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RESUMO

SOUZA, BRENA GOMES, M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, marco de 2022. Efeito
da colonizacéo por Serendipitaindica sob aresposta do crescimento vegetal de
plantas de cana-de-aclUcar submetidas ao estresse salino. Orientador: Dr.
Alessandro Coutinho Ramos.

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) é uma das principais culturas do Brasil, € uma
fonte importante de bioenergia e alimentacdo para diversas regides do pais.
Atualmente, seu cultivo vem se estendendo para vérias regides do Brasil, as quais
apresentam solos propensos a salinizacdo. E uma importante estratégia no aumento
da toleréncia de plantas a estresses abibticos € a utilizacdo de microrganismos
promotores do crescimento vegetal, como os fungos endofiticos. Dessa forma, este
trabalho teve como objetivo avaliar os parametros morfolégicos e nutricinais de plantas
de cana-de-acUcar, inoculadas ou ndo com o fungo Serendipita indica, em reposta ao
estresse salino. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,constituido
por 6 tratamentos e 8 repeticdes. Para tal, foram usadas mudas de cana-de-acgUcar
proveniente de cultivo in vitro. As mesmas foram enraizadas, aclimatadas em casa de
vegetacdo por 10 dias e depois foram inoculadas com discos contendo fungo
Serendipita indica. Apdés a inoculagdo, as plantas foram regadas com diferentes
concentracfes de NaCl (OmM, 100mM e 200mM) a cada 2 dias durante 20 dias. Apés
os 110 dias de inoculagéo foram avaliados os seguintes parametros: Altura; diametro
do caule; massa fresca da parte aérea (MFPA); massa seca da parte aérea (MSPA);
massa fresca da raiz (MFR) e massa seca da raiz (MSR). Os resultados demonstraram
gue as plantas de cana-de-acucar inoculadas com S. indica e submetidas ao estresse
salino em diferentes concentracbes de NaCl, ndo apresentaram diferencas
significativas na altura e no diametro do caule, em relacao as plantas ndo inoculadas.
Com relacdo ao volume de raiz, as plantas inoculadas com o fungo S. indica
apresentaram valores significativamente maiores se comparados com as plantas nédo
inoculadas em todas as concentracdes de NaCl. Quanto aos parametros de MFPA e
MSPA, ndo houve diferencas significativas entre as plantas inoculadas e néo
inoculadas com o fungo S. indica submetidos as diferentes concentracdes NaCl. Ja
em relacdo a MFR e MSR das plantas inoculadas obtiveram uma maior significancia
comparada com as plantas ndo inoculadas. Houve uma reducado significativa na
MFPA, MSPA, MFR e MSR com o aumento das concentragdes de NaCl nas plantas
inoculadas. A simbiose do S. indica aumentou o contetdo de macronutrientes na parte
aérea das plantas submetidas ao estresse salino. Em ambas as particdes (parte aérea
e raiz) as plantas de cana-de-aclcar inoculadas com S. indica na concentracao
100mM foram as mais tolerantes ao estresse salino.

Palavras-chaves: Serendipita indica; salinidade; crescimento vegetal; toleracia salina



ABSTRACT

SOUZA, BRENA GOMES, M.Sc, Vila Velha University — ES, march 2022.
Ecophysiology and analysis of regulatory pathways in sugarcane inoculated

with Serendipitaindica under salt stress. Advisor: Dr. Alessandro Coutinho Ramos.

Sugarcane (Saccharum spp.) is one of the main crops in Brazil, it is an important
source of bioenergy and food for several regions of the country. Currently, its cultivation
has been spreading to several regions of Brazil, which have soils tolerant to
salinization. And an important strategy to increase plant tolerance to abiotic stresses
is the use of microorganisms that promote plant growth, such as endophytic fungi.
Thus, this work aimed to evaluate the morphological and nutritional parameters of
sugarcane plants, inoculated or not with the fungus Serendipita indica, in response to
saline stress. The experimental design was completely randomized, consisting of 6
treatments and 8 replications. For this purpose, sugarcane seedlings from in vitro
cultivation were used. They were rooted, acclimatized in a greenhouse for 10 days and
then inoculated with disks containing the fungus Serendipita indica. After inoculation,
the plants were watered with different concentrations of NaCl (OmM, 100mM and
200mM) every 2 days for 20 days. After 110 days of inoculation, the following
parameters were evaluated: Height; stem diameter; shoot fresh mass (MFPA); shoot
dry mass (MSPA); root fresh mass (MFR) and root dry mass (MSR). The pathogenic
results that sugarcane plants inoculated with S. indica and maintained under saline
stress at different NaCl concentrations, did not experience differences in height and
stem diameter, in relation to non-inoculated plants. With regard to root volume, plants
inoculated with the fungus S. indica showed significantly higher values compared to
non-inoculated plants at all NaCl concentrations. As for MFPA and MSPA parameters,
there was no significant difference between inoculated and non-inoculated plants with
the fungus S. indica manifested as different NaCl concentrations. In relation to the MFR
and MSR of the inoculated plants, they obtained a greater significance detected with
the non-inoculated plants. There was a significant reduction in MFPA, MSPA, MFR and
MSR with increasing NaCl concentrations in the inoculated plants. S. symbiosis
indicates an increase in macronutrient content in the aerial part of plants maintained
under saline stress. in both partitions (shoot and root), sugarcane plants inoculated
with S. indica at a concentration of 100mM were the most tolerant to saline stress.

Keywords: Serendipita indica; salinity; plant growth; salt tolerance



1. INTRODUCAO

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) € uma das culturas mais importantes para
a economia mundial, sendo responsavel por fornecer matéria-prima para a producao
de acucar e etanol. Ela é considerada a principal fonte de biomassa para producao de
biocombustiveis, devido a sua alta disponibilidade de sacarose e custo reduzido
(Trombeta et al., 2017).

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), o Brasil €
0 maior produtor de cana-de-agucar do mundo, com uma producéo estimada em cerca
de 585,2 milhées de toneladas para a safra de 2021/2022. Os estados de Sao Paulo
e Minas Gerais destacam-se na produgao nacional, sendo responsaveis por cerca de
61,9% da producao, seguido pelos estados do Parana, Pernambuco, Alagoas, Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul, conforme dados publicados pelo Ministério da
Agricultura.

Para manter a alta producao da cana-de-acucar, seu cultivo tem se expandido
para ambientes menos propicios, portanto, nos ultimos anos foi observado um
aumento de estudos voltados para amenizar os efeitos negativos causados por estes
ambientes adversos. Esta cultura pode ser afetada por estresses biodticos e abidticos,
como, a seca e principalmente pelo estresse salino (Dias et al., 2016).

A salinizagao € um fator limitante para o desenvolvimento e produtividade das
plantas e vém causando grandes prejuizos a agricultura (Munns et al., 2008). Ela pode
ocorrer de forma natural, onde ha ocorréncia de poucas chuvas, elevada evaporagao
e acumulagao de sais por longos periodos nos solos ou nas aguas subterraneas; ou
por meio de um evento antropico, como a irrigagdo com agua salobra advinda de
manejo inadequado, por abertura de barras de areia de lagoas costeiras e também
pelo uso excessivo e indiscriminado de fertilizantes (Athar e Ashraf, 2019).

Nas plantas, a salinidade pode causar alteracdo do potencial osmdtico,
toxicidade ibnica e desequilibrio na absor¢do dos nutrientes, consequentemente,
danificando importantes processos fisiologicos como sintese de proteinas e
metabolismo de lipideos, os quais sao responsaveis pelo seu crescimento e
desenvolvimento culturas (Dias et al., 2016). Ja no solo, os efeitos negativos da
salinizacao sao desestruturagdo, aumento da densidade aparente e da retencdo de

agua do solo, e reducao da infiltracdo de agua do solo e de ions soédicos



(Siripornadulsil et al., 2015).

Além disso, trabalhos tem demonstrado que esse fungo pode proporcionar
melhorias no crescimento e rendimento das culturas (Su et al., 2017), resisténcia a
doencas (Fakhro et al., 2010; Unnikumar et al., 2013), tolerdncia a metais pesados
(Hui et al., 2015), tolerancia a estresse hidrico e salino (Li et al., 2017; Saddique et al.,
2018; Zhang et al., 2017).

Neste contexto, este fungo tem sido considerado um poderoso simbionte,
candidato a aumentar a produtividade de culturas de interesse econémico, como a
cana-de-agucar, em ambientes acometidos pelo estresse salino. Portanto, este
trabalho teve como objetivo avaliar as caracteristicas morfoldgicas (altura, espessura
do caule, peso fresco e peso seco da parte aérea e raiz), analise nutricional (parte
aeérea e raiz) e os efeitos da colonizacdo do endofitico S. indica em plantas de canas-
de-agucar, ndo inoculadas ou inoculadas, submetidas a estresse salino, visando
contribuir para a elucidacao das vias de sinalizacdo do mecanismo de tolerancia de

plantas sob estresse salino.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar os efeitos da inoculacao do fungo Serendipita indica nos parametros
morfolégicos e nutricionais de plantas micropropagadas de cana-de-acucar sob

estresse salino.

2.2 Objetivos especificos

Analisar o efeito da inoculacdo do fungo Serendipita indica nos parametros
morfolégicos como altura, matéria fresca e seca da raiz e da parte aérea, didmetro do
colo e volume da raiz das plantas de cana-de-agucar crescidas em diferentes
concentracoes de Nacl estresse salino;

Quantificar microscopicamente a coloniza¢ao radicular pelo fungo S. indica,
evidenciando as alteracdes celulares e estruturais nas raizes das plantas de cana-de-
acucar submetidas a diferentes concentragdes (0,100 e 200mM) de NaCl.

Verificar o efeito do fungo S. indica no conteudo dos macronutrientes e
micronutrientes da parte aérea e radicular das plantas de cana-de-agucar cultivadas

sob estresse salino.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cana-de-agucar

A cana-de-acucar, de nome cientifico Saccharum officinarum, € originaria do
Sudeste Asiatico, especificamente da Regido da Nova guiné e Indonésia. Ela é
pertencente ao género Saccharum L., da familia Poaceae, fazendo parte de um
conjunto de espécies de gramineas perenes altas (Junqueira, 2016).

