UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
CAMPUS DE ILHA SOLTEIRA

MIKAELA FERNANDA DIAS VIEIRA

BIOPROSPECGAO DE FUNGOS ENDOFITICOS SEPTADOS MELANIZADOS DE

GRAMINEAS EM AREA DEGRADADA

llha Solteira - SP
2025



PROGRAMA DE GRADUAGAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

MIKAELA FERNANDA DIAS VIEIRA

BIOPROSPECGAO DE FUNGOS ENDOFITICOS SEPTADOS MELANIZADOS DE
GRAMINEAS EM AREA DEGRADADA

Trabalho de Conclusdo de Curso em
Ciéncias Biologicas apresentado a
Faculdade de Engenharia de llha Solteira
— UNESP, para obtencao do titulo de Grau
académico de Bacharel em Ciéncias
Bioldgicas.

Orientador(a): Prof.a. Dr.a Ana Maria
Rodrigues Cassiolato

Coorientador(a): Prof. Dr. Philippe Solano
Toledo Silva

llha Solteira - SP
2025



FICHA CATALOGRAFICA
Desenvolvida pela Diretria Técnica de Biblioteca e Documentagado

Vieira, Mikaela Fernanda Dias.

V658b Bioprospeccao de fungos endofiticos septados melanizados de gramineas
em area degradada / Mikaela Fernanda Dias Vieira. -- Ilha Solteira: [s.n.], 2025
39f. il

Trabalho de conclusdo de curso (GRaduacdo em Ciéncias Bioldgicas) -
Universidade Estadual Paulista. Faculdade de Engenharia de Ilha Solteira, 2025

Orientadora: Ana Maria Rodrigues Cassiolato
Coorientador: Phillipe Solano Toledo Silva

Inclui bibliografia

1. Dark septate. 2. Inoculagdo. 3. Recuperacgado. 4. Cerrado.

Elaborada por Raiane da Silva Santos - CRB-8/9999



E
4¢¢f¢v UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
unes "WULIO DE MESQUITA FILHO"
Céampus de llha Solteira

ATA DE DEFESA DO TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

BIOPROSPECCAO DE FUNGOS ENDOFITICOS SEPTADOS
MELANIZADOS DE GRAMINEAS EM AREA DEGRADADA

Mikaela Fernanda Dias Vieira

REGULAMENTO SOBRE A AVALIACAO:

ARTIGO 25° - § 2° A apresentacao publica do trabalho de TCC devera ser de no minimo
20 (vinte) minutos e maximo de 40 (quarenta) minutos. Apos um
intervalo de 5 (cinco) minutos, havera a arguicdo do Trabalho pelos
examinadores. O tempo de arguicao, sera de até 15 (quinze) minutos para
cada examinador, e até 15 (quinze) minutos o tempo para a resposta dofa)
alunofa) a cada examinador ou no caso de se optar pelo dialogo, o tempo
conjunto entre examinador e académico(a) sera de no maximo 30 (trinta)
minutos.

ARTIGO 24° - No ju lgamento do TCC, a banca examinadora devera avaliar a apresentacao

oral, escrita e a defesa do trabalho durante a arguicao. O conceito final sera
APROVADO ou REPROVADO.

COMISSAO EXAMINADORA

o

1°¢ EXAMINADOR (Cooricntad0r~Presidente] ;/

N : e - c/“ ,-": =
Nome: Philippe Toledo Solano Silva f’f*.{ui%qf 7&'-/("’ 7

/i
e
!

2¢ EXAMINADOR _
Nome: Gabriel Madoglio Favara E\;C\.Qf«lﬂ If} \?wﬁ‘nou

3¢ EXAMINADOR E"r-fj&*rl;
Nome: Thais Soto Boni S

CONCEITO
(JAPROVADO

( )]REPROVADO

[Iha Solteira-SP, 05 de dezembro de 2025,

Faculdade de Engenharia de liha Solteira
Curses: Ciencias Biologicas, Eng. Agrondmica, Eng Civil, Eng, Ewlrica, Eng Mochnica, Fisica, Matematica e Zootecnia,
Avenida Brasil Centro, 56 CEP 15385-000 liha Solleira Sho Paulo Brasll Pabx (18) 3743 www feis unesp.br

PR s e



AGRADECIMENTOS

Agradecgo a minha familia, meu alicerce. Agradeco em especial a minha mae e
aos meus irmaos por estarem ao meu lado em cada passo, por me apoiarem em todas
as decisdes e por serem a minha maior inspiragao.

Ao Laboratério de Microbiologia e Fitopatologia, por ter me acolhido e me dado
a forga que eu precisava para seguir em frente. Foi nesse ambiente, no meio de tanto
desafio, que encontrei um verdadeiro propdsito para continuar no curso.

A minha orientadora, a Prof. Dra. Ana Maria R. Cassiolato, minha eterna
gratidao. Além de uma profissional incrivelmente competente, ela foi a pessoa que viu
em mim um potencial que eu mesma nao enxergava, me guiando e me incentivando
em cada etapa, especialmente nos momentos de maior dificuldade. O seu cuidado e
a sua dedicacao foram fundamentais para a conclusao deste trabalho e para a minha
formacao.

Ao meu coorientador, Philippe Solano Toledo Silva, que se dedicou de forma
assidua a todo o experimento e me orientou com clareza e coeréncia. Seu apoio foi
inestimavel.

