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RESUMO

A inoculagdo das sementes com bioinsumos como a cianobactéria Nostoc sp. € o fungo
Trichoderma harzianum pode ser uma alternativa promissora e sustentavel para ativar vias de
defesa e induzir tolerancia da soja a salinidade. Objetivamos avaliar o potencial de Nostoc sp.
e T. harzianum em mitigar os efeitos da salinidade em plantulas de soja. Sementes de soja cv.
CZ 37B51 IPRO foram submetidas as seguintes inoculagdes: 1) Nostoc sp., i1) T. harzianum,
1i1) Nostoc sp. + T. harzianum, além da testemunha (iv), todas expostas ou ndo a salinidade
induzida pelo NaCl. Sem NacCl, a inoculac¢do dos bioinsumos isolados ou combinados favoreceu
a ativagdo das enzimas antioxidantes peroxidase (POD), superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e prolina. O NaCl nao prejudicou a protrusdo radicular e a germinacdo de sementes, mas
reduziu o vigor das plantulas. A soja foi sensivel a salinidade, reduzindo o crescimento e
acumulo de biomassa das plantulas, mas a inoculagdo de Nostoc sp. e T. harzianum manteve o
vigor por ser mais eficiente na ativagdo dos mecanismos enzimaticos e de osmoregulagdo. As
vias de defesa tiveram ativagao de maneira diferenciada ¢ variaram com a inoculagdo de cada
bioinsumo. Em NaCl houve aumento de prolina, proteinas totais e CAT com 7. harzianum,
enquanto que com Nostoc sp. + T. harzianum verificamos incremento de POD. A maior
atividade da SOD ocorreu nas plantulas sem bioinsumos em NaCl. Em NaCl as plantulas com
Nostoc sp. e T. harzianum isolados ou associados apresentaram maior acimulo de biomassa. A
associagdo dos bioinsumos apresentou efeito sinérgico, refletindo positivamente no
desempenho das plantulas. Por fim, Nostoc sp. e T. harzianum atuam como agentes
antiestressores eficazes, com potencial de induzir tolerancia ao estresse salino por ajustes

bioquimicos e manter o vigor de plantulas de soja.

Palavras-chave: bioinsumos, Glycine max L., estresse salino, enzimas antioxidantes, prolina,

vias de defesa.



ABSTRACT

Seed inoculation with bioinputs such as cyanobacteria Nostoc sp. and fungus Trichoderma
harzianum may be a promising and sustainable alternative for activating defense pathways and
inducing salinity tolerance in soybean. We aimed to evaluate the potential of Nostoc sp. and T.
harzianum to mitigate the effects of salinity on soybean seedlings. Soybean seeds cv. CZ 37B51
[PRO were subjected to the following inoculations: (i) Nostoc sp., (ii) T. harzianum, (iii) Nostoc
sp. + T. harzianum, in addition to the control (iv), all exposed or not to NaCl-induced salinity.
Without NaCl, inoculation of the bioinputs alone or in combination favored the activation of
the antioxidant enzymes peroxidase (POD), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), and
proline. NaCl did not impair root protrusion or seed germination, but it reduced seedling vigor.
Soybean was sensitive to salinity, decreased seedling growth and biomass accumulation, but
inoculation with Nostoc sp. and T. harzianum maintained vigor by being more efficient in
activating enzymatic and osmoregulatory mechanisms. Defense pathways were activated
differently and varied with the inoculation of each bioinput. In NaCl, proline, total protein, and
CAT increased with 7. harzianum, while with Nostoc sp. + T. harzianum, POD increased. The
highest SOD activity occurred in seedlings without bioinputs in NaCl. In NaCl, seedlings with
Nostoc sp. and T. harzianum alone or in combination showed greater biomass accumulation.
The combination of bioinputs showed a synergistic effect, positively impacting seedling
performance. Finally, Nostoc sp. and T. harzianum act as effective anti-stress agents, with the
potential to induce salt stress tolerance through biochemical adjustments and maintain the vigor

of soybean seedlings.

Keywords: bioinputs, Glycine max L., salt stress, antioxidant enzymes, proline, defense

pathways.
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max L.) € uma das principais commodities do mundo. A cultura ocupa
papel de destaque no cenario econdmico e social devido a sua notoria versatilidade de produtos,
seu complexo graos, farelo e 6leo e outros derivados (Wang et al., 2025). Além disso, ¢
fundamental para a alimentagdo animal e humana em escala global, em razdo a essas
caracteristicas a cultura ocupa destaque no comércio internacional agricola, impactando
diretamente na seguranca alimentar e economia mundial (Audeh et al., 2025).

No Brasil, o pais se destaca como maior produtor e exportador mundial de graos de
soja. Em 2024 a safra alcancou a producao de 171.472,3 mil toneladas, em uma érea plantada
de 47.350,6 mil ha, resultando em uma produtividade média de 3.621 kg/ha, valor 10,3%
superior ao registrado na safra de 2023 (CONAB, 2025). Entretanto, nos tltimos anos agricolas,
as alteracdes climaticas e outros diversos fatores estressores tém despertado atengdo crescente
no setor agricola devido aos impactos negativos desde a germinacao de sementes até
estabelecimento e desempenho produtivo das culturas de relevancia economica.

Dentre os estresses abioticos que estdo cada vez mais preocupantes destaca-se a
salinidade. O excesso de ions, especialmente sddio (Na*) e cloro (Cl7), provoca efeitos toxicos
que prejudicam a germinagao e reduzem o vigor das plantulas (Alves et al., 2022; Silva et al.,
2024) e comprometem processos fisioldgicos cruciais, como a absor¢do de dgua e o processo
respiratorio em resposta ao estresse osmotico e oxidativo (Boorboori et al., 2023; Sarioglu et
al., 2025), promovendo o aumento de espécies reativas de oxigénio (ERO) e a peroxidacao
lipidica (Yu et al., 2025).

