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RESUMO

O género Paspalum sp. participa na composicdo de pastagens por todo o continente
americano, sendo adaptado a diversas condi¢fes ambientais. O Paspalum atratum é uma
espécie que se adapta a solos &cidos, com baixa fertilidade e sazonalmente alagados. O
Paspalum notatum é uma espécie adaptada a solos secos, solos alagados e com baixa
fertilidade. Muitas vezes encontradas em situacfes desvantajosas, 0s fungos endofiticos
podem ser responsaveis por auxiliar na manutencdo de vegetais, visto que esses
microrganismos residem no interior das plantas, aumentado a resisténcia a estresses abioticos
e bidticos. A utilizacdo de fungos com a capacidade de promover o crescimento vegetal e
realizar biocontrole sdo abordagens estratégicas para substituir fertilizantes, inseticidas e
fungicidas quimicos largamente utilizados, assim como suprir as demandas das plantas de
forma mais eficaz e sustentavel eficaz. O presente estudo objetivou isolar e caracterizar
fungos endofiticos associados a P. atratum e P. notatum e avaliar o potencial de solubilizacéo
de fosfato inorganico (SFI) e o potencial antagbnico contra fitopatdgenos. Os fungos foram
isolados de raizes e folhas, e testados in vitro para SFI e antagonismo contra os fungos
fitopatogénicos Bipolaris sp. e Colletotrichum sp. Entre os 385 isolados fangicos obtidos,
213 solubilizaram fosfato inorganico e os que apresentaram os melhores potenciais para SFl e
antagonismo contra os fitopatdgenos foram identificados. A identificacdo foi realizada por
meio do sequenciamento da regido ITS do DNA ribossomal, e os géneros identificados foram
Aspegillus sp., Colletotrichum sp., Fusarium sp., Microdochium sp., Neosartorya sp.,
Penicillium sp. e Phoma sp. como endéfitos de P. atratum, e Aspegillus sp., Ceratobasidium
sp., Colletotrichum sp., Curvularia sp., Fusarium sp., Microdochium sp., Penicillium sp. e

Talaromyces sp. como endofitos de P. notatum.

Palavras-chave: Banco Ativo de Germoplasma (BAG); Controle biologico; Promocao de
crescimento vegetal; Solubilizacdo de fosfato inorganico.



ABSTRACT

The genus Paspalum sp. participates in the composition of pastures throughout the American
continent, being adapted to different environmental conditions. Paspalum atratum is a species
that adapts to rough soils with low fertility and seasonally flooded. Paspalum notatum is a
species adapted to dry soils, flooded soils, and soils with low fertility. Often found in
disadvantageous situations, endophytic fungi may be responsible for assisting in the
maintenance of vegetables, as these microorganisms reside inside plants, increasing
resistance to abiotic and biotic stresses. The use of fungi with the ability to promote plant
growth and carry out biocontrol are strategies to replace widely used chemical fertilizers,
insecticides, and fungicides, as well as to meet the demands of plants in a more effective and
sustainable way. The present study aimed to isolate and characterize endophytic fungi
associated with P. atratum and P. notatum and to evaluate the inorganic phosphate
solubilization potential (SFI) and the antagonistic potential against phytopathogens. Fungi
were isolated from roots and leaves, and tested in vitro for SFI and antagonism against
phytopathogenic fungi Bipolaris sp. and Colletotrichum sp. Among the 385 fungal isolates
obtained, 213 solubilized inorganic phosphate and those that presented the best potential for
SFI and antagonism against phytopathogens were identified. Identification was performed by
sequencing the ITS region of ribosomal DNA, and the genera identified were Aspegillus sp.,
Colletotrichum sp., Fusarium sp., Microdochium sp., Neosartorya sp., Penicillium sp. and
Phoma sp. as endophytes of P. atratum, and Aspegillus sp., Ceratobasidiumsp., Colletotrichum
sp., Curvularia sp., Fusarium sp., Microdochium sp., Penicillium sp. and Talaromyces sp. as
endophytes of P. notatum.

Keywords: Active Germplasm Bank (AGB); Biological control; Plant growth promotion;

Inorganic phosphate solubilization.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1- AcESso BPG 308 DE PASPALUM ATRATUM NO BAG DA EMBRAPA PECUARIA SUDESTE,
YO O = I 0 LT = O 20
FIGURA 2- ACESsO BPG 026 DE PASPALUM NOTATUM NO BAG DA EMBRAPA PECUARIA

SUDESTE, SAO CARLOS, SP....iiiii ettt sttt et esaa e neanaenneenne e 21
FIGURA 3- ILUSTRACAO DA DESINFECGCAO DOS TECIDOS VEGETAIS E OBTENGAO DOS FUNGOS
ENDOFITICOS DE PASPALUM SP ..ottt 22
FIGURA 4- REPRESENTACAO DE UMA PLACA DE PETRI COM A METODOLOGIA PARA TRIAGEM DE
SOLUBILIZAGAO DE FOSFATO IN VITRO POR FUNGOS .........evvvierienriressiessssssssessses s 24
FIGURA 5- REPRESENTACAO DE PLACAS DE PETRI COM A METODOLOGIA PARA TRIAGEM DE
ANTAGONISMO IN VITRO ...t ss s ssss s st s s s 25

FIGURA 6- REPRESENTAGAO DE PLACAS DE PETRI COM A TECNICA DE PAREAMENTO DIRETO IN

FIGURA 7- REPRESENTACAO DO CALCULO DA PORCENTAGEM DE INIBICAO DOS FUNGOS

FITOPATOGENICOS ...t ss s s s es s an s sean s essan s s ese s an s seen s 26
FIGURA 8 - REPRESENTACAO DA REGIAO DE DNA RIBOSSOMAL ITS-5,8S-1TS2. .......cccovveeee. 29
FIGURA 9- EXEMPLARES DE FUNGOS ENDOFITICOS PURIFICADOS DE PASPALUM ATRATUM E
PASPALUM NOTATUM DO BAG DA EMBRAPA PECUARIA SUDESTE — SA0 CARLOS (SP)........... 30
FIGURA 10 - REPRESENTACAO GRAFICA DA QUANTIDADE DE ISOLADOS FUNGICOS ENDOFITICOS
EM RELACAO AO TECIDO DE ORIGEM E A ESPECIE DE PASPALUM SP.......oovviveieeeeeeee e, 31
FIGURA 11- AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE DE SOLUBILIZACAO DE FOSFATO INSOLUVEL
POR FUNGOS ENDOFITICOS ......oouciiiiieieciete et 32
FIGURA 12- REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA SELECAO DOS FUNGOS ENDOFITICOS MEDIANTE
O POTENCIAL DE SOLUBILIZACAO DE FOSFATO INORGANICO E SUA ORIGEM VEGETAL DE
PASPALUM ATRATUM E PASPALUM NOTATUM .....oovmiiireeeeeeesesseesseessesesse s ssssseessessse s sessesnsens 32
FIGURA 13- TRIAGEM DE ANTAGONISMO IN VITRO DE FUNGOS ENDOFITICOS EM RELACAO AO
FUNGO BIPOLARIS SP ...ttt en s eneen s anennsnaan 33
FIGURA 14- TRIAGEM DE ANTAGONISMO IN VITRO DE FUNGOS ENDOFITICOS EM RELACAO AO
FUNGO COLLETOTRICHUM SP.....omioieeieieeeeeeeeeeeee e as s anas s en s seensnoan 33
FIGURA 15- ENSAIO DE ANTAGONISMO IN VITRO DE FUNGOS ENDOFITICOS EM RELACAO AO
FITOPATOGENO BIPOLARIS SP......oceitieeeiescteeteeessee et stssss e st essesssssssssssss s sssssssssssssssssassassssssssssnssssasssssnsons 34
FIGURA 16 - ENSAIO DE ANTAGONISMO IN VITRO DE FUNGOS ENDOFITICOS EM RELACAO AO

FITOPATOGENO COLLETOTRICHUM SP ...ttt et eeetee et et e eeteasseseeseeessseseesenssesessaneeesesessensens 34



FIGURA 17- GEL DE 1% DE AGAROSE PARA CONFIRMAGAO DA AMPLIFICAGAO DOS FRAGMENTOS
DA REGIAO DE DNA RIBOSSOMAL ITS-5,8S-1TS2 DOS ENDOFITOS DE PASPALUM ATRATUM...37
FIGURA 18- GEL DE 1% DE AGAROSE PARA CONFIRMAGAO DA AMPLIFICAGAO DOS FRAGMENTOS
DA REGIAO DE DNA RIBOSSOMAL ITS-5,8S-1TS2 DOS ENDOFITOS DE PASPALUM NOTATUM...38
FIGURA 19- DIAGRAMA DE VENN AGRUPANDO OS GENEROS DE FUNGOS ENDOFITICOS EM COMUM

AO P. ATRATUM E AO P. NOTATUM ..ottt sttt nssnes 40



LISTA DE TABELAS

TABELA 1- PREPARAGAO DO TAMPAO DE EXTRAGCAO DE DNA. ...t 27
TABELA 2- RESULTADOS DOS ENSAIOS DE ANTAGONISMO IN VITRO ENTRE OS FUNGOS

FITOPATOGENICOS E OS FUNGOS ENDOFITICOS DE PASPALUM ATRATUM.....ccooooimvinrirnrieneiserioans, 35
TABELA 3- RESULTADOS DOS ENSAIOS DE ANTAGONISMO IN VITRO ENTRE OS FUNGOS

FITOPATOGENICOS E OS FUNGOS ENDOFITICOS DE PASPALUM NOTATUM .....co.ocviiiirierecicisriean, 36
TABELA 4- IDENTIFICACAO TAXONOMICA DOS ISOLADOS DE PASPALUM ATRATUM. *NI = NAO
IDENTIFICADO. ......ooovvotieviiaisiesesi s 38
TABELA 5- IDENTIFICACAO TAXONOMICA DOS ISOLADOS DE PASPALUM NOTATUM.*NI = NAO
IDENTIFICADO .....oovoiiiiieitcseecie e 39
TABELA 6- PORCENTAGEM DE INIBICAO DOS ISOLADOS FUNGICOS ENDOFITICOS DE P. ATRATUM
REFERENTE AOS FITOPATOGENOS COLLETOTRICHUM SP. E BIPOLARIS SP.*NI = NAO
IDENTIFICADO. ......oooovotrieeeeoeseses s 41
TABELA 7- PORCENTAGEM DE INIBICAO DOS ISOLADOS FUNGICOS ENDOFITICOS DE P. NOTATUM
REFERENTE AOS FITOPATOGENOS COLLETOTRICHUM SP. E BIPOLARIS SP.*NI = NAO
IDENTIFICADO. ......oooovotrieeeeoeseses s 41



SUMARIO

1 INTRODUGAO. ...t ses st sae st 11
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..., 13
2.1 GENERO PASPALUM ......covsivvvotmaeiiessseesssssssssssssss st 13
2.2 MICRORGANISMOS ENDOFITICOS ... 14
2.3 SOLUBILIZACAO DE FOSFATO INORGANICO POR FUNGOS ENDOFITICOS .......ccccooeveeaee. 15
24 CONTROLE BIOLOGICO POR FUNGOS ENDOFITICOS .......vvuiiiiiieineiiseeeeiesee e 17
3 OBUJIETIVOS ...ttt sttt sttt be bt ne et 19
3.1 OBUIETIVO GERAL ...t 19
3.2 OBJIETIVOS ESPECIFICOS ...ttt 19
4 MATERIAL E METODOS ..ottt ettt s s sn s 20
4.1 COLETA DO MATERIAL ...t 20
4.2 DESINFECGAO SUPERFICIAL DE FOLHA E RAIZ E ISOLAMENTO POR FRAGMENTAGAO 21
4.3 PURIFICACAO DOS ISOLADOS E ARMAZENAMENTO DOS ISOLADOS ........co.ovverinrirrrireenn: 22
4.4 EXPERIMENTOS DE PROMOGAO DE CRESCIMENTO VEGETAL E CONTROLE BIOLOGICO IN
VITRO 23
4.4.1  Solubilizacdo de Fosfato inorganico (SFI) ..o, 23
4.4.2  Atividade Antagonista a Bipolaris sp. e Colletotrichum sp. e pareamento direto
in vitro 24
45 IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS FUNGOS ENDOFITICOS........ooiieisieieeieesesesiseseeses s 26
451  Extracdo de DNA fUNQICO .....cocveiieiiiiccece e 26
45.2  Amplificacdo da regido ITSdo rDNA ..., 28
45.3 Purificacdo do DNA amplificado e sequenciamento, edicéo e analise de
comparacao de sequénCias NO NCBIHL. ..........ccooiiiii e, 29
5 RESULTADOS ..ottt sttt sttt s neene s 30
5.1 ISOLAMENTOS DE FUNGOS ENDOFITICOS DE PASPALUM ATRATUM E PASPALUM NOTATUM
30
5.2 EXPERIMENTOS DE PROMOGAO DE CRESCIMENTO VEGETAL E CONTROLE BIOLOGICO IN
VITRO 31
5.2.1  Solubilizagdo de Fosfato INOrganico (SFI)........cccoocviiiiiiiiciieece e, 31
5.2.2  Atividade Antagonista aos géneros Bipolaris sp. e Colletotrichum sp.................. 32
5.3 IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS ISOLADOS FUNGICOS .......cvvunveererereeeeessssssessesessessessennes 37



