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FERREIRA, Tatiani Pereira de. Fungos Endofiticos, Estimuladores de Crescimento, Isolados
de Plantas Cultivaveis e Nao Cultivaveis. 2024, 111f. Tese (Doutorado em Biodiversidade e

Biotecnologia) — Universidade Federal do Tocantins.

RESUMO
Os fungos endofiticos sdo microrganismos que vivem no interior das plantas por pelo menos
uma parte de seu ciclo de vida sem causar dano algum, produzindo compostos volateis e nao
volateis com os seguintes efeitos: estimuladores de crescimento e desenvolvimento das plantas,
aumento da mineralizag&o e disponibilidade de nutrientes, produzindo compostos estimulantes
liberando fitohormdnios e quebra de dorméncia. O presente trabalho tem como objetivo
investigar os efeitos potenciais de fungos endofiticos isolados de plantas cultivadas e nao-
cultivadas. Inicialmente, realizada uma triagem de isolados de plantas cultivaveis e nao
cultivaveis para selecdo de fungos endofiticos com potencial de estimular a quebra de
dorméncia das sementes do capim Andropogon L. sendo selecionados 40 isolados onde um total
de 12 isolados flngicos promoveram a quebra de dorméncia da semente do capim Andropogon
L. Também foram realizadas andlises dos compostos volateis dos 12 isolados fdngicos
endofiticos utilizando a técnica HeadSpace, por Cromatografia Gasosa Acoplada a
Espectrometria de Massas - CG-EM. A anélise dos compostos revelou 30 constituintes
majoritarios. O segundo experimento foi avaliado o potencial estimulador de fungos
endofiticos na soja (Glycine max (L.) Merril. Sendo coletadas 12 amostras de fungos
endofiticos em diversas partes de varias espécies de plantas cultivadas. Estes fungos foram
isolados, identificados e cultivados durante 72h e, posteriormente, sendo preparando um extrato
destes fungos (bionoculantes/bioinsumo) na concentracdo de 60%. para ser aplicada em
plantulas. Plantulas de soja previamente semeadas em potes de plastico de 500 ml contendo
substrato esterilizado e sem nenhum tipo de adubacédo e com 7 dias de idade foram pulverizadas
com 5mL da solugdo previamente preparada. As plantulas foram mantidas em estufa a 28°C e
fotoperiodo 12 horas. Apoés de 8 dias desde a aplicacdo dos extratos foram avaliados o tamanho
e o didmetro do caule e a raiz e determinado a sua massa fresca e seca. Os resultados mostram
0 potencial uso destes fungos como bioestimuladores radiculares e do caule da soja. O terceiro
experimento verificou a influéncia de fungos endofiticos isolados de plantas cultivadas e nao
cultivaveis sobre desenvolvimento de plantas do capim Mombaga. O experimento foi
conduzido em vasos que continham 10 kg de substrato que foram utilizadas duas testemunhas
que continham apenas 0 CaCOjs e outro Ca(H.PO*), com a mesma proporcéo que foi adicionado

para 0s vasos que continham os fungos. As sementes ficaram 24 horas emergidas em frascos



que continham 300 ml de &gua destilada que possuiam conidios e hifas de 12 isolados fungicos
endofiticos (tratamentos). Foi realizada a semeadura do capim Mombaca e com 80 dias foi
realizado a analise das variaveis resposta. Portanto, verificou-se que os isolados fangicos
endofiticos sdo potencialmente bioestimuladores melhorando a qualidade da forrageira. Os
resultados obtidos sdo promissores e podem fornecer subsidios ao mercado biotecnoldgico
agricola.

Palavra Chave: Fungos endossimbiontes; compostos organicos volateis; promotor de

crescimento.



FERREIRA, Tatiani Pereira de. Growth stimulants, isolated from cultivated and
uncultivated plants. 108f. Thesis (PhD in Biodiversity and Biotechnology). Federal University
of Tocantins, TO — BRAZIL.

ABSTRACT

Endophytic fungi are microorganisms that live inside plants for at least part of their life cycle
without causing any damage, producing volatile and non-volatile compounds with the
following effects: stimulators of plant growth and development, increased mineralization and
availability of nutrients, producing stimulating compounds releasing phytohormones and
breaking dormancy. The present work aims to investigate the potential effects of endophytic
fungi isolated from cultivatable and non-cultivatable plants. Initially, a screening of isolates
from cultivable and non-cultivable plants was carried out to select endophytic fungi with the
potential to stimulate the breaking of dormancy in Andropogon L. grass seeds, with 40 isolates
being selected, where a total of 12 fungal isolates promoted the breaking of dormancy in the
Andropogon L grass seed. Analyses of the volatile compounds of the 12 endophytic fungal
isolates were also carried out using the HeadSpace technique, by Gas Chromatography Coupled
to Mass Spectrometry - GC-MS. The compound analysis revealed 30 major constituents. The
second experiment evaluated the stimulatory potential of endophytic fungi in soybean (Glycine
max (L.) Merril. 12 samples of endophytic fungi were collected from different parts of various
species of cultivable plants. These fungi were isolated, identified and cultivated for 72 hours
and, subsequently, preparing an extract of these fungi (bionoculants/bioinput) at a concentration
of 60% to be applied to soybean seedlings. These same seedlings were previously sown in 500
ml plastic pots containing sterilized substrate without any type of fertilizer and sprayed with
5mL of the previously prepared solution when they were 7 days old. The seedlings were kept
in an oven at 28°C and a 12-hour photoperiod. After 8 days since the application of the extracts,
the size and diameter of the stem and root were evaluated and their fresh and dry mass were
determined. The results show the potential use of these fungi as root and stem biostimulators in
soybean. The third experiment verified the influence of endophytic fungi isolated from
cultivatable and non-cultivable plants on the development of Mombaga grass plants. The
experiment was conducted in pots that contained 10 kg of substrate, in which two controls that
contained only CaCOsz and another Ca(H2PO%), with the same proportion that was added to the
pots that contained the fungi were used. The seeds were left to emerge for 24 hours in bottles

containing 300 ml of distilled water containing conidia and hyphae from 12 endophytic fungal



isolates (treatments). Mombaca grass was sown and after 80 days the response variables were
analyzed. Therefore, it was found that endophytic fungal isolates are potentially biostimulators,
improving forage quality. The results obtained are promising and can provide subsidies to the

agricultural biotechnology market.

Keyword: Endosymbiont fungi; volatile organic compounds; growth promoter.
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1 INTRODUCAO GERAL

O territorio brasileiro compreende seis diferentes biomas (ecoregioes) que séo hotspots
mundiais de biodiversidade, todas sdo cultivaveis (LUCAS, CALDARELLI e VENTURA,
2023). Em 2021, a producéo agricola e pecuaria representou 8% do Produto Interno Bruto (PI1B)
do Brasil (USDA,2022).

Na agricultura, os fertilizantes sdo essenciais para melhorar a produc¢éo agricola (KAH
et al., 2013). Porém, com 0 aumento crescente de insumos agricolas desenfreado, estes biomas
estdo sendo prejudicados com os assoreamentos dos rios, salinizacdo do solo, desertificacéo,
poluicdo do ar e 4gua e extincao da fauna e flora brasileira (CUI et al., 2020; SHARMA et al.,
2019; KAH et al., 2013).

Outro fator que deve ressaltar e a problematica do uso indiscriminado do uso de
fertilizantes vem causando no decorrer dos dltimos anos o desequilibrio de nutrientes
(PENUELAS, COELLO, SARDANS, 2023). Entéo, ocorre uma desvantagem do uso excessivo
de fertilizantes é a alteracdo irreversivel da natureza quimica do solo, afetando assim
negativamente a produtividade das culturas (BABU et al., 2022).

