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RESUMO GERAL

MEDEIROS, Peter SoareBungos endofiticosdark septate Taxonomia e Interacdo com
Plantas 2020. 138f. Tese (Doutorado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de
Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropériilca020.

Fungos endofiticodark septat€ DSE) sdo ubiquos na natureza e reconhecidos como potenciais
promotores de crescimento vegetal. Entretanto, algumas fungbes ecoldgicas atribuidas a este
grupo de fungos nado estdo bem esclarecidas e estudos revelasragaeciacdes estabelecidas

entre fungos DSE e suas plantas hospedeiras, a depeadpectos especificos de tratamento,
podem variar de uma interacdo simbiotica mutualista a uma associacdo parasitica com
detrimento para a planta. Nesse sentido, esttele teve como objetivos: (1) Caracterizar os
isolados DSE A101, A102, A103, A104 e A105 depositad&olecadadeFungos Micorrizicos

da Embrapa Agrobiologia (COFMEA), através de marcadores moleculares baseados nos genes
da subunidade menor (SSU) 18SrdD NA, f at or de t r an stlbalinacko e
(TUB) e actina (ACT) visando a identificacédo taxondmica; (2) Efetuar a inoculagéo dos isolados
DSE (A101, A102, A103, A104 e A105) em plantas de interesse agricola, incluindo soja, feijao
caupi, feij® comum, sorgo, tomateiro, arroz, milho, abdbora, alface e maméo. Os testes de
patogenicidade foram conduzidos em solo esterilizado, endeasgetacdo ndo climatizada.

As plantas de cada espécie foram inoculadas de forma separada, com trés repet@ées de
para cada isolado fungico A101, A102, A103, A104 e A105, incluindo como controle, plantas
nao inoculadas. O isolado A102 foi identificado coBladosporiumsp. Os isolados A104 e

A105 foram identificados como pertencentes a farhéiatitheciacea¢ordemPleosporalese

os isolados A101 e A103 permanecem como taxons desconhecidos. No geral, as plantas
apresentaram desenvolvimento vegetativo normal e ndo apresentaram sintomas que indicassem
processo infeccioso deletério ou desenvolvimento de doerdiaadas pelos isolados A101,

A102, A103, A104 e A105, similar as plantas controle, comprovando ndo serem patogénicos a
estaespécies.

Palavras chave Fungos DSE. Filogenia. Patogenicidade. DNA. PCR.



GENERAL ABSTRACT

MEDEIROS, Peter Soase Dark septate endophytic fungi: Taxonomy and Plants
Interaction. 2020. 138p. Thesis (Doctor Science in Agronomy, Soil Science). Instituto de
Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropégilc2020.

Dark septate endophytic (DSENfyi are ubiquitous in nature and recognized as potential plant
growth promoters. However, some ecological functions attributed to this group of fungi is not
well understood and studies showing that the associations established between DSE fungi and
their host plants depending on specific treatment aspects may range from a symbiotic
mutualistic interaction to a parasitic association with detriment to the plant. In this sense, this
study had as goals: (1) To characterize the A102, A103, A104 and A105 D&Esstdposited

in the Embrapa Agrobiologia Collection of MycorrhiFaingi(COFMEA) through molecular
markers based on the genes of the minor subunit (SSU) 18S of the rDNA, translation and
el ongat i on -ubutnt(DUB) afdTa&if JACT) for taxomoic identification; (2)
Inoculate the DSE isolates A101, A102, A103, A104, and A105 in pddatgicultural interest,
including soybean, cowpea, common bean, sorghum, tomato, rice, corn, pumpkin, lettuce and
papaya. The pathogenicity tests were carrietl @n sterilized soil, in a nedimatized
greenhouse. The plants of each species were inoculated separately, with three pot repetition for
each isolate A101, A102, A103 A104 and A105, including as comtoolinoculated plants.

Isolate A102 wasdentified asCladosporiumsp. Isolates A104 and A105 was identified as
belonging to the familjLentitheciaceagorder Pleosporaley and isolates A101 and A103
remain unknown taxons. In general, the plants showed normal vegetative development and did
not how symptoms that indicated a harmful infectious process or development diseases
inducedby isolates A101, A102, A103, A104 and A105, similar to control plants, proving not

to be pathogenic to thespecies.

Keywords: DSE fungi. Phylogeny. Pathogenici)NA. PCR.
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penetracdoseta fechady, hifas intracelularesséta fechada dupla (F) Estdbmato
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1 INTRODUCAO GERAL

Fungos endofiticoddark septate d o  idarkg deptade eridophytes (DSE),
representaramgrupo polifilético e heterogéneo de fungos filamentosos também denominados
dematiaceos ou fungos escuros, pertencentes adAsibomycota Estdo distribuidos em
diferentes ordens, incluinddHelotiales Pleosporales Capnodiales Chaetothyriales
Eurotiales HypocrealesMicroascalesSordariales Xyrariales Chaetosphaeriales

Além de sua abundéancia no solo e principalmente em raizes de espécies hospedeiras
pertencentes a um grande numero de familias vegetais, sugerindo sua presenca onipresente
globalmentee falta de especificidade hospedeira. Fungos DSE sédo frequentemente isolados
beneficiando plantas em ambientes que apresentam forte estresse abidtico como escassez d
nutrientes, estresse hidrico, estresse salino e elevado teor de metais pesados no solo,
consequentemente, exercendo um papel crucial em ecossistemas naturais (JUMPPONEN,;
TRAPPE, 1998; KNAPP et al., 2015; SANTOS et al., 2017).

Estudos vem mostrando que além de sua presenca em solos, fungos DSE podem ser
encontrados em diferentes tecidos vegetacluindo extremidadeferaizes saudaveis, raizes
grossas deterioradas, base de caules, hastes de aparéncia saudavel, tocos e toras grossas
arvores, assim como, em ramificacdes finas de galhos e detritos lenhosos (MENKIS et al., 2004;
GRUNIG et al.,2008). Contudo, apesar de sua plasticidade ecoldgica, denotam maior
preferéncia em colonizar inter e intracelularmente células do cortex e epiderme do sistema
radicular sem causar danos a planta. Sao, ainda, caracterizados pela presenca de hifas septada
deposicdo de melanina nas paredes celulares, especialmente em células mais velhas, formacac
de estruturas tipo microesclerédios caracterizadas por aglomeedgas lobadas com forma
esferoidal irregular, e melanizadas (JUMPPONEN; TRAPPE, 1998; GREN(G 2008).

Apesar do papel dos fungos DSE, seja no solo ou colonizando raizes, ndo estar ainda
completamente elucidado, a sua capacidade em estabelecer associacfes de carater mutualista
de atuar na promocédo de crescimento vegetal, semelhante a faiogarizicos, representa a
mais importante caracteristica ecologica deste grupo de fungos (VERGARA et al., 2017,
VERGARA et al,2018ab).

Comumente, um melhor desempenho das plantas, é evidenciado, quando a mesma
cresce na presenca de fungos DSE. Tal tateém sobretudo, da habilidade destes fungos de
hidrolisar compostos organicos e inorganicos e a partir destes solubilizar, disponibilizar e
facilitar a absorcdo dos elementos essenciais, a exemplo do nitrogénio (N) e do fosforo (P), a
partir do solo pax o interior da céluldaplanta hospedeira (MANDYAN; JUMPPONEN, 2005;
SANTOS et al.,, 2017; VERGARA et al., 2018a). Por sua vez, a planta fornece subsidios
nutricionais a partidefotoassimilados para que os DSE possam permanecer novegetal.

Apesarde um melhor desempenho observado em plantas colonizadas por fungos DSE,
ao longo dos ultimos anos, alguns resultados de pesquisas tém mostrado que os efeitos da
inoculacdo destes fungos em plantas podem variar desde benéficos a neutros ou negativos. Os
mecanismos que levam a esta variabilidade no resultado da interagdo fungo x planta
comportamento parecem ser contesépendentes, a exemplo do que ocorre com micorrizas
arbusculares e ectomicorrizas (JUMPPONEN, 2001; GRUNIG et al., 2008).

Nesse serdio, estudos mostram que, a resposta da planta, tanto o seu crescimento
guanto sanidade dependem do isolado DSE utilizado. Dentre as variaveis relacionadas a esta



variabilidade dos isolados DSE estd, a sua origem geografica, istoigolselo € da regido de

origem ou ndo da espécie vegetal avaliada (TELLENBACH; GRUNIG; SIEBER, 2011). E
interessante notar que, estirpes iguais podem induzir a resultados distintos dependendo da planta
hospedeira e das condi¢cdde experimento como pH e cdigbes de cultura (WILCOX;

WANG, 1987; CURRAH; TSUNEDA; MURAKAMI, 1993; GRUNIG et al., 2008; DAS;
KAYANG, 2010).

Estudos revelam ainda que, a reinoculacao do fungo DSE em plantas da mesma espécie
da qual foi isolado, resulta em ganhos de biomassa em fadata e do conteudie fésforo
(P), como observado em plantisespécieCarex firma(HASELWANDTER; READ, 1982).
Hatambém relatos de patogenicidade de isolados que foram reinoculados em plantas da mesma
espécie e de isolados de DS&ogénicos ao arroz silvesti@ryza granulatq que ndo séo
patogénicos ao arro®(yza sativae sim promotores de seu crescimento (YUAN et al., 2010).

De modo geral, fungos DSE ainda séo poucos investigados em regides tropicais, onde
suas contribuicdefsincional para os ecossistemas e sua diversidade taxondmica estéo longe de
serem conhecidas. Diante deste cenario, estudos prévios com isolados DSE oriundos de raizes
de arroz silvestreryza glumaepatula(RIBEIRO et al., 2011; PEREIRA et al., 2011) que
posteriormente foram depositados na Colecdo de Fungos Micorrizicos da Embrapa
Agrobiologia (COFMEA), identificararse ao menos cinco isolados fungicos DSE A101,
A102, A103 A104 e A105, que demonstraram a capacidade de promoc¢ao do crescimento de
plantas.

Emexperimentos conduzidos em condi¢des controladas, plantas de tomateiro e de arroz
inoculadas com os isolados DSE A101, A103 A104 e A105 alcancaram um crescimento de até
20% e 30%, respectivamente, maior de sua parte aérea e de suas raizes, quandasomparad
com plantas sem a presenca do microrganismo. No caso do arroz, olsegramda, um
aumento de 50% a 100% de perfilhamento devido a maior absor¢ao de nutrientes e uma maior
producao de grdos (PEREIRA et al., 2011; VERGARA et al., 2017; VERGARA 20 a8ab).

Em experimentale cinética de absorcade nitrogénio foi observado que alguns destes
fungos DSE, especialmente os isolados A101 e A103, melhoraram a capacidade ddeplantas
arroz absorver nitratos presentes em baixas concentragdes em solutéa (MERGARA et
al., 2018b), o que mostram o imenso potencial destes fungos como promotores de crescimento
vegetal.

Em termos moleculares, a partir de andlises da regiae3B&UTS2, verificouse que
ao menos os isolados A101, A103, A104 e Al105 estSeridos na ordenkleosporales
subordem Massarineae (VERGARA et al.,, 2018a), porém, ainda nado foi possivel o
posicionamento taxondémico ao nivel de familia, género ou mesmo espécie, 0 que limita o
avanco das pesquisas, indicando tratapossivelmente d@vos taxons a serem identificados.

Considerandae estes resultados, obsergaua necessidade em conduzir experimentos
em condicbes de campo para confirmar estes resultados até entdo obtidos em condi¢es
controladas. Porém, previamente a conducao deriexpntos em condi¢cdes de campaa
necessidade de se realizar testes de patogenicidade a fim de se evitar riscos de introdugao e
disseminacdo de possiveis novos fitopatdbgenos e de estudognpmcaracterizacdo mais
detalhada em relacdo ao posicionarmeéaxonémico dos fung®SE.

Diante do exposto, 0 presente estudo teve como hipotese que 0s novos isolados
pertencem a taxons ainda ndo descritos e os cinco isoladterlkdseptatadepositados na
colecdo (COFMEA) néao apresentam patogenicidade frenfgeaies de interessgricola.



Para tanto, o trabalho teve como objetivos:

Capitulo I: Caracterizacao filogenética dos isolados DSE A101, A102, A103, A104 e A105.

a) Caracterizar filogeneticamente igslados A101, A102, A103, A104 e A105 através de
marcadores moleculares baseado nos seguintes genes: subunidade menor (SSU) 18S do rDNA,
fator de trans| a-tubuinaéTUR)E actmg(ACTxvisanflola Eénjificacam
taxondmica.

Capitulo I: Avaliacdo da nao patogenicidade de cinco isolados de fibmssSeptat€A101,
A102, A103, A104 e A105) em espéciisinteresse agricola incluindo a soja, feij&aupi,
feijdo comum, arroz, milho, sorgo, tomateiro, abObora, alfacanedo.

a) Avaliara patogenicidade de cinco isolados de furdpn& septatgisolados A101, A102,
A103, A104 e A105) a espécies de interesse agricola incluindo a soja;ctijdio feijao
comum, arroz, milho, sorgo, tomateiro, ab6bora, alface e mamao.



2 REVISAO DE LITERATURA GERAL
2.1 FungosEndofiticos

A maioria das plantas faz associacdo com algum ou alguns microrganismos endofiticos,
definidos inicial mente por Wil son, (1995)
todo o seu ciclo de vida, invadem tecidos de plantas vivas através de inféag@parentes e
sem causar sintomas de doencas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; HIDE; SOYTONG, 2008).
De forma mais sucinta, Schulz; Boyle, (2005), consideram fungos endofiticos, como
microrganismos que colonizam internamente tecidos das plantas sem lhes eaosar d
aparentes.

Com base na filogenia e na historia de vida, fungos endofiticos estdo agrupados em dois
grandes grupos: os endofiticos clavicipitaceos (EC) e os endofiticos néo clavicipitaceos (ENC).
Os ECs representam uma unica classe de fungos quecpentarfamiliaClavicipitaceae Séao
conhecidos como simbiontes mutualistas que se desenvolvem nos espacos intercelulares dos
orgaos da parte aérea e nas raizes de gramineas e que podem ser transmitidos pelas sement
(RODRIGUEZ et al., 2009; MARTIN; DOMBROWKI, 2015).

Diferentemente, os ENCs representam trés distintos grupos ou classes (2, 3 e 4)
funcionaisde acordo com a gama de hospedeiros, tecidos colonizados, estelisétada
colonizacéo da planta hospedeira, baixa ou alta biodiversidade vegetal d@transmissao e
os beneficios conferidos ao hospedeiro (RODRIGUEZ et al., 2009). Séo filogeneticamente
diversos e a maioria pertence a diferentes ordens dasilomycotaFrequentemente possuem
a habilidade de crescerem em meio de cultura, devidoaaversatilidade metabdlica
(FERREIRA et al.2016).

A populacao fungica endofitica pode ser influenciada pelas condi¢fes climaticas e pelo
local onde as plantas hospedeiras crescem. Podem produzir uma grande variatalidade
compostos bioativos benéficas meio ambiente e de interesse das industrias farmacéuticas,
alimenticias, médica e agricola. Apresenta, ainda, um importante papel na ciclagem de
nutrientes, na biodegradacaoaditorremediacao (NAIR; PADMAVATHY 2014).

Fungos DSE estéo inseridos nag3e n° 4, restritos a colonizacéo de raizes e constituem
familias e ordens diversas (RODRIGUEZ et al.,, 2009; NEWSHAM, 2011; KNAPP et al.,
2015). Nos ultimos anos, fungos DSE tem ganhado grande notoriedade em fungédo de suas
habilidades que, sobretudo poendonstrarem um grande potencdd exploracdo para a
agricultura em funcédo da capacidade de promover o crescimento vegetal (JUMPPONEN;
TRAPPE, 1998; NEWSHAN et ak011).

2.2 Fungos Endofiticos Dark SeptatéDSE)

A maioria das espécies de plantas se eng@ssociada a determinados fundosolo
numa simbiose mutualista tipo micorrizica, do grego mioagd e riza faiz]. A relacéo
mutualista entre microrganismos e plantas mais ancestral é atribuida a classe de fungos
Glomeromycotadestacandge a simhlbse micorrizica arbuscular, cujo carater cosmopolita
dessa simbiose indica que 80% das familias de plantas formam micorrizas (BERBARA et al.,
2006). Nesse sentido, os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) tem sido o grupo de fungos
de grande interesse agbmico, podendo promover a sustentabilidade agricola (BERBARA et
al., 2006; ANGELINI et al., 2012; KNAPP et &015).



De fato, as interagdes fungos micorrizicos com plantas, assim como, a interacdo das
leguminosas com bactérias fixadsrde nitrogénio tem sido o alvo de um grande ndmero de
estudos e investimentos na area da promocéao do crescimento de vegetal nos ultimos 50 anos,
embora varios outros grupos microbianos também possuam potencial para a promoc¢ao do
crescimento de plantasWGTENBERG; KAMILOVA, 2009).

A utilizagdo de microrganismos como promotores do crescintptantas, com o
intuito de aumentar a producdo agricola, tem sido uma das taticas mais impattantes
atualidade no mundo, e isso se deve, devido a demanda ereedgertiminuicaoda
dependéncia de fertilizantes quimicos concomitantemente a necessidade do desenvolvimento
de uma agricultura mais sustentavel (FIGUEIREDO et al., 2010). Nesse contexto, diversos
processos tém sido explorados visando a maximizacao daseenos assimcomo a reducao
de custos de producéo e a reducao dos impactos ambientais (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Fungos DSE comecaram a ser estudados no inicio do século passado quando Melin
(Melin, 1922) obser vou dlicdliwndbadxiaAtrovirdrisl n(gMR AQ)u e
que colonizava inter e intracelularmente a epiderme e células codéaiizes de coniferas
Picea abiesL. H. Karst. Pinacea¢ e Pinus sylvestrid.. (Pinacea¢, distinguindese das
ectomicorrizas que colonizam apemasespacos entre as células. Wang & Wilcox, (1985)
deram um importante avanco na classificacdo dos MRA, ao isolarem fungos que apresentavam
hifas estéreis e marrons a partir de raizes de coniferas, representando trés novas espécies d
Hyphomycetes nomeadas como Chloridium paucisporum Phialophora finlandia e
Phialocephaldortinii.

Devido a importancia que os fungos DSE tem demonstrado para comunidades vegetais
(JUMPPONEN; TRAPPE, 1998), estudos tem buscado aprofundar o entendimento da dinamica
do comportaranto e suas fungdes em ecossistemas (GRUNIG et al., 2008; MANDYAM;
JUMPPONEN, 2015). Igualmente, uma melhor compreensédo das relacdes filogenéticas e
identificacdo taxondmica tém sido abordadas.

Nesse sentido, estudos mostram que fungos DSE represamtgrapo parafilético e
heterogéneo pertencente ao filsscomycotae inseridos em diferentes ordens como
Capnodiales Chaetothyriales Eurotiales Helotiales Hypocreales Microascales
PleosporalesSordariales Xylariales assim como em diferentes géneradumdo Acephala
Cadophora Cryptosporiopsis Harpophorg Microdochium Periconia e Phialocephala
(GRUNIG et al., 2008; MANDYAM; JUMPPONEN,2015). SegundoKnapp et al, (2015)
membros inseridos na orddPteosporale®stao distribuidos eriferentes familiasncluindo
LentitheciaceagVlassarinaceae Morosphaeriaceae

Fungos DSE possuem a capacidade de colonizar raizes de plantas saudaveis, sendo
caracterizados pela presenca de hifas septadas e deposi¢cdo de melanina nas células da pared
em especial em células mais velhas, assim como é observado a presenca de microesclerodios
localizados no cortex das raizes (JUMPPONEN; TRAPE, 1998; PEREIRA et al.,, 2011;
SIEBER; GRUNIG, 2013).

Este grupo de fungos DSE dematiaceos cujas hifas possuem p@igétepscura é
encontrado frequentemente em ambientes que apresentam forte estresse abiotico e bidtico, Sac
frequentemente isolados a partir de variados tipos de habitats como o Alpino, Artico, Antartico,
Boreal, Temperado e Tropical (MANDYAM; JUMPPONEN,(H). A capacidade de viverem
em biomas tdo variados com diferentes condi¢cdes ambientais estd associada a presenca de
melanina em suas células da parede lhes conferindo melhor resisténcia a fatores extremos de
temperatura, seca, presenca ou acumulo desypaados (ZHAN et al., 2011).

Os fungos DSE né&o parecem exibir qualquer tipo de especificidade em relagcéo a planta
hospedeira, tendo sido reportado sua colonizacdo em mais de 600 espécies de plantas,
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considerando aquelas ndo micorrizicagjue formam associacfes micorrizicas bem definidas
incluindo associac¢des arbusculares, ericéides, orquiddides e ectomicorrizicas, representando
mais de 300 géneros e mais de 100 familias vegetais (JUMPPONEN; TRAPPE, 1998;
LUKEGOVC205). al . ,

Devido sua ampla distribuicdo na natureza colonizando endofiticamente raizes de
diferentes espécies de plantas nos mais variados tipos de ecossistemas existentes, seus
beneficios, a exemplo do maior acimulo de nutrientes como fosforo e nitrogénio, da adaptacao
a diversas condicdes de solo e do controle biolégico de fitopatdgenos, fungos DSE tém
demonstrado possuir uma infinidade de possibilidades a serem exploradas. O que tem atraido a
atencéo de pesquisadores, principalmente, pela capacidade de promovemetesagetal
(NEWSHAN, 201; MANDYAM; JUMPPONEN, 2015).

Diferentemente dos fungos micorrizicos arbusculares, os fungos DSE ndo sé&o
biotroficos obrigatorios, crescendo facilmente em condicdbes de meio de cultura
(JUMPPONEN; TRAPPE, 1998; PEREIRA et a2011). Essa importante caracteristica
facilitaria o desenvolvimento de bioprocessos para a producdo de inoculantes que visem a
promocao do crescimento vegetal, o que tem sido uma grande limitagdo para a maioria dos
fungos micorrizicos (MAYERHOFER et al.,023; MANDYAM; JUMPPONEN, 2015;

KNAPP et al., 2015).

2.2.1Complexode espécie$hialocephalafortinii s . Acephalaapplanatai (PAC)

O complexoPhialocephala fortiniis. I.T Acephala applanatéPAC) sdoAscomycetes
(ordem Helotialeg proximamente relacionados que representam fungos filamentosos
endofiticos dark septateencontrados frequentemente em ecossistemas naturais florestais
sobretudo em regides temperadas e boreais do hemisfério norte colonizando
predominantemente todas astpardo sistema radicular desde as pontas das raizes até a base
do caule de coniferas e ericaceas (WANG; WILCOX, 1985; GRUNIG et al., 2008).

Estudos de genética de populacdo sugerem que o complexo de eBpéorénii é
composto por diversas espécieptichs Several cryptic speciesCSP). O termo criptico é
proveniente do fato de que as espécies sdo morfologicamente indistinguiveis, mesmo com uma
grande subdivisdo entre as espécies e com auséncia de desiquilibrio gamético dentro das
espécies (GRUNIG teal., 2008). Além de que, essas espécies cripticas podem ocorrer
simpatricamente num mesmo fragmento florestal, num mesmo sistema radicular e até mesmo
ao longo de um mesmo fragmemteraiz (GRUNIG et al., 2004; GRUNIG et al., 2008). A
espécieP. fortinii € considerada o enddfito representante mais abundante do complExo
DSE, sendo a espécie dominante em raizes de espécies vegetais pertencentes a familia
Pinaceae mas também sédo encontrados colonizando raizes de outras espécies de arvores de
folhas lagas, arbustos e plantas herbaceas (WANG; WILCIOX5).

A partir de dados de sequenciamento de dois locus génicosubeliaa (TUB) e fator
de translacdo e elongacédo (E#ifa) e trés locus de DNA ndo codificantes foi possivel a
diferenciacao de setepEies cripticas incluidas no compldxdortinii: P. fortinii s. str.

C.J.K. Wang & H.E. WilcoxP. europaeaC.R. Grinig & T.N. Siebe. helveticaC.R. Grtinig
& T.N. Sieber;P. letzii C.R. Griinig & T.N. Siebel®. subalpinaC.R. Griinig & T.N. Sieber;
P. turiciensisC.R. Griinig & T.N. Sieber B. uotolensisC.R. Griinig & T.N. Sieber (GRUNIG
et al., 2004; GRUNIG et al., 2007; GRUNIG et al., 2008).

Os pesquisadores Griinig & Sieber. (2005) descreveram a efpépigala applanata
tanto em nivel de género como de espécie, sendo o gerepbalaintroduzido para evitar a
situacao inadequada de inserir um fungo com auséncia de cabecas de fialides (estruturas de
reproducéo) no géner®ljialocephala que é classificado com base nest@scteristicas. A
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espécieA. applanataalém de ndo esporular, se diferencia de todas as espécies dd’grupo
fortinii por sua distinta morfologia em meio agar extrato de malte (MEA), taxa de crescimento
reduzido e micélio aéreo espamoausente.

Enquanto as espécies cripticaddéortinii sdo morfologicamente indistintas de outros
DSE, isolados de um mesmo habitat sdo morfologicamente semelh&testmii s.l. mas
diferem distintamente em algumas caracteristicas referente @lém#a. Nesse contexto, a
primeira tentativa de classificar os fungos DSE com base em caracteristicas morfolégicas das
colonias, foi realizada por Ahlich; Sieber, (1996), que definiram quatro diferentes tipos:
isolados do tipo 2, 3 e 4 (sendo os tiposd3peovavelmente uma variagao do tipo 2), os quais
apresentam micélio aéreo denso, com textura algodonada e formam esporos, representando
espécies de. fortinii s.l. e o tipo 1 que é distintamente diferentddfortinii pois o micélio
superficial das dénias em agar extrato de malte foi esparso ou ausente, isto €, ndo esporulam.

Analises filogenéticadaregido ITS do rDNA juntamente com andlise de reacdo em
cadeiade polimerase de repeticate sequéncia intesimples (ISSRPCR) mostraram que 0s
isolados Tipo 1 formam um separado e bem suportado clado junto com estiPpéxti@i, e
tem Phialocephala compactaPhialocephala dimorphospora Phialocephala scopiformis
como parentes mais proxim¢GRUNIG et al., 2002). Embora geneticamente semelhdhtes,
fortinii e A. applanatadiferenciamse na transicdo do DNA da regido I'PS applanatgossui
0s nucleotideos adenina (A) na posicdo 142 e timina (T) na posi¢cao 415, em contraste a guanina
(G) ecitosina (C) enP. fortinii s.l, respectivamente (GRUNIG et £Q05).

Abordagens moleculares usando o genoma mitocondrial (mt) tém produzido resultados
filogenéticos confidveis e tem sido estabelecido como efetivo marcador evolutivo em fungos
(DUO et al, 2012; SHENet al, 2015). Estudos comparativos de gendmica mitocondrial
indicam que genes mitocondriais podem ser mais eficazes na identificacdo ao nivel de espécies
para grupos de fungos aos quais os marcadores moleculares ITS por si s6 ndo plossa reso
(ROBICHEAU et al,, 2017).

2.3Interacdo Fungo DSE/PlantaHospedeira

No Brasil, estudos publicados com este grupo de fungos ainda s&o incipientes. A
colonizacéo de raizes por DSE foi verificada em algumas espécies arbéreas e herbaceas em ére:
deCerrado em Minas Gerais (DETMANN et al., 2008; SANTOS et al., 2013). Estudos foram
realizados com 16 espécies aquéaticas coletadas na Bacia do Rio Parana (MARINS et al., 2009),
fungos DSE foram isolados de raizes de arroz silvestre coletadas ete@eeado e Floresta
Amazonia (PEREIRA et al., 2011; RIBEIRO et al., 201&neraizes de 29 espécies de ervas
daninhas (MASSENSSINI et al., 2014). Nestes estudos, em muitas espécies de plantas
coletadas e analisadas foi verificada a coexisténcia de fungos EMs& @lonizando as raizes
de plantatiospedeiras.

A julgar pela proporgéo de plantas hospedeiras colonizadas em comunidades vegetais
mistas ou pela extensa colonizagdo em sistemas radiculares, sua presenca na natureza ¢
considerada tdo abundante quantaliosrsos fungos micorrizicos, assim como suas funcdes
(MANDYAM; JUMPPONEN, 2005; MANDYAM; JUMPPONEN, 2015). Também foi
observado que fungos DSE coexistindo com fungos micorrizicos no interior de raizes,
produzem metabdlitos capazes de aumentar a germinagicimento e ramificacdo destes
fungos, beneficiando de forma indireta a planta hospedeira (LI; GUAN, 2007; SCERVINO et
al., 2009; VOHNIK; ALBRECHTOVA, 2011).

Ao longo dos anos, diversos resultados tém mostrado que os efeitos da inoculacéo dos
DSE no cescimento de plantas variam desde negativos, neutros a positivos e 0s mecanismos
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gue levam a essa variabilidade parecem ser contexto dependente, a exemplo do que ocorre corr
a simbiose micorrizica arbuscular e ectomicorrizica (GRUNIG.,e2@G08; HOEKSEMA et

al., 2010; ALBERTON et al., 2010; NEWSHAM, 2011; MANDYAM; JUMPPONEN, 2012;
MAYERHOFER et al., 2013; TORREJJNIOR et al.,2014).

