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RESUMO

Os microrganismos endofitos sdo promissores no campo agricola como
potenciais estimuladores de crescimento. Assim, foi avaliado o potencial
estimulador de fungos endofiticos na soja (Glycine max (L.) Merril. Inicialmente
foram coletadas 12 amostras de fungos endofiticos em diversas partes de varias
espécies de plantas cultivadas. Estes fungos foram isolados, identificados e
cultivados e em processo de fermentacdo durante 72h. ApGs deste processo foi
preparada uma concentragdo ao 60% para ser aplicada. Plantulas de soja
previamente semeadas em potes de plastico de 500 ml contendo substrato
esterilizado e sem nenhum tipo de adubacdo e com 7 dias de idade foram
pulverizadas com 5mL da solugcédo previamente preparada. As plantulas foram
mantidas em estufa a 28°C e fotoperiodo 12 horas. Ap6s de 8 dias desde a
aplicacao dos extratos foram avaliados o tamanho e o didmetro do caule e a raiz.
Posteriormente a massa fresca e seca usando uma balanca de precisdo foi
avaliada. Os resultados evidenciaram que dos 12 fungos aplicados nas
plantulas, oito incrementaram significativamente o comprimento do caule, com
um maior destaque para as plantas tratadas com Purpureocillium lilacinum e
Penicillium citrinum. J& o didmetro do caule foi maior em todos os tratamentos
exceto nas plantas tratadas com Penicillium citrinum. O comprimento da raiz
também foi incrementado significativamente quando tratados com algumas
espécies de fungos. Similarmente a massa aérea e radicular também foi
incrementada dependendo dos tratamentos. Conclusivamente nossos
resultados mostram o potencial uso destes fungos como bioestimuladores
radiculares o de caule da soja.

Palavras-chave: regulador de crescimento, bioproduto, fungo endofitico, soja.

ABSTRACT

Endophytic microorganisms are promising in the agricultural field as potential
growth stimulators. Thus, was evaluated the stimulating potential of endophytic
fungi in soybeans (Glycine max (L.) Merril. Initially, 12 samples of endophytic
fungi were collected from different parts of various cultivated plant species. These
fungi were isolated, identified and cultivated; in a fermentation process by 72h.
After this process, a concentration of 60% was prepared for application. Soybean
seedlings previously sown in 500 ml plastic pots containing sterilized substrate
and without any type of fertilization and at 7 days old were sprayed with 5mL of
the previously prepared solution. The seedlings were kept in a greenhouse at
28°C with a 12-hour photoperiod; after 8 days from the application of the extracts,
the size and diameter of the stem and root were assessed. Subsequently, the
fresh and dry mass was evaluated using a precision scale. The results showed
that of the 12 fungi applied to the seedlings, eight significantly increased stem
length, with the plants treated with Purpureocillium lilacinum and Penicillium
citrinum standing out the most. Stem diameter, on the other hand, was greater in
all treatments, except for plants treated with Penicillium citrinum. Root length was
also significantly increased when treated with some fungal species. Similarly,
aerial and root mass also increased depending on the treatment. In conclusion,
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our results show the potential use of these fungi as root and stem biostimulators
for soybean.

Keywords: growth regulator, bioproduct, endophytic fungus, soybean.

RESUMEN

Los microorganismos endofiticos son prometedores en el ambito agricola como
potenciales estimuladores del crecimiento. Por ello, se evalué el potencial
estimulador de los hongos endodfitos en la soja (Glycine max (L.) Merril).
Inicialmente, se recogieron 12 muestras de hongos endofitos de diferentes
partes de varias especies de plantas cultivadas. Estos hongos se aislaron,
identificaron, cultivaron y fermentaron durante 72 horas. Tras este proceso, se
preparé una concentracion del 60% para su aplicacion. Plantulas de soja
previamente sembradas en macetas de plastico de 500 ml conteniendo sustrato
esterilizado y sin ningun tipo de fertilizante y a los 7 dias de edad fueron rociadas
con 5mL de la solucion previamente preparada. Las plantulas se mantuvieron en
un invernadero a 28°C con un fotoperiodo de 12 horas. El tamafio y el diametro
del tallo y la raiz se evaluaron 8 dias después de aplicar los extractos.
Posteriormente, se evalué la masa fresca y seca utilizando una balanza de
precision. Los resultados mostraron que, de los 12 hongos aplicados a las
plantulas, ocho aumentaron significativamente la longitud del tallo, destacando
las plantas tratadas con Purpureocillium lilacinum y Penicillium citrinum. El
diametro del tallo fue mayor en todos los tratamientos, excepto en las plantas
tratadas con Penicillium citrinum. La longitud de la raiz también aumento
significativamente cuando se tratd con algunas especies flngicas.
Conclusivamente nuestros resultados muestran el potencial uso de estos hongos
como bioestimuladores radiculares o del tallo de la soya.

