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RESUMO

SANTANA, L. R. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO, agosto de 2021.
Fungos micorrizicos arbusculares associados com plantas de milho: uma estratégia

biotecnoldgica durante a seca. Orientador: Edson Luiz Souchie.

As plantas estdo submetidas a diversas condicOes e estresses, dentre esses estresses,
destaca-se o déficit hidrico, principal fator limitante da produgdo do milho que ocasiona
mudancgas fisiologicas, bioquimicas e moleculares nas plantas. Uma das alternativas para
que as plantas consigam se sobressair a esse estresse € a utilizacdo dos fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) que fazem simbiose com as plantas, colaborando para
que estas consigam captar mais nutrientes e agua, atraves de uma rede de hifas que séo
produzidas pelos esporos. Diante do exposto, com este trabalho, objetivou-se verificar o
comportamento fisiologico das plantas de milho sob déficit hidrico, inoculadas com os FMA
Rhizophagus clarus, Claroideoglomus etunicatum e inoculante comercial Rootella BR®.
Sementes do milho foram cultivadas e inoculadas com 90 g do R. clarus, pois 0 niUmero
de esporos por grama foi de 1,2, 30g do C. etunicatum, separadamente, pois 0 nimero de
esporos por grama foi de 3,6 e inoculadas com o inoculante comercial Rootella, na
proporcéo de 120g por hectare. A diferenca na quantidade dos inoculantes R. clarus e C.
etunicatum foi para igualar o total de esporos por vaso (108 esporos). As plantas foram
cultivadas em casa de vegetacdo e distribuidas nos tratamentos: 1) Milho sem inoculagao
(controle) com irrigacdo; 2) Milho sem inoculacdo (controle) sem irrigacdo; 3) Milho +
Rhizophagus clarus irrigado; 4) Milho + Rhizophagus clarus sob défici; 5) Milho +
Claroideoglomus etunicatum irrigado e 6) Milho + Claroideoglomus etunicatum sob
déficit, 7) Milho + Rootella irrigado e 8) Milho + Rootella sob déficit. As plantas foram
submetidas ao déficit hidrico no estadio V3, mantendo os vasos em 20% da CC, por 10
dias, e as primeiras andalises foram feitas, em seguida foram reirrigadas por 2 dias e as
analises serdo feitas novamente. Os resultados mostram que plantas inoculadas
conseguiram se recuperar de maneira favoravel. Esses dados demonstram que os FMA
ndo auxiliam apenas no momento do estresse, a colaboracdo também pode vir como
auxilio para recuperagdo das plantas, ap6s um novo periodo de irrigacdo. Sendo assim, a

inoculacdo com os FMA favorece as plantas na recuperagao pos-estresse hidrico.

Palavras-chave: Rhizophagus clarus, Claroideoglomus etunicatum, respostas

bioquimicas, respostas fisioldgicas.
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ABSTRACT

SANTANA, L. R. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO, August 2021.
Arbuscular mycorrhizal fungi associated with maize plants: a biotechnological

strategy during the drought. Advisor: Edson Luiz Souchie.

Plants are subjected to various conditions and stresses, among these the water deficit
stands out, as the main limiting factor in corn production that causes physiological,
biochemical and molecular changes in plants. One of the alternatives for plants to be able
to stand out from this stress is the use of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) which make
symbiosis with plants, helping them to capture more nutrients and water, through a
network of hyphae that are generated by the spores. Given the above, this work aimed to
verify the physiological behavior of maize plants under water deficit, inoculated with
AMF Rhizophagus clarus, Claroideoglomus etunicatum and the commercial inoculant
Rootella BR®. Corn seeds were cultivated and individually inoculated with 90 g of R.
clarus, with number of spores per gram of 1.2, or 30 g of C. etunicatum, with number of
spores per gram of 3.6, and with the commercial inoculant Rootella, in the proportion of
120g per hectare. The difference in the amount of inoculants R. clarus and C. etunicatum
was to equal the total number of spores per pot (108 spores). The plants were cultivated
in a greenhouse and distributed in the treatments: 1) Corn without inoculant (control) with
irrigation; 2) Corn without inoculation (control) without irrigation; 3) Irrigated corn
irrigated + Rhizophagus clarus; 4) Corn with water deficit + Rhizophagus clarus; 5)
Irrigated Corn + Claroideoglomus etunicatum and 6) corn + with water deficit +
Claroideoglomus etunicatum; 7) Irrigated corn + Rootella and 8) corn with water deficit
+ Rootella. The plants were subjected to water deficit at stage V3, keeping the pots at
20% of CC, for 10 days, then the first analyzes were performed, after that they were re-
irrigated for 2 days and the analyzes were performed again. The results showed that
inoculated plants were able to recover in favorably way. These data demonstrate that the
AMF not only help at the time of stress, but a collaboration can also come as an aid for
plant recovery, after a new irrigation period. Thus, inoculation with AMF favors the

plants in post-water stress recovery.

Keywords: Rhizophagus clarus, Claroideoglomus etunicatum, biochemical responses,

physiological responses.
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1. INTRODUCAO GERAL

As mudancas climaticas observadas nos ultimos anos e previstas, provavelmente
trardo modificacbes no ciclo hidroldgico afetando diretamente o desenvolvimento das
culturas (VARALLYAY, 2010). Dentre estas alteracdes no clima é esperado que eventos
extremos, como longos periodos de seca, tornem-se mais frequentes nos proximos anos
(IPCC, 2014), sendo este um dos principais fatores que ocasionam reducdo na producao
do milho, prejudicando o crescimento e desenvolvimento desta cultura.

O milho tem alto consumo de &gua para suprir suas necessidades fisioldgicas
através dos nutrientes que sdo transportados junto com a agua, sob forma de fluxo de
massa, quando se encontra em situacdo de déficit hidrico, ocorre reducdo da fixacdo de
carbono no aparato fotossintético (ELDAKAK et al., 2013), mudancas na expressdo
génica, ocasionando respostas fisioldgicas como reducdo da area foliar, fechamento
estomatico levando a baixa condutancia estomatica e, consequentemente, reducdo da
fotossintese, interferindo em diversos outros processos do desenvolvimento da planta
(MINUZZI e LOPES, 2015). QOutro risco para as plantas no periodo de restricdo hidrica
é 0 aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio responsaveis pelo estresse
oxidativo, fazendo com que a planta invista na producdo de enzimas antioxidantes como
defesa aos radicais livres (LISAR, et al., 2012) e, consequentemente, reduzindo a
produtividade deste cereal.

Esta espécie tem sensibilidade a restricdo hidrica, principalmente nas fases
vegetativa, de pré-floracdo/floracdo e enchimento dos grdos. No periodo reprodutivo
também ha sensibilidade consideravel pelos processos fisioldgicos relacionados a
formacdo de zigotos e inicio do enchimento dos grdos (BERGAMASCHI e
MATZENAUER, 2014). O déficit hidrico no milho causa atraso no surgimento de
estigmas, aumentando o intervalo entre a floragdo masculina e feminina, e a porcentagem
de zigotos abortados apds a fertilizacdo (BERNINI et al., 2016).

A disponibilidade de agua é importante para o desenvolvimento do milho no
estadio V3 (trés folhas totalmente desenvolvidas), pois neste as folhas e espigas que a
planta eventualmente produzira estédo sendo formadas (MAHANNA et al. 2014). Pode-
se dizer, portanto, que o estabelecimento do nUmero méaximo de graos, ou a definigdo da
producdo potencial, estdo sendo definidos neste estadio.

A regido Centro-Oeste € destaque na producgéo deste grdo para diversos fins, como

industria na producéo de alimentos como canjica, fuba e farinha de milho, por se tratar de
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importante fonte energética para 0 homem na producdo de racdo animal e etanol. A
utilizacdo do milho na fabricacdo de etanol explica o aumento da produgéo do gréo no
Brasil (CONAB, 2019). No municipio de Rio Verde - GO, o milho safrinha pode ter
perdas devido as condicbes climaticas. De acordo com o departamento técnico da
Cooperativa Agroindustrial dos Produtores Rurais do Sudoeste Goiano (Comigo) a perda
prevista das lavouras chega a 30% para safra 2021. O plantio do gréo se estendeu até 15
de margo de 2021 na regido, fora da janela ideal de cultivo, contribuindo para dificuldades
no desenvolvimento da cultura (CANAL RURAL, 2021).

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a integracao das
trés safras registrou a producéo de 93,4 milhdes de toneladas, 9% a menos que a safra
anterior (2019/20). Este ajuste se deve a projecdo de que a producdo de milho na segunda
safra diminuira 18,4% e a producdo de milho na terceira safra reduzira 6,9% e este novo
arranjo se deve principalmente as condi¢des climéticas adversas da safra atual, que
levaram a reducdo na producéo total de milho (CONAB, 2021).