A UNESP, por ter me dado a oportunidade de conhecer pessoas maravilhosas
gue me ajudaram a tragar meu caminho e principalmente por ter me fornecido 6timos
anos de estudo na melhor Universidade do estado de Sao Paulo.

Aos meus amigos Maria Laura, Livia Silvino, Lais Ventura, Gabriel Gerolim,
Livia Pimenta, Kaylane Gongalves, Gabriela Garcia e Isabela Marques, por toda a
amizade, carinho e parceria ao longo da graduacgéo.

As republicas "Saia Justa" e "Nada Santa", e a todas as pessoas que passaram
por elas. A convivéncia e a ajuda mutua de vocés tornaram essa jornada mais leve e
memoravel.

Por fim, e com um carinho especial, a minha namorada, Daniela Ribeiro. Sua
participacao neste trabalho foi tdo significativa quanto a minha, estando presente tanto
nos momentos dificeis quanto nos de celebracdes. O seu apoio e companheirismo
foram essenciais.



RESUMO

O foco principal deste estudo recai sobre os fungos endofiticos septados escuros
(DSE), os quais foram isolados de diferentes tecidos de gramineas resilientes do
Cerrado (Andropogon selloanus, Aristida setifolia e Aristida adscensionis) presentes
em uma area degradada oriunda para a construcdo da Usina Hidrelétrica de llha
Solteira. Esta area passa por uma forte degradacdo devido a remogao de sua
cobertura vegetal, fazendo com que esses solos sejam pobres em nutrientes, seco e
com baixa disponibilidade em nutrientes. Os fungos endofiticos possuem
caracteristicas unicas, sendo a principal sua pigmentagcao melanizada que fornece a
estes fungos uma capacidade superior de protegao contra situagdes adversas, como
stress hidrico, radiacdo intensa e as altas temperaturas do solo exposto, como
encontrado em areas degradadas, tornando-os alternativas ideais de estudos em
ambientes dificeis. A hipétese central do trabalho é que os fungos endofiticos
septados melanizados em simbiose ndo patogénica com plantas, podem funcionar
como promotores de crescimento vegetal para outras culturas, como a Crotalaria
Jjuncea. Diversos testes foram feitos para garantir o desenvolvimento e
estabelecimento da crotalaria, sendo eles: i) teste de termotolerancia, expondo os
isolados a diferentes temperaturas e analisando seu desenvolvimento; ii) germinagao
das sementes em placas de Petri juntamente com os isolados selecionados afim de
identificar os fungos patogénicos e ndo patogénicos, para inocula-los em sementes
de C. juncea; iii) experimento em vasos, transplantando as sementes inoculadas para
vasos em casa de vegetacdo, para garantir o crescimento e desenvolvimento das
plantas. Os isolados DSE originarios de gramineas nativas do Cerrado em simbiose
com a crotalaria, podem ajudar a promover o crescimento da crotalaria, sem causar
danos ou sintomas fitopatogénicos tanto nas sementes quanto nas plantas,
confirmando sua fungdo como microrganismos benéficos. Ao investigar o potencial
destes microrganismos, o 1ISO23 nao prejudicou o crescimento inicial de Crotalaria
Jjuncea e demonstrou potencial como microrganismo promotor de crescimento;
contudo, estudos mais aprofundados sdo necessarios para elucidar seu papel.

Palavras-chave: dark septate; inoculacéo; recuperacao; Cerrado.



ABSTRACT

The main focus of this study is on dark septate endophytic fungi (DSE), which were
isolated from different tissues of resilient Cerrado grasses (Andropogon selloanus,
Aristida setifolia and Aristida adscensionis) present in a degraded area resulting of the
construction of the llha Solteira Hydroelectric Power Plant. This area is undergoing
severe degradation due to the removal of its vegetation cover, resulting in nutrient-
poor, dry soils with low nutrient availability. Endophytic fungi possess unique
characteristics, the main one being their melanized pigmentation, which provides these
fungi with a superior capacity for protection against adverse situations such as water
stress, intense radiation, and the high temperatures of exposed soil, as found in
degraded areas, making them ideal alternatives for studies in difficult environments.
The central hypothesis of this work is that melanized septate endophytic fungi in non-
pathogenic symbiosis with plants can function as plant growth promoters for other
crops, such as Crotalaria juncea. Several tests were conducted to ensure the
development and establishment of crotalaria, including: i) a thermotolerance test,
exposing the isolates to different temperatures and analyzing their development; ii)
seed germination in Petri dishes along with the selected isolates in order to identify
pathogenic and non-pathogenic fungi, for inoculation into C. juncea seeds; iii)
Experiment in pots, transplanting the inoculated seeds into pots in a greenhouse, to
ensure the growth and development of the plants. The DSE isolates originating from
native Cerrado grasses in symbiosis with crotalaria can help promote the growth of
crotalaria, without causing damage or phytopathogenic symptoms in either the seeds
or the plants, confirming their function as beneficial microorganisms. When
investigating the potential of these microorganisms, 1ISO23 did not hinder the initial
growth of C. juncea and demonstrated potential as a growth-promoting microorganism;
however, further studies are needed to elucidate its role.