A biotecnologia agricola veio sanar, inovar e mudar o rumo da agropecuéaria e 0 uso
indiscriminado de produtos quimicos para melhorar o desenvolvimento das culturas agricolas
de importancia econdémica (SENE et al., 2023; KOUR et al., 2019).

Dentre as ferramentas biotecnoldgicas agricola pode-se enfatizar os microrganismos
endofiticos, com destaque os fungos endofiticos que sdo encontrados naturalmente nos tecidos
das plantas e ndo causam sintomas detectaveis de doencas na planta (OMOMOWO et al., 2023;
WHITE et al., 2019).

A relacdo entre plantas e endofitos atraves da relagdo simbidtica a planta fornece
carboidratos que sdo vitais para o crescimento dos endofitos e, em troca, 0os metabdlitos
secundarios dos endofitos podem ser fornecidos as plantas com toleréncia a uma variedade de
estressores, como seca, aumento da salinidade, imitacdo de nutrientes, regulacdo dos
fitohorménios (WATTS et al., 2023).

Pode — se da grande importancia aos compostos volateis (VOCs) que potencialmente 0s
fungos endofiticos produzem substancias que sdo misturas de hidrocarbonetos simples,
heterociclos, aldeidos, cetonas, alcoois, fenois, tiodlcoois, tioésteres e seus derivados, derivados
de benzeno e ciclohexanos (ROY E BANERJEE, 2019).

Os compostos organicos volateis (COVs) emitidos por fungos influenciam na

arquitetura das raizes e o crescimento das plantas. O conhecimento de como as plantas



21

reconhecem e respondem aos compostos microbianos bioativos esta no centro das iniciativas
para desenvolver praticas mais sustentdveis e ecoldgicas na agropecuéria (RAVELO-
ORTEGA, RAYA-GONZALEZ, LOPEZ-BUCIO, 2023).

Neste sentido, novas alternativas de producdo vém se tornando cada vez mais
necessarias com agropraticas ecologicamente corretas, econémicas e estaveis para assegurar a
seguranca alimentar (POVEDA et al.,2021; CHOUHAN et al., 2022; BARON e RIGOBELO,
2022). O presente trabalho tem como objetivo investigar os efeitos potenciais de fungos

endofiticos isolados de plantas cultivadas e ndo-cultivadas.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivos Geral

Investigar os efeitos potenciais de fungos endofiticos isolados de plantas cultivadas e néo-
cultivadas, na quebra de dorméncia da semente do Capim Andropogon, promocdo de
crescimento das plantulas de soja com os extratos fungicos endofiticos e o desenvolvimento da

planta de Capim Mombaca utilizando cepas fungicas endofiticas.

1.1.2 Objetivos Especificos

o Purificar as colbnias e preserva-las de forma adequada;

o Identificar isolados de fungos plantas cultivaveis ( acafrao, arroz, gergelim, milho, nird,
pimenta, rom4, salsa, tomate) e ndo cultivaveis (alecrim pimenta, alfavaca, aranto, espécie
florestal, mirra), com potenciais benéficos para o crescimento e o desenvolvimento das
plantas;

o Verificar a produgdo de compostos que possuam atividades promotoras de crescimento;

o Avaliar as formas de aplicacdo dos isolados fungicos endofiticos;

o Selecionar isolados com potencial na atividade promovendo o crescimento vegetativo;

o Buscar novas formulagdes dos produtos obtidos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CAPIM Andropogon L.

O Capim Andropogon L. vegeta bem em altitudes que variam desde o nivel do mar até
1.400 m, principalmente em regides onde a precipitacdo oscila entre 1.000 e 2.000 mm/ano
(COSTA et al., 2001).

Devido ao crescimento cespitoso, com a presenca de perfilhos eretos, o Capim
Andropogon L.possui baixa capacidade de cobertura do solo sendo mais indicado para &reas
planas, ou seja, com declividade entre 0 e 3%. O capim-andropogon é adaptado aos solos de
todas as classes de texturas e aos de baixa fertilidade e com teor de aluminio maior que 1,0
meg/100 mL (COUTO; KORNELIUS, 1985).

E apresenta baixa exigéncia de fosforo (0,6 — 1,0 mg/dm?) e pequenas doses de
Nitrogénio (< 50 kg/ha) sdo suficientes para producdes satisfatérias (THOMAS et al., 1981). O
seu estabelecimento € lento devido a dorméncia da semente, porém uma vez estabelecido, pode
apresentar altos indices produtivos, desde que sejam respeitadas as minimas exigéncias de
manejo dessa forrageira, produzindo entre 20 e 30 t/ha-t.ano de MS (THOMAS et al., 1981).

Apresenta a rebrota muito rapida, ou seja, o processo de crescimento da planta é
acelerado, durante a estagéo chuvosa (SERAFIM, 2015).

2.1.1 Caracterizacao do Capim Andropogon L.

O género Andropogon L. é um dos mais representativos da tribo Andropogoneae. Possui
cerca de 100 espécies, distribuidas especialmente nos tropicos, com centros de diversidade
especifica na Africa e América Tropical (CLAYTON e RENVOIZE 1982; FISH, et al., 2015).

No continente americano, o género esta mais bem representado na América do Sul, com
0 maior nimero de espécies ocorrendo no Brasil. A diversidade especifica mais elevada ocorre
nas formacdes de cerrado e campos rupestres das Regides Sudeste e Centro-Oeste (ZANIN e
LONGHI-WAGNER, 2006).

Cultivado nos mais variados ecossistemas, o capim Andropogon L. Figura 1 € uma
graminea forrageira perene, ereta, que apresenta grande importancia para pecuaria brasileira,
devido a sua elevada producdo de fitomassa e boa resisténcia a seca, além de apresentar
caracteristicas agronémicas desejaveis, como tolerancia ao fogo, adaptabilidade a solos &cidos

e de baixa fertilidade natural, boa aceitabilidade pelos animais e bom teor de proteina bruta
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(COSTA et al., 2001). E também resistente & longos periodos de estiagem (RAMOS e
PIMENTEL, 1985).

FIGURA 1: Andropogon gayanus cv. BRS Sarandi - Foto: DA FONSECA, C. E. L.

2.1.2 Boténica Capim Andropogon L.

O capim Andropogon L. é uma graminea perene, habito cespitoso, alégama, e
inflorescéncias plumosas (ZANIN e LONGHI-WAGNER, 2006).

As principais caracteristicas do capim Andropogon L. sdo as seguintes: i) porte ereto,
podendo atingir mais de 2,5 m de altura; ii) touceiras robustas com perfilhamento abundante;
sistema radicular profundo e bem desenvolvido; iii) folhas lineares lanceoladas e pubescentes.
Pilosidade aveludada; iv) nervura principal bem evidente e destacada na base da lamina foliar
semelhante a pseudopeciolo; v) inflorescéncia do tipo especiforme; vi) inflorescéncia terminal
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ou axilar com racemos pareados e varios pares de espiguetas; vii) sementes com longas aristas
(JAYME; GONCALVES; RAMIREZ; MENEZES, 2022).

2.1.3 Dorméncia Capim Andropogon L.

Capim Andropogon L. apresenta sementes com baixo poder germinativo nos primeiros
meses de sua colheita ocasionando a dorméncia das sementes (ALLIPRANDINI; BATISTA;
GODOY,1991). Assim, o embrido tem algum mecanismo fisioldgico especifico que impede a
protrusdo da raiz primaria (Vivian et al., 2008).

Nery etal. (2012) averiguando o tempo de armazenamento das sementes do Andropogon
L. constatou que com 5 meses de armazenamento apds a colheita, ainda persistia a dorméncia
das sementes, sendo que em seus estudos, as sementes apresentaram apenas 25% do seu poder
germinativo.