54 GENEROS FUNGICOS COM AS MELHORES ATIVIDADES ANTAGONISTAS FRENTE AO
BIPOLARIS SP E AO COLLETOTRICHUM SP ..ot aes e esesn s ssesnanaan 40
6 DISCUSSAQD ....ovieeteeeeee ettt s st n sttt s 43
7 CONCLUSAO .......ococeeeeeeeeee ettt s s s st 52
8 PERSPECTIVAS FUTURAS .......cooiiieiiesecetses e ests s sssesssssnss s asnes s 53
9 REFERENCIAS......oooiieeeeeeeeeee et eses s st asness sttt 54



11

1 INTRODUCAO

Com o crescimento de cerca de 1,1 % ao ano da populacdo mundial, de acordo com as
projecOes a populacdo mundial atingird 9,7 bilhdes em 2050 (Molotoks at al., 2021). Desde 0s
primdrdios, a préatica agricola tem sido funtamental para suprir as demandas alimenticias da
populacdo. Entretanto, os avancos agricolas visando aumentar a produtividade, recorreram ao
uso recorrente de fertilizantes, inseticidas e fungicidas quimicos, 0s quais se tornaram partes
fundamentais desse sistema (Shivastav, 2020). O uso elevado desses agroquimicos tem
ocasionado a contaminacdo de solos e lencdis freéticos, se tornando responséaveis por
diversos danos a satde humana (Lopes; Albuquerque, 2018). Com isso, a implementacdo de
métodos alternativos para garantir a qualidade e a produtividade na agricultura é essencial
para a manutencao da satde dos seres vivos (Shivastav, 2020).

Os fungos endofiticos, que habitam o interior das plantas, podem se tornar uma
estratégia para as questdes atuais em detrimento aos agroquimicos, dado que esses
microrganismos auxiliam no crescimento vegetal por intermédio da solubilizacdo de fosfato,
producdo de fitormonios, producdo de moléculas bioativas e agdo antagonista a fitopatdgenos
(Azevedo et al., 2014 Rawat et al., 2020). O uso destes endofitos ja tem sido descrito, como,
por exemplo, a utilizacdo do fungo endofitico Rodhotorula glutinisis para supressdo de
podriddo azul em macieiras, ocasionado um aumento da biomassa e o0 crescimento vegetal, ou
ainda, a combinacdo dos géneros de endofitos de Aspergillus terreus e Acremonium strictum
como antagonista aos fitopatdgenos causadores de doencas na cultura de tomate (Symasia et
al., 2021).

O género Paspalum sp. é constituinte das pastagens do Brasil, sendo encontrado nos
variados biomas do pais. Suas espécies sdo dotadas de qualidades forrageiras, propriedades
nutricionais e adaptabilidade aos diversos contextos ambientais (Novo et al., 2016). Sendo a
principal fonte de alimentacdo animal, as pastagens brasileiras sdo constituidas
majoritariamente pelo género Brachiaria sp, e a baixa variabilidade genética pode ocasionar
vulnerabilidade desse género, sendo suscetiveis a desequilibrios ecologicos (De Paula, 2022).
Tendo em vista as caracteristicas do Paspalum atratum, o qual possui crescimento acelerado e
alto potencial de rendimento, 0 mesmo poderia se tornar uma alternativa para reduzir a baixa
variabilidade genética presente nos pastos. Assim com o P. atratum, o P. notatum também

possui caracteristicas promissoras, como adaptacéo a diversos tipos de solos, podendo ser uma
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alternativa para ocupar areas ndo ocupadas por essas gramineas (Marcon et al., 2018; Beck,
2012; De Paula, 2022). A necessidade de alternativas para a nutricdo animal, assim como a
busca por alternativas para substituicdo de agroquimicos, pode direcionar para o estudo dos
géneros de Paspalum sp.

Os acessos de Paspalum sp. do banco ativo de germoplasma da Embrapa Pecuéria
Sudeste, dotado de mais de 450 acessos tém sido explorados em diversos estudos, desde
caracterizacdo quanto a estresses (Pezzopane et al., 2017), até desenvolvimento de novos
hibridos (Dinato et al., 2018). A diversidade da microbiota endofitica e rizosférica também tém
sido um alvo de estudos, mas as pesquisas ainda séo escassas. Assim sendo, o estudo do
potencial desses microrganismos pode ser um caminho para lidar com as demandas atuais de

nutricdo animal e substituicdo de agroquimicos, assim como possibilitar novas descobertas.



13

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 GENERO Paspalum

Dotado de mais de 400 espécies, 0 género Paspalum é amplamente distribuido pelo
continente americano e é considerado o segundo maior género da familia Poaceae (Novo et al.,
2016; Secco & Fachinetto, 2019). No Brasil, encontram-se mais de 200 espécies nativas do
género Paspalum sp. distribuidas por todo o territério, como nos biomas Amaz6nia, Cerrado e
Pampa (Scheffer-Basso et al., 2002). A presenca desse género em locais com diferentes
condi¢des ambientais € um indicativo do seu grande potencial de adaptabilidade a fatores como
frio, acidez, alagamento e fogo (Secco & Fachinetto, 2019).

Além da qualidade de adaptacdo, o género Paspalum sp. é conhecido por ter espécies
com qualidade de forragem e propriedades nutricionais (Novo et al., 2016). Levando em
consideracdo que o Brasil possui aproximadamente 160 milhGes de terras utilizadas para
atividades de pecuaria, e cerca de 80 milhdes desses hectares sdo plantados espécies do
género Brachiaria sp., esse fato sugere que ocorre uma vulnerabilidade genética dos pastos,
podendo ser suscetiveis as pragas e doencas (Valle et al., 2001; Batista & Regitano Neto,
1999). Com isso, nos ultimos anos ocorreu um aumento no interesse pela utilizacdo desse
género como alternativa para utilizacdo como forrageiras na produgdo agropecuéria dado as
caracteristicas de interesse observados nas espécies de Paspalum sp.(Novo et al. 2016).

Das espécies de Paspalum sp., o Paspalum atratum Swallen, também conhecido como
Capim Pojuca, é uma graminea perene tipica de regiGes quentes caracterizada como de
crescimento rapido, solos com baixa fertilidade, &cidos e sazonalmente alagados, e, também
dotada de alto potencial de rendimento de forragem e de sementes (Marcon et al., 2018). Com
folhas tenras (facilmente cortadas), P. atratum apresenta crescimento cespitoso (ereto,
perpendicular ao nivel do solo), e alcangam alturas superiores a 1,5 metros (Cunha et al., 2001).
Ademais, essa espécie possui uma alta demanda por fosforo, caracteristica esta, que limita a
producdo dessa forragem (Filgueiras et al., 2016).

Outra espécie do género Paspalum sp. é o Paspalum notatum Fluggé, conhecido
popularmente como Grama-forquilha ou Grama-batatais. Essa espécie consiste em uma

graminea perene, com rizomas horizontais, e adaptacdo a solos secos, alagados e com baixa
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fertilidade, com sua altura variando de 10 a 20 cm (Beck, 2012). Por possuir resisténcia ao
pisoteio, essa espécie é amplamente utilizada em gramados (Boldrini, 2016). O nome Grama-
forquilha é referente ao fato que, no apice das hastes florais, ocorre o desenvolvimento de dois
racemos (tipo de inflorescéncia) com aparéncia de uma bifurcacéo (Beck, 2012).

Localizada na cidade de Sao Carlos, regido central do Estado de Sao Paulo, a 21° 56’
de longitude Oeste, a Embrapa Pecuaria Sudeste detém o Banco Ativo de Germoplasma de
Paspalum (BAG Paspalum) com a segunda maior colecdo mundial de Paspalum. O objetivodo
BAG é preservar, caracterizar e avaliar os recursos genéticos coletados de Paspalum sp.,
assim como estimular novas coletas e intercdmbio de germoplasma (Batista & Neto, 1999).
Nesse Banco, estdo presentes cerca de 450 acessos com aproximadamente 60 espécies
diferentes, sendo que umas das espécies de P. atratum é encontrado no acesso BGP 308
(BRA 0300078/VRcMnSv 14525), e uma das espécies de P. notatum é encontrado no acesso
BGP 026 (BRA 0063001/VGzLeBo 9684).

2.2 MICRORGANISMOS ENDOFITICOS

Os microrganismos endofiticos sdo definidos como todos 0s microrganismos que
podem ou ndo ser cultivados, e que residem o interior das plantas de forma sistémica ou
localizada, sem manifestar patogenicidade visivel nas plantas (Rajamanikyam et al., 2017;
Souza & Santos, 2017; Toghueo & Boyom, 2019). Majoritariamente, esses microrganismos
penetram através das raizes, mas também ocorre por intermédio dos estdmatos ou hidatédios
através da producdo de enzimas liticas que degradam as paredes vegetais, assim como por
intermédio de ferimentos ocasionados por outros microrganismos (Majewska-Sawka A.,
Nakashima, 2004; Jordaan et al., 2006; Rudgers & Clay, 2007; Azevedo, 2014). Outra forma
que os microrganismos endofiticos internalizam as plantas é por meio das sementes, visto que
esses microrganismos podem ser difundidos aos descendentes da planta através das sementes,
se instalando ao longo de toda a vida do vegetal (Petrini, 1991; Azevedo, 2014, Azevedo &
Quecine, 2019; Bogas et al. 2024).

Os endofitos sdo localizados em todo o planeta vivendo dentro de plantas vasculares,
musgos e algas, desde os polos, desertos e oceanos, até florestas tropicais, mangues e cerrados

(Azevedo et al. 2000; Azevedo, 2014; Sebastianes, Azevedo, Lacava, 2017; Lacava, Bogas,
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Moreira, 2021). Esse cenario corrobora que as comunidades endofiticas estdo relacionadas com
o desenvolvimento e sobrevivéncia das plantas nesses locais, uma vez que as mesmas se
encontram, muitas vezes, em condi¢cdes adversas. Tem-se o conhecimento de que as
associagcOes mutualisticas entre as plantas e 0s microrganismos possibilitam que as plantas
adquiram estimulos para seu crescimento e aumento da resisténcia a estresses abioticos e
biodticos, e que os microrganismos endofiticos obtenham nutrientes e protecdo das plantas
(Khare et al., 2018; Lacava, Machado, Andrade, 2021).

O aumento de resisténcia a estresses abidticos, como seca, salinidade e temperaturas
extremas, estd relacionado com mecanismos moleculares adotados pelos microrganismos
endofiticos. Esses mecanismos moleculares envolvem a inducdo da expressdao de genes de
resposta ao estresse, gerando moléculas como espécies reativas de oxigénio, e a sintese de
metabdlitos que combatem esses estresses, como é o caso do ABA (Wang et al., 2003; Khare
and Arora, 2015; Lata et al., 2018). Pela presenca de endofitos, a biossintese e as vias de
sinalizacdo do ABA sdo moduladas, de forma que ocorre uma contribuicdo para o crescimento
da planta quando em condicéo de estresse salino (Wani et al., 2016; Wagqas et al., 2012).

