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RESUMO

Os fungos endofiticos do tipo “dark septate” podem ser promotores de crescimento
vegetal. No entanto, ainda sdo poucos os estudos com este grupo de fungos.
Assim, o objetivo deste estudo foi caracterizar fungos DSEF obtidos a partir de
plantas de Oryza glumaepatula coletadas em ambientes amazbnicos. As raizes das
plantas de doze amostras de O. glumaepatula foram seccionadas, desinfestadas e
dispostas em placas com o meio &gar-malte suplementado com Cloranfenicol e
Sulmametazol mais Trimetropina. Os isolados obtidos foram avaliados quanto as
caracteristicas de “dark septate” e armazenados em agua destilada e agua destilada
adicionada de glicerol. Todos os isolados fungicos considerados DSEF foram
reinoculados em plantas de O. glumaepatula, sendo 5 inoculados em O. sativa e,
também, caracterizados geneticamente através da amplificacdo e sequenciamento
da regido ITS1-5.8S-ITS2. O meio de cultura 4gar-malte foi eficiente para a obtencao
de DSEF, obtendo-se 46 isolados. O armazenamento em agua destilada e em agua
destilada adicionada de glicerol mostrou-se eficiente para a manutencdo das
culturas fuangicas por pelo menos 12 meses. Todos 46 isolados fungicos
reinoculados foram capazes de colonizar raizes O. glumaepatula e 5 destes isolados
foram capazes de colonizar O. sativa, ndao desencadeando sintomas de
patogenicidade. A andlise genética dos isolados mostrou que estes fungos
apresentam baixa similaridade entre eles e ndo possuem similaridade com fungos
DSEF ja descritos e presentes no banco de dados do Genbank, indicando que a
metodologia empregada permitiu a obtencédo de espécies fungicas diversas e que a
espécie O. glumaepatula abriga alta diversidade deste grupo de fungos.

Palavras-Chave: DSEF. Oryza sativa. Amazoénia.



ABSTRACT

The endofophytic fungi such as “dark septate” or DSEF can be promoters of plant
growth. However, there are few studies com this group of fungi. The objective of this
study was to characterize DSEF fungi obtained fron plants collected in enviroments
Oryza glumaepatula Amazon. The plant roots of twelve O. glumaepatula samples
were sectioned, disinfected, and placed in plates with agar-malte medium added of
chloramphenicol and trimethoprim sulmametazol more. The isolates were evaluated
in relation of dark septate characteristics and stored in distilled water, and in distilled
water added of glycerol. All fungal isolates considered DSEF were reinoculated in
plants of O. glumaepatula, and inoculated in 5 in Oryza sativa and also genetically
characterized by amplifying and sequencing the region ITS1-5.8S-ITS2. The agar-
malte medium was efficient to isolate DSEF, resulting in more than 46 isolates. The
distilled water and also distilled water added of glycerol were efficient to maintain the
fungus culture at least 12 months. All 46 fungal isolates were reinoculated to colonize
roots O. glumaepatula and 5 of these isolates were able to colonize O. sativa, not
trigger symptoms of pathogenicity. Genetics analysis of isolates showed that these
fungi have low similarity between them and have no similarity to fungi DSEF already
described and present in the database of Genbank, indicating that the methodology
allowed the acquisition of several fungal species and the species O. glumaepatula
houses high diversity of this group of fungi.

Keywords: DSEF. Oryza sativa. Amazon.
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1 INTRODUCAO

Muitas espécies de plantas ndo domesticadas coexistem com micro-
organismos no ambiente, porém, a sua capacidade de associacdo, que é
extremamente desejavel do ponto de vista biolégico, ambiental e econdmico, pode
ser perdida durante as etapas de selecdo e melhoramento vegetal (YUAN et al.,
2010). Muitos destes micro-organismos sdo endofiticos e se associam aos vegetais
auxiliando no seu desenvolvimento, o que torna o processo de isolamento dos
mesmos na natureza uma etapa importante e critica para a biotecnologia (SILVANI
et al., 2008; YUAN et al., 2010).

Fungos endofiticos conhecidos como DSEF ou “dark septate” séao
caracterizados por apresentarem pigmentacdo escura intensa, formarem hifas
septadas e microesclerédios que crescem inter e intracelularmente nas células do
cortex do vegetal (JUMPPONEN; TRAPPE, 1998; BARROW; AALTONEN, 2001).
Este grupo de fungos que apresenta ampla distribuicdo €é frequentemente
encontrado em ambientes estressantes, como solos oligotroficos, e sdo espécies
comuns do solo como saprofiticos, simbi6ticos, bem como patogénicos (BARROW;
AALTONEN, 2001; MANDYAM; JUMPPONEN, 2005). Além disso, constituem um
grupo fungico parafilético e apresentam ubiquidade nas raizes de ampla variedade
de espécies de gramineas, como o arroz (YUAN et al., 2011).

Alguns autores tém sugerido que os DSEF sejam capazes de estabelecer
associacfes mutualisticas com seu hospedeiro, semelhante aos fungos micorrizicos;
atuando como promotores do crescimento vegetal, principalmente por facilitarem a
absorcdo de nutrientes como o fésforo e nitrogénio (SCERVINO et al. 2009; CHEN
et al., 2010), inclusive com a producdo de enzimas extracelulares capazes de
hidrolisar compostos complexos de carbono, nitrogénio e fésforo, (MANDYAM;
JUMPPONEN, 2005). Além disso, tem sido sugerido que a melanizacado da parede
celular fungica e a consequente producédo de hifas melanizadas, representem fator
que contribui para a adaptacdo e sobrevivéncia do hospedeiro a condi¢cdes
adversas, uma vez que a melanina teria um papel importante na eliminacdo de
radicais de oxigénio gerados durante o estresse abiético (REDMAN et al., 2002).

De uma forma geral, os DSEF n&o sao biotréficos obrigatérios, como o0s
fungos micorrizicos arbusculares, 0 que representa uma grande vantagem, pois

torna possivel seu cultivo e multiplicacdo em meio de cultura. Esse fato confere



15

facilidade e rapidez ao isolamento e a estruturacdo de cole¢fes fungicas, processos
de grande relevancia que podem dar suporte as pesquisas futuras de identificacéo
da funcdo destes fungos e ao estudo do seu potencial uso como promotores de
crescimento vegetal.

Na China, a associacdo entre Oryza granulata e bactérias diazotroficas
(ZHANG et al., 2008), e fungos endofiticos incluindo os “dark septate” (YUAN et al.,
2010; 2011) tém sido relatadas. No Brasil, ha relatos da associacdo entre
O. glumaepatula e bactérias diazotréficas (SILVA et al., 2010) e DSEF (PEREIRA et
al.,, 2011) em &reas de mata e de savana na Amazénia. Entretanto, embora existam
relatos da associacao entre espécies de arroz silvestre e DSEF, até o presente, a
funcdo ecoldgica destes fungos ainda ndo esta totalmente elucidada, tampouco ha
clareza sobre métodos eficientes para o isolamento, estocagem e avaliacdo destes
fungos nas plantas (YUAN et al., 2010).

Recentemente, algumas espécies de arroz silvestre tém sido estudadas
guanto ao potencial de estabelecer associacdes com os DSEF (YUAN et al., 2010).
A habilidade das espécies silvestres ocuparem nichos ecolégicos de variacdes
distintas faz com que tais plantas sejam reservatérios de uma rica diversidade de
fungos que permanecem ainda desconhecidos. Neste sentido, este trabalho visou
caracterizar fungos endofiticos do tipo “dark septate” associados ao sistema

radicular de arroz silvestre, em areas de mata e de savana do Estado de Roraima.

1.1 O género Oryza

O processo evolutivo e a domesticacdo do arroz levaram ao surgimento de
espécies geneticamente adaptadas as variagfes edafoclimaticas, tornando o arroz o
cereal mais cultivado e consumido no mundo (SILVA et al., 2007).

O arroz pertence ao género Oryza, familia Poaceae, € uma planta anual ou
perene (ROSA; SANTOS; VEASEY, 2006), pode se desenvolver em condi¢cdes de
solo alagado ou seco e, evidéncias sugerem que sua origem tenha sido em clima
tropical onde, a partir de entdo, diversas linhagens evoluiram e adaptaram-se a
véarios habitats (MAGALHAES JR. et al., 2004).

As principais caracteristicas morfologicas do género Oryza sdo a presenca de

glumas estéreis rudimentares, espiguetas bissexuais, folhas estreitas, herbaceas
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com nervuras lineares e bordos serrilhados (VAUGHAN; MORISHIMA; KADOWAKI,
2003). Botanicamente, este género se caracteriza por apresentar espigueta
conectada a raquila e por conter uma unica flor terminal fértil, composta de duas
glumelas florais (palea e lema), seis estames, um estigma bifido e duas glumelas
estéreis localizadas na base da flor (PEREIRA, 2002).

Este género é atualmente composto por 23 espécies (VAUGHAN, 1994),
sendo que, duas espécies sdo cultivadas e vinte e uma sao selvagens (KHUSH,
1997). As duas espécies cultivadas de arroz sao O. sativa L. e O. glaberrima Steud.,
sendo a primeira originaria na Asia e a segunda circunscrita a Africa Ocidental
(GRIST, 1975). As espécies silvestres mostram-se distribuidas por todas as regifes
tropicais e subtropicais do mundo, sendo que dez espécies sdo encontradas na
Asia, cinco na Africa, duas na Austrdlia e quatro na América (MORISHIMA;
MARTINS, 1994 apud ROSA; SANTOS; VEASEY, 2006).

No Brasil, foi constatada a presenca de quatro espécies de arroz silvestre, O.
glumaepatula, O. alta, O. grandiglumis e O. latifolia (SILVA et al., 2007). Essas
espécies vivem em condi¢cdes muito diferentes em relacdo as espécies cultivaveis,
sendo passiveis de utilizacdo em estudos de melhoramento genético do arroz
cultivado, uma vez que estdo adaptadas aos mais variados ambientes e, dessa
forma desenvolvem constantemente resisténcias as pragas, a seca, as inundacdes e
as doencas que causam danos as culturas afins (SILVA et al., 2007). Além disso, a
abundante producdo de biomassa por essas plantas em ambientes oligotroficos
indica que as mesmas sdo capazes de estabelecer associa¢des simbidticas com
micro-organismos que auxiliam no seu estabelecimento e desenvolvimento.

Entretanto, pouco se conhece sobre as espécies silvestres, principalmente
aguelas nativas da América do Sul. Os poucos estudos realizados com espécies sul-
americanas utilizaram um numero limitado de acessos, restritos geograficamente a
regido de Manaus, na Amazbnia e recentemente, também foram realizadas
expedicdes por uma grande extensdo de rios da Amazbnia e do Pantanal
Matogrossense, 0s quais coletaram amostras populacionais de espécies silvestres
de arroz nativas do Brasil (RANGEL et. al., 2006).
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1.2 Oryza glumaepatula Steud.

Vulgarmente conhecido como arroz flutuante, O. glumaepatula, € uma planta
aguatica emergente, perene ou anual, apresenta habito de crescimento em forma de
touceiras, com paniculas abertas, espiguetas com cerca de 6,6 a 11 mm de
comprimento e 1,9 a 2,5 cm de largura, aristas com 6 a 16 cm de comprimento e
anteras que variam de 2 a 5 mm de comprimento ocupando % da espigueta
(RANGEL, 1998 apud SILVA et al., 2007).

O. glumaepatula frutifica no periodo de fevereiro a agosto, vive usualmente
em ambientes alagados e simultaneamente a elevacéo do nivel da agua dos rios ha
um rapido alongamento dos seus entrends, podendo a atingir uma altura de 7
metros (RANGEL et al., 2006).

Essa espécie vegetal é amplamente distribuida na Amazonia, principalmente
em areas de varzea. Em Roraima, foi registrada a presenca dessa espécie nos
municipios de Boa Vista, Bonfim, Alto Alegre, Caracarai e Normandia, sendo
encontradas habitando areas de varzea do Bioma savana e areas de campinaranas
do Parque Nacional do ViruA (RANGEL et al., 2006). Essas areas abrigam
ambientes de variadas caracteristicas como campos, savana, florestas densas e
abertas, com predominio de vegetacdo herbacea e forte presenca de buritis. Além
disso, em sua maior parte, essas areas sao compostas por uma superficie
praticamente plana, com predominio de solos arenosos, e grande quantidade de
lagoas (RANGEL et al., 2006).