Embora as plantas apresentem mecanismos enzimaticos € nao enzimaticos para aliviar
os efeitos do estresse oxidativo e regular o metabolismo e o crescimento, dependendo da
intensidade do fator estressor, esses tendem a ndo serem suficientes para efetiva desintoxicacao
das ERO (Cannea; Padiglia, 2025). Nesse contexto, praticas que reduzam os impactos negativos
do estresse salino, como inoculagdo de sementes e uso de bioestimulantes a base de
microrganismos, tém se mostrado fundamentais para o sucesso produtivo da soja. O
condicionamento de sementes com bioinsumos tem sido uma técnica que tem evidenciado
eficécia, no qual esses agentes amenizam estresses osmoticos e oxidativos, promovendo melhor
desempenho das plantulas (Silva da et al., 2024; Vinay et al., 2025).

Na categoria de bioinsumos, os microrganismos multifuncionais, como o fungo
Trichoderma harzianum tem potencial de atuar beneficamente na fisiologia do estresse (Saha

et al., 2024). Além de contribuir para a maior disponibilidade de nutrientes, o 7. harzianum
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favorece a germinagdo e o desenvolvimento fisiologico das plantulas por melhorar as relagdes
hidricas (Siddiqui et al., 2025). Ainda, promove a producdo de compostos, atividade enzimatica
antioxidante e sintese de fitormonios, o qual atua na prote¢do da estrutura e da membrana
celular (Guo et al., 2024).

As cianobactérias, outro grupo de bioinsumo, estdo amplamente distribuidas em
ambientes aquaticos e terrestres, sendo conhecidas por seus papéis benéficos em ecossistemas
agricolas (Sithole et al., 2023). Cianobactérias heterocisticas como a Nostoc sp. contém
organelas, chamadas heterocistos, que realizam a fixacdo de nitrogénio atmosférico
convertendo-o em amodnia por meio da fixagdo bioldgica de nitrogénio (Go Oco et al., 2024;
Wu et al., 2025). Esse processo nao apenas produz nitrogénio organico, tornando-o disponivel
para outros organismos fotossintéticos, mas também leva a producdo de metabdlitos
secundarios que favorecem o crescimento vegetal e a tolerincia ao estresse, além de promover
beneficios para a fertilidade do solo e a produtividade das culturas (Mouga et al., 2024; Vitale
et al., 2025).

Diante esse cendrio, torna-se essencial identificar estratégias eficientes para reduzir os
prejuizos causados pela salinidade durante as fases iniciais de desenvolvimento da soja, nos
quais o estresse oxidativo compromete o estabelecimento da cultura. Entre essas alternativas,
destacam-se bioinsumos que atuam no ajuste fisioldgico e protecao celular com fortalecimento
dos sistemas antioxidantes das plantulas e melhorar a tolerancia a condi¢des adversas. Assim,
avaliar o potencial de Nostoc sp e Trichoderma harzianum representa uma abordagem relevante
e necessaria para o desenvolvimento de praticas sustentaveis, visando aumentar a resiliéncia da
soja em condicdes de estresse salino.

Hipotetizamos que embora a soja seja sensivel a salinidade, a inoculagdo das sementes
com bioinsumos pode modular os mecanismos bioquimicos protetores, contribuindo na
manuten¢do do vigor das plantulas. Nossa segunda hipdtese € de que a respostas a inoculagao
e seus efeitos de prote¢do sdo varidveis ao uso isolado ou combinados dos agentes anti-
estressantes. Objetivamos avaliar o potencial de Nostoc sp. € T. harzianum em mitigar os efeitos

da salinidade em plantulas de soja.



2. MATERIAL E METODOS
2.1. Condic¢ao Geral

O ensaio foi conduzido no laboratdrio de Tecnologia de Sementes do Servigo Nacional
de Aprendizagem Industrial - SENAI (22°14'59.0" S, 54°48"29.6" O), em Dourados — Mato
Grosso do Sul, Brasil. As sementes de soja utilizada em nosso estudo foi a cultivar CZ 37B51

IPRO (safra 2025), categoria C2.

2.2. Inoculacio dos bioinsumos nas sementes e induciao do estresse salino

As sementes foram inoculadas (Fig. 1) com dois bioinsumos isolados ou associados,
constituindo os seguintes biopriming: 1) cianobactéria Nostoc sp., i1) fungo T. hazanium, iii)
Nostoc sp. + T. harzianum, além da testemunha (sem bioinsumo — CK, iv). A inoculagdo foi
feita na dose de 10 mL kg de semente! de cada bioinsumo isolado e quando combinados
utilizou-se 5 mL de cada bioinsumo. A inoculacdo dos bioinsumos foi feita com micropipeta
diretamente sobre a massa de sementes, seguida de homogeneiza¢do manual em saco pléstico,
permanecendo em repouso durante 45 minutos.

As sementes de cada biopriming correspondente foram expostas a duas condicdes: a)
controle somente com agua destilada e b) estresse por salinidade induzido pelo cloreto de sddio
(NaCl) no potencial osmético de 0,8 MPa (Fig. 1). O delineamento experimental adotado foi o
delineamento inteiramente casualizado, com oito tratamentos constituidos pela combinagdo dos

bioinsumos e as condi¢des controle e salina, com quatro repeticdes de 50 sementes.