Keywords: dark septate; inoculation; recovery; Cerrado.
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1 INTRODUGAO

O Cerrado, € um dos maiores biomas do Brasil, ocupando uma extensa area
do territério nacional, ficando atras apenas da Amazénia em extensao. Ele abrange
cerca de 23% do pais, com mais de 2 milhdes de km?, e se destaca por sua notavel
diversidade climatica, que varia entre climas equatoriais, tropicais e subtropicais. Essa
variedade de climas contribui para a rica biodiversidade do Cerrado, que abriga
milhares de espécies de plantas e animais (Silva et al., 2020).

Apesar de sua diversidade, este bioma enfrenta ameacgas constantes
provocadas por agdes humanas, como o desmatamento, a mineragcéo e os impactos
das mudancas climaticas, que comprometem seriamente a preservacdo de sua
biodiversidade (Vieira; Felicio et al., 2025). Segundo o Mapbiomas (2024) entre 1985
e 2023, o Cerrado perdeu 27% de sua vegetagao original - aproximadamente 38
milhdes de hectares. Em 2023, o desmatamento aumentou 68%, ultrapassando 1,1
milhdo de hectares e, pela primeira vez, superando as perdas registradas na
Amazdnia, o que aponta para uma preocupante mudanca no padrao de destruicao
ambiental (Guaraldo, et al., 2024).

A intensa degradagao ambiental enfrentada pelo Cerrado pode ser observada
em casos especificos, como na regiao entre os estados de Sdo Paulo e Mato Grosso
do Sul, onde se localiza a Usina Hidrelétrica de llha Solteira (UHE llha Solteira). A
construgdo da usina demandou a criagdo de uma area de empréstimo, na qual a
camada superficial do solo e a vegetagdo foram removidas durante as obras,
resultando em uma acentuada degradagao ambiental, caracterizada por processos
erosivos e perda de biodiversidade (Alves et al., 2012). Essa area foi cedida pela
CESP e, atualmente, integra a Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extensdo da
Faculdade de Engenharia da Unesp de llha Solteira. No local, sdo conduzidos
pesquisas e experimentos voltados a recuperacao da area degradada, com foco na
restauragao das condi¢des do solo e da vegetacgao (Silva; Moraes; Buzetti et al., 2011).

O crescimento e estabelecimento de plantas nas condi¢des do solo e clima,
sdo favorecidos pela simbiose com microrganismos, como os fungos endofiticos
septados melanizados (DSE). Por meio de suas hifas, esses fungos podem auxiliar
plantas em situagdes de estresse (como déficit hidrico, salinidade e ataques de
patdgenos), sendo capazes de transferir agua e nutrientes e, assim, garantir a

sobrevivéncia mesmo em ambientes desafiadores (Cruz et al., 2024). Logo,
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compreender o papel dos DSE no crescimento de plantas, € uma estratégia
promissora para promover uma agricultura mais sustentavel, beneficiando culturas
como a crotalaria (Crotalaria juncea), leguminosa amplamente empregada como
planta de cobertura devido a sua capacidade de fixag&do biologica de nitrogénio (FBN)
e redugéo de nematoides no solo (Azevedo et al., 2021).

Assim, as hipoteses do trabalho foram: i) Fungos endofiticos septados
melanizados isolados de folhas, colmo e raizes de gramineas de crescimento
espontaneo de Andropogon selloanus, Aristidia setifolia e Aristida adscensionis, déo
capazes de colonizar raizes de crotalaria (planta teste) sem causar danos e/ou
sintomas fitopatogénicos a planta. ii) Avaliagao do potencial dos isolados fungicos na
promogao do crescimento inicial da crotalaria verificando a capacidade de colonizagao

radicular, garantindo a auséncia de danos ou sintomas fitopatogénicos na mesma.

2 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo deste estudo é investigar se os isolados DSE n&o causam lesdes em
sementes e em plantas de crotalaria, garantindo o crescimento e desenvolvimento das
plantas em seu estagio inicial, baseado no funcionamento dos fungos endofiticos
septados melanizados escuros presentes em plantas de crescimento espontaneo no
Cerrado. A partir disto, aplicar este estudo em culturas agricolas priorizando o
desenvolvimento e aprimoramento agricola alimentar, visto que os endofiticos
melanizados sédo possiveis promotores de crescimento inicial de plantas e podem

ajuda-las a crescer, se desenvolver e se estabelecer no ambiente.
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3 REVISAO SISTEMATICA

3.1 CERRADO

O cerrado € o segundo maior bioma do Brasil, possuindo cerca de
2.000.000km? em extensao e correspondendo a aproximadamente 23% de todo o
territério brasileiro. Conhecido como “Oreades no sistema de Martius”, este bioma é
localizado em areas montanhosas, possuindo o carater de savanas, com vegetagao
unica de gramineas se misturando com arvores e arbustos (Embrapa, 2008). Cerca
de 40% deste territério esta comprometido com a agropecuaria, enquanto 19% de toda
vegetacao brasileira esta presente neste bioma (WWF-Brasil, 2018).

A interagdo entre a radiagao solar incidente, a sazonalidade climatica e a
disponibilidade hidrica deste solo constituem um conjunto de fatores que modula os
parametros biofisicos do Cerrado. Isso acontece devido ao balanco de radiacdo do
bioma, sendo uma consequéncia direta da ampla diversidade de fitofisionomias que
caracterizam este ecossistema (Querino et al., 2021).