No Brasil seu cultivo é proveniente de um hibrido das espécies Saccharum
officinarum, Saccharum barberi, Saccharum robustum, Saccharum spontaneum,
Saccharum sinensis e Saccharum edule. A espécie Saccharum officinarum é utilizada
como base para o melhoramento genético no pais, devido a sua capacidade de
acumular altos niveis de sacarose no colmo; entretanto, possui baixa resisténcia a
doencas. J& a Saccharum spontaneum possui genes de resisténcia, vigor,
perfilhamento e capacidade de rebrota (Scarpari e Beauclair, 2008).

A cana-de-acgucar desenvolve-se em forma de touceira (moita), com formacao
de perfilho. Sendo composta por uma parte subterranea a qual € representada por
raizes e rizomas e uma parte aérea composta por caules constituidos de nos e
entrends. Suas folhas se apresentam de forma alternadas ao longo do caule com
bainha e colar, e sua inflorescéncia € do tipo panicula, onde se encontram as flores
que sao hermafroditas (Lima, 1984). Comercialmente a sua repoducao é feita por via
de propagacéao assexuada ocorrendo por meio das gemas laterais que estao presente
no colmo, chamado de tolete ou por micropropagacdo através da cultura de
meristemas apicais (Hendre et al., 1983).

Para o mercado ecodmico, € de suma importancia, pois além da producao de
acucar, etanol e aguardente, os subprodutos da cana sdo de grande importancia
socioeconémica na geracao de energia, racao animal, aglomerados, alimentos, etc.
(Trombeta et al., 2017). Ela é cultivada em mais de 100 paises, desde o nivel do mar
até climas mais temperados.

Segundo a Organizacao das Nacgdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
(Fao) no ano de 2020, foram produzidas mais de 1,91 bilhdes de toneladas no mundo
(White et al., 2020), convertendo-a em uma “commaodity” de alta importancia. O Brasil

€ considerado o maior produtor de cana-de-agucar do mundo, com uma produgao de



585,5 milhdes de toneladas na safra 2021/2022 (Camargo et al., 2021). Alem disso,
ele também se destaca em primeiro lugar na producéo de agucar, sendo responsavel
pela producao de 41,8 milhées de toneladas na ultima safra (Usda, 2021).

Entdo, diante a sua importancia socioeconémica, a cana-de-agucar tem sido
muito estudada quanto aos seus aspectos produtivos, fisioldégicos, metabdlicos e
genéticos. Os principais fatores que limitam o rendimento dessa cultura atualmente
sdo as doengas acometidas por pragas, a caréncia de nutrientes e principalmente a
alta concentracado de sal nos solos. Com isso, o uso de bioinoculante a base de
microrganismos endofiticos se torna um grande potencial na solucdo dessas
problematicas, pois os mesmo tem como fungdo aumentar o crescimento vegetal e a

tolerancia ao estresse salino nas plantas.

3.2 Estresse salino e seus efeitos sob plantas

A salinidade dos solos € um fator ambiental que restringe a produgédo das
culturas agricolas em diversas partes do mundo, particularmente nas regides aridas e
semiaridas, onde afeta severamente a produtividade vegetal (Fageria et al., 2011).
Atualmente, estima-se que cerca de 20 % das areas cultivadas e 33% das areas
irrigadas do planeta sao afetadas em alguma 14 intensidade por sais (Ashraf e Harris,
2014). E a projecao estimada € de que as areas salinas crescam 10 % anualmente.
(Shrivastava et al., 2015).

O estresse salino pode ocorre de duas formas distintas. A primaria, que ocorre
de forma natural, onde ha ocorréncia de poucas chuvas, elevada evaporagédo e
acumulagao gradual de ions oriundos do intemperismo. E a secundaria, que envolveas
praticas inapropriadas de irrigagcado, que causam um declinio na fertilidade do solo,
deixando-o mais 4cido/salino (Gill et al., 2015; Pal et al., 2016).

Nas plantas o estresse salino ocorre quando hd um acumulo excessivo de sais
dissolvido no solo, principalmente o NaCl, que pode afetar negativamente o
crescimento e o desenvolvimento da planta. Altas concentragées de sais no solo,
impedem a absorcdo de agua e nutrientes pelas plantas, causando alteragcdes do
potencial osmotico, toxicidade ibnica e desequilibrio na absor¢ao dos nutrientes, o que
resulta na reducao do crescimento e, consequentemente, na diminui¢cao da produgcao
e rendimento das culturas (Dias et al., 2016).

O estresse salino pode afetar a célula vegetal de varias maneiras. Quando ha
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um aumento na concentragdo de sais no solo, a agua tende a se mover do ambiente
da planta para o solo devido ao grandiente de concentragao da agua. Isso leva a
diminuicdo na disponibilidade de agua na célula, o que pode causar desidratacao e
danos a membrana celular. Além disso, o excesso de sais pode levar a um
desequilibrio ibnico dentro da célula, que pode ser toxico para a planta (Zhao et al.,
2021).

O sédio pode entrar na célula vegetal através de canais de ions transportadores
de membrana e através de sistemas de transporte de K/Na. Quando a concentragao
de sodio na célula aumenta, isso pode levar uma inibigdo do transportede outros ions,
como k , que € essencial para muitas fungdes celulares, incluindo o equilibrio osmético,
a fotossintese e a sintese de proteinas (Zhao et al., 2021). Além disso, 0 excesso desse
ion, pode causar um aumento no estresse oxidativo, pois, pode interagir com
moléculas de oxigénio para produzir espécies reativas de oxigénioque podem danificar
proteinas, membranas de celulares e acidos nucleicos. Isso podelevar a reducédo na
atividade enzimatica, danos no DNA e alteragdes no metabolismoda planta (Zhao et
al., 2021).

A salinidade pode causar diversos danos bioquimico, fisiologicos e moleculares
nas plantas. No entando, as plantas possuem alguns mecanismos de agao para ajudar
a mitigar os efeitos negativos que esse estresse causa no desenvolvimento (Zhao et
al., 2021).

3.3 Mecanismo de tolerancia ao estresse Salino

A tolerancia ao estresse salino é determinada por uma série de mecanismos
bioquimicos e moleculares que permitem que as plantas respondam e se adaptem a
condi¢cdes de altas concentragdes de sais no solo (Flowers et al., 2018). Esses
mecanismos sao importantes para manter a integridade e o funcionamento celular sob
condi¢cdes adversas, pois envolvem a regulacado de processos fisiolégicos, como o
controle do balanco hidrico, o controle do fluxo iénico, a producdo de moléculas
antioxidantes e a regulacédo da expressao de genes especificos (Shabala, 2017)

Os osmoprotetores sdo compostos orgéanicos, produzidos de forma natural
pelas plantas e que ajudam a manter o equilibrio osmaético das células. Dentre ele,
podemos destacar a prolina, glicina betaina, pinitol e manitol. Barros et al., 2019,

investigaram o papel da prolina no estresse Salino em mudas de cana de acgucar e
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descobriram que a prolina aumentou significativamente a tolerancia das mudas ao
estresse salino, reduzindo o acumulo de ions de sodio e cloreto nas folhas e
melhorando a fotossintese. Em um outro estudo, feito por Oliveira et al., 2016,
relataram que a prolina aumentou a expressao de varios genes que ajuda a proteger
as plantas de cana-de-agucar do estresse salino, incluindo genes relacionado a
sintese de antioxidantes e a regulagao do transporte de ions.

Uma outra estratégia que as plantas usam para evitar os danos causados pela
pela salizacdo, € removento o ion Na através das proteinas antiporte Na/H, que
utilizam as bombas de H* para regular a expressao e atividade dos transportadores de
K e Na (Zhao et al., 2021). Elas sdo encontradas nas membranas plasmaticas e nas
membranas de organelas, como o cloroplasto e a mitocondria (Zhou et al. (2019).E um
estudo realizado por Zhang et al. (2019), mostraram que a proteina SINHX3 (antiporte
H/Na) reduziu a acumulagao de Na nas folhas de tomate sob estresse salino,bem como
manteve o equilibrio idnico e protegeu as células contra o estresse oxidativo. Ja Zhou
et al. (2019), mostrataram que a expressdao da proteina ScNHX1 melhorou
significativamente a tolerancia da cana-de-agucar ao estresse salino.

Além disso, o excesso de ions tdxicos nas plantas pode ser regulado através
das gléndulas salinas, que séo encontradas nas folhas. Elas permitem a excrecao de
ions salinos em excesso nas células e nos tecidos vegetais. Esse processo também
pode ocorrer através das raizes. Em um estudo realizado com plantas de Suaeda
corniculata sob diferentes concetracdes salinas, os autores mostraram que as
glandulas salinas nessas plantas foram capazes de excretar grandes quantidades de
ions salinos, incluindo Na e Cl ( Zhang et al., 2018).

De acordo Zhang et al., 2018 as plantas também conseguem se proteger contra
o danos do estresse salino através do mecanismo de exclusao ibnica, uma vez que,
as plantas evitam a entrada de ions prejudiciais, como Na em suas raizes.

Quando a planta é exposta a altos niveis de salinidade, ocorre mudancas
significativas na expressdo génica, fazendo com que a mesma expresse genes
especificos em resposta ao estresse salino levando a producdo de proteinas que
ajudam a proteger as células contra os efeitos negativos do estresse. Zhang et al.,
(2017), avaliaram duas linhagens de milho (Zea mays), uma tolerante (linhagem 818)
e uma sensivel ao sal (linhagem 863), e através da analise de expressao génica via
RNA-seq, os mesmos identificaram um total de 1183 genes expressos nas 2 linhagens

em resposta ao estresse salino. Visto que, 648 genes foram identificados como
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especifico da linhagem tolerante ao sal. E 320 genes foram identificados como
especifico da linhagem sensivel ao sal. Esses genes expressos estavam envolvidos
em varios processos biologicos, incluindo respostas ao estresse, metabolismo
secundario e sinalizacdo hormonal.

As plantas possuem um sistema antioxidante (enzimaticos e ndo enzimaticos)
(Abbas et al., 2017), altamente eficiente que pode ajuda a minimizar os efeitos do
estresse salino. Esse sistema é composto por um conjunto de enzimas e moléculas
que trabalham juntas para reduzir a producao de espécies reativas de oxigénio (EROs)
e para eliminar essas moléculas danosas antes que possam causar danos as celulas
vegetais (Gill et al., 2017). As principais enzimas antioxidantes envolvidas nesse
processo sao: a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POD),
ascorbato peroxidase (APX), glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPX).
Essas enzimas trabalham juntas para neutralizar as EROs produzidas durante o
estresse Salino (Mittler, 2017). Além dessas enzimas, as plantas também possuem
outros compostos antioxidante, como a glutationa, caracterndides, vitamina C e E que
ajudam a neutralizar as EROs (Bowler et al., 1992).

Em um estudo realizado em 2017, os autores mostraram que a atividade das
enzimas antioxidantes SOD, CAT e POD aumentou significativamente em plantas de
cana-de-acucar submetidas a condi¢cdes de estresse salino. Sugerindo que as
enzimas antioxidantes estdo envolvidas na resposta da planta ao estresse salino
(Kumar, 2017). Furtado et al., (2014) também apontaram que a atividade da enzima
SOD aumentou em plantas de cana-de-agucar submetidas a estresse salino,
enquanto a atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) diminuiu. No entanto, o
tratamento das plantas com o antioxidante exdgeno acido ascérbico (vitamina C)
aumentou a atividade da APX e reduziu os efeitos do estresse salino na planta.

Diversos horménios, como o acido abscisico (ABA), o etileno e o acido
jasmonico (JA) desempenham um papel importante na regulacdo da resposta das
plantas ao estresse salino (Jia et al., 2012). O ABA € o horménio mais importante na
regulacdo das respostas ao estresse, pois ele funciona como uma molécula de
sinalizagcdo secundaria para ativar uma cascata de quinase e mediar a expressao
génica durante a resposta ao estresse salino (Verma et al., 2016). Sabe-se que em
condicbes salinas a absor¢cao de agua € limitada, levando a desidratacao celular e
alteracdes no turgor celular, gerando estresses osmoéticos, causando assim, um

aumento nos niveis endogenos de ABA, que consequentemente, ira provocar o
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fechamento dos estdmatos, diminuindo a perda de agua pelas folhas, ajudando a
conservar agua nas raizes e reduzindo a transpiragcao permitindo que elas sobrevivem
em condi¢cdes de salinidade elevada. Assim, a osmorregulagdo € uma funcao
importante da resposta ao estresse salino da planta mediada por ABA (Verma et al.,
2016).

Além disso, outros homonios como o acido salicilico (AS) ajuda acido
indolacético (AIA) podem ajudar as plantas a tolerar o estresse Salino. O AS ajuda a
induzir a resisténcia sistémica adquirida nas plantas, fornecendo seu sistema de
defesa contra patdgenos, estresses abioticos, incluindo o estresse salino. Ja o AIA
ajuda a promover o crescimento das raizes e aumentar a absor¢ao de agua e nutriente

pelas plantas (Verma et al., 2016).
3.4 Microorganismos Promotores do Crescimento Vegetal (MPCV)

Os MPCV sao organismos benéficos que vivem associado as plantas e auxiliam
seu crescimento e desenvolvimento. Esse microorganismos incluem, bactérias e
fungos que podem colonizar as raizes ou partes aéreas das plantas (Li et al., 2017).
Eles podem ser encontrados em uma variedade de ambientes, incluindo solos, agua
e até mesmo em plantas selvagens. Sdo amplamente utilizados na agricultura como
alternativa aos fertilizantes quimicos e pesticidas, uma vez que sao menos prejudiciais
ao meio ambiente e a saude humana (Mishra et al., 2017). A interacdo desse
micoorganismos é benéficas para as plantas, pois além de promovero crescimento
vegetal, eles também melhora a absor¢cao de nutrientes, ajuda na protecao contra
efeitos bidtico e abidticos (Bakhshandeh et al., 2019). E e os fungos endofiticos séao

considerados como um tipo de MCPV.

3.5 Fungos endofiticos

O solo € composto por uma microflora muito diversificada em que as plantas
estdo susceptiveis a serem colonizadas por diversos microrganismos, dentre eles os
endofiticos. Os endofiticos, podem ser fungos e ou bactérias, que se encontram no
interior das plantas durante, todo ou pelo menos uma parte do seu ciclo de vida sem
causar danos aparentes (Li et al.,, 2017). Eles pertencem principalmente aos filos
Ascomycota e Basidiomycota e distribuem-se por diferentes érgaos e tecidos do

hospedeiro (Hardoim et al, 2017).



Existe uma associagao simbidtica entre a planta hospedeira e 0 microrganismo
endofitico, na qual a planta protege e nutri 0 microrganismo e este por sua vez induz
a sintese ou produz metabodlitos bioativos que auxiliam a protegédo das plantas contra
a estresses bidticos e abiodticos. E dentre esses microrganismos endofiticos existentes

podemos destacar o Serendipita Indica (Hardoim et al., 2017).

3.6 Serendipitaindica e seus beneficios com seu hospedeiro

O Serendipita Indica, anteriormente chamado Piriformospora indica, € um fungo
endofitico de raiz facultativa pertencente ao filo Basidiomycota, ordem Sebacinales e
familia Serendipitaceae (Weib et al., 2016). Esse fungo foi isolado pela primeira vez
das raizes de Prosopsis juliflora e Zizyphus mummularia no deserto de Thar, india
(Verma et al., 1998).

O seu crescimento ocorre de forma inter e intracelular, produzindo
clamiddsporos que possuem formato de péra no cortex das raizes colonizadas e na
zona da rizosfera, porém ele ndo atinge a endoderme € as partes aéreas das plantas
(Varma et al., 2012) (Figura 1. A e B). Além disso, seu estilo de vida é considerado
bifasico (Zuccaro et al., 2011)

Morfologicamente, as suas células apresentam paredes finas, hialinas, sem
pigmentos e com didmetro que podem variar entre 0,7 e 3,7 um, sendo dependete das
condi¢des de cultura (Prasad et al., 2013). Geralmente suas hifas apresentam-se de
forma separadas, mas enroladas em varias camadas, podendo formar conexdes
laterais, denominadas anastomoses, para passagem de agua, nutrientes e organelas
(Costa, 2014).

A colonizagdo do fungo S. indica com o seu hopedeiro esta totalmente
associada a supressao do sistema imunolégico da raiz. Essa supressao € mediada
por meio de alteracées na producao de fitohormdnios e elevacao de calcio intracelular
na planta colonizada, funcionando como sinalizadores durante o reconhecimento
microrganismo benéfico-planta (Gill et al., 2016). Assim, os efeitos benéficos que o
fungo promove para as plantas sao depedentes dos processos de reconhecimento e
sinalizacao que serao ativados na planta em resposta a colonizacao do fungo S. indica
(Oelmiiller et al., 2009). A medida que a colonizagcdo prossegue, as raizes sao
densamente cobertas com hifas extracelulares e abrigam através de redes inter e
intracelulares (Gill, 2016).



Além, disso da simbiose micorrizica, ocorrem modificagdes na expressao de
genes da planta e do fungo, acompanhadas pelas mudancas morfologicas e
fisiologicas necessarias para a transferéncia bidirecional de nutrientes entre os
simbiontes (Requena et al., 2003).

Uma das principais caracteriticas desse microorganismo € a sua alta
capacidade de colonizar raizes de uma gama de espécies vegetais. E essa simbiose
pode influénciar no aumento da aquisi¢ao de nutrientes e na tolerancia aos estresses
salino, térmico e hidrico (Gill et al., 2015; Pal et al, 2016; e Varma et al. 2012).

Além disso, o S.indica pode atribuir resisténcia a pragas, organismos
patogénicos, toxinas, ions de metais pesados, estimular a floracdo precoce e pode
aumentar a producao de biomassa (Das et al., 2015). Diante a esses beneficios que
a colonizacao do S.indica pode promover no seu hospedeiro, ele vem se detacando
de forma significativa na agricultura, sendo usado como biofertilizante

Em um experimento feito por Waller et al., (2015), a inoculagdo do S. indica
induziu a resisténcia da cevada contra patégenos radiculares e foliares, incluindo F.
culmorum e B. graminis. Além disso, Su et al. (2017) observaram que as plantas de
canola (Brassica napus L.) inoculadas com o fungo S. indica apresentaram um
aumento significativo na biomassa vegetal, resisténcia ao acamamento e rendimento
e qualidade do dleo.

O fungo S. indica também confere tolerancia ao estresse abidtico,
especialmente estresse por seca e salinidade que pode resultar de uma maior
atividade enzimatica antioxidante, acumulacdo de prolina, expressdo de genes
relacionados a seca (Xu et al., 2017). Segundo Saddique et al. (2018), a inoculagéo
de S. indica em plantas de arroz sobmetidas ao estresse osmotico, promoveu uma
melhora significativa na biomassa vegetal e no comprimento da raiz e da parte aérea
das plantas de arroz inoculadas. Em 2017 estudo feitos por Zhang e colaboradores,
monstraram que a colonizacao desse fungo em plantas submetidas ao estresse salino
ocasionou um maior acumulo de prolina e a indugdo da expressao de genes

relacionada a seca.
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Figura 1. Clamidosporos do fungo endofitico S. indica em formato de péra (A),
adaptado de Varma 2012. Formacéao intracelular de clamidosporos(B). Formacao de
clamidésporos em placas de petri(C). Adaptado de Kost e Rexer (2013) (Figura 1: A,
B e C). As barras representam 5 uM (A), 30 uM (B) e 30 uM (C).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Selecédo da espécie vegetal e dos fungos

A selecdo da espécie vegetal e do fungo S. indica foi baseada em estudos
presentes na literatura, levando em consideracao a importancia da espécie vegetal e
a eficiéncia do fungo na promocéo do crescimento, biomassa vegetal e capacidade

em fornecer tolerancia ao estresse salino para as plantas hospedeiras.

4.2 Localizacao e Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao no Campus Biopraticas da
Universidade Vila Velha-ES (Latitude de 20°21'03” S; Longitude de 40°18’08”
Wi;Altitude de 10m), sob condi¢bes de luminosidade e temperatura ambiente.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC), constituido
por 3 concentragdes de NaCl (0,100,200 mM) e duas condi¢des microbiologicas (n&o
inoculado e inoculado com S. indica), totalizando 6 tratamentos com 8 repeticées cada,
tendo um total de 48 plantas de cana-de-agucar. A unidade experimental foi composta

por um vaso de plastico com capacidade de 2L, com uma planta por vaso.
4.3 Material Vegetal

As mudas de cana-de-agucar usadas no experimento s&o da cultivar
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SP803280. Foram oriundas de cultivo in vitro e doadas pelo Laboratério de
Biotecnologia (LBT) do Centro de Biociéncia e Biotecnologia da Univerdade Estadual
Norte Fluminence Darcy Ribeiro (UENF). As plantas cultivadas em potes de vidro
herméticos contendo meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962) suplementado
com sacarose (20 g L"), phytagel (2 g L-') e 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) (10
puM), com o pH ajustado para 5.8. Para o enraizamento, as mudas foram tranferidas
para novos potes contendo um novo meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962)
suplementado com sacarose (20 g L"), AIB (acido indol butirico) (1 g L-') e phytagel (2
g L") com pH ajustado para 5.8 onde permaneceram por 20 dias (Figura 2. A).

ApOs o enraizamento, as mudas micropropagadas foram retiradas dos potes e
foram transplantadas individualmente para uma sementeira, contendo areia
previamente autoclavada por duas vezes. Em seguida as mudas de cana-de-agucar
foram aclimatadas em estufas por 15 dias em sala de cultivo em fotoperiodo de 16he
com temperatura controlada de 25 °C para adaptacdo das mudas (Figura 2. B). Apds
esse periodo, as plantas foram transferidas para casa de vegetagao, onde ocorreu a

inoculagao com o fungo S. indica.

Figura 2. Mudas de cana-de-acguca cultivadas em meio de cultura MS (A). Estufas de
aclimatagédo das mudas de cana-de-acucar (B).
Fonte: Brena Souza (2021).

4.4 Obtencédo do fungo Serendipita Indica

O endofitico Serendipita indica foi obtido da cole¢&o da Profa. Dra. Cristina Cruz
do Centro de Ecologia, Evolu¢cdo e Mudangas Ambientais, na Faculdade de Ciéncias,
Universidade de Lisboa, Portugal e atualmente € mantido na cole¢éo de culturas do
Laboratério de Microbiologia Ambiental e Biotecnologia (LMAB) da Universidade Vila
Velha (UVV), Brasil.
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A propagacao das culturas estoque foi realizada de acordo com VARMA et al.
(1999). Para o crescimento do fungo em meio sélido, 1 disco de agar (1 cm didmetro)
foi removido das col6nias fungica em crescimento e inoculado em placa de Petri (10 x
11 mm), com 25 mL de meio Kaefer (KM) contendo: 2 g L' de peptona, 1 g L' de
extrato de levedura, 10 g L' de glicose, 50 mL L-1 de solugcdo de macronutrientes (12
g L-1 NaNO?3, 10,4 g L' KCl, 10,4 g L' MgSO*.7H20 e 30,4 g L' KHPO#%), 10 mL de
solugdo de micronutrientes (13,3 uM H2BO3, 7 uM MnCI2.4H20, 2 uM ZnSO*.7H20,
0,5 uM CuS0*.5 H20, 0,086 uM (NH4) 6M0704.4H?0), 1 mL L' de Fe-EDTA, 1 mL L-
! de solugdo de vitaminas, 20 g L' de agar. O pH do meio foi ajustado para 5,5-5,6
antes da esterilizacdo a 121 °C por 40 min. As placas foram mantidas na auséncia de
luz, a temperatura de 28+1 2C em incubadora BOD (DAS et al. 2012). E aos 15 dias

de crescimento certificou-se nas placas a producao de clamiddsporos.

Figura 3: Multiplicagdo do fungo S. indica em plancas contendo meio de cultura KM.
Fonte: SOUZA, Brena (2021).

4.5 Inoculacao das plantas de cana-de-acucar e inducéo do estresse salino

Na casa de vegetacao, as plantas foram transplantadas para vasos de plastico
de 2 L contendo o substrato estéril composto por areia:terra vegetal (2:1). Em seguida
a mudas foram inoculadas de acordo com a técnica nomeada de “sanduiche” (Figura
4), onde 4 discos de agar (11 mm) contendo clamidésporos do S.indica foram
colocados em contato direto com as raizes das plantas. As plantas foram mantidas em
casa de vegetacdo durante 90 dias e foram regadas trés vezes por semana, com
solucdo de Clark modificada (% forga), pH 5,5-5,6 (CLARK, 1975).
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Figura 4: Inoculacdo das mudas de cana-de-agucar aplicando a técnica “sanduiche”,
utilizando discos contendo o S. indica.
Fonte: Amanda Bertolazi

Aos 90 dias de inoculagdo, as plantas foram submetidas ao estresse salino
através da aplicacao de diferentes concentracées de NaCl (0 mM, 100 mM, 200 mM).
Elas foram irrigadas a cada dois dias, no periodo de 20 dias com 100 mL de solucao
contendo as diferentes concentracdes de NaCl. Apds esse periodo, foi feita a
avaliacao dos parametros morfoldgicos e nutricionais, além disso, também foi avaliada

a capacidade de colonizacéao e efetividade fungica das raizes da cana-de- agucar.
4.6 Paramentos de crescimento das plantas de cana-de acucar

O experimento ocorreu em um total de 110 dias, este tempo foi pré-
estabelecido para que ocoresse a simbiose entre o fungo endofitico e a planta. Logo,
aos 110 dias apos a inoculacao foram avaliados os seguintes parametros: altura das
plantas (cm), sendo medidas da base do caule ao apice foliar; o diametro do
caule(mm) utilizando um paquimetro digital (Digital Caliper,USA); a massa fresca da
parte aérea (MFPA); massa seca da parte aérea (MSPA), massa fresca da raiz (MFR)
e massa seca da raiz (MSR) por meio de pesagem em balancga analitica de precisao,
a taxa de colonizagcao micorrizica via microscopia Opitica e o conteudo de macro e

micronutrientes.
4.7 Coloracéo das raizes e determinacado da taxa de colonizacdo endofitica

A avaliagdo da colonizag&do endofitica do S. Indica nos diferentes tratamentos
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foi realizada conforme a metodologia descrita por Phillips e Hayman, (1970) com
modificagdes, 60 dias apos a inoculagdo. As amostras das raizes foram coletadas e
lavadas em agua corrente. Em seguida, foram colocadas em tubos Falcon contendo
KOH 10 % e submetidas a aquecimento em banho maria a 60 °C por 60 minutos para
clarificar. Depois de clarificadas, as mesmas foram transferidas para novos tubos
Falcon, onde foram lavadas com agua deionizada e coradas em azul de tripano 0,02

% por 20 min. E por fim, foram descoradas com lactofenol 50 % por 1-2 h.

Apos o processo de coloragdo, 20 segmentos de raizes de cada tratamento,
medindo aproximadamente 1cm de comprimento, foram escolhidos aleatoriamente,
colocados em laminas e levados para visualizacdo em microscépio optico. A
distribuicdo dos esporos (S. indica) dentro do cortex radicular foi utilizada como indice
de colonizacdo. O percentual de colonizacéo foi determinado utilizando a seguinte
férmula: Colonizag&o de Raiz (%) = [(numero de segmentos colonizados / numero total

de segmentos analisados) x 100] (Bertolazl et al., 2019 e Begum et al, 2019).
4.8 Acumulacdo de macro e micronutrintes da parte aérea e raiz

As amostras da parte aérea e da raiz das plantas dos respectivos tratamentos
foram lavadas em agua corrente e agua deionizada,e em seguida foram secadas em
estufa de circulagéo forcada de ar a 60-70 °C, por um periodo de 72 h, depois desse
perido foram pesadas. Apos secagem as amostras foram moidas e o material
resultante foi acondicionado em recipientes de plastico hermético visando um melhor
acondicionamento do mesmo, para as posteriores analises quimicas. Os macro e

micronutrientes foram quantificados por ICP-OES (Peters, 2005).

5.9 Andlise Estatistica dos Dados

Os dados foram analisados estatisticamente por two-way ANOVA. Quando
verificado que houve diferenga significativa entre os tratamentos, os valores médios
foram comparados pelo teste de Tukey em p<0,05. Todas as analises foram realizadas
utilizando o software GraphPad Prism 7.0, com um nivel de significancia de 5 % para

testar as hipoteses.
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5. RESULTADOS

5.1 Respostas no crescimento das plantas de cana-de-agucar

As plantas nao inoculadas com o fungo S. indica apresentaram um aumento
significativo da altura apenas nas plantas submentidas a concentragcdo 100mM de Nacl
quando comparadas com as plantas controle (Figura 5A). Porém, nesta mesma
concentracdo as plantas inoculadas apresentaram um decréscimo significativo de
12,11% (p< 0,0001). Quanto ao didmetro do colo das plantas, ndo houve nenhuma
diferenca significativa entre os tratamentos ndo inoculados e inoculados com o fungo
P. indica expostos as diferentes concentracoes de NaCl (Figura 5B).

Com relagdo ao volume de raiz, as plantas inoculadas com o fungo S. indica
apresentaram valores significativamente maiores se comparados com as plantas n&o
inoculadas, sendo 25,3% (p< 0,0001), 69,03% (p< 0,0001) e 54,77 % (p< 0,0001)
nas respectivas concentracées de 0,100, 200mM de NaCl (Figura 5C). No entanto,
nao houve significancia no volume de raiz quando se compara as plantas inoculadas

com o S.indica sob as diferentes concetragdes salina (0, 100 e 200mM).
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Figura 5. Avaliacao da Altura (A), diametro do caule (B), volume de raiz (C) em plantas
de cana-de-agucar ndo inoculadas e inoculadas com S. Indica sumetidas ao estresse
salino com NaCl, 110 dias apés a inoculagao. Os dados foram analisados por two-way
ANOVA e as médias comparadas com teste de Tukey. As letras maiusculas diferentes
entre os tratamentos ndo inoculados e inoculados, sob a mesma concentragao de
NaCl; e as letras minusculas entre as diferentes concentragdes de NaCl e sob mesma
inoculagao, indicam diferencas significativas do teste de Tukey (p<0,005). As colunas
representam os valores médios de oito repeticdes e as barras representam o desvio
padrao.

De acordo com a Figura.6D e F ndo houve diferencgas significativas da MFPA
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e MSPA entre as plantas inoculadas e ndo inoculadas com o microorganismos, exceto,
no tratamento controle, onde as plantas inoculadas sem estresse salino apresentaram
um aumento significativo de 43,61% (p< 0,0001) (MFPA) e 34,10% (p< 0,0001)
(MSPA) se comparadas com as plantas controle ndo inoculadas.

Notou-se um aumento significativo na massa fresca e seca das raizes das
plantas inoculadas comparado com as plantas nao inoculadas submetidas as
diferentes concentragdes de NaCl, com excessao da massa seca de raiz no tratamento
de 200mM de NaCl (Figura 6E e G).

Houve também uma reducéo significativa na MFPA, MSPA, MFR e MSR com
0 aumento das concentragdes de NaCl nas plantas inoculadas e expostas a 200mM
de NaCl (Figura 6D,E,F,G).
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Figura 6. Avaliacdo da matéria fresca da parte aérea (D), matéria seca da raiz (E),
matéria fresca da parte aérea (F), matéria seca da raiz(G) em plantas de cana-de-
acucar nao inoculadas e inoculadas com S. Indica sumetidas ao estresse salino com
NaCl, 110 dias ap6s a inoculagao. Os dados foram analisados por two-way ANOVA e
as médias comparadas com teste de Tukey. As letras maiusculas diferentes entre os
tratamentos n&o inoculados e inoculados, sob a mesma concentragao de NaCl; e as
letras minusculas entre as diferentes concentracdes de NaCl e sob mesma inoculacgao,
indicam diferencas significativas do teste de Tukey (p<0,005). As colunasrepresentam
os valores médios de oito repeticoes e as barras representam o desvio padrao.
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5.2 Porcentagem da colonizacao do fungo S. indica

Nos seguimentos de raizes analisados por microscopia Optica de todos os
tratamentos n&o inoculados nao foi visualizado a presenga de nenhum clamiddsporo
(Figura 6A,B e C). Ja nos tratamentos inoculados submetidos ou ndo ao estresse
salino pode-se observar numerosos clamiddsporos nas células corticais das raizes de
cana-de-acgucar (Figura 6D,E e F).

Morfologicamente os esporos do fungo S. indica possuem formato arrendado
(Figura 6D). Contudo, pode-se notar que nas plantas que foram submetidas a maior
concentragado de sal [200mM] o formato dos mesmos passaram a ser retangulares
(Figura 6F).

(AL

Figura 6. Micrografia representativa da colonizagdo fungica em raizes de cana-de-
acucar nao inoculadas sem o estresse salino (A), raizes de cana-de-agucar nao
inoculadas e submetidas a [100mM] de NaCl (B), raizes de cana-de-agucar nao
inoculadas submetidas a [200mM] de NaCl (C), raizes inoculada com S. indica sem o
estresse salino (D), raizes de cana-de-agucar inoculadas e submetidas a [100mM] de
NaCl (E), raizes de cana-de-agucar inoculadas e submetidas a [200mM] de NaCl. As
raizes colonizadas mostram a presenga de esporos de S. indica (setas pretas). As
barras representam 40 uM (A,B e C) e 20 uM (D,E,F). As raizes foram coradas com
azul de tripano 0,02%. As setas mostram a presenca do fungo.

Como podemos observar na Tabela.1, a taxa de colonizagdo radicular dos
tratamentos inoculados e submetido as diferentes concentragdes de NaCl foi superior
a 85,00 %. No entanto, nas concentragdes de 100 e 200mM de NaCl a taxa foi
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superior as plantas controle, atingindo 100% de colonizag&o.

Tabela 1. Taxas de colonizagcdo endofitica nas raizes das plantas de cana-de-agucar
inoculadas e nao inoculadas com S. indica, nas diferentes concentracbes de NaCl,
apos 90 dias de inoculacgao.

N&o [100] NaCl + [200] NaCl +
Tratamentos . Inoculado L ..
inoculado S.indica S.indica
Colonizagao (%) - 85,20+5,7A 100£0A 100+0A

Os dados foram analisados através de two-way ANOVA combinados com teste de Tukey. As
letras maiusculas e minusculas distintas destacam que ha diferencas significativas pelo teste
de Tukey em p<0,05 (n=8), em relacdo ao estresse salino e a condicdo de inoculacao,
respectivamente.

5.3 Conteudo de macro e micronutrientes na parte aérea

Foram analisados nesse experimento o conteudo de macronutrientes e
micronutrientes, sendo estes, Nitrogénio (N), Fésforo (P), Potassio (K), Calcio (Ca),
Magnésio (Mg), Enxofre (S), Carbono (C), Niquel (Ni), Cobre (Cu), Zinco (Zn), Ferro
(Fe), Manganés (Mn), Aluminio (Al), Chumbo (Pb) e Cobre (Cr), da parte aérea e nas
raizes das plantas de cana-de-agucar (Tabela 3 e 4).

A colonizacao do S.indica proporcionou um aumento significativo do conteudo
de N (30,49 % ;p< 0,0001), K (15,82 %; p< 0,0001), Ca (21,78%; p< 0,0001), Mg
(31,84 %; p< 0,0001), e S (24,87 %; p< 0,0001), na parte aérea das plantas controle.
Ja nas plantas inoculadas sob as diferentes concentracées de NaCl houve um
aumento significativo do acimulo de N 50,29%, 49,54% e 46,50%, P (4,30%, 76,10
% e 28,10%), Ca (21,78%, 36,72 e 14,53; p< 0,0001), Mg 30,48%, 39,26% e 28,10 %
(p< 0,0001), S (24,26%, 13,29% e 7,15%; p< 0,0001), se comparada com as plantas
nao inoculadas, como mostrado na Tabela.3. No entanto, as plantas inoculadas e
expostas a 0 e 200mM de NaCl apresentaram uma redugcdo no conteudo de K
(22,10%; p< 0,0001) e Ca (10,6%; p< 0,0001).

No conteudo de Na, as plantas inoculadas e expostas as diferentes
concentragoes (0, 100 e 200 mM) de NaCl, apresentaram um encremento significativo
de 15,97% (p< 0,0001), 53,72 % (p< 0,0001) e 15,12 % (p< 0,0001), respectivamente.
Ja as plantas inoculadas com S. indica submetidas a 100 e 200 mM apresentaram
maior conteudo de Na, sendo este crescente 382,32% (p< 0,0001) e 977,60%(p<
0,0001).

Ja nos micronutrientes da parte aérea das plantas controle inoculadas e nas
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plantas inoculadas sob a concentracdo de 200mM de Nacl houve uma reducao do
conteudo de Ni em 48,74% (p<0,0001) e 39,12 % (p<0,0001), respectivamente
(Tabela 3). O conteudo de Cu apresentou um aumento de 120,51% (p<0,0001) no
tratamento de plantas inoculadas e submetidas ao estresse salino de 100mM de NaCl
comparada ao tratamento de 100mM de NaCl sem o microorganismo. O estresse
salino ndo influénciou o conteudo de Cu nas plantas inoculadas.
Observou-se, que acumulo de Zn nas plantas inoculadas aumentaram
significativamente 66,00 % (p<0,0001), 42,73 (p<0,0001) e 23,42% (p<0,0001) em
relagdo as plantas nao inoculadas nas diferentes concentragées (0,100,200 mM) de
NaCl (Tabela 3). No tratamento de 200mM de Nacl as plantas inoculadas apresentou
um decréscimo significante de 11,71% (p<0,0001) em relacdo ao controle inoculado.

Houve uma reducéo significativa de 35,30% (p< 0,0001) no conteudo de Fe nas
plantas controle inoculadas (Tabela 3). Em contrapartida, nas plantas inoculadase sob
100mM de NaCl apresentaram um aumento de 59,18% (p< 0,0001) no contéudode Fe
em relagdo a essa mesma concentragdo sem o inoculacdo. Se tratando das plantas
inoculadas nas diferentes concetracoes, o tratamento com 100mM de NaCl obteve um
maior acumulo de Fe(100,86%; p<0,0001).

O contetdo de Mn diminuiu 34,74% (p<0,0001) na concentragdo de 200mM de
NaCl das plantas inoculadas em relacdo a essa mesma concentracdo sem o
microorganismo. Nas concentragboes de 100 e 200mM de Nacl com e sem o fungo, as
plantas apresentaram maior acumulo de contudo de Mn em relagao as plantascontrole
inoculadas e nao inoculadas, respectivamente.

Se tratando do metais, o conteudo de Al apresentou um aumento significativo
de 84,11% (p<0,0015) na parte aérea inoculada e submetida a concentracdo de 100
de Nacl comparadas com a parte aérea sem inoculacdo. No entanto, houve um
aumento nao significativo do conteudo de Al na parte aérea das plantas de cana-de-
acucar submetidas a 200mM de NaCl.

Observou-se um aumento significativo de 362,12 % (p<0,0001 ) no contéudo
de Pb das plantas inoculadas submetidas a 200mM de NaCl comparada as plantas
nao inoculadas da mesma concentragcao de sal (Tabela 3). Essas mesmas plantas
guando comparadas as plantas inoculadas sem o estresses salino apresentou uma
diferenca significante de 205,00% (p<0,0001). Entretanto, teve um decrécimo de
80,65% (p<0,0001) nas plantas colonizadas e submetidas a [100mM] de Nacl

comparadas as plantas sem o fungo sumetidas a essa mesma concentragao de sal.
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Na concentracdo de 200mM de Nacl o endofitico provocou decrécimo
significativo de 43,43% (p< 0,0001) na obsorg&o do conteudo de Cr da parte aérea das
plantas inoculadas comparada com a parte aérea das nao inoculadas do respectivo
tratamento. Ja a parte aérea submetida a [100mM] de NaCl apresentou umacrécimo
significativo de 111,10% (p<0,0001) e 54,90% (p<0,0017) no conteudo de Cr
comparadas com a parte aérea das plantas controle inoculada sem e com 200mMde

Nacl,

Tabela 2. Conteudo de macronutrientes [Nitrogénio (N), Fosforo (P), Potassio (K),
Calcio (Ca), Magnésio (Mg), Enxofre (S) e Carbonon(C)] e o conteudo de
micronutrientes [Niquel (Ni), Cobre (Cu), Zinco (Zn), Ferro (Fe), Manganés (Mn),
Aluminio (Al), Chumbo (Pb) e Cromo (Cr)] na parte aérea das plantas de cana-de-
acucar nao-inoculadas, inoculadas com S. indica nas diferentes concentragdes de
NaCl, ap6s 110 dias de inoculagao.

Tratamentos

Nutrientes . : ;

0 mM 0mM +Si 100 mM 100 mM + Si 200 mM 200 mM +Si

gkg'!
N 5,05 Bb 7,59 Ac 5,39 Bb 8,06 Ab 7,08 Ba 10,37 Aa

@ P 2385,18 Ba 2487,62 Ac 1628,85Bb 2867,83 Ab 1624,14 Bb 2080,36 Aa
S K 67396,8 Bb 78059,7 Aa 71565,4 Bb 78422,9 Aa 64307,8 Ab 60846,7 Bb
E Na 815,27 Bc 945,53 Ac 2966,80Bb  4560,45Ab  8850,60Ba  10189,10 Aa
% Ca 28913,9 Bb 35212,1 Ab 34214,6 Ba 46780,9 Aa 27519,7 Bb 31518,9 Ab
=

Mg 7366,89 Ba 971252 Ab 8053,24Ba 1121510 Aa  6332,97 Bb 8110,39 Ac
S 6849,83 Ba  8512,10 Aa 7354,32 Ba 8332,07 Aa 6474,26 Ba 6937,18 Ab
408,16 Aa 406,32 Aa 407,84 Aa 405,80 Aa 398,35 Aa 403,35 Aa

mg kg

Ni 49,92 Aa 25,59 Ba 27,34 Aa 21,72 Aa 26,15 Aa 15,92 Bb
a Cu 17,32 Aa 19,22 Aab 11,75Bb 21,64 Aa 16,34 Aa 16,71 Ab
E Zn 145,43 Bb 241,41 Aa 177,20 Ba 252,91 Aa 172,76 Ba 213,15Ab
g Fe 1178,55 Aa 762,72 Bb 980,49 Bb 1531,29 Aa 891,68 Ab 889,14 Ab
S Mn 1543,68 Ab 1621,63 Ab 2200,17 Aa 2132,97 Aa 2029,10 Aa 1324,11 Bc
= Al 1832,80 Aa 669,98 Bb 692,39 Bb 1274,76 Aa 756,94 Ab 1021,84 Aab

Pb 1,46 Bb 2,00 Ab 19,02 Aa 3,68 Bb 1,32 Bb 6,10 Aa

Cr 19,87 Aa 7,09 Bb 9,69 Ba 15,01 Aa 9,51 Aa 5,38 Bb

Os dados foram analisados através de two-way ANOVA combinados com teste de Tukey. As
letras maiusculas e minusculas distintas destacam que ha diferencgas significativas pelo teste
de Tukey em p<0,05 (n=8), em relacdo ao estresse salino e a condicdo de inoculacéo,
respectivamente.

Avaliando os macronutrientes presentes na parte radicular das plantas de

controle, observou-se através da Tabela.2, que colonizagao do S.indica proporcionou
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um aumento significativo do conteudo de N (67,39 %; p<0,0001), P (68,44 %; p<
0,0001), K (108,55 %; p<0,0001), Na (277,62 %; p<0,0001), Ca (172,43 %; p<
0,0001), Mg (170,83 %; p< 0,0001) e S (85,08 %; p< 0,0064).

No tratamento sob 100mM de Nacl a inoculagcdo também estimulou um
encremento significativo no conteudo de P (76,10; p<0,0001), Na (32,73%; p<0,0001),
K (53,72%; p<0,0001), Ca (39,26%; p<0,0001), Mg (13,30; p<0,0001) e S (118,26%;
p<0,0064), respectivamente, com excec¢ao no conteudo de N. J4 nas raizes das
plantas expostas a 200mM de NaCl, houve um aumento significativo no conteudo de
N (19,74%; p<0,0221) e C (105,38%; p<0,0001). Porém, houve uma redugéo
significativa na absorcdo de Mg (26,63%; p<0,0001).

O Fungo S.indica proporcionou um maior acumulo no conteudo de P ( 28,00%;
p<0,0001), K ( 23,50 %; p<0,0001) e Ca ( 50,22%; p<0,0001) nas raizes das plantas
controle inoculadas comparada ao conteudo das plantas sob 100 e 200mM de NaCl.
Ao adicionar o sal nos tratamentos inoculados, houve um aumento significativo no
conteudo de K (21,17%; p<0,0001 e 17,27%; p<0,0001) e Ca (33,43%; p<0,0001 e
22,65%; p<0,0001) no tratamento de maior concentragdao de NaCl (200mM), exceto
o P (Tabela 3).

A colonizagcdo aumentou a absorcédo do conteudo de Mg nas plantas controle
colonizadas. Porém, essa absorcdo sofreu uma redugéao significativa de 16,50% (p<
0,0001) no tratamento colonizado sob a concetracdo de 200mM de NaCl (Tabela 3).
Ja o tratamento controle inoculado apresentou um acréscimo significativo de 78,00%
e 70,82% (p< 0,0001) no conteudo de Mg, quando comparado com os tratamentos
inoculados expostos a 100 e 200mM de NaCl.

De acordo com a Tabela.3, houve um acumulo significativo de 105,35%
(p<0,0001) no conteudo de C do tratamento inoculado sob 200mM de NaCl comparado
ao tratamento n&o inoculado exposto a 200mM de NaCl (Tabela 3).

Em relagdo aos micronutrientes mencionados na Tabela.3, notou-se que as
plantas controle colonizadas tiveram um aumento significativo no conteudo de Ni
(78,80%; p<0,0001), Cu (86,10%; p<0,0001), Fe (183, 37%; p<0,0001), Mn (235,15%;
p<0,0001), Al (101,11%; p<0,0001), Pb (46,05%; p<0,0001), exceto o Zn e Al, quando
comparado as plantas controle ndo inoculadas. As plantas colonizadas sob 100mM de
Nacl, todos os micronutrientes apresentaram um acumulo significativo Ni (277,10%;
p<0,0001), Cu (222,75% ; p<0,0001), Zn (206,00; p<0,0001), Fe (206,00%;p<0,0001),
Al (28,88%; p<0,0001), Pb (201,29%; p<0,0001) e Cr (87,00% ; p<0,0001),
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exceto o Mn que teve um decrécimo, respectivamente.

Nas plantas inoculadas e submetidas a concentragdo de 100 e 200mM de NaCl
apresentaram uma reducao significativa de 14,84 % (p<0,0001) e 60,10 (p<0,0001) no
conteudo Ni, em relagdo as plantas controle inoculadas (Tabela 3). Porém, no geral o
fungo nao favoreceu a absorcao do Ni.

De acordo com a Tabela.3, o fungo S. indica aumentou a absor¢ao do conteudo
de Cu, Fe e Mn nas plantas controle colonizadas. Porém, o conteudo desses nutrientes
sofreram um reducao significativa de 16,13% (p< 0,0001), 27,40% (p< 0,0001) e
40,54% (p< 0,0001) no tratamento colonizado sob a concetracdo de 200mMde NaCl.

Observou-se que houve um decrécimo significativo de 31,80% nas plantas
colonizadas e submetidas a concentragdo de 200M de Nacl em relagao as plantas
controle colonizadas. Ja plantas colonizadas e submetidas a concentragdo de 100mM,
nao apresentaram diferenga significativa plantas controle colonizadas. Porém, elas
apresentam uma reducao significante de 27,65% (p< 0,0001) quando comparada as
plantas colonizadas e submetidas a maior concetragéo de sal (200mM) (Tabela.3).

Se tratando do metais, a simbiose com o fungo favoreceu absor¢do de Al nas
plantas controle colonizadas, respectivamente. Porém, nas plantas colonizadas e
expostas a 100mM de NaCl essa absor¢do diminuiu significativamente 46,24% (p<
0,0001) comparada as plantas controle inoculadas. No entanto, quando as plantas
inoculadas foram sumetidas a 200mM de NaCl a absor¢cdo do conteudo de Al
aumentou 54,13% (p< 0,0001). Comparando as plantas inoculadas sob 200mM de
Nacl com as plantas controle inoculadas, observou-se uma reducao significativa de
17,13 % 46,24% (p< 0,0001).

As plantas inoculadas com S.indica e expostas a contracao de 200mM,
apresentaram um aumento significativo de 420,72 % (p< 0,0001) e 23,76 (p< 0,0001)
no conteudo de Pb e em relagao as plantas controle inoculadas e plantas inoculadas
sob a concetragao de 100mM de NacCl.

