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RESUMO

SANTOS, Silvana Gomes. Potencial de fungos endofiticos negros (Dark septate
endophytes) em colonizar e reduzir efeitos de estresse hidrico em plantas de arroz. 2014.
58f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia,
Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica - RJ, 2014.

O estresse por restricao hidrica € uma das mais importantes limita¢des ao desenvolvimento
dos vegetais. Fungos endofiticos negros septados - DSE sdo relatados como capazes de
induzir tolerancia ao estresse hidrico em plantas. Objetivou-se através deste trabalho avaliar a
capacidade de quatro isolados de DSE em colonizar as variedades de arroz Nipponbare e
Piaui e promover o crescimento destas variedades em condi¢cdo de estresse hidrico, além da
avaliacdo do crescimento destes isolados in vitro em condi¢des de estresse hidrico e salino. O
experimento de colonizacdo consistiu na inoculagdo das sementes com micélio flingico e
crescimento das plantas em tubos contendo 50 ml de meio Phytagel (5g L) dissolvido em
solu¢do de Hoagland. Para avaliar o crescimento dos DSE em condicdes de estresse in vitro
depositou-se discos de micélio fingico em placas de Petri contendo meio BDA adicionado de
cloreto de sédio (NaCl) em diferentes concentracdes e em meio Phytagel adicionado de
polietilenoglicol 6000 (PEG). O efeito dos DSE em reduzir o estresse por deficiéncia hidrica
em arroz foi avaliado pela condugdo de 2 experimentos. O primeiro para avaliar as varidveis
relacionadas a promogao de crescimento (massa fresca e seca da raiz e parte aérea e altura das
plantas) e o segundo, realizado a partir da pré-selecdo dos fungos e das doses de PEG
definidas no primeiro ensaio. No segundo experimento foram avaliados os teores de proteinas
totais em folhas e atividade das enzimas catalase (CAT) e ascorbato peroxidases (APX). As
plantas foram cultivadas em meio Phytagel (2,5 L) com solucdo de Hoagland completa e
acrescidas de doses crescentes de PEG, e permaneceram durante 30 dias em condi¢des
controladas de temperatura, umidade e fotoperiodo. Observou-se que todos os isolados
avaliados colonizaram as raizes de ambas as variedades de arroz pela presenca de hifas
septadas e escuras. Os DSE apresentaram diferentes niveis de tolerancia a salinidade e ao
estresse hidrico in vitro. O isolado Err 04 ndo teve seu crescimento afetado pela adicdo de
NaCl e foi favorecido com a o aumento da restricao hidrica do meio de cultura e o isolado Err
01 mostrou-se o mais sensivel a ambos os estresses submetidos. Quando inoculado o isolado
Err 46 na auséncia do PEG apresentou maiores incrementos na altura e massas frescas e secas
das plantas quando inoculado na variedade Nipponbare. No entanto, na presenc¢a da restri¢ao
hidrica -0,1 Mpa o isolado Err 01 apresentou-se estatisticamente superior em todos 0s
parametros avaliados e em ambas as variedades. Respostas significativas a inoculacdo com
excecdo da MSR, s6 foram observadas até a resisténcia hidrica de -0,2 Mpa. A inoculag¢do do
isolado Err 01 reduziu o efeito do estresse oxidativo nas plantas evidenciado pela reduc¢do na
atividade das enzimas antioxidantes em quase todos os tratamentos. Fungos DSE mostraram
capazes de aumentar a tolerancia de plantas de arroz ao estresse por defici€éncia hidrica.

Palavras-chave: Oryza sativa L. DSE. Tolerancia a estresse.



ABSTRACT

SANTOS, Silvana Gomes. Potential of dark septate endophytes fungi to colonize and to
reduce the effects of water stress in rice plants. 2014. 58p. Dissertation (Master Science in
Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica- RJ, 2014.

The stress of water restriction is a major constraint to the development of plants. Dark septate
entophytes fungi - DSE are reported as capable of inducing tolerance to drought stress in
plants. The objective of this work was to evaluate the ability of four isolates of DSE to
colonize Nipponbare and Piaui’s varieties of rice and promote the growth of these varieties in
conditions of drought stress, in addition the evaluation of the growth of these isolates under
conditions of drought stress and saline stress. The colonization’s experiment consisted of the
inoculation of seeds with fungal mycelia and plants growth in tubes containing 50 ml of
medium Phytagel (5g L") dissolved in Hoagland’s solution. To evaluate the growth of DSE
in stress conditions in vitro, discs of fungal mycelium were placed in petri dishes containing
BDA medium added sodium chloride (NaCl) at different concentrations and means Phytagel
added polyethylene glycol 6000 (PEG). The reducing effect of DSE in stress by deficit of
water in rice was evaluated by conducting two experiments. The first to evaluate the variables
related to the promotion of growth (fresh and dry weight of roots and shoots and plant height)
and the second, held from the pre - selection of fungi and doses of PG defined in the first trial.
In the second experiment, the antioxidant enzymes related to oxidative stress were evaluated
in plant catalase (CAT), ascorbate peroxidases (APX) and total protein content in leaves. The
plants were grown in Phytagel (2.5 L) with Hoagland nutrient solution and plus increasing
doses of PEG, and remained for 30 days under controlled temperature, humidity and
photoperiod. It was observed that all isolates colonize the roots of both varieties of rice and
the presence of dark septate hyphae. DSE exhibited different levels of tolerance to salinity and
drought stress in vitro. The isolated Err 04 had not affected by addition of NaCl and growth
was favored with the increase of water restriction in the culture medium and isolated Err 01
proved to be the most sensitive to both stresses submitted. The isolated Err 46, when in the
absence of PEG, had the highest increase in height and fresh and dry weight of plants when
inoculated in the variety Nipponbare. However, in the presence of -0.1 MPa water restriction
the isolated Err O1 was statistically superior in all parameters and for both varieties.
Significant responses, with the exception of MSR, were observed only up to the -0.2 Mpa
water resistance. Inoculation of the isolated Err 01 reduced the effect of oxidative stress in
plants, as evidenced by the reduction in the activity of antioxidant enzymes in almost all
treatments. DSE fungi proved to be able to increase the tolerance of rice plants to drought
stress.

Keywords: Oryza sativa L. DSE. Stress tolerance.
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1 INTRODUCAO

Fungos endofiticos sdo microrganismos capazes de colonizar o interior dos tecidos
vegetais sem causar sintomas de doencgas. S@o importantes produtores de compostos bioativos
empregados na industria farmacé€utica e na agricultura, principalmente no controle biolégico
de pragas (GUO et al., 2008).

Os fungos endofiticos sdo reconhecidos pela capacidade de colonizarem uma grande
diversidade de plantas e serem frequentemente relacionados a protecdo do hospedeiro e a
promocao do crescimento vegetal, por aumentar a absorcdo de dgua e nutrientes, além de
produzirem compostos reguladores de crescimento vegetal. Sdo bastante diversos e estdo
compreendidos em sua maioria no filo Ascomycota, existindo representantes nos filos
Zigomycota, Chytridiomycota, Basiodiomycota e Glomeromycota (SCHULZ et al., 1999).

Os fungos endofiticos negros (Dark septate endophytes - DSE) sdo endofitos nao
biotréficos obrigatdrios associados a um grande niimero de plantas e encontrados em todo o
mundo, que compreendem um grupo de fungos endofiticos colonizadores de raizes e estdo
presentes em algumas ordens do filo Ascomycota (JUPPONEN & TRAPE, 1998; KNAPP et
al., 2012).

DSE aparentemente executam diversas fungdes relevantes nos solos, similares aos
fungos micorrizicos arbusculares (FMA) por produzirem hifas e enzimas extras-radiculares e
extracelulares que podem melhorar a exploracdo do solo pelos vegetais (REDMAN et al.,
2002; VEGA-FRUTIS et al., 2012).

Dentre as possiveis funcdes desempenhadas pelos DSE se destacam a capacidade de
promover maior absor¢ao de nutrientes de fontes organicas e inorganicas e de promover maior
tolerancia aos estresses bidticos e abidticos as plantas (MANDYAM & JUMPPONEN, 2005)

Fungos DSE t&€m sido isolados de diversos ecossistemas e de uma grande diversidade
de espécies vegetais, sendo que, as gramineas, como o arroz, t€tm sido as mais relatadas
(PORRAS-ALFARO et al., 2008)

O arroz é um dos cereais mais consumidos no mundo e apresenta duas espécies
cultivaveis, a espécie Oryza glaberrima e Oryza sativaa. A primeira € cultivada em alguns
dos pafses da Africa Ocidental, ao passo que a segunda é a mais plantada no mundo
(WATANABE, 1997). O cultivo do arroz se baseia no plantio de sequeiro e o irrigado, sendo
que o irrigado é responsdvel pela maior parte da produ¢cdo mundial, uma vez que o de
sequeiro, por ser dependente da precipitacdo anual, pode ser afetado por escassez de dgua ao
longo do seu ciclo. Dessa maneira, sua produtividade é reduzida, no entanto, nas condicdes
atuais em que a preocupag¢do com o uso da dgua encontra-se intensificada, pesquisas de
selecdo de variedades e mecanismos de adaptacdo das plantas 4s condicdes de defici€éncia
hidrica sdo prioritarias.

A deficiéncia hidrica é um dos mais importantes fatores ambientais que provoca
estresse em plantas e que poderd comprometer a producao mundial de alimentos. O estresse
hidrico pode gerar danos oxidativos celulares irreversiveis nos organismos em decorréncia da
intensidade do estresse e/ou do tempo de exposi¢do a ele (SANTOS & CARLESSO, 1998).

Uma vez que nestas condicdes o sistema antioxidante enzimdtico presente ndo é
suficiente para manter as espécies reativas de oxigénio (EROs) formadas a partir de
subprodutos do metabolismo aerébico e fotossintético a niveis ndo téxicos. Desta forma,
EROs sdo acumuladas (MHAMDI et al., 2010).

O acimulo de EROs pode acarretar danos as organelas celulares, oxidar moléculas
bioldgicas importantes como, acidos nucleicos, lipideos e proteinas, além de comprometer a
integridade da membrana celular e reduzir a fotossintese (MILLER et al., 2010).



O perdxido de hidrogénio (H,0O,) é uma das principais EROs produzidas em folhas de
plantas em condi¢Oes de restricdo hidrica (SILVEIRA et al., 2010). Catalases (CAT), e
peroxidases do ascorbato (APX) sdo as principais enzimas responsaveis pela manutengao dos
niveis ndo téxicos de H,O, em diversos compartimentos celulares (CAVALCANTI et al.,,
2007).

Na presenca de estresse intenso e prolongado em que o sistema antioxidante nao
consegue evitar os danos celulares provocados pelo processo oxidativo, outros mecanismos
adotados pelos organismos sdo de suma importancia para sobrevivéncia e desenvolvimento
dos mesmos. Em condi¢des de estresse a associacdo de plantas com microrganismos
benéficos, como os DSE, pode ser uma estratégia de sobrevivéncia dos vegetais e efeitos
positivos dessa interacdo podem ser observados (PEREZ-NARANIJO, 2009; Li et al., 2011)

Fungos DSE t€m sido evidenciados colonizando plantas em diversos ambientes em
condicdes de estresse, como deficiéncia hidrica, presenca de metais pesados e solos
oligotréficos, apresentando taxas de colonizacdo superiores aos FMA nesses ambientes
(REDMAM, 2002; MANDYAM, 2008).

Uma das hipdteses apresentada na literatura € a presenca da melanina nas hifas e
micloesclerédios desse enddfito que pode atuar como agente antioxidante complexando
radicais livres e protegendo as células dos danos oxidativo durante o estresse (BARROW,
2003). Sendo assim, DSE podem contribuir ao desenvolvimento dos vegetais nessas
condicoes.

Desta forma, este trabalho objetivou-se identificar fungos DSE capazes de tornar
plantas de arroz (Oryza sativa L.) mais tolerantes a estresse hidrico e determinar mecanismos
envolvidos neste processo, através da avaliacdo da promogao de crescimento e da atividade de
enzimas antioxidantes na presencga de restricao hidrica induzida pelo uso de Polietilenoglicol-
6000.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Fungos Endofiticos

A defini¢do de fungos endofiticos € bastante discutida na literatura, no entanto, de uma
forma geral podem ser referidos como sendo microrganismos que habitam o interior dos
tecidos vegetais sem causar danos ao hospedeiro distinguindo os mesmos dos patogénicos que
causam doencas em plantas e dos epifiticos que habitam superficialmente os vegetais
(CARROL, 1991).

Estudos com organismos endofiticos s@o relatados desde o inicio da década de 80 e
vem despertando interesse crescente nas pesquisas, principalmente devido a sua importancia
econOmica e diferentes aplicacdes biotecnoldgicas. Dentre os grupos destes organismos os
fungos endofiticos se destacam por apresentar uma grande diversidade e produzirem
metabolitos secunddrios de importancia na agricultura e na inddstria farmacéutica, como
esteroides, antibidticos e outras inimeras moléculas bioativas (MUELLER et al., 2004; GUO
et al., 2008).

A interacdo de fungos endofiticos com os vegetais apresenta elevada complexidade o
que dificulta o entendimento dos mecanismos e beneficios dessa interagdo, entretanto,
evidéncias sdo constantemente apresentadas, relacionando a capacidade desses fungos em
promover protecdo as plantas hospedeiras, seja pelo controle de fitopatégenos ou pela indugdo
de resisténcia sistémica (BAYAT et al., 2009).