Especulsse que os mecanismos por traz da promocdo de crescimento vegetal dos DSE
envolvam a competicAoom patdgenos, a mitigacdo de estresses ambientais como seca,
salinidade, deficiéncia nutricional, reducédo de compostos toxicos as plantas como superoxidos,
bem como o auxiliona absor¢cdo de nutrientes (NEWSHAM, 2011; MANDYAM;
JUMPPONEN, 2012; MANDYAM; JUNPPONEN,2014).

Embora os DSE em sua maioria oferegcam beneficios para as plantas, os mecanismos por
meio dos quais isso ocorre ainda sdo pouco conhecidos. Estudos mostram que o beneficio da
simbiose pode estar relacionado a uma interagdo ao nivel genetipiedungos DSE/planta
hospedeira. Nesse contexto, também parece depender ndo somente da taxa de enddfitos, come
da extensao da colonizacdo e condi¢des especificas do cultivo (MANDYAM; JUMPPONEN,
2012).

A capacidade dos fungos DSE em confeeneficios para as plantas, como exemplo, o
tomateiro, parece ser limitado as fases iniciais do desenvolvimento vegetativo e, em condicdes
naturais, esses beneficios podem fornecer a planta colonizada uma vantagem que favoreca set
desempenho ecoldgico (LARES et al.2011).

Buscando esclarecer como os DSE influenciam o desempenho das plantas, mediante
uma meta andlise, Newsham (2011) concluiu que, esses fungos promoveram o crescimento da
parte aérea e raizes vegetais, podendo o ganho da biomassa cBé§amgadndo comparado
a testemunha néo inoculada. Além disso, o estudo mostrou que os DSE contribuem de forma
significativa para o aumento do conte%do de
quanto ao nitrogénio), principalmente quando N édoido na forma orgéanica, indicando
melhoria na eficiéncia do uso deste nutriente a partir da matéria organica.

Semelhantemente, efeitos positivos em relagdo nutricdo de nitrogénio (N) e fosforo (P)
foram verificados por Jumpponen et al. (1998) inoculanas@écieP. fortinii em Pinus
contortae por Vohnik et al. (2005) inoculando a mesma espécie fungica em orquideas do género
Rhododendroryv. Azurra.

No Brasil, estudos recentes mostram a ocorréncia com alta diversidade de fungos DSE
colonizando raizes derazO. glumaepatul@oletadas em ambientes amazénicos em condi¢des
de seca e alagamento, ressaltaseloa presenca de fungos DSE ainda nao identificados
molecularmente, indicando sua grande biodiversidade nestes habitats (RIBEIRO et al., 2011).

O comportanento diferenciado de fungos DSE em laboratério corrobora para essa
biodiversidade, especialmente porque estes fungos apresentam elevado polimorfismo
(PEREIRA et al., 2011). Ainda em estudo conduzido por Pereira et al. (2011), ssdienta
a relevanciada obtencdo de um isolado capaz de colonizar as raiz@sglemaepatulae
especialmente déryza sativd.., constitui uma importante perspectiva para avaliacéo e selecao
de isolados de fungos DSE promotores de crescimento de arroz comercial, queedéjem d
manuseio em laboratorio.

Ainda em estudos realizados no Brasil, em ensaio conduzido em condi¢céo controlada
com plantas de cultivares de arroz buscando avaliar o potencial de promocéo de crescimento
vegetal de isolados DSE, foi verificado que osaidos ndo foram patogénicos as plantas de
arroz apos inoculacao, constatarsgoque apenas cerca de 10% colonizou de forma agressiva
as plantas (RIBEIRO et al., 2011) e que ha variabilidade de respostas entre os isolados fungicos,
sendo que um deles foipaz de aumentar em mais de 30% a biomassa vegetal de arroz com
aumento de 100% no perfilhamento das plantas, que € uma caracteristica altamente
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desejada. Da mesma forma, alguns isolados foram efetivos para aumentar o desenvolvimento
de tanateiro (TORRESJUNIOR, 2014).

Em experimentos semelhantes realizados na Europa, em condi¢cdes de horticultura,
efeitos positivos foram evidenciados em plantas de tomateiro quando inoculadas com duas
estirpes de endéfitos DSE48 eptodontidium orchidocolasendo observado que nas plantas
mais jovens, houve um aumento na biomassa da parte aérea em 10% e 20% respectivamente
assim como aumento no diametro das raizes. Adicionalmente, as estirpes DEE49 e
orchidocola foram capazes de atuar no biocontrole darama do verticilio, causada por
Verticillium dahliag uma das doencas mais devastadoras do tomateiro (LINARES et al., 2011).

O fungo DSHEHarpophora oryza&m endossimbionte promotor do crescimento de arroz
selvagenOryza granulataque possui similaridade evolutiva cdagnaporthe oryzaagente
causal do brusone, uma das mais severas doencas do arroz, em teste de patogenicidade realizad
in vitro, mostrou gqa age como um endofito ndo patogénico, quando colonizando raizes
cultivadas de arro®@. sativaL. (YUAN et al., 2010; XU et al., 2014).

Raros efeitos negativos sdo observados quando se trata de fungos DSE (GRUNIG et al.,
2008). Entretanto, podem ocorrenumverificado por Stoyke & Currah, (1993), que ao analisar
mudas deMenziesia ferrugined. E. Smith., inoculadas com a espériéortinii, observaram
um aumento de dez vezes na mortalidade das mudas. Assim como Tellenbach et al. (2011) ao
analisar espées do complexdhialocephala fortiniis.l- Acephala applanata coniferas
Norway spruceobservaram que as interacfes variaram de neutra a altamente virulenta, a
exemplo da espéck. subalpinaseguida das espéci@sapplanata P. fortinii e
P. europaea

A viruléncia por DSE pertencentes ao complexo de fungos PAC néo esté correlacionada
com a relacao filogenética dos isolados, mas com uma extensa colonizacdo fungica, sendo a
interacdo com coniferas isoladependente com auséncia de interacdes mutuabstagja, o
desempenho do crescimento e a saude da planta dependem principalmente do isolado PAC
(TELLENBACH et al., 2011).

O conhecimento dos potenciais efeitos dos fungos DSE nas plantas é incipiente,
sobretudo no Brasil. Na literatura ha caréncia dedest que abordem a relagédo entre fungo
DSE/planta hospedeira demonstrando caracteristicas de patogenicidade, sobretudo com
culturas de importancia econémica (WANG; WILCOX, 1985). Dessa forma, estudos sobre a
relacdo fungo/planta sdo necessarios para gpessam estabelecer critérios que possibilitem
e garantam um comportamento benéfico por parte dos DSE em condi¢des naturais de campo.
Cabe mencionar, que a identificacdo, isolamento e selegcdo, sdo 0s processos iniciais que
poderédo culminar na producédo deculantes eficientes na promocao do crescimento vegetal
(FIGUEIREDO et al., 2010).

2.4 Biocontrole de Patogenos

Fungos endofiticos dmgrupo de microrganismos pouco investigados que representam
uma fonte potencial para exploracéo devido a sua grande vardsggalieacOes na agricultura,
nesse sentido. Alguns estudos tém demonstrado, que os efeitos pakisvfasgos DSE
guando inoculdos em raizes de plantas hospedeiras vao além da mela@fi@giénciana
absorcaaenutrientes e acimuldebiomassa nas raizes e parte aérea das plantas hospedeiras.
Estes tem demonstrado também a capacidade de agir no biocal@notdégenos e na
biorremediacao de metais pesados (SU et al., 2013; DIENE et al., 2014; ZHAQ@1%).,



A eficiéncia alta no controle de doencas refletindo em excelente qualidade comercial
de culturas tem sido relatadas, como exemplo disso, a estip& V83 foi capaz de inibir
efetivamente o desenvolvimento da doenca do Verticilium amarelo causada pelo patégeno
Verticillium longisporum(C. Stark.) Karapapa, Bainbr & Heale quando inoculado em mudas
de couve chinesad(assica campestrik.) em condicbes de campo na ordem de 84% e 88%
dos sintomas externos e internos, respectivamente. Os autores verificaram, ainda, que nas raizes
tratadas com DSE, algumas células da parede da epiderme e nas camadas corticais mostraran
aposicdo da parede celularespessamento, provavelmente limitando o avanco do agente
patogénico para células adjacentes (NARISAWA et al., 2004).

Outro exemplo bem sucedido de biocontrole foi observado para o fungo DSE
Veronaeopsis simplex34 quando inoculado em mudas Becampesis para o controle da
murcha do fusarium, causada fparsarium oxysporummObservotse uma reducdo de 71% na
intensidade da doenca, provavelmente, decorrente de densa colonizacdo nas raizes da plante
pelo DSE criando e sua consequente protecdo mecanicagidandireta de sideroforos
(KHASTINI et al., 2012). A densa colonizacdo das raizes tem sido considerada como o
mecanismo primario de biocontrole de fungos DSE contra a invasao de potenciais patdgenos
nos tecidos vegetais (NARISAWA et al., 2004).

Um mecaismo envolvido diretamente na inibicdo de patdégenos sdo os agentes
guel antes espec?2ficos de 2o0ons ferro os dsid
niveis de Fe disponiveis estédo baixos (BENITE; MACHADO, 2002). Normalmente, ocorre uma
competi@o por este nutriente quando em baixa disponibilidade e a sintese de sideréforos
provavelmente confere vantagem nessa competicao, pois devido seu baixo peso molecular séo
substancias capazes de complexat' Eem grande especificidade e afinidade tornamdo
indisponivel para potenciais agentes patogénicos, limitando assim seu crescimento
(CASTELAN, 1999).

Nesse contexto, avaliando a capacidade do fungo DSE na producdo de sideroforos
Bartholdy et al., (2001) verificaram que a sintese dos sideréforos feimizreeguida da
ferrirubina e ferricromo C pelo DSEhialocephala fortiniisdo dependentes de valores baixos
de pH (4.0 a 4.5) e baixa concentragaderro (IIl) entre 20 e 4Qug.

As plantas quando estdo em condicdo de estresse ou sob de&agaggenos,
mecanismos de respostas passam a se expressar como a pdedunt@xidantes e espécies
reativas de oxigénio (ROS) (ZHAN et al., 2015; WANG et24116).

As ROS sao consideradas radicais livres gerados a partir da reducaerde@ntos
metabodlicos ge ocorrem geralmente nas mitocdndrias, cloroplastos e peroxissomos
culminando na formacdo dos intermediarios reativos como o0s radicais superoxifilo (02
hidroperoxila (HQ), hidroxilas (OH) e o peroxido de hidrogénio £8>)
(KARUPPANAPANDIAN et al., 2011BARBOSA et al., 2014). Podem causar amplos danos
as proteinas, acidos nucléicos e lipidios eventualmente levando a morte celular (BAN et al.,
2012). Embora os mecanismos néo estejam completamente elucidados, um delicado equilibrio
na producdo e eliminagdle ROS é importante para manter as interagées simbioticas entre
planta/fungos (SU et ak013).

Antioxidantes enziméticos como superoxido desmutase (SOD), catalase (CAT),
peroxidase (POD), ascorbato peroxidase, redutase (GSH), monodehidroascorbase redut
(MDHAR) e dehidroascorbato redutase (DHAR) e 0s ndo enzimaticos como o ascorbato (AsA),
gl ut ati on-aaf( &6 eoeofeml, sBo o8lmeios pelos quais, as células dos tecidos
vegetais medeiam e regulam citotoxidade das ROS, dessa formauseadmportante linha
de defesa das plantas capaz de neutralizar radicais livres durante o processo de infec¢ao por urr
patdégeno (SU et al., 2013; ZHAN et al., 2015). Cabe mencionar, que o
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aumento nos niveis dos antioxidantes estéelacionado com a tolerancia da planta ao estresse
oxidativo (BARBOSA et al., 2014).

Estudos relacionados ao biocontrole de patdgenos e/ou a tolerancia ao estresse, como 0s
decorrentes da presenca de metais pesados no solo, tem demonstrado queagammlbaiz
raizes por fungos DSE proporcionam aumento na biossintese de antioxidantes, assim como na
atividade enzimatica (SU et al., 2013; ZHAN et al., 2015; WANG et al., 2016). Fungos DSE
tem apresentado um grande potencial para producao de compostdsdmodode ativos, como
a espécieP. fortinii que demonstrou a habilidade de produzir Salidrogdieosol, aditivos
bioativos de grande importancia devidos aos efeitos farmacologicos como antioxidantes, anti
fadiga e antienvelhecimento (CUI et al., 2016).

Conforme Su et al. (2013), a presenca do fungo DSE colonizando raizes de arroz inibiu
a invasao poM. oryzaedevido a inducdo e acumulo de perdxido de hidrogéni@fHas
células da epiderme e do cortex. Este acumuim dos mecanismode defesa da plaa pela
sua inativacdo ou sua restricdo as células ja infectadas. Entretanto, o acimulo excessivo de
peroxidode hidrogénio (HO2) pode exercer uma agao deletéria as plantas, pois participa de
reacOes formadoras de radical hidroxila (OH) consideradodaté mais reativo da familia
ROS (BARBOSA et al2014).

A producédo de ROS por fungos endofiticos exerce um importante papel nas interacées
simbidticas mutualistas entEpichloé festucae azevém perene festuca dos prados, como por
exemplo, oaumento da ramificacdo das hifas e colonizacdo do tecido vascular e foliar
(TANAKA et al., 2007).

2.5Fitorremediacao de Metais Pesados

As interacdes simbidticas entre fungos DSE e raizes podem ajudar as plantas a superar
muitos fatores de estresses abidiedidticos, como por exemplo, melhor tolerancia a metais
pesados e consequente reducdo dos danos em ambientes contaminados, onde mecanismo
envolvidos nesse processo ainda ndo estejam bem elucidados (WANG et al., 2016).

Uma abundante colonizacao de fua@@SE em raizes ddnus lepanensisrescidas em
area de mineracao contaminada com Zn, Pb e Cd na China, indicando que fungos DSE isolados
nesta area, com destaque para os gériehielophorg Leptodontidium Cladosporiume
Exophialg sdo um componente qugegra as raiz em solos com presenca de metais pesados
(XU et al., 2015). Neste estudo foi possivel verificar em testes laboratoriais que fungos DSE
possuem alto nivel de tolerancia ad Cduando repicados para meios de cultura suplementado
com 100 mgL? e 600 mg ! do metal. O Cd produz efeitos tdxicos em organismos vivos
mesmo em baixas concentragdes (HASAN et al., 2009; XU et al., 2015).

Varias estirpes de fungos endofiticos, cdPhoma Alternaria e Peyronellaeasolados
de plantas presentes emearde mina abandonada contaminada com metais pesados,
apresentaram crescimento estimulado pela adicdo de Pb e Zn ao meio de cultura @m testes
vitro, indicando, maior tolerancia ao ®le/ou Zri2. Outros isolados, tiveram seu crescimento
micelial parcialou completamente inibido na presencaPt#’ e/ou Zri2 com consideravel
reducdo de biomassa (LI et al., 2012). Fungos endofiticos colonizando diferente tecidos vegetais
contendo diferentes concentracdes de metal pesado, podem apresentar diferentds niveis
tolerdncia e adaptacdo marcada para os mBtd@se Zn? o que lhes confere potencial
aplicacao na fitoremediac&o neste tipo de ambiente (LI @04R).

Estudos moleculares indicam que a tolerdncia a metais pesados pela planta esta
intimamente reldonada a expressdao de genes de tolerancia que codificam proteinas
potencialmente envolvidas na reducédo dos danos causados por espécies reativas de oxigénio
(ROS). Fungos micorrizicos arbusculares mostram que esta tolerancia varia de acordo com os
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metais pesados em diferentes estirpes (HILDBRANDT; REGVAR; BOTHE, 2007) e os
diferentes niveis de tolerancia possivelmente resultam a partir da expresséo de diferentes genes,
gue também podem variar em sua expressao a difereatais (LI et al., 2012).

Resultados mostram que a colonizagao de raizes de milho pelo fungéxofiiala
pisciphila, proporcionou melhor tolerancia ao (Cd), ndo somente por reduzir a absorcédo do
metal pelas raizes, mas também por inibir a translocag@o paate aérea da planta, em
comparacao com plantas nao inoculadas com o fungo (WANG et al., 2016).

Foi verificado também que a colonizacdo or pisciphilana presenca do metal,
melhorou significativamente a atividade do sistema de enzimas antioxideste®lhas,
aumentando as concentracdes de (SOD, CAT, POD e GSH) na ordem de 132%, 162%, 114% e
143%, respectivamente, quando comparados com os controles ndo inoculados. Além de induzir
ao acumulo de Cd nas células das raizes e parte aérea, a preseaggoddirhinuiu a
acumulacdo de Cd em fracdes sollveis nas respectivas raizes e parte aérea e aumentou ¢
converséo do metal para formas inativas (WANG et al., 2016).

Estes estudos indicam que a reducdo da acumulacdo de metais pesados nas raizes e part
aéreadas plantas ap0s inoculacéo por fungos DSE sugere que as plantas as quais acumulam ou
toleram a presenca de metais pesados desenvolveram um mecanismo alternativo, utilizando a
colonizacdo por DSE, para resistir a absorcdo de metais presentes no stibtesem a
presencale metais no interior das células (DIENE et al., 2014; ZHAO e2@l5).

2.6 Crescimentoem Meio de Cultura

O numero de espécies fungicas espalhadas pelo mundo é estimada em cerca 1.5 milhdes
de espécies (HANKSWORTH. 1992001), porém, dados mais recentes apontam no minimo,
em cerca de 5.1 milh»es de esp®cies (006
BLACKWELL. 2011). Apesar de serem conhecidos desde o inicio do século XX, poucas
espécies de fungos DSE foram identificad#é o momento, isso ocorre em funcdo das
dificuldades em sua classificacdo, pois a maioria das espécies nao produz estruturas
reprodutivas em meio de cultura e as que produzem, s6 o fazem sob condi¢cdes especificas
(KNAPP, 2015).

Alguns fungos DSE como,op exemplo, os género€adophora Phialophorag
Phialocephala as espécieblarpophora oryzaee Cladosporium cladosporioidessporulam
rapidamente quando cultivadas/crescidas em meio de cultura (SIEBER; GRUNIG, 2006;
YUAN et al., 2010; BAN et al., 2012). Mimogicamente, espécies com esporulacdo conhecida,
formam seus esporos a partir da reproducéo assexuada (WANG; WILCOX, 1985). Em muitas
espécies, a esporulagdo pode ocorrer apos longos periodos de incubagédo como verificado por
Grinig et al. (2008) em espés comoPhialocephala fortinii P. turiciensis P. letzii, P.
europea P. haeveticaP. uotolensis P. subalpina ap6s um periodo de um ano de incubacéo
em meio Agar malte (MA) a 4 °C.

Os pesquisadores Wang & Wilcox. (1985), induziram a esporulacédo sledvas
espécies de DSE denominaéasortinii e Phialophora finlandiaapds seis meses de incubacéo
a5 °C inoculadas em meio Melin Norkhans Modificado (MNNDhéoridium paucisporurem
mei o | 2quido Hagemdés modi fi cadoYuanratat (B0b@ er at
induziram a esporulacéo da espédieryzaeapos cinco dias de incubacédo a 25 °C em meio
de cultura Batata Dextrose Agar (BDA), no escuro. Muitos fungos DSE possuem sua taxonomia
indefinida e estudos nesse sentido, assim como expedsnde inoculagdo, podem revelar a
diversidade destes fungos, bem como demonstrar seu potencial biotecnoldgico.

12



A classificacdo dos DSE geralmente € complicataa vez que, muitas espécies
somente esporulam sob condi¢des especificagrasmnao esporulam (KNAPP et al., 2015). A
total auséncideesporulacio é verificada em espécies do géxephala GRUNIG; SIEBER
2005), o que dificulta uma classificacdo baseada nas caracteristicas morfolégicas (WU; GUO
2008; BAN et al.2012).

A morfologia da colénia de muitas espécies € indistinta, ndo permitindo uma
classificacdo confiavel, a taxa de crescimento micelial énatidleterminacdo da textura,
didmetro e coloracdo, mas nao é suficiente para uma classificacdo adequada (GRUNIG et al.
2009). Muitos micologistas buscam métodos moleculares de classificacdo, comparando
sequéncias de DNA de fungos DSE desconhecidos com sequéncias disponiveis depositadas en
Banco de dados.

Entretanto, a precisdo destas informacdes obtidas nestas basesledépende da
qualidade dos dados depositados e as sequéncias mais confidveis sdo provenientes de espécie
tipo ou cultura tipo (GRUNIG et al., 2009; PIRTTILA & FRANK, 2011).

2.7Respostade Defesada Planta a Presencale Microrganismos Patogénicos

A maiaria dos microrganismos que habitam tecidos vegetais ndo é patogénica, muito
embora haja alta presséo de selecéo para agueles que consigam mais e mais nutrientes de sel
hospedeiros (HANEY et al., 2014). Na natureza, estando em constante exposicao @sondi¢d
ambientais adversas, as plantas estdo constantemente expostas a microrganismos patogénicos
ndo patogénicos. Estes ao penetrar os tecidos podem desenvolver estratégias de sobrevivéncic
e padrbes de vida por meio de diferentes tipos de associacdgénmpmutualista, comensal
(HAI; AGASKAR, 2014).

Consequentemente, ao longo de sua evolucgéo as plantas desenvolveram uma variedade
de mecanismos adaptativos que lhes proporcionam medidas protetoras imunoldgicas que
permitem perceber e responder a invai@imicrorganismos (DOUGHARI, 2015). E devido a
auséncia de um sistema imune somatico adaptativo, as plantas dependem do sistema imune
inato para lidar com os potenciais invasores (CHISHOLM e2@06).

Cabe mencionar, que, inicialmente para desencadearprocesso de infeccao
resultando em algum tipo de doengaplanta hospedeira, 0s microrganismos patogénicos
precisam acessar o interior da planta, seja penetrando a folha ou diretamente na sigerficie
raiz ou através de aberturas naturais como 6mesbs ou através de ferimentos (DOUGHARI
et al., 2015). Superada esta barreira inicial, os patégenos sédo confrontados com novo obstaculo:
a parede celular vegetal, que ao ser rompida expde a membrana plasmatica ao patdgeno e en
sua superficie estdo presenreceptores extracelulares que reconhecem padrdes moleculares
associados a patogenos, do ingl@stifogerassociated molecular patterns PAMPS)
(CHISHOLM et al., 2006). Classicamente definido, PAMPs sdo moléculas evolutivamente
conservadas derivadas gatogenos e estas incluem lipopolissacarideos, peptideoglicana,
flagelina bacteriana, mananos de levedura e quitina da parede celular fangica (AUSUBEL,
2005; HANEY et al., 2014). Subsequentemente, o tétAMdPs foi considerado como errado,
uma vez em quenao somente microrganismos patogénicos como também os ndo patogénicos
expressam genes que codificam moléculas padrdes conservadas que funcionam como elicitoras
do sistema imune da planta, sendo utilizado comumente o termo padrées moleculares associado
a microrganismo, do inglésr(icrobeassociated molecular patterasMAMPs) (AUSUBEL,

2005; HANEY et al., 2014; COOK et al., 2015; DOUGHARI et2015).

Receptores de reconhecimento de padrées moleculares, do pajtésn(recognition

receptors- PRRS), &pressos pela planta hospedeira, séo biosintetizados no reticulo
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endoplasmatico e transportados para a membrana plasmatica, onde reconhecem as MAMPs e
passam a atuar como primeira linha ativa de defesa da planta a perdapcésencado
patogeno sinalizando através de proteinas quinases ativada por mitdégeno, dmitagés (
activated protein kinaseMAPK), que agem como substratos imediatos da PRRs modulando
sua atividade (HE; WU, 2016).

Consequentemente, ocorre a ativagcdo da tngésc de genes relacionados ao
desencadeamento de uma resposta imune relativamente fraca, porém de amplo espectro,
também referida como imunidade desencadeada por MAMP, do ingEsIR-triggered
immunity- MTI). Nessa circunstancia, o microrganismo é catgrhente suprimido sem que
ocorra qualquer sintoma na planta hospedeira (JANEWAY, 1989; WANG et al., 2014; HANEY
et al., 2014; FRESCATADMAROSA et al., 2015; KUSHALAPPA et al., 2016).

Contudo, microrganismos patogénicos desenvolveram meiosygatianir a resposta
PTI/MTI interferindo no reconhecimento entre PPRs e MAMPs na membrana plasmatica, ou
secretando proteinas especificas no citosol de células das plantas que provavelmente alteram a
sinalizacdo ou a manifestacao da resposta de resist€riaHOLM, 2006).

Nesse sentido, genes especificos de avirulérorg presente nos microrganismos
patogénicos especializados produzem proteinas elicitoras intracelulares estirpe especificas
denomi nadas fefetoraso cuj a iofarucomowro fatgr dei m8 r i
viruléncia que por sua vez é capaz de suprimir as MAMPs e genes de resisténcia do hospedeiro
para se tornarem mais virulentas (COOK et al., 2015; KUSHALAPPA et al., 2016). Uma vez
que 0s patdgenos adquiriram a capacidade de sumdrdefesas primarias das plantas, as
mesmas desenvolveram mecanismos mais especializados para detectar o microrganismo
invasor (CHISHOLM, 2006).

A teoria genea-gene é um padrao especifico e ndo observado em toda interacao
patégeno hospedeiro, defirevr como moléculas que permitem proteinas R da planta
hospedeira reconhecer patégenos, definindo moléculas microbianas a partir da perspectiva de
reconhecimento vegetal. Dessa forma, a hipotese-aggaee propde que um Unico gene de
dominancia do hospedeir®)(incite um fendtipo de resisténcia a doenca em resposta a um
patégeno que expresse um unico gene de aviruléncia domiAamt€\(AN DER BIEZEN;

JONES, 1998; WANG et al., 2014; COOK et al., 2015)

Os geneR presente nas plantas codificam proteinas receptoras especificas denominadas
Aprote2nas RO que reconhecem o0os dom2nios d:¢
ou camada de defesa do sistema imune inato da planta, as efetoras desencadeiam ge@es a jusa
resultando numa forte resposta estiegpecifica hipersensivel ou reac@&hipersensibilidade
(RH) geralmente referida como imunidade desencadeada por efetoras, do afigt@sr(
triggered immunity ETI) ou resisténcia qualitativa ou resisténaiatical (BOLLER; FELIX,

2009; WANG et al.2014).

De acordo com Kushalappa et al. (2016), a caracteristica principal da ETI é a
hipersensibilidade ou morte celular, onde o avanco do patdégeno na planta € completamente
suprimido seguindge uma completa swgssao da PTI/MTI pelas efetoras. Entretanto, quando
a resisténcia € ativada por fatores de viruléncia de patdgenos em plantas mais susceptiveis, nas
quais efetoras séo capazes de suprimir até certo ponto a primeira resposta de defesa
desencadeada por MAMIPRAMPS, gerando assim uma supressdo pada&@TI/MTI pelas
efetoras, caracterizee dessa forma a susceptibilidade desencadeada por efetoras, do inglés
(effectortriggered susceptibility ETS) (NIKS et al.2015).

Os pesquisadores Dangl & Jones (200ddtetizam que as proteinas R da planta podem
ser ativadas indiretamente por efetoras codificadas por patégenos e ndo por reconhecimento
direto. Isso implicaria que as proteinas R reconhecem indiretamente as efetoras dos patdogenos
monitorando assim a intedade das células hospedeiras alvo da acéo
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das efetoras. Contudo, o deslocamento de moléculas enddogenas ou partes de moléculas
geralmente para o meio extracelular como resultado de danos teciduais ou celulares provocados
pelo avanco do gidgeno mediante acdo das efetoras que foram amplamente detectadas e
percebidas provavelmente de forma indireta s&o como sinais de perigo os quais induzem a
planta hospedeira a produzir padrdes moleculares associado ao dano, dodargkege (
associated mecular pattern§ DAMP) como resposta de defesa do sistema imune inato (VAN
DER BIEZEN; JONES, 1998; CHOI; KLESSIG, 2016).

De uma forma geral, uma resposta imune PTI ou ETI mais fraca, com auséncia de
resposta hipersensivel, devido a reducdo ou ndo halmade de genes que codificam
proteinas efetoras, proteina R, MAMPs/PAMPs ou PRRs, além de toxinas sintetizadas pelos
patdgenos, permitindo que 0s mesmos avancem no processo de infec¢cdo € considerada uma
resisténcia incompleta, parcial, basal ou quan#gCOOK et al., 2015; NIKS et al., 2015;
KUSHALAPPA et al., 2016).

Atualmente, a inclusdo de elicitores gerai8ve em um Unico modelo denominado
Afzi gzago para descrever o0 sistema i mune da
conceitual desrevendo as interacdes planta/microrganismo.

