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RESUMO

A seca ¢ um dos principais estresses ambientais que limitam a produtividade agricola,
especialmente no Semiarido nordestino, onde culturas como o feijao-caupi (Vigna unguiculata)
possuem grande importancia socioecondmica. Fungos endofiticos melanizados e septados

(DSEs), tém sido associados a promog¢ao de crescimento vegetal e a atenuacdo dos efeitos do
déficit hidrico, porém sua funcionalidade em culturas agricolas ainda ¢ pouco compreendida.
Este estudo avaliou o potencial de isolados de DSEs nativos da Caatinga em promover
crescimento e contribuir para a tolerncia ao estresse hidrico em genotipos contrastantes de V.
unguiculata, Pingo-de-Ouro 1,2 (PO) e o Santo Inacio (SI). Dos 14 isolados, 14 colonizaram
feijdo-caupi e 11 colonizaram milho. Entre eles, a cepa DSE2 foi selecionada, por apresentar
melhor desempenho na atenuagdo dos efeitos do estresse hidrico e na manutencao do
crescimento vegetal. A inoculagdo com DSE2 resultou em maior taxa de colonizagdo sob
estresse hidrico, especialmente na cultivar susceptivel (SI). Além disso, promoveu aumento da
eficiéncia intrinseca do uso da dgua, com efeito mais pronunciado na cultivar tolerante (PO). O
regime hidrico foi o principal fator determinante das alteragdes no metaboloma foliar e
radicular, enquanto a inocula¢do com DSE2 exerceu efeito modulador secundario. No entanto,
no sistema radicular da cultivar SI, a presenga de DSE2 promoveu alteragdes metabdlicas mais
expressivas, indicando uma reprogramacao metabodlica associada a resposta ao estresse hidrico.
Os resultados demonstram que DSEs nativos da Caatinga possuem potencial para modular
respostas fisioldgicas e metabdlicas de V. unguiculata sob déficit hidrico, com efeitos

dependentes do regime hidrico, do genotipo e do 6rgao analisado.

Palavras- chaves: Interagdo planta-microrganismo; promotores de crescimento; cepas

fingicas; déficit hidrico; tolerancia.



ABSTRACT

Drough is one of the main environmental stresses that limit agricultural productivity, especially
in the semi-arid region of the northeast, where crops such as cowpea (Vigna unguiculata) have
great socioeconomic importance. Melanized and septate endophytic fungi (DSEs) have been
associated with plant growth promotion and the mitigation of water deficit effects, bult their
functionality in agricultural crops is still poorly understood. This study avaluated the potential
of DSE isolates native to the Caatinga to promove growth and contribute to water stress
tolerance in contrasting genotypes of V. unguiculata, Pingo-de-Ouro ,2 (PO) and Santo Inacio
(SI). Of the 14 isolated species, 14 colonized cowpea and 11 colonized corn. Among them, the
DSE2 strain was selected for showing the best effects of water stress and maintaining plant
growth. Inoculation with DSE2 resulted in a higher colonization rate under water stress,
especially in the susceptible cultivar (SI). Additionally, it promoted an increase in intrinsic
water use efficiency, with a more pronounced effect in the tolerant cultivar (PO). The water
regime was the main determining fator for changes in the leaf and root metabolome, while
inoculation with DSE2 exerted a secundary modulatory effect. However, in the root system of
the SI cultivar, the presence of DSE2 promoted more expressive metabolic reprogramming
associated with the response to water stress. The results show that native DSEs from the
Caatinga have the potential to modulate physiological and metabolic responses of
V.unguiculata under water deficit, with effects depending on the water regime, genotype, and

organ analyzed.

Keywords: Plant-microorganism interaction; growth promoters; fungal strains; water deficit;

tolerance.
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1 INTRODUCAO

A seca ¢ um importante estressor abidtico que limita o crescimento das plantas e a
producao agricola em regides aridas e semiaridas de todo o mundo (Huang et al., 2016). A agua
compde cerca de 80% a 95% da biomassa fresca das plantas e ¢ essencial para processos
fisiologicos fundamentais. Com as mudangas climaticas, secas mais intensas e frequentes tém
sido registradas em diversas regides, incluindo o Nordeste brasileiro (Buriti et al., 2020). O
aumento da frequéncia e da intensidade das estiagens, associado ao crescimento populacional
e a demanda por alimentos, representa uma ameaca a seguranca alimentar, desafiando
diretamente metas como Fome Zero da ONU para 2030 (FAO, 2017; Fujimori et al., 2019). No
Brasil, o estado do Ceara esté entre os mais afetados por eventos de seca recorrente (Seigerman
et al., 2024), comprometendo a produtividade das culturas agricolas e a subsisténcia de milhares
de familias. Neste contexto, torna-se urgente desenvolver estratégias para mitigar os efeitos das
mudangas climaticas sobre as culturas agricolas, especialmente em areas como o Nordeste
brasileiro, onde predomina a agricultura familiar, caracterizada por baixa infraestrutura e
produtividade (Alvala et al., 2019).

O déficit hidrico no solo imposto pela seca compromete processos fisiologicos
essenciais na planta, afetando o metabolismo, a reproducdo e o desenvolvimento vegetal
(Chochave et al., 2019). Também intensifica produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
que causam danos oxidativos a lipidios, comprometendo a integridade das membranas
celulares, além de afetar proteinas, e 4cidos nucléicos. Esses danos podem interferir em
processos celulares essenciais, como a atividade enzimatica, a replicagdo, e a transcri¢ao
contribuindo para alteragdes metabolicas e fisiologicas que prejudicam a fotossintese, a
respiracao e o crescimento das plantas (Hasanuzzaman et al., 2017; Lata, 2018).

Diante dos impactos causados pela seca, muitas espécies vegetais desenvolveram
estratégias adaptativas que envolvem mecanismos fisioldgicos, bioquimicos e morfologicos,
que permitem a planta manter suas fungdes vitais, mesmo sob baixa disponibilidade hidrica
(Valliyodan & Nguyen, 2006). As plantas respondem ao estresse hidrico por meio de trés
mecanismos principais: escape, evitago e tolerancia. E importante destacar que essas respostas
ndo ocorrem de forma isolada, mas resultam da interacdo entre multiplos mecanismos
integrados de tolerancia (Oguz et al.,, 2022). Fatores como a espécie, o estagio de
desenvolvimento, a intensidade e duragao da seca, além da interacdo com microrganismos que

influenciam diretamente a eficacia dessas estratégias (Kumar et al., 2019).
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As interagdes entre plantas e microrganismos da rizosfera sao bem elucidadas e
desempenham papel central na ecologia e evolugdo das plantas terrestres. Atualmente, essas
interagdes t€m sido exploradas como uma estratégia para aumentar a tolerancia vegetal a
estresses ambientais, incluindo o estresse hidrico. Microrganismos como fungos micorrizicos,
leveduras e bactérias podem atuar como promotores de crescimento vegetal (PGP) e de
tolerancia das plantas a seca (Lata et al., 2018; Fitzpatrick, et al., 2019; Vidal et al., 2022). O
uso de microrganismos como ferramentas biotecnoldgicas vem ganhando destaque em praticas
agricolas sustentaveis. Dentre os microrganismos que favorecem a adaptacdo vegetal ao
estresse hidrico, destacam-se os fungos endofiticos melanizados escuros também conhecidos
como DSEs (Dark Septate Endophytes). Os DSEs compreendem um grupo diversificado,
generalista e onipresente de fungos, capazes de colonizar vigorosamente as raizes das plantas,
especialmente em ambientes aridos e semiaridos (Malick et al., 2022, Huertas et al., 2024,
Delattre et al., 2023). Os DSEs ndo sdo endofiticos obrigatérios e podem se associar de forma
benéfica as plantas, promovendo o crescimento e a tolerancia ao estresse em diferentes estagios
do desenvolvimento vegetal (Alam et al., 2021). Eles possuem uma parede celular formada por
quitina, glucanos e proteinas. Ainda, a parede celular desses fungos ¢ rica em melanina, um
pigmento polimérico que atua como antioxidante e confere resisténcia a estresses ambientais
(Lopez et al., 2024a; Redman et al., 2002). Apesar do crescente interesse cientifico, a interacao
entre os DSEs e as plantas ainda ¢ pouco compreendida. Ainda se conhece pouco sobre os
mecanismos pelos quais esses fungos podem promover tolerancia a estresses ambientais, bem
como sobre em quais espécies vegetais e sob quais condigdes ambientais esses efeitos ocorrem
(Mandyam e Jumpponen 2005; Bonfim et al., 2016; Spagnoletti & Giacometti 2020). Pouco se
sabe sobre a diversidade e o potencial dos DSEs nativos da Caatinga, um bioma com ampla
variabilidade climéatica e alto grau de endemismo. A investigagdo desses DSEs nativos pode
revelar novas cepas com potencial de aplicagdo agricola e de baixo custo, especialmente para
sistemas agricolas de base familiar. Neste contexto, esses fungos despontam como aliados
estratégicos no desenvolvimento de tecnologias agricolas mais sustentaveis, voltados a redugdo
de insumos quimicos e a promog¢do de culturas mais resilientes, particularmente diante das
previsdes de aumento da aridez no Nordeste brasileiro associadas as mudancas climéticas
(Vergara et al. 2018).

A V. unguiculata é uma cultura de grande importancia agricola e nutricional para a
regido Semiarida do nordeste brasileiro, constituindo um dos principais componentes da
alimentacdo da populacdo e desempenhando relevante papel socioecondmico, especialmente
em sistemas agricolas de base familiar (Rivas et al., 2016). Apesar de apresentar maior
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tolerancia ao déficit hidrico quando comparado a outras culturas herbaceas, a produtividade de
V. unguiculata ainda ¢ fortemente afetada por condi¢des de seca, baixa fertilidade de solo e
limitacdes de manejo caracteristicas de regides semiaridas. Os genotipos Pingo de Ouro 1,2
(PO) e Santo Inécio (SI) foram selecionados por apresentarem comportamento contrastante em
relagcdo ao déficit hidrico, sendo o primeiro considerado tolerante e o segundo sensivel a seca
(Rodrigues et al., 2017). Para além dessa diferenga, estes genotipos distinguem-se em aspectos
fisiolégicos, incluindo eficiéncia intrinseca do uso da agua, trocas gasosas e capacidade de
manutencdo da atividade fotossintética sob condi¢goes de estresse. Neste contexto, o
desenvolvimento de estratégias que aumentem a tolerdncia das plantas ao estresse hidrico ¢
fundamental para reduzir perdas de produtividade e fortalecer a seguranga alimentar em regides
vulneraveis, especialmente quando se tratam de solugdes acessiveis, de baixo custo e reduzido
impacto ambiental (Embrapa, 2016).

Nesse contexto, esta pesquisa investigou a interagcdo entre fungos DSEs e plantas de V.
unguiculata. Inicialmente foram obtidos isolados de DSEs a partir de solos nativos da Caatinga,
os quais foram posteriormente avaliados quanto a capacidade de colonizar a raizes de V.
unguiculata e promover crescimento das plantas sob condigdes de déficit hidrico moderado e
déficit hidrico severo. Em seguida, foi analisado o potencial de um isolado em contribuir para
a tolerancia ao déficit hidrico, considerando alteragdes fisiologicas e metabolomicas associadas

a interagdo planta-fungo.

2 PERGUNTAS DE PARTIDA

« Fungos DSEs isolados de solos da Caatinga s3o capazes de colonizar raizes de V.

unguiculata?

% A colonizagao das raizes por DSEs atenua os efeitos do estresse hidrico e aumenta a
tolerancia a seca em plantas de V. unguiculata?

% A associacdo com DSEs promove uma recuperacdo mais eficiente de V. unguiculata
apods o estresse hidrico?

+ Genotipos mais sensiveis a seca apresentam maior colonizagao radicular por DSEs e se
beneficiam mais dessa interagdo simbidtica, em comparagdo a genotipos mais
tolerantes?

« Como a colonizagdo por DSEs influencia as respostas fisioldgicas e metabdlicas de V.

unguiculata sob condi¢des de irrigagdo e estresse hidrico?
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Identificar e avaliar o potencial de isolados de DSEs nativos da Caatinga em promover

o crescimento e contribuir para a tolerancia ao estresse hidrico em V. unguiculata.

3.2 Objetivos Especificos

0
%

<

L)

Avaliar a capacidade dos isolados de DSEs em colonizar as raizes de V. unguiculata.
Avaliar se a inoculagdo com isolados de DSE contribui para uma recuperacdo mais
rapida apo6s estresse hidrico em V. unguiculata.

Avaliar se a inoculagdo com isolados de DSE atenua os efeitos do estresse hidrico em
V. unguiculata.

Avaliar o efeito da colonizacdo por DSEs nas respostas fisiologicas e metabdlicas de
plantas de V. unguiculata sob condi¢des de irrigacao e estresse hidrico.

Avaliar se genotipos contrastantes de V. unguiculata quanto a sensibilidade ao estresse

hidrico diferem na colonizag@o por DSEs e na resposta a inoculagao.

4 HIPOTESES

0
%

O

%

%

L X4

L X4

DSE:s isolados de solo da Caatinga sdo capazes de colonizar raizes de V. unguiculata.

A 1noculagdo com DSEs favorece o crescimento e a recuperagdo de V. unguiculata apds

o estresse hidrico.

A associacdo com DSEs atenua os efeitos do estresse hidrico, por meio de ajustes

fisioldgicos, bioquimicos e metabdlicos.

A taxa de colonizagdo radicular por DSEs varia em fungdo sensibilidade do genétipo,

sendo mais pronunciada em plantas mais sensiveis a seca.

A colonizagdo por DSEs modula as respostas fisiologicas e metabdlicas de V.

unguiculata sob condi¢des de irrigagdo e déficit hidrico.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Estratégia Experimental
Esta pesquisa foi estruturada em quatro etapas, desenvolvidas com objetivo de isolar,
selecionar e avaliar isolados de DSEs nativos da Caatinga quanto a sua capacidade de colonizar

e influenciar a resposta de plantas de V. unguiculata ao estresse hidrico.

5.1.1 Etapa 1: Coleta de solo contendo DSEs nativos da Caatinga

Amostras de solo de areas preservadas de Caatinga, no Semiarido nordestino, foram
coletadas na Fazenda Experimental Vale do Curu, UFC, Pentecoste, (IP=721 MM, 1A=46,06)
(Figura 1), com a finalidade de isolar microrganismos nativos e adaptados aquelas condi¢des
de baixa disponibilidade hidrica. Os solos foram coletados proximos as raizes de individuos da
espécie de Mufumbo (Combretum lembrosum Mart.), planta nativa da Caatinga tolerante a seca,
em dez pontos amostrais (Tabela 1) distanciados entre si por, no minimo, 700 m. As amostras
foram coletadas a uma profundidade de 15 cm, peneiradas e acondicionadas em sacos plasticos
no laboratorio de microbiologia de solos (Embrapa), & temperatura ambiente, para posterior

utilizagao.

Delimitagdo do territorio
Delimitacdo do semiarido
Delimitagdo do Estado de

B Delimitagio do Municipio de
Pentecoste

Figura 1. Mapa de localizac¢do da area de coleta das amostras de solo da Regido semiarida do

Brasil no municipio de Pentecostes, CE. Adaptado de IBAGE (2021).
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Tabela 1. Coordenadas geograficas dos pontos de coleta de solo na Fazenda Experimental Vale

do Curu, pertencente a UFC, localizada no Municipio de Pentecoste, estado do Ceara.

