Fungos endofiticos do tipo “dark septate” colonizam
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RESUMO: Fungos endofiticos negros sdo endoéfitos
associados a um grande numero de plantas com
funcbes aparentemente similares a dos fungos
micorrizicos arbusculares por produzirem hifas
extras-radiculares e enzimas extracelulares que
podem melhorar a exploracdo do ambiente e
promover o crescimento dos vegetais, além de
estarem comumente associados as condicdes de
estresses abidticos. Desta forma, avaliou-se a
capacidade de 4 isolados de DSE em colonizar e
promover o crescimento de duas variedades de

arroz. Sendo assim, sementes foram
microbiolizadas em discos de micélios fungicos e
crescidas em meio phytagel sob condigdes

controladas de temperatura, umidade e fotoperiodo.
Aos 30 dias avaliou-se a altura e massa seca da
parte aérea e comprimento da raiz principal, além
disso, foi feito a visualizacdo das estruturas fungicas
nas raizes através da coloragdo com corante azul de
metila e observacdo em microscépio Optico. As
plantas e o0s isolados apresentaram crescimento
vigoroso no meio de cultivo utilizado, a
microbiolizacdo das sementes mostrou-se suficiente
para garantir a colonizacdo das plantas, maiores
quantidades de hifas septadas foram observadas
nas raizes inoculadas com o isolado ERRO1, além
disso, este isolado foi capaz de incrementar em
média 3,5 cm o crescimento da raiz principal das
plantas inoculadas. O uso de Phytagel como meio
de cultivo possibilitou uma boa visualizacdo da
colonizacao das raizes pelos DSE.Todos os isolados
avaliados foram capazes de colonizar ambas as
variedades de arroz. O isolado ERRO1 promoveu
maior crescimento do sistema radicular das plantas
inoculadas.
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INTRODUCAO

Fungos endofiticos negros (Dark Septate Endophyte
- DSE) apresentam como caracteristicas basicas a
pigmentacdo escura intensa, formacdo de hifas
septadas e microesclerddios que crescem inter e
intracelularmente as células do cortex dos vegetais,
além ndo ser biotréfico obrigatorio, diferentemente
dos fungos micorrizicos arbusculares (FMA). Sdo
colonizadores de diversos tipos de plantas
relacionando-se  principalmente as condi¢cbes
abidticas (BARROW et al, 2003; BARROW &
AALTONEN, 2001; YUAN et al.,, 2010). Segundo
Mandyam & Jumpponen, (2005) os fungos DSE
podem ser tdo abundantes quanto os FMA ou até
mais, possuindo uma grande distribuicdo geografica
e uma relacdo com ambientes estressantes, como
os solos oligotroficos. Desta forma, os fungos DSE
podem desempenhar diversas fun¢des nos
ecossistemas associados a uma grande diversidade
de espécies vegetais como, arroz (YUAN et al, 2010;
PEREIRA et al.,, 2012; RIBEIRO et al., 2011). A
associacdo de arroz com microrganismos do solo
tem sido bem evidenciada, principalmente com
fungos micorrizicos arbusculares e bactérias
endofiticas, beneficios resultante desta interacao ja
sdo bastantes conhecidos, sendo a promocao do
crescimento do hospedeiro bastante relatada
(GLASSORP et al., 2007; MATTOS et al., 2008), no
entanto, pouco ainda se sabe sobre os efeitos
decorrente da associacdo com DSE.

Beneficios da associagdo com fungos DSE ja
estdo sendo elucidados e apontam uma funcédo
similar a uma associacdo mutualistica semelhante
as que ocorrem entre os FMA e seus hospedeiros,
por produzirem hifas extra-radiculares e enzimas
extracelulares como as lacases, celulases,
xylanases e pectinases que podem melhorar a
aquisicao de nutrientes e agua por possibilitar uma
maior exploracdo do ambiente pelos vegetais



(LINGFEI et al., 2005). Desta forma objetivou-se
avaliar a capacidade de quatro isolados de DSE em
colonizar e promover o crescimento de duas
variedades de arroz em meio Phytagel.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido na Embrapa
Agrobiologia, municipio de Seropédica-RJ sob
condigdes controladas (temperatura 28/24°C dia e
noite, umidade 50% e fotoperiodo de 12 hs onde foi
avaliada a técnica de inoculagdo, a taxa de
colonizacdo e a promocdo de crescimento de
plantas de duas variedades de arroz (Nippombare e
Piaui) inoculadas com 4 isolados de DSE por meio
da microbiolizagcdo das sementes em disco de
micélio fungico crescido por 7 dias em meio BDA a
28 °C no escuro. As plantas foram crescidas em
tubos contendo 50 ml de meio Phytagel (5g/l)
dissolvido em solucdo de Hoagland % forga estéril
(HOAGLAND et al., 1950).

As plantas foram colhidas aos 30 dias e realizado
as medidas de altura da parte aérea e comprimento
da raiz principal, posteriormente dividida em parte
aérea e raiz, sendo a parte aérea seca em estufa
para obtencdo da massa seca e as raizes
destinadas as andlises da colonizagéo.

Os dados de massa seca e comprimento de raiz
foram analisados no programa SISVAR e as médias
comparadas pelo teste de Tuckey a 5% de
probabilidade.