O modelo descrimina quatro fases, sendo: 1°) MAMPs sdo reconhecidas por PRRs
presentena membrana externa resultando em imunidade desencadeada por MAMP/PAMP
(MTI/PTI) que pode parar a colonizagdo. 2°) Molécuhzobianas produzidas, denominadas
efetoras permitem que os patégenos bem sucedidos superem a MTI/PTI, resultando em
susceptibilidade desencadeada por efetoras (ETS). 3°) Subsequentemente, estas proteinas
efetoras podem ser reconhecidas indiretamenteiretaghente por receptores intracelulares
(Proteina R) ativando a imunidade desencadeada por efetoras (ETI) que é considerada uma
resposta da MTI/PTI acelerada e amplificada, resultando em resisténcia a doenca e
frequentemente uma resposta de morte cehi@rsensivel (HR) no locdkinfeccgao.

Por sua vez, o patdgeno pode subverter a ETI e restaurar a ETS, seja por evasao de
reconhecimento por perda, mutacao de efetoras reconhecidas ou por supressao da ETI por novas
efetoras. 4°) A selecdo natural condid os patdégenos para evitar a ETI, quer por
derramamento, quer por diversificagimgenes efetores reconhecidos, quer pela aquidigao
efetoras adicionais que suprimam a ETI (JONES; DANGL, 2006; COOK 204h).

Esse modelo prevé a-ewolucao contina em que a planta restaura a ETI pela evolugéo
de novos geneR, e o0 patdbgeno causa a doenca superando o reconhecimento, em outras
palavras, a ativacdo de defesa apos o reconhecimento da MAMP/PAMP é combatida pelas
efetoras secretadas por patdogenos, eeteio que os genes de aviruléniacomo definidos
no modelo gena-gene, podem contribuir para a viruléncia do patégeno em hospedeiros com
auséncia de proteinas codificadas pelo genes R, necessarias para o reconhecimento das efetore
(VAN DER BIEZEN; JONES, 1998; COOK et al., 2015).

Uma visdo mais generalizada do sistema imunoldgico integra uma gama de interagfes
gue representam o sistema imune da planta, e o primeiro principio dessas interacdes é que 0S
microrganismos invasores colonizandalanta hospedeira com sucesso ou néo, sao detectados
atraves das MAMPS, DAMPS e efetoras pelas proteinas receptoras das células hospedeiras.

Um segundo principio béasico, é que os patégenos ou mutualistas evoluiram para: a)
evitar a ligacdo de proteinasddpras por diversificacdo de sequéncias, modificacde pos
transducional ou perdas, ou b) subverter diretamente a imunidade do hospedeiro implantando
efetoras bioquimicamente ativas (HANEY et al., 2014). Ja o terceiro principio central € que a
co-evolugdo ontinua é moldada por receptores extra e intracelulares que revelam com preciséo
potenciais invasores e por qualquer acdo microbiana, permitindo continua simbiose e
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um quarto principio € que as multiplas interacbes receptores/prdigiadsras estdo
ocorrendo simultaneamente (HANEY et al., 2014; COOK et al., 2015).

Por fim, mecanicamente, o reconhecimento da planta hospedeira e o invasor sendo
evitado do reconhecimento sdo realizados através de uma variedade de rotas que variam em
detalles, mas evoluiram para aumentar a aptiddo dos respectivos microrganismos.
Consequentemente, as interacdes atuais entre hospedeiros/microrganismos, refletem a evolugac
a partir destes diversos sistemas deparper ce
driblar o sistema imune da planta (COOK et al., 2015).
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CARACTERIZACAO FILOGENETICA DOS ISOLADOS DSE A101,
A102, A103, A104 E A105
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3.1RESUMO

Fungos endofiticoslark septatg DSE) representam um grupo polifilético e heterogéneo de
fungos filamentosos, com habilidade em colonizar raizes de plantas saudaveis. Constituem
numerosos taxons pertencentes a varias ordens dssfitmycotaEmbora haja um interesse
crescente de pes@ais sobre estes fungos, pouco se sabe sobre o status taxonémico de DSE em
regibes tropicais. O presente estudo teve como objetivo caracterizar filogeneticamente os
isolados DSE A101, A102, A103, A104 e A105 depositadas na Cale€@amgos Micorrizicos

da Embrapa Agrobiologia (COFMEA), visando a identificagdo taxondmica. A extragdo do
DNA flingico realizada utilizandee o kit para extragio Wiz&@&enomic DNA Purification
(Promega), com modificacdes. Para analise genética foram realizadas reacdes de BER com
marcadores moleculares baseados nos genes da subunidade menor (SSU) 18S do rDNA, fator
de transl a- «o0o eubdinadTiuB)a Actia (ACT)Eeh difererfbes condicbes

de temperaturads sequéncias obtidas foram comparadas a outras sequéep@stadas no
National Center for Biotechnology Informati6nNCBI e o alinhamento mdltiplo realizado
através do programa MEGA 7.0. O isolado A102 foi identificado dBtadosporiumnsp., € 0s
isolados A104 e A105 foram identificados como pertencenteniégd entitheciacea¢ordem
Pleosporales No entanto, os isolados A101 e A103 permanecem como taxodsfiréidos.

Palavras chave Fungos filamentosos. Fungos DSE. Filogenia. PCR. Taxonomia.
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3.2ABSTRACT

Dark septate endophytic (DSE)gi represent a polyphyletic and heterogeneous group of
filamentous fungi, with the ability to colonize healthy plant roots. They constitute numerous
taxa belonging to several orders of phyl#acomycota Although there is an increasing
research interesh these fungi, little is known of the taxonomic status of DSE in tropical
regions. The present study aimed to phylogenetically characterize the DSE A101, A102, A103,
A104 and A105 isolates deposited in the Mycorrhizal Fungi CollectbrEmbrapa
Agrobiologia (COFMEA), aiming at taxonomic identification. The extraction of fungal DNA
performed using the Wizard® Genomic DNA Purification extraction kit (Promega), with
modifications.For genetic analysis, PCR reactions were performed with molecular markers
basel on the genes of the minor subunit (SSU) 18S of the rDNA, translation and elongation
f act or -tupdlire(FUB) andbactin (ACT), under different conditions of temperature. The
sequences obtained were compared to other sequences deposited at thé Cletiendor
Biotechnology Information NCBI and the multiple alignment performed using the MEGA 7.0
program. Isolate A102 was identified @sadosporiumsp., and isolates A104 and A105 were
identified as belonging to the familbentitheciaceadorderPleosporale$. However, isolates
A101 and A103 remain unknowaxa.

Keywords: Filamentous fungi. DSE fungi. Phylogeny. PCR. Taxonomy.
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3.3INTRODUCAO

Os fungos endofiticodark septat€ DSE) sdo ascomicetos biotréficos facultativos, que
ocorrem nos mais variados tipos de ecossistemas e ass#Eci@ans mais variados géneros e
espéciesle plantas hospedeiras (JUMPPONEN; TRAPPE, 1998). A identificacdo basica dos
fungos DSE nas células vegis, baseime na presenca de hifas melanizadas e septadas
colonizando inter e intracelularmente células da epiderme e do cortex do tecido radicular, além,
da formacdao de estruturas intracelulares tipo microesclerodios (JUMPPONEN; TRAPPE, 1998;
NEWSHAM, 2011).

A reproducao sexual e assexual dos fungos DSE ainda € desconhecida na natureza. No
entanto, a partir de ensaios vitro, utilizando meios de cultura e diferentes condi¢des de
cultivo, estes fungos tém sido classificados como conidiais ou formariongstgril, isto é,
hifas vegetativas que ndo se diferenciam em estruturas de reproducdo como conidiéforos e
células conidiogénicas e, consequentemente, ndo produzem esporos (WANG; WILCOX, 1985).
Apesar de ndo haver relatos até o momento, indicando a&weetre os estadios sexual e
assexual, a reproducado sexual é possivel (CURRAH et al., 1993; KNAPP et al., 2015).

A exemplo da espéci@cephala applanataa esporulacdo desta estirpe nunca foi
observada, mesmo que, em condi¢des controlada (GRUNIIG 2005). A total auséncia na
producdo de esporos por fungos DSE, limita o uso da classificacdo baseada apenas nas
carateristicas morfologicas (JUMPPONEN; TRAPPE, 1998).

Os avancos, sobretudo com base em técnicas moleculares tém permitido um melhor
enterdimento dos fungos DSE em nivel taxondémico (NEWSHAM, 2011). Estudos anteriores,
empregando os métodos moleculares: inter sequéncias simples repetitivas (ISSR),
polimorfismo de comprimento de fragmentacdo de restricdo (RFLP) e sequenciamento da
regido ITS, permitiram inferir que o fungdPhialocephala fortinii (ordem Helotialeg,
considerada a principal representante DSE (WANG; WILCOX, 1985), € composta por varias
espécies cripticas, formando o complexo de esp&iedocephala fortiniis.l.- Acephala
applarata (PAC) (GRUNIG et al., 2002; GRUNIG et al., 2005).

Os dados moleculares baseiaena variabilidade das sequéncias de DNA de espécies
intimamente relacionadas, e 0s estudos comparativos das sequéncias de nucleotideos fornecern
um meio para analisar adagbes filogenéticas em uma ampla gama de niveis taxondmicos
(TEKPINAR; KALMER, 2019).

Com a abordagem molecular, a determinacdo de espécies fungicas tem sido aplicada
com sucesso desde a década de 90 (WHITE et al., 1990). Desde entédo, o uso de sgguéncias
genes como marcadores moleculares torna@rmdispensaveis para estudos filogenéticos
visando a classificacdo taxonOmica de fungos, especialmente quando 0s caracteres
morfoldgicos sdo insuficientes ou indisponiveis para a correta atribuicdo de £PEIINIG
et al., 2002).

Entre os principais marcadores moleculares utilizados para identificacdo de taxons
fungicos, destacarve 0s genes: 0 espaco interno transcrito (ITS), a subunidade menor (SSU)
18S do rDNA e subunidade maior ribossomal (LSU) 288t th translacao e elongacao (TEF),

a -tiibulina (TUB), a actina (ACT), a calmodulina (CaM) e a segunda maior subunidade da
RNA polimerase Il (RPB2) (TEKPINAR; KALMER, 2019).

A relacdo filogenética de fungos DSE podem ser obtidas usando marcadores
moleculaes como sequéncias Unicas, isto €, apenas um gene (GRUNIG et al., 2002; LI et al.,
2018; VERGARA et al., 2018a; HOU et al., 2020) ou através de um conjunto de genes
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analisados de forma combinada (GRUNIG et al., 2008, 2009; KNAPP €0&b; USUI;
TAKASHIMA; NARISAWA, 2016; VOHNIK et al., 2019).

Estudos filogenéticos permitiram inferir que fungos DSE estdo distribuidos em vérias
ordens dentro de ascomicet@apnodiales ChaetosphaerialehaetothyrialesEurotiales
Helotiales Hypocreales Microdochium Microascales Pleosporales Sordariales
Trichocladiume Xylariales(JUMPPONEN; TRAPPE, 1998; NEWSHAM, 2011).

Varios taxonsde DSE tém sido identificadoscomo membrosda ordem Pleosporales
(KNAPP; PINTYE; KOVACS, 2012; VOHNIK; BOROVEC;K OL AF R®G6; LI etal.,

2018). Esta ordem engloba % dagons/espécies identificadas dasthideomycetes possui

cerca de 90 familias (KIRK et al., 2008), que tém sido revisadas baseadas na filogenia de
marcadores moleculares (Zhang et al., 2012; Knapp et al., 2015; LI et al., 2018; JAYASIRI et
al., 2019).

Alguns fungos endofiticos isolados de raizes do arroz silvé3tyeg glumaepatuba
foram identificados como DSE (PEREIRA et al, 2011; RIBEIRO et 2011), e
posteriormente, depositados na Colecdo de Fungos Micorrizicos da Embrapa Agrobiologia
(COFMEA). Entre estes isolados, com a analise da regiao-ST&2ITS2 observotse fungos
de varias ordens, principalmentéapnodialese um maior namero par®leosporales
(VERGARA et al., 2018a), porém para a grande maioria ndo foi possivel o posicionamento nem
mesno dentro de familias.

Considerando que DSE ainda s&o pouco investigados em regides tropicais, sobretudo na
Ameérica do Sul, no presente estudo, cinco isolados DSE depositadas na Cole¢do (COFMEA)
denominados, A101, A102, A103, A104 e A105 foram investigaasnivel molecular,
visando a identificacdo ao nivel de familia, género e espécie. Este estudo teve por objetivo,
caracterizar os isolados DSE através de marcadores moleculares baseados nos genes d:
subunidade menor (SSU) 18S do rDNA, fator de translagdd eo n g a - « @ubulineRE F) ,
(TUB) e Actina (ACT).
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3.4MATERIAL E METODOS

Neste estudo, os isolados de DSE A101, A102, A103, A104 e A105 depositados na
colecdo (COFMEA) foram investigados quanto ao posicionamento taxondémico mediante
andlies filogenéticas. Estes fungos foram isolados do tecido radicular do &roz (
glumaepatula em regido Amazonica (PEREIRA et al., 2011; RIBEIRO et al., 2011).
Marcadores moleculares tém sido utilizados em larga escala com o objetivo de identificar
taxons flogeneticamente relacionados.

3.4.1Extracdo do DNAgenbémico

A extracdo do DNA fungico foi realizada utilizarde o kit para extracdo Wizard®
Genomic DNA Purification, Promega, com modificacdes. Inicialmente, o micélio de cada
isolado fungico focrescido em meio agar batata dextrose (PDA) por aproximadamente 8 dias.
Foram preparados microtubos eppendorf (8lQ contendo 0,2 g de Pérola de vid@lgss
bead$ 106 microns (Sigma). Aos tubos foram adicionados 1 mL de aguaQvtiterilizada,
segudo por uma agitagdo em (Vortex T Genie 2) por 1 minuto em rotacdo vigorosa e
centrifugacdo por 1,5 minutos a 13000 rpm, posteriormente susedeudescarte do
sobrenadante e os eppendorfs contendo as pérolas dautottavados.

Como adaptacéo guwotocolo de extracado de DNA do fabricante, 4 a 6 discos de micélio
retirados da placa com auxilio de ponteira esterilizada, foram adicionados nos microtubos
contendo as pérolas de vidro, em seguida adicised®@00 ul de solucéo de lise celular. Com
auxilio de pistilos autoclavados os discos de micélio foram macerados manualmente e agitados
em Vortex por cercde2 minutos em rotacéo n° 5/7. Em seguida foram adicionados 600 ul de
solucéo de lise nucleica nos microtubos e agitados em Vortex por 10 mimutoggéo n° 5.
Posteriormente, foram realizados cinco ciclos de aquecimento 95 °C / resfriamento (Gelo) por
10 minutos cada. Em seguida, foram adicionados 400 pl de solugéo de precipitacdo e 0s mesmos
agitados em Vortex por 20s em rotacdo n° 5. Os misostdioram incubados em gelo por 5
minutos, seguido por centrifugacdo a 13000 rpm por 3 minutos. Foram retirados 600 pl do
sobrenadante e adicionado em novos microtubos ja contendo 600 ul de isopropanol. Os
microtubos foram mexidos por inversao e centriflaggapor 2 minutos. Posteriormente, o
sobrenadantdoi descartado e adicionado 600 pl de etanol 70% aos microtubos, apés
centrifugacdo a 13000 rpm por 3 minutos. Com auxilio de pipeta automatica todo o etanol foi
retirado e os microtubos foram completamestzos emSpeed vacuunCENTRIVAP
CONCENTRATOR (LabConco) por 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 100 pl de
solugéo de reidratagdo de DNAs amostras foram armazenadas em freez20 &C para uso
posterior.

3.4.2Caracterizacdogenética

Para a analiseegética foram realizadas reagiPCR utilizando diferentes iniciadores
(Tabela ] . Para 25 Ol de rea-«o foram utilizado
mM; dNTP 0, 25 mM,; I TS1T 0, 20 ¢ M; Pri mers O,
reacdes de raplificacdo foram realizadas em termociclador SureCycler 88@®ilent
TechnologiesAs condi¢cbes de amplificagdo foram conforme descritos abaadoef{a 2.
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Tabela 1.Iniciadores usados para amplificacdo do DNA dos isolados DSE

Gene Iniciadores Sequ°®°ncBéapy (Direcdo| Referéncias
: Btla TTCCCCCGTCTCCACTTCTTCATG| Forward Glass;
Btlb GACGAGATCGTTCATGTTGAACTC| Reverse (1995)
Btub2Fd | GTB CAC CTY CAR ACC GGY CAR| Eonward
b-tubulina TG Woudenberg
Btub24Rd | CCR GAY TGR CCR AAR ACR AAG| Reverse | et al.,(2009)
TTIGTC
. EF1728F | CAT CGA GAA GTT CGA GAA GG | Forward | Carbone; Kohn,
EF-1 0 (1999)
EF2Rd GGT GCATYT CSACGG ACT TGA| Reverse| Groenewald
et al., (2013)
EF1 526F Forward | Groenewald
] GTC GTY GTY ATY GGH CAY GT etal, (2013)
EF-1 U ,
EF11567R | ACH GTR CCR ATA CCA CCRATC| Reverse | amoreoob)
T roenewa
et al.,(2013)
y EF1728F | CAT CGA GAA GTT CGA GAA GG | Forward | Carbone: Kohn,
EF-1 U (1999)
EF1 986R Reverse | Groenewald
TAC TTG AAG GAA CCC TTA CC etal. (2013)
512F ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC | Forward | Carbone; Kohn,
ACT (1999)
2Rd Reverse | Quaidvlieg
ARRTCRCGDCCRGCCATGTC etal, (2011)
fRPB25F GA (T/C) GA (TIC) (A/IC) G (A'T) | Forward
CCCAT
NS3F CGCCCGCCGCGCGCG Forward Wauyts etal.,
18S (SSU) (2002)
YM 951R TTGGCAAATGCTTTCGC Reverse Haz;gact)eé;ll.,

Tabela 2.Condic¢des de temperatura para PCR

Iniciadores

Condicoes de
Temperatura

Iniciadores

Condicdes de
Temperatura

BT2a/BT2b

EF1-526F / EF11567R
EF1-728F / EF1986R

Hot St arit94°Cn
Desnaturacao: 45s94°C
Anelamento: 30§ 52°C

EF1-728F / EF

Hot St arit95Cni
Desnaturacéo: 45s94°C
Anelamento: 30% 52°C

Alongamento: 90§ 72°C Rd Alongamento: 1208 72°C
ACT512F / ACTRd Ext . Fii72°@ | e ? e al - 6
30ciclos 30 Ciclos
Hot St ar t95Cn Hot St arit95Cni
Desnaturag&o: 45s94°C BT2a/BTob | DesSnaturacdo: 43s94°C
ACT512F / ACTRd Anelamento: 30§ 52°C Anelamento: .301;"52/505/58
Alongamento: 90% 72°C Alongamento: 90$ 72°C
Ext . Fii7eca | Ext . F|'|_72°@ I : 6
30 Ciclos 35 Ciclos
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Tabela 2.Continuacao

Iniciadores CondicGesde Iniciadores Condicbesde
Temperatura Temperatura
Hot St arit95Cni Hot St art97°Cni
Desnaturacao: 45s94°C Desnat ufi @2C« 0 |
Btub2Fd/Btub24Rd | Anelamento: 308 55°C NS3/YM951r Anel ameirb5°0 :
Alongamento: 90§ 72°C Al ongaméT2tCo :
Ext . Fireeal ;¢ Ext . Fi 2l :
30 Ciclos 35 Ciclos
Hot St arit95Cni
Desnaturacéo: 45s94°C
Anelamento: 30% 55°C
fRPB25F/RPB27R Alongamento: 90§ 72°C i )
Ext . Fiite@ | ¢
30 Ciclos

3.4.3Analise filogenética

Foi realizado alinhamento multiplo através da ferramBatac Alignment Serch Tool
i BLAST T e posteriormente realizese a comparagdo com as sequéncias depositadas no
National Center for Biotechnology InformatieNCBI. O alinhamento multiplo das sequéncias
foi realizado atrav®s da ferramenta Rmuscl
STECHER; TAMURA, 2016).

A an8lise filogen®tica Neghborpigmngd i zMdda ado
c8l culo da di st ©nc i-paa rpaenheot entodd ecl oom fiakni 8m uirsaed sd ¢
repeticdes utilizando também o programa MEGA 7.0. rAssbomo, pela plataformade
alinhamento ASeaviewo (GOUY; GUI DON; GASCUE
replicatas por bootstrap. A espé8ehismatomma decoloraifsultura DUKE 0047570) foi
usado com o outgroup na analise filogenética da regido 1&SpaieHysterium angustatum
(cultura CBS 236.34) foi usada com outgroup na analise filogenética da regido RPB2
(SCHOCH et al., 2009; ZHANG et a2012).

Também foram incluidas no alinhamento multiplo espécies representantes de 18
familias inseridas nardem Pleosporaleg§de GRUYTER et al., 2009; ZHANG et al., 2009;
ZHANG et al., 2012; PHOOKAMSAK et al., 2014; LUO et al., 2016; JAKLITSCH et al., 2018;
VERGARA et al., 2018a).
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3.5RESULTADOS

Apos testar diferentes condi¢fes de PCR, ndwelsteamplificacdo com os iniciadores
BT2a [/ BT2b e Btub2Fd / Bt ub 4 Rthbulgau (@UBa mp | i
(GLASS; DONALDSON, 1995; WOUDENBERG et al.,, 2009), E2BF /EF1-
986R e EF1728F / EFRd que amplificam a regido genémica faleelongacaa 1 alfa (EF
1U) (GLASS; DONALDSON, 1995; GROENERWAUWED et
amplificam a regido gendmica Actina (ACT) (QUAIDVLIEG et al., 2011), Em contrapartida,
obtevese amplificagdes com os iniciadores fRPH2/ fRPB27R qle amplificam a segunda
maior subunidade da RNA polimerase Il (RPB2) (LIU; WHELEN; HALL, 1999; MALKUS et
al., 2006) e os iniciadores NS3 / YM951r que amplificam a regido gendmica 18S (SSU) do
rDNA.

Sequéncias de boa qualidade com 840 pb, 839 pb, 831 pb, 834 pb e 872 pb, da regido
18S do rDNA foram obtidas dos isolados A101, A102, A103, A104 e A105, respectivamente.
Semelhantemente, a partir dos isolados A102, A104 e A105 foram obtidas sequén&ibe&om
pb, 1306 pb e 1171 pb respectivamente, da regido RPB2. Por conseguinte, a partir dos dados de
sequenciamento foram realizadas analises filogenéticas parasehiera classificacdo dos
isolados ao nivel de familia, género e espécie.

As relacbes filogeéticas dos isolados de DSE com outras 49 espécies de fungos
representantes de familias pertencentes a oilewsporales(Tabela 6 - Anexo) foram
estabelecidas mediante sequenciamento do gene que codifica a subunidade menor 18S do
rRNA. Os isolados DSE A103, A104 e A105 foram agrupados na faoeitiitheciaceae
filogeneticamente relacionados ao gérleoaceascoma Lentithecium(Figura 1).

Os isolados A101 e A102 ndo apresentaram relacdo com nenhuma das demais
sequéncias avaliadas, formando um clado distinto com valores de bootstrap inferior a 50%,
indicando que a arvore nao refletiu uma boa robustez mediante andlise das sequéncias do rDNA
18S dos isolados DSE.

As relacdes filogenéticas dos isolados A102, A104 e A105 também foram estabelecidas
com uso de sequéncia do gene RPB2 (LIU; WHELEN; HALL, 1999). Mediante analise de
busca por similaridade através da ferramenta BLAST e posterior agApacom sequéncias
depositadas no NCBI, o isolado A102 apresentou porcentagem de similaridade acima de 90%
com as estirpeLladosporiumsp. 92.89% (MF951414.1) €. magnoliigena 93.33%
(MK431094.1), a partir de 100 sequéncias selecionadas. Ambos aosdd04 e A105
apresentaram similaridade acima de 90% com a esPéaeascoma aquaticu(MFLUCC
14-0048), o que determinou a escolha desta estirpe juntamente com outras representantes de
familias pertencentes a ordétteosporalegTabela 6- Anexo) paraanalise filogenética.

Utilizando o mesmo critério e modelo evolutivo da analise filogenética 18S do rDNA,
os isolados Al04 e A105 também foram agrupados pela filogenia RPB2 na familia
Lentitheciaceaeformando um clado a espécie. aquaticum (Figura 2). Resultado
semelhantemente foi observado mediante analise de maxima parciménia (MP) na qual 299
nucleotideos do 535 foram mais informativbgy(ra 3).
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Al04

A105

1A103 Lentitheciaceae
Poaceascoma aquaticum MFLUCC 14-0048

Lentithecium fluviatile CBS 123090

57) ﬁaiﬂ:ldsia brevispora NBRC 106240 | Didymosphaeriaceae
Kalmusia brevispora MAFF 239276
?{ﬂ'emamsphaerfa pertusa CBS 122368 | Trematosphaeriaceae
Trematosphaeria pertusa CBS 122371
Massarina eburnea CBS 473.64 | Massarinaceae
[Fenﬁrhecizmz aquaticum CBS 123099 | Lentitheciaceae

& Lentithecium aquaticum CBS 123099

\Paraphaeosphaeria minitans CBS 122788

Kalmusia scabrispora MAFF 239517

[Kalmusia scabrispora NBRC 106237 Didymosphaeriaceae
\Paraphaeosphaeria michotii CBS 591.73

[ |\Paraphaeosphaeria michotii CBS 652.86

Karstenula rhodostoma CBS 690.94

——Montagnula opulenta CBS 168.34 | Didymosphaeriaceae
Massarina cisti CBS 266.62 | Massarinaceae
Efmurin novae-zelandiae CBS 107.79 | Didymosphaeriaceae
88— Massarina igniaria CBS 845.96 | Massarinaceae
r Al101
A102

Delitschia winteri CBS 225.62
Delitschia didvma UME 31411
Lophiostoma caulium CBS 623.86
rlLophiostoma crenatum CBS 629.86 Lophiostomataceae
ophiostoma compressum IFRD 2014
ophiostoma arundinis CBS 621.86
Lophiostoma fuckelii CBS 101952
[ Massaria inquinans M19
mmniculicola immersa CBS 123083
Ammniculicola immersa CBS 123083
Westerdvkella ornata CBS 379.55
reussia funiculata CBS 659.74 Sporormiaceae
Preussia terricola DAOM 230091
igialus grandis BCC 18419
Aigialus grandis JK 5244A Aigialaceae
scoeratera manglicola BCC 09270
9 Ascocratera manglicola JK 5262C

Delitschiaceae

5

| Massariaceae

Amniculicolaceae

70

[ Pleospora herbarum CBS 714.68 | Pleosporaceae
|| scochyta pisi CBS 126.54
idvmella exigua CBS 183.55 Didymellaceae
homa herbarum CBS 276.37
‘Phoma herbarum CBS 615.75
Melanomma pulvis-pyrius CBS 371.75
elanomma pulvis-pyrius IFRDCC2044 | Melanommataceae
[ | s lPleomassaria siparia CBS 279.74 | Pleomassariaceae
erpotrichia diffusa CBS 250.62
Herpotrichia juniperi CBS 200.31 | Melanommataceae
orosphaeria ramunculicola JK 5304B
’V BG‘F;eHcascus nypae BCC 36751 Morosphaeriaceae
Helicascus nypae BCC 36752
Phaeosphaeria orvzae CBS 110110 | Phaeosphaeriaceae
Cucurbitaria berberidis CBS 394.84 | Cucurbitariaceae
Leptosphaeria doliolum CBS 505.75 | Leptosphaeriaceae
Schismatomma decolorans DUKE 0047570 | Roccellaceae

Figura 1. Arvore filogenética baseada na regiio 18S do rDNA (SSU) dos isolados Al@?,, A
A103, A104 e A1lO05Ne@hborainings cdoom noRF locdwl of  d &
pel o mRIt owpadmdtrod com 100 replicatas wusar
7.0. A barra representa 5 substituicdes a cada 100 nucleotideos.
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100 | Lophiostoma compressum IFRD 2014
Lophiostoma compressum IFRDCC 2081
Lophiostoma crenatum CBS 629.86
Lophiostoma arundinis CBS 621.86

Herpotrichia diffusa CBS 250.62
Melanomma pulvis-pyrius IFRDCC 2044 | Melanommataceae

Melanomma pulvis-pyrius CBS 371.75

100 | Delitschia didvma UME 31411 Delitschi
Delitschia winteri CBS 225.62 eliscinaceae

100 | Aigialus grandis BCC 18419
Aigialus grandis JK 5244A Aivialaceae
100 E Ascocratera manglicola JK 5262C 8
82— Rimora mangrovei JK 5246A

[Prertssiaﬁ.lnfczdam CBS 659.74 .
100 = Preussia terricola DAOM 230091 Sporormiaceae
A102
Ammicuolicola lignicola CBS 123094
100 Ammiculicola immersa CBS 123083 Amniculicolaceae
00" gmniculicola immersa CBS 123083
Westerdvkella ornata CBS 379.55 | Sporormiaceae

100 | Trematosphaeria pertusa CBS 122368
Trematosphaeria pertusa CBS 122371

6418 Moresphaeria ramunculicola JK 5304B .
£ Helicascus nypae BCC 36751 Morosphaeriaceae
0" Helicascus nypae BCC 36752
Cucurbitaria berberidis CBS 130007 | Cucurbitariaceae

Y — Didymella exigua CBS 183.55
Ascochyta pisi CBS 126.54 .
100 9{ P Didymellaceae

Lophiostomataceae

42

25 B3

26

| Trematosphaeriaceae

3 Phoma herbarum CBS 615.75
9% Phoma herbarum CBS 276.37
100 | Lentithecium aquaticum CBS 123099
4‘99 Lentithecium aquaticum CBS 123099
Lentithecium fluviatile CBS 123090 Lentitheciaceae

Poaceascoma aguaticum MFLUCC 14-0048
100 Al104
1007 A105

Montagnula opulenta CBS 168.34
Paraphaeosphaeria michotii CBS 591.73
Paraphaeosphaeria michotii CBS 652.86
Paraphaeosphaeria minitans CBS 122788 Montagnulaceae /

Karstenula rhodostoma CBS 690.94 id I .
Bimuria novae-zelandiae CBS 107.79 Didymosphaeriaceae

E

99

53

38

100 [ Kalmusia scabrispora MAFF 239517
Kalmusia scabrispora NBRC 106237

o Kalmusia brevispora MAFF 239276
190" Kalmusia brevispora NBRC 106240

Massarina igniaria CBS 845.96
Massarina cisti CBS 266.62

Massarinaceae

Hyvsterium angustatun CBS 236.34 | Hysteriaceae

0.10

Figura 2. Arvore filogenética baseada na regido RPB2 do rDNA dos isolados A102, A104 e
C

A105 atr av Geighbosjoinn@@t o dNoJ )i com c8l cul o da
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3.6 DISCUSSAO

Fungos DSE representam um grupo heterogéneo e polifilético de fungos filamentosos,
também denominados dematiaceos ou fungos escuros, distribuidos em varias ordens do filo
AscomycotdJUMPPONEN; TRAPPE, 1998; KNAPP et al., 2015; KNAPP et al., 2018). As
ordens Helotiales e Pleosporales sdo frequentemente atribuidos novos taxons, ao nivel de
fam2l i a, g°nero e esp®cie (NEWSHAM, 2011; (
et al., 2018).