Ponto de coleta Latitude Longitude

1 3°48.2890 °S 39°19.770 °O
2 3°48.1390° S 39°20.3920°0
3 3°48.8310° S 39°20.0740°0
4 3°49.4370° S 39°20.4590 °O
5 3°49.1160° S 39°20.9040°0
6 3°48.9400° S 39°20.4940°0
7 3°48.1780° S 39°20.8360°0
8 3°49.0450° S 39°21.5280°0
9 3°48.5510° S 39°21.115667°0
10 3°48.5620° S 39°20.4570 °0O

5.1.2 Etapa 2: Isolamento e selecio de cepas de DSEs

O isolamento dos fungos DSEs a partir das amostras de solo foi realizado pelo método
de cultura-armadilha, utilizando V. unguiculata, cultivar BRL Tumucumape, como planta
modelo. Para isso, as sementes previamente esterilizadas com hipoclorito de s6dio 1% foram
semeadas em vasos de 500 mL contendo as dez amostras de solo, sendo cada vaso preenchido
com a amostra correspondente a um ponto de coleta. Todos os vasos foram mantidos em
capacidade de campo, com irrigagdo.

Ap6s 40 dias da semeadura, amostras de 1 cm das raizes foram coletadas de todas as
plantas e o isolamento dos fungos foi realizado segundo protocolo estabelecido por Bonfim et
al. (2016). As amostras de raizes foram desinfetadas superficialmente e distribuidas em placas
de Petri, cada uma contendo cinco segmentos de raiz sobre meio dgar com extrato de malte
(MEA, do inglés Malt Extract Agar). O MEA utilizado foi preparado com 4g de extrato de
malte, 3g de 4gar e 150mL de agua deionizada. Ainda, foram adicionados 0,5 mL de
cloranfenicol e 0,25 mL de estreptomicina para inibir o crescimento de bactérias contaminantes,

permitindo apenas o crescimento de fungos no meio. Todas as placas foram incubadas em
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B.0O.D a 28° C para o facilitar o crescimento das colonias de fungos. Apds 7 dias de crescimento
dos fungos, foram realizadas repicagens sucessivas apenas das colonias escuras, consideradas
como melanizadas. Apds isolamento, estas colonias foram estocadas separadamente sob
refrigeragdo, em geladeira. A Figura 2 ilustra esquematicamente todas as etapas dos

procedimentos realizados para o isolamento dos fungos DSE.

A
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Figura 2. Representacdo esquematica do processo de isolamento dos DSEs. (A) Amostras de
solo coletadas de areas preservadas de Caatinga do Nordeste. (B) Isolamento de fungos
utilizando V. unguiculata como modelo de captura. (C) Coleta de raizes das plantas de V.
unguiculata. (D) Desinfestacdo das raizes. (E) Placas com meio MEA contendo fragmentos de
raizes. (F) Incubagdo das placas em B.O.D a 28 °C. (G) Coldnias de fungos desenvolvidas e
repicagens sucessivas apenas das colonias escuras, consideradas como melanizadas. (H)
Montagem de laminas para observacdo das colonias escuras em microscopia de luz para
verificagdo da presenca de hifas septadas, microesclerddios ou clamidosporos no tecido

radicular.

Para confirmar se as colonias de fungos melanizadas isoladas tém potencial de colonizar
mais uma cultura, as colonias foram inoculadas em plantas de milho. Neste momento, o milho
foi escolhido como planta modelo por se tratar de mais uma planta de interesse agricola no
Semiarido nordestino e devido ao seu sistema radicular mais volumoso, o que facilita a
probabilidade de colonizacdo e visualizacao das hifas. Assim, as sementes foram previamente

esterilizadas, semeadas em solo também esterilizado e cada vaso foi inoculado com uma das
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cepas de DSE obtidas no isolamento de cultura-armadilha. O indculo de cada cepa foi preparado
em meio liquido, constituido de 20 g de extrato de malte dissolvidos em 1 L de 4gua deionizada
autoclavada (Bonfim et al., 2016). O meio foi inoculado com dois discos de meio so6lido
contendo micélio fingico e incubado em mesa agitadora a 120 rpm por cinco dias.

As plantas de milho foram cultivadas em casas de vegetagdo (Figura 3) e os vasos
mantidos em capacidade de campo por capilaridade, com dgua autoclavada. Apos 40 dias da
semeadura, as amostras de raizes foram coletadas, seccionadas, clarificadas com KOH 5%, sob
80 °C por 1 hora e, em seguida, neutralizadas com acido acético 6% por 24h em temperatura
ambiente. Apds esse periodo, os segmentos foram corados com azul de tripano 0,05% (p/v),
montados em laminas de vidro preservadas com lactoglicerol e observados em microscopia
optica de luz. A colonizagdo fungica foi avaliada por meio da presenga de hifas melanizadas e
septadas e de clamiddsporos e/ou microesclerodios nos segmentos de raizes, conforme descrito

previamente na literatura (Farias et al., 2020; Giovannetti, 1980; Bomfim et al. 2016).

Figura 3. Plantas de milho (Zea mays) durante o experimento para verificacao da colonizagao
dos DSEs nativos da Caatinga. (A) Plantas com 13 dias ap6s a semeadura. (B) Plantas com 8

dias apos a semeadura.

A porcentagem de colonizagdo foi quantificada segundo Farias (2020), com base na
presenca/auséncia das estruturas caracteristicas dos DSEs em dez segmentos de raizes. A
colonizagao foi classificada de 0 a 100%, sendo que cada segmento de raiz colonizado equivale

a 10%. As cepas que apresentaram os quatro maiores percentuais de colonizagdo foram
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selecionadas para as etapas seguintes do estudo, para investigar os efeitos do DSE no

crescimento e na tolerancia ao estresse hidrico do V. unguiculata.

5.1.3 Etapa 3: Avaliagdo da recuperagdo pos-estresse hidrico em plantas

de V. unguiculata inoculadas com cepas de DSE

As quatro cepas que apresentaram maiores taxas de colonizagdo na etapa anterior
foram inoculadas, separadamente, em dois genotipos de V. unguiculata, contrastantes quanto a
tolerancia ao estresse hidrico: Pingo-de-Ouro 1,2 (PO), tolerante a seca, e Santo Indcio (SI),
sensivel a seca (Rodrigues et al., 2017; Basto et al.,2011), com o objetivo de avaliar o efeito da
inoculagdo na recuperagdo das plantas apds o déficit hidrico.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), em
arranjo fatorial 2 x 3 x 4, constituido por dois gendtipos contrastantes quanto a tolerancia ao
estresse hidrico (PO e SI), trés niveis de condi¢@o hidrica (irriga¢do plena, deficiéncia hidrica
moderada e deficiéncia hidrica severa), e quatro cepas de fungos DSEs (DSE1, DSE2, DSE3,
DSE4), com quatro repetigdes biologicas por tratamento. Apds a imposi¢ao dos periodos de
déficit hidrico, as plantas submetidas aos tratamentos de estresse foram reidratadas e mantidas
sob irrigacdo plena por sete dias, momento no qual foram avaliados a sobrevivéncia e o
crescimento das plantas, bem como a colonizagdo radicular.

As sementes doadas pelo Banco Ativo de Germoplasma (BAG) do Departamento de
Fitotecnia da UFC, foram previamente desinfestadas e semeadas em vasos de 2 L, contendo
substrato estéril composto por areia e vermiculita (2:1). As plantas foram cultivadas em casa de
vegetacdo, pertencente ao laboratorio de microbiologia do solo da Embrapa Agroindustria
Tropical, em Fortaleza-CE (Figura 4). A inoculacdo fungica foi realizada no momento do

plantio, mediante a adi¢dao de 2 mL de cultura fingica liquida.
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Figura 4: Plantas de feijdo-caupi (V. unguiculata) das cultivares Pingo de Ouro 1,2 (PO) e
Santo Inécio (SI), inoculadas com as quatro cepas de DSEs, separadamente: DSE1 (F11.5 F1A);
DSE2 (F12.3 F2A); DSE3 (F15.3 F1A) e DSE4 (F15.4 F1A), aos 14 dias apds a semeadura e

sob irrigagdo plena.

Durante o estabelecimento inicial das plantulas, todos os vasos receberam irrigagao
com agua deionizada e autoclavada e o substrato foi mantido sob 100% da capacidade de campo
(CC). A nutrigao foi realizada por meio da aplicagdo semanal de 250 mL de solugdo nutritiva
de Hoagland por vaso, iniciada na segunda semana ap6s o plantio (Hoagland, 1950, Farias et
al., 2020).

ApoOs 25 dias do plantio, no estagio V4 (3 folhas trifolioladas completamente
expandidas), os tratamentos de déficit hidrico foram iniciados por meio da suspensdo da
irrigacdo no solo. Foram estabelecidos trés regimes hidricos durante o experimento: (1)
irrigacdo plena (100% da CC); (2) suspensao da irrigacdo por trés dias, caracterizando estresse
hidrico moderado (25% da CC); (3) suspensao da irrigagdo por dez dias, caracterizando estresse
hidrico severo (25% da CC). Apods os periodos de estresse, as plantas voltaram a ser irrigadas
com 100% CC por sete dias para avaliacao da recuperagao.

Ao final do experimento, a recuperacdo e o crescimento das plantas sob estresse hidrico
foram avaliados com base na taxa de sobrevivéncia e na biomassa seca da parte aérea e do

sistema radicular. A colonizagdo radicular foi avaliada com base na porcentagem de estruturas
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caracteristicas dos DSEs (hifas septadas e melanizadas, microesclerddios e clamidosporos),
como descrito na etapa anterior. A cepa com maior potencial foi selecionada com base nos

resultados de sobrevivéncia, crescimento e colonizagdo, conjuntamente.

5.1.4 Etapa 4: Respostas fisiologicas e metabolicas de V. unguiculata inoculada com DSE
sob estresse hidrico
A cepa de DSE2, previamente selecionada na etapa anterior, foi inoculada no momento
do plantio em plantas dos dois genétipos V. unguiculata contrastantes quanto a sensibilidade ao
estresse hidrico, PO e SI (Rodrigues et al., 2017; Basto et al., 2011). O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), em arranjo fatorial 2 x 2 x 2,
constituido por dois genoétipos (PO e SI), duas condi¢des hidricas (controle e deficiéncia
hidrica) e dois niveis de inoculagdo (com DSE e sem DSE), com cinco repetigdes biologicas
por tratamento, totalizando 40 unidades experimentais. O estresse hidrico foi aplicado por dez
dias, com irrigagdo a 25% CC, sendo classificado como severo. O tratamento controle foi
mantido 100% da CC. Para quantificar a taxa de colonizagdo foram analisados 10 segmentos
de raiz em cada uma das 40 unidades experimentais, totalizando 400 segmentos analisados. Os
procedimentos de inoculagdo, cultivo das plantas em casa de vegetacdo (Figura 5) seguiram a

metodologia descrita no experimento anterior da etapa 3.

Figura 5. Plantas de feijao-caupi (V. unguiculata) das cultivares Pingo de Ouro 1,2 (PO) e
Santo Indacio (SI), inoculadas com a cepa DSE2, aos 20 dias apds a semeadura e sob irrigacao

plena.
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A andlise do crescimento foi realizada com base nos parametros de comprimento do
caule e da raiz e da area foliar, a qual foi estimada pela equacdo AF=X (=0.6597 (C+L) 2,1745),
segundo Sousa Lima et al., (2008).

A tolerancia ao estresse hidrico foi avaliada por meio da analise das trocas gasosas e de
metabolomica em raizes e folhas. A partir da analise de trocas gasosas nas folhas, foram
calculados os seguintes parametros: taxa fotossintética liquida (A), condutancia estomatica (gs),
razdo entre a concentragdo intercelular e a concentragdo atmosférica de CO> (Ci/Ca),
transpiracdo (E) e eficiéncia intrinseca do uso eficiente da agua (WUE) (Sharkey et al., 2007).
A andlise de trocas gasosas foi realizada no inicio da manha, utilizando um analisador de gases
por infravermelho (GFS-3000, Heinz Walz GmbH, Alemanha). As mesmas folhas utilizadas
para as trocas gasosas, bem como as raizes, foram coletadas no periodo da tarde sendo
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido. Posteriormente, os metabolitos foram
quantificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) (Liu et
al., 2022). O material vegetal foi inicialmente macerado, seguido da extracdo de metabolitos
polares mediante a adi¢do de 700 pL de metanol (100%) e 30 uL de ribitol. As amostras foram
agitadas em Thermoshaker por 15 min, a 70 °C e 350 rpm. Em seguida os tubos foram
centrifugados por 10 min, a 11.000 g, a 27 °C. O sobrenadante foi transferido para tubos de 2
mL, aos quais se adicionaram 375 pL de cloroférmio e 750 pL de dgua ultrapura gelada. Apos
nova centrifugacao por 15min a 10.000 g, a 4 °C, recolheu-se 150 pL da fase superior (fase
polar) transferindo-se para tubos de 1,5 mL. As amostras foram entdo secas em centrifugador a
vacuo por minimo 10h (overnight). Posteriormente, procedeu-se a derivatizagdo, com adig@o
de 20 pL de pirimidina e 35 pL de MFSTA. Um tubo vazio foi preparado nas mesmas
condigdes, servindo como branco da corrida. A analise dos espectros de massa foi realizada
usando o software Xcalibur® 2.1 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Os
metabolitos foram identificados usando o banco de dados metabolémico de Golm (Kopka et
al., 2005).

5.1.5 Anadlises Estatisticas

Os dados de crescimento foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) como
explica Rivas et al. (2016). Diferencas significativas foram comparadas pelo teste de variancia
paramétrica de Tukey com 5% de probabilidade. A taxa de colonizagdo foi estimada segundo
modelo Beta (Zuur et al., 2009). As trocas gasosas foram analisadas por meio de variacao
percentual (Muller et al., 2025). Os dados de metabolomica foram submetidos as analises
multivariadas de PCA (principal component analysis) e PLS-DA (partial least square
discriminant analysis), utilizando a plataforma Metaboanalyst (Xia & Wishart, 2011).
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6 RESULTADOS

6.1 Isolamento de cepas de DSEs da Caatinga capazes de colonizar V. unguiculata
A partir do método de cultura-armadilha, foram obtidos 14 isolados de cepas fungicas
melanizadas das raizes de V. unguiculata cultivar BRL Tumucumape, com morfotipos distintos.
Todas 14 coldnias apresentaram crescimento acelerado, expansao rapida do micélio dentro de
7 dias de incubagdo. Os isolados foram codificados de acordo com critérios adotados pelo

Laboratério de microbiologia de solos da Embrapa (Tabela 2).

Tabela 2. Codificacdo dos isolados de cepas fungicas de DSEs e descricao dos elementos do

codigo.

DSE Codigo do Isolado  Ponto de coleta n° do isolado
DSE 1 FI11.5F1A 1 F1
DSE 2 F12.3F2A 2 F2
DSE 3 F15.3F1A 5 Fl1
DSE 4 F15.4F1A 5 Fl1
DSE 5 F12.5F2A 2 F2
DSE 6 F2.3F2A 2 F2
DSE 7 F16.2F1A 6 Fl1
DSE 8 F16.2F2A 6 F2
DSE 9 F11.3F2A 1 F2
DSE 10 FI12.5F1A 2 F1
DSE 11 F12.2F1A 2 F1
DSE 12 FI11.4F1A 1 F1
DSE 13 FI12.3F1A 2 F1
DSE 14 F16.4F1A 6 F1

DSE = fungos endofiticos melanizados e septados escuros (DSE); F = planta hospedeira utilizada no método de
captura dos isolados (V. unguiculata); Ponto de coleta = local de coleta das amostras de solo; Numero do isolado

= numero sequencial do isolado por ponto de coleta;
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Das 14 cepas de DSEs isoladas inicialmente das raizes de V. unguiculata (cultura-

armadilha), 11 apresentaram confirmacdo endofitica em milho. O percentual de colonizacao

variou de 5% a 40% entre os isolados, indicando diferengas na capacidade de colonizacao

radicular (Figura 6). Dessa forma, as cepas foram numeradas de acordo com os valores de taxa

de colonizagao e as quatro cepas com maior percentual de colonizagdo foram selecionadas para

as etapas subsequentes da pesquisa.
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Figura 6— Taxa de colonizagdo dos isolados de cepas de DSEs nativos da Caatinga em raizes

milho (Zea mays).