Tratando da resisténcia a estresses bioticos, os microrganismos endofiticos sdo capazes
de induzir a resisténcia sisttmica na planta, regular a expressdo de genes relacionados com as
vias de defesa da planta, e suprimir o desenvolvimento dos fitopatdgenos por intermédio do
antagonismo (Khare et al., 2018). Exemplificando, foi elucidada a capacidade do fungo
Fusarium solani de induzir a resisténcia sistémica da planta contra o patégeno de folhas de
tomate, Septoria lycopersici, por meio da ativacdo de genes de combate a patogénese
(Kavroulakis et al.,2007).

2.3 SOLUBILIZACAO DE FOSFATO INORGANICO POR FUNGOS ENDOFITICOS

Assim como o0 nitrogénio e o potassio, o elemento fosforo é um nutriente indispensavel
para 0 crescimento e o desenvolvimento das plantas (Mehta et. al., 2013). Entretanto, a
disponibilidade de fosforo para ser absorvido pelas plantas é relativamente baixa, por conta da
complexacéo desse elemento com ions metalicos presentes no solo. Do total de fosforo do solo,
pequenas porcentagens estdo disponiveis as plantas, sendo derivados de biomassa vegetal e

substancias microbianas. Ja do fosforo inorganico, tem-se cerca a maior porcentagem, sendo
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de fosfatos e minerais como fosfato de calcio, fosfato de aluminio e fosfato de ferro (Etesami
et al., 2021). Esses complexos insolUveis sdo resultantes da reacdo da carga negativa do ion
fosfato com as cargas positivas dos ions aluminio, célcio e ferro presentes no solo, de forma
que sdo impossibilitados de serem absorvidos diretamente pelos vegetais; as formas de fosforo
que sdo passiveis de serem absorvidas pelas plantas sio H.PO* e HPOs* (Perumalsamy &
Thangavelu, 2017).

Contudo, existem microrganismos responsaveis por disponibilizar fésforo inorganico
do solo para as plantas, denominados microrganismos solubilizadores de fosforo (MSPs). Além
de inumeros géneros bacterianos que realizam esse processo, existem géneros flangicos
descritos como capazes de solubilizacdo de fosfato, sendo eles do género Aspergillus sp,
Penicillium sp., Acremonium sp., Hymenella sp., Curvularia sp., dentre outros (Rawat et al.,
2020). Para a solubilizacdo de fosfato inorgénico, esses microrganismos adotam alguns
mecanismos, como: producdo de acidos organicos, producdo de acidos inorganicos, liberagcdo
de prétons do NH4", producdo de sider6foros, etc (Tomer et al., 2016).

Tratando-se da producdo de &cidos organicos, os mesmos sdo resultantes das vias
metabdlicas dos MSPs, como as vias de fermentacdo, respiracdo e oxidacdo. Esses acidos
organicos (acido citrico, acido gluconico, acido oxalico e acido tartatico) sdo excretados por
esses microrganismos, de forma que resulta na acidifica¢do das proximidades microbianas, e a
consequente liberacdo dos fosfatos dos complexos insoltveis (Kishore et al., 2015). Além da
producdo de &cidos organicos, os MSPs possuem um processo de menor eficiéncia com relacdo
a este primeiro, que é a producdo de acidos inorganicos; como forma de solubilizar fosfato,
esses microrganismos produzem &cido cloridrico, acido sulfarico, &cido nitrico e &cido
carbonico para liberar os complexos insoluveis (Shrivastava et al., 2018).

Outro mecanismo de solubilizagdo de fosfato inorgéanico inclui a liberagéo de prétons
do NHs". No solo, encontra-se naturalmente o amobnio, que é assimilado por esses
microrganismos para sintese dos aminoacidos. Na célula dos MSPs, o aménio é convertido em
amonia (NHz), e o excedente de prétons H* é liberado no citoplasma da célula. Essa liberacéo
do excedente de protons ocasiona a acidificacdo do meio ao redor da célula, e auxilia na
dissolugéo dos complexos de fosfatos insoluveis (Gaind, 2016).

A excrecdo de sideroforos também e um mecanismo de solubilizagdo de fosfato
inorganico. Os sideroforos sdo compostos organicos que formam ligacdes de alta afinidade
com o ferro do solo, solubilizando-o, e o tornando passivel de ser captado por esses

microrganismos (Birch; Bachofen, 1990; Collavino, et al., 2010). Com isso, a liberagéo desses
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compostos no solo quela o ferro que estava formando complexos insoltveis com o fosforo,
tornando-o disponivel para sua solubilizacdo (Collavino et al., 2010).

Levando em consideracdo que o fornecimento de fosfato para as plantas é essencial ao
longo de toda a vida do vegetal, os fertilizantes fosfatados sdo aplicados constantemente.
Entretanto, da mesma forma que ocorre a complexacdo dos fosfatos do solo em complexos
insollveis, o fosforo desses fertilizantes também é complexado, e as plantas acabam por
absorver pouca quantidade (Ahemad & Kibret, 2014; Solanki et al., 2018).

Isto posto, tendo em mente o potencial de solubilizagéo de fosfato inorgénico pelos
MSPs, os fungos endofiticos capazes de solubilizar fosfato e disponibilizar para as plantas,
podem se tornar uma alternativa para fornecimento de fésforo no meio agronémico, como uma
alternativa para suprir as demandas de forma eficaz e constante. (Matos et al., 2017; Walia et
al., 2017; Awais et al., 2017).

2.4 CONTROLE BIOLOGICO POR FUNGOS ENDOFITICOS

Em escala global, os patégenos de plantas sdo responsaveis por cerca de 16% das
perdas, e as doencas causadas sdo controladas majoritariamente pelo uso de agroquimicos
(Fontana et al., 2021). Entretanto, tem-se o conhecimento que a abordagem quimica ocasiona
inimeros maleficios, como a perda da estrutura fisica das plantas, contaminacdo de lengois
freaticos e rios, prejuizos a saude dos seres vivos, e selecdo de populacdes de patdgenos
resistentes (Lopes & Albuquerque., 2018). Por conta desse cenério, a busca por alternativas
que combatam o desenvolvimento dos patdgenos ao mesmo tempo que conciliam a
conservacdo ambiental estd cada vez maior. Resultante disso, o controle biologico vem
ganhando cada vez mais espago no setor (Kohl et al., 2019; O’Brien, 2017).

O controle biologico, ou biocontrole, consiste em uma técnica que utiliza agentes
bioldgicos, como fungos, bacteérias e virus, para controlar o crescimento e desenvolvimento de
outros organismos que causam impactos ecologicos ou econdémicos (Bale et al., 2008). Esses
microrganismos sdo geralmente isolados da rizosfera ou do interior dos tecidos vegetais
(endofitos), e possuem uma grande vantagem que € especificidade para um determinado

patogeno, de forma a serem inofensivos para demais espécies ndao-alvo (O’Brien, 2017).
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Nos ultimos anos, inUmeros microrganismos foram determinados como agentes de
biocontrole para doencas causadas por fungos e bactérias em culturas vegetais, e passaram a
ser produzidos em escala comercial; essa definicdo foi feita levando em consideracao que o
controle realizado por eles foi proximo ou equivalente ao controle realizado por fungicidas
(O’Brien, 2017). Dentre os fungos que sdo agentes de biocontrole, as espécies do género
Trichoderma sp sdo bem avaliadas, como é o caso do fungo Trichoderma koningii, que
apresentou 93% de grau de controle em relacéo ao fungo Phytophthora cactorum, e o fungo T.
harzianum, que apresentou 89% de grau de controle para 0 mesmo fungo (Alexander &
Stewart, 2001).

O fungo do género Bipolaris sp. foi descrito como fitopatégeno de culturas da familia
Poaceae, causando manchas foliares e podriddes nas raizes. A patogenicidade causada por esse
género fangico foi descrito para capim-elefante, arroz, trigo, milho, sorgo e Paspalum sp.,
ocasionando perdas significantes (Manamgoda et al., 2014; Al-sadi, 2021). Em 2002, Anjos e
colaboradores, observaram severas manchas foliares em 100% das plantas da Paspalum
atratum no Campo Experimental da Embrapa, localizado no Distrito Federal. O agente
etioldgico foi identificado como Bipolaris maydis (Anjos et al., 2004).

A doenca antracnose causada pelo fungo do género Colletotrichum sp. é responsavel
por inimeras perdas na familia Poaceae. Esse fungo ja foi descrito como fitopatégeno de milho,
soja, dentre outros cultivos (Trojan et al., 2018; Barbieri et al., 2017). Na Embrapa Pecuéria
Sudeste, localizada em S&o Carlos, SP, foi observado sintomas, em condi¢Ges de campo, em

Paspalum sp. O agente etiologico foi identificado como do género Colletotrichum sp..
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OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo o isolamento e a caracterizacdo de fungos

endofiticos de raizes e folhas de Paspalum atratum Swallen e P. notatum Fluggé quanto a

capacidade de promocéo de crescimento vegetal e biocontrole.

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar e purificar a comunidade fungica endofitica de raizes e folhas de Paspalum
atratum (BGP 308) e Paspalum notatum (BGP 026) provenientes do BAG de Paspalum
da EMBRAPA.

Criar um banco de culturas fangicas isoladas de P.atratum e P. notatum provenientes
do BAG;

Selecionar os fungos endofiticos de P. atratum e P. notatum com potencial de
solubilizacdo de fosfato inorganico por meio de experimentos in vitro.

Selecionar os fungos endofiticos de P. atratum e P. notatum com potencial de controle
biol6gico por meio de experimentos in vitro de antagonismo aos fungos fitopatogénicos
Colletotrichum sp. e Bipolaris sp.

Identificar taxonomicamente por meio do sequenciamento da regido ITS os fungos
endofiticos que possuiram melhores performances para promog¢do de crescimento

vegetal e biocontrole in vitro.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA DO MATERIAL

Neste estudo, as duas espécies de Paspalum sp. (Paspalum atratum e Paspalum
notatum) foram coletadas no Banco Ativo de Germoplasma de Paspalum (BAG) da Embrapa
Pecudria Sudeste (21°57°42”” S, 47°50°28>” W, 860m), localizada na Sao Carlos, SP. Para a
coleta do material e o isolamento dos fungos endofiticos, a metodologia de Aradjo et al. (2014)
com modificagdes foi utilizada.

No dia 29 de agosto de 2022, foram coletados 10 individuos de Paspalum atratum
Swallen do acesso BGP 308 (BRA 030078/VRcMmSv 14525) (Figura 1) e no dia 04 de outubro
de 2022, foram coletados 10 individuos de Paspalum notatum Fllggé do acesso BGP 026
(BRA 006301/VGzLeBo 9684) (Figura 2).

Apos a coleta, as amostras foram armazenadas em sacos plasticos para transporte ao
Laboratério de Microbiologia e Biomoléculas (LaMiB), Departamento de Morfologia e
Patologia, UFSCar, Sao Carlos, SP.

Figura 1- Acesso BPG 308 de Paspalum atratum no BAG da Embrapa Pecuéria Sudeste, Sdo Carlos, SP. Fonte:
Registrado pelo autor.
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Figura 2- Acesso BPG 026 de Paspalum notatum no BAG da Embrapa Pecuéria Sudeste, Séo Carlos, SP. Fonte:
Registrado pelo autor.
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4.2 DESINFECCAO SUPERFICIAL DE FOLHA E RAIZ E ISOLAMENTO POR
FRAGMENTACAO

Seguindo a metodologia de Aradjo et al. (2014), as raizes e folhas coletadas foram
submetidas a desinfecgdo superficial por meio da passagem em série por frascos de vidro
esterilizados na cadmara de fluxo laminar (Figura 3). Durante o processo, as folhas e raizes foram
colocadas por 2 minutos em etanol 70 %, 2 minutos em hipoclorito de sodio 3 %, 30 segundos
em etanol 70 %, e dois enxagues em agua destilada esterilizada, sucessivamente. Em seguida,
os tecidos foram cortados em fragmentos de 0,7 cm com o auxilio do bisturi esterilizado, e
foram encubados 10 fragmentos de folhas e 10 fragmentos de raizes de cada individuo em meio
de cultura batata dextrose dgar (BDA) contendo antibidtico tetraciclina (50 pg mL™?) a 28°C.
O experimento foi realizado em triplicata.



22

Figura 3- llustracdo da desinfeccédo dos tecidos vegetais e obtencao dos fungos endofiticos de Paspalum sp.. Fonte:
Elaborado pelo autor.

