ANTAS82 -FMA /DS 3,70a 01la 0,74 a 0,66 a 0,36 a 0,0la
ANTA82 AMF+/WW 2,03b 0,08a 0,66 a 0,65a 0,38a 0,03a
ANTA82 AMF+/DS 2,13b 0,09a 0,54 a 0,49 a 0,34 a 0,02 a
CV (%) 5,28 18,72 40,97 48,21 18,98 52,21
BRXDESAFIO -FMA WW 2,30b 0,09a 0,58 a 042a 03la 0,03 a
BRXDESAFIO -FMA /DS 195b 0,11a 0,60 a 0,50a 0,33a 0,03 a
BRXDESAFIO -FMA /WW 350a 0,10a 0,62 a 0,77a 0,33a 0,0la
BRXDESAFIO -FMA /DS 198b 0,10a 0,60 a 051a 0,30a 0,02 a
CV (%) 9,92 11,08 18,66 51,48 26,53 50,85

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (5%).

4. DISCUSSAO

Ap0s submeter ao déficit hidrico plantas de soja, observou-se que as plantas em

déficit sob inoculacdo do FMA nas duas cultivares, Figuras 1A e B, mantiveram seu

potencial hidrico semelhante as plantas irrigadas, diferentemente do que ocorreu nas

plantas ndo inoculadas em déficit, que tiveram no seu estado hidrico um potencial bem

abaixo das plantas irrigadas (Figuras 1A e B). Este resultado se assemelha ao encontrado

por Zou et al., (2017), ao verificarem que plantas de Poncirus trifoliata sem inoculagéo

sob condicdo de déficit hidrico tiveram seu

potencial hidrico diminuido, enquanto as

plantas inoculadas em deficit aumentaram significativamente em 20 % seu potencial

hidrico, que foi determinante para manter um estado hidrico similar as plantas irrigadas. O
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déficit hidrico € ocasionado pela reducdo no suprimento de agua, ou seja, a
disponibilidade de agua no solo € muito menor do que a necessidade de absorcao da planta,
podendo promover efeitos negativos para o estado hidrico da planta (GILBERT,;
MEDINA, 2016 ). Como observado neste experimento, também ocorreu a mesma situacao,
conforme Ouldali et al. (2018), em que o potencial hidrico das plantas de Olea europaea
inoculadas com Glomus spp. ndo foi tdo afetado quanto as plantas que ndo foram
inoculadas durante os 40 dias de déficit, o que pode ser explicado também pela diferenca
ao comparar a condutancia estomatica entre plantas em déficit inoculadas (0,026 mol H.0O
m~2 s') e sem inoculacdo, que deu valor nulo, com isso concluiu-se que o FMA melhora
a capacidade da planta em resistir aos efeitos do déficit hidrico.

De acordo com Chen et al. (2012), em plantas de trigo, o potencial hidrico pode
ser reduzido pelo déficit hidrico, ocasionando reducdo do turgor, que levara a menor
condutancia estomaética, diminuindo entdo a fotossintese, que resultara no menor
crescimento das plantas e, assim, menor produtividade. Deste modo, um dos efeitos mais
importantes do déficit hidrico é observado no crescimento das culturas e, posteriormente,
na producdo (ALBACETE et al., 2014). Entdo, como mecanismo de resposta ao déficit, as
plantas promovem, em situacdo de déficit hidrico, aumento do sistema radicular para ter
maior condicdo de absorver 4gua, mas um efeito negativo perante a atividade é a restri¢ao
do crescimento na parte area, do numero de folhas e de brotos (JIN et al. 2015). Dessas
alteracdes pelo efeito do déficit, mesmo ndo observando diferenca no aumento da massa
seca da raiz, Figuras 6A e B, foi possivel notar reducdo no crescimento das plantas sob
déficit sem a presenca do fungo, Figura 1A, que no DH-7dias foi significativamente
menor em comparacdo com as plantas irrigadas, enquanto o FMA contribuiu para um
melhor crescimento ao se assemelhar as plantas inoculadas irrigadas (Figura 1A). Este
efeito positivo do fungo para o crescimento também foi exposto por Boyer et al. (2015) ao
inocular os fungos Funneliformis geosporus e Funneliformis mosseae em plantas de
morango, que beneficiaram seu crescimento em condicéo de déficit hidrico, aumentando
a altura significativamente em comparagdo com as plantas ndo inoculadas.

Além disso, outro procedimento adaptativo sob condi¢do de déficit hidrico é a
manutencdo do turgor foliar, que desempenha papel fundamental na regulacdo estomatica
e, consequentemente, na atividade fotossintética (LIPIEC et al., 2013). Essa manutengéo
do turgor permite que as plantas ndo percam agua para o ambiente, mas, em contrapartida,
reduz a fluidez do aparato fotossintético, pois, com menor potencial hidrico, as plantas sem

inoculante, Figuras 1A e B, também terdo menor crescimento e, assim, menor area foliar,
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Figura 2F, consequentemente, massa seca reduzida (Figura 2H). O mesmo foi observado
por Oliveira et al. (2017) em plantas de Cicer arietinum sob diferentes niveis de déficit,
que tiveram seu crescimento reduzido, comparado as plantas sob déficit hidrico, mas
inoculadas com o fungo Rhizophagus irregulares. Assim, pode-se atribuir importancia dos
fungos micorrizicos aos vegetais, pois, a soja, mesmo sob déficit hidrico, manteve a
regulacdo estomaética, que é definida pelo potencial hidrico, Figuras 1A e B, em nivel
significativo similar as plantas irrigadas, apresentando semelhanca para area foliar, Figura
2F, e para massa seca, Figura 2H, obtendo entdo uma resposta positiva para o
desenvolvimento, caso bem diferente do ocorrido nas plantas sem FMA. Essa resposta
positiva proveniente da inoculacdo do FMA também foi observada por Bernardo et al.,
(2017) ao constatarem que Glomus mosseae inoculado em plantas de Triticum spp.
proporcionou maior acumulo de massa seca da parte area em comparacdo com as plantas
sem FMA sob auséncia de agua, muito pelo fato de o fungo ter contribuido com maior
absorcdo de agua e nutrientes, favorecendo a fotossintese e, como consequéncia, 0
acumulo de biomassa.

Outro efeito do déficit hidrico é provocar reducdo da concentracdo de pigmentos
fotossintéticos pela atividade da enzima clorofilase, que degrada a clorofila e aumenta a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), resultando na peroxidacao lipidica
(EGBE et al., 2013 ). Como o déficit hidrico, pode afetar negativamente a estrutura interna
dos cloroplastos, mitocondrias e o conteldo de clorofila (HUSEYNOVA et al., 2016),
pode ser ainda mais prejudicial aos vegetais se complementar com altas temperaturas, que
aumentam a evapotranspiracdo, afetando a fotossintese, diminuindo seu rendimento (MIR
et al., 2012). Neste caso, observou-se reducdo significativa desses pigmentos
cloroplastideos nas plantas em déficit hidrico sem inoculante em comparacdo com as
plantas inoculadas sob irrigacdo e déficit. Assim, essa clorofila a, Figuras 3A e B, clorofila
b, Figuras 3C e D, clorofila total, Figura 3E, e carotenoide, Figuras 3G e H, tanto no
DH-3 dias como no DH-7dias, interferiram negativamente na continuidade do processo
fisiolégico como a fotossintese (Figura 4B). Caso diferente foi observado nas plantas
inoculadas com Glomus clarum, cuja manutengdo hidrica evitou a degradagdo dos
pigmentos ao evidenciar uma concentragdo clorofila a, Figuras 3A e B, clorofila b,
Figuras 3C e D, clorofila total, Figura 3E, e carotenoide, Figuras 3G e H, nos dois
periodos de déficit, de modo semelhante as plantas irrigadas inoculadas. Estes resultados
estdo em consonancia com o0s obtidos por Baslam e Goicoechea (2012), que observaram

que os FMA Glomus intraradices e Glomus mosseae, associados a Lettuce sativa,
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incrementaram a quantidade de clorofilas e carotenoides apds serem submetidas ao déficit
hidrico, superior as plantas ndo inoculadas.

A simbiose entre os FMA e as plantas hospedeiras induzem mudancas
consideraveis na fisiologia das plantas (AZCON-AGUILAR; BAREA, 2015). De acordo
com Birhane at al. (2012), as taxas de assimilacdo de CO: e transpiracdo podem ser
aumentadas pelas plantas que mantém os estdmatos abertos em razdo do maior
armazenamento de agua. Como observado neste estudo, Glomus clarum contribuiu
positivamente para o funcionamento do aparato fotossintético, melhorando a taxa
fotossintética, Figura 4B, e a eficiéncia no uso da &gua Figura 4J, que, em consequéncia
de uma melhor condicdo hidrica, também aumentou a transpiracdo (Figura 4F). Estes
resultados sdo significativamente semelhantes aos resultados das plantas irrigadas,
determinando o potencial de contribuicdo desses micro-organismos para as plantas, que,
em condi¢Bes de adversas e sem algum auxilio, podem ter respostas diferentes, caso
confirmado pelas plantas sem inoculagdo de FMA, que mostraram menores taxas de
fotossintese, Figura 4B, eficiéncia no uso da agua, Figura 4J, e transpiracdo (Figura 4F).
Esse baixo rendimento fotossintético em plantas sem inoculacdo sob déficit hidrico
também foi observado por Zhou et al. (2015), ao verificarem reducdo nas taxas de
fotossintese, condutancia estomatica e transpiracdo nas plantas de trigo sem FMA sob
déficit, enquanto para as inoculadas, as taxas foram superiores

Além disso, pode-se utilizar, para avaliar com precisdo os danos ocasionados ao
aparato fotossintético, a analise da fluorescéncia de clorofila, que afere a eficiéncia da
conversao de energia das plantas durante o estresse sofrido pelas plantas (PORCEL et al.,
2015), pois, com a limitacdo hidrica, ocorrerd diminui¢do do transporte de elétrons no
fotossistema 11, aumentando a possibilidade de inibicdo ndo fotoquimica, que, entdo, ira
reduzir a umidade relativa das folhas (ZIVCAK et al., 2013). Segundo Mo et al. (2016), o
rendimento quantico maximo potencial do FSII (Fv/Fm) determina o nivel de inibicdo da
capacidade do potencial fotoquimico do FSII das plantas em condicdo de estresse. Seus
resultados em melancia sob déficit hidrico mostraram que este parametro foi
significativamente maior nas plantas com inoculante Glomus vesiforme do que nas plantas
sem FMA. Assim, os resultados indicam que as plantas na presenca do fungo micorrizico
podem manter seus processos fisioldgicos em condi¢bes normais mesmo em efeito de
déficit hidrico. Estes efeitos confirmam o presente estudo que também indicou que as
plantas inoculadas com Glomus clarum sob déficit mantiveram seu rendimento quantico

méaximo potencial do FSII no DH-7dias, Figura 5G, e no DH-3dias, Figura 5H,
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semelhante as plantas irrigadas, as quais ndo foi imposta nenhuma situacdo estressante.
Caso diferente foi observado nas plantas sem FMA sob condicéo de déficit hidrico, o baixo
grau de Fv/Fm no DH-7dias, Figura 5G, e no DH-3dias, Figura 5H, indica alteracdes
negativas na eficiéncia fotoquimica. Essas alteracdes, prejudiciais ao bom funcionamento
da fisiologia da planta, também sdo evidenciadas pelo aumento do coeficiente de
dissipacdo ndo fotoquimico (NPQ) no DH-3dias, Figura 5I, e no DH-7dias, Figura 5J,
nessas plantas sem FMA sob déficit hidrico, tornando ainda mais visivel a importancia dos
fungos micorrizicos para a tolerancia das plantas em condicéo de déficit hidrico, pois elas
mantiveram desenvolvimento semelhante ao desenvolvimento das plantas em condicdo de
irrigacéo.

De acordo com Marascom et al. (2012), a colonizacdo micorrizica é a principal
condicdo de realizar simbiose com a planta e, assim, resistir aos efeitos do déficit hidrico.
E essa resposta de tolerancia evidenciada nas plantas inoculadas com FMA em condicédo de
déficit hidrico é atribuida ao maior percentual de colonizagcdo micorrizica, Figura 7A e
Figura 8, significativamente superior as plantas ndo inoculadas em déficit e sob irrigacéo.
Esses resultados se assemelham aos de Mo et al. (2016), que observaram que plantas de
melancia inoculadas com Glomus vesiforme tiveram 75% de colonizacdo micorrizica, tanto
em déficit como sob irrigacdo, enquanto ndo se evidenciou colonizacdo nas plantas ndo
inoculadas, e o efeito do fungo foi evidenciado no crescimento das plantas, que, em déficit,
foi maior do que nas plantas ndo inoculadas. Esta resposta posivita do fungo em relagéo as
plantas também foi observada por Hu et al. (2017), ao constatarem que plantas de Lycium
barbarum inoculadas com Rhizophagus irregulars em déficit hidrico de 50% apresentaram
maior colonizacdo que plantas com auséncia do inoculante. E de acordo com Meddich et
al. (2018), os FMA sdo fundamentais por aumentarem a resisténcia e minimizar os efeitos
provocados pelo déficit hidrico as plantas.

Os efeitos positivos dos fungos micorrizicos nas plantas em condicdo de déficit
hidrico tiveram como premissa avaliagcdes basicas para observar o potencial incremento
que os FMA podem promover nas plantas quando submetidas a condi¢Oes adversas ao
desenvolvimento. Por isso, a inducdo do déficit hidrico foi imposta na fase inicial (V3) de
desenvolvimento, sendo assim, novos experimentos mais aprofundados deve ser feitos
para avaliar como os FMA influenciam no comportamento das plantas em condicGes
déficit hidrico, visto que, por conta das mudancas climéticas, esse estresse abidtico tende a

ser mais critico, podendo afetar negativamente a produtividade no caso da soja.
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5. CONCLUSAO

Em plantas com maior sensibilidade ao déficit hidrico, caso da cultivar ANTAS82,
0 emprego do FMA Glomus clarum pode beneficiar plantas de soja quando em restrigdo
hidrica para que mantenha seu status hidrico semelhante as plantas irrigadas,
desencadeando o bom funcionamento do aparato fotossintético. O fungo propicia melhor
absorcdo de pigmentos fotossintéticos, permitindo seu funcionamento sem prejudicar o
FSII ao evitar danos reativos nas celulas vegetais, garantindo tolerdncia aos efeitos
adversos ocasionados pelo déficit hidrico. Esses beneficios sdo observados pela maior
colonizagdo micorrizica dos FMA nas raizes das plantas de soja. Para a cultivar
BRXDESAFIO, que é tolerante ao déficit hidrico, a utilizagdo do Glomus clarum
melhorou seu desempenho ao manter o potencial hidrico das plantas em déficit hidrico
semelhante ao das plantas irrigadas, aumentando a absorcdo de pigmentos e,
consequentemente, a fotossintese. Com isso, ampliou o desenvolvimento das plantas ao

obter maior area foliar e massa seca.
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CAPITULO 2

COMPORTAMENTO DE PLANTAS DE SOJA EM RESPOSTA AO DEFICT
HIDRICO EM SIMBIOSE COM O FUNGO MICORRIZICO ARBUSCULAR Glomus
clarum

Resumo:

A soja [Glycine max (L.) Merrill] é a leguminosa mais abundantemente cultivada no
mundo e pode ter, através das mudancas climaticas, o seu rendimento afetado
negativamente, muito disso estd atribuido aos efeitos do déficit hidrico. Assim, os
fungos micorrizicos arbusculares (FMA) possuem grande potencial para minimizar os
efeitos do déficit hidrico. Neste contexto, objetivou-se com este trabalho analisar o
desempenho fisioldgico e bioquimico de plantas de soja, associadas ao FMA Glomus
clarum, sob condi¢6es de cultivo com restricdo hidrica. O experimento foi realizado em
casa de vegetacdo, utilizando vasos plasticos de 5 L para o plantio da soja na presenca e
auséncia da inoculacdo do fungo Glomus clarum. O déficit hidrico imposto foi de 60%
durante 10 dias nos estadios fenoldgico vegetativo (V3) e posteriormente reprodutivo
(R3), ao qual avaliou-se os parametros biométricos, massa seca, medicdes fisiologicas,
potencial hidrico; contetdo de clorofila, analise enzimatica, quantificagdo de prolina e
acucares soltveis, acimulo de &cido malonaldeido (MDA), percentual de colonizagédo
micorrizica e a densidade de esporos. O delineamento experimental foi inteiramente ao
acaso com 8 repeticbes em esquema fatorial 4 x 2 e atribuidos aos seguintes
tratamentos: 1) Plantas na auséncia do FMA e sob condigdes irrigadas; 2) Plantas na
auséncia do FMA sob condicBes de déficit hidrico; 3) Plantas inoculadas (Glomus
clarum) sob condi¢6es irrigadas; 4) Plantas inoculadas (Glomus clarum) sob condicdes
de déficit hidrico, e as médias foram submetidas a analise de variancia e comparadas
pelo teste Tukey (5%), utilizando o software SISVAR. Os resultados apontam que as
plantas inoculadas com o Glomus clarum, sob déficit hidrico, toleraram os efeitos do
déficit, pois, mostrou similaridade quando comparados com as plantas irrigadas,
principalmente para o potencial hidrico, taxa fotossintética, pigmentos cloroplastideos,
MDA, colonizagdo micorrizica, densidade de esporos e entre outros. Conclui-se entdo
que o Glomus clarum é importante por conferirem as plantas de soja tolerancia quando

expostas a condicGes de déficit hidrico.