No estado de Goids, a colheita do milho primeira safra atingiu 95% e foi
favorecida com a estiagem que ocorreu em maio de 2021, dando aos graos boa qualidade.
Em relacdo ao milho segunda safra, as precipitagdes que ocorreram na segunda quinzena
de junho de 2021 beneficiaram as lavouras que se encontravam em fase de enchimento
dos grdos, porém nao foi suficiente para retroceder a queda na produtividade. O plantio
de hibridos mais resistentes a déficit hidrico e utilizacdo de tratamentos com produtos
biolégicos que favorecam melhor enraizamento, aliados a boas praticas culturais, tém
possibilitado que parte dos produtores tenham boas produtividades (CONAB, 2021).

Com isto, a utilizagdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) pode se tornar
alternativa para aumento da tolerancia do milho ao déficit hidrico. Estes micro-
organismos, através de uma das interacdes mais benéficas conhecida como simbiose que
ocorre no solo (SMITH e SMITH, 2011), associam-se com as raizes das plantas,
aumentando a area do sistema radicular, absorcdo de agua e nutrientes e desempenha
papel importante na producdo de culturas, absorcdo e renovagdo de nutrientes
(ANDRADE, 2004).

Esta simbiose pode atuar como estratégia para a planta suportar situagdes bioticas
e abidticas adversas (PICCOLI et al., 2011), isso porque os FMA conseguem explorar
maior volume de solo por causa do comprimento de suas hifas, colaborando para que a
captacdo de agua e nutrientes seja maior (WANG e QIU, 2006). As raizes sdo as primeiras

a serem afetadas pelo déficit hidrico, e, é através de suas células corticais que os FMA
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penetram. Estruturas sdo formadas como os arbusculos, estruturas ramificadas com
acumulo de lipideo e glicogénio e as vesiculas, estrutura que acredita ser de reserva e que,
possivelmente atuam como propagulo (SMITH e SMITH, 2011). Estes micro-organismos
adquirem carboidrato/carbono fotossintético das raizes das plantas hospedeiras e em troca
fornecem nutrientes do solo para as plantas (MATHUR et al., 2018).

Além disso, a associacdo micorrizica aumenta os nutrientes que as plantas
absorvem do solo, principalmente o fosforo, e faz melhor uso dos fertilizantes de fésforo,
especialmente em solos de baixa fertilidade. As micorrizas ndo podem substituir os
fertilizantes fosfatados, mas melhoram a eficiéncia da planta no uso do fosforo natural
disponivel ou do fosforo adicionado ao solo por meio da fertilizacdo (MIRANDA, 2012).

O fésforo esta presente em todas as células vivas na forma de biomoléculas, como
proteinas quinase, acido nucleico, trifosfato de adenina (ATP) e lipidios das membranas
celulares. Na nutricdo vegetal € um macronutriente muito requerido pelas plantas porque
participam de importantes processos celulares vegetais: metabolismo energético,
transducéo de sinal e fotossintese (BARRA et al., 2018).

A absorcdo direta do fosforo pelas raizes das plantas é realizada, principalmente
por meio de um processo que depende da difusao do fésforo no solo, que ocorre em ritmo
muito lento para atender as necessidades das plantas. Neste caso, a contribuigdo do
micélio dos FMA é notavel, que consiste em um grupo de hifas que cresce fora da zona
de deplecdo da raiz, explora grandes volumes de solo e tem alta afinidade por ions fosfato
(JORHI et al., 2015; ZOU et al., 2019).

O uso de fungos micorrizicos arbusculares na agricultura tem sido considerado
uma alternativa para reduzir o uso de insumos (como corretivos e fertilizantes), pois €
benéfico para o crescimento de plantas nas areas de agronomia, silvicultura, horticultura
e pastagem. Em geral, a comunidade de fungos micorrizicos arbusculares no solo €
considerada um dos fatores mais importantes para a manutenc¢éo da biodiversidade e das
funcdes do ecossistema por sua diversidade e multiplicidade de espécies. Portanto, é
necessario protegé-la e incorpora-la em futuras praticas de gestdo para manter 0s varios
ecossistemas agricolas e garantir a produtividade agricola (MIRANDA, 2012).

Diante do exposto, torna-se importante a implantacdo de estudos que verifiquem
o potencial dos FMA em associacdo com plantas que se encontram em estresse no
aumento da tolerancia ao déficit hidrico. Assim, com este trabalho, objetivou-se verificar

o comportamento fisioldgico das plantas de milho sob déficit hidrico, inoculadas com os
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FMA Rhizophagus clarus, Claroideoglomus etunicatum e inoculante comercial Rootella
BR®.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Mudancas climéticas — Déficit hidrico

Um dos fatores que podem diminuir a produtividade de lavouras sdo as condigdes
anormais dos componentes quimicos e fisicos do meio, conhecidos como estresses
abioticos. Dentre estas alteracdes no clima, é esperado que eventos extremos, como
longos periodos de seca se tornem mais frequentes nos proximos anos (IPCC, 2014),
sendo este um dos principais fatores que ocasionam reducdo na producdo do milho,
prejudicando o crescimento e desenvolvimento desta cultura. A seca é uma limitacdo que
gera grande desafio para a alimentagdo mundial que sofre com a intervengéo direta do
aumento da populacdo e o aquecimento global (BERNINI et al., 2020).

Nas plantas, o gradiente de pressdao formado entre as folhas e a atmosfera é o que
ocasiona perda de agua. Este processo é influenciado diretamente pela disponibilidade
hidrica do solo. Portanto, a medida que o teor de agua no solo diminui, a absorcdo de agua
pelas raizes se torna mais dificil (JUNIOR, et al., 2019).

O déficit hidrico da planta se aprimora quando a sua procura ultrapassa a oferta
de agua. O fornecimento é determinado pela quantidade de agua contida no solo até a
profundidade do sistema radicular das culturas. A demanda por dgua é caracterizada pela
taxa de transpiracéo das plantas ou evapotranspiracéo da cultura, que inclui a transpiracéo
das plantas e evaporacao do solo. Evapotranspiracdo € impulsionada pelo ambiente de
cultivo, bem como condic@es principais das culturas, como a arquitetura da planta, area
foliar e desenvolvimento da planta (BLUM, 2016).

Quando as plantas se encontram sob déficit hidrico ocorre reducgdo da fixacao de
carbono no aparato fotossintético (ELDAKAK et al., 2013), mudancas na expressdo
génica, ocasionando respostas fisioldgicas como reducdo da area foliar, fechamento
estomatico levando a baixa condutancia estomatica e, consequentemente, reducdo da
fotossintese, interferindo em diversos outros processos do desenvolvimento da planta
(MINUZZI e LOPES, 2015). Outro risco para as plantas no periodo de restrigdo hidrica
é 0 aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio responsaveis pelo estresse
oxidativo, fazendo com que a planta invista na producdo de enzimas antioxidantes como
defesa aos radicais livres (LISAR, et al., 2012).
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Raizes maiores e mais jovens, que apresentem maior quantidade de raizes
secundarias sdo indispensaveis para aumentar a superficie de contato das plantas,
melhorando a capacidade de absor¢do de 4gua presente no solo. Além disso, a disposi¢do
e proporcdo das raizes € importante para atender a demanda de agua de uma planta
(CHAVARRIA e SANTOS, 2012).

O milho tem alta demanda por &gua, necessitando de 250 a 500 mm de &gua por
ciclo e, portanto, tem grande sensibilidade a restri¢do hidrica, principalmente no periodo
critico que se inicia na fase de pré-floracao/floracdo e vai até o enchimento dos gréos
(HERNANDEZ et al., 2015). No periodo reprodutivo também ha sensibilidade pelos
processos fisiologicos relacionados a formacdo de zigotos e inicio do enchimento dos
gréos (BERGAMASCHI e MATZENAUER, 2014). Wu et al. (2016) estudaram o
crescimento e a transpiracdo do milho sob estresse hidrico em casa de vegetacdo. Os
autores observaram que guando a umidade do recipiente era inferior a 90%, a formacao
de fitomassa e a transpiracdo eram reduzidas em 28%.

O estresse hidrico no milho causa atraso no surgimento de estigmas, aumentando
o intervalo entre a floragdo masculina e feminina, da porcentagem de zigotos abortados
apos a fertilizacdo (BERNINI et al., 2016). Além disso, a altura e diametro do colmo das
plantas € afetada, ocorrendo a reducdo da fotossintese motivada pela diminuicdo da
expansdo celular e por danos causados no aparato fotossintético (GUIMARAES, et al.,
2019).

2.2. Impacto na agricultura

O Brasil é um importante abastecedor de alimentos para 0 mundo. Dono de
diferentes paisagens e clima, oferecendo oportunidade de cultivos para uma variedade de
produtos agricolas, o pais se tornou muito importante na producéo global de alimentos,
produzindo e exportando commodities agricolas (ARTUZO, et al., 2019). Um dos fatores
que podem diminuir a produtividade de lavouras sdo as condigdes anormais dos
componentes quimicos e fisicos do meio, conhecidos como estresses abioticos. Estes
estresses ndo afetam somente produtores, mas também toda a sociedade, ocasionando
desempregos, aumento no preco dos alimentos e instabilidade no mercado (BIANCHI, et
al., 2016).