CONTROLE

o — 2 3 g E ¥
3 GERMINAGAO E VIGOR
ESTRESSE OXIDATIVO
GERMITEST METABOLISMO DE PROTECAO

SALINIDADE AREIA EMERGENCIA

J

INOCULAGAO DE SEMENTES
COM BIOINSUMOS

FIGURA 1. Esquema ilustrativo do experimento testando o potencial da inoculagdo de
bioinsumos (Nostoc sp. e Trichoderma harzianum) isolados ou associados e seu
potencial de aliviar o efeito da salinidade induzida por NaCl no ensaio de
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germinag¢do de sementes, vigor e metabolismo de defesa de plantulas, bem como
na emergéncia em areia. Fonte: Tambosi e Jara (2025)

2.3. Caracterizaciao dos bioinsumos
Neste trabalho, utilizou-se um isolado de Nostoc sp. (0,2 g L) cultivado em meio BG-
11 modificado (sem fonte de nitrogénio). O fungo Trichoderma harzianum utilizado foi o

isolado IB19/17 com 2 x 10° conidios vidveis/g de produto formulado.

2.4. Avaliacoes
Para verificar o efeito dos bioinsumos no desempenho de plantulas e mecanismos de

protecao em plantulas expostas a salinidade foram realizadas as seguintes avaliagdes:

a) Germinacdo: as sementes foram semeadas em quatro repeticdes de 50 sementes em rolo
papel, utilizando papel Germitest, umedecidos 2,5 vezes a masssa do papel, ¢ mantidas em
camara de germinacao, com temperatura constante de 22,7 °C e sob fotoperiodo continuo de 24
horas de luz. A contabilizagdo foi realizada 8 dias apds a semeadura, sendo consideradas
sementes germinadas, aquelas que apresentaram desenvolvimento da parte aérea e sistema
radicular normal, segundo os critérios estabelecidos pelas Regras de Andlise de Sementes (RAS)
(Brasil, 2009), resultados expressos em %.

b) Protrusdo radicular: foi realizado junto ao teste de germinagdo, sendo avaliada em 48 horas
apods a semeadura, no qual o critério utilizado foi o de emissdo de radicula com no minimo 1,0
cm, e os resultados expressos em %.

¢) Comprimento de plantulas: foram selecionadas 10 plantulas aleatoriamente, realizando a
medicao dos comprimentos de parte aérea e do sistema radicular, utilizando régua milimetrada,
resultados expressos em cm.

d) Biomassa seca: as plantulas foram separadas em parte aérea e raiz, realizando o
acondicionamento dos materiais em papel kraft e secos em estufa com circulagdo forcada de ar
(60 °C £5), e ap6s 48 horas, foram pesadas em balanca analitica de precisao milesimal (0,0001
g) as massas secas separadas, resultados expressos em gramas, ¢ também foi calculada a relagdo
parte aérea/raiz.

¢) Aminoacido prolina: foi determinado conforme metodologia adaptada de Bates et al. (1973),
usando material seco das plantulas de acordo com Colton-Gagnon et al. (2014), com acido
sulfosalicilico e a leitura feita em 520 nm em espectrofotdmetro (Metash V5000), resultados

expressos em umol g .



Para determinacdo do conteudo de proteinas totais e atividade das enzimas
antioxidantes, o material fresco (MF) foi previamente congelado em nitrogénio liquido. Para
obteng¢ao do sobrenadante utilizado como extrato, 0,3 g de material foi adicionado em 6,0 mL
de solucdo contendo 0,3 g polivinilpirrolidona em 100 mL de solu¢dao tampao de fosfato de

potassio (0,2 M), centrifugando as amostras a 12.000 rpm durante 20 minutos.

f) Conteudo de proteinas totais: determinado conforme metodologia de Bradford (1976), no
qual a leitura da absorbancia foi realizada em 595 nm, utilizando espectrofotometro, resultados
expressos em mg g ' MF !,

g) Sistema antioxidante: a partir do extrato enzimético, foi determinada a atividade das enzimas
antioxidante peroxidase (POD, pmol min~' mg™! proteina), superoxido dismutase (SOD, ug g!
proteina) e calatase (CAT, umol min! mg™! proteina) (Broetto, 2014; Giannopolitis; Ries, 1977;
Azevedo et al., 1998), realizando a leitura em 470, 560 e 240 nm, respectivamente.

h) Emergéncia de plantulas: foram realizadas em quatro repeti¢des de 50 sementes em areia, no
qual as sementes previamente inoculadas com os bioinsumos foram semeadas em bandejas
plasticas previamente preenchidas com areia, e mantidas com 60% da capacidade de retengdo
de agua, em sala de crescimento contendo prateleiras com painel grow quantum LED 2000w
(Samsung Full Espectrum) (Fig. 2). As lampadas possuem combinagao de espectros amarelos,
azuis, vermelhos, violetas e infravermelhos, sua temperatura de funcionamento ¢ de 25 a 45 °C

com eficiéncia luminosa 30cm/6200pmol/2626001ux.

FIGURA 2. Sala de crescimento com lampadas LED acopladas no qual foi desenvolvido o teste
de emergéncia de plantulas em areia. Fonte: Tambosi e Jara (2025)
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A determinagdo da emergéncia foi calculada com base em plantulas com cotilédones

visiveis, acima da superficie da areia, resultados em %.

2.5. Analise de dados

Os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade.
Todos os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e quando significativos
pelo teste F (p < 0,05), as médias em funcdo dos oito tratamentos foram comparadas pelo teste

de Scott-knott (p < 0,05) + erro padrao.