O. glumaepatula se destaca entre as espécies silvestres existentes no Brasil,
por pertencer ao pool génico primario, as quais sao dipléides com 2n=24
cromossomos e possuidoras de genoma dominante (AA), o que facilita a obtencéo
de hibridos férteis, e sua utilizacdo em estudos de melhoramento genético do arroz
(KHUSH, 1997).

Em Roraima, o cruzamento interespecifico entre Oryza sativa (cultivar CICA-
8) e O. glumaepatula (Linhagem RS-16) favoreceu a obtencdo de 32 gendtipos com
caracteristicas agronémicas de interesse e com potenciais a serem utilizados em
programas de melhoramento genético, visando a ampliacdo da base genética das
espécies de arroz cultivadas (CORDEIRO; MEDEIROS, 2010).
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1.3 Fungos endofiticos

Fungos endofiticos sdo micro-organismos que colonizam o interior dos tecidos
vegetais, incluindo raizes, caules, folhas e sementes onde desempenham diferentes
funcdes sem causar efeitos negativos (STROBEL; DAYSE, 2003; SCHULZ; BOYLE,
2005). Eles foram mencionados pela primeira vez no inicio século XIX, mas foi
somente nos anos 70 que adquiriram importancia quando foi verificado que sao
capazes de produzir metabdlicos secundarios, 0s quais podem apresentar
importantes atividades biologicas, como neurotoxicas, toxicoses, antimicrobianas,
citotoxicas, antifungicas, antibacterianas, inseticidas, horménio de crescimento,
dentre outros (SURYANARAYANA; KUMARESAN; JHONSON, 1998).

As estimativas de diversidade de fungos endofiticos giram em torno de um
milhdo de espécies, 0 que corresponde a quatro espécies de endofitos para cada
uma das 250.000 espécies de plantas existentes (RODRIGUES, 2010). Eles podem
ser encontrados colonizando todos os 6rgaos da planta hospedeira (PETRINI et al.,
1992), sendo que sua presenca é mediada por certo grau de especificidade e esta
relacionada as condicdes fisiolégicas do hospedeiro (SELOSSE; TACON, 1998). A
infeccdo dos hospedeiros pelos endofiticos pode acontecer por meio de fissuras,
estbmatos, hidatédios e apressorios e a colonizacdo pode ocorrer nos espacos
intercelulares, abaixo das células da epiderme (AZEVEDO, 1998; STROBEL;
DAYSE, 2003).

Os principais grupos descritos de fungos endofiticos sdo compostos por
representantes dos filos Ascomycota, Basidiomycota e Glomeromycota (HUANG et
al., 2001 apud RODRIGUES, 2010) e por varios géneros como: Arthobotrys,
Dentrophora, Diatrypelia, Oudemansiella, Mucor e Phlebiopsis, Botryosphaeria,
Coprinus, Curvularia, Eutypella, Fusarium, Microdochium e Phoma, Bipolaris,
Petriella, Phanerochaete, Collethotrichum e seu anamorfo Glomerella e Fusarium,
Neotyphodium, Epicoccum, Lophodermium, Rhabdocline, Meria, Acremonium,
Aspergillus, Chaetomium, Cylindrocladium, Nigrospora, Penicillium, Phomopsis,
Alternaria, Arthrinium, Beauveria, Cercospora, Cochliobolus, Diaporthales, Xylaria,
Ramichloridium, Pleosporales, Phialocephala, Leptodontidium, Harpophora e
Chloridium (ALMEIDA ; YARA; ALMEIDA, 2005 ; YUAN, et al., 2011).
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1.4 Interagéo planta - fungos endofiticos

Tem-se verificado ao longo de duas décadas de pesquisas com fungos
endofiticos, que o0 comportamento desses micro-organismos, além de muito
complexo, envolve interacdes muito variadas que séo influenciadas pelas condi¢des
bidticas e abidticas do ambiente (AZEVEDO, 1998). Dessa forma, dentro da ampla
variedade de espécies de fungos que se comportam como endofiticos, € possivel
existirem agrupamentos flungicos de acordo com a natureza da relacdo que mantém
com seu hospedeiro (COSTA NETO, 2002).

Algumas espécies caracterizadas como endofiticas podem se comportar
como patdgenos latentes, ou seja, estes infectam a planta, mas ndo desencadeiam
sintomas de patogenicidade em seu hospedeiro (AGRIOS, 1988). Este tipo de
relacdo tem sido considerado como uma relacdo endofitica temporaria (GAMBOA,;
BAYMAN, 2001). Em alguns trabalhos realizados in vitro, apds a reinoculacdo de
fungos, como Deightoniella torulosa, obtidos de tecidos assintomaticos de
bananeira, observa-se sintomas de doencas (PHOTITA et al., 2004), comprovando-
se gue certas espécies endofiticas podem apresentar comportamento patogénico
(MOSTERT; CROUS; PETRINI, 2000). Da mesma forma, espécies endofiticas que
usualmente apresentam comportamento fitopatogénico, também podem se
comportar como endofiticos, ndo desencadeando sintomas de doengas (RIVERA-
VARAS et al., 2007).

Em geral, a espécie fungica Fusarium moniliforme é responsavel por causar
podriddo de raizes e de talos em plantulas de milho, além de produzir algumas
toxinas (RHEEDER et al., 1992; BACON; HINTON, 1996). Entretanto, quando esse
fungo interage com plantas de milho, em ecossistemas temperados e tropicais sua
presenca é mais comum como endofitico do que como patégeno (KEDERA; LESLIE;
LAFLIN, 1994; GAMBOA; BAYMAN, 2001). Como exemplo, em estudo realizado na
Nigéria, em tecidos de raizes e de folhas de milho as infec¢des eram assintomaticas,
ou seja, o fungo apresentava comportamento endofitico ndo desencadeando
sintomas de doencgas (THOMAS; BUDDENHAGEN, 1980 apud MARQUEZ 2009).

Bacon e Hinton (1996) relatam que em geral as infec¢des assintomaticas que
ocorrem em raizes, o crescimento de hifas pode ser observado nos espacos

intercelulares das células, diferentemente do que acontece quando as infecgbes



20

resultam em doencas, uma vez que a producgao de toxinas pelos fungos alteram a
integridade da estrutura celular do hospedeiro, fazendo com que haja o crescimento
das hifas intracelularmente. No entanto, Esse fato pode ser decorrente da influéncia
dos fatores ambientais como umidade, temperatura, niveis de precipitacdo e por
alteracdes na fisiologia do hospedeiro (PHOTITA et al., 2004).

Existem ainda algumas situacdes em que espécies endofiticas podem se
comportar como saprofitos latentes, ou seja, fungos infectam assintomaticamente as
plantas, e quando essas plantas senescem ou morrem, os fungos endofiticos
colonizam seus tecidos, produzem estruturas reprodutivas e completam seu ciclo de
vida (PROMPUTTHA et al., 2007).

Por ultimo, existem ainda as interacdes em que fungos endofiticos podem se
comportar como simbionte mutualistico, sendo capazes de proporcionar uma
variedade de vantagens as plantas em condi¢cdes de estresses seja de natureza
biotica ou abittica (RODRIGUEZ; REDMAN, 2008).

Redman e colaboradores (2002) verificaram que a graminea Dichantelium
lanuginosum, encontrada em solos que chegam a aproximadamente 50°C, sé
consegue crescer nessas condicdes devido a associacdo com Curvularia
protuberata, endofito radicular que proporciona protecao térmica ao vegetal devido a
presenca de células melanizadas que contribuem para a dissipacdo do calor ao
longo das hifas.

Em outros casos, tem sido sugerido que fungos endofiticos podem induzir
alteracdes fisiolégicas no hospedeiro capacitando-as a sobrevivéncia em condi¢cdes
de estresse hidrico ou salino (REDMAN; DUNIGAN; RODRIGUEZ, 2001). O
estresse salino em plantas de cevada gerado pela aplicacdo de 100 mM de NacCl, foi
completamente contornado quando estas eram inoculadas com o fungo endofitico
Piriformospora indica (WALLER et al., 2005). Os mecanismos associados a esses
processos podem estar baseados na diminuicdo da transpiragéo, eficiéncia no uso
da agua, aumento na producdo de substancias organicas como osmolitos e controle
estoméatico (RUIZ-LOZANO et al., 2001). Estes autores sugerem ainda que tais
efeitos podem estar associados a melhoria nutricional da planta, fazendo com que
consigam se adaptar as variadas condicdes ambientais.

Adicionalmente, em gramineas, como Festuca sp. a presenca do fungo
endofitico Neotyphodium uncinatum tem sido sugerida como benéfica, uma vez que

confere protecdo contra herbivoria (BREEN, 1994). Também em Lolium perenne,
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infectada pelo fungo endofitico Acremonium sp. tem sido verificado resisténcia ao
pulgdo Schizaphis graminum (RIVERA-VARAS et al., 2007). Essa resisténcia pode
estar relacionada a diminuicdo da palatabilidade dos hospedeiros ou entdo a
producdo de toxinas e de substancias antibidticas que inibem os patdgenos
(MARQUEZ, 2009).

Interagbes entre fungos endofiticos também tem sido relatadas, inclusive
ocorrendo parasitismo entre 0s parceiros. Rivera-Varas e colaboradores (2007)
verificaram a presenca de atividade antagdnica entre o fungo endofitico Acremonium
strictum, isolado de batata infectada por sarna prateada, e o fungo patogénico
Helminthosporium solani em condicfes de laboratério. Esse estudo demonstrou que
A. strictum € um microparasita capaz de reduzir significativamente a esporulagéo, a

germinacao dos esporos e o crescimento micelial da espécie patogénica.

1.5 Fungos Endofiticos Dark Septate (DSEF)

Fungos endofiticos do tipo dark septate (DSEF) sdo um grupo de fungos
endofiticos filogeneticamente diverso e pertencem a classe Ascomycetes. Eles sdo
caracterizados por apresentarem pigmentacdo escura intensa e por nao esporular
em meio artificial (GRUNIG et al., 2002; SIEBER, 2002 apud YUAN et al, 2010).

Os DSEF sao fungos septados estéreis ou conidiais, formam estruturas
melanizadas como hifas inter e intracelulares e microesclerédios nas raizes das
plantas. Eles sao reportados como colonizadores de aproximadamente 600 espécies
de plantas, tendo sido isolados de plantas ndo colonizadas por fungos micorrizicos e
de plantas que formam simbiose micorrizica, do tipo arbuscular, ericoide, orquidoide
e associacbes ectomicorrizicas (JUMPPONEN; TRAPPE, 1998; ADDY;
HAMBLETON; CURRAH, 2000).

Phialophora sp. e Phialocephala sp. parecem constituir o principal subgrupo
de DSEF, onde espécies do género Phialophora sédo encontradas vivendo
usualmente em raizes de plantas herbaceas, especialmente gramineas enquanto o
género Phialocephala sp. € encontrado colonizando espécies vegetais pertencentes
aos géneros Betula, Pinus, Picea, Carex, Abies dentre outros (SIEBER, 2002 apud
YUAN et al., 2010). No entanto, outras espécies fungicas pertencentes a diferentes

géneros, como: Cadophora finlandica, Cryptosporiopsis rhizophila, Exophiala sp,
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Heteroconium chaetospira, Leptodontidium orchidicola, Oidiodendron maius,
Phialocephala dimorphospora, Phialocephala sphaeroides, Phialophora graminicola,
Rhizoscyphus ericae (anamorfo de Scytalidium vaccinii), Trichocladium opacum e
Chloridium pauicisporum tém sido descritas como espécies de DSEF (ADDY;
PIERCEY; CURRAH, 2005).

Os DSEF apresentam ubiquidade e s&o frequentemente encontrados em
ambientes estressantes (MANDYAM; JUMPPONEN, 2005). A presenca desses
fungos pode ser observada em plantas oriundas dos mais variados ecossistemas
como habitats articos, antarticos, temperados, boreais e tropicais (MANDYAM;
JUMPPONEN, 2005; SRAJ-KRZIC et al., 2006; MARINS; CARRENHO; THOMAZ,
2009; PEREIRA et al., 2011). Entretanto, pouco se sabe sobre a abundancia dos
DSEF nos habitats boreais e tropicais.

O Brasil é reconhecido como um dos paises detentores de uma grande
biodiversidade, ndo s6 por sua grande extensdo geogréfica, diversidade ambiental, e
inclusdo de diversos biomas em sua extensdao territorial, mas também por estar nos
tropicos. Entretanto, até o momento os DSEF, somente foram estudados em
espécies do cerrado de Minas Gerais, em macrdfitas aquaticas presentes no Alto
Rio Parand e mais recentemente em plantas daninhas encontradas no Estado de
Minas Gerais (DETMANN, 2007; MARINS; CARRENHO; THOMAZ, 2009; SANTOS
et al., 2010). Havendo, portanto a necessidade de novos estudos, a fim de elucidar a
presenca desses micro-organismos nos ecossistemas brasileiros, dada a ampla
biodiversidade encontrada nesses ambientes.