10 individuos
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Placa de Petri
com meio BDA
Bisturi

Para as placas de Petri controle, uma aliquota de 10 pL da 4gua destilada esterilizada
do fim do processo de desinfeccéo superficial foi encubada em meio de cultura BDA a 28°C
para verificar se 0 processo de desinfeccéo foi eficiente. As placas de Petri contendo os tecidos
vegetais e a aliquota controle foram observadas diariamente para acompanhar o crescimento

fangico.
4.3 PURIFICAQAO DOS ISOLADOS E ARMAZENAMENTO DOS ISOLADOS

As placas contendo os fragmentos de folha e raiz que apresentaram crescimento fngico
foram selecionadas, e as colonias fungicas foram purificadas atraves do repique por estrias de
esgotamento em placas de Petri contendo meio BDA a 28°C. As placas com as coldnias
purificadas foram armazenadas na geladeira para utilizacdo nos proximos experimentos, e em
frascos do tipo ampicilina utilizando a técnica de Castellani (Aradjo et al., 2014) com a
identificacdo das colonias.

Para a identificacdo das colbnias:

e Foi anotada a espécie de Paspalum sp. de onde ocorreu o isolamento: PN para P.
notatum e PA para P. atratum;
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e Seguido pelo tecido vegetal de origem: Raiz ou Folha;

e Seguido do individuo de onde ocorreu o isolamento: Variando de 1 até 10 (pois foram
coletados 10 individuos);

e Seguido de qual fungo purificado é aquele: Se foram purificados cinco fungos
daqueleindividuo, serdo nomeados de 1 até 5.

Exemplos da nomenclatura:

PN Raiz 7-10: Esse fungo € endofito de P. notatum, foi isolado da raiz do individuo 7, e

foi o decimo fungo purificado do individuo 7;

PA Folha 4-4: Esse fungo é endofito de P. atratum, foi isolado de folha do individuo 4, e

foi o quarto fungo purificado do individuo 4.

4.4 EXPERIMENTOS DE PROMOCAO DE CRESCIMENTO VEGETAL E CONTROLE
BIOLOGICO IN VITRO

Foram realizados testes in vitro de solubilizacdo de fosfato inorganico (SFI) e
antagonismo aos fungos do género Bipolaris sp. e Coletotrichum sp., cujas cepas foram cedidas
pela Dra. Sonia Nogueira da Embrapa Pecuaria Sudeste, para analisar o potencial dos

isolados fungicosem promover a solubilizacdo de fosfato e realizar controle biologico.

4.4.1 Solubilizacio de Fosfato inorganico (SFI)

O potencial de solubilizagdo de fosfato inorganico dos isolados endofiticos foi
analisado por meio da utilizagdo de um meio de cultura contendo fosfato insoltvel (10 g.L-1
de glicose; 5g.L-1 de NH4CI; 1g.L-1 de NaCl; 1g.L-1 de MgS0O4.7H20; 0,8 g.L-1 de CaHP04;
15 g.L-1 de agar; pH 7,2). Discos de 0,5 cm de didmetro do micélio aéreo dos fungos foram
inoculados no meio de cultura e incubados a 28°C; o experimento foi realizado em triplicata.
O surgimento de um halo incolor ao redor das col6nias € um indicativo de capacidade de

solubilizacdo de fosfato inorganico, sendo que, quanto maior o halo incolor em relacdo ao
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tamanho do micélio, maior o potencial de solubilizagéo de fosfato inorganico do fungo (Figura
4) (Vermaet al., 2001).

As placas de Petri foram analisadas em dois pontos distintos (48 h e 72 h) em relagédo
ao surgimento e ao tamanho do halo incolor. Como havia uma grande quantidade de isolados,
a relacdo do tamanho do halo incolor em funcdo do tamanho do micélio foi o pardmetro
escolhido para selecionar os isolados com melhores potenciais de solubilizacdo de fosfato
inorganico.

Determinamos como afericdo:

e Auséncia de halo;
e Surgimento de halo pequeno em rela¢do ao micélio;
e Surgimento de halo médio em relagdo ao micélio;

e Surgimento de halo grande em relagdo ao miceélio.

Figura 4- Representacdo de uma Placa de petri com a metodologia para triagem de solubilizacdo de fosfato in
vitro por fungos. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os fungos que apresentaram e mantiveram halo médio em relacdo ao micélio e halo
grande em relacdo ao micélio em até 72 horas, foram selecionados para o teste de pareamento

direto in vitro.

4.4.2 Atividade Antagonista a Bipolaris sp. e Colletotrichum sp. e pareamento direto in

vitro
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Preliminarmente, realizou-se uma triagem com todos os isolados do P. atratum e P.
notatum para analisar qualitativamente a influéncia sobre o desenvolvimento dos fitopatdégenos
dos géneros Bipolaris sp. e Colletotrichum sp..

O experimento foi realizado em triplicata com 4 discos (0,5 cm de didametro) de fungos
distintos colocados em pontos equidistantes na placa de Petri contendo meio BDA, juntamente
com o fungo fitopatogénico ao centro, e incubados a 28°C. Para controle, foi inoculado um
disco (0,5 cm de didmetro) do fungo fitopatogénico ao centro da placa com meio BDA (Figura
5). As placas foram observadas até o momento em que o fungo fitopatogénico atingisse a
totalidade da placa controle.

Figura 5- Representacdo de placas de Petri com a metodologia para triagem de antagonismo in vitro. Fonte:
Elaborado pelo autor.

Placa Controle Placa Tratamento

Disco do Fitopatégeno

Com essa triagem, os fungos endofiticos que apresentaram capacidade de inibir o
crescimento dos fungos fitopatogénicos foram selecionados. O indicativo da atividade
antagonista foi a presenca de um halo de inibic¢éo do fungo fitopatogénico.

Em seguida, os fungos endofiticos que apresentaram 0s melhores potenciais de
solubilizacdo de fosfato na etapa anterior e que também apresentaram atividade antagonista
frente aos fungos fitopatogéncios na triagem, foram selecionados para realizar o método de
pareamento direto in vitro (Mariano, 1993) o experimento foi realizado em duplicata. Nessa
metodologia, para analisar quais isolados possuem capacidade de inibi¢do do crescimento dos
fungos fitopatogénicos, discos de 0,5 cm de didmetro dos fitopatogenos foram inoculados na
extremidade oposta de discos de 0,5 cm de diametro dos endofitos em placas de Petri contendo

BDA; para a placa controle, apenas o disco fungico do fitopatdgeno foi posicionado em uma



26

das extremidades (Figura 6). As placas de Petri foram incubadas a 28°C, e foram observadas até

0 momento em que o fitopatdgeno atingisse a totalidade da placa controle.

Figura 6- Representacdo de placas de Petri com a técnica de pareamento direto in vitro. Fonte: Elaborado pelo
autor.

Placa Controle Placa Tratamento

Com o crescimento total do fitopatégeno na placa controle, o didmetro micelial do
controle e o diametro micelial do tratamento foram medidos para o calculo na porcentagem de
inibicdo dos fungos fitopatogénicos seguindo a metodologia adaptada de (Quiroga; Sampietro;
Vattuone, 2001) (Figura 7).

Figura 7- Representacéao do célculo da porcentagem de inibi¢do dos fungos fitopatogénicos.

% Inibicio = Didmetro Micelial do Controle (Dc) — Didgmetro Micelial do Tratamento (Dt) X 100
Diametro Micelial do Controle (Dc)

45 IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS FUNGOS ENDOFITICOS

45.1 Extracdo de DNA fangico

Os isolados que apresentaram os melhores potenciais nos testes de solubilizagdo de
fosfato in vitro e antagonismo aos fitopatdgenos foram cultivados em placas de petri contendo

meio s6lido BDA, e depois foram transferidos com o auxilio da alga de platina para tubos de
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volume de 50 mL contendo 15 mL meio BDB liquido, e mantidos a meia rosca em incubadora
do tipo shaker por 3 dias, sob agitacdo de 180 rpm e 28°C.

Os tubos foram retirados do shaker e colocados na centrifuga a 4800 rpm, com Ac=9 e
Dec=6, T° ambiente, por 15 minutos, para sedimentacdo do micélio. Em seguida, 0s
sobrenadantes foram descartados e os micélios foram coletados e secados em papel. Os
micélios secos foram fechados em papel aluminio com a identificacdo da coldnia fungica, e
colocados em nitrogénio liquido. ApOs realizar esse processo para todos os fungos
selecionados, os micélios que estavam fechados em papel aluminio no nitrogénio liquido,
foram passados um a um, para um cadinho contendo nitrogénio liquido, e macerados até virar
po.

Esse p6 de micélio foi coletado com o auxilio de uma espatula e transferidos para tubos
tipo eppendorf de 2 mL identificados com o nome da amostra que estavam no gelo contendo

400 uL de tampao de extracdo, que foi preparado nas condi¢des descritas na Tabela 1.

Tabela 1- Preparacdo do tampéo de extragdo de DNA.

Componente Para 500 mL de tampéo Concentracéao
Tris base (PM 121 g/mol) 12,19 200 mM
NaCl (PM 58,44) 7,3¢ 250 mM
EDTA (estoque 0,5 M) 25 mL 25 mM
SDS (estoque 10 %) 25 mL 0,5%

Em um béquer contendo cerca de 300 mL de agua MiliQ foi adicionado o Tris base, e
o pH foi ajustado para 8,5 com HCI concentrado, gota a gota. Em seguida, 0s outros
componentes foram adicionados até dissolver, e 0 menisco na proveta foi ajustado para 500
mL.

Os eppendorfs contendo o tampdo de extracdo e o micélio foram colocados em agitador
de tubos do tipo vortex por 30 segundos. Em seguida, foram acrescentados 500 uL de uma
mistura de fenol-cloroférmio (1:1) aos eppendorfs, e foram colocados novamente no vortex
por 10 minutos para extrair os acidos nucleicos. Ap6s os 10 minutos, os eppendorfs foram
centrifugados por 5 minutos a 20800 g e 4°C. A fase aquosa (sobrenadante) foi removida e
transferida para outro eppendorf devidamente identificado com o nome da amostra. Nos novos

eppendorfs contendo a fase aquosa, foram acrescentados 500 uL de cloroférmio para remover
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o residuo de fenol que pode ter restado na preparacéo, e colocados novamente no vortex por
30 segundos, e centrifugados a 20800 g por 5 minutos a 4°C.

Em seguida, a fase aquosa foi removida novamente e transferida para outros eppendorfs
devidamente identificados com o nome da amostra. Foram adicionados 900 uL de isopropanol
e homogeneizado, de forma que foi possivel observar o DNA precipitando. Os eppendorfs
foram deixados no ultrafreezer (-80°C) por 30 minutos, e em seguida, foram centrifugados por
5 minutos a 20800 g, sendo possivel a observacdo de um pellet no fundo do eppendorf. O
sobrenadante (isopropanol) foi descartado, e foram adicionados 500 uL de &lcool 70 nos
eppendorfs contendo os pellets, e foram centrifugados por 2 minutos a 20800 g. O sobrenadante
(etanol 70%) foi descartado, e os pellets foram deixados para secar por 30 minutos.

Com os pellets secos, foram adicionados 30 uL de &gua ultrapura deionizada e
esterilizada em autoclave, ressuspendendo o pellet com a ajuda da micropipeta de 50 uL. Para
a obtencdo do DNA livre de RNA, as amostras foram tratadas com 2 uL de RNAse A, que
ficou agindo por 30 minutos.

Por fim, os DNAs foram quantificados utilizando o NanoVue, e sua integridade foi
analisada utilizando eletroforese em gel de agarose 1 %. Para analisar o tamanho da banda de
DNA obtida, foi utilizado o marcador de peso molecular Low Range DNA Ladder (Cellco), e

o fotodocumentador (Bio-Rad).

4.5.2 Amplificacdo da regido ITS do rDNA

A amplificacdo da regido de DNA ribossomal ITS-5,8S-1TS2 foi realizada utilizando
os oligonucleotideos iniciadores (primers) ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e
ITS4 (5°- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (White et. al, 1990) (Figura 8). Os primers
utilizados para a reagdo de PCR s@o complementares as regides terminais dos genes 18S e 28S,
e proximas aos espagadores génicos ITS1 e ITS2, resultando em fragmentos amplificados por
PCR que incluiram uma pequena regido dos genes 18S e 28S nas extremidades, o espagador

ITS 1, 0 gene 5,8S completo, e o espacador ITS2.
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Figura 8 - Representacdo da regido de DNA ribossomal ITS-5,8S-1TS2. Fonte: modificado FUJITA et al (2001).