Além da importancia econbmica, este bioma tem uma importante atuagao
social. De acordo com estudos, ha 216 terras indigenas com 83 etnias diferentes que
vivem em sua extensao territorial, povos os quais utilizam seus recursos naturais para
a sua sobrevivéncia (Belonia, 2018). O fato de ser utilizado para atividades
econdmicas e sociais, faz com que este bioma sofra diariamente adversos problemas,
desde perda de biodiversidade, desmatamento, até mudancgas climaticas, uso
excessivo de recursos e garimpo (Geraque, 2023). De acordo com dados da
MapBiomas (2022), o cerrado perdeu e perde diariamente sua vegetagao, deixando
clara grande urgéncia na recuperagao do Cerrado, devido ao desmatamento e a alta
degradagao.

Com grande diversidade fisiondbmica, o Cerrado se destaca como um dos
maiores pilares na produgao de alimentos, principalmente na produgao de alimentos,
como algodao, sorgo, soja, cana-de-agucar, feijao e milho. Inclusive, vem se
demonstrando cada vez mais utilizado na geragdo de tecnologias sustentaveis,

revelando grandes oportunidades na inser¢cao de bioeconomia (Embrapa, 2023).

3.2 CROTALARIA
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A Crotalaria juncea é uma espécie de leguminosa da familia Fabaceae, é
composta por centenas de espécies, sendo a maioria de climas sub tropicais e tropical,
além de possuir boa adaptagdo a solos secos e arenosos. Possui crescimento
herbaceo, os caules s&o eretos, ramificados e ndo lenhoso. No contexto agricola, esta
planta possui um ciclo curto de 60-90 dias (Cherubin et al., 2022).

Ela é muito usada como adubo verde, pois esta leguminosa ajuda a realizar
simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio do solo, diminuindo a necessidade de
fertilizantes nitrogenados o que acaba gerando economia em sua produgao (Souza et
al., 2022).

O uso da crotalaria em praticas de agricultura generativa e plantio direto, sdo
formas que agregam valor e sustentabilidade na agricultura, se tornando uma
alternativa para reduzir o uso de insumos quimicos (Lima Filho et al., 2023).

Desta forma, a crotalaria como adubo verde se tornou frequente na produgéao
agricola, visto que é mais acessivel, além de contribuir para 0 aumento dos niveis de
matéria organica e atividade de microrganismos no solo (Ziblim; Paul; Timothy et al.,
2013). Ademais, esta espécie € uma forte controladora de fungos fitopatogénicos e
nematoides, contribuindo com a multiplicacdo de bactérias e fungos capazes de

promover a saude dos solos e plantas (Grabau et al., 2022).

3.3 FUNGOS ENDOFITICOS SEPTADOS MELANIZADOS

Os microrganismos podem estar presentes nos mais variados lugares, inclusive
dentro dos tecidos de plantas, sendo eles, patdgenos ou ndo. Os patégenos sao
conhecidos por serem prejudiciais as plantas, podendo causar dano aos tecidos e
impedirem o crescimento das mesmas. Os ndo patogénicos nao trazem maleficios as
plantas e ainda podem produzir substancias favoraveis ao seu desenvolvimento,
podendo ser considerados microrganismos eficientes (Andrade et al., 2020).

Os fungos endofiticos sdo um grupo de organismos que podem ser
encontrados naturalmente, tanto no solo como também no tecido das plantas e que
podem contribuir diretamente para a melhoria de produg¢des agricolas (Rocha et al.,
2023).

Dentre os microrganismos eficientes estdo os fungos com hifas septadas e
melanizadas, conhecidos como “dark septate” (DSE). Eles possuem esse nome

devido a sua pigmentagdo escura, os quais seus filamentos variam entre preto e
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marrom. Diferentemente das micorrizas, os DSE podem formar microesclerocios e sao
associados a ambientes desfavoraveis ao crescimento de plantas (Machado et al.,
2007).

As contribuicbes dos DSE podem partir desde ajudar na absorgcdo de
nutrientes, especialmente do fosforo (P) e nitrogénio (N), até de proteger as plantas
de estresses e ajuda-las a se estabelecerem em ambientes adversos, garantindo
maior produtividade e reduzindo perdas econémicas agricolas (Huertas et at., 2024).

O fato destes microrganismos ajudarem na absorgéo de nutrientes e viverem
em simbiose com plantas, faz com que, os DSE tolerem quantidades de metais
pesados acelerando a fitorremediagao, sendo alternativas para melhoras agricolas em
solos degradados, pobres e de baixa qualidade (Ureta Suelgaray et al., 2022).

Promover a qualidade de solo e desenvolvimento da agricultura é de grande
importancia atualmente, visto que a manter a seguranga alimentar nacional vem sendo
cada vez mais dificil devido ao alto custo de producéo. Desta forma, com diferentes
alternativas e desenvolvimento de biotecnologias organicas e sustentaveis, pode-se
estabelecer melhorias de culturas agricolas e melhorar a promogéao e disponibilidade

de alimentos no pais (Borges et at., 2021).

() ‘A;lt
P v \E
e oA  § ..