Dentre as quatro cepas selecionadas, a cepa DSE1 apresentou crescimento mais rapido

em comparacdo aos demais isolados. Além disso, a DSEI, apresentou coloragdo preta mais

intensa (possivelmente mais melanizada), caracteristica marcante em relacdo aos outros

isolados. Em termos de velocidade de crescimento, a ordem observada foi: DSE 1 (F11.5 F1A)

>DSE 2 (F12.3 F2A) > DSE 4 (F15.4 F1A) > DSE 3 (F15.3 F1A) (Figura 7).
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Figura 7. Crescimento das quatro cepas de DSEs selecionados, em placa com meio MEA ao
longo de sete dias. DSE1 (F11.5 F1A); DSE2 (F12.3 F2A); DSE3 (F15.3 F1A) e DSE4
(F15.4 F1A).

6.2 Efeito da inoculaciio com quatro cepas de DSE na recuperacgio pds-estresse hidrico

em V. unguiculata
A colonizagdo fungica das plantas de V. unguiculata com as quatro cepas de DSE
selecionadas foi confirmada por meio da observacao de segmentos de raiz em microscopio
optico de luz. A andlise das raizes das plantas pos-estresse moderado (RMD; recuperagdo pos
estresse moderado) e severo (RSD; recuperagdo apos estresse severo) revelou a presenca de
estruturas tipicas dos DSEs, como hifas septadas escuras ou marrons, microesclerodios e

clamidésporos (Figura 8).
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Figura 8. Estruturas morfoldgicas das quatro cepas de DSEs1 (F11.5 F1A); DSE2 (F12.3 F2A);
DSE3 (F15.3 F1A) e DSE4 (F15.4 F1A) observadas nas raizes das duas cultivares contrastantes
de V. unguiculata Pingo de Ouro 1,2 (PO) e Santo Inacio (SI).

Ap0s a recuperacdo do estresse moderado e severo, a taxa de colonizagdo ndo sofreu
efeito significativo das cepas de DSE e do genétipo, tampouco houve interacdo entre esses
fatores (Tabela 3). No entanto, a taxa de colonizagdo foi significativamente afetada pelo regime
hidrico (p = 0.014), enquanto nao foram observados efeitos do gendtipo (p = 0.35) nem da

interacdo entre genotipo e regime hidrico (p = 0.50).
Tabela 3. Estimativas dos parametros do modelo Beta para a taxa de colonizacao de plantas de

dois gendtipos de V. unguiculata colonizadas com quatro cepas de DSE, sob dois regimes

hidricos (estresse moderado e severo).
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Fatores Estimativa  Erro F valor Pr (>F)
Intereepagio am am as P |
Gentipo 407 439 093 035
Condigao hidrica 1032 421 244 144e-02*
Condigao hidrica 492 73 067 050

:genotipo

Foram avaliados os efeitos individuais de gendtipos, condi¢do hidrica e cepa de DSE, bem como suas interagdes

sobre o numero de microesclerddios. estimativa =valor estimado do pardmetro, std. erro = erro padrdo, F valor =

estatistica F, p valor= valor de p. Asteriscos de indicam diferencas estatisticas significativas (p < 0,05*, p < 0,01

* % p<0,00] ¥¥%),

O numero de microesclerodios nas raizes foi significativamente influenciado pelo

genoétipo da planta, pelas condicdes hidricas e pela interacdo entre genotipo e condigdes

hidricas. No entanto, ndo foi observado nenhum efeito significativo das diferentes cepas de

DSE para essa variavel (Tabela 4).

Tabela 4. Resultado da analise de variancia para o numero de microesclerodios presentes nas

raizes de plantas de V. unguiculata inoculadas com cepas de DSEs, ajustadas pelo modelo linear

generalizado (GLM) com distribuigdo Poisson.
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df. residual.
Fatores Df Dev Residual Dev Pr (>F)

NULL 47 62.73
Genotipo 4.88e-
1.0 7.92 42 38.50 03 %%
Condigao hidrica 4.77e-
1.0 12.20 43 46.42 hyees
DSE 3.0 4.11 44 58.63 2.50e-01
Condic¢ao hidrica: DSE 3.0 1.80 39 36.70 6.15¢-01
Genotipo: DSE 3.0 6.08 36 30.62 1.08e-01
Genotipo: Condigdo hidrica 10 5.41 35 2599 2.(?21*6—

Genotipo: Condicao hidrica
:DSE

Foram avaliados os efeitos individuais de gendtipos, condi¢ao hidrica e cepa de DSE, bem como suas interagdes

3.0 0.00 32 2522 1.00e+00

sobre o numero de microesclerddios. df = graus de liberdade; Sum Sq = soma dos quadrados; Mean Sq = quadrado
médio; F = estatistica F e Pr = valor de p. Asteriscos de indicam diferengas estatisticas significativas (p < 0,05%, p

<0,01 ** p<0,001 ***),

Sob estresse moderado, o gendtipo SI apresentou, em média, uma (1,0) estrutura,
enquanto a cultivar PO nao apresentou formagao de estruturas de microesclerddios. No entanto,
sob estresse severo, a cultivar PO apresentou média de 3,0 estruturas, enquanto SI apresentou
em média, uma (1,0) estrutura, resultando em diferenga absoluta de 2,0 estruturas entre as
cultivares. Em termos relativos, PO apresentou valor aproximadamente trés vezes maior que SI
sob estresse severo (aumento de cerca de 200%). O calculo das medias foi feito somando todas

as observagoes e dividindo pelo niumero de repeti¢des (Figura 9).
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Figura 9. Numero de microesclerddios de quatro cepas de DSE DSEI1 (F11.5 F1A), DSE2
(F12.3 F2A), DSE3 (F15.3 F1A) e DSE4 (F15.4 F1A), inoculadas nas cultivares Pingo-de-
Ouro-1,2 (PO) e Santo Inacio (SI) de V. unguiculata, cultivadas sob condi¢des de estresse
hidrico moderado (RMD) e estresse hidrico severo (RSD). Os dados representam um espaco

amostral composto por repeti¢des independentes (n=3).

A presenca de clamidosporos nas raizes foi influenciada pela cepa de DSE e pela

interacao gendtipo x condi¢do hidrica (Tabela 5).

Tabela 5. Resultado da andlise de varidncia para o nimero de clamiddsporos presentes nas
raizes de plantas de V. unguiculata inoculadas com cepas de DSEs, ajustadas pelo modelo linear

generalizado (GLM) com distribui¢ao de Poisson.
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Fatores Df Dev df Residual residual. Dev Pr (>F)

NULL 47 40.74
Genotipo 1.0 1.65 42 28.53 2.00e-01
Condigao hidrica 1.0 1.65 43 30.17 2.00e-01
DSE 3.0 892 44 31.82 3.04e-02*
Condigao hidrica: DSE 3.0 266 39 25.87 4.48e-01
Genotipo: DSE 3.0 266 36 23.22 4.48e-01
Genotipo: Condigdo hidrica 1.0 5.06 35 18.15 2.45e-02*
Genotipo: Condigdo hidrica: 3.0 0.00 32 18.15 1.00e+00
DSE

Foram avaliados os efeitos individuais de gendtipos, condigdo hidrica e cepa de DSE, bem como suas interagdes
sobre o numero de clamidésporos. df = graus de liberdade; Sum Sq = soma dos quadrados; Mean Sq = quadrado
médio; F = estatistica F e Pr = valor de p. Asteriscos de indicam diferengas estatisticas significativas (p < 0,05*, p

<0,01 ** p<0,001 ***),

A média do niimero das estruturas de clamidosporos da cepa DSEI foi 1,75, enquanto
as cepas DSE2, DSE3 e DSE4 apresentaram em meédia, uma (1,0) estrutura de clamiddsporo.
Assim, a cepa 1 apresentou diferenca absoluta de 0,75 de nimero de estruturas de
clamiddsporos em relagdo as demais cepas, correspondendo a um aumento de aproximadamente
75%. Nao houve diferenca entre as condi¢des hidricas. A cultivar PO apresentou média de 3,0
estruturas de clamiddsporos, a cultivar SI apresentou média de 1,17 resultando em diferenga de
1,83, correspondendo a aumento de aproximadamente 156% na cultivar PO em relacao a SI. O
calculo das medias foi feito somando todas as observacdes e dividindo pelo nimero de

repetigoes (Figura 10).
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Figura 10. Numero de clamidésporos de quatro cepas de DSE DSE1 (F11.5 F1A), DSE2 (F12.3
F2A), DSE3 (F15.3 F1A) e DSE4 (F15.4 F1A), inoculadas nas cultivares Pingo-de-Ouro-1,2
(PO) e Santo Inacio (SI) de V. unguiculata, cultivadas sob condi¢des de estresse hidrico
moderado (RMD) e estresse hidrico severo (RSD). Os dados representam um espago amostral

composto por repeti¢des independentes (n=3).

Todas as plantas submetidas ao estresse hidrico moderado e ao estresse hidrico severo
apresentaram sintomas visuais caracteristicos de deficiéncia hidrica, incluindo folhas murchas
posicionadas para baixo e clorose, sendo observada maior queda foliar no estresse hidrico
severo. No que concerne aos DSEs, plantas da cultivar PO inoculadas com DSE2 e DSE4
apresentaram menor queda de folhas e menor intensidade dos sintomas de clorose, indicando
menor impacto do déficit hidrico em comparagdo com as plantas inoculadas com as demais
cepas (Figura 11).

Das 64 unidades experimentais inicialmente estabelecidas (16 tratamentos x 4 repeti¢des), uma
repeticdo foi perdida em cada tratamento, totalizando 48 wunidades sobreviventes,

correspondente a aproximadamente 75% de sobrevivéncia.
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Figura 11. Plantas de V. unguiculata das cultivares Pingo-de-Ouro-1,2 (PO) e santo Inacio (SI)

submetidas a suspensao de irrigagao por 3 e 10 dias.
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Apos 7 dias de irrigacdo, a recuperacao das plantas foi notoria a partir do terceiro dia para todas
as cultivares. As plantas recuperadas no sétimo dia diferiram das do terceiro dia por
apresentarem visivelmente maior emissdo de folhas, com aspecto de maior turgescéncia e cor
esverdeada, indicando maior acimulo da clorofila e reducao da clorose. As plantas recuperadas
no terceiro dia ainda apresentavam danos remanescentes do déficit hidrico, evidenciando
sintomas como clorose, redugdo da turgescéncia e folhas curvadas para baixo. As plantas
inoculadas com o DSEl e DSE3, apresentaram visualmente recuperagdo mais lenta
caracterizada por menor numero de desenvolvimento de folhas em comparacdo as plantas

inoculadas com DSE2 e DSE4 para ambos periodos de recuperacao (Figura 12).
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Figura 12. Plantas de V. unguiculata das cultivares Pingo-de-Ouro-1,2 (PO) e santo Inécio (SI)
apos serem submetidas ao déficit hidrico por 3 e 10 dias, seguidos de um periodo de recuperagao

de 3 dias (A) e 7 dias (B).

O efeito da inoculagao dos DSEs sobre o crescimento dos gendtipos contrastantes de
V. unguiculata foi avaliado por meio da biomassa seca das raizes e da parte aérea, apos
recuperagdo do estresse hidrico moderado e severo. Nao houve diferenca significativa na
biomassa da raiz entre genotipos e condi¢des hidrica, tdo pouco houve interacao significativa
entre esses fatores. No entanto, houve diferengas significativas na biomassa da raiz para o fator

DSE (Tabela 6).

Tabela 6. Resultado de analise de variancia (ANOVA) da biomassa da raiz de plantas de V.

unguiculata colonizadas com quatro cepas de DSEs diferentes.

Fatores Df SumSq MeanSq F valor Pr (>F)

| | | | | ] 1
Genotipo 1.0 0.04 0.04 0.31 5.84e-01
Condicao hidrica 1.0 0.51 0.51 3.90 5.69¢-02
DSE 3.0 2.37 0.79 6.08 2.14e-03**
Condicao hidrica: DSE 3.0 0.63 0.21 1.61 2.07e-01
Genotipo: DSE 3.0 1.03 0.34 2.65 6.55e-02
Genotipo: Condigdo hidrica 1.0 0.05 0.05 0.36 5.50e-01
Genotipo: Condicao hidrica: DSE 3.0 0.0 0.02 0.15 9.28e-01
Residuos 32.0 4.16 0.13

Foram avaliados os efeitos individuais de genotipos, condigdo hidrica e cepa de DSE, bem como suas interagdes
sobre biomassa da raiz. df = graus de liberdade; Sum Sq = soma dos quadrados; Mean Sq = quadrado médio; F =
estatistica F e Pr = valor de p. Asteriscos de indicam diferencas estatisticas significativas (p < 0,05*, p < 0,01 **,

P < 0,001 **%).

O teste de Tukey indicou que a cepa de DSE1 e DSE3 nao diferiram significativamente entre
si (p > 0,05). Em contrapartida, houve diferenca entre DSE4 e DSE2. A cepa DSE4 promoveu
um aumento de aproximadamente 71,3% da biomassa seca da raiz em compara¢do com a cepa

DSE2 (Tabela 7), sugerindo um efeito positivo da inoculagao sobre o crescimento da raiz.
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Tabela 7. Biomassa seca da raiz de plantas de V. unguiculata inoculadas com cepas de DSE

DSEs Biomassa raiz
| DSEI | 0.68 +0.33 ab |
DSE2 0.65+0.17b
DSE3 0.87 +£0.41 ab
DSE4 1.10+0.34 a

Letras diferentes na coluna indicam diferencas significativas de acordo com o teste de Tukey a 0,05% de

significancia.

A biomassa da parte aérea foi influenciada pelos fatores isolados gendtipo, condi¢do

hidrica, DSE, bem como pela interagdo condic¢ao hidrica e DSE (Tabela 8).

Tabela 8. Resultado de anélise de variancia (ANOVA) da biomassa da parte aérea de plantas

de V. unguiculata colonizadas com quatro cepas de DSEs diferentes.

Fatores Df SumSq MeanSq F valor Pr (>F)
| Gendtipo 1.0 1.18 0.18 | 3.89 | 5.06e-03** |

Condigao hidrica 1.0 1.37 1.37 10.57 2.71e-03**
DSE 3.0 1.52 0.51 3.89 1.78e-02*
Condigdo hidrica: DSE 3.0 1.18 0.39 3.02 4.42¢-02*
Genoétipo: DSE 3.0 0.18 0.06 0.46 7.12e-01
Genotipo: Condigdo hidrica 1.0 0.32 0.32 2.46 1.27e-01
Genotipo: Condigdo hidrica: DSE 3.0 0.04 0.01 0.11 9.56e-01
Residuos 32.0 4.16 0.13

Foram avaliados os efeitos individuais de gendtipos, condi¢@o hidrica e cepa de DSE, bem como suas interagdes

sobre a biomassa da parte aérea. df = graus de liberdade; Sum Sq = soma dos quadrados; Mean Sq = quadrado

médio; F = estatistica F e Pr = valor de p. Asteriscos de indicam diferengas estatisticas significativas (p < 0,05*, p

<0,01 * *,p<0,001 ***),
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As plantas inoculadas com o DSE1 apresentaram redu¢do de aproximadamente 57,4%
da biomassa da parte aérea ap6Os recuperacao do estresse severo, em comparagdo ao estresse
moderado. Ja as plantas inoculadas com as cepas DSE2, DSE 3 e DSE4 nao apresentaram
diferenca na produgao de biomassa da parte aérea apos recuperagao de diferentes niveis de
estresse hidrico. No entanto, a cepa DSE2 e DSE4 reduziram o impacto do estresse severo sobre
o crescimento e promoveram a manutencdo do crescimento a niveis semelhantes ao do estresse
moderado. As plantas inoculadas com a cepa DSE3 apresentaram maior crescimento pos-

estresse moderado comparado ao pos-estresse severo (Figura 13).
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Figura 13. Biomassa da parte aérea das plantas inoculadas com quatro cepas de DSE diferentes,
DSEI (F11.5F1A), DSE2 (F12.3 F2A), DSE3 (F15.3 F1A) e DSE4 (F15.4 F1A), sob condi¢des
de estresse hidrico moderado (RMD) e sob estresse hidrico severo (RSD). Os dados
representam um espago amostral composto por repeticdes independentes (n=3). As hastes
(bigodes) indicam os valores maximos € minimos observados. A caixa representa o intervalo
interquartil (Q1-Q3) e a linha horizontal no interior da caixa corresponde a mediana. Os pontos
representados fora das hastes, em coloragdo preta mais intensa, correspondem aos outliers,
indicando valores individuais fora da distribui¢do esperada dos dados. Os pontos localizados
entre a caixa e os bigodes representam valores normais, correspondentes as repeti¢des
amostrais. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa, de acordo com o teste

de Tukey (p <0,05), aplicado a comparagdo das médias (n=3).

A razdo R/PA foi influenciada exclusivamente pelo fator genétipo (Tabela 9).
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Tabela 9. Resultados da analise de variancia (ANOVA) da razdo raiz/parte aérea de plantas de

V. unguiculata colonizadas com quatro cepas de DSEs diferentes.

Fatores Df SumSq MeanSq F valor Pr (>F)
| | | | | | 1

Gendtipo 1.0 0.68 0.68 8.22 7.27e-03**
Condic¢ao hidrica 1.0 0.01 0.01 0.17 6.79¢-01
DSE 3.0 0.55 0.18 2.21 1.06e-01
Condigéo hidrica: DSE 3.0 0.04 0.01 0.17 9.16e-01
Genotipo: DSE 3.0 0.20 0.07 0.79 5.07e-01
Genotipo: Condi¢do hidrica 1.0 0.05 0.05 0.61 4.40e-01
Genotipo: Condigdo hidrica: DSE 3.0 0.12 0.04 0.49 6.93e-01
Residuos 32.0 2.65 0.08

Foram avaliados os efeitos individuais de gendtipos, condigdo hidrica e cepa de DSE, bem como suas interagdes
sobre a razdo raiz/parte aérea. df = graus de liberdade; Sum Sq = soma dos quadrados; Mean Sq = quadrado médio;
F = estatistica F e Pr = valor de p. Asteriscos de indicam diferencas estatisticas significativas (p < 0,05*, p < 0,01

*% < 0,00] ),

A cultivar SI apresentou maior razdo R/PA, com um valor médio de aproximadamente
37,2% maior, em comparagdo a razdo R/PA apresentada pelas plantas da cultivar PO,
independente do regime hidrico da cepa de DSE inoculada, evidenciando maior investimento

do crescimento em raizes pelo genotipo mais sensivel ao estresse hidrico (Figura 14)
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Figura 14. Razao biomassa seca da raiz/parte aérea (R/PA) de dois gendtipos de V. unguiculata,
inoculadas com quatro diferentes cepas de DSE: DSE1 (F11.5 F1A), DSE2 (F12.3 F2A), DSE
3 (F15.3 F1A) e DSEA4, apds recuperacao do estresse hidrico medrado e estresse hidrico severo.
Os dados representam um espago amostral composto por repeticdes independentes (n=3). As
hastes (bigodes) indicam os valores maximos e minimos observados. A caixa representa o
intervalo interquartil (Q1-Q3) e a linha horizontal no interior da caixa corresponde a mediana.
Os pontos representados fora das hastes, em coloracdo preta mais intensa, correspondem aos
outliers, indicando valores individuais fora da distribui¢do esperada dos dados. Os pontos
localizados entre a caixa e os bigodes representam valores normais, correspondentes as
repeticdes amostrais. Letras diferentes indicam diferenga estatistica significativa, de acordo

com o teste de Tukey (p < 0,05), aplicado a comparacao das médias (n=3).
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Figura 15. Parte aérea e radicular de plantas de V. unguiculata das cultivares Pingo-de-Ouro-
1,2 (PO) e Santo Inacio (SI) apds recuperacdo de sete dias do estresse hidrico moderado e

Severo.

Para a selecdo das cepas, considerou-se o desempenho sob ambas condicdes de estresse
hidrico, mesmo na auséncia de diferencas estatisticas significativas. As plantas inoculadas com
a cepa DSE2 e a cepa DSE4 apresentaram menores sintomas visuais de estresse € mantiveram
biomassa da parte aérea semelhante pds-estresse a recuperagao do estresse hidrico moderado e
severo. Em particular, a cepa 2 destacou-se por manter a produgdo da biomassa consistente sob
os dois niveis de estresse, indicando potencial para atenuar os efeitos do déficit hidrico (Figura
13). E também apresentou menor dispersdo dos em torno da média (Tabela 7). Com base nesses
resultados, a cepa 2 foi selecionada para a etapa posterior do estudo, visando investigar de forma
mais detalhada da sua capacidade modular respostas fisiologicas e promover resiliéncia hidrica

em V. unguiculata.

6.3 Efeito do estresse hidrico na coloniza¢ao radicular, no crescimento e nas trocas
gasosas de V. unguiculata inoculada com a cepa DSE2 (F12.3F2A).

A analise do modelo Beta indicou que a taxa de colonizacao radicular das plantas de V.

unguiculata inoculadas com a cepa DSE2 foi significativamente influenciada pelo gendtipo e

pelo regime hidrico, com interagao entre esses fatores (Tabela 10).

Tabela 10. Estimativas dos pardmetros do modelo Beta para a taxa de colonizagdo de plantas

de dois genotipos de V. unguiculata colonizadas com cepa de DSE2, sob dois regimes hidricos.

Fatores Estimativa std. F p valor
erro  valor
| I I I I I |
Tntercepto -1.08 028 -3.90 3095'112'
Condicdo hidrica 032 013 256 | '0024*6'
Genétipo 012 012 -0.93 3'3(1)""

Condicao hidrica: 0.60 0.19  3.09 2.00e-
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Fatores Estimativa std. F p valor
erro  valor

Genotipo 03%*
329.60  287.29 1.15 2'(5)16_
4.53e-

1.24 0.62 2.00 00

Foram avaliados os efeitos do gendtipo, condigdo hidrica e sua interagdo. estimativa =valor estimado do parametro,
std. erro = erro padrdo, F valor = estatistica F, p valor = valor de p. Asteriscos de indicam diferengas estatisticas

significativas (p < 0,05%, p< 0,01 * *, p < 0,001 ***).

A taxa de colonizagdo na cultivar PO ndo diferiu significativamente entre os tratamentos de
condi¢des hidricas (WW e WD). Em contraste na cultivar SI, a colonizagdo média sob estresse
hidrico severo (WD) foi de 0,34, enquanto sob condicao irrigada (WW) foi de 0,04. A partir do
calculo da propor¢ao, observa-se que a condigdo WD foi aproximadamente 8,5 vezes maior em
relacdo a condicdo WW. E entre as cultivares, a SI apresentou uma média de 0.19, enquanto a
cultivar PO apresentou uma média de 0,12. Observa-se que a colonizag¢dao da cultivar SI foi

aproximadamente 1,6 vezes maior em relacao a PO (Figura 16).
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Figura 16. Taxa de colonizagdo nas raizes das plantas de V. unguiculata das cultivares Pingo-

de-Ouro-1,2 (PO) e Santo Inécio (SI), cultivadas em vasos sob condic¢des de irriga¢do plena de
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100% CC (WW) e sob déficit hidrico severo25% CC (WD). Letras diferentes indicam diferenca
significativa entre os tratamentos, pelo teste de Tukey (p <0,05). As barras representam a média
+ desvio padrdo, de cinco repeti¢des (n =5). Tratamentos que compartilham pelo menos uma
letra, ndo diferem estatisticamente, enquanto aqueles que ndo compartilham nenhuma letra

apresentam diferenca significativa.

Ao final do periodo experimental, as plantas do tratamento de irrigacdo plena
apresentaram desenvolvimento adequado, folhas tirgidas e completamente expandidas,
independente da inoculagdo com a cepa de DSE. Em contraste, as plantas submetidas a déficit
hidrico moderado apresentaram folhas murchas e curvadas para baixo. Essa condi¢do foi mais

pronunciada na cultivar SI comparado a cultivar PO (Figura 17).

Santo Inacio (SI)

Figura 17. Plantas da cultivar Santo Inacio (SI) e Pingo de Ouro 1,2 (PO). Plantas controle,
cultivadas sob irrigacdo a 100% da CC, sem inoculagdo com DSE2 (A). Plantas controle a 100%
da CC, inoculadas com o DSE2 (B). Plantas sob déficit hidrico a 25% da CC, sem inocula¢do
com DSE2 (C). Plantas sob déficit hidrico a 25% da CC, inoculadas com a cepa DSE2 (D).

Imagens capturadas aos nove dias ap6s a interrupgao da irrigacao.
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Ap6s dez dias de imposigdo do tratamento do déficit hidrico, as plantas foram removidas
do substrato, para a medi¢ao do comprimento do caule e da raiz. Nenhum dos fatores avaliados

apresentou efeito significativo sobre o comprimento da raiz (Tabela 11).

Tabela 11. Resultado da andlise de variancia (ANOVA) do comprimento da raiz de plantas de
duas cultivares de V. unguiculata, com tratamentos de fungo, colonizadas com cepa de DSE2 e

ndo colonizadas e dois regimes hidricos, 100% CC e 25% CC.

Fatores Df SumSq MeanSq F valor Pr (>F)

| Genotipo | 1.0 | 93.43 | 93.43 | 2.23 | 1.45e-01 |
Condicao hidrica 1.0 90.99 90.99 2.17 1.50e-01
DSE 1.0 2.81 2.81 0.07 7.97e-01
Condicao hidrica: DSE 1.0 65.97 65.97 1.58 2.19¢-01
Genotipo: DSE 1.0 0.84 0.84 0.02 8.89¢-01
Genotipo: Condicao hidrica 1.0 16.18 16.18 0.39 5.39¢-01
Gendtipo: Condi¢do hidrica: DSE 1.0 165.10 165.10 3.94 5.59¢e-02
Residuos 31.0 1,297.54 41.86

Foram avaliados os efeitos individuais de gendtipos, condi¢@o hidrica e cepa de DSE, bem como suas interagdes.
df = graus de liberdade; Sum Sq = soma dos quadrados; Mean Sq = quadrado médio; F = estatistica F e Pr = valor

de p. Asteriscos de indicam diferengas estatisticas significativas (p < 0,05*, p< 0,01 * *, p < 0,001 ***).

O comprimento do caule foi significativamente influenciado pelos fatores genotipo e
condicdo hidrica, isoladamente (Tabela 12). A inoculagdo do DSE ndo teve efeito sobre o

comprimento do caule.

Tabela 12. Resultado da analise de variancia (ANOVA) do comprimento do caule, de plantas

de V. unguiculata colonizadas com cepa de DSEs2.
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Fatores

Df SumSq MeanSq F valor Pr (>F)
| Genotipo | 1.0 | 109.23 | 109.23 | 23.89 | 2.76e-05%** |

Condig¢ao hidrica 1.0 180.20 180.20 39.41 4.87e-07***
DSE 1.0 6.81 6.81 1.49 2.31e-01
Condicao hidrica: DSE 1.0 0.70 0.70 1.15 6.98e-01
Genotipo: DSE 1.0 0.65 0.65 0.14 7.09¢-01
Genotipo: Condigao hidrica 1.0 1.48 1.48 0.32 5.73e-01
Genotipo: Condi¢do hidrica: DSE 1.0 0.42 0.42 0.09 7.64¢-01

Residuos

320 146.33 4.57

Foram avaliados os efeitos individuais de gendtipos, condi¢do hidrica e cepa de DSE, bem como suas interagdes

sobre o comprimento do caule. df = graus de liberdade; Sum Sq = soma dos quadrados; Mean Sq = quadrado

médio; F = estatistica F e Pr = valor de p. Valores de p < 0,05 indicam diferenga estatistica significativa (*).

O comprimento do caule foi maior na cultivar PO em compara¢do a cultivar SI,

independentemente da inoculagdo ou nao da cepa DSE2. Para ambas cultivares, o tratamento

WW proporcionou maior comprimento do caule em relacdo ao WD. A restri¢ao hidrica resultou

na redugdo de aproximadamente 21,9% no comprimento do caule em PO e de aproximadamente

17,6% em SI (Figura 18).

Comprimento do caule {em)

==

ww B wo

Lrenotipo

48



Figura 18. Comprimento do caule das plantas de V. unguiculata das cultivares Pingo de ouro
1,2 (PO) e (SI) santo Inacio (SI), cultivadas sob condigdes hidricas de irrigacao plena de 100%
(WW) e sob déficit hidrico severo 25% (WD) da capacidade de campo. Os dados representam
um espago amostral composto por repeti¢des independentes (n=5). As hastes (bigodes) indicam
os valores maximos € minimos observados. A caixa representa o intervalo interquartil (Q1-Q3)
e a linha horizontal no interior da caixa corresponde a mediana. Os pontos representados fora
das hastes, em coloracdo preta mais intensa, correspondem aos outliers, indicando valores
individuais fora da distribui¢do esperada dos dados. Os pontos localizados entre a caixa e os
bigodes representam valores normais, correspondentes as repetigdes amostrais. Letras
diferentes indicam diferencga estatistica significativa, pelo teste de Tukey (p< 0,05), aplicado a

comparagao das médias (n=5).

A razao entre comprimento da raiz e comprimento do caule foi significativamente
influenciado pelos fatores gendtipo e condicao hidrica, de forma isolada (Tabela 13). O fator

inoculagdo com DSE nao influenciou nessa variavel.

Tabela 13. Resultado da anélise de variancia (ANOVA) da razao comprimento da raiz /caule,

de plantas de V. unguiculata colonizadas com cepa de DSE2.

Fatores Df SumSq MeanSq  F valor Pr >F)
| Genotipo | 1.0 | 3.61 | 3.61 | 14.56 | 6.08e-04*** |

Condicao hidrica 1.0 1.20 1.20 4.84 3.54e-02%***
DSE 1.0 0.08 0.08 0.34 5.66e-01
Condicao hidrica: DSE 1.0 0.32 0.32 1.27 2.68e-01
Genotipo: DSE 1.0 0.05 0.05 0.18 6.71e-01
Genotipo: Condigao hidrica 1.0 0.00 0.00 0.00 9.80e-01
Genotipo: Condicao hidrica: DSE 1.0 0.51 0.51 2.05 1.62e-01
Residuos 31.0 7.68 0.25

Foram avaliados os efeitos individuais de gendtipos, condi¢do hidrica e cepa de DSE, bem como suas interagdes
sobre a razdo comprimento da raiz /caule. df = graus de liberdade; Sum Sq = soma dos quadrados; Mean Sq =
quadrado médio; F = estatistica F e Pr = valor de p. Asteriscos de indicam diferencas estatisticas significativas (p

<0,05%,p<0,01 ** p<0,001 ***).
49



Em ambas as cultivares, a razdo raiz/caule foi maior no tratamento WD. O tratamento
WD promoveu o aumento desta razdo de aproximadamente 19% em PO e 9% em SI, em

comparagao com o tratamento WW (Figura 19).
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Figura 19. Razdo comprimento raiz/caule das plantas de V. unguiculata das cultivares Pingo
de ouro 1,2 (PO) e (SI) Santo Inacio (SI), cultivadas sob condi¢des hidricas de irrigacao plena
de 100% (WW) e sob déficit hidrico severo 25% (WD) da capacidade de campo. Os dados
representam um espago amostral composto por repeti¢des independentes (n=5). As hastes
(bigodes) indicam os valores maximos e minimos observados. A caixa representa o intervalo
interquartil (Q1-Q3) e a linha horizontal no interior da caixa corresponde a mediana. Os pontos
representados fora das hastes, em coloracdo preta mais intensa, correspondem aos outliers,
indicando valores individuais fora da distribuicdo esperada dos dados. Os pontos localizados
entre a caixa e os bigodes representam valores normais, correspondentes as repeticdes
amostrais. Letras diferentes indicam diferenga estatistica significativa, pelo teste de Tukey (p <

0,05), aplicado a comparagdo das médias (n=5).
A area foliar foi influenciada significativamente pela condi¢do hidrica e pelas

interacdes genodtipo e DSE, gendtipo e condigdo hidrica e pela interagdo tripla entre genotipo,

condig¢do hidrica e DSE (p < 0,05) (Tabela 14).
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Tabela 14. Andlise de variancia (ANOVA) da area foliar de plantas de V. unguiculata

colonizadas com cepa de DSE2.