Além disso, enddfitos estdo relacionados ao maior crescimento do hospedeiro por
aumentar a absor¢do de dgua e nutrientes, além de produzirem compostos reguladores de
crescimento vegetal (CHEN et al., 2010).

A associagdo com fungos endofiticos pode ainda desencadear uma série de mudancas
morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas nas plantas podendo resultar em inducdo de
tolerancia a estresse causado por uma condi¢do de déficit hidrico, salinidade, metais pesados
no solo, herbicidas ou herbivoria (GUNDEL et al., 2010)

Barrow et al. (2001) apresentaram estudos sobre a influéncia de fungos endofiticos no
metabolismo dos vegetais e observaram que estes fungos podem aumentar a expressdo de
genes relacionados a producdo de biomoléculas de comunicagdo e transdugado de sinais.

Os fungos endofiticos sdo considerados ubiquos uma vez que s@o encontrados em
diferentes partes da planta, como folhas, ramos, caules, raizes e estruturas florais por meio de
algum tipo de associacdo em todas as espécies vegetais avaliadas até o momento (ARNOLD,
2007).

Diversas formas de coloniza¢do desses fungos podem ser observadas nas diferentes
espécies de plantas nativas ou cultivadas, podendo ser encontrada coloniza¢do do tipo
intracelular, limitada a uma simples célula, intercelular e localizada ou sistémica inter e
intracelular. A forma localizada ocorre frequentemente nas estruturas aéreas enquanto a
sistémica predomina nas raizes dos vegetais (SHULZ & BOYLE, 2005).

Os principais grupos descritos de fungos endofiticos sdo representados pelos filos
Ascomycota, Basidiomycota e Glomerulomycota (SCHULZ et al., 1999; HUANG et al.,
2001).

2.2 Fungos Endofiticos do Tipo “Dark Septate”

Os fungos endofiticos negros (Dark septate endophyte — DSE) apresentam como
caracteristicas bdsicas a pigmentacdo escura intensa, formacdo de hifas septadas e
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microesclerédios que podem colonizar inter e intracelularmente as células do cortex dos
vegetais. Nao sdo biotréficos obrigatérios, além de serem colonizadores de diversos tipos de
plantas relacionando-se principalmente as condi¢des abidticas. DSE sdo representados
principalmente pelo filo Ascomycota, especificamente pelos subgrupos Phialophora sp. e
Phialocephalaos sp. (BARROW & AALTONEN, 2001; YUAN et al., 2010).

Resultados da associagdo com fungos DSE para as plantas hospedeiras ainda ndo sio
totalmente conhecidos, apesar de estudos terem demonstrado que eles podem apresentar uma
associacdo mutualistica similar a dos fungos micorrizicos arbusculares (FMA) por produzirem
hifas extras-radiculares e enzimas extracelulares que podem melhorar a aquisi¢do de
nutrientes e dgua pelos vegetais e assim promover o crescimento vegetal (LINGFEI et al.,
2005).

Mandyam & Jumpponen (2005), em uma revisdo de literatura comparando a
distribuicao de DSE e FMA nos ecossistemas, observaram que os fungos DSE podem ser tao
abundantes quanto os FMA ou até mais, possuindo uma grande distribui¢do geografica e uma
maior expressdo em ambientes estressantes, como os solos oligotréficos e com restricao
hidrica, relacionados a prote¢do vegetal nesses ambientes.

Neste mesmo sentido, Detmann et al. (2008), analisando a taxa de colonizac¢do de
FMA e DSE em 13 diferentes espécies de plantas arbdreas e herbdceas no cerrado brasileiro,
evidenciaram a presenca de FMA em todas as espécies avaliadas, enquanto os fungos DSE
nao foram observados a partir da metodologia utilizada em apenas uma das espécies, o que
relaciona em termos de colonizacao, similaridade destes dois tipos de fungos.

Ja Zubek et al. (2009) avaliando associacdes de fungos FMA e DSE em plantas
medicinais observaram que, do total de plantas avaliadas, 94% apresentaram associacdo com
FMA e 36% foram colonizadas por DSE, sendo que a taxa de colonizagdo das raizes por este
fungo foi considerada baixa.

Estudando a ocorréncia FMA e DSE em raizes de plantas invasoras no Brasil
Massenssini et al. (2014) verificaram que dentre 50 espécies avaliadas 41 faziam associagdo
com FMA e 29 com DSE e em algumas espécies foi observada a presenga simultinea de
ambos simbiontes. Os autores relacionaram a associacdo de plantas com DSE a fungdes
similares a dos FMA, na melhoria da absor¢do de 4dgua e nutrientes e tolerancia dessas
espécies vegetais a estresse.

Apesar dos efeitos dos DSE sobre seu hospedeiro ainda ndo estarem bem esclarecidos,
podem ser encontrados na literatura resultados da inoculagdo de DSE em diversas espécies
vegetais e em diferentes ecossistemas apresentando repostas do tipo negativa, neutra ou
positiva (MANDYAM &JUMPPONEN, 2005).

Em uma meta-andlise avaliando as resposta de plantas a inoculacdo com DSE a partir
de 18 artigos relacionados, Newsham (2011) mostrou incrementos em biomassa total de parte
aérea e raiz de plantas na ordem de 79%, 45% e 71% respectivamente, além de aumento nos
valores de N total da parte aérea e de P na ordem de 26-103% das plantas inoculadas em
relacdo ao tratamento controle. Dados expressando efeitos negativos nao foram registrados
pelo autor.

Respostas negativas foram encontradas por Ribeiro et al. (2011) no Brasil quando
avaliaram a associagdo de DSE com a espécie selvagem de arroz Oryza glumaepatula em
areas amazodnicas. Do total de fungos isolados das raizes desta espécie vegetal,
aproximadamente 50% foram caracterizados como DSE e quando inoculados in vitro no
mesmo hospedeiro, dos 5 fungos inoculados 4 apresentaram caracteristica patogénica as
plantas. Ja Yuan et al. (2010), avaliando a inoculagdo deste mesmo tipo de fungo, isolado de
arroz selvagem, verificaram que promoveu o crescimento de plantas de arroz (Oryza Sativa
L.) na China.



Repostas positivas também foram encontradas por Andrade-Linares et al. (2011)
quando avaliaram a inoculagdo de DSE no desempenho de plantas de tomate (Solanum
lycopersicum L.) e observaram que houve um aumento entre 10% a 20% na biomassa da
parte aérea das plantas jovens e um aumento de 17% no teor de glicose dos frutos. No
entanto, esses resultados ocorreram apenas no inicio do estddio vegetativo, indicando que
pode haver uma influéncia do estddio fisiolégico da planta na resposta de inoculagdo de DSE.
Assim, Pereira et al. (2011) verificaram que a colonizacdo de DSE na espécie de arroz
silvestre O. glumaepatula foi maior no estddio reprodutivo do que no juvenil, podendo ter
sido influenciada pelo estadio fisiol6gico da planta de acordo com Schulz & Boyle, (2005).

Estudos realizados no nordeste da India mostraram alta diversidade de DSE em raizes
de plantas de bambu e mostraram também uma correlacdo positiva entre o nimero de
vesiculas e hifas nas raizes com o teor de P e N na biomassa das plantas. Isso pode estar
relacionado com a presenca das hifas extra-radiculares e a producdo de enzimas extracelulares
por este tipo de fungo, o que facilita a absorcdo e transferéncia desses nutrientes ao
hospedeiro (DAS & KAYANG, 2010).

DSE ainda podem estar envolvidos em processos de ciclagem e restauracdo de solo e
dgua contaminados por elementos téxicos e ainda conferir resisténcia a seca aos vegetais,
apresentando funcdes ecoldgicas importante em ambiente estressantes como as regides aridas
e semidridas (ZHANG et al., 2008; ZHANG et al., 2010).

Portanto, fungos DSE podem desempenhar diversas fun¢des nos ecossistemas
associados a uma grande diversidade de espécies vegetais como, arroz (YUAN et al., 2010;
RIBEIRO et al., 2011; PEREIRA et al., 2011;) milho (LI et al., 2011) espécies florestais
(DETMANN et al., 2008), aquéticas (MARINS et al., 2009), e medicinais (ZHANG et al.,
2010), sendo que, as espécies da familia Poaceae tém sido as mais relatadas (PORRAS-
ALFARO et al., 2008).

2.3 Associacao entre Arroz e Fungos DSE

O arroz pertence ao género Oryza e apresenta duas espécies cultivadas Oryza
glaberrima, cultivada em alguns dos paises da Africa Ocidental e Oryza sativa cultivada no
mundo todo, além de apresentar uma grande diversidade de espécies silvestres
(MORISHIMA, 1994). A espécie Oryza sativa é uma monocotiledonea da familia Poaceae
caracterizada por possuir caules ocos, flores reduzidas de cor verde e aquénios especializados
ou cariopses, como frutos (WATANABE, 1997).

De acordo com dados da FAO (2006) o arroz é um dos cereais mais consumidos no
mundo devido a seus valores nutritivos, constituido de 20% de energia e 15% de proteina,
além de um conjunto de vitaminas, sais minerais, Fe, Ca e fésforo. Além disso, representa
uma fonte de proteina barata e juntamente com o feijdo, constitui a base da alimentag¢do das
populacdes de baixa renda no Brasil e do mundo.

O arroz cultivado se restringe basicamente a duas subespécies, Indica e Japonica. A
subespécie Japonica no Brasil predomina em cultivos de arroz de sequeiro enquanto a Indica
em sistemas irrigados (KHUSH, 1997). Apesar das caracteristicas morfologicas e fisioldgicas
serem distintas, segundo Chang & Bardenas, (1965) ndo existe critérios estabelecidos que
distingam os grupos Indica e Japonica em relacdo aos ecossistemas que sdo adaptados, o
cultivo de arroz de sequeiro € uma evolucdo do arroz irrigado devido principalmente a pressao
de selecdo exercida pelo homem.

No Brasil sdo considerados dois grandes agroecossistema de produgdo de arroz, o de
varzeas, que pode ser em sistema irrigado por inundacao controlada ou sem irrigagdo (varzeas
timidas) e o de terras altas, irrigado por aspersio ou sem irrigacio (sequeiro) (GUIMARAES
et al., 2000).



O sistema de sequeiro é caracterizado por apresentar baixa produtividade de
aproximadamente 3000 kg ha™', enquanto o sistema de vérzea pode apresentar produtividades
até 2,5 vezes superiores (CONAB, 2012). Um dos principais fatores responsaveis pela
produtividade bastante inferior do sistema de sequeiro em comparacio ao sistema de varzea é
a dependéncia das precipitacdes do primeiro.

Este sistema depende da dgua da chuva para suprir a necessidade hidrica da cultura ao
longo do seu ciclo. Além disso, a falta de variedades tolerantes a restricao hidrica representa
outro importante fator (CRUSCIOL et al., 1999). Mesmo assim, no Brasil a predominancia do
ecossistema de cultivo de arroz € de terras altas em torno de 65% da drea cultivada e o sistema
de cultivo de maior representatividade € o de sequeiro (SILVA, 2012).

O cultivo de arroz de sequeiro ainda € mais expressivo em dreas pequenas € na
agricultura ndo tecnificada ou de baixa tecnificagdo. No entanto, este sistema vem ganhando
maior importancia nos dltimos anos principalmente pela preocupa¢dao mundial em relacdo a
utilizacdo de dgua na agricultura, sendo que, as atividades agricolas sdo responsaveis por 70%
do consumo de 4dgua doce disponivel (CHAVES & OLIVEIRA, 2004).

Dentre as culturas de maior importancia comercial, o arroz é a que consome maiores
quantidades de dgua durante o seu ciclo, chegando a atingir valores aproximados de 19,862
m’ de dgua ha ano’’, enquanto outras gramineas consomem 3.640 a 6.057 m’ de dgua ha ano’!
trigo e milho respectivamente (LIMA et al., 1999).

O elevado consumo de dgua pela cultura de arroz faz com que o ecossistema de
cultivo em vérzeas irrigado por inundacdo apresente maior produtividade em relacdo aos
demais mencionados, devido principalmente a dgua estar facilmente disponivel ao longo de
todo o ciclo da cultura. Estima-se que para se produzir 1 kg de arroz em casca no sistema de
varzea irrigado por inundacgdo necessita-se de 2000 litros de dgua, o que torna essa cultura
nesse sistema a mais exigente em recursos hidricos (EMBRAPA, 2005).

Além disso, o sistema de irrigacdo por superficie utilizado nesse tipo de cultivo é
considerado de baixa eficiéncia, apresenta em torno de 40 e 70 % de eficiéncia de irrigagdo,
estes valores sdo dependentes de diversos fatores, como a textura e caracteristicas fisicas do
solo, de qualquer forma se observa perdas de 4gua de 30% a 60 % pela inefici€ncia do sistema
(LIMA et al., 1999).

Com as mudangas climdticas em decorréncia do aquecimento global estima-se reducao
de 20% da dgua em todas as regides do mundo incluindo as zonas &ridas, semi-dridas,
tropicais e subtropicais (CORTEZ, 2004). Dessa forma, as culturas, como o arroz, que
apresentam maior consumo de dgua e por consequéncia maior dependéncia de sistemas de
irrigacdo podem apresentar reducdo de suas produtividades. Variedades de arroz mais
adaptadas a restricao hidrica e sistemas menos dependentes de irrigacdo como o de sequeiro
devem ser mais estudados.