Figura 1. Exemplo de cor‘ de hifas e Figura 2: Hifas e esporos dos fungos
esporos de  fungos endofiticos septados melanizados. Sendo (a) hifas
melanizados septadas e (b) esporos melanizados

4 MATERIAL E METODOS

4.1 ISOLAMENTO DOS FUNGOS ENDOFITICOS

As amostras de gramineas de crescimento espontaneo foram coletadas em uma
area degradada oriunda da construgcdo da Usina Hidrelétrica de Ilha Solteira,

localizada na Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extensdao da UNESP, que fica no
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municipio de Selviria, Mato Grosso do Sul (MS). As espécies coletadas foram:

Andropogon selloanus, Aristida setifolia e Aristida adscensionis (Figura 3)

Figura 3: (a) Capim-pluma-branca (Andropogon selloanus); (b) Capim-pena-de-
ema (Aristida setfolia); (c) Capim-panasco (Aristida adscensionis); Elaboragao de
(a) Funga e flora do brasil; (b) BioDiversity4All; (c) Wiktrop.

Todo o experimento foi conduzido na Faculdade de Engenharia, Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Campus de llha Solteira. O trabalho foi realizado no
Laboratério de Microbiologia e casa-de-vegetagao, localizados no Campus Il (Figura
4).
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Figura 4: Area utilizada para o isolamento dos microrganismos e o plantio de
Crotalaria juncea (Elaboracao da autora)

Para a execugao do experimento foram utilizadas amostras de colmo, raiz e
folhas das gramineas nativas recolhidas na area degradada, presente em Selviria, MS
que foi usada durante a constru¢cdo de Usina Hidrelétrica de llha Solteira.
Imediatamente apds a coleta, as amostras foram submetidas a processos de
desinfec¢ado com alcool 70% e hipoclorito de sddio 2%, para remover microrganismos
superficiais e assegurar que apenas 0s microrganismos internos (endofiticos) fossem
analisados. Apos a desinfeccao, foi feito o isolamento das amostras para extrair e

cultivar os microrganismos contidos no tecido vegetal (Figuras 5, 6 e 7).



Figura 5: (a) Folhas das
gramineas selecionadas
em béqueres de vidro, em
processo de desinfecgao
(Elaboracao da autora)

Figura 6: (b) Colmos das
gramineas selecionadas
em béqueres de vidro, em
processo de desinfeccao
(Elaboragéo da autora)
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Figura 7: (c) Raizes das
gramineas selecionadas
em béqueres de vidro, em
processo de desinfecgao
(Elaboragéo da autora)

Apos a desinfeccado, foram colocadas 3 amostras de tecidos das plantas

selecionadas em placas de Petri contendo meio de cultura BDA (Batata dextrose agar

- pH 6,8) com antibiético Cloranfenicol, para possibilitar o crescimento apenas de

fungos e, posterior, isolamento dos isolados fungicos contidos no tecido vegetal

(Figura 8, 9 e 10).

Colmo

Figura 8: Amostras dos
tecidos das gramineas
dispostas em placas de
Petri, (a) Folhas

Folha

Figura 9: Amostras dos
tecidos das gramineas em
placas de Petri, (b)
Colmos

Raiz

Figura 10: Amostras dos
tecidos das gramineas
dispostas em placas de
Petri, (c) Raizes

ApoOs a coleta, o isolamento e purificagdo dos microrganismos das gramineas

seguiu as metodologias de isolamento adaptadas da pesquisa “Metodologias para

isolamento, avaliagao da colonizagao em plantas e manutengao de fungos endofiticos
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DSE (SANTOS et al., 2011). Foram utilizadas trés plantas, com quatro placas de Petri
para cada tecido de cada planta e o meio de cultura foi o BDA com o acréscimo de

antibiotico.

Inicialmente, o isolamento resultou na obtengao de 127 isolados fungicos. Em
seguida, uma selegdo mais focada foi realizada, na qual isolados com hifas claras
foram descartados, permanecendo apenas os fungos do tipo "dark septate" (fungos
com hifas escuras), o que reduziu o numero final para 26 isolados fungicos.
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Figura  11: Isolados
fungicos  com hifas
melanizadas purificados
(Elaboracdo da autora)

25 26

Os isolados foram organizados e listados de acordo com a repeticao e a parte

da planta que foi isolado (Tabela 1).

4.2 TESTE DE TERMOTOLERANCIA

A capacidade térmica de tolerancia dos fungos € um fator de grande interesse,
visto que alguns fungos tem a capacidade de se desenvolver em ambientes extremos,
como em solos pobres em nutrientes e secos. Desta forma, testar os fungos DSE em
altas temperaturas faz com que possamos criar um ambiente préximo ao do Cerrado.

Presente no sul de Mato Grosso, o Cerrado quando exposto a radiagao solar,
pode obter média entre 29 e 51 °C no periodo de seca (Biudes et al., 2022). Utilizando
desta informacao, o teste de temperatura sera realizado com os 26 isolados em dois
ambientes controlados diferentes, sob 27 e 50 °C, um disco de 0,9 mm foi transferido
para o centro da placa, em 6 repeticdes para cada isolado. As placas permaneceram
na incubadora BOD por 7 dias, garantindo a estabilidade térmica nos dois ambientes
criados. A analise foi realizada diariamente pelo didmetro do crescimento de cada

isolado, verificando quais conseguiram se adaptar as temperaturas.



22

Tabela 1. Lista dos Isolados, numero de repeticédo, parte da planta do isolamento.