A coexisténcia de DSEF e fungos micorrizicos arbusculares (FMA) tem sido
relatada em espécies de plantas medicinais, macréfitas aquaticas e espécies de
plantas nativas do cerrado de Minas Gerais (DETMANN, 2007; MANDYAM, 2008;
MARINS; CARRENHO; THOMAZ, 2009). Essa ocupacdo simultanea de DSEF e
FMA pode indicar uma dinamica propria da comunidade de fungos colonizadores de
raizes, onde os DSEF parecem ter preferéncia por partes mais antigas do sistema
radicular (LIVINGSTON; BLASCHKE, 1984 apud JUMPPONEM; TRAPPE, 1998).
Além disso, tem sido observado que a aplicacdo de esterco de animais sobre
pastagens favorecem a reducdo da colonizagdo por FMA, mas aumenta
significativamente a colonizagdo por DSEF (CHRISTIE; KILPATRICK, 1992). Os
autores associaram esse efeito a alteragbes na disponibilidade de nutrientes como,

fésforo (P), cobre (Cu) e zinco (Zn), resultando na inibicdo da colonizagéo de FMA.
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Em trabalho realizado em 3 pantanos em Nova lorque, Weishampel e Bedford
(2006), avaliaram a presenca de DSEF e FMA em comunidades de plantas
monocotiledéneas e dicotiledéneas tipicas dessas regides. A colonizacdo micorrizica
arbuscular foi maior em dicotiledoneas do que em monocotiledbneas, sendo o
percentual de colonizacdo de 60% e 15%, respectivamente, enquanto a colonizacéo
por DSEF foi de 25% em monocotiledonea e de 10% em plantas dicotiledéneas. Os
autores relatam de que essas diferencas podem ser decorrentes das condicbes
ambientais como umidade, pH e disponibilidade de nutrientes.

A determinacdo da percentagem de colonizagdo por FMA e DSEF também foi
realizada em plantas hidréfitas de corregos e lagos no sudoeste da China (KAI,
ZHIWEI, 2006). Trinta e duas espécies foram investigadas, sendo a taxa de
colonizacéo total por FMA de 25% e por DSEF de 23%, confirmando a habilidade
desses organismos viverem em ambientes aquaticos. Além disso, 0s autores
sugerem que a presenca dos DSEF em ambientes aquaticos, pode ser um indicativo
de fungdes ecoldgicas importantes, como por exemplo, a aquisi¢ao de nutrientes.

A presenca de espécies de DSEF como Phialocephala spp., P.
dimorphospora e P. scopiformis também tem sido observada tanto em partes vivas
guanto em partes mortas de plantas de Betula pendula e Pinus sylvestris (MENKIS
et al., 2004). Estes autores relatam que os DSEF apresentam ampla plasticidade
ambiental, ocupando uma variedade de nichos ecoldgicos como raizes, caules
lenhosos de aparéncias saudaveis e em decomposicdo, e superficies recém-
cortadas como galhos e troncos. A persisténcia do fungo nos tecidos vegetais
mortos pode ser viabilizada pela presenca de micélios extra-radiculares capazes de
colonizar diferentes tipos de substratos (MANDYAN, 2008).

As estratégias utilizadas para colonizar diferentes tipos de substratos, estdo
associadas a capacidade de produzir enzimas como amilase, lacases, pectinases,
lipases, xilanase e enzimas proteoliticas, que estdo envolvidas na hidrolise dos
compostos organicos tanto em ambientes aquaticos, quanto em ambientes terrestres
(MANDYAM, 2008).

A presenca dos DSEF nas raizes de plantas da familia Poaceae tem sido,
frequentemente relatada (PORRAS-ALFARO et al, 2008), sendo a taxa de
colonizagdo altamente varidvel, dependente do habitat, do hospedeiro e de
flutuagbes sazonais (MANDYAM, 2008).
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Em condi¢Bes experimentais de campo no Centro Tecnologico de Pesquisas
na China, onde a 4gua é um fator limite para o desenvolvimento das plantas, mudas
de trés cultivares de Lycium barbarum foram plantadas isentas de fungos. Quatro
anos apos o plantio, essas plantas foram analisadas quanto a colonizacéo por DSEF
e observou-se altas taxas de colonizacao por hifas melanizadas (85%) e producao
significativa de microesclerédios (60%) nas raizes de todas as cultivares. Os autores
associaram as altas de colonizacédo aos papéis funcionais que esses fungos podem
desempenhar nesse ambiente, que na maioria do tempo encontra-se seco, onde 0s
DSEF poderiam estar propiciando resisténcia a seca (ZHANG et al., 2010).

Varios trabalhos caracterizaram e quantificaram a presenca dos DSEF, mas,
em geral, os trabalhos envolvendo os DSEF s&o escassos, sendo necessario
estudos para avaliar a presenca desses organismos nas raizes das plantas, na
tentativa de elucidar quais sao os fatores determinantes para o estabelecimento
desse novo tipo de interacao simbidtica.

1.6 Fungos endofiticos do tipo DSEF e efeitos sobre as plantas

A interacdo observada entre DSEF e a planta hospedeira tem sido relatada
como semelhante a simbiose observada para fungos micorrizicos. A colonizagéo por
DSEF em plantas tém sido observada nos diversos ecossistemas estudados,
evidenciando que eles desempenham, embora desconhecidos, importantes papéis
na manutencao desses ecossistemas (MANDYAM, 2008).

Dentre as possiveis funcées dos DSEF em ecossistemas naturais, € sugerido
que eles sejam capazes de promover aumento da matéria seca, maior tolerancia aos
estresses de natureza bidtica (pragas, doencas) e abibtica (seca, salinidade,
tolerancia ao calor etc.), e ainda podem desempenhar papel na dindmica de
comunidades (MANDYAM, 2008).

E sugerido ainda por diversos autores, que tais fungos podem atuar na
absorcdo de nutrientes organicos e inorganicos (MANDYAN; JUMPPNEM, 2005),
uma vez que semelhante aos fungos micorrizicos arbusculares, eles produzem hifas
fungicas extra-radiculares que seriam capazes de explorar o solo, possibilitando
maior absorcdo dos nutrientes necessarios ao desenvolvimento e crescimento dos

vegetais. Aléem do mais, tem sido relatado que os DSEF produzem uma variedade
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de enzimas extracelulares, o que nos indica que apresentam potencial para acessar
e transferir ao seu hospedeiro nutrientes essenciais como carbono (C), nitrogénio
(N) e fosforo (P) (MANDYAN, 2008).

Trabalhando com co-cultura em meio Murashige-Skoog (MMS), Hou e Guo
(2009), observaram efeito positivo em plantulas de Dendrobium nobile, quando
inoculadas com um isolado de DSEF obtido a partir de raizes de Dendrobium sp.
presentes em floresta subtropical. Tal efeito pode ser comprovado pelo aumento da
altura da planta, do diametro do caule, do nimero de novas raizes e da biomassa
vegetal quando comparado aos tratamentos controle. Resultado semelhante, foi
observado por Wu; Guo (2008), em trabalho realizado com Saussurea involucrata,
espécie de planta medicinal, inoculada com um isolado de DSEF, obtido a partir da
mesma espécie (S. involucrata). As mudas inoculadas e cultivadas em frascos
contendo vermiculita e serrapilheira na propor¢cao de (10:1), suplementados com 12
mL de meio MS liquido, apresentaram aumento significativo na altura e na massa
seca da parte aérea de 22,7% e 31,25%, respectivamente, em relacdo ao controle.
Os autores relacionaram estes efeitos a producdo de enzimas fungicas que
permitiram a utilizacdo da matéria organica tornando disponiveis as plantas
nutrientes importantes ao seu desenvolvimento ou até mesmo a producdo de
substancias reguladoras de crescimento como o acido indolacético.

Outros trabalhos sugerem a participacdo dos DSEF na transferéncia de
nutrientes para o hospedeiro (JUMPPONEN; TRAPPE, 1998). Um estudo realizado
in vitro testou a utilizacdo de 7 fontes de N, glicina, leucina, felanina, valina, NaNO3z e
(NH,4)2SO por plantas de Chinese cabbage inoculadas com a espécie de DSEF,
Heteroconium chaetospira em meio &gar basal (USUKI; NARISAWA, 2007). Os
autores observaram que a inoculagdo promoveu a utilizacdo de todas as fontes de
aminoacidos e de nitrato de sédio (NaNO3), sendo observados efeitos significativos
no crescimento da planta. Os mecanismos para essa transferéncia de nutrientes
podem ser semelhantes aos observados nas interagBes micorrizicas, onde as hifas
fungicas absorvem N organico, como aminoacidos e pequenos peptideos, bem
como N inorganico do solo e transferem as plantas através da interface fungo-planta.
No entanto, os autores relatam que isso ainda sdo suposi¢cdes, sendo necessarios
novos estudos.

Em estudo realizado no México, a conectividade entre mosaicos de

gramineas colonizadas por DSEF, foi mensurada pelas taxas de N translocado
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usando nitrogénio marcado com N'°- NOs, *Cs e N* — A4cido glutdmico (GREEN;
PORRAS-ALFARO; SINSABAUGH, 2008). Estes autores observaram que 0S
mosaicos de gramineas foram capazes de translocar fontes de N organico e
inorganico por aproximadamente 1m? , sendo a taxa de translocacdo de &cido
glutdmico maior do que a de nitrato, 13% e 9%, respectivamente. Os mecanismos
de transferéncia de nutrientes pelos DSEF n&o sé&o totalmente compreendidos, mas
como havia abundancia de N inorganico e organico nas gramineas e pouca
colonizacédo por FMA, os DSEF foram sugeridos como o principal agente biologico
envolvido nessa transferéncia.

Jumpponen; Mattson e Trappe (1998) avaliaram a absorcao de nutrientes por
Pinus contorta inoculado com Phialocephala fortinii, espécie de DSEF isolada de
solo contendo a combinacdo de uréia e matéria organica. A inoculacdo com este
enddfito ndo apenas aumentou o crescimento da planta, mas também favoreceu
significativamente a absorcdo de P pelo vegetal. A combinacdo de N, matéria
organica e a inoculacédo fungica levou ao aumento da biomassa da parte aérea e do
sistema radicular do hospedeiro em mais de 50% e 40%, respectivamente, em
relacdo ao tratamento controle. Estes autores especularam que o aumento na
absorcdo de P e de N combinado com a inoculacdo permitiu que P. fortinii exibisse
comportamento semelhante ao micorrizico, uma vez que visualizou-se estruturas
fungicas intracelulares analogas aos arbusculos ou enovelados de hifas formadas
em micorrizas ericoides, sendo razoavel supor que através dessas estruturas o
fungo conseguiria obter fotossintatos do hospedeiro.

A inoculacdo de plantulas da graminea Vulpia ciliata com Phialophora
graminicola também resultou em aumento significativo no didametro do caule, nimero
de novas raizes e no conteudo de P total, os quais foram 33%, 78% e 43%,
respectivamente, em comparacdo as plantulas controle (NEWSHAM, 1999). A
inoculacdo da planta com essa espécie de DSEF também foi correlacionada com o
aumento de 80% no conteddo de N do sistema radicular, uma vez que as plantas
produziram maior niumero de pelos radiculares, fato ndo observado em plantas néao
inoculadas.

Um dos mecanismos que parece ter correlacdo direta com os mecanismos de
nutricdo das plantas advindas da inoculagdo com DSEF, é a solubilizacdo de fontes
de P. Em estudo realizado em condicdes de casa de vegetacdo, ao inocular

Aspergillus ustus em Atriplex canescens plantada em substrato contendo areia
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verificou-se que o fungo foi capaz de hidrolisar uma fonte de P indisponivel, o fosfato
de rocha tricalcico (BARROW; OSUNA 2002). A nutricdo melhorada derivada da
fonte de P recalcitrante resultou em uma resposta tipica micorrizica, favorecendo o
aumento da biomassa da parte aérea e da raiz (BARROW,; OSUNA 2002).

Os DSEF séo ainda relacionados a maior tolerancia a seca e ao calor. A
presenca quase exclusiva desses fungos em plantas nativas do semi-arido do Novo
México, tem sido sugerida como auxilio na sobrevivéncia em condi¢cdes de seca,
uma vez que a presenca de hifas melanizadas e da mucilagem que se estende ao
longo das raizes, facilitaria o transporte de agua em condi¢des de seca prolongada
(BARROW, 2003). A presenca de hifas melanizadas pode favorecer a dissipagéo de
calor ou a formacdo de complexos com radicais de oxigénio durante o estresse,
podendo os DSEF desempenhar funcdes essenciais para 0 crescimento e
sobrevivéncia de plantas nesses ambientes em particular (JUMPPONEN; TRAPPE
1998).