As mudangas climaticas observadas nos ultimos anos e previstas, provavelmente

trardo modificagdes no ciclo hidroldgico afetando diretamente o desenvolvimento das
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culturas (VARALLYAY, 2010). O déficit hidrico afeta aproximadamente 45% das areas
agricolas, sendo o que mais ocasiona restricdo global de produtividade, tornando grande
problema, pois é 0 que mais contribui para a diminui¢cdo do crescimento das plantas
(MADABULA et al., 2016).

Apesar de as plantas estarem sujeitas a diversos estresses abidticos, a seca se
destaca por ser comum e por ocasionar disfungdes nas plantas, podendo ser reducdo do
turgor celular, essencial nos processos metabdlicos, ou através de alteracdes
morfologicas, fisioldgicas e bioquimicas, refletindo sobre o transporte e absor¢éo de dgua
e nutrientes por elas (MONTEIRO et al., 2014). A seca é uma limitacdo que gera grande
desafio para a alimentacdo mundial que sofre com a intervencao direta do aumento da
populacgéo e o aquecimento global (BERNINI et al., 2020).

Wheeler e Von Braun (2013) explicam que o crescimento populacional do planeta
necessitara de aumento de 50% de produtos agricolas até o ano de 2030. A reducéo da
agua disponivel e a distribuicdo irregular das chuvas, que costumam coincidir com o
periodo critico das lavouras em diferentes regiGes do pais, sdo as principais variaveis
meteoroldgicas que determinam as oscilacdes na produtividade de grandes culturas
(BARBOSA et al., 2020).

Dentre as principais commodities produzidas no Brasil, destaca-se o milho.
Segundo grdo mais produzido no pais, ficando atras apenas da soja, sendo o segundo
maior exportador do grdo. A regido Centro-Oeste é destaque na producdo do milho para
diversos fins, como industria alimenticia, producdo de racdo animal e de etanol. Em 20
anos, a sua producao cresceu em 193,55%, enquanto a area obteve acréscimo de 45,79%.
Em 2021, o Brasil produziu mais de um bilh&o de toneladas de milho (CONAB, 2021).

O milho é matéria-prima de diversos pratos tipicos brasileiros como canjica,
cuscuz, polenta, entre outros e componente para fabricacdo de biscoitos, pdes e varios
outros alimentos. Na producdo de racdo animal, o milho é um elemento basico
juntamente com a soja, para a suinocultura e avicultura, sendo estes dois mercados
competitivos internacionalmente e geradores de receita para o Brasil (CALDARELLI,
2012). A utilizagdo do milho na fabricagéo de etanol explica o0 aumento da produgéo do
grdo no Brasil (CONAB, 2019). De acordo com a Unido da Industria de Cana-de-agUcar
(Unica) a producao de Etanol de milho alcancou 2,57 bilhGes de litros no atual ciclo, com
aumento de 58,13% em relacdo a safra 2019/20. A participacdo do etanol de milho na
fabricacdo total de biocombustivel no Centro-Sul totalizou 8,45% (NOVA CANA, 2021).
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Sua aplicacéo técnica é essencial no sistema de rotacéo de culturas (milho/soja),
sendo cultivado em diferentes tipos de propriedades (pequenas, médias e grandes),
principalmente para producéo de gréos ou para silagem (ARTUZO, et al., 2019). Gragas
a modernizacdo da agricultura a partir da metade do século XX, o sistema de producéo
do milho avancou. O crescimento na producao impactou o abastecimento do mercado
nacional e no aumento de exportagdes (FAVRO et al., 2015). Entretanto, o crescimento
na produtividade dos gréos envolve inimeras variaveis que influenciam no incremento
produtivo (ARTUZO, et al., 2019).

2.3. Alternativa para reducdo dos efeitos do déficit hidrico

Nos ultimos anos o interesse dos cientistas por sistemas de cultivos mais
sustentaveis aumentou bastante. De acordo com Wang et al. (2015), a agricultura
sustentavel traz beneficios a saude e produtividade do solo. A diversidade da biomassa
microbiana do solo € um indicador sensivel que pode ser empregado no monitoramento
das alteracbes ambientais, podendo influenciar nas sugestdes de sistemas de manejo a
tempo de evitar degradacédo do solo (SILVA et al., 2011).

A microbiota do solo é complexa, com inimeros micro-organismos presentes,
como proteobactérias, bactérias fixadoras de nitrogénio, bactérias promotoras de
crescimento de plantas e fungos micorrizicos arbusculares. Existem diversos fatores que
contribuem para a existéncia e sobrevivéncia destes micro-organismos, como por
exemplo boas praticas agricolas (OMOTAYO e BABALOLA, 2020).

E na rizosfera, regido onde solo e raizes entram em contato que é diretamente
influenciada pelos exsudatos das raizes das plantas, que as atividades microbianas sao
fundamentais para o funcionamento das plantas, auxiliando na absorcdo de nutrientes e
protegendo contra fitopatégenos (KHATOON, et al., 2020). Dentre 0s varios micro-
organismos presentes no solo, encontram os fungos micorrizicos arbusculares (FMA)
com importancia econdmica e ecoldgica (MERGULHAO et al., 2014).

Os FMA ndo sao cultivdveis sem a presenca de um hospedeiro vegetal. Séo
incapazes de absorver carboidratos que ndo sejam do interior de uma célula vegetal.
Portanto, estes micro-organismos dependem inteiramente de seus hospedeiros para
crescimento e reproducdo, conferindo-lhes o status de biotréficos obrigatérios
(BONFANTE e GENRE, 2010).
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Entretanto, com sua disseminacdo nos mais diferentes ecossistemas terrestres, 0s
FMA tém baixa especificidade vegetal, podendo colonizar o cortex radicular de diversas
espécies de plantas (STURMER e SIQUEIRA, 2013). A colonizagdo das raizes pelos
FMA se caracteriza, principalmente pelo crescimento intracelular das hifas no tecido
cortical e pela diferenciacdo de hifas intracelulares terminais em arbudsculos, estruturas
efémeras, responsaveis pela troca bidirecional de nutrientes entre os simbiontes, além da
participagdo de outras estruturas proprias da associagdo, como vesiculas e celulas
auxiliares relacionadas ao armazenamento de nutrientes (MAIA, 2010).

As raizes sdo as primeiras a serem afetadas pelo déficit hidrico, e, é através de
suas células corticais que os FMA penetram. Estruturas formadas como os arbusculos,
sdo estruturas ramificadas com acimulo de lipideo e glicogénio e as vesiculas, estruturas
de reserva de nutrientes (SMITH e SMITH, 2011). Estes micro-organismos adquirem
carboidrato/carbono fotossintético das raizes das plantas hospedeiras e em troca fornecem
nutrientes do solo para as plantas (MATHUR et al., 2018).

Os FMA colaboram para o aumento do sistema radicular das plantas através de
sua extensa rede de hifas que ajudam a planta a ultrapassar a zona de deplecéo (resisténcia
alta), e conseguir explorar maior volume de solo captando maior quantidade de nutrientes
e dgua (MATHUR et al., 2018). Sendo assim, estes micro-organismos contribuem para
que as plantas suportem situacdes adversas como estresses abidticos ou bidticos.

Estes fungos também atuam no processo de formacéo dos solos, pois sdo capazes
de produzir glomalina, uma glicoproteina imunorreativa recalcitrante. Essa glicoproteina
faz parte da composicao da parede celular das hifas e quando se acumula no solo, ap6s o
processo de decomposicdo dos micro-organismos, tem a capacidade de agregar particulas
do solo, estabilizando agregados, absorvendo o carbono naturalmente e criando espacos
sobre a superficie, permitindo a penetracdo de agua, oxigénio e raizes (RAMOS e
MARTINS 2010; MAIA, 2010).

As culturas de grdo sé@o beneficiadas pela associagdo com FMA. Ren et al. (2019)
compararam plantas de milho (Zea mays L.) sem inoculag&o com plantas inoculadas com
0 FMA Funneliformis mossae e observaram ganho de até 33% no crescimento das plantas
inoculadas. Além disso, também detectaram que plantas micorrizadas foram mais
eficientes no uso da agua sob déficit hidrico, chegando a ser 46% maior que plantas ndo
inoculadas sob estresse, sendo considerado essenciais na melhoria da toleréncia ao déficit

hidrico.
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Plantas que se encontram em condicOes de seca podem sofrer com efeitos toxicos
como a destruicdo dos centros de reacdes, e acarretara a interrupgdo do fluxo de elétrons
no processo fotossintético. Entretanto, além do favorecimento do uso eficiente da agua,
0s FMA podem contribuir em maior concentracdo de clorofilas, resultando em aumento
da eficiéncia fotossintética da planta (ZHU et al., 2012).

Zhu et al. (2012) perceberam que a simbiose micorrizica com o FMA
Claroideoglomus etunicatum protegeu plantas de milho contra o déficit hidrico atraves
da melhoria das trocas gasosas, maior concentracdo de pigmentos fotossintéticos e melhor
uso eficiente da &gua. Em plantas de trigo, Zhou et al. (2015) observou que a inoculagéo
com FMA acarretou melhoria no crescimento das plantas pelo aumento fotossintético
durante o déficit hidrico. O FMA utilizado foi 0 Glomus mosseae, resultando em aumento
de biomassa, crescimento e producéo de graos.