Em outro estudo, realizado por Dos Santos et al. (2022) as sementes de capim
Andropogon L. tiveram uma taxa média de germinacdo de 34%. Ainda, Sanchez e Ferguson
(1986) enfatizam que o capim Andropogon L. tem baixo poder germinativo nos primeiros meses
de colheita.

Nas gramineas forrageiras, a dorméncia ocorre no periodo de maturacdo das sementes,
entdo logo apds a colheita, por um periodo de seis meses, encontram-se em fase de dorméncia,
a qual é quebrada naturalmente quando armazenadas. Dessa forma, testes de germinacdo sdo
necessarios logo apds a colheita, ocasido em que a dorméncia é mais acentuada. Nese momento
as amostras sdo encaminhadas ao laboratério de analise de sementes que dispde de meios
artificiais para a quebra da dorméncia (ITALIANO e RAMOS, 1999).

2.2 CAPIM Panicum maximum cv. Mombaca

O género Panicum maximum Jacg. Cv. Mombagca é originario da Africa especificamente
na Tanzania (SAVIDAN, JANK, COSTA, 1990; SOUZA et al., 1996). Ele foi lancado pela
Embrapa Gado de Corte em 1993, recebendo a classificagdo BRA-006645 (SAVIDAN, JANK,
COSTA, 1990).

Sendo que € uma graminea que necessita de fertilidade do solo para chegar ao seu
méaximo rendimento necessita de receber altas doses de adubacdo nitrogenada (EUCLIDES et

al., 2022). No Brasil tem sido importante em sistemas de producéo intensivos (ou seja, irrigados
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e fertilizados) devido a sua alta produtividade anual (FREITAS et al., 2007; JANK, et al.,
2008; FERNADES et al., 2014; PEREIRA et al.,2021).

2.2.1 Caracterizacdo Do Capim Panicum maximum cv. Mombaca

Adaptadas a solos de média a alta fertilidade e moderada tolerancia a solos mal
drenados. Requerem precipitagdo acima de 800-900 mm. Apresentam acentuada
estacionalidade de producdo de forragem, com o rendimento na estacdo seca do ano
representando apenas de 10-15% da producéo anual de forragem. O florescimento desta cultivar
concentra-se em abril (nas regides sudeste e centro-oeste), reduzindo drasticamente a produgéo
de forragem (GOMIDE et al., 2016).

A altura de manejo recomendada para pastagens formadas com capim-mombaca Figura
2 € de 90 cm, pois nesta faixa de altura ha acimulo maximo de massa seca foliar, menor
acumulo de massa de colmo e perdas minimas por senescéncia (EUCLIDES et al., 2018).

Contudo, apresenta razoavel rebrotacdo apds o corte na época seca do ano. Pela alta
producdo de forragem, estas cultivares podem ser utilizadas também para a producdo de
silagem. Ndo sdo recomendadas para fenacdo devido a presenca de colmos mais grossos e
suculentos (GOMIDE et al., 2016).

O capim Mombaca, requer solos de média a alta fertilidade para um bom e rapido
estabelecimento, bem como, para cobertura total do solo. Além disso, os resultados obtidos até
0 momento demonstram que esta graminea é mais eficiente na utilizacdo do fosforo disponivel
e expressando o maximo potencial agronémico com altas doses de nitrogénio (EUCLIDES et
al., 2022; COSTA et al., 2001).
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FIGURA 2: Panicum maximum cv. Mombagca - Foto: Dalizia Aguiar

2.2.2 Boténica Capim Panicum maximum cv. Mombaca

Apresentam crescimento cespitoso com altura média de 1, 65 m formando touceiras.
As folhas sdo quebradica, com largura média de 3,0 cm e sem cerosidade. As laminas
apresentam poucos pélos, duros e curtos, principalmente na face superior. As bainhas sdo
glabras. Os colmos séo levemente arroxeados. A inflorescéncia uma panicula com ramificaces
primarias longas e secundarias longas apenas na base. As espiguetas sdo glabras,
uniformemente distribuidas, e arroxeadas em aproximadamente 1/3 da superficie externa. O
verticilo normalmente apresenta micropilosidade (SAVIDAN, JANK, COSTA, 1990).

2.3 CULTURA DA SOJA [ Glycine max (L.) Merr.]

A China € o centro de origem da soja (WANG et al., 2020; WANG et al., 2006). Sendo
uma das culturas mais antigas do mundo. Originalmente, a soja ndo era adequada para
ambientes em latitudes altas ou baixas. A medida que a soja se espalhou pelo mundo, ela se
adaptou as mudancas ambientais (WANG et al.,2023) e disseminada precocemente na Asia e
depois para outros continentes, em particular nas Ameéricas, nos tltimos séculos (WANG et al.,
2020; Gonzalez et al., 2023).
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E uma importante oleaginosa que atende as demandas de 6leo e proteinas de milhdes
de pessoas em todo o mundo (RANI et al., 2023). O interesse no cultivo da soja depende de seu
valor econémico, do potencial de producdo de 6leo comestivel de cerca de 20% e do teor de
proteina de 20-25% (Paul et al.,2020).

2.3.1 Caracterizagdo da Cultura da Soja [ Glycine max (L.) Merr.]

A produtividade da soja € uma caracteristica quantitativa complexa que é
significativamente influenciada por fatores ambientais (RANI et al., 2023). As caracteristicas
agrondmicas da soja Figura 3 séo importantes porque estéo direta ou indiretamente relacionadas
ao seu rendimento (KIM et al., 2023).

O manejo agronémico adequado, incluindo a melhor escolha de gen6tipos e uma época
ideal de semeadura, melhora o desempenho das culturas em regiGes com diferentes condigdes
climaticas (SHAHIN et al., 2023; VASCONCELOS et al., 2015).

Para atingir alto potencial produtivo, a soja deve sustentar altas taxas de fotossintese e
acumular grandes quantidades de nitrogénio nas sementes (SINCLAIR, 2004). Embora a maior
parte do N requerido pela soja seja fornecida através da fixacdo simbiéticade N 2 , a fertilizacdo

suplementar com nitrogénio pode aumentar a produtividade de gréos de soja (WOOD, 1993).
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FIGURA 3: Cultura de soja (FPA, 2021).

2.3.2 Botanica soja [( Glycine max. (L.) Merr.]

A soja pertence a familia Fabaceae (RAHMAN et al., 2023). E uma planta anual ereta,
herbacea e de reproducdo autdgama, que apresenta certa variabilidade para algumas
caracteristicas morfolégicas, que sdo influenciadas pelo ambiente, como o ciclo que pode ter
de 75 (mais precoces) a 200 dias (mais tardias), a altura que varia de 30 a 200 cm e que pode
influenciar a quantidade de ramificaces, entre outros (MULLER, 1981).

As flores da soja sdo completas e ocorrem em racemos terminais ou axilares. A cor da
flor pode ser branca ou purpura, sendo que a tonalidade parpura varia de acordo com a genética
da cultivar (VERNETTI e JUNIOR, 2009). A abertura floral ocorre geralmente pela manha e
pode ser influenciada pela temperatura e umidade (SEDI'YAMA et al., 2005).

O fruto da planta € um legume comumente chamado de vagem. Quando maduro
apresenta de 2 a 7 cm de comprimento e 1 a 2 cm de largura, o que pode variar de acordo com
a cultivar e condicdes climaticas, mas normalmente apresenta uma forma achatada. Possui uma
coloragdo que varia entre cinza, amarelo-palha ou preta (MULLHER, 1981)
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2.4 FUNGOS ENDOFITICOS

Endofitos sdo micrébios que passam todo ou parte de seu ciclo de vida dentro do tecido
vegetal (OMOMOWO et al., 2023; TIWARI e BAE, 2022; ADELEKE E BABALOLA, 2021,
NISA et al., 2015; CONN, E FRANCO, 2004).