3. RESULTADOS

3.1. Indices Germinativos, Vigor de Plantulas ¢ Emergéncia

A protrusdo radicular e a germinagdo de sementes ndo foram influenciadas pelos fatores
em estudo (F= 0,1444 e 0,2325, respectivamente), apresentando valores médios de 89,25 e
98,62%, respectivamente. As plantulas provenientes da inoculagdo com 7. harzianum e CK
(sem bioinsumo) controle apresentaram maior comprimento da parte aérea (13,25 e 12,28 cm,
respectivamente), enquanto que as plantulas CK em NaCl e Nostoc sp. + T. harzianum nas duas

condicdes apresentaram os menores valores (Fig. 3A).

3 CK a CK a
= Nostoc sp. b g Nostoc sp. b
g T harzianum a g T harzianum a
© N+T c © N+T b
CK [ CK c
L:? Nostoc sp. b g Nostoc sp.
7z T. harzianum b Z. T harzianum
N+T c N+T b
0 5 10 15 0 2 4 6 8§ 10 12
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P CK a
g Nostoc sp. b
g T harzianum a
© N+T b
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N+T b
0 5 10 15 20 25
C. CT (cm)

FIGURA 3. Comprimento da parte aérea — CPA (A), de raiz — CR (B) e total — CT (C) de
plantulas de soja provenientes de sementes inoculadas com Nostoc sp. (N) e
Trichoderma harzianum (T) isolados ou associados e expostas a condi¢ao controle
e salinidade induzida pelo NaCl. Barras com letras iguais nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p <0,05) £ erro padrao. UFGD,
Dourados — MS, 2025

Para comprimento de raiz e total das plantulas houve a mesma tendéncia de resposta, no
qual os maiores valores foram observados nas plantulas com 7. harzianum e Nostoc sp. em
NaCl e CK e T. harzianum controle, diferindo dos demais tratamentos, especialmente das CK

em NaCl, que tiveram menor valor (Figs. 3B e 3C).



As massas frescas de parte aérea e raiz apresentaram a mesma tendéncia de resultados,
no qual na condicdo controle ndo foi detectada diferenca estatistica entre as inoculagdes,
enquanto que em NaCl as plantulas CK tiveram menores valores em comparagao as demais, as

quais se diferiram estatisticamente nessa condigao (Figs. 4A e 4C).
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FIGURA 4. Massas frescas e secas de parte aérea — MFPA e MSPA (A, B), raizes — MFR e
MSR (C, D), relagdo parte aérea/raiz — RPAR (E) e emergéncia (F) de plantulas
de soja provenientes de sementes inoculadas com Nostoc sp. (N) e Trichoderma
harzianum (T) isolados ou associados e expostas a condi¢do controle e salinidade
induzida pelo NaCl. Barras com letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05) + erro padrao. UFGD, Dourados — MS, 2025

Os valores de massa seca da parte aérea foi maiores com 7. harzianum e Nostoc sp. +
T. harzianum na condi¢do controle, enquanto que em NaCl foram nas plantulas com os

bioinsumos (Fig. 4B). Para massa seca da raiz, os maiores valores foram observados nas
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plantulas com Nostoc sp. nas duas condi¢des e com Nostoc sp. + T. harzianum em NaCl,
diferindo dos demais tratamentos, enquanto que o menor valor ocorreu em CK em NacCl (Fig.
4D).

No que se refere a RPAR, em NaCl as plantulas CK foram as que apresentaram maiores
valores, enquanto que as inoculadas com os bioinsumos foram menores (Fig. 4E). Os menores
valores de porcentagem de emergéncia das plantulas ocorreram com 7. harzianum na condi¢ao

controle (82%), diferindo das demais condig¢des (Fig. 4F).

3.2. Metabolismo de Protecao

Na condigao controle todas as plantulas de soja com bioinsumos isolados ou associados
apresentaram aumento no conteudo de prolina em comparagio as CK (3,98 pmol g!) nessa
condi¢io (Fig. 5A). As plantulas CK em NaCl aumentaram prolina (6,40 umol g'),
especialmente em comparagao as CK controle, enquanto que a inoculagdo com Nosfoc sp. em
NaCl resultou em menor valor (5,48 pmol g™!). Ressaltamos que as plantulas com Nostoc sp. +

T. harzianum controle e T. harzianum em NaCl apresentaram maiores contetdos de prolina

(Fig. SA).
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FIGURA 5. Contetdo de prolina (A), proteinas (B), atividade da peroxidase — POD (C),
superoxido dismutase — SOD (D) e catalase — CAT (E) em plantulas de soja
provenientes de sementes inoculadas com Nostoc sp. (N) e Trichoderma
harzianum (T) isolados ou associados e expostas a condi¢ao controle e salinidade
induzida pelo NaCl. Barras com letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05) + erro padrao. UFGD, Dourados — MS, 2025

No que se refere ao conteido de proteinas totais, o maior valor foi observado nas
plantulas com 7. harzianum em NaCl (Fig. 5B), seguida da Nostoc sp. controle e Nostoc sp. +
T. harzianum em NaCl, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos, os quais tiveram
menores valores (< 27 mg MF ') (Fig. 5B). As plantulas com Nostoc sp. + T. harzianum

apresentaram maior atividade da POD (> 0,0300 pmol min™' mg™! proteina) em ambas as
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condi¢des. A menor atividade da POD (0,0038 pumol min~! mg™") foi observada nas plantulas
com T. harzianum em NaCl (Fig. 5C).