A observacéo das estruturas fungicas dos DSE foi
feita por meio da fragmentagdo das raizes que
foram clareadas com solucdo de KOH (2,5%) em
banho Maria a 45°C por 1h e neutralizadas em meio
acido (HCL 1%) por 1 h, posteriormente estas raizes
foram coradas com corante azul de metila (0.05%) e
realizado a montagem das laminas a partir desses
fragmentos para observagdo das estruturas fungicas
em microscopio 6tico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A observacdo da colonizacdo dos DSE nas
raizes das plantas de arroz em meio Phytagel foi
possivel nas duas variedades avaliadas. Todos os
fungos e as duas variedades de arroz apresentaram
crescimento vigoroso no meio de cultivo. Foram
observadas estruturas tipicas de DSE (hifas
septadas) em ambas as variedades com auxilio de
microscopio Optico (aumento de 100X), ndo foi
observado a presenca de microesclerodio. A
inoculacdo dos fungos DSE por meio da
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microbiolizag@o das sementes mostrou-se suficiente
para garantir a colonizacdo do fungo nas raizes das
plantas de arroz conforme figura 1 , no entanto, a
colonizagdo concentrou-se préximo ao colo o que
ndo possibilitou a quantificacdo da percentagem da
raiz colonizada pelos enddfitos.

Figura 1 — Colonizacdo de plantas de arroz por “dark septate”
cultivadas em meio Phytagel dissolvido em solug&o de Hoagland
1 forga estéril. (A) Morfologia da col6nia fungica (B) Colonizacéo
externa de plantas de arroz por DSE aos 5 dias apos
microbiolizacdo da semente(C) Presenca de hifas septadas nos
fragmentos de raizes coradas com corante azul de metila e
visualizadas em microscopio éptico (aumento de 100X).

Os quatros isolados inoculados foram capazes
de colonizar as duas variedades de arroz avaliadas,
no entanto, uma maior quantidade de hifas foi
observada nas raizes das plantas inoculadas com o
isolado ERR 01, além disso, os DSE foram capazes
de promover o crescimento das plantas (tabela 1)
através do estimulo ao maior crescimento da raiz
principal quando comparadas a testemunha
(tratamento n&o inoculado). Os demais isolados
apresentaram uma colonizag&o baixa e concentrada
proximo ao colo das plantas, o que ndo possibilitou a
guantificacéo da percentagem de colonizagéo.

N&o houve interagdo significativa entre os
isolados e as variedades, de um modo geral, todos
os isolados promoveram o crescimento das raizes
em ambas as variedades, no entanto, o isolado ERR
01 diferiu estatisticamente em relacdo ao
comprimento da raiz principal das plantas
inoculadas, apresentando em média um sistema
radicular 3,45 cm superior em comparacdo a
testemunha.

Possivelmente o efeito do mesmo sobre as



raizes das plantas inoculadas neste experimento
esta relacionado a maior capacidade e velocidade
de colonizagdo desse enddfito em detrimento aos
demais isolados, o que pode ter favorecido esta
simbiose.

Tabela 1 - Médias de comprimento de raiz (Craiz),
massa seca de parte aérea (Mspa) e altura de
oito plantas de arroz aos 30 dias apos a
inoculacéo dos isolados de DSE e um tratamento
testemunha (sem inoculagdo) em meio Phytagel
dissolvido em solucao de Hoagland % forca.

Tratamentos Craiz (cm) Mspa(g)  Altura (cm)
ERRO1 15,65 A 0,057 A 23,83 A
ERR16 15,01 AB 0,065 A 24,46 A
ERR46 13,91 ABC 0,052 A 22,47 A
ERRO4 12,82BC 0,061 A 22,93 A
Testemunha 12,40C 0,060 A 2191 A
CV (%) 11,2 16,78 11,6

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

A baixa colonizacdo e de forma concentrada
préximo ao colo das plantas pode esta relacionada a
duracdo do experimento em apenas 30 dias, pois
como demonstrado por Ribeiro et al. (2012) ha uma
influencia do estadio fisioldgico da planta na taxa de
colonizacdo por DSE, de tal forma que, maiores
taxas de colonizacdo de DSE isolados de arroz
silvestre coletadas diretamente no ambiente, &reas
secas e alagadas na regido amazbnica, foram
obtidas de raizes de plantas em estagio reprodutivo.
Experimentos realizados na regido amazbnica por
estes mesmo autores mostraram que a taxa de
colonizacdo de isolados de DSE obtidos de arroz
silvestre (Oryza. glumaepatula) variou entre 20 a
60% quando reinoculado na espécie hospedeira e
inoculado em arroz comercial (Oryza. sativa), sendo
de forma geral maior para espécie O. sativa.

Promocéo de crescimento de arroz inoculado
com DSE foi evidenciado por Yuan et al, 2010
quando inoculou o isolado Harpophora oryzae
obtido de raizes de arroz silvestre na China em
plantas de arroz comercial (Oryza Sativa L.)
cultivadas em meio de cultura sob condi¢des
estéreis observou um incremento do peso seco das
plantas inoculadas em aproximadamente 40%.

CONCLUSOES
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O uso de Phytagel como meio de cultivo
possibilitou uma boa visualizacdo da colonizacao
das raizes pelos DSE.

Todos os isolados avaliados foram capazes de
colonizar ambas as variedades de arroz.

O isolado ERRO1 promoveu maior crescimento
do sistema radicular das plantas inoculadas.
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