Quando o fungo endofitico entra na célula vegetal, a integridade celular deve ser
mantida durante o periodo de interacéo, e durante o estabelecimento de interacfes mutualisticas
proporcionard uma compreensdo mais profunda da reorganizacdo altamente localizada da
célula para defesa e hospitalidade (KOGEL, FRANKEN, HUCKELHOVEN, 2006).

O fungo sobrevive dos nutrientes da planta hospedeira e, em troca, proporciona

beneficios, incluindo tolerancia a estresses bioticos e abidticos (BAMISILE et al., 2018).

QUADRO 1. Critérios simbioticos utilizados para caracterizar classes de endofiticos fungicos
(RODRIGUESet al., 2009):

Critério Clavicipitaceo Na&o clavicitaceo
Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4

Intervalo de hosts Estreito Largo Largo Largo
Tecido(s) Atire e Rebento, Atirar Raiz
colonizado(s) rizoma raiz e

rizoma
Colonizagéo in Extenso Extenso Limitado Extenso
planta
Biodiversidade in Baixo Baixo Alto Desconhecido
planta
Transmissdo Vertical e Vertical e Horizontal  Horizontal

horizontal horizontal

Beneficios de NHA NHA e HA NHA NHA
condicionamento
fisico*

* Os beneficios ndo adaptados ao habitat (NHA), como a tolerancia a seca e o aumento do crescimento, sdo comuns
entre os endofitos, independentemente do habitat de origem. Os beneficios da adaptacdo ao habitat (HA) resultam
de pressdes selectivas especificas do habitat, tais como pH, temperatura e salinidade.

Em uma classificacdo geral de endofitos os categorizou em endofitos sistémicos e ndo
sistémicos/transitorios (WANI et al., 2015). Ainda pode enfatizar que os endofitos séo
transmitidos verticalmente (sisttmico) e horizontalmente (intracelular) (ndo sistémico)

(OMOMOWO et al., 2023). Enquanto os endofitos sistémicos sdo co-cladogenéticos
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(filogeneticamente os mesmos enddéfitos colonizam uma determinada planta hospedeira em
diferentes condigdes ambientais), os endofitos ndo sistémicos séo filogeneticamente diferentes
e exibem variacdes na diversidade, bem como na abundancia, com mudancas nas condicdes
ambientais (HIGGINS et al., 2014).

2.4.1 Fungos Endofiticos Produgédo de Metabdlicos

Os fungos endofiticos abrigam uma grande variedade de metabdlitos secundarios
valiosos para a humanidade, as plantas e 0 meio ambiente (SLAMA et al., 2021). Essas
interacOes sdo capazes de desencadear a biossintese de metabdlitos secundarios pelas células
microbianas, o que pode ser vantajoso para as plantas ao conferir tolerancia a estresses bidticos
e abidticos contribuindo para a aptiddo geral da planta ( KOZA et al., 2022).

Os metabdlitos secundarios produzidos pelos fungos endofiticos sdo fendis, alcaldides,
policetideos, quinonas, esterdides, enzimas e peptideos, que possuem maior valor
terapéutico. Esta diversidade quimica também protege as plantas hospedeiras de patdgenos,
inibindo o crescimento de patogenos vegetais e estimulando o sistema imunoldgico do
hospedeiro para amplificar os mecanismos de defesa das plantas (MEENA, HNAMTE,
SIDDHARDHA, 2019).

Também contribui para fixacdo bioldgica de nitrogénio, a solubilizacdo de fésforo, a
absorcéo de micronutrientes, a producéo de fitohorménios (SINGH et al., 2022).

Os fungos Aspergillus, Penicillium e Talaromyces estao entre os fungos quimicamente
mais inventivos, produzindo uma ampla gama de metabélitos secundéarios (FRISVAD, 2015).

Chaetomium globosum, uma das espécies mais comuns de ascomicetes, possui a
capacidade de produzir metabdlitos com potenciais bioativos, como quetoglobosinas,
epipolitiodioxopiperazinas, azafilonas, xantonas, antraquinonas, cromonas, depsidonas,
terpendides e esterdides (ZHANG et al., 2013).

2.4.1.1 Fungos endofiticos e producéo de COV's

Os compostos organicos volateis sdo encontrados em toda a natureza, e sua distingdo
estd em sua propriedade fisica unica de difuséo rapida na atmosfera. Os compostos organicos
voléateis (COVs) tém baixo peso molécular (menos de 300 Da) e ponto de ebuligdo mais baixo,
o que facilita a evaporagdo ou sublimagcdo rapida e cria uma densidade de vapor mais alta (ROY,
2019; TILOCCA et al., 2020).



31

Os fungos produzem um coquetel de dezenas a centenas de COVs diferentes, durante
0 seu metabolismo, incluindo alcoois, aldeidos, acidos, éteres, ésteres, cetonas,
hidrocarbonetos, aminas, fendis, heterociclos, terpenos e compostos de enxofre ( KORPI et al.,
2009; JAMPILEK, KRACOVA. 2024).

Os COVs fungicos sdo muito importantes na mediagdo de interacdes de fungos com
outros organismos in situ. Os efeitos interespécies incluem o envolvimento na formacéo e
regulacao de associagdes simbidticas (HERRERO-GARCIA et al., 2011). Os fungos podem
ajustar o equilibrio de seus elementos em seus proprios tecidos em resposta a composicdo
quimica da planta para melhor utilizar os recursos disponiveis e estabelecer uma relacéo
benéfica (CAMENZIND et al., 2018).

2.4.2 Fungos Endofiticos na Agricultura

Microrganismos endossimbidticos, que sdo tipicamente bactérias e/ou fungos,
estabelecem relagdes mutuamente benéficas com o seu hospedeiro vegetal, incluindo melhoria
da aptidao do hospedeiro.

Neste sentido, as plantas interagem com microrganismo em todos os niveis troficos
adaptando ao crescimento havendo simbiose entre elas (YAN, Lu et al., 2019).

A utilizagdo de fungos endofiticos mostra-se uma alternativa de grande potencial nas
areas de biocontrole, bioestimulacéo e biofertilizacdo (BARON; RIGOBELO, 2022).

No campo emergente da agricultura, os enddfitos fungicos tém sido considerados como
potenciais “bioestimulantes” que podem facilitar a bioprospeccdo comercial de metabolitos
secundarios de alto valor de grupos superiores e inferiores de plantas cultivaveis e néo
cultivaveis da forma mais sustentavel e mutualistica (DAS et al., 2022).

Os fungos endofiticos cosmopolitas atuam como bioestimulantes para produzir certos

compostos bioativos, fitohormonios, fatores de solubilizagdo de fosfato (VERMA et al., 2022).

2.4.3 Fungos Endofiticos e a Capacidade de Quebra de Dorméncia

Esses grupos microbianos de plantas apresentam func¢des potenciais que podem ajudar
na germinag&o e crescimento (ZAMAN et al., 2023).

A germinacdo das sementes € uma etapa importante para a sobrevivéncia e resproducéo
das plantas (MATHUR et al., 2022). A germinacdo de sementes é uma fenofase vital para a

sobrevivéncia e reproducéo das plantas em condi¢des ambientais 6timas ou estressantes. O uso



32

de simbiontes endofiticos € um método promissor pelo qual a germinacéo de sementes pode ser
melhorada ( VUJANOVIC et al., 2000 ).