Palavras-chave: Glycine max, colonizagdo micorrizica, esporos, estresse abiotico.
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CHAPTER 2

BEHAVIOR OF SOYBEAN PLANTS IN RESPONSE TO THE DROUGHT STRESS
IN SYMBIOSIS WITH THE ARBUSCULAR MICORRHIZAL FUNGI Glomus
clarum

Abstract:

The soybean [Glycine max (L.) Merrill] is the most abundantly cultivated legume in the
world and may have, through climate change, its negatively affected yield, much of it
attributed to the effects of the drought stress. Thus, arbuscular mycorrhizal fungi (AMF)
have great potential to minimize the effects of drought stress. In this context, the
objective of this work was to analyze the physiological and biochemical performance of
soybean plants, associated to FMA Glomus clarum, under conditions of culture with
water restriction. The experiment was carried out in a greenhouse, using plastic pots of
5 liters for the planting of soybeans in the presence and absence of inoculation of the
fungus Glomus clarum. The drought stress imposed was 60% for 10 days in the
vegetative (V3) and later reproductive (R3) stages, which was evaluated the biometric
parameters, dry mass, physiological measurements, water potential; chlorophyll content,
enzymatic analysis, quantification of proline and soluble sugars, accumulation of
malonaldehyde acid (MDA), percentage of mycorrhizal colonization and spore density.
The experimental design was completely randomized with 8 replications in a 4 x 2
factorial scheme and attributed to the following treatments: 1) Plants in the absence of
AMF and under irrigated conditions; 2) Plants in the absence of the AMF under
conditions of drought stress; 3) Plants inoculated (Glomus clarum) under irrigated
conditions; 4) Inoculated plants (Glomus clarum) under conditions of drought stress,
and the means were submitted to analysis of variance and compared by the Tukey test
(5% probability) using the SISVAR software. The results indicate that the plants
inoculated with Glomus clarum, under drought stress, tolerated the effects of the deficit,
because it showed similarity when compared to the irrigated plants, mainly for the water
potential, photosynthetic rate, chloroplastic pigments, MDA, mycorrhizal colonization,
spore density and among others. It is concluded that Glomus clarum is important

because it gives soybean plants tolerance when exposed to drought stress conditions.

Key words: Glycine max, mycorrhizal colonization, spores, abiotic stress.
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1. INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merrill] é a leguminosa mais cultivada no mundo,
fornecendo 0leo e proteina (SONG et al., 2016; WANG et al., 2015) para 0 consumo
humano e animal (DAS et al., 2015), além da importancia para alimentacdo. Os
produtos derivados da soja estdo obtendo atengéo especial em razdo dos seus atributos
farmacéuticos (KO et al., 2013), além de materiais biodegradaveis a base de proteinas
utilizados como alternativa para a producédo de plasticos (SONG et al., 2011). Diante
disto, a demanda por soja vem aumentando, pela diversificagdo do seu uso, e com 0
aumento da populacdo, torna-se necessario aumentar o potencial mundial de producéo
desta cultura (RAY et al., 2013).

A producdo desta cultura pode ser afetada por fatores biodticos e abidticos
(GRINNAM et al., 2013), podendo uma reducdo do abastecimento de dgua afetar seu
crescimento (LIU et al., 2013). De acordo com as mudangas climaticas previstas,
aumento de 1,8 a 3,6 °C da temperatura média até o fim do século, longos periodos de
secas podem ocorrer em varias partes do mundo, com isto, a manutencao do rendimento
da soja pode estar ameacada (DAI, 2013; FOYER et al., 2016). O estresse provocado
pela restricdo hidrica na fase vegetativa pode ocasionar reducdo da fotossintese, area
foliar e biomassa. Na fase reprodutiva, pode ocorrer aborto de flores, influenciando na
eficiéncia reprodutiva e prejudicando o desenvolvimento das vagens jovens e sementes,
sendo a recuperacdo das plantas ap6s o término do déficit minima, resultando em
baixa produtividade (BHATIA; JUMRANI 2016; JUMRANI et al. 2017).

As plantas podem ter seu crescimento prejudicado em decorréncia do déficit
hidrico, por ter sua atividade estomatica afetada por mudancas de pressédo no turgor
das células-guarda, cujos sistemas de transporte de ions e de agua por meio das
membranas sdo controlados, levando ao fechamento estomatico, que, por consequéncia,
afeta a fotossintese pela interferéncia na absor¢do de CO» (ENDO et al., 2008;
BEHNAM et al., 2013). Alem disso, pode ocasionar degradacdo de pigmentos
cloroplastidicos (CHEN et al., 2016 ; MEHER et al., 2018), bem como desiquilibrio
das espécies reativas de oxigénio (EROs) nas plantas, induzindo danos oxidativos pela
peroxidacado lipidica e oxidacdo de proteinas, ocasionando danos nos tecidos celulares,
impactando negativamente na planta (SHARMA et al., 2012). O balango entre a

producdo e a compensagdo de EROs pode ser prejudicado pelo aumento da energia de
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excitacdo, que, em estresse, induz mudancgas no maquinério fotossintético (GHOBADI
etal., 2013).

Quando se tenta beneficiar as plantas para tolerar o déficit hidrico, algumas
dificuldade surgem, em razdo dos efeitos ocasionados pela seca, pela sua da frequéncia,
duracdo e intensidade. Além disso, ha também fatores de respostas das plantas para
superacdo do déficit, atribuidos  pelas interagbes  planta-solo-atmosfera
(BHATNAGAR-MATHUR et al., 2007). Como visto por Ajum et al. (2016) e Min et
al. (2016), plantas de milho, para tolerarem a  seca, aumentaram o acumulo de
osmolitos, beneficiando o ajuste da turgescéncia e o aumento da atividade antioxidante
para a manutencdo do maquinario fotossintético. Contudo, as plantas tém limitacdo
quanto a capacidade de evitar os danos ocasionado pelo déficit hidrico (HUANG et al.,
2011). Neste contexto, uma alternativa em potencial sdo os fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) que se destacam pela capacidade de aumentar a tolerancia das
plantas hospedeiras aos estresses abidticos (GROVER et al., 2011). Esses fungos sdo
apontados como bioestimulantes potenciais, pela capacidade de colonizar muitas
espeécies (80 a 90 %) e contribuir para tolerar os estresses abioticos e bioticos, além de
adquirir nutrientes para seus hospedeiros (ROUPHAEL et al., 2015) e agua do ambiente
(SMITH; READ, 2008; SPATAFORA et al, 2016).

Uma das caracteristicas desta simbiose mutualistica € a aquisicdo de
fotoassimilados das plantas hospedeiras aos fungos micorrizicos para finalizar seu ciclo
de vida, que, por sua vez, beneficia as plantas na absor¢cdo de agua e nutrientes (POZO
et al., 2015). Esta atribuicdo dos FMA esté interligada a formacao de uma extensa rede
de hifas no solo, que mobilizam nutrientes para as plantas, principalmente o fésforo (P),
pela sua pouca mobilidade (BONFANTE; GENRE, 2010), além de favorecer maior
absorcdo de agua, fundamental para as plantas (SMITH; SMITH, 2011). A simbiose
com o FMA pode entdo beneficiar os processos fisioldgicos das plantas em condicao de
déficit hidrico, pela sua capacidade de absorver agua e nutrientes, mantendo, mesmo em
estresse, seu desenvolvimento em condi¢des normais (AROCA et al., 2013; GOMEZ-
BELLOT etal., 2015).

Ainda sdo escassos estudos para verificar o crescimento e 0 comportamento
fisiologico dessas plantas em simbiose com os fungos sob condi¢bes de restricdo
hidrica. Este trabalho objetivou analisar as respostas fisioldgicas e bioquimicas das

plantas de soja em simbiose com FMA, submetidas a condi¢6es de deficit hidrico.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencéo do material vegetal e condi¢des experimentais

Sementes de soja, cultivar ANTA82, cedidas pela empresa Cereal Ouro foram
germinadas em vasos de 5 L contendo mistura de solo e areia (v/v, na propor¢do 2:1) e
crescidas em casa de vegetacdo do Laboratorio de Ecofisiologia Vegetal, sob condigdes
naturais de luz, umidade relativa (65-85 %) e temperatura de 27°C, dados obtidos através
de datalogger WatchDog A150 Series , método baseado em (EMBRAPA,2014).

Cada vaso foi pesado e adicionada a mesma quantidade de mistura de solo. De
acordo com a analise quimica e fisica apresentada na Tabela 2S do material suplementar,
foi feita a calagem, aumentando a saturagdo por base para 60 %, de acordo com as
recomendacdes para solo do Cerrado (SOUSA; LOBATO, 1996).

2.2 Inoculacéo do Fungo Micorrizico Arbuscular (FMA)

O inoculante foi constituido por Glomus clarum, procedente da cole¢do do
Laboratorio de Microbiologia do Solo da UNESP - Campus de Ilha Solteira, doado ao IF
Goiano — Campus Rio Verde. As plantas foram inoculadas no orificio de semeadura com
10 g de in6culo do FMA.

2.3 Inducdo do déficit hidrico em plantas de soja

As plantas foram cultivadas até o estadio vegetativo de desenvolvimento (V3),
terceiro trifélio completamente expandido e estadio reprodutivo de desenvolvimento (R3)
(formacdo das vagens), tendo, em ambos os estadios fenoldgicos, ocorrido inducdo do
déficit hidrico, sendo que no ultimo foram feitas coletae avaliagOes.

O célculo de capacidade de campo (CC) foi feito pelo método gravimétrico, 0s
vasos foram pesados e calculado o peso de agua perdida. Em vasos irrigados, foi
adicionado 100 % da capacidade de campo, quantidade suficiente para ndo encharcar o
solo, enquanto nos vasos submetidos ao déficit hidrico, foi adicionado 60% de agua do
volume perdido a cada dia, durante o periodo de 10 dias de cada avaliag&o.

2.4 Avaliacoes
2.4.1Potencial hidrico

O potencial hidrico foliar (Yw) foi medido as 4h da manha, utilizando uma bomba
de pressdo tipo Scholander. A determinacdo consistiu na coleta de amostras de folhas

completamente expandidas, em seguida, colocadas na camara da bomba de pressdo, onde



76

foi aplicada pressdo até a exsudacdo da &gua pelo corte feito no peciolo da folha, sendo
feita a leitura da presséo aplicada (SCHOLANDER et al.,1965).

2.4.2 Medigdes fisiologicas

A caracterizacdo fisiologica foi feita em condi¢cdes normais e sob déficit hidrico
em folhas completamente expandidas. Essas determinagOes permitem avaliar a extensdo
das alteracdes no controle da abertura estoméatica em resposta ao status hidrico do solo e
suas consequéncias no metabolismo fotossintético da folha. A andlise dos pardmetros
ligados a fotossintese foi feita utilizando um sistema de determinacgdes da concentracéo de
gases no infravermelho (IRGA, Li-Cor - Li6400 XT). Parametros como taxa fotossintética
liquida (A pmol CO2 m? s™), condutancia estomatica (gs mol H.O m2 s1), concentragdo
interna e externa de CO> (Ci/Ca), transpiracio (E mmol m=2s?), eficiéncia do uso da agua
(WUE pmol CO, mmol H20™?) e eficiéncia intrinseca do uso da agua (WiUE pmol CO;
mmol H,O!) foram determinados em todos os tratamentos. Foram utilizados 1000 pmol m®
2 s 1 de irradiancia durante todo o experimento. Todas as medicdes foram feitas no
periodo de 8:00 as 11:00h.

2.4.3Fluorescéncia da Clorofila a

As variaveis de fluorescéncia da clorofila a foram obtidas com auxilio do IRGA
(L1-6400xt, LI-COR) na mesma area da folha em que foram feitas as medic¢Oes das trocas
gasosas. Os sinais de fluorescéncia em todos os pontos da area foliar analisada foram
capturados por uma camera CCD (Charge Coupled Device) acoplada ao aparelho. Para as
avaliacdes, as folhas foram adaptadas ao escuro para que os centros de reacdo estivessem
completamente abertos (todos os aceptores primarios oxidados) com perda de calor
minima. As variaveis de inducdo da fluorescéncia obtidas foram fluorescéncia inicial (FO)
e fluorescéncia maxima (Fm) e, a partir desses valores, foi obtido o rendimento quantico
potencial do fotossistema Il (FSIl), Fv/Fm= (Fm-FO)/Fm (GENTY et al.,, 1989). As
variaveis da fase lenta de inducdo da fluorescéncia foram obtidas sequencialmente com a
aplicacdo de uma iluminacdo actinica e um pulso de luz actinica saturante para a
determinacdo das varidveis fluorescéncia em amostra adaptada a luz antes do pulso de
saturagcdo (F) e fluorescéncia maxima em amostra adaptada a luz (Fm’). A partir desses
parametros foi possivel calcular a fluorescéncia minima do tecido vegetal iluminado, FO’=
FO/[((FM-FO/Fm)+(FO/Fm’)] (OXBOROUGH; BAKER, 1997). O rendimento quantico

efetivo de conversdo fotoquimica de energia no PSII, YII= (Fm’-F)/Fm’ foi calculado de
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acordo com Genty et al.(1989) e Hendrickson et al.(2004). Também foi feito o calculo do
coeficiente de dissipacdo ndo fotoquimico, NPQ= [(Fm-Fm’)/Fm’], por fim, o YII foi
utilizado ainda para estimar a taxa aparente de transporte de elétrons, ETR = YII.
PAR.0,84.0,5 (BILGER et al., 1995), em que PAR ¢ o fluxo de fotons (u mol m??)
incidente sobre a folha, 0,5 é o valor correspondente a fracdo de energia de excitacdo
distribuida para o FSII (LAISK; LORETO, 1996) e 0,84 é o valor correspondente a
fracdo de luz incidente absorvida pelas folhas (EHLERINGER, 1981).

2.4.4Determinacao do conteudo de clorofila

Os conteudos de carotenoides, clorofila a e b foram determinados em
espectrofotdmetro de UV-VIS (modelo Evolution 60S, Thermo Fisher Scientific Inc., MA,
EUA) a 480; 649,1 e 665,1 nm, respectivamente, apds a extracdo dos pigmentos de trés
discos foliares de 0,5 cm com 5 mL de CaCOg3 saturado em DMSO por 24 h em banho-
maria a 65 °C. A clorofilaa (Cla = 12.4. Ases.1 —3.62. Asao1) € b clorofilab (Cl b=
25.06. A 649.1—6,50. A 665,1 ) foram calculadas de acordo com Wellburn (1994). Os valores
de clorofilas a, b e totais nas folhas foram expressos em unidades de 4rea (ug cm™).

2.4.5Acumulo de acido malonaldeido (MDA)

Os danos celulares foram avaliados pela peroxidacdo de lipideos através da
quantificacdo da concentracdo do acido malonaldeido (MDA), conforme descrito por
Cakmak e Horst (1991). As amostras de tecido foliar foram maceradas em N3 liquido em
almofariz até a obtencdo de um pd fino. O pd obtido foi homogeneizado em 2 mL,
constituidos de acido tricloroacético (TCA) 1 % (m/v). O homogeneizado foi centrifugado
a 12000 x g, durante 15 min, a 4 °C. Apés centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado e
adicionados 1,5 mL da solucdo de acido tiobarbitarico 0,5% (m/v) (preparado em 20 %
(m/v) de TCA) e incubado em banho maria a 95 °C por 30 min. A reacdo foi paralisada
em banho de gelo. Um controle para cada amostra foi obtido sem adicdo de TBA. As
amostras foram centrifugadas a 9000 x g, por 10 min, e a absorbancia especifica do
sobrenadante foi determinada a 532 nm. A absorbancia inespecifica foi mensurada a 600
nm e subtraida do valor da absorbancia especifica. A concentracdo de MDA foi calculada
usando o coeficiente de extingdo de 155 mM™ cm™ e foi expressa em pmol kg? de massa
fresca (HEATH; PACKER, 1968).

2.4.6 Peroxido de hidrogénio (H2032)
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Os extratos enzimaticos brutos para a determinacdo das atividades da dismutase
do superdxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POX) e peroxidase do ascorbato (APX)
foram obtidos apds macerar 0,29 de tecido vegetal em nitrogénio liquido em 2 mL de meio
de homogeneizacdo, constituido de tampéo fosfato de potassio. O pH do tampé&o fosfato de
potéssio foi ajustado para 6,8 para andlise de enzimas CAT, APX e 7,8 para SOD) 0,1 M,
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfénico (PMSF) 1
mM e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 2 % (p/v) (Peixoto et al., 1999). Em seguida, foi
centrifugado a 12000g por 15min a 20 °C e o sobrenadante, usado como extrato
enzimatico bruto (DEBONA et al., 2012). As atividades das enzimas SOD, CAT, APX e
POX foram expressas com base na proteina total, cuja concentracdo foi determinada de
acordo com o método de Bradford (1976), utilizando albumina sérica bovina como

proteina padrao.

2.4.7 Andlise enziméatica

A atividade da superoxido dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1) foi determinada pela
sua capacidade de reduzir fotoquimicamente o azul de p-nitrotetrazol (NTB) (DEL
LONGO et al., 1993). A reagdo foi iniciada pela adigdo de 100ul do extrato enzimatico
bruto a 1,90mL de uma mistura contendo tampédo fosfato de potassio 100mM (pH 7,8),
metionina 78mM, NTB 0,075mM, EDTA 1mM e riboflavina 0,060mM. A reacdo ocorreu
a 25 °C sob uma lampada de 15-W. Apds 7 min de exposicao a luz, ela foi interrompida, e
a producdo de azul formazan, que resultou da fotorreducdo da NTB, foi monitorada pelo
aumento da absorbancia a 595nm. A mistura de reacdo para as amostras controle foi
mantida no escuro durante 10 min e a absorbancia, medida a 595 nm. Os valores obtidos
foram subtraidos dos valores obtidos das amostras das repeticdes de cada tratamento
exposto a luz. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria
para inibir a fotorreducdo de NBT em 50 % (10), que foi expressa como Unid mint mg™!
de proteina (BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971).

A atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi determinada pela adi¢cdo de 100
uL do extrato enzimatico foliar a 2,9 mL de um meio de reacdo constituido de tampé&o
fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0 e peroxido de hidrogénio (H202) 12,5 mM (Havir e
Mchale, 1987). O decréscimo na absorbancia a 240 nm, a 25 °C, foi medido durante o
primeiro minuto de reacdo, sendo a atividade da CAT determinada com base na inclinagdo

da reta no intervalo linear apos o inicio da reagdo. A atividade enzimatica foi calculada
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utilizando o coeficiente de extingdo molar do H2O, de 36 M™ ¢ (Anderson et al., 1995) e
o resultado, expresso em p mol min™ mg™ proteina.

A atividade da peroxidase (POX) foi determinada pela adicdo de 100 uL de
extrato foliar obtido conforme descrito por Nascimento et al. (2014) em meio de reagédo
contendo 25 mM de tampé&o fosfato de potassio (pH 6,8), 20 mM de pirogalol e 20 mM de
peroxido de hidrogénio em um volume de 2 mL (KAR; MISHRA, 1976). A reacdo foi
iniciada apés a adigdo de 15 uL de extrato foliar, e a absorbancia, determinada a 420 nm
durante 1 minuto a 25 °C. O coeficiente de extingdo de molar 2,47 nM* cm™* (CHANCE;
MAEHLY, 1955) foi utilizado para calcular a atividade da POX.

A atividade da peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.1) foi determinada de
acordo com o método de Nakano e Asada (1981), modificado por Koshiba (1993).
Aliquotas de 100 pL do extrato enzimatico bruto foliar foram adicionadas a 2,9 mL de um
meio de reagdo constituido de tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0, &cido ascorbico
0,8 mM e H20, 1 mM. O decréscimo na absorbancia a 290 nm, a 25 °C, foi medido
durante o primeiro minuto de reacdo, sendo a atividade das APX determinada com base na
inclinacdo da reta no intervalo linear ap6s o inicio da reacdo. A atividade enzimatica foi
calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar do ascorbato de 2,8 mM2 cm*
(Nakano e Asada, 1981) e o resultado, expresso em p mol min* mg? proteina.

2.4.8 Quantificacdo de prolina e agucares solUveis

A quantificacdo de prolina livre e acucares totais fori obtida do material vegetal
(1g) de folhas e foi feita pelo espectrofotdmetro apos a extracdo do material vegetal com
80 % (v/v) de etanol com a&cido nihidrina [utilizando 1,25 g de 23 ninhidrina
(CoH403.H20), 30 mL de acido acético glacial PA (CHsCOOH; 1 mol dm=) e 20 mL de
acido fosférico (HsPO4; 6 mol dm)] sendo, posteriormente, dissolvidos em agitador a 60
°C. Apos, foram adicionados 2 mL de &cido ninhidrina e 2 mL de acido acético (1 mol dm-
%), a reacdo foi entdo incubada por 1h a 100 °C. Decorrido deste tempo, o tubo de ensaio foi
imerso em gelo com a finalidade de cessar a reagdo. Assim, foram adicionados 4 mL de
tolueno (CsHsCH3). A solucdo foi agitada por 15 a 20 segundos. Com auxilio de uma
pipeta Pasteur, foi retirado o sobrenadante e feita a analise do equilibrio de reacdo. Para o
branco da reacdo, foi utilizado o tolueno. Através de espectrofotometria a 520 nm, foram
analisadas as absorbancias das amostras, tendo a intensidade da cor do cromdgeno sido
proporcional a concentracdo de prolina livre presente na solugdo em analise. Para

construcdo da curva padréo, foi utilizada prolina P.A. (Sigma). Com base nas leituras
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obtidas com os padrdes, foi definida uma equagdo por regresséo linear (y = 0,0287x -
0,0255; R? = 0,99), através da qual foram determinadas as concentracdes de prolina livre
na solucdo. As quantidades de prolina livre no tecido foliar (umoles de prolina livre/g
massa fresca) foram calculadas pela férmula: [(ug prolina/mL x mL tolueno)/115,5

pg/umole] / [(g amostra)/5] = umoles de prolina/g massa fresca.

2.4.9 Caracteristicas morfoldgicas e obtencdo da massa seca

Na avaliacdo experimental, foram feitas as medicBes biométricas. Antes da
separacdo das plantas em caule folhas e raizes, foram obtidos o nimero de folhas, o
diametro do caule e seu comprimento. Em seguida, os caules, folhas e raizes foram secos
em estufa a 65 °C com circulagdo de ar forcada até massa constante, para obtencdo de

massa seca separadamente.

2.4.10 Observacéo de associacdo entre fungos e raizes de soja

Para determinacédo da colonizacao radicular, fragdes de aproximadamente 0,4 g de
raizes das plantas de cada tratamento foram separadas e conservadas em solugdo alcoodlica
(50 % de etanol). As amostras de raizes, previamente mantidas em alcool 50 %, foram
despigmentadas pelo método de Koskey e Gemma (1989) modificado. As raizes foram
imersas em KOH (2 %) e aquecidas em estufa a 90 °C por 120 minutos, logo apo6s, foram
lavadas com &gua destilada e novamente aquecidas em uma nova solucéo de HCI (1 %) por
30 minutos. Em seguida, foi feita a coloracdo das raizes utilizando o corante azul de
tripano (0,05 %) em lactoglicerol (PHILLIPS; HEYMAN, 1970), aquecidas por 10
minutos.

O percentual de colonizagdo radicular foi avaliado pela confecgdo de laminas
para microscopia com fragmentos das raizes, visualizando as estruturas em microscépio
optico (Motic — BA210E) com aumento de 200 vezes, conforme McGonigle et al. (1990).
E a dependéncia micorrizica relativa (DMR) foi calculada de acordo com Plenchette et al.
(1983).

2.4.11 Densidade de esporos

A densidade de esporos no solo de cada vaso foi determinada utilizando a técnica
de peneiramento umido (GERDEMANN; NICHOLSON, 1963). Para extracdo de esporos,
foram coletadas amostras de 100g de solo, posteriormente misturadas com agua e

trituradas para a lavagem, logo apo0s, a amostra foi colocada em tubo tipo falcon na
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centrifuga a 3000 rpm durante 3 minutos. Posteriormente, a &gua foi dispensada e
adicionada solucdo de sacarose a 50%, seguida de centrifugacdo a 2000 rpm por 2
minutos. Na sequéncia, foi despejado numa peneira o liquido que continha os esporos; ,
por fim, foi armazenado em um recipiente até a analise no laboratdrio, procedimento para
o qual foi utilizada uma placa canelada para a contagem do nimero de esporos presentes
no solo através da lupa Optica Zeiss — Discovery.V8 (4x).

2.5 Analise Estatistica

Os vasos foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado com 8
repeticdes, com o0s seguintes tratamentos: 1) Plantas na auséncia do FMA sob condi¢cbes
irrigadas; 2) Plantas na auséncia do FMA sob condigBes de déficit hidrico; 3) Planas
inoculadas (Glomus clarum) sob condigdes irrigadas; e 4) Plantas inoculadas (Glomus
clarum) sob condi¢bes de déficit hidrico. Os dados foram submetidos a andlise de
variancia, e as médias, comparadas pelo teste Tukey (5 % de probabilidade), utilizando o
software SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2011).

3. RESULTADOS

3.1 Potencial hidrico

Os resultados mostram que plantas inoculadas com Glomus clarum, mesmo em
condigdes de 10 dias de déficit hidrico, mantiveram seu status hidrico Yw -0,70 Mpa,
semelhante as plantas que foram irrigadas, seja com ou sem inocula¢do (Yw -0,57, 0,64
Mpa), enguanto plantas ndo inoculadas em déficit tiveram potencial hidrico de Yw -1,22
Mpa (Figura 1).
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Figura 1: Potencial hidrico em plantas de soja com e sem inoculacdo sob irrigacdo e déficit hidrico. WW -
AMF= plantas ndo inoculadas sob irrigagcdo, DS -AMF= plantas ndo inoculadas sob déficit hidrico, WW
+AMF= plantas inoculadas sob irrigacdo, DS +AMF= plantas inoculadas sob déficit hidrico. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (5%).

WW-AMF DS-AMF WW+AMF DS +AMF

Antes 1° -
Déficit Hidrico (V3)

1° Défieit Hidrico (V3)

Antes 2°
Déficit Hidrico (R3)

Figura 2: Plantas de soja antes e apds submeté-las ao déficit hidrico nos estadios vegetativo (V3) e
reprodutivo (R3) de desenvolvimento. Antes 1° Déficit Hidrico (V3)= plantas cultivadas em 100% de
irrigacdo, 1° Déficit Hidrico= plantas submetidas em 60% de déficit hidrico, Antes 2° Déficit Hidrico=
plantas reirrigadas a 100% de irrigacdo, 2° Déficit Hidrico= plantas novamente submetidas a 60% de déficit
hidrico. WW -AMF= plantas ndo inoculadas sob irrigacdo, DS -AMF= plantas ndo inoculadas sob déficit
hidrico, WW +AMF= plantas inoculadas sob irrigagdo, DS +AMF= plantas inoculadas sob déficit hidrico.

3.2 Parametros biométricos

Para os parametros altura, didmetro do caule, area foliar total e nimero de folhas,
Figura 3A, B, C e E, ndo houve diferenca estatistica, enquanto para massa seca das
folhas em plantas irrigadas, com presenga e auséncia do inoculo (4,82 e 4,81 g,
respectivamente), Figura 3D, foram obtidos os maiores valores. Nas plantas inoculadas
em déficit (4,72 g), verifica-se o0 papel do fungo em associagdo com elas, pois se
assemelharam as plantas irrigadas, diferentemente das plantas em déficit hidrico em
auséncia de inoculacdo, que mostraram perda na eficiéncia fotossintética, reduzindo a
massa seca (4,67 Q).
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Figura 3: Altura (A), didmetro (B), area foliar total (C), massa seca folha (D) e namero de folhas (E) em
plantas de soja com e sem inoculagdo sob irrigacdo e déficit hidrico. WW -AMF= plantas ndo inoculadas
sob irrigacdo, DS -AMF= plantas ndo inoculadas sob déficit hidrico, WW +AMF= plantas inoculadas sob
irrigacdo, DS +AMF= plantas inoculadas sob déficit hidrico. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste Tukey (5%).

3.3 Determinacéo do conteudo de clorofila

Para concentracdo de clorofila a, Figura 4A, as plantas inoculadas em déficit
(13,08 pg cm?) e irrigadas (13,65 pg cm?) se assemelharam as plantas irrigadas sem
inoculacdo (13,76 pg cm), enquanto  nas plantas sem inoculagdo com o FMA e sob

condicBes de déficit hidrico déficit, o teor foi de 9,20 pg cm™.
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O teor de carotenoides e clorofilas totais, Figuras 4C e D, teve resposta
semelhantes a concentracdo de clorofila a, tendo as plantas com inoculagdo do FMA sob
condicio de déficit hidrico (3,67; 16,72 ug cm, respectivamente) e sob irrigacdo (3,80;
17,11 pg cm?), além das plantas irrigadas sem o FMA (3,70; 17,22 pg cm?), se
diferenciado das plantas sem inoculante sob condicdo de déficit hidrico (3,07; 12,03 ug

cm). Para teor de clorofila b, Figura 4B, n&o houve diferenca entre os tratamentos.
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Figura 4: Concentracdo de clorofila a (A), clorofila b (B), carotenoides (C), total de clorofila (D) em
plantas de soja com e sem inoculacéo sob irrigacdo e déficit hidrico. WW -AMF= plantas ndo inoculadas
sob irrigacdo, DS -AMF= plantas ndo inoculadas sob déficit hidrico, WW +AMF= plantas inoculadas sob
irrigacdo, DS +AMF= plantas inoculadas sob déficit hidrico. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste Tukey (5%).

3.4 Medigdes fisiologicas

A taxa fotossintética nas plantas inoculadas em condicéo de deficit hidrico (2,32
umol CO; m? s 1) foi similar em comparagio com as plantas irrigadas inoculadas com
FMA (2,47 pmol CO2 m2 s 1) e sem inoculante (2,21 pmol CO2 m2 s 1) (Figura 5A). Para
estas plantas, os valores da fotossintese foram superiores quando comparadas com as

plantas sem a presenca do inoculante (06 pmol CO, m?2s 1),
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Estas mesmas observagdes podem ser visualizadas para a conduténcia estomaética,
tendo sido as plantas irrigadas com o FMA (0,11 mol H,O m? s 1), Figura 5B, e sem
FMA (0,13 mol H.0 m? s 1) superiores em comparagio com as plantas em déficit sem
inoculante (0,04 mol H.,0 m? s ). As plantas inoculadas, mesmo em déficit (0,07 mol
H.O m?s 1), foram equivalentes as plantas irrigadas

A transpiragdo das plantas inoculadas em déficit (0,89 mmol m?2 s 1), Figura 5C
ficou proxima dos valores obtidos por plantas irrigadas com e sem FMA (1,35; 1,47 mmol

m-2 -1

s %, respectivamente), tendo ocorrido reducdo em plantas sem FMA sob déficit
hidrico (0,51 mmol m2s¥).

A eficiéncia do uso da agua (EUA) e a eficiéncia intrinseca do uso da agua
(EiUA) em plantas inoculadas com FMA em condicédo de déficit hidrico (2,91; 34,50 pmol
CO2 mmol H,OY), Figura 5E e F, foram superiores as planas irrigadas com FMA (1,72;
19,71 pmol CO, mmol H20?) e sem FMA (1,39; 15,38 pmol CO, mmol H20?); ja em
relacdo as plantas em condicdo de déficit hidrico sem FMA (2,35; 28,54 umol CO2 mmol
H,0™), essas eficéncias foram semelhantes. Os valores da concentracdo interna e externa

de CO2 nédo apontaram diferenga significativa (Figura 5D).
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Figura 5: Taxa fotossintética (A), condutancia estomatica (B), transpiragdo (C), concentracdo interna e
externa de CO; (D), eficiéncia do uso da agua (E) e eficiéncia intrinseca do uso da agua (F) em plantas de
soja com e sem inoculacgdo sob irrigacdo e déficit hidrico. WW -AMF= plantas ndo inoculadas sob irrigacao,
DS -AMF= plantas ndo inoculadas sob déficit hidrico, WW +AMF= plantas inoculadas sob irrigacéo, DS
+AMPF= plantas inoculadas sob déficit hidrico. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste Tukey (5%).

3.5 Fluorescéncia da Clorofila a

De acordo com os resultados observados nas Figuras 6A e E, o rendimento

quantico maximo potencial do FSII, fluorescéncia inicial, o rendimento quantico efetivo do
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FSII, transporte de elétrons e o coeficiente de dissipacdo ndo fotoquimico ndo se

diferenciaram entre os tratamentos.

1,0

0,8

0,6

Fv/Fm

0.4

0,2

0,0
0,08

ad)

NPQ

o

WW-FMA DS-FMA WW+FMA DS+FMA

] a L
o a a L
. a o
o d [
- a [
b a [
o a F
WW -FMA DS-FMA WW +FMA DS +FMA

300

250

200

150

100

50

35

30

25

20

15

10

(0]) [eIIU] BIDUYISAI0N[]

(s wjoww) Y13

Figura 6: Rendimento quantico méaximo potencial do FSII (A), fluorescéncia inicial (B), rendimento
quantico efetivo do FSII (C), transporte de elétrons (D) e coeficiente de dissipacdo ndo-fotoquimico (E) em
plantas de soja com e sem inoculagdo sob irrigacdo e déficit hidrico. WW -AMF= plantas ndo inoculadas
sob irrigacdo, DS -AMF= plantas ndo inoculadas sob déficit hidrico, WW +AMF= plantas inoculadas sob
irrigacdo, DS +AMF= plantas inoculadas sob déficit hidrico. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

entre si pelo teste Tukey (5%).

3.6 Quantificacao de prolina e agucares soluveis
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O contetdo de prolina nas plantas em condicéo de déficit hidrico sem inoculante
(1,44 pmol g mf) foi superior as plantas irrigadas sem FMA (0,39 umol g mf), as
plantas inoculadas com FMA sob irrigacdo (0,48 pmol g* mf) e sob condicdo de déficit
hidrico (0,54 umol g* mf) (Figura 7A).

Para a concentracdo do amido, Figura 7B, observa-se o valor de 3,95 % nas
plantas inoculadas em condigdo de déficit hidrico, assemelhando-se as plantas inoculadas
com FMA (3,77 %), superior as plantas irrigadas sem a presenca do Glomus clarum (3,10
%). E com valor mais baixo, estdo as plantas em déficit hidrico sem inoculante, com 2,94
%.

Os valores de agucar soltvel total, Figura 7C, em plantas sem FMA sob condicéo
de déficit hidrico (2,19 %), foram semelhantes as plantas inoculadas com FMA sob
irrigacdo (2,11 %) e sob déficit (2,11 %). E estes tratamentos foram superiores as plantas
irrigadas sem inoculante (1,68 %). Para acucar redutor, ndo ocorreu diferenca entre 0s
tratamentos (Figura 7D).

18 = 5
] a A B
1,6 o L
6 a
] ab
14 o - 4
[ ] bc
1S E
- 12 3 c
'o E - 3
s 104
g ]
= 0384
g 3 b b  ,
S 064 b
— -
o -
0,4 3 .
0,2 3
0,0 =
2,5 1,0
1 a r L
a a c a OL
~ 204 a [ 0,8
< ] b i
Ei
S 1 a L
= 154 a - 0,6
3 L =
>
=
s ] L
= 1,0 4 - 0,4
« o b
<
=
@
< ] [
0,5 - ~ 0,2
0,0 4 L 00

WW -FMA DS-FMA WW+FMA DS+FMA WW -FMA DS-FMA WW +FMA DS+ FMA

(%) oplwy

(%) 10INpAY JeINIY



89

Figura 7: Concentracdo de prolina (A), amido (B), agucar soltvel total (C) e agucar redutor (D) em plantas
de soja com e sem inoculagdo sob irrigacdo e déficit hidrico. WW -AMF= plantas ndo inoculadas sob
irrigacdo, DS -AMF= plantas ndo inoculadas sob déficit hidrico, WW +AMF= plantas inoculadas sob
irrigacdo, DS +AMF= plantas inoculadas sob déficit hidrico. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste Tukey (5%).

3.7 Acumulo de &cido malonaldeido e perdxido de hidrogénio

O acumulo de &cido malonaldeido, Figura 8A, em plantas sem inoculante sob
condigdo de déficit hidrico (51,40 umol g* mf) foi superior em comparagdo as plantas
irrigadas sem FMA (49,63 pmol g mf), com FMA (47,40 pmol g mf), e com Glomus
clarum em condicdo de déficit hidrico (46,00 pmol g* mf). Os valores de peroxido de

hidrogénio (H202) ndo diferenciaram significativamente entre os tratamentos (Figura 8B).
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Figura 8: Concentracdo de MDA (A), peroxido de hidrogénio (B) em plantas de soja com e sem inoculagdo
sob irrigacdo e déficit hidrico. WW -AMF= plantas ndo inoculadas sob irrigacdo, DS -AMF= plantas ndo
inoculadas sob déficit hidrico, WW +AMF= plantas inoculadas sob irrigagdo, DS +AMF= plantas
inoculadas sob déficit hidrico. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey
(5%).

3.8 Analise enzimatica

Os valores referentes a concentracdo da catalase, Figura 9A, para as plantas sem
inoculacdo e sob condicdo de déficit hidrico (50,96 umol H202 mint mg? prot), embora
similares as plantas irrigadas sem inoculante (38,05 umol H202 min? mg? prot) e as
plantas inoculadas com FMA (38,04 pmol H20, mint! mg?! prot), diferiram
significativamente em comparag@o com as plantas inoculadas em déficit (33,68 umol H20:
min*t mg? prot).

A concentragdo do superdxido dismutase (SOD), Figura 9B, nas plantas sem
FMA sob condicdo de déficit hidrico (13,86 U min*mg prot) foi maior que nas plantas
irrigadas sem FMA (10,80 U min*mg prot), inoculadas com FMA sob irrigaco (9,56 U
minmg? prot) e sob condicdo de déficit hidrico (9,09 U minmg? prot). Os valores de



90

peroxidase do ascorbato (APX) e peroxidase (POX) néo diferiram significativamente entre

os tratamentos (Figuras 9C e D).
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Figura 9: Concentracdo de catalase (A), superdxido dismutase (B), peroxidase do ascorbato (C) e
peroxidase (D) em plantas de soja com e sem inoculagdo sob irrigacdo e déficit hidrico. WW -AMF=
plantas ndo inoculadas sob irrigagdo, DS -AMF= plantas ndo inoculadas sob déficit hidrico, WW +AMF=
plantas inoculadas sob irrigagdo, DS +AMF= plantas inoculadas sob déficit hidrico. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (5%).

3.9 Massa seca da raiz

A massa seca da raiz observada, Figura 10, nas plantas inoculadas com FMA e
irrigadas (5,60 g) foi maior que nas plantas inoculadas em condi¢édo de déficit hidrico (5,31
g) e irrigadas sem FMA (5,44 g), que foram superiores as plantas sem inoculante sob

condicéo de déficit hidrico (5,12 g).
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Figura 10: Massa seca do sistema radicular em plantas de soja com e sem inoculagdo sob irrigagéo e déficit
hidrico. WW -AMF= plantas ndo inoculadas sob irrigacdo, DS -AMF= plantas ndo inoculadas sob déficit
hidrico, WW +AMF= plantas inoculadas sob irrigacdo, DS +AMF= plantas inoculadas sob déficit hidrico.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (5%).

3.10Avaliacao do sistema radicular

A avaliacdo do sistema radicular, Tabela 1, mostra que o volume de 13,14 mm3
das plantas inoculadas sob condicdo de déficit hidrico foi semelhantes as plantas irrigadas
com inoculante (14,44 mm?) e na auséncia do FMA (12,09 mmg3); ja para plantas sem
inoculante em condicdo de déficit hidrico, o volume de 9,25 mms foi inferior. Para a area
de superficie também foi evidenciada semelhanca entre as plantas inoculadas em condi¢do
de déficit hidrico (33,35 mm?), irrigadas com inoculacdo do FMA (35,20 mm?) e sem FMA
(30,33 mm?), porém os valores foram superiores quando na auséncia de FMA sob
condicdo de déficit hidrico (25,51 mm32). Os valores do diametro ndo diferiram
significativamente entre os tratamentos.

Tabela 1: Volume, area e didmetro do sistema radicular em plantas de soja com e sem inoculagdo sob
irrigacdo e déficit hidrico. WW -AMF= plantas ndo inoculadas sob irrigacdo, DS -AMF= plantas ndo

inoculadas sob déficit hidrico, WW +AMF= plantas inoculadas sob irrigacdo, DS +AMF= plantas inoculadas
sob déficit hidrico.

Tratamento  Volume(mmd) Area de ) Diametro (mm)
superficie(mm?)
WW -AMF 12,09 ab 30,33 ab 1,03a
DS -AMF 9,25b 25,51 b 0,99a
WW +AMF 14,44 a 3520 a 1,03 a
DS +AMF 13,14 ab 33,35a 1,00a
CV (%) 15,78 11,64 7,08

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (5%).
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Imagem do sistema radicular de plantas de soja com e sem inoculagdo do FMA
Glomus clarum ap6s serem submetidas a déficit hidrico de 10 dias na fase reprodutiva de
desenvolvimento (Figura 11).

pDs | |

Figura 11: Area sistema radicular em plantas de soja com e sem inoculagio sob irrigagdo e déficit hidrico.
WW -AMF= plantas ndo inoculadas sob irrigacdo, DS -AMF= plantas ndo inoculadas sob déficit hidrico,
WW +AMF= plantas inoculadas sob irrigacdo, DS +AMF= plantas inoculadas sob déficit hidrico.

3.11Densidade de esporos

A densidade de esporos presentes no solo rizosférico, Figura 12, mostra que, em
plantas inoculadas com FMA em condicao de déficit hidrico, o valor de 328 esporos (100 g
de solo) foi superior, quando comparado com as plantas inoculadas irrigadas, 277 esporos
(100 g de solo), e com as plantas irrigadas sem inoculante de FMA, 203 esporos (100 g de
solo), sendo o destaque principalmente pela superioridade em comparacdo com as plantas
sem inoculante sob condicéo de déficit hidrico, com 164 esporos (100 g de solo).
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Figura 12: Densidade de esporos em solo rizosférico em plantas de soja com e sem inoculagdo sob irrigagéo
e déficit hidrico. WW -AMF= plantas ndo inoculadas sob irrigacdo, DS -AMF= plantas ndo inoculadas sob
déficit hidrico, WW +AMF= plantas inoculadas sob irrigagdo, DS +AMF= plantas inoculadas sob déficit
hidrico. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (5%).

Lamina microscopica de esporos do género Glomus presentes em solo rizosférico
na presenga de plantas de O(Figura 13).

LT £

Figura 13: Esporos do género Glomus observados em plantas de soja inoculadas com FMA em condicéo de

déficit hidrico.
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3.12Percentual de colonizagdo e dependéncia micorrizica

O percentual de colonizagdo micorrizica, Tabela 2, mostra que plantas inoculadas
sob condicdo de déficit hidrico tiveram colonizacdo de 10,75%, semelhante as plantas
inoculadas com FMA irrigadas (10,50 %), superiores em comparacdo com as plantas sem
inoculante de FMA sob irrigacdo (6,50%) e sob condicdo de deficit hidrico (5,75%).

A avaliacdo da dependéncia micorrizica determinou que as plantas de soja em
condicdo de restricdo hidrica (1,06%) dependem mais do fungo micorrizico arbuscular
Glomus clarum para seu desenvolvimento do que as plantas irrigadas, cujo valor da
dependéncia foi 0,08%.

Tabela 2: Percentual de colonizagdo e dependéncia micorrizica em plantas de soja com e sem inoculagéo sob
irrigacdo e déficit hidrico. WW -AMF= plantas ndo inoculadas sob irrigacdo, DS -AMF= plantas ndo
inoculadas sob déficit hidrico, WW +AMF= plantas inoculadas sob irrigacdo, DS +AMF= plantas inoculadas
sob déficit hidrico.

Tratamento Percentual de Colonizacédo (%)
WW -AMF 6,50 b
DS -AMF 575b
WW +AMF 10,50 a
DS +AMF 10,75 a
CV (%) 8,08
Dependéncia Micorrizica (%)

ww 0,08 b
DS 1,06 a
CV (%) 0,00

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (5%).

3.13Avaliacdo nutricional

O conteudo de fésforo no solo, folha e raiz, Tabela 3, mostra que a taxa do
nutriente no solo foi maior nas plantas irrigadas ndo inoculadas (1,90 mg dm=) do que nas
plantas inoculadas em condi¢do de déficit hidrico (1,53 mg dm™), mas se manteve
semelhante em relacdo as plantas irrigadas sem FMA (1,67 mg dm?®) e as plantas
inoculadas com FMA irrigadas (1,62 mg dm=). Nas folhas, o contetdo de P foi maior nas
plantas irrigadas sem inoculante (0,54 g kg?') do que nos demais tratamentos. A
concentracdo nas raizes de plantas inoculadas com FMA em condicdo de déficit hidrico
(0,54 g kgl) e irrigadas (0,51 g kgl) juntamente com as plantas em condicdo de déficit
hidrico sem FMA (0,51 g kg?) se assemelharam e foram superiores as plantas irrigadas
sem FMA (0,42 g kg™).
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Tabela 3:Teor de Fésforo (P) no solo, folha e raiz de plantas de soja com e sem inoculacdo sob irrigagdo e
déficit hidrico. WW -AMF= plantas ndo inoculadas sob irrigacdo, DS -AMF= plantas ndo inoculadas sob
déficit hidrico, WW +AMF= plantas inoculadas sob irrigacdo, DS +AMF= plantas inoculadas sob déficit
hidrico.

Tratamento P solo (mg dm-3) P folha (g kg?) P raiz (g kg™
WW -AMF 190a 0,54 a 0,42
DS -AMF 1,67 ab 041D 051a
WW +AMF 1,62 ab 0,40 Db 0,51a
DS +AMF 153b 0,42 b 0,55 a
CV (%) 7.24 3,69 3,29

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (5%).

4. DISCUSSAO

Neste estudo, foram inoculadas as plantas de soja com Glomus clarum, utilizado
para formar associacGes simbidticas com uma variedade de espécies de plantas, para
explorar os mecanismos de tolerancia ao déficit hidrico. Foi induzido déficit hidrico de 10
dias no estadio fenoldgico V3, Figura 2, para simular como ocorre em condicdes naturais
de campo e que, pelas mudancas climaticas previstas, o déficit hidrico pode se tornar mais
abundante. Posteriormente, as plantas foram reirrigadas até novamente induzir outro déficit
hidrico de 10 dias no estadio fenoldgico R3, o que foi verificado em plantas inoculadas
com FMA, Figura 1, que mantiveram seu potencial hidrico similar as plantas irrigadas.
Estes resultados se assemelham aos de Li et al. (2014), ao destacarem que a utilizacdo de
fungos micorrizicos pode aumentar a tolerancia ao déficit hidrico, fato observado ao
inocular Glomus intraradices em plantas de cevada em condicdes de seca, o qual melhorou
a relacdo hidrica das plantas, pelo aumento do potencial hidrico e, com isso, a capacidade
fotossintética dessas plantas. Essa condicdo de manter o status hidrico elevado é de suma
importancia, pois a agua exerce papel primordial nos processos fisioldgicos das plantas
(GONG et al., 2013), com isso, entende-se que o0 aumento no estado hidrico decorrente da
simbiose com o FMA pode colaborar para que estas plantas hospedeiras, mesmo em
condicdo de déficit hidrico, mantenham o processo fisiolégico em normalidade.

Em condicdo de seca, a producdo excessiva das espécies reativas ao oxigénio
pode ser induzida, com isso, ocasionar a ruptura das membranas, afetando, entéo, a
respiracdo, a fotossintese e o desenvolvimento geral da planta, alem de prejudicar a
producéo de carboidratos, lipideos e acidos nucleicos (WARAICH et al., 2011; REDDY et
al., 2014). Isto pode ser evidenciado pelas plantas sem FMA que, com menor potencial
hidrico, Figura 1, tendem a reduzir a eficiéncia do aparato fotossintético (Figura 5A).

Assim, pode-se caracterizar a importancia dos fungos na adaptacdo das plantas na auséncia



96

da &gua, principalmente para as mudancas climaticas previstas, que, possivelmente, irdo
propiciar maior escassez de &gua. Esta atribuicdo positiva do FMA também foi constatada
por Zou et al. (2017), ao observarem que plantas de laranja trifoliada sem FMA em déficit
hidrico reduziram seu potencial hidrico; ja as inoculadas em déficit hidrico tiveram
aumentado significativamente seu potencial hidrico (20 %), mantendo o mesmo status
hidrico para plantas irrigadas ou em auséncia de agua. A conservacao do turgor foliar é um
mecanismo adaptativo fundamental para a regulacdo estomatica e a  atividade
fotossintética para as plantas em condi¢do de déficit hidrico (LIPIEC et al., 2013).
Bérzana et al. (2012) verificaram que plantas de milho sem inoculante em déficit
obtiveram potencial hidrico bem menor quando comparado com as plantas inoculadas pelo
FMA Glomus intraradices em déficit. Estes resultados mostram a importancia do FMA no
sentido de as plantas superarem o déficit hidrico e manterem os processos fisiol6gicos
normais. Com isso, pode-se atribuir aos FMA uma alternativa em potencial, j& que plantas
sem inoculagdo tendem a sofrer os efeitos provocados pelo déficit hidrico.

As plantas em presenca de fungos micorrizicos frequentemente obtém maior
acumulo de massa seca quando comparadas com plantas sem inoculacdo (LIU et al.,
2015). Um estudo conduzido utilizando S. davidii e milho indicou que, em plantas
inoculadas com fungos micorrizicos arbusculares, a biomassa da parte area era maior do
que em plantas sem FMA (SHENG et al. 2008; GONG et al. 2013). Conforme visto no
presente experimento, pode-se observar semelhanca com os resultados encontrados por
Bernardo et al. (2017), ao verificarem que plantas de trigo inoculadas com Glomus
mosseae obtiveram maior acimulo de massa seca da parte area em compara¢do com as
plantas sem FMA sob auséncia de dgua, muito pelo fato de o fungo ter contribuido com o
maior teor de dgua na biomassa. Os resultados refletem como foi 0 comportamento que
ocorreu na massa seca das folhas, em que as plantas inoculadas em condicdo de déficit
hidrico obtiveram maior fitomassa do que as plantas ndo inoculadas, Figura 3D, sendo
estas plantas dependentes da radiacdo fotossinteticamente ativa e da eficiéncia na
utilizacdo dessa energia. Neste aspecto, as plantas sem inoculante e sob restri¢cdo hidrica
tiveram seu processo fotossintético prejudicado pela seca, enquanto as plantas inoculadas
toleraram os efeitos adversos.

O fungo micorrizico também induziu maior producdo da biomassa radicular nas
plantas em déficit hidrico (Figura 9). Producdo da biomassa radicular é um indice que
complementa o desempenho das plantas quando expostas a situacdes estressantes, além

da eficiéncia promovida pelos FMA em termos de melhoria da biomassa dessas plantas
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(RUIZ-LOZANO et al., 2012). Estes resultados de massa seca da raiz se assemelham aos
resultados encontrados por Quiroga et al. (2017), ao indicarem que a inoculagdo de
plantas de milho com Rhizophagus irregulares promoveu efeito similar aos tratamentos
irrigado e sob déficit hidrico para a biomassa seca da raiz, ao contrario das plantas nao
inoculadas, cuja massa seca diminuiu significativamente na cultivar, que é sensivel ao
déficit. Esta atribuicdo positiva dos fungos micorrizicos arbusculares no aumento da
massa seca pode ser relacionada ao aumento da area do sistema radicular, beneficiando a
absorcdo de agua (ASRAR et al., 2012). Fato evidenciado por Fei et al. (2015), ao
observarem redugdo na biomassa da raiz em plantas em déficit hidrico inoculadas e ndo
inoculadas, embora, para as inoculadas com Rhizophagus irregulares, a reducéo tenha
sido de 70% da biomassa, enquanto para as ndo inoculadas, o percentual foi de 89,1%
na reducdo da massa seca. Embora o ultimo autor tenha visto reducdo na biomassa
radicular das plantas na presenca do FMA, em comparagdo com as plantas nédo
inoculadas o percentual foi menor. Neste trabalho, Glomus clarum induziu maior
producdo de biomassa radicular, Figura 9, muito pelo aumento do desenvolvimento do
sistema radicular, Figura 10, atributo conferido pelo fungos micorrizicos arbusculares
presentes no solo, que permitem a expansdo das raizes das plantas tanto em area como em
volume.

Os pigmentos cloroplastideos sdo de grande importancia para o desenvolvimento
das plantas, que, na presenca do fungo micorrizico, de acordo com Yooyongwech et al.
(2016), normalmente exibem maior nivel de pigmentos fotossintéticos, que, em
consequéncia, aumenta a taxa fotossintética. Assim, a inoculagdo com FMA pode aumentar
o teor de clorofila a, carotenoides, enquanto o déficit hidrico ocasiona reducdo (REDDY et
al., 2004 ; ZHU et al., 2011 ), o que foi consistente com a concentracdo desses pigmentos,
Figura 3A, C e D, neste experimento, fato dependente das condi¢cdes bioguimicas e
ambientais (QIU et al., 2012). Segundo He et al. (2017), a inoculacdo de Rhizophagus
irregularis protege as plantas de Robinia pseudoacacia contra a murcha das folhas, pois
reduz o extresse oxidativo, com maior concentracdo de pigmentos fotossintéticos do que
em plantas ndo inoculadas, independentemente das condic¢des de irrigagdo, indicando que
este FMA confere tolerancia para estas plantas. Asrar e Elhindi (2011) também destacam a
importancia dos FMA para as plantas, ao verificarem que, com a utilizagcdo dos fungos em
plantas de caléndula, o conteido de pigmentos cloroplastideos e carotenoides foi maior

do que nas plantas sem inoculagdo. Destacam ainda que 0 aumento no teor de
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carotenoides  ajuda as plantas a combater a fotoinibicdo de pigmentos em situacdo de
estresse ocasionado pelo déficit hidrico.

A fotossintese € caracterizada como um dos processos fisico-quimicos mais
importantes das plantas, estando ligada a producdo de biomassa, apresentando grande
sensibilidade ao déficit hidrico (YANG et al.,, 2016). Essa afirmacdo corrobora os
resultados deste experimento, cujas plantas de soja em déficit hidrico inoculadas com
Glomus clarum tiveram sua taxa fotossintética elevada, Figura 5A pela consequente
abertura estomatica; o contrario ocorreu com as plantas ndo inoculadas sob déficit, que
apresentaram menor taxa fotossintética, indicando sensibilidade aos efeitos ocasionais do
déficit hidrico. Hu et al. (2017) também observaram aumento na taxa fotossintética em
plantas irrigadas e em déficit moderado inoculadas com FMA, o que pode ter ocorrido
como consequéncia do aumento da concentracdo de pigmentos fotossintéticos e da
condutancia estomatica; ja quando em situacdo estressante, foram obtidos menor
fotossintese e menor concentracdo de pigmentos. O mesmo foi observado por Mo et al.
(2016), com reducéo consideravel dos valores de fotossintese das plantas de melancia em
condicdo de déficit hidrico.

A fotossintese em plantas sob deficit hidrico pode ser afetada negativamente pela
alteracdo na estrutura interna do cloroplasto e mitocondrias (HUSEYNOVA et al., 2016).
A atribuicdo dos fungos as plantas hospedeiras também foi destacada por Zhou et al.
(2015) ao verificarem que as plantas de trigo sem FMA em condicdo de seca tiveram
reducdo nas taxas de fotossintese, condutancia estomatica e transpiracdo, enquanto para as
plantas inoculadas, as taxas foram superiores. A capacidade fotossintética e a eficiéncia da
conversdo de energia sdo reflexo das reacbes fotoquimicas, podendo ser sensiveis aos
estresses abidticos (PORCEL et al., 2015). Embora a fluorescéncia da Clorofila a esteja
ligada ao funcionamento do fotossistema Il e ser um carater intimamente ligado ao
ambiente, para este experimento ndo foi evidenciada diferenca entre os tratamentos,
Figura 6, mesmo pelo fato de as plantas sem FMA sob déficit terem apresentado menor
taxa fotossintética, Figura 5A, menor transpiracdo, Figura 5C, e menor condutancia
estomatica, Figura 5B, em consequéncia do menor potencial hidrico (Figura 1).

A prolina tém fundamental importancia no ajuste das plantas quando em situagdes
de estresse abiotico, sendo um dos principais osmoprotetores dos vegetais (MOLINARI et
al., 2007; SHARMA et al., 2011). Neste experimento, as plantas em condicdo de déficit
hidrico sem inoculacdo de FMA aumentaram o conteudo de prolina, Figura 7A, assim,

elevando seu conteudo osmotico para minimizar os danos que podem ser provocados pela
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auséncia de agua, enquanto nas plantas inoculadas com FMA, esse menor conteddo de
prolina ndo investe nesse mecanismo pela sua contribuicdo no aumento do potencial
hidrico, Figura 1, ainda que sob condicdo de déficit hidrico. Os resultados na producéo de
prolina corroboram 0s encontrados por (ZOU et al., 2013) em que plantas de P. trifoliata
néo inoculadas com FMA tiveram maior producdo dos que as inoculadas, pois as plantas
com inoculagdo sofreram menos com o déficit hidrico por estarem com melhor estado de
agua foliar e volume de raiz e menor acumulo de prolina. Estes resultados também se
assemelham aos resultados de Liu et al. (2015), que observaram, em condicdo de seca,
maior concentracdo de prolina nas plantas de soja ndo inoculadas do que nas inoculadas.
Ainda de acordo com Rahimzadeh e Pirzad (2017), como resultado do déficit hidrico, a
concentracdo de prolina foi menor em plantas de Linum usitatissimum inoculadas com
FMA, do que em plantas sem fungo. Neste aspecto, plantas na presenca dos fungos
micorrizicos arbusculares conseguem se adaptar e tolerar os efeitos da seca sem
necessidade de investir em mecanismo de protecdo, como ocorreu nas plantas de soja sem
FMA no déficit hidrico. Para teor de acUcar soltvel, houve semelhanca entre as plantas
sem FMA sob déficit hidrico e os tratamentos com plantas inoculadas, Figura 7C, embora
a similaridade dos resultados n&o signifique que as plantas inoculadas possam estar
estressadas, ou necessitando desse investimento para manter a pressdo de turgescéncia, o
que pode ser evidenciado pelo maior potencial hidrico, Figura 1, taxa fotossintética, Figura
5A, e propriamente pela menor concentracdo de prolina (Figura 7A). Estes resultados se
assemelham  aos resultados de Mirshad e Puthur (2016), cujos valores de acUcares
sollveis totais encontrados nas plantas de Saccharum arundinaceum também foram
superiores para as plantas inoculadas, seja em déficit ou irrigacdo plena, do que para as
ndo inoculadas. Hu et al. (2017) também observaram semelhanca nos niveis de
metabolismo do acucar em plantas inoculadas com FMA sob condi¢des normais de
irrigacdo com as plantas ndo inoculadas sob estresse, ocasionado pela auséncia de agua. O
acumulo de solutos permite a expansao celular, favorecendo o desenvolvimento das plantas
em déficit hidrico, muito pelos estbmatos parcialmente abertos, que permitem a fixacéo do
CO2 mesmo em ocorréncia de déficit hidrico, atuando, assim, na integridade estrutural da
membrana para tolerar o déficit e, em consequéncia, a desidratacdo celular (LOUTFY et
al., 2012). Este resultado indica que as plantas com FMA tém maior potencial para lidar
com o déficit hidrico por terem maior capacidade para o ajuste osmotico do que as plantas
ndo inoculadas. Algumas espécies vegetais modificam sua fisiologia para tolerar com mais

eficiéncia eventos de estresse, além de se tornarem mais preparadas para futuras ocasides
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de estresse (WALTER et al., 2011; RIVAS et al., 2013). Assim, 0 acumulo de solutos,
como agUcares, pode proteger as plantas contra a perda de 4gua, proporcionando aumento
da pressao osmotica celular para que possa regular o equilibrio osmético a fim de manter
a pressdo de turgescéncia, em consequéncia, 0 teor de agua (SALEHI-LISAR;
BAKHSHAYESHAN, 2016).

As plantas ndo inoculadas em déficit hidrico, ao apresentar os efeitos negativos
como a diminuicao do potencial hidrico, Figura 1, condutancia estomatica, Figura 5B, taxa
fotossintética, Figura 5A, e concentracdo de pigmentos cloroplastideos, Figuras 4A e D,
tiveram como resposta ao deficit inducdo no aumento do teor de prolina, Figura 7A, para
evitar maiores danos. Este fato ndo foi suficiente para evitar maior concentracdo de acido
malonaldeido nestas plantas sem FMA, Figura 8A, que pode ser devido a ocorréncia dos
efeitos da auséncia da adgua por meio de estresses oxidativos, como a formacdo das
espécies reativas de oxigénio. O que nao foi evidenciado nas plantas inoculadas com FMA
em déficit hidrico, Figura 8A, corroborando positivamente as contribui¢des que os fungos
micorrizicos podem levar as plantas. Os efeitos provocados pelo déficit hidrico podem
induzir a formacdo de EROs e acimulo de MDA pela peroxidacéo lipidica da membrana,
tornando esse acumulo indicador de estresse oxidativo (VIJAYAKUMARI; PUTHUR,
2015). Os resultados deste experimento corroboram os resultados de Mirshad e Puthur
(2016), que observaram maior teor de MDA em plantas de Saccharum arundinaceum sem
inoculacdo em déficit hidrico do que nas plantas inoculadas em déficit, bem como também
para as plantas irrigadas. As plantas associadas aos FMA tém melhores condicgdes de
tolerar auséncia de agua pela diminuicdo do conteido de MDA e aumento do acimulo
de acucar soltuvel (ZHANG et al., 2010), afirmacéo condizente com os resultados obtidos
neste estudo, que permitiram a  plantas de soja melhores condicdes de realizar as
atividades fisioldgicas, com minimas consequéncias em comparacdo as plantas sob
auséncia do Glomus clarum.

A baixa disponibilidade de agua reduz a condutancia estomatica, transpiracao,
eficiéncia do uso da agua, contetdo de clorofila, fotossintese, além de afetar a estabilidade
da membrana (YANG et al., 2014 ). As EROs produzidas nos cloroplastos pela cadeia de
transporte de elétrons podem inibir a liberacdo do oxigénio e o funcionamento do centro de
reacdo do fotossistema Il (PSII), resultando na peroxidacgéo lipidica da membrana celular
(Wang et al.,, 2014). Das enzimas antioxidantes, a catalase (CAT) atua como um dos
principais mecanismos para minimizar o estresse oxidativo ocasionado as plantas (LIU et

al., 2015). Dessa forma, o déficit hidrico induziu as plantas de soja sem FMA a obter maior
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concentracdo da catalase, Figura 8C, em comparacdo com as plantas inoculadas em
déficit, justamente para degradar o excesso de espécies reativas ao oxigénio. Além da
catalase, a SOD, que também atua para remover o radical do superdxido ativo, teve maior
concentracdo nas plantas sem FMA sob déficit hidrico, Figura 8D, para minimizar os
danos oxidativos. Esta enzima contribui para a reducdo das EROs produzidas em
decorréncia do déficit hidrico (HERNANDEZ et al., 2012). Como foi observado, a
atividade das enzimas antioxidantes CAT e SOD, de acordo com Gill e Tuteja (2010), e de
outras espécies reativas de oxigénio, como o radical superéxido (Oz), radical hidroxila
(OH-) e oxigénio singleto (*O,), pode ser estuda para avaliar danos oxidativos.
O desempenho das plantas em déficit hidrico esta interligado ao sistema radicular.
Gong et al. (2013) verificaram que o crescimento do sistema radicular em plantas
colonizadas com FMA melhorou a assimilacdo de 4gua quando comparadas com plantas
sem inoculacdo de fungos micorrizicos sob condic¢do de déficit hidrico, proporcionando
maior absor¢do de agua (HUANG et al., 2011). Fato que pode ser explicado pelo
crescimento das hifas conforme ocorrido neste experimento, aumentando, assim, a area
do sistema radicular dessas plantas (Figura 10, Tabela 1). Huang et al. (2011) verificaram
que plantas de meldo na presenca de Glomus spp. tém maior tolerancia ao estresse hidrico
do que em auséncia de FMA, por atuarem no maior comprimento de raizes, teor de
acucares soluveis e taxas fotossintéticas. Quanto maior o desenvolvimento do sistema
radicular, menor serdo os efeitos ocasionados pelo déficit hidrico. O presente estudo
também apresenta resultados similares aos encontrados por Zou et al. (2017), ao
verificarem que o sistema radicular de plantas de laranja trifoliada sem FMA em déficit
hidrico se reduziu em comparacdo com as irrigadas. As plantas inoculadas tiveram
aumento no crescimento maior na area de superficie, no diametro e no volume do que as
plantas sem FMA.

O maior desenvolvimento do sistema radicular das plantas associa-se ao maior
namero de esporos, Figura 13, em solo rizosférico, que em déficit hidrico. As plantas
inoculadas tiveram numero superior de esporos em relacdo aos demais tratamentos,
Figura 11, principalmente em comparacdo com as plantas sem FMA em déficit hidrico.
Essa observacdo mostra 0 potencial de desenvolvimento desses micro-organismos em
solos sob déficit hidrico, o que, conforme o presente estudo, possibilitou maior associagdo
simbidticas entre as raizes das plantas de soja. Assim, o percentual de colonizacdo
micorrizica do FMA em plantas sob déficit foi superior aos tratamentos sem inoculag&o,

Tabela 2, com isso, explica-se 0 motivo de as plantas com FMA terem apresentado
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tolerancia ao déficit hidrico pelo maior desenvolvimento do sistema radicular, Tabela 1,
favorecendo maior area de contato em absorver 4gua, minimizando os danos provocados
por processos fisiologicos que reduzem a eficiéncia do desenvolvimento vegetal. Estes
resultados se assemelham aos resultados obtidos por Mo et al. (2016), em que a
colonizagdo micorrizica em plantas de melancia inoculada pelo fungo Glomus versiforme
ndo foi afetada significativamente pela restricdo do suprimento de 4gua. O que também foi
observado por Liu et al. (2015), em que o déficit hidrico ndo comprometeu a colonizagéo
micorrizicas nas plantas inoculadas pelo FMA. O déficit hidrico afeta negativamente os
vegetais, como plantas lenhosas, tal fato podendo ser conferido pelos resultados de Barros
et al. (2018), ao observarem auséncia de colonizagdo micorrizica em plantas de Cynophala
flexuosa sem FMA; ja nas plantas inoculadas com Glomus etunicatum e Acaulospora
longula, sob auséncia de dgua ou irrigadas, obteve-se 0 mesmo percentual de colonizacao,
0 que resultou nessas plantas sob seca melhor condi¢cdo hidrica do que naquelas sem
inoculagdo. Isso pode destacar a importancia de os fungos micorrizicos se associarem a
maioria dos vegetais, podendo beneficia-los principalmente na auséncia de agua. Com
isso, caracteriza-se a dependéncia das plantas em déficit hidrico pelos fungos micorrizicos,
podendo essta dependéncia variar quanto ao ambiente instalado, principalmente quando
sob influéncia de déficit hidrico, como pode ser visto de acordo com Ruiz-Lozano et al.
(2016), pois mesmo em distintas colheitas a dependéncia micorrizica seguiu a tendéncia
de plantas de tomate e alface ndo inoculadas em déficit serem maiores do que sob
irrigacdo, pelo fato de as plantas inoculadas terem sempre mantido 0 peso seco da parte
aérea acima das plantas sem FMA. Conforme visto, plantas em déficit tiveram maior
dependéncia dos fungos do que sob irrigacdo, assemelhando-se aos resultados de Asrar et
al. (2012), que indicaram maior dependéncia micorrizica para as plantas de Antirhinum
majus em déficit, do que para as plantas mantidas sob irrigagdo, ao mesmo tempo que 0s
fungos protegem as plantas dos efeitos do déficit hidrico. Além disso, os fungos
contribuem para o aproveitamento do fosforo (P), o que foi evidenciado por Li et al.
(2014), ao verificarem que plantas de cevada tiveram maior concentracdo de P nas raizes
e que a cultivar brb sob inoculagdo do Glomus intraradices em condicdo de déficit hidrico

foi maior do que nas irrigadas.
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5. CONCLUSAO

A utilizacdo do fungo micorrizico arbuscular Glomus clarum promoveu maior
tolerancia nas plantas de soja frente as efeitos provocados quando em déficit hidrico, ao
manter uma condicdo hidrica das plantas semelhante as irrigadas. A resisténcia dessas
plantas inoculadas com FMA estd associada & maior sustentacdo do metabolismo
fisiolégico, com um melhor desempenho fotossintético, em conjunto com maior abertura
estomatica, aléem do aumento da concentracdo de pigmentos cloroplastideos. Isso, em
influéncia da manutengdo hidrica, bem como do melhor desenvolvimento do sistema
radicular, ao aumentar o percentual de colonizacdo dos fungos as raizes. Assim, a simbiose

com o FMA aumentou a tolerancia das plantas de soja em déficit hidrico.
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CAPITULO 3

PRODUTIVIDADE DA SOJA EM ASSOCIACAO AO FUNGO MICORRIZICO
ARBUSCULAR Glomus clarum CULTIVADA EM CONDICOES DE CAMPO

Resumo:

A soja [Glycine max (L.) Merrill] é uma das culturas mais significativas para o
desenvolvimento do agronegécio. Mas, devido ao cenério de mudancgas climéticas
previstas o seu rendimento pode ser afetado negativamente. Devido, a0 aumento na
frequéncia do déficit hidrico, que afeta diretamente o desenvolvimento das plantas.
Assim, alternativas para propiciar o melhor rendimento das plantas quando em
condicGes adversas sdo fundamentais, e os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) que
se associam as raizes das plantas sdo potenciais alternativas, pois, possibilitam que as
plantas tenham maior absorcdo de agua e nutrientes, a0 aumentar o crescimento do
sistema radicular. Como em experimentos anteriores realizados em casa de vegetacdo
foram observados resultados positivos através da associa¢do micorrizica dos FMA com
as plantas, objetivou-se com este trabalho avaliar a produtividade da soja em associagdo
ao FMA Glomus clarum sob irrigacédo e condi¢fes natural de campo. O experimento foi
realizado em campo experimental, onde plantas de soja na presenca e auséncia da
inoculacdo do FMA Glomus clarum foram cultivadas com e sem irrigacdo. Ao decorrer
do desenvolvimento das plantas avaliou-se os pardmetros biométricos, medicoes
fisioldgicas e teor de clorofila a e b, para a colheita, analisou-se a altura de insercdo da
primeira vagem, numero de vagens e grdos por planta, peso de mil gréos, produtividade,
colonizacdo micorrizica e densidade de esporos. O delineamento utilizado foi em blocos
casualizados com parcelas subdivididas, e as médias obtidas foram submetidas a analise
de variancia e comparadas pelo teste Tukey (5%), utilizando o software SISVAR. Os
resultados indicam que as plantas inoculadas com o Glomus clarum beneficiaram as
plantas aumentando o peso de 1000 gréos e a produtividade, evidenciado pela alta
producéo de sacas por hectare, fato associado pela maior densidade de esporos no solo e
da colonizagcdo micorrizica. Conclui-se que a inoculacdo do FMA Glomus clarum
aumentou a produtividade das plantas de soja mesmo cultivadas sem a condigéo de

irrigacao.