ITS1 primer
>
Ces rDNA |—| 5.8S rDNA 28S rDNA
TSt ITS2 <—
ITS4 primer

A amplificacéo foi realizada usando a técnica da Polymerase Chain Reaction (PCR) no
termociclador (Veriti 96 Well Thermal Cycler) programado para realizar uma desnaturacdo
inicial a 98°C por 30 segundos, seguidos de 35 ciclos de desnaturacao a 98°C por 10 segundos,
anelamento a 60°C por 15 segundos, extensdo a 72°C por 1 minuto, e extensdo final de 72°C
por 5 minutos. A reacdo de amplificacdo foi realizada para um volume final de 50 uL contendo
1uL do primer ITS1, 1 uL do primer ITS4, 0,5 uL de dNTPs, 10 uL de 5X Phusion HF Buffer
(Thermo Scientific), 0,5 uL de enzima phusion, 36,5 uL de 4gua Mili-Q autoclavada, e 0,5 uL
de DNAg.

Apdbs a amplificacdo, os produtos de PCR foram analisados utilizando eletroforese em
gel de agarose 1%, e o marcador de peso molecular Low Range DNA Ladder (Cellco), com o

auxilio do fotodocumentador (Bio-Rad).

4.5.3 Purificacdo do DNA amplificado e sequenciamento, edicdo e analise de

comparacao de sequéncias no NCBI.

Os fragmentos amplificados na PCR (600-750 pb) foram purificados utilizando o Kit
de purificacdo Agarose Gel Extraction Kit (Cellco), conforme as especifica¢fes do fabricante.
Em seguida, as amostras foram quantificadas no NanoVue, e analisadas por meio da
eletroforese em gel de agarose 1% para verificar a resoluc¢éo do produto purificado. Por fim, as
amostras foram encaminhadas para sequenciamento no Laboratério Multiusuario de
Sequenciamento em Larga Escala e Expressdo Génica da UNESP de Jaboticabal, SP.

As sequéncias obtidas pelo sequenciamento da regido ITS1-5,8S-1T2 foram comparadas com
as sequéncias depositadas com a utilizacao da ferramenta BLASTn no banco de dados do NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
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5 RESULTADOS

5.1 ISOLAMENTOS DE FUNGOS ENDOFITICOS DE Paspalum atratum E Paspalum

notatum

A partir do isolamento dos fungos endofiticos por fragmentacdo de folhas e raizes de
Paspalum atratum foram obtidos 225 isolados, sendo eles 161 isolados de raiz e 64 isolados
defolha.

Ja do isolamento dos fungos endofiticos de folhas e raizes de P. notatum foram obtidos
160 isolados, sendo 52 fungos isolados de raiz e 108 isolados de folha. Na Figura 9 €

apresentadoo fendtipo de alguns dos isolados fungicos purificados.

Figura 9- Exemplares de fungos endofiticos purificados de Paspalum atratum e Paspalum notatum do BAG da
Embrapa Pecuaria Sudeste — Sdo Carlos (SP). Fonte: Registrado pelo autor.

As raizes de P. atratum apresentaram maior abundancia de fungos endofiticos quando
em comparagao com suas folhas. Por outro lado, as folhas de P. notatum apresentaram maior

abundéancia de fungos endofiticos quando em comparacao as suas raizes (Figura 10).
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Figura 10 - Representacdo grafica da quantidade de isolados flngicos endofiticos em relacéo ao tecido de origem
e a espécie de Paspalum sp.. Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.2 EXPERIMENTOS DE PROMOGAO DE CRESCIMENTO VEGETAL E CONTROLE
BIOLOGICO IN VITRO

5.2.1 Solubilizacdo de Fosfato Inorganico (SFI)

Do total de 385 isolados fungicos que foram avaliados em relacdo a capacidade de
solubilizacdo de fosfato inorgénico, 213 apresentaram resultados positivos indicados pela
presenca de halo em volta da col6nia fangica. Destes 213 isolados que apresentaram resultados
positivos para solubilizagdo de fosfato, 143 apresentaram médio ou alto potencial de
solubilizacéo de fosfato, levando em consideracdo os parametros de selecdo adotados: Fungos
que apresentaram e mantiveram halo médio em relag&o ao micélio e fungos que apresentaram
halo grande em relagdo ao micélio em até 72h. Na Figura 11, podemos observar o surgimento
dos halos em alguns dos isolados fungicos. (Em verde: halo de solubilizacdo grande em relagdo
ao micelio. Em amarelo: halo de solubilizacdo médio em relagdo ao micélio. Em vermelho:

halo de solubilizacdo pequeno em relagéo ao miceélio).
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Figura 11- Avaliacdo in vitro da atividade de solubilizacdo de fosfato insoltvel por fungos endofiticos. Fonte:
Registrado pelo autor.

O esquema abaixo representa a quantidade de fungos com médio ou alto potencial de
solubilizacdo de fosfato de acordo com seu local de isolamento referente & espécie e ao tecido

vegetal de origem (Figura 12).

Figura 12- Representacdo esquematica da selecdo dos fungos endofiticos mediante o potencial de solubilizagéo
de fosfato inorganico e sua origem vegetal de Paspalum atratum e Paspalum notatum. Fonte: Elaborado pelo
autor.
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5.2.2 Atividade Antagonista aos géneros Bipolaris sp. e Colletotrichum sp.

Para a verificacdo da atividade antagonista aos fungos fitopatogénicos dos géneros
Bipolaris sp. e Colletotrichum sp., foram realizados dois testes. Preliminarmente o teste

contendo 4 discos de fungos distintos com os discos dos fitopatdgenos Bipolaris sp e
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Colletotrichum sp ao centro (Figura 13)(Figura 14) e, e em seguida, o teste de contato direto, com
o disco do fitopatdgeno em uma extremidade e o disco do endofito na outra extremidade (Figura
15)(Figura 16).0s discos de fungos sdo resultantes do cultivo prévio em meio solido BDA a
28°C.

O teste preliminar em triplicata com os 365 fungos endofiticos mostrou que os isolados

apresentaram atividade antagdnica, mas nao foi possivel chegar a conclusdes quantitativas.

Figura 13- Triagem de antagonismo in vitro de fungos endofiticos em relacdo ao fungo Bipolaris sp.. A seta
em vermelho indica a inibicdo do crescimento do fitopatdgeno. Fonte:Registrado pelo autor.

Controle

Figura 14- Triagem de antagonismo in vitro de fungos endofiticos em relacéo ao fungo Colletotrichum sp.. A seta
em vermelho indica a inibi¢do do crescimento do fitopatdgeno. Fonte:Registrado pelo autor.

Com isso, foram realizados testes de antagonismo com os 143 fungos endofiticos
selecionados pelo critério de medio e alto potencial de solubilizagdo de fosfato inorgéanico. A
metodologia de pareamento direto in vitro foi utilizada em duplicata para verificacdo da
atividade antagonica ao fungo do género Bipolaris sp., e, também em duplicata para verificagdo
da atividade antagonista ao fungo do género Colletotrichum sp. Na Figura 15, as setas em
amarelo mostram a inibi¢do do fungo fitopatogénico Bipolaris sp., e na Figura 16, as setas em

vermelho apontam a inibi¢éo do fungo fitopatogénico Colletotrichum sp.
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Figura 15- Ensaio de antagonismo in vitro de fungos endofiticos em relagéo ao fitopatdgeno Bipolaris sp.. As
setas em amarelo indicam a inibicdo do crescimento do fitopatdgeno. Fonte:Registrado pelo autor.

Figura 16 - Ensaio de antagonismo in vitro de fungos endofiticos em relacéo ao fitopatégeno Colletotrichum sp..
As setas em vermelho indicam a inibigdo do crescimento do fitopatégeno Fonte: Registrado pelo autor.

Com o ensaio de pareamento direto in vitro foi possivel determinar as porcentagens de

inibicdo seguindo a metodologia de Quiroga e colaboradores (2001). Dos endofitos de P.
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atratum, as maiores porcentagens de inibicdo para o género Colletotrichum sp. e Bipolaris sp.,
respectivamente, foram de 58,82 % e 70,59 %. Dos endofitos de P. notatum, as maiores
porcentagens de inibicdo para o género Colletotrichum sp. e Bipolaris sp., respectivamente,
foram de 85,88 % e 88,23 %.

Para os isolados fungicos de P. atratum, a Tabela 2 demonstra as melhores porcentagens

de inibicdo obtidas para os géneros de fitopatdgenos selecionados para o atual estudo.

Tabela 2- Resultados dos ensaios de antagonismo in vitro entre os fungos fitopatogénicos e os fungos endofiticos
de Paspalum atratum.

Identificacéo do Tecido % Inibigdo do género % Inibicédo do
Isolado do I\gglgae:r?;nto Colletotrichum sp. género Bipolaris sp.
PA folha 10-6 Folha 47,05% 70,59%
PA raiz 4-18 Raiz 56,47% 62,35%
PAraiz4-2 Raiz 51,76% 60,00%
PA raiz 6-20 Raiz 56,47% 60,00%
PA raiz 5-1 Raiz 58,82% 58,82%
PA raiz 8-13 Raiz 58,82% 54,11%
PA raiz 7-2 Raiz 54,11% 58,82%
PA folha 4-4 Folha 54,11% 58,82%
PAraiz 4-17 Raiz 51,76% 58,82%
PAraiz 4-5 Raiz 55,29% 58,82%
PA raiz 8-1 Raiz 44,70% 58,82%
PA raiz 6-2 Raiz 57,64% 55,29%
PA raiz 3-8 Raiz 54,11% 57,64%
PA raiz 3-7 Raiz 57,64% 52,94%
PA raiz 6-15 Raiz 57,64% 52,94%
PA folha 2-7 Raiz 52,95% 57,64%
PAraiz 4-7 Raiz 57,64% 52,94%
PAraiz 4-11 Raiz 50,58% 57,64%

PAraiz 1-12 Raiz 55,29% 52,95%
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Para os isolados fungicos de Paspalum notatum, a Tabela 3 demonstra as melhores
porcentagens de inibicdo obtidas para os géneros de fitopatdgenos selecionados para o atual

estudo.

Tabela 3- Resultados dos ensaios de antagonismo in vitro entre os fungos fitopatogénicos e os fungos endofiticos
de Paspalum notatum.

Identificacéo do Tecido % de Inibicéo do % de Inibicéo do
Isolado Vegetal género Colletotrichum _ géne!’o
do Sp. Bipolaris sp.
Isolamento
PN folha 9-7 Folha 64,70% 88,23%
PN folha 4-21 Folha 85,88% 80,00%
PN folha 4-18 Folha 61,17% 83,52%
PN raiz 6-6 Raiz 82,35% 56,47%
PN raiz 3-1 Raiz 76,47% 58,82%
PN folha 4-2 Folha 55,29% 65,88%
PN folha 4-6 Folha 56,47% 64,70%
PN folha 4-17 Folha 54,11% 64,70%
PN raiz 6-2 Raiz 52,94% 61,17%
PN raiz 4-7 Raiz 51,76% 61,17%
PN folha 6-3 Folha 52,94% 61,17%
PN raiz 6-11 Raiz 50,58% 61,17%
PN raiz 9-1 Raiz 55,29% 60,00%
PN raiz 6-5 Raiz 58,82% 57,64%
PN folha 4-5 Folha 57,64% 58,82%
PN raiz 6-3 Raiz 51,76% 58,82%
PN folha 7-9 Folha 55,29% 51,76%
PN folha 4-13 Folha 55,29% 42,35%
PN folha 4-10 Folha 47,05% 54,11%

Apobs a selecdo dos fungos com as melhores atividades antagonistas aos fungos
fitopatogénicos e levando em consideragdo que 0os mesmos também apresentam os melhores
potenciais de solubilizacdo de fosfato inorganico por terem apresentado halo médio e halo
grande em relacdo ao micelio em até 72h, esses endofitos foram selecionados para identificacdo

taxondmica.
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5.3 IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS ISOLADOS FUNGICOS

Foram selecionados 38 fungos endofiticos de acordo com os resultados de solubilizacdo
de fosfato inorgéanico e os testes de antagonismo. Os DNAs dos fungos com os melhores
potenciais foram extraidos e a PCR da regido ITS-5,8-1TS do rDNA foi realizada para posterior
sequenciamento, como é possivel observar nos géis de agarose 1% com as bandas amplificadas
e purificadas, em que a identificacdo dos isolados esta em branco e os padrbes de peso
molecular estdo indicados em vermelho (Figura 17)(Figura 18).