Pois os fungos endofiticos produzem fitoquimicos que potencializa a germinacdo de
sementes e promove o crescimento das plantas (BILAL et al., 2018). Possuem funcdes
biolégicas importantes para as plantas hospedeiras, que podem promover a germinacao de
sementes, crescimento de mudas e acimulo de biomassa, alterar as caracteristicas fisioldgicas
e retardar os danos do estresse oxidativo das plantas hospedeiras, sintetizando horménios
vegetais, nutrientes e secundario metabolitos (QIN et al., 2023).

Estudos de bioatividade em fungos endofiticos cultivaveis mostraram que isolados
como Fusarium spp. possuem a capacidade de promover a germinagdo de sementes de C.
songaricum (CUI; VIJAYAKUMAR; ZHANG, 2018).

Shahzad, et al., (2018) averiguaram que os fungos endofiticos conseguiram quebrar a
dorméncia em algumas espécies medicinais raras como a  Dendrobium
nobile e D. chrysanthum da familia das orquideas que sdo extremamente dificeis de geminar

em condig¢des normais.

2.4.4 Fungos Endofiticos em Destaque Na Agricultura

2.4.4.1 Penicillium sp.

Sé&o do reino Fungi; filo Ascomycota; classe Eurotiomycetes; ordem Eurotiales; familia
Trichocomaceae e género Penicillium (HOUBRAKEN et al., 2011).

Esses fungos sdo encontrados em todo o mundo em diversos substratos, incluindo solo,
restos de plantas, produtos alimenticios, ar, ambientes aquaticos sendo onipresentes (TORRES-
GARCIA, GENE, GARCIA, 2022; KIRK et al., 2008).

Estas espécies foram isoladas como enddfitas de mdaltiplas e diversas espécies de
plantas (NICOLETTI et al., 2014). Eles tém sido caracterizados como biocatalisadores,
promotores de crescimento vegetal, fitorremediadores e produtores de enzimas (TOGHUEOQO,
2020).

2.4.4.2 Aspergillus sp.

Aspergillus é um fungo saprofitico onipresente. Seu nicho ecoldgico natural é o solo,
onde sobrevive e cresce sobre detritos organicos. Esta envolvido na degradacdo da matéria

organica e e encontrado em diversas condi¢des ecologicas (CHOWDHARY E MEIS,
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2018). Sendo que € do reino Fungi; filo Ascomycota; classe Eurotiomycetes ; ordem Eurotiales;
familia filo Ascomycota; classe Eurotiomycetes ; ordem Eurotiales; familia Trichocomaceae e
género Aspergillus (HOUBRAKEN et al., 2011).

Ainda, pode considerar que o Aspergillus tem a capacidade de promover o crescimento
de plantas a tolerancia de estresse abi6tico e biotico e tema capacidade de aumentar o indice de
germinacdo de uma determinada cultura (JING et al., 2022).

2.4.4.3 Paecilomyces sp.

E fungo filamentoso saprofito comum, que é fonte de produtos naturais bioativos, do
reino  Fungi; filo Ascomycota; classe Eurotiomycetes; ordem Eurotiales; familia
filo Ascomycota; classe Eurotiomycetes ; ordem Eurotiales; familia Trichocomaceae e género
Paecilomyces (HOUBRAKEN et al., 2011).

Possui a de capacidade de produzir enzimas hidroliticas envolvidas na inibicdo de
patdenos, secretando metabdlitos secundarios Uteis e solubilizando nutrientes essenciais, como

fosforo e zinco para uma determinada cultura agricola (Constantin et al., 2022).
2.4.4.4 Trichoderma sp.

é um género de fungo cosmopolita e oportunista que inclui espécies de interesse para a
agricultura (WOO et al., (2023). Sendo que é Reino Fungi; filo Ascomycota,;
classe Sordariomycetes; ordem Hypocreales; familia Hypocreaceae e Género: Hypocrea
(Teleomorfo) e Trichoderma (Anamorfo).

O Trichoderma sp. E muito utilizado na agricultura e tem produtos registrados
utilizando esse microrganismo sendo de grande importancia econdmica. Possuem a capacidade
de suprimir doencas de plantas, além de melhorar o crescimento e a produtividade das
plantas por meio de modos de acdo sobrepostos, como maior eficiéncia de nutrientes (JOO,
HUSSEIN, 2022).

2.4.4.5 Purpureocillium sp.

E um fungo onipresente encontrado em diversos habitats, principalmente no solo (Santos,
et al., 2023). Purpureocillium lilacinum for Biocontrol, Bioremediation and Biofertilization.,
Reino:Fungi (Reino); Filo Ascomycota; Classe Sordariomycetes; Ordem Hypocreales; Familia
Ophiocordycipitaceae; Género Purpureocillium (LUANGSA-ARD et al., 2011).
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Purpureocillium sp. promove o crescimento com efeitos benéficos onde as
disponibilidades de nitrogénio e fosfato aumentam no solo e promove o0 acimulo de pigmentos
fotossintéticos, ou seja, clorofila e carotendides, 0 que pode ser atribuido ao aumento da
disponibilidade de nutrientes no solo (KHAN E TANAKA, 2023).

2.4.4.6 Aureobasidium sp.

S&o microrganismos onipresentes encontrados em uma ampla variedade de ambientes
extremos e benignos, como saprofitos, endofitos e patdgenos (DI FRANCESCO, ZAJC,
STENBERG, 2023). Sendo que é Reino Fungi; filo Ascomycota; classe Euascomycetes; ordem

Dothideales; familia Dothioraceae e género Aureobasidium sp. (Humphries et al., 2017).

2.4.4.7 Chaetomium sp.

Séo capazes de colonizar varios substratos e sdo bem conhecidos por sua capacidade de
degradar a celulose e de produzir uma variedade de metabdlitos bioativos (WANG et al., 2016).
Sendo que é Reino Fungi; filo Ascomycota; classe Sordariomycetes; ordem Sordariales; familia
Chaetomiaceae e género Chaetomium (WANG et al., 2022).
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4 CAPITULO | - ENDOPHYTIC FUNGI AND THEIR COMPOUNDS OF
AGRONOMIC INTEREST

Submetido e aprovado como Capitulo de Livro: DE SOUZA FERREIRA, T. P.; DE SOUZA
FERREIRA, T.P.; MOURAO, D. D.S. C.; XAVIER, M. D. C. A.; MARQUES, G. M.; LIMA,
L.R.; DOS SANTOS, G. R. Endophytic fungi and their compounds of agronomic interest.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Endophytic fungi are microorganisms that live inside plants for at least part
of their life cycle without causing any harm. They can stimulate dormancy breakdown by
producing metabolites that act on the embryo that stimulate seed germination and potentially
growth promoters with symbiotic interactions between plants. The compounds produced have
diverse effects, such as: stimulators of growth and development of plants, increased
mineralization and availability of nutrients, producing stimulating compounds releasing
phytohormones andbreakdown of dormancy. MATERIAL AND METHODS: Selected several
articles that were collected in the scientific databases in Portuguese and English. RESULTS
AND DISCUSSION: Articles were selected for the elaboration of a tablereporting the main
compounds in the promotion of growth and breakdown of dormancy. CONCLUSION:
Endophytes can contribute to the discovery of new biomolecules for various biotechnological

applications and the development of sustainable agriculture.

Keywords: Endophytic fungi, Interactions,Metabolic, Plants, Agriculture

4.1 INTRODUCTION

New production alternatives to feed the world population and its livestock are becoming
increasingly necessary with ecologically correct, economic and stable agropractices to ensure
food security (POVEDA et al., 2021; CHOUHAN et al., 2022; BARON and RIGOBELDO,
2022).