Palabras clave: regulador de crecimiento, bioproducto, hongo endofitico, soy.

1 INTRODUCAO

A demanda por alimentos aumenta a cada dia devido ao crescimento da
populacao, e a soja (Glycine max (L.) Merrill) € uma das culturas de seguranca

alimentar e nutricional mais importantes para o futuro (Johnson et al., 2023;

Ramlal et al., 2024). Atualmente esta leguminosa é a quarta cultura mais

cultivada no mundo com uma producéo estimada em 371 milhdes de toneladas
na safra 2021, das quais 139 milhdes de toneladas sdo produzidas no Brasil

(Faostat, 2023). Devido a sua elevada quantidade proteica (40%) e de 6leo

vegetal (20%). A soja torna-a altamente desejavel para consumo humano e
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animal e como biocombustivel (Herridge et al., 2008; Ibanda et al., 2018; Hu et

al., 2023; Kim et al., 2023; Rani et al., 2023). Pelo seu alto teor de proteina a soja

atualmente é transformada em produtos alimentares compostos como leite de
soja, tofu, pasta de soja, natto e molho de soja, farina de soja, 6leo; além de

substituir a fontes de proteinas animais (ovos, carne e leite) (Qin et al., 2022; Kim

et al., 2023).

Justamente por sua importancia no ambito mundial, sua produgdo em
grande escala exige uma aplicacao excessiva de fertilizantes quimicos sintéticos
com potenciais efeitos ao meio ambiente ao médio ou longo prazo. Estes efeitos
influenciam na comunidade microbiana do solo, acidificacdo do solo, emissdes
de gases com efeito estufa e a contaminacdo das aguas subterraneas por

nitratos (Turabi et al., 2024; Zhao et al., 2024). Além, a aplicacao de fertilizantes

mesmo que € uma solucao rapida para controlar a deficiéncia de micronutrientes
no solo esta € apenas uma soluc¢do temporaria, e o alto custo de mercado do
fertilizante ndo é acessivel aos agricultores com baixo poder aquisitivo (Johnson
et al., 2023). Neste contexto, € necessario o uso de novas tecnologias para sanar
essa grande problemética sem interferir na producdo desta importante fonte de

proteina (Milazzo et al., 2013). Mediante a toda esta conjuntura a inovacao

biotecnoldgica pode amenizar o uso destes insumos como a utilizacdo de
biomoléculas bioativas no controle de pragas e doencas, herbicidas, promotores
de crescimento e controle osmético das plantas com o déficit hidrico (Zheng et
al., 2016; Melo et al., 2024).

Uma das tecnologias proeminentes para a reducdo e insumos sintéticos

€ 0 uso de microrganismos endofitos; estes organismos na natureza vivem nos
tecidos internos das plantas sem causar (em algumas plantas) sintomas

evidentes de doenca (Wilson, 1995; Nisa et al., 2015). Fungos endofiticos

convivem em simbioses com o hospedeiro. A planta protege e alimenta o fungo
e este produz para a planta substancias bioativas (reguladoras do crescimento
da planta, antibacterianas, antifingicas, antivirais, inseticidas, etc.) com o fim de

gue o hospedeiro se sobreponha a seus competidores (Carroll, 1988; Faeth,

2002; Yan et al., 2019; Chouhan et al., 2022). Esta associacdo bem equilibrada
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entre estes organismos e suas plantas hospedeiras pode ser consequéncia de
anos de convivéncia e evolucdo. Neste sentido estudos reportam que fungos
endofiticos ajudam suas plantas hospedeiras a resistir diversos estresses

bidticos e abidticos (Yao et al., 2017) pelo que tem sido foco de atencdo para

seu potencial aproveitamento na agricultura.
Atualmente existem varios reportes sobre o uso de fungos endofiticos na
agricultura, com foco no uso como fungicidas, inseticida, protetor externo da

planta, imunidade, resisténcia a fatores abiéticos das plantas (Zheng et al., 2016;