Em estudo realizado por Mathur et al. (2018) em plantas de milho inoculadas com
cultura inicial mista composta, principalmente pelos FMA Rhizophagus intraradices,
Funneliformis mosseae e F. geosporum sob estresse em alta temperatura, pode-se
observar que, além de aumento nos parametros morfoldgicos basicos (como largura da
folha, altura da planta e nimero de espigas), a eficiéncia quantica, transporte linear de
elétrons do FSII e assimilacdo de carbono nas plantas inoculadas foram maiores quando
comparadas com as plantas sem inoculagdo. Este aumento indica a colaboragdo da
simbiose quando as plantas se encontram em situacdo de estresse.

Alguns autores ndo consideram os FMA como biofertilizantes por néo
adicionarem fosforo (P) ao solo, entretanto a funcdo destes micro-organismos ndo pode
ser ignorada, visto que altera a dindmica de P no solo auxiliando sua absorcéo pela planta
(CARDOSO et al., 2010). As hifas extrarradiculares produzidas pelos FMA conferem as
plantas maior &rea radicular, possibilitando a exploracdo de maior volume de solo,
favorecendo maior absorcdo de agua e nutrientes, principalmente de fésforo (P) e
nitrogénio (N), elementos essenciais para o crescimento e desenvolvimento das culturas
(RIZV1 et al., 2015; RIVERO et al., 2015; HART et al., 2016).

O aumento no teor de nutrientes das plantas através da simbiose micorrizica é
importante, possibilitando o desenvolvimento de tecnologia limpa capaz de promover
uma agricultura sustentavel. 1sso acarreta a diminuigcdo do uso de fertilizantes quimicos
nos solos agricolas, visto que os FMA séo ageis na obtencdo e transporte desses elementos

para as plantas, e favorece o metabolismo vegetal (PAWAR et al., 2018).
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Pioufle et al. (2019) observaram em seu estudo efeito benéfico do FMA na
recuperacdo, apos estresse hidrico em plantas de milho. Houve maior absorcéo de Pi,
aumento da eficiéncia do uso instantdneo da agua e maior conteldo de &gua em brotacéao
de plantas inoculadas durante o periodo de recuperagédo

Além dos beneficios nutricionais e de crescimento das plantas, a associacdo
micorrizica traz outros beneficios. Pawar et al. (2018) estudando 10 espécies de FMA
(Glomus mosseae, Glomus clarum, Glomus fasciculatum, Glomus intraradices, Glomus
ambisporum, Gigaspora gigantea, Acaulospora denticulata, Glomus globiferum,
Gigaspora albida and Glomus pansiholus) inoculadas em amendoim (Arachis hypogaea
L.) observaram que plantas inoculadas tiveram aumento na porcentagem de 6leo extraido
das sementes, além de incremento do teor de acidos graxos, concedendo maior vida Util
ao Oleo extraido em armazenamento.

Vieira et al. (2021) concluiram que a inoculacdo com o FMA Rhizophagus clarus
em plantas de jambu (Acmella oleracea) com pequenas doses de P incrementou na
producdo de biomassa seca da parte aérea e nos teores de P, K, Ca e Mg. Além disso,
também houve aumento no teor de fendis totais em plantas fertilizadas com 60 mg kg
de P. Concluiu-se também que nessa mesma dose, plantas de jambu (Acmella oleracea)
inoculadas com Claroideoglomus etunicatum tiveram maior concentragdo de espilantol,
principal constituinte da oleorresina ou extrato concentrado do jambu (Acmella oleracea).

Os FMA também atuam como biorreguladores intervindo no equilibrio fito-
hormonal das plantas. Essa atuacdo influéncia no desenvolvimento vegetal e alivia 0s
efeitos do estresse ambiental. Sendo assim, eles atuam como bioprotetores (ROUPHAEL
et al., 2015) permitindo o aumento da biomassa e alteracdo da producdo de metabdlitos
secundarios (BONFIM et al., 2015).

3. OBJETIVOS
3.1 Geral
Verificar o comportamento fisioldgico das plantas de milho sob déficit hidrico,
inoculadas com os FMA Rhizophagus clarus, Claroideoglomus etunicatum e inoculante

comercial Rootella BR®.
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3.2 Especificos

e Observar se plantas de milho inoculadas com FMA tiveram aumento da toleréncia
sob déficit hidrico;

o Verificar entre os FMA Rhizophagus clarus, Claroideoglomus etunicatum e
Rootella BR® potenciais isolados para o aumento da tolerancia ao déficit hidrico através
de avaliagdes fisiologicas;

¢ Identificar o papel fisioldgico da tolerancia das plantas associadas aos alvos
selecionados anteriormente;

e Observar o potencial de simbiose entre FMA e raizes de plantas.
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CAPITULO I: RESPOSTAS FISIOLOGICAS DE PLANTAS DE MILHO
(Zea mays L.) INOCULADAS COM FUNGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES SOB DEFICIT HIDRICO.

RESUMO

O milho (Zea mays) € um cereal de origem mexicana cultivado em grande parte do
mundo, extensivamente utilizado como alimento humano ou para ra¢do animal, por suas
qualidades nutricionais. Atualmente é o segundo grdo mais produzido no Brasil, ficando
atras apenas da soja e o0 pais é o segundo maior exportador do grdo. Entretanto, a
deficiéncia de agua € um dos principais fatores responsaveis pela diminuicao da producéo
de milho, pois afeta as relagdes hidricas das plantas, reduzindo o crescimento e o
desenvolvimento e, consequentemente, a produtividade das culturas. Nesse cenério,
torna-se importante a utilizacdo dos fungos micorrizicos arbusculares (FMA). Esses
fungos colonizam as raizes e a rizosfera atraves de sua extensa rede de hifas, prolongando
o sistema radicular das plantas, ampliando a exploracéo e absorcéo de nutrientes do solo,
consequentemente o desenvolvimento e a produtividade vegetal aumentam. Dessa
maneira, o objetivo deste estudo foi verificar o comportamento fisiolégico das plantas de milho
sob déficit hidrico, inoculadas com os FMA Rhizophagus clarus, Claroideoglomus etunicatum e
inoculante comercial Rootella BR®. Sementes do milho foram cultivadas e inoculadas com
90 g do R. clarus, pois 0 nimero de esporos por grama foi de 1,2, 30g do C. etunicatum,
separadamente, pois 0 numero de esporos por grama foi de 3,6 e inoculadas com o
inoculante comercial Rootella, na propor¢do de 120g por hectare. A diferenca na
quantidade dos inoculantes R. clarus e C. etunicatum foi para igualar o total de esporos
por vaso (108 esporos). As plantas foram cultivadas em casa de vegetacao e distribuidas
nos tratamentos: 1) Milho sem inoculagdo (controle) com irrigacdo; 2) Milho sem
inoculacdo (controle) sem irrigacdo; 3) Milho + Rhizophagus clarus irrigado; 4) Milho +
Rhizophagus clarus sob défici; 5) Milho + Claroideoglomus etunicatum irrigado e 6)
Milho + Claroideoglomus etunicatum sob déficit, 7) Milho + Rootella irrigado e 8) Milho
+ Rootella sob déficit. As plantas foram submetidas ao déficit hidrico no estadio V3,
mantendo os vasos em 20% da CC, por 10 dias, e as primeiras analises foram feitas, em
seguida foram reirrigadas por 2 dias e as analises serdo feitas novamente. Os resultados
apontam que as plantas conseguiram se recuperar de maneira favoravel de acordo com os
dados fisioldgicos apresentados. Nota-se que em plantas inoculadas ndo houve danos ao

aparato fotossintético das plantas. Esses dados demonstram que os FMA colaboram para
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melhor recuperacgéo das plantas, ap6s um periodo de seca e um novo periodo de irrigacéo.

A inoculacdo com os FMA favorece as plantas na recuperacéo pds-estresse hidrico.

Palavras-chave: Reidratacdo, restricdo hidrica, simbiose, inoculacéo.
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1. INTRODUCAO

O milho é um cereal essencial na alimentagdo global dos seres humanos, além de
importante para produgéo de etanol, ragdo animal, amido de milho e xarope (BEGUM et
al., 2019). Por ser uma planta Cs4, 0 milho tem maior eficiéncia no uso de agua em
comparagao com plantas Cs, por sua anatomia funcional sdo consideradas mais evoluidas
naturalmente e capazes de concentrar mais CO2 nas células, tornando a fotossintese um
processo mais eficaz (BRAGA et al., 2021). Isso porque 0 mecanismo de concentragao
de CO; da Rubisco mantém alta relagdo CO. / Oz e reduz a fotorrespiracdo em plantas
com aparato fotossintético do tipo Ca. Esta alta razdo CO2 / O é pela alta afinidade da
PEPcase pelo CO», que por sua vez fixa o dioxido de carbono através da formagdo de
acido oxalico e carrega este produto de quatro carbonos para as células da bainha vascular,
e é descarboxilado. A seguir, a Rubisco € utilizada para reparar o CO2 e aumentar sua
concentracdo no meio, fazendo com que a Rubisco opere no limite de sua taxa maxima
de saturacdo de COg, inibindo sua atividade de oxigenase e eliminando a fotorrespiracéo
(BERGAMASCHI e MATZENAUER, 2014).