Para SOD, a maior atividade ocorreu nas plantulas CK em NaCl comparagao as CK
controle (Fig. 5D). Em NaCl, todas as plantulas apresentaram menor atividade da SOD em
comparagdo as CK nessa condigdo, inclusive ndo diferindo estatisticamente das plantulas na
condi¢do controle, exceto para Nostoc sp. + T. harzianum.

A atividade da CAT foi maior nas plantulas controle com Nostoc sp. + T. harzianum
(0,3797 umol min"! mg™! proteina), diferindo das demais condi¢des, enquanto que os menores
valores (< 0,0300 umol min' mg! proteina) ocorreram nas plantulas CK controle e Nostoc sp.
+ T. harzianum em NaCl (Fig. 5E). Além disso, a atividade da CAT aumentou nas plantulas
CK em Nacl em comparagdo com as CK controle. Em geral, a resposta em conteudo de prolina
e a atividade das enzimas POD, SOD e CAT na condig¢ado controle foram semelhantes, ou seja,

aumento dos valores com os bioinsumos em comparagdo as CK nessa condigao.

3.3. Respostas Fenotipicas

As respostas fenotipicas das plantulas foram variadas, na qual sob condi¢ao controle ao
utilizar Nostoc sp. + T. harzianum tiveram menor desempenho em parte aérea. Por outro lado,
em NaCl as plantulas CK tiveram menor crescimento radicular e da parte aérea, enquanto que

as inoculadas com os bioinsumos, especialmente os isolados, apresentaram melhor aspecto

177
M

visual (Fig. 6).

Controle NaCl

FIGURA 6. Respostas fenotipicas de plantulas de soja provenientes de sementes inoculadas
com Nostoc sp. (N) e Trichoderma harzianum (T) isolados ou associados e
expostas a condi¢cdo controle e salinidade induzida pelo NaCl. UFGD, Dourados
—MS, 2025
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4. DISCUSSAO

De modo geral, verificamos que as plantulas de soja cv. CZ 37B51 IPRO sao sensiveis
a salinidade induzida pelo NaCl, sendo considerado um fator estressor, pois prejudicou o vigor
das plantulas e houve necessidade de ajustes metabodlicos para sua protecao. Além disso,
confirmamos nossa hipétese de que a inoculagao com os bioinsumos, aqui representados pela
Nostoc sp. e T. harzianum isolados ou associados contribuiram na manutenc¢ao do vigor das
plantulas, atuando como agentes anti-estressantes, ativando de maneira mais expressiva e
eficiente vias de protecao, induzindo tolerancia ao sal.

A nossa segunda hipotese também foi aceita, pois os mecanismos de acgdo, isto &,
diferentes vias de defesa foram ativadas, mas variaram de acordo com cada bioinsumo quando
isolados ou associados. Afirmamos ainda que os bioinsumos tem papel na ativagdo do sistema
de defesa independente do fator estressor, uma vez que as plantulas na condigdo controle, ou
seja, ndo estressante, ao terem suas sementes inoculadas com os microrganismos, especialmente
combinados, aumentaram todos os mecanismos de prote¢do ndo enzimaticos (prolina) e
enzimdticos (POD, SOD e CAT) em comparagdo as CK controle.

A salinidade ¢ amplamente reconhecida como uma das principais restricdes abiodticas
limitantes ao crescimento das plantas, pois o acimulo de ions Na* e Cl™ afeta o equilibrio
osmotico ¢ desencadeia o estresse oxidativo, resultando na formagdo de ERO capazes de
danificar lipidios, proteinas e acidos nucleicos (Mei et al., 2025). Frente a esse desafio, Zhang
et al. (2019) e Saha et al. (2024) reforcam que microrganismos benéficos, especialmente fungos
do género Trichoderma, tem se destacado por sua eficiéncia em promover tolerancia a estresses
ambientais, atuando na indu¢ao de resisténcia/tolerancia sistémica.

Os ajustes das plantulas ao sal se deram pelo aumento na atividade das enzimas
antioxidantes como SOD, POD, CAT, entre outras, além de compostos ndo enzimaticos, os
quais sao amplamente reconhecidos como indicadores fisiologicos € mecanismos de adaptacao
baseado em estimulos externos como a salinidade. A partir dessa informagdo, podemos inferir
que as plantulas de soja tiveram ativacdo de diferentes vias bioquimicas funcionais, algumas
mais que outras, mas todas com a finalidade de aliviar o estresse e assegurar a homeostase
celular. Entretanto, essas respostas podem variar de acordo com a espécie, intensidade e tempo
de exposi¢do ao fator estressor.

Refor¢gamos que quando expostas ao NaCl sem prévia inoculagdo dos bioinsumos, as
plantulas apresentaram como mecanismos de prote¢cdo o aumento de aminodcido prolina e

atividade de enzimas antioxidantes SOD e CAT, mas a POD e o conteudo de proteinas totais
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nao foram vias principais utilizadas como defesa, pois foram semelhantes as CK da condigao
controle.

Considerando as alteragdes bioquimicas como mecanismo de defesa na condicao salina,
sera que a ativagdo do sistema antioxidante nas plantulas sem bioinsumos foi eficiente em
mitigar os efeitos estressantes? Embora as plantulas naturalmente aumentem os compostos de
osmorregulacdo e protecdo como estratégia de sobrevivéncia ao fator estressor, a Nostoc sp. e
o T. harzianum atuaram de maneira mais rapida e/ou eficaz na modulacao bioquimica para que
as plantulas tivessem seu maximo potencial de expressdo na ativagdo dessas vias de modo a
aliviar efetivamente os efeitos estressantes da salinidade, mantendo o vigor das plantulas.