Yan et al., 2019; De Souza Ferreira et al., 2023). Porém existem poucos estudos

sobre bioestimulantes de fungos endofiticos principalmente em culturas que
possuem um grande valor econdmico como a soja e cultivado em grandes areas
agricolas. Assim nosso objetivo foi avaliar o uso de extratos brutos de 12 fungos

endofiticos como promotores de crescimento das plantulas de soja.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 ISOLAMENTO DOS FUNGOS ENDOFITICOS
Os fungos endofiticos foram repicados em meio de cultura BDA em placas
de petri e incubados a temperatura de 25+ 2°C com fotoperiodo de 12 horas, por

sete dias. Este periodo foi determinado para os crescimentos das colénias de 12

isolados fungicos, provenientes de plantas cultivadas (Tabela 1).
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Tabela 1: Isolados fungicos obtidos de diferentes partes de varias especeis de plantas

Espécie Planta Nome Cientifico Parte da Planta
Aureobasidium Alfavacdo  Ocimun gratissimum Folha
melanogenum
Penicilium sp. Nira Allium tuberosum Bulbo
Chaetonium sp. Joéa bravo Solanum sp. Flér

Paecilomyces lilacinus Joéa bravo Solanum sp. Raiz
Penicilium sp. Milho Zea mays Caule
Penicilium sp. Gergelim Sesamum indicum Raiz
Penicilium sp. pimenta Capisicum sp. Folha

Purpureocillium pimenta Capisicum sp. Semente
lilacinum
Aspergillus sp. Mirra Tetradenia riparia Raiz
Penicillium citrinum Joa bravo Solanum sp. Raiz
Trichoderma sp. Aranto Kalanchoe sp. Broto
Paecilomyces variotii Acafrao Curcuma longa L. Folha

Fonte: autores.

2.2 IDENTIFICACAO DOS FUNGOS

A identificacdo das cepas dos 12 isolados de fungos foi realizada através
da observacdo do crescimento, formacdo de estruturas vegetativas e
reprodutivas, com caracteristica das hifas e dos conidios. As observagdes foram
feitas em microscopio 6ptico de luz e os fungos foram identificados com base na
morfologia conjunta das estruturas reprodutivas de acordo com literatura
especializada (Barnett e Hunter, 1972; Watanabe, 2002).

2.3 OBTENCAO DO EXTRATO FUNGICO

Os 12 isolados endofiticos foram repicados e cultivados em placas de
Petri com meio BDA durante 6 dias e incubado em estufa climatizada a + 28°C.
Em seguida, 2 discos do micélio de 6 mm de diametro foram adicionados em 3
frascos de Erlenmeyer de 500mL. Os frascos continham 300 mL do meio de
cultura MBD: 200 g/L de batata e 20g/L de dextrose. ApGs a incubacao os frascos
foram fermentados em mesa agitadora com 120rpm de agitacdo a + 28°C
durante 3 dias. Apos de 72h foram retiradas amostras para a realizagcdo dos

ensaios de pos-emergéncia (Talukdar et al., 2021).
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2.4 BIOENSAIOS NAS PLANTULAS DE SOJA

As sementes de soja foram cultivadas em potes de plastico de 500 ml
contendo substrato esterilizado e autoclavado e sem nenhum tipo de adubacéo.
Em cada pote foram semeadas 3 sementes sadias de soja, e mantidas em casa
de vegetacdo em temperatura + 28°C e fotoperiodo 24 horas, durante 7 dias
sendo umedecidos quando necessario. Subsequentemente foi preparada em
agua destilada uma concentracéo fungicas ao 60 para cada extrato bruto, no
controle apenas agua destilada foi aplicada. Apds 7 dias de ter germinado as
plantas um volume de 5 mL de cada tratamento foi aplicado via superficie foliar
na parte da manha (08:00 — 09:00). E apds de 8 dias desde a aplicacdo dos
extratos (15 dias desde a germinacdo das sementes e foram avaliados o
tamanho e o didmetro do caule e a raiz usando uma régua graduada e/ou
paquimetro. Posteriormente tanto foi avaliada a massa fresca e seca (apos de
secagem em estufa durante 48 horas a 50 °C) usando uma balanca de precisao.