Os isolados DSE A101, A102, A103, A104 e A105 utilizados neste estudo foram
isolados a partir de raizes de arroz silve€dryda glumaepatuleem area de cerrado e mata
na regido Amazonica (PEREIRA et al., 2011). Em estudos anteriores, os isolados A103, A104
e A105 foram identificados pela analise filogenética da regiao-5T&2ITS2 do rDNA, como
pertencente a ordeRieosporalegRIBEIRO et al., 2011; VERGARA et al., 2018a).

Da mesma forma, a partife caracteristicas morfolégicas em cultura e analise sob
microscopia Optica, o isolado A102 foi identificado ca@iadosporiunsp. econfirmado como
pertencente a esse género pela filogenia das regides ITS e TEF (RIBEIRO et al., 2011;
MEDEIROS, 2015). Apenas o isolado A101 revelou baixa similaridade com outras sequéncias
da regido ITS depositadas no GenBank, sugerindo -gatate um d&xon desconhecido
(RIBEIRO et al., 2011; VERGARA et ak018a).

O presente estudo mostrou que, comparando individualmente os valores de bootstrap
das arvores filogenéticas baseadas nos marcadores moleculares 18S e RPB2, foi observado que
especialmente oeme RPB2 contribuiu significativamente para a resolucao filogertings
internos e terminais, enquanto que o gene 18S contribuiu especialmente para uma baixa
resolucdo entre taxons intimamente relacionados. Isso pode ser parcialmente devido a regido
18S apresentar menos dominios hiper variaveis em fungos (SCHOCH et al., 2012), mas também
ao fatodeo RPB2 ser um gene codificador de proteinas, que permite um alinhamento altamente
confiavel em comparacdo com outros marcadores moleculares como ITS e éfRédgm
tornaremse dificeis de alinhase sobre uma gama mais amgidgaxons (JAKLITSCH et al.,

2018).

Cabe ressaltar que, embora o isolado A102 tenha demonstrado similaridade com
espécies do génel@ladosporium inserido na ordenCapnodiales(BENSCH etal., 2012),
também foi incluidanaanalise da regido RPB2, mostrando igualmente amnfdogenia 18S,
um clado distinto, o que era esperado por tsgade uma ordem distinta a ordBlaosporales
embora, estejam inseridas na mesma classieideomycete(INDEX FUNGORUM 2020).

A espécieP. aquaticumfoi inicialmente isolada a partir de bambu em decomposicéo
submerso em riacho de agua doce no norte da Tailandia (LUO et al., 2016), diferindo totalmente
dos isolados A104 e A105 que até o momento, mediastes para induzir a0 processo
conidiogénico, sdo reconhecidos por formarem micélio estéril, isto €, ndo esporulam
(MEDEIROS, 2015), ao passo guie,aquaticumfoi caracterizada morfologicamente pelo seu
estado teleomorfo formando ascomas, ascos e asoésmotendo seu estado anamorfico
desconhecido (LUO et al., 2016).

Apesar de formar um robusto clado cBraquaticum a filogeniadaregido RPB2 n&o
apresentou clareamento taxondmico dos isolados A104 e A105 ao nivel de género e espécie,
entretanto, os isolados seguramente pertencem a fdrafigheciaceaginseridana ordem
PleosporalegRIBEIRO et al., 2011; MEDEIROS, 2015; VERGARA et 2aD18a).
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Andlises filogenéticas multigénicas mostram que fungos DSE sdo comumente
identificados como pertencentes a familentitheciaceadKNAPP et al., 2015), a qual esta
inserida na subordeMassarineae pertence a ordeRleosporaleZHANG et al., 2012). A
ordem Pleosporalesé considerada a maior ordem da claBsghideomycetesenglobando
fungos que estabelecem interacdes de carater epifitico, parasitico ou endofitico, mas também
podem atuar como saprofitos de caules, folhas e cascas de plantas mortast @IR2068;

ZHANG et al., 2012).

Vergara et al., (2018a), também evidenciaram o agrupamento dos isolados DSE A103,
A104 e A105 em familias da subordéfiassarineagporém, proxima aMorosphaeriaceae
também inserida na suborddfassarineagenglobando espies particularmente sapréfitas em
ambientes terrestres ou aquaticos (ZHANG et al., 2012). Apesar do crescente interesse geral
nos fungos DSE, nosso conhecimento sobre a diversidade e distribuicdo desse grupo de fungos
endofiticos ainda é limitado.
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3.7 CONCLUSAO

Baseado na morfologia e comparado com sequéncias depositad@8hm isolado
DSE A102 foi identificado com@ladosporiumsp. Pela andlise filogenétidasregides 18S
do rDNA e RPB2, os isolados DSE A104 e A105 pertencéamdia Lentitheciaceaéserida
na ordemPleosporales Entretanto, esta caracterizacdo ficou inconclusiva, sendo necessario
realizar novas analises moleculares para caracterizar os isolados ao nivel de género e espécie
incluindo os DSE A101 e A103 quenmanecem taxons ndefinidos.
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CAPITULO 1I

AVALIACAO DA NAO PATOGENICIDADE DE CINCO ISOLADOS DE
FUNGOS DARK SEPTATE(A101, A102, A103, A104 e A105) EM
ESPECIES DE INTERESSE AGRICOLA INCLUINDO A SOJA,
FEIJAO -CAUPI, FEIJAO COMUM, ARROZ, MILHO, SORGO,

TOMATEIRO, ABOBORA, ALFACE E MAMAO

32



4.1RESUMO

Fungos DSE possuem a habilidade em colonizar endofiticamente raizes de plantas saudaveis e
tém sido identificados como potenciais promotores do crescimento v€ymtaldo, apesar de
inUmeras evidéncias de que os DSE possam melhorar o desempenho dais pidntasutras
evidéncias indicam que estes fungos também podem ter efeitos neutros ou negativos no
crescimento de plantas hospedeiras. O presente estudo dewe abjetivo avaliar a
patogenicidade de cinco isolados DSE (A101, A102, A103, A104 e A105) em pilentas
interesse agricola, incluindo soja, fel@aupi, feijjdo comum, sorgo, tomateiro, arroz, milho,
abobora, alface e maméo. Foram realizados trés wstpatogenicidade, sendo dois destes,
conduzidos em casa de vegetacao climatizada utilizemdolo esterilizadds plantasdecada

espécie foram inoculadas de forma separada, com trés réplicas de vaso para cada isolado
fungico A101, A102, A103, A104 e W5, incluindo como controle trés repeticdes de vasos
com plantas ndo inoculadas. Um terceiro teste de patogenicidade foi realizado em condicdes
laboratoriais utilizando meio de cultura. Além disso, também foi efetivado a visualizacédo e
analise microscopé (6ptica e confocal) dos isolados A101 e A103 colonizando raizes do
tomateiro. No geral, as plantas apresentaram desenvolvimento vegetativo normal e nao
apresentaram sintomas que indicassem processo infeccioso deletério ou desenvolvimento de
doencas indudas pelos isolados A101, A102, A103, A104 e A105, similar as plantas controle,
comprovando ndo serem patogénicos a estas espécies. Os isolados A101 e A103 colonizaram o
tecido radicular do tomateiro sem causar efeitos negativos e formaram estrutlaatipio,

hifas septadas e melanizadas, além de, estruturas tipo microescletbaoetulares.

Palavras chave:Carborundum. Estbmato. Fungos DSE. Patogenicidade. Simbiose.
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4.2 ABSTRACT

DSE fungi have the ability to colonize endophytically roots of healthy plants and have been
identified as potential promoters of plant growth. However, despite humerous evidences that
DSE can improve plant performanoevitro, other evidence indicates thhese fungi may also

have neutral or negative effects on the growth of host plants. The present study aimed to
evaluate the pathogenicity of five DSE isolates (A101, A102, A103, A104 and A105) in plants
of agricultural interest, including soybean, cowpeammon beans, sorghum, tomato, rice,
corn, pumpkin, lettuce and papaya. Three pathogenicity tests were performed, two of which
were conducted in a neair-conditioned greenhouse using sterile soil. The plants of each
species were inoculated separatelithwhree replicates of pot for each fungal isolate A101,
A102, A103, A104 and A105, including as control three replicates of pots withnomulated

plants. A third pathogenicity test was performed under laboratory conditions using culture
medium. In adition, microscopic visualization and analysis (optical and confocal) of isolates
A101 and A103 colonizing tomato roots was also carried out. In general, the plants presented
normal vegetative development and did not present symptoms that indicatedicleleter
infectious process or development of diseases induced by isolates A101, A102, A103, A104
and A105, similar to control plants, proving not to be pathogenic to these species. Isolates A101
and A103 colonized the root tissue of tomato plants withoutrgguaggative effects and formed
typical structures such as septate and melanized hyphae, besides intracellular micresclerotia
like structures.

Keywords: Carborundum. Stomata. DSE fungi. Pathogenicity. Symbiosis.
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4.3INTRODUCAO

Diante do &ual desafio para se promover estratégias economicamente viaveis que
possam suprir a demanda por uma agricultura sustentavel, mitiganddeinssonos quimicos
e ao mesmo tempo promover o aumento da produtividade agricola, a ateagégos de
microrganismos funcionais tém merecido especial atencéo em estudos nesse sentido (NGUYEN
et al ., 2015, WEBBECKER et al ., 2018) .

Dentre as associacoes bidticasja bem estabelecidas entre microrganismos e plantas,
gue culminam em processos naturais importantes para a agricultura, saient@xacao
bioldgica de nitrogénio (FBN) por bactérias diazotroficas e a nutricdo mineral de plantas pelos
fungos mcorrizicos arbuscularéEMA).

Nos ultimos anos, os fungos endofiticdark septate(DSE) tém sido estudados
mundialmente, devido ao imenso potencial para aplicabilidade ndo somente em é&reas florestais,
mas também para a agricultura.

Estudosanteriores mostram que, estes fungos sado encontrados nos mais variados biomas
e ecossistemas e demonstram a capacidade em colonizar mais de 600 espécies de planta:
distribuidas em mais de 300 géneros. Comumente, sdo isolados colonizando inter e
intracelulamente células do cortex e epiderme do tecido radicular das plantas hospedeiras e
formam estruturas tipo microesclerddios intracelulares (JUMPPONEN; TRAPPE, 1998).

Estudosn vitro demonstram que, o potencial para degradar e solubilizar minerais como
nitrogénio (N), fosforo (P), fosfato de célcio, ferro e aluminio, a partir de fontes organicas e
inorganicas e disponibilizar as plantas, é considerado como um dos principais mecanismos, pelo
qual, fungos DSE promovem o crescimento vegetal (NEWSHAM, 2011; SRAGNTI et
al., 2016).

Entretanto, os beneficios apresentados por estes fungos vao além da questéo nutricional.
Plantas que se desenvolvem na presenca destes fungos demonstram uma maior tolerancia &
estresses abiodticos e bidticos como: escassez hidricacomal (ZHANG et al., 2017; LI et
al., 2019), salinidade (QIN et al., 2017; MATEO et al., 2020), variacdes do pH e temperatura
(SPAGNOLETTI et al., 2016), presenca de metais pesados (LI et al., 2011; DIENE et al., 2014),
agroquimicos (SPAGNOLETTI et aR020) e ao ataque de patdogenos (NARISAWA; USUKI;
HASHIBA, 2004).

Apesar do melhor desempenho obtido pela planta na presenca do DSE, evidenciando
efeitos positivos, estudos mostram, que o carater das interagdes pode variar de neutro a negativa
(JUMPPONEM,2001; GRUNIG et al., 2008) e patogénico (WILCOX; WANG, 1987). A
exemplo do que ocorre com a simbiose micorrizica arbuscular e ectomicorrizica, os
mecanismos que levam a essa variabilidade na resposta da planta, parecem ser contexto
dependente (HOEKSEMA el., 2010), e tém sido atribuida a variacéo entre diferentes taxons
fungicos, da mesma forma que, diferentes hospedeiros em suas respostas a uma Unica estirpe
DSE (JUMPPONEM, 2001). Destacansi® ainda que, condi¢cdes experimentais, incluindo pH,
temperatua e disponibilidade de nutrientes, também influenciam na natureza da interagcéao entre
DSE e plantas (DAS; KAYANG, 2010; TELLENBACH; SIEBER, 2012; MANDYAM;
JUMPPONEN, 2015).

Estudos baseados em analises gendmicas, sugerem ainda, que um amplo repertério
gendico apresentado por DSE, permita a mudanca entre modos de vida, como de patogénico
para saprofitico e vieeersa, a exemplo da estirphialocephala subalpinSCHLEGEL et
al., 2016),Cadophorasp. ePericonia macrospinoséKNAPP et al., 2018) ou de pa&@&gco
para mutualista e vieeersa (JUMPPONEN, 2001).
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O fato € que, DSE tém sido observados em familias de plantas com estratégias de vida
bastante diferentes, sugerindo pouca ou nenhuma especificidade em relacdo as plantas
hospedeiras UMPPONEN; TRAPPE, 1998; MANDYAM; JUMPPONEN, 2005) e
claramente formam associacdo mutualista, semelhante aos FMA (JUMPPONEN, 2001).

A capacidade em colonizar e estimular o crescimento de plantas de interesse agricola,
sugerem que a inoculacdo de determisaSE pode ser uma estratégia eficiente para
sobrevivéncia de plantas em ambientes que apresentem condicdes adversas, como observade
na couve chinesa (NARISAWA et al 2004), no tomateiro (ANDRADRARES et al., 2011),
no milho (ZHAN et al., 2017) e no sw@ZHANG et al., 2017).

N&o obstante, apesar de serem pouco investigados em regides tropicais, resultados da
inoculacdo de DSE em plantas de interesse agricola no Brasil ttm se mostrado bastante
promissores. Em estudo recente, foi observado a colonizenélbésea de FMA e DSE em
raizes saudaveis de cadeacucar (FORS et al., 2020). Resultados evidenciando o potencial
para promocédo de crescimento também foram observados em outras plantas economicamente
importantes, destacande o arroz comercial) saiva), o arroz (cv. Piaui) e o tomateiro (cv.

Santa Clard5300) colonizadas pelos isolados DSE A101, A102, A104 e A105, originalmente
obtidos do arroz silvestréO( glumaepatulana regido Amazénica (PEREIRA et al., 2011;
RIBEIRO et al., 2011; VERGARA e1.a2017; VERGARA et al., 2018ab).

A habilidade destes isolados fungicos (A101, A102, A104 e A105) em colonizar o tecido
radicular de plantas saudaveis e atuarem como promotores do crescimento vegetal, demonstram
0 imenso potencial biotecnoldgico para sesplicados na agricultura, destacaisém isolado
A103, uma vez que, plantas do tomateiro e arroz evidenciaraaumentode 20 e 30% no
ganho de biomassa radicular e parte aérea, respectivamente. Além do aumento do
perfilhamento no arroz de 50%, podendste alcancar 100% (VERGARA et al., 2017,
VERGARA et al.,2018ab).

Outros resultados com plantas do arroz (variedade Nipponbare e Piaui) inoculadas com
os isolados A101, A102 e A103, foi observado maior tolerancia ao estresse provocado pela
deficiéncia @ 4gua, destacande a colonizacéo pelo isolado A102 em ambas variedades do
arroz, assim como, foi verificada uma diminuicdo do estresse oxidativo indicado pela
diminuicao da atividade de enzimas antioxidantes (SANTOS 204l).

No entanto, ainda séacipientes o conhecimento a respeito do efda@anoculacéo
destes cinco DSE, especialmente em plamtasinteresse agricola, e sado necessarios
entendimentos mais aprofundados da funcionalidade deste grupo de fungos em relacdo a
patogenicidade para gpessam ser realizados experimentos em condi¢cdes de campo de forma
segura, evitandee a disseminagao indesejada de posgedigenos.

Diante do exposto, no presente estudo, o comportamento dos isolados A101, A102,
Al104 e A105 inoculados endiferentes plantas de interesse agricola, distribuidas em
leguminosas, gramineas, hortalicas e fruticola, assim como, o padréo da coloniza¢do do tecido
radicular do tomateiro pelos isolados A101 e A103 foram determinados.

Para tanto, este estudo teve carbjetivo (i) avaliar a patogenicidadecinco isolados
de fungosdark septatgisolados A101, A102, A103, A104 e A105) a espécies de interesse
agricola incluindo a soja, feijamaupi, feijdo comum, arroz, milho, sorgo, tomateiro, abdbora,
alface e mamac (ii) visualizacdo e analise microscopica dos isoldaBg A101 e A103
colonizando raizes do tomateiro.
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4.4MATERIAL E METODOS

4.4.1Testesde patogenicidade

Para realizacdo dos testes de patogenicidade que serdo descritos a seguir, foram
utilizados cinco isolados fungicos DSE depositadas na Cog&oingos Micorrizicogla
Embrapa Agrobiologia (COFMEA) do centro de Recursos Biol6gicos Johanna Ddbereiner.
Estes DSE foram previamente isolados a partir de raizes de plkdet@soz silvestreQ.
glumaepatulf PEREIRA et al., 2011) e séo referidos como A101, A102, A103, A104 e A105.

Estes fungos foram testados quanto a sua provavel aviruléncia (PEREIRA etlal., 201
RIBEIRO et al.,, 2011; VERGARA Jr, 2014) por meio de inoculacdo utilizaeddtrés
met odol ogi as diferentes conhecidas como fn
colonizado pelo mic®lio f¥ngicoo, Am®t odo
(gr«os col onizados) e Aim®todo de inocul a- «
Acarborundumo.

a) Teste do palitode madeira colonizado pelo micélidungico

O método de inoculacdo com palito de madeira colonizado, o qual inclui as etapas de
preparo das placas, producado da suspenséao do inéculo, inoculagéo, avaliacéo e critério de
separacgédo das reagdes foi usado conforme método modificado e descrito por Yorinori. (1996).
Os fungos DSE foram testados em plantas de dez culturas distintas caolepdecss
leguminosas Soja cBR 1010 Glycine maxL.) Merr.i Fabaceag, o FeijaeCaupi cv.
Guariba Vigna unguiculatdL.) Walp. Fabaceag e Feijdo Comum, cv. CariocBHaseolus
vulgarisL. i Fabaceag gramineas como o Sorgo var. BRS 336rhum biclor (L.)
Moenchi Poaceag o Arroz var. PiauiQryza glumaepatul&teud.i Poaceage, o Milho
var. EldoradoZea mayd4.. 1 Poaceag em hortalicas como o Tomateiro var. Santa Cruz
Kada (Paulista)3olanum lycopersicuinSolanaceag a Abdbora vaMenina Brasileira
Precoce Curcubita moschat®uch.i Curcubitaceag a Alface var. Itapud 40T éctuca
sativaL. 1 Asteraceag e em fruticolas o Mamao, cultivar Formosa Cumpridiarica
papayal. i Caricacea¢.

Para a avaliacao da patogenicidade doadsd, o experimento foi instalado em casa de
vegetacdo. Para cada espécie vegetal foi realizado um experimento independente, porém com
0s mesmos isolados fungicos. Em cada ensaio, utilizaegim@s repeticdes ou vasos para cada
isolado, mas trés repetigd@ao inoculados. Os vasos foram distribuidos de acordo com o
delineamento inteiramente casualiz§tC).

O materialde solo para implantacdo dos experimentos foi coletado em area cujo solo
havia sido classificado como ARGISSOLO, no campo experimeniaintapa Agrobiologia
(Terraco), Seropédica, RJ. Foram utilizados vasos plasticos medindodeet@&acm de
diametro e 11,5 cm de altura com capacidade para $tloe

Antes da semeadura cada vaso foi acrescido de 400mL solugdo nutritiva Norris
modificada(NORRIS; DATE, 1976): KPQ: (87,19); KCL (37,269); MgS® 7H20 (123,2309);

CaSQ. 2H0 (0,344g); HBOs (1,43g); MnSQ. H20 (2,03g); ZnS@ 7H:0 (0,22g); CuS@

5H,0 (0,08g) (NH)s Mo70z4. 4H0 (0,01g); FeS® 7H:0 (2,5g); Acido

citrico (2,5g) por litro dégua, e irrigados nos dias subsequentes com agua destilada esterilizada
guando necessario, foram semeadas de 6 a 10 sementes de cada cultura por vaso.
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ApoOs serem inoculadas, as plantas permaneceram por periodo de seis dias em camara
umidapara favorecer a infec¢do pelos isolados de fungos DSE, apés este periodo a camara
umida foi retirada. A partir deste momento as plantas foram avaliadas por mais 15 dias,
totalizando 21 dias desde a inoculagao.

Amostras de plantas (hastes) colonizadasspiingos foram analisadas por meio de
microscopia Optica Axioplan (Carl Zei#¢demanha) equipado com camera digital Axiocam
MRCS5 (Carl Zeiss). Para registro da temperatura (°C) e umidade relativa do ar (UR%) foi
utilizado equipamento Data Logger D¥2P10.

b) Preparo das placas com palitoge madeira

Palitos de madeira foram cortados em tamanho de aproximadamente E@uwma (
4A) e afinados em uma das extremidades e espetados em disco de papel filtro (Whatman 1001
090) com mesmo diametro interno de ypteca de Petri (90mm dlFigura 4B). Cerca de 40
palitos de madeira foram espetados nos discos de papel de filtro deixando pequenos espacos
equidistantesHigura 4C). Os discos de papel foram colocados em placas de Petri, tendo os
palitos com a parte afit voltada para cimaigura 4D) e o conjunto esterilizado a 121 °C,
por 20 minutos em autoclaveigura 4E). Seguindo a esterilizagdo, o meio de cultura batata
dextroseagar (BDA) foi vertido nas placas deixando expostos cerca de 3mm da extremidade
dos mlitos Figura 4F).

Figura 4. Preparo das placas com os palitos de madeira. Foto: Peter S. Medeiros.
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¢) Producao doindculo

O preparo do indculo foi realizado a partir das estirpes fungicas armazenadas-em ultra
freezer &80 °C os quaisdram repicados para placas de Petri contendo o meio de cultura Agar
batata dextroséBDA) e mantidas em camade incubacao por 7 a 10 dias a temperatura de
+28 °C no escuro. Apos o periodeincubacao, 4 a 5 discos de micélecada isolado fungico
medndo cercade 7mm de diametro foram transferidos das colénias desenvolvidas para os
espacos equidistantes nas placas contendo o meio BDA acrescido dos palitos de dente em pape
filtro (Figura 5).

Figura 5. Inoculacdo dos discos de micélio fungico eagextremidades dos palitos de
madeira. Foto: Peter S. Medeiros.

As placas assim inoculadas foram mantidas em Demanda Bioguimica do Oxigénio
(BOD) a temperatura de 28 °C por um periodo de quatorze dias, onde ao término desse periodo
foi possivel observar uma completa colonizacdo nas extremidades dos palitos denwnstrand
gue estavam em condi¢des de usgyra 6).

39



Figura 6. Palitos de madeira colonizados em meio BDA com 14 dias de crescimento fangico e
prontos para inoculacdo em cagavegetacdo. (A) A101, (B) A102, (C) A103, (D)
A104 e (E) A105. Foto: Peter Bledeiros.

d) Inoculacao

Para as plantas de soja, feigaupi, tonateiro, feijjdo comum, abébora e mamao a
inoculacgéo foi feita espetande a extremidade do palito colonizado no centro do hipocotilo a
cercade 1 a 1,5 cm abaixo do n6 cotiledonar (Hipocatilo). Para as plantas de arroz, milho, sorgo
e alface a inoculacawiffeita na regido do coledptilo, cerca de 2,0 cm de distancia do solo,
tomando o cuidado de ndo o atravessar totalmente. No geral, as plantas no momento da

inoculacéo apresentavam o estagio de desenvolvimento vegetativo VIabéda(3.

Tabela 3.Est&ios vegetativos de desenvolvimento das plantas inoculadas.

Cultura Estadio Vegetativo Caracteristica Referéncias
. Segunda e terceira folng WRIGHT; LENSSEN,
Soja V23 trifoliolada aberta (2013)
Feijao Val 3° folha verdadeira | MEIER, (2001)
caupi/comum
VANDERLIP; REEVES,
Sorao V2 Ligulas ou colares de cing (1972); CARRASCO;
9 folhas germinadas visivei{ ZAMORA; MELIN,
(2011)
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HITCHIE; HANWAY;
. Trés a quatro folnas com BENSON, (1986); ROSA,
Milho Vaiva ligulas visiveis EMYGDIO; BISPO,
(2017)
prroz v3 tercera foha no como | COUNCE, KEISLING;
principal '
Tomateiro Mudas jovens Estadio de mudas joveng WANG et al., (2009)
Primeiro par de folhas JIMENEZ; MQRA
Mamao A cotiledonares e guarta NEWCOMER;
. GUTIERREZSOTO,
folha verdadeira formada
(2014)
. Terceira folhaverdadeira
Abdbora V1 no caule principadberta MEIER, (2001)
Terceira folhaverdadeira
Alface Vi no caule principaberta MEIER, (2001)

Valeressaltar que, como medida de seguranca, foi apoiado no lado oposto ao ponto de
insercao do palito, o dedo indicador parandissim que se sente que a sua extremidade atingiu
o cortex Figura 7).

Figura 7. Inoculagcdo em planta de mamao aos 20 dias ap0s semeadura. Foto: Peter S.
Medeiros.

e) Incubacgéao

Apés inoculacéo, as plantas foram mantidas sob condicdo de umidade de saturag&o por
um periodo de 144 horas. Para tanto, as mesmas foram cobertas corpl&stcas de
polietileno transparente previamente umedecidos com agua destilada esterilizada (ADE) em seu
interior, também foram colocados 1 chumaco de algoddo umedecido conFRDEA (

8) (Figura 237 Anexo).
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Figura 8. (A - E) Teste dgalito de madeira colonizado. Camara Umida das plantas. (A) Soja,
(B) Feijaccaupi, (C) Sorgo, (D) Tomateiro e (E) Arroz. Foto: Peter S. Medeiros.

f) Avaliagdo dossintomas

A avaliacdo dos sintomas foi realizadizforma visual, com uso de critério quatita,
evidenciando a presenca ou ndo de sintomas de patogenicidade ou doencas estabelecidos.

4.4.2Testedeinoculagéopor imersdo das sementes nas suspensdes miceliais dos isolados
A101, A102, A103, A104 e A105

a) Preparo doindculo

O preparo do inoculo forealizado conforme Narisawa et al. (2004), com ligeiras
modificagdes. Os isolados A101, A102, A103, A104 e A105 foram crescidos em meio BDA
por um periodo de doze didSdura 241 Anexo).

A partir das colbnias fungicas, seis fragmentos de micélio em fdendésco medindo
cerca de 7 mm de diametro de cada isolado DSE foram retirados da periferia das colbnias
(PAULA Jr. Et al., 1995) e inoculados em frascos de Erlenmeyers de 250 mL contendo 200 mL
de caldo batata dextrose (CBD). Os frascos foram mantid@ggagao rotativa a 70 rpm em
incubadora (TECNAL TE 420), a temperatura de +28 °C por um periodo de 20 [eiigisr&

9).
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Figura 9. (A - B) Isolados DSE. (A) Inoculacdo em caldo BD. (B) Incubacdo em shaker
rotatorio a 70 rpm &emperatura a 28 °C. Foto: Peter S. Medeiros.