No entanto, apesar de existirem varios exemplos apoiando as possiveis
funcdes realizadas pelos DSEF em diversas espécies vegetais e nos mais variados
ambientes, faltam estudos realizados sob condicdes de campo que levem em
consideracao todas as particularidades biéticas e abibticas, e que consigam explicar
quais sdo 0s mecanismos responsaveis pelos efeitos positivos adivindos do

estabelecimento desse tipo de interacdo simbibtica entre planta hospedeira e fungo.

1.7 Estudos moleculares com os DSEF

Os DSEF representam um grupo de fungos que podem estar sobrepostos a
outros grupos, ou entdo, podem estar sendo recrutados a desempenhar novas
funcdes, havendo dessa forma complexos e ricos consércios de fungos endofiticos
(MENKIS et al., 2004). A utilizacdo de técnicas moleculares, baseadas em analises
de sequéncias de DNA ribossdmico das regides ITS (Inter transcribed space), tem
sido amplamente utilizada, na tentativa de elucidar varias questdes sobre esses
micro-organismos.

Em trabalho realizado por Yuan et al. (2010), a amplificacdo do rDNA da
regido ITS de 58 isolados obtidos a partir de raizes de arroz silvestre Oryza

granulata, foi feita através do wuso dos iniciadores ITS1 (5 -
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TCCGTAGGTGAACCTGCGG - ‘3) e ITS4 (5 -TCCTCCGCTTAT TGATATGC - ‘3)
Apéds o sequenciamento das regides amplificadas e comparagdo com as sequéncias
depositadas no National Center for Biotechnology information (NCBI), verificou-se
que 31 isolados apresentaram 99% de similaridade com varias linhagens de
ascomicetos, sendo representadas por pelo menos sete ordens (Hypocreales,
Diaporthales, Eurotiales, Xylariales, Microascales, Capnodiales e Magnaporthales).
As sequéncias de 9 gendtipos ndo se assemelharam a nenhuma sequéncia
depositada no NCBI, mas a filogenia molecular atribuiu todos os 9 isolados a classe
Dothideomycetes pertencente ao filo Ascomycota. Dezoito sequéncias nao puderam
ser atribuidas a nenhum género ou espécie, pois suas sequéncias nao se
assemelharam as sequéncias de nenhuma espécie descrita e depositada no banco
de dados. Possivelmente esses fungos sdo um importante fator de adaptacdo do
arroz silvestre em ambientes com baixa disponibilidade de nutrientes, indicando
serem potenciais recursos biol6gicos a serem explorados em estudos envolvendo
espécies de arroz cultivado.

A presenca de uma nova espécie de DSEF, Harpophora oryzae também foi
descrita por Yuan et al., (2010). Os autores relatam que a habilidade das espécies
silvestres ocuparem nichos ecolégicos de variacbes distintas, faz com que tais
plantas sejam reservatorios de uma diversidade Unica de fungos, sendo sugerido
gue alguns taxa de fungos sejam colonizadores de hospedeiros especificos, tendo
eles co-evoluidos.

Em espécies cultivadas de arroz como O. sativa, a presenca de fungos
endofiticos também foi verificada (NAIK; SHASHIKALA; KRISHNAMURTHY, 2009).
No entanto, o numero de isolados fungicos relatados € inferior ao numero de
isolados obtidos da espécie silvestre O. granulata. Além do mais, nenhuma espécie
de DSEF nova foi isolada do arroz cultivado até o momento, indicando que espécies
silvestres abrigam mais e, ou novos fungos endofiticos do que as espécies
cultivadas (YUAN et al., 2010).

Amplificacdo e sequénciamento da regido ITS do rDNA (ITS1-5.8S-ITS2) do
isolado DEF-17, obtido de raizes de D. nobile, revelou que esta espécie de DSEF
apresenta 96% de similaridade com sequéncias de DNA de espécies do género
Leptodontidium (HOU; GUO, 2009). Este género compreende espécies

caracteristicas de fungos micorrizicos, levando a associar essas semelhancas
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filogenéticas aos papéis funcionais dos DSEF a qual tem sido sugerido e
demonstrando na literatura.

A analise de sequéncias da regides ITS1-5.8S-ITS2 (470-520 bp) de 127
isolados de DSEF obtidos de raizes e de caules vivos e mortos de plantas de Betula
pendula e Pinus sylvestris também foi realizada (MENKIS et al., 2004). As
comparacoes das sequéncias obtidas com as sequéncias depositadas no GenBank
mostraram que todos os isolados apresentaram homologia de 95-100% com
espécies Phialocephala sp.

No entanto, apesar de nos ultimos anos a utlizacdo de ferramentas
moleculares terem ajudado na identificacdo desses fungos, poucas sdo as espécies
descritas. Em geral faltam informacdes sobre esses fungos em bases internacionais
de dados (MENKIS, et al., 2004). O desenvolvimento de novas técnicas moleculares
para a avaliacdo da diversidade dos DSEF aliado a taxonomia morfolégica auxiliara

na melhor compreensédo da taxonomia desse grupo fungico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar fungos endofiticos do tipo dark septate isolados de raizes de

arroz silvestre, em areas de mata e de savana do Estado de Roraima.

2.2 Objetivos especificos

» Realizar o isolamento dos DSEF;

» Verificar a presenca das estruturas caracteristicas dos DSEF;

= Determinar a percentagem de colonizacdo por dark septate em raizes de
arroz silvestre;

= Constatar a colonizacdo de isolados de DSEF em arroz silvestre, O.
glumaepatula;

» Avaliar in vitro a capacidade de isolados de DSEF colonizarem raizes de
plantas de O. sativa;

» |dentificar os isolados de DSEF obtidos de arroz silvestre em nivel de género
ou de espécie a partir do sequenciamento da regido ITS1- 5.8S-ITS2 dos
genes ribossomais dos DSEF;

= Avaliar in vivo a capacidade de alguns isolados de DSEF em promover o
crescimento vegetal de O. sativa através da utilizacdo de diferentes
concentracdes de fésforo (P) e de nitrogénio (N) presentes em 4 diferentes
tipos de substratos.

» Preservar todos os isolados com caracteristicas de DSEF em agua destilada

esteéril e agua destilada estéril adicionada com glicerol.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta de solo e plantas

Foram realizadas duas coletas de plantas de O. glumaepatula, entre os
meses de setembro de 2009 e marco de 2010: a primeira foi realizada em area de
savana, no Municipio de Bonfim, RR (02° 58" N, 60° 21' W); e a segunda, nas
proximidades de uma area de mata no Parque Nacional do Virua, Caracarai, RR
(01° 24' N, W 60° 59' W) (figura 1). Essas areas sao caracterizadas por possuirem
variedades de ambientes como campos, savana, florestas densas e abertas, com
predominio de vegetacdo herbacea e forte presenca de buritis. Além disso, em sua
maior parte, essas areas sao compostas por uma superficie praticamente plana,
com predominio de solos arenosos, e grande quantidade de lagoas (RANGEL et al.,
2006). Em areas de savana, foram coletadas plantas em estagio reprodutivo, em
locais alagados e secos. Em cada um dos locais, foram coletadas trés touceiras, em
trés pontos distintos, no total de seis amostras compostas. Em area de mata, foram
coletadas plantas de arroz jovens e em fase reprodutiva, em trés pontos distintos,
também com trés touceiras, no total de seis amostras compostas. Touceiras de arroz
e solo retirado do mesmo ponto de coleta das plantas foram acomodadas em sacos
plasticos e transportadas até o Laboratério de Microbiologia da Embrapa Roraima.
Apds as coletas, uma parte das amostras de raizes foi processada visando o
isolamento dos “dark septate” (DSEF) e outra parte foi fixada em FAA (formol, acido
acético e alcool na proporcdo de 2:1:1), visando a otimizagdo do protocolo de
descoloracao e coloracéo para a determinagédo da percentagem de colonizacdo dos
DSEF, descrito no item 3.3.



32

8100 -s05¢" -0t
[ A

-8032' -8030" 8028 -8026' -8024" 8022 -8020" 808

Roraima

LEGENDA: i~ erant

| ParNAVIRUA

s~ EsTRacas 0.1 2.3 4 Skm

E 1:50.000
IMAGEM DGI-INPE
LANDSAT TMS 232/5 DE 16/08/1001

0904 08 _t2km

Figura 1: Mapas com os locais de coleta de solo e de plantas de O. glumaepatula. (A)
Parque Nacional do Virua e (B) Area de savana.
Fonte: Carlos Moura

3.2 Isolamento e preservacéo de fungos endofiticos dark septate (DSEF)

Para o isolamento dos DSEF, as raizes do arroz foram previamente lavadas
em agua potavel, seccionadas em fragmentos de aproximadamente 1 cm e
desinfestadas superficialmente com hipoclorito de sédio a 2% e peréxido de
hidrogénio a 33% por 2 e 1 min, respectivamente (AHLICH; SIEBER, 1996). Os
fragmentos de raizes de cada uma das doze amostras foram distribuidos em
triplicata nas placas de Petri sobre o meio de cultura agar-malte (Agar 15 g L™ e
extrato de malte 20 g L™) suplementado com cloranfenicol (100 mg L™) e
sulfametazol mais trimetropina (240 mg L™ ). As placas, no total de 36, foram
incubadas a 28°C no escuro, sendo que o aparecimento das colbnias fungicas foi
monitorado diariamente até o décimo quinto dia apdés o isolamento. As coldnias
fungicas melanizadas que surgiram proximas as raizes foram imediatamente
transferidas para uma nova placa contendo meio 4gar-malte e incubadas a 28°C.
Apdés o crescimento das colbénias melanizadas, retirou-se fragmentos do micélio
dentro de uma mesma placa, na regido das bordas das colonias, aleatoriamente.
Esses fragmentos foram dispostos em laminas e cobertos com laminula para
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visualizacdo em microscopio. Aqueles isolados fungicos que apresentaram colbnias
melanizadas e hifas septadas foram armazenados pelo método de Castellani (1967)
em agua destilada esterilizada e, também, em agua destilada esterilizada adicionada
de glicerol (100 mL L™), ambos a 5°C. Todos os isolados fingicos melanizados e
septados foram depositados na cole¢do de fungos do Laboratério de Microbiologia
do Solo da Embrapa-Roraima.

3.3 Observacéao das caracteristicas e determinacdo da percentagem de colonizacao

radicular por DSEF

Para a observacdo das estruturas caracteristicas de DSEF, as raizes
mantidas em FAA foram diafanizadas por imersdo em solucdo de KOH a
temperatura ambiente por aproximadamente 50 minutos. Apds este processo, as
raizes foram neutralizadas utilizando solucdo de HCl a 2% por 5 min e coradas por
imersdao em solucdo de azul de tripano a 0,05% em lactoglicerol (acido latico,
glicerina e &gua, na propor¢cdo de 2:1:1) a 70°C por 10 minutos (BRUNDRETT,
1991).

A determinacdo da percentagem de colonizacdo por DSEF foi realizada pelo
método da contagem em lamina (GIOVANNETTI; MOSSE, 1980), onde 40
segmentos de raizes por planta de aproximadamente 1 cm foram selecionados ao
acaso e organizados paralelamente em uma lamina de microscopio quadriculada
(0,5 x 0,5 cm), com 3 repeticbes. Nas laminas, todos os pontos de interse¢des das
raizes com as linhas foram observados, sendo consideradas positivas aguelas em
que foram visualizadas as estruturas tipicas dos fungos DSEF. O célculo da
percentagem de colonizacao foi obtido pela média das trés repeticdes, considerando
0 numero de estruturas tipicas observadas nos 40 fragmentos de raizes em cada

lamina.