Fatores Df SumSq MeanSq Fvalor  Pr(>F)
| Genotipo | 1.0 | 279.47 | | 1.02 | 3.21e-01 |

279.47

Condig¢ao hidrica 1.0 17.939.29 17.939.29 65.30 3.16e-

09

DSE 1.0 68443 684.43 2.49 1.24e-01

Condigao hidrica: DSE 1.0 56.30 56.30 0.20 6.54e-01

Genotipo: DSE 1.0 1.311.48 1.311.48 4.77 3.63e-02*

Genotipo: Condigao hidrica 1.0 4.386.27 4.386.27 15.97 3.54e-04**

Gendtipo: Condigdo hidrica: DSE 1.0 1.711.74 1.711.74 6.23 1.79¢-02*

Residuos 32.0 8,791.19 274.72

Foram avaliados os efeitos individuais de gendtipos, condi¢ao hidrica e cepa de DSE, bem como suas interagdes
sobre a area foliar. df = graus de liberdade; Sum Sq = soma dos quadrados; Mean Sq = quadrado médio; F =
estatistica F e Pr = valor de p. Asteriscos de indicam diferengas estatisticas significativas (p < 0,05%*, p <0,01 * *,

p < 0,001 **%).

Portanto, h4 uma diferenca clara na area foliar das plantas entre condigdes WW e WD. O
estresse hidrico reduziu significativamente a area foliar em ambas cultivares. Em PO, a
inoculagdo com DSE ndo promoveu alteragdes significativas nesse parametro sob nenhuma
condicao hidrica. J& em SI, a redugcdo da area foliar sob déficit hidrico, reduzida em
aproximadamente 29,1% nas plantas inoculadas, indicando que, para essa cultivar, a associacao

com DSE ndo mitigou os efeitos do estresse hidrico sobre o crescimento (Figura 20).
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Figura 20. Area foliar das plantas de V. unguiculata das cultivares Pingo de ouro 1,2 (PO) e
(SI) santo Inacio (SI), cultivadas sob condi¢des hidricas de irrigagdo plena de 100% (WW) e
sob déficit hidrico severo 25% (WD) da capacidade de campo. Os dados representam um espago
amostral composto por repeti¢des independentes (n=5). As hastes (bigodes) indicam os valores
maximos e minimos observados. A caixa representa o intervalo interquartil (Q1-Q3) e a linha
horizontal no interior da caixa corresponde a mediana. Os pontos representados fora das hastes,
em coloragdo preta mais intensa, correspondem aos outliers, indicando valores individuais fora
da distribuicdo esperada dos dados. Os pontos localizados entre a caixa e os bigodes
representam valores normais, correspondentes as repeticdes amostrais. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p< 0,05),

aplicado a comparagao das médias (n=5).

6.4 Trocas gasosas das plantas

O déficit hidrico alterou significativamente as respostas fisiologicas de V. unguiculata,
com diferencas dependendo da inoculagdo com DSE e do genotipo. O déficit hidrico reduziu
em aproximadamente 95% a condutancia estomatica (gs), a taxa de assimilacdo de CO2 (A) e
a transpiragdo (E) em ambas cultivares, independentemente da presenga de DSE. Na cultivar
SI, a relagdo CO?2 interno e externo (Ci/Ca) foi reduzida em cerca de 56.8% a 42%, tanto em
plantas inoculadas quanto ndo inoculadas, respectivamente, enquanto a cultivar PO nao foram
observadas diferencas significativas entre tratamentos. A eficiéncia intrinseca do uso da agua

1WUE) aumentou aproximadamente 129% a 86% na cultivar SI nas plantas inoculadas e nio
p p

52



inoculadas com DSE, respectivamente. Ja na cultivar PO houve aumento de aproximadamente

45% nas plantas inoculadas com DSE e redu¢ao de 62.3% nas plantas ndo inoculadas (Tabela

15 e Figura 21).

Tabela 15. Parametros de trocas gasosas de duas cultivares de V. unguiculata, expressos em

porcentagem de mudanca das plantas sob déficit hidrico em relagdo as plantas sob irrigacao.

Genotipo DSE Variavel % Change p. valor
PO 0 A -99.0 0.000
PO DSE A -95.3 0.000
PO 0 Ci/Ca 0.5 0.886
PO DSE Ci/Ca -30.6 0.181
PO 0 E -96.3 0.000
PO DSE E -95.7 0.000
PO 0 Gs -97.4 0.000
PO DSE Gs -96.9 0.000
PO 0 iWUE -62.3 0.001
PO DSE iWUE 45.8 0.035

SI 0 A -95.2 0.000
SI DSE A -96.1 0.000
SI 0 Ci/Ca -42.0 0.000
SI DSE Ci/Ca -56.8 0.000
SI 0 E -96.1 0.000
SI DSE E -97.2 0.000
SI 0 Gs -97.5 0.000
SI DSE Gs -98.1 0.000
SI 0 iWUE 86.4 0.000
SI DSE iWUE 129.1 0.000
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Figura 21. Mudancas nas trocas gasosas em duas cultivares contrastantes SI e PO, expressas
em porcentagem das plantas sob déficit hidrico em relacdo as plantas sob irrigagdo. Taxa liquida
de assimilacdo de CO2 (A), condutancia estomatica (gs), concentracdo interna de CO2 (Ci) e

transpiracao (E). Asteriscos indicam diferenca estatistica significativa, sendo * p<0,05,

*##p<0,01, ***p<0,001 (n=5).
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6.5 Efeito do estresse hidrico no metaboloma foliar de V. unguiculata inoculada com a
cepa DSE2
A andlise do perfil metabolico foliar por meio de heatmap evidenciou diferencas
marcantes entre as cultivares e regime hidrico. A cultivar PO apresentou menor variagao
metabolica, com elevada coesdo entre as repeticdes e forte correlag@o entre os grupos de regime
hidrico, sugerindo uma resposta metabdlica mais estavel e consistente frente ao estresse (Figura
22A). Em contraste, a cultivar SI apresentou maior dispersao entre as repeticdes, caraterizada
pela predominancia de grupamentos menores, compostos principalmente por duas a trés
repeti¢des, sugerindo maior heterogeneidade metabdlica e menor coordenagdo da resposta ao

estresse hidrico (Figura 22B).
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Figura 22. Heatmap de correlacao entre amostras foliares de feijao-caupi (Vigna unguiculata)
das cultivares Pingo de Ouro 1,2 A (tolerante a seca) e Santo Indcio B (susceptivel a seca),
baseado nos perfis metabolicos obtidos por GC-MS. Os coeficientes de correlagdo de Pearson
foram calculados a partir dos dados transformados em logio € auto escalonados. As cores
indicam a intensidade e a dire¢dao da correlacao (azul: correlagcdo negativa; branco: correlagao
proxima de zero; vermelho: correlagdo positiva). As amostras foram organizadas por
agrupamento hierarquico (clustering), permitindo a visualizacdo de padrdes de similaridade
metabodlica entre os grupos experimentais definidos pela condigdo (WW e WD) e pela

inoculagdo com fungos endofiticos melanizados septados (DSE e n-DSE).
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O heatmap de correlag@o entre metabdlitos evidencia de forma mais clara as diferengas
entre as duas cultivares avaliadas. Para cultivar PO, observa-se uma estrutura de correlagao
mais coesa, caracterizada pela formac¢do de modulos bem definidos (Figura 23A). Por outro
lado, a cultivar SI apresenta menor defini¢do desses moddulos, com predominancia de
correlagdes de menor magnitude, sugerindo um padrdo de associacdo mais heterogéneo entre

os metabolitos (Figura 23B).

A : B
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Figura 23: Heatmap de correlagdo entre metabolitos foliares de feijao-caupi (Vigna
unguiculata) das cultivares Pingo de Ouro 1,2 A (tolerante a seca) e Santo Inacio B (susceptivel
a seca), baseado nos perfis metabolicos obtidos por GC-MS. As cores indicam a intensidade e
a direcao da correlagdo (azul: correlacdo negativa; branco: correlagdo proxima de zero;
vermelho: correlagdo positiva). As amostras foram organizadas por agrupamento hierarquico
(clustering), permitindo a visualizacdo de padrdes de similaridade metabdlica entre os grupos
experimentais definidos pela condi¢ao (WW e WD) e pela inoculagdo com fungos endofiticos

melanizados septados (DSE e n-DSE).

A PCA foi utilizada como abordagem multivariada exploratéria para investigar os

padrdes globais de variacdo do perfil metabdlico foliar e identificar os fatores biologicos que
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mais contribuem para diferenciagdo entre os tratamentos. Os resultados da PCA confirmam
aqueles observados na analise de correlagao, indicando que o déficit hidrico foi o principal fator
responsavel pela variagdo do metaboloma, promovendo a separagdo entre os tratamentos sob
irrigagao plena (WW) e estresse hidrico (WD), enquanto a inoculagao por DSE modulou o perfil
de forma mais sutil e secundaria. Para a cultivar PO, a PC1 explicou 47,7% da variancia, sendo
responsavel pela separacdo entre os tratamentos do regime hidrico (WW x WD), enquanto a
PC2 contribuiu com 12,6%, refletindo ajustes mais finos entre as amostras (Figura 24A). Na
cultivar SI, a PC1 explicou 39.8% da variancia, também associada a separacdo entre WW e
WD, enquanto a PC2 contribuiu 18.2% para explicar a variacdo dos dados. Assim como na
cultivar PO, na cultivar SI a presenga do DSE promoveu diferencas pouco expressivas no
metaboloma em resposta ao regime hidrico, sem alterar significativamente o padrao principal

da separagdo determinado pelo déficit hidrico (Figura 24B).
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Figura 24. Andlise de componentes principais (PCA) dos perfis metabolicos foliares de feijao
caupi (V. unguiculata), das cultivares Pingo de Ouro 1,2 (PO) A (tolerante a seca) e Santo Inécio
(SI) B (susceptivel a seca), baseado nos perfis metabdlicos obtidos por GC-MS. A PCA foi
realizada apos transformacao logaritmica (logio) e autoscaling, sem normalizagdo por amostra.
O grafico de scores mostra a distribui¢do das amostras ao longo dos dois primeiros componentes
principais, PC1 (47,7%) da variancia explicada e PC2 (12,6%) e o SI PC1 (39.8%) da variancia
explicada e para PC2 (18.2%), considerando os grupos experimentais definidos pela condi¢ao
hidrica (WW e WD) e pela inoculagdo com fungos endofiticos melanizados septados (DSE e
n-DSE). Cada ponto representa uma amostra bioldgica, e as elipses indicam a regido de
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confianga de 95% para cada grupo. A separacdo multivariada entre os grupos foi avaliada por
PERMANOVA (p=0,001), indicando diferencas significativas no perfil metabolico. A PC1
representa o principal gradiente de variagdo metabolica associada aos tratamentos
experimentais.

A andlise dos loadings da PCA permitiu identificar os metabdlitos que mais
contribuiram para a separagao ao longo da PC 1 (Figura 25). Na cultivar PO, os metabolitos
com maiores contribui¢des positivas foram acido glicélico, piruvato, glicina e acido citrico,
estando associados as plantas sob irrigagdo plena (WW). Por outro lado, 20 metabolitos
(galactinol, mannose, glicose, xilitol, sorbitol, galactose, rafinose, ribose, sorbose, arabinose,
kestose, inositol, acido glucurdnico, frutose, acido ascérbico, turanose, acido trednico,
malonato, lactose alpha, maltose) apresentam loadings negativos expressivos, sendo associados
as plantas sob estresse hidrico (WD), indicando seu possivel envolvimento na resposta ao
estresse (Figura 25A). Os metabolitos com contribuicdo positivas para PC1 em PO também
foram parcialmente observados em SI, indicando respostas metabdlicas parcialmente
conservadas entre as cultivares. Além disso, SI apresentou metabolitos adicionais, sugerindo
uma resposta metabdlica mais ampla nessa cultivar como acido glicérico, maltose, sacarose,
serina, eritrose arginina, sugerindo especificidade na resposta metabdlica dessa cultivar. Além
disso, alguns metabolitos com contribuicdo negativa para PCl1 em PO também foram
observados em SI, porém com inversao na direcdo dos loadings. Metabolitos como turanose,
maltose e arginina apresentaram valores negativos em PO e positivos em SI, indicando
diferengas na resposta metabolica entre as cultivares sob déficit hidrico (Figura 25B).

Metabolitos com maiores valores absolutos de loading em PCI1, tanto na folha assim
como na raiz foram destacados para fins de interpretacdo, e estes coincidem amplamente com
aqueles identificados como discriminantes no modelo supervisionado sPLS-DA, refor¢ando sua

relevancia bioldgica na diferenciagdo entre os grupos experimentais.
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Figura 25. Loadings da analise de componentes principais (PCA), indicando a contribui¢ao dos
metabolitos foliares de feijao -caupi (V. unguiculata), das cultivares PO A (tolerante a seca) e
SI B (susceptivel a seca), para os componentes PC1 e PC2. Cada ponto nos loadings da PCA
representa um metabolito, posicionado de acordo com seus valores de loading dos respectivos
componentes. Metabolitos localizados nos extremos positivos e negativos da PC1 apresentam
maior contribui¢do para a separacdo observada no grafico de scores e definem o principal

gradiente metabdlico do experimento.

A analise sPLS-DA foi utilizada como abordagem supervisionada com objetivo de
complementar a PCA e aprimorar a discriminagao entre os grupos experimentais em fun¢io do
regime hidrico e da inoculagdo com DSEs. O grafico de scores sPLS-DA revelou, de forma
consistente, a separagdo entre plantas sob irrigacao plena (WW) e sob estresse hidrico (WD) ao
longo do primeiro componente, confirmando novamente o regime hidrico como o principal
fator determinante do perfil metabolico foliar. Na cultivar PO o componente 1 explicou 45,3%
da variancia, indicando claramente a separacdo WW (a esquerda) de WD (a direita) e
confirmando o que foi observado na PCA. A componente 2 contribuiu com apenas 4,4% da
variancia, indicando influencia secundaria e adicional (Figura 26A). Em SI, a componente 1
explica 36,4% da variagdo dos dados e também separa claramente WW e WD, confirmando o
efeito principal do regime hidrico. A componente 2, por sua vez, explicou 18,6% da variacao.
Em ambas as cultivares tanto a PC1 quanto a PC2 indicam que a inoculagdo com DSE

reestrutura o metaboloma foliar dentro de cada regime hidrico (Figura 26B).
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Figura 26. Analise discriminante por minimos quadrados parciais esparsos (sPLS-DA) dos
perfis metabolicos foliares de feijao-caupi (V. unguiculata), das cultivares Pingo de Ouro 1,2 A
(tolerante a seca) e santo Inacio B (susceptivel a seca), baseado nos perfis metabolicos obtidos
por GC-MS. O grafico de scores mostra a distribui¢ao das amostras ao longo dos dois primeiros
componentes do modelo supervisionado, componente 1 (44,9% da variancia explicada) e
Componente 2 (5,9%), considerando os grupos experimentais definidos pela condi¢do hidrica
(WW e WD) e pela inoculagdo com fungos endofiticos melanizados septados (DSE e n-DSE).
Cada ponto representa uma amostra bioldgica, e as elipses indicam uma regido de confianca de

95% para cada grupo.