Tipo de Graminea Usada Parte da Planta Repeticao Isolado
A. selloanus Raiz 3 1
A. setifolia Folha 2 2
A. adscensionis Folha 2 3
A. adscensionis Raiz 2 4
A. selloanus Raiz 2 5
A. selloanus Raiz 3 6
A. setifolia Colmo 2 7
A. selloanus Raiz 3 8
A. setifolia Folha 2 9
A. selloanus Raiz 1 10
A. selloanus Raiz 3 11
A. setifolia Colmo 2 12
A. setifolia Colmo 3 13
A. setifolia Folha 2 14
A. setifolia Raiz 2 15
A. selloanus Raiz 3 16
A. selloanus Raiz 2 17
A. setifolia Colmo 2 18
A. setifolia Raiz 2 19
A. setifolia Raiz 3 20
A. adscensionis Raiz 2 21
A. setifolia Colmo 1 22
A. setifolia Colmo 2 23
A. setifolia Folha 1 24
A. selloanus Raiz 3 25
A. selloanus Raiz 1 26

Fonte: Elaboracao da autora.

4.3 INOCULAGAO EM SEMENTES E TESTE DE GERMINAGAO

Para avaliar o teste de patogenicidade (capacidade de causar doenga) ou a
simbiose (relacdo de beneficio mutuo) dos isolados fungicos com plantas, foi
conduzido um teste simples de inoculagdo. Os isolados fungico selecionados foram
colocados em contato com um héspede sadio, ou seja, sementes da planta-teste

saudaveis. A espécie escolhida para esse experimento foi a leguminosa crotalaria.

O principal foco do teste foi analisar a germinagéo de sementes na presenga
dos fungos, permitindo observar como os isolados interagiam com a planta
hospedeira. A partir deste teste foram selecionados os isolados que ndao causarem

patogenicidade nas sementes.
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Neste teste, foram colocadas 50 sementes por placa, sendo 5 tratamentos (um
para cada isolado) e 6 repeticdbes para cada tratamento de placas de Petri. As
sementes passaram pelo processo de desinfec¢do com alcool 70% e hipoclorito 2%
durante 5 minutos, ficaram embebidas em agua durante 24h antes de serem inseridas
em placas com os isolados. Apds este processo as sementes foram colocadas em
placas com meio de cultura BDA, em contato com os 26 isolados fungicos em culturas
puras, afim de verificar a patogenicidade dos mesmos. As sementes permaneceram
em contato com os fungos por 5 dias a 27° a fim de analisar a inoculagdo dos isolados

e analise da integridade fisica das mesmas.

Figura 12: Esquema de sementes de crotalaria adicionadas em placas com e sem
fungo DSE nos testes de germinagao (Elaboragao da autora)

ApOs o teste inicial de germinagdo com os primeiros 26 isolados, os isolados
considerados patogénicos (aqueles que causaram danos aparentes nos tecidos
vegetais) foram descartados. Desse modo, apenas 5 isolados foram mantidos (Figura
13).
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A germinagao de sementes € o primeiro contato que a semente teve com os
isolados fungicos. O teste de germinagao que foi feito com os 5 isolados endofiticos
que apresentaram % de sementes germinadas semelhantes ao controle (sem
isolado).

Para a inoculacao foi utilizada da camera de fluxo e placas de Petri esterilizadas
contendo meio de cultura BDA com antibiotico. As sementes de crotalaria passadas
por assepsia superficial, ficando por 2 minutos em alcool 60% e hipoclorito de sédio
2%, logo apos foram embebidas em agua durante 24 horas, antes de serem colocadas
em placas de Petri contendo meio BDA, sobre isolados fungicos, onde permaneceram
para invadir os tecidos da plantula. Apos 5 dias de germinacgao foi analisado como a
semente se desenvolveu na presenga do fungo, ou seja, se houve alguma alteragao

na plantula, antes de serem transferidas para vasos.

4.4 EXPERIMENTO EM VASO

Essa etapa ocorreu em casa de vegetacao. Para tal, foram selecionados vasos
de 3L contendo terra vegetal para o plantio das sementes germinadas e inoculadas
com os fungos endofiticos. Cada vaso recebeu 4 plantulas e, aos 10 dias apds o
plantio foi realizado um desbaste deixando apenas uma planta por vaso. A rega foi
realizada 1x ao dia durante 90 dias, com o auxilio de um regador manual.

Apos os 90 dias, as plantas foram retiradas dos vasos para as seguintes
analises: i) separacao da parte aérea e raizes para pesagem de massas fresca através
de balanga analitica, ij) medicado de altura da parte aérea da planta, feito com trena e
régua, (iii) contagem de nédulos viaveis que foram removidos manualmente das raizes
e colocados em papel filtro umido, e por fim iv) a fotossintese liquida utilizando o IRGA
(Infrared Gas Analyzer), os testes foram feitos tanto nas plantas sem inoculo (controle)

quanto nas plantas inoculadas com os endofiticos.
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Figura 18: Vasos dispostos em casa de vegetagao (elaboragéo da aut:(;ré):'

4.5 CLAREAMENTO E COLORAGAO DE RAIZES

O clareamento e coloragao de raizes sao metodologias usadas para visualizar
a estrutura de fungos em raizes de plantas. As etapas, seguem as metodologias
propostas por Phillips; Hayman (1970). Estas, consistem em: i) lavagem e assepsia
das raizes, ii) clareamento com KOH + perdxido de hidrogénio (H202), ii) acidificacdo
com HCl 1% e iii) coloragdo das raizes com com azul de tripan permitindo a
visualizagao das estruturas fungicas. Apds a coloragédo, as raizes foram armazenadas
em lactoglicerol até o momento das analises no microscopio.