A inducdo da tolerancia das plantas por meio da inoculagdo ocorre pela agdo mediada
pelo microrganismo, o qual reduz o estresse oxidativo gerado pelo sal (Liu et al., 2023;
Boorboori et al., 2023), por meio da melhoria da capacidade de manutengao da homeostase
10nica e osmdtica. No que se refere a cianobactéria, Bauenova et al. (2024) relatam que a
diversas espécies, inclusive a Nostoc sp. também atuam com a¢do bioestimulante, mitigando
efeitos deletérios do sal por acdo antioxidante e suporte nutricional, como observado em arroz
sob estresse salino.

Estudos recentes sobre interacdo Trichoderma spp.-planta, ressaltaram que inoculagao
com esse grupo de fungo aumentou significativamente atividade de enzimas SOD, POD, CAT
e ascorbato peroxidade (APX), que sdo antioxidantes e atuam no estresse oxidativo (Zhang et al.,
2019; Hu et al., 2025; Santos et al., 2025), semelhante ao observado em nosso estudo com a
soja na fase de plantula, exceto APX, a qual ndo foi determinada. Esse fungo também promove
a expressdo de genes relacionados a resisténcia ao estresse osmotico por meio da desintoxicagao
das ERO (Mei et al., 2025; Han et al., 2024).

Similarmente, Eftekhari et al. (2025) observaram aumento da atividade de enzimas
antioxidantes e compostos osmoprotetores em milho exposto ao estresse salino. Existem relatos
de que o Trichoderma contribui na sintese e/ou sinalizacdo dos hormonios, favorecendo o
crescimento das plantas e também modula genes que controlam a absor¢ao e transporte de

nutrientes (Yao et al., 2023; Mei et al., 2025), o que pode explicar nossos resultados com a
inoculagdo do 7. harzianum, no qual as plantulas apresentaram maiores caracteres de
crescimento da parte aérea e raiz mesmo em condi¢ao salina, reforcando o papel bioestimulante.

Quanto a prolina, seu aumento ¢ interpretado além de uma resposta de ajuste osmotico,
como reprogramacao metabodlica por meio de sinaliza¢des que refletem na tolerancia fisiologica
frente a condigdes ambientais adversas como a salinidade. Esse aminoacido atua como

osmoprotetor, favorecendo a estabilidade hidrica e a manutengdo do potencial de turgor da
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célula, além de estabilizar de proteinas e membranas, e de funcionar como tampao contra ERO
(Renzetti et al., 2025). Seu aumento nas plantulas CK em NacCl ¢ resultado do ajuste osmotico
induzido pela salinidade. De acordo com Satoh et al. (2002) e Fathi et al. (2025) a prolina
desencadeia a ativagao de genes por meio da ACTCAT que reagem a salinidade.

Para Nostoc sp., a redugdo da prolina pode indicar que as plantulas estavam menos
estressadas pela perturbacao osmotica, o que diminui a necessidade de ativacdo do mecanismo
osmoprotetor, consequentemente, exigindo menor sintese desse aminoacido para protecao dos
danos do fator estressor. A cianobactéria tem potencial de fixar e disponibilizar N assimilavel
(Go Oco et al., 2024; Wu et al., 2025), elemento base de aminoacidos, os quais auxiliam na
osmoregulacao e no potencial de absorcao de agua, estratégia para aliviar o estresse, refletindo
na estabilidade hidrica e fisiologica das plantulas na fase inicial em nosso estudo.

Além disso, a inoculacdo da cianobactéria pode promover regulacdo do balango redox
intracelular, limitando o acimulo de prolina, devido ao fato de que a producdo exacerbada de
ERO ¢ reduzida. Essa informagdo corrobora com Verma et al. (2021) que relataram que a
interagdo de cianobactérias com plantas de arroz sob estresse salino ajuda a promover o balango
redox, esse responsavel por atuar nas reagdes de oxidacdo nas células. Esses autores
descreveram que a Nostoc ativou as enzimas SOD e CAT que auxiliam na reduc¢dao de EROs,
responsaveis pelos danos causados as células, semelhante ao observado em nosso estudo.

Ainda, pode liberar 6xido nitrico, que ativam genes ligados a defesa antioxidante e
também pode formar camadas de polissacarideos extracelulares que auxiliam na reducdo de
absor¢ao do sal nas raizes, protegendo as células (Bauenova et al., 2024). Assim, a interacao
Nostoc sp.-plantula e redugdo da prolina em NaCl € reflexo de uma condi¢do menos estressantes
e sugerimos que outras vias foram ativadas pela cianobactéria na plantula, as quais ndo
determinados em nosso estudo, como pela presenca de aspartato, alanina, leucina, metionina,
fenilalanina, glutamato, entre outros (dados ndo apresentados) que supriram a defesa ao
estresse, ndo necessitando investimento na via da prolina, e pode ser interpretada como
indicador de estabilidade e eficiéncia metabolica.

Ao se tratar dos efeitos da inoculagdo com 7. harzanium isolado e Nostoc sp. + T.
harzianum, o aumento expressivo de prolina indica possivel efeito priming metabolico. O fungo
entdo atua como agente indutor de ajustes bioquimicos com antecedéncia nas plantas/plantulas,
isto €, ocorre uma prévia preparacdo das plantulas. Assim, permite ativagdo prévia ou de
maneira mais rapida ou até facilitada das rotas metabolicas, a qual denominamos “memoria de
percepgao/sinalizacao”, atreladas a tolerancia ao estresse, aqui representado pela salinidade

pelo NaCl.
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O papel do género Trichoderma na prolina também esta associado a sua participagao no
incremento de proteinas, uma vez que esse aumento contribui na atividade de protegdo da
planta. Isso, porque quando hd maior atividade envolvida com a sintese de proteinas, ocorre a
liberacao de glutamato, principal aminoacido precursor utilizado para produgao de prolina pela
enzima P5C5, e assim favorece sintese a e acimulo de prolina, contribuindo para a protegao
das plantulas contra o estresse (Guo et al., 2024; Renzetti et al., 2025).