3.4 Inoculagao dos isolados de DSEF sobre o hospedeiro original O. glumaepatula

De posse dos isolados fungicos de DSEF conduziu-se um ensaio em camara

de crescimento para avaliar a capacidade dos isolados de DSEF colonizarem o



34

sistema radicular do arroz silvestre. Placas de petri receberam 60 mL de meio
esterilizado contendo solucdo de Hoagland % forca (HOAGLAND; ARNON, 1950) e
agar 9 g L. As sementes de arroz tiveram a casca removida manualmente, foram
desinfestadas superficialmente pela imersdo em alcool 70%, hipoclorito de sodio
(2,5%), e peroxido de hidrogénio (10%) e lavadas com agua destilada estéril por 5
vezes. AplOs esse processo, as sementes foram entdo pré-germinadas em &agar-
agua (9 g L™). Ao final de 4 dias, quando as sementes ja haviam germinado, trés
plantulas de arroz foram transferidas para placas de petri contendo solucdo de
Hoagland Y2 forca, sendo adicionados posteriormente dois discos de agar malte
contendo o micélio fungico. Todas as placas foram vedadas com parafiime,
acondicionadas verticalmente em camara de crescimento com fotoperiodo de 12
horas, com temperatura e umidade relativa do ar variando de 25 a 28 °C e 60-70%,
respectivamente. Ao final de 30 dias avaliou-se o comportamento de todos os
isolados quanto aos sintomas de patogenicidade ou nao.

3.5 Inoculacgao in vitro dos isolados de DSEF em arroz comercial O. sativa

Cinco dos isolados reinoculados em arroz silvestre e que apresentavam
caracteristicas distintas entre - si foram selecionados ao acaso e avaliados quanto a
capacidade de colonizar o arroz comercial O. sativa (cultivar BRS sertaneja). Os
vasos para o plantio foram confeccionados a partir de garrafas de vidro e receberam
300 mL de meio esterilizado contendo solucdo de Hoagland %2 forca (HOAGLAND,;
ARNON, 1950) e agar 9 g L™. Tanto a desinfestacdo como a germinacdo e a
inoculacdo seguiram 0S mesmos procedimentos realizados no experimento de
reinoculagdo em arroz silvestre, descrito no item 3.4. Apds 30 dias, as raizes foram
coletadas, diafanizadas e coradas, para determinar a percentagem de colonizagéo

por DSEF, utilizando o método de intercessdo em lamina quadriculada.

3.6 Crescimento de O. sativa em casa de vegetacéao inoculado com DSEF

A partir do experimento in vitro com O. sativa selecionou-se 3 isolados que

visualmente proporcionou melhor desenvolvimento para as plantas para serem
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testados em casa de vegetacdo. A capacidade de utilizagdo de fontes de P
(superfosfato simples) e N (uréia) pelas plantas inoculadas com diferentes isolados
de DSEF foi testada em 4 substratos (tabela 1). O primeiro substrato foi constituido
de solo virgem coletado em area de savana, o segundo substrato foi composto de
solo corrigido com calcério e com adubacgédo de NPK com fontes recomendadas para
a regiao (SMIDERLE; GIANLUPPI; GIANLUPPI, 2002), o terceiro substrato foi
composto de solo corrigido com calcario e com NPK nas doses recomendadas e
suplementado com mais */; da dose recomendada de NPK e o quarto substrato foi
constituido de areia e vermiculita submetido a doses recomendadas de NPK
acrescido de fosfato de aluminio (AIPO,) (tabela 2).

Todos os substratos foram autoclavados (121°C; 60min; 1 ATM) 15 e 2 dias
antes da instalacdo do experimento e cada vaso recebeu trés kg de cada substrato.
O delineamento utilizado foi em blocos casualizados com 5 repeticdes. Tanto a
desinfestacdo, como a germinacdo das sementes seguiram 0S mMesmMos
procedimentos realizados no experimento de reinoculacdo em arroz silvestre,
descrito no item 3.4. Ao final de 4 dias, 10 plantulas de arroz foram transplantadas
para os vasos contendo os diferentes tratamentos e apés 4 dias de transplantadas
nos vasos, cada plantula foi inoculada com 01 disco de agar malte contendo o
micélio fungico crescido.

Apos 30 dias de incubacdo em casa de vegetacdo, retirou-se de cada vaso
uma planta para determinar a percentagem de coloniza¢do por DSEF, e apés 60
dias foram avaliados os parametros de massa seca da parte aérea e sistema
radicular, altura das plantas, e novamente foi determinada a percentagem de

colonizacéo por DSEF.



Tabela 1: Analise quimica dos substratos utilizados no experimento casa de vegetacao

S

pH M.O P K Ca MG H+Al Al | CTC (SO4) Cu Fe Zn Mn B

mg agua

CaCl2 Gdm3 resina Mmolc dm-3 DM-3 DTPA guente

MG/dm?3

Solo

virgem 3,8 8 3 03 4 3 25 4 32 6 01 82 0,3 2,1 0,14
Solo

corrigido 4,2 8 3 03 9 4 22 2 35 7 0,1 57 03 11 0,18
Areia/

vermiculita 6,6 3 4 05 4 15 9 0 29 6 0,1 8 07 52 0,16

Tabela 2: Relagéo e quantidade de nutrientes aplicados em cada vaso para corrigir o solo.

K
Correca N P (cloreto Ca Mg
o ¢ (uréia) (Superfosfat de (cloreto de Ca  (cloreto de Micronutriente
mg/vaso o simples) potassio) hexahidratad Mg s*
do Solo .
mg/vaso mg/vaso 0) g/vaso hexahidratad mL
0) gl/vaso
1 0 0 0 0 0 0
2 180 420 115 15 0,7 5
3 60 140 39 15 0,7 5
4 180 420 115 4,5 0 5
* H3BO3, CuS0,4.5H,0, FeCl3.6H,0, C¢HgO7.H,0, MnCl,.4H,0, ZnS0,4.7H,0, Na;Mo,4.2H,0
1 Solo virgem
2 Solo corrigido (base recomendacao) + NPK
3 Solo corrigido (base recomendacado) + 1/3 da dose NPK
4  Areia e  vermiculita; nutrientes  igual  solo  corrigido, porém com a aplicacdo de

AIPO,

36
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3.7 Extracdo do DNA gendmico

A extracdo do DNA fungico foi realizada utilizando-se o do Kit de extracao
Invisorb® Spin Plant Mini (Invitek) com adaptacdes. O micélio de cada isolado
fungico foi crescido em meio agar-malte por aproximadamente 4 dias. Apds esse
periodo, o micélio foi retirado da placa com auxilio de uma espatula estéril e
colocado em microtubo com capacidade de 1,5 mL. Como adaptacdo ao protocolo
de extracdo de DNA do fabricante, optou-se por adicionar sobre o micélio raspado
400 pL de tampéo de lise (Tris-HCI 0,05 M, Na-EDTA 0,005 M, NaCl 0,01 M e SDS
1%) e incubado a -20 °C por 24h (SCHWIGER; TEBBE, 1998). Apé6s o periodo de
incubacédo, o micélio fungico foi completamente triturado com o auxilio de um pistilo
laboratorial descartavel e adicionou-se 40pL de proteinase K (50 mg mL™). Essa
mistura foi homogeneizada e incubada sob agitacdo (65°C por 1h). Ao final desse
periodo seguiram-se as etapas de separacdo e purificacdo do DNA propostas pelo

fabricante. Apés a extracdo, as amostras foram armazenadas em freezer a -20 °C.

3.8 Caracterizacao genética

Para a andlise genética, foram realizadas reacdes de PCR utilizando os
iniciadores, ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) que amplificam as regides espagadoras internas 1
e 2 do rDNA, além do 5.8S rDNA (ITS1-5.8-ITS2) (WHITE et al., 1990) (figura 2).
Para 50 pL de reacao foram utilizados: 5 pL de tampéo, 2 uL de MgCl, 25 mM; 2 uL
de dNTP 10 mM; 1 uL de cada oligonucleotideo iniciador 10 pmol e 0,3 uL de Taq
DNA polimerase 5U. A reagdo de amplificagdo foi realizada em termociclador
Eppendorf Mastercycler®, Alemanha. As condicdes de amplificacdo foram:
desnaturacao inicial (94°C por 1 min), 35 ciclos de desnaturagéo (94°C por 1 min),
anelamento (55°C por 1 min), extensado (72°C por 1 min) e uma extensao final (72°C
por 5 min). O sequenciamento dos fragmentos amplificados foi realizado diretamente
a partir do produto de PCR utilizando o iniciador ITS1 e ITS4, sendo a corrida

realizada em sequenciador 3730xl.
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Figura 2: Estrutura da regido rRNA ITS1-5.8S-ITS2, indicando a posicdo dos
oligonucleotideos ITS1 e ITS4.
Fonte: White et al., 1990

3.9 Andlise filogenética

As sequéncias obtidas foram submetidas ao “Basic Local Alignment Search
Tool” — BLAST - e posteriormente realizou-se a comparacdo com as sequéncias
depositadas no National Center for Biotechnology Information
(www.ncbi.nlm.nih.gov). O alinhamento mudltiplo das sequéncias e andlise
filogenética foram realizados através do método “Neighbor-joining” com calculo da
distancia pelo modelo “Kimura’s 2 - parameter” com 1000 repetigdes utilizando o
programa MEGA 5.1 (TAMURA et al., 2011).

3.10 Andlise estatistica

Os dados paramétricos foram avaliados estatisticamente pelo programa
Sisvar por meio de andlise de variancia através do teste F e a comparacao de média

pelo teste t de Student.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e preservacgao de fungos endofiticos “dark septate”

Apés a incubacgéo das amostras de raizes de O. glumaepatula em meio agar-
malte verificou-se que houve crescimento de coldnias fungicas em todas as placas,
tendo o crescimento iniciado principalmente a partir das extremidades de cada
fragmento de raiz, o que evidencia que os fungos isolados sédo endofiticos. Apds o
periodo de incubacéo foram visualizadas 105 coldnias fungicas e praticamente nao
se verificou a presenca de bactérias, 0 que mostra que a suplementacdo do meio
agar-malte com os antibiéticos cloranfenicol, na concentragéo de 100 mg L™, e 240
mg L™ de sulfametoxazol mais trimetroprima restringiu a contaminacéo bacteriana e
favoreceu a recuperacao e a purificacdo dos isolados de DSEF.

O uso de antibidticos no meio de cultura faz-se necessario, pois muitas
bactérias presentes nas raizes atuam como antagonistas de fungos, ndo permitindo
0 seu crescimento (CAO et al.,, 2005; SILVANI et al., 2008). A suplementacdo do
meio agar-malte com outros antibidticos como a cloromicetina também tem mostrado
eficiéncia para o isolamento de fungos endofiticos a partir das raizes de outras
espécies de Oryza. Alternativamente, o isolamento de DSEF a partir de raizes de
varias espécies vegetais, livres de contaminacdo bacteriana, tem sido possivel pela
imersdo completa das raizes previamente desinfestadas em uma solu¢do contendo
estreptomicina e ampicilina (200 mg L™) e tetraciclina (100 mg L™) por 15 minutos
com posterior transferéncia dos fragmentos para gotas de Gel-Gro® em meio de
cultura suplementado com a mesma solucéo de antibidticos (SILVANI et al., 2008).

Todas as coldnias fungicas obtidas foram analisadas quanto a morfologia da
colonia e através da analise microscopica de laminas contendo o micélio fungico. Foi
possivel observar que 46 isolados apresentaram micélio melanizado e hifas
septadas com caracteristicas morfologicas distintas entre si (figura 3), o0 que mostra
gue o processo de isolamento foi bem sucedido. Estes resultados se assemelham
com observagdes em outros trabalhos de isolamento, demonstrando a efetividade no
processo de desinfestacdo dos fragmentos de raizes de arroz e obtencdo de
isolados de fungos endofiticos (MARQUEZ, 2009; RODRIGUES, 2010).



40

Figura 3: Morfologia de fungos endofiticos melanizados isolados de raizes de arroz silvestre
0. glumaepatula cultivados em meio agar malte a 28°C. (A) formacao do micélio melanizado
e septado; (B) hifas septadas e melanizadas e microesclerédios no interior da raiz de
O. glumaepatula (aumento de 400X).

Quanto ao armazenamento dos isolados de DSEF, foi possivel observar que
pelo menos até 12 meses apOs a estocagem todos mantiveram sua viabilidade e as
caracteristicas fenotipicas iniciais, mostrando serem métodos adequados para a
manutencdo da colecdo por, pelo menos, médio prazo. Na literatura ndo ha uma
indicacdo de um meétodo padréo utilizado na preservacdo adequada de fungos
(RODRIGUES; LIRIO; LACAZ, 1992; BUENO; GALLARDO, 1998), mas a escolha do
mesmo deve considerar principalmente a capacidade de manutencdo das

caracteristicas fenotipicas e genotipicas das culturas estocadas (SILVA et al., 2010).