Se tratando do metal Cr o fungo favoreceu a absor¢ao do conteudo nas plantas
inoculadas dos respectivos tratamentos. Porém, observou-se que ao adcionar o Nacl
nas plantas colonizadas, a absorcao desse nutriente diminui. Nas plantas colonizadas
e submetidas a 200mM de NaCl houve uma reducéo significativa de 66,47 % (p<
0,0001), e as plantas inoculadas sob a concetracdo de 100mM apresentaram uma
reducédo de 32,12 % (p< 0,0001).
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Tabela 3. Conteudo de macronutrientes [Nitrogénio (N), Fosforo (P), Potassio (K),
Calcio (Ca), Magnésio (Mg), Enxofre (S) e Carbonon(C)] e o conteudo de
micronutrientes [Nitrogénio (Ni), Cobre (Cu), Zinco (Zn), Ferro (Fe), Manganés (Mn),
Aluminio (Al), Chumbo (Pb) e Cromo (Cr)] nas raizes de plantas de cana-de-agucar
nao-inoculadas, inoculadas com com S. indica nas diferentes concentracoes de NaCl,
apos 110 dias de inoculagao.

. Tratamentos
Nutrientes i . .
0mM 0mM +Si 100 mM 100 mM + Si 200 mM 200 mM +Si
gkg*

N 2,30 Bb 3,20 Ac 2,93Ba 3,95Ab 2,28 Bb 4,50 Aa

é P 423,84 Bb 713,92 Aa 375,77Bc 562,77Ac 563,75 Aa 590,84Ab
2 K 2214,07 Ba 4617,49Aa  1336,19 Bb 1937,9 Ac 2176,69 Ba 2665,53 Ab

§ Na 651,10Bc 2458,66Ac 3603,58Bb 6621,63Ab 7729,10Aa 8584,57Aa
g Ca 2084,2 Bc 5678,07Aa 2782,17Bb  3779,72 Ac 427593 Aa  4391,62 Ab
g Mg 1695,71 Bc  4592,48 Aa 1718,02 Ab 2579,81 Ab  3664,24 Aa  2688,61 Bb
S 112291 Bb  2078,32 Aa 831,77 Bc 181548 Ab  1881,34 Aa 167153 Ac
C 348,49 Ba  375,71Aab 336,79 Ba 344,25 Ab 203,88 Bb 418,678 Aa

mg kgt

Ni 89,87 Bb 160,69 Aa 36,25 Bc 136,83Ab 157,84 Aa 64,16 Bc

§ Cu 13,09 Ba 24,36 Aa 6,33 Bb 20,43 Ab 14,93 Aa 18,14 Ab

§ Zn 109,23 Aa 83,94 Ba 38,20 Bc 79,06 Aa 91,27 Ab 57,25 Bb
§ Fe 3735,6 Bc 10585,3 Aa  4363,25Bb  7685,80 Ab  7095,34 Aa  8448,54 Ab
g Mn 144,19 Bc 483,28 Aa 315,31 Ab 287,37 Ab 580,65 Aa 296,947 Bb
= Al 16499,9Bb 33183,5Aa 13842,3 Ab 17840,2 Ac 25184,10Aa 27497,7 Ab

Pb 0,76 Bc 1,11 Ac 1,55 Bb 4,67 Ab 4,43 Ba 5,78 Aa

Cr 53,33 Bb 107,33 Aa 38,87 Bb 72,86 Ab 201,50 Aa 35,99 Bc

Os dados foram analisados através de two-way ANOVA combinados com teste de Tukey. As
letras maiusculas e minusculas distintas destacam que ha diferencgas significativas pelo teste
de Tukey em p<0,05 (n=8), em relagdo ao estresse salino e a condicao de inoculagao,
respectivamente

6. DISCUSSAO

A simbiose com fungo S. indica trouxe melhorias na taxa de colonizagao das
raizes das plantas de cana-de-agucar sem e com o estresse provocado pela adi¢ao
do sal. Esse fato pode estar relacionado diretamente com a capacidade que o fungo
tem em superar as condi¢Oes salinas e os mecanismos de subversao das defesas da
planta, como a pressdo seletiva exercida pelos exsudados radiculares para
estabelecer interagcbes estaveis, que ocorrem apos as primeiras 24 h e,
posteriormente, de forma progressiva. Além disso, ele também pode causar
modificagées no metabolismo da planta e prevenir os danos oxidativos resultantes do

estresse salino, mantendo alta atividade das enzimas antioxidantes de forma a
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eliminar espécies reativas de oxigénio (EROs) Johnson et al. (2014).

Embora, seja comprovado que o estresse salino é um fator limitante no
desenvolvimento das plantas afetando principalmente o crescimento vegetal (Kahlaoui
et al. 2018), e que o fungo S. indica seja considerado um promotor do crescimento
vegetal, neste presente estudo, os resultados apresentados ndo corroboraram, pois a
submissao das plantas ao estresse salino ndo comprometeu a altura e nem didmetro
do caule das plantas sob condi¢des salina. Esse fato pode estar relacionado ao baixo
tempo de exposi¢cdo das plantas (20 dias) nas diferentes concentragbes de NaCl,
sendo assim, insuficiente para compromete-los. Porém, a simbiose com o fungo
provocou um efeito atenuante no estresse, além de beneficiar alguns parametros de
crescimento avaliados.

O S. indica, dentre os seus diversos beneficios, tem capacidade de modular o
crescimento radicular (Basu et al.,, 2018; Ren et al.,, 2019; Khan et al., 2020). O
aumento no volume de raiz nas plantas de cana-de-agucar pode ser atribuido pela
melhoria na nutricdo da planta ou por alteracdes fisioldgicas, enzimaticas e
bioquimicas induzidas pelos microorganismos promotores de crescimento. Esse fungo
pode secretar, e até mesmo estimular a producdo de fitormdnios nas plantas,
destacando-se as auxinas, que estao diretamente relacionadas ao crescimento da
raizes laterais. Su et al. (2017), observaram que a inoculacdo com S. indica esta
diretamente associada ao desenvolvimento de plantas de colza (Brassica napus L.),
aumentando o comprimento e o volume de raizes laterais, além de ter ativado a
biossintese de auxina, uma vez que o crescimento radicular é controlado por esse
hormoénio.

Um outro fator a ser considerado quanto a esse aumento radicular, é a
concentragao do inéculo adicionado nas plantas. Pois, para que a simbiose seja bem
sucedida entre S. indica e seu hospedeiro, a planta deve receber uma quantidade certa
de indculo (Abin et. Al., 2021). Estudos apresentados por Rokni et al., (2021) mostram
que a otimizagcdo da concentracao do inéculo de S. indica teve impacto no
desenvolvimento de pimentao (Capsicum annuum). O crescimento radicular planta foi
melhorado por uma concentragao de 1-3% p / p.

A reducdo do massa fresca e seca na parte aérea e raiz das plantas
colonizadas, pode estar diretamente relacionado ao estresse ocasionado pela adicao
de Nacl no solo das plantas. O excesso de sais na solugdo do solo pode causar

estresse osmotico nas plantas, pela redug¢ao do potencial hidrico do solo e toxicidade
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ibnica especifica, em fungcdo do acumulo excessivo de ions salinos (Na e Cl ) no tecido
vegetal. Para Sharma et al. (2016), dependendo grau de salinidade, em vez de
absorver, a planta perde a dgua que se encontra em suas células e tecidos.

O endofitico beneficiou a massa fresca e seca das plantas atenuado o efeito
salino, devido a capacidade do fungo possuir mecanismos de adaptacao ao estresse
osmotico, possivelmente relacionados ao acumulo intracelular de solutos organicos,
denominados osmolitos, os quais s&o responsaveis por aumentar a pressao osmaotica
citoplasmatica, evitando a perda de agua para o meio e também com acdo na
estabilizacédo de proteinas e membranas.

Ja o aumento da massa fresca e seca da raiz nas plantas colonizadas com o
fungo S. indica pode ser atribuido a producdo de raizes laterais ocasionado pela
inoculacao fungica, uma vez que, um maior volume radicular pode proporcionar uma
maior absorcdo de agua e nutrientes, compartimentalizagcdo dos ions téxicos e
producado de osmalitos que atenuam os efeitos da salinidade (Borcioni et al., 2016;
Singhal et al., 2017).

As plantas tém aperfeicoado seus mecanismos para tolerar altas concentracoes
de salinidade, seja em alteragdes no acumulo e transporte de ions Na+ou na producao
de proteinas de protecdo e osmoalitos. Além disso, Abdelaziz et al. (2017) afirma que
S. indica tem capacidade de modificar a expressdao destes metabdlitos,
proporcionando o aumento da atividade de proteinas antioxidantes e pigmentos
fotossintéticos em plantas como cevada, milho e arroz (Singhal et al., 2017).

No geral, a simbiose beneficou a absorcdo dos macronutrientes e
micronutrientes das plantas submetidas ao estresse salino, isso pode ser atribuido
pela a capacidade que esse microorganismo possui em absorver e acumular os
nutrientes em seus tecidos, e posteriormente libera-los para a planta. De acordo com
Begum et al. (2019), neste processo o0s nutrientes mais absorvidos pelo fungo
endofitico sdo especialmente o N, P, Ke Ca.

Em relagcdo ao aspectos nutricionais, as plantas colonizadas sob a presenca do
sal foram beneficiadas pela interagdo microorganismo-planta, e isso atribui a alta
capacidade que o fungo tem de absorver e acumular os nutrientes em seus tecidos, e
posteriormente libera-los para a planta. De acordo com Begum et al. (2019) neste
processo, 0s nutrientes mais absorvidos pelo fungo endofitico sdo especialmente o N,
P, Ke Ca.
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O fungo S. indica possui uma série de mecanismos 0s quais ajudam a planta a
absorver um maior conteudo de N em solos salinos. Dentre eles, podemos citar a
producao de enzimas, como as nitrogenase, que convertem o nitrogénio atmosférico
em formas assimilaveis pelas plantas, como o nitrato e o aménio. Em condi¢oes
salinas essas enzimas sao produzidas em grandes quantidades, o que ajuda a
aumentar a disponibilidade de N para a planta. Sherameti et al. (2015) relatam que o
co-cultivo de tabaco e Arabidopsis com S. indica é acompanhada de uma enorme
transferéncia de N para a parte aérea das plantas.