Para a analise realizou-se a montagem de duas (2) laminas com cinco (5) raizes
dispostas em 5cm de Iaminas, com blocos de visualizagao de 0,5 cm cada (Figura 19
a, b, c, (d)e(e).
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Figura 19: Etapas de coloragdo de raizes, (a) Descoloragdo das raizes, (b)
Coloragao, (c) Preservagdo em Lactoglicerol, (d) Montagem de laminas para
analise, (e) Analise em microscopio
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4.6 DELINEAMENTO E ANALISE ESTATISTICA

Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado com 6 tratamentos, ou
seja, cinco isolados de DSE e um controle (Sem DSE) e 6 repetigbes. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e, quando observada significancia do teste F, as
médias foram comparadas pelo teste Tukey (p < 0,05). Também foram realizados

estudos de correlagao (correlagdo de Pearson) para as variaveis de planta.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TESTE DE TERMOTOLERANCIA

O crescimento micelial dos isolados foram testados para as temperaturas de
25 e 50 °C. (Tabela 2).

Tabela 2. Crescimento micelial de isolados sob a temperatura de 25 °C

Isolados (ISO) 1° Dia 2° Dia 3° Dia 4° Dia 5° Dia 6° Dia

ISO 8 1,60 a 2,83 a 3,25 a 4,48 a 6,01 a 7,15 a
ISO 10 1,717a 2,06ab 3,16 a 3,98 b 4,58 b 5,23 b
ISO 12 1,40a 185bc 2,56b 3,35¢ 3,90c 4,70 bc
ISO 23 1,18 a 1,56 c 2,33 b 2,83d 391c 481b
ISO 26 1,21 a 1,65¢ 230D 2,88 d 3,55 ¢ 413 ¢c
Valor de F 1,22NS 17,007  14,44" 13556° 70,837 51,20”
Média Geral 1,40 1,90 2,72 3,51 4,39 5,20
CV (%) 36,33 10,32 10,78 4,21 6,50 7,59

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, para cada variavel, nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; ** e *: significativos a 1 e 5%,
respectivamente; NS: n3o significativo.

*

Os dados da tabela acima apresentam o crescimento micelial dos isolados sob
a temperatura de 25°C, em placas. Durante o 1° dia os isolados nao houve diferencga
estatistica no crescimento dos isolados. Foi possivel observar diferenca no
crescimento dos isolados a partir do 2° dia (Tabela 2). Assim que o fungo se adapta a

temperatura e reconhece o0 meio nutriente em que esta, ele comega se desenvolver
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de acordo com a sua fisiologia e genética, tendo um crescimento lento ou rapido
quando se comparado um com os outros. (Quevedo et al., 2022).

No 6° dia, o ISO8 apresentou o maior crescimento, enquanto os 1ISO10 e
ISO23, ndo diferiram entre si, mas apresentaram crescimento inferior ao ISO8. Ao final
do periodo de avaliagdo do crescimento micelial, o 1ISO 26 apresentou o menor
crescimento (Tabela 2).

Com estes resultados, entende-se que o ISO8 possui um crescimento mais
rapido e efetivo que os demais isolados, enquanto o 1SO26 possui o0 menor
crescimento quando se comparado com os outros isolados. Esse resultado pode
indicar que o fungo pode colonizar rapidamente os tecidos vegetais da planta
hospedeira, contudo, também pode ser indicativo de patogenicidade, por serem
decompositores (Lu et al., 2024). O tempo de germinagdo das sementes € crucial
quando se trata de inoculagdo com fungos, visto que, os mesmos, devem crescer em
conjunto para que a inoculagdo aconteca sem que plantula morra, ou por
patogenicidade ou por falta de nutrientes (Newshan et al., 2016). Enquanto para o
teste em BOD a 50° ndo houve nenhum crescimento micelial por parte de todos

isolados fungicos.

5.2 INOCULAGAO EM SEMENTES E TESTE DE GERMINACAO

O Controle (sem fungo) e os isolados ISO 8, ISO 10, ISO 12, e ISO 26
apresentaram resultados de germinagdo entre 38 e 40 sementes, ndo havendo
diferenga estatistica entre eles. O ISO 23 apresentou 0 menor numero de sementes
germinadas, uma média de 25 sementes, sendo estatisticamente inferior a todos os
outros tratamentos.

A inoculagdo com o ISO 23 pode ter prejudicado a germinagdo das sementes
de crotalaria, sugerindo que este isolado pode ser um patégeno ou que produz
metabdlitos que inibem a germinagao das sementes.