4.2 Avaliacéo da colonizagdo de DSEF em O. glumaepatula

Em todas as plantas de arroz silvestre coletadas em areas de mata e de
savana do estado de Roraima foi observada a presenca de estruturas caracteristicas

de DSEF tais como, microesclerédios e hifas melanizadas e septadas (figura 4). No
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entanto houve diferenga significativa na percentagem de colonizagdo por DSEF
entre as plantas. A média de colonizacdo por DSEF em plantas das areas de mata e
de savana foi de 16 e 7,7%, respectivamente (figura 5). Esta diferenca na
colonizacéo de plantas por DSEF, entre os dois ambientes estudados, era esperada,
uma vez que o solo da area de mata apresenta maior teor de matéria organica e de
nutrientes em comparacgédo a area de savana (DETMANN, 2007).

Figura 4: Estruturas de DSEF em raizes de arroz silvestre O. glumaepatula.
Microesclerddios (M) e Hifas melanizadas septadas (H) (aumento de 400X).
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Figura 5: Percentagem de colonizacao por fungos endofiticos “dark septate” em plantas de
Oryza glumaepatula, coletadas em areas de savana — Alagada, local com solo alagado;
Seca, local com solo seco — e de mata — Juvenil, plantas em estagio juvenil; Reprodutiva,
plantas em estagio reprodutivo —, no Estado de Roraima. Barras seguidas de mesmas letras
em um mesmo ambiente ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste t de Bonferroni a
10% de probabilidade. As barras indicam o erro-padrdo da média.
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Na area de savana, a percentagem de colonizacdo por DSEF foi igual nas
plantas das &reas alagada e seca, o que indica que esses fungos sédo capazes de
colonizar as plantas de O. glumaepatula em condi¢bes de alagamento (figura 5). Na
area de mata, a colonizacdo das plantas de arroz em estagio reprodutivo foi maior
do que nas plantas em estagio juvenil, o que indica que a coloniza¢do de raizes de
arroz silvestre por DSEF pode ser influenciada pelo estégio fisiolégico das plantas
(LINGFEI; ANNA; ZHIWEI, 2005). Ha indicios de que a associacdo entre arroz
silvestre e DSEF seja semelhante a associacdo micorrizica (MANDYAM;
JUMPPONEN, 2005), cuja percentagem de colonizacdo é maior em plantas em
estagio reprodutivo, em comparacao a plantas mais jovens (SAIF, 1977).

E importante destacar que as areas amostradas na mata compdem uma
regido de solo permanentemente Umido, encharcado ou até mesmo alagado e,
consequentemente, o0 arroz apresenta constante rebrota ou até mesmo habito
perene (ROSA; SANTOS; VEASEY, 2006). Na éarea de savana, as plantas
apresentam, predominantemente, habito anual, com propagacao por sementes. Elas
se desenvolvem a medida que aumenta o nivel das aguas na estacao chuvosa, e
desaparecem na estiagem (RANGEL et al., 2006). Provavelmente, a permanéncia
de plantas de arroz em solo do ambiente de mata, propicie a manutengcdo de
elevado numero de propagulos de DSEF no solo, o que favoreceria a maior
colonizacdo das plantas.

A presenca de colonizacdo por hifas melanizadas (85%) e microesclerddios
(60%) em raizes de Lycium barbarum, mantidas em condicbes experimentais de
campo por quatro anos foi relatada por Zhang et al., (2010). Estes autores
enfatizaram que, apesar da investigacdo das estruturas formadas pelos DSEF nas
raizes das plantas hospedeiras serem um fator importante para entender a relacéo
existente com seus hospedeiros, estudos envolvendo esses micro-organismos séo
limitados, e muitas vezes deixados de fora das analises, ndo existindo dessa forma
muitas informacdes sobre a percentagem de colonizagdo desses fungos (AHLICH,;
SIEBER, 1996).
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4.3 Inoculacao in vitro de isolados de DSEF em O.glumaepatula

Ap6s 30 dias de incubagdo em camara de crescimento, avaliou-se o
comportamento de cada isolado reinoculado no hospedeiro O. glumaepatula. Todos
os isolados ocuparam abundantemente o meio de cultivo e colonizaram o cortex das
raizes do arroz, formando hifas e microesclerddios que sdo estruturas caracteristicas
dessa associacdo. Entretanto, 14 isolados apresentaram sintomas de
patogenicidade e, na maioria das vezes as plantas inoculadas com estes isolados
nao sobreviveram ao periodo de incubacédo por 30 dias (tabela 3).

De fato, a obtencdo de isolados fangicos em arroz silvestre com
caracteristicas culturais similares a DSEF pertencentes a géneros patogénicos que
nao desencadeiam os sintomas de patogenicidade em O. sativa tem se mostrado
comum em trabalhos de prospeccao destes fungos, havendo inclusive a promocéao
do crescimento vegetal por eles (YUAN et al., 2010).

Além do mais, de acordo com Francis e Read (1995) o comportamento dos
DSEF parece semelhante aos efeitos observados em sistemas micorrizicos, uma
vez que a dependéncia micorrizica pode variar entre as espécies hospedeiras. Estes
autores relatam que espécies vegetais como a herbacea Plantago lanceolata,
quando inoculada com espécies de fungos da classe dos Zygomycetes,
estabelecem uma relacdo simbidtica mutualistica, enquanto que a inoculacdo com
espécies de fungos micorrizicos ndo pertendentes a essa classe, comprometem o
crescimento e sobrevivencia da planta. Dessa forma, supfe-se que semelhante ao
gue ocorre com fungos micorrizicos, a interagdo entre os fungos endofiticos e seus
hospedeiros pode resultar em aumento, diminuigdo, ou nenhum efeito sobre o

hospedeiro, como observado neste estudo.
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Tabela 3: Comportamento de fungos isolados de areas de mata do Parque Nacional
do Virua e de areas de savana e seus efeitos em experimento de inoculacéo in vitro
em arroz silvestre O. glumaepatula.

Isolados Sintomas de patogenicidade
N&o patogénico

ERRO1, ERR31, ERR0Z, ERR33,

ERRO3, ERR34, ERR04, ERR35,

ERRO5, ERR36, ERR07, ERR38,

ERRO8, ERR39, ERR09, ERRA4O0, .

ERR16, ERR41, ERR17, ERR42, N&o observados
ERR18, ERR43, ERR25, ERR44,

ERR26, ERR45, ERR27, ERR46,

ERR28, ERR12, ERR29, ERR21

Patogénico
ERR14 Clorose
ERR19, ERR22, ERR23, ERR24,
ERR30, ERR32, ERR37 Clorose e morte das plantas.
ERR10, ERR11, ERR15, ERR20, Clorose; crescimento do fungo na filosfera das
ERRO06, ERR13 plantas e morte das plantas.

As pesquisas com DSEF séo relativamente recentes e tém mostrado que
estes fungos representam um grupo bastante heterogéneo com ampla distribuicao
geografica e funcbes ecoldgicas diversas, com papéis funcionais e ecolbégicos que
coincidem com fungos saprofitas, simbidticos e patogénicos (JUMPPONEM,;
TRAPPE, 1998). Desta forma, é possivel encontrar isolados fungicos pertencentes a
géneros patogénicos em arroz silvestre que, quando inoculados em Oryza sativa
nao desencadeiam os sintomas de patogenicidade, havendo ainda a promocédo do
crescimento vegetal (YUAN et al., 2010).

O comportamento diferenciado desses fungos, em laboratério, indica que ha
uma grande diversidade de DSEF associados as plantas especialmente porque
esses fungos apresentam elevado polimorfismo morfolégico e molecular. Estudos de
taxonomia e experimentos de inoculacdo podem revelar a diversidade destes
fungos, bem como demonstrar seu potencial biotecnolégico para o arroz comercial.
A taxonomia polifasica tem sido utilizada na descricdo de diversas espécies, como
Harpophora oryzae, isolada de raizes de O. granula na China (YUAN et al., 2010).

Dos quarenta e seis isolados avaliados em O. glumaepatula, cinco foram
também testados em O. sativa. Nesta ocasido foi possivel observar que a

colonizacéo das raizes por hifas variou de 20 a 60%, sendo de forma geral maior
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para a espécie O. sativa (tabela 4). Por outro lado, a colonizacdo por
microesclerddios variou de 1 a 30%, sendo que os diferentes isolados fungicos nao
diferiram quanto a capacidade de colonizacéo radicular das duas espécies de arroz,
com excecdo para o isolado ERRO2 que apresentou maior presenca de

microesclerédios na espécie O. sativa (tabela 4).

Tabela 4 - Percentagem de colonizacdo das raizes de Oryza glumaepatula e O.
sativa inoculadas com diferentes isolados de DSEF sob condi¢des controladas.

Fungo Hifas (%) Microesclerédios (%)*

O. glumaepatula O. sativa O. glumaepatula O. sativa
ERRO1 39 BB 66 aA 27 AA 30 aA
ERRO2 24 cB 52 bA 7 BB 22 bA
ERRO3 47 AA 43 cA 4 BA 4 Ca
ERRO4 31 bcA 38 cA 1 BA 3 Ca
ERRO5 29 cB 40 cA 5 bA 2 Ca

'Médias seguidas da mesma letra mindscula nas colunas e mailscula nas linhas, dentro de hifas ou
microesclerédios, ndo diferem significativamente ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste t de
Student. C.V.(%) igual a 11,4 para coloniza¢&o por hifas e 34,9 para microesclerédios

O isolado ERRO1 apresentou maior colonizacdo por hifas e também por
microesclerédios quando inoculado na espécie O. sativa, havendo diferengas pouco
expressivas entre o0s isolados na espécie O. glumaepatula (tabela 4). Em geral,
estudos envolvendo fungos endofiticos que vivem em raizes de arroz silvestre,
visam apenas a obtencdo de isolados e sua caracterizacdo morfolégica (YUAN et
al., 2010), ndo existindo, portanto, muitas informacfes indicando a percentagem de
colonizac@o por DSEF em plantas de arroz. Porém em um amplo estudo realizado
na india com 50 espécies de gramineas foi verificada uma taxa de colonizacdo
radicular por DSEF que variou de 1- 49% (SATHIYADACH; MUTHUKUMAR, 2010),

corroborando os dados observados nesse estudo.

4.4 Crescimento de O. sativa em casa de vegetacgao inoculado com DSEF

A partir da analise dos dados obtidos do experimento conduzido em casa de

vegetacao, verificou-se diferenca entre os substratos para o parametro matéria seca
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da parte aérea, sendo os substratos 2 e 4 0s que proporcionaram o0s melhores
rendimentos (tabela 5). Da mesma forma, para a matéria seca do sistema radicular,
o0 substrato 04 apresentou producdo inferior ao 2 e 3 e, igual ao 1, o qual
representava um solo virgem com restricdes de fertilidade do solo. Isso indica que
embora o substrato tenha recebido os nutrientes de forma adequada houve restricao
no desenvolvimento das raizes. Este efeito pode ser atribuido ao uso do fosfato de
aluminio, pois sabidamente, o fon Al** apresenta toxidez ao sistema radicular e
interfere na absorcao, no transporte e na utilizacdo de varios nutrientes como calcio
(Ca), fosforo (P), magnésio (MG) e nitrogénio (N) pela planta (PAVAN; BINGHAN,
1982). Além disso, na média geral dos substratos também se observou que no
substrato 1 houve menor producdo de matéria seca da parte aérea comparada ao
substrato 2 e 4.

Quanto a inoculagcdo, ndo se observou efeitos de patogenicidade sobre as
plantas para nenhum dos fungos testados ao longo do periodo da conducdo do
experimento. Por outro lado, em relacdo a colonizacdo do sistema radicular, aos 30
dias observou-se apenas a presenca pontual de hifas nas raizes e, aos 60 dias,
quando o experimento foi coletado, a colonizacao estimada entre todos os isolados
variou de 0,1% a 0,6%, ndo havendo, entretanto, diferencas expressivas entre 0s
fungos (tabela 5).

Além disso, em cada substrato o efeito mais expressivo da presenca dos
fungos foi o incremento significativo da massa de matéria seca de raizes e total
ocasionada pelo fungo ERRO1 no substrato 2 e ERRO1 e ERRO4 no substrato 3
(tabela 5). Por outro lado, na média geral dos fungos, ERRO1 e ERRO04
apresentaram efeitos significativamente maiores para a massa de raizes e total,
tendo o fungo ERRO5 produzido menores incrementos em relacdo aos demais
isolados (tabela 5).

Comparativamente aos experimentos iniciais realizados in vitro no qual a
colonizagcédo chegou a ser superior a 60% (tabela 4), a colonizagcdo observada nas
raizes das plantas em casa de vegetacao foi muito baixa. Possivelmente, esta baixa
colonizacdo também tenha sido responsavel pela ndo observacédo de efeitos mais
contundentes quanto a contribuicdo dos fungos para o desenvolvimento das plantas

de arroz.
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Tabela 5 — Desempenho do arroz comercial O. sativa inoculado com diferentes
isolados de DSEF sob condi¢es de casa de vegetagao.