A seca é um dos estresses ambientais mais sérios que afetam negativamente o
crescimento e a produtividade das plantas. Devido a taxa de transpiracdo reduzida e ao
transporte ativo e mudancas de permeabilidade da membrana, isso resulta na absor¢édo
limitada de &gua e nutrientes pelas plantas. Esta mudanca afeta o metabolismo dos
nutrientes, fotossintese, respiracéo, reguladores de crescimento e declinio do crescimento
das espécies (PAVITHRA e YAPA, 2018). O déficit hidrico prejudica diretamente o
crescimento e desenvolvimento das plantas (WU et al., 2013) e esse prejuizo ocasiona a
inibicdo da fotossintese, pois ocorrera a reducdo da assimilacdo de CO2, em virtude do
fechamento estomatico, reduzindo a turgescéncia das células-guarda, essenciais para
manter os estdmatos abertos (PINHEIRO e CHAVES, 2011).

Existem microrganismos do solo que sdao bem conhecidos por terem efeitos
importantes no ecossistema, como € o caso dos FMA que séo parceiros essenciais para as
plantas por terem a capacidade de aliviar os efeitos negativos causados por estresse
hidrico, auxiliando no crescimento e desenvolvimento das plantas (BAHRAMINIA et al.,
2020). Com isso, espera-se que, quando inoculadas, as plantas apresentem maior absor¢ao
de agua e nutrientes, resultando em possiveis contribuicdes para o crescimento das

plantas, que pode ocorrer pela invasdo da rede de hifas e a producao de glomalina. Estes
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fatores melhoram a estrutura do solo, contribuindo para melhor relagdo hidrica
(HASHEM et al., 2018).

Em trabalho realizado a simbiose micorrizica aumentou a biomassa vegetal, teor
de clorofila e taxa de transpiracdo em condi¢des de seca (GHORCHIANI et al., 2018).
Também foi demonstrado que a associagdo micorrizica melhorou a condutancia
hidraulica da raiz, trocas gasosas, ajuste osmético (ZHAO et al., 2015) e atividades
fotossintéticas sob estresse hidrico (GARG e PANDEY, 2016). Além disto, a tolerancia
a periodos de deficiéncia hidrica aumentada por FMA em plantas hospedeiras tem outros
mecanismos implicitos, como absorcdo de &gua através das hifas micorrizicas
extraradicais, melhoria nutricional, producdo de glomalina na estabilidade de agregados
do solo, sistemas protegidos com antioxidantes e expressdo de aquaporina (BAGHERI et
al., 2012; ZOU et al., 2015; QUIROGA et al., 2018; ZHANG et al., 2018; HE et al.,
2019; WU et al., 2019; ZOU et al., 2019).

Visto que o milho é uma das culturas mais essenciais do mundo e levando em
consideracdo o aumento da populacdo mundial, torna-se indispensavel a melhoria na
producdo e rendimento das principais culturas, em condi¢cdes normais e de seca
(BAHRAMINIA et al., 2020). Assim, com este trabalho, objetivou-se verificar o
comportamento fisiologico das plantas de milho sob déficit hidrico, inoculadas com os
FMA Rhizophagus clarus, Claroideoglomus etunicatum e inoculante comercial Rootella
BR®.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Multiplicacéo e inoculacédo dos FMA

A multiplicacdo dos FMA foi realizada com a disponibilizacdo do in6culo de
Rhizophagus clarus e Claroideoglomus etunicatum procedentes da colecdo do
Laboratorio de Microbiologia do Solo da UNESP - Ilha Solteira, doado ao IF Goiano —
Campus Rio Verde pelo método da cultura em vaso (GILMORE, 1968). O solo foi
coletado em &rea do IF Goiano Campus Rio Verde e utilizado para a multiplicagdo sendo
misturado com areia (3:1), esterilizado em autoclave, processo repetido por 3 dias
consecutivos e posteriormente seco em estufa a 100°C (GERDEMANN; NICOLSON,
1963).

Como planta hospedeira foi utilizada a Urochloa ruziziensis, estas foram crescidas

em casa de vegetagcdo em condigdes irrigadas com &gua destilada por 90 dias e, apds este
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periodo, submetidas a condicdo de estresse hidrico por 7 dias, para inducdo da
proliferacdo dos esporos de FMA (FERGUSON; WOODHEAD, 1984; MORTON et al.,
1993), posteriormente as plantas foram retiradas, uma amostra do solo coletada e avaliado
0 namero de esporos, de acordo com Gerdemann e Nicolson (1963) e Jenkins (1964). A
contagem foi realizada em placa de acrilico canelada com anéis concéntricos sob
microscopio estereoscopio. Foi utilizado o inoculante micorrizico comercial Rootella

BR® a base de Rhizophagus intraradices.

2.2 Condicdes de crescimento das plantas

O solo foi coletado em area do IF Goiano — Campus Rio Verde e uma amostra do
solo foi retirada para analise quimica (Tabelas 1S) para observar a necessidade de
calagem de acordo com sua saturacao por base. Posteriormente, foi feita uma mistura de
solo e areia (3:1) e aplicacdo do calcario no solo com auxilio de betoneira, colocado em
vasos de 3 litros e levados para casa de vegetacdo, onde o calcario reagiu por 20 dias, até
chegar na saturacdo por base recomendada para a cultura (60 %). Apds os 20 dias as
sementes de milho (Zea mays) foram germinadas nos vasos e crescidas em casa de
vegetacdo sob condicGes naturais de luz, umidade relativa (65-85 %) e temperatura média
de 27°C. O inoculante micorrizico foi constituido por Rhizophagus clarus,
Claroideoglomus etunicatum e inoculante comercial Rootella BR®. As plantas foram
inoculadas no orificio de semeadura com 90 g do R. clarus (1,2 esporos/g), 30 g do C.
etunicatum (3,6 esporos/g) e Rootella BR® na medida comercial de 120 g por hectare,
separadamente.

Os vasos foram adubados com 15 g de superfosfato triplo, 2,5 g de cloreto de
potassio e 2 g de ureia. Duas semanas ap0s o plantio foi feito adubacao de cobertura com

1 g de ureia e 1,5 g de cloreto de potassio por vaso.

2.3 Inducdo do estresse hidrico em plantas de milho

As plantas foram distribuidas nos seguintes tratamentos: 1) Milho sem inoculagéo
(controle) com irrigagdo 2) Milho sem inoculagéo (controle) sem irrigacéo, 3) Milho +
Rhizophagus clarus irrigado 4) Milho + Rhizophagus clarus sob déficit, 5) Milho +
Claroideoglomus etunicatum irrigado 6) Milho + Claroideoglomus etunicatum sob
déficit, 7) Milho + Rootella BR® irrigado e 8) Milho + Rootella BR® sob déficit. Cada
tratamento foi constituido por cinco repeticdes contendo cada uma planta por vaso. O

controle do conteudo de &gua foi realizado através de sensores de irrigacdo, modelo 10
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HS (METER Group, Inc. USA), uma vez ao dia (pela manhd) no periodo anterior a
imposicao do déficit hidrico e duas vezes ao dia no periodo de déficit (pela manha e final
da tarde). As plantas foram submetidas ao déficit hidrico no estadio V3, quando trés
folhas estavam completamente desenvolvidas, mantendo os vasos do déficit em 20% da
capacidade de campo por 10 dias e as primeiras analises realizadas. Em seguida as plantas
foram reirrigadas por 2 dias a 80% da capacidade de campo e analises foram feitas
novamente. As analises destrutivas (potencial hidrico, colonizag¢éo micorrizica, densidade
de esporos, pigmentos fotossintéticos, vazamento eletrolitico e peso seco de folhas, raizes

e total) foram realizadas apenas ap0s a reirrigacéo.

2.4 Medicé&o do potencial hidrico

O potencial hidrico (¥w) foi medido na antemanha em bomba de Scholander ap6s
areirrigacdo. A determinacdo consiste na coleta de folhas completamente expandidas que
foram colocadas na cdmara da bomba de presséo, e, em seguida, foi aplicado presséo até
ocorrer a exsudacao pelo corte feito no peciolo da folha, para a leitura da presséo aplicada
(SCHOLANDER et al., 1965).

2.5 Medicdes fisiologicas

A andlise foi realizada utilizando um sistema de determinagcfes da concentracao
de gases no infravermelho (IRGA, Li-Cor — Li-6800). Pardmetros como taxa
fotossintética liquida (A, pmol CO2 m? s1), conduténcia estomatica (gs, mol H.O m? s
1y, concentragéo interna de CO2 (Ci, pmol CO2 mol™), concentragio ambiente de CO;
(Ca, umol CO, mol™) e transpiragdo (E, mmol m s1) foram determinados em todos os
tratamentos. Foram utilizados 1000 pmol m? s? de irradiancia durante todo o

experimento. As medi¢6es foram realizadas no periodo das 8h as 11h.