A tolerancia e desenvolvimento de mecanismos de adaptagcdo as condicdes de estresse,
principalmente a escassez de dgua é uma das caracteristicas mais relevante na escolha da
variedade a ser cultivada no sistema de sequeiro (BALBINOT, 2003). Um dos principais
mecanismos utilizados pelas plantas em condi¢des adversas sdo associacdes com
microrganismos benéficos, principalmente bactérias e fungos.

Associacdes entre arroz e fungos endofiticos sdo frequentemente relatados, entretanto,
trabalhos relacionados a associagdo com DSE ainda sdao poucos na literatura. Na China
YUAN et al. (2010) observaram a associacdo entre Oryza sativa L. e fungos DSE e a
promocao de crescimento da planta hospedeira em experimento de inoculacgdo.

No Brasil, fungos DSE foram isolados da espécie de arroz silvestre O. glumaepatula
em dreas de mata e de savana na Amazonia por Ribeiro et al., 2011 e em experimento in vitro
em condicdes estéreis foram avaliados a taxa de colonizacdo deste isolados na espécie
hospedeira e em arroz comercial. Neste ensaio os autores verificaram que os DSE foram

6



capazes de colonizar as duas espécies de arroz e a taxa de coloniza¢do foi maior nas raizes da
espécie comercial, Oryza sativa L.

2.4 Fungos DSE como Indutor de Tolerancia a Estresse por Deficiéncia Hidrica

O estresse em plantas € um dos conceitos bastante discutidos na literatura, no entanto,
de maneira geral pode ser definido como um conjunto de fatores bidticos e abidticos aos quais
as plantas estdo sujeitas, como, deficiéncia nutricional, temperaturas (altas e baixas), ataque
de insetos-pragas, doencas causadas por fungos, bactérias e virus, competi¢do, exposicao a
substancias  xenobidticas em  quantidades fitotoxicas, e  deficiéncia  hidrica
(LICHTENTHALER, 1996).

O estresse por deficiéncia hidrica € a maior restricdo no desenvolvimento dos vegetais
em varias regioes do mundo. Estudos indicam que a tolerancia a seca serd uma das principais
caracteristicas desejadas na agricultura, uma vez que esse € o estresse abidtico mais complexo
e de maior efeito sobre as culturas e um dos principais fatores que poderd limitar a producao
mundial de alimentos nos préximos anos (PENNISI, 2008).

A deficiéncia hidrica pode afetar a taxa de crescimento das plantas pela reducao da
transpiracdo e da producdo de massa seca, além de outras caracteristicas fisioldgicas como,
taxa fotossintética, abertura estomatica e em condi¢des mais intensa a senescéncia das folhas
(TAIZ e ZEIGER, 2002). As plantas podem reduzir consideravelmente seu desenvolvimento e
produtividade em regides em que predomina periodos de deficiéncia hidrica ao longo do ciclo
(KHUSH, 1997).

A intensidade do efeito do estresse hidrico no desenvolvimento dos vegetais depende
de varios fatores, dos quais pode se destacar o genétipo, a severidade do estresse e o estddio
fenoldgico da planta (SANTOS & CARLESSO, 1998). Segundo Taiz & Zeiger (2004), em
condigdes de estresse, estratégias como o fechamento dos estdmatos para prevenir a perda de
dgua por transpiracdo pode ser desenvolvidas pelas plantas , assim como, mecanismos que
reduzam o efeito oxidativo celular.

Dano oxidativo ocorre em plantas em condi¢des de estresse, uma vez que a producao
de EROs ocorre além da capacidade oxidante da cadeia respiratéria acumulando no contetido
celular. As EROs podem acarretar processos metabdlicos importantes, responsdveis por
desintegrar estruturas celulares, como, proteinas e dcidos nucleicos, além disso, reduzir a
fotossintese e comprometer a integridade da membrana celular (LICHTENTHALER, 1996;
CAVALCANTTI et al., 2007)

As principais formas das EROs sdo: Radical superéxido (O;”), peréxido de hidrogénio
(H,0,), radical hidroxil (OH) e oxigénio singleto (012) e o seus efeitos nas células vegetais
depende diretamente da eficiéncia do sistema antioxidante ndo enzimdtico € enzimatico
presente. O sistema enzimdtico € composto principalmente pelas enzimas dismutase do
superdxido (SOD) catalase (CAT), peroxidases do ascorbato (APXs) e peroxidases dos fendis
(POXs) (MOLLER, 2001; MILLER et al., 2010).

Essas enzimas sdo responsdveis pelo processo de detoxificacio das EROs até a
formacdo de H,O e O, atuando em diferentes compartimentos celulares e podendo apresentar
diferentes isoformas (YANIK & DONALDSON, 2005; CAVALCANTI et al., 2007).

A SOD ¢ a primeira enzima a atuar na remoc¢do das EROs dismutando o radical
superéxido (O;7) em H,O, Nos vegetais esta enzima pode estd presente em todos os
compartimentos capazes de produzir EROs principalmente nos cloroplastos, mitocondrias e
peroxissomos (SILVEIRA et al., 2010). Um dos principais sitios de produg¢do de H,O; € os
peroxissomos durante a conversdo do glicolato a glioxilato durante a fotorespiragao
(MITTLER et al., 2004).



O H,0; apresenta alto potencial de dano celular devido apresentar meia vida longa e
permeabilidade as membranas, podendo ocasionar danos oxidativo no local de sua producdo,
assim como em outros sitios celulares (SILVEIRA et al., 2010). Entretanto, estudos tem
mostrados que o H,O; assim como outras EROs s3o importantes sinalizadores moleculares
envolvidos na mediacao de respostas a infeccdo de patdgenos, estresse ambiental e estimulos
ao desenvolvimento vegetal (MITTLER et al., 2004; TORRES & DANGL, 2005; MILLER et
al., 2010).

A CAT e APX sido as principais enzimas responsaveis pela reducao do peréxido de
hidrogénio (H,O,) em oxigénio e dgua nos sitios de producdo desta ERO. A catalase estd
presente nos peroxissomos, glioxissomos, citosol e mitocondrias, porém € encontrada em
forma mais abundante nos peroxissomos atuando na eliminagdo direta do H,O, oriundo da
fotorespiracdo (ASADA, 2006; MHAMDI et al., 2010). Ja as enzimas APX apresentam-se
localizadas em diversos compartimentos celulares (CAVALCANTTI et al., 2007; MILLER et
al., 2010).

O sistema antioxidante enzimaético é eficiente na manuten¢ao dos niveis nao toxicos de
EROs nas células em condi¢des normais. Porém, a medida que o estresse € intensificado ou
duradouro este ndao consegue cumprir totalmente sua fung¢do e os organismos passam a
expressar caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas especificas decorrentes do processo
oxidativo (CAVALCANTI et al., 2007). Nessas circunstancias nota-se a importancia de
outros mecanismos auxiliares na protecdo dos organismos aos fatores danosos que possam
provocar efeitos negativos ao seu desenvolvimento.

Associacdo de espécies vegetais com microrganismos benéficos, como os fungos DSE
em ambientes estressantes € comumente relatado como um dos mecanismos importantes para
adaptacdo de espécies vegetais no processo de colonizacdo desses ambientes (MANDYAM
&JUMPPONEN, 2005; BARROW et al., 2011).

Estudos de abundancia de DSE associados as raizes de plantas em regidoes onde a dgua
¢ um fator limitante, como as regides dridas e semidridas da China e dos EUA, Zhang et al.
(2010) e Barrow, (2003) relataram que estes sejam capazes de promover o crescimento do
hospedeiro por meio da maior absorcdo de nutrientes orginicos € inorganicos € promover
maior tolerdncia aos estresses bidticos e abidticos.

A melanina é um pigmento que proporciona a coloracdo escura frequentemente
encontrada em todas as estruturas de alguns fungos, como, micélios, estruturas esporuladoras
e esporos (LOGUERCIO-LEITE et al., 2006). A presenca deste pigmento esté relacionada a
maior prote¢do a radiacdo ultravioleta, maior dissipacdo de calor e retencdo de metais pelos
organismos (REDMAM, 2002; MANDYAN &JUMPPNEM, 2005; ZHANG et al., 2010).

A melanina também pode estd relacionada a protecio de EROs liberadas pelos
vegetais principalmente no processo de infeccdo, no caso de fungos fitopatogénicos, atuando
como um agente antioxidante (HENSON et al., 1999).

Outros mecanismos relatados referem-se a produgdo de lipidios e mucilagens pelas
hifas que pode ser uma estratégia para acumulacdo de carbono por estes organismos nas
épocas de maior disponibilidade de dgua para utilizacio em épocas de seca (BARROW,
2003). A produgdo de uma extensa rede flingica extracelular produzida por DSE também pode
auxiliar na absor¢do de nutrientes e dgua pelas plantas por permitir maior absorcdo de dgua e
nutrientes do solo (MANDYAM, 2008).

Esses mecanismos sdo apontados na literatura, entretanto, o estudo mais detalhado do
desenvolvimento dos vegetais em condicdes de estresse auxiliard no maior entendimento da
interagdo planta-fungo sob essas condicdes.



3 MATERIAL E METODOS

Dois experimentos foram conduzidos com intuito de avaliar a capacidade de quatro
fungos DSE isolados de arroz silvestre da espécie Oryza glumaepatula na regiao amazodnica
(RIBEIRO et al., 2011) em promover o crescimento e reduzir o efeito do estresse por
deficiéncia hidrica em duas variedades de arroz. No entanto, antes disso, os isolados foram
avaliados em experimentos preliminares quanto a capacidade de colonizar as variedades de
arroz a serem utilizadas a variedade melhorada, Nipponbare, e Piaui, variedade tradicional do
estado do Maranhdao. Além da capacidade de crescimento in vitro dos DSE em meio de
cultura sob condicdes de estresse pela adicdo de cloreto de sdédio (salinidade), NaCl, e
Polietilenoglicol (restri¢ao hidrica), PEG, ao meio.

Todos os experimentos foram desenvolvidos na Embrapa Agrobiologia, municipio de
Seropédica (RJ). Os dados obtidos em cada experimento foram analisados com auxilio do
software ASSISTAT versdo 7.6 beta para verificacdo da normalidade e homogeneidade das
variancias dos dados pelos testes de Lilliefors, Cochran e Bartelett respectivamente. Foi
utilizado o software SISVAR 4.3 para a analise de varidncia (ANOVA) e as médias foram
comparadas pelo teste de Tuckey ou Skott-Knott a 5% de probabilidade e para verificar o
efeito das doses de PEG 6000 no crescimento dos isolados de DSE e/ou das plantas de arroz
foi realizada andlises de regressao.

3.1 Avaliacao da Colonizacao das Variedades de Arroz por DSE

O Experimento foi desenvolvido em condi¢des controladas, temperaturas médias de
28/24 °C (dia / noite), 70% de umidade e fotoperiodo de 12/12 h (luz / escuro). Adotou-se o
delineamento inteiramente casualizado (DIC) em arranjo fatorial (5X2): quatro isolados (ERR
04, ERR 16, ERR 46, ERR 01) e uma testemunha nao inoculada, duas variedades de arroz
(Nipponbare e Piaui) com quatro repeti¢cdes.

Foi avaliada a técnica de inoculacio pelo uso de discos de micélios fiingico e a taxa de
coloniza¢do de DSE nas duas variedades de arroz por meio da inoculagdo das sementes com
micélio fangico crescido em meio Batata Dextrose Agar (BDA) e crescimento em solugio de
Hoagland (HOAGLAND et al., 1950) % forca idnica geleificada com phytagel (5g L™)
adicionada de MgSO; (0,3g L.

As plantas foram coletadas aos 20 dias apds o plantio e realizado as medidas de altura
da parte aérea a partir do colo e dividida em parte aérea e raiz, sendo a parte aérea seca em
estufa para obtencdo da massa seca e as raizes destinadas a andlise de colonizagdo. Para
observacdo das estruturas fingicas dos DSE, as raizes foram fragmentadas em tamanhos de 1
cm e logo apds clareadas com hidréxido de potdssio (KOH 2,5%) e neutralizadas em &cido
cloridrico (HCI1 1%). Posteriormente as raizes foram coradas com corante azul de metila
conforme Phylips e Hayman, (1970) e modificado por Koske e Gemma, (1989) e Grace e
Stryble, (1991). As estruturas fungicas (hifas septadas e microesclerédios) foram observadas
com auxilio de microscépio 6ptico aumento de 1000X.

3.2 Avaliacao do Crescimento in vitro de DSE em Condicoes de Estresse

A capacidade dos isolados de DSE crescerem em condi¢des de estresse foi avaliada
em dois experimentos desenvolvidos em laboratério utilizando meio de crescimento
adicionado de cloreto s6dio (NaCl) e polietilenoglicol (PEG 6000) para indugdo de estresse
salino e hidrico respectivamente.
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Para avaliagcao do crescimento fiingico em condicdes de estresse salino, foi adicionado
NaCl ao meio BDA até a obten¢do de diferentes potenciais osmoticos (Tabela 1) segundo a
equacdo de Van’t Hoff citada por Salisbury & Ross (1992): yos = - RTC, em que:

yos = potencial osmético (atm);

R= constante geral dos gases perfeitos (0,082 atm . 1 . mol'* k™);

T= temperatura (°K); e

C= concentracdo (mol L '1)

Discos de micélio fingico de 7 mm de didmetro crescidos a duas semanas em meio
BDA foram depositados no centro placas de petri em trés replicatas contendo o meio BDA
comercial (39 g L'l) adicionado de NaCl nas concentragdes (0; 0,2 mol L'l; 0,4 mol L'l; 0,7
mol L' e 1 mol L'l).

Tabela 1. Concentra¢des de Cloreto de sddio (NaCl) adicionado ao meio de cultura e valores
de potenciais osméticos correspondente para a temperatura média de 26 °C segundo
Van’t Hoff, citada por Salisbury e Ross (1992)

NaCl (mol L'l) Potencial osmético (-Mpa)
0 0
0,2 -0,49
0,4 -0,99
0,7 -1,73
1 -2,48

Discos de mesmo didmetro também foram adicionados em placas de petri contendo
solucio de Hoagland geleificada com phytagel (2,5¢ L") adicionado de polietilenoglicol
(PEG 6000) em diferentes concentracdes, segundo Villela et al. (1991) até a obtengdo das
resisténcia hidrica de -0,1; -0,2; -0,4; -0,8 Mpa e um controle (sem adi¢do de PEG) conforme
Tabela 2.

Ambos os experimentos foram avaliados o crescimento radial da coldnia fingica aos 9
dias apds a incubacgdo das placas de petri em estufa a 26 °C no escuro. A medida foi feita com
uso de paquimetro e os didmetros das coldnias fungicas dados em mm.

Tabela 2. Concentragdes de polietilenoglicol (PEG-6000) adicionado ao meio de cultura e
valores de resisténcia hidrica correspondente para a temperatura média de 26 °C
segundo Villela et al. (1991).

PEG-6000 (g L Resisténcia hidrica (-Mpa)
0 0
79,791 -0,1
121,139 -0,2
180,231 -0,4
264,246 -0,8
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3.3 Efeito de DSE na Reducao do Estresse por Deficiéncia Hidrica em Arroz

Foram conduzidos 2 experimentos, o primeiro (I) para avaliar as vardveis relacionadas
a promocao de crescimento (massa fresca e seca da raiz e parte aérea e altura das plantas) e o
segundo (II), realizado a partir da pré-selecao dos fungos e das doses de PEG definidas no
primeiro ensaio a partir dos dados de promoc¢do de crescimento das plantas. No segundo
experimento foram avaliados os teores de proteinas totais em folhas e as enzimas
antioxidantes relacionadas a reducdo do estresse oxidativo nas plantas, catalases (CAT) e
peroxidases do ascorbato (APX).

No primeiro experimento adotou-se o delineamento em blocos ao caso (DBC) em
arranjo fatorial (5X5X2): quatro isolados (Err 04, Err 16, Err 46, Err 01) e uma testemunha
ndo inoculada, cinco concentracdes de PEG adicionado ao meio Phytagel (2,5g L") até atingir
o potencial hidrico de -0,1 Mpa, -0,2 Mpa, -0,4 Mpa, -0,8 Mpa e um controle sem adicao de
PEG para temperatura média de 26 °C de acordo com a Tabela 1 e duas variedades de arroz
(Nipponbare e Piaui) com quatro repeti¢cdes.

O segundo experimento seguiu também o delineamento DBC em arranjo fatorial
(3X2X2): Trés doses de PEG (0; 35; 79 g L'l), o isolado DSE Err 01 e uma testemunha néo
inoculada com as duas variedades e mesmo nimero de repeti¢cdes que o experimento I.

3.3.1 Desinfestacao das sementes

As sementes foram desinfestadas superficialmente através da lavagem com detergente
comum e dgua destilada estéril e imersdo em hipoclorito de sédio a 2,5% e alcool etilico 70%
por 3 minutos cada e lavadas em seguida com 4gua estéril por 5 vezes.

3.3.2 Inoculacao

Sementes foram inoculadas com micélio fingico crescidos por 2 semanas em meio
batata comercial (BDA) e pré-germinadas por 5 dias em placas de petri contendo solugdo de
Hoagland agarizada (1%). Discos de micélio fungico de 7 mm de diametro foram depositados
sobre a superficie dos vasos proximos as plantulas. O tratamento controle consistiu em
sementes nao inoculadas e sem discos de micélio flingico adicionados ao meio de
crescimento.

3.3.3 Inducao do estresse hidrico

O estresse hidrico foi induzido por meio da adicao de polietilenoglicol (PEG 6000),
Sigma de acordo com a Tabela 1 ao meio phytagel (2,5g L") acrescentado de MgSO4 (0,3g L
" e dissolvidos em solucdo de Hoagland Y2 forca idnica (HOAGLAND et al., 1950) corrigida
para nitrogénio com aplicacdo de Sulfato de Aménio (Sigma) 105 mg L-' de N (SILVA et al.,
2010).

3.3.4 Conduciao do experimento

Apés a pré-germinacdo das sementes as plantulas foram transferidas para vasos
contendo meio phytagel (2,5g L") adicionado de MgSO, (0,3g L") e solucdo de Hoagland Y%
forca i6nica estéril (HOAGLAND et al., 1950) corrigida para nitrogénio pela adicao de 105
mg L-' de N. Os vasos foram mantidos em condi¢des controladas de temperatura, umidade,
fotoperiodo e radiacdo fotossinteticamente ativa, ciclo de luz de 12/12 h (luz / escuro), um
influxo de f6étons fotossintéticos de 380 uM mol m™> s"l, umidade relativa do ar média de 70%
e temperaturas de 28/24 ° C (dia / noite).

11



3.3.5 Avaliacgoes

No primeiro experimento as plantas foram colhidas aos 30 dias apds inoculacdo e
obtido a altura da haste principal com uso de régua graduada pela medi¢do a partir do colo até
o dpice da folha de maior desenvolvimento. Logo apoés, as plantas foram divididas em parte
aéreas e raizes para determinacdo da massa fresca e seca. A massa seca foi obtida apds
secagem do material vegetal em estufa a 65 ° C, seguida de pesagem.

No segundo experimento as plantas também foram colhidas aos 30 dias, no entanto, as
folhas foram imersas em nitrogénio liquido e armazenadas a -70 °C para avaliacio dos teores
de proteinas totais em folhas e a atividade das enzimas CAT e APX.

a) Extracao enzimatica e determinacao do teor de proteina

A extracdo das enzimas foi feita pela maceracdo de 200 mg de folha em nitrogénio
liquido, adicionando-se 1,5 mL do tampao de extracdo constituido de: Tampao fosfato de
potassio 100 mM (pH 7,0), | mM EDTA, 2 mM DTT, 0,8 mM PMSF, 1% de PVPP e 1 mM
de acido ascorbico (ASC). O extrato foi centrifugado a 14000 rpm por 30 minutos a 4 °C e o
sobrenadante foi coletado e armazenado a -70 °C no periodo das andlises. Os sobrenadantes
coletados foram utilizados nas anélises de todas as enzimas. A atividade das enzimas catalases
e peroxidases foi expressa em pM de H,O, e pM de ascorbato (AsA) por miligramas (mg) de
proteinas respectivamente. Os teores de proteinas foram determinados pelo método de
Bradford (1976) utilizando uma curva padrdo de albumina de soro bovina (BSA) de acordo
com o Apéndice 1.

b) Determinacio da atividade de CAT
Foi determinada segundo HAVIR & MCHALE, (1987) pelo consumo de H,O, a 240
nm por 1 minuto. A reacdo foi incubada a 28 °C e foi constituida de 20 plL de extrato

enzimatico e 0, 980 mL do meio reacional contendo tampao fosfato de potassio 50 mM (pH
7,0) e H;O, 20 mM. A absortividade molar a 240 nm adotada foi 36 mM em™

¢) Determinacio da atividade de APX

Foi determinada pelo acompanhamento da oxidacdo do ascorbato a 290 nm por 1
minuto. A reagdo foi constituida de 35 pL de extrato enzimatico e 0,965 mL do meio
reacional contendo tampao fosfato de potdssio 50 mM (pH 7,0), H,O, 1 mM, L-4cido
ascorbico 0,8 mM e dgua destilada. A absortividade molar em 290 nm adotada foi 2,8mM'1
cm” (NAKANO & ASADA, 1981).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Avaliacao da Colonizacao

A observacao da colonizagdo dos DSE nas raizes das plantas de arroz em meio
phytagel foi possivel nas duas variedades avaliadas, Nipponbare e Piaui. Todos os fungos e as
duas variedades de arroz apresentaram crescimento vigoroso no meio de cultivo, além disso,
as plantas apresentaram-se saudaveis, tanto a parte aérea quanto as raizes, até o final do
experimento.

Verificou-se que o phytagel permitiu uma visualizacdo nitida da colonizag¢do ao longo
das raizes, pelos fungos (Figura 1) como também apresentou ser uma boa ferramenta para
visualizagdo das estruturas fungicas.

Foram observadas estruturas tipicas de DSE, hifas septadas e microesclerédios em
ambas as variedades com auxilio de microscopio Optico (aumento de 1000X). A inoculagdo
dos fungos DSE por meio da inoculacdo das sementes e adi¢ao de disco de micélio fungico 7
mm ao meio mostrou-se suficiente para garantir a colonizacdo do fungo nas raizes das plantas
de arroz conforme Figura 1 e 2. No entanto, a colonizacdo concentrou-se préoximo ao colo o
que nao possibilitou a quantificacdo da percentagem da raiz colonizada.

Os quatro isolados inoculados foram capazes de colonizar as duas variedades de arroz
avaliadas, além disso, o isolado DSE Err 01 foi capaz de promover o crescimento das plantas
(Tabela 3) através do estimulo ao maior crescimento da raiz principal quando comparadas a
testemunha (sem inoculacdo), apresentando um incremento de 3,45 cm no crescimento das
raizes das plantas inoculadas. Nas demais varidveis ndo foi observado diferencas estatisticas
significativas pelo teste de Tuckey com 5% de significancia.

Tabela 3. Médias de comprimento de raiz (Craiz), massa seca de parte aérea (Mspa) e altura
de oito plantas de arroz aos 20 dias apds inoculacdo dos isolados de DSE e um
tratamento testemunha (sem inoculacdo) em solucdo de Hoagland geleificada com

phytagel

Isolados Craiz (cm) Mspa (g) Altura (cm)
Err 01 15,65 A 0,057 A 23,83 A
Err 16 15,01 AB 0,065 A 24,46 A
Err 46 13,91 ABC 0,052 A 22,47 A
Err 04 12,82 BC 0,061 A 22,93 A
Testemunha 12,40 C 0,060 A 2293 A
CV % 11,2 16,78 11,6

Letras iguais na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tuckey a 5% de probabilidade.

Neste estudo, a colonizagdo de DSE observada de forma concentrada préoximo a regiao
do colo das plantas inoculadas pode estar relacionada a duragdo do experimento em apenas 20
dias, pois como demonstrado por Pereira et al. (2011) em experimentos realizados com DSE
na regido amazonica, o estddio fenoldgico da planta é um dos fatores que pode influenciar a
taxa de colonizacdo por DSE, de tal forma que maiores taxas de colonizacdo por estes
enddfitos isolados de arroz silvestre coletadas diretamente do ambiente, nesta regido, foram
obtidas de raizes de plantas em estddio reprodutivo.

Ja Vega-Frutis e Kytoviita, (2012) analisando a influéncia da sexualidade e do estadio
de desenvolvimento sobre a taxa de colonizacdo da planta Antennaria dioica (Asteraceae) por
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FMA e DSE, verificaram que a colonizacdo por FMA foi maior durante a floracdo do que
ap6s a producdo de sementes enquanto que maiores taxas de DSE foram encontradas nas
plantas em fase ndo reprodutiva, além disso, verificaram ainda que a taxa de coloniza¢do pode
diferir entre plantas masculinas e femininas e das caracteristicas do solo, como a fertilidade.

Estes estudos, assim como outros comuns na literatura mostram que a taxa de
colonizacdo de fungos endofiticos no interior de seu hospedeiro é naturalmente bastante
varidvel, uma vez que pode ser influenciada por diversos fatores relacionados a condicio
fisioldgica, estratégia de sobrevivéncia, estddios de desenvolvimento e evolucio do endéfito e
do hospedeiro (SCHULZ & BOYLE, 2005).

Figura 1. Colonizacido de raizes de plantas de arroz por isolados fingicos DSE (C) e um
tratamento controle ndo inoculado (B) cultivadas em tubos de ensaio (A) contendo
50 mL de meio Phytagel dissolvido em solucido de Hoagland 2 for¢a i6nica estéril
em condicoes controladas de temperatura, umidade e fotoperiodo. Oitavo dia apds
a inoculacao.

Ainda sdo poucos os estudos que descrevem sobre colonizagdo de DSE em plantas de
arroz na literatura, no entanto, Sathiyadash & Muthukumar (2010) em estudos na India
mostraram que a taxa de colonizacdo de DSE em raizes de 50 espécies de gramineas variou
entre 1 a 46%.

No Brasil, experimentos realizados na regido amazdnica por Ribeiro et al. (2011)
mostraram que a taxa de colonizacdo de isolados de DSE obtidos de arroz silvestre (Oryza.
glumaepatula) na regido amazonica variou entre 20 a 60% quando reinoculado na espécie
hospedeira e inoculado em arroz comercial (Oryza sativa L) respectivamente, sendo de forma
geral maior para espécie comercial (O. sativa).
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Figura 2. Colonizacgdo de plantas de arroz variedade Nipponbare pelo isolado Err 01 de DSE
aos 30 dias apds a inoculagdo. Presenca de hifas septadas (A) e microesclerddios
(B). Visualizagcdo em microscépio 6ptico (aumento de 1000X).

4.2 Crescimento in vitro de DSE em Condicoes de Estresse

A tolerancia dos isolados as condicdes de estresse foi avaliada em dois experimentos
in vitro pelo acompanhamento do crescimento radial dos discos de micélio flngico
adicionado a placa de petri contendo meio phytagel adicionado de polietilenoglicol (PEG-
6000) para avaliacdo do estresse por restricio hidrica e meio Batata-dextrose-agar (BDA)
contendo cloreto de sédio (NaCl) para avaliagdo da tolerincia ao estresse salino. Ambos os
estresses estdo relacionados a restri¢ao hidrica do meio de cultivo (Figuras 3 e 4).

Os estresses imposto pela adi¢do do sal NaCl e pelo polimero PEG-6000 afetaram o
crescimento dos DSE. Observou-se tolerancia diferenciada entre os isolados de DSE a ambos
os estresses submetidos. De forma geral, os isolados foram mais sensiveis a restri¢do hidrica
imposta pela adi¢do de NaCl ao meio de crescimento que ao uso do PEG-6000.

O PEG ¢é um polimero bastante utilizado para simular o efeito do déficit hidrico em
estudos envolvendo organismos, principalmente por ndo ser téxico, ndo penetrar na célula e
ndo ser degradado, por apresentar alto peso molecular (VILLELA et al., 1991; PEREGRINI et
al., 2013). Ja o uso de NaCl nesses estudos tem demonstrados que além do efeito do estresse
por deficiéncia hidrica ocasionado pela alteracdo osmdtica do meio pode ser observado
também o efeito toxico dos fons Na* e CI por ser possivel de absor¢do e acumulagio pelos
organismos (TOBE et al., 2000).
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0,7 mol L!

Controle 0,2mol L! 0,4mol L! 1 mol L!

Figura 3. Crescimento da coldnia fingica dos isolados de “dark septate” aos 9 dias apds a
adi¢do de disco de micélio fingico de 7 mm de didmetro em meio BDA (39g L)
contendo concentragdes crescentes de cloreto de sédio (NaCl).

Verificaram-se niveis de tolerancia a salinidade diferenciada entre os isolados, sendo
que, apenas o isolado Err 04 ndo apresentou diferenca estatistica entre as diferentes
quantidades de NaCl adicionada ao meio de cultura.

O isolado Err 04 apresentou maior tolerincia a salinidade, sendo que a adi¢cao de NaCl
ao meio de cultura ndo afetou seu crescimento, ndo apresentando diferenca estatistica entre os
tratamentos. Quando se comparou 2 adi¢do de maior quantidade de NaCl ao meio (Imol L)
com o tratamento controle (sem adicdo de NaCl) a reduc@o do crescimento da colonia desse
isolado foi apenas de 10%. O isolado Err 01 apresentou menor tolerincia a salinidade, ndo
crescendo nas concentragdes 0,7 e 1 mol L' de NaCl adicionado ao meio de cultura e reduziu
seu crescimento em aproximadamente 63% quando adicionado apenas 0,2 mol L' de NaCl ao
meio quando comparado ao tratamento controle conforme Tabela 4.

Em relacdo ao crescimento dos isolados em condi¢des de estresse hidrico pela adicdo
do PEG-6000 o isolado Err 04 assim como no estresse salino apresentou-se como sendo o
mais tolerante e o Err 01 o mais sensivel, enquanto Err 16 e Err 46 apresentaram crescimentos
semelhantes.
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Tabela 4. Diametro de coldnia fiingica (DC) dos isolados de “dark septate” apds 9 dias de
crescimento em meio BDA acrescido de cloreto de sédio (NaCl). Médias de trés

repeticoes
Isolados NaCl (mol L™)
0 0,2 0,4 0,7 1
DC (mm)
Err 01 85,75 Aa 32,28 Cb 10,96 Dc 7,00 Cd 7,00 Cd
Err 16 59,81 Ba 39,31 Bb 31,29 Bb 23,96 Bc 10,91 BCd
Err 04 49,76 Ca 48,09 Aa 41,33 Aa 43,78 Aa 44,54 Aa
Err 46 36,87 Da 26,91 Db 24,85 Cb 20,26 Bb 12,02 Be
CV % 5,87

Letras maidsculas iguais na coluna e mintisculas na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tuckey a
5% de probabilidade.

O aumento da resisténcia hidrica do meio de cultura favoreceu o crescimento do
isolado Err 04 que apresentou diferenca estatistica entre as diferentes doses de PEG
adicionada, sendo que o crescimento da col6nia flingica respondeu positivamente a adi¢ao de
maiores quantidades de PEG ao meio de crescimento. Observou-se para o isolado Err 04 um
aumento da colonia fiingica em aproximadamente 50% na presenca da restricdo hidrica no
meio de cultura pela adicdo de 264,25g L™ de PEG quando comparado ao tratamento controle
sem adi¢do do polimero, ja o isolado Err 01 reduziu em mais de 50% seu crescimento nessas
mesmas condi¢des de acordo com a Tabela 5.

Caracteristicas associadas a adaptacdo de DSE em ambientes estressantes t€ém sido
relatadas, umas das mais enfatizadas é a presengca da melanina nas hifas e nos
microesclerddios destes endofitos que pode funcionar como agente antioxidante complexando
radicais livres em condic¢des de estresse.

Em experimentos avaliando a tolerincia e o acimulo de metais pesados em hifas de
DSE Zhang et al. (2008) verificaram que o isolado DSE H93 obtido de solo contaminado na
China pode sobreviver a presenca de Pb** em concentracdes superior a 2 mg ml" de meio de
cultura, a 3 mg ml! de Zn2+, e Cd* na concentracdo de 0,5 mg ml'l, e€ssa mesmas
concentracdes de metais foram letal para muitas outras espécies. Observaram ainda que houve
um actimulo dos metais Pb e Cd na biomassa seca dos micélios na ordem de 20% e 5%
respectivamente. Um dos mecanismos citados pelos autores € a presenca da melanina na
parede celular das hifas e micélios dos isolado que foi aumentada de acordo com o aumento
na concentracdo dos metais no meio e que pode ter funcionado como agente antioxidante.

A deficiéncia hidrica no ambiente de crescimento aumenta consideravelmente a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) nos organismos devido a intensificagcdo da
fotoinibicao.

Uma das estratégias de protecdo aos danos causados pelas EROs adotadas pelos
organismos € a ativacdo do sistema de defesa antioxidante. Porém, o funcionamento desse
sistema é limitado em funcdo da duragio e intensidade do estresse. A medida que se aumenta
a producdo dessas espécies reativas sob tais condi¢cdes, podem-se ocasionar danos celulares e
oxidacgdo de proteinas e DNA (FOYER et al., 1994; HEGEDUS et al., 2001). Desta forma, a
inativacdo de componentes celulares a partir do processo oxidativo pode ocasionar a morte
celular em organismos sob essas condi¢des de estresse (BUCKNER et al., 2000).

Microrganismos que possuam caracteristicas de tolerancia a estresse, como a
melanina presente nos DSE e/ou a capacidade de acumulagdo de fons e metais pesados que
possam conferir adaptagdo a estresse, sdo importantes no processo de colonizagdo dos
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vegetais em ambientes estressantes (MANDYAM &JUMPPONEN, 2005; LOGUERCIO-
LEITE et al., 2006).

Controle -0, 1 Mpa - 0,2 Mpa -0,4 Mpa -0,8 Mpa

Figura 4. Crescimento da coldnia flingica dos isolados de “dark septate” aos 9 dias apds a
adi¢do de disco de micélio fingico de 7 mm de didmetro em solu¢do de Hoagland
geleificada com phytagel (5g L") em condig¢des de restri¢do hidrica pela adicao de
Polietilenoglicol (PEG 6000).

Tabela 5. Diametro de coldnia fiingica (DC) dos isolados de “dark septate” aos 9 dias apds o
crescimento em solu¢do de Hoagland geleificada com phytagel e acrescida de
polietilenoglicol (PEG). Médias de trés repeti¢des

Isolados PEG (g L'l)

0 79,72 121,14 180,23 264,25
DC (mm)
Err 01 57,66 Aa 47,84 Ab 44,11ADb 30,27 Ac 24,55 Bc
Err 16 32,55 Bab 34,93 Ba 34,60 Aa 34,59 Aa 24,74 Bb
Err 04 22,85 Cc 28,28 Cb 30,54 Bb 31,74 Ab 48,30 Aa
Err 46 39,22 Ba 40,21 Aa 38,34 Aab 36,90 Aab 26,83 Bb
CV % 16,82

Letras maidsculas iguais na coluna e mintsculas na linha nio diferem entre si pelo teste de Tuckey a 5% de
probabilidade.
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4.3 Avaliacao do Efeito de DSE na Reducio do Estresse Hidrico em Arroz
4.3.1 Promocao de crescimento (experimento I)

O uso do polimero polietilenoglicol-6000 (PEG) ao meio de cultura induziu estresse
nas duas variedades de arroz, evidenciado pela reducdo da massa seca total das plantas em
decorréncia do aumento da concentracdo de PEG no meio de cultura (Figura 5). Observou-se
um decréscimo de aproximadamente 73% na massa seca total da variedade Piaui quando
adicionado a maior concentracdo de PEG 264,246 g L-1 ao meio de crescimento em relagcdo
tratamento controle (sem adicao de PEG-6000), enquanto que a variedade Nipponbare reduziu
em torno de 63%.

A variedade Piaui, cultivada em sistema de sequeiro no estado do Maranhdo, reduziu
em aproximadamente 33%, enquanto a variedade Nipponbare em 28%, apds a adi¢dao das
demais doses de PEG observou-se uma reducdo gradativa dessa varidvel em ambas as
variedades.

Efeitos similares do estresse hidrico em arroz foram encontrados por Mauad et al.
(2011) quando avaliaram a produ¢@o de massa seca e nutri¢do de cultivares de arroz de terras
altas sob condicdo de déficit hidrico e adubacdo silicatada e observaram que o aumento na
restri¢do hidrica de -0,050 Mpa no solo ocasionou perda de massa seca de plantas de arroz em
aproximadamente 16%. Os autores relacionam esses resultados a importancia da dgua no
crescimento e desenvolvimento dos vegetais, uma vez que a mesma estd envolvida em varios
processos na planta, dentre eles o crescimento celular, através da turgescéncia celular, sendo
assim, a reducdo da disponibilidade de dgua para as plantas, devido ao aumento da tensdo de
agua no solo, reduziu o crescimento e desenvolvimento das plantas de arroz, refletindo desta
forma no actimulo de massa seca.

O efeito da restri¢ao hidrica no desenvolvimento das duas variedades estudadas foi
observado. A variedade Nipponbare apresentou menor reducdo da massa seca em funcio da
restricdo hidrica presente que a variedade Piaui. Possivelmente esse resultado pode estd
relacionado as caracteristicas da variedade Nipponbare. Por ser melhorada, a mesma apresenta
certa tolerancia a determinados fatores adversos como presenca de aluminio (Al) (PEDRON
& ARENHART, 2008), ferro (Fe) (FADANELLI et al.,, 2006), é&cido butirico
(CH3(CH,),COOH) (KOPP et al., 2010) estresse oxidativo pela aplicacdo de herbicidas,
podendo ser tolerante também a estresse hidrico (LIU et al., 2010). Desta forma, mesmo a
variedade Piaui sendo naturalmente cultivado em regido com restricdo hidrica presente ao
longo do ano, a mesma demonstrou maior sensibilidade ao estresse hidrico imposto pela
adicao do PEG que a variedade Nipponbare.
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Figura 5. Massa seca total (raiz + parte aérea) de plantas de arroz ndo inoculadas, variedades
Nipponbare (A) e Piaui (B) aos 30 dias de crescimento em solu¢do de Hoagland
geleificada com phytagel e submetidas a diferentes doses de polietilenoglicol (PEG
6000). **Significativo a 5% de probabilidade. R* = Coeficiente de regressio.
Médias de quatro repeti¢oes.

Efeitos dos DSE sobre a promog¢do do crescimento das plantas de arroz em condi¢des
de estresse hidrico foram observados conforme Apéndice 2 e 3. A massa fresca da parte aérea
(MFPA) e das raizes (MFR) das variedades Nipponbare e Piaui foi influenciada pela
inoculacdo de DSE nas condi¢des de restricdo hidrica condicionada pelo PEG-6000,
principalmente na concentragdo 79,791 g L-1 (Figura 6 e 7). Na auséncia do PEG-6000 o
isolado Err 46 diferiu estatisticamente dos demais tratamentos apresentando respostas
positivas na MFPA e MFR em torno de 50% em relacdo a testemunha, isso quando inoculado
na variedade Nipponbare (Apéndice 4 e 5).

Quando ndo adicionado o polimero ao meio de crescimento, todos os isolados foram
superiores ao tratamento controle na variedade Nipponbare em relacdo a altura de plantas
conforme a Figura 8. Sendo que o isolado Err 46 diferiu estatisticamente dos demais
tratamentos. Quando inoculados na variedade Piaui os isolados Err 01 e Err 04 apresentaram-
se superiores conforme Apéndice 6.
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Figura 6. Massa fresca de parte aérea de plantas de arroz das variedades Nipponbare (A) e
Piaui (B) sob aplicacdo de diferentes doses de polietilenoglicol (PEG 6000) aos 30
dias apds a inoculagdo de fungos “dark septate”. **Significativo a 5% de
probabilidade. R? = Coeficiente de regressdo. Médias de quatro repetigoes.
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Na presenca de restri¢do hidrica foi observada diferenca estatistica na MSPA apenas
na restricio -0,1 Mpa correspondente 4 dose de PEG-6000 79,791¢g L' e para variedade
Nipponbare, sendo que o isolado Err 01 e o Err 16 foram estatisticamente superiores aos
demais tratamentos. Na presenca dessa restri¢ao hidrica (-0,1 Mpa) observou-se uma redugdo
de 43% da MSPA em relacdo ao tratamento controle, enquanto que a redu¢do observada para
o tratamento inoculado com o isolado Err 01 foi de aproximadamente 23%.
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Figura 7. Massa fresca de raiz de plantas de arroz das variedades Nipponbare (A) e Piaui (B)
sob aplicacdo de diferentes doses de polietilenoglicol (PEG 6000) aos 30 dias apds
a inoculacdo de fungos “dark septate”. **Significativo a 5% de probabilidade. R* =
Coeficiente de regressdo. Médias de quatro repeticoes.

Os isolados Err 46, Err 01 e Err 16 diferiram estatisticamente do isolado Err 04 e do
tratamento controle no parametro massa seca de parte aérea (MSPA) em resposta a inoculagdo
na variedade Nipponbare em meio de cultura sem a adicao de PEG-6000 de acordo com a
Tabela 8. Os isolados Err 01 e Err 04 apresentaram maiores incrementos estatisticamente
significativos em relacdo a este mesmo parametro e nas mesmas condi¢cdes, no entanto,
quando inoculados na variedade Piaui segundo a Apéndice 7 e Figura 9.
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Figura 8. Altura de plantas de arroz das variedades Nipponbare (A) e Piaui (B) sob aplicag¢ao
de diferentes doses de polietilenoglicol (PEG-6000) aos 30 dias apds a inoculagdo
de fungos “dark septate”. **Significativo a 5% de probabilidade. R* = Coeficiente
de regressdo. Médias de quatro repeti¢oes.
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De acordo com Redman et al. (2001) um mesmo isolado fingico de um local
geografico especifico pode apresentar efeitos patogé€nicos, mutualistico e comensal,
dependendo da fisiologia da planta hospedeira e diferencas genéticas entre as cultivares, o
que pode alterar o resultado da simbiose.

Experimentos em substrato estéril nas condi¢des de casa de vegetacdo mostraram
resultados positivos a reinoculacdo do isolado DSE LBF-2 em mudas da planta medicinal
Lycium barbarum, através do incremento da biomassa total das plantas inoculadas em 39,2%
e da concentracdo de clorofila total de 22,8% e da clorofila (a) em 21,3%, em relacdo ao
controle ndo inoculado (ZHANG et al., 2012).

Perez-Naranjo (2009) quando avaliou a promog¢do de crescimento das gramineas
Psathyrostachys juncea, Agropyron cristatum e Bouteloua gracillis inoculadas com DSE em
condig¢des de estresse hidrico observou que a inoculagdo foi positiva nas espécies A. cristatum
e P. juncea e negativa em B. gracillis. O autor relacionou estas diferentes respostas a
adaptacdo da espécie B. gracillis por ser uma planta C4, enquanto A.cristatum e P. juncea C3.
Plantas C4 s3ao mais adaptadas a ambientes secos, pois conseguem manter o aparato
fotossintético eficaz quando ocorre o aumento da resisténcia estomdtica durante longos
periodos de seca evitando a perda de dgua em condicdes quentes e de escassez de dgua.

Na variedade Nipponbare observou-se um incremento da MSPA em aproximadamente
40% e 80% na auséncia e na presenca da restricdo hidrica — 0,1 Mpa respectivamente,
inoculadas com o isolado Err 01 em comparacdo ao tratamento sem inoculacdo. Isso
demonstra que a mitigacdo do estresse hidrico por parte do fungo representa um dos
mecanismos de promog¢do de crescimento, porém também mostra que outros mecanismos
estdo presentes, pois mesmo com disponibilidade de dgua houve promog¢do do crescimento
das plantas.

Incremento no peso seco de plantas de arroz (Oryza sativa L.) também foram
observados por Yuan et al. (2010) na ordem de 57 % em inoculacdo do DSE Harpophora
oryzae sp quando comparados aos tratamentos ndo inoculados em experimentos in vitro na
China.
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Figura 9. Massa seca de parte aérea de plantas de arroz das variedades Nipponbare (A) e
Piaui (B) sob aplicacdo de diferentes doses de polietilenoglicol (PEG 6000) aos 30
dias apés a inoculacdo de fungos DSE. **Significativo a 5% de probabilidade. R =
Coeficiente de regressdo. Médias de quatro repeticoes.

Na auséncia do PEG-6000, a massa seca das raizes da variedade Nipponbare nao
apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos, no entanto, a variedade Piaui respondeu
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positivamente a inoculagdo dos DSE, sendo que, o isolado Err 01 e Err 04 foram superiores
aos isolados Err 46 e Err 16 e todos os isolados foram estatisticamente superiores ao
tratamento controle de acordo com a Figura 10 e Apéndice 8.

A MSR foi influenciada pelos tratamentos até a concentragdo de 180,213 g L' de PEG
adicionado ao meio de crescimento, correspondente a restricdo hidrica de -0,4 Mpa. Quando
se adicionou 79,791 de PEG ndo foi observada diferenga estatistica entre os tratamentos
inoculados na variedade Piaui, entretanto, a variedade Nipponbare respondeu de forma
positiva a inoculacdo dos isolados Err 01 e Err 46, jd na restricdo hidrica -0,2 Mpa (121,139 g
L-1 de PEG) os isolados Err 01, Err 46 e Err 16 foram superiores estatisticamente ao Err 04 e
a testemunha quando inoculados na variedade Piaui, sendo que na variedade Nipponbare este
parametro nao foi influenciado pelos tratamentos. Na presenca da restricao hidrica -0,4 Mpa
(180,213 g L-1 de PEG-6000) respostas aos tratamentos foram observadas apenas na
variedade Nipponbare, os isolados Err 46, Err 16 e Err 04 foram superiores aos demais
tratamentos. Ao adicionar (264,246 g L-1 de PEG) equivalente a restri¢cdo hidrica -0,8 Mpa
nao foram observados resposta a inoculacao de DSE em ambas as variedades.

Respostas encontradas apenas na MSR na restricdo hidrica mais elevada (-0,4 Mpa)
possivelmente estd relacionada ao maior investimento no desenvolvimento do sistema
radicular pelas plantas quando expostas a essas condicdes a fim de aumentar absorcdo de
agua.

Segundo Santos & Carlesso, (1998) uns dos fatores essenciais a absor¢dao de dgua do
solo pelas plantas € o contato intimo entre a superficie das raizes e o solo. A emissdo dos
pelos radiculares, com consequente aumento na adrea superficial aumenta a capacidade de
absor¢do de dgua pelos vegetais. Além disso, o déficit hidrico estimula a expansao do sistema
radicular para zonas mais profundas e umidas do perfil do solo.

As raizes por estarem em contado direto com o meio de crescimento tornam-se mais
sensiveis a variacdo na composi¢cdo do mesmo e pode ser mais facilmente influenciada pela
presenca de fatores externos. A presenca dos fungos DSE envolvendo inter e
intracelularmente 4s células das raizes possivelmente relaciona-se a maior prote¢do dos danos
oxidativo decorrente do estresse provocado pela restricdo hidrica -0,4 Mpa e os efeitos
observados apenas na varidvel MSR nesse nivel de estresse.

Observa-se na literatura efeitos de DSE na promog¢ao de crescimento de plantas pelo
aumento de biomassa de parte aérea e raiz, entretanto, maiores incrementos sao encontrados
na biomassa das raizes em relacdo a biomassa da parte aérea. De acordo com Newsham,
(2011) em uma revisdo de literatura a partir de dados de 18 trabalhos que avaliaram a resposta
da inoculacdo de DSE em plantas em substratos estéreis, o incremento da biomassa das raizes
foi aproximadamente 30% superior ao incremento da parte aérea.

A inoculacdo de DSE sem resposta em ambas as variedades para os parametros
avaliados com excecdo da MSR em condig¢des de restricao hidrica mais intensa pela adi¢ao de
PEG nas concentracdes 180,213 ¢ 264,246 g L' (-0,4 e -0,8 Mpa respectivamente) pode estd
relacionado ao menor crescimento do fungo nestas condi¢cdes que deve ter ocasionado uma
menor taxa de colonizacdo das raizes das plantas de arroz. Com exce¢do do isolado Err 04 o
crescimento dos demais DSE foi significativamente reduzidos nesses niveis de restricao
hidrica do meio de cultura como mostra a Figura 4.

O efeito da inocula¢do de microrganismos endofiticos como DSE em plantas pode ser
positivo, negativo ou neutro, isto depende entre outros fatores da especificidade entre os
simbiontes, da capacidade associativa do microrganismo e da interagdo entre o enddfito e o
hospedeiro desde a sinalizagdo molecular no processo de colonizagdo até o surgimento de
uma resposta fisiolégica na planta hospedeira (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).
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Figura 10. Massa seca de raiz de plantas de arroz das variedades Nipponbare (A) e Piaui (B)
sob aplicagao de diferentes doses de polietilenoglicol (PEG 6000) aos 30 dias
apo6s a inoculagdo de fungos DSE. **Significativo a 5% de probabilidade. R’ =
Coeficiente de regressdo. Médias de quatro repeticoes.

A inoculac¢do de DSE em condig¢des de restri¢do hidrica na variedade Piaui apresentou
menores respostas nos parametros MSPA e MSR. Este menor nivel de resposta pode ser
explicado pela adaptacdo desta variedade tradicional do estado do Maranhdo as condi¢des
limitantes as quais a mesma € cultivada e foi selecionada. J4 a variedade Nipponbare, por ser
melhorada, torna-se mais responsiva, podendo ter sido mais favorecida com a inoculagdo.
Possivelmente, pelo menor dano oxidativo das células devido aos DSE apresentarem hifas e
microesclerédios melanizados capazes de complexar compostos toxicos as células vegetais,
como o peroxido de hidrogénio (H,0,) e que sdo produzidos durante o estresse.

Desta forma, Li et al. (2011) verificaram que o isolado H93 DSE promoveu o
crescimento de milho (Zea mays L.) quando exposto as condicdes de estresse pela presenca
de metais pesados. Os autores relacionaram este efeito a presenca de hifas melanizadas, que
pode ser uma estratégia de sobrevivéncia destes tipos de fungos nesses ambientes por
complexar compostos produzidos nessas condi¢cdes, como os radicais livres.

Foi observado um menor crescimento € maior escurecimento das hifas fungicas na
presenca da restricao hidrica aplicada ao meio de cultura pela adi¢do de PEG em relacdo ao
tratamento controle conforme Figura 4 e Apéndice 9, indicando que em situacdes de estresse
mais elevado os DSE podem reduzir o crescimento e aumentar a concentragdo do pigmento
(melanina) nas suas estruturas como um mecanismo de adaptacdo a essas condigoes.

Resultados similares foram encontrados por Zhang et al. (2011) estudando o DSE
Exophiala pisciphila isolado de solo poluido da China quando observaram que os teores de
melanina nas hifas e micélios aumentaram consideravelmente apds a submissao deste endéfito
a meio de cultura contendo Cd(Il). Entretanto, o crescimento das colonias fungicas foi
reduzido nessas condicdes. Relataram ainda que melanina produzida por DSE possui alto
poder antioxidante e de complexar metais e pode ser de grande relevancia na sobrevivéncia
dos vegetais em ambientes estressados.

Assim como observado por Zhang et al. (2011) a melanina presente nos DSE no
presente estudo pode ter contribuido para uma maior prote¢ao celular ao estresse oxidativo e
consequentemente ao maior desenvolvimento das plantas inoculadas nas condigdes de
restri¢ao hidrica estudada.

Em estudos realizados no sudoeste dos EUA utilizando a coloragdo com azul de
tripano para observacdo das estruturas fungicas e Sudam IV para observacdes de lipidios,
Barrow, (2003) verificou uma colonizacdo interna intensa de DSE nas raizes da graminea
Bouteloua sp nativa do semi-arido. Observou ainda uma rede fungica abundante que se
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estendia por 300 mm a partir da matriz da raiz associada a um complexo mucilaginoso e uma
associacdo especifica deste fungo no interior dos elementos crivados. O autor relacionou estas
caracteristicas a absorcao de nutrientes e 4dgua pelos vegetais e maiores adaptacdes as
condicdes de seca.

A producdo de uma rede fingica que vai além da zona de alcance das raizes assim
como observado por Barrow, (2003) e que se conecta ao hospedeiro pode ser também um dos
mecanismos utilizados pelos DSE nesse estudo e ter contribuido para o maior crescimento das
plantas inoculadas nas condicdes de estresse hidrico, pela maior absor¢do de dgua e nutrientes
(MANDYAN & JUMPPONEM, 2005).

Microrganismos endofiticos, assim como os DSE sdo capazes de promover o
crescimento da planta hospedeira por vérios outros mecanismos. Os mais comumente
relatados € a via hormonal, que pode ser de forma direta, pela producdo de substancias
auxinica, ou indiretamente, pela modula¢do da transducdo de sinal e expressdo de genes
reguladores de hormodnios vegetais (VINALE et al., 2008; SCHAFER et al. 2009), além da
solubilizacdo e transferéncias de nutrientes ao hospedeiro JUMPPONEM & TRAPPE, 1998;
NEWSHAM, 1999; GREEN et al., 2008).

4.3.2 Proteinas e atividade de enzimas antioxidantes em folhas de plantas de arroz
(experimento II)

Estresses bidticos e abidticos podem influenciar a expressdo de proteinas em plantas
de forma a inibir ou intensificar a biossintese de constituintes proteicos especificos (DOS
SANTOS SOARES & MACHADO, 2007).

Microrganismos endofiticos ao interagir com seu hospedeiro sao capazes de alterar a
sintese proteica e aumentar a tolerancia das plantas a estresse (AZEVEDO et al., 2002).

Neste trabalho os teores de proteinas totais em folhas das plantas nao inoculadas
(controle) apresentaram-se mais elevados na presenca da dose de PEG 79 g L™ e na auséncia
do PEG em comparacio a dose 35g L, isso para variedade Nipponbare, sendo estas
diferencas significativas estatisticamente. J4 na variedade Piaui, os teores de proteinas foram
superiores em mais de 50% na presenca da dose 79 g L' de PEG em relacdo as demais doses.

Quando inoculadas com DSE Err Olambas as variedades reduziram os teores de
proteinas com a inducdo do estresse hidrico pela adicdo de PEG. Na variedade Nipponbare
houve uma reducdo de aproximadamente 50% nos teores de proteinas entre o tratamento sem
adicao de PEG em comparagao aos que foram adicionados o polimero nas concentragdes 35 e
79¢g L. Nesta variedade o tratamento sem adicao de PEG foi estatisticamente superior aos
demais.

Na variedade Piaui a reducdo nos teores de proteinas das plantas inoculadas foi de
aproximadamente 25 % e 20% paras as doses de PEG 35 e 79g L™ respectivamente em
comparacao ao tratamento sem adi¢do do polimero. Ndo houve diferenga estatistica entre as
doses de PEG 0 e 35 g L' apenas entre essas e a dose 79g L' conforme a Figura 11. As
plantas inoculadas em ambas as variedades apresentaram teores de proteinas superiores as
plantas controle na presenca das doses de PEG 0 e 35 g L' e foram estatisticamente inferiores
na concentragio de PEG 79g L'
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Figura 11. Teores de proteinas em massa fresca de folhas (MF) de plantas de arroz variedade

Nipponbare (A) e Piaui (B) inoculadas com isolado DSE Err Olem comparagao ao
tratamento controle sob diferentes doses de polietilenoglicol (PEG 6000). A barra
significa o erro padrao da média (n=4). Letras iguais minuscula dentro de cada
dose de PEG 6000 e maiuscula entre as doses ndo diferem entre si pelo teste
Skott-Knott a 5% de probabilidade.

No presente estudo a atividade das enzimas catalases (CAT) e ascorbato peroxidases

(APX) foi

modulada diferencialmente pela presenca da restri¢do hidrica e inoculagdo de DSE

(Figura 12 e 13).

A enzima CAT no tratamento controle (plantas nio inoculadas) reduziu sua atividade
na presenca da dose de PEG 79g L' e mostrou diferenca estatistica (p<0,05) em relacio as
concentracdes 0 e 35g L' em ambas as variedades. J4 apés a inoculacdo do DSE a atividade
desta enzima foi estatisticamente superior na concentracio PEG 79g L' na variedade
Nipponbare e na concentragio 35g L™ na variedade Piaui em comparacio as demais doses.
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Atividade de catalases (CAT) em folhas de plantas de arroz variedade Nipponbare
(A) e Piaui (B) inoculadas com isolado DSE Err Olem comparacao ao tratamento
controle sob diferentes doses de polietilenoglicol (PEG 6000). A barra significa o
erro padrao da média (n=4). Letras iguais maiusculas entre cada dose de PEG
6000 e minuscula dentro das doses nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.
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A inoculagdo de DSE reduziu a atividade da enzima CAT em aproximadamente 60%
na presenca da restricdo hidrica pela adicao do PEG (35¢g L") e foi estatisticamente superior
na concentracdo de PEG (79g L") na variedade Nipponbare, aumentando 2 atividade desta
enzima em torno de 100% em comparacao as plantas ndo inoculadas. Na variedade Piaui a
inoculagdo reduziu a atividade da CAT em todos os tratamentos em 28,66%, 8,36% e 22,34
nas concentragdes de PEG 0, 35 e 79¢g L' respectivamente sendo que, diferenca estatistica foi
observada apenas na primeira.

A atividade da enzima APX foi influenciada pela restricdo hidrica do meio de cultivo
pela adi¢do de PEG. A inoculacdo de DSE reduziu a atividade desta enzima em comparagao
as plantas controle nas duas variedades de arroz estudadas (Figura 11).

A atividade da enzima APX nas plantas da variedade Nipponbare nao inoculadas
(controle) foi maior (p<0,05) na presenca do PEG na concentragdo 35g L' em relagdo as
demais doses adicionadas, enquanto que na variedade Piaui a atividade desta enzima foi
superior tanto na auséncia do PEG como na presenca da dose 35¢g L' em relacdo a dose 79g
L. As plantas inoculadas da variedade Nipponbare apresentaram o mesmo comportamento
que as plantas controle, sendo a maior atividade desta enzima observada na presenga da dose
de PEG 35 g L', Na variedade Piaui verificou-se que a atividade desta enzima ndo foi
influenciada pela adi¢do de PEG quando as plantas foram inoculadas.
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Figura 13. Atividade de ascorbato peroxidases (APX) em folhas de plantas de arroz
variedade Nipponbare (A) e Piaui (B) inoculadas com isolado DSE Err Olem
comparacdo ao tratamento controle sob diferentes doses de polietilenoglicol
(PEG 6000). A barra significa o erro padrdo da média (n=4). Letras iguais
maitsculas entre cada dose de PEG 6000 e mindscula dentro das doses nao
diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

A expressdo de muitas proteinas conhecidas pode ser regulada por estresses bidticos e
abidticos, controladas por mecanismos complexos, relacionados a expressdo génica em
resposta a pressoes ambientais. VArios genes e proteinas podem responder ao estresse causado
por diferentes estimulos ambientais como, salinidade, frio e seca (DE SOUSA FILHO et al.,
2003).

Proteinas envolvidas no processo de protecao celular, como as enzimas antioxidantes,
ATPases e proteinas transportadoras podem ser super-expressadas em condi¢des de estresse
para manutencdo da homeostase ionica intracelular (XIONG & ZHU, 2002; XIONG et al.,

2002).
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Experimento de inoculagdo com estirpe de Pseudomonas putida termotolerante em
plantas de trigo sobre condi¢des de estresse térmico realizado por Ali et al. 2014 mostraram
um aumento de aproximadamente 20% nos teores de proteinas totais das plantas inoculadas
em relacdo ao controle. Os autores relacionaram este maior actimulo de proteinas assim como
hidratos de carbono, aminodcidos e dcidos a protecdo da integridade da membrana celular.

Assim como observado por Ali et al. (2014) os teores de proteinas superiores nas
plantas de arroz inoculadas com DSE Err 01 na presenca de PEG na dose 35 g L' pode estd
relacionado a protecdo celular ao estresse oxidativo pelo endofito nesse nivel de estresse.
Além disso, pode se relacionar a maior absorcdo de N do meio de cultivo pela presenca das
hifas extra-radiculares dos DSE.

Ja foi relatado em vérios trabalhos que os DSE produzem uma extensa rede fungica
extra-radicular que atinge além das zonas das raizes e uma variedade de enzimas extracelular,
apresentando potencial para acessar e transferir nutrientes essenciais como nitrogénio (N)
carbono (C), e fésforo (P) ao seu hospedeiro (JUPPONEN & TRAPPE, 1998; BARROW,
2003; USUKI & NARISAWA, 2007; MANDYAN, 2008; DAS & KAYANG, 2010).

Em condicdes normais ou até mesmo de estresse moderado, as plantas conseguem
manter os niveis de danos celulares decorrente do estresse oxidativo, pelo funcionamento do
sistema antioxidante enzimatico presente, a medida que o estresse € intensificado este sistema
ndo consegue manter os niveis nao téxicos de EROs formada. Nestas condi¢des os efeitos do
estresse oxidativo passam a ser evidentes, como, degradacdo de proteinas, e danos a niveis de
membrana celular (DEUNER, 2007).

Alteragdes nos teores de proteinas em plantas sobre estresse hidrico sdo observadas na
literatura. Essas alteracdes podem ser evidenciadas em fung¢do do processo de ajustamento
osmotico e agdo de enzimas proteoliticas que ocorre nos vegetais sobre estas condicdes. Este
efeito € influenciado principalmente por fatores genéticos relacionados a tolerancia da planta
hospedeira e as caracteristicas do estresse, como intensidade e duragdo (HEING et al., 2004;
DEBOUBA et al., 2006).

Santos et al. (2010) estudando a adaptacdo de gendtipos de feijao-caupi a condicdes de
seca na pré-floracdo observaram para alguns genétipos o aumento nos teores de proteinas
totais em até 30% em plantas estressadas quando comparadas ao controle, sendo que outros
gendtipos mantiveram seus teores de proteinas inalterados. Os autores relacionam esses
resultados as diferenca na capacidade dos vegetais em tolerar estresse, que segundo Santos &
Carlesso, (1998) a resposta da planta a um determinado fator abidtico depende diretamente
das caracteristicas genética e morfofisioldgica do genétipo além da severidade do estresse € o
estadio fenoldgico da planta.

Os vegetais para atingir a homeostase idnica frente a uma condi¢do de estresse
utilizam de varios mecanismos fisioldgicos e bioquimicos dentre eles o acimulo de osmdlitos
compativeis como a prolina em consequéncia do aumento da sintese de proteases.

Os osmdlitos possuem a fung¢do de auxiliar no ajustamento osmoético e proteger
estruturas subcelulares e reduzir os danos oxidativo. Além disso, durante o estresse, pode
ocorrer o aumento ou diminuicdo na sintese de proteinas transportadoras e canais de
membranas (expressdo génica) no sentido de compatibilizar um balango favordvel ao
metabolismo celular (SILVEIRA et al., 2010).

Os teores de proteinas podem ser bastante varidveis em plantas, devido ser uma
caracteristica influenciada por diversos fatores, tais como, o aumento da intensidade e/ou
tempo do estresse as quais as plantas sdo submetidas ou estdo sujeitas. Sob estas condigdes,
pode ocorrer uma maior atividade das enzimas proteases responsdveis pela quebra das
proteinas de reserva e aumento nos teores de aminodcidos livres como a prolina e outros
solutos compativeis para que ocorra o ajuste osmotico e consequentemente adaptacdo ao
estresse (KERBAUY, 2004).
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A modulacdo da atividade das enzimas antioxidantes pela restricdo hidrica imposta e
pela inoculagdo de DSE foi observada neste estudo.

As enzimas APX e CAT possuem fungdes similares na eliminacdo de EROs, pois
ambas atuam reduzindo o H,O, em O, e H,O, entretanto, a APX utiliza o ascorbato como
agente redutor (SILVEIRA et al., 2010) e possui maior afinidade pelo substrato que a CAT
(MHAMDI et al., 2010). Portanto, condi¢des de baixas concentracdes de H,O, ja sdo
suficientes para indugdo da atividade da APX no processo de detoxificagdo celular. Esta
maior afinidade da APX pelo substrato possivelmente se relaciona a semelhanga na atividade
desta enzima nas duas variedades estudadas.

Exemplos de alteracdo na atividade de enzimas antioxidantes pela inoculacdo de
fungos endofiticos em condi¢des de estresse como apresentado neste trabalho s@o poucos na
literatura (ZHANG et al., 2010; BU et al., 2012).

Efeito de fungo endofitico tolerante a estresse sobre a atividade de enzimas
antioxidantes foram observados por Li et al. (2012) quando avaliaram a inoculacdo do
enddfito fingico tolerante a chumbo (Pb) em plantas de arroz sobre estresse pela presenca do
metal. Este autores verificaram uma reducdo da atividade da enzima CAT nas plantas ndo
inoculadas em fun¢do do aumento da dose de Pb adicionada (0 a 200uM). Observaram
também que a inoculagdo promoveu um aumento da atividade enzimdtica na dose 50 uM e
uma reducdo nas demais. Além disso, a presenca do endéfito promoveu maior atividade da
CAT na presenca de todas as concentracdes de Pb adicionada em comparagdo ao controle.
Em relacdo a atividade das peroxidases perceberam que houve uma redugdo na atividade desta
enzima conforme as concentracdes de Pb aumentaram em ambos os tratamentos inoculados
ou nao.

A hipétese que DSE pode conferir protecdo ao estresse oxidativo pode ser corroborado
pelos estudos realizados por Zhang et al. (2008) que verificaram aumento significativo na
atividade das enzimas antioxidantes incluindo as CAT e APX nos micélios e hifas do isolado
H93 de DSE a medida que se acrescentou doses crescentes de Pb** e Cd** ao meio de
crescimento in vitro. Este aumento na atividade enzimdtica foi relacionado também com o
aumento da melanina nas hifas e micélios do endéfito. Os autores relacionaram estes
resultados com a atividade antioxidante da melanina que pode ter contribuido para prote¢ao
do isolado ao estresse oxidativo pela presenca dos metais.

Neste estudo, a redugdo da atividade enzimatica das plantas inoculadas com DSE Err
01 na presenca da restricao hidrica imposta pela adicio do PEG, possivelmente se relaciona
ao poder antioxidante da melanina presente nas estruturas fuingicas deste endéfito. E ao
estabelecer a simbiose com as plantas de arroz, pela colonizacdo do interior das raizes pode
ter conferido maior protecdo ao estresse oxidativo a planta hospedeira (HENSON et al., 1999;
REDMAM, 2002)

A melanina presente nas hifas e micélios dos DSE pode ter funcionado como agente
antioxidante protegendo as células de danos celulares ocasionado pelo estresse oxidativo,
contribuindo para o maior crescimento das plantas sobre essas condi¢des (BARROW, 2003;
LOGUERCIO-LEITE et al., 2006; ZHANG et al., 2010).
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5 CONCLUSOES

Todos os isolados DSE foram capazes de colonizar as raizes de ambas as variedades
de arroz avaliadas e também capazes de promover o crescimento das plantas.

O isolado Err 04 foi o mais tolerante ao estresse hidrico e salino quando avaliado
isoladamente em placa de petri.

Respostas a inoculacdo de DSE em ambas as variedades foram observadas até a
restricdo hidrica -0,2 Mpa, com excecdo da varidvel massa seca das raizes que foi
influenciada positivamente pelos DSE até a restricao -0,4 Mpa.

O isolado Err 46 na auséncia de PEG promoveu maiores incrementos na MFPA, MFR
APA, MSPA das plantas inoculadas da variedade Nipponbare.

Na presenca da restri¢cdo hidrica -0,1 Mpa o isolado Err O1 apresentou superioridade
em todos os parametros e nas duas variedades de arroz estudadas.

Os teores de proteinas em folhas foram superiores nas plantas inoculadas com isolado
Err 01 na auséncia do PEG 6000 e na presenca da dose 35g L' e inferiores na dose 79g L™.

Houve redugdo na atividade das enzimas CAT e APX quando as plantas foram
inoculadas com DSE Err 01 em quase todos os tratamentos.
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6 CONSIDERA COES FINAIS

Este estudo mostrou que os DSE foram capazes de proteger as plantas de arroz do
estresse oxidativo e promover o crescimento vegetal em condi¢des de restricdo hidrica pela
adicao do polimero polietilenoglicol em meio de cultivo estéril, sob condi¢des controladas de
temperatura, umidade e fotoperiodo. No entanto, outros estudos envolvendo estes mesmo
isolados em condi¢des de casa de vegetagdao e campo (condi¢des ndo estéreis) sdo necessarios
para avaliacdo da capacidade competitiva dos mesmos, frente a comunidade microbiana
residente, uma vez que esta caracteristica é de suma importdncia na selecio de

microrganismos para fins de inoculacio em plantas.

Para obtencdo de mais conhecimento sobre o envolvimento e efeito de DSE em
condi¢cOes de estresse por deficiéncia hidrica em arroz ou em outras espécies vegetais, mais
variedades devem ser avaliadas, sabendo que as caracteristicas da planta hospedeira € um dos
principais fatores que influencia a simbiose.

De fato os DSE assim como sugerido possuem uma relacdo com a protecao de plantas
em condic¢des de restricdo hidrica, evidenciado pela maior producdo de massa fresca e seca,
assim como a alteragdo significativa das enzimas antioxidantes nas plantas inoculadas.

A presenca da melanina e sua fun¢do antioxidante t€ém sido relatadas como principal
mecanismo de protecdo das plantas por DSE em condicdes de estresse, entretanto, espera-se
com os proximos estudos melhores esclarecimentos sobre este mecanismo € outros que
possam se relacionar a estes resultados apresentados.
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Bradford.
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Apéndice 2. Plantas de arroz variedade Nipponbare aos 22 dias de idade e inoculadas com os
isolados de “dark septate” e um tratamento controle (0) em diferentes niveis de
restri¢do hidrica: 0 (sem PEG), -0,1, -0,2, -0,4 e -0,8 Mpa por meio da adi¢do de
Polietilenoglicol (PEG 6000) em meio Phytagel dissolvido em solucdo de
Hoagland Y2 forca completa.
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Apéndice 3. Plantas de arroz, variedade Piaui aos 22 dias de idade e inoculadas com os
isolados de “dark septate” e um tratamento controle (0) em diferentes niveis de
restri¢do hidrica: 0 (sem peg), -0,1, -0,2, -0,4 e -0,8 Mpa por meio da adicdo de
Polietilenoglicol (PEG 6000) em meio Phytagel dissolvido em solucdo de
Hoagland Y2 for¢a completa.
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Apéndice 4. Massa fresca de parte aérea (MFPA) das variedades de arroz Nipponbare (Nip) e Piaui aos 30 dias apds inoculagdo de isolados
fingicos “dark septate” e um tratamento testemunha (sem inoculacdo) em meio Phytagel dissolvido em solu¢do de Hoagland Y2
for¢a acrescidos de concentracdes crescentes de polietilenoglicol (PEG). Valores médios de 4 repeticoes. CV= Coeficiente de

variagao
MFPA (g)

PEG (gL 0 79,791 121,139 180,213 264,246
Isolados Nip Piaui  Nip Piaui  Nip Piaui  Nip Piaui  Nip Piaui
Err 46 0,568 Aa 0,503 Ba |0,345 Aa 0,291 Bb |0,212 Aa 0,273 Ba |0,114 Aa 0,136 Aa | 0,067 Aa 0,075 Aa
Testemunha 0,289 Bb  0,465Ba |0,216 Ba 0,295 Ba |0,197 Aa 0,281 Ba |0,100 Aa 0,128 Aa | 0,058 Aa 0,086 Aa
Err 04 0,342Bb 0,610 Aa |0,244Bb 0,379 Aa |0,191 Aa 0,233 Ba [0,103 Aa 0,169 Aa | 0,073 Aa 0,092 Aa
Err 16 0,366 Bb 0,491 Ba |0,283 Bb 0,405 Aa |0,191 Ab 0,390 Aa |0,113 Aa 0,140 Aa | 0,063 Aa 0,074 Aa
Err 01 0,366 Bb 0,574 Aa |0,421 Aa 0,437 Aa |0,216 Aa 0,301 Ba [0,093 Aa 0,150 Aa | 0,077 Aa 0,097 Aa
CV % 28,73

* Letras maiusculas iguais na coluna e mintsculas na linha nao diferem entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade.

Apéndice 5. Massa fresca de raiz (MFR) das variedades de arroz Nipponbare (Nip) e Piaui aos 30 dias apés inoculagdo de isolados flingicos
“dark septate” e um tratamento testemunha (sem inocula¢do) em meio Phytagel dissolvido em solucdo de Hoagland %2 forca
acrescidos de concentragdes crescentes de polietilenoglicol (PEG). Valores médios de 4 repeticdes. CV= Coeficiente de variacao

MER (g)

PEG (gL 0 79,791 121,139 180,213 264,246

Isolados Nip Piaui  Nip Piaui  Nip Piaui  Nip Piaui  Nip Piaui
Err 46 0,105 Aa 0,108 Aa [0,069 Aa 0,074 Ba | 0,048 Ab 0,091 Aa |0,031 Aa 0,043 Aa 0,023 Aa 0,015 Aa
Testemunha 0,062Bb 0,112 Aa |0,048 Aa 0,068 Ba |0,060 Aa 0,065Ba |0,040 Aa 0,050 Aa |0,025 Aa 0,028 Aa
Err 04 0,055Bb 0,100 Aa [0,045 Aa 0,079 Ba | 0,050 Aa 0,065Ba [0,033 Aa 0,039 Aa |0,025 Aa 0,028 Aa
Err 16 0,077Ba 0,102 Aa |0,065 Aa 0,083 Ba |0,050 Ab 0,101 Aa |0,039 Aa 0,045 Aa |0,023 Aa 0,019 Aa
Err 01 0,071 Bb 0,122 Aa 0,088 Aa 0,114 Aa | 0,063 Ab 0,097 Aa 0,030 Aa 0,045 Aa 0,032 Aa 0,031 Aa

CV % 33,26

* Letras maiusculas iguais na coluna e mintsculas na linha nao diferem entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade.
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Apéndice 6. Altura de plantas (AP) das variedades de arroz Nipponbare (Nip) e Piaui aos 30 dias ap6s inoculagdo de isolados fingicos “dark
septate” e um tratamento testemunha (sem inoculacdo) em meio Phytagel dissolvido em solu¢dao de Hoagland Y2 forca acrescidos
de concentragdes crescentes de polietilenoglicol (PEG). Valores médios de 4 repeti¢des. CV= Coeficiente de variagao

AP (cm)

PEG (gL 0 79,791 121,139 180,213 264,246
Isolados Nip Piaui Nip Piaui Nip Piaui Nip Piaui Nip Piaui
Err 46 37,480 Aa 27,520 Bb |27,800 Aa 21,801 Bb 23,500 Aa 23,010 Aa |14,960 Aa 16,080 Aa | 9,710 Aa 11,170 Aa
Err 01 29,400 Bb 37,370 Aa |29,800 Aa 28,500 Aa |19,720 Ab 24,160 Aa |10,720 Ab 15,920 Aa | 9,620 Aa 11,730 Aa
Err 04 27,720 Bb 33,370 Aa |22,520 Ba 26,180 Aa |18,680 Aa 22,870 Aa |12,670 Aa 16,180 Aa |11,110Aa 12,020 Aa
Err 16 29,320 Ba 30,620 Ba |24,620 Ba 23,870 Ba |20,850 Aa 24,530 Aa |12,180 Aa 13,920 Aa [10,810Aa 10,130 Aa
Testemunha 22,960 Cb 27,750Ba |22,020 Ba 24,150 Ba |14,020 Bb 22,000 Aa |12,350 Aa 12,520 Aa | 9,680 Aa 11,150 Aa
CV % 15,15

* Letras maiusculas iguais na coluna e mintsculas na linha nao diferem entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade.

Apéndice 7. Massa seca da parte aérea (MSPA) das variedades de arroz Nipponbare (Nip) e Piaui aos 30 dias apds inoculagdo de isolados
fingicos “dark septate” e um tratamento testemunha (sem inocula¢do) em meio Phytagel dissolvido em solu¢do de Hoagland %2 forca
acrescidos de concentragdes crescentes de polietilenoglicol (PEG). Valores médios de 4 repeticdes. CV= Coeficiente de variacao

MSPA (g)
PEG (gL 0 79,791 121,139 180,213 264,246
Isolados Nip Piaui Nip Piaui Nip Piaui  Nip Piaui Nip Piaui
Err 46 0,146 Aa  0,139Ba |0,086 Ba 0,074 Aa |0,070 Aa 0,062 Aa 0,031 Aa 0,036 Aa |0,023 Aa 0,028 Aa
Err 01 0,131 Ab 0,164 Aa (0,102 Aa 0,109 Aa | 0,062 Aa 0,079 Aa 0,030 Aa 0,047 Aa |0,027 Aa 0,031 Aa
Err 16 0,119 Aa  0,123Ba (0,121 Aa 0,095 Ab | 0,056 Aa 0,081 Aa 0,048 Aa 0,037 Aa |0,028 Aa 0,028 Aa
Testemunha 0,095Bb  0,125Ba |0,055Ba 0,080 Aa |0,039 Aa 0,059 Aa 0,035 Aa 0,037 Aa |0,029 Aa 0,029 Aa
Err 04 0,106 Bb 0,146 Aa |0,072Ba 0,094 Aa 10,054 Aa 0,064 Aa 0,025 Aa 0,033 Aa |0,025Aa 0,030 Aa
CV % 26,54

* Letras maitsculas iguais na coluna e mintsculas na linha nao diferem entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade.
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Apéndice 8. Massa seca de raiz (MSR) das variedades de arroz Nipponbare (Nip) e Piaui aos 30 dias ap6s inoculagao de isolados fingicos “dark
septate” e um tratamento testemunha (sem inocula¢cdo) em meio Phytagel dissolvido em solu¢do de Hoagland ¥ forga acrescidos de
concentracoes crescentes de polietilenoglicol (PEG). Valores médios de 4 repeticdes. CV= Coeficiente de variagao

MSR (g)

PEG (gL 0 79,791 121,139 180,213 264,246

Isolados Nip Piaui Nip Piaui Nip Piaui Nip Piaui Nip Piaui
Err 46 0,030 Ab 0,036 Ba [0,032 Aa 0,031 Aa | 0,020 Aa 0,028 Aa |0,015Aa  0,015Aa |0,012Aa 0,013 Aa
Err 01 0,033 Ab 0,047 Aa {0,029 Aa 0,031 Aa | 0,022 Ab 0,028 Aa |0,009Bb 0,018 Aa |0,012Aa 0,009 Aa
Err 16 0,029 Aa 0,032Ba [0,024Bb 0,032 Aa |0,022 Ab 0,031 Aa |0,017 Aa 0,019 Aa |0,011 Aa 0,011 Aa
Testemunha 0,020 Ab 0,028 Ca |0,023 Ba 0,026 Aa |0,021 Aa 0,026 Ba |0,011Bb 0,017 Aa |0,012Aa 0,013 Aa
Err 04 0,022 Ab 0,043 Aa |0,023Ba 0,030 Aa 0,022 Aa 0,022Ba ]0,015Aa 0,013 Aa |0,009 Aa 0,013 Aa

CV % 16,34

* Letras maiudsculas iguais na coluna e mintsculas na linha nao diferem entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade.
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Apéndice 9. Colonizagdo de raizes de arroz ao oitavo dia apds a inoculagdo de fungos “dark
septate” e cultivadas em meio Phytagel dissolvido em solu¢cdo de Hoagland
estéril adicionado (B) ou ndo (A) de 264,246 g L' de Polietilenoglicol (PEG
6000). Presenca de hifas (C) a partir de discos de 7 mm de didmetro adicionado
ao meio de cultura.
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