In this context, improving agricultural technologies and crop varieties has been the main
driver for increasing agricultural productivity during the last century, but to ensure an
environmentally sustainable and socially responsible food supply, the development of new
agricultural practices that focus on minimizing soil environmental degradation, environmental
pollution and the adverse effectsof climate change is needed, basically, environmentally
friendly biological strategies (IQ; EGIDI; LIU; KAUR; Singh, 2019). Plants interact with
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microorganisms at all trophic levels adapting to growthand there is symbiosis between them
(YAN, Lu et al., 2019). These microorganisms may be beneficial to their host plants through
mutualistic symbiosis (JIA, M. et al., 2016). Among the important microorganisms for
sustainable agriculture we have endophytic fungi (BACON, 2000).

Etymologically, the term ‘endophyte’ means 'within the plant' (endon: inside, phyton:
plant) (BARON and RIGOBELO, 2022). Endophytic fungi are microorganisms that reside
inside the internal tissues in plants without causing damage to living plants (BACON, 2000).

Endophytic fungi can be classified according to their ecology, diversity with the mode
of reproduction by sexual or asexual spores (BAMISILE et al., 2018). They can be strictly
linked to plants and complete an important part or even their entire life cycle within plants
(HARDOIM et al.,2015).

Almost all vascular plants examined to date harbor endophytes that are believed to
originate from the rhizosphere and phyllosphere and enter the host plant through natural
openings or wounds (GRABKA et al., 2022).

Successful colonization by endophytes depends on many variables, including plant
tissue type,plant genotype, microbial taxon and strain type, and biotic and abiotic environmental
conditions (HARDOIMet al., 2015).

Also the recognition of the plant as a host requires the activation of virulence
mechanisms for colonization and the triggering of the host's defenses by these events. As long
as there is a balance in this interaction, the fungus survives on the nutrients of the host plant
and, in return, offers benefits (BAMISILE et al., 2018).

Endophytes can infect host plants vertically and/or horizontally. In vertical transmission
the systemically diffused fungus is passed to the descendants via seeds of the host plant. The
transmissionof the fungus carried out through spores of asexual and sexual origin is said to be
horizontal (SAIKKONEN et al., 2004).

Endophytic fungi can be classified into four groups: (a) Class | are Clavicipitaceous
fungi (resides in grasses with vertical transmittance), (b) Class-11-1V are non-clavicipitaceous
fungi (Ascomycota and Basidiomycota), in which Class Il endophytes inhabit roots, shoots, and
rhizomes and transmit through seeds or rhizomes (i.e., both horizontally and vertically), (c)
Class Il inhabits leaves/shoots (transmitted horizontally), and (d) Class IV are ascomycetes
typical, form conidia and reside in the roots (transmitted horizontally) of plants (RODRIGUEZ
etal., 2009; HARTLEY AND GANGE, 2009).

Fungal species release several secondary metabolites, including plant growth promoters
(KADDES et al., 2019; YADAV et al., 2023, SCHMALTZ et al., 2023; QIN et al., 2023).
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Endophyte fungi form mutualistic interactions and beneficial relationships with their
host plants (RODRIGUEZ et al., 2009), which can not only stimulate plant growth, but also
promote the accumulation of secondary metabolites in the plant (MURTHY et al., 2014). They
can produce a widerange of compounds associated with defense, communication and interaction
with host plants, nutrient absorption (BRADER et al., 2014). These carbon-based compounds
are known as volatile organic compounds (VOCs) (KADDES et al., 2019).

Volatile organic compounds VOCs are hydrophobic organic molecules with low
molecular weight (<300 Da) and high vapor pressure (>0.01 kPa at 20 °C) (PAGANS; FONT,;
SANCHEZ, 2006). VOCs are typically secondary metabolites belonging to terpenoids,
phenylpropanoids, benzenoids, fatty acids, and amino acid derivatives. Due to their small size
and high vapor pressure, VOCs can diffuse easily through the atmosphere and soil
(DUDAREVA et al., 2006).

The bioactive potentials of endophytic VOCs include inter- and intraspecific signaling
and synthesis of growth-promoting metabolites by host plants (GOMES et al., 2015).

The regulation of secondary metabolism in fungi is complex, involving multiple
proteins and complexes that respond to various environmental and host stimuli. Major in roads
have been made in understanding these processes in the model fungus, Aspergillus nidulans.
The functional characterization of homologues of Aspergillus proteins such as LaeA in other
fungi should lead to many discoveries. Recently detailed metabolic pathways have been
constructed on a whole-genome scale for A. nidulans (DAVID, HELGA et al., 2008).

4.2 MATERIAL AND METHODS

The present work, of a descriptive nature, was a bibliographic review, developed from
the accomplishment of a bibliographic survey carried out with searches of articles in national
and international journals, in databases and specialized sites (Google Scholar, SciELO,
PubMed). That deals with endophytic fungi that can contribute to a more sustainable

agriculture.
4.3 RESULTS AND DISCUSSION

The symbiosis of endophytic fungi largely promotes plant growth, producing several
secondary metabolites (JAIN and PUNDIR, 2017).
They act as reservoirs of new bioactive secondary metabolites such as bezopyranones,

alkaloids, phenolic acids, quinones, steroids, saponins, tannins and terpenoids. Due to the
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impact of endophytes on the host plant, increasing its growth or increasing its fitness (NAZIR
and RAHMAN, 2018; MATHUR et al., 2021).

And plant hormones such as gibberellins, jasmonates, abscisic acid and many others play
a rolein plant growth (STRANSKA et al., 2022). Cosmopolitan endophytic fungi act as
biostimulants to produce certain bioactive compounds,
solubilization factors (VERMA et al., 2022).

These microbial groups of plants have potential functions that can help with germination
and growth (ZAMAN et al., 2023).

Delgado-Sanchez et al. (2010) tested the effects of four species of fungi Penicillium

phytohormones, phosphate

chrysogenum, Phoma sp., Trichoderma harzianum and T. koningii on breaking the dormancy
of Opuntia leucotricha seeds that have physiological dormancy. They detected that the seeds
inoculatedwith the four fungi achieved the highest germination index than the control, opening
new insights in to the effect of fungi on the breakdown of seed dormancy.

The isolate FS2 (Talaromyces sp.) promoted the growth of several plant species such as
Brassica campestris, Arabidopsis thaliana, Phaseolus vulgaris, Nicotiana benthamiana and
Cucumis sativus, when it was applied, not only in the soil (in contact with the plants), but also
when it was not in contact with the plants in the same plastic chamber. This last case means that
the volatile compoundsemitted by this fungus can participate in the promotion of plant growth
(YAMAGIWAEet al. 2011).

The production of volatile compounds by these microorganisms results in a gain in plant
mass,in addition to improving the nutrition and protection mechanism of these plants, as shown
in Table 1 (LIU et al., 2015).

TABLE 1 - Secondary Metabolisms Produced by Endophytic Fungi

ENDOPHYTIC BIOACTIVE FUNCTION BIBLIOGRAPHIC
FUNGI COMPOUNDS REFERENCE
Talaromyces sp. b-cariofileno Promotion of plant YAMAGIWA et al. 2011
nov. growth
Aspergillus 2-phenylethanol Vegetative Growth FARBO,. 2018

carbonarius,
A. ochraceus

Trichoderma sp.