O P é um nutriente essencial para o crescimento e desenvolvimento das plantas
(Taiz e Zeiger, 2018), ele é transportado na solugcédo do solo preferencialmente por
difusdo numa taxa muito lenta para atender as necessidades das plantas (Jorhi et al.,
2015). O aumento do conteudo de P na parte aérea e raiz das plantas colonizadas sob
a presenca do sal também foi beneficiado pela interagdo com o fungo, pois as hifas
desse microorganismo aumenta o volume de solo explorado pelas raizes,tornando
disponiveis fosfatos que estejam em locais inacessiveis as raizes, aliviando assim as
consequéncias negativas do estresse salino (Jansa et al., 2019). Shahollari et al.,
(2015) relatam um aumento da absorcao de P por S.indica em Arabidopsis.

A translocacao do P do xilema para a célula das partes aéreas da planta é
realizada por meio de processos ativos de transporte de membrana envolvendo
proteinas transportadoras especifica (Zou et al., 2019). De acordo com Kaiser et al.,
(2015) o fungo S. indica ajuda na sintese dessas proteinas, que consequentemente
aumenta a velocidade de transporte de P das raizes para as partes aéreas da planta,
fazendo com que esse conteudo aloque mais na parte aérea das plantas. Nesse
contexto, esse fato corrobora com os resultados obtidos nesse trabalho, pois a
absorcao de P foi maior na parte aérea do que na parte da raiz das plantas colonizadas
sob o estresse salino.

O aumento do conteudo de K na parte aérea e da raiz das plantas pode estar
relacionada aos mecanismos que a planta possui para ajudar a manter a homeostase
ibnica nas células das plantas, equilibrando os ions de Na para tentar proteger as
plantas contra os danos causados pelo excesso de sal (Yun et al., 2018). A interacao
do S. indica também pode contribuir na absor¢gao desse nutriente, através de suas
hifas. Abdelaziz et al. (2017), mostraram que a inoculagao de S. indica em Arabidopsis
thaliana aumentou o teor de K sob estresse salino.

Além disso, o K é um elemento essencial nos processos metabdlicos
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celulares, incluindo sintese de proteinas, regulacdo osmética, atividade de varias
enzimas e fotossintese (Wang e Wu, 2015). Assim, S. indica pode melhorar a
tolerancia de plantas de cana-de-agucar submetidas a salinidade, aumentando o
acumulo de K e a manutencédo da homeostasia de K/ Na. Uma vez que, a exposi¢cao
ao NaCl, as plantas necessitam modular a homeostase de Na /K por meio da
manutengdo de uma alta relagdo K /Na , visto que o execesso de sédio tende a levara
deficiéncia de K (Van et al., 2020).

Corroborando com a literatura, acumulo de Na nas plantas expostas ao sal com
e sem o fungo aumentaram. Em excesso, esse ion pode causar um desequilibriona
osmose da célula vegetal, afetando a sua capacidade de absorver agua e nutrientes
essénciais, causando assim o estresse hidrico (Evellin et al., 2013). Além disso, pode
causar danos oxidativos, como a producdao de espécies reativas de oxigénio que
podem prejudicar alguns processos metabolicos essénciais. Porém, mesmos as
plantas absorvendo alta concentracao de sédio, via fungo, esse aumentode Na nao foi
suficiente para comprometer o seu crescimento e desenvolvimento. Isso pode estar
relacionado ao fato de que o Na pode ser mantido dentro dos vacuolosdas células das
raizes, em vesiculas ou hifas fugicas intrarradiculares para impedir a alocacédo de Na
(Ruiz-Lozano et al., 2012).

O conteudo de Ca foi elevado na parte aérea e raiz de todas as plantas
colonizadas e expostas ao NaCl. Esse ion € um importante sinalizador celular. Quando
as raizes das plantas percebem a presenca do endofito elam iniciam uma cascata de
sinalizagdo que envolve a entrada de ions Ca nas células das raizes. Ent&o, esse
aumento na concentracdo de de calcio desencadeia eventos bioquimicos que levam
a formacao da simbiose entre o fungo e a planta. Além disso, o calcio esta envolvido
em alguns processos bioldgicos, como a regulacéo do crescimento e desenvolvimento
da planta. E a regulacdo do fluxo de nutrientes nas plantas. Porém, uma alta
concentracao de sal pode provocar uma reducéao na atividade do Ca e do K, pois 0 Na
utiliza os mesmos transportadores desses nutrientes, gerando uma competi¢cao, uma
vez que,essa competicdo inibie a translocacao e a distribuicdo do qual se na planta.
Comprometendo o seu desenvolvimento como um todo.

Estudos demostraram que, a inoculagdao com S. indica em semente de trigo
(Singh et al., 2016), no feijao (Yadav et al., 2022) e nas folhas de pepino (Khan et al.,
2018) aumentou o conteudo de Ca nas raizes e nas folhas em comparagdo com as

plantas ndo inoculadas sob estresse salino. Khan et al. (2018), observaram um
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aumento significativo no teor de Ca nas folhas de plantas de pepino inoculadas com
S. indica sob estresse salino. Além disso, a inoculagdo também melhorou o
crescimento das plantas, a atividade das enzimas antioxidantes e a absorcao de
nutrientes.

O Mg é um elemento essencial para o crescimento das plantas,
desempenhando um papel importante como molécula central de clorofila e como co-
fator em quase todas as enzimas do metabolismo energético (Taiz & Zeiger, 2018).
No geral, o fungo S. indica promoveu o aumento do conteudo de Mg e S em todas
plantas. Este comportamento pode estar relacionado a capacidade que o fungo possui
em de captar nutrientes, dentre eles o Mg, através de suas hifas extrarradiculares, ja
gue o diametro delas permite o acesso aos microporos do solo, favorecendo a
absorcao. No entanto, a competicdo (Na e Mg) pelo sitios de absrogdonas raizes
decorrente a salinidade pode ter contribuido com a reducdo do conteudo de Mg da
parte aérea e raiz das plantas com 200 mM (Taiz & Zeiger, 2018).

O aumento do conteudo de C nas raizes das plantas ocorreu devido a
colonizacdo do S. indica, uma vez que, que o fungo pode aumentar a taxa de
fotossintese e, assim, aumentar a quantidade de carbono produzido pelas plantas
(Nongkhlaw, 2018) .

O incremento do conteudo de S na parte aérea e raiz das plantas pode ser
atribuido a simbiose do microorganismo, visto que, estudos apontam que o S. indica
aumenta a absorcao de S pelas plantas. Além disso, o fungo pode produzir enzimas
gue ajudam a solubilizar compostos de enxofre presentes no solo, tornando-os mais
disponiveis para as plantas (Sharma et al., 2017).

No geral, a simbiose do fungo S. indica beneficiou a absor¢cdo de todos os
micronutrientes da parte aérea e radicular das plantas. Esse fato pode ser atribuido
aos diversos beneficios que esse microorganismo fornece para ao seu hospedeiro,
visto que, além de promover o crescimento vegetal, ele € capaz de aumentar a
capacidade antioxidante das plantas, o que pode ajudar a proteger as células vegetais
contra o estresse oxidativo causado pela deficiéncia de micronutrientes e também
pelos danos causados pelo estresse salino

Além disso, as hifas desse fungo podem se estender para além da zona de raiz
da planta, permitindo que ela tenha acesso a nutrientes que estao localizados em
areas mais distantes (Hardoim et al, 2017). Esses filamentos também secretam uma

variedade de acidos organicos, incluindo o acido citrico, malico e oxalico, que vao
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solubilizar nutrientes presentes no solo, tornando-os mais disponivies para as plantas
(Qiang, 2012)

O fungo S. indica também pode aumentar a absorgéo de varios micronutrientes
pelas plantas, como Zn, Fe, Cu e Mn. De acordo com Vafaeiyan et al., 2019, o fungo
S. indica aumentou de forma significativa absorcéo de zinco pelas plantas de trigo em
condi¢cdes de deficiéncia desse nutriente. Sunitha et al., ( 2019), demonstraram o S.
indica aumentou a absorcao de ferro pelas plantas de arroz, melhorando a sua
capacidade de tolerar condi¢cdes de baixa disponibilidade de ferro.

Um outro fator que comprova o envolvimento desse microorganismo no
aumento de absorcdo de nutrientes para as plantas, € que ele também secreta
enzimas, como as fosfatases, celulases e quitinases, que ajudam na solubilizagao de
nutrientes como P, K, Ca, Mg, Fe Mn e Zn. Além do mais, ele tem capacidade de
secretar diversas proteinas que podem ajudar a melhorar a absor¢cao de nutrientes
pelas plantas, incluindo proteinas, transportadoras de nutrientes e proteinas
envolvidas no controle de crescimento e desenvolvimento das plantas.

A diminui¢do do acumulo dos micronutientes essencias (Ni, Cu, Zn, Fe e Mn)
na parte aérea e raiz das plantas colonizadas foi provocada pela a exposi¢do do sal
(NaCl). Uma explicacdo para esse comportamento, € que o excesso de sais no solo
pode aumentar a competicdo idnica pelos mesmos canais de transportes utilizados
pelos micronutrientes, reduzindo assim, a absor¢do dos e mesmos pelas plantas
(Farias et al., 2009).
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8. CONCLUSAO

O estresse salino ndo comprometeu o desenvolvimento das plantas, visto que

a simbiose com o microrganismo teve efeito atenuante no estresse;

A colonizac¢ao do S. indica proporcionou uma interagao positiva, de forma que
as plantas nado apresentaram reducbes significativas nos parametro de

crescimento que comprometesse seu desenvolvimento;

A simbiose do fungo aumentou o volume radicular, proporcionando uma melhor

absorcao dos nutrientes do solo;

O aumento radicular em plantas inoculadas, promoveu um maior conteudo de

de macro e micronutrientes nas parte aéra das plantas;

O S. indica ndo conseguiu fornecer a tolerancia ao estresse salino, porém ele
as beneficiou de forma com que as plantas ndo sofressem danos proporcionado

pela adicdo sal.
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