Ap6s o micélio fungico dos isolados DSE terem alcangcado seu maximo
desenvolvimento em frascos Erlenmeydfgra 25 7 Anexo), a massa micelial foram
separadas do meio liquido por filtracdo com auxilio decaitnadas de gazes esterilizadas.

A massa micelial remanescente foi lavada em agua destilada estéril (ADE), sendo para
isso, transferidas para tubos Falcon (50 mL) com acréscimo de ADE até completar 50 mL e
agitados manualmente. ApoOs agitacdo os tulmwam submetidos a centrifugacdo em
equipamento (Centrifuga Digital CT 5000) a 6000 x g por 10 minutos, este procedimento de
lavagem da massa micelial foi realizado trés vezes (NARISAWA et al. 2004).

Ao final da lavagem da massa micelial dos respectivdades DSE, as mesmas foram
fragmentadas em 180L de ADE por 10 segundos em liquidificador (Arno Optimix Plus) em
rotagdo n° 1. O resultadie 180mL de suspenséo micelial fragmentada foi distribuida em novos
tubos Falcon (50nL) e centrifugados novamenge6000 x g por 10 minutos com posterior
desprezo do sobrenadante e os sedimentos miceliais unidos em um unico tubo e ressuspendidos
comADE até 50mL (Figura 10) (NARISAWA et al.,2004).

Figura 10. Massa micelial dos isolados DSE ap6s fragmentag&ssaggensao em 50 mL.
Foto: Peter S. Medeiros.

Para a inoculagdo das sementes nas suspensdes miceliais das estirpes flungicas, a
exemplo do teste de diluicdo seriada, as massas miceliais fragmentadas foram centrifugadas
novamente a 6000 rpm por 10 minutosncposterior descarte dos sobrenadantes e preparados
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tubos Falcon (5énL) com 5 mL de massa micelidé cadaumdos fungos ressuspendidos
com 45mL de ADE, obtendee dessa forma o indculo padrdo 1BE@yra 11).

Figura 11. Padronizacédo da suspensao micelial dos isolados DSE. Tubos contendo 5 mL de
massa micelial fragmentada e 45 mL de ADE. Peter S. Medeiros.

b) Inoculacdo das sementesm placas

Em camara de fluxo laminar, utilizando pincas, placas de Petopes Becker
previamente esterilizados foi realizada, a desinfestacéo superficial das sementes de espécies de
importancia econdémica pela imersdo em solucdo de etanol a 70% (v/v) por 30 segundos,
sucedida pela imersao em perdxido de hidrogéni®@{H0% pa 1 minuto, sendo em seguida
lavadas trés vezes com agua destilada esterilizada (SPELDEL; WOLLUM, 1980) e posterior
secagem em papel filtro esterilizado. Foram utilizadas acsofaR 1010, Feijae Caupi cv.

Guariba, Feijao Pérola, Sorgo var. BRS 310, atmino var. Santa Cruz Kada (Paulista), Arroz
var. Piaui, Milho var. Eldorado, Maméo var. formosa comprido, Abdbora var. Menina
Brasileira Precoce e Alface var. Itapt@s.

Posteriormente, as sementes de cada espécie foram imersas nas suspensofes (inéculc
padronizado) de cada uma das estirpes fungicas DSE por 40 minutos (SOUZA et al., 2008;
RUSSO et al., 2015). Para as placas controles, as sementes foram submetidas em imerséo en
ADE sem a presenca do micélio fungico pelo mesmo periodo de tempo.

Apbs o period de embebicdo nas suspencdes miceliais, as sementes foram transferidas
para as placagePetri (90 x 15 mm) contendo solug&o nutritiva de Norris (NORRIS & DATE,
1976) reduzido @yforca da concentracdo de sais, conteng(X (3,25 mL); KCI (3,25 mL);

MgSQ. 7H0 1M (3,25 mL); micronutrientes (1,625 mL); Ferro (1.68b) e CaSQ. 2H.O
(1.118 g). Para garantir a solidificacdo da solugéo foi adicionado Agar bacteriol6gico na
propor¢ao de 7,5 g em 5@4L de solucaautritiva.

Para as plantas da soja, fei@aupi, feijdepérola e milho foram inoculadas 5 sementes,
para 0 mamao e abobora 6 sementes, para 0 arroz e sorgo 7 sementes e para o tomateiro e alfac
15 e 25 sementes, respectivamente. Para as sementes de cada uma das espécies de plantas for:
feitas pacas em triplicata, incluindo as placas controle.

As placas foram incubadas em BOD a temperatura de 30° C dia/escuro e 20 °C
noite/escuro. Representando as parcelas, as placas foram distribuidas de acordo com o
delineamento em blocos casualizados (DBChavaliacdo das sementes foi realizada apos 7
dias de incubacao, onde foram feitas as contagens das sementes germinadas, isto €, semente
gue apresentaram desde uma germinacgao radicular inicial ao surgimento do primeiro par de
folhas cotiledonares.
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c) Anélisesestatisticas

Foram avaliadas as pressuposi¢cfes para realizacao da analise de variancia e as mesma:s
foram efetuadas para os dados de porcentagem de germinacdo das sementes em cada espéc
de planta. As médias gmrcentagem de germinacao entre os tratamentos foram comparadas
pelo método de SceKnott, a 5% de probabilidade e o software R Verséo 3.3.2 (CORE TEAM,
2016) usado para realizagdo das anélises.

4.4.3Testedeinoculacao foliar com usadeabrasivofic ar boround um

Para avaliacdo da patogenicidade dos isolados DSE A101, A102, A103, A104 e A105
utilizando o método de inoculacao foliar mediante friccdo com uso do abrasivo carborundum,
o experimento foi instalado em casa de vegetacado nao climatizada.

As plantas dasespectivas espécies estudadas Soja, FEgmpi, Sorgo, Arroz, Milho,
Tomateiro, Abébora e Mamao, foram inoculadas separadamente com os isolados DSE tendo
trés repeticbes de vasos para cada fungo e mais trés repeticbes sem a presenca do fungc
considerade@ontrole.

Os vasos representando as parcelas foram distribuidos de acordo com delineamento
inteiramente casualizado (DIC). Dessa forma cada cultura inoculada representou um
experimento.

Em relacdo ao tipo e quantidade de solo, tamanho de vasos e soluit&a micial
antes da semeadura, foram os mesmos descritos no item 4.4.1, subitem (a). Para as culturas dc
tomateiro e alface foram semeadas de 10 a 15 sementes por vaso e para as demais culturas 7
8 sementes, preservande ao final 0 maximo de plaas viaveis, o mesmo foi feito para a
testemunha.

Apbs periodo de incubacdo em camara Umida, os vasos foram acrescidos semanalmente
com 400 mL da solucéo nutritiva de Norris (NORRIS; DATE, 1976), preparada como descrito
anteriormente no item 4.4.1, suloitéa).

a) Diluicdo micelial dosisolados DSE A101, A102, A103, A104 e Alék placas

O processo inicial da diluicdo micelial dos isolados DSE incluindo o crescimento dos
fungos em placade Petri contendo meio BDA, inoculag&o e crescimento micelial a plartir
discos de micélio dos respectivos fungos em frascos Erlenmeyers contendo caldo BD, e
lavagem seguida de fragmentacdo da massa micelial crescida em ADE, foi realizado conforme
descrito no item 4.4.2, subitem (a).

Destacase que ao finalaterceira lavada da massa micelial, foi verificado o peso fresco
da massa micelial total dos isolados DSE. Para isto, a massa micelial foi transferida para placas
de Petri esterilizadas e pesadas. O peso fresco também foi passiderando InL de micélio
retirado da massa micelial total e adicionado em microtubo eppendorf (1.5 mL). Para verificar
0 peso seco, cerca derll da massa micelial total foi transferida para tubos eppendorf (1.5
mL) e incubados em estufa bacteriolégac@0 °C por 24 horad ébela. 4.

Apos a obtencéo da fragmentacéo do micélio total dos respectivos isolados DSE, foram
preparados tubos Falcon com 5 mL de massa micelial de cada isolado e acréscimb de 45
ADE, obtendese dessa forma o in6culo padra@dn. A partir desse in6culo padronizado,
realizaramse as diluicdes seriadas1a02, 103, 104, 10° e 10° com
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transferéncias sucessivas de aliquota de 1 mL entre os tubos de ensaio (15 mL) contendo o
mesmo diluente ADE, patanto, fezse uso de ponteiras de 1 mL esterilizadas.

Entre cada transferéncia das aliquotas, proesdeéuagitacdo manual do tubo de modo
vigoroso por 10 vezes, a fim de proporcionar uma homogeneizagdo mais eficiente entre a
aliquota e o diluente. Pardnamogeneizacao do indculo inicial antes da primeira transferéncia
de 1mL referente a diluicdo 1% fezse uso de um agitador de tubos tipo Vortex (Genie 2) em
velocidade 8 por 5 minutos. Com as diluicbes preparadas, presedeuprocesso de
plagueamerat

b) Plagueamento

O plagueamento foi realizado pelo método de espalhamento em supegieiad(
plate), o qual consistiu no plagueamento de modo unifateuena aliquotale(1 mL) referente
a todas as diluicdes na superficie do meio de cultura em peardutilizando como auxilio
alca de Drigalski estéril (TORTORA; FUNKE; CASE, 2010). Para esse procedimento, foram
preparadas placas em triplicata contendo o rB&@& para cada uma datiluicbes, apds
plagueamentas placasforam incubadasem BOD a termperaturade + 28
°C no escuro para o acompanhamento do desenvolvimento do micélio fangico e posterior
avaliacado do numero de células viaveis.

Todas as operagOes foram realizadas em camara de fluxo laminar, com utilizagéo de
materiais previamente esterildas em autoclave por 30 minutos a 121° C. Ao longo do
processo de realizacdo da diluicdo seriada e inoculacédo, utkzooaterial de protecéo
individual.

c) Contagem das coléniagm placas

Para observacédo do desenvolvimento micelial das diluicGeamificacdo das UFCs
das diluicbes, foi realizado acompanhamento diario e ao final de sete dias todas as diluicdes
foram avaliadas e os valores registrados. A quantificacdo das colonias foi realizada em contador
de coldnias manual (TECNALCP 600) levado em consideracdo a limitacdo imposta pela
formacao de agregados nas placas, os quais podem formar micélio ou pseudomicélio, tornando
dificil separar as unidades (GALVAGNO; FORCHIASSIN in ESPOSITO; AZEVEDO, 2004).

O parametro de contagem foi efetuado dacgs que compreendiam de 10 a 100
coldnias fungicas e o numero de UFCs por mililitro (mL) ou grama de inoculante calculado a
partir das médias das repeticdes multiplicado pelo fator de diluicdo (FD) da amostra. Assim,
essa contagem pdde ser utilizada pssimar o numero de colbnias na amostra original
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; VERMELHO et al., 2006; TORTORA et al., 2010).

d) Producéo dos indculos fuangicos para inoculacdoliar

O preparo inicial do indculo até a diluicdo™fdi realizado conforme destwino item
4.4.3, subitem (a). Porém para garantir quantidade suficiente de in6culo na diluicdo desejada
(10% para aplicagdo em todas as culturas, realsodiluicbes decimais de 10 mL a partir do
in6culo original dos cinco isolado DSE (5 mL de mask&zlnal acrescida com 45 mL de ADE)
entre frascos Erlenmeyers contendo 90 mL de ADE estéril, sendo que na ultima transferéncia
de aliquota foram transferidos 50 mL para o frascb(1610000) o qual continha 350 mL de
ADE, obtendese dessa forma 400 mL delume final em diluicdo 1
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Para a homogeneizacédo do indculo original antes da primeira transferéncia de 10mL,
fez-se uso de um agitador de tubos tipo Vortex (Genie 2) em velocidade 8 por 5 minutos e entre
cada transferéncia das aliqas, procedege a agitacdo manual dos frascos por meio de
movimentos de vaivém de modo vigoroso por 10 vezes, a fim de proporcionar uma
homogeneizacdo mais eficiente entre a aliquota e o diluente.

e) Inoculacaofoliar

Para avaliar os isolados fungicos D$tes folhas de cada uma das trés repeticdes das
respectivas espécies de plantulas totalizando nove folhas apresentando entre o estadio V2 a V4
de desenvolvimento vegetativo foram previamente injuriadas mecanicamente com abrasivo
Carbeto de Silicio (SiICt o mument e chamado Acarborundumo
granulada, com o intuito de facilitar o processo de infeccao dos seis tratamentos representados
pelos cinco isolados fungicos DSE A101, A102, A103, A104, A105 e agua destila sem fungo
representandas plantas testemunhas (COSTA et al., 1952; GREEN, 1971; LIMA, 2009).
Dessa forma, obtiveraise nove folhas por tratamento inoculadas em espécie.

O processo de friccdo na superficie adaxial foliar foi realizado suavemente com auxilio
de hastes contendo algod&o nas extremidades (cotonetes), para em seguida, as folhas serer
inoculadas com auxilide pepita automética e ponteiras esterilizadas (SORENIHACH;
HOVM@LLER, 2016). As plantas de arroz, sorgo e milho foram inoculadas no &tice
curvatura foliar, porém, com 100 pl no arroz e 150 pl no milho e sorgo. Para as demais plantas,
foram inoculados 150 pl no centro da nervura central da supeafiaigal foliar, proximo ao
peciolo. Todas as inoculacfes dos respectivos isolados DSE, foram feitas com conantracéo
ordemde 10 (Tabela5).

Posteriormente, quadrados de papel filtro esterilizado com diagonal de 0,9 mm x 0,9
mm, confeccionados a partile papel filtro esterilizados foram dispostos sobre o indculo
(Figura 12), dessa forma garantse sua permanéncia sobre a folha e ao mesmo tempo
proporcionando uma zona uniforme inoculada e um microclima para os fungos (NYASSE et
al., 1995).

Figura 12. (A - B) Inoculacdo na superficie adaxial em folhas de abdbora. (A) Inoculacao
com 150 pldadiluicdo 10. (B) Papel filtro esterilizado sobre a inoculacéo. Feeter
S. Medeiros.
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f) Incubacéo

Apos inoculacao, as plantulas foram mantidas sob condegimosfera com umidade
saturada conforme descrito no item 4.4.1, sub{&m

g) Avaliacdo dossintomas

Apoés periodo em camara Uumida, a avaliacdo dos sintomas foi realizado conforme
descrito no item 4.4.1, subitem (f).

4.4.4Padrdo da colonizagédodosisolados DSE A101 e A108m raizesdo tomateiro
variedade Santa Cruz Kada(Paulista)

a) Producédo das plantagie tomateiro

Para a germinacao das plantas de tomateiro e posterior inoculagdiopfeparados 27
potes de vidro transparente medindo 17 cm de comprimento e 8 cm de diametro ¢oim 300
de solucdo de Hoagland (HOAGLAND; ARNON, 1950) reduzido a %2 forca ibnica acrescida
com &gar bacteriol6gico na proporcdo de (1,8Ly/&@ assim, obtendse um meio de cultivo
semisolido.

Em cada pote, foram adicionados ao meio 40 g de granulos de polipropileno
esterilizados com o intuito de gerar maior estabilidade as mudas quando germinadas. Os potes
foram fechados com papel aluminio e autoclavados aetatupa de 121 °C por 30 minutos.

Em camarade fluxo laminar, as sementes do tomateiro foram desinfestadas
superficialmente permanecendo 30 s em alcool 70%, seguido de 1 minuteCGi3@®% e 10
lavagens em ADE. Foram semeadas vinte sementes por pate,asemesmas dispostas na
superficie dos granulos gelipropileno.

A parte inferior das placas de Petri descartaveis (60 x 15 mm) foram utilizadas para
fechar a abertura dos potes e pelicula de parafilme vedaram a regido limite entre o pote e a placa
paraevitar contaminacded-igura 13 A e B). Os potes foram envoltos com folhas de papel
aluminio Figura 13 C) e incubados em sala de mignmpagacdo da Embrapa Agrobiologia
(Seropédica RJ), sob o fotoperiodo de 12 h luz/escuro, a temperatura de 28 + 2
°C e expostos a diodos emissores de luz (LERQht-Emitting Diodg em cinco faixas de onda
de luz artificial nas cores azul, verde, vermelha, roxa e branca com emisséo de 250 lumens cada.

Apds um periodo de 26 dias de crescimento foi realizado o tratesplas plantas para
novo substrato com o proposito de aumentar o enraizamento. Assim, foram preparados 27 novos
potes de vidro medindo 13 aie comprimento e 6 cm de diametro contendo 800do meio
de cultura MS descrito por Murashige e Skoog, (1962uzidd a %2 for¢a idnica, as
concentracoes empregadas foram: (2,15 g/L de sais MS), (15 g/L de sacarose) e (0,5 mL/L de
vitamina) acrescido de agar bacteriolégico na proporcao de (1,8 g/L de meio), edaeladsa
forma um meio serrsolido. O pH foi ajustaml para 5,7- 5,8 com solucaale hidroxido de
potassio 10% (KOH). Em seguida foi acrescido ao meio 40 g de granulos de polipropileno por
pote, e estes fechados com papel aluminio e estes autoclavados a temperatura de 121 °C por 3(
minutos.

Em camara de fluxlaminar, com auxilio de pinca esterilizada, foram transplantadas
seis plantas por pote. Para proporcionar uma melhor troca de gases das plantulas durante o
periodo de incubacéo na sala de mmropagacao, foram feitas pequenas aberturas (para
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troca gasosa) de 2 cm de diametro com auxilio de tesoura em sacos plasticos autoclavaveis, as
aberturas foram fechadas com duas camadas (interna/externa), de fita micropore branca 50 mm
x 10 m (3M), os sacos foram entdo acondicionadderdea a fechar a boca dos potes, criando
uma espécie de camara umida e evitando qualquer espécie de contaminacao externa.

Os potes foram novamente incubados em sala de 4miopagacao expostos nas
mesmas condi¢cdes reportadas anteriorméingeia 13D, E,F e G).

Figura 13. (A - G) Processo de producao das plantas de tomateiro para inoculagcéo das
suspensodes fungicas dos isolados A101 e A103. Foto: Peter S. Medeiros.

b) Preparo das suspensdes fungicas dos isolados A104163

Para a producédo das suspessides isolados DSE A101, A103, foi feito inicialmente a
transferéncia de seis discos de micélio de 8 mm de diametro para 250 mL de caldo BD dispostos
em frascos Erlenmeyer de 500 mL. Os frascos foram mantidos sob agitagao constante a 80 rpm,
a temperaturde 28 + 2° C, por um periodo de 20 dias.

Conforme Narisawa et al., (2004) o in6culo foi separado do caldo por filtragdo com
auxilio de oito camadas de gaze esterilizada. A massa micelial foi entdo fragmentada em 180
mL de 4gua destilada estéril em liquickfdor (Arno Optimix Plus) estéril sob rotacdo n°1 por
10 segundos.

Apés fragmentada, a massa micelial foi distribuida em tubos Falcon 50 mL e lavada em
ADE, para isso, os tubos foram agitados manualmente e submetidos a centrifugacéo (Centrifuga
Digital CT 5000) a 6000 x g por 10 minutos, este processo de lavagem 1spetun 3x.
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Foram preparados tubos com 5mL de massa micelial de cada isolado fungico e
acréscimo de 45 mL de ADE, obtensl® dessa forma o indculo padronizadqodhktir desse
inoculo, realizowse diluicdes decimais 10102, 10 e 10% com transferéncias sucessivas de
aliquota de 10 mL entre frascos Erlenmeyers de 125 mL contendo 90 mL do diluente ADE,
sendo que, a diluicdo TCoi ajustada para um volume finde suspensio de 350 mL, para
tanto, fezse uso de ponteiras esterilizadas de 10 mL.

Entre cada transferéncia das aliquotas, proesdeuagitacdo manual dos frascos para
proporcionar uma homogeneizacdo mais eficiente entre as aliquotas e o diluente. A
concentragao final das suspensdes dos isolados A101 e A103 fragmentadas foram d& 5,2 x 10
UFC/mL e 10,3 x 1OUFC/mL, respectivamente.

¢) Inoculagdo dasraizes

Apébs periodo de cinco dias em sala de mpnapagacédo, as raizes das plantas do
tomateiro com cerca de 30 dias de crescimento e um adequado desenvolvimento, foram
inoculadas com os isolados A101, A103, nas concentragdes 52UFCImL e 10,3 x 19
UFC/mL, respectivamente. Além destas estirpes fingicas, o ensaio contou com unmtisatame
considerado como controle negativo (Testemunha), onde as raizes foram inoculadas com ADE.

Para tal, em camara de fluxo laminar e com auxilio de pipeta automatica e ponteiras de
1 mL esterilizadas, foram inoculados 1 mL de cada suspensao fangica ziptamaila
(VOSATKA et al., 1999), tendo sido para as raizes testemunhas inoculadas com 1 mL de ADE.
Para cada respectivo tratamento DSE A101 e A103, também foram inoculados junto as raizes
quatro discos miceliais medindo aproximadamente 8 mm de dianoetpote Figura 14).

O experimento foi conduzido em delineamento em bloco (DBC), os tratamentos foram
representados pelos isolados DSE (A101 e A103) e testemunha (controle negativo). Os
tratamentos foram distribuidos em trés blocos com nove potes caddl@aalfoi representado
por trés repeticbes de cada tratamento, totalizando nove potes por bloco.

Figura 14. (A - B) Plantas de tomateiro com cem@30 dias de crescimento em meio semi
sélido. (A) Raizes inoculadas individualmente comlldas susensdes e 4 discos de
micélio, representado pelo isolado A101. (B) Detalhe dos discos de micélio proximo as
raizes. Foto: Peter Sledeiros.
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As plantas inoculadas foram mantidas em sala de sproagacado submetidas a
temperatura 28 °C + 2, com fotoperiodo de 12h luz/escuro e expostos a diodos emissores de luz
como descrito anteriormente no item 4.4.4, subitem (a).

d) Coleta dasraizes

Para avaliar o padrao de colonizacao do sistema radicular das plantas de tom@#eiro, ca
bloco representando as respectivas repeticbes dos tratamentos foram coletados
consecutivamente, ao 05, 10 e 15 dias apds inoculagdo. As raizes frescas de plantas de tomateirc
inoculadas com os isolados A101 e A103 foram lavadas em ADE e fixadas ehb@¥amara
analisar o padrdo de colonizacao destes fungos DSE.

e) Preparo das raizes para visualizacdo e andliseicroscopica

O preparo das raizes para avaliacdo da colonizacao flngica sob microscopia oOptica foi
realizado conforme (PHILIPS; HAYMAN, 1970; K&KE; GEMMA, 1989; GRACE;

STRIBLEY, 1991) com modificagbes. As raizes permaneceram em soluc¢do de hidroxido de
potassio (KOH) a 2,5% durante a noite a temperatura ambiente, em seguida, separadas da
solucdo com auxilio de peneira plastica e lavadas em ageatecabundante.

Posteriormente, as raizes permaneceram em solucdo de acido cloridrico (HCI) a 1%
(m/v) durante a noite a temperatura ambiente, em seguida, separadas da solu¢cdo com auxilio de
peneira. Imediatamente apds acidificacdo, as raizes foranmagr@rssolugéo corante azul de
metila 0,05% (m/v) em glicerol acidificado permanecendo os tubos em temperatura ambiente
durante a noite.

Apols esse periodo, a solucdo corante azul de metila 0,05% (m/v) foi vertida passando
por uma peneira plastica e armazimnam frasco escuro para posterior reutilizacdo. Sem serem
lavadas, adicionege aos tubos contendo as raizes solucdo de glicerol 50% (v/v) acidificado,
sem corante e os tubos permaneceram em temperatura ambiente por um periodo de 1h para que
houvesse 0 pcesso de descoloracdo das células vegetais que por ventura tivessem retido
excesso de corante.

Foram confeccionadas laminas com as raizes e a colonizac¢ao fangica visualizada sob
microscoépio de luz Zeiss Axio Scope Al (Carl Zeiss) acoplado com caligéed AxioCam
ERCc5S.

f) Preparo das raizes do tomateiro e visualizag&ta colonizacdo pelos isolados A101 e
A103 em microscopiaconfocal

Raizes frescas de plantas de tomateiro colonizadas pelos isolados A101 e A103 fixadas
em etanol 50% foram lavadas em ADE. Em seguida foram submetidas desttgpdicacao,
permanecendo em KOH 2,5% durante a noite, e a etapa de acidificacéo, perntaretend
acido cloridrico 1% (m/v) durante a noite (GRACE; STRIBLEY, 1991). Entre as etapas as
raizes foram lavadas cONDE.

Cortes longitudinais feito a mao livre nas raizes foram preparados, dessa forma, varios
fragmentos radiculares medindo cerca de 0,5foram imersos em solugcdo tampéao PBS 1X
adicionada com solugéo corante (20 pg/mL de lodeto de Propidio (IP); 10 pg/mL de WGA
Alexa Fluor™ 488), onde permaneceram durante a noite.

Apés este periodo, os fragmentos foram dispostos sobre lamina e cobertos com
laminula. Para evitar qualquer efeito da compressao mecanica ou estresse provocado pela
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laminula sobre os fragmentos de raizes, as laminas foram montadas usando um fragmento de
fita adesiva adicionado em cada lado da lamina de modo lgugraula pudesse ser colocada
entre eles (BARBOSA et al., 2006).

A visualizagdo das raizes colonizadas pelos fungos foi realizada no Nucleo de
Microscopia Avancada, da Embrapa Agrobiologia. Seropédica, RJ., usando microscopia
confocal de varredura a lag&lSM 70071 Carl Zeiss, Alemanha). O tecido fangico e vegetal
foram excitados simultaneamente com lasers usando-Weé#a Fluor 488 nm (canal verde)

e 555 nm (canal vermelho). O tecido fungico foi corado com W\ E%a 488 conjugada e 0
tecido vegetal coradcom IP (NOGUEIRALOPEZ et al., 2018).
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4.5RESULTADOS

4.5.1Avaliacao da patogenicidade dos isolados pelo testie inoculagédo com palitosde
madeira colonizados

Apés as plantas serem inoculadas, as mesmas permaneceram por um periodo de seis
dias em camara umida para favorecer a infeccédo pelos isolados de fungos DSE. ApGs este
periodo a camara umida foi retiradaguras 26 a 35- Anexo) e podese observar que as
plantas inoculadas apresentavam um desenvolvimento vegetativo aparentemente normal. Sendo
assim, a partir deste momento as culturas foram avaliadas por um periodo de mais 15 dias,
totalizando 21 dias desde a inoculagao.

Primeiramente, nas plantas de sofgiradas, pddse observar um crescimento normal
quando em comparacdo as plantas testemurifigard 36 i Anexo). Mas, as plantas
inoculadas com todos os cinco isolados A101, A102, A103, A104 e A105 e as plantas
testemunhas apresentaram sintomas caraatieszpor lesées necroticas de cerca de 1 cm de
didametro, as quais, restringiresa aos pontos de inoculacéo.

Ao contrario das plantas de soja, as de feiapi e feijjdo comum ndo apresentaram
lesbes no ponto de inoculacdo apos 21 dias da inoculacdeserpram desenvolvimento
normal quando comparadas as plantas testemuRltasgs 37 e 38 Anexo). Contudo, de
modo geral, sintomas visuais caracteristicos de deficiéncia nutricional foram observados em
todos os tratamentos, inclusive nas plantulasresthas, indicando provavelmente deficiéncia
do elemento nitrogénio.

Cabe ressaltar que na cultura do feijao comum, apenas uma repeticdo de plantulas por
tratamento foi inoculada, uma vez que, as demais repeticbes de plantulas demonstraram
dificuldade em mater um desenvolvimento saudavel. Ainda assim, sintomas como manchas
escuras ou tecido necrosado no local de inoculagcdo ou na haste como um todo seja na cultura
do feijdecaupi quanto do feijdo comum inoculadas com os isolados DSE ndo foram
visualizados.

Apos 21 dias de inoculagao, plantas do sorgo inoculadas apresentaram sintomas visuais
tipicos de deficiéncia nutricional nas folhas mais velhas, assim como nas ndo inoculadas. Uma
coloracédo verdelaro a clorose total foi observada, sugerindo inicialmenta deficiéncia
nutricional de nitrogénio, assim como, em outras folhas, manchas avermelhadas e clorose
amarelo/alaranjada sugerindo deficiéncia de magnésio, o qual participa na planta como
elemento estrutural e como atomo central da molé&btdorofila. Também foi observado,
sintoma de clorose internerval em folhas mais velhas sugerindo deficiéncia de ferro e estrias
vermelhas nos colmos denotando deficiédeiainco.

Entretanto, apesar da caréncia de elementos minerais, em todos os tratamentos, as
planias do sorgo produziram folhas novas saudaveis e desenvolvimento normal e n&o
apresentaram nenhum sintoma atipico ou que estivesse relacionado a inoculagéo.

Igualmente a cultura da soja, sintomas de necrose foram visualizados no hipocatilo do
sorgo, entretato, restringiranrse ao ponto de inoculagédo, semelhante as plantas testemunhas,
provavelmente, devido a uma reacao localizada de hipersensibilidade daFigunta 89 i
Anexo).