2.6 Medic0es de Fluorescéncia da Clorofila a

As medicGes de fluorescéncia da clorofila foram realizadas utilizando o
equipamento IRGA, Li-Cor — Li-6800 as 4h da manha, ap0s o escurecimento das folhas
por 40 minutos a temperatura ambiente, para medicao da fluorescéncia minima (Fo) e a
fluorescéncia méxima (Fm). Dessa forma, obteve-se outros parametros como o
rendimento quantico maximo de FSII, calculado por Fv/ Fm (Fv = Fm - Fo), enquanto o
rendimento quantico real de FSII foi calculado por ®FSII = (Fm '- F) / Fm'. E, em estado
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de adaptacdo a luz, o quenching ndo fotoquimico (qN) foi calculado por gN = 1- (Fm -
Fo) / (Fm-Fo).

2.7 Caracteristicas Morfologicas

Foi obtido a altura e didmetro das plantas e posteriormente, os caules, folhas e
raizes foram separados e secados em estufa a 65°C, com circulagdo de ar forcada, para
obtencdo do peso seco de folhas, raizes e peso seco total.

2.8 Determinacéo do conteudo de clorofila

O contetdo de carotenoides, clorofila a e b foram determinadas
espectrofotometricamente a 480 nm, 649,1 nm e 665,1 nm, respectivamente, apds a
extracdo dos pigmentos, a partir de um disco foliar 0,5 cm com 5 ml de CaCO3 saturado
em DMSO a 65°C em banho-maria (WELLBURN, 1994). Os discos permaneceram na
solucéo por 24 h. Os valores foram transformados para teores de clorofilas a, b e totais

nas folhas, expressos em unidades de area (ug cm™).

2.9 Observacao de associacao entre fungos e raizes de milho

Amostras de raizes previamente mantidas em alcool 70% foram despigmentadas
pelo método de Koskey e Gemma (1989), modificado em que as raizes foram imersas em
KOH (10%) em banho Maria a 90°C, por 60 minutos. Em seguida, as raizes foram lavadas
com agua destilada e transferidas para solucdao de HCI (1%) por 5 minutos. Depois, 0 HCI
foi retirado e adicionado o corante azul de tripano (0,05%) em lactoglicerol, incubando
por 10 minutos em banho-maria, a 90°C (PHILLIPS; HAYMAN, 1970), para coloragao
das raizes.

Foram confeccionadas laminas com fragmentos de raizes, permitindo a
visualizagdo das estruturas em microscdpio Leica DM500, com cdmera Leica ICC 50
adaptada ao software LAZ EZ, versdo 1.8.0, de forma a classifica-las de acordo com
literatura especializada (PETRINI, 1986; PETERSON et al., 2004).

2.10 Densidade de esporos

Foi determinada a densidade de esporos no solo de cada vaso utilizando a técnica
de peneiramento tmido (GERDEMANN e NICHOLSON, 1963). Assim, 100 g de solo
foi lavado e peneirado 6 vezes, colocado em tubo falcon com agua e levado para

centrifuga a 3000 rpm durante 3 minutos, depois dispensou a dgua e adicionou uma
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solucéo de sacarose a 50% e levou para centrifuga por mais 2 minutos. Em seguida, o
liquido que contém os esporos foi despejado na peneira para a lavagem desta amostra e
por fim, armazenado em recipiente até a analise no laboratdrio, procedimento que utiliza
uma placa canelada para a contagem do nimero de esporos presente no solo através do

equipamento estereoscopio (4x).

2.11 Vazamento eletrolitico

Cinco discos foliares foram coletados de folhas superiores completamente
expandidas e lavados em agua deionizada. Em seguida foi medido o vazamento de
eletrolitos através da medicdo da condutividade elétrica livre da solugdo do frasco,
utilizando medidor portéatil de condutividade elétrica, modelo TDS-3. Apds essa primeira
medicdo, os frascos foram para estufa a 100°C por 1 hora e, posteriormente, fez-se a

segunda leitura referente a condutividade total.

2.12  Analise estatistica

O experimento foi um fatorial duplo, sendo 2 tratamentos hidricos (irrigado e
déficit hidrico) x 4 tratamentos de inoculagdo (controle, Rotella BR®, Rhizophagus
clarus, Claroideoglomus etunicatum) x 5 repeti¢des por tratamento, totalizando 40 vasos.
Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste
Tukey (5%). Os procedimentos estatisticos foram realizados utilizando o programa
computacional SISVAR 11 (FERREIRA, 2011).

3. RESULTADOS

O potencial hidrico (¥Yw) medido apos a reirriga¢ao diferiu entre os tratamentos
hidricos e de inoculacao (Figura 1A). Plantas do DH nao apresentaram diferenca. Plantas
irrigadas e inoculadas com R. intraradices (Rootella BR®) foram as que exibiram maior
valor de potencial hidrico (¥w -0,06), diferindo das demais. Analisando os tratamentos
hidricos dentro dos niveis de inoculagdo, apenas o tratamento inoculado com R.
intraradices (Rootella BR®) diferiu entre DH e irrigadas, no qual plantas irrigadas
tiveram maior Ww que plantas do DH

A densidade de esporos diferiu entre os fatores (Figura 1B). O maior nimero de
esporos em plantas do tratamento de DH foi observado em plantas inoculadas com C.

etunicatum (139,66), porém esse tratamento ndo diferiu das inoculadas com R. clarus
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(131). O menor nimero de esporos foi apresentado em plantas sem inoculacao (79,66),
mas ndo diferiu das inoculadas com R. intraradices (Rootella BR®). Comparando os
tratamentos hidricos dentro de cada nivel de inoculagdo, apenas as inoculadas com R.
intraradices (Rootella BR®) apresentaram diferenca, em que plantas do tratamento
irrigado foram maiores que plantas do déficit hidrico. A porcentagem de colonizagéo
micorrizica (Figura 1C) diferiu apenas nos tratamentos de inoculagéo. Plantas inoculadas
com C. etunicatium apresentaram maior valor médio de colonizacdo (8,5%), seguido das
inoculadas com R. intraradices (Rootella BR®) (7,16%) e R. clarus (4,66%). Plantas sem

inoculacdo foram as que tiveram menor valor de colonizacdo micorrizica (3,33%).
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Figura 1: Potencial hidrico (A), densidade de esporos (B) e coloniza¢do micorrizica (C) de
plantas de milho (Zea mays) submetidas a diferentes tratamentos hidricos e inoculagdo com FMA,
apos reirrigacdo. Médias seguidas pela mesma letra, maitscula entre os tratamentos de inoculagdo

e mindsculas entre os tratamentos hidricos, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (5%).
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ApOs a reirrigacao, a taxa fotossintética (Figura 2A) apresentou diferenga entre os
tratamentos hidricos e de inoculacdo. Plantas sem inoculacao e inoculadas com R. clarus
e R. intraradices (Rootella BR®) que passaram pelo déficit foram as que apresentaram os
maiores valores médios de 4 (34,31 pmol CO2 m%s?, 34,38 umol CO, m?s™ e 34,43
umol CO2 m?s?, respectivamente), enquanto plantas inoculadas com C. etunicatum
tiveram o menor valor médio de fotossintese (25,33 pumol CO, mZs?). A taxa
fotossintética de plantas irrigadas ndo apresentou diferenca entre os tratamentos de
inoculagao.

Analisando os tratamentos hidricos dentro dos niveis de inoculagdo, plantas sem
inoculagdo apresentaram maior valor médio no tratamento irrigado (42,48 pmol CO> m-
251y, O tratamento inoculado com R. clarus ndo apresentou diferenca entre déficit (34,38
umol CO, m%s?) e irrigado (38,5 umol CO2 m2st). Para plantas inoculadas com C.
etunicatum e R. intraradices (Rootella BR®) os maiores valores foram para plantas do
tratamento irrigado.

A condutdncia estomatica (gs) apresentou diferenca entre os tratamentos de
inoculacdo e hidrico (Figura 2B). No tratamento de DH os maiores valores de gs foram
para inoculadas com R. clarus (0,18 mol H.0 m2 s?) e R. intraradices (Rootella BR®)
(0,20 mol H20 m s1), porém n&o diferiu das sem inoculagdo (0,15 mol H.O m?2s?). O
menor valor foi para as inoculadas com C. etunicatum (0,10 mol H,O m?2s1). Em relagdo
aos tratamentos hidricos dentro de cada nivel de inoculacgéo, plantas controle e inoculadas
com C. etunicatum irrigadas apresentaram maior gs do que plantas do DH. Inoculadas
com R. clarus e R. intraradices (Rootella BR®) ndo apresentaram diferenca entre os
tratamentos hidricos.

A transpiracdo (E) apresentou diferenca nos tratamentos de maneira isolada (Figura
2C). Para os tratamentos hidricos, E foi maior em plantas irrigadas (4,99 mol H,O m? s’
1Y do que em plantas sob déficit hidrico (2,85 mol H,O m? s?1). Em relacdo aos
tratamentos de inoculacdo, o maior valor médio de E foi para plantas ndo inoculadas (3,93
mol H20 m s%), mas ndo diferiu das inoculadas com R. clarus (3,46 mol H,O m?s?) e
R. intraradices (Rootella BR®) (3,43 mol H,O m2 s). O menor valor foi para plantas do
tratamento inoculado com C. etunicatum (2,88 mol H.0 m? s). A eficiéncia do uso da
agua nao apresentou diferenca entre os tratamentos.

A concentracdo interna e externa de CO; (Ci/Ca) também diferiu de maneira isolada
para os tratamentos (Figura 2D). Em relagdo aos tratamentos hidricos, o maior valor

médio foi observado em plantas irrigadas. Quanto aos tratamentos de inoculacao, a maior
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média de Ci/Ca foi para inoculadas com R. intraradices (Rootella BR®), entretanto néo

diferiu das inoculadas com R. clarus e das ndo inoculadas. O menor valor foi para

inoculadas com C. etunicatum.
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Figura 2. Taxa fotossintética (A), condutancia estomética (B), transpiracdo (C) e concentracao

interna e externa de CO- (D) de plantas de milho (Zea mays) submetidas a diferentes tratamentos

hidricos e inoculagdo com FMA, apos reirrigagdo. Médias seguidas pela mesma letra, maidscula

entre os tratamentos de inoculagdo e mindsculas entre os tratamentos hidricos, ndo diferem entre

si pelo teste Tukey (5%).

O transporte de elétrons (ETR) diferiu entre os tratamentos (Figura 3A). Para

plantas do DH, o menor valor apresentado foi para inoculadas com C. etunicatum. As

demais ndo diferiram. No tratamento hidrico irrigado, as plantas ndo apresentaram

diferenga. Observando os tratamentos hidricos dentro dos niveis de inoculagéo todas as

plantas irrigadas foram maiores que plantas submetidas ao déficit. O rendimento quantico
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méaximo do fotossistema Il (Fv/Fm) diferiu de maneira isolada para os tratamentos
hidricos e de inoculagdo (Figura 3B). Plantas do DH foram menores que plantas irrigadas
e em relacéo aos tratamentos de inoculacdo, plantas ndo inoculadas e inoculadas com R.
clarus tiveram maior valor médio de Fv/Fm, entretanto ndo diferiram das inoculadas com
C. etunicatum. O menor valor apresentado foi para inoculadas com R. intraradices
(Rootella BR®).

Com referéncia a PhiPS2 (Figura 3C), plantas do DH sem inoculacdo (0,18) e as
inoculadas com os FMA R. clarus (0,20) e R. intraradices (Rootella BR®) (0,18)
apresentaram os maiores valores médios, enquanto plantas inoculadas com C. etunicatum
exibiram o menor valor (0,13). No tratamento irrigado ndo houve diferenca entre as
plantas. Observando os tratamentos hidricos nas diferentes inoculagdes, plantas nédo
inoculadas tiveram maior resposta no tratamento irrigado (0,21 para irrigadas e 0,18 para
DH), bem como as inoculadas com C. etunicatum (0,21 para irrigadas e 0,13 para DH).
As inoculadas com R. clarus e R. intraradices (Rootella BR®) néo diferenciaram entre os
tratamentos hidricos (0,20 para ambos os tratamentos hidricos).

O Coeficiente de extingdo ndo fotoquimico (NPQ) diferiu de maneira isolada para
os tratamentos hidricos e de inoculacdo (Figura 3D). em relacao aos tratamentos hidricos,
plantas sob DH apresentaram maior valor médio de NPQ. Para os tratamentos de
inoculagdo, plantas controle e inoculadas com R. clarus e C. etunicatum apresentaram
maior valor médio de NPQ. O menor valor foi demonstrado por plantas inoculadas com

R. intraradices (Rootella BR®).
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entre os tratamentos hidricos, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (5%).

O teor de clorofila a (Figura 4A) diferiu entre os fatores de inoculacdo e
tratamento hidrico. No déficit hidrico, o maior teor do pigmento ¢ observado em plantas
controle (32,94 mg cm™), inoculadas com R. clarus (32,85 mg cm™) e C. etunicatum
(32,88 mg cm™), enquanto plantas inoculadas com o R. intraradices (Rootella BR®)
tiveram o menor valor médio (32,55 mg cm?). No tratamento irrigado, as plantas ndo
apresentaram diferenca. Analisando os tratamentos hidricos dentro de cada nivel de

inoculagdo, apenas o tratamento inoculado com R. intraradices (Rootella BR®)
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apresentou diferenca, em que as plantas do déficit hidrico tiveram menor valor do que
plantas irrigadas. O teor de clorofila » ndo apresentou diferenga entre os tratamentos de
inocula¢do e hidrico. A razao Cla/Clb (Figura 4B) diferiu apenas entre os tratamentos de
inoculagdo, em que o maior valor médio foi para plantas sem inoculagdo, mas nao diferiu
das inoculadas com R. clarus e C. etunicatum. O menor valor médio foi para inoculadas
com R. intraradices (Rootella BR®).

O teor de clorofilas totais (Clt) diferiu entre os tratamentos (Figura 4C). para o
tratamento hidrico de DH, apenas as inoculadas com R. intraradices (Rootella BR®)
diferiu, apresentando menor valor médio de Clt. No tratamento irrigado, o maior valor
médio foi para plantas ndo inoculadas, mas néo diferiu das inoculadas com R. clarus e R.
intraradices (Rootella BR®), enquanto o menor valor foi para as inoculadas com C.
etunicatum. Observando os tratamentos hidricos dentro das diferentes inoculacoes,
apenas as ndo inoculadas e inoculadas com R. intraradices (Rootella BR®) diferiu, no
qual as irrigadas foram maiores que as de DH. O teor de carotenoides (Figura 4D) também
diferiu apenas entre os tratamentos de inoculagdo. Plantas inoculadas com R. clarus foram
as que tiveram maior valor médio (9,23 mg cm2), porém ndo diferiram de plantas sem
inoculagio (9,20 mg cm?). O menor teor de carotenoide foi observado nas inoculadas
com C. etunicatum ¢ R. intraradices (Rootella BR®), com valor médio de 9,06 mg cm™

para ambos.
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de milho (Zea mays) submetidas a diferentes tratamentos hidricos e inoculagdo com FMA, apds

reirrigacdo. Médias seguidas pela mesma letra, maiuscula entre os tratamentos de inoculagéo e

minusculas entre os tratamentos hidricos, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (5%).

A altura (Figura 5A) e didmetro (Figura 5B) das plantas apresentaram diferenca

de maneira isolada apenas para os tratamentos hidricos. A altura de plantas do DH foi

menor (31,66 cm) do que plantas mantidas sob irrigacao (39,83) (Figura 2A). O diametro

também apresentou a mesma resposta, em que plantas do DH tiveram média de 1,20 cm

e plantas irrigadas alcancaram a média de 1,65 cm.

O peso seco das folhas avaliado apos a reirrigagao diferiu entre os tratamentos

(Figura 5C), enquanto plantas do DH nao diferiram entre si. Para o tratamento irrigado,

plantas inoculadas com R. clarus tiveram menor valor médio de peso seco. Analisando os
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tratamentos hidricos dentro de cada inoculagdo foi observado que todas as plantas
irrigadas foram maiores que as de DH. O peso seco da raiz diferiu apenas entre os
tratamentos hidricos (Figura 5D), no qual as irrigadas foram maiores que as plantas de
DH. O peso seco total diferiu entre os tratamentos (Figura 5E). Plantas do DH nao
diferiram entre si. No tratamento irrigado, a inoculadas com C. etunicatum foram as que
tiveram maior valor médio de peso seco total, porém ndo diferiu das inoculadas com R.
intraradices (Rootella BR®) e das ndo inoculadas. O menor valor de peso seco total foi
para as inoculadas com R. clarus. Em relacdo aos tratamentos hidricos dentro das

diferentes inoculac@es, todas as irrigadas foram maiores que as plantas de DH.
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tratamentos de inoculacdo e minusculas entre os tratamentos hidricos, ndo diferem entre

si pelo teste Tukey (5%).

4. DISCUSSAO

A seca afeta o crescimento da planta, reduzindo o potencial hidrico foliar, a
divisdo celular (ZHAO et al., 2015) e a capacidade fotossintética da planta. No presente
estudo, o potencial hidrico (¥w) das plantas diferiu entre os tratamentos hidricos e de
inoculacdo (Figura 1A). Plantas sob DH ndo apresentaram diferenca entre elas. J& para as
irrigadas, o tratamento inoculado com R. intraradices (Rootella BR®) obteve maior Pw,
diferindo das demais. A diminuicdo do potencial hidrico resulta em baixo turgor celular
e na reducdo da divisao celular (ZHAO et al., 2015), culminando em baixa condutancia
estomatica, afetando diretamente a taxa fotossintética o que resulta em crescimento mais
lento das plantas (CHEN et al., 2021).

Observa-se que houve maior nimero de esporos de FMA em plantas inoculadas
principalmente com C. etunicatum no tratamento do DH (Figura 1B), entretanto ndo
diferiu das inoculadas com R. clarus. No tratamento hidrico irrigado, a maior densidade
de esporos foi para plantas do tratamento inoculado com R. intraradices (Rootella BR®).
A colonizacdo micorrizica (Figura 1C), que apresentou diferenca apenas nos tratamentos
de inoculacdo, foi maior principalmente em plantas inoculadas com o FMA C.
etunicatum, mas nio diferiu das inoculadas com R. intraradices (Rootella BR®). Apesar
disso, a porcentagem de colonizacdo nas plantas ndo foi tdo alta e essa limitacdo da
colonizacdo da raiz quando a planta se encontra sob déficit hidrico pode ocorrer por vérias
razdes, o que inclui o decréscimo na germinacao e crescimento de esporos, diminuicao
no nimero de FMA, inibicdo no crescimento e disseminacdo de hifas no solo
(SALLOUM et al., 2018) e declinio no fornecimento de carboidratos pelas plantas
hospedeira (TYAGI et al., 2017). Além disso, alta densidade de esporos pode levar a
severa competicdo por carbono fotoassimilado entre planta hospedeira e FMA pois a
simbiose quando em alta quantidade de esporos passa a ser parasitismo (SANTOS et al.,
2020).

Observa-se que a fotossintese de plantas do tratamento de DH (Figura 2A)
conseguiu elevar sua taxa fotossintética apds o periodo de estresse, podendo estar
relacionado com maior condutancia estomatica, principalmente em plantas inoculadas

com R. clarus e R. intraradices (Rootella BR®) (Figura 2B), e maior transpiragdo (Figura
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2C). A taxa transpiratoria apresentou diferenca de maneira isolada para tratamentos
hidricos e de inoculacéo (Figura 2C). Nota-se que para as inoculadas com R. intraradices
(Rootella BR®) e com R. clarus apresentaram maior valor médio de E, entretanto, nio
diferiu das inoculadas com C. etunicatum.

A desorientacdo da fotossintese estd associada ao baixo transporte de elétrons
através do FSII (ETR) e, ou lesdo estrutural do FSII e dos centros de reacdo
(ANTONOGLOU et al., 2018). Porém, logo apds a reirrigagdo, o ETR (Figura 3A) de
plantas irrigadas ndo apresentou diferenca. Para plantas que antes estavam submetidas ao
DH, a taxa de transporte de elétrons apresentou bom comportamento. Plantas inoculadas
com R. clarus e R. intraradices (Rootella BR®), que antes apresentavam os menores
valores, conseguiram elevar sua taxa sobressaindo das inoculadas com C. etunicatum.
Esse mesmo comportamento pode ser observado para PhiPS2 (Figura 3C).

O rendimento quantico maximo de FS Il (Fv/Fm) apresentou diferenca de maneira
isolada para os tratamentos hidricos e de inoculagdo (Figura 3B), no qual plantas do DH
foram menores que plantas irrigadas. Porém, todas elas apresentaram valor médio maior
que 0,75 elétrons quantum™, apontando que as plantas avaliadas ndo sofreram danos
fotoinibitorios. Este valor é apontado como referencial para indicar estresse (MIRSHAD
e PUTHUR, 2017).

Segundo alguns autores, quando plantas apresentam valores menores que 0,75
elétrons quantum™, indicam situacdo de estresse e reducdo do potencial fotossintético.
Quando os valores variam entre 0,75 e 0,85 elétrons quantum™, pode sugerir que o
aparelho fotossintético ndo sofreu danos significativos (SANTOS et al., 2010;
SUASSUNA et al., 2010). Liu et al. (2015) constataram que choupos (Populus spp.)
inoculados com o FMA Rhizophagus irregularis apresentou tolerancia a seca e que o
fungo colaborou para que ndo houvesse declinio no nivel de Fv/Fm e gP.

A extin¢do ndo fotoquimica (NPQ) que reflete a capacidade de dissipacao de calor
quando ha excesso de energia luminosa, pode reduzir a transferéncia de energia para o0s
centros de reagédo, sem qualquer efeito em gP (grau de fechamento do centro de reacédo)
(SIMON et al., 2013). No presente estudo, NPQ diferiu de maneira isolada para os
tratamentos hidricos e de inoculagdo (Figura 3D), em que plantas sob DH apresentaram
maior capacidade de dissipacdo de calor. Em relacdo aos tratamentos de inoculagéo, R.
clarus e R. intraradices (Rootella BR®) apresentaram maior valor médio de NPQ. Um
nivel alto de NPQ pode decorrer de baixa taxa de transporte de elétrons (ETR), levando

ao impedimento da formacédo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (ROACH et al.,
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2020). As EROs podem contribuir diretamente para danos do FSII ou inibir reparos dos
centros de reacdo (KALE et al., 2017) e sdo formadas através da energia de excitacdo
absorvida de maneira excessiva acarretando comprometimento da funcéo fotossintética,
levando ao actimulo de EROs, resultando em estresse oxidativo (PINTO-MARIJUAN e
MUNNE-BOSCH, 2014). O aumento de NPQ em plantas sob estresse hidrico indica
possivel diminuigdo do processo fotossintético e na fixacdo de COz. Esse prejuizo pode
diminuir a utilizacdo de produtos do transporte de elétrons, culminando em maior
dissipacéo térmica.

A clorofila a se manteve constante, no qual apenas plantas inoculadas com R.
intraradices (Rootella BR®) sob DH apresentaram taxa menor (Figura 15A). Mathur et
al. (2018) observaram em um estudo realizado com trigo (Triticum aestivum), que 0
estresse hidrico reduziu o contetdo de clorofilas totais em plantas sob DH sem
inoculacdo, porém plantas micorrizadas conseguiram manter seu teor de pigmentos alto,
pois essas plantas conseguiram obter mais agua por meio de hifas.

Plantas quando se encontram em longo periodo de estresse acabam perdendo area
foliar visando reduzir a transpiracdo para proteger as plantas de possiveis danos
oxidativos causados por area superficial de luz menor, entretanto tais mudancas podem
significar menor producdo de biomassa (CHEN et al., 2010). A altura (Figura 5A) e 0
didmetro (Figura 5B) apresentaram diferenca de maneira isolada apenas para 0s
tratamentos hidricos, em que plantas do DH tiveram as menores taxas quando comparadas
com as irrigadas.

Percebe-se que plantas sob estresse hidrico possuem menor altura e diametro e,
consequentemente menor peso seco de folhas e raizes, demonstrando que o DH afeta a
producdo de biomassa. Nota-se que 0 prejuizo ao status hidrico da planta afeta
diretamente o seu crescimento e desenvolvimento. E possivel observar que o peso seco
das folhas (Figura 5C) e das raizes (Figura 5D) demonstram que plantas do DH
apresentaram menor peso do que plantas irrigadas, culminando em menor peso seco total
em plantas sob estresse (Figura 5E).

O estresse hidrico pode levar ao rompimento de lipideos e proteinas de membrana
e, eventualmente, a mudancas nas atividades enziméticas (ZAREI e PAYMANEH, 2014).
A permeabilidade da membrana geralmente é avaliada como vazamento de eletrdlitos
medido através da condutividade elétrica livre e total e € um indicador essencial da saude
da membrana celular das plantas em condig¢Oes estressantes (DATTA e KULKARNI,

2014). Em plantas cultivadas sob condigdes de estresse hidrico, a estabilidade da



52

membrana celular ou dano de membrana € um dos parametros mais importantes da
resposta das células vegetais e da tolerancia as espécies de estresse abiodtico e pode ser
usado como indicador da integridade da membrana celular das plantas (SILVA et al.,
2018). Esse parametro pode ser avaliado a partir do vazamento de eletrélitos em plantas
submetidas ao estresse hidrico. No presente estudo, a condutividade elétrica livre ndo
apresentou diferenca entre os tratamentos hidricos e de inoculacéo, e pode indicar que

nao houve danos a membrana celular.

5. CONCLUSOES

O milho inoculado com os FMA apresentou beneficios no desenvolvimento e na
recuperacdo, isso porque os fungos auxiliaram na tolerancia ao periodo de restri¢éo
hidrica através de melhor funcionamento do fotossistema II, levando a melhor rendimento
fotossintético. Rhizophagus clarus e o inoculante comercial Rootella BR® (Rhizophagus
intraradices), proporcionaram os melhores resultados.

A inoculagdo com 0s FMA Claroideoglomus etunicatum, Rhizophagus clarus e
com o inoculante comercial Rootella BR® (Rhizophagus intraradices) auxiliam as plantas

na sua recuperacdo frente ao estresse ocasionado pela seca.
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7. MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela 1S. Anélise de solo (0-20 cm) antes da instalacdo do experimento, em Rio Verde, GO.

Ca Mg Ca+Mg Al H+Al K K S P (mel) pH M.O.
cmole dm3----cmmmemmeeeeee s mg dm3------ CaCl, gdm?
3,64 1,49 5,13 0,00 6,15 0,23 88,00 5,73 2,50 4,78 49,00
Na Fe Mn Cu Zn B CTC SB V% m% Argila
Text
—————————————————— mg dm3-----------mmme- cmol.dm?3 Sat. base Sat. Al
(g dm?)

1,00 5,68 13,68 1,02 1,51 0,18 11,50 5,36 46,56 0,00 440,00