Além do Trichordema spp. favorecer a assimilacdo de N e a intensa sintese proteica, o
que reflete em aumento de aminodcidos como a prolina (Saha et al., 2024), esses autores
também relatam que o fungo melhora a absor¢cdo dos nutrientes, que além de atuarem como
cofatores enzimaticos € no equilibrio redox, favorecem o crescimento vegetal. De acordo com
Boorboori et al. (2023), secre¢do de metabdlicos secundarios e compostos volateis que fazem
a modulagdo da expressdo génica de enzimas envolvidas a resposta do estresse sdo observados
na presenga do Trichoderma spp., refor¢ando seus mecanismos protetores.

A maior atividade da SOD nas plantulas CK em NaCl esta diretamente relacionada com
a superproducdo de ERO, especialmente o anion superdxido (O:"), conforme relatado por
Eftekhari et al. (2025). A SOD ¢ a primeira enzima do sistema antioxidante a ser ativada sob
condicdes de estresse, atuando na dismutacdo do anion superoxido em peroxido de hidrogénio
(H207), o qual ¢ subsequentemente removido pela agdo conjunta da CAT e/ou POD, que o
convertem em H>O e O, completando a neutralizagdo dos radicais livres (Gulcin, 2025),
reduzindo o estresse oxidativo e a peroxidacao lipidica (Zhou et al., 2024).

Entretanto, mesmo ativando essa via de defesa, as plantulas CK em NaCl apresentaram
crescimento reduzido e menor acumulo de biomassa tanto fresca quanto seca da parte aérea e
raiz, refor¢cando a sensibilidade a salinidade. Similarmente, Silva et al. (2024) descreveram que
a exposi¢do da soja a salinidade refletiu negativamente no desempenho fisioldgico e vigor das
plantulas, e os autores associaram ao impacto do estresse oxidativo, que reduziu indicadores
fotoquimicos associados ao rendimento energético nas plantulas.

A reducao da atividade de SOD nas plantulas inoculadas com microrganismos em NaCl
pode estar associada a melhor eficiéncia antioxidante, ou seja, menor produ¢do de ERO em
funcdo da capacidade sintese de agentes antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, aliviando
os danos do estresse i6nico e osmoticos. De acordo com Boorboori e Zhang (2023) os
microrganismos atuam modulando a expressdao de genes antioxidantes. Essa resposta indica
ajuste no equilibrio do sistema antioxidante, na qual as enzimas POD, CAT e ascorbato

peroxidase (APX) assumem papel mais ativo na desintoxicagado de radicais livres, mecanismo
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essencial para evitar acimulo excessivo de H>O, e prevenir danos as membranas e proteinas
sob salinidade (Zhang et al., 2019).

No que se refere a associacao da Nostoc sp. + T. harzianum, verificamos que sua
inoculagdo refletiu positivamente na atividade da POD nas plantulas em NaCl e controle, ¢ essa
resposta pode ser interpretada como efeito sinérgico entre os dois bioinsumos com resposta de
potencializagdo entre as propriedades indutoras de defesa de 7. harzianum e os mecanismos
antioxidantes intrinsecos de Nostoc sp. A POD, além de remover o H-O: e aliviar os efeitos
estressantes, participa de processos de lignificagcdo, defesa celular e modulagao de sinalizacao
redox (Szypulska et al., 2017).

Em estudos recentes, observou-se menor atividade da POD em mudas de tomate tratadas
exclusivamente com 7. harzianum sob estresse salino, o que difere de alguns resultados
relatados na literatura, que evidenciam aumento dessa atividade (Metwally; Al-Amri, 2023),
enquanto que em nosso estudo com esse mesmo fungo a atividade foi menor em comparacao
com outras enzimas. Essa redu¢do pode refletir um comportamento fisioldgico favoravel,
indicando que a presenca do fungo reduziu o nivel de estresse oxidativo, diminuindo, assim, a
necessidade de ativagdo intensa do sistema antioxidante. Esse padrdao também foi relatado em
estudos com quinoa e pepino, nos quais a inoculacdo com 7. harzianum proporcionou melhor
equilibrio osmotico e idnico, mesmo com menor ativagdo de algumas enzimas (Zhang et al.,
2019; Abrantes et al., 2024).

Outra hipotese plausivel ¢ que o fungo tenha promovido a ativagdo preferencial de
outras vias de defesa, substituindo parcialmente a agdo da POD por enzimas como CAT, APX
e SOD, como observado em nosso estudo com o aumento de prolina e SOD ou ainda por
compostos nao enzimaticos, dentre eles relatados por Geng et al. (2025), os fendis, flavonoides
e osmolitos diversos. Assim, a menor atividade de POD pode ndo representar uma resposta
enfraquecida, mas sim uma reconfiguracao/reprogramacao metabdlica que seja mais eficiente
e de menor custo energético.