6-pentil-2H-
pyrane-2-
one (6-PP)

alters root organogenesis
by modulating ethylene
signaling and auxin
transport

ZIN & BADALUDDIN, 2020

Laccaria bicolor

(-)-tujopseno

responsible for changes in
the root architecture of
plants

DITENGOU, Franck A. et al.,

2015

Trametes gibbosa

1-octen-3-ol

semiochemical insects

THAKEOW et al.,2008

Muscodor albus

1-butanol, 3-
methyl-

Antimicrobials

STROBEL et al., 2001
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Induratia

Pyrimidine 2-chloro-
4- ethyl-6-methyl-,
Cycloactive,
Tricycle[4.3.1.1(3,8)]
undecan-3-methoxy-,
4- Amino-3,5-
diethylpyridine,
Imidazo [5,1-
f][1,2,4]triazine-2,7-
diamine, Dimethyl-
[4-[2-(3-
methylisoxazol-5-
yl)vinyl]phenyl]lamin
e, 4(1H)-
Pyrimidinone, 2,3-
dihydro-1-methyl-6-
(4- pyridinyl)-2-
thioxo-, 2- Phenyl-6-
chloro- benzofuran,
1-Methyl-2- nitro-4-
(1,2,2-trimethyl-
cyclopentyl)-
benzene

Biological control of
toxicogenic fungi

GOMES et al., 2023

Aspergillus niger

Benzoic acid

Promoting growth

MATHUR, Parikshana et al.,
2023.

methyllasiodiplodine,
1,(14S,15S) -14-
hydroxy-of--
Methyllasiodiploldin
e, 2and 2,4-
dihydroxy-6-(8-
hydroxy-heptyl)

Geotrichum ethyl isovalerate, Broad-spectrum MITRAet al, 2023.
candidum isoamylacetate bioactivity against stored
and 2- grain pathogens
phenylethanol
Lasiodiplodia B-resorcylic acid, (15 MACIAS-RUBALCAVA;
theobromae S)-0-- (bio-)herbicides GARRIDO, 2022.

Trichoderma sp,

Chaetonium sp e

Colletotrichum
sp.

formamideand
Formic acid, ethyl
ester

L. grass

ethyl
benzoate
Aspergillus sp, Dimethylamine, Breakdown of dormancy DE SOUZA FERREIRA et al.,
Penicillium sp, ethylamine, of seeds of Andropogon 2023.

Source: Prepared by the authors

The use of endophytic fungi is an alternative of great potential in the areas of biocontrol,
biostimulation and biofertilization (BARON and RIGOBELO, 2022).

In the emerging field of agriculture, fungal endophytes have been considered as

potential "biostimulants" that can facilitate the commercial bioprospection of high-value

secondary metabolites from upper and lower groups of cultivable and non-cultivable plants in

the most sustainable and mutualistic way (DASet al., 2022; Adeleke et al., 2022; DE SOUZA
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FERREIRA et al., 2023).

4.4 FINAL CONSIDERATIONS

This review denoted the importance that fungal microorganisms have for the
interspecific relationship between microorganisms and plants. In this sense, find strategies to
shape the endophytic microbiome for agricultural use in order to promote sustainability. Thus,
endophytes have great potential for the bioprospection of sustainable compounds that can
replace or mitigate the indiscriminate use of pesticides and chemical fertilizers with integrated
practices aimed at the cultivation of plants important for Brazilian agriculture.

However, the need for research using genetic tools, the main genes involved in the
biosynthetic pathways of VOCs can be identified and overexpressed for the large-scale
production of these compounds that are abundant and have high genetic diversity, the

identification and characterization of new VOCs for global sustainable development.
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5 CAPITULO Il PROSPECCAO DE FUNGOS ENDOFITICOS ISOLADOS DE
PLANTAS CULTIVAVEIS E NAO CULTIVAVEIS E SEUS EFEITOS NA QUEBRA
DE DORMENCIA DE SEMENTES DE CAPIM Andropogon L.

PROSPECTING OF ENDOPHYTIC FUNGI ISOLATED FROM CULTIVABLE AND
NON-CULTIVABLE PLANTS AND THEIR EFFECTS ON BREAKING SEED
DORMANCY OF Andropogon L. GRASS.

Submetido e aprovado como Artigo: DE SOUZA FERREIRA, T. P., DE SOUZA FERREIRA,
T.P.,,CANGUSSU, A. S. R., CHAPLA, V. M., XAVIER, M. D. C. A.,, MARQUES, G. M,, ...
DOS SANTOS, G. R. Prospeccado de fungos Endofiticos isolados de plantas cultivaveis e ndo
cultivaveis e seus efeitos na quebra de dorméncia de sementes de capim Andropogon
L. DELOS: DESARROLLO LOCAL SOSTENIBLE, 16(43), 716-733, 2023.

RESUMO

O capim Andropogon L. é uma forrageira que é muito cultivada em diversos ambientes
indsptos, mas suas sementes apresentarem dorméncia fisioldgica. Os fungos endofiticos podem
estimular a quebra de dorméncia produzindo metab6licos que atuam no embrido que estimulam
a germinacdo das sementes. Este trabalho visou estudar a prospeccdo de fungos endofiticos
isolados de plantas cultivaveis e ndo cultivaveis na quebra de dorméncia de sementes do capim
Andropogon L. Inicialmente, foi feito uma triagem de isolados de plantas cultivaveis e ndo
cultivaveis para selecdo de fungos endofiticos com potencial de estimular a quebra de
dorméncia das sementes do capim Andropogon L. que foram selecionados 40 isolados. Sendo
realizados ensaios in vitro onde as sementes eram dispostas em placas de Petri divididas em
duas partes com os fungos cultivados em BDA e no outro 30 sementes de capim Andropogon
L. sobre o papel umedecido. De um total de 40 isolados fungicos 12 promoveram a quebra de
dorméncia do capim Andropogon L. Também foram realizadas anélises dos compostos volateis
utilizando a técnica HeadSpace, por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de
Massas - CG-EM. A analise dos compostos revelou 30 constituintes majoritarios. Os resultados

obtidos s&o promissores e podem fornecer subsidios ao mercado biotecnologico agricola.

Palavra Chave: Fungos endossimbiontes; compostos orgénicos volateis; germinacdo; capim

Andropogon L.

ABSTRACT
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The grass plant Andropogon L. is a forage grass commonly cultivated in hostile environment,
but its seeds present seed dormancy. The interruption of this dormancy can be stimulated by
endophytic fungi because of its ability to produce metabolics that perform in the embryos which
stimulate the seeds germination. This project aimed to study the prospection of isolated
endophytic fungi of cultivable and non-cultivable plants in the interruption of Adropogon L.
seeds sleep physiology. Originally, a screening of isolated cultivable and non-cultivable plants
was done to select endophytic fungi that could potentially stimulate the breaking of seed
dormancy of forage grass Adropogon L. seeds. Only 40 isolated seeds were selected.
Experiments were executed in vitro where the seeds were disposed in petri dish split in two
halves containing the fungi cultivated in PDA and 30 Adropogon L. forage grass seeds on a
dewy tissue. Out of 30 isolated fungi, 12 promoted the interruption of the dormancy in the
Adropogon L. forage grass. Analyses of volatile compounds using the HeadSpace technique
were also done, by by Gas Chromatography Coupled to Mass Spectrometry - GC-MS.. The
compounds analysis showed 30 majority components. The results obtained are promising and

can provide subsidies to the agricultural biotechnology market.

Keywords: endosymbiont fungi; organic compounds; germination; grass Andropogon L.

5.1 INTRODUCAO

O pasto é a fonte priméaria de alimentos dos animais na pecuaria de corte do Brasil
(HOFFMAN et al., 2014). A maior parte da producdo de ruminantes no Brasil é baseada no uso
de pastagens, que ocupam cerca de 160 milhGes de hectares nos campos brasileiros (IBGE,
2019). Com base na quantidade necessaria de sementes para formacdo do pasto, Peske (2016)
estimou que oito milhGes de hectares de forrageiras tropicais sao renovados anualmente.