O experimento foi realizado em triplicata.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada pelo programa estatistico Sisvar, para
0s resultados obtidos experimentalmente no ensaio de promocdo de
crescimento, pelo delineamento inteiramente casualizado com trés repeticdes,
aplicando a analise de variancia (ANOVA) com o teste de ScottKnott a 5% de

probabilidade.

3 RESULTADOS

Aqui foi demostrado foi demonstrado que os fungos endofiticos
influenciam no desenvolvimento das plantas de soja, e esta influéncia foi
dependente da espécie de fungo aplicada. Foram observadas diferencas no

comprimento do caule e raiz, diametro (caule) da soja, de acordo com a espécie
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de fungo tratada. Dos 12 fungos aplicados nas plantulas de soja, oito
incrementaram significativamente o comprimento do caule de soja, com um
maior destaque para as plantas tratadas com Purpureocillium lilacinum e
Penicillium citrinum (P <0.001) (Figura 1A) coletados em Capisicum sp.
(semente) e Solanum sp. (raiz) respectivamente. Ja o diametro do caule foi maior
em todos os tratamentos (P = 0.0003) exceto nas plantas tratadas com
Penicillium citrinum (Figura 1B) proveniente do Solanum sp. (raiz). O
comprimento da raiz também foi incrementado significativamente (P = 0.0003)

guando tratados com algumas espécies de fungos (Figura 1C).

Figure 1. Efeito no comprimento aéreo (A), didmetro do caule (B) e comprimento da raiz (C) da
soja quando exposta a extratos de diferentes fungos endofiticos. As barras representam as
medias de trés réplicas e as linhas verticais o desvio padréo, letras iguais nas barras significa
auséncia de diferencia estatistica pelo teste Scott-Knott (P< 0.05).
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Similarmente os fungos Aureobasidium melanogenum, Penicilium sp.
Chaetonium sp., Penicillium citrinum e Trichoderma sp. provenientes de Allium
tuberosum (bulbo), Solanum sp. (flor), Solanum sp. (raiz), Solanum sp. (raiz) e
Kalanchoe sp. (broto) respectivamente incrementarem o peso (P = 0.036) da
massa aérea fresca (Figura 2A); o mesmo resultado foi observado no peso da
massa aérea seca (P = 0.001) exceto para o fungo P. citrinum e Trichoderma sp.
(Figura 2B), ja na massa radicular os tratamentos com os fungos Penicilium sp.
de Allium tuberosum (bulbo) e Chaetonium sp. de Solanum sp. (flor)
apresentaram um maior incremento de peso tanto em fresco (P <0.001) (Figura
2C) como em seco (P <0.001) (Figura 2D).

Figure 2. Efeito na massa aérea fresca e seca (A,B) e massa radicular (C,D) da soja quando
exposta a extratos de diferentes fungos endofiticos; As barras representam as medias de trés
réplicas e as linhas verticais o desvio padrao, letras iguais nas barras significa auséncia de
diferencia estatistica pelo teste Scott-Knott (P< 0.05).
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4 DISCUSSAO

Nossos resultados evidenciaram o potencial dos fungos endofiticos como
bioagentes a serem usados na cultura de soja. Porém este potencial é
dependente da espécie e da origem da planta destes, percebe-se que estes
fungos influenciaram positivamente no crescimento tanto da parte aérea como
da parte radicular de plantas de soja o0 que os faz proeminentes no seu uso como
bioestimuladores de crescimento.