Massa de matéria seca por planta (MG) Alturade  Colonizacéo
Tratamentos ; . plantas de raizes
Parte aérea Raiz Total (cm) (%)
Média geral dos fungos®
Controle 550 a 495 b 1046 BC 69 a 0,0
ERRO1 653 a 611 a 1265 A 69 a 0,6
ERRO4 600 a 638 a 1238 A 68 a 0,4
ERRO05 522 a 480 b 1002 C 69 a 0,4
Média geral dos substratos®
1 204 c 302 b 506 C 46 c 0,5
2 785 a 787 a 1572 A 73 b 0,4
3 546 b 793 a 1339 B 73 b 0,5
4 790 a 343 b 1133 B 83 a 0,3
Substrato 1"
Controle 144 a 255 a 399 A 46 a 0,0
ERRO1 260 a 301 a 561 A 48 a 0,4
ERRO0O4 217 a 333 a 551 A 47 a 0,6
ERRO05 193 a 319 a 513 A 43 a 0,5
Substrato 2"
Controle 710 a 674 bc 1384 BC 69 a 0,0
ERRO1 1022 a 1105 a 2128 A 73 a 0,6
ERRO04 858 a 814 b 1672 B 76 a 0,3
ERRO05 549 a 554 c 1103 C 73 a 0,5
Substrato 3"
Controle 486 a 670 b 1155 B 73 a 0,0
ERRO1 595 a 750 b 1345 Ab 71 a 0,1
ERRO4 638 a 1139 a 1777 A 74 a 0,6
ERRO05 465 a 613 b 1078 B 75 a 0,4
Substrato 4"
Controle 862 a 383 a 1245 A 90 a 0,0
ERRO1 736 a 289 a 1025 A 85 a 0,3
ERRO4 684 a 266 a 950 A 74 b 0,2
ERRO05 879 a 434 a 1313 A 84 a 0,5
C.V.(%) 35 31 30 10

'Médias seguidas da mesma letra mindscula nas colunas e mailscula nas linhas, dentro de hifas ou
microesclerédios, ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste t de
Student. C.V.(%) igual a 11,4 para colonizacéo por hifas e 34,9 para microesclerddios.

A baixa colonizacéo radicular das plantas pode ter sido em decorréncia de
fatores como o tempo de permanéncia do experimento (60 dias), uma vez que como
observado neste trabalho, maiores taxas de colonizagdo por DSEF foram
observadas em plantas em estagio reprodutivo quando coletadas diretamente no
ambiente. Isto indica que a colonizagdo de DSEF em ambiente com caracteristicas

similares ao natural, pode ser coordenada por diferentes estagios de crescimento
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das plantas (LIVINGSTON; BLASCHKE, 1984 apud JUMPPONEM; TRAPPE, 1998).
Aliado a isso, a quantidade do in6culo inicial disponibilizada as plantas pode ter sido
pequena, embora a mesma estratégia tenha apresentado sucesso em laboratério.
Neste caso, a utilizacdo de substrato com solo ou areia e vermiculita ao invés de
meio de cultura pode ter conferido um ambiente em que o fungo encontrou maiores
dificuldades para o desenvolvimento e infeccao das raizes das plantas.

Outro fator que pode ter influenciado a colonizagéo foi a quantidade de agua
disponibilizada para as plantas que pode ter sido em excesso, visto que em plantas
coletadas em ambiente nativo neste trabalho foi verificada menor colonizagéo nas
plantas oriundas de areas alagadas e/ou com solo Umido comparativamente ao solo
seco, muito embora existam relatos da ocorréncia desses fungos em ambientes
aguaticos (MARINS; CARRENHO; THOMAZ, 2009). Alguns trabalhos relatam que a
presenca dos DSEF é influenciada por alteracdes na sazonalidade como umidade
do solo e comprimento do dia (BARROW; AALTONEN, 2001; LINGFEI; ANNA,
ZHIWEI, 2005), acarretando dessa forma baixas taxas de colonizagéo.

Desta forma, a baixa colonizagdo poder ser explicada sob varias
possibilidades apresentadas acima, além de outras indicadas na literatura como pH,
fonte de nitrogénio, exposi¢cédo a luz solar e fonte de carbono (LV et al., 2010). O
mais provavel é que nesse experimento um conjunto de fatores adversos tenha
contribuido para a colonizacdo reduzida das plantas, dentre eles podemos citar a
baixa quantidade de inéculo aplicado ao substrato autoclavado, o qual era pobre em
matéria organica (tabela 1), o fornecimento de agua e o tempo disponibilizado para
que as plantas se desenvolvessem e fossem colonizadas pelos fungos.

Assim, outros estudos se fazem necessarios para a elucidacdo dos fatores
gue tém influéncia na colonizacdo do sistema radicular do arroz por DSEF, mas vale
destacar que em estudo recente na China os autores observaram abundante
colonizagéo das raizes de arroz quando foi adicionada liteira ao meio de cultura, o
gue parece indicar a necessidade de uma fonte organica para que o fungo possa se
multiplicar no ambiente (WU; GUO, 2008).
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4.5 Identificagdo molecular dos Isolados de DSEF obtidos de O. glumaepatula

As sequéncias de DNA da regido ITS1-5.8S-ITS2 obtidas para cada um dos
quarenta e seis isolados fungicos foram submetidas a analise no BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov) e observou-se que a maioria dos isolados fungicos
apresentaram similaridade com espécies de fungos pertencentes a pelo menos 11
géneros (Curvularia, Cochliobolus, Leptosphaeria, Perisporiopsis, Dokmaia, Phoma,
Didymella, Cladosporium, Mycosphaerella, Phialophora, Phaeoacremonium), além
de outros isolados pertencentes a ordem Pleosporales, muito embora ndo tenha
ocorrido o alinhamento com sequéncias de DSEF j& descritas.

Os géneros supracitados sdo comumente reportados por possuirem espécies
fitopatogénicas (EL-MORSY, 2000; CROUS et al., 2009; APTROOT, 2006;
MARQUEZ et al., 2010) e, também, saprofitos de solo e endofiticos (PETERSON;
WAGG; PUTLER, 2008), o que mostra que 0s mesmos sao ubiquos, apresentam
habilidade na ocupacdo de nichos ecolégicos diversos e sdo considerados
endofiticos com multiplos hospedeiros. Todos os fungos estudados apresentaram
similaridade com ascomicetos, aos quais os DSEF ja& descritos pertencem
(JUMPPONEN; TRAPPE, 1998).

Semelhante resultado foi obtido em trabalho realizado por Yuan et al., (2010),
com a espécie de arroz silvestre O. granulata, onde 31 isolados apresentaram
similaridade de até 99% com linhagens de ascomicetos, representado por pelo
menos sete ordens (Hypocreales, Diaporthales, Eurotiales, Xylariales, Microascales,
Capnodiales e Magnaporthales). Além disso, varias sequéncias nao se
assemelharam a nenhuma sequéncia depositada no NCBI (National Center for
Biotechnology information), o que levou a propor uma nova espécie de DSEF,
Harpophora oryzae, indicando dessa forma, a existéncia de uma alta diversidade de
fungos endofiticos associados ao arroz silvestre.

O fato de 46 isolados estarem distribuidos em varios géneros mostra que a
estratégia adotada para o isolamento de fungos DSEF foi adequada para a obtengéo
de elevado nimero de isolados fungicos pouco similares genotipicamente. Ademais,
a alta diversidade genotipica observada através da regido ITS também demonstra
elevada diversidade de DSEF associadas com espécies de arroz silvestre O.

glumaepatula que ocorrem em ambientes amazonicos.
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Quando o agrupamento das sequéncias foi realizado pelo método “Neighbor
joining” usando o modelo “Kimura two-parameter” observou-se que os isolados
foram reunidos em nove grupos distintos, considerando uma similaridade genotipica
de cerca de 97% entre os isolados de cada grupo (figura 6). Todos os isolados que
apresentaram comportamento fitopatogénico no experimento de reinoculacao
agruparam-se nos grupos A, B e C (figura 6).

No grupo A, as espécies reuniram-se com Curvularia trifolli, Curvularia
eragrostidis e Cochliobolus lunatus as quais sao fitopatogénicas. No grupo B cinco
isolados apresentaram similaridade de 99% com espécies de Leptosphaeria sp. e
Perisporiopsis sp. e no grupo C, quatro isolados formaram um grupo com as
espécies Phoma multirostrata, P. pereupyrena, P. insulana e Didymella macropodii
a 98% de similaridade.

Interessantemente, ndo sé os 14 isolados fungicos que apresentaram
patogenicidade quando reinoculados se agruparam nos grupos A, B e C, mas
também outros 14 isolados que ndo apresentaram sintomas visiveis de
patogenicidade como é o caso dos fungos ERR18, ERR39, ERR21, ERR28, ERR27,
ERRO08, ERR25, ERR09, ERR34, ERR12, ERR36, ERR02, ERR41 e ERRO7. De
fato, a obtencdo de isolados fungicos com caracteristicas endofiticas que néo
desencadeiam sintomas de patogenicidade, mas s&o pertencentes a géneros
patogénicos como Cladosporium, Colletotrichum, Curvularia, Fusarium, Guignardia,
Nigrospora, Phoma e Verticillium tém sido frequentemente relatado (PHOTITA et al.,
2001).

E possivel que alguns patdgenos apresentem uma fase latente dentro do
tecido do hospedeiro que, em decorréncia de alteracbes ambientais bidticas e/ou
abidticas, pode induzir a transicdo de um modo de vida para o outro a depender da
condicao fisiolégica do vegetal (FISHER et al., 1992). Por exemplo, a espécie
fungica Fusarium moniliforme, que em geral causa a podriddo de raizes, e de talos
de milho (RHEEDER et al.,, 1992; BACON; HINTON, 1996), em ecossistemas
temperados e tropicais sua presenca € mais comum como endofitico do que como
patdgeno (KEDERA; LESLIE; LAFLIN, 1994;). E provavel que fatores ambientais
como umidade, temperatura, niveis de precipitacdo e alteracdes na fisiologia do
hospedeiro definam o comportamento dos micro-organismos em interagdo com as
plantas (PHOTITA et al., 2004).
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ERR32 %
AF455446| Curvularia trifolii
ERRO08
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ERR18
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95 |ERR23%
78 ERR14 %
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DQ780454| Dokmaia monthadangii
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HMO031458| Perisporiopsis sp.
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EU573022| Phoma multirostrata
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97 GU237919| Didymella macropodii
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FN394714| Didymella bryoniae
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Figura 6: Arvore filogenética da regido ITS1-5.8s-ITS2 do rDNA dos fungos isolados de
arroz silvestre no Estado de Roraima. Arvore foi construida pelo método “Neighbor-joining” e
0 célculo da distancia foi realizado utilizando o modelo Kimura-two-parameter. Somente
valores acima de 50% (1000 repeticbes) sdo apresentados. (*) Isolados fungicos que em
experimento de reinoculacdo em arroz silvestre O. glumaepatula apresentaram
comportamento fitopatégeno.
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O grupo D (figura 6) foi o que apresentou maior divergéncia filogenética
comparativamente aos demais grupos e, quando os isolados foram analisados pelo
BLAST apresentaram no maximo 90% de similaridade com sequéncias de outros
fungos depositados no NCBI, particularmente da ordem Pleosporales, que abriga,
por exemplo, a espécie de DSEF Paraphaeosphaeria pilleata (ADDY; PIERCEY;
CURRAH, 2005; PORRAS-ALFARO et al., 2008).

Em trabalho realizado com a graminea Bouteloua gracilis, no Novo México, foi
possivel observar alta colonizacdo por DSEF, compreendendo pelo menos 10
ordens de fungos diferentes, os quais eram endofiticos, micorrizicos, saprofitas e
patogénicos de plantas. Os autores observaram ainda que a comunidade de fungos
dominante era um grupo de DSEF agrupados dentro da ordem Pleosporales. A
analise molecular das sequéncias desses isolados obtidos mostrou baixa
similaridade (menos de 97% de semelhanga) com as sequéncias existentes no
banco de dados do NCBI, sugerindo serem novas espécies para a ciéncia
(PORRAS-ALFARO et al., 2008). Desta forma, € presumivel que os isolados obtidos
de O. glumaepatula possam pertencer a um novo grupo de espécies de DSEF
agrupados dentro da ordem Pleosporales, ndao ainda descritas, e/ou n&o
identificados geneticamente.