Figura 17- Gel de 1% de agarose para confirmacao da amplificagéo dos fragmentos da regido de DNA ribossomal
ITS-5,8S-1TS2 dos enddfitos de Paspalum atratum. Fonte: Registrado pelo autor.
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Figura 18- Gel de 1% de agarose para confirmacéo da amplificacdo dos fragmentos da regido de DNA ribossomal
ITS-5,85-1TS2 dos endéfitos de Paspalum notatum. Fonte: Registrado pelo autor.

PN PN PN PN PN PN PN 2] PN PN 2] PN PN PN PA PN PN ° PN PN
Raiz Folha Folha Folha Folha Folha Folha Raiz Raiz Folha Folha Raiz Folha Folha Folha Raiz Folha Raiz Raiz
6,5 4,6 6,3 410 45 7,9 9,7 611 47 421 418 66 4,2 417 44 62 413 6,3

As sequéncias obtidas pelo sequenciamento da regido I1TS1-5,8S-IT2 foram
comparadas com as sequéncias depositadas com a utilizacdo da ferramenta BLASTn no banco
de dados do NCBI. Os géneros e a porcentagem de identidade das sequéncias estdo descritas

na Tabela 4 para P. atratum e na Tabela 5 para P. notatum.

Tabela 4- Identificacdo taxondmica dos isolados de Paspalum atratum. *NI = N&o identificado.

Cadigo no Gel Identificagdo Similaridade com as
sequéncias depositadas no
NCBI
PA folha 10-6 NI* -
PA raiz 4-18 Microdochium sp. 99,05%
PAraiz4-2 NI* -
PA raiz 6-20 Colletotrichum sp. 99,61%
PA raiz 5-1 NI* -
PA raiz 8-13 Aspergillus sp. 97,52%
PA raiz 7-2 Penicillium sp. 99,15%
PA folha 4-4 Aspergillus sp. 99,64%
PA raiz 4-17 Fusarium sp. 99,21%
PA raiz 4-5 NI* -
PA raiz 8-1 Phoma sp. 99,79%
PA raiz 6-2 Fusarium sp. 99,21%
PA raiz 3-8 Fusarium sp. 97,79%
PA raiz 3-7 NI* -
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PA raiz 6-15
PA folha 2-7
PA raiz 4-7
PA raiz 4-11
PA raiz 1-12

Fusarium sp.
Neosartorya sp.
Fusarium sp.
NI*

Fusarium sp.

97,74%
97,25%
100,00%

98,58%

Tabela 5- Identificacdo taxondmica dos isolados de Paspalum notatum.*NI = Néo identificado.

Cadigo no Gel Identificacdo Similaridade com as
sequéncias depositadas no
NCBI
PN folha 9-7 Penicillium sp. 98,71%
PN folha 4-21 Talaromyces sp. 97,85%
PN folha 4-18 NI* -
PN raiz 6-6 Aspergillus sp. 100%
PN raiz 3-1 NI* -
PN folha 4-2 Colletotrichum sp. 90,71%
PN folha 4-6 Colletotrichum sp. 99,63%
PN folha 4-17 Ceratobasidium sp. 97,04%
PN raiz 6-2 Ceratobasidium sp. 97,18%
PN raiz 4-7 Curvularia sp. 100%
PN folha 6-3 Microdochium sp. 99,41%
PN raiz 6-11 Fusarium sp. 99,80%
PN raiz 9-1 NI* -
PN raiz 6-5 Fusarium sp. 99,81%
PN folha 4-5 NI* -
PN raiz 6-3 Curvularia sp 99,63%
PN folha 7-9 Ceratobasidium sp. 96,13%
PN folha 4-13 Ceratobasidium sp. 95,81%
PN folha 4-10 Ceratobasidium sp. 97,18%

Por meio do sequenciamento da regido ITS do DNA ribossomal, foi possivel identificar

0s géneros dos isolados fungicos de P. atratum (7 géneros) e P. notatum (8 géneros). Do

P.atratum, foram encontrados os géneros géneros Aspegillus sp., Colletotrichum sp., Fusarium
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sp., Microdochium sp., Neosartorya sp., Penicillium sp. e Phoma sp. Do P. notatum foram
encontrados os géneros Aspegillus sp., Ceratobasidium sp., Colletotrichum sp., Curvularia sp.,
Fusarium sp., Microdochium sp., Penicillium sp. e Talaromyces sp.

Os fungos endofiticos encontrados no presente trabalho que sdo comuns as duas
espécies de Paspalum s&o dos géneros: Microdochium sp., Colletotrichum sp., Aspergillus sp.,

Penicillium sp. e Fusarium sp (Figura 19).

Figura 19- Diagrama de Venn agrupando os géneros de fungos endofiticos em comum ao P. atratum e ao P.
notatum. Fonte: Elaborado pelo autor.

Fungos Endofiticos Fungos Endofiticos
de P.atratum de P.notatum

Microdochium sp
Colletotrichum sp.
Aspergillus =p.
Penicillium sp.
Fusarium sp.

Phoma sp.

Talaromyces sp.
Curvularia sp.
Ceratobasidium sp.

Neosarforya sp.

5.4 GENEROS FUNGICOS COM AS MELHORES ATIVIDADES ANTAGONISTAS
FRENTE AO BIPOLARIS SP E AO COLLETOTRICHUM SP.

Os fungos selecionados com as melhores atividades antagonistas frente aos
fitopatogenos Bipolaris sp. e Colletotrichum sp. foram identificados por meio do
sequenciamento da regido ITS, e 0s géneros encontrados estdo descritos na tabela Tabela 6 para
os isolados de P. atratum, e na tabela Tabela 7 para os isolados de P. notatum.
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Tabela 6- Porcentagem de inibigdo dos isolados fungicos endofiticos de P. atratum referente aos fitopatdgenos
Colletotrichum sp. e Bipolaris sp.*NI = N&o identificado.

Identificacéo do Género Fungico % de Inibicao % de Inibicéo do

Isolado do género género Bipolaris sp.
Colletotrichum sp.

PA folha 10-6 NI 47,05% 70,59%
PA raiz 4-18 Microdochium sp. 56,47% 62,35%
PAraiz4-2 NI 51,76% 60,00%
PA raiz 6-20 Colletotrichum sp. 56,47% 60,00%

PA raiz 5-1 NI 58,82% 58,82%
PAraiz 8-13 Aspergillus sp. 58,82% 54,11%
PA raiz 7-2 Penicillium sp. 54,11% 58,82%
PA folha 4-4 Aspergillus sp. 54,11% 58,82%
PA raiz 4-17 Fusarium sp. 51,76% 58,82%
PA raiz 4-5 NI 55,29% 58,82%
PA raiz 8-1 Phoma sp. 44,70% 58,82%
PA raiz 6-2 Fusarium sp. 57,64% 55,29%
PA raiz 3-8 Fusarium sp. 54,11% 57,64%
PA raiz 3-7 NI 57,64% 52,94%
PA raiz 6-15 Fusarium sp. 57,64% 52,94%
PA folha 2-7 Neosartorya sp. 52,95% 57,64%
PA raiz 4-7 Fusarium sp. 57,64% 52,94%
PAraiz 4-11 NI 50,58% 57,64%
PA raiz 1-12 Fusarium sp. 55,29% 52,95%

Tabela 7- Porcentagem de inibi¢do dos isolados flngicos endofiticos de P. notatum referente aos fitopatdgenos
Colletotrichum sp. e Bipolaris sp.*NI = Ndo identificado.

Identificacéo do Género Fangico % de Inibicao % de Inibicéo do

Isolado

do género género Bipolaris sp.
Colletotrichum sp.
PN folha 9-7 Penicillium sp. 64,70% 88,23%
PN folha 4-21 Talaromyces sp. 85,88% 80,00%
PN folha 4-18 NI 61,17% 83,52%
PN raiz 6-6 Aspergillus sp. 82,35% 56,47%
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PN raiz 3-1
PN folha 4-2
PN folha 4-6
PN folha 4-17

PN raiz 6-2

PN raiz 4-7
PN folha 6-3
PN raiz 6-11

PN raiz 9-1

PN raiz 6-5
PN folha 4-5

PN raiz 6-3
PN folha 7-9
PN folha 4-13
PN folha 4-10

NI
Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Ceratobasidium sp.

Ceratobasidium sp.

Curvularia sp.
Microdochium sp.
Fusarium sp.
NI
Fusarium sp.
NI

Curvularia sp

Ceratobasidium sp.
Ceratobasidium sp.

Ceratobasidium sp.

76,47%
55,29%
56,47%
54,11%
52,94%
51,76%
52,94%
50,58%
55,29%
58,82%
57,64%
51,76%
55,29%
55,29%
47,05%

58,82%
65,88%
64,70%
64,70%
61,17%
61,17%
61,17%
61,17%
60,00%
57,64%
58,82%
58,82%
51,76%
42,35%
54,11%
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6 DISCUSSAO

No trabalho desenvolvido na Argentina por Depetris e colaboradores (2020), amostras
foram coletadas de duas pastagens expostas ao pastoreio intensivo representando sistemas
tipicos de producdo de bovinos de corte da América do Sul, em que foram coletadas 60
amostras de Paspalum dilatatum e 60 amostras de P. notatum, de ramos e folhas, para
isolamento e caracterizacdo de fungos endofiticos. Foram encontrados 6 géneros em P.
dilatatum (Acremonium sp., Alternaria sp., Aspergillus sp., Bipolaris sp., Cladosporium sp. e
Fusarium sp.) e 2 géneros em P.notatum (Aspergillus sp. e Bipolaris sp). Depetris et al. (2022)
realizaram uma nova coleta em pastagens expostas ao pastoreio de 84 amostras de P. notatum,
em que foram isolados 44 enddéfitos de 7 géneros distintos (Alternaria sp., Aspergillus sp.,
Bipolaris sp., Cercospora sp., Penicillium sp., Trichoderma sp., e Curvularia sp.). Assim como
encontrado por Depetris et al. (2020), o atual projeto isolou os géneros Aspergillus sp. e
Fusarium sp., e na nova coleta de Depetris et al. (2022) houve o isolamento dos géneros
Penicillium sp., e Culvularia sp., assim como encontrados no presente trabalho.

Sikes et al. (2017) também realizaram um isolamento de fungos endofiticos de raizes
de P. Notatum coletados na Estacdo Bioldgica de Archbold, nos EUA, identificando 4 géneros
distintos: Fusarium sp., Trichoderma sp., Curvularia sp. e Helotiales sp., de forma que
isolaram os géneros Curvularia sp e Fusarium sp., como o atual projeto. Nao existem relatos
na literatura sobre isolados fungicos endofiticos de P.atratum.

Embora o atual projeto tenha identificado isolados fungicos endofiticos dos mesmos
géneros que encontrados em outros trabalhos, foi possivel identificar outros géneros ndo antes
descritos para Paspalum, sendo Ceratobasidium sp., Colletotrichum sp., Microdochium sp.,
Neosartorya sp., Phoma sp. e Talaromyces sp. O local de isolamento realizado no atual projeto
foi do BAG de Paspalum, e os locais dos demais projetos foram de pastagens expostas e de
areas de preservacdo e estudo, de forma que pode haver uma correlacdo com as espécies
diferentemente encontradas.

Neste sentido, foi realizado uma revisdo bibliografica para verificar se ja houve a
descrigéo destes géneros de endofitos, ndo descritos anteriormente para o género Paspalum sp.,

mas descritos para outras plantas hospedeiras.
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O fungo do género Microdochium sp. foi descrito como endofito de raiz de cevada
(Hordeum vulgare) no trabalho de Shadmani et al. (2021), e, também como enddfito de raiz de
trigo por Rothen et al. (2018), ambos da mesma familia que o Paspalum sp. (Poaceae).