A germinagdo é um fator importante para analisar o crescimento e o
desenvolvimento de plantas, pois é nesse teste o primeiro contato das sementes
sadias com os isolados fungicos (Martello et al., 2015). Desta forma, com base nas
Tabelas 2 e 3, 0 ISO 8 se destacou pelo maior crescimento micelial (Tabela 2) e nao

causou prejuizo na germinagao das sementes (Tabela 3).
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Tabela 3. Germinagao de sementes de Crotalaria juncea (niumero de sementes = 50),
inoculadas com os isolados fungicos

Isolados (ISO) Germinagao de sementes (%)
Controle 79,00 a
ISO 8 76,66 a
ISO 10 79,00 a
ISO 12 78,66 a
ISO 23 48,32 b
ISO 26 76,66 a
Valor de F 14,20**
Média Geral 72,76
CV (%) 10,75

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, para cada variavel, nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; ** e *: significativos a 1 e 5%,
respectivamente; NS: nio significativo. Controle = Sem inoculag3o.

Os fungos que causaram danos aparentes as sementes foram descartados e o
experimento continuou com os demais isolados, que nao causaram dano (figura 21 e
22).

Figura 19: Semente de crotalaria germinada em placa (elaboragao da autora)

5.3 EXPERIMENTO EM VASOS

Apos o teste de germinagdo, as sementes inoculadas com os isolados foram
transferidas para os vasos. Vinte dias apds a emergéncia, apenas as plantas

inoculadas com o isolado 23 se desenvolveram. Ao final do periodo de crescimento
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determinado para esse teste (30 dias), os resultados para MFPA, MFR, ALT, NF, NNV

e A nao diferiram do tratamento controle (Tabela 4).

Tabela 4. Médias, valores de F e coeficientes de variagao (CV) para os atributos
massa fresca da parte aérea (MFPA) e raizes (MFR), altura de plantas (ALT), numero
de folhas (NF), numero de nddulos viaveis (NNV) e fotossintese liquida (A), para

plantas de C. juncea aos 30 dias apos emergéncia

MFPA MFR ALT NF NNV A
Trat.
G g mm - - @
Controle 1,5a 0,4 a 29,6 a 11,0 a 355a 3,8a
ISO23 1,5a 0,2 a 29,3 a 12,0 a 40,4 a 46a
Valores F 0,2NS 43NS 0,0NS 0,5Ns 0,2NS 0,4Ns
CV (%) 14,7 37,6 29,3 20,2 36,8 440

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, para cada variavel, nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; ** e *: significativos a 1 e 5%,

respectivamente; NS: n3o significativo. @ = ymoL m2 s,

5.4 TESTE DE PEARSON

A analise foi realizada para as plantas sem (a) e com inoculagao (b) do 1ISO23
(Figura 10). Quando nao houve inoculagao, observou-se correlagdo positiva entre
NNV x MFR e correlagdo negativa forte entre ALT x A (Figura 10a). Quando houve
inoculagdo com o 1ISO23 houve correlagao positiva entre NNV x ALT; MFR x MFPA; A
x NF e negativa para MFPA x A e NNV x A (Figura 10b).

Quanto mais nddulos viaveis (Figura 16), melhor € a Fixagcdo Biologica de

Nitrogénio (FBN) no solo/substrato.

O isolado ISO23 nao apresentou diferencga estatistica em relagao ao controle,
confirmando que ndo houve prejuizo ao crescimento da crotalaria. No entanto, as
correlagbes positivas detectadas apds a inoculagdo indicam um potencial de
contribuicdo indireta para o crescimento inicial da planta. Para identificar os possiveis

beneficios, estudos adicionais serdo necessarios.
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Figura 20: Correlagdo de Pearson para as variaveis de crescimento de Crotalaria
juncea sem (a) e b) com inoculagéo de DSE

Figura 21: Nodulos viaveis presentes nas raizes de Crotalaria juncea

5.5 ANALISE E COLORAGCAO DE RAIZES

Nao foi observado colonizagao de fungos nas raizes. Quando a colonizagdo em
raizes € inexistente ha a possibilidade dos fungos terem estabelecido uma interagéo
uma interagdo em outros tecidos. Alguns fungos, podem colonizar primeiramente as

folhas e colmos, em vez de, ou além de, raizes. A auséncia de colonizagao das raizes
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nao exclui que o DSE esteja presente e funcional na parte aérea da planta, porém,

mais estudos sdo necessarios (Santos et al., 2021).

Figura 22: Raizes de Crotalaria juncea sem colonizagao

6 CONCLUSAO

Os isolados DSE originarios de gramineas nativas do Cerrado em simbiose com
a crotalaria, podem ajudar a promover o crescimento da crotalaria, sem causar danos
ou sintomas fitopatogénicos tanto nas sementes quanto nas plantas, confirmando sua
fungdo como microrganismos benéficos. Ao investigar o potencial destes
microrganismos, o ISO23 nao prejudicou o crescimento inicial de Crotalaria juncea e
demonstrou potencial como microrganismo promotor de crescimento; contudo,

estudos mais aprofundados s&o necessarios para elucidar seu papel.

7 CONSIDERAGOES FINAIS

Desta forma identificar novos DSE que favorecam o desenvolvimento de
plantas, tendo em vista sua relevancia. Sendo assim, a identificacao e separacao de
DSE eficientes representa uma estratégia inovadora para a bioeconomia e a
agricultura sustentavel na area. Ao facilitar a instalagdo da crotalaria em condi¢des
adversas, a utilizacdo desses inoculantes microbianos diminui a dependéncia de
insumos quimicos, alinhando a produg&o agricola com ag¢des de recuperagao

ambiental.
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