Semelhante ao sorgo, apds quinze dias de emergéncia as plantas déonamho
inoculadas com os isolados das respectivas estirpes DSE na regido do coleéptilo (PARREIRA
et al., 2016; GAl et al., 2018). Nao foram observados nenhum sintoma nos gentos
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inoculacdo como na cultura do feijdo. Entretanto, apesar de apresamadesenvolvimento

normal apos 21 diageinoculagao Figura 407 Anexo), as plantage milho também exibiram
sintomas visuais de deficiéncia nutricional evidenciados ymoea clorose amarela palida

iniciada nas pontas das folhas velhas avangando em direcao a base ao longo da nervura centra
emum padrdo em formdeV, caracteristicaledeficiénciadenitrogénio.

As plantas de arroz foram inoculadas na regido do coleoptilo (PRABHUPHAIL
2002). Apo6s 21 dias de inoculacdo, ndo foram observados sintomas que evidenciassem a
patogenicidade dos isolados DSE ao arroz Algumas folhas mais velhas apresentaram uma
coloracdo amarelada e outras uma coloracdo ferruginosa progredindo a papimes
sugerindo sintoma de deficiéncia nutricional de nitrogénio e zinco, respectivafigata @1
i Anexo).

Em relacdo ao tomateiro, as plantas inoculadas apresentaram crescimento normal
sintomas visuais que indiqguem um processo infeccioso fungiom por exemplo, manchas
ou necrose no ponto de inoculacdo nao ocorreram. Algumas folhas mais velhas também
apresentarem sintomas de deficiéncia nutricional como coloragcdo amarelada. Em suma,
sintomas visuais que indiqguem uma relacdo compativel ou a piaidgde dos isolados ao
tomateiro, ndo foram observadésgura 421 Anexo).

Representando a fruticultura, apos o periodo de 21 dias de inoculadas, as plantas do
mamao nao apresentaram sintomas que evidenciem patogenicidade dos isolados ao mamoeiro
como machas ou necrose no ponto de inoculacdo. As plantulas apresentaram um crescimento
normal Figura 437 Anexo).

Para a cultura da abobora, semelhante as demais culturas, sintomas de doencas nao
foram observados quando comparado as plantas controle apés 8# tioculacdo. Entretanto,
folnas mais velhas evoluindo de uma coloracdo vel@la a amarela, provavelmente,
sugerindo deficiéncia nutricional de nitrogénio foram observdegsr@a 44
I Anexo).

Em relacdo as plantas de alface, ap6s o periodo deag Heliinoculacdo, nao foram
observados sintomas como manchas ou tecido necrosado nos pontos de inoculacdo, assim comc
em qualquer outro tecido nas plantas e as mesmas demonstraram um desenvolvimento saudave
(Figura 457 Anexo).

a) Padrao de colonizacéo & hastes de plantas de soja e feij@aupi pelos isolados A101,
A102, A103, A104 e A105

Mediante inoculacdo pelo método do palito de madeira colonizado, os isolados DSE
A101, A102, A103, A104 e A105, representando os tratamefigsrés 15 A-L) foram
camzes de desenvolvse na superficie epidérmica da haste da cultura da soja, formando
estruturas tipicas dos DSE, como hifas septadas e melanigzapaa (5A (A101), D (A102),

G (A103), | (A104), M (A105)).

O isolado A101 formou estruturasmelhante a microesclerédios no tecido epidérmico
(Figura 15 B) e foi capazde germinar intracelularmentdrigura 15 C). O isolado A102
produziu esporos tipicos do géné&@iadosporium(Figuras 15E) e hifas em formacéo circular
oulooping (Figura 13F) (WANG; WILCOX, 1985; BAN et al.2012).

O Fungo A103 foi capaz de colonizar intracelularmente células da epiderme com hifas
melanizadas e septaddasigura 15 H). Igualmente, o isolado A104 formou hifas inter e
intracelulares em células da epiderme da h@stgira 13 L), assim como, formou feixes de
hifas melanizadas e septad&gy(ra 15 1), trama ramificada de hifas iniciadas por hifas de
corredor Figura 15 J) e hifas entooping (Figura 15 K).
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Assim como o isolado A104, o DSE A105 fomunfeixes de hifas melanizadas e
septadas, al ®m de hifas i nchadas mel ani zadeée
na superficie da hast&igura 15 M) e hifas com presenca de estruturas tipo goticulas na
superficie das hifag-{gura 15N e O) ehifas intercelulares (O).

Figura 15. (A - O) Teste do palito de madeira colonizado. Cortes transversais mostrando a
colonizagdo da haste da soja pelos tratamentos A101, A102, A103, A104 e A105.
Formacdao de hifas septadas e melanizadas na superficadiboda epiderme da haste
(A) A101, (D) A102, (G) A103, (I) A104, (M) A105. Formacéite estruturas tipo
microesclerédios na epidernmsefa fechada (B) e germinacao intracelular em células
da epidermedeta fechada (C) pelo DSE A101. Formacédo de conidif@cos do
géneroCladosporiumma superficie da epiderme da hasttd fechada (E) e hifas em
forma circular odooping (seta fechada (F) pelo DSE A102. Hifa intracelular septada
e melanizada em célula da epiderme formada pelo DSE A10& €k
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fechadg). Hifas de corredor formando uma trama ramificaddécade seta fechada

na superficie epidérmioda haste (J), hifa em forma deoping (seta fechada (K) e

hifas inter €abecade seta abertg e intracelular (seta fechad#) formadas pelo DSE
A104. Hifas inchadas melanizadas formando estruturas tipo microesclerédios na
superficie epidérmica da haste (Mgfa fechady, hifas septadas e melanizadas com
presenca de estruturas tipo goticulas na superficie das hifas (Nset®jechada e

hifas intercelulares em células da epiderme da hastec@®ed¢ade seta abertg
formadas pelo isolado A105. Barras =iA.

Como na cultura da soja, os isolados também foram capazes de se desenvolver e
colonizar o tecido epidérmico da kaslo feijdecaupi Figura 16 A-P), formando estruturas
tipicas dos DSE, como hifas septadas e melaniz&iasrd 16 A (A101), C e E (A102), F
(A103), K-M (A104) e P (Al105). Os isolados A101 e A104 formaram feixes de hifas
melanizadasKigura 16 A e K) respectivamente, como também, certo grau de rugosidade na
superficie das hifas dos isolados A103 e ATEdyra 16 G e K), respectivamente (WANG;
WILCOX, 1985).

O isolado A102 iniciou a colonizacéo da epiderme a partir da germinacao de conidios
(Figura 14 C) mas formou também, apressorio a partir do tubo germinativo inicial oriundo de
um conidio Figura 16 B) (YATES et al., 1996; GIRALDO; VALENTE, 2013).

Da mesma forma, o isolado A104 também formou estrutura de infeccdo na epiderme,
porém, ao contrario doakado A102, o apressério formae a partir de uma hifa de corredor
com gancho apical lobadd-igura 16 M) e a partir de um fragmento hifal com hifa de
penetracaoHigura 16 O) (YATES et al., 1996; CARVER et al., 2001; GIRALDO; VALENTE,
2013; YAMAOKA et al, 2019).

A exemplo do isolado A103 que iniciou a colonizacao no tecido epidérmico da haste a
partir de fragmento de hif&igura 16 J), os demais isolados A104 e A105 também colonizaram
a epiderme a partir da germinacdo de fragmentos de hifas, culminarfdomacédo de uma
trama hifal melanizadd{gura 16 L e P).

Estdmatos presentes na epiderme da haste do-taijgm foram colonizados em seu
entorno por hifas do isolado A10Bigura 16 H) e estrutura tipo apressério formada a partir de
uma hifa decrescimento longitudinal ou hifa de corredor, colonizando o ostiolo do estémato
presente na epiderme da hadtgra 16 I). Com o isolado A105, foi possivel observar a
colonizacgéo intercelular por hifas hialinas em células da epid&iged 16 Q e R).
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Figura 16. (A - R) Teste do palito de dente colonizado. Cortes transversais mostrando a
colonizagdo do tecido epidérmico da haste do faiggi pelos tratamentos A101,
A102, A103, A104 e A105. Formacao de feixe de hifas densamendminaelas e
septadas pelos isolados DSE A101 (A) e A104 (K). Formacdo de trama de hifas
melanizadas e septadas na epiderme pelos isolados A104 (L) e A105 (P). Formacéo de
hifas com grau de rugosidade pelos isolados A103 (G) e A104séd fechada
Formado de estruturas tipo apressoério pelo isolado A102 (B): esporo septado
ligeiramente melanizadséta fechady, tubo germinativoqabeca de seta fechada
apressoriodabeca de seta aberjaEsporo germinando na superficie epidérmica (C);
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hifas de corredor hialinas (D) e germinacao de hifas melanizadas e septadas a partir de
um agregado de hifas inchadasté fechada pelo isolado A102 (E). Hifas de corredor

de crescimento longitudinal e verticaéta fechada (F), germhacéo de hifas proximo

a estbmato (H), estrutura semelhante a um apressorio penetrando o ostiolo de
estbmato a partir de uma hifa de corredaepidermeda haste g¢eta fechada (I) e
fragmento de hifa com hifa germinativa inicial na superficie epidérpelo isolado

A103 (seta fechada (J). Formacédo de gancho de infeccdo a partir de uma hifa de
corredor getafechadqa Af ot o com mai or detal heo (M)
duas células epidérmicas com hifa germinativa separada por Sefatdeada) (N) e
formacdo de apressorisgta fechada na epiderme compegde infeccdo ou hifale
penetracdodabecade seta fechada (O) pelo isolado A104. Formacéao de hifas hialinas
intercelulares (Q e R) pelo isolado A105. Barras grh0

4.5.2Avaliacao da patogenicidade dos isolados A101, A102, A103, A104 e A105 pelo
testede germinacdo das sementes mediante imersao nas suspensodes fungicas

De uma maneira geral, os tratamentos representados pelos isolados A101, A102, A103,
A104 e A105 nao afetam a germinacdo das 10 espécies soja, fegdpi, feijdo comum,
milho, sorgo, arroz, tomateiro abdbora, alface e mamao, durante um periodo de sete dias de
incubacéo.

Estatisticamente, a germinacao das plantas de feg@pi, feijdo comum, arroz, milho
e abdbora ndo apresentaram diferencas significativas pelo teste d&rethtia 5% de
probabilidade mediante inoculacéo dos isolados fungicos.

De modo geral, observeae que os tratamentos ndo interferiram na germinacao das
sementes em comparacao cons@sentes do tratamento contrdtgg(ra 17).
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Figura 17. Médias de % de germinagdo de sementes das plantas de&iffipfeijdo pérola
(comum), arroz, milho e abobora, mediante imersdo nas suspensdes fungicas dos
isolados DSE A101, A102, A103,104 e A105.

58



As sementes da culturas da soja cv. BRS 1010, sorgo var. BRS 310, tomateiro var. Santa
cruz Kada (Paulista), alface var. Itapua 407 e mamao var. formosa cumprido apresentaram
diferencas significativas pelo teste de S&atott, a 5% de probabilidade mediante inoculacéo
dos isolados fungicos DSE demostrando uma tendéncia maior na variacdo de sementes
germinadas entre os tratamentegra 18).

Os fungos A101, A103 e A105 inoculados na semente da soja em comparacdo com as
semetes do tratamento controle, ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas, porém,
notamos que a média dos fungos A102 e A104 apresentaram valores menores de germinacao
(60 e 60,7%, respectivamente). Os fungos A101 e A103 apresentaram 100% idaggerm
desta forma, destacande dos demais tratamentos, incluindo as sementes do tratamento
controle (93%)).

Em relacédo as sementes do tomateiro, ndo houve diferencas significativas entre os
tratamentos inoculados, destacando os fungos Al1l02 e Al104 c@i8 € 95,6%,
respectivamente) de germinacdo, concomitantemente, com as sementes representadas pelc
tratamento controle (97,8%).

Semelhante ao tomateiro, a inoculacdo das sementes do sorgo com os fungos A101,
A103, A104 e A105 néo tiveram diferencas ediats significativas em comparag¢do com as
sementes do tratamento controle, destacaedmfungo A105 que teve 100% de germinacao e
o menor valor foi encontrado com o fungo A101 (66,6%) de germinac&eniastes.

Para o mamdao, os tratamentos com os furgb82, A103, A104 e A105 ndao
apresentaram diferencas estatisticas significativas em comparacdo as sementes controle.
Contudo, as sementes inoculadas com o tratamento A102 destgacom a maior média de
germinacao (94,4%) e o tratamento A101 com o meator (22,2%) de germinagdo, em
comparacao ao tratamento controle (79,2%).

Estatisticamente a diferenca significativa mais proeminente foi observada para a alface
(Figura 18) entre os tratamentos A101, A102, A103, A104 e A105 em comparacdo com o
tratamentocontrole (93,9%) referente as sementes inoculadas com medias de germinagao de
36,3% (A101) e 0,0% (A104 e A105).
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Figura 18. Médias de % de germinacdo de sementes das plantas de soja, tomateiro, sorgo,
mamao e alface, medianteersdo nas suspensdes fungicas dos isolados DSE A101,
A102, A103, A104 e A105.

4.5.3Avaliacao da patogenicidade dos isolados DSE A101, A102, A103, A104 e A105
pelo testede inoculacédo foliar mediante friccdo com usale abrasivo e pipetaautomatica

a) Diluicéo seriada dos isolados A101, A102, A103, A104A&05

Apoés um periodale vinte diasde crescimento em caldBD sob agitacdo constante, a
massa micelial dos isolados fungicos DSE apresentaram os respectivos pesos fresco total, pesc
fresco com 1 mL de massa milial e peso seco a parntiel mL de massa micelialf@bela 4).

Tabela 4.Medicdo do peso fresco e peso seco da massa micelial dos isolados DSE

Isolados DSE  Peso fresco (g)  Peso fresco (9)  peso seco (g)

A101 20,165 0,835g 0,279
A102 2,580 Poucomaterial Pouco material
A103 22,500 1,101g 0,60g
A104 27,612 1,177¢g 0,51g
A105 28,270 1,100g 0,479

Apés periodo de sete dias de incubacdo em BOD, as placas de Petri com as amostras
diluidas apresentaram crescimento de colbnias visivelmambadas, e portanto aptas para a
contagem de células viaveliduras 46 a 50- Anexo).
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De acordo com as médias das repeticfes das contagens das UFCs de cada diluicdo das
respectivas amostras flingicas, obsawajue a diluicdo 1Orefeente a todos os isolados
fangicos, assim como a diluicdo 3 eeferente ao isolado A105 e a diluicAo®¥eferente aos
isolados A102 e A103, apresentaram o parametro de contagem de células viaveis (isto é, placas
contendo a formacéo entre 10 e 100 ca@éniPorém, foi a diluicdo ¥ta que melhor obteve
representatividade dentro do pardmetro de contagem considerando todas as amostras fungicas
Desta forma sendo a concentracdo da ordem &gUFC/mL) utilizada para inoculagéo
(Tabela 5.

Tabela 5.Deteminacéo do nimero de células viaveis (10 a 100 colbnias/placa) das diluicdes
representativas (UFC/mL).

Amostra fungica DSE

Diluicdes A101 A102 A103 A104 A105
10° >100 UFC >100 UFC >100 UFC >100 UFC 9,33 x 18
104 5,2 x 16 586x16 10,36 x16 4,7 x 10 1,8 x 16
10° <10 UFC 6,43x16 156x16 <10UFC <10 UFC

b) Avaliagéo das plantagnoculadas

Apoés as plantas serem inoculadas, as mesmas permaneceram por um periodo de cinco
dias em camara Umida e apo0s este periodo, foi observado quendelameral, todas as plantas
demonstraram crescimento normal, embora, principalmente as plantas da abdbora, milho e
sorgo apresentaram folhas com sintomas de clorose e folhas secas. Ainda assim, as folhas foram
avaliadas por mais 20 dias em casa de vegetdgtalizando 25 dias de inoculac&ig(ras
51 a 58 Anexo).

Ao longo de 25 dias de inoculadas, as plantas de fegépi foram supridas com 300
mL de solucdo nutritiva semanalmente, portanto, préximo ao final desse periodo, poucas folhas
tornaramse amareladas sugerindo caréri@&lementos minerais essenciais, entretanto, isso
ainda foi observado nos tratamentos representados pelos isoladosSDfgieA102 Figura
51E), A104 figura 51J eK) e no tratamento representados pelas plantas testemEithas (
51P).

Considerando se tratar de folhas mais velhas aliado a uma caréncia nutricional, algumas
repeticbes de folhas inoculadas pelos tratansergjoresentados pelo isolado A16ig(ra 51
A) e testemunhaHigura 51 P e Q), senesceram e cairam.

Apesar do cuidado ao friccionar o abrasivo na superficie das folhas antes da inoculacao,
praticamente todas as folhas do feig@upi apresentaram manclwastanho a castardotaro
localizada na regido da nervura central onde foram injuriadas, o que é passivel de ocorrer se a
pressdo exercida sobre a superficie da folha friccionando o abrasivo seja um pouco além da
necessaria (COSTA; FRANCO, 1951; HULL, 2009

Entretanto a mesma resposta da planta foi observada nas folhas inoculadas com agua,
sem a presenca de fungo representando as folhas testenttighes $1 P e Q), mostrando
gue todos os tratamentdSdura 51 A - N) representados pelos isolados fungités afetaram
de forma negativa as folhas em 25 dias de inoculadas.
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Em relacéo as plantas da abobora, sintomas de clorose foliar em todos os tratamentos
incluindo as plantulas testemunhas sem a presenca de fungo foram obséingada$e A -

). Da mesma forma, sintomas de danos nas margens de algumas folhas nos tratamentos A101
(Figura 52 A - C), A104 Figura 52D e E) e testemunhaBigura 52 G e I) também foram
evidenciados.

Em fungdo de uma clorose intensa as folhas inoculadas erfznedo os tratamentos
A102 e A103, ndo sobreviveram aos 25 dias de inoculagéo. Por outro lado, talasptantas
do feijdacaupi, nenhum sintoma de patogenicidade ou efeito negativo foi observado na regido
da nervura central proximo ao peciolo ondaforrealizadas as inoculacdes nas superficies
foliares mediante friccdo com abrasivo com os tratamentos representados pelos fungos DSE
A101 (Figura 52 A- C), A104 Figura 52 D) e A105 Figura 52 E eF). Entretanto, nas folhas
testemunhasHgura 52 1), alémde uma clorose, formarase manchas de coloracdo marrom
provavelmente em decorréncia da pressdo mecanica exercida sobre as células da epiderme con
uso do abrasivo.

Na cultura do tomateiro, em todos os tratamentos foram observados sintomas de clorose
(Figura 53 A - O) em proporcao menor quando comparado as plantas dedai@oe abdbora,
mas em determinadas folhas apresentaram amarelecimento mais generalizado e intenso, sendc
que apenas o0 tratamento representando as plantulas testemunhas praticamente né&o
manifestaram sintomas de amarelecimento fokaura 53 P - R).

Em concomitancia ao sintoma de clorose, manchas necroticas desenwsgezam
folhas proximo a margem como observado nos tratamentos A101 (Figura 50 A e B), A102
(Figura 53 D), A103 (Figura 53G e 1), A104 Figura 53 K), A105 (Figura 53 N) e no
tratamento testemunhigura 53 R). Além de estarem associados ao estresse nutricional como
caréncia de nitrogénio (N), fosforo (P) e ferro (Fe) (ROORDA VAN EYSINGA; SMILDE,
1981; MAIA et al.,2019), tais sintomas podem evoluir das margens das folhas em direcdo a
nervura central ou ainda, folhas mais velhas torsarmamareladas com manchas secas roxas e
caem prematuramente como evidenciado nos tratamentos Kidika 53 A - C), A103
(Figura 53 G e H) e testemunh&i@ura 53 Q).

Igualmente as culturas anteriores, na regido da nervura central, do meio da folha em
direcdo ao peciolo onde o carborundum foi aplicado, obseseyananchas de coloragéo
castanheclaro Figura 53 A - O), igualmente observado nas folhas testemurffigsifa 53 P
- R), que, como as demais folhas inoculadas com os tratamentos fungicos, permaneceram vivas
aos 25 de inoculadas, mostrando que a inoculagéo dos isolados fungicos DSE n&o induziram ao
surgimento defeitos negativos nas folhas.

Nas plantas do arroz, sintomas de clorose em determinadas folhas inoculadas foram
observados, incluindo algumas folhas das plantas testemunhas nao inoculadas com in6culo
fungico Figura 54 A - R), sintomas esses, indicando c&ié de nutrientes (VELOSO et al.,

2009).

Entretanto ao finalle25 de inoculadas, em comparacéo as folhas testemufigasa(

54 P - R), ndo foram observados sintomas de patogenicidade ou mesmo manchas necréticas de
coloracao castanha em fungiapressae@xercida pela friccdo com uso do abraskig(ra 54

A - R) e todas as folhas inoculadas com seus respectivos tratamentos representados pelos
isolados DSE permaneceraaudaveis.

Em relagdo a cultura do maméo, semelhantemente a planta decfif@ip pocas
folhas apresentaram sintomas de caréncia nutricional, exceto, nos tratamentos representados
pelo isolado DSE A104Hgura 55 J) e folhas testemunhas inoculadas sem fuRmgua 55
P e R) em que algumas folhas se tornaram amarelas.

Da mesma forma conma planta do arroz, em nenhum dos tratamentos inoculados pelos
isolados DSE, apresentaram sintomas de patogenicidade como manchas necréticas,

62



observandese a regido da nervura central das folhas do mamaéao, préximo ao peciolo onde foram
inoculados Figura 55 A - O), assim como, observado no tratamento testemunha inoculado com
agua destilada sem presemngdungo Figura 55 P - R), mostrando quesisolados DSE nédo
desencadearam qualquer efeito negativo mediante inoculagdo mecéanica conalusside
carborundum.

No entanto em uma das folhas do tratamento representado pelo isoladé-®yLe2 (

55 E) mancha de coloracdo castanho forreeuna ponta da folha, provavelmente, em
decorréncia de algum fator abi6tico, pois o restante da folha perewasaudavel ao finde

25 de inoculadas, assim como todas as demais inoculadas com os tratamentos fungicos. Vale
ressaltar que, alguns pontos esbranquicados foram observados em local abfatbhdaae de

forma geral em todos os tratamentos, sugerimdcio de infec¢cdo por variola, a qual o
mamoeiro € extremamente susceptivelsesporos sdo abundantemente espalhadosipelo

Plantas da soja também manifestaram sintomas caracteristicos de estresse nutricional
tendo folhas inoculadas com os tratatosrfungicos, tanto quanto, folhas testemunhas, que
tornaramse cloréticas e cairam antes de 25 de inoculacgéo.

Em determinadas folhas que permaneceram até aaléfaldias de inoculacao, foram
observados sintomas préximos a margem foliar como manchasatacdo castanhelaro
como nos tratamentos A10Eigura 56 A), A104 (Figura 56 G) e A105 fFigura 56 G) e
manchas ocorrendo a partir das margens no tratamento Rib0Ba( 56 F).

Entretanto, nas folhas do tratamento testemunha também Jerdimados os mesmos
sintomas [figura 56 ). Concomitantemente, foi observado que em todos os tratamentos na
regido da nervura central, do meio foliar em direcdo ao peciolo, onde foram inoculadas, tanto
nas folhas com sintomas de clorose, como nas sasdé&ue ndo houve manifestacdo de
patogenicidade, mostrando que os isolados DSE néo induziram efeitos negativos nas folhas
inoculadas.

Folhas de plantas do milho foi uma das que mais evidenciaram sintomas de caréncia
nutricional. Tanto nas plantas testemas como nas inoculadas com os fungos DSE, foram
observadas folhas secas, a exemplo dos tratamentos Ri$j08a(57 H) e A105 Figura 57 L
- N) e nos tratamentos representados pelos isolados &idiird 57 C) e A104 Figura 57 |
e K), os quais, algumaslfas apresentaram sintomas de clorose e torasgasmacas nas pontas.

Embora folhas completamente secas, manchas necréticas ndo foram observadas, a
exemplo do tratamento representado pelo isolado AEQfura 57 E). Da mesma forma,
sintomas de clorose geméizada também foram observadas em todos os tratamentos,
entretanto, nas curvaturas das folhas onde foram injuriadas com uso do abrasivo e inoculadas,
sintomas de patogenicidade n&o foram observados nos tratamentos fungicosSigur@15g8
A e B), A102 Figura 57D e F), A103 Figura 57 F - G), A104 fFigura 57 J).

Apenas nas folhas representando o tratamento testemunha, ou seja, folhas inoculadas
com HO destilada sem presenca de fungo, foi observado mancha cadstmoha marrom
ocasionada em func@iapressdo mecanica exercida pela friccdo condosdrasivo Figura
57P).

De um modo geral, sintomas de clorose e folhas secas foram observados tanto em folhas
inoculadas com os tratamentos como em folhas ndo inoculadas, sugerindo que tais sintomas,
provawelmente foram induzidos por fatores abiéticos, uma vez que efeitos negativos nao foram
evidenciados na regidao de inoculagéo da cultura do milho.

Ao final de 25 dias de inoculadas, as plantas do sorgo foram as que mais apresentaram
folhas secas em funcgéo daréncia nutricional como observado nos tratamentos representados
pelos isolados A102Fgura 58 D e E), A103 Figura 58 F), A104 figura 58 G), A105
(Figura 58 H) e representado pelas plantas testemurkhgsré 58 1).
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Determinadas follss mais velhas também apresentaram manchas escuras e necrose ao
longo das bordas e nervuras secundarias como observado no tratamento representado pelo
isolado A101 Figura 58 A e C), tanto quanto, sintomas de clorose generalizada em todos 0s

tratamentos.
Entretanto, como nas demais plantas, sintomas de necrose na regido de inoculacdo nao
foram verificados, como observado no tratamento AE)jufa 58 A - C), assim como, nas
folhas secas A10ZF{gura 58 D e E), mostrando que, como nas culturas anteriorésplaslos
DSE néo induziram efeitos negativos nas plantas do sorgo.

4.5.4. Padréo de colonizacgdo do tecido radicular do tomateiro pelos isolados A101 e
A103

Para avaliar a eficiéncia da interacdo e colonizacdo, as raizes foram coletadas e
analisadasaosb, 10e e 15e¢e dAFigardl9ap-s inocul a-«o (
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Figura 19.(A - 1) Plantas de tomateiro ap0s inoculadas com os tratamentos representados pelos
isolados A101 e A103 e plantas néo inoculadas representando as testemunhds (T). (A
C) com 5 dias de inoculadas. (IF) com 10 dias de inoculadas. {® com 15 dias de
inoculadas. Foto: Peter S. Medeiros.

Pela analise das raizes em microscopio foi possivel verificar que os isolados DSE A101
e A103 colonizaram endofiticamente o sistentiaar da cultura do tomateiro (Santa Cruz
Kadai Paulista) com sucesso, formando estruturas tipicas de fungos DSE como hifas septadas,
melanizadas e microesclerédios intracelulares, sem sintomas visiveis de patogenicidade
(Figuras 20Bi R) e Figura 21B T R).

Com menos de cinco dias ap-s a inocul a-«
colonizada pelo isolado A101 com hifas septadas e melanizadas de crescimento longitudinal
(Figura 20 B e F) geta fechad® comumente chamadas de hifas correslava hifas
di stri tunnerihyppha® , i i nt rarradi cul ar es Adefini - «
mi corr2zicos que colonizam o tecido radicul
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formacéo de estruturas de infecgéo tipo apressérm bois e r v a d(Rigura 20<) e@o0s5
O 15 de iFigulaQ@D esE) Geta feghad

A presenca de hifas melanizadas e septadas intercelidat@s¢m estrela na baje
intracelulares geta abertg colonizando células da epiderntégura 20 H - J) e cortex (K)
foram observadas aos 10 dias ap0Os inoculagdo. Assim como, durante o estagio final de
inoculacdo < 15, com hifas intercelul&igura 20 O, P, Q) e intracelular no cortexigura 18
O,P,Q,R).

A colonizacdo de células adjacentes e latenalenelispostas é observada por uma
constri-«o semel hRgara 20 Ha(pontarde Bepaealedyp onde @ hifa
atravessa a parede celular e penetra células vizinhas da epiééeyora @0 I) e células do
cortex Figura 20K, P, Q, R) (SU et al2013).

A presenca de uma rede parenquimatosa de hifas/bainhas hifais melafizagas2Q
L) formada na epiderme foli observada aos C
VOLNIK, 2015; VOLNIK et al., 2015; VOLNIK et al., 2019).

A formacdo deestruturas intracelulares tipo microesclerédios descritas como hifas
compactas de pigmentacdo escura e de lobulos irregulares (STOYKE; CURRAH, 1991),
geralmente ocorrem em estagios avancados da colonizacdo (JUMMPONNEN; TRAPPE,
1998), e a depender do isatefiingico pode fazese necessario um tempo adequado minimo
de quinze dias apds o periodo de inoculagcéo para a visualizacdo das estruturas, ou seja, em
estagios mais avancados de colonizacdo (SU et al., 2013).