O fungo do género Phoma sp. foi descrito por Garcia et al. (2012) como enddfito de
folha de Sapindus saponaria, uma planta conhecida pelas suas atividades medicinais, e,
também por Da Costa Silveira et al. (2020) como enddfito de Bambusa oldhammi, uma espécie
de bambu.

O género Neosartorya sp. foi isolado por Sikes et al. (2017) de Aristida gyrans, uma
graminea natural dos Estados Unidos da América pertencente familia Poaceae, e, também no
trabalho de Yodsing et al. (2018) como enddéfito de Casearia growiifolia, uma planta utilizada
para fins medicinais. Assim como estes autores, Bang et al. (2019) encontraram 0 género
Neosartorya sp. como enddéfido de raiz de Glehnia littoralis, uma erva perene.

O fungo do género Colletotrichum sp. foi identificado por Azuddin et al. (2023) como
enddfito de raiz de Azonopous compressus, uma espécie de graminea da familia Poaceae, e,
também por Ferreira et al. (2020) como endofito de raiz, caule e folha de Carapichea
ipecacuanha, conhecida como raiz-do-Brasil.

Radisatuti et al. (2019) realizaram o isolamento de fungos endofiticos de raiz e caule
de Centella asiatica, uma planta medicinal, obtendo 20 isolados do género Ceratobasidium sp.
de ambos os tecidos vegetais. Du et al. (2020) isolaram fungos endofiticos de raiz, caule e folha
de Securinega suffruticosa, um arbusto de folhas caducas tambeém utilizado como planta
medicinal, obtendo 420 isolados, sendo que 38 pertenciam ao género Ceratobasidium sp..

Park et al. (2021), realizaram um estudo a respeito dos fungos endofiticos da vegetacao
nativa de dunas, que sdo compostas majoritariamente por gramineas e plantas rasteiras. Nesse
estudo, o isolamento foi realizado de raizes, e foram encontrados 361 endofitos. Com a
identificacdo molecular, o género dominante foi Penicillium sp. (43,21%) seguido por
Talaromyces sp. (16,90%) e Aspergillus sp. (11,91%).

Neste cenario, o atual estudo pode ser considerado o primeiro a descrever fungos
endofiticos de P. atratum, assim como ser 0 primeiro projeto a relatar os géneros
Ceratobasidium sp., Colletotrichum sp., Fusarium sp., Microdochium sp., Neosartorya sp.,
Penicillium sp., Phoma sp. e Talaromyces sp. como endéfitos do género Paspalum.

Relembrando que os 38 isolados fungicos de P. atratum e P. notatum foram
selecionados de acordo com sua performance de solubilizagdo de fosfato in vitro e antagonismo
aos fitopatdgenos Colletotrichum sp. e Bipolaris sp., a discussdo sera relacionada a esses

parametros.
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A importancia de se obter isolados com potencial de solubilizacdo de fosfato esta
relacionada com a contribuicdo desses microrganismos para a manutencdo das espécies
vegetais e, também na agricultura. No atual estudo, os géneros identificados, tanto em P.
atratum quanto em P. notatum apresentaram halo médio em relacdo ao micélio e halo grande
em relag@o ao micélio no teste de solubilizacdo de fosfato in vitro, os quais foram considerados
com os melhores potenciais.

Né&o foi possivel encontrar trabalhos que abordavam a solubilizacdo de fosfato por
fungos endofiticos isolados das espécies de P. atratum e P. notatum, mas outros pesquisadores
estudaram endofitos desses mesmos géneros fungicos oriundos de outras espécies vegetais
quanto a capacidade de solubilizacédo de fosfato.

Rothen et al. (2018) em seu estudo a respeito de fungos endofiticos de raiz de trigo,
isolaram o género Microdochium sp. e realizaram analises a respeito de seu potencial de
solubilizacdo de fosfato. Os resultados mostraram que os isolados endofiticos ndo possuiam
capacidade de solubilizacdo de fosfato pelo ndo aparecimento do halo translucido. Entretanto,
no presente estudo, foi possivel verificar que o isolado fngico do mesmo género isolados de
P. atratum e P. notatum apresentaram atividades contrarias a atividade encontrada por Rothen
et al. (2018).

Da Costa Silveira et al. (2020) estudaram o potencial dos endéfitos do género Phoma
sp. de Bambusa oldhammi para solubilizacéo de fosfato in vitro. Neste estudo, dois isolados de
Phoma sp. foram testados em relacdo a solubilizacdo de fosfato, sendo que um apresentou
resultado positivo e outro apresentou resultado negativo, indicando que o mesmo género pode
possuir caracteristicas distintas quanto a solubilizacdo de fosfato. No atual trabalho, o género
Phoma sp., isolado de P. atratum, apresentou um alto potencial de solubilizacdo de fosfato
inorganico, resultado que se assemelha a um dos isolados fangicos descritos por Da Costa
Silveira et al. (2020).

O potencial de solubilizacdo de fosfato pelo fungo endofitico do género Colletotrichum
sp. foi estudado por Oliveira et al. (2020). Neste estudo, foram analisados o potencial de
solubilizacdo de fosfato de 17 isolados de Justicia brandegeana (popularmente conhecida
como flor-camarao), um arbusto perene, e Serjania laruotteana, uma trepadeira. Os resultados
determinaram que 9 desses isolados possuiam grande potencial de solubiliza¢éo de fosfato in
vitro, sendo 8 isolados de S. Laruotteana e 1 isolado de J. brandegeana. O presente estudo
determinou que os isolados do género Colletotrichum sp., encontrado em P. atratum e P.
notatum, possuem potencial de solubilizacdo de fosfato inorgénico, de acordo com 52,94 % do

resultado obtido por Oliveira et al. (2020).
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N&o foi possivel encontrar na literatura disponivel nada a respeito do potencial de
solubilizacéo de fosfato pelo endéfito do género Neosartorya sp., mas os resultados obtidos no
atual estudo demonstraram potencial de solubilizacdo de fosfato inorganico in vitro. Também
ndo foi possivel localizar na literatura a atividade de solubilizacdo de fosfato pelo fungo
endofitico do género Ceratobasidium sp., mas no presente estudo foi possivel determinar que
os isolados fangicos do género Ceratobasidium sp. apresentaram potencial positivo para a
solubilizacéo de fosfato também.

Priyadharsini et al. (2017) descreveram a capacidade do fungo endofitico de
Parthenium hysterophorus (coentro do mato) do género Curvularia sp. de solubilizar fosfato
in vitro e in vivo em Cajanus cajan (feijao guandu). Os resultados mostraram que o isolado
possui capacidade de solubilizar diferentes fontes de fésforo, assim como proporcionaram um
maior crescimento do feijdo guandu em relacdo ao controle sem inoculagdo desse fungo. Os
resultados encontrados no atual projeto descrevem o género Curvularia sp. isolado de P.
notatum como bom solubilizador de fosfato inorganico, o que corrobora com os resultados
obtidos por Priyadharsini et al. (2017).

Adhikari et al. (2018) estudaram o potencial de solubilizacdo de fosfato por fungos
endofiticos de raizes de Taxux wallichiana (teixo do Himalaia); com o isolamento foram
obtidos os géneros Penicillium sp. e Aspergillus sp. e os resultados de solubilizacédo de fosfato
demonstraram que dois dos isolados de um total de 5, sendo um de Penicillium sp. e um de
Aspergillus sp., possuiam grande potencial solubilizagdo de fosfato. Noorjahan et al. (2019)
analisaram o potencial de solubilizacdo de 18 isolados fungicos de 3 classes de algas marinhas;
os resultados mostraram que 7 dos 18 isolados flngicos apresentavam grande potencial de
solubilizacdo de fosfato, sendo fungos endofiticos dos géneros Aspergillus sp e Penicilium sp.
O presente estudo determinou que, assim como nos resultados encontrados por Adhikari et al.
(2018) e Noorjahan et al. (2019), os endofitos dos géneros Aspergillus sp. e Penicillium sp.
possuem um alto potencial de solubilizagdo de fosfato.

Nath et al. (2015) isolaram fungos endofiticos de Camellia sinensis, popularmente
conhecida como cha-da-india, e estudaram o potencial de promocéo de crescimento vegetal.
Os endofitos foram isolados de raiz, caule e folhas, e dos 8 isolados obtidos, 5 eram do género
Penicillium sp., 2 do género Aspegillus sp., 1 do género Fusarium sp.. A maior atividade de
solubilizacdo de fosfato foi do género Penicillium sp., seguido do género Aspegillus sp., de
forma que o resultado para o género Fusarium sp. foi de baixa atividade em comparacdo aos
demais. Shi et al. (2016) estudaram o potencial de solubilizacdo de fosfato pelos fungos

endofiticos. isolados de raiz de Brassica napus, conhecida popularmente como colza. Os
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isolados foram caracterizados como do género Fusarium sp., Trichoderma sp., Mucor sp. e
Penicillium sp.. Os resultados mostraram que o isolado do género Penicillium sp. possui 3
vezes mais capacidade de solubilizacéo de fosfato do que o género Fusarium sp.. Portanto, 0s
dois trabalhos concluiram que o Fusarium sp. possui menor potencial de solubilizacdo de
fosfato in vitro do que o Aspegillus sp. e o Penicillium sp..

No presente projeto, os isolados do género Fusarium sp. foram comparados em relacao
ao tamanho do halo dos fungos do género Aspegillus sp. e Penicillium sp.. Como esses isolados
apresentaram similaridade no teste qualitativo de solubilizagéo de fosfato in vitro, ndo se pode
afirmar qual deles possui o0 maior potencial de solubilizac&o de fosfato sem a adi¢do de ensaios
quantitativos.

Sahu et al. (2018) estudaram os endofitos de Withania somnifera, uma planta medicinal,
quanto as capacidades de promocdo de crescimento. Dentre os 22 isolados, 0s géneros
encontrados foram Alternaria sp., Aspergillus sp., Colletotrichum sp., Fusarium sp.,
Talaromyces sp. e Nigrospora sp.. O isolado do género Talaromyces sp. foi o melhor
solubilizador de fosfato in vitro encontrado, seguido pelo género Alternaria sp.. Abdala e
colaboradores (2020) realizaram um estudo acerca dos fungos endofiticos de plantas
medicinais e seus potenciais de solubilizacdo de fosfato. O isolamento foi realizado de raizes,
caules e folhas. Dos 11 isolados obtidos, 6 isolados foram identificados como do género
Talaromyces sp., sendo obtidos dos trés tecidos vegetais estudados. Um deles isolado de raiz
de C. orbiculata, 1 de folha de M. comosus, 1 de caule de C. orbiculata e 2 de folha de P.
zombamontana. O teste de solubilizacdo de fosfato in vitro foi realizado com 3 isolados de
Talaromyces sp., sendo que um deles apresentou alto potencial de solubilizacdo de fosfato
(caule de C.arbiculata), médio potencial de solubilizacdo de fosfato (folha de P.
zombamontana) e potencial nulo de solubilizacdo de fosfato (folha de M. comosus). No
presente estudo, o endofito do género Talaromyces sp. que apresentou alto potencial de
solubilizacdo de fosfato inorgénico in vitro foi isolado de folha de P. notatum. No estudo de
Sahu et al. (2018) néo foi reportado o tecido de isolamento desse género, mas Abdala et al.
(2020) reportou que o isolado de folha ndo apresentou capacidade de solubilizagéo, apenas 0s
isolados de caule e raiz, diferentemente do que encontrado no atual trabalho. Além disso, Sahu
et al. (2018) realizou um teste quantitativo comparativo entre os géneros fungicos quanto a
capacidade de solubilizacdo de fosfato in vitro. Com os resultados do atual projeto, ndo foi
possivel realizar um comparativo sem realizar um teste que quantifique esse potencial.

Dentro deste contexto, selecionar géneros com o potencial de solubilizacdo de fosfato

pode ser de grande importancia para o desenvolvimento de insumos de origem microbiana,
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visando uma alternativa para fornecimento de fésforo na agricultura, elemento tdo essencial
para o desenvolvimento vegetal (Lacava, Machado, Andrade, 2021; Bogas et al., 2024).