Palavras-chave: produtividade de grdos, FMA, colonizagéo
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CHAPTER 3

SOYBEAN YIELD IN ASSOCIATION TO THE ARBUSCULAR MYCORRHIZAL
FUNGI Glomus clarum CULTIVATED UNDER FIELD CONDITIONS

Abstract:

The soybean [Glycine max (L.) Merrill] is one of the most significant crops for the
agribusiness development. But due to the scenario of predictad change climate, this
yield can be adversely affected. Due to the increase in drought stress frequency, which
directly affects plants development. Thus, alternatives to provide the best plants yields
when adverse conditions are fundamental, and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF)
associated to the plants roots are potential alternatives, as they allow the plants to have
greater water and nutrients absorption, by increasing the root system growth. As in
previous greenhouse experiments positive results were observed through the
mycorrhizal association of AMF with plants, the objective of this work was to evaluate
soybean yield in association with AMF Glomus clarum under irrigation and natural
field conditions. The experiment was carried out in experimental field, where soybean
plants in the presence and absence of FMA Glomus clarum inoculation were cultivated
with and without irrigation. During the plants development the biometric parameters,
physiological measurements and chlorophyll content a and b were evaluated for harvest,
the first pod insertion height, pods and grains number per plant, thousand grains weight,
productivity, mycorrhizal colonization and spore density. The plot was used in
randomized blocks with subdivided plots, and the means obtained were submitted to
variance analysis and compared by Tukey test (5%) using the SISVAR software. The
results indicate that the plants inoculated with Glomus clarum benefited the plants,
increasing the weight of 1000 grains and productivity, evidenced by the high production
of sacks per hectare, a fact associated with the higher density of spores in the soil and
mycorrhizal colonization. It was concluded that the AMF Glomus clarum inoculation

increased the yield of the same soybean plants without irrigation conditions.

Key words: grain yield, AMF, colonization



119

1. INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merrill] é uma das culturas mais importantes
economicamente para a agricultura brasileira. Na safra de 2017/18, o pais produziu
118,04 milhGes de toneladas de soja, desse montante, Goias contribuiu com 10,819
milhdes, caracterizando-se como o quarto Estado de maior produgdo (CONAB 2018). A
sua importancia é representada pela contribuicdo que sua matéria-prima oferece para a
producdo de Oleo vegetal, e devido a sua composicdo rica em proteina, € utilizada na
alimentacdo humana e animal (RODRIGUES et al., 2013).

O sucesso das culturas depende das condic¢Ges edafoclimaticas e, em razédo da
sua instabilidade, o desenvolvimento e o rendimento das plantas podem ser afetados
(REICHERT et al., 2008), principalmente pelas mudancas climaticas previstas, cuja
tendéncia é ocorrer um aumento de 1,8 a 3,6 °C na temperatura média global até o fim
do século, pela emissdo de gases na atmosfera, provocando o efeito estufa (IPCC,
2013). Como efeito destas mudancas climaticas, o déficit hidrico desponta como um
fator chave pela ocorréncia de maiores periodos de seca, que tem se tornado mais
longas e severas (EHTERAM et al., 2018). A sensibilidade das plantas de soja a
restricdo hidrica evidenciou na safra 2015/2016 uma baixa produtividade na regido do
Centro-Oeste, 2.882 kg hal, além disso, em Goids, onde se esperava atingir uma
média em torno de 60 sacas/ha, foi obtida uma média de 54 sacas (CONAB, 2016).

O déficit hidrico pode limitar o crescimento e o desenvolvimento das plantas
(THIRUMALAIKUMAR et al., 2017), e suas respostas as alteracdes provocadas pela
restricdo hidrica podem ser fisioldgicas e bioquimicas, incluindo reducdo na
eficiéncia fotossintética (SILVA et al., 2013), pois a atividade estomatica através das
células-guarda é afetada pela mudanca na pressdao de turgor (ENDO et al., 2008;
BEHNAM et al., 2013). Essa atividade de abertura e fechamento estomatico, além de se
associar a entrada e saida de agua, também se relaciona diretamente com a absorc¢éo de
CO2 (ARVE et al., 2011). Como consequéncia do fechamento estomatico pelo déficit
hidrico, a fotossintese pode ser reduzida (FAROOQ et al.,2009) bem como a
estabilidade da clorofila (BEGUM et al., 2012 ).

Esses efeitos negativos ocasionado pelo déficit hidrico as plantas podem
estimular a producédo de especies reativas de oxigénios (EROs), ocasionando a morte
celular (CAVERZAN et al., 2016). Com isto, o déficit hidrico é um fator importante

para se levar em consideracdo na escolha da cultivar e no manejo da cultura, pois pode,
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em caso de ocorréncia durante o ciclo de desenvolvimento, reduzir a produtividade,
afetando, por exemplo, o enchimento de grdos (GAVA et al., 2015). Uma alternativa em
potencial para as plantas, principalmente quando em situacfes propicias ao déficit
hidrico, é a utilizacdo dos fungos micorrizicos arbusculares (FMA), que fazem simbiose
com a maioria das plantas, proporcionando melhores condigdes de tolerar estresses
abioticos, como o déficit hidrico (KHALVATI et al., 2010 ; ZOU et al., 2015).

A colonizacéo das raizes pelos FMA é caracterizada pelas interagcdes entre as
plantas e espécies de fungos micorrizicos (BENIWAL et al., 2010). Os fungos
favorecem as plantas na absorcdo de &gua e nutrientes, em compensacdo, Sao
beneficiados pelas plantas com o fornecimento de fotoassimilados (POZO et al., 2015).
Os beneficios dos FMA as plantas sdao multiplos, visto que melhoram  a absorcéo de
nutrientes, principalmente em solos com baixa fertilidade (BERRUTI et al., 2016), além
disso, auxiliam na tolerdncia das plantas aos impactos negativos de  estresses
(HUMPHREYS et al., 2010; ESTRADA et al., 2013), como o déficit hidrico (MO et al.,
2016), ao proporcionar as plantas melhores condicdes de potencial hidrico,
possibilitando responder positivamente aos efeitos adversos do déficit hidrico
(HAMEED et al., 2014).

Diante das perspectivas das mudangas climéaticas e com a possibilidade de o
déficit hidrico ser intensificado, estudos visando a alternativas que beneficiem o
desenvolvimento das plantas sdo fundamentais, entre eles, a utilizacdo dos fungos
micorrizicos vem se destacando. Assim, objetivou-se, com este experimento, avaliar a
produtividade da soja em associacdo ao FMA Glomus clarum sob irrigacdo e condicbes

naturais de campo.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material vegetal e local de estudo

Sementes de soja, cultivar ANTA82, fornecidas pela empresa Uniggel Sementes
foram germinadas no campo experimental do Instituto Federal Goiano — Campus Rio
Verde, Goiés, situado nas coordenadas geograficas 17° 48” 28 S e 50° 53’ 57> W. O
clima, segundo a classificacdo de Koppen, é AW, chuvoso tropical com inverno seco, com
temperatura media anual de 20-35°C. Durante o experimento, o indice pluviométrico foi de
947 mm.

O solo da area foi classificado como Latossolo Vermelho distroférrico (LVdf) de
textura média (EMBRAPA, 2013). Com base na anélise quimica e fisica presente na
Tabela S3 do material suplementar, foi feita a calagem, aumentando a saturacdo por base
para 60%, seguindo as recomendacbes para a cultura da soja em solos do Cerrado
(SOUSA; LOBATO, 1996). Posteriormente a calagem, foi feita aplicacdo de gesso

agricola.

2.2. Condicdes experimentais

O experimento foi iniciado em 05/11/2017 e a colheita, feita em 08/04/2018. No
plantio, as sementes de soja foram inoculadas com bactérias fixadoras de nitrogénio
(Bradyrhizobium japonicum). A area ocupada pelo experimento foi de 351 m2 (39 x 9 m),
cada parcela continha 16 m? com 8 linhas de plantio cada uma. Foi adotado espagamento
de 0,50 m entre linhas e 0,055 m entre plantas, com 18 sementes de soja por metro.

Para as parcelas irrigadas, foi utilizado sistema de gotejamento, com tubos
gotejadores (D1000 - Rivulis) de 16 mm de diametro, e gotejadores espacados de 0,30 m e
vazdo de 1,5 L/h. A irrigacéo foi feita diariamente e sempre que necessitario para atingir
80 % da capacidade do solo. A quantidade de agua aplicada para o solo obter 80 % da
capacidade de campo (CC) foi determinada pela irrigacdo real necessaria (IRN) e,
posteriormente, pela irrigacdo total necessaria (ITN). Subsequentemente, ao atingir o
percentual requerido de CC, o manejo para irrigar as plantas diariamente foi calculado pela
evapotranspiracdo, obtendo assim a lamina bruta (LB) de irrigacdo por dia.

Irrigacéo real necessaria (IRN):
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CC% — Ua% PAM
BN geread = (2708 g (P2
’ 10 100

IRNIoc (real) = irrigacéo real necessaria para irrigacao localizada (real), mm;
CC% = capacidade de campo (%);

Ua% = umidade atual do solo, % em peso;

ds = densidade do solo (g/cm3);

Z = profundidade efetiva do sistema radicular (cm); e

PAM = porcentagem de area molhada (%).

Irrigagdo total necessaria (ITN):

IRN!oc

Ea

ITN:I'JG =

ITNioc =irrigacdo total necessaria (mm)
Ea = eficiéncia de aplicacao da agua (%)

Lamina bruta (LB):

_LL

LB =—
Ea

LB = lamina bruta (mm)
LL= lamina liquida (mm)

Para as parcelas ndo irrigadas, a condugdo foi em circunstancias naturais de
campo para se assemelhar as condi¢cGes da maioria dos produtores. Apenas foram
acompanhadas as condi¢Ges ambientais, com a instalacdo de um pluviémetro na regido do
experimento, que permitiu acompanhar o indice pluviométrico. O teor de 4gua do solo
para os tratamentos nao irrigado foi obtido pelo balanco hidrico, seguindo os calculos de
acordo com Thornthwaite, Mather (1955).

2.3. Inoculacdo do fungo micorrizico arbuscular

Antes de implantar o experimento, foi feita a multiplicagdo do inoculante de
FMA em vasos pléasticos de 1 litro desinfestados, contendo substrato composto de mistura
de solo com areia (2:1), esterilizado em autoclave por 121 °C, pressdo de 1,5 atm, em dois
periodos de duas horas, em dias alternados, utilizando sacos de algoddo. Em seguida, foi
seco em estufa a 105 °C por 24 h e, apds estar frio, foi umedecido pelo mesmo periodo
com &gua destilada e esterilizada para que recuperasse sua capacidade normal de
umedecimento (SOUZA, 2000; SAGGIN-JUNIOR et al., 2011). Ap6s acrescentado o
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indculo, como plantas hospedeiras, foram utilizados sorgo (Sorghum bicolor) e Brachiaria
sp. Apos trés meses, o solo foi recolhido e avaliado o nimero de esporos de acordo com
Gerdemann e Nicolson (1963) e Jenkins (1964). A contagem dos esporos foi em placa de
acrilico com anéis concéntricos, sob microscopio estereoscépio. O restante foi armazenado
para ser utilizado como inoculante no experimento. As plantas de soja que receberam os

FMA foram inoculadas no orificio de semeadura com 10 g de inéculo do FMA.

2.4. AvaliacOes

2.4.1. Medicédo de trocas gasosas

A caracterizacdo fisiologica foi feita nas plantas irrigadas e sem irrigacdo em
folhas completamente expandidas antes de iniciar o florescimento. A analise dos
parametros ligados a fotossintese foi feita utilizando um sistema de determinacGes da
concentracdo de gases no infravermelho (IRGA, Li-Cor - Li6400 XT). Parametros como
taxa fotossintética liquida (A umol CO, m s1), condutancia estomatica (gs mol H,O m? s
1y, concentragdo interna e externa de CO; (Ci/Ca), transpiragdo (E mmol m2s?), eficiéncia
do uso da dgua (WUE pmol CO, mmol H.O™) e eficiéncia intrinseca do uso da agua
(WiUE pmol CO, mmol H,O!) foram determinados em todos os tratamentos. Foram
utilizados 1000 pumol m2 s de irradiancia durante todo o experimento. Todas as medicoes

foram feitas no periodo compreendido entre 8:00 e 11:00h.
2.4.2. Medicao de fluorescéncia da clorofila a

As variaveis de fluorescéncia da clorofila a foram obtidas com auxilio do IRGA
(L1-6400xt, LI-COR) na mesma area da folha em que foram feitas as medic¢Oes das trocas
gasosas. Os sinais de fluorescéncia em todos os pontos da area foliar analisada foram
capturados por uma camera CCD (Charge Coupled Device) acoplada ao aparelho. Para as
avaliacdes, as folhas foram adaptadas ao escuro para que o0s centros de reacdo estivessem
completamente abertos (todos os aceptores primarios oxidados) com perda de calor
minima. As variaveis de inducdo da fluorescéncia obtidas foram fluorescéncia inicial (FO)
e fluorescéncia maxima (Fm) e, com base esses valores, foi obtido o rendimento quantico
potencial do fotossistema Il (FSIl), Fv/Fm= (Fm-FO)/Fm (GENTY et al., 1989). As
variaveis da fase lenta de inducdo da fluorescéncia foram obtidas sequencialmente com a
aplicacdo de uma iluminacdo actinica e um pulso de luz actinica saturante para a

determinacdo das varidveis fluorescéncia em amostra adaptada a luz antes do pulso de
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saturacdo (F) e fluorescéncia maxima em amostra adaptada a luz (Fm’). Com base nesses
parametros, foi possivel calcular a fluorescéncia minima do tecido vegetal iluminado, FO’=
FO/[((FM-FO/Fm)+(FO/Fm’)] (OXBOROUGH; BAKER, 1997). O rendimento quantico
efetivo de conversdo fotoquimica de energia no PSII, YII= (Fm’-F)/Fm’, foi calculado de
acordo com Genty et al.(1989) e Hendrickson et al. (2004). Também foi feito o célculo do
coeficiente de dissipacdo ndofotoquimico, NPQ= [(Fm-Fm’)/Fm’], por fim, o YII foi
utilizado ainda para estimar a taxa aparente de transporte de elétrons, ETR = YII.
PAR.0,84.0,5 (BILGER et al., 1995), em que PAR ¢é o fluxo de fotons (n mol m?)
incidente sobre a folha, 0,5 é o valor correspondente a fracdo de energia de excitacdo
distribuida para o FSII (LAISK; LORETO, 1996) e, 0,84, o valor correspondente a fracdo
de luz incidente absorvida pelas folhas (EHLERINGER, 1981).

2.4.3. Caracteristicas biométricas

A avaliacdo de altura e diametro das plantas foi feita a cada 15 dias ap6s o plantio
até iniciar a fase de maturacdo. Foram avaliadas 12 plantas em todas as parcelas de cada

tratamento.
2.4.4. Conteudo de clorofila

Para a determinacgéo de pigmentos, foi utilizado o equipamento Clorofilog modelo
CFL-1030 (FALKER — Automacdo Agricola). O equipamento mede o conteudo de
clorofilas a e b na folha. Foram avaliadas 12 plantas em todas as parcelas de cada

tratamento.
2.4.5. Altura de insercéo da primeira vagem

Foi feita na colheita da cultura, medindo, com auxilio de uma trena, a distancia
do nivel do solo até a insercdo da primeira vagem. Foram avaliadas 5 plantas em todas as

parcelas de cada tratamento.
2.4.6. Numero de vagens

Foi contado 0 numero de vagens contidas em cada uma das 5 plantas avaliadas

em todas as parcelas de cada tratamento.

2.4.7. Numero de graos por planta
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Foi contado o numero de gréos contidos em cada uma das 5 plantas avaliadas em

todas as parcelas de cada tratamento.
2.4.8. Peso de 1000 graos

Foi feita a pesagem de 1000 grdos obtidos na colheita de cada tratamento. A
determinacdo do teor de umidade foi obtida pelo método da estufa, de acordo com as
regras para andlise de sementes (BRASIL, 2009). As sementes na colheita estavam com

17% de umidade, assim, o peso de 1000 gréos foi corrigido para 13% de umidade.
2.4.9. Produtividade e sacas

Foi determinada pela colheita de todas as plantas de seis linhas de 4 m. O
resultado foi expresso em kg ha* e corrigido para 13% de umidade, base imida, pois, no
momento da colheita, as sementes estavam com 17% de umidade. Utilizou-se trilhadeira
estacionaria de parcelas para a trilha das vagens e obtencdo das sementes, apos, elas foram
pesadas em balanca com precisdo de uma casa decimal. Posteriormente, foi feita a
conversao da produtividade para sacas por hectare (ha).