Nesse contexto, o isolado A101 formou micréesdios melanizados durante o estagio
intermedi 8§rio de coloniza-«o ( CFiglr@20 em c®l u
M) (seta com circulo na bage Igualmente, uma intensa colonizacdo em células cortas
O 15 de iFiguaQ@O, B, Q). (

A colonizacgdo radicular pode ocorrer através da camada externa das células da epiderme
ao longo de toda a raiz principal (GRUNIG et al., 2008). Sendo comumente iniciada por hifas
extrarradicul ares fidef Ivemindraasfera ®absorvdmindtreerstesq u e
gue sdao transferidos para a planta hospedeira (BONFANTE; GENRE, 2010).

Contudo, observege que isolado A101 alédecolonizar células da epiderme ao longo
da raiz, também colonizou a base dos pélos radiculigsr§ 20G e N) aos O 5
inoculagéo, respectivamentsefa com retangulo na bagepodendo ser o locdkepreferéncia
utilizado pelas hifas como porta de entrada para alcancarem as camadas das células corticais
i nternas ( Q@9@O3)DELL et al .,
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Figura 20.(B - R) Padréao de colonizacao do isolado DSE A101 no tecido radicular do tomateiro
(var. Santa Cruz KadaPaulista). A101 com 5 dias de inoculacéo (B e C/F e G), com
10 dias de inoculagcédo (HVI) e com 15 dias de inoculagéN - R). Planta controle sem
a presenca de fungo (A). Crescimento longitudinal e vertical de hifas septadas e
melanizadas colonizando a superficie externa dggeia com retangulo na baggB
e F) e base do pelo radicular (G e N). Estrutura de infedg@ apressorio, de
crescimento longitudinalkséta fechada formando gancho de penetracédo apisatd
aberta) e ped fegpenditracdopponta de seta fechada formados a partir de
fragmentos de hifa lobada (C). Tubo germinativo apressorial formaddiade hifa
i nchada ou A e sasaperfice epidérmiearséne farrdagd®gancho de
penetracdo apicaséta fechada (D). Estrutura tipcapressorio
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com formato tipo cupulaséta fechada formando hifa de penetracdoofita de seta
fechadg (E). Colonizacéo intercelulaséta com estrela na ba3€H, |, J) em células

da epiderme e cortex) (K, P) e intraceluksaté vazadaem células da epiderme (H, I,

J) e cortex (K, O, P, Q). Hifa intracelular em células da epidésmsando constricdo

em forma de pescocp@nta de seta fechada com foto em detalhe (H), onde
atravessam a parede celular para colonizacdo de células subjacentes da epiderme (I) e
células do cértex (K, P, Q, R). Rede parenquimatosa de hifas/bainhaskifanzadas
formada na epiderme radicular (L). Estrutura tipo microesclerddios intracelulares,
melanizados em células do corteet@ com circulo na base(J, M, O, P, Q, R). As
amostras foram coradas com azul de metila 0,05%. Barras = 10 um (A, B, INjy 20
(G, L,0),50um (C,D,E,F, H,1,J,K,M, P, Q, R).

Semelhante ao isolado A101, com menos de cincoddiassn ocul a- «o (O 5)
radicular do tomateiro estava completamente colonizado pelo isolado Ag0B8(21 A - K).

O padréo de colonizag inicial estabelecese a partir de hifas extrarradiculares
especializadas septadas e melanizadas as quais formaram estruturas de fixacdo semelhante .
hifopodio Figura 21 B) (seta fechady lobado ponta de seta fechadaa partir do qual
formouse hifade penetracdaséta abertg na superficie epidérmica (BONFANTE; GENRE,

2010; COOK; BRAUN; BEALES, 2011).

Uma trama de hifasF{gura 21 C, K, L) formouse na superficie epidérmica com
crescimento transversal e longitudinsét@ com retangulo na bage extemidades das hifas
de corredor podem formar gancho apical ou pino de penetracdo pelo qual invadem o interior
das células através da parede celular epidérmata fechada

Hifa ramificada intraradicular atravessa a parede celular sem danificar a idegrid
celular fFigura 21 D) (ponta de seta abertg e colonizam intracelularmente célulda
epiderme Figura 21D e E) éeta fechadg, apds uma completa colonizacao intracelular, hifas
saem do interior da célulgifura 21 Fi H) (ponta de seta fechadye geminam ramificande
se em direcdo a células adjacentes corti€agifa 21 F1 H) (seta com estrela na ba3eara
iniciarem nova colonizacéao intracelul&igura 21 G eH) (ponta de seta abert3.

Ainda aos O 5 dias de i no couéstuturasemelmantd s o |
a apressorio ndo melanizadégura 21 I) (seta fechada com hifa germinativa penetrando a
parede celulanaepiderme FFigura 211 i em detalhe)geta abertg, assim como, hifas nédo
melanizadasKigura 21 J) intercelularesqgeta com hexagono na baye intracelularessgta
com losango ndase.

Em estagios iniciais de colonizagéo, hifas hialinas precedendo hifas melanizadas podem
ocorrer ou ainda, hifas hialinas e microesclerédios melanizados (KNAPP; PINTDARAES,

2012). Uma observacéo unica foi a colonizacdo ao entorno de estorigiwa 21K, N1 P)
(seta entalhada fechadpn por hifas melanizadas de corredor e verticais @€tas com
retangulo na baseg.

Uma trama mais abundante de hifas melanizadas falonama espécie de rede
parenquimatosa ou manto de hifas (BRUZONE; FONTENLA; VOLNIK, 2015; VOLNIK et
al., 2015; VOLNIK et al., 2019), foi observada na superficie das células da epieyoma (
21L) aos O 10 de inocul a- «om hifas igraradiculares d a s
colonizaram o espaco intercelul&igura 21 M) (seta com hexagono na bake

Outra observacédo completamente Unica foi a colonizacdo do estémato com formacao de
microesclerédios melanizados em seu intefidgyra 21 N i P) (seta com circulo na base
a partir dos quais, germinaram hifas hialireetd entalhada fechadg que ao
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colonizarem o entorno do estémato tornassmelanizadagigura 21 O e P) §eta entalhada
fechadg, culminando em uma completa @oizacdo do estbmatbifura 21 P).

Uma completa colonizacataraiz principal e secundarias por hifas melanizadaé &
15 dpi) Figura 21 Q) demonstra uma efetiva interacao fungo/planta, observada pela completa
colonizacéao intracelulaF{gura 21 R) comformacéo de microesclerodios melanizadsetg
com circulo na basge hifas melanizadas que realizam uma conexao entre células da epiderme
lateralmente dispostapdnta de seta fechada

Figura 21. (B - R) Padrao de coloniza¢éo do isolado A103awnido radicular do tomateiro
(var. Santa Cruz KadaPaulista). A103 com 5 dias de inoculagéo ¢9, com 10
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dias de inoculacéo (L P), e com 15 dias de inoculacéo (Q e R). Planta controle sem a
presenca do fungo (A). Estrutura tipoubsdrio €eta fechada (B). Crescimento
longitudinal e verticatle hifas septadas e melanizaqastacom retangulo na basg

em células epidérmicas &, L). Mecanismo de colonizacao intracelular das células da
epiderme da raiz e células subjacente$ (). Hifa intercelular penetrando o interior

da célula epidérmicappnta de seta vazada através da parede celular pelo canto
superior direito da célula vegetal (D, E, G); intensa colonizgeéta fechadg
intracelular (E); hifas melanizadgsofita de setafechadg saindo pelo canto inferior

da célula vegetal (Fd) e indo em direcdo a uma célula subjacésétacom estrela

na base para iniciar nova colonizagdo (G e H). Estrutura tipo apressorio hiakte (
fechadg (I), com hifa primaria germinada petrando a parede celular da epiderme pela
extremidadelahifa (seta abertg (1), com foto em detalhe. Colonizacao intracelular de
células da epidermesdta com losango na bayeor hifas hialinas e colonizacéo
intercelular §eta com hexdgono na bageor hfas hialinas (J) e melanizadas (M, R).
Hifas septadas e melanizadas circundando estébmato (seta entalhada fechada) na
superficie radicular (K, N, O, P). Trama de hifas melanizadas formando uma rede
parenquimatosa (L). Estbmatos completamente colonizadasipmesclerddiosseta

com circulo na basg (N, O, P). Micélio fungico melanizado colonizando intensamente
a regido externa da raiz primaria e secundaria (Q). Mecanismo de colonizeéhtas
laterais da epiderme radicular (R): Hifa melanizada fazendex&o entre duas células
(pontadeseta fechadae colonizacéo intracelular intensa e microesclerégiets Ccom
circulo na bas¢ (R, E).As amostras foram coradas com azul de metila 0,05%. Barras
=50um (AeQ),20 um (C, E, H, |4, L, M, R), 10 i, (B, D,F, G,N, O, P).

A colonizacao do isolado A101 nas raizes do tomateiro também foi verificada mediante
mi croscopia confocal, pel a qualuma abundanteo b s e |
colonizacaaqoor hifas extrarradicularegscuraseptadag melanizadagFigura 22
A) (seta fechad@, e hifas intrarradicularexcdbeca de seta fechadacoradas com (WGA
Alexa Fluor 488 e visualizadas em canal verde) nas células da epiderme radicular as quais
apresentam as paredes celulares coradas(lamtato de Propidio e visualizadas em canal
vermelho) (MOCHIZUKI et al., 2011; RAY et al., 2018).

Estruturas tipo apressorio formado na epideffigufa 22 B) apresentando hifa lobada
(inchada) ¢abeca de seta fechadatubo germinativapressorialdabeca de seta aber)ae
gancho apical lobado do apressoseté fechada (CARVER et al., 2001). O isolado A101
formou ainda hifas intracelulargsigura 22 C) (seta fechada

Uma completa colonizagao do isolado A103 na superficie radiculard o mat ei r o
5 de inoculacdo também foi observada mediante microscopia corfimrab(22 D) com hifas
extrarradiculares coradas com (W&exa Fluor 488) e visualizadas em canal verde e células
da epiderme (parede celular) coradas com (lodeto dpidivp e visualizadas em canal
vermelho (MOCHIZUKI et al., 2011; RAY et al., 2018).

Baseado em um modelo tridimensional obtido a partir de uma pilha de imagens
sequéncias, foi possivel observar a presenca de hifas extrarradicskteserftalhada
fechadg, concomitantemente, a presenca de hifas intrarradiculares, as quais, colonizaram
células da epidermé&igura 22 E) formando hifas corredorgsqnta de seta fechada que em
determinado momento evoluiram para formar estruturas tipo apressba@bertg compeg
de penetracaséta fechady, as quais colonizaram intracelularmente células da epidsatze (
dupla fechad3.
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Apoiado ainda nas andlises em microscopia confocal, foi possivel confirmar o que havia
sido evidenciado pela microsdapptica, isto é, a presenca de estdmato radideigunra 22
F) sendo colonizado por hifas corredoras septadas e melanizadas penetrando setstiolo (
fechadg, apds passarem pela célgiaarda ésteriscg (CHRISTODOULAKIS; GALATIS,
2002), para alcangam células corticais internas.

ostiolo

Figura 22. (A - F) Secc¢des longitudinais demonstrando o padréo de colonizagéo dos isolados
A101 e A103 no tecido radicular do tomateiro (var. Santa Cruz K&daulista). (Al
C) A101 e (Di F) A103. (A) Aos 5 dias pdmoculacédo, hifas de corredor septadas
(corada em verde) colonizam células epidérmicas dac@iada em vermelhg e hifas
melanizadas ndo coradasefa fechada (B) Estruturas de infeccdo na superficie
epidérmica tipo apressério: hifa lobadzoiita de ®ta fechadg, tubo germinativo
apressorialfonta de seta aberta separado de uma hifa germinativa inicial aseptada
por um septodeta com circulo na bagee gancho apical lobado do apressosietd
fechadg. (C) Hifa intracelular epidérmicadéta fechady (D) Intensa colonizacdo da
epiderme e cortex por hifas septadas aos 5 dias poés inoculacdo. (E) Modelo
tridimensional obtido a partir de uma pilha de imagens sequenciais evidenciando uma
colonizagéo de células da epiderme e do cortex: Hifas extrarradgleta entalhada
fechadg); hifas de corredorppnta de sety Apressorio ¢eta abertg com hifa de
penetracdoseta fechady hifas intracelularesséta fechada dupla (F) Estémato
radicular evidenciando células guardestériscg com hifas de corredeseptadas e
melanizadasseta fechady usando o ostiolo como ponto de entrada para alcangarem
células corticais internas. As células fungicas e vegetais foram excitadas
simultaneamente com lasers onde:i(A&) Células fungicas detectadas com WGA
Alexa Flwr 488 e visualizadas em canal verde e células da parede vegetal detectadas
com lodeto de Propidio e visualizadas em canal vermelho. Fluorescéncia verde,
vermelha e luz transmitidas foram adquiridas em microscépio confocal. Barras = 10 pm.
Imagem: Luc Fetiianus Marie Rouws.

71



4.6 DISCUSSAO

Neste estudo aplicese diferentes metodologias de inoculagdo fangica previamente
reportadas na literatura (NYASSE et al., 1995; YORINORI, 1996; SOUZA et al., 2008; RUSSO
et al., 2015; SORENSEN et a2016). Baseado nestas metodologias, avaea aviruléncia
de cinco isolados DSE obtidos de plantas de arroz silva3trglymaepatula em area de
Cerrado (locais secos e alagados) e mata (PEREIRA et al., 2011).

As plantas inoculadas com os isolados D€IB1, A102, A103, A104 e A105 pelo
método do palito de madeira ndo apresentaram efeitos negativos ou sintomas caracteristicos de
patogenicidade.

Estudos tém evidenciado a eficacia do método avaliando a resisténcia de plantas frente
a viruléncia de fitop@genos, como verificado em plantas de cenoura inoculadas com a espécie
Alternaria radicina(PRYOR; DAVIS; GILBERTSON; 2000), em plantas de soja inoculadas
com Fusarium tucumaniaénome correnteNeocosmospora tucumanjae F. virguliforme
(nome correnteNeocosmospora virguliformis(index Fungorum2020) (KLINGELFUSS,
YORINORI; DESTRO, 2007; SCANDIANI et al., 2011), em plantas de
mel&o inoculadas coRhizoctonia solane Macrophomina phaseolif@MEDEIROS et al.,

2015; COHEN; ELKABETZ; EDELSTEIN, 2016).

Segundo Schuster; Jensen; Sayre, (1958) e Prasad; Eizenga, (2008), a eficacia do
método estd relacionada a quantidade bastante constante de in6culo que é levado ao contatc
intimo com o teciddaplanta, ao mesmo tempoe,reduz a contaminacao por microrganismos
secundarios, facilitando o desenvolvimento uniforme de sintatedsencas.

Uma vez que, o fungo € introduzido na platdéeuma forma ndo natural e bastante
invasiva (TOLEDGSOUZA; COSTA, 2003), ha uma quebra acidl das barreiras de
resisténcia do caule, podendo induzir a uma resposta localizada de hipersensiiuliokai®
de inoculagéo do palito (SCHUSTER; JENSEN; SAYRE, 1958; FRITIG et al., 1987). Ressalta
se ainda, que o palito apresentando ponta maldafioa atravessando totalmente a haste, causa
a gquebra da plantula no locdé inoculacdo, podendo resultar em avaliagdo incorreta dos
sintomas (YORINORI1996).

Nas plantas da soja e do sorgo inoculadas com os isolados A101, A102, A103 A104 e
A105, foram dservados sintomas caracterizados por lesdes necroéticas inferiores a 1 cm de
diametro que se restringiram em absoluto ao ponto de inoculacdo. Contudo, 0 mesmo sintoma
nao foi observado no hipocoétilo das demais plantas inoculadas. Scandiani et al., (2011),
sugerem que toxinas podem ser produzidas no ponto de inoculacdo das hastes pelo método dc
palito colonizado, resultando em sintomas que variam de uma leséo externa de cerca de 1 cm
de diametro no ponto de inoculacdo até lesbes necroticas maiores.

Muito embora tivessem sido supridas com solugcéo nutritiva, no inicio e durante o
experimento, em todas as espécies de plantas inoculadas, folhas mais velhas apresentararn
sintomas visuais denotando caréncia de elementos nutricionais, observados pelo
amarelecimentodliar, inclusive, nas plantas sem a presenca de fungos. Como em condi¢des de
deficiéncia, determinados elementos minerais sdo moéveis na planta, os sintoma visuais foliares
observados nas plantas inoculadas com os isolados DSE avaliados neste estueke gugere
houve a translocacao de nutrientes de folhas mais velhas para folhas novas, destasatneo
eles, o nitrogénio (N), (VIECELLI, 2017).
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A inoculacdo de DSE com palito colonizado em hastes de plantas é inédito, nas
avaliacdes rdaadas nao foram observados sintomas tipicos de infeccdo comumente causados
por fitopatdgenosAo passo que, as plantas apresentarandesenvolvimento normal, ainda
que, tenha ocorrido os sintomas foliares decorrentes da canétr@énal.

No entantp ensaios de outros autores avaliando outros fungos filamentosos ndo DSE,
identificaram resultados ou sintomas distintos dos identificados neste estudo. Por exemplo,
manchas, clorose interveinal, necrose foliares e morte de plantas foram observadotasm plan
de soja por esta mesma metodologia com micélio das estirp&s tleumaniaee F.
virguliforme (SCANDIANI et al., 2011).

Resultados semelhantes foram observados em plantas de sorgo inoculadds com
phaseolina(TESSO et al.,, 2011), plantas do arrozcuadas comR. solani (PRASAD;
EIZENGA, 2008) e plantas da soja inoculadas com isolados do géragrarthe (GHIMIRE
et al., 2018). Semelhante a inoculacdo com palitos colonizados pelos isolados DSE avaliados
neste estudo, plantas de soja (cv BR 23) ndiesaptaram sintomas quando inoculadas no
hipocoétilo com palitos colonizados pelo micélio do funD@porthe phaseolorumvar.
caulivora, porém, diferente dos nossos resultados, causou descoloracao interna da haste na soja
(cv BRS 154) sem resultar em modes plantas (COSTAMILAN et al., 2008).

Baseado em nossas andlises microscépicas, os isolados A101, A102, A103, A104 e
A105 foram capazes de colonizar células da epiderme e do cortex das hastes das plantas da soj
e feijdocaupi. Embora ndo seja comunisolamento de DSE em outros tecidos vegetais, que
nao seja a raiz, algumas espécies do géPkiaocephalasp., demonstram a habilidade em
colonizar tecidos vegetais de arvores, como a base de caules, hastes saudaveis, tocos e tora
grossas de arvoresmédicacdes finas de galhos e detritos lenhosos de arvores, especialmente
em espécies deinus sylvestridPicea abie® Betula pendulaespécies de arvores de ocorréncia
comum em florestas temperadas boreais na Europa, (MENKIS et al., 2004).

Contudo, inumms estudos demonstram que, especialmente as células do cortex e da
epiderme radicular, € o local de preferéncia para a associacao entre DSE e plantas hospedeiras
associacao esta, ubiqua em diferentes ecossistemas e em alguns destes habitats fungos DSE ¢
sobressaem em abundéancia quando comparadoBM@as(JUMPPONEN; TRAPE, 1998;
JUMPPONEN, 2001; MANDYAM; JUMPPONEN2015).

Neste estudo, observ@e que o método de inoculagdo por imersdo das sementes na
suspensao de fragmentos miceliais dos isolados DS&EJ)pminutos com posterior incubacéo
emBOD, proporcionou uma boa concentragao e adesao dos fragmentos miceliais nas sementes
inoculadas, como observado em suspemgimonidios (SOUZA et al., 2008). A redugdo da
emergéncia das sementes do mamao, provamedmacorreu pelo fato dos fungos crescerem e
tomarem o espago da semente no rdeitultura, e por esta ser menos vigorosa, permitiu uma
colonizacéo saprofita por parte dasgos.

Outra caracteristica importante, € que sementes de maior densidade, emesmza
espécie, sdo potencialmente mais vigorosas do que as menores e de menor densidade
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000). Resultados nesse sentido foram observados por
Pizzinatto et al., (1991), em sementes de algodoeiro e Silva et al., (2011) em sementes de
cgueiro, demonstrando que a densidade da semente pode ter um efeito altamente significativo
no indice de emergéncia e germinacao.

Na literatura, a inoculagcdo de sementes de plantas em suspensdo micelial de isolados
DSE pelo método de imersdespecialmente plantas de interesse agricola, ainda ndo sao
comuns, podendo o método realizado neste estudo ser considerado inédito.

Ap6s 168 horas de incubacéo, os resultados da inoculacdo mostraram que as plantas do
feijdo-caupi, feijao pérola, milho, @bora, soja, tomateiro e sorgo napresentaram
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diferencas significativas na germinacédo das sementes, destaeapldmtas do feijacaupi e

soja com 100% de germinacédo inoculadas com os isolados A101, A103 e A105. Igualmente
com plantagio feijdo Pérola inoculado com os isolados A102 e A103, plantas do tomateiro
inoculado com o isolado A102 e com plantas do sorgo inoculadas com o isolado A105.

Contudo, mesmo em cultivares com porcentagens de germinacdo e emergéncia
semelhantes, segunda@akhgawa (1999) e Macarello; Yamashita; Carvalho (2012), verificaram
gue, sementes frequentemente mostram diferencas em suas velodelageminacdo e
emergéncia, demonstrando que existe uma variabilidade de vigor entre elas. Nao implicando
em diferencasrelacionadas em qualidade fisiologica, mas podendo estar relacionado a
capacidade em absorver agua (PIRES; BRAGANTINI; CORDA4).

No geral, alteracBes no vigor das sementes estao relacionados a diversas caracteristicas
associadas a fatores fisicos, diégicos e bioguimicos que ocorrem na semente durante seu
ciclo de vida (KRZYZANOWSKI; NETO, 2001).

Resultados semelhantes, foram observados pelo mesmo método utilizando o fungo
endofiticoBeauveria bassianado DSE inoculado em sementes de plantas do sasgjuais,
nao apresentaram a germinacdo e a emergéncia influenciadas pela imersdo na suspensac
conidial (TEFERA, VIDAL, 2009). A imersadesementes € consideradim método simples,
adequado e eficaz na obtencdo de sementes infectadas e tém siddouditiz ensaios de
patogenicidade para avaliar a exposigésementes do algodoeiro inoculadas deumsarium
oxysporunt. sp.vasinfectun{fSOUZA et al., 2008), avaliar o efeil@aassociacdo délternaria
alternatae A. daucinaqualidade fisiol6gica de semtes de salsa (PEDROSO et al., 2010) e
sintomas de doenca em plantas de feijao inoculadadg-comysporum(RODRIGUEZ et al.,

2016).

Em nosso estudo, observamos a tendéncia maior na variacdo de sementes geminadas
apresentada na planta da alface inoculadas os tratamentos A102, A103, A104 e A105.
Provavelmente, as sementes ndo germinadas foram influenciadas pela barreira fisica gerada
pelo micélio sobre as sementes, uma vez que, as sementes apresentaram uma aparéncia saudav
apos 7 dias de inoculadas.

Todas as sementes das diferentes espécies de plantas inoculadas, permaneceram imersa
nas suspensdes fungicas por 40 minutos, proporcionando a adesdo dos fragmentos miceliais na
superficie externa das sementes, como observado em suspensao de conidios €5aJZA
2008). Entretanto, a taxa de fragmentos miceliais dos isolados A101, A102, A103, A104 e A105
fixados nas sementes néo foi determinada. Tefera; Vidal, (2009), observaram que sementes do
sorgo imersas por 10 minutos em suspenséao conidial do isolado
B. bassiandoi adequado para a colonizac&o do tecido radicular, foliar e da haste, sem reduzir
a germinacao e emergéncia das sementes.

Talvez a inoculagédo das sementes de alface em tempo inferior permitisse uma maior
taxa de germinacdo. Porém, a que abersir, que, a taxdeindculo foi extremamente alta, além
da propria expanséo fisica do fungo na placa. Por outro lado, sementes de plantas do tabaco,
milho, trigo e soja imersas em suspensao conidid. dmssiangor um periodale 24 horas,
também n&oiteram a germinagcao e emergéncia das plantas influenciadas pelo fungo, o qual
estabeleceu uma colonizagdo endofitica em diferente tecidos vegetais (RUSSO et al., 2015;
RUSSO et al.2019).

Em relacdo a reduc@aemergéncia das sementes do mamao inocutama® isolado
A101 observada, provavelmente, ocorreu devido ao fato do fungo crescer e tomar o espaco das
sementes no meio de cultivo, e por estas serem menos vigorosas, permitiu a colonizagao
saprofita por parte dimngo.

Outra caracteristica important&,que sementes de maior densidade em uma mesma
espécie, sao, potencialmente mais vigorosas do que as menores e de menor densidade
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(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000). Resultados nesse sentido foram observados por
Pizzinatto et al., (1991), em sentes de algodoeiro e por Silva et al., (2011) em sementes de
cajueiro, demonstrando que a densidade da semente pode ter um efeito altamente significativo
no indice de germinacao e emergéncia.

Embora a imersdo de sementes em suspensdes conidiais ouraenfoamiceliais de
fungos DSE néo tenha sido relatada na literatura, resultados de estuiti@s mostram que
sementes previamente germinadas em meios de cultivo e posterior inoculacéo por imersao das
raizes em suspensdes miceliais, demonstram umroesgoi das plantas positivamente afetado
pela colonizacdo DSE, como observado em plantas de tomateiro inoculadas com as estirpes
Periconia macrospinosaCadophorasp. (YAKTI et al., 2018; YAKTI et al., 2019).

Utilizando os mesmos isolados DSE avaliadogenestudo, resultados semelhantes
foram verificados por Vergara et al., (2017) ao inocular raizes do tomateiro por imersao nas
suspensdes miceliais dos isolados A101, A104 e A105. Os autores verificaram ainda, a
capacidade destes isolados em promover scicnento de plantas do tomateiro usando fontes
organicas de N. Semelhantemente, raizes do a@ozd sativa) imersas em suspensfes
miceliais dos isolados A101 e A103, além de serem colonizadas sem efeitos negativos,
mostraram o uso maéiciente de N a partir de fontes organicas (VERGARA et al., 2018b).

Discos de micélio crescido em meio de cultura e inoculados proximo as raizes € outro
método utilizado em ensaios com DSE que resultam em uma eficiente colonizacdo do tecido
radicular senefeitos negativos, como observado em plantas de orgDieledrobium nobile
(HOU; GUO, 2009). Utilizando o mesmo método de inoculagdo, Vergara et al., (2018a),
observaram a colonizacdo do cértex e epiderme do tecido radicular de plantas do arroz
inoculadascom os isolados A101, A103, A104 e A105, sem efeitos negativos a planta.

Estes resultados observados por Vergara e colaboradores, indicam o grande potencial
dos isolados DSE avaliados neste estudo para aplicegagricultura e mediante nossas
observacdesstes isolados nado induziram ou causaram efeitos negativos nas plantas inoculadas
pela imersao das sementes nas suspefigiigsas.

Semelhante aos métodos de inoculacdo abordados anteriores, a inodefaciEms
DSE na superficie foliade plantas deriteresse agricola € inédito, e sintomas representativos
de patogenicidade caracteristicefungos fitopatogénicos nao foram observados nas plantas
inoculadas com os tratamentos representados pelos isolados A101, A102, A103, A104 e A105,
guando comparadas plantasestemunhas.

A inoculagdo mediante friccdo prévia na superficie foliar utilizando abrasivos
(carborundum), também conhecida como inoculacdo mecéanica, é comumente utilizada em
testes de patogenicidade avaliando sobretudo resposta da pitretacas virais (COSTA et
al.,, 1952; CONTI; LOCCI, 1972; LIMA, 2009), com resultados indicando que a
susceptibilidade da planta a infec¢ao teseanaior com uso de abrasivos, proporcionando um
aumento de cerca de 10 vezes o nunderesoes locais em reldg a plantas inoculadas sem
abrasivos (CONTI; LOCCU0972).

Embora fossem supridas semanalmente com solugdo nutritiva, todas as plantas
inoculadas apresentaram sintomas de deficiéncia de elementos minerais, 0 que, provavelmente,
induziu a uma clorose e ssTéncia prematura sobretudo das folhas mais velhas (HUFFAKER,
1990;LIM; KIM; NAM, 2007).

As plantas do milho e sorgo foram as que mais apresentaram folhas secas e folhas caidas,
um amarelecimento das folhas mais velhas é considemadodicador visiveldo inicio da
senescéncia, pois reflete principalmente a senescéncia dos cloroplastos das células mesdfilas,
gue é o primeiro passo associado a morte celular programada (MCP) (LIM; KIM; 200VI).
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Observouse de modo geral, com excecagkmtas do arroz e do mamao, em todas as
espécies de plantas, destacasd@lantas do feijacaupi e tomateiro, seguida da soja, milho,
sorgo e abodbora, determinadas folhas inoculadas apresentaram manchas ou lesdes de coloraca
castanheclaro a marrom nauperficie adaxial, o que foi atribuido a acdo mecénica mediante
uso do carborundum, uma vez que, as lesdes evidenciadas também foram apresentadas na:
plantas testemunhas inoculadas sem o fungo. Lesdes no local de inoculagdo sao passiveis de
surgirem se @ressao para gerar a injuria na superficie foliar mediante friccdo com o abrasivo
for além da necessaria (COSTA; FRANCO, 1951; HU2Q09).