Analisando os resultados do antagonismo, dos isolados de P. atratum, foi possivel
verificar que de 6 isolados do género Fusarium sp., 4 deles apresentaram inibicdo ao
Colletotrichum sp., em cerca de 57% e 55%, e dois deles apresentaram inibi¢éo do Bipolaris
sp., em aproximadamente 58% e 57%, o0 género Colletotrichum sp. apresentou 60% de inibicao
do Bipolaris sp., 0 género Penicillium sp. apresentou cerca de 58% de inibicdo do Bipolaris
sp., 0 género Phoma sp. apresentou cerca de 58% de inibi¢cdo do Bipolaris sp., e 0 género
Neosartorya sp. apresentou cerca de 57% de inibig&o do Bipolaris sp.. Em relagdo oas isolados
do género Aspergillus sp., um dos isolados apresentou aproximadamente 58% de inibicdo ao
Bipolaris sp., e 0 outro isolado apresentou cerca de 58% de inibicdo do Colletotrichum sp.. O
género Microdochium sp. apresentou cerca de 62% de inibi¢do do género Bipolaris sp..

Os resultados dos isolados de P. notatum mostraram que o Peniccilium sp. inibe o
Colletotrichum sp. em cerca de 64 % e o Bipolaris sp. em cerca de 88 %. O género Talaromyces
sp. também apresentou potencial de inibigdo de crescimento do Colletotrichum sp. e do
Bipolaris sp. em cerca de 85 % e 80 %, respectivamente. O isolado Aspergillus sp. apresentou
aproximadamente 82 % de inibicdo do Colletotrichum sp., e os dois isolados de Colletotrichum
sp apresentaram inibicdo do Bipolaris sp. em cerca de 64% e 65%. Dos 5 isolados de
Ceratobasidium sp., 3 deles apresentaram inibic¢do do Bipolaris sp., sendo 2 deles em cerca de
64% e 54%. Os outros 2 isolados de Ceratobasidium sp. inibiram o Colletotrichum sp. em 55%
aproximadamente. Os isolados dos géneros Curvularia sp. inibiu o Bipolaris sp. em cerca de
61%. Dos 2 isolados do género Curvularia sp., ambos inibiram o Bipolaris sp. em
aproximadamente 61% e 58%. Dos 2 isolados de Fusarium sp., um deles inibiu cerca de 61%
0 género Bipolaris sp. e 0 outro inibiu cerca de 58% o género Colletotrichum sp..

Neste sentido, os géneros que melhor inibiram o Bipolaris sp. foram Aspegillus sp.,
Ceratobasidium sp., Colletotrichum sp., Curvularia sp., Fusarium sp., Microdochium sp.,
Neosartorya sp., Penicillium sp., Phoma sp. e Talaromyces sp..

E os géneros que melhor inibiram o Colletotrichum sp. foram Aspergillus sp.,
Ceratobasidium sp., Fusarium sp., Penicillium sp. e Talaromyces sp..

Tratando-se do controle biologico de Bipolaris sp., Liljeroth & Bryngelsson (2002)
realizaram um estudo sobre o potencial antagbnico do Microdochium sp. contra o fungo
Bipolaris sp. em raiz e folha de cevada que estavam infectadas. O isolamento do género
Microdochium sp. foi realizado de pastagens no Sul da Suécia. Os resultados obtidos

demonstraram que o Microdochium sp. reduziu o tamanho da lesdo em raizes em 50%, e 0
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tratamento das sementes para posterior analise das folhas que foi realizado com a inoculagéo
de esporos, demonstrou uma diminuicao cerca de 40% a 50% do tamanho da lesdo. Embora o
atual projeto ndo tenha sido realizado in vivo, foi possivel notar que in vitro, o0 Microdochium
sp. inibiu 62,35% do Bipolaris sp., indicando seu potencial de controle, assim como encontrado
por Liljeroth & Bryngelsson (2002).

Nandhini et al. (2018) realizaram um estudo com 6 fungos isolados da rizosfera do
trigo, sendo 3 do género Aspergillus sp., 1 do género Penicillium sp. e 2 do género Trichoderma
sp.. Nesse estudo, foram avaliados o potencial antagonico desses fungos em relagéo a Bipolaris
sp., in vitro. Os resultados demonstraram que os isolados com maior desempenho foram do
género Trichoderma sp. (apresentando 61,34% e 53,98%), seguido por Aspegillus sp. (43,6%.
36% e 27,45%), e por fim Peniccilium sp. (17,62%). O atual projeto encontrou para Aspegillus
sp. os valores de 58,82% e 54,11%, e para Penicillium sp. o valor de 88,23%. Com esses
resultados, foi possivel notar que para a cepa cedida pela Embrapa Pecuéria Sudeste, 0s
resultados foram mais promissores para os isolados fungicos de Paspalum sp. dos géneros
Aspergillus sp. e Peniccilium sp. em relacdo aos isolados e as cepas fitopatogénicas utilizadas
por Nandhini et al. (2018).

N&o ha relatos na literatura a respeito de fungos endofiticos do género Neosartorya sp.
para controle biol6gico de Bipolaris sp., mas o trabalho desenvolvido por Chalearmsrimuang
et al. (2019) realizou um estudo com fungos isolados de esponjas do mar retiradas de recifes
de corais da Tailandia. Nesse estudo, os 4 isolados do género Neosartorya sp. apresentaram
inibicdo de 62,69%, 60,91%, 41,32% e 40,74% do género Bipolaris sp. in vitro. Embora a
localidade seja bastante distinta do local de isolamento dos fungos do atual projeto, esse
resultado foi o Unico encontrado e o que se assemelha ao resultado encontrado de 57,64% de
inibicéo.

Também nédo foi encontrado na literatura a respeito de fungos endofiticos do género
Talaromyces sp. para controle bioldgico de Bipolaris sp., entretanto, o trabalho desenvolvido
por Dethoup et al. (2018) realizou um isolamento de fungos de esponjas do mar, encontrando
0 género Talaromyces sp.. Esse isolado foi testado quanto ao seu potencial antagonista a
Bipolaris sp., de forma que a porcentagem de inibigéo foi de 40,89%. O resultado de inibicdo
do endofito isolado no presente trabalho é o dobro do encontrado por Dethoup et al. (2018),
com cerca de 80% de inibicdo. A localidade dos isolamentos, de certo, apresenta uma influéncia
em relacdo aos potenciais dos isolados.

N&o foi possivel encontrar na literatura a respeito do controle bioldgico de Bipolaris sp.

pelo género Colletotrichum sp., Fusarium sp., Phoma sp., Ceratobasidium sp. e Curvularia



50

sp.. Entretanto, com os resultados obtidos no presente estudo, pode-se sugerir um promissor
potencial de biocontrole desse género fitopatogénico.

Tratando-se do controle bioldgico de Colletotrichum sp., Brum et al. (2012)
desenvolveram um projeto de investigacdo dos fungos endofiticos de folhas de uva, e suas
capacidades de inibicdo do crescimento in vitro do fungo fitopatogénico do género
Colletotrichum sp.. Dos isolados obtidos, o género Fusarium sp. foi identificado, e sua
atividade antagonica frente ao fungo do género Colletotrichum sp. foi nula, ou seja, ndo
apresentou potencial de inibicdo. No atual projeto, os resultados de inibicdo do isolado do
género Fusarium sp. em relacdo ao Colletotrichum sp. foi favoravel por apresentar inibigdo de
60,00%, resultadocontrario ao encontrado por Brum et al. (2012).

No trabalho desenvolvido por Landum et al. (2016) foram estudados os potenciais

antagoénicos dos isolados flangicos endofiticos de oliveiras, frente ao fitopatdgeno
Colletotrichum sp.. Nesse estudo, dentre os géneros isolados, 0os géneros identificados foram

Fusarium sp. e Aspergillus sp.. A porcentagem de inibi¢do do Colletotrichum sp. por
Aspergillus sp. foi de 86%, e a do Fusarium sp. foi de 16% e 30%. No trabalho atual, a

porcentagem de inibicdo do Bipolaris sp. encontrada pelo isolado Aspergillus sp. foi
semelhante a encontrada por Landum et al. (2016), com cerca de 82% de inibicao. E, embora
Brum et al. (2012) ndo tenha encontrado atividade antagdnica do Fusarium sp. em relacdo ao
Bipolaris sp., Landum et al. (2016) encontrou uma atividade relativamente mediana, de forma
que o atual trabalho encontrou um isolado com maior potencial, com cerca de 58% de inibicéo.

Kaur et al. (2023) realizaram um estudo com fungos endofiticos do trigo (Triticum
aestivum), da familia do Paspalum sp. (Poaceae). Nesse estudo, dos 67 isolados, o isolado do
género Talaromyces sp. apresentou capacidade de tolerancia a seca, potencial de producdo de
auxina, AlA, siderdforos e atividades enzimaticas. Além disso, esse isolado apresentou
capacidade de inibicdo do crescimento de Aspegillus sp. e Colletotrichum sp.. No trabalho
desenvolvido por Fatinel et al. (2023), foram descritos endofitos da fruta tropical Feijoa
sellowiana, conhecida como abacaxi-goiaba com capacidade de controle da antracnose,
causada pelo fitopatogeno Colletotrichum sp.. Nesse estudo, foi utilizada a metodologia do
contato direto, e os resultados demonstraram que os isolados do género Talaromyces sp.
reduziram o crescimento micelial e a esporulacdo do Colletotrichum sp..

Peters e colaboradores (2020) analisaram o potencial antagonista de isolados fungicos
de acaizeiro para biocontrole da antracnose, causada pelo Colletotrichum sp.. Nesse estudo, a
porcentagem de inibicdo in vitro do Colletotrichum sp. pelo Penicillium sp. foi de 50,6%. O

estudo também analisou a severidade da doenga quando em presenca do enddfito, de forma que
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quando em presenca do Penicillium sp., a severidade foi de 61,1%. No atual projeto, a maior
inibicdo do fungo Colletotrichum sp. pelo Peniccilium sp. foi de 64,70%, caracterizando um
maior potencial em relacdo ao encontrado in vitro por Peters et al. (2020).

N&do foi possivel encontrar na literatura a respeito do controle bioldgico de
Colletotrichum sp. pelo género Ceratobasidium sp., mas também temos indicativos de seu
potencial de controle.

Neste cenério, a avaliacdo da atividade microbiana para controle biologico tem sido
promissora, tendo resultados ndo antes descritos na literatura para os isolados do género
Paspalum sp. Desta forma, os potenciais encontrados nos isolados fangicos endofiticos das
duas espécies de Paspalum sp, encontradas no BAG, podem se tornar alvos de estudos para se

tornarem possiveis agentes de biocontrole em formulagdes microbianas para bioinsumos.
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7 CONCLUSAO

Raizes de Paspalum atratum apresentaram maior abundancia de fungos endofiticos
cultivaveis em relagdo as folhas. Folhas de P. notatum apresentaram maior abundéancia de
fungos endofiticos cultivaveis em relagdo as raizes.

Do total de 385 isolados fungicos, 213 isolados solubilizam fosfato inorganico (55,32
%), sendo 133 isolados de P.atratum e 80 isolados de P.notatum.

De acordo com o sequenciamento da regido ITS do DNA ribossomal, os isolados
endofiticos selecionados de P. atratum pertencem aos géneros Aspegillus sp., Colletotrichum
sp., Fusarium sp., Microdochium sp., Neosartorya sp., Penicillium sp. e Phoma sp., e 0s
isolados endofiticos selecionado de P. notatum pertencem aos géneros Aspegillus sp.,
Ceratobasidium sp., Colletotrichum sp., Curvularia sp., Fusarium sp., Microdochium sp.,
Penicillium sp. e Talaromyces sp..

A maior porcentagem de inibicdo do fitopatdgeno Colletotrichum sp. foi de 85,88%
pelo género Talaromyces sp. isolado de P.notatum. A maior porcentagem de inibi¢do do

fitopatdgeno Bipolaris sp. foi de 88,23% pelo género Penicillium sp. isolado de P. notatum.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Diversos isolados fungicos apresentaram potencial para solubilizacdo de fosfato, e,
portanto, sdo potenciais candidatos para testes in vitro com diferentes rochas fosfaticas. Além
disso, sera importante testar in planta a capacidade de promoc&o de crescimento vegetal destes
isolados endofiticos; assim como estudos da expressdo génica correlacionados com a
solubilizacéo de fosfato por estes enddfitos.

Os isolados também apresentaram potencial de antagonismo a fitopatdgenos, e,

portanto, sao potenciais candidatos para testes in planta para analise de controle bioldgico.
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