2.4.10. Densidade de esporos

A densidade de esporos no solo foi determinada utilizando a técnica de
peneiramento Umido (GERDEMANN; NICHOLSON, 1963). Para extracdo dos esporos,
foram coletadas amostras de 100g de solo, posteriormente misturadas com &gua e
trituradas para a lavagem. Logo apds, a amostra foi colocada em tubo tipo falcon em
centrifuga a 3000 rpm durante 3 minutos, depois a agua foi dispensada e adicionada
solugédo de sacarose a 50%, seguida de centrifugacdo a 2000 rpm por 2 minutos. Na
sequéncia, foi despejado o liquido que contém os esporos na peneira, por fim, foi
armazenado em um recipiente até a analise no laboratério, procedimento em que se
utilizou uma placa canelada para a contagem do numero de esporos presentes no solo

através da lupa Optica Zeiss — Discovery.V8 (4x).
2.4.11. Observacéao da associagdo entre fungos e raizes de soja

Para determinacéo da colonizacdo radicular, fragdes de aproximadamente 0,4 g de
raizes das plantas de cada tratamento foram separadas e conservadas em solucdo alcodlica

(50% de etanol). As amostras de raizes previamente mantidas em dalcool 50% foram
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despigmentadas pelo método de Koskey e Gemma (1989) modificado. As raizes foram
imersas em KOH (2%) e aquecidas em estufa a 90 °C por 120 minutos, logo ap6s, foram
lavadas com &gua destilada e novamente aquecidas em uma nova solucao de HCI (0,05%)
por 30 minutos. Em seguida, as raizes foram coradas utilizando o corante azul de tripano
(0,05%) em lactoglicerol (PHILLIPS; HEYMAN, 1970) e aquecidas por 10 minutos.

O percentual de colonizagdo radicular foi avaliado pela confeccdo de laminas para
microscopia com fragmentos das raizes, visualizando as estruturas em microscopio 6ptico
(Motic — BA210E) com aumento de 200 vezes, conforme McGonigle et al. (1990).

2.5. Anélise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados com
parcelas subdivididas, com os seguintes tratamentos: 1) Plantas na auséncia do FMA sob
condicdes irrigadas; 2) Plantas na auséncia do FMA sob condi¢fes naturais de campo; 3)
Plantas inoculadas (Glomus clarum) sob condicgdes irrigadas; e 4) Plantas inoculadas
(Glomus clarum) sob condicdes naturais de campo. Os dados foram submetidos a analise
de variancia e as médias, comparadas pelo teste Tukey (5%), utilizando o software
SISVAR.



3. RESULTADOS

3.1. Teor de agua no solo
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O balango hidrico mostra o teor de agua do solo durante o experimento nas

condicdes sob irrigacdo e sem irrigacao, tendo sido de 80% a média do teor de agua nos

tratamentos sob irrigagdo, enquanto nos tratamentos néo irrigados, ela foi 45 %(Figura 1).
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Figura 1: Teor de &gua no solo durante o ciclo de desenvolvimento da cultura, calculado pelo balango
hidrico. Irrigado= plantas sob condi¢do de irrigacdo, N-Irrigado= plantas na auséncia de irrigagdo, Dias=
quantidade de dias ocorridos na condugdo do experimento.

3.2. indice pluviométrico

O indice pluviométrico obtido durante o ciclo produtivo da soja através da
instalacdo de um pluviémetro na &rea do experimento indicou pluviosidade total de 947
mm. Segundo a Embrapa (2011), a necessidade total de agua na cultura da soja, para
obtencdo do maximo rendimento, varia entre 450 e 800 mm/ciclo. Observa-se no gréafico
que o indice de chuva se manteve constante, o que foi determinante nas avaliacdes
fisiologicas e de crescimento.

Na avaliacdo fisioldgica de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a (14-12-
2017), até trés dias anteriores, a pluviosidade foi 19 mm; na primeira avaliagdo de altura e

diametro de plantas e de clorofila a e b (20-11-2017), até trés dias anteriores, a
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pluviosidade foi de 24 mm; na segunda avaliacdo de altura e didmetro de plantas e de
clorofila a e b (05-12-2017), até trés dias anteriores, ela foi de 60 mm; na terceira
avaliacdo de altura e diametro de plantas e de clorofila a e b (20-12-2017), ndo ocorreu
pluviosidade nos trés dias anteriores; na quarta avaliacdo de altura e diametro de plantas e
de clorofila a e b (05-01-2018), até trés dias anteriores, a pluviosidade foi de 47,5 mm; na
quinta avaliacdo de altura e diametro de plantas e de clorofila a e b (22-01-2018), néo

ocorreu pluviosidade nos trés dias anteriores (Figura 2).
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Figura 2: indice de pluviosidade durante o ciclo de desenvolvimento da soja.
3.3. Trocas gasosas

Para a transpiracdo em plantas sob condicdo de irrigacdo na presenca do FMA, o
valor de 7,77 (mmol m? s %), Figura 3C, foi significativamente maior quando em
comparagdo com as plantas sem inoculagdo do FMA (5,42 mmol m2 s ). O mesmo foi
observado nos tratamentos nao irrigados, cujas plantas na presenca do FMA (8,41 mmol m
2 s 1) foram superiores as plantas sem inoculagio do FMA (4,53 mmol m? s 1),
Comparando entre si 0s tratamentos de presenca e auséncia de FMA, quando em condic¢Ges
de irrigacédo e ndo irrigacédo, ndo se observou diferenca significativa.

A concentracdo interna e a externa de CO2 ndo diferiram significativamente
entre plantas na presenca e auséncia do FMA em condicdes de irrigacdo e ndo irrigagéo,

Figura 3D, o mesmo também foi observado entre plantas na presenca do inoculante de
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FMA em condicdo de irrigacdo e ndo irrigagéo. Foi evidenciada diferenca apenas nas
plantas sem inoculacdo de FMA, que, em condic¢do de irrigacdo (0,85), foi superior as
plantas nao irrigadas (0,78).

Para a eficiéncia do uso da agua, ndo foi observada diferenca significativa entre os
tratamentos em condicdo de irrigacdo, Figura 3E, enquanto no tratamento ndo irrigado, as
plantas sem inoculagdo de FMA (5,23 umol CO2 mmol H,0™?) foram significativamente
superiores as plantas inoculadas com FMA (3,14 pmol CO2 mmol H,0%). Comparando
entre si 0s tratamentos de presenca e auséncia de FMA quando em condicGes de irrigacédo e
ndo irrigagdo, ndo se observou diferenca significativa.

Para eficiéncia intrinseca do uso da &gua em condic¢do de irrigacdo, as plantas
na presenca do inoculante de FMA (41,20 pmol CO, mmol H,O?) (Figura 3F) foram
significativamente superiores as plantas sem inoculacdo de FMA (31,93 pumol CO2 mmol
H,O™). Nos tratamentos ndo irrigados, ndo foi observada diferenca significativa entre
plantas com e sem inoculagédo de FMA. Comparando entre si os tratamentos de presenga e
auséncia do inoculante de FMA, quando em condi¢6es de irrigacdo e ndo irrigacdo, nao foi
observada diferenca significativa.

Os resultados mostram que a taxa fotossintética e a condutancia estomatica ndo

diferiram entre os tratamentos (Figuras 3A e B).
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Figura 3: Taxa fotossintética (A), condutancia estomatica (B), transpiracdo (C), concentracdo interna e
externa de CO; (D), eficiéncia do uso da &gua (E) e eficiéncia intrinseca do uso da agua (F) em plantas de
soja com e sem inoculacdo do FMA Glomus clarum na presenca e auséncia de irrigacdo. Irrigado= plantas
sob condicdo de irrigacdo, N-Irrigado= plantas na auséncia de irrigagdo, -FMA= plantas ndo inoculadas,
+FMA= plantas inoculadas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (5%).
Letras maiusculas diferentes seguindo os valores indicam diferencas significativas entre os tratamentos de
com e sem inoculagdo do FMA, letras minudsculas diferentes seguindo os valores indicam diferencas
significativas entre os tratamentos irrigado e ndo-irrigado.

3.4. Fluorescéncia da clorofila a
Segundo os resultados observados nas Figuras 4A, B, D e E, o rendimento

quantico maximo potencial do FSII, a fluorescéncia inicial, o transporte de elétrons e o

coeficiente de dissipacdo ndo fotoquimico ndo diferiram entre os tratamentos sob condicéo
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de irrigagéo e ndo irrigagdo, bem como comparando entre si os tratamentos com e sem
inoculacdo de FMA.

Para o rendimento quantico efetivo do FSII, em condicdo de irrigacao, as
plantas inoculadas com FMA (0,38), Figura 4C, diferiram significativamente, quando em
comparagdo com as plantas sem inoculagdo de FMA (0,31). Nas plantas em condicéo de
ndo irrigadas, os tratamentos com e sem inoculacio de FMA ndo diferiram
significativamente entre si. Comparando entre si os tratamentos de auséncia do inoculante
de FMA, observou-se que em plantas ndo irrigadas (0,37), eles foram significativamente
superiores em comparacao com as plantas irrigadas (0,31), ja os tratamentos da inoculagdo
do FMA néo diferiram entre plantas irrigadas e ndo irrigadas.
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Figura 4: Rendimento quéntico maximo potencial do FSII (A), fluorescéncia inicial (B), rendimento
quantico efetivo do FSII (C), transporte de elétrons (D) e coeficiente de dissipacdo ndo-fotoquimico (E) em
plantas de soja com e sem inoculagdo do FMA Glomus clarum na presenga e auséncia de irrigacao.
Irrigado= plantas sob condicdo de irrigacdo, N-Irrigado= plantas na auséncia de irrigacdo, -FMA= plantas
ndo inoculadas, +FMA= plantas inoculadas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste Tukey (5%). Letras mailsculas diferentes seguindo os valores indicam diferencas significativas entre
os tratamentos de com e sem inoculagdo do FMA, letras minUsculas diferentes seguindo os valores indicam
diferengas significativas entre os tratamentos irrigado e ndo-irrigado.

3.5. Conteudo de clorofila

Os resultados observados na Figura 5A mostram que, na primeira avaliagéo, o

contetdo de clorofila a ndo indicou diferenga significativa entre os tratamentos sob
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condigdo de irrigacdo e ndo irrigagdo, bem como entre os tratamentos com e sem
inoculacdo de FMA. Para a clorofila b, Figura 5B, o tratamento sob condicdo de irrigagao
ndo diferiu entre as plantas com e sem inoculacdo de FMA, enquanto em condicdo de nao
irrigacdo, as plantas inoculadas com FMA (7,58 pg cm?) foram significativamente
superiores as plantas sem inoculagdo do FMA (6,58 ug cm?). Comparando entre si os
tratamentos de presenca e auséncia do inoculante de FMA, quando em condigcOes de
irrigacdo e ndo irrigacdo, nao foi observada diferenca significativa.

Na segunda avaliacao, o contetdo de clorofila a e b, Figuras 5C e D, néo indicou
diferenca significativa entre os tratamentos sob condigéo de irrigacdo e ndo irrigacdo, bem
como comparando entre si 0s tratamentos com e sem inoculagéo de FMA.

Na terceira avaliacdo, o conteddo de clorofila a, Figura 5E, em plantas sob
condicéo de irrigacdo foi significativamente superior nas plantas inoculadas (30,19 pg cm’
2) quando em comparagdo com as plantas ndo inoculadas com FMA (29,71 ug cm™). Nos
tratamentos em condicdo de ndo irrigacdo, ndo diferiu entre plantas com e sem inoculagéo
de FMA. Comparando entre si, o tratamento de auséncia do inoculante de FMA foi
significativamente superior nas plantas ndo irrigadas (30,50 pg cm) quando comparadas
as plantas irrigadas (29,71 pg cm™), como também ocorreu com as plantas na presenca da
inoculagdo do FMA, em que as plantas ndo irrigadas (30,66 pg cm?) foram
significativamente superiores em comparagdo com as plantas irrigadas (30,19 pg cm?).
Para conteldo de clorofila b, Figura 5F, ndo foi observada diferenca significativa entre o0s
tratamentos sob condicéo de irrigacdo e ndo irrigacdo, bem como entre os tratamentos com
e sem inoculagdo de FMA.

Na quarta avaliacdo, o contetudo de clorofila a, Figura 5G, ndo diferiu entre as
plantas com e sem inoculacao sob condicdo de irrigacdo e ndo irrigagdo. Comparando entre
si, 0 tratamento na presenca do inoculante de FMA foi significativamente superior nas
plantas n&o irrigadas (30,97 pg cm™) quando comparado com as plantas irrigadas (28,26
ug cm?); ja para o tratamento sem inoculacio de FMA, néo diferenciou entre plantas
irrigadas e ndo irrigadas. Para o contetdo de clorofila b, Figura 5H, ndo houve diferenga
significativa entre os tratamentos sob condi¢do de irrigacdo e ndo irrigagdo, bem como
comparando entre si 0s tratamentos com e sem inoculagéo de FMA.

Na quinta avaliacdo, o contetdo de clorofila a e b, Figuras 41 e J, néo indicou
diferenca significativa entre os tratamentos sob condigéo de irrigacdo e néo irrigagéo, bem

como comparando entre si 0s tratamentos com e sem inoculacdo de FMA.
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Figura 5: Avaliacdo 1 (A, B), Avaliagdo 2 (C, D), Avaliacdo 3 (E, F), Avaliacdo 4 (G, H), Avaliacdo 5 (I, J)
de clorofila a e b em plantas de soja com e sem inocula¢do do FMA Glomus clarum na presenca e auséncia
de irrigacdo. Irrigado= plantas sob condicdo de irrigacdo, N-Irrigado= plantas na auséncia de irrigacéo, -
FMA= plantas ndo inoculadas, +FMA= plantas inoculadas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste Tukey (5%). Letras mailsculas diferentes seguindo os valores indicam diferengas
significativas entre os tratamentos de com e sem inoculagcdo do FMA, letras minusculas diferentes seguindo
os valores indicam diferencas significativas entre os tratamentos irrigado e ndo-irrigado.

3.6. Caracteristicas biométricas

Os resultados observados na primeira avaliacdo, Figura 6A, indicam que a altura
de plantas diferiu entre os tratamentos com inoculacdo de FMA, cujas plantas em condicéo
de irrigagdo (22,27 cm) foram significativamente superioras as plantas néo irrigadas (19,21
cm), enquanto as plantas ndo inoculadas com FMA néo diferiram entre plantas irrigadas
e ndo irrigadas. Comparando entre si 0s tratamentos de presenca e auséncia do inoculante
de FMA quando em condic@es de irrigacdo e ndo irrigacdo, ndo foi observada diferenca
significativa.

Para as demais épocas de avaliacdo, Figura 6C-J, ndo houve diferenca
significativa para altura e didmetro de plantas entre os tratamentos sob condicdo de
irrigacdo e ndo irrigacdo, bem como comparando entre si 0s tratamentos com e sem

inoculacdo de FMA.
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Figura 6: Avaliacdo 1 (A, B), Avaliagdo 2 (C, D), Avaliacdo 3 (E, F), Avaliacdo 4 (G, H), Avaliacdo 5 (I, J)
de altura e didmetro de plantas de soja com e sem inoculacdo do FMA Glomus clarum na presenca e
auséncia de irrigacdo. Irrigado= plantas sob condicdo de irrigacdo, N-Irrigado= plantas na auséncia de
irrigacdo, -FMA= plantas ndo inoculadas, +FMA= plantas inoculadas. Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste Tukey (5%). Letras mailsculas diferentes seguindo os valores indicam
diferencas significativas entre os tratamentos de com e sem inoculacdo do FMA, letras minusculas
diferentes seguindo os valores indicam diferencas significativas entre os tratamentos irrigado e ndo-irrigado.

3.7. Parametros agrondmicos

De acordo com os resultados observados nas Figuras 7A, B e C, a altura da
primeira vagem, o numero de vagens e o numero de sementes por planta ndo diferiram
entre os tratamentos sob condicdo de irrigacdo e ndo irrigacdo, bem como quando
comparados entre si 0s tratamentos com e sem inoculagdo de FMA.

Para a produtividade, Figura 7D, ndo houve diferenca entre as plantas com e sem
inoculacdo do FMA sob condicdo de irrigacdo e ndo irrigacdo. Comparando entre si, 0
tratamento na presenca do inoculante de FMA foi significativamente superior nas plantas
ndo irrigadas (4,151 kg/ha) quando comparadas com as plantas irrigadas (3,608 kg/ha); ja
para o tratamento sem inoculacdo de FMA, ndo houve diferenca entre plantas irrigadas e
ndo irrigadas.

Para quantidade de sacas produzidas por hectare, Figura 7E, ndo houve diferenca
entre as plantas com e sem inoculagdo do FMA sob condigdo de irrigagéo e néo irrigagéo.
Comparando entre si, o tratamento na presenca do inoculante de FMA foi
significativamente superior nas plantas ndo irrigadas (69 sacas/ha) quando comparado com
as plantas irrigadas (60 sacas/ha); ja para o tratamento sem inoculacdo de FMA, ndo houve
diferenga entre plantas irrigadas e n&o irrigadas.
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Figura 7: Altura da 1? vagem (A), nimero de vagens (B), nimero de sementes (C), produtividade (D),
quantidade de sacas (E) em plantas de soja com e sem inoculacdo do FMA Glomus clarum na presenca e
auséncia de irrigacdo. Irrigado= plantas sob condi¢do de irrigagdo, N-Irrigado= plantas na auséncia de
irrigacdo, -FMA= plantas ndo inoculadas, +FMA= plantas inoculadas. Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste Tukey (5%). Letras mailsculas diferentes seguindo os valores indicam
diferengas significativas entre os tratamentos de com e sem inoculacdo do FMA, letras minGsculas
diferentes seguindo os valores indicam diferencas significativas entre os tratamentos irrigado e ndo-irrigado.