O VIP score, uma métrica derivada do sPLS-DA, foi usada para indicar a importancia
de cada metabolito na separacdo entre os grupos. Na cultivar PO, metabolitos associados ao
metabolismo energético central destacaram-se especialmente o acido glicérico, que apresentou
o maior valor de VIP, enquanto o piruvato, embora com menor VIP, também contribuiu para a
diferenciagdo em tratamentos sob condi¢cdes de irrigagdo plena. Em contraste, agucares
soluveis, poliol e metabdlitos da via de oligossacarideos da familia da rafinose (RFO), incluindo
glicose, galactose, frutose, galactinol, rafinose e sorbitol, foram destacaram-se como
metabolitos-chave responsaveis pela separacdao observada no sPLS-DA, para especialmente nos
tratamentos sob estresse hidrico (Figura 27A). Na cultivar SI, o acido glicérico também
apresentou o maior valor de VIP, seguido pelo piruvato e pela glicina, os quais estiveram
associados principalmente a tratamentos sob condi¢des de irrigacdo plena, embora a glicina
tenha apresentado menor valor de VIP. Os niveis de acucares soliveis e poliois foram mais
elevados em estresse hidrico (WD) e reduzidos sob irrigacao plena (WW). Metabdlitos da via
dos oligossacarideos da familia da rafinose, como o galactinol, também apresentaram aumento
porem esse acumulo foi menos pronunciado do que o observado na cultivar PO, sugerindo

menor eficiéncia nos mecanismos de protecdo metabdlica sob déficit hidrico (Figura 27B).
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Figura 27: Metabolitos foliares de feijao-caupi (V. unguiculata), das cultivares Pingo De Ouro

A (tolerante a seca) e Santo Inacio B (susceptivel a seca), selecionados com base nos escores

VIP (Variable Importance in Projection) obtidos a partir do modelo supervisionado de sPLS-

DA. O grafico de loadings (Loadings 1) apresentam a contribuicdo dos metabdlitos mais

relevantes para a discriminagdo entre os grupos experimentais definidos pelas condigdes

hidricas (WW e WD) e pela inoculagdo com fungos endofiticos melanizados septados (DSE e

n-DSE). A direita, os mapas de cores representam o padrio relativo de abundancia desses

metabodlitos entre os tratamentos, onde azul indica menor abundancia e o vermelho maior

abundancia.
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Figura 28. Niveis relativos dos metabolitos foliares de feijao-caupi (Vigna unguiculata), da
cultivar Pingo De Ouro (tolerante a seca), obtidos por GC-MS. Os dados foram normalizados
pelo padrdo interno ribitol, transformados em log: e auto-escalados. Os metabdlitos
apresentados foram selecionados com base nos maiores valores absolutos de loading na PC1 da
analise de componentes principais (PCA) e nos maiores valores de VIP do modelo sPLS-DA.
Os metabolitos ilustram padrdes consistentes com o gradiente metabolico identificado nas
analises multivariadas. Os graficos apresentaram, para cada metabdlito, os valores apos
transformagdo e normalizacdo dos dados, estratificados pelos grupos experimentais WD-DSE,
WD, n-DSE, WW-DSE, WW n-DSE. As caixas representam o intervalo interquartil, a linha

central indica a mediana e os pontos correspondem as observagdes individuais (n=5).
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Figura 29. Distribui¢ao dos niveis de metabolitos foliares de feijao-caupi (Vigna unguiculata),
da cultivar Santo Inacio (susceptivel seca), selecionados com base nos maiores valores
absolutos de loading na PC1 da andlise de componentes principais (PCA) e nos maiores valores
de VIP do modelo sPLS-DA. Os metabolitos ilustram padrdes consistentes com o gradiente
metabolico identificado nas andlises multivariadas. Os graficos apresentaram, para cada
metabolito, os valores apds transformacdo e normalizacdo dos dados, estratificados pelos
grupos experimentais WD-DSE, WD n-DSE, WW-DSE, WW n-DSE. As caixas representam o
intervalo interquartil, a linha central indica a mediana e os pontos correspondem as observagoes

individuais (n=5).

6.6 Efeito do estresse hidrico no metaboloma radicular de V. unguiculata inoculada

com a cepa DSE2

O heatmap de correlagao do metaboloma radicular evidenciou defini¢ao clara de blocos,
indicando elevada similaridade entre réplicas biologicas dentro de cada tratamento e uma
separa¢do nitida entre plantas sob irrigagdo plena e estresse hidrico, sugerindo que o regime
hidrico exerce uma forte influéncia sobre o metaboloma da raiz, de maneira analoga ao
observado na folha. O efeito da inoculagdo com o DSE2 mostrou-se secundario em relagao ao
efeito do déficit hidrico. Ao detalhar as cultivares separadamente, observa-se que a cultivar SI
apresentou blocos de correlagdo mais homogéneos, com correlagdo relativamente forte dentro
dos tratamentos WW e WD, indicando maior consisténcia na resposta metabolica (Figura 30B).
Em contraste, a cultivar PO apresentou um padrdo de correlagdo menos consistente entre as
amostras, com menor correlagdo interna entre os grupos de regime hidrico, sugerindo menor

similaridade nos perfis metabodlicos (Figura 30A).
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Figura 30. Heatmap de correlagdo entre amostras da radiculares de feijdo-caupi (Vigna
unguiculata) das cultivares Pingo de Ouro 1,2 A (tolerante a seca) e Santo In4cio B (susceptivel
a seca), baseado nos perfis metabolicos obtidos por GC-MS. Os coeficientes de correlagdo de
Pearson foram calculados a partir dos dados transformados em logio € auto escalonados. As
cores indicam a intensidade e a direcdo da correlacdo (azul: correlagdo negativa; branco:
correlagdo proxima de zero; vermelho, correlagdo positiva). As amostras foram organizadas por
agrupamento hierarquico (clustering), permitindo a visualizacdo de padrdes de similaridade
metabolica entre os grupos experimentais definidos pela condicdo (WW e WD) e pela

inoculag¢do com fungos endofiticos melanizados septados (DSE e n-DSE).

Observam-se correlacdes positivas € negativas em ambas as cultivares, indicando
relagdes entre os perfis metabolicos das amostras. No entanto, a cultivar SI apresenta modulos
de correlagdo mais definidos quando comparada a cultivar PO. O heatmap de correlagdo entre
metabolitos (Figura 31) evidencia diferengas na estrutura de correlagdo entre as cultivares, com
a cultivar SI apresentando blocos de correlacdo mais definidos, enquanto PO apresenta um

padrao mais disperso.
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Figura 31. Heatmap de correlacdo entre metabdlitos radiculares de feijdo-caupi (Vigna
unguiculata) das cultivares Pingo de Ouro 1,2 A (tolerante a seca) e Santo Inacio B (susceptivel
a seca), baseado nos perfis metabolicos obtidos por GC-MS. As cores indicam a intensidade e
a direcdo da correlagdo (azul: correlagdo negativa; branco: correlagdo proxima de zero;
vermelho correlagdo positiva). As amostras foram organizadas por agrupamento hierarquico
(clustering), permitindo a visualizacdo de padrdes de similaridade metabolica entre os grupos
experimentais definidos pela condi¢ao (WW e WD) e pela inoculagdo com fungos endofiticos

melanizados septados (DSE e n-DSE).

A PCA (Figura 32) confirmou que o déficit hidrico € o principal fator responsavel pela
variacdo do metaboloma radicular em ambas cultivares, promovendo a separagdo entre plantas
sob WW e WD, e que a inoculacdo por DSE modulou o perfil metabolico de forma menos
dispersa, especialmente sob WD. Observa-se, ainda, sobreposi¢ao entre os grupos em ambas
cultivares, indicando que parte da variagdo metabdlica nao estd completamente discriminada
pelas componentes principais. Na cultivar SI, a PC1 explica 31,7% da variancia, sendo
responsavel pela separagdo entre os tratamentos WD e WW, por sua vez a PC 2 contribuiu com

26,8%, refletindo variagdo adicional entre as amostras, evidenciando heterogeneidade nos
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perfis metabolicos ndo explicada pela PC1(Figura 32B). Na cultivar PO, a PC 1 explicou 38,9%
da variacdo dos dados também associada a separacao entre regimes hidricos, enquanto que a
PC 2 (18,6%) representou varia¢des secundarias, relacionadas a ajustes mais finos entre as
amostras. De modo geral, os resultados indicam que o estresse hidrico domina a reorganizagao
do metaboloma radicular, enquanto a associacdo com DSE exerce efeito complementar,

contribuindo de forma secundéria para a modulagdo das respostas metabolicas ao déficit hidrico

(Figura 32A).
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Figura 32: Analise de componentes principais (PCA) dos perfis metabodlicos radiculares de
feijao caupi (V. unguiculata) das cultivares Pingo de Ouro 1,2 A (tolerante a seca) e Santo
Inécio B (susceptivel a seca), baseado nos perfis metabdlicos obtidos por GC-MS. A PCA foi
realizada apos transformacao logaritmica (logio) e autoscaling, sem normalizagdo por amostra.
O grafico de scores mostra a distribui¢ao das amostras ao longo dos dois primeiros componentes
principais, PC1 (38.9%) da variancia explicada e PC2 (18.6%) e o SI PC1 (31.7%) da variancia
explicada e para PC2 (26.8%), considerando os grupos experimentais definidos pela condi¢ao
hidrica (WW e WD) e pela inoculacdo com fungos endofiticos melanizados septados (DSE e
n-DSE). Cada ponto representa uma amostra biologica, e as elipses indicam a regidao de
confianc¢a de 95% para cada grupo. A separacdo multivariada entre os grupos foi avaliada por
PERMANOVA (p=0,001), indicando diferencas significativas no perfil metabdlico. A PCl
representa o principal gradiente de variagdo metabolica associada aos tratamentos

experimentais.
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Na cultivar PO, os metabolitos localizados a direita da PC1 (loadings positivos)
compreenderam um conjunto de aproximadamente 20 metabdlitos, associados as amostras sob
irrigagao plena (WW), incluindo a kestose, rafinose, maltose, lactose alpha, sacarose, acido
gluconico, ribose, sorbitol, manitol, tirosina, galactose, sorbose, frutose, glicose, inositol myo,
galactinol, turanose, glicopiranose, acido chiquimico, acido latico. Por outro lado, a esquerda
da PC1 (loadings negativos), observaram-se metabolitos como écido citrico, acido malonico e
treitol, xilose, acido malico, acido eritronico, 4cido piroglutdmico associados as amostras sob
WD, indicando sua contribuicdo para a separacdo dos grupos (Figura 33A). A maioria dos
metabodlitos com contribui¢cdes positivas em PO, também foram observados em loadings
positivos em SI, sugerindo padrdes metabolicos parcialmente conservados entre as cultivares.
Porém, aminoacido como glicina apresentou contribui¢des positivas exclusivamente em SI,
indicando resposta especifica desse gendtipo. De maneira semelhante, os metabdlitos com
loadings negativos em PO também foram observados com contribui¢cdes negativas em SI.
Entretanto, a frutose, acido trednico apresentam inversdo na direcdo dos loadings, sendo
positivas em PO e negativas em SI, enquanto o &cido piroglutamico apresentou comportamento
oposto, com contribui¢des negativas em PO e positivas em SI, evidenciando respostas,
respostas metabdlicas contrastantes entre as cultivares. Adicionalmente, metabolitos como
fenilalanina e o acido fumarico contribuiram negativamente para a PC 1 exclusivamente em SI,
estando associados as amostras sob estresse hidrico. Estes metabdlitos ndo foram observados
em na andlise de loading plots de PO, reforcando a existéncia de mecanismos metabdlicos

especificos na resposta ao déficit hidrico entre as cultivares (Figura 33B).
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Figura 33. Grafico de loadings da analise de componentes principais (PCA), indicando a
contribuicao dos metabolitos radiculares de feijdo -caupi (V. unguiculata), das cultivares PO A
(tolerante a seca) e SI B (susceptivel a seca), para os componentes PC1 e PC2. Cada ponto
representa um metabolito, posicionado de acordo com seus valores de loading dos respectivos
componentes. Metabolitos localizados nos extremos positivos e negativos da PC1 apresentam
maior contribui¢do para a separacdo observada no grafico de scores e definem o principal

gradiente metabdlico do experimento.

O gréfico de scores da analise supervisionada sPLS-DA revelou claramente separagao
entre plantas sob WW e WD ao longo do primeiro componente, confirmando o regime hidrico
como o principal fator determinante ao perfil metabdlico radicular. Diferengas associadas a
inoculagdo foram observadas no segundo componente, embora com menor contribui¢do para a
variancia total, indicando que o efeito da inoculacdo com o DSE2 atuou de forma moduladora.
Na cultivar PO, o componente 1 explicou 37.2 % da variancia, promovendo separagdo entre as
condi¢des hidricas, confirmando o que foi observado na PCA. A componente 2 refletiu
variagdes secundarias de 15.3%, com maior sobreposi¢do observada nos grupos WW (Figura
34A). Em SI, a componente 1 explicou 27.2% da variancia, também separando claramente WW
e WD, confirmando o efeito do regime hidrico. Destaca-se que, sob condic¢des de déficit hidrico,
houve separacao nitida entre plantas inoculadas e ndo inoculadas com o DSE2, especialmente
ao longo da PC2, que contribuiu com 15.9%, padrao ndo observado sob irrigacao plena. Esses
resultados indicam que a inoculagdo com o DSE2 reestruturou o metabolismo radicular sob

estresse hidrico, sendo seus efeitos mais evidentes na cultivar susceptivel (Figura 34B).
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Figura 34. Andlise discriminante por minimos quadrados parciais esparsos (sPLS-DA) dos
perfis metabolicos radiculares de feijao-caupi (V. unguiculata), das cultivares Pingo de Ouro
1,2 A (tolerante a seca) e santo Inacio B (susceptivel a seca), baseado nos perfis metabdlicos
obtidos por GC-MS. O gréfico de scores mostra a distribui¢do das amostras ao longo dos dois
primeiros componentes do modelo supervisionado, componente 1 (44,9% da varidncia
explicada) e Componente 2(5,9%), considerando os grupos experimentais definidos pela
condi¢do hidrica (WW e WD) e pela inoculagdo com fungos endofiticos melanizados septados
(DSE e n-DSE). Cada ponto representa uma amostra biologica, e as elipses indicam uma regiao

de confianga de 95% para cada grupo.

Os metabdlitos com maiores valores de VIP foram determinantes para a discriminagao
entre os tratamentos. Na cultivar PO, kestose, rafinose, myo inositol, galactinol, acido
glucurodnico, galactose, turanose, glicina e eritrose representaram maior abundancia em WW e
menor em WD (Figura 35A). Em contraste, 4&cido malonico acumulou-se em WD. Na cultivar
SI, myo inositol, kestose, galactinol e rafinose foram mais abundantes em WW, enquanto que
acido malonico, acido eritorbico, xilose e arabinose representaram maior acimulo em WD

(Figura 35B).
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Figura 35: Metabolitos radiculares de feijao-caupi (V. unguiculata), das cultivares Pingo De
Ouro A (tolerante a seca) e Santo Indcio B (susceptivel a seca), selecionados com base nos
escores VIP (Variable Importance in Projection) obtidos a partir do modelo supervisionado de
sPLS-DA. O grafico de loadings (Loadings 1) apresentam a contribui¢cao dos metabdlitos mais
relevantes para a discriminagdo entre os grupos experimentais definidos pelas condigdes
hidricas (WW e WD) e pela inoculagdo com fungos endofiticos melanizados septados (DSE e
n-DSE). A direita, os mapas de cores representam o padrdo relativo de abundancia desses
metabodlitos entre os tratamentos, onde azul indica menor abundancia e o vermelho maior

abundancia.
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Figura 36. Distribuicio dos niveis de metabolitos radiculares de feijao-caupi (Vigna
unguiculata), da cultivar Pingo De Ouro (tolerante a seca), selecionados com base nos maiores
valores absolutos de loading na PC1 da analise de componentes principais (PCA) e nos maiores
valores de VIP do modelo sPLS-DA. Os metabolitos ilustram padrdes consistentes com o
gradiente metabolico identificado nas andlises multivariadas. Os graficos apresentaram, para
cada metabolito, os valores apds transformagao e normalizagcdo dos dados, estratificados pelos
grupos experimentais WD-DSE, WD, n-DSE, WW-DSE, WW n-DSE. As caixas representam
o intervalo interquartil, a linha central indica a mediana e os pontos correspondem as

observagoes individuais (n=5).
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Figura 37. Distribuicdo dos niveis de metabolitos radiculares de feijao-caupi (Vigna
unguiculata), da cultivar Santo Inacio (drought-susceptible), selecionados com base nos
maiores valores absolutos de loading na PC1 da analise de componentes principais (PCA) e nos
maiores valores de VIP do modelo sPLS-DA. Os metabdlitos ilustram padrdes consistentes com
o gradiente metabolico identificado nas analises multivariadas. Os graficos apresentaram, para
cada metabolito, os valores apds transformacgao e normalizagcdo dos dados, estratificados pelos
grupos experimentais WD-DSE, WD n-DSE, WW-DSE, WW n-DSE. As caixas representam o
intervalo interquartil, a linha central indica a mediana e os pontos correspondem as observagoes

individuais (n=5).
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7 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demostram que os solos da Caatinga constituem uma fonte
relevante de fungos endofiticos, conforme evidenciado pela obtengdo de 14 isolados que foram
capares de colonizar V. unguiculata. Desses isolados, 11 colonizaram raizes de Zea mays
(Figura 6), indicando que esses fungos também sdo capazes de colonizar outras culturas
agricolas (Malicka et al., 2022). Estudos sobre a inoculac¢ao vegetal com diferentes espécies de
DSE:s ressaltam que para que haja associa¢do benéfica entre planta-DSE sob déficit hidrico, ¢
necessario que haja compatibilidade entre ambos os organismos (Malicka et al., 2022). Esses
fatores podem estar associados a espécie da planta hospedeira, ao estagio vegetativo, a
fertilidade do solo, bem como também aos fatores ambientais ( Farias et al., 2020, Vidal et al.,
2022). A caracteristica endofitica dos DSES nio se restringe a culturas como V. unguiculata e
Zea mays, sendo esses fungos capazes de colonizar diferentes espécies vegetais e contribuir
para tolerancia ao estresse hidrico em diversos sistemas. Diversos autores destacam a
capacidade dos DSEs de colonizar diversas outras espécies de plantas, como Isatis indigotica,
Lycopersicon esculentum Mill, Oryza sativa, Glicine max (Mishra et al., 2024, Berthelot et al.,
2016, Farias et al., 2020, Li. et al., 2023, Halo 2020, Santos 2017, Rothen et al., 2017).

No presente estudo, foram observadas estruturas tipicas dos DSEs associadas ao cortex
das raizes, tais como hifas septadas e melanizadas, microesclerddios e clamidosporos (Figura
8). A presenca dessas estruturas ¢ uma das principais caracteristicas morfologicas usadas para
identificar a coloniza¢do radicular por DSEs. Sdo consideradas estruturas de resisténcia,
associadas a tolerancia do fungo a condi¢des adversas, como dessecagdo, estresse oxidativo e
radiacao UV, além de funcionarem como possiveis reservatorios de nutrientes (Jumpponen &
Trappe, 1998, Redman et al., 2002). A melanina, juntamente com a quitina, também contribui
para arigidez das paredes celulares fingicas, aumentando a resisténcia estrutural tanto do fungo
quanto, indiretamente, da planta hospedeira (Mandyam & Jumpponen, 2005; Malicka et al.,
2022). As hifas penetram os espacos entre células epidérmicas adjacentes, seguem até o eixo
principal da raiz e ocupam os espagos intercelulares das células corticais (Currah et al.,1993,
Jumpponen & Trappe 1998). A presenca das hifas dentro das células da raiz formam massas de
células fungicas pigmentadas compactadas, culminando na formagdo de microesclerddios
(Ohki et al., 2002). Uma pesquisa recente (Su et al., 2024) descreve que também foram
observados hifas septadas, microesclerodios e clamiddsporos, em células corticais das raizes de
mirtilo colonizadas pelo fungo endofitico DSE R16 (Dothideomycetes sp.), que promoveu

crescimento e tolerancia a seca nesta espécie.
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Durante a incubagdo das cepas, observou-se o crescimento das colonias fingicas ao
longo de sete dias (Figura 7). Esse comportamento pode estar relacionado a fatores como tipo
de colonia de fungo, a disponibilidade de nutrientes no meio de cultivo e as condigdes
ambientais fornecidas, incluindo temperatura e humidade, que influenciam diretamente o
crescimento microbiano. Esse resultado € consistente a estudos anteriores. Farias et al., (2020),
relataram que cepas que apresentam micélio escuro ou marrom, hifas septadas e melanizadas
apresentam crescimento ativo em aproximadamente sete dias a 28 °C. De forma complementar,
He et al., (2022) destacam que diferentes cepas microbianas podem apresentar padrdes distintos
de crescimento no meio de cultura, reforcando a influéncia de fatores intrinsecos ¢ ambientais
Nesses processo .

Em nossa pesquisa, observou-se que o percentual de colonizagdo radicular pelos DSEs
variou entre os isolados e entre os genotipos de V. unguiculata. Destaca-se que a cultivar SI
descrita como susceptivel a seca, apresentou maior taxa de coloniza¢do por DSE2 (Figura 16).
Esse resultado sugere que genotipos mais suscetiveis ao estresse podem fornecer uma maior
colonizagdo pelos DSEs, possivelmente como resposta a condigdes adversas. Tal interpretacao
¢ corroborada por Farias et al., (2020), que relatam a maior taxa de coloniza¢dao pelo DSE em
raizes de cultivares mais susceptiveis sO estresse, evidenciando o potencial dos DSEs em
ambientes estressantes. Além disso, esse comportamento pode estar associado a influéncia do
genotipo vegetal na formagdo de estruturas de resisténcia e no estabelecimento da interagdao
planta-microrganismo.

Nos parametros de crescimento, observou-se que o comprimento da raiz, ndo foi
influenciado pela inoculagdo com a cepa de DSE (Tabela 11). A auséncia de resposta pode estar
associada baixa eficiéncia de algumas cepas ou a dependéncia de condicdes especificas para a
expressao de seus efeitos promotores de crescimento. Em contrapartida, estudos prévios
demonstram resultados divergentes, como os reportados por Prema & Muthukumar (2018), nos
quais a inoculagdo com DSE Nectria haematococca promoveu aumento significativo no
crescimento radicular. De forma semelhante, Li et al., (2019) observaram incrementos
expressivos no comprimento das raizes apos inoculacdo com DSE (Pa e Co), evidenciando que
a resposta pode variar conforme a interacdo entre cepa e hospedeiro.

Em relacdo a biomassa radicular, verificou-se que esta foi influenciada pela inoculacao
com as cepas de DSEs de forma independente entre si, embora nem todas tenham apresentado
efeito significativo. Esse comportamento estd em consonadncia com a literatura, a qual descreve
respostas variaveis, incluindo efeitos neutros ou negativos na biomassa de raiz em plantas

inoculadas com microrganismo endofiticos (Tabela 6) (Prema & Muthukumar, 2018, Vidal
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2022). Adicionalmente, a variabilidade observada pode refletir diversidade adaptativa das cepas
frente a condi¢des de estresse, como demostrado por Li et al., (2019), em que diferentes isolados
apresentaram respostas distintas sob simulacdo de déficit hidrico. De modo geral , a literatura
aponta que resposta da biomassa radicular depende tanto do genétipo da planta quanto das
caracteristicas do microrganismo associado (Mandyam; Fox; Jumpponen, 2012, Malicka et al.,
2022, Farias et al., 2020).

Para o crescimento da parte aérea e do caule, os resultados indicam que o comprimento
do caule foi influenciado principalmente pelas condi¢des hidricas e pelos gendtipos, € ndo pela
inocula¢do com DSE (Figuras 13-18). O estresse hidrico promoveu redu¢do no comprimento
do caule em ambas as cultivares, sendo que a cultiva PO apresentou maior crescimento em
comparagdo a SI, independentemente da inoculagdo. Em contraste com os achados de Da Costa
(2023), nao foram observadas diferengas entre ambas cultivares, a auséncia de resposta
significativa neste estudo pode estar relacionada a intensidade do estresse ou as condicdes
experimentais adotadas.

No que se refere a biomassa da parte aérea, ndo se observou efeito isolado do genotipo.
No entanto, verificou-se interac¢do significativa entre as cepas de DSE e as condi¢des hidricas,
sugerindo que a promoc¢ao do crescimento ¢ modulada pela disponibilidade de 4gua. Observou-
se, ainda, reducdo na biomassa apds a recuperacdo ao estresse severo, comportamento ja
descrito para V. unguiculata, que apresenta crescimento mais lento apds exposi¢ao ao déficit
hidrico (Agbicodo et al., 2009; Singh & Raja Reddy, 2011; Jayawardhane et al., 2022). Embora
a resposta das plantas ao estresse dependa de multiplos fatores, como gendtipo, estado
fisiologico e duragcdo do estresse (Adeleke; Babalola, 2022, Dos Santos et al., 2022), os
resultados indicam que condigdes severas podem ultrapassar os limites de tolerancia das
plantas. Nesse contexto, nem todas as interagdes entre microrganismos e plantas hospedeiras

resultam em beneficios ao crescimento vegetal (Li et al., 2019).

Em condi¢des extremas de déficit hidrico, observou-se que alocagdo de biomassa foi
significativamente alterada, refletida no aumento da R/PA. Neste estudo, essa razdo foi maior
na cultivar SI (Figura 20), o que pode estar relacionado a maior sensibilidade ao estresse. Esse
resultado evidencia uma estratégia adaptativa da parte aérea, visando otimizar a absor¢do de
agua em condi¢des limitantes. De acordo com Xu et al., (2015), a alocacdo preferencial de
recursos para o crescimento radicular sob estresse hidrico depende de fatores fisioldgicos e
ambientais. Embora estudos com Nectria haematococca em tomate tenham demostrado

aumento da R/PA em plantas inoculadas (Prema Sundara Valli & Muthukumar, 2018), no
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presente estudo nao foi observado efeito significativo da inoculagdo sobre essa variavel, sendo
esta influenciada predominantemente pelo gen6tipo. Essa divergéncia pode estar relacionada as
diferengas entre as cepas, a concentracdo do indculo ou a complexidade das interacdes planta

microrganismo.

No que se refere ao crescimento da area foliar, observou-se ainda uma interacao tripla entre
inoculagdo da cepa de DSE2, genoétipo e condicao hidrica (Figura 20), indicando que os efeitos
dos microrganismos dependem da combinacdo desses fatores. Além disso, o estresse hidrico
promoveu a reducdo na area foliar, reforgcando seu impacto negativo no crescimento vegetal.
Resultados semelhantes foram descritos por Basto et al., (2011), que observaram redugao de
aproximadamente 20% no indice de area foliar sob condi¢des de déficit hidrico. Em conjunto,
esses achados indicam que, embora microrganismos possam influenciar o crescimento vegetal,
a disponibilidade hidrica e o gen6tipo da planta sdo determinantes centrais na modulacao dessas
respostas.

No que se refere as trocas gasosas, o déficit hidrico promoveu redugdes nos pardmetros
gs, A, E, em ambas as cultivares, independentemente da presenca ou auséncia de DSE (Figura
21). Esses resultados indicam uma resposta fisiologica tipica ao estresse hidrico, na qual o
fechamento estomatico atua como uma das primeiras estratégias para reduzir a perda de agua,
conforme descrito na literatura ( Hsu et al., 2021; Saito & Uozumi, 2019; Singh & Raja Reddy,
2011).

No presente estudo, observou-se que a razdo Ci/Ca foi mais reduzida na cultivar SI,
sugerindo maior fechamento estomatico e, consequentemente, menor entrada de COp,
entretanto, a interpretacdo da Ci/Ca deve considerar que a concentragdo interna de CO; depende
tanto da condutancia estomatica quanto pela taxa de fotossintese (Zhang et al., 2014). Assim,
redugdes na fotossintese podem atenuar a queda de Ci/Ca ou até leva-la, mesmo sob estresse
hidrico. Portanto, a maior redug¢do observada em SI indica predominancia de limita¢do

estomatica nessa cultivar.

Estudos demonstram que DSE pode regular processos de fisiologicos, como fotossintese
e a respiracao em plantas sob condi¢des adversas (Malicka et al., 2022). No presente estudo, a
inoculagdo com a cepa de DSE2 promoveu respostas distintas entre as cultivares. Na cultivar
PO, descrita como tolerante ao estresse, observou-se aumento na eficiéncia intrinseca do uso da
agua (iIWUE), passando de uma redug¢do de 62.3% na auséncia da inoculacdo para um

incremento de 45.8 % na presenca da cepa, indicando efeito positivo da interagdo. Em contraste,
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na cultivar sensivel SI, embora tenham sido observadas diferencgas entre os tratamentos com
inoculagdo e sem inoculagdo, estas foram menos expressivas. Esse padrdo sugere que a resposta
a inoculagdo com fungo ¢ dependente do genotipo da planta, sendo mais pronunciada em
cultivares tolerante ao estresse. Esse comportamento pode estar associado a mecanismos
fisiologicos e bioquimicos mediados por microrganismos, incluindo a regulagdo hormonal.
Estudos relatam que a inoculacdo com DSE pode aumentar o acimulo de 4cido abscisico (ABA)
e modular a expressao génica relacionada ao estresse. Esse resultado corrobora com os achados
de (Liu; Wei, 2019; Andrade-Linares et al., 2011). O ABA desempenha papel central na
resposta ao déficit hidrico, promovendo fechamento estomético e contribuindo para a regulacao
osmotica e manutencdo do metabolismo vegetal sob estresse (Haghpanah et al., 2024).

Nosso estudo, utilizou-se a técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (GC-MS), para separar, identificar e quantificar metabolitos presentes em V.
unguiculata (Chen et al., 2022; Chaudhary; Shukla, 2018., Adeleke; Babalola, 2022). Por meio
dessa abordagem, foram identificados acucares soluveis, alcoois de acgucar (polidis),
aminoacidos, acidos organicos (Figuras 25-33).

A andlise do perfil metabdlico, tanto em folha quanto em raizes, indicou uma
reprogramagdo metabolica associada a protecdo celular, ajuste osmotico e manutengdo da
homeostase (Myers; Kitajima, 2007). Estudos com milho e soja utilizando GC-MS, afirmam
que esses metabolitos do metabolismo primario desempenham papel central no crescimento e
no desenvolvimento vegetal, além de atuarem como precursores para a sintese de metabolitos
secundarios (Medeiros et al., 2021; Benkeblia et al., 2007). Sob condi¢des de déficit hidrico,
esses metabolitos sao diferentemente regulados via metabodlicas essenciais, como glicélise, o
ciclo do acido tricarboxilico (TCA), a via das pentoses-fosfato. Essas vias sdo fundamentais
para o fornecimento da energia e para manutenc¢ao dos processos fisiologicos, especialmente
em condicdes de estresse (Fernie et al., 2004).

Foram identificados, neste estudo, actcares como glicose, frutose, maltose e rafinose,
alcoois de actcar como manitol, sorbitol, inositol. Esses compostos desempenham papel
fundamental no balango osmoético e na sinalizagdo do estresse, sendo seu acimulo um dos
principais mecanismos de manuten¢do da pressdo de turgor e da integridade celular sob
condi¢des adversas. Dessa forma, permitem o ajuste do potencial osmoético, evitando o
murchamento e assegurando a continuidade do crescimento e das fungdes metabodlicas (Ghosh
etal., 2021; Sharma et al., 2019; Khan et al., 2018)

A literatura demonstra que o acimulo de agucares soliiveis ¢ uma resposta recorrente a

diferentes tipos de estresse abidtico, incluindo estresse térmico e déficit hidrico (Salas-Pérez et
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al., 2018, Pressman et al., 2002, ). Além disso, variacdes nesses metabodlitos podem ocorrer
entre gendtipos e tecidos vegetais, sendo frequentemente mais acentuadas nas folhas do que na
raiz (Silvente et al., 2012., Das et al., 2017.,Shelden et al., 2016).

No presente estudo, embora ndo tenha sido realizada a quantificagdo de melanina, ¢
relevante considerar que DSE possuem esse composto, o qual pode atuar como antioxidante em
condi¢des de estresse hidrico (Lopez et al., 2024). Associado a isso, os elevados niveis de
acucares soluveis observados nas duas cultivares sob déficit hidrico sugerem a ativagdo de vias
metabolicas relacionadas a defesa celular, como a via das pentoses-fosfato, responsavel pela
geracdo de compostos antioxidantes. Esses mecanismos contribuem para a mitigacao dos danos
oxidativos e para a manuten¢ao da integridade estrutural das células vegetais.

A analise de PCA (Figuras 24-32), foi utilizada para explorar a variacdo global dos
dados metabolomicos em V. unguiculata. Essa abordagem permitiu avaliar o grau de
similaridade entre os perfis metabdlicos, evidenciado que o regime hidrico exerceu forte
influéncia sobre o metabolismo das duas cultivares contrastantes. Além disso, possibilitou
identificar alteracdes no perfil metabdlico em folhas e raizes sob condi¢des de déficit hidrico,
bem como a influéncia da inoculagdo com a cepa de DSE nesse processo. Observou-se que a
maioria das amostras submetidas ao mesmo tratamento apresentaram agrupamento distinto,
separando-se dos demais, o que indica padrdes diferenciados de actimulo metabolico em
resposta as condi¢des avaliadas (Sun et al., 2023).

Estudos recentes, como o de Zou et al. (2023), destacam a eficiéncia dessa técnica na
identificagdo de padrdes de separagdo entre tratamentos, determinagdo dos principais fatores
responsaveis pela viabilidade e deteccao de possiveis outliers. De forma complementar, Xie et
al., (2024), ao utilizarem PCA em seu estudo com DSEs, demonstraram relagdes significativas
entre a intensidade da colonizagdo do DSE e o crescimento das vegetal.

Os niveis de piruvato, acido glicérico, acido citrico foram significativamente mais
elevados sob condigdes de irrigagdo plena em ambas cultivares na folha, com excegdo de acido
citrico na cultivar SI (Figuras 28-29). Em contraste, o déficit hidrico esteve associado a reducao
desses metabolitos, sugerindo alteracdes no metabolismo energético € no metabolismo
primario. O piruvato e o citrato sdo intermedidrios-chaves da via de TCA, e sua redugdo sob
WD indica menor atividade respiratoria mitocondrial, tipica de plantas sob condi¢cdes adversas.
Além disso, niveis elevados de piruvato tem sido associados a menores concentragdes de
malondialdeido (MDA), um indicador de estresse oxidativo (Xie et al., 2024), o que pode

refletir um metabolismo mais ativo e menor dano celular em condi¢des de irrigagdo plena.
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Das et al (2017) relataram, em estudo de perfil metabolico em soja, que estresse térmico
promoveu a reducdao nas concentragdes de metabolitos como maltose, galactinol, manitol e
sacarose nas folhas. De forma semelhante, no presente estudo, observou-se reducdo desses
metabolitos sob condi¢gdes de déficit hidrico. No entanto, essa reducao foi mais acentuada nas
raizes em comparacao as folhas, em ambas cultivares (Figuras:36 -37).

Foram observados niveis elevados de osmoprotetores, como Inositol, Galactinol,
Sorbitol e Rafinose (via RFO), sob condi¢des de WD nas folhas de ambas cultivares, com
excec¢do do inositol na cultivar SI (Figuras 28-29). Esse padrao indica a ativacdo de mecanismos
de tolerancia a déficit hidrico, associados a protecao celular e a manutencao da homeostase
osmotica, sendo esses efeitos mais pronunciado na cultivar tolerante. A literatura destaca que o
inositol desempenha um papel preponderante na tradugdo de sinais sob estresses ambientais,
além de atuar no armazenamento e na distribuicao de actcares e na formacao da parede celular
(Hu et al., 2024). A auséncia desse metabolito na cultivar SI pode estar relacionada a diferencas
no metabolismo da folha entre as cultivares. Da mesma forma, os polidis sdo solutos
osmoticamente ativos que podem se acumular em altas concentragdes nas células vegetais,
contribuindo para a manuten¢do do potencial hidrico (Noiraud., et al 2001).

A rafinose, em particular, desempenha multiplas fungdes no metabolismo vegetal,
incluindo participagdo na tolerancia ao estresse hidrico, na transdu¢do de sinais e na
translocacdo de fotoassimilados (Salvi et al., 2022). Além disso, evidencias indicam que
galactinol e rafinose estdo associados a capacidade antioxidante, contribuindo para a
neutralizagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Nesse sentido plantas com maiores
concentracoes desses compostos apresentam maior tolerancia ao estresse, como demonstrado
em estudos com Arabidopsis (Elsayedet al., 2014).

Em raizes, observou-se um padrdo distinto, com maiores concentragdes de alguns desses
metabolitos sob condic¢des de irrigacdo plena em ambas cultivares (Figuras 36-37). Sob déficit
hidrico, foram detectados niveis reduzidos de mio-inositol, galactinol e rafinose, sugerindo
comprometimento na sintese de osmoprotetores, possivelmente associado a reducdo da
atividade fotossintética e ao menor fornecimento de fotoassimilados. Esse comportamento ¢
consistente em estudos que demonstram que a redugdo de mio-Inositol resulta em redugdes
significativas nos niveis de galactinol e RFOs em plantas, como soja (Glycene max) e batata
(Solanum tuberosum) (Karner et al., 2004). Tais achados indicam que uma resposta orgao-
especifica, na qual a planta prioriza a protecdo das folhas, possivelmente redistribuindo

osmoprotetores a partir das raizes. Em condi¢des de irrigagdo plena, as raizes apresentam
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maiores niveis desses compostos, refletindo auséncia de necessidade de realocacdo e a
manutengdo da homeostase metabdlica (Obata; Fernie, 2012).

No presente estudo, observou -se niveis elevados de prolina e glicina sob condi¢des de
/irrigagdo, tanto na presen¢a quanto na auséncia de inoculagdo com a cepa (Figura 36). Esse
padrao pode estar associado a um metabolismo ativo de nitrogénio e aminoacidos, contribuindo
para a sintese proteica e manutencao do crescimento vegetal, tipico de plantas metabolicamente
ativas (Ashrafetal., 2007 & Kishor et al., 2005). Em contraste, do que foi observado no presente
estudo, autores afirmam que a Glicina e prolina sob condigdes de WD, atuam como osméticos
compativeis, sendo frequentemente em maiores concentragdes como mecanismo de adaptagao
a seca (Galili, 2011, Zhang et al., 2016; Mwadzingeni et al., 2016; EI Moukhtari et al., 2020).

Diferentemente das contribuigcdes observadas para prolina e glicina, verificou-se maior
expressao de metabolitos relacionados ao metabolismo de aminoacidos, como valina e
glutamina, particularmente nas folhas da cultivar SI sob condigdes de déficit hidrico (Figura
29). Elevadas concentragdes desses aminoacidos estdo associadas a mecanismos de defesa
vegetal, atuando na neutralizacdo de EROs e quanto na regulagdo do potencial osmdtica
(Krasensky & Jonak, 2012). Além disso, esses aminoacidos desempenham papel central no
fornecimento de energia, participando de vias metabolicas essenciais, como a glicdlise, o ciclo
de TCA e o metabolismo dos aminoacidos, contribuindo para a adaptacdo das plantas ao
estresse hidrico.

Em relagdo aos 4cidos organicos, acido citrico apresentou maior acumulo nas raizes da
cultivar SI sob WD (Figura 37). Em contraste, nas folhas, observou-se maior abundancia desse
metabolito na cultivar PO sob condi¢des hidratadas (Figura 28), evidenciando respostas
metabolicas distintas entre os 6rgaos e gendtipos. Por ser um intermedidrio do ciclo TCA, o
aumento do acido citrico na cultivar susceptivel indica uma reprogramacao metabolica voltada
a sintese compostos de defesa sob estresse. Por outro lado, seu aumento em PO sob condig¢des
hidratadas estd relacionada ao funcionamento normal da via TCA, isto é, mecanismo de
adaptagdo metabdlica eficiente, tipico de plantas tolerantes sob irrigacdo. Estudos indicam que
niveis elevados de acido citrico em estresse hidrico estdo associados ao aumento na sintese de
metabolitos secundarios, como flavonoides, em plantas sob condi¢des adversas (Salas-Pérez et
al., 2018).

A anélise de sSPLS-DA revelou que a maioria dos metabodlitos com VIP mais altos, foram
produzidos sob condi¢des de estresse hidrico nas folhas de ambas cultivares (Figura 27). Em
contraste, nas raizes, acido malonico destacou-se como o principal metabolito discriminante

sob condicdes de déficit hidrico (Figura 35). Esse padrao pode estar relacionado ao fato de as

87



folhas serem orgaos mais diretamente afetados pelo déficit hidrico, ondem ocorrem intensas
alteragdes metabdlicas, incluindo processos oxidativos. Nesse contexto, a sobrevivéncia das
plantas sob déficit hidrico depende, em grande parte, da capacidade de proteger estruturas
celulares e manter a homeostase metabolica (Couchoud et al., 2020, Obata; Fernie, 2012)

Sob condig¢oes de deficit hidrico, observaram-se niveis elevados de xilose, arabinose,
acido maldnico e 4cido eritronico, nas raizes da cultivar SI (Figura 37). De forma semelhante,
na cultivar PO o 4cido mal6nico destacou-se como o principal metabolito acumulado nas raizes
sob estresse hidrico. Esses resultados indicam uma reprogramac¢ao metabolica diferencial entre
genoétipos, especialmente no sistema radicular da cultivar susceptivel, que desempenha papel
central na resposta ao estresse evitando maiores danos celulares.

A literatura sugere que o aumento de acido eritronico esta associado a resposta ao
estresse oxidativo, frequentemente, relacionado a elevados niveis de MDA nas células (Xu et
al., 2017, Farooq & Wahid; Lee, 2009); Da mesma forma, xylose tem sido aplicada na
manuten¢do da homeostase metabolica celular sob condi¢des de estresse hidrico (Hassan et al.,
2024), enquanto arabinose constituinte um componente essencial de polissacarideos da parede
celular, glicoproteinas, flavonoides e moléculas sinalizadoras, contribuindo para a integridade
estrutural e funcional das células vegetais sob estresse(Rautengarten et al., 2017).

Em relacdo manitol, composto amplamente distribuido em fungos filamentosos e
também presente em plantas. Nao foram observadas variacdes significativas em seus niveis
entre os tratamentos, especialmente na cultivar SI. Esse metabolito pode atuar como importante
fotoassimilado e fonte de carbono para tecidos ndo fotossintetizantes, sendo sintetizado em
paralelo com a sacarose (Stoop et al., 1996).

Além disso, os elevados niveis de acido malonico observados nas raizes sob estresse
hidrico sugerem um possivel papel de modulacdo metabodlica e nas interacdes com
microrganismos. Estudos indicam que esse composto pode atuar como fonte de carbono para o
crescimento microbiano e influenciar redes de interacdo no solo, além de estar associado a
inibicao da enzima succinato desidrogenase no ciclo TCA, refletindo alteragcdes no metabolismo

respiratorio (Zhang Shubo et al., 2024).
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8 CONCLUSOES

Nos tltimos anos, estudos com fungos endofiticos melanizados e septados (DSEs) tém
avancado significativamente em diferentes areas de pesquisa. No presente trabalho, adotou-se
uma abordagem exploratoria voltada a prospecc¢ao e caracterizacao funcional de DSEs nativos
da Caatinga, com objetivo de identificar isolados com potencial de aplicagdao na agricultura
regional, particularmente como agentes promotores de crescimento e mitigadoras dos efeitos
do déficit hidrico.

Neste ambito, conclui-se que em regides preservadas da Caatinga, no nordeste Semiarido
brasileiro, abrigam diferentes cepas de DSEs capazes de colonizar V. unguiculata em diferentes
cultivares, bem como outras espécies vegetais, como Zea mays, evidenciando baixa
especificidade de hospedeiro.

A inoculacdo com diferentes cepas de DSE influenciou significativamente a biomassa
radicular e a recuperagdo das plantas apos o estresse hidrico, com efeitos dependentes do regime
hidrico e do genotipo. O estresse hidrico severo reduziu a biomassa da parte aérea, porém, a
inoculagdo atenuou esse efeito, com destaque para as cepas DSE2 e DSE4, que proporcionaram
melhor desempenho na recuperacdo poOs-estresse € menor impacto visual, especialmente na
cultivar susceptivel. A cepa DSE2 destacou seu desempenho sob diferentes niveis de estresse
hidrico, por manter a producdo da biomassa da parte aérea mais consistente sob condi¢des de
estresse moderado e severo, indicando elevado potencial para mitigagdao dos efeitos do déficit
hidrico.

A inoculacdo com a cepa DSE2 ndo influenciou o comprimento da raiz nem da parte aérea
sob estresse, contudo, a area foliar foi significativamente influenciada pela interacdo entre
DSE2, regime hidrico e pelo gendtipo, com atenuacdo da reducdo foliar na cultivar SI. A
colonizagao radicular foi igualmente dependente desses fatores, sendo mais elevada na cultivar
susceptivel sob déficit hidrico.

Em relacdo as trocas gasosas, o déficit hidrico promoveu reducao nos parametros avaliados
em ambas cultivares, com exce¢do da eficiéncia intrinseca do uso da 4gua (iIWUE) na cultivar
PO. A inoculacao com a cepa DSE2 resultou em aumento do iWUE em ambos genotipos, sendo
esse efeito mais pronunciado na cultivar PO, indicando papel relevante da cepa na modulagao
da eficiéncia fisiologica sob condi¢des de estresse hidrico.

No nivel metabdlico, o regime hidrico foi o principal fator responsavel pelas alteragdes no
metabolismo foliar e radicular. A inoculagao com a cepa de DSE2 exerceu efeito secundario na
modulagdo metabdlica, com efeitos dependentes do gendtipo e do 6rgdo analisado. No entanto,

na cultivar SI, foram observadas alteracdes mais expressivas no metaboloma radicular na
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presenca da DSE2, indicando uma reprogramacao metabolica mais estruturada em resposta ao
déficit hidrico.

De modo geral, as cultivares apresentam estratégias distintas de adaptacdo ao estresse
hidrico, sendo que a cultivar tolerante (PO) exibiu maior estabilidade metabdlica na folha,
enquanto a cultivar susceptivel (SI) demonstrou maior plasticidade metabdlica na raiz,
possivelmente associada a uma maior dependéncia da interagdo com microrganismos. Desta
forma, os resultados obtidos reforcam o papel de DSEs como importantes agentes na modulacao
de respostas fisiologicas e metabdlicas em plantas sob estresse hidrico, evidenciando seu
potencial para aplicagdo em sistemas agricolas mais resilientes e sustentaveis.

Por fim, recomenda-se a realizacdo de estudos futuros que investiguem a capacidade dessas
cepas na producao de compostos como ABA e melanina, bem como andlises moleculares para
caracterizacao genética dos isolados e elucidacdo dos mecanismos envolvidos na promoc¢ao do

crescimento vegetal.
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APENDICE A - GRAFICOS SUPLEMENTARES DA ETAPA 4

1. Biomassa da raiz das quatro cepas de DSEs diferentes em plantas de V. unguiculata
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3. Comprimento da raiz de plantas de V. unguiculata colonizadas com cepa de DSEs2
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