Os sintomas observados no local de inoculacéo também podem estar envolvidos a uma
resposta de hipersensibilidadeH)Rlo tecido afetado pela friccdo do carborundum. Segundo
Rossiet al., (2017),a RH da planta, envolve 0 acimulode espéciegeativasao oxigénio

ROS) (do ingléReactive Oxygen Speciesomo por exemplo, o radical hidroperoxila (HO
S), o, radical superoxido (b oy o peroxidode hidrogénio (HO ),.e a inducaia
expressao de proteinas relacionadas a patogénese.

O acumulo de ROS esta associado a diversos sestrpsovocados por fatores bioticos
e abioticos, como ataque de patdgenos, luz, salinidade, temperatura, seca e ferimentos
(SEWELAM; KASAN; SCHENK, 2016). Como consequéncia, sintomas foliares como clorose
ou necrose sao evidenciados (APEL; HIRT, 2004; EN&GKIRKBY; WHITE, 2012), como
observada em plantas do tomateiro (PHAM et al., 2019), plantas de tabaco (ROSSI et al., 2017)
e em plantas de cevada (McGRANN; BROWN, 2018).

Em nosso estudo, também foram observados sintomas de clorose nas margens de
determiradas folhas que evoluiram para necrose em todos os tratamentos representados pelos
isolados A101, A102, A103, A104 e A105 inoculados nas plantas da abdbora e nos tratamentos
A103, A104 e A105, inoculados nas plantas da soja. Os mesmos sintomas foramdolsserv
nas plantas testemunhas. Entretanto, ndo foram visualizados sintomas no centro foliar aonde os
isolados foram inoculados. Isso sugere que tais sintomas, provavelmente estdo relacionados a
fatores abidticos, como o estresse gerado pela deficiéncigrimntes. Sintomas semelhantes
foram descritos em trabalhos com plantas de abobrinha italiana (cv Caserta) (COELHO et al.,
2010), plantas de maracujazeiro (FREITAS et al., 2011) e com plantas de melancieira (COSTA
et al., 2017).

Com excecéo das plantas @®oz, nas demais plantas inoculadas, em decorréncia da
deficiéncia de nutrientes, algumas folhas inoculadas representando os tratamentos senesceran
e cairam. Contudo, as folhas previamente injuriadas com o abrasivo e inoculadas com agua
destilada repres¢ando os tratamentos testemunha, também demonstrasamesmos
sintomas foliares, igualmente as demais folhas inoculadas, mostrando que os isolados fungicos
nao induziram a efeitos negativos ou induziram quaisquer sintomas tipigatgenicidade,
mediante inoculagdo com uso do abraspasborundum.

Neste estudo, também foi caracterizado o padréo de colonizacdo dos isolados A101 e
A103 em raizes de plantas do tomateiro.

Os mecanismos pelos quais fungos DSE estabelecem associagbes com plantas
hospedeiras ainda ndo esta completamente compreendido. Contudo, o padrdo de colonizacéo
inicial no sistema radicular de plantas hospedeiras é caracterizado pela presenca abundante de
hifas de corredor septadas e melanizadas ao longo do eixo principé @afsemacéo de
microesclerédios em estagios avancados de colonizagdo, a exemplo doRéuddoicephala
fortinii Wang & Wilcox, (1985) descrito como um representante tipico (CURRAH;
TSUNEDA; MURAKAMI, 1993).

Hifas de crescimento longitudinal comumentearmada hifas corredoras ou hifas
distributivas (unner hyphag que seriam hifas infectivas, podem crescer ao longo das
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depressfes entre as células epidérmicas adjacentes e colonizarem o espacgo entre as célula
corticais ao longo do eixarincipal da raiz (JUMPPONNEN; TRAPPE, 1998).

Apesar dos isolados A101 e A103 colonizarem efetivamente o sistema radicular do
tomateiro de forma intensa com formacgédo de hifas septadas, melanizadas e presenca de
microesclerddios intracelulares (JUMPPONNERNRAPPE, 1998) Kiguras 20, 21 e 2R
ambos apresentaram algumas diferencas no padrdo de colonizacdo durante os estagios de
inoculagéo nas raizes do tomateiro.

A principio, ambos isolados iniciaram o padrde colonizagdo formando tubos
germinativos apressais emergindo a partole fragmentos de hifas melanizaddsaspecto
Al obado ou inchadoo, s e nddimocuaciofsgora2d@,®eB)L1 01 a
(Figura21B)e o i sol ado A103 Fomwas22E) (CARUER et al.2@b.ul a - «
Apenas o isolado A103 aos O 5 de i ndigwa a- «o
21 B) formado a partirde hifas extrarradiculares melanizadas, que aderiram a epiderme
radicular e iniciou o processo de colonizagao intracelular (BONFASHENRE, 2010).

Nesta fase inicial de colonizacdo, a exemplo dos fungos (FMA), varios estimulos
vegetais como monémeros de cutina sintetizados pelas células corticais radiculares (WANG et
al., 2012), e moléculas sinalizadoras incluindo ions potassio, ,calpicares e acroleina
(MENDGEN; HAHN; BEALES, 1996), tanto quanto, estimulos externos incluindo gradiente
de pH, mudanca de temperatura, hidrofobicidade, dureza do contato com a superficie (KANG;
KHANG; LEE, 1999; HARISSON, 2005) e sintese de cAMP prateimase A(CPKA)
exdgena, induzem a formac&@ie estruturas de infeccdo como apressoérios em condi¢cdes
hidrofilicas (LIU et al., 2011; SELVARAJ et aR017).

Um apressorio tipico, é formado com a germinagdom t ubo Ahi faodo ¢
primario (TGP), cuo a partir de um esporo fangico. O reconhecimento de fatores como
hidrofobicidade e produtos de degradacédo de cutina e celulose liberados por enzimas fungicas
na superficie hospedeira, induz ao alongamento de um segundo tubo germinativo que € um pré
requsito para uma eventual diferenciacdo em uma estrutura de infeccdo especializada
(CARVER et al.2001).

Conseguintemente, a extremidade do segundo tubo germinativo toswnuthada,
témse a formacao do apressorio em si, contudo, 0 mesmo amplia stie éoegato permitindo
maior aderéncia na superficie epidérmica. Ocorre entdo, a emissao de um gancho de penetracgac
(peg na regido inferior do apressoério, o qual, penetra o tecido hospedeiro (GIRALDO;
VALENT, 2013; YAMAOKA et al., 2019). Mesmo a emissaouta gancho lobado apical, ja
facilita a invasdo nas células da epiderme (CARVER 2001; HANSJAKOB; RIEDERER;
HILDEBRANDT, 2012).

O pegde penetragdo sofre uma presséo do turgor desenvolvido dentro do apressorio e
penetra as células da epiderme atraves dasi@s celulares (SU et al., 2013; YAMAOKA et
al., 2019). Além de promoverem a invasdo nas plantas, os apressoérios ou hifopédios sdo
considerados como locais de entrega de moléculas efetoras e, assim, medeiam a interacao
endofitica entre a planta hospedéinago a nivel molecular (LIU et al., 2011).

Entretanto apressorios podem variar quanto a sua morfologia, sendo considerados desde
uma ponta de hifa corredora extraradicular (JUMMPONNEM; TRAPPE, 1998; GIRALDO;
VALENT, 2013; BIELSKA et al., 2014), até a foas mais tipicas arredondada (SESMA;
OSBOURN, 2004; LIU et al.,, 2011; GIRALDO; VALENT, 2013; GUZMAN; WILSON,

2015), lobada a pentabada (MENDGEN; HAHN, DEISING, 1996; COOK; BRAUN;
BEALES, 2011) e tipo ctpula (GAN et al., 2010; GIRALDO; VALENT, 2013).

Neste estudo, os apressorios formados pelo isolado A101 variaram desde a germinacao

de uma hifa melanizada primaria de crescimento longitudinal com formacdo de um gancho de
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penetracdo apical e upegde penetracdo com crescimento vert{€adura 20 C) a partirdo
mesmo fragmento de hifa lobado (MENDGEN; HAHN; DEISING, 1996; CARVER et al.,
2001), tubo germinativo primario melanizado a patérumfragmento de hifa melanizado
inchado sem formacéo de uma hifa de penetracdo ou gancho(Bgoah 20 D) (SESMA,;
OSBOURN, 2004; HARRISON, 2005), fragmento de hifa melanizado discreto em dierma
cupula Figura 20 E) compegde penetracéo inicial (GAN et al., 2010tJ et al., 2011), a um
apressorio separado do fragmedédhifa inchado poum septo, com formacdo de um gancho
apical lobadoKigura 22 B) (CARVER 2001; HANSJAKOB; RIEDERER; HILDEBRANDT,
2012; YAMAOKA et al.,2019).

Diferentemente do isolado A101, o isolado A103 formou apressorio tipico na superficie
epidérmica Figura 22 E), (CARVERet al., 2001; KIRK et al., 2008; GIRALDO; VALENT,

2013). A nado formagéao de estruturas de infecgéo na raiz pode estar relacionada a uma falha em
ativar a respiracao e estimular o crescimento da hifa (HARRISON, 2005). Entretanto, a falta de
estimulo ou a aéncia de sinalizacdo molecular pode inibir a formacao de apressorios ou
hifopddios e induzir a formacéo de simples inchacos hifais na epiderme radicular (SESMA;
OSBOURN, 2004; BIELSKA et al., 2015).

O fato é que, a penetracéo do tecido hospedeiro tamdigroporrer sem diferenciacéo
do micélio vegetativo em uma estrutura de infec¢do especializada totalmente desenvolvida,
como um apressoério (EMMETT; PARBERY, 1975; JUMPPONEN; TRAPPE, 1998).
Tradicionalmente, estruturas produzidas a partir de tubos gewomatio conhecidas como
apressorios, enquanto as estruturas de adesao e penetracao produzidas nas hifas sao descrit:
como hifopodios (EMMETT; PARBERY, 1975; MENDGEN; HAHN; DEISING, 1996).
Entretanto, hifopddio é tratado como o melhor sinbnimo de apreg8dRK et al., 2008) e
vice-versa (BONFANTE; GENRE, 2008).

Nao obstante, hifopddio foi definido como uma hifa especializada frequentemente
ramificada e inchada, que adere a superficie radicular antes da penetracao fungica intracelular,
e comumente assodia a fungos micorrizicos arbusculares (BONFANTE; GENRE, 2010). De
qualquer maneira, seja considerando a formacéo de apressoério ou hifopodio, ou ambos, pelos
fungos, estas estruturas de infec¢do sao umeppdsito e parte integral para o processo inicial
deinfeccdo bem sucedido na superficie da planta hospedeira (EMMETT; PARBERY, 1975;
CARVER et al.2001).

A presenca de hifas inter e intracelulares tanto quanto a colonizacdo de células
adjacentes da epiderme e do cortex foi muito mais intensac®m | ado A103 aos
i nocul a- «o0, em compara-«o0 ao isolado Al101
demonstrando que os eventos de sinalizagdo que comandam a interagdo entre fungo e planta
hospedeira foram efetivamente mais veloz com o isddd3 (SU et al., 2013).

Apesar de formarem hifas e microesclerédios densamente melanizados
(JUMPPONNEN; TRAPPE, 1998), hifas hialinas precedendo hifas melanizadasvensae
formadas por fungos DSE ja foram relatadas (NEWSHAM, 1999; BARROW; AALTONEN,
2001; ZHANG et al., 2011; KNAPP; PINTYE; KOVACS, 2012).

Fungos DSE séo hipotetizados serem morfologicamente polimoérficos, formando hifas
hialinas e melanizadas inter e intracelularmente durante 0 mesmo estagio de colonizagéo, nesse
sentido, hifas hialinas pedh ser formadas como extensbes de hifas melanizadas e de
microesclerédios como observado em raizeatdplex canescensoculadas com um DSE
nao identificado (BARROW; AALTONEN, 2001) e em raizes\igpia ciliata sp.ambigua
colonizadas pelo DSEhialoplora graminicola(NEWSHAN, 1999).

Em consisténcia com as observacdes acima, somente o isolado A103 formou estrutura
tipo apress-rio hialino na supekFgirgd2if),eomepi dE@G
hifa germinativa penetrando a parede celudgyetal Figura 2117 em detalhe). Formou
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também hifas inter e intracelulares hialinas na epiderme e cértex do tomfigina 21 J),

além de, hifas hialinas formadas na epiderme radicular como extensdes de microesclerodios
melanizadomos O 15 di aRgurdZiN)i nocul a- «o (

Diferentemente, o isolado A101 formou microesclerddios intracelulares com um piadrao
melaniza¢ao gradual, evoluindo de uma colora¢cdo marrom ou castanho claro a marrom escuro,
i sto ®, densamernt0e emél dndculatiohss deos O

Segundo Barrow e Aaltonen, (2001) hifas hialinas foram prevalentes em raizes
fisiologicamente ativas, em relac@s hifas e microesclerdédios melanizados que foram
prevalentes em raizes dormentes ou inativas, em planfasiglex canescensConsiderando
gue as plantas de tomateiro ao serem inoculadas apresentavage8érdsas de germinagao,
podemos considerar neste estudo que ambos isolados A101 e A103 produziram hifas e
microesclerddios hialinos e melanizados em plantulas metabolicaatigate

O poimorfismo morfolégico das hifas em seu ciclo de vida nas plantas hospedeiras nédo
estd claramente elucidado, mas pode estar relacicet&dcerto ponto ao aprimoramento
adaptativo em ambientes xéricos, isto é, secos (ZHANG et al., RNNAP; PINTYE;
KOVACS, 2012), ou relacionado a diferentes tipos de interacdo (MANDYAM; JUMPPONEN,
2015). A presenca de hifas hialinas na colonizacéo radicular do tomateiro pelos isolados A101
e A103, esta relacionada a avaliag&ecaizes muito jovens que foram colonizadastpfas em
processo de desenvolvimento, cuja deposi¢do de melanina ainda ndo havia ocorrido.

A base de pélos radiculares tem sido considerada como um local de preferéncia de
colonizagcdo para alcancar tecidos internos corticais como demonstrado pelo fakgo D
Harpophora oryzaenoculado em raizes de arroz (SU et al., 2013). Consoante com isto, os
isolados A101 e A103 colonizaram densamente a base de pélos radiculares, assim como, células
da epiderme desde a base da haste seguindo paralelamente e verécatmentjo do eixo
principal da raiz do tomateiro.

Uma observacao Unica entre os isolados testados, foi a colonizacao do isolado A103 nos
estbmatos presentes nas raizes novas do tomateiro com hifas emergindo de microesclerédios
(Figura 2107 P) e hifas peetrando a raiz através do ostidiiglra 22 B). Semelhantemente,
hifas melanizadas do isolado A101 também colonizaram ao entorno de estdmatos radiculares,
sugerindo que ambos podem ter utilizado essa abertura comodpatdrada para uma
colonizacéo lbtrofica endofitica (BARROW2004).

Geralmente, fungos filamentosos como o Ascomy&itdosporium fulvunmome
corrente’ Fulvia fulva(Cooke) Cif. 1854, biotrofico causador do mofo em folhas do tomateiro,
penetra as folhas através dos estdmatos, da nfesme os Basidiomicetdglelampsora lini
(Ehrenb.) Thim. 1878 @romyces faba@aome correnté Uromyces viciaefabaei (Pers.) J.

Schrét. 1875, fungos causadores da ferrugem, penetram pelos estdmatos foliares do linho e
feijdo-fava, respectivamente, usanapressorios ndo melanizados (GIRALDO; VALENT,
2013).

A que se ressaltar, que, estbmatos sdo estruturas especializadas de células epidermais
tipicas da parte aérea das plantas (BERGER et al., 1998). Embora, sejam raros a observacao de
esbmatos em células epidermais do tecido radicular, a presenca em raizes primarias, isto €,
raizes mais novas, pode estar relacionado a maximizacao ddegases, que pode ser mais
critica em raizes novas do que em raizes velhas, que ndo estdo cresasndtvamente
(LEFEBVRE,1985).

Semelhante a nossas observacoes, estbmatos foram observados em raizes primarias de
plantas da espécie Pisum sativum (LEFEBVRE, 1985) e Ceratonia siliqua
(CHRISTODOULAKIS; PSARAS, 1987; CHRISTODOULAKISMENTIS; GALATIS,

2002). Ilgualmente, estbmatos também foram observaddscido da epiderme no hipocétilo
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de Arabdopsis thalianacuja formacdo obedece ao padrédo de genes expressos na epiderme
radicular (BERGER et al., 1998). Apesar de tudo, ndwid&ecias na literatura até o presente
momento, de fungos DSE colonizando células estomaticas radiculares, sendo este estudo
pioneiro nesse sentido.

A orientacdo do crescimento apical da hifa na superficie epidérmica radicular esta
associado a processos idducdo mediado pela sintese e liberacdo de aparatos moleculares
como sinalizacao de calcio, médulos de sinalizacdo de GTPase, complexos proteicos associados
ao recrutamento de actina e ligacdo de microtubos no apice hifal, juntamente com cinesinas
espedicas e micro dominios apicais ricos em esterol (BRAND; GOW, 2009), igualmente,
fundamental para penetracdo do tecido hospedeiro (BIELSKA et al., 2014), que pode ocorrer
com a proépria ponta da hifa sem diferenciacdo (JUMPPONNEN; TRAPPE, 1998).

Entretantoa orientacao e extensao da ponta hifal s&o mecanismos reguladores distintos
que operam em paralelo durante o crescimento filamentoso, permitindo que os fungos
orquestrem sua reproducao em relacéo aos gradientes de efetores em seus ambientes. (BRAND:
GOW, 2009). Nesse contexto, moléculas sinalizadoras possivelmente estejam envolvidas no
direcionamento das hifas para locais como estématos facilitando assim a colonizagéo endofitica
(BARROW, 2004).

N&o obstante, os isolado A1(Bidura 20 L) e A103 Figura 21 L) tenham formado
uma densa rede parenquimatosa de hifas melanizadas/bainhas hifais na epiderme radicular
(VOHNIK et al., 2015; VOHNIK et al., 2019), além de uma densa colonizacdo extraradicular
e intraradicular do fungo A103 na superficie radicular do teimwafFigura 21 Q), nenhum dos
isolados formaram uma interface totalmente intercelular entre as células da epiderme e as do
cC-rtex radi cul ar Hantige ctedn h ecca muamen ® mo pfiesent e
ectomicorrizicas mutualistas (BONFANTE; GENRE, 2010

Se bem que, pouco comum, podendo ocorrer também em simbioses endofiticas
mutualistas como observado com a estirpe DSEfortinii em raizes deSalix glauca
(FERNANDO; CURRAH, 1996) écephala macrosclerotiorumm pinheiro silvestr@inus

sylvestrify' LUKEGOVC et al ., 2015) .
Uma caracteristica que foge ao padrdo de coloniza¢édo de fungos DSE foi evidenciado
por Lukegovsg et al ., (2015) , gue observar e

cilindros vascularesa raiz de coniferRicea abiegpelo DSEP. helveticae o isolado A103
formou estruturas tipo clamidésporos no entorno da regido dos feixes vasculares na raiz do
arroz (VERGARA et al., 2018a).

Entretanto, os tecidos vasculares do tomateiro ndo foram zadlms pelos isolados
A101 e A103, consistente com a tipica identificacdo de fungos DSE que s&o reconhecidos por
nao colonizarem tecidos vasculares de plantas hospedeiras (JUMPPONNEN; TRAPPE, 1998;
VERGARA et al., 2017; SURONO; NARISAWA, 2017).

Ao final doestagio de inoculagéo (15 dias), ndo foram observados quaisquer sintomas
de efeitos negativos nas raizes do tomateiro induzido pelos isolados A101 e A103, células da
epiderme e cortex permaneceram saudaveis, quando comparadas as plantas contram isto €, s
a presenca do fung&igura 20 A) e (Figura 21 A).

Apesar do isolado A103 ter apresentado um padrao de colonizagdo mais rapido e denso
que o isolado A101, no geral, o primeiro se ateve a colonizacdo de dakpéderme, ao passo
gue, o segundo colarou células corticais mais superiores do sistema radicular do tomateiro.
Talvez, um periodo pégsoculacdo maior permitisse uma colonizacéo de células corticais mais
internas pelo isoladal103.

Avaliando a colonizacéo de raizes do tomateiro (cv Santa ICE8@0) pelos isolados
A101, A104 e A105, Vergara et al., (2017) observaram que, enquanto o isolados A101
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colonizou a regido entre o cortex e os feixes vasculares, o isolado A104 formou uma rede de
hifas na epiderme conectando variasiled, semelhante ao observado com o isolado A101 e
A103 em nosso estudo. Entretanto, ndo observamos a formacao de vesiculas hialinas, como
observado no isolado A105 pelos referidos autores.

Igualmente ao sistema radicular do tomateiro, células do céepxierme da raiz do
arroz foram colonizadas pelos isolados A101, A103, A104 e A105 e formaram estruturas tipicas
DSE, como hifas septadas, melanizadas e microesclerddios, como observado neste estudo,
porém, o isolado A103 formou estruturas tipo clamiddspoircundando os feixes vasculares
(VERGARA et al., 2018a), o que nao foi observado pelo mesmo isolado nas raizes do tomateiro
em nossas analises.

Importante ressaltar, que os isolados A101@3*colonizaram completamente as raizes
do tomateiro aos < 5 dias de inoculadas, demonstrando extrema rapidez na interacdo com a
planta. Diferentemente do observado por Su et al., (2013), que verificaram a colonizacéo
radicular do arroz pelo DSH. oryzae aos > 15 dias de inoculagdo. Estagios tardios de
colonizacéo aliados a uma densa colonizacao, foram relacionados a uma intensa producéo e
acumulo de HO., 0 que induziu a morte de determinadas células, ao passo, células adjacentes
permaneceram vivas (SWal., 2013).

Uma densa colonizagdo também foi evidenciada pelos isolados A101 e A103 no tecido
radicular do tomateiro, hifas e microesclerédios formasane preencheram totalmente as
células do cortex e epiderme, porém, mediante analise microscépicirar@ioobservadas
células deterioradas ou mortas em nosso estudo. Estudos sugerem que, a persisténcia do
citoplasma das células hospedeiras que contém hifas e microesclerdédios bem desenvolvidos,
pode indicar a possibilidade da troca de nutrientes (YU; NA$E PETERSON, 2001).
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5 CONCLUSOES

A analise conjunta dos dados revelou que através dos métodos empregados nenhum dos
isolados A101, A102, A103, A104 e A105 testados demonstraram comportamento patogénico
frente as espéciate plantas inoculadas. Os dados obtidos, sugerem ainda, que, izagion
de plantas hospedeiras pode ocorrer além dos tecidos radiculares, como tecidos da haste,
evidenciado nas plantas da sojeigo-caupi.

Além disso, o estudo revelou que uma completa colonizagéo das células do cértex e da
epiderme do tecido radiar do tomateiro (Santa Cruz Kad®&aulista) pelos isolados A101 e
A103, ocorre nos primeiros cinco dias de inoculacao, mostrando rapidez e eficacia na interacéo
com a planta, além de ndo causarem efeitos negativos.
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6 CONCLUSOES GERAIS

A exploragéo de processos bioldgicos na agricultura € hoje de interesse mundial, visando
a reducao de custos de producéo e sustentabilidade ambiental. Os fungos DSE representam umz
relevante estratégia para o desenvolvimento de uma agricultura economécamsel e
sustentavel. Os fungos endofitiaerk septateriteriosamente selecionados e avaliados neste
estudo, representam fungos de facil manuseio em laboratério, crescimento rapido e habilidade
em colonizar espécies de interesse agricola sem aarsas a planta.

Como consideracgdes finais tesa que, embora sejam necessarios mais estudos, como
uma identificacd@o nivel molecular (género e espécie) e realizar avaliacbes em condicdes
campo, este estudo apresenta novas evidédeigse os isolado®SE A101, A102, A103,

A104 e A105 nao sdo patogénicos frente as plantas de interesse agricola e em concomitancia a
estudos anteriores, apresentam potencial para serem explorados em processos bioldgicos e nc
desenvolvimento de inoculantes que visem a pgdmalo crescimento vegetal e 0 aumento da
producédo agricolaustentavel.
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8 ANEXOS

Figura 23. (A - F). Teste do palito de dente colonizado. Camara Umida das plantas. (A) Milho. (B)
Feijdo Carioca. (C) Mamao. (D) Abobora. (E) Alface. Foto: Peter S. Medeiros.
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Figura 24. (A - E). Teste de diluicdo seriada. Isolados DSE com 12 dias de crescimento em meio
BDA. (A) A101. (B) A102. (C) A103. (D) A104. (E) A105. Foto: Peter S. Medeiros.

Figura 25. (A - E). Teste de diluicdo seriada. DSE com 20 dias de crescimento em caldo BD. (A)
A101. (B) A102. (C) A103. (D) A104. (E) A105. Foto: Peter S. Medeiros.
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Figura 26. (A - F). Teste do palito de dente colonizado. Plantas de soja apos seis dias de camara

umida. (A) DSE A101. (B) A102. (C) A103. (D) A104. (E) A105. (F) Coler Foto: Peter S.
Medeiros.

Figura 27. (A - F). Teste do palito de dente colonizado. Plantas de fegjépi apos seis dias de
camara umida. (A) DSE A101. (B) A102. (C) A103. (D) A104. (E) A105. (F) Controle. Foto:
Peter S. Medeiros.
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Figura 28. (A - F). Teste do palito de dente colonizado. Plantas de sorgo apos seis dias de camara
umida. (A) DSE A101. (B) A102. (C) A103. (D) A104. (E) A105. (F) Controle. Foto: Peter S.
Medeiros
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Figura 29. (A - F). Teste do palito de dentelanizado. Plantas de milho apés seis dias de camara

umida. (A) DSE A101. (B) A102. (C) A103. (D) A104. (E) A105. (F) Controle. Foto: Pet
Medeiros.
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Figura 30. (A - F). Teste do palito de dertelonizado. Plantas de arroz apos seis dias de camara
umida. (A) DSE A101. (B) A102. (C) A103. (D) A104. (E) A105. (F) Controle. Foto: Peter S.
Medeiros.

Figura 31. (A - F). Teste do palito de dente colonizado. Plantas de tomateiro apds seis diasrde cama

Umida. (A) DSE A101. (B) A102. (C) A103. (D) A104. (E) A105. (F) Controle. Foto: Pet
Medeiros.
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Figura 32. (A - F). Teste do palito de dente colonizado. Plantas de feijao comum ap0és seis dias de
camara umida. (A) DSE A101. (B) A102. (C) A103. (D) A104. (E) A105. (F) Controle. Foto:
Peter S. Medeiros.
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Figura 33. (A - F). Teste do palito de dente colonizado. Plantas de maméo apos seis dias de camara
umida. (A) DSE A101. (B) A102. (C) A103. (D) A104. (E) A105. (F) Controle. Foto: Peter S.
Medeiros.

Figura 34. (A - F). Testedo palito de ente colonizado. Plantas de abébora apos seis dias de camara
umida. (A) DSE A101. (B) A102. (C) A103. (D) A104. (E) A105. (F) Controle. Foto: Peter S.
Medeiros.
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Figura 35. (A - F). Teste do palito de dertelonizado. Plantas de alface apos seis dias de camara
umida. (A) DSE A101. (B) A102. (C) A103. (D) A104. (E) A105. (F) Controle. Foto: Peter S.
Medeiros.
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Figura 36. (A - F). Teste do palito de dente colonizado. Plantas de soja apés2de inoculacao.
(A) DSE A101. (B) A102. (C) A103. (D) A104. (E) A105. (F) Controle. Foto: Peter S.
Medeiros.
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Figura 37. (A - F). Teste do palito de dente colonizado. Plantas de fegiépi apos 21 dias de
inoculagéo. (A) DSEA101. (B) A102. (C) A103. (D) A104. (E) A105. (F) Controle. Foto:
Peter S. Medeiros.

Figura 38.(A). Teste do palito de dente colonizado. Plantdsifiio comum apds 21 dias de inoculacao.
Cada unidade de vaso representando um tratamento. DSE A101, A102, A103, A104, A105,
Controle. Da esquerda para a direita respectivamente. Foto: Peter S. Medeiros.
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Figura 39. (A - F). Teste do glito de dente colonizado. Plantas de sorgo apés 21 dias de inoculacgéo.
(A) DSE A101. (B) A102. (C) A103. (D) A104. (E) A105. (F) Controle. Foto: Peter S.
Medeiros.
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Figura 40. (A - F). Testedo palito de dentecolonizado Plantasde milho ap6s21 diasdeinoculagéo.
(A) DSEA101.(B) A102.(C) A103.(D) A104 (Trat. D). (E) A105. (F) Controle.Foto: Peter
S. Medeiros.

Figura 41. (A - F). Teste do palito de dente colonizado. Plantas de arroz apés 21 idiesutizcao.
(A) DSE A101. (B) A102. (C) A103. (D) A104. (E) A105. (F) Controle. Foto: Peter S.
Medeiros.
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Figura 42. (A - F). Teste do palito de dente colonizado. Plantas de tomateiro apés 21 dias de
inoculagéo. (A) DSE A101. (B) 02. (C) A103. (D) A104. (E) A105. (F) Controle. Foto:
Peter S. Medeiros.
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