O comprimento aéreo foi estimulado nas plantas de soja quando tratadas
com varias espécies de fungos endofiticos, porém esta estimulacdo foi, mas
notdria nas plantas tratadas com Purpureocillium lilacinum e Penicillium citrillum
provenientes da semente de Capsicum sp. e da raiz de Solanum sp.
respectivamente. Os resultados concordam com outros estudos que -mostraram
que o fungo P. lilacinum que promoveu o crescimento de plantas de milho, feijao,

soja e pimenta in vitro e em condi¢cdes de semi-campo (Baron et al., 2020;

Moreno-Salazar et al., 2020; Khan e Tanaka, 2023). Estes mesmos estudos

observaram que as plantas tratadas com P. lilacinum apresentaram melhores
pigmentos fotossintéticos (clorofila, caroteoides) das plantas. Outros autores
sugerem que o crescimento das plantas quando tratadas com P. lilacinum e
devido a habilidade deste fungo de solubilizar fosfato de célcio do solo como

fonte de fésforo para a planta além de incrementar a aquisicdo de nutrientes do

solo (Hernandez-Leal et al., 2011; Nieto-Jacobo et al., 2017); além de produzir o
acido indol acético (auxina) que € uma fito-hormona, responsavel por varios
efeitos no desenvolvimento de rebentos e raizes e outros processos fisioldgicos
das plantas (Jaroszuk-Sciset et al., 2014; Kunkel e Harper, 2017; Baron et al.,
2020).

Conforme aqui encontrado, outros estudos reportaram que plantas

tratadas com o fungo Penicillium citrilum desenvolveram um melhor
comprimento do caule e a raiz; atividade que que foi atribuida a alta presenca de

giberalinas (Khan et al., 2008; Wagas et al., 2015). As Giberalinas sdo uma

familia de fitohormbnios vegetais diterpenoides provenientes de processos
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metabolitos das plantas, e sua producdo pode ser estimulada em presenca de
microrganismos. Estes fitohormonios sdo bem conhecidas por serem
estimuladoras de crescimento em algumas espécies de plantas e principalmente

do caule (Nishijima et al., 1994; Khan et al., 2008). Além, tem sido reportado que

os P. citrinum tem a capacidade de solubilizar fosforo inorganico do solo fazendo-

0 mais disponiveis para a planta (Mittal et al., 2008; Chouhan et al., 2022). Mais

recentemente reportou que o P. citrillum além de produzir fitohorménios acido
indol acético (auxina) e outras citocininas estimula a producdo do acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico e desaminasse (solubiliza fosfato) e sideréforos
(solubizador de ferro) (Gu et al., 2023; Jaiswal et al., 2023).

Porém o Purpureocillium lilacinum e Penicillium citrillum foram os que

mais contribuiram no crescimento do caule, o didmetro deste foi maior em todos
0S outros tratamentos, exceto quando tratado com P. citrillum. Este crescimento
do diametro pode estar relacionado com a producdo de fitohormonios destes
fungos (Khan et al., 2008; Khan e Tanaka, 2023); sem deixar de destacar a

especificidade destes fungos a determinadas espécies de plantas. Ja o
comprimento da raiz foi incrementado quando a soja foi tratada com
Aureobasidium melanogenum, Penicilium sp, Chaetonium sp, Aspergillus sp,
Penicillium citrinum e Trichoderma sp. Resultados que concordam com outros
estudos (Wakelin et al., 2004; Khan et al., 2008; Doni et al., 2014; Islam et al.,
2014; Pandya et al., 2018; Tian et al., 2022; Gu et al., 2023) e atribuem estas
propriedades a sua capacidade de estimular e regular a producdo de mediante

uma complexa biossintese do metabolismo de fitohormonios vegetais. Estes
incrementos no crescimento da raiz das plantas séo de extrema importancia nas
culturas de climas calidos devido & possibilidade de tolerar mais stress abioticos
principalmente o hidrico.

A massa das partes aéreas da soja e a massa radicular também foram
incrementados quando tratados com determinados fungos endofiticos. Porém
este incremento nem sempre esteve associado ao incremento do comprimento
aéreo ou radicular ou do diametro do caule. Similares resultados foram

reportados em plantas de beringela Solanum melongena quando tratada com o
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fungo Purpureocillium lilacinum (Khan e Tanaka, 2023) ou nabo Brassica rapa

quando tratdo com Penicillium citrinum (Gu et al., 2023). Assim NOSS0S

resultados revelam o potencial dos fungos endofiticos como promotores de
crescimento, o que pode ser de interesse na procura na biotecnologia agricola

para reduzir o efeito nas plantas de estresse abidtico.
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