3.8. Peso de 1000 gréos

Para peso de 1000 gréos, Figura 8, as plantas ndo irrigadas tiveram peso
significativamente superior (165,03g), quando comparadas com as plantas irrigadas

(161,05 g).
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Figura 8: peso de 1000 gréos (F) em plantas de soja com e sem inoculagdo do FMA Glomus clarum na
presenca e auséncia de irrigagdo. Irrigado= plantas sob condicdo de irrigacdo, N-Irrigado= plantas na
auséncia de irrigacdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (5%). Letras
maiusculas diferentes seguindo os valores indicam diferencas significativas entre os tratamentos de com e
sem inoculagdo do FMA, letras minusculas diferentes seguindo os valores indicam diferencas significativas
entre os tratamentos irrigado e ndo-irrigado.

3.9. Densidade de esporos

A densidade de esporos presentes no solo rizosférico, Figura 9, mostra que, em
condicéo de irrigacéo, para as plantas inoculadas com FMA, o valor de 158 esporos (100 g
de solo) foi significativamente superior em comparacdo com as plantas sem inoculacéo,
cujo valor foi 134 esporos (100 g de solo). A mesma situacdo ocorreu para a condicdo de
ndo irrigacdo, cujo valor das plantas inoculadas com FMA foi de 175 esporos (100g de
solo), significativamente superior em comparagdo com as plantas sem inoculacdo de
FMA, 139 esporos (100 g de solo). Comparando entre si, 0 tratamento na presenca do
inoculante de FMA foi significativamente superior nas plantas ndo irrigadas, 175 esporos
(100g de solo), quando comparado com as plantas irrigadas, 158 esporos (100 g de solo);
para o tratamento sem inoculacdo de FMA, as plantas ndo irrigadas apresentaram 139
esporos (100g de solo), valor significativamente superior em comparagdo com as plantas

irrigadas, 134 esporos (100g de solo).
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Figura 9: nimero de esporos em 100 g de solo em plantas de soja com e sem inocula¢do do FMA Glomus
clarum na presenca e auséncia de irrigacao. Irrigado= plantas sob condicdo de irrigacdo, N-Irrigado= plantas
na auséncia de irrigacdo, -FMA= plantas ndo inoculadas, +FMA= plantas inoculadas. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (5%). Letras mailsculas diferentes seguindo os valores
indicam diferencas significativas entre os tratamentos de com e sem inoculagdo do FMA, letras minusculas
diferentes seguindo os valores indicam diferencas significativas entre os tratamentos irrigado e ndo-irrigado.

3.10. Percentual de colonizagdo micorrizica

O percentual de colonizacdo micorrizica, Figura 10, mostra que, em condicdo de
irrigacdo, nas plantas inoculadas com FMA, o valor de 18% foi significativamente superior
em comparacdo com as plantas sem inoculacdo de FMA, cujo valor foi de 10%. A mesma
situacdo ocorreu para a condigdo de néo irrigacéo, tendo as plantas inoculadas com FMA
apresentado o valor de 22%, significativamente superior em comparagdo com as plantas
sem inoculacdo de FMA, de 13%. Comparando entre si 0s tratamentos de presenca e
auséncia do inoculante de FMA quando em condicdes de irrigacdo e ndo irrigacdo, nao foi

observada diferenga significativa.
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Figura 10: percentual de colonizacdo micorrizica em plantas de soja com e sem inoculagdo do FMA
Glomus clarum na presenga e auséncia de irrigagdo. Irrigado= plantas sob condicdo de irrigacdo, N-
Irrigado= plantas na auséncia de irrigacdo, -FMA= plantas ndo inoculadas, +FMA= plantas inoculadas.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (5%). Letras mailsculas diferentes
seguindo os valores indicam diferencgas significativas entre os tratamentos de com e sem inoculagdo do
FMA, letras minusculas diferentes seguindo os valores indicam diferencas significativas entre os
tratamentos irrigado e ndo-irrigado.

4. DISCUSSAO

O déficit hidrico pode afetar o processo fotossintético das plantas, sendo capaz
de limitar o crescimento e a produtividade das culturas (ZAHIR et al., 2014), visto afetar
negativamente o equilibrio da agua nas plantas (COSTA et al., 2008). Embora, neste
experimento, o teor de agua do solo, Figura 1, na condicdo de ndo irrigacdo tenha ficado
abaixo do tratamento irrigado, o0s processos fisioldgicos ndo foram afetados
negativamente.  Este fato pode ser mais bem observado na Figura 2, pelo alto indice
pluviométrico ocorrido durante o experimento, bem como nos dias de avaliagdes.

Este fato pode ser observado no processo fotossintético, Figura 3, ao verificar,
na condutancia estomatica, Figura 3B, semelhanca entre os tratamentos, que, em
consequéncia, mantiveram a taxas fotossintéticas similares, Figura 3A, mas se destaca
para as plantas inoculadas com FMA, cujos micro-organismos podem promover aumento
da eficiéncia do uso da 4gua (BARZANA et al., 2012). Como observado no experimento, a
maior taxa de eficiéncia intrinseca ocorre no uso da agua nas plantas inoculadas do que nas

plantas ndo inoculadas em condigdo de irrigacdo (Figura 3F). As plantas, por efeito do
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FMA, quando na presenca do inoculante, tanto em condicdo de irriga¢do, quanto cultivadas
em condicgéo ndo irrigada, Figura 2C, tiveram maior taxa de transpiracdo do que as plantas
sem inoculacdo. De acordo com Habibzadeh (2015), o fungo micorrizico arbuscular
contribuiu positivamente para o desenvolvimento das plantas, principalmente quando
cultivadas em solos sob condicdo de déficit hidrico.

A andlise da fluorescéncia de clorofila pode ser utilizada para avaliar danos
provocados ao aparato fotossintético, pois confere diferenca na eficiéncia da conversédo de
energia das plantas durante o estresse sofrido (PORCEL et al., 2015). Neste experimento,
as plantas ndo apresentaram danos, pois o rendimento quantico méximo potencial do FSII
(Fv/Fm) foi semelhante entre os tratamentos (Figura 4A). Segundo Mo et al. (2016), o
Fv/Fm indica o estado de inibicdo da capacidade do potencial fotoquimico do FSII das
plantas quando expostas em condicdo estressante. A contribuicdo do FMA para as plantas
pode ser mais bem observada no rendimento quantico efetivo do FSII (YII), que, nas
plantas inoculadas com FMA, foi maior do que nas plantas sem inoculagdo sob condi¢ao
de irrigacdo (Figura 4C). Essa atribuicdo do FMA para as plantas sem irrigacdo permitiu
naquele momento maior quantidade de energia direcionada ao processo fotossintético.
Além disso, verifica-se, pelo coeficiente de dissipacdo ndo fotoquimico (NPQ), que €
indicativo de estresse pela dissipacdo do excesso de energia em forma de calor, que as
plantas inoculadas com FMA em condicdo de ndo irrigada, Figura 4E, ndo diferiram das
plantas irrigadas. Esse resultado ndo foi observado no estudo sem inoculacdo de FMA
conduzido por Yi et al. (2018), que verificaram, em campo, que as plantas de algoddo em
déficit hidrico, mesmo ndo diferindo em Fv/Fm para as plantas irrigadas, tiveram reducédo
no Y(II) em comparacdo com as plantas irrigadas, além disso, para compensar essa
reducdo, ocorreu aumento no rendimento quantico da dissipacdo de energia nao
fotoquimica.

O déficit hidrico, além de danificar o aparato fotossintético, também pode
prejudicar a estrutura interna dos cloroplastos, mitocéndrias e o contetudo de clorofila
(HUSEYNOVA et al., 2016). Segundo Zhu et al. (2011), as plantas em déficit hidrico
podem induzir reducdo no teor de clorofila, e enquanto estiverem sob inoculagédo com
FMA, pode ocorrer aumento. Fato que ocorreu no estudo de Baslam; Goicoechea (2012),
que observaram que as plantas de Lettuce sativa com a inoculacdo dos FMA Glomus
intraradices e Glomus mosseae tiveram aumentada a quantidade de clorofilas nas plantas
sob déficit hidrico, enquanto nas plantas ndo inoculadas, essa quantidade foi reduzida.

No presente experimento, as plantas inoculadas com FMA tiveram maior contetdo de
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clorofila a do que as plantas sem inoculagéo, atribuigcéo observada na condigéo de irrigacao
(Figura 5E). A concentracao de clorofila b nas plantas inoculadas com FMA também foi
maior que nas plantas com auséncia do FMA, cultivadas em condi¢do ndo irrigada
(Figura 5B). Neste experimento, observou-se maior beneficio do fungo micorrizico
Glomus clarum para as plantas na produtividade da cultura, Figura 7D, pois as plantas
na presencga do inoculante, cultivadas em condi¢do n&o irrigada, tiveram maior producao
do que as plantas irrigadas.

O crescimento das plantas neste experimento ndo foi afetado negativamente pela
condigdo ndo irrigada, Figura 6, o que também se associa as condi¢fes normais do
processo fisiolégico. J& no estudo feito por Zhu et al. (2018), que nédo trabalharam com
inoculacdo de FMA, as plantas de Triticum aestivum cultivadas em campo sob efeito de
déficit hidrico tiveram  sua altura reduzida, o que afetou negativamente o nimero de
gréos, o peso de 1000 grédos e, consequentemente, induziu menor produtividade em
comparagdo com as plantas cultivadas em condicdo de irrigagdo. Diante dessas
implicacdes impostas pelo déficit hidrico as plantas, torna-se importante estudar
alternativas para potencializar a producao dos vegetais, além disso, de acordo com Fitter
(2012), com as mudangas climéticas previstas, a possibilidade de limitacdo da agua é
preocupante, ainda mais que, atualmente, cerca de 60 % da interceptacdo do escoamento de
agua apos a precipitacdo, 80 % é destinada a agricultura. Com isso, o déficit hidrico pode
ser intensificado e, de acordo com Albacete et al. (2014), pode afetar negativamente o
crescimento das plantas e, consequentemete, sua produgdo, pois o déficit hidrico €
caracterizado como um dos estresses abidticos mais limitantes ao crescimento vegetativo e
reprodutivos das plantas (SHUKLA et al., 2012).

Apbs o ciclo de desenvolvimento da cultura, observa-se, pela colheita, a
importancia dos fungos micorrizicos para a producao das plantas, pois a inoculagdo do
FMA induziu as plantas mesmo em condi¢do ndo irrigada a ter maior produtividade (4.151
kg/ha), Figura 7D, do que as plantas inoculadas e sob condicdo de irrigacdo (3.608
kg/ha), Assim, fica destacada a contribuigdo desses fungos micorrizicos para as plantas de
soja, pois essa alta produtividade, de acordo com a Conab (2018), ficou acima da média
nacional (3.359 kg/ha) na safra 2017/2018. A importancia dos fungos micorrizicos para as
plantas em condicdes naturais de campo pode ser destacada pelos resultados obtidos por
Fuganti-Pagliarini et al. (2017), que, sem trabalhar com inoculagao de FMA, observaram
que as cultivares BR 16, 1Ab58 e 1Bb2193 da soja, cultivadas em condi¢do natural de

campo, apresentaram rendimento produtivo abaixo dos 2.000 kg/ha, significativamente
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menor que as plantas sob condigéo de irrigacdo, que ficou acima dos 2.500 kg/ha. O que
também foi observado no estudo feito por Bortolheiro; Silva (2017), que verificaram
menor produtividade em plantas de Carthamus tinctorius sob condicdo de déficit hidrico
(1.144 kg/ha) do que nas plantas irrigadas (1.552 kg/ha). O resultado positivo deste
experimento é ainda mais evidenciado ao observar a alta producdo de sacas por hectare
pelas plantas inoculadas com FMA, cultivadas sem irrigacdo, Figura 7E, que foi maior que
as plantas irrigadas inoculadas. Esse rendimento estad associado ao peso de 1000 grdos,
Figura 8, que, em condicdo ndo irrigada (165g) foi maior do que sob irrigacdo (1619),
muito disso atribuido as plantas inoculadas com FMA. O beneficio dos FMA para a maior
produtividade das plantas em condicdo ndo irrigada estd associado ao contetido de esporos
no solo, Figura 9, e, consequentemente, a colonizacdo micorrizica (Figura 10).

Os fungos micorrizicos arbusculares associam-se ao maior desenvolvimento do
sistema radicular pelo maior nimero de esporos presentes no solo rizosférico. Neste
experimento, as plantas inoculadas com FMA nas condicdes de irrigacdo e de ndo irrigada
foram superiores as plantas na auséncia do FMA (Figura 9). A colonizacdo micorrizica é a
principal condicdo de esses fungos de solo se associarem as plantas e, assim, beneficia-las
na resisténcia aos efeitos do déficit hidrico (MARASCO et al., 2012). Neste experimento,
observa-se maior percentual de colonizagédo nas plantas inoculadas com FMA do que nas
plantas sem inoculacdo nas condicdes de irrigacdo e de ndo irrigadas (Figura 10). Este
resultado se assemelha aos resultados de Barros et al. (2018), ao observarem que plantas
de Cynophala flexuosa sem inoculante de FMA ndo obtiveram colonizagdo micorrizica,
enquanto  plantas inoculadas com Glomus etunicatum e Acaulospora longula, sob
auséncia de agua ou irrigadas, obtiveram o mesmo percentual de colonizacdo. Esse
resultado positivo dos fungos micorrizicos, quando as plantas estdo submetidas ao déficit
hidrico, também foram observados por Boyer et al. (2015), ao verificarem que plantas de
morango inoculadas com os fungos Funneliformis geosporus e Funneliformis mosseae em
condicdo de déficit hidrico tiveram maior colonizacdo micorrizica do que plantas sob
irrigacdo. Neste aspecto, nota-se que o FMA induziu aumento de produtividade em plantas
de soja inoculadas, que foi maior do que nas plantas inoculadas irrigadas. Segundo Mathur
et al. (2018), a colonizacdo micorrizica pode aumentar o crescimento das plantas e
diminuir os efeitos negativos de estresses abidticos, como o deficit hidrico, pela indugdo do
crescimento das hifas, que penetram nas raizes, formando uma grande interface em
extensdo. Diante disso, novos estudos em condi¢cdo de campo sé&o fundamentais para

verificar o potencial de desenvolvimento das plantas sob inoculacdo de fungos
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micorrizicos, principalmente quando podem estar sujeitas & ocorréncia de déficit hidrico
(SURIYAGODA et al., 2014).

5. CONCLUSAO

A inoculagdo do FMA Glomus clarum propiciou que as plantas de soja
cultivadas em campo sob condicdo ndo irrigadas (4.151 kg/ha) tivessem  maior
produtividade do que as plantas inoculadas irrigadas (3.608 kg/ha), ou seja, 69
sacas/hectare. A simbiose com o FMA aumentou o rendimento das plantas em campo na
auséncia de irrigacdo, mesmo tendo alto indice pluviométrico, assim, experimentos futuros
devem ser repetidos para verificar o potencial do FMA para as plantas em condic¢des

adversas.
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CONCLUSAO GERAL

Capitulo 1: Em plantas com maior sensibilidade ao déficit hidrico, o emprego do FMA
Glomus clarum pode beneficiar no sentido de manterem status hidrico semelhante as
plantas irrigadas, ocasionando maior abertura estomatica e, assim, influenciando
positivamente o aparato fotossintético, além de aumentar a absorcdo de pigmentos e

minimizar os danos ao FSII.

Capitulo 2: A utilizacdo do fungo micorrizico arbuscular Glomus clarum beneficiou as
plantas de soja quando em déficit hidrico, mantendo seu status hidrico similar as plantas
irrigadas, o que permitiu seu funcionamento sem prejudicar o FSII, evitando danos reativos
nas células vegetais, garantindo, assim, tolerancia aos efeitos adversos ocasionados pelo

déficit hidrico.

Capitulo 3: Em condi¢bes de campo, as plantas de soja inoculadas com o FMA Glomus
clarum foram beneficiadas por maior produtividade do que as planta inoculadas irrigadas.
Beneficio justificado pela densidade de esporos e subsequente percentual de colonizacdo

desses fungos as plantas.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela 1S. Analise de solo (0-20 cm) antes da instalagdo do experimento 1.

H+Al K K S P(mel) pH M.O.
mg dm3----  CaCl. gdm3

5,8 6,2

Ca Mg Ca+tMg Al

0,76 005 18 002 9 0,8 0,9

0,59 0,17

Na Fe Mn Cu Zn B CTC SB v% m%  Argila

---------------------- mg dm=3-------------—-——-- cmolc dm3  Sat. Sat.  Text
Base Al %

18 118 16,7 05 02 010 26 081 30 6 39

Tabela 2S. Analise de solo (0-20 cm) antes da instalagdo do experimento 2.
K K S P(mel) pH M.O.

Ca Mg CatMg Al H+AI
------------------- cmolc dm3--------=--- -oeeeee--mg dm3------  CaClz g dm?
0,47 0,21 0,67 0,15 7,07 0,19 76,67 467 1,03 444 31,83
Na Fe Mn Cu Zn B CTC SB V% m%  Argila
cmolcdm®  Sat. Sat.  Text

-------------------- mg dm3---------—----
Base Al %
2,83 0,10 0,63 7,93 0,90 11 14,47 53

2 26,33 13,37

Tabela 3S. Analise de solo (0-20 cm) antes da instalagdo do experimento 3.

Ca Mg CatMg Al H+AlI K K S P(mel) pH M.O.
--------- mg dm3------ CaCl. gdm?3

18 10 2,8 015 47 069 270 465 44 4,94 32,7
Fe Mn Cu Zn B CIC SB Vv% m% Argila
---------------------- mg dm=3-------------————-- cmolc dm2  Sat. Sat.  Text

Base Al %

37 245 03 82 355 425 205 48

30 2635 2872