Entre as plantas cultivadas, o capim Andropogon L. apresenta tolerancia a seca, a baixa
fertilidade e 6tima resposta a fertilizacdo do solo. E um dos maiores representantes da tribo
Andropogoneae. Possui cerca de 100 espécies, distribuidas na Africa e América Tropical
(CLAYTON E RENVOIZE, 1982). Resiste bem aos solos pedregosos, acidos do Cerrado, ao
fogo, tem boa producdo de sementes, ndo apresenta problemas de fotossensibilizacéo e rapida
capacidade de rebrota (SERAFIM, 2015; CARVALHO et al., 2021).

No Brasil tem maior ocorréncia nas formacdes de cerrado e campos rupestres das
Regides Sudeste e Centro-Oeste (ZANIN e LONGHI-WAGNER, 2011). Entre as dificuldades
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no seu cultivo, o capim Andropogon L. apresenta sementes com baixo poder germinativo nos
primeiros meses de sua colheita ocasionando a dorméncia das sementes (ALLIPRANDINI;
BATISTA; GODOY,1991). Assim, o embrido tem algum mecanismo fisioldgico especifico que
impede a protrusao da raiz primaria (VIVIAN et al., 2008).

E conhecido que algumas sementes de gramineas forrageiras apresentam dorméncia no
periodo de maturacdo, logo apo6s a colheita, por um periodo de seis meses, a qual pode ser
quebrada naturalmente quando armazenadas. Dessa forma, testes de germinacdo sao
necessarios logo apos a colheita, ocasido em que a dorméncia é mais acentuada (ITALIANO e
RAMOS, 1999).

Geralmente, as sementes do capim Andropogon L. ndo possuem cadastro no Registro
Nacional de Sementes e Mudas (RENASEM) em conformidade com a Lei 10.711, de 2003, no
Decreto n° 10.586, de 2020, e nas normas complementares. Entéo pela rusticidade da planta, a
maioria das sementes utilizadas sdo colhidas pelos préprios produtores rurais ou as sementes
comerciais sdo adquiridas sem nenhum atestado sanitario (DOS SANTOS et al., 2022). Assim,
muitos produtores tém muitos prejuizos durante o seu cultivo, devido o baixo indice
germinativo, exigindo na maioria das vezes operacdes de replantio que se tornam onerosos e
inviaveis devido o alto custo.

A importancia de estimular o bioinsumo na biotecnologia agricola € primordial para a
modernizacdo agricola do Brasil, utilizando meios como a biotecnologia agricola no uso de
ferramentas sustentaveis importantes para o sucesso de uma propriedade rural empresarial. Os
fungos endofiticos sdo microrganismos que vivem no interior das plantas por pelo menos uma
parte de seu ciclo de vida sem causar dano (BACON E WHITE, 2000; MORAES; CHAPLA;
FERRAZ, 2020). E uma alternativa para todo esse processo, pois podem contribuir para o
crescimento das plantas e a manutencao equilibrada do solo. Atuando direta ou indiretamente,
podem ser aplicados individualmente ou combinados como bioinoculantes com bioprospec¢édo
em sistemas de melhoramento de culturas. Por isso, estudar o microbioma endofitico para
aumentar a produtividade e suprimir patdégenos tornaram-se essenciais (ADELEKE et al.,
2022).

Fungos endofiticos sdo potencialmente promotores de crescimento com interacdes
simbioticas entre plantas, contribuindo na descoberta de novas biomoléculas para diversas
aplicacdes biotecnologicas e desenvolvimento de uma agricultura sustentavel (BOGAS et al.,
2022). Os compostos produzidos tém efeitos diversos, tais como: estimuladores de crescimento

e desenvolvimento das plantas, aumento da mineralizagdo e disponibilidade de nutrientes,



55

produzindo compostos estimulantes e liberando fitohormdnios (ANTOUN E PREVOST, 2005;
RANA et al., 2019; TIAN et al., 2022).

Possuem capacidade de sintetizar varios compostos bioativos que sdo importantes fontes
de enzimas extracelulares (amilase, asparaginase celulase, quitinase, lacase, lipase, protease e
tirosinase (RANA et al., 2019). Aproximadamente 250 compostos organicos volateis (COVs)
conhecidos sdo emitidos por fungos (MORATH; HUNG; BENNETT, 2012).

Adeleke, et al. (2022) enfatizam a importancia de pesquisar fontes alternativas
sustentaveis para estimular meios para sanar entraves que provocam perdas de producéo.
Apesar da rusticidade do capim Andropogon L. a alta taxa de dorméncia de suas sementes
praticamente inviabiliza a sua expanséo e importancia.

Desta forma, a utilizacdo de fungos endofiticos com potencial de estimulo a germinacéo
de sementes pode contribuir na emergéncia e maior densidade de plantas, evitando assim,
necessidade de replantios, alem de melhorar a microbiota do solo e do potencial de
mineralizacdo da matéria organica. De acordo com a literatura consultada, ndo foram
encontrados trabalhos buscando identificar fungos endofiticos utilizados na quebra de
dorméncia das sementes do capim Andropogon L..

Devido a estes motivos, este trabalho teve como objetivo avaliar a quebra de dorméncia
do capim Andropogon L. por compostos volateis produzidos por fungos endofiticos isolados a

partir de plantas cultivaveis e ndo cultivaveis.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Isolamento Dos Fungos Endofiticos

Foram retirados tecidos vegetais de brotos, bulbos, folhas, caules e raizes de diferentes
plantas cultivaveis (plantas cultivaveis (acafrdo, arroz, gergelim, milho, nir, pimenta, roma,
salsa e tomate) e ndo cultivaveis (alecrim pimenta, alfavaca, aranto, joa bravo, espécie florestal,
mirra), no municipio de Gurupi, Tocantins.. Foi feita assepsia dos tecidos dos 6rgdos das
plantas, seguindo metodologia de Ghimire, et al. (2011) ; Azad e Kaminskyj, (2016)., Xia et
al., (2019) os tecidos foram imersos em hipoclorito de sodio, &, 2,5% contendo Tween 80 a
0,1% em &gua destilada esterilizada por 15 minutos, em seguida em Alcool Etilico a 92,8°
INPM, durante trés minutos e, enxaguados em agua esterilizada por trés vezes consecutivas.
Os tecidos vegetais cortados das plantas cultivaveis e ndo cultivaveis foram colocados em

placas contendo meio de cultura BDA (Agar Batata Dextrose), tetraciclina + amoxilina (500
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mg/L) e incubados a 28 °C. As placas foram entdo incubadas na cdmara de crescimento com
temperatura de 28° C e mantidas sob refrigeracdo ap6s obtencao da cultura pura.

5.2.2 Purificacdo Dos Fungos Endofiticos

As colbnias flngicas que se apresentavam distintas umas das outras, de acordo com
observacdes macroscopicas (coloracao e caracteristicas de crescimento em meio de cultura),
foram purificadas em meio BDA, preservadas pelo método da subcultura e acondicionadas em

refrigeracgéo.

5.2.3 Identificacdo Dos Fungos Endofiticos

A identificacdo dos fungos endofiticos que promoveram a quebra de germinacao das
sementes do capim Andropogon L. foi realizada através da microscopia de luz com o
microscopio Tension, observando-se o0 crescimento e pigmentacdo da colbnia, formacdo e
caracteristica das hifas e dos conidios. As observagdes foram feitas em microscopio éptico de
luz e os fungos foram identificados com base na morfologia conjunta das estruturas

reprodutivas de acordo com literatura especializada (WATANABE, 2002).

5.2.4 Selecao De Fungos Endofiticos Promotores De Crescimento Das Sementes Do Capim

Andropogon L.

Os isolados fungicos foram cultivados em placas de Petri em meio BDA com discos de
micélio-agar, de 5 mm, e foram incubados por sete dias. Em seