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RESUMO

GONCALVES, Graziele Cieslinski. M.Sc. Universidade do Estado de Mato
Grosso, Abril de 2022. Aplicagdo de doses de boro e Trichoderma atroviride
em cultivo de soja na Amazbnia Meridional. Orientador: Marco Antonio
Camillo de Carvalho. Co-orientador: Guilherme Ferreira Ferbonink

A soja é destaque entre as leguminosas produzidas devido ao seu alto valor
nutricional e utilizacdo em diversos setores da agroindustria. Entretanto, nos
altimos anos, devido a alta demanda do setor produtivo e o crescimento do
consumo do gréo e a dificuldade de expandir novas areas, tem sido necessario
a integracdo de novas técnicas de manejo que aumente a produtividade da
cultura. Assim, buscando alternativas de praticas de facil aplicacéo e eficientes
na agricultura, o presente estudo teve por objetivo analisar a capacidade do
Trichoderma atroviride, aplicado em diferentes estadios fenoldgicos, na acao
como promotor de crescimento e na protecdo de plantas na soja, associado as
doses de boro. O experimento foi realizado em delineamento de blocos ao acaso,
no esquema fatorial 4 x 5, sendo as aplicagcbes de Trichoderma atroviride
realizadas em trés diferentes épocas (V5, R1 e R5) e ndo aplicacdo (SEM), e
cinco doses de boro (0, 500, 1000, 1500 e 2000 g de B ha), onde as aplicacdes
foram realizadas via foliar. A pesquisa foi conduzida na Fazenda Bela Vista, no
municipio de Alta Floresta-MT, regido que integra a Amazbnia Meridional
brasileira. No primeiro capitulo se avaliou a resposta fisioloégica da cultura e no
segundo capitulo foi abordado o efeito dos tratamentos nas caracteristicas
vegetativas e produtivas da cultura da soja. Com a utilizagdo do microrganismo
associado ao micronutriente observou-se a acdo como protetor das plantas
minimizando as diferentes condi¢Ges de estresses, onde se verificou o melhor
desempenho fisioldgico das plantas através do incremento de metabdlitos que
sao essenciais para o crescimento e desenvolvimento da cultura. Porém, néo foi
possivel observar, significativamente, a acdo promotora de crescimento e

aumento na produtividade da soja.

Palavras-chave: Estresse oxidativo; Glycine max; Manejo; Microrganismos

benéficos; Pulverizacao foliar; Metabolismo vegetal.
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ABSTRACT

GONCALVES, Graziele Cieslinski. M.S. Universidade do Estado de Mato
Grosso, Abril de 2022. Application of doses of boron and Trichoderma
atroviride in soybean cultivation in the Southern Amazon. Adviser: Marco
Antonio Camillo de Carvalho. Co-adviser: Guilherme Ferreira Ferbonink

Soybeans are prominent among the legumes produced due to their high
nutritional value and use in various sectors of agribusiness. However, in recent
years, due to the high demand of the productive sector and the growth of grain
consumption and the difficulty of expanding new areas, it has been necessary to
integrate new management techniques that increase the productivity of the
culture. Thus, seeking alternatives for easy and efficient practices in agriculture,
the present study aimed to analyze the ability of Trichoderma atroviride, applied
at different phenological stages, to act as a growth promoter and to protect plants
in soybean, associated with doses of boron. The experiment was carried out in a
randomized block design, in a 4 x 5 factorial scheme, with applications of
Trichoderma atroviride carried out at three different times (V5, R1 and R5) and
no application (SEM), and five doses of boron (0, 500, 1000, 1500 and 2000 g of
B hat), where the applications were carried out foliar pathway. The research was
conducted at Fazenda Bela Vista, in the municipality of Alta Floresta-MT, a region
that integrates the Brazilian Southern Amazon. In the first chapter the
physiological response of the crop was evaluated and in the second chapter the
effect of treatments on the vegetative and productive characteristics of the
soybean crop was addressed. With the use of the microorganism associated with
the micronutrient, the action as a plant protector was observed, minimizing the
different stress conditions, where the best physiological performance of the plants
was verified through the increase of metabolites that are essential for the growth
and development of the culture. However, it was not possible to significantly

observe the growth promoting action and increase in soybean productivity.

Key-words: Oxidative stress; Glycine max; Management; Beneficial

microorganisms; Leaf spray; Vegetable metabolism.
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1. INTRODUCAO GERAL

A soja (Glycine max L.) pertencente a familia Fabaceae, é uma planta
originaria da China, ocupando posi¢ao de destaque entre as leguminosas anuais
produzidas no mundo, por caracterizar-se como uma das fontes mais
importantes de proteina e 6leo vegetal (EMBRAPA, 2020).

Nos Uultimos anos, devido ao aumento do consumo dos grdos e a
dificuldade para abrir novas areas agricolas, tem sido necessério a
implementacdo de novas tecnologias que propiciem um bom crescimento e
desenvolvimento da soja (CERUTTI et al., 2019). Nesse cenério, podemos
destacar a aplicacdo de micronutrientes na adubacdo e a utlizagcdo de
microrganismos promotores de crescimento e protetores de plantas, que vem
ganhando destaque na agricultura brasileira (HANSEL e OLIVEIRA, 2016).

Dentre os micronutrientes, o boro (B) tem um papel importante no
crescimento e no desenvolvimento das plantas, atuando na sintese e
estruturacdo da parede celular, metabolismo e transporte dos carboidratos e
proteinas, bem como, agindo na divisdo e diferenciacdo dos tecidos
meristematicos (SOUZA et al., 2010; RAIMUNDI et al., 2013). Além disso, o
fornecimento adequado de boro tem minimizado os danos causados pelo
estresse oxidativo, ativando mecanismos enzimaticos de defesa da planta
(AYDIN et al., 2019).

A deficiéncia ou toxicidade de boro na planta pode desencadear
alteracdes bioquimicas, seja no tamanho das folhas, na paralisacdao do
crescimento apical e/ou restringindo o crescimento do sistema radicular. Desse
modo, o boro pode incrementar alteracoes fisioldgicas relacionadas ao acumulo
de espécies reativas de oxigénio (ERO) e o aumento da peroxidacéo lipidica, o
que ocasiona a morte celular da planta (CAKMAK e ROMHELD, 1997; KOSHIBA
et al., 2009; SONG et al., 2019).

Dessa maneira, a aplicacdo de boro tem se expandido na agricultura (DA
SILVA et al., 2021), onde uma estratégia que possibilite melhora produtiva da
cultura pode estar na aplicacdo desse micronutriente associado ao Trichoderma
sp., sendo que este pode aumentar a tolerancia das plantas reduzindo os
estresses provocados pela fitotoxicidade melhorando o uso do nutriente (LANDI
et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2019).



Nessa perspectiva, o0 uso de microrganismos pertencentes ao género
Trichoderma tem demonstrado grande importancia na agricultura (DINIZ, 2017),
onde tem se destacado a realizacdo de pesquisas com as espécies T.
harzianum, T. virens, T. viride, T. asperellum e T. atroviride (MONTE et al., 2019).
Nesses estudos foi verificada sua atuacdo como agente de controle bioldgico,
por meio de diversos mecanismos, podendo ser introduzidos antes ou no
momento da semeadura da cultura no campo (GUARESCHI et al., 2012).
Recentemente, esses microrganismos tém sido relacionados a producdo de
horménios ou fatores de crescimento, proporcionando maior eficiéncia no uso de
alguns nutrientes, aumentando a sua disponibilidade e absorcédo pela planta
(LUCON, 2009). Além disso, o Trichoderma sp. tem sido relacionado a producéo
de metabolitos bioativos capazes de induzir a resisténcia da planta contra
estresses e melhorando o seu desempenho metabdlico (MARRA et al., 2019).

Nesse sentido, informacfes indicando que o Trichoderma sp. pode
atenuar o excesso da absorcdo de boro ou contribuir para melhorar a absorcgéo
em solos deficientes, ainda sdo desconhecidas, bem como, ndo se tem
informacBes de como € o efeito da associacdo entre Trichoderma e boro em
plantas de soja.

Diante do exposto, a hipétese deste estudo € que o boro associado com
o Trichoderma atroviride podera promover a promo¢ao de crescimento e 0
aumento da produtividade, bem como, a atuacdo como protetor de planta
minimizando os efeitos deletérios das condicbes estressantes, afim de
incrementar a producdo de elementos essenciais para o desempenho
metabalico, melhorando o desenvolvimento da soja. Com isso, 0 objetivo desse
estudo foi avaliar o efeito de doses de boro em associacdo com Trichoderma

atroviride aplicado em diferentes estadios fenoldgicos.
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3. CAPITULOS

3.1. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS E FISIOLOGICAS DE PLANTAS
DE SOJA SUBMETIDAS A DOSES DE BORO E INOCULACAO DE
Trichoderma atroviride

1 Artigo submetido no periédico “PLOS ONE”.



Resumo — (Caracteristicas bioquimicas e fisiolégicas de plantas de soja
submetidas a doses de boro e inoculacdo de Trichoderma atroviride). Na busca
de tecnologias eficientes e de custo baixo, a utilizacdo de microrganismos e
micronutrientes tem se mostrado uma alternativa interessante. A utilizacao de
fungos como do género Trichoderma sp. e a fertilizacdo adequada com o boro
podem atuar no biocontrole e/ou como bioestimulante, desencadeando
estimulos de defesa contra os danos deletérios as plantas. Neste contexto, o
objetivo dessa pesquisa foi avaliar o potencial da aplicacdo do Trichoderma
atroviride em diferentes épocas, associado a doses de B, visando verificar a
capacidade destes em promover e/ou proteger as plantas de soja a condi¢des
estressantes, e incrementando a producdo e translocacdo de proteinas,
carboidratos, compostos nitrogenados e pigmentos clorofilianos. O experimento
foi conduzido no delineamento em blocos ao acaso em esquema fatorial 4 x 5,
sendo o0s tratamentos constituidos pela combinacdo da aplicacdo do
Trichoderma atroviride em trés épocas ( V5, R1 e R5) e ndo aplicacdo (SEM) e
cinco doses de boro (0, 500, 1000, 1500 e 2000 g de B ha), as aplicacdes foram
realizadas via foliar. Os dados obtidos foram submetidos & anélise de variancia,
e quando significativos, realizou-se o estudo de regresséao polinomial para o fator
quantitativo (doses de B) e aplicado o teste de Tukey para o fator qualitativo
(época de aplicacdo). O uso do microrganismo e de B minimizou os danos
ocasionados pelos indicadores de estresse oxidativo, incrementando a absorcéo
de nutrientes, aumentando a sintese e a translocacao de aclcares, proteinas,
compostos nitrogenados, pigmentos clorofilianos e feofitinas, assim promovendo
melhorias no metabolismo vegetal.

Palavras-chave: Glycine max; Protetor de plantas; Adubacao boratada; Estresse
oxidativo; Sistema antioxidante; Agentes biolégicos.



Abstract — (Biochemical and physiological characteristics of soybean plants
subjected to doses of boron and inoculation of Trichoderma atroviride). In the
search for efficient and low-cost technologies, the use of microorganisms and
micronutrients has proved to be an interesting alternative. The use of fungi such
as the genus Trichoderma sp. and adequate fertilization with boron can act in
biocontrol and/or as a biostimulant, triggering defense stimuli against deleterious
damage to plants. In this context, the objective of this research was to evaluate
the potential of the application of Trichoderma atroviride at different times,
associated with doses of B, in order to verify their ability to promote and/or protect
soybean plants under stressful conditions, and increasing production and
translocation of proteins, carbohydrates, nitrogen compounds and chlorophyll
pigments. The experiment was carried out in a randomized block design in a 4 x
5 factorial scheme, with treatments consisting of a combination of application of
Trichoderma atroviride at three times (V5, R1 and R5) and no application (SEM)
and five doses of boron ( 0, 500, 1000, 1500 and 2000 g of B ha¥), the
applications were carried out via foliar. The data obtained were submitted to
analysis of variance, and when significant, a polynomial regression study was
carried out for the quantitative factor (doses of B) and Tukey's test was applied
for the qualitative factor (time of application). The use of the microorganism and
B minimized the damage caused by indicators of oxidative stress, increasing the
absorption of nutrients, increasing the synthesis and translocation of sugars,
proteins, nitrogen compounds, chlorophyll pigments and pheophytins, thus
promoting improvements in plant metabolism.

Key-words: Glycine max; Plant protector; Boron fertilization; Oxidative stress;
Antioxidant system; Biological agents.



Introducéo

O ambiente é caracterizado por diversas relacdes entre estes e 0s seres
presentes, no qual cada espécie é induzida e influenciada por iniUmeras
condigdes, respondendo de diferentes maneiras (CHOUDHURY et al., 2013).

Fatores como salinidade, poluicdo, seca, temperatura excessiva, radiacao
ultravioleta, ataque de patdégenos, agroquimicos e a toxicidade de uma maneira
geral, podem ocasionar 0 estresse oxidativo em plantas. Para tanto, reacdes
fisiologicas do metabolismo vegetal, tais como fotossintese e respiragao,
também contribuem para a producdo das espécies reativas de oxigénio, que
podem afetar varios processos (CAVERZAN et al., 2016; XIE et al., 2019).

Dessa maneira, as espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo moléculas de
algumas reacdes metabdlicas que ocorrem nos vegetais. Com isso, nas plantas,
as ERO ocorrem em condi¢des estressantes, onde estas sdo moléculas que
mediam a sinalizacdo intracelular de respostas fisioldgicas e bioldgicas
(RECZEK e CHANDEL, 2015). As principais formas de ERO séo os radicais
superoxido (05), peroxido de hidrogénio (H,0,), radicais hidroxila (OH™) e
oxigénio singlete ( '0,), o que pode afetar as estruturas celulares (HOSSAIN et
al., 2015; TRCHOUNIAN et al., 2016; KALIA et al., 2017).

A producdo desses radicais ocorre nos cloroplastos, peroxissomos,
mitocondria, apoplastos, parede celular e na membrana plasméatica (DAS e
ROYCHOUDHURY, 2014). Nessa perspectiva, quando as ERO sé&o produzidas
em niveis elevados, podem acometer a morte celular por peroxidacao de lipidios
da membrana, oxidacdo de proteinas, danos ao DNA e RNA e inibicdo de
enzimas. Por sua vez, quando a producdo ocorre em baixas quantidades estes
atuam como moléculas sinalizadoras para ativacao do sistema de defesa contra
0s estresses na planta (MITTLER, 2017).

Entretanto, as plantas possuem um sistema de defesa antioxidante
caracterizados como sistema enzimatico e ndo enzimatico que possibilitam a
eliminacdo das ERO, além de protegerem contra danos oxidativos deletérios
(KAYIHAN et al., 2016). Portanto € importante compreender o estresse oxidativo,
a fim de viabilizar técnicas que tornem as plantas mais resistentes as condicoes

qgue lhe sédo impostas.



Nessa perspectiva, a utilizacdo de micronutrientes € essencial,
especialmente alguns deles como boro, pois este pode minimizar os danos
provocados pelo estresse oxidativo, além de desencadear os mecanismos
enzimaticos de defesa das plantas (AYDIN et al., 2019). Tem que se considerar,
gue se houver deficiéncia ou toxidade do micronutriente, isso pode acarretar o
aumento do estresse oxidativo (FU et al., 2011; JIAetal., 2017; REN et al., 2019).

Espécies de Trichoderma tém sido estudadas e utilizadas como agentes
de biocontrole de fitopatdégenos, bem como bioestimulantes, na solubilizacdo e
disponibilizacdo de nutrientes e na promocao do crescimento das espécies
vegetais de interesse humano (CONTRERAS-CORNEJO et al., 2009;
HERMOSA et al., 2012; WOO et al., 2014). Além disso, tem se observado
estimulos de defesas das plantas contra os danos bidticos e abidticos, no qual,
o Trichoderma sp. consegue suportar maiores niveis de ERO que outros fungos
n&o toleram (MORAN-DIEZ et al., 2010; SAMOSLKI et al., 2012).

Nesse contexto, a hipétese desse estudo é que o Trichoderma atroviride
associado ao boro mediam a protecdo das plantas contra as condi¢cdes
estressantes, bem como, melhorias em relacdo & producdo de elementos
essenciais que possibilitam o crescimento e desenvolvimento adequado das
plantas. Com isso, o0 objetivo do estudo foi avaliar os efeitos da inoculacdo de
Trichoderma atroviride em diferentes épocas e em associacdo a doses de boro
aplicadas via pulverizacédo foliar em relacdo a producdo e a translocacao de
proteinas, carboidratos, compostos nitrogenados, pigmentos clorofilianos e

feofitinas.



Material e Métodos

O estudo foi conduzido na propriedade rural denominada Fazenda Bela
Vista (Figura 1) localizada nas coordenadas geograficas 10°02’32” de latitude
Sul e 56°06’31” de longitude Oeste, no municipio de Alta Floresta, estado de
Mato Grosso, regido localizada dentro da Amazdnia Meridional.

Fazenda Bela Vista
Area Experimental Ry —

1.000 m? ' (9 .

Mato Grosso

¥

Figura 1. Localizagao da propriedade de estudo destacando a area experimental (Autor, 2021).

O municipio tem como caracteristica o clima tropical chuvoso (tipo Am),
segundo Koppen, com duas estacdes climaticas distintas, sendo uma chuvosa
(setembro a abril) e a outra seca (maio a agosto), apresentando precipitacédo
média anual de 2.243 mm (ALVARES et al., 2014), com temperaturas em torno
de 18 a 40 °C, expressando médias em torno de 26 °C.

Os dados climéaticos durante o periodo de conducédo da pesquisa foram
obtidos na estacdo meteoroldgica da UNEMAT localizado no Campus 1, cujo a
distancia até a area experimental é de 21 km, onde foram coletados dados de
temperatura média, umidade relativa média e precipitacéo total mensal (Figura
2). No entanto, na safra 2020/21 a regiao foi afetada pela instabilidade do clima
especialmente no momento da colheita, 0 que ndo comprometeu o desempenho
produtivo da cultura, onde segundo o historico das condi¢cdes edafoclimaticas
para a regido Norte Mato-grossense as condi¢des foram consideradas ideais
para o cultivo da soja durante o periodo (CONAB, 2021). Neste contexto, a

cultura apresenta a faixa de temperatura ideal para o desenvolvimento entre 20
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°C e 30 °C, cujo a umidade relativa superior a 60%, e o consumo de agua é de
400 a 800 mm durante todo o ciclo (CAMPO, 2005; FARIAS et al., 2007).
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Figura 2. Valores decendial de temperatura média, umidade relativa média e precipitacdo
pluviométrica registrada na area experimental durante todo ciclo da cultura. Alta Floresta-MT,
(2022).

Delineamento experimental

O experimento foi conduzido no delineamento de blocos ao acaso no
esquema fatorial de 4 x 5, sendo os tratamentos compostos pela associacao da
aplicacado de Trichoderma atroviride em trés épocas do estadio fenologico da
cultura, sendo o estadio vegetativo com 5 nos (V5), estaddio de inicio do
florescimento (R1) e no estadio reprodutivo de formacé&o e enchimento dos gréos
(R5) e a ndo aplicagcéo (SEM), associado a cinco doses de boro (0, 500, 1000,
1500 e 2000 g de B ha'), onde essas doses sédo usualmente aplicadas via foliar
na cultura (CALONEGO, 2010; ROSSONI et al., 2017; VARANDA, 2017), cujo
os tratamentos foram constituidos com 4 repeti¢cdes cada.

As parcelas foram compostas por 6 linhas de cinco metros, espacadas em
0,45 m. Para éarea util de cada parcela foram consideradas as quatro linhas
centrais, desprezando 0,5 m em ambas as extremidades.

O solo da é&rea experimental é classificado como LATOSSOLO
VERMELHO AMARELO Distrofico, de classe textual argilo-arenosa, de acordo
com os critérios descritos pela EMBRAPA (2018).
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Anteriormente a instalacao da pesquisa foram coletadas amostras de solo
da area experimental na camada de 0-0,20 m que formaram uma amostra
composta, a qual foi enviada para anélise em laboratério. As propriedades fisicas
e quimicas em relacéo a fertilidade do solo estdo descritas na Tabela 1:

Tabela 1. Resultado da analise quimica e granulometria do solo na camada de
0-0,20 m de profundidade da area experimental. Alta Floresta — MT, (2021).

Quimica
pH \%
Caclz P K Ca Mg Al H+Al M.O T (SB)
------- mg.dm3-------  —-eeeeeeeeee-cmOle.dm3--------—----  g.dm=3 cmolc.dm2 %
53 3,1 456 2,49 0,75 0 25 18,34 5,8 57,3
Micronutrientes e enxofre
mg.dm
Zn Cu Fe Mn B S
15 1,6 191,8 50,8 0,31 15,8
Fisica
Areia Silte Argila
------------- [ —
476 85 437

Obs: Andlises realizadas seguindo a metodologia da Embrapa (1979). T: Capacidade de troca de
cétions a pH 7; V: Saturacdo por bases; M.O: Matéria organica. Fonte: Laboratério Agropecuério
Plante Certo.

E possivel observar através da analise de solo (Tabela 1), que o teor do
micronutriente B segundo Alvarez et al. (1999), se encontra em baixa
disponibilidade (0,31 mg dm-3), onde este encontra-se préximo ao limite inferior
médio (0,36 mg dm-=3), bem como, o teor de matéria organica (18,34 g dm), que
segundo estes mesmos autores, esta proximo ao nivel de média disponibilidade,
cujo limite minimo é de 20,1 g dm-3.

A area experimental é cultivada em sistema de semeadura direta desde o
ano de 2016, sendo realizada anualmente a sucessao soja/milho. A semeadura
da cultura ocorreu em 23 de outubro de 2020, sendo utilizada a cultivar BMX
DESAFIO RR 8473 RSF, no espagamento de 0,45 m e visando a obtencao 17
plantas por metro linear. As sementes foram tratadas com bactérias, sendo o
produto comercial utiizado como fonte de Bradyrhizobium japonicum o
inoculante Masterfix®, estirpes SEMIA 5019 e SEMIA 5079 (5x10° de células
viaveis por g ou mL), e como fonte de Azospirillum brasilense o Masterfix

Gramineas®, estirpes Abv5 e Abv6 (2x108 células viaveis por mL).
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A adubacdo de semeadura realizada foi calculada de acordo com os
resultados da analise de solo e conforme recomendacéo para o uso de corretivos
e fertilizantes de Minas Gerais, 52 aproximacdo (ALVAREZ et al., 1999), onde
foram aplicados 250 kg ha? de fosfato monoamonico (MAP) (10 a 12% de N e
48 a 52% de P20s) através da pratica de manejo a lanco, e 140 kg ha* de cloreto
de potassio (KCl - 60% de K20) aplicado em cobertura no estadio vegetativo V4.
Os tratos culturais e fitossanitarios foram realizados de acordo com as
recomendacdes técnicas para a cultura da soja.

Aplicacbes de boro e Trichoderma sp.

As aplicacdes de boro na cultura da soja ocorreram via foliar no estadio
fenoldgico R1 (inicio do florescimento) com auxilio de pulverizador manual, onde
calibrou-se uma presséo constante determinando 7 segundos para percorrer os
5 metros de cada linha. A solu¢cdo contendo boro, se caracterizou pela diluicdo
do produto constituido de boro (acido bérico - 17% de B), sendo aplicados 300
mL de calda por parcela (equivalente a 222 L ha') e a concentragdo de acordo
com cada dose de B.

Os tratamentos com Trichoderma atroviride constitui-se da formulacéo
das solucbes utilizando conidios isolado pertencente ao Laboratério de
Microbiologia do Campus de Alta Floresta - UNEMAT. Para isso, primeiramente
houve a producdo de esporos dos fungos em colonias no meio de cultura
constituido por batata-dextrose-agar (BDA) em placas de Petri (90 mm @) as
quais foram mantidas em estufa incubadora B.O.D (Biological Oxygen Demand),
cujo a temperatura era constante de 25 °C com varia¢do de £1°C no fotoperiodo
de 12 horas claro/escuro durante 20 dias.

Posteriormente realizou-se a multiplicacéo do isolado do Trichoderma em
graos de milheto, onde foi pesado 50 g de graos que foram depositados em um
recipiente de vidro, no qual, posteriormente foi adicionado 25 mL de &agua
destilada e em seguida tampado para realizar a esterilizacdo do material em
autoclave pelo periodo de 25 minutos a 121 °C. Logo apos, realizou se em
camara de fluxo laminar, a abertura dos recipientes sendo transferido cinco
discos de micélio fungico proveniente do meio de cultura do isolado de

Trichoderma crescido em meio de BDA. Posteriormente os recipientes foram
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armazenados em estufa incubadora B.O.D com controle de temperatura a 25 °C
e luminosidade permanecendo 12 horas no fotoperiodo claro/escuro por 12
horas durante 5 dias para ocorrer a colonizacao pelo fungo no milheto (STEFFEN
et al., 2019).

ApoOs esse periodo, realizou se a formulacdo da suspensédo no qual foi
adicionado 1.000 mL de agua destilada no recipiente contendo os esporos, onde
se formulou a diluicdo e posteriormente a contagem dos conidios. A partir, dessa
suspensao realizou a contagem formulando uma solucéo de 10 mL, contendo 9
mL de agua destilada e tomando a aliquota de 1 mL da suspenséo anterior, e
em seguida foi utilizado uma aliquota de 100 pl da solucédo de esporos, sendo
depositada na cdmara de Neubauer realizando a observacdo em microscépio
Optico e contagem dos esporos.

A contagem dos esporos foi realizada no compartimento C (1,0mm?) na
camara de Neubauer (Figura 3), e ap0s a contagem foram realizados os célculos

conforme a equacéo descrita por Pinto et al. (2011) onde:

Conidio mL™ = {[(Campo 1 + Campo 2) / 2] x 2,0 x 10}

Onde temos: Campo 1= (E1+E2+E3+E4+E5) e o Campo 2=
(E1+E2+E3+E4+ED).

_—
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Figura 3. Esquema demonstrando a cAmara de Neubauer com &rea dos subcompartimentos em
vermelho para a contagem dos conidios de Trichoderma atroviride. Fonte: Pinto et al. (2011).
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Nos tratamentos com Trichoderma as suspensdes foram preparadas
seguindo a quantidade padrdo 2 x 10’ de conidios por mL, no qual, foram
formuladas 1.000 mL da solucao efetuando as diluicbes necessarias.

ApGs o preparo da suspensao com Trichoderma realizou-se as aplicagbes
de 300 mL da solucdo por parcela (equivalente a 222 L ha?), onde os
tratamentos consistiu-se em trés épocas do estadio fenoldgico da cultura da soja,
sendo as aplicacdes realizadas no estadio vegetativo com 5 nés (V5), estadio
reprodutivo de inicio do florescimento (R1) e no estadio reprodutivo de formacéao

e enchimento dos graos (R5) e a ndo aplicacao.

Andlises bioquimicas

As andlises bioquimicas consistiram-se em avaliar os teores de acucares
totais, sacarose, aminoacidos, ureideos totais, acido alantdico, clorofila a,
clorofila b, carotenoides e feofitina a, feofitina b. Para as analises bioquimicas
realizou-se a coleta de folhas no estadio reprodutivo de grdo verde (R6), onde
se coletou as folhas completamente desenvolvidas no apice do ramo principal
de 12 plantas da area util de cada parcela, metodologia utilizada por De Marcos
Lapaz et al. (2020). Posteriormente, as folhas coletadas foram encaminhadas ao
Laboratério de Fitotecnia da Universidade do Estado de Mato Grosso Campus
de Alta Floresta, onde foram higienizadas com agua deionizada e detergente
neutro, sendo retiradas as nervuras do material vegetal e em seguida foram
secas com papel toalha (PROPEL) e apds conservadas em papel aluminio e
saquinhos plasticos zip lock (14 x 20 cm) para 0 armazenamento em ultrafreezer
(-80 °C). Ja nas analises dos graos, ap0s a colheita e limpeza, foram pesados
50 g dos gréos, de cada parcela, para as analises bioquimicas e de proteina

total, onde as amostras foram triturados em moinho tipo Willey.

Extracao dos indicadores de estresses oxidativos

Para a avaliagdo do estresse oxidativo, que caracteriza a producdo de
malondialdeido (MDA) e de peroxido de hidrogénio (H,0,) foram utilizados os
métodos de Heath e Packer (1968) e Alexieva et al. (2001) respectivamente.

Onde incialmente foi realizado a extracéo do material vegetal via foliar congelado
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e armazenado no ultrafreezer na temperatura de -80 °C, sendo posteriormente
realizada a maceracdo com nitrogénio liquido em almofariz de porcelana e
seguida da pesagem de 0,4 g do material vegetal sendo adicionado 4 mL de
acido tricloroacético 0,1%. O material foi centrifugado a 6.000 rpm a 4 °C por 60

minutos.

Determinacdo da peroxidacgao lipidica por quantificacdo de Malondialdeido
(MDA)

Para a determinacdo de malondialdeido seguiu-se o método proposto por
Heath e Packer (1968), onde pipetou-se 200 pL do sobrenadante que foi
separado em tubos eppendorf junto a 1 mL da solucdo de &cido tricloroacético
(TCA 20%) e acido tiobarbitarico (TBA 0,5%). As amostras foram incubadas em
estufa a 95 °C por 30 minutos, apds este periodo, foram transferidas para o
banho de gelo durante 10 minutos e entdo centrifugadas por 15 minutos. O
preparo da amostra considerada como branco caracterizou-se na substituicdo
da aliquota do sobrenadante das amostras por 200 pL do acido tricloroacético
0,1%, e apds foram seguidos os demais passos da metodologia. No qual,
posteriormente foram realizadas as leituras das amostras em espectrofotdbmetro
UV nos comprimentos de onda em 535 e 600 nanédmetros (nm). O calculo foi

realizado usando a formula proposta por Heath e Packer (1968):

C = [ ABS (535-600) / 155.000 ] x 106

Determinacao do peroxido de hidrogénio (H,0,)

O conteudo de peroxido de hidrogénio foi determinado seguindo a
metodologia proposta por Alexieva et al. (2001), onde a partir da pipetagem de
200 pL do sobrenadante transferido para tubos eppendorf, foi adicionado 200 pL
da solucao tampao fosfato (pH 7,5) e 800 uL do iodeto de potassio, que foram
incubados por uma hora no banho de gelo em ambiente escuro. O branco foi
preparado a partir da adicdo de 200 pL de acido tricloroacético 0,1%, seguido
dos demais passos do método. Apds esse periodo realizou-se a leitura em

espectrofotometro UV no comprimento de onda de 390 nm.

16



A curva padrao foi preparada a partir da solucéo de peroxido de hidrogénio
(H,0,) em tubos de ensaio seguindo as diluicdes nas propor¢des descritas no
Quadro 1:

Quadro 1. Proporc¢des das diluicdes para curva padrdo da andlise de peréxido
de hidrogénio.

Volume de solucéo H,0, | Agua deionizada
O uL 1000 pL
5 uL 995 pL
7.5uL 992,5 pL
10 pL 990 pL
12,5 pL 987,5 uL
15 L 985 pL
20 pL 980 L
40 pL 960 L
60 pL 940 pL
80 pL 920 pL
100 pL 900 pL

Apos a diluicdo da solucdo de peroxido de hidrogénio pipetou-se 200 pL
de cada ponto da curva e seguiu-se 0s demais passos que foram realizados nas

amostras.

Extracdo de aclcares redutores e compostos nitrogenados

A avaliacdo de acucares redutores e compostos nitrogenados foi realizada
com os métodos de Dubois et al. (1956), Van Handel (1968), Vogels e Van Der
Drift (1970) e Yemm et al. (1955).

Para a extracao realizou-se a pesagem de 1,0 g de material vegetal foliar
e 0,5 g do grdao moido, adicionando 10 mL da solucdo MCW que € constituida
por metanol 60%, cloroférmio 25% e &gua deionizada 15%, sendo o material
macerado dentro do tubo falcon. Posteriormente foi realizado a centrifugacédo em
6.000 rpm a 4 °C por 20 minutos, apos esse processo aguardou-se uma semana
para suceder-se a extracdo de 4 mL do sobrenadante para outro tubo
adicionando 1,5 mL de agua deionizada e 1 mL de cloroférmio para posterior a

24 horas realizar as analises.

Determinacao de acUcares totais
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A determinacdo de acUcares totais foi realizada com o auxilio da
metodologia de Dubois et al. (1956), no qual, a pipetagem foi respectivamente
de 50 pL e 20 pL do sobrenadante dos extratos via foliar e grdos que foram
separados em tubos de ensaio, onde foi adicionado apenas para as amostras
foliares 450 pL de agua deionizada, em seguida adicionou-se 500 pL de solucao
Fenol (5%), e por fim adicionou-se 2 mL de H,S0, (100%). Posteriormente,
realizou-se a homogeneizacdo em vortex, onde tampou-se os tubos com esfera
de vidro e aguardou o resfriamento em temperatura ambiente. O preparo do
branco caracterizou-se na substituicdo da aliqguota do sobrenadante das
amostras pela pipetagem de agua deionizada na propor¢cdo de 50 pL para as
amostras foliares e 20 yL as de graos, sucedendo-se 0s demais passos da
metodologia. Apos esse procedimento efetuou-se a leitura em espectrofotémetro
UV no comprimento de onda de 490 nm. O preparo da curva padrao foi a partir
da solucdo 1 mg/mL de sacarose seguindo da diluicdo em tubos eppendorf nas

propor¢cdes descritas no Quadro 2:

Quadro 2. Proporcdes das diluicdes para curva padrao da andlise de acucares

totais.

Solucéo Sacarose Agua deionizada
100 pL 900 pL
200 pL 800 pL
300 pL 700 pL
400 pL 600 pL
500 pL 500 pL
600 pL 400 pL
700 pL 300 pL
800 pL 200 pL
900 pL 100 pL
1000 pL 0 pL

Apbs a diluicdo da solugdo de sacarose tomou-se as aliquotas de cada

ponto da curva, seguindo os demais passos da metodologia.

Determinacao de sacarose

A analise de determinacdo de sacarose foi realizada pelo método Van
Handel (1968), seguindo a adicdo de 500 pL do sobrenadante dos extratos via

foliar em tubos de ensaio, onde foram colocados em banho maria a 100 °C até
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evaporar e obter 100 pL de aliquota. Ja para as analises com graos adicionou-
se 0 material em tubos eppendorf realizando a diluichio com 100 pL de
sobrenadante e 400 pL de agua deionizada homogeneizando para retirar 100 pL
de aliquota para os demais procedimentos. Com isso, seguindo para as ambas
as andlises foi adicionado 100 pL de hidroxido de potassio (KOH 30%),
posteriormente as amostras foram pré incubadas em estufa a 100°C durante 10
minutos. ApoOs esse procedimento aguardou-se o resfriamento em temperatura
ambiente, no qual, adicionou-se 3 mL da solugéo de antrona e homogeneizacgéo
para realizar a incubacédo novamente na estufa a 40 °C durante 15 minutos, onde
aguardou-se o resfriamento em temperatura ambiente. Para determinacao da
amostra em branco se substituiu a aliquota do sobrenadante pela adicao de 100
UL de 4gua deionizada e seguindo os demais passos do método. Nesse sentido,
realizou-se a leitura em espectrofotdmetro UV no comprimento de onda de 620
nm. O preparo da curva padrdo caracterizou-se a partir da solucdo 1 g/L de

sacarose, diluindo nas propor¢des descritas no Quadro 3:

Quadro 3. Proporc¢des das diluicdes para curva padrao da analise de sacarose.

Solucéo Sacarose Agua deionizada
10 mL 90 mL
20 mL 80 mL
30 mL 70 mL
40 mL 60 mL
50 mL 50 mL
60 mL 40 mL
70 mL 30 mL
80 mL 20 mL
90 mL 10 mL
100 mL 0 mL

Apbs a diluicdo da solucdo de sacarose retirou-se 100 pL de cada ponto
da curva, posterior seguiu-se 0os demais passos da amostra para confecgcéo da

curva padréao.

Determinacdo de aminoacidos

A determinagdo seguiu o protocolo de Yemm et al. (1955), onde se
realizou a pipetagem de 150 pL de sobrenadante dos extratos via foliar e gréos

em tubos de ensaio, e adicionou-se 850 uL de agua deionizada. Posteriormente
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adicionou-se 500 pL da solucéo de citrato de sodio (0,2 M), 200 uL de ninidrina
5% e 1 mL de cianeto de potassio (KCN 0,0002M) onde foi homogeneizado e
tampado os tubos de ensaio com esferas de vidro. Com isso, as amostras foram
incubadas na estufa a 100 °C durante 20 minutos, e posteriormente realizou-se
o resfriamento em agua corrente por 10 minutos para adicionar 1 mL de alcool
etilico 60%. Para o branco pipetou-se 150 puL de &gua deionizada e assim
seguindo os demais passos do método. A partir disso, realizou-se a leitura em
espectrofotometro UV no comprimento de onda de 570 nm. A curva padréo
consistiu no preparo da solucéo de glicina (100%) com a concentracdo de 100

mg/100 mL, sendo diluido nas propor¢des descritas no Quadro 4:

Quadro 4. Propor¢cbes das diluicdbes para curva padrdo da andlise de

aminoacidos.
Solucéo Glicina Agua deionizada
1mL 9 mL
2 mL 8 mL
3 mL 7 mL
4 mL 6 mL
5mL 5mL
6 mL 4 mL
7 mL 3 mL
8 mL 2 mL
9 mL 1mL
10 mL 0 mL

Apbs a diluicdo da solucéo de glicina retirou-se 50 uL de cada ponto da
curva, posterior seguindo os demais passos da amostra para confeccéo da curva

padréo.

Determinacao de ureideos totais

A analise foi realizada conforme o roteiro de Vogels e Van Der Drift (1970),
com base na adicdo de 250 pL do sobrenadante e 750 pL de &gua deionizada,
onde pipetou-se 250 pL de hidroxido de soédio (NaOH 0,5 M), 20 pL de
fenilhidrazina encaminhando as amostras para incubar em estufa a 100 °C
durante 8 minutos e em seguida deixando resfriar em temperatura ambiente.

Apods esse procedimento foi adicionado 250 uL de acido cloridrico (HCI 0,65 N)
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e incubando novamente na estufa a 100 °C durante 4 minutos, onde aguardou o
resfriamento em temperatura ambiente por aproximadamente 10 minutos. Apos
isso, adicionou-se 250 pL de tampéo fosfato e 250 pL de fenilhidrazina (0,33%)
mantendo por 5 minutos em temperatura ambiente e resfriando em gelo durante
5 minutos, em seguida foi pipetado 1,25 mL de &cido cloridrico concentrado (HCI
37%) e 250 pL de ferricianeto de potassio (CsNeFeKs), onde foi homogeneizado
as amostras em todos os passos da metodologia. O branco foi preparado através
da substituicdo de 250 pL do sobrenadante por agua deionizada seguida dos
demais passos. A partir desses procedimentos aguardou-se 15 minutos o
resfriamento em temperatura ambiente e realizou-se a leitura em
espectrofotometro UV no comprimento de onda de 535 nm. A curva padréo
caracterizou-se na diluicdo da solucdo de alantoina 0,5 mM nas proporcdes

descritas no Quadro 5:

Quadro 5. Proporc¢fes das diluicdes para curva padréo da andlise de ureideos

totais.
Solucédo Alantoina Agua deionizada
0 uL 750 pL
25 pL 725 pL
50 pL 700 pL
100 pL 650 pL
150 pL 600 pL
200 pL 550 pL
250 pL 500 pL

ApGs a diluicdo da solucdo de alantoina 0,5mM retirou-se 250 L de cada
ponto da curva, posterior seguindo os demais passos da amostra para confec¢éo

da curva padrao.

Determinacao de acido alantéico

A andlise seguiu o0 método de Vogels e Van Der Drift (1970), no qual,
realizou-se a adi¢do de 250 pL do sobrenadante e 750 pL de agua deionizada,
onde foi adicionado 250 pL de acido cloridrico (HCI 0,65 N) incubando na estufa
a 100 °C durante 4 minutos, apO0s esse procedimento aguardou-se o
resfriamento em temperatura ambiente por aproximadamente 10 minutos. A

partir disso, adicionou-se 250 pL de solugdo tampéo fosfato e 250 pL de
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fenilhidrazina (0,33%) mantendo por 5 minutos em temperatura ambiente e
resfriando em gelo durante 5 minutos, em seguida foram adicionados 1,25 mL
de acido cloridrico concentrado (HCI 37%) e 250 uL de ferricianeto de potassio
(CsNesFeKs), homogeneizando as amostras em todos os passos da metodologia.
O preparo do branco caracterizou-se com a substituicio de 250 pL do
sobrenadante por agua deionizada e seguindo os demais passos. Com isso,
aguardou-se 15 minutos para resfriamento em temperatura ambiente e
realizando a leitura em espectrofotdmetro UV no comprimento de onda de 535

nm.

Extracao de clorofila (a, b), carotenoides e feofitina (a, b)

A avaliacdo de clorofila (a, b), carotenoides e feofitina (a, b) foi realizada
segundo o método de Lichtenthaler (1987). Com isso, realizou-se a pesagem de
0,5 g de material vegetal que foi picotado e adicionado 5 mL de acetona 80%,
posteriormente foi realizado a centrifugacéo em 6.000 rpm a 4 °C por 20 minutos,

apos esse processo aguardou-se 24 horas para se realizar as analises.

Determinacéao de clorofila (a, b), carotenoides e feofitina (a, b)

As determinagdes foram realizadas com a diluicdo do extrato com acetona
80%. Ja o preparo do branco foi realizado com a pipetagem de acetona 80%,
realizando a homogeneizacdo em vortex. Com isso, seguiu-se as leituras em
espectrofotometro UV nos comprimentos de onda de 470 nm (carotenoides), 647
nm (clorofila a), 653 nm (feofitina b), 663 nm (clorofila b) e 665 nm (feofitina a),
posteriormente foram realizados os calculos para determinagdo, usando a

equacgao proposta por Lichtenthaler (1987):
Ca=12.25 Ae632 — 2.79 Ass6.8
Cb = 21.50 Aes6.8— 5.10 Ae63.2
Ca+b=7.15 Aee32+ 18.71 Aese.8
Cpha = 22.42 Ases.4 — 6.81 Aes3.a

Cphb =40.17 Aes3.4— 18.58 Ases.4
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Cpha+b = 3.84 Aees.a— 33.36 Ass53.4

Cx+c=1000 A470 — 1.82C5 — 85.02Cp

198
Em que: Ca - Clorofila a
Cyp - Clorofila b
Ca+b - Clorofila total

Cx+c— Carotenoides total
Cpha - Feofitina a

Cphb - Feofitina b

Digestédo sulfarica para determinacado da proteina total

A analise foi realizada segundo a metodologia de Silva et al. (2009), onde
para o preparo das amostras os grdos foram moidos e secos em estufa com
circulacao de ar forcada a 60 °C durante 72 horas. ApGs esse procedimento foi
pesado 100 mg e adicionou-se 1 g da mistura de sais (K2SO4 + CuSQa4), seguido
do processo de digestédo adicionando 3 mL de &cido sulfarico e 1 mL de peroxido
de hidrogénio. Posteriormente, as amostras foram mantidas na temperatura de
350 °C durante 3 horas.

Determinacéo de proteina total

A avaliacdo de proteina total consistiu-se na diluicdo do extrato obtido no
processo de digestdo, onde completou-se o volume para 50 mL de agua
deionizada. A partir disso, os demais procedimentos foram realizados no
destilador Kjeldahl, sendo transferido todo o extrato obtido da digestdo e
conectando um béquer com 15 mL da mistura de indicadores de H3sBOs 2% e
adicionando 25 mL de NaOH 40%. Com isso, durante o processo de destilacéo
aguardou-se completar 50 mL da solu¢ao de cada amostra, cujo a coloracao dos
indicadores de H;B05 passou de vinho para verde, indicando o ponto de virada
para se realizar a titulacdo. J4 a titulagéo foi realizada adicionando a solugéo de
HCI 0,05 mol L1, onde o ponto de viragem da titulacdo é alcancado quando se

chega a cor vinho. O calculo foi realizado seguindo a equacédo (1) para
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determinar N total e para converséao utilizou-se a equacéao (2) com o fator 6,25 e

a porcentagem para obtencéo da proteina total:

N-NHz g kgt =(Vb—Va) x5 1)

N-NHs g kg x 6,25 = Proteina total g kgt  (2)

Em que: Va— Volume de HCI gasto no branco (mL)

Vb — Volume de HCI gasto na amostra (mL)

Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia e teste F e
guando significativos, foi realizado o estudo de regresséao polinomial para o fator
guantitativo e para o fator qualitativo foi realizado o teste de comparacédo de
médias de Tukey, com o auxilio do software estatistico R Core Team (2021).
Com isso, realizou-se o teste de correlagdo de Pearson (p < 0,05) por meio do

software Sigma Plot.
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Resultados e Discussao

Na Tabela 2 esta apresentado o desdobramento da interacao significativa
entre as épocas de aplicacdo de Trichoderma atroviride e as doses de boro para
os indicadores de estresse oxidativo “peroxido de hidrogénio” e
“malondialdeido”.

Para peroxido de hidrogénio, na auséncia de boro, a aplicacdo do
Trichoderma em R1 produziu a maior média. J& na dose de 500 g ha?, ndo
ocorreu diferenca entre as épocas de aplicacdo. A partir de 1000 g hat, a maior
média foi observada na aplicacdo em V5, sendo que na dose de 1000 g hatnéo
houve diferenca da aplicagdo em R1. E finalmente nas doses de 1500 e 2000 g

ha, a aplicacdo em V5 diferiu apenas da ndo aplicacédo do Trichoderma.

Tabela 2. Desdobramento da interacdo significativa em fungéo do teor foliar de
peréxido de hidrogénio e malondialdeido sob aplicacdo de Trichoderma
atroviride e doses de boro nas plantas de soja. Alta Floresta-MT, (2021).

Doses de boro (g ha?)

Epocas
0 500 1000 1500 2000
Peréxido de hidrogénio (uMol g?)
SEM 2,93b 3,23 a 3,13b 2,93 b 2,76 b
V5 3,01b 2,95 a 4,18 a 3,72 a 3,85a
R1 3,83 a 3,08 a 3,64 ab 3,44 ab 3,34 ab
R5 3,22 b 3,12a 3,37b 3,26 ab 3,38a
Malondialdeido (nMol de MDA g)
SEM 7,32 a 6,55 a 6,11 a 7,28 a 6,65 a
V5 7,06 a 7,97 a 5,86 a 6,01l a 579b
R1 6,58 a 6,52 a 591 a 6,18 a 7,75 a
R5 58la 6,84 a 7,06 a 7,25 a 7,69 a

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).

Em relacéo as doses em cada época de aplicagédo, para a concentragdo
de peroxido de hidrogénio, apenas na aplicacdo em V5 ocorreu 0 ajuste a um
modelo matematico, sendo este quadratico (Figura 4). Com a aplicacdo das
doses em V5, verificou-se uma diminuicdo da resposta até 1.142 g ha' de B, e
a partir dessa dose houve um aumento da concentracdo de peroxido de

hidrogénio.
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Figura 4. Desdobramento da interacédo entre as épocas de aplicacdo de Trichoderma atroviride
e doses de boro para o teor de peroxido de hidrogénio (H,0,) em folhas de soja. Alta Floresta-
MT, (2021).

Analisando-se o efeito das épocas de aplicacdo de Trichoderma nas
doses crescentes de boro para o malondialdeido (Tabela 2), apenas o
fornecimento de 2000 g ha! promoveu diferenca entre as épocas de aplicagéo,
em gque a menor média foi observada na aplicagcdo em V5.

De acordo com o resultado do estudo de regressao para o malondialdeido,
somente para V5 houve ajuste significativo a um modelo matemético, sendo este
linear decrescente, ou seja, com o0 aumento das doses de B, houve a reducéo

da peroxidacéo lipidica em V5 (Figura 5).
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Figura 5. Desdobramento da interacdo entre as épocas de aplicacdo de Trichoderma atroviride
e doses de boro para o teor de malondialdeido (MDA) em folhas de soja. Alta Floresta-MT,

(2021).
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O peroxido de hidrogénio atua como um elemento sinalizador e agente de
estresse oxidativo, que atravessa membranas celulares e migra em
compartimentos celulares, difundindo os danos ocasionado pelo estresse
(BARBOSA et al.,, 2014; LANZA et al.,, 2021). O malondialdeido (MDA) é
resultante da decomposicéo de acidos graxos poli-insaturados, sendo indicador
da peroxidacéo lipidica, em que niveis elevados das ERO podem causar lesdes
nas membranas celulares, necrose do tecido e possivel morte celular
programada (DEBONA et al., 2012).

Neste estudo, os niveis de peroxido de hidrogénio mantiveram-se entre
2,93 a 4,18 uMol g* MF, por sua vez os niveis de malondialdeido mostraram-se
na faixa de 5,79 a 7,97 nMol g! MF. Alguns estudos que analisaram os
indicadores de estresse oxidativo, verificaram que a soja submetida a aplicacédo
de Niguel associado ou ndo a algum fungicida, apresentaram concentracdes do
H,0,de 2,5 a 4,8 nMol g* MF e MDA de 15 a 50 nMol g* MF (BARCELOS et al.,
2016). Para plantas de soja com resisténcia ao glifosato, foi relatado que o
peréxido de hidrogénio variou entre 0,2 a 1,5 umol g! MF, porém, para
peroxidacdo lipidica observaram-se niveis entre 9,3 e 38,4 nMol g! MF
(AGOSTINETTO et al., 2016). Soares et al. (2017), trabalhando com aplicacéo
de cinetina na soja, observou a reducdo do estresse nos diferentes estadios,
obtendo teores no H,0, entre 57,8 a 87,1 umol g* MF e para MDA 101,2a 111,8
nMol gt MF.

O presente estudo (Tabela 2) demonstrou que o H,0, apresentou maior
concentragéo de 3,83 uMol g* MF na auséncia da adubacdo boratada na fase
reprodutiva, época em que ocorre a maior demanda nutricional. Porém na
auséncia do Trichoderma, as maiores doses de boro atuaram na minimizacao de
H,0, apresentando faixa de 2,76 a 2,93 pMol g* MF. Com isso, a peroxidacdo
lipidica, se mostrou maior com concentracdo de 7,32 nMol g MF na auséncia
de Trichoderma e boro, devido a deficiéncia nutricional ocasionando maiores
niveis de ERO, enquanto na presenca do microrganismo na fase vegetativa a
fertilizacdo de B contribuiu para a reducao dos niveis de estresse com uma faixa
de 5,79 nMol g* MF. Isso pode ser explicado devido a ocorréncia de deficiéncia
nutricional ou toxicidade de boro, onde tem se o aumento do estresse oxidativo,

causando um desequilibrio entre a producédo de ERO e do sistema antioxidante
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de defesa (enzimatico e ndo enzimatico), desencadeando danos oxidativos nas
plantas (KIM et al., 2017; REN et al., 2019).

Observa-se (Tabela 2) que o Trichoderma atroviride teve uma influéncia
na minimizagdo do estresse oxidativo, devido a sua habilidade de atuar na
solubilizacédo de nutrientes, que podem estar presentes de maneiras insoluveis
e indisponiveis no solo, promovendo maior disponibilidade e absorcdo dos
nutrientes melhorando a resposta fisioldgica das plantas (WAGHUNDE et al.,
2016; YADAV, 2018).

Na Tabela 3 é apresentado o desdobramento da interacdo significativa
entre época de aplicacdo de Trichoderma atroviride e doses crescentes de boro

para acgucar total, sacarose, aminoacidos e proteina total em graos de soja.

Tabela 3. Desdobramento da interacéo significativa entre as épocas de aplicacéo
de Trichoderma atroviride e doses de boro em gréos de soja para agucar total,
sacarose, aminoacidos e proteina total. Alta Floresta-MT, (2021).

Doses de boro (g hat)

Epocas
0 500 1000 1500 2000
Acucar total (mg g?)

SEM 90,06 a 96,07 a 92,02 b 112,95 ab 97,33 b
V5 94,44 a 97,66 a 100,30 ab 84,20 c 124,17 a
R1 104,02 a 80,80 a 85,87 b 129,98 a 102,22 b
R5 107,66 a 101,03 a 117,12a 100,68 bc 84,35 b

Sacarose (mg g1)

SEM 51,65 a 51,48 bc 52,67 a 67,00 a 48,32 a
V5 51,29 a 60,60 ab 54,90 a 54,11 b 50,63 a
R1 57,87 a 49,27 ¢ 50,75 a 55,32 b 54,43 a
R5 54,51 a 65,71 a 56,31 a 56,31 ab 4931 a

Aminoéacidos (mg g1)

SEM 3,88 ab 3,16 ab 3,82 a 3,80b 4,48 a
V5 4,29 a 3,43 ab 3,77 a 3,88Db 4,13 a
R1 3,01c 3,73 a 3,76 a 3,88b 4,22 a
R5 3,36 bc 2,96 b 4,00 a 4,62 a 4,37 a

Proteina total (%)

SEM 33,77 a 34,60 a 42,18 a 36,35 b 36,27 a
V5 31,94 a 34,98 a 35,80 b 32,53 b 36,59 a
R1 31,67 a 34,39 a 32,18 b 32,44 b 35,07 a
R5 35,67 a 35,40 a 34,28 b 4493 a 34,05 a

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).

Para acUcar total (Tabela 3), nas doses de boro 0 e 500 g ha, nao foi
observada diferenca entre as épocas de aplicacdo do Trichoderma. Na dose de

1000 g ha, a maior concentragdo de acUcar total foi observada na aplicacéo no
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estagio R5, a qual nao diferiu apenas da aplicacdo em V5. Em relacéo a dose de
1500 g ha' a maior concentragdo de agucar total foi verificada na aplicacdo em
R1, sendo que esta ndo diferiu apenas da auséncia do microrganismo. Ja na
dose de 2000 g ha! a maior concentracdo de acUcar total foi obtida na aplicacéo
em V5, sendo esta superior as demais.

Em relacdo ao acucar total, as doses de B aplicadas se ajustaram a um
modelo matemético somente na aplicacdo em R5, sendo verificado um ajuste
quadratico e com a maior resposta na dose de 507 g ha! (Figura 6).
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Figura 6. Teor de acUcar total em gréos de soja em funcdo do uso de doses de B em diferentes
épocas de aplicagéo de Trichoderma atroviride. Alta Floresta-MT, (2021).

Na auséncia de B e nas doses de 1000 e 2000 g ha! ndo houve diferenca
entre as épocas de aplicacao de Trichoderma em relacdo aos teores de sacarose
(Tabela 3). Na dose de B de 500 g ha*, a maior concentragéo foi observada em
R5, sendo que ndo diferiu apenas de V5. Para 1500 g ha, a maior concentragéo
ocorreu na auséncia da aplicagdo de Trichoderma, sendo que esta ndo diferiu
apenas de R5.

Houve ajuste a um modelo quadratico para a aplicacdo de doses de B e
os teores de sacarose apenas na aplicacdo de Trichoderma em R5, sendo

observado maior resposta na dose de 718 g ha* (Figura 7).
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Figura 7. Teor de sacarose em graos de soja em funcdo do uso de doses de B em diferentes
épocas de aplicacdo de Trichoderma atroviride. Alta Floresta-MT, (2021).

Em relacdo ao teor de aminoacidos (Tabela 3), para as doses de 1000 e
2000 g ha, ndo foi observada diferenca entre as épocas de aplicacdo. Na
auséncia de B, o maior teor de aminoacidos foi verificado em V5, que néo diferiu
da ndo aplicacdo de Trichoderma. Para 500 g ha, o maior teor de aminoacidos
foi observado na aplicacdo de Trichoderma em R1, sendo esta época, nesta
dose, superior somente a aplicacdo em R5. Quanto a dose de 1500 g ha?,
verificou-se maior teor de aminoacidos com a aplicacdo de Trichoderma em R5,
superior as demais épocas.

Na auséncia de B e com a aplicacdo de 500 e 2000 g ha*, ndo se verificou
diferenca entre as doses quanto ao teor de proteina total (Tabela 3). Mas,
aplicando-se 1000 g ha, o maior teor de proteina total foi verificado na auséncia
de Trichoderma, que foi superior as demais épocas de aplicacdo e na dose de
1500 g hal, a época em R5 foi superior as demais. Para a proteina total néo foi
observado ajuste a um modelo matematico para doses de B nas diferentes
épocas de aplicacéo de Trichoderma.

Os gréos de soja sdo constituidos por alguns compostos tais como,
diversos acuUcares como sacarose, estaquiose, rafinose, glicose, frutose,
melibiose, galactose, ramnose e maltopentose e, dentre estas, o principal
componente € a sacarose, que corresponde a 50% dos acUcares totais da
leguminosa (SILVA et al., 2009). A sacarose € um dissacarideo exportado a partir

das folhas para os demais 6Orgdos, propiciando maior vigor as sementes e
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sustentando o crescimento e desenvolvimento da planta, bem como, a sintese
de produtos de reserva desta (HENNING et al., 2010; TAIZ et al., 2017).

Nesse estudo, os niveis de agucar total nos gréos obtidos variaram entre
de 80,80 e 129,98 mg g* (Tabela 3), sendo semelhantes aos relatados por
Mathias et al. (2019) e Delgado et al. (2015), avaliando o vigor de sementes de
soja obtiveram niveis de agucar também muito proximos aos do presente estudo
(entre 81,65 a 142,30 mg g1). Ja os teores de sacarose nos graos variaram entre
48,32 e 67,0 mg g (Tabela 3), cujo na literatura as concentracdes descritas
variaram de 53 a 62 mg g* em grdos maduros de soja (MASUDA, 2004; DE
OLIVEIRA et al., 2010) faixa que se aproxima dos valores observados, cujo a
sacarose corresponde de 51 a 59 % de acucar total nos gréos.

A atividade fotossintética € alterada quando ocorre desequilibrio
nutricional nas plantas, especialmente na producéo e translocacao de acucares.
Por sua vez, o aclcar € encontrado nas plantas na forma de armazenamento de
carboidratos, onde apds a producdo durante a fotossintese, sdo direcionados
para células de translocacgéo préximas ao floema ocorrendo a distribuicdo para
os tecidos vegetais (ZHU et al., 2007).

No presente estudo, nota-se (Tabela 3) que a inocula¢édo do Trichoderma
nas épocas V5 e R5 tém influéncia positiva em relacdo ao metabolismo de
sintese e translocacao de acucares totais e sacarose para 0s 6rgaos de reserva.
E importante ressaltar que isso ocorre devido ao Trichoderma atuar na producéo
de horménios relacionados ao crescimento, expressando maior disponibilidade
e eficiéncia no uso de nutrientes, bem como, aumento da absorcéo destes pelas
plantas (DAS et al., 2017; MENDOZA-MENDOZA et al., 2018; WOO e PEPE,
2018). Dentre esses nutrientes destaca-se o fosforo, que atua auxiliando no
desenvolvimento vegetal, respiragéo, divisao e crescimento celular, fornecendo
energia e aumento das taxas fotossintéticas cujo o produto final € a sintese de
acucares (SILVA et al., 2012; VIEIRA et al., 2017).

Sabendo-se que o nutriente B € imovel na planta, a aplicacdo em estadios
gue as plantas apresentam maior demanda, possibilita com gque aumente a
relacdo fonte-dreno, onde ird potencializar a sua atuacdo na sintese e
translocacdo de acucares para os 6rgaos em desenvolvimento (MALAVOLTA,
1980; MALAVOLTA et al., 2002; SANTOS et al., 2008).
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Portanto, observa-se também que a fertilizacdo de B incrementou o0s
niveis de acucares totais e sacarose nos graos (Tabela 3). Esse resultado &
explicado pela presenca de doses adequadas de B, melhorando o transporte de
acucares que sao sintetizados, sendo transportados via floema, resultando na
melhoria de formacao de graos e posteriormente na germinacao das sementes
para plantio (WARAICH et al., 2011). Ja a deficiéncia de B induz a mudancas
que afetam os dutos do xilema durante o transporte de 4gua e nutrientes,
deformando estruturas do floema, reduzindo a condutancia estomatica e a
transpiracdo, afetando o transporte de carboidratos para os 6rgaos (CHEN et al.,
2012; LU et al., 2014).

A soja é reconhecida pela sua qualidade nutricional, onde maior parte dos
aminoacidos essenciais aos seres humanos estdo presentes nas sementes
dessa leguminosa (LAMBEIN et al., 2005; ERDAW et al., 2016). Dentre estes
compostos, destacam-se que 0s aminoacidos sao caracterizados como
biomoléculas de elevada qualidade, alto valor biol6gico, e com grande
importancia para os processos metabdlicos nas plantas (LACERDA et al., 2020).

Nota-se (Tabela 3) que a inoculacdo de Trichoderma na fase R5
(enchimento de graos) influéncia positivamente na biossintese de aminoacidos
nos graos. No entanto, esse resultado antecede em funcao do Trichoderma esta
relacionado em aumentar a assimilagdo de nutrientes, dentre eles o nitrogénio
mineral (DOMINGUEZ et al., 2016). Isso ocorre, pois estes microrganismos
colonizam as raizes das plantas e estimulam o seu desenvolvimento, bem como,
protegem as raizes de estresses que podem acometer essas estruturas
(MACHADO et al.,, 2011). Dessa forma, o nitrogénio assimilado pelas
leguminosas se liga com os esqueletos carbdnicos produzindo os aminoacidos,
gue sdo armazenados nos tecidos vegetais. Com isso, na fase de enchimento
dos gréos, essas reservas sao quebradas e translocadas para armazenamento
nos oOrgdos vegetais na forma de aminoacidos e proteinas (MARSCHNER,
1995).

Observa-se (Tabela 3) que a fertilizagdo de B incrementou a producéo de
aminoacidos. Nesse sentido, a nutricgdo mineral adequada € essencial para o
desenvolvimento da planta, sendo que o boro apresenta fungcdo importante na

estruturacdo da parede celular, formando novos tecidos e no crescimento do
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sistema radicular (ARAUJO et al., 2017). Para tanto, considera-se importante a
aplicacdo de B durante principalmente o estadio reprodutivo se comparado a
fase vegetativa, cujo as plantas apresentam maiores exigéncias nutricionais
(PRADO, 2021).

Por sua vez, observa-se que sem a aplicacdo de Trichoderma ou com o
uso da dose de 500 g ha?' houve resposta no aumento da producédo de
aminoacidos, respectivamente, a partir das doses de 666 e 916 g ha. J& para
as aplicacoes de Trichoderma nas fases reprodutivas se observa uma tendéncia
linear crescente, onde o aumento das doses de B ocasionam o aumento dos

teores de aminoéacidos (Figura 8).
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Figura 8. Teor de amino4cidos em gréos de soja em funcao do uso de doses de B em diferentes
épocas de aplicacdo de Trichoderma atroviride. Alta Floresta-MT, (2021).

Os graos de soja sdo caracterizados pelo alto valor nutritivo, onde sdo
ricos em proteina apresentando de 30 a 45%, além de conter todos os
aminodacidos que séo essenciais (MOREIRA, 1999). Por sua vez, esse elemento
€ relacionado como fonte de energia, alto valor qualitativo e a qualidade
fisiologica do grao (BORRMANN, 2009).

As plantas de ciclo longo como a soja apresentam maior capacidade de
absorver o nitrogénio que esta presente no solo (SANTACHIARA; BORRAS;
ROTUNDO, 2017), e possivelmente resultarA em maiores niveis de proteina
soltvel nas folhas. Isso reflete na translocacédo dessa proteina para os graos
(ROTUNDO et al., 2009; SOARES, 2016).
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O presente estudo demonstrou que os teores de proteina nos graos
obtidos variaram entre 31,67 e 44,93% (Tabela 3) e, dessa forma, as semelham
a resultados em outras pesquisas, onde h& relatos de concentragbes que
variaram de 37,1 a 39,3% em plantas de soja transgénica com resisténcia ao
glyphosate (LACERDA et al., 2021).

Nessa pesquisa (Tabela 3), observa-se que a inoculacdo do Trichoderma
na fase R5 (enchimento de gréos) incrementou positivamente no aumento no
teor de proteina nos graos. Essa observacao é devido a relagédo do Trichoderma
em melhorar o estado nutricional da planta possibilitando melhores resultados
na producéo da cultura (CHAGAS et al., 2017). Com isso, o fungo possibilita
melhorar a qualidade proteica, onde plantas de tomate, quando submetidas a
aplicacdo do microrganismo apresentaram maior teor de proteina quando
comparadas ao tratamento controle (RUIZ-CINESROS et al., 2018). Ja a
aplicacao via foliar de Trichoderma promoveu melhorias nutricionais em plantas
de feijdo, que expressaram aumento na quantidade de proteina nos graos
(JUNGES, 2016).

Portanto, nota-se (Tabela 3) que a fertilizacdo de B também promoveu
aumento no teor de proteina nos grdos. Com isso, é importante salientar que o
boro também atua na sintese de proteinas nas plantas (BATISTA et al., 2018).
Neste sentido, Mehmood et al. (2018), estudando doses de boro na cultura do
girassol, observaram que a adubacao boratada propiciou incremento nutricional
com maior teor de proteina nos grdos quando comparado a auséncia do
micronutriente nas plantas.

Na figura 9 encontram-se as analises referentes a correlacdo linear de
Pearson, cujo as magnitudes foram classificadas de acordo com Carvalho et al.
(2004), seguindo as intensidades: > 0 a < 0,30 (fraca), > 0,30 a < 0,60 (moderada)
e > 0,60 a < 1 (forte). Os resultados desse estudo mostraram correlagéo
significativa moderada positiva entre as variaveis sacarose e acucar total (r =
0,31), o autor Paula (2007) também encontrou resultados semelhantes entre as
duas variaveis, onde essa relagdo deve-se a sacarose ser o principal tipo de
acucar e estar presente em maior propor¢do nas plantas. A proteina total
também demonstrou correlacdo significativamente fraca positiva com

aminoéacidos (r = 0,30), devido quantidade de proteinas corresponderem uma
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fonte reserva de aminoacidos essenciais nos graos de soja (CANTO e TURATTI,
1989; TEIXEIRA, 2003). Entretanto, aminoacidos foi a Unica variavel que tem
correlacao significativamente negativa com sacarose (r = -0,26), uma hipétese
para explicar essa relacédo é que a sacarose € utilizada pela planta como fonte
de energia e carbono para os processos metabdlicos relacionados a sintese de
aminoacidos, proteinas e lipidios (NASCIMENTO, 1994).
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Figura 9. Correlacdo de Pearson para as varidveis bioguimicas e fisiolégicas nos graos de
plantas de soja. Ac¢Ucar total (AT), Sacarose (SAC), Aminoacidos (AMINO), Proteina total
(PROTET). * e ns correspondem respectivamente a significativo a 5% e néo significativo.

Sao apresentados na Tabela 4 os resultados obtidos para acucar total,
acido alantéico e carotenoides em folhas das plantas de soja, sendo que apenas
para as épocas de aplicagcdo de Trichoderma atroviride houve diferenca
significativa, ndo sendo observado o efeito doses de B, e interacao significativa
entre os fatores épocas de aplicagcdo do microrganismo e doses de B. O maior
teor de acgucar total foi verificado na aplicacao do fungo em R1, sendo esta época
superior somente a auséncia da aplicacdo. Para os teores de acido alantdico nas
folhas o menor teor foi verificado com a aplicacdo na época R5, onde este teor
foi inferior as demais. Em relagc&o a carotenoides, o maior teor foi verificado na
aplicacao do Trichoderma em R1, o qual foi semelhante apenas ao da aplicacéo
em V5.
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Tabela 4. Valores de F e coeficiente de variagcdo CV (%) e valores médios do
teor foliar de agucar total, acido alantoico e carotenoides em plantas de soja nas
diferentes épocas de aplicacdo de Trichoderma atroviride e doses de boro. Alta
Floresta-MT, (2021).

AcUcar total Acido alantéico Carotenoides
] (mg g™) (Mg g™ (mg g™
Epocas (E)
SEM 12,17 b 33,23 a 87,78 b
V5 13,20 ab 34,14 a 98,55 a
R1 14,23 a 31,27 a 101,62 a
R5 13,36 ab 25,82 b 73,82 c
Valor de F 3,96* 7,00* 24,52*
Doses B (D)
0 13,93 a 29,29 a 95,55 a
500 13,17 a 29,53 a 90,71 a
1000 12,73 a 34,34 a 88,37 a
1500 12,92 a 3231a 87,03 a
2000 13,45 a 30,10 a 90,57 a
Valor de F 0,97"s 1,88"s 1,30"s
E*D
Valor de F 1,37"s 1,21" 1,85"s
CV(%) 14,36 20,25 12,55

* e ns correspondem respectivamente a significativo a 5% e nao significativo pelo teste F. Médias
seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

No presente estudo, verificou-se que a concentracdo de acUcar total no
tecido vegetal das folhas variou entre 12,17 a 14,23 mg g (Tabela 4). Em
pesquisa realizada por Salvador (2014), plantas de soja foram submetidas a
diferentes temperaturas e concentracdes de CO:2 e foram verificados niveis entre
3,22 e 51,20 mg g*. Segundo o autor, isso ocorreu em fungdo do estimulo das
taxas de COz que intensificaram a atividade fotossintética nas plantas.

Considerando que, na fase vegetativa e reprodutiva a translocacao de
fotoassimilados é direcionada para desenvolvimento das estruturas ocorrendo
uma competicdo entre esses 0rgaos, a adubacado especificamente no estadio
reprodutivo promove melhor distribuicdo destes no sistema fonte-dreno da planta
(ZANON et al., 2015).

Nesse estudo, (Tabela 4) no estadio R1 (inicio da fase reprodutiva) o
Trichoderma teve influéncia positiva no aumento da sintese e translocacéao de
acucares nas folhas. Esse resultado € explicado por Shoresh et al. (2010), que
em pesquisa utilizando o Trichoderma sp., verificaram que estes promovem

estimulos a respiracdo, aumento da fotossintese e potencializando a eficiéncia
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fotossintética das plantas. Entretanto, existe correlacdo dos processos
fotossintéticos tendo como resultado a biossintese de carboidrato, sendo
relatado por estes autores, que esse efeito € decorrente da atuacdo do
microrganismo, proporcionando aumento na sintese e translocagéo de agucares
nas plantas.

No entanto, € importante considerar que apesar da pequena gquantidade
de B que as plantas necessitam, na auséncia do micronutriente, estas n&o se
desenvolvem e ndo produzem satisfatoriamente (KIRKBY, 2012). Com isso,
niveis adequados de boro estdo relacionados a uma série de processos
fisioldgicos nos vegetais, dentre eles o metabolismo de carboidratos e transporte
dos acucares, que ocorrem através das membranas, pois 0 micronutriente tem
a funcdo de equilibrar os niveis de acucares nas plantas que sdo assimilados
para os tecidos (BROWN et al., 2002; BROADLEY et al., 2012; KABU et al.,
2013).

Em relacdo as doses crescentes de boro, ndo houve diferenca
significativa para acucar total, porém percebeu-se que a testemunha se
caracterizou pelo aumento dos niveis de acUcar total, 0 que se deve a um
acumulo excessivo de carboidratos nas folhas em funcdo da deficiéncia do
micronutriente (Tabela 4). Por sua vez, resultados corroboram com deste estudo,
onde a deficiéncia de B ocasiona o acumulo de acglcares nas estruturas dos
vegetais, e assim, a planta ndo consegue utilizar o carboidrato de maneira
eficiente nos seus processos metabdlicos (BOGIANI et al., 2013). Em plantas de
algodoeiro, a deficiéncia de boro resultou na destruicdo dos vasos dos peciolos,
prejudicando o transporte dos produtos fotossintéticos das folhas para os outros
tecidos vegetais (LI et al., 2017).

O acido alantdico é a principal forma de nitrogénio no tecido vascular de
plantas fixadoras de N, onde sao sintetizados pelas raizes em forma de ureideos
e degradam via oxidacédo das purinas (FILLIPI et al., 2007; DURAN e TODD,
2012). No entanto, a sintese deste ocorre no reticulo endoplasmatico a partir da
alantoina (TAIZ et al., 2017). Na soja, cerca de 90% do nitrogénio que é fixado e
exportado dos nddulos para as raizes e parte aérea sdo na forma de ureideos,

incluindo a alantoina e o acido alantoico (REIS et al., 2014).
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Nesse estudo, a inoculacdo do Trichoderma nas épocas V5 e R1
promoveu influéncia positiva na absorcao e eficiéncia do uso do nitrogénio
(Tabela 4). Esse resultado explica-se devido a presenca do Trichoderma que
possibilita 0 aumento na absorcdo e solubilizagédo de nutrientes, bem como, a
eficiéncia do uso desses elementos minerais pelas plantas, essencialmente o
nitrogénio (HARMAN et al., 2004; LUCON, 2014).

Observou-se que na fase R5 (enchimento de grdos) os niveis de &cido
alantéico apresentaram um declinio, podendo estar relacionado a reducéo da
atividade bioldgica de N, o que refletiu nos teores de carotenoides na mesma
época (Tabela 4). Nessa perspectiva, existe uma correlacdo entre os teores dos
carotenoides serem reflexos do status de nitrogénio disponivel na planta, cujo a
diminuicdo pode acometer na biossintese destes pigmentos (MENDES et al.,
2020). Nas leguminosas isso ocorre devido a senescéncia dos nddulos no inicio
da antese em funcao da sintese de sinais generalizados na parte aérea da planta
ou durante a fase de enchimento de grdos, onde tem se o declinio da fixacdo
biolégica de nitrogénio durante esse periodo (PUPPO et al., 2005; XAVIER et
al., 2007).

Alguns autores descrevem que a soja tem grande capacidade de
assimilacao de nitrogénio através da fixacdo biolégica, onde essa capacidade
tem correlacdo positiva com a producédo na fase R2 da planta, porém apos esse
estadio tem-se um declinio da atividade de fixacdo biolégica de nitrogénio. Por
sua vez, no estddio R4 tem-se a formacdo da vagem, onde inicia-se a
translocacdo de fotoassimilados para os érgdos de armazenamento (FABRE e
PLANCHON, 2000; SOARES et al., 2017). A variacao de acido alantdico ao
longo do ciclo de vida também foi observado em folhas de Calopogonium
mucunoides conhecido como feijdo sagu, onde a atividade metabdlica de
nitrogénio apresentou maior quantidade na época vegetativa e menores teores
na época de florescimento e frutificacdo da planta (CANALTO et al., 2014).

Os carotenoides séo constituintes das membranas dos tilacoides, sendo
definidos como pigmentos acessoérios, onde a luz que é absorvida por esse
pigmento é entdo transferida para a clorofila para realizar a fotossintese. Além
disso, atuam como fotoprotetores das plantas em decorréncia dos danos
ocasionado pela luz (TAIZ e ZEIGER, 2013).
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As condicOes estressantes dificultam a sintese dos pigmentos de clorofila
onde alteram a estrutura do complexo pigmento-proteina, ocasionando reducéo
na eficiéncia da atividade fotossintética e desempenho metabdlico das plantas
(IQBAL et al.,, 2015). Dessa forma, o conteudo de carotenoides atua na
eliminacdo de ERO e protecdo da membrana que é enfraquecida quando a
planta esta sob condicdes de estresse (DAS e ROYCHOUDHURY, 2014).

Nessa pesquisa, o Trichoderma atuou nas fases vegetativa (V5) e no
inicio da reprodutiva (R1), tendo influéncia positiva em relacdo aos conteudos de
carotenoides (Tabela 4). Isso é decorrente da acdo de compostos organicos
volateis (COVs) que o Trichoderma produz, cujo atuam como mediadores das
relagBes bioquimicas estimulando o crescimento das plantas, onde esses COVs
também promovem o aumento dos niveis de carotenoides (KANCHISWAMY et
al., 2015; KADDES et al., 2019). Estudo com mudas de Cucurbita pepo
inoculadas com Trichoderma sp. indicou aumento na sintese de carotenoides
(SOLIMAN et al., 2020). Segundo lkram et al. (2019) em inoculagao realizada
em plantas de trigo foi possivel verificar que o fungo aumentou o teor de
carotenoides sob condicbes de estresse salino, demonstrando que o
microrganismo auxiliou a sintetizar os pigmentos fotossintéticos em condi¢cdes
severas. Em plantas de tomate (Solanum lycopersicum) submetidas ao estresse
hidrico, a inoculacéo de Trichoderma harzianum foi responsavel pelo aumento
de 20% no conteudo de carotenoides nas plantas demonstrando a importancia
deste na protecdo da estrutura fotossintética contra o estresse (MONA et al.,
2017).

Na Tabela 5 apresenta-se o desdobramento da interacéo entre as épocas
de aplicacdo de Trichoderma atroviride e doses de boro, mostrando épocas
dentro de doses, para os teores foliar de sacarose, aminoacidos, ureideos totais,
clorofila a, clorofila b, clorofila total, feofitina a, feofitina b e feofitina total.

Em relagdo a sacarose, apenas na dose de 2000 g ha? ndo ocorreu
diferenca significativa entre as épocas de aplicacédo de Trichoderma (Tabela 5),
sendo que nos outros niveis de época de aplicacdo a maior média foi
representada pela aplicacdo em R5, onde na dose 0 a época R5 néo diferiu da

auséncia de aplicacdo e em V5; na dose 500 e 1500 g ha!, R5 néo diferiu apenas
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da auséncia da aplicacédo e na dose de 1000 g ha, R5 foi superior as demais
épocas.

Na presente pesquisa a concentragdo de sacarose nas folhas variaram
entre 1,80 a 3,77 mg g no tecido vegetal (Tabela 5). Lapaz (2019) trabalhando
com planta de soja submetida a condicdes com e sem encharcamento sob
concentracfes de Fe no solo observou teores de sacarose que variaram entre

1,5 a 3,8 mg g** MF no tecido foliar.

Tabela 5. Desdobramento da interacdo entre as épocas de aplicacdo de
Trichoderma atroviride e doses de boro, mostrando épocas dentro de doses,
para os teores foliar de sacarose, aminoacidos, ureideos totais, clorofila a,
clorofila b, clorofila total, feofitina a, feofitina b e feofitina total. Alta Floresta-MT,
(2021).

Doses de boro (g ha?)

Epocas 0 500 1000 1500 2000
Sacarose (mg g1)
SEM 2,53 ab 3,16 a 2,39 b 2,78 ab 2,33a
V5 3,01 ab 2,19b 2,07 b 2,17 b 2,07 a
R1 2,47 b 1,83 b 2,84 b 2,65b 2,07 a
R5 3,39 a 3,27 a 3,77 a 3,62 a 1,80 a
Aminoécidos (mg g?)

SEM 156 Db 1,75b 1,62Db 1,77b 259b
V5 2,95 a 2,55 a 2,03b 1,74 b 1,80 c
R1 1,85b 1,71b 1,62b 2,05b 181c
RS 2,93 a 2,70 a 3,03 a 3,56 a 3,94 a

Ureideos totais (ug g?)
SEM 174,73 b 172,42 b 168,39 b 17431 b 220,44 bc

V5 258,01 a 250,99 a 236,79 a 237,50 a 193,76 c
R1 206,55 ab 223,99 ab 261,89 a 281,39 a 287,02 a
R5 255,67 a 263,92 a 279,60 a 262,88 a 260,98 ab

Clorofila a (mg kg™?)
SEM 677,29 b 696,38 b 623,16 a 650,78 b 783,74 a

V5 880,60 a 783,16 ab 782,17 a 864,63 a 807,02 a
R1 725,71 ab 898,87 a 795,97 a 762,21ab 741,78 a
R5 667,89 b 663,21 b 662,37 a 77554ab 854,85a

Clorofila b (mg kg™)
SEM 256,46 a 292,78 b 268,38 a 287,98 b 309,96 a

V5 339,83 a 295,57 b 301,04 a 383,38 a 323,21 a
R1 284,67 a 384,60 a 308,52 a 291,74 b 293,96 a
R5 275,78 a 301,03 ab 314,63 a 338,30 ab 338,46 a

Clorofila total (mg kgt)
SEM 933,76 b 989,16 b 891,54 a 938,76 a 1093,70 a

40



V5 1220,43 a 1078,73ab 1083,21a 1197,53a 1130,23a
R1 1026,52 ab  1283,47 a 1104,49a 1053,96a 1035,74a
R5 943,67 b 964,24 b 977,00 a 1119,74a 1235,45a
Feofitina a (mg kgt)
SEM 983,85 b 1041,79 a 872,24 b 979,87 b 1231,21 ab
V5 1394,06 a 1240,84 a 1221,14a 1365,95a 1293,38 ab
R1 1077,32ab 1362,75a 1204,78 ab 1097,57 ab 1086,93 b
R5 940,92 b 1038,81 a 1002,01 ab 1209,31ab 1430,65a
Feofitina b (mg kgt)
SEM 1005,4 a 840,72 a 1269,08a 723,77 a 673,88 ab
V5 559,84 b 595,19 a 676,89 b 718,30 a 580,64 b
R1 845,63 ab 821,42 a 776,94 b 983,20 a 101543 a
RS 114891 a 943,08 a 745,41 b 635,56 a 412,20 b
Feofitina total (mg kgt)
SEM 1989,25 a 1882,51ab 2141,32a 1703,64b 1905,08 a
V5 1953,90 a 1836,03 b 1898,03 ab 2084,25a 1874,02 a
R1 1922,95 a 2184,17 a 1981,73 ab 2080,77a 2102,36 a
R5 2089,85 a 1981,89ab 1747,43b 1844,88ab 1892,86 a

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).

Durante a atividade fotossintética alguns produtos sao gerados onde o
principal € a sacarose que é translocado através da planta pelo floema, sendo
utilizada para crescimento e biossintese de polissacarideos em outras estruturas
da planta. Portanto, altas taxas do processo fotossintético caracterizam no
aumento da sintese de sacarose (TAIZ et al., 2017).

Nota-se, que a inoculacdo do Trichoderma na fase R5 (enchimento de
graos) teve atuacao positiva na melhoria da fotossintese promovendo o aumento
da sintese e translocacdo de sacarose nas folhas (Tabela 5). Nesse sentido,
esses resultados estéo relacionados devido o Trichoderma sp. trazer beneficios
ligados a maior absor¢cdo de nutrientes e promovendo o aumento na taxa
fotossintética que pode ser em funcdo da solubilizacdo de fésforo que atua na
fotossintese (OLIVEIRA et al., 2012; NASCENTE et al., 2017). O Trichoderma
também tem atuado no aumento dos conteudos de pigmentos clorofilianos, o
que proporciona maior eficiéncia na absorcdo e transferéncia de energia
luminosa e elétrons, o que induz a elevacéo da taxa fotossintética e biossintese
de carboidratos (TAIZ e ZEIGER, 2013; DOS SANTOS et al., 2018).

Observa-se (Tabela 5) que a fertilizacdo de B promoveu incremento no

metabolismo de carboidratos, propiciando aumento na sintese deste nas folhas.
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Com isso, esse efeito explica-se pela aplicacdo adequada de boro, que também
atua na sintese e no transporte de carboidratos, como a sacarose, devido ao
aumento da reacéo fotossintética nas plantas (OZTURK et al., 2010; MORENO-
ECHEVERRY et al., 2016).

Portanto, a suplementacéao foliar de nutrientes em doses adequadas e em
estadios fenologicos especificos pode resultar em ganhos produtivos, sendo que
o beneficio da suplementacdo de boro se destaca na fase reprodutiva das
plantas, estimulando a atividade fotossintética, a translocacéo de aglcares e 0
aumento do crescimento vegetal (LEONARD et al., 2014; RODRIGUES et al.,
2021).

De acordo com o estudo de regressdo para sacarose, houve ajuste
matematico apenas para a aplicacdo em V5, sendo que o modelo linear
decrescente se ajustou aos dados correspondentes a aplicacdo de doses de
boro, apresentando coeficiente de determinacédo de 56%, ja para a época R5,
apesar de apresentar ajuste ao modelo linear, houve baixo valor de ajuste dos
dados ao modelo, onde o coeficiente de determinacdo de 32%. Para as épocas

SEM e R1 ndo houve ajuste de nenhum modelo de regresséao (Figura 10).
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Figura 10. Desdobramento da interacdo entre Trichoderma atroviride e doses de boro para o teor
de sacarose em folhas de soja. Alta Floresta-MT, (2021).

Em relacdo ao teor foliar de aminoacidos (Tabela 5), notou-se que nas
doses 0 e 500 g hal, os maiores teores foram verificados com a aplicagdo em

V5 e R5, as quais nao diferiram entre si. No entanto, nas doses 1000, 1500 e
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2000 g ha' se observou os maiores teores quando a aplicacéo ocorreu em R5,
que foi superior as demais.

Os aminoacidos sdo substancias formadas por nitrogénio sendo
distribuidos nos tecidos da planta. No entanto, sdo sintetizados através do N que
é transportado pelos ureideos que sado translocadas a partir dos locais da fixacéo
do nutriente. Por sua vez, os aminoacidos ou os ureideos sdo moléculas
importantes no metabolismo vegetal, desempenhando diversas fungbes nas
plantas, bem como, sintese de metabolitos secundarios, promovendo resisténcia
contra condi¢cBes de estresses, além de ser fonte de nitrogénio (TAIZ e ZEIGER,
2013; CASTRO e CARVALHO, 2014).

Dessa maneira, 0 nitrogénio que as plantas absorvem se liga as cadeias
carbbnicas produzindo os aminoacidos que sdo armazenados nos tecidos
vegetais. A partir disso, durante o enchimento dos gréos, essas reservas sao
quebradas e translocadas para armazenamento nos 0Orgdos na forma de
aminoacidos e proteinas (MARSCHNER, 1995).

No presente estudo se evidencia que a inoculagédo de Trichoderma na
época R5 (enchimento de grdos) atuou positivamente na producdo de
aminoéacidos nas folhas (Tabela 5). Esse resultado ocorre devido a inoculacéo
do Trichoderma propiciar melhorias nos mecanismos de absor¢éo e eficiéncia
da planta para uso dos macro e micronutrientes importantes, dentre estes, o
nitrogénio (SHORESH et al., 2010). Estudos tem descrito que a inoculagdo com
Trichoderma incrementa o crescimento do sistema radicular das plantas, além
disso, aumenta a disponibilidade de nitrogénio devido a acdo do microrganismo
(GALLETI et al., 2015).

Observa-se também que a fertilizacdo de B incrementou na biossintese
de aminoacidos disponiveis nas folhas (Tabela 5). Esse resultado é decorrente
da nutricdo mineral de boro adequada que é essencial para o desenvolvimento
da planta, cujo este elemento tem funcdo importante na estruturacdo da parede
celular, formando novos tecidos, nédulos e no crescimento do sistema radicular
(ARAUJO et al., 2017). E importante considerar que a adubacdo com B é
essencial para diversas espécies, entretanto, a dose ideal e a tdéxica tem uma

faixa estreita (LANDI et al., 2012), considerando assim que o Trichoderma sp.
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atua no aumento da tolerancia aos estresses, propiciando menor toxidez a planta
e melhorando o uso deste nutriente (RUBIO et al., 2014).

Conforme a regressé@o obtida para os aminoacidos, o modelo linear se
ajustou aos dados correspondentes a aplicacdo de Trichoderma atroviride na
época V5, apresentando coeficiente de determinacdo de 88%. Ja as épocas
SEM e R5, ocorreu o ajuste ao modelo quadratico expressando o coeficiente de
determinacgdo de 85% e 95% com ponto minimo de resposta de 625 g ha' e 250
g hal, respectivamente, indicando que ocorre aumento do teor de aminoacidos
a partir dessas doses. Para a época R1 nao foi observado ajuste a um modelo

de regresséao (Figura 11).
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Figura 11. Desdobramento da interacdo entre épocas de aplicacdo de Trichoderma atroviride e
doses de boro para o teor de aminoacidos em folhas de soja. Alta Floresta-MT, (2021).

Quanto aos teores de ureideos totais se tem que nas doses 0, 500, 1000
e 1500 g hat, a aplicacédo de Trichoderma se destacou da néo aplicacdo, sendo
gue néo ocorreu diferenga, nessas doses, o teor com a aplicacéo e apenas nas
duas primeiras doses a aplicacdo em R1 se diferiu da nao aplicacéo. Na dose de
2000 g ha! a aplicacdo em R1 se mostrou superior as demais épocas (Tabela
5).

Os ureideos sdo exportados pelas leguminosas como a soja (Glycine)
caracterizando trés tipos principais, incluindo a alantoina, acido alantéico e
citrulina (TAIZ et al., 2017). As leguminosas séo fixadoras de N em simbiose a
bactérias do género Bradyrhizobium que absorvem o nutriente na forma de Nz,

cujo produto da fixacao biologica é a ambnia, onde para ndo ocorrer toxicidade
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esse elemento é convertido na forma organica de ureideos que sdo produtos
ricos de nitrogénio, sendo transportados dos nddulos pelo xilema para a parte
area das plantas (TAIZ e ZEIGER, 2013; RAY et al., 2015). A partir disso, sdo
ligados aos esqueletos carbdnicos produzindo os aminoacidos que sao
armazenados. Entretanto, na época de enchimento dos graos essas reservas
sdo quebradas e translocadas para os tecidos vegetais, como nos graos na
forma de aminoé&cidos e proteinas (MARSCHNER, 1995).

E possivel observar (Tabela 5), que a presenca do Trichoderma nas
diferentes épocas influenciou positivamente na absorcdo de N transportado na
forma de ureideos. Isso demonstra uma correlacdo com os resultados de maior
producéo e translocacédo de aminodacidos e proteinas nas folhas e grdos quando
inoculou o fungo na época R5 (Tabela 4, 5). Nesse sentido, considerando a acédo
do Trichoderma em modificar a arquitetura das raizes, isso possibilita a absorcéo
de maneira mais eficiente dos nutrientes (SALMOSKI et al., 2012; MALMIERCA
et al., 2015). Na mesma perspectiva, o Trichoderma sp. também tem sido
associado a disponibilidade e ao uso eficiente do nitrogénio pelas plantas
(DOMINGUEZ et al., 2016). Além disso, 0 microrganismo tem demonstrado a
capacidade de degradar celulose, podendo ocorrer liberacdo de uma grande
guantidade de nitrogénio na rizosfera da planta, cuja elevada captacao de N esta
diretamente relacionada também ao aumento da taxa fotossintética vegetal
(JIANG et al., 2011; DONI et al., 2014).

Tendo base nos resultados obtidos, a fertilizacdo de B pode ter
incrementado na formacdo das estruturas ligadas as raizes e nodulos
propiciando o aumento da assimilacdo de N na forma de ureideos (Tabela 5).
Nas leguminosas, a falta de B pode afetar a parede celular dos nodulos que
estdo presentes nas raizes e assim reduzir a fixacdo biolégica de nitrogénio
(LUKASZEWSKI e BLEVINS, 1996). A disponibilidade de boro influencia a
formacdo da parede celular e desenvolvimento das estruturas dos noédulos,
incrementando a fixagdo simbidtica de N da planta (BELLALOUI et al., 2014).
Além disso, o B pode auxiliar na assimilacédo e transporte de nutrientes como o
nitrogénio (XAVIER e NATALE, 2017).

Nas doses 0 e 500 g ha' de B, as épocas de aplicacdo V5 e R1

apresentaram os maiores teores de clorofila a e na dose de 1500 g ha? os
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maiores teores foram verificados nas aplicacfes em V5, R1 e R5. Nas doses de
1000 e 2000 g ha ndo foi verificada diferenca entre as épocas de aplicagdo
(Tabela 5).

O estudo de regressédo para clorofila a apresentou modelo significativo
apenas para a aplicacdo em R5, sendo o ajuste linear crescente, indicando que
nessa época de aplicacdo o teor de clorofila a aumenta de acordo com as doses

de B aplicadas (Figura 12).
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Figura 12. Desdobramento da interacdo entre Trichoderma atroviride e doses de boro para o teor
de clorofila a em folhas de soja. Alta Floresta-MT, (2021).
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Em relacdo a clorofila b, ndo ocorreu diferenca entre as épocas de
aplicacdo nas doses 0, 1000 e 2000 g ha. Entretanto quando foi aplicado 500
g ha! se observou maior teor da clorofila b com a aplicagédo na época R1, a qual
néo diferiu apenas da aplicacdo em R5 e na dose de 1500 g ha™* o maior teor foi
verificado com a aplicacdo na época V5, a qual ndo diferiu apenas de R5 (Tabela
5). Em relac&o as doses dentro de cada época de aplicacdo, para época R1 ndo
houve ajuste aos modelos linear ou quadratico, ja as épocas SEM, V5 e R5,
apesar de ocorrer diferenca entre épocas e doses, ndo ocorreu ajuste a qualquer
modelo de regressao.

Os maiores teores de clorofila total nas doses de boro, aplicando-se de 0
e 500 g ha foi observado nas épocas de aplicagédo V5 e R1, ja para as doses
1000, 1500 e 2000 g ha' nao foi observado diferenca entre as épocas (Tabela
5). Para clorofila total a regresséo de ordem linear forneceu melhor ajuste para
a época R5 cujo coeficiente de determinacéo (R?) foi de 86%. Porém, nas épocas
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SEM, V5 e R1, apesar de ocorrer diferenca entre doses e épocas, nao ocorreu

ajuste a um modelo de regresséao (Figura 13).
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Figura 13. Desdobramento da interacdo entre Trichoderma atroviride e doses de boro para o teor
de clorofila total em folhas de soja. Alta Floresta-MT, (2021).

As clorofilas sdo pigmentos tipicos de organismos fotossintéticos sendo
moléculas responsaveis pela captura de luz utilizada na fotossintese, no qual,
estéo relacionadas ao crescimento e adaptacao das plantas no ambiente (TAIZ
e ZEIGER, 2013). No entanto, estudos demonstraram que as plantas submetidas
as condicdes de estresses tém sido prejudicadas devido a reducéo da sintese
dos pigmentos clorofilianos, onde as estruturas de funcionamento séo alteradas
resultando no declinio da eficiéncia fotossintética e desempenho fisiolégico da
planta (SHUKLA et al., 2015).

Nessa pesquisa observar-se que na presenca de Trichoderma nas épocas
V5 e R1 atuou positivamente na producdo dos conteudos de clorofilas nas
plantas (Tabela 5). Esse efeito & explicado devido o microrganismo realizar a
biossintese de compostos organicos volateis que mediam o metabolismo
bioquimico, onde também promove o aumento dos teores de clorofilas (HUNG
etal., 2014; LEE et al., 2016), assim, isso propicia a maior eficiéncia de absor¢ao
de luz, transferéncia de energia e elétrons, aléem do controle na distribuicdo desta
energia (TAIZ e ZEIGER, 2013). Os autores Yadav et al. (2015) revelaram que
plantas colonizadas com Trichoderma sp. apresentaram altas taxas
fotossintéticas. Tendo em vista, que 0 microrganismo atua na solubilizagéo e
disponibilidade de nutrientes, isso permite que Ca e Mg sejam menos lixiviadas
do solo promovendo maior absorcdo, especialmente do Mg que constitui a
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estrutura central da clorofila (DALIAKOPOULOS et al., 2019). Alguns estudos
como de Vitti et al. (2016) trabalhando com Trichoderma harzianum em tomate
observaram que plantas tratadas com o microrganismo apresentaram aumento
no teor de clorofila a e b melhorando a taxa fotossintética e a eficiéncia das
plantas. Larios Larios et al. (2019) estudando Capsicum chinense (pimenta)
observaram gue a aplicacdo de Trichoderma sp. aumentou o indice de clorofila
nas plantas.

Nota-se ainda que a fertilizacdo de B incrementou na produgcédo dos
pigmentos clorofilianos (Tabela 5). Nessa perspectiva, a nutricdo adequada de
boro tem demonstrado aumento no teor de clorofila e maior eficiéncia na etapa
fotoquimica da fotossintese, onde a deficiéncia ou toxicidade do micronutriente
nas plantas afeta a capacidade fotossintética (HAJIBOLAND e BASTANI, 2012;
BRDAR-JOKANOVIC, 2020). Por sua vez, Fujiyama et al. (2019) estudando a
fertilizacdo de boro em soja descreveram que a aplicacdo do micronutriente
favoreceu o aumento da concentragao de clorofila nas folhas em fung&o a maior
eficiéncia e capacidade fotossintética do fotossistema Il. J& Mukhopadhyay et al.
(2013), cultivando mudas jovens de cha relataram que a deficiéncia de boro
diminuiu o teor de clorofila a e b tendo como resultado a geracao de ERO.

Em relacéo a feofitina a, na dose 0 g ha! de B o maior foi observado na
aplicacdo em V5 que nao diferiu apenas de R1. Na dose 500 g ha* de B néo foi
observado diferenca entre as épocas. Para as doses 1000 e 1500 g ha' de B os
maiores teores foram verificados quando ocorreu a aplicacdo do Trichoderma, ja
para a dose de 2000 g ha* de B a aplicagdo do fungo em R1 apresentou o menor
teor de feofitina a (Tabela 5). Em relacdo a resposta das doses de B nas
diferentes épocas de aplicacdo do microrganismo para feofitina a na época R5
os dados ndo se ajustaram ao modelo linear e nem quadratico, porém nas
épocas SEM, V5 e R1 apesar de ocorrer diferenca entre as épocas e doses nao
ocorreu ajuste a nenhum modelo de regressao (Tabela 5).

Nas doses de 500 e 1500 g ha' de B néo foi observada diferenca entre
as épocas de aplicacdo do Trichoderma para os teores de feofitina b (Tabela 5),
ja na dose 0 g ha! de B o maior teor de feofitina b foi verificado na época de
aplicacdo em R5, a qual diferiu somente da aplicacdo em V5. Na dose 1000 g

ha! de B a ndo aplicacédo do fungo foi superior as demais épocas de aplicagéo
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e na dose de 2000 g ha'! de B o maior teor de feofitina b foi observado na
aplicacdo em R1, a qual foi superior somente a aplicacdo em V5 e R5. De acordo
com estudo de regressdao para feofitina b, ocorreu ajuste a um modelo
matematico apenas na aplicagdo em R5, sendo este linear decrescente,
indicando que, para essa época de aplicacao, os teores de feofitina b diminuem

de acordo com o aumento da dose de B (Figura 14).
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Figura 14. Desdobramento da interacdo entre Trichoderma atroviride e doses de boro para o teor
de feofitina B em folhas de soja. Alta Floresta-MT, (2021).

Em relacdo aos teores de feofitina total (Tabela 5), se verifica que nas
doses 0 e 2000 g ha de B néo ocorreu diferenca entre as épocas de aplicacéao,
ja para a dose 500 g ha! de B os maiores teores foram observados na aplicacéo
em R1, a qual diferiu apenas da aplicacdo em V5. Para a dose de 1000 g ha! de
B a n&o aplicacdo apresentou o maior teor, diferindo somente da aplicagdo em
R5 e na dose de 1500 g ha! de B o maior teor foi observado na aplicagdo em
V5, que diferiu somente da auséncia da aplicacédo do Trichoderma (Tabela 5).

De acordo com o estudo de regressao para feofitina total, houve apenas
ajuste a um modelo matematico para a aplicacdo em R5, onde se teve aumento

da resposta somente a partir da dose de 1.181 g ha! (Figura 15).
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Figura 15. Desdobramento da interacdo entre Trichoderma atroviride e doses de boro para o teor
de feofitina total em folhas de soja. Alta Floresta-MT, (2021).

A analise de presenca de clorofila nos grdos em oleaginosas séao
utilizados como parametros de qualidade da semente (PRITCHARD, 1983;
MOUNTS et al., 1990).

Dessa forma, o processo de transformacéo da clorofila é importante, pois
ocorre durante a época de amadurecimento fisiolégico que decorre de um
processo enzimatico sendo evidenciado pelos clorofilideos, cujo é acoplado a
um mecanismo quimico ndo enzimético que resulta no aumento dos niveis de
feofitinas (SCHWARTZ e LORENZO, 1990; HEATON e MARANGONI, 1996;
MANGOS e BERGER, 1997; SUZUKI et al., 1999).

Neste sentido, fatores ambientais sdo capazes de retardar ou impedir a
degradacdo das clorofilas durante a maturidade fisiol6gica, onde isso pode
acometer na retencdo da clorofila nas folhas e graos, podendo influenciar na
gualidade dos graos de soja (GOMES et al., 2003; SINNECKER et al., 2005;
ARAUJO e DEMINICIS, 2009).

Para tanto, a indicacdo de maturacéo fisiologica da soja torna-se mais
rapida a partir do estadio R5 (BORRMANN, 2009), onde a feofitinizacdo decorre
da destruicdo de moléculas de clorofilas, cujo a nova molécula formada
denomina-se de feofitina (MARTINS e SILVA, 2002). Nesta os ions magnésio
central é substituido por dois ions de hidrogénio, que atuam como aceptor inicial
no fotossistema Il (TAIZ et al., 2017), cujo a cor verde da molécula de clorofila &

substituida pela cor marrom azeitona que € caracteristica da feofitina (STREIT
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et al., 2005). Assim evidencia-se que a clorofila a é mais sensivel ao processo
de feofitinizacdo do que a clorofila b (JOHNSON-FLANAGAN e THIAGARAJAH,
1990).

Com isso, observa-se que na presenca do Trichoderma nas fases
vegetativas e reprodutivas da soja, induziu a producédo de feofitinas durante o
amadurecimento fisiologico da cultura (Tabela 5). Nessa perspectiva, isso é
explicado devido o Trichoderma produzir metabolitos secundarios como o etileno
que mediam atividades das enzimas clorofilase e oxidases que sédo responsaveis
pela degradacéo das clorofilas formando as feofitinas (SHIMOKAWA et al., 1978;
YAMAUCHI et al., 1997; LEE et al., 2016; KADDES et al., 2019). Por sua vez, a
inoculagéo de Trichoderma tem demonstrado acéo na sintese de carotenoides
nas plantas (IKRAM et al., 2019), onde atuam na fotoprotecdo das membranas
fotossintéticas que podem ser danificadas devido a grande quantidade de
energia luminosa absorvida, no qual, possuem mecanismos de protecdo das
clorofilas liberando o excesso de energia, cujo ndo ocorre a degradagéao destas
estruturas (TAIZ et al., 2017).

Nota-se também que a fertilizacdo de B atenuou as condicGes
estressantes, promovendo a sintese de feofitinas, durante a época de
maturidade fisiologica (Tabela 5). E importante considerar que niveis suficientes
de B o estresse € relativamente menor, pois este consegue proteger as
membranas contra os danos ocasionados pelas ERO, no qual, as plantas
conseguem realizar suas atividades metabolicas (CAKMAK e ROMHELD, 1997;
HAN et al., 2008; MUKHOPADHYAY et al., 2013).

Na figura 16 encontram-se as analises referentes a correlacdo linear de
Pearson, cujo as magnitudes foram classificadas de acordo com Carvalho et al.
(2004), seguindo as intensidades: >0 a < 0,30 (fraca), > 0,30 a < 0,60 (moderada)
e > 0,60 a < 1 (forte). Os resultados desse estudo demonstraram correlagéo
significativamente negativa entre as variaveis H,0,e MDA (r = -0,29), onde
Santos (2020) relata resultados semelhantes na soja expressando que o MDA
nao teve correlacdo direta com o aumento do H,0, nao sendo suficiente para
ocasionar danos as membranas via peroxidacao lipidica. Ja4 carotenoides com o

MDA também expressou correlacdo negativa (r = -0,26), cujo uma hipotese é
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gue os carotenoides atuou como protetor das membranas vegetal eliminando as
ERO (DAS e ROYCHOUDHURY, 2014).

Entretanto, UT apresentou correlagdo significativamente moderada
positiva (r = 0,40) com AMINO, o que tem relacdo devido os ureideos serem
moléculas exportadoras ricas de N, cujo é translocado pela leguminosa e ligados
aos esqueletos carbénicos produzindo os aminoacidos (MARSCHNER, 1995).

As variaveis CARO, FB e FT tem correlacdo significativa negativa com
AMINO (r =-0,44; r =-0,32 e r = -0,22 respectivamente), no qual, tem relagéo a
maturidade fisiolégica da planta devido a mudancas no metabolismo celular e
alteracdo estrutural da desagregacao do cloroplasto que possui 70% de proteina
foliar, onde se tem a decomposicéo e conversao de clorofila, proteinas e outras
moléculas em nutrientes que sao translocados da folha para 6rgdos em
crescimento como sementes ou frutos em desenvolvimento (TAIZ, 2017).

Observa-se, correlacao positiva de SAC e FT com a variavel AT (r=0,40
e r = 0,25 respectivamente). Para tanto, houve correlagédo significativa forte
positiva entre CB e CA (r = 0,78), CT com CAeCB (r=0,98 er =0,84), e
correlacéo significativa moderada positiva entre CARO e CA,CT (r=0,52er =
0,41 respectivamente) e correlacao significamente fraca positiva com CB (r =
0,23). Nota-se correlacao significativa forte positiva entre FA e CA, CB, CT (r =
0,95; r = 0,77 e r = 0,95 respectivamente) e uma correlagdo significativa
moderada entre FA e CARO (r = 0,37). A variavel FB expressou correlacédo
significativamente negativa com CA (r = -0,55), CB (r = -0,43), CT (r = -0,56) e
FA (r = 0,73), tendo apenas correlacao significativa fraca positiva com CARO (r
= 0,04). Uma correlacéo significativa moderada positiva também foi observada
entre FT e CA (r =0,36), CB (r=0,32), CT (r=0,35), CARO (r=0,50) e FB (r =
0,55) com correlagédo significativamente moderada positiva.

Essas correlagdes positivas entre os pigmentos clorofilianos indicam que
0 aumento do conteudo das moléculas de clorofila estdo correlacionados ao
aumento da outra, onde absorvem energia luminosa para a transformacédo em
energia quimica e desta em fotoassimilados (THIESEN et al., 2017;
SCHNEIDER, 2019).
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Figura 16. Correlacdo de Pearson para as varidveis bioquimicas e fisiologicas via foliar nas

plantas de soja. Malondialdeido (MDA), Perdxido de hidrogénio (H,0,), Acucar total (AT),
Sacarose (SAC), Aminoacidos (AMINO), Ureideos totais (UT), Acido alantéico (AL), Clorofila a
(CA), Clordfila b (CB), Clordfila total (CT), Carotenoides (CARO), Feofitina a (FA), Feofitina b
(FB) e Feofitina total (FT). ***, **, * e ns correspondem respectivamente a significativo a menos
de 1%, a 1%, 5% e n&o significativo.

Com isso, torna-se importante o desenvolvimento de estudos que tragam
contribuicdes em relacdo a forma de atuacdo dos microrganismos endofiticos
biotecnoldgicos na agricultura que persistem no solo ou nas plantas, onde os
resultados podem variar de acordo com a cultura e regido podendo trazer
resultados positivos dessa interacdo (MACHADO et al., 2012; SUASSUNA et al.,
2019). O uso de microrganismos na agricultura tem demonstrado mecanismos
de acdo benéfica trazendo resultados satisfatorios, onde o estudo da formulagéo
adequada de cepas eficazes, doses e épocas de aplicagdo dos fungos séo
fatores importantes para a obtencao de maior eficiéncia no campo (CHAGAS et
al., 2021). Assim, o uso de fungos do género Trichoderma sp. tem se mostrado
essencial devido a sua relacdo simbiotica promovendo aumento da resisténcia
contra estresse, assimilacdo de macro e micronutrientes, além de melhorar o
metabolismo e capacidade das plantas, onde iSso promove 0 uso novas
tecnologias que aumente os rendimentos e preserve o meio ambiente (RUBIO
et al., 2017; BRASIL, 2019; BARBOSA et al., 2021).
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Conclusdes

Na cultura da soja a inoculacdo do Trichoderma no estadio V5 e a
fertilizacdo com as doses 1500 e 2000 g ha! de B tem atuacdo como protetor de
planta. J& o microrganismo nos estadios V5 e R1 e as doses 500, 1000 e 1500
g ha'! de B induz a producéo de feofitinas para degradacéo das moléculas de
clorofila durante a maturidade fisiol6gica na leguminosa.

A adubacdo de B sob as doses 500 e 1500 g ha! e a inoculagdo do
Trichoderma nas V5 e R1 promovem a biossintese de pigmentos clorofilianos,
proporcionando melhorias na atividade fotossintética, resultando no aumento da
sintese e translocacao de aglUcares com o microrganismo nos estadios V5 e R5.

A inoculacéo de Trichoderma e a fertilizacéo até a dose de 1500 g hat de
B mediam a exportacdo dos conteudos de moléculas ricas em N na forma de
ureideos, e o microrganismo na época V5 e R1 promove a absorcdo de &cido
alantéico. Com isso, a inoculagdo do fungo na época R5 associado ao B,
proporciona melhorias na producéo e translocacao de aminoacidos e proteinas.

Nos graos existem correlacdes positivas entre sacarose e acucar total, e
proteina total com amino&cidos, cujo os aminoacidos se correlacionam
negativamente com sacarose. Por outro lado, nas folhas os indicadores de
estresse se correlacionam negativamente, fato também observado entre
carotenoides e o MDA. Observou-se, correlacdo positiva das variaveis ureideos
totais e amino&cidos, entre carotenoides, clorofila a e b, clorofila total, feofitina a
e feofitina total. Para tanto, carotenoides, feofitina b e feofitina total se

correlacionam negativamente com aminoacidos.
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3.2 CARACTERISTICAS VEGETATIVAS E PRODUTIVAS DE SOJA SOB
DOSES DE BORO E INOCULACAO DE Trichoderma atroviride

L Artigo submetido no periddico “nome do periddico”.
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Resumo — (Caracteristicas vegetativas e produtivas de soja sob doses de boro
e inoculacdo de Trichoderma atroviride). A aplicacdo de novas técnicas de
manejo com o objetivo de implementar na agricultura, sendo praticas eficientes
e que reduza os custos, além de minimizar os impactos ao meio ambiente e a
saude humana como o uso de microrganismo promotores de crescimento e/ou
protetores de plantas e micronutrientes surge como alternativa. Dessa forma, o
objetivo do estudo foi avaliar o potencial de Trichoderma atroviride em
associacéo com doses de boro (B), analisando os efeitos sob os componentes
de rendimento e a produtividade, com enfoque em incrementar no crescimento
e protecéo das plantas, aumentando a disponibilidade e absorgcéo de nutrientes.
O estudo foi conduzido a campo, no delineamento em blocos ao acaso em
esquema fatorial 4 x 5, com os tratamentos constituidos pela aplicacdo de
Trichoderma atroviride em trés estagios fenoldgicos (V5, R1 e R5) e néo
aplicacdo (SEM), e cinco doses de boro (0, 500, 1000, 1500 e 2000 g de B ha™),
sendo que a aplicacdo da solu¢cdo do microrganismo e B foram realizadas via
foliar. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e quando
significativo realizou-se o0 estudo de regressdo polinomial para o fator
guantitativo e teste de Tukey para o fator qualitativo. O uso do microrganismo e
doses de B ndo resultou no aumento significativo do crescimento e no
rendimento produtivo da soja, porém a aplicacdo de boro promoveu aumento no
namero de vagens por planta. As doses de B aplicadas propiciaram o aumento
do teor de B foliar.

Palavras-chave: Producéo; Fungos endofiticos; Elementos minerais; Fertilizacdo
foliar.
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Abstract - (Vegetative and productive characteristics of soybean under doses of
boron and inoculation of Trichoderma atroviride). The application of new
management techniques with the objective of implementing in agriculture, being
efficient practices that reduce costs, in addition to minimizing impacts to the
environment and human health, such as the use of microorganisms that promote
growth and/or plant protectors and micronutrients appears as an alternative.
Thus, the objective of the study was to evaluate the potential of Trichoderma
atroviride in association with doses of boron (B), analyzing the effects on the yield
components and productivity, with a focus on increasing plant growth and
protection, increasing nutrient availability and absorption. The study was carried
out in the field, in a randomized block design in a 4 x 5 factorial scheme, with
treatments consisting of the application of Trichoderma atroviride in three
phenological stages (V5, R1 and R5) and no application (SEM), and five doses
of boron (0, 500, 1000, 1500 and 2000 g of B hat), being that the application of
the solution of the microorganism and B was carried through foliar. The data
obtained were submitted to analysis of variance and, when significant, a
polynomial regression study was performed for the quantitative factor and
Tukey's test for the qualitative factor. The use of the microorganism and doses of
B did not result in a significant increase in the growth and productive yield of
soybean, but the application of boron promoted an increase in the number of
pods per plant. The B doses applied led to an increase in the foliar B content.

Key-words: Production; Endophytic fungi; Mineral elements; Leaf fertilization.
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Introducéo

A soja apresenta grande importancia no mercado mundial e brasileiro, e
ao longo das ultimas décadas merece atencdo a expansao na area cultivada com
esta leguminosa, assim como a aplicacdo de novas técnicas de manejo, que tem
incrementado a produtividade da cultura (OLIVEIRA et al., 2017). Nessa
perspectiva, dentre os avancos cientificos para um manejo adequado do solo,
destaca-se o melhoramento genético e a adubacéo apropriada possibilitando
gue a soja pudesse demonstrar a sua potencialidade em diferentes condi¢cdes
do territério brasileiro (FREITAS, 2011).

A adubacdo com micronutrientes tem sido uma das maneiras de suprir a
necessidade da planta e atenuar as deficiéncias advindas desse desequilibrio
(DA SILVA et al., 2017). Nesse sentido, muitas pesquisas tém indicado que a
aplicacéo foliar de micronutrientes, tal como o boro tém auxiliado nas fungdes
diretamente ligadas a melhorias na produtividade (LEITE, et al., 2011). Com isso,
€ importante a utilizacdo deste nutriente, o qual possibilita que as plantas
realizem funcbes ligadas a formacdo das vagens e aumento da granacao,
desenvolvimento de raizes, divisdo celular, metabolizacdo de carboidratos e
proteinas, transporte de acucares, bem como, a realiza¢do da sintese de acidos
nucleicos e formacdo das paredes celulares (MASCARENHAS et al., 2014;
ZHOU et al., 2016).

Neste contexto, a busca por uma agricultura menos impactante ao meio
ambiente e a saude humana, tem se caracterizado pela utilizacdo de
microrganismos associados aos micronutrientes que possibilitam maior
absorcdo e tolerdncia aos nutrientes podendo melhorar as atividades
bioguimicas, resultando no desenvolvimento mais efetivo das plantas (LANDI et
al., 2012; MOREIRA et al., 2019).

Diversas pesquisas tém sido desenvolvidas com os microrganismos do
género Trichoderma, caracterizados como fungos de ampla distribuicdo e
ocorréncia no mundo, presentes em diversas classes de solos e habitats
naturais, especificamente nos que contém matéria organica (HOWELL, 2003;
WAGHUNDE et al., 2016). Algumas estirpes de Trichoderma tem ocasionado
aumento na superficie total do sistema radicular, possibilitando acesso aos
elementos minerais (LUCON, 2009; HERMOSA et al., 2013), sendo agentes
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capazes de melhorar o mecanismo de absorcdo de macronutrientes e
micronutrientes, ampliando a eficiéncia da planta para utilizar os nutrientes, de
modo que, aumenta a resisténcia aos estresses bidticos e abidticos (NIETO-
JACOBO et al., 2017; REZENDE et al., 2021). Esses microrganismos tém sido
reconhecidos também por serem bioestimulantes na promocao de crescimento
de plantas e no aumento da produtividade (WOO et al., 2014; BETTIOL et al.,
2019).

Com base no exposto, a hipétese neste estudo € que o Trichoderma
atroviride e o boro podera promover o crescimento e a protecdo das plantas.
Com isso, objetivou-se avaliar doses de boro em associacdo a aplicacdo de
Trichoderma atroviride em diferentes fases fenoldgicas, analisando os efeitos

dessa associagéo, sobre os componentes de rendimento e a produtividade.
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Material e Métodos

O estudo foi conduzido na propriedade rural denominada Fazenda Bela
Vista (Figura 1) localizada nas coordenadas geograficas 10°02'32” de latitude
Sul e 56°06’31” de longitude Oeste, no municipio de Alta Floresta, estado de

Mato Grosso, regido localizada dentro da Amazoénia Meridional.

Fazenda Bela Vista
Area Experimental [

1.000 m? . (g .

Mato Grosso

¥

Figura 1. Localizacao da propriedade de estudo destacando a &rea experimental (Autor, 2021).

O municipio tem como caracteristica o clima tropical chuvoso (tipo Am),
segundo Koppen, com duas estacdes climaticas distintas, sendo uma chuvosa
(setembro a abril) e outra seca (maio a agosto), apresentando precipitacdo media
anual de 2.243 mm (ALVARES et al., 2014), com temperaturas em torno de 18
a 40 °C, expressando médias em torno de 26 °C.

Os dados climéticos durante o periodo de conducao da pesquisa foram
obtidos na estacdo meteorologica da UNEMAT localizado no Campus 1, cujo a
distancia até a area experimental é de 21 km, onde foram coletados dados de
temperatura média, umidade relativa média e precipitacéo total mensal (Figura
2). No entanto, na safra 2020/21 a regiao foi afetada pela instabilidade do clima
especialmente no momento da colheita, o que ndo comprometeu o desempenho
produtivo, onde segundo o histérico das condi¢des edafocliméticas para a regido
Norte Mato-grossense as condi¢des foram consideradas ideais para o cultivo da
soja durante o periodo (CONAB, 2021). Neste contexto, a faixa de temperatura

ideal para o desenvolvimento da soja esté entre 20 °C e 30 °C, cujo a umidade
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relativa superior a 60%, e o consumo de agua é de 400 a 800 mm durante todo
o ciclo (CAMPO, 2005; FARIAS et al., 2007).
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Figura 2. Valores decendial de temperatura média, umidade relativa média e precipitacdo
pluviométrica registrada na area experimental durante todo ciclo da cultura. Alta Floresta-MT,
(2022).

Delineamento experimental

O experimento foi conduzido no delineamento de blocos ao acaso no
esquema fatorial de 4 x 5, sendo os tratamentos compostos pela associagao da
aplicacao de Trichoderma atroviride em trés épocas do estadio fenologico da
cultura, sendo o estadio vegetativo com 5 nos (V5), estadio de inicio do
florescimento (R1) e no estadio reprodutivo de formacgéo e enchimento dos graos
(R5) e a ndo aplicagéo (SEM), associado a cinco doses de boro (0, 500, 1000,
1500 e 2000 g de B ha'), onde essas doses sdo usualmente aplicadas via foliar
na cultura (CALONEGO, 2010; ROSSONI et al., 2017; VARANDA, 2017), cujo
os tratamentos foram constituidos com 4 repeticdes cada.

As parcelas foram compostas por 6 linhas de cinco metros, espacadas em
0,45 m. Para area util de cada parcela foram consideradas as quatro linhas
centrais, desprezando 0,5 m em ambas as extremidades.

O solo da éarea experimental é classificado como LATOSSOLO
VERMELHO AMARELO Distrofico, de classe textual argilo-arenosa, de acordo
com os critérios descritos pela EMBRAPA (2018).
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Anteriormente a instalacao da pesquisa foram coletadas amostras de solo
da area experimental na camada de 0-0,20 m que formaram uma amostra
composta, a qual foi enviada para anélise em laboratério. As propriedades fisicas
e quimicas em relacao a fertilidade do solo estdo descritas na Tabela 1.:

Tabela 1. Resultado da analise quimica e granulometria do solo na camada de
0-0,20 m de profundidade da area experimental. Alta Floresta — MT, (2021).

Quimica
pH \%
Caclz P K Ca Mg Al H+Al M.O T (SB)
------- mg.dm3-------  —-eeeeeeeeee-cmOle.dm3--------—----  g.dm=3 cmolc.dm2 %
53 3,1 456 2,49 0,75 0 25 18,34 5,8 57,3
Micronutrientes e enxofre
mg.dm
Zn Cu Fe Mn B S
15 1,6 191,8 50,8 0,31 15,8
Fisica
Areia Silte Argila
------------- [ —
476 85 437

Obs: Andlises realizadas seguindo a metodologia da Embrapa (1979). T: Capacidade de troca de
cétions a pH 7; V: Saturacdo por bases; M.O: Matéria organica. Fonte: Laboratério Agropecuério
Plante Certo.

E possivel observar através da analise de solo (Tabela 1), que o teor do
micronutriente B segundo Alvarez et al. (1999), se encontra em baixa
disponibilidade (0,31 mg dm-3), onde este encontra-se préximo ao limite inferior
médio (0,36 mg dm-=3), bem como, o teor de matéria organica (18,34 g dm), que
segundo estes mesmos autores, esta proximo ao nivel de média disponibilidade,
cujo limite minimo é de 20,1 g dm-3.

A area experimental é cultivada em sistema de semeadura direta desde o
ano de 2016, sendo realizada anualmente a sucessao soja/milho. A semeadura
da cultura ocorreu em 23 de outubro de 2020, sendo utilizada a cultivar BMX
DESAFIO RR 8473 RSF, no espagamento de 0,45 m e visando a obtencao 17
plantas por metro linear. As sementes foram tratadas com bactérias, sendo o
produto comercial utiizado como fonte de Bradyrhizobium japonicum o
inoculante Masterfix®, estirpes SEMIA 5019 e SEMIA 5079 (5x10° de células
viaveis por g ou mL), e como fonte de Azospirillum brasilense o Masterfix

Gramineas®, estirpes Abv5 e Abv6 (2x108 células viaveis por mL).
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A adubacdo de semeadura realizada foi calculada de acordo com os
resultados da analise de solo e conforme recomendacéo para o uso de corretivos
e fertilizantes de Minas Gerais, 52 aproximacdo (ALVAREZ et al., 1999), onde
foram aplicados 250 kg ha? de fosfato monoamonico (MAP) (10 a 12% de N e
48 a 52% de P20s) através da pratica de manejo a lanco, e 140 kg ha! de cloreto
de potassio (KCl - 60% de K20) aplicado em cobertura no estadio vegetativo V4.
Os tratos culturais e fitossanitarios foram realizados de acordo com as
recomendacdes técnicas para a cultura da soja.

Aplicacbes de Boro e Trichoderma sp.

As aplicacdes de boro na cultura da soja ocorreram via foliar no estadio
fenoldgico R1 (inicio do florescimento) com auxilio de pulverizador manual, onde
calibrou-se uma presséo constante determinando 7 segundos para percorrer 0s
5 metros de cada linha. A solu¢cdo contendo boro, se caracterizou pela diluicdo
do produto constituido de boro (acido bérico - 17% de B), sendo aplicados 300
mL de calda por parcela (equivalente a 222 L ha') e a concentragdo de acordo
com cada dose de B.

Os tratamentos com Trichoderma atroviride constituiu-se da formulagéo
das solucdes utilizando conidios de isolado pertencente ao Laboratério de
Microbiologia do Campus de Alta Floresta — UNEMAT. Para isso, primeiramente
houve a producdo de esporos dos fungos em colénias no meio de cultura
constituido por batata-dextrose-agar (BDA) em placas de Petri (90 mm @) as
quais foram mantidas em estufa incubadora B.O.D (Biological Oxygen Demand),
cujo a temperatura era constante de 25 °C com varia¢do de £1°C no fotoperiodo
de 12 horas claro/escuro durante 20 dias.

Posteriormente realizou-se a multiplicacéo do isolado do Trichoderma em
graos de milheto, onde foi pesado 50 g de graos que foram depositados em um
recipiente de vidro, no qual, posteriormente foi adicionado 25 mL de agua
destilada e em seguida tampado para realizar a esterilizacdo do material em
autoclave pelo periodo de 25 minutos a 121 °C. Logo apos, realizou se em
camara de fluxo laminar, a abertura dos recipientes sendo transferido cinco
discos de micélio fungico proveniente do meio de cultura do isolado de

Trichoderma crescido em BDA. Posteriormente o0s recipientes foram
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armazenados em estufa incubadora B.O.D com controle de temperatura a 25 °C
e luminosidade permanecendo 12 horas no fotoperiodo claro/escuro por 12
horas durante 5 dias para ocorrer a colonizac¢ao pelo fungo no milheto (STEFFEN
et al., 2019).

ApOs esse periodo, realizou se a suspensao no qual foi adicionado 1.000
mL de agua destilada no recipiente contendo os esporos, onde se formulou a
diluicdo e posteriormente a contagem dos conidios. A partir dessa solucao para
a contagem, formulou-se uma solu¢do de 10 mL, contendo 9 mL de &gua
destilada e tomando a aliquota de 1 mL da suspensédo preparada anteriormente.
Em seguida foi utilizado uma aliquota de 100 pl da solucdo de esporos, sendo
depositada na cdmara de Neubauer realizando a observacdo em microscépio
dptico. A contagem dos esporos foi realizada no compartimento C (1,0 mm?) na
camara de Neubauer (Figura 3), e ap0s a contagem foram realizados os célculos

conforme a equacéo descrita por Pinto et al. (2011) onde:

Conidio mL™ = {[(Campo 1 + Campo 2) / 2] x 2,0 x 10"}

Em que temos: Campo 1= (E1+E2+E3+E4+E5) e o Campo 2=
(E1+E2+E3+E4+E5)

_—

0 mm

E1 E2 |ES
i =
= = gg-;fg‘g}« =——— 1
2 5 5
i E3 E4 JL

0.25 mm

r

Figura 3. Esquema demonstrando a cAmara de Neubauer com &rea dos subcompartimentos em
vermelho para a contagem dos conidios de Trichoderma atroviride. Fonte: Pinto et al. (2011).

Nos tratamentos com Trichoderma as suspensfes foram preparadas
seguindo a quantidade padrdo 2 x 107 de conidios por mL, no qual, foram

formuladas 1.000 mL da suspenséao sendo feitas as diluicbes necessarias.
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Apés o0 preparo da suspensdo com Trichoderma realizou-se as
aplicacdes de 300 mL da solucéo por parcela (equivalente a 222 L ha'), onde os
tratamentos consistiram-se em trés épocas do estadio fenoldgico da cultura da
soja, sendo as aplicagbes realizadas no estadio vegetativo com 5 nos (V5),
estadio reprodutivo de inicio do florescimento (R1) e no estadio reprodutivo de

formacao e enchimento dos graos (R5) e a ndo aplicacao.

Analise do teor foliar de boro

As amostras de folhas foram coletadas no estadio reprodutivo de
florescimento pleno (R2) uma semana apos a aplicagdo foliar de B, sendo
amostradas as folhas recém desenvolvidas no apice do ramo principal de 30
plantas na area util de cada parcela. Logo apds a coleta, as folhas foram
encaminhadas ao Laboratério de Fitotecnia da Universidade do Estado de Mato
Grosso Campus Alta Floresta, sendo higienizadas com &gua deionizada e
detergente neutro, e em seguida, realizou-se a secagem a 65° C em estufa de
circulacao forcada de ar, durante o periodo de 72 horas, e ap0s a secagem as
folhas foram trituradas em moinho tipo Willey (MALAVOLTA, 1997).

Posteriormente, utilizou-se uma balancga de precisdo (TECNAL ATX 224)
para a pesagem de 500 mg do material moido, no qual, foi armazenado em
copos plasticos descartaveis de 50 mL e vedado com plastico filme. As amostras
foram encaminhadas para o Laboratério de Tecnologia da Madeira, onde as
analises seguiram o protocolo de Silva et al. (2009), através da digestdo seca
utilizando a mufla (QUIMIS - Q318M), sendo o material de cada amostra
transferido para o cadinho de porcelana, e em seguida colocado em mufla, onde
se realizou o aumento gradativo da temperatura até atingir 500 °C,
permanecendo nesta temperatura durante 3 horas. Apds, em cada cadinho de
porcelana contendo a cinza adicionou-se 25 mL de acido nitrico (HNOs 1 mol),
no qual, o extrato foi transferido para um frasco de plastico e vedado com
parafilm.

As amostras foram armazenadas em geladeira, e posteriormente
encaminhas para o Laboratorio Solos & Plantas, localizado na cidade de Sorriso

(MT), para a determinacéo do teor de boro. As determinagbes consistiram na
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metodologia utilizada por Mattiello et al. (2011) por meio de plasma acoplado

indutivamente (ICP).

Avaliacdes dos componentes morfolégicos e de rendimento

As avaliacbes morfolégicas de altura de planta, altura de insercdo da
primeira vagem, numero de ramos por planta, nUmero de vagem por planta e
namero de graos por planta consistiu na avaliacdo de 10 plantas da area util de
cada parcela. As avaliacdes foram realizadas no Laboratério de Fitotecnia da
Universidade do Estado de Mato Grosso, Campus de Alta Floresta, com auxilio
de fita métrica, seguida da contagem dos ramos, das vagens e dos gréos de
cada planta.

Para a avaliacdo da produtividade, realizou-se a colheita manual da area
atil no estadio de maturidade completa (R9) no dia 04 de fevereiro de 2021,
seguida da secagem das plantas, onde utilizou-se uma trilhadeira mecénica e a
limpeza manual, com auxilio de peneira, retirou se a sobra dos residuos para a
separacao dos gréos. A obtencdo da producédo e massa de 100 graos foram
determinadas por meio da pesagem em balanca de precisdo (MARTE UX6200H)
em que os dados da producdo foram transformados em kg ha, além disso,
realizou-se a medida da umidade com auxilio do medidor de umidade (GEHAKA

600), no qual, efetuou-se a conversao da umidade para 13%.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e quando
significativo, foi realizado o estudo de regressao polinomial para o fator
quantitativo (doses de B) e o teste de comparacdo de médias de Tukey para o
fator qualitativo (época de aplicacédo), com o auxilio do software estatistico R
Core Team (2021). Com isso, realizou-se o teste de correlacéo de Pearson (p <

0,05) por meio do software Sigma Plot.
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Resultados e Discussao

A Tabela 2 apresenta os valores obtidos das variaveis morfologicas e de
rendimento, avaliadas na cultura da soja em funcédo da época de aplicacdo do
Trichoderma atroviride em associacao as doses de boro. Verificou-se diferenca

significativa apenas para “vagens por planta” em relagao as doses de B.

Tabela 2. Valores de F e coeficiente de variagdo CV (%) e valores médios de
altura de planta (ALT), altura de insercéo da 12 vagem (INSER), ramos por planta
(RP), vagens por planta (VP), graos por planta (GP), massa de 100 graos (M100)
e produtividade (PROD) de soja em funcdo da época de aplicacdo de
Trichoderma atroviride e doses de boro. Alta Floresta-MT, (2021).

ALT INSER RP VP GP M100 PROD

cm un g kg ha't
Epocas (E)
SEM 76,5 15,6 1,6 40,3 104,8 20,3 4966,2
V5 78,8 15,7 1,6 39,6 102,1 20,4 5330,8
R1 80,0 17,0 1,7 40,9 106,2 20,4 52243
R5 78,2 15,9 1,6 38,9 100,9 20,4 4953,8
Valor de F 1,71~ 0,70 0,23 0,38" 044" 0,12" 165"
Doses B (D)
0 81,1 15,9 1,6 39,3 102,9 20,5 5067,5
500 77,1 16,0 1,6 38,6 99,3 20,4 5123,2
1000 78,9 16,5 15 40,3 103,5 20,1 5246,1
1500 77,5 15,3 1,7 441 112,8 20,3 5273,2
2000 77,4 16,5 1,7 37,8 98,9 20,5 4884,0
Valor de F 1,77~ 0,36"™ 042" 260* 186" 146" 091"
E*D
Valor de F 1,05~ 120" 0,89" 105" 117" 106" 0,86"
CV(%) 6,41 21,57 30,59 15,44 15,85 2,48 12,79

* e ns correspondem respectivamente a significativo a 5% e néo significativo pelo teste F.

A auséncia de resultado significativo com relagdo a aplicacdo de
Trichoderma atroviride, para todas as variaveis apresentadas na Tabela 2, pode
estar no fato de que os fungos do género Trichoderma exercem efeitos benéficos
em diversas culturas em termos de melhoria da produtividade, auxiliando na
absorcdo de nutrientes para as plantas e estimulando a defesa da planta,
principalmente contra estresse abibtico, tais como a salinidade e a seca
(HERMOSA et al.,, 2012; MENDOZA-MENDOZA et al., 2018), sendo que na
presente pesquisa, nota-se pela observacao dos dados climaticos (Figura 2), que
a cultura ndo passou por estresse abibticos ao longo de todo o periodo de
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desenvolvimento, o que justificaria a ndo observancia de resultados significativos
para 0 microrganismo.

A ndo observagdo dos resultados significativos para a aplicacdo das
doses de B, pode estar no fato de que, apesar do teor do nutriente no solo
(Tabela 1), segundo Alvarez et al. (1999), se encontrar em baixa disponibilidade
(0,31 mg dm3), este se encontra proximo ao limite inferior médio, que é de 0,36
mg dm, assim como o teor de matéria organica (18,34 g dm3), segundo estes
mesmos autores, estd proximo ao nivel de média disponibilidade, cujo limite
minimo é de 20,1 g dm3, o que pode ter contribuido para aumentar a
disponibilidade de B no solo e assim suprir adequadamente as plantas com esse
micronutriente.

Nesse sentido, alguns trabalhos também relatam que o suprimento de
boro via foliar ndo propiciou efeito significativo para altura de planta (SILVA,
2018), altura de insercao da vagem (KAPPES et al., 2008), nimero de ramos por
planta (HEIFFIG et al., 2010; SOUZA et al.,, 2016), massa de 100 graos
(VARANDA et al., 2018), graos por planta e produtividade (CALONEGO et al.,
2010; NAKAO et al., 2018) assemelhando-se, assim, aos resultados verificados
nesta pesquisa.

Em relacdo ao numero de vagens por planta, apesar de existir diferenca
entre as doses aplicadas, ndo foi possivel adequar os dados a um modelo
matematico. Devi et al. (2012) também obtiveram resultado significativo para
namero de vagens por planta apds o fornecimento de B suplementar, sendo que
os autores afirmam que isso se deve a influéncia e papel do micronutriente nos
rendimentos em relacdo a diferenciacéo celular, desenvolvimento, translocacao
de fotossintatos e reguladores de crescimento.

Na Figura 4 encontram-se as analises referentes a correlagéo linear de
Pearson, cujo as magnitudes foram classificadas de acordo com Carvalho et al.
(2004), seguindo as intensidades: >0 a < 0,30 (fraca), > 0,30 a< 0,60 (moderada)
e > 0,60 a < 1 (forte). Os resultados desta pesquisa mostraram correlacéo
moderada positiva significativa entre altura de planta e altura de insercdo da 12
vagem (r = 0,51), no qual, isso ocorre devido ao aumento da densidade da
populacdo de plantas, incrementando no aumento dessas variaveis (CRUZ et
al., 2016).
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No entanto, houve correlacdo significativa forte positiva entre vagem e
ramos por planta (r = 0,68), bem como, graos por planta com ramos e vagem por
planta (r = 0,69; r = 0,95 respectivamente), onde nota-se que vagem por planta
foi 0 componente que mais contribui para a produtividade. Para tanto, isso ocorre
devido a maior eficiéncia e distribuicdo do uso da energia solar as plantas que
tendem a formar mais ramos, aumentando o niumero de vagens e resultando em
maior quantidade de graos e concentracéo de assimilados na planta (JUNIOR et
al., 2015; ULIANA et al., 2017).

Em contrapartida, a massa de 100 grdos foi a Unica variavel que
demonstrou correlacéo significativa negativa com altura de planta (r = - 0,24).
Por outro lado, Smiderle et al. (2019) encontrou relagdo significativa e positiva
entre massa de 100 graos e altura de planta. J& a produtividade da soja e o teor
de boro ndo apresentaram correlacdes significativas no presente estudo, onde
Boaretto et al. (1997) e Rosolem et al. (2008) descrevem gue a ndo ocorréncia
de correlacdo dos teores de boro foliar e a produtividade podem ser devido a
dificuldade de remover o micronutriente que fica retido na cuticula foliar ou ligado
na camada péctica da parede celular, no qual, ndo é exercido a funcao
metabdlica de B na planta.

ALT
08

0.517 INSER 06

020 009 RP . . 0.4
0.2
0.14™ | 047 068~ | /P

£0.09™ | 013" | 0.69*  0.95 GP

0.2
024 040 0.06™ | 0.04™ 006 M100 L 0.4
0.16™  0.08™ | 0.04™ = 0.06™ | 0.05" 0.4 PROD 06
-0.8

£0.21" | 0.0 0.15" 0.09" 0.07m® 0.11"  0.10™ TeorB
-1
Figura 4. Correlacéo de Pearson para os componentes de rendimento e produtividade de soja.

Altura de planta (ALT), Altura de insercdo da 12 vagem (INSER), Ramos por planta (RP),
Vagens por planta (VP), Grédos por planta (GP), Massa de 100 grdos (M100), Produtividade
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(PROD), Teor de boro (TeorB). ***, * e ns correspondem respectivamente a significativo a
menos de 1%, 5% e ndo significativo.

Na Tabela 3 estdo expressos os valores obtidos para teor foliar de boro
em funcdo da época de aplicacdo de Trichoderma e doses de B, sendo
observada diferenca significativa em funcao das doses aplicadas.

Tabela 3. Valores de F e coeficiente de variagdo CV (%) e valores médios de
teor foliar de boro nas plantas de soja em funcdo da época de aplicacdo de
Trichoderma atroviride e doses de boro. Alta Floresta-MT, (2021).

Teor de boro (mg kg?)

Epocas (E)

SEM 81,44
V5 80,70
R1 81,31
R5 79,34
Valor de F 0,30
Doses B (D)

0 64,67
500 71,04
1000 79,11
1500 92,46
2000 96,20
Valor de F 48,05*
E*D

Valor de F 1,22"s
CV(%) 9,67

* e ns correspondem respectivamente a significativo a 5% e nao
significativo pelo teste F.

Em resposta a fertilizacdo com B, a concentracdo deste micronutriente na
folha variou entre 64,67 e 96,20 mg kg*. Assim, conforme se aumentou a dose
aplicada ocorria a elevagéo linear dos niveis de B nas folhas de soja aumentando
0,0169 mg no teor foliar por g de B aplicada (Tabela 3, Figura 5). Trautmann et
al. (2014) descrevem que a aplicagcao foliar de B na soja também aumentou a
concentracdo do nutriente nas folhas, com teores entre 68,15 e 143,33 mg kg_.
Relatos de Nakao et al. (2018) também corroboram com resultados deste
trabalho, no qual, os teores foliares do micronutriente mantiveram acima do
recomendado de 21 a 55 mg kg, se considerando a testemunha. Tal fato se
deve ao teor de matéria organica do solo, cujo é a principal fonte de B e, apesar
de baixo teor no solo, esta pode ser fornecido quantidade adequada do nutriente
para as plantas de soja (EMBRAPA, 2006).
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Figura 5. Teor de Boro (B) nas folhas de soja em funcdo da aplicacdo de doses de boro. Alta
Floresta-MT, (2021).
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Conclusdes

O fornecimento de boro, independentemente da época de aplicacéo de
Trichoderma atroviride, ndo demonstraram aumento significativo na acao
promotora de crescimento aos componentes de rendimento e produtividade da
soja. Nas folhas o teor de boro tende a aumentar a medida em que se aumenta
as doses do elemento aplicado na leguminosa.

Na soja os componentes de rendimento se correlacionam positivamente,
destacando relacdo entre altura de planta e altura de insercdo da vagem, vagem
por planta e ramos por planta, entre gréos por planta com ramos e vagem por
planta. Entretanto, houve correlacdo negativa entre a massa de 100 graos e

altura de planta, ja produtividade e teor de boro ndo tem correlacéo na soja.
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4. CONCLUSOES GERAIS

A implantacdo de técnicas de manejo utilizando microrganismos
endofiticos e micronutrientes como o deste estudo proporcionam resultados
benéficos para a soja. Com isso, destaque-se que a inoculacéo de Trichoderma
atroviride associado a fertilizacdo de boro favoreceu melhorias no metabolismo
bioquimico e fisiologico das plantas de soja, atuando como protetor de planta
minimizando os danos deletérios acometidos pelas espécies reativas de
oxigénio. Além disso, o Trichoderma e o boro mediam positivamente a sintese e
translocacdo de elementos como acgulcares, proteinas, compostos nitrogenados,
pigmentos clorofilianos e feofitinas. No entanto, ndo se evidenciou a agao
promotora destes quanto ao crescimento nos componentes de rendimento e

aumento da producao.
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