Ressaltamos que a inoculagdo de Nostoc e Nostoc sp. + T. harzianum influenciou
negativamente no crescimento das plantulas na condi¢do controle e sugerimos essa resposta a
um possivel desbalango hormonal, pois de acordo com Toribio et al. (2020) a cianobactéria
contém e estimula a sintese diversos hormonios, inclusive os de crescimento, € esses associados
aos enddgenos podem ultrapassar a necessidade da plantula nessa fase inicial. Na presenca do
T. harzianum, o qual também auxilia na sintese de hormodnios (Geng et al., 2025) esse efeito foi

potencializacdo hormonal. Entretanto, os estudos particularmente com cianobactéria Nostoc sp.
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sao insuficientes ou até inexistentes diante das nossas pesquisas, precisando de elucidacao do
seu papel para cada hormonio.

Embora as plantulas na condi¢do controle apresentaram menores caracteristicas de
crescimento em alguns dos tratamentos com microrganismos, ndo refletiu negativamente no
acumulo de biomassa, que inclusive tiveram maiores valores. Sugerimos que essa resposta de
reducdo de crescimento além de desbalanco hormonal, também pode estar associado ao fato de
que as plantulas tenham direcionado energia para as atividades das enzimas antioxidantes e
prolina, como resposta de inducdo de vias de defesa mesmo em condig@o ndo estressante.

Entretanto, em NaCl, os microrganismos associados apresentaram efeito sinérgico e
mitigador tanto em crescimento quanto na biomassa, refletindo em melhor desenvolvimento de
plantulas, enquanto que sem os bioinsumos houve além de prejudicar a morfologia das plantulas
também aumentou o RPAR, indicando maior acimulo da parte aérea do que raiz, pois a esse
orgdo ¢ o primeiro a estar em contato direto com o sal.

No que se refere a germinacao de sementes e a emergéncia de plantulas, a salinidade é
um dos principais fatores abiodticos que afetam negativamente esses processos, refletindo
negativamente no vigor, pois o excesso de ions Na' e Cl altera o potencial osmotico e
desencadeia estresse oxidativo, prejudicando o metabolismo inicial das sementes (Saha et al.,
2024; Hu et al., 2025). Nessa condi¢ao ocorre redugdo na absor¢do de agua pelas sementes
provoca atraso e desuniformidade na germinagao, resultando em menores indices de vigor e de
emergéncia (Cardarelli et al., 2022).

No entanto, em nosso estudo nao houve impacto direto do sal na protrusao radicular,
germinacdo das sementes e emergéncia de plantulas, mas essa exposicao refletiu negativamente
no vigor das plantulas, o que compromete o desempenho fisioldgico e produtivo do estante de
producdo. Assim, refor¢amos que apenas as informacdes de emergéncia nao suficientes para
inferir os danos decorrentes dos efeitos estressantes, pois geralmente esse impacto € observado
durante o ciclo de cultivo, e ndo apenas em uma etapa.

Em resumo observamos em comparagao as plantulas CK controle, que as plantulas CK
em NaCl aumentaram prolina, SOD e CAT, enquanto proteinas ¢ POD se mantiveram
semelhantes, mas com redugdo das caracteristicas de crescimento (Fig. 7), refor¢ando a
sensibilidade da cultivar a salinidade, e entdo aumentando sua plasticidade por diferentes
ajustes. No que se refere a inoculagao dos bioinsumos em NaCl para as atividades enzimaticas,
prolina e proteinas também ocorreu aumento, mas ¢ perceptivel a modulagdo de vias
preferenciais de defesa, as quais foram eficientes em atuar na homeostase celular, que refletiu

no desempenho das plantulas, sugerindo menor necessidade de plasticidade fenotipica,
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indicando uma condi¢do menos estressante. Entretanto, embora tenha sido registrado reducao

do crescimento, especialmente em parte aérea, as CK reduziram drasticamente em comparagao

as inoculadas, ambas em NaCl.
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FIGURA 7. Esquema visual dos resultados das caracteristicas avaliadas em plantulas de soja
provenientes de sementes inoculadas com Nostoc sp. e Trichoderma harzianum
isolados ou associados expostas a salinidade induzida pelo NaCl em comparagao
as plantulas CK controle. UFGD, Dourados — MS, 2025. Setas na cor vermelha,
azul e verde indicam redugdo, aumento e semelhanga em comparagao as plantulas
CK controle. CK: sem bioinsumo, CPA: comprimento da parte aérea, CR:
comprimento da raiz, MSPA: massa seca da parte aérea, MSR: massa seca da raiz,
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RPAR: relacdao parte aérea/raiz, CAT: catalase, SOD: superdéxido dismutase,
POD: atividade peroxidase. Fonte: Tambosi e Jara (2025)

Em perspectivas futuras, sugerimos estudos em fases subsequentes da soja, ou seja,
verificar seu desempenho em condigdes de campo, visando aumentar os protocolos de uso de
bioinsumos na mitigacao de estresses abidticos como a salinidade, para atender os objetivos do

desenvolvimento sustentdvel frente as adversidades climaticas, que assegurem a seguranga
alimentar.
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5. CONCLUSOES

A inoculacdo de Nostoc sp. e Trichoderma harzianum isolados ou associados nas
sementes aliviaram os efeitos negativos da salinidade por NaCl, atuando como agentes anti-
estressores, mantendo o vigor das plantulas da soja por meio da ativagdo do sistema de defesa
antioxidante enzimatico e osmoprotetor mais eficiente, induzindo a tolerancia ao estresse salino.
A inoculagdo dos bioinsumos isolados ou combinados refletiu na ativacao do sistema de protecao
e no incremento do crescimento e acimulo de biomassa das plantulas na condic¢do controle (ndo

estressante).
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