A maioria das espécies que compdem a ordem Pleosporales é saprofitica de
material vegetal em ambientes aquaticos e terrestres, mas algumas espécies
também estabelecem interagcdes com as plantas do tipo parasitismo, epifitismo ou
sdo endofiticos (PORRAS-ALFARO et al.,, 2008). Em gramineas, a presenca de
espécies de fungos endofiticos agrupados na ordem Pleosporales é frequente,
sendo os géneros mais comuns, Alternaria, Ulocladium, Phoma e Curvularia
(BATES; GARCIA-PICHEL; NASH, 2010), corroborando com dados obtidos neste
trabalho.

Ao analisar as sequéncias de bases nucleotidicas dos isolados pertencentes
ao grupo D, verificou-se que os dez isolados possuem dentre outras divergéncias
nas bases nucleotidicas, uma insercdo de 32 bases na regido ITS2 que difere de
todos os outros isolados e padrdes utilizados como referéncia, a exce¢ao do fungo
depositado no ncbi GQ923978 (figura 7). Este fato reforca a hipotese de

possivelmente serem novas espécies ou géneros fungicos ainda nao descritos.
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———————————————————————————————— GCGGCTCG GTGTTGGGGC T-CTACAGCG
———————————————————————————————— G-——CTTG GTGTTGGGCG TTTGTCCTG-
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———————————————————————————————— G-——CTTG GTGTTGGGTG TTTGTCTCGC
———————————————————————————————— G-——CTTG GTGTTGGGCG TTTGTCCTG-
———————————————————————————————— G--—CTTG GTGTTGGGCG TTTTGTCTTT
———————————————————————————————— G-——CTTG GTGTTGGGCG TTTTTTGTCT
oo ____ __ G-——CTTG GIGITGGGLG TTTTITGICT
G-TGTTGLLL TGLLCTCTGGEC GAGGGLTLLG C-CTGGTTIG GIGTTGGGLG CCTGTOLCC -
GGTGATGTCC CGCCTCGLGC GCGGACCCCA CTCCGGCTTG GTGTTGGGTG CCTGTCCCCC
GGTGATGTCC CGCCTCGLGC GOGGACCCCA CTCCGGCTTG GTGTTGGGTG CCTGTCCCCC
GGTGATGTCC CGOCTCGOGC GOGGACCCOCA CTCCGGOTTG GTGTTGGGTG CCTGTOCCCC
G-TGTTGCCC TGOCTCTGEC GAGGGCTCOCG C-CTGGTTTG GTGTTGGGCG CCTGTOCCC-
GGTGATGTCC CGCCTCGLGC GCGGACCCCA CTCCGGCTTG GTGTTGGGTG CCTGTCCCCC
GGTGATGTCC CGCCTCGLGC GCGGACCCCA CTCCGGETTG GTGTTGGGTG CCTGTCCCCC
G-TGTTGCCC TGCCTCTGEC GAGGGCTCCG C-CTGGTTTG GTGTTGGGCG CCTGTCCCC-
GGTGATGTCC CGOCTCGOGC GOGGACCCOCA CTCCGGCTTG GTGTTGGGTG CCTGTOCCCC
C_TOITTGOCC ToCCTCTROE — —
———————————————————————————————— GGGGCTTG GTGTTGGGGC TTCTGLG--G
———————————————————————————————— G---CTTG GTGTTGGGCG TTTTGTCTTT
———————————————————————————————— G--—CTTG GTGTTGGGCG TTTTGTCTTT
———————————————————————————————— G-——CTTG GTGTTGGGCG TTTGTCCTG-
———————————————————————————————— G-——CTTG GTGTTGGGCG TTTTGTCTCT
———————————————————————————————— G---CTTG GTGTTGGGCG TTTTGTCTTT
———————————————————————————————— G---CTTG GTGTTGGGCG TTTTTTGTCT
———————————————————————————————— G---CTTG GTGTTGGGCG TTTTGTCTTT
———————————————————————————————— G-——CTTG GTGTTGGGCG TTTTGTCTTT
———————————————————————————————— G-——CTTG GTGTTGGGCG TTTTGTCTTT
———————————————————————————————— G---CTTG GTGTTGGGCG TTTTGTCTTT
———————————————————————————————— GGGGCTTG GTGTTGGGGC TTCTGCG--G
———————————————————————————————— G--—CTTG GTGTTGGGCG TTTTGTCTTT
———————————————————————————————— G-——CTTG GTGTTGGGCG TTTTGTCTTT
———————————————————————————————— G-——CTTG GTGTTGGGCG TTTTTTGTCT
———————————————————————————————— GGGGCTTG GTGTTGGGGC TTCTGCG--G
———————————————————————————————— G-——CTTG GTGTTGGGCG TTTGTCCTG-
———————————————————————————————— G---CTTG GTGTTGGGTG TTTGTCTCGC
———————————————————————————————— G-——CTTG GTGTTGGGCG TTTTGTCTTT
———————————————————————————————— G-——CTTG GTATTGGGCA A-—CGCG———

ERR41l e o G-——CTTG GTGTTGGGCG TTTGTCCTG-

Pleosporales  G-TGTTGCCC TGGCTCTGEC CGGGGETGLG C-CAGGCTTG GTGTTGGGCG TCTGTCCCC-
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Figura 7: Sequéncias de bases nucleotidicas de parte da regido ITS2 de isolados de DSEF
obtidos de Oryza glumaepatula. Os isolados destacados representam o grupo D da figura 6.
Os numeros na parte superior da Figura indicam a sequéncia de bases 5’ 3’ obtidas a partir
da PCR utilizando os iniciadores ITS1 e ITS4, onde a base 1 inicia no iniciador ITS1 (White
et al., 1990).

Os isolados, ERR04 e ERR40 se agruparam com similaridade inferior a 94%
com Cladosporium uredinicola, com um isolado de fungo micorrizico e com um
endofitico no grupo E; enquanto o isolado ERRO5 foi agrupado a 96% de
similaridade com o fungo Mycosphaerella heimii no grupo F; os isolados fangicos
ERR17, ERR35 e ERR29 foram agrupados no grupo G e apresentaram pelo menos
95% de similaridade com a sequéncia do fungo ectomicorrizico nao cultivado; o
isolado ERRO1 ficou isolado no grupo H e quando analisado no BLAST mostrou

menos de 90% de similaridade com outras sequéncias depositadas no nchi; e o
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isolado ERRO3 do grupo | mostrou similaridade com as espécies ja descritas:
Phialophora parasitica e Phaeoacremonium fuscum, de apenas 94% e 97%,
respectivamente. O género Phialophora abriga espécie comumente relatada como
DSEF e é encontrado vivendo principalmente em gramineas (SIEBER, 2002
SIEBER, 2002 apud YUAN et al., 2010).

Todos os géneros com 0s quais os isolados flungicos agrupados no grupo E,
F, G, H e | apresentaram similaridade (Cladosporium, Mycosphaerella, Phialophora)
sao habitualmente citados por causar doencgas em espécies vegetais. No entanto, no
experimento de reinoculagdo nenhum desses isolados apresentou sintomas
negativos visiveis. Também se observou que os isolados ERR1, ERR3, ERR4 e
ERR5, os quais foram inoculados in vitro e em casa de vegetacdo em arroz
comercial, apesar de terem sido agrupados com as espécies patogénicas,
apresentaram similaridades que variaram de 94 a 97%. Isto indica que estes
isolados devem representar novos grupos de DSEF ainda ndo estudados.

Estes resultados demonstram a presenca de uma alta diversidade de fungos
endofiticos em interacdo com plantas de O. glumaepatula e sugere que essas
comunidades de fungos desempenham importante papel na sobrevivéncia das
plantas em ambientes oligotréficos a qual estdo inseridas, bem como podem estar

envolvidos na manutencéo da dinadmica e funcionamento do ecossistema.
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5 CONCLUSOES

1 — A utilizacdo do meio de cultura agar malte, da agua destilada, da agua destilada
mais glicerol e a estimativa da colonizacdo através da lamina quadriculada se
mostraram eficientes para o0 isolamento, armazenamento e determinagdo da

percentagem de colonizacao de plantas de arroz por DSEF.

2 — O uso do meio de cultivo com agar e a solucdo de Hoagland permite avaliar a

capacidade de colonizacédo de DSEF em plantas de arroz.

3 — Em condi¢des naturais, plantas de areas secas apresentam maior colonizacao

por DSEF comparativamente a areas alagadas ou de solo encharcado.

4 — Em condi¢cbes naturais, plantas em estagio reprodutivo apresentam maior

colonizacdo por DSEF comparativamente com plantas em estagio juvenil.

5 - A espécie Oryza glumaepatula abriga alta diversidade de DSEF, inclusive com
espécimes/ou espécies ainda ndo identificados geneticamente, necessitando de

estudos de morfologia para a taxonomia adequada.

6 - Novos estudos se fazem necessarios para a elucidacdo dos fatores que

interferem na colonizagdo de DSEF em arroz cultivado em solo ou substrato.
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ANEXO A - DESINFESTACAO DE SEMENTES

Colocar as sementes de arroz descascadas em recipiente limpo e estéril;
Cobrir as sementes com alcool 70% por 1 a 3 minutos para modificacdo da
tensao superficial,

Drenar o alcool;

Cobrir as sementes com NaClO a 2,5% por 10 minutos;

Drenar o NaClO;

Lavar 3 vezes as sementes com agua destilada estéril;

Cobrir as sementes com H,0, a 10% por 3 minutos;

Drenar o H,Oo;

Lavar 5 vezes as sementes com agua destilada estéril.
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ANEXO B — DESCOLORACAO E COLORACAO DE RAIZES DE O. glumaepatula

1. Acondicionar segmentos de raizes de 1-2 cm de comprimento em recipiente
adequados;

2. Clarificar as raizes com solucdo de KOH 10 % por 1h. Assegurar que todas as
raizes estejam cobertas pela solugéo;

3. Drenar o KOH;

4. Lavar com agua até remocao completa do KOH;

5. Adicionar solucdo de HCI 1 % durante 5 minutos;

6. Drenar o HCI, sem lavar as raizes;

7. Adicionar, nas raizes, solucdo de Azul de Tripano em lactoglicerol 0.05 9%,
aguecer a 70 °C durante 15 minutos até a coloracdo das estruturas fangicas;

9. Deixar esfriar a temperatura ambiente;

10. Armazenar os segmentos de raizes coradas em recipiente identificado contendo
solucéo lactoglicerol (2:1:1; acido latico:glicerina:agua).

Observacao:

= O tempo pode variar com a espécie da planta estudada e a idade das raizes.

» Fazer teste prévio sob microscopio estereoscopio a intensidade da coloracdo
das estruturas fungicas. Caso seja hecessario retirar excesso de corante das

raizes, colocar lactoglicerol por 4 a 10 minutos.



ANEXO — C MEIO DE CULTURA E SOLUCAO ESTOQUE DE HOAGLAND
(MODIFICADO)

Protocolo para a Solucédo de Hoagland (Modificado)

Reagente Quantidade Preparo da soluco estoque
Solucao 1 M (68,5g em 0,5L de agua
KH,PO, mL destilada esterilizada )
Solucdo 1 M (87,1g em 0,5L de agua
KHPO, mL destilada esterilizada )
KCL 1mL Solu_c;ao 0,03 I\_/I_(29 em 1L de 4gua
destilada esterilizada)
Solugdo 1 M (123,23g em 0,5L de agua
MgS0..7H,0 2mL destilada esterilizada)
CaS0,.2H,0 0,172¢g
H3BO5...2,86(;
MnSQO,4.H,0...1,91g;
Solugéo de ZnS0,.7 H,0...0,22 g;
micronutrientes para a ImL CuS0,4.5H,0...0.08 g;
solucdo de Hoagland Na,Mo,4.2H,0...0.02 g
Completar o volume para 1L com agua
destilada esterilizada
Solucio de Fe para a 1,21g de Na,H,EDTA/100 mL de 4gua
¢ b imL destilada esterilizada, misturar bem e

solucdo de Hoagland

adicionar 0,64 g de FeS04.7H20

Agua destilada
esterilizada

Completar o volume
de 1L

Agar

12gL™?

Obs 1 - Verificar o pH que deve estar entre 6,5 e 7,0. Se necessario corrigi-lo com uma
solucdo de KOH (10%) ou HCL (10%).

Obs 2 - Para volumes de solu¢gdo maiores que 1 L multiplicar o volume da solucao pelo
volume ou massa do reagente listado acima

Obs 3 - Para o preparo da solugdo estoque usar vidraria e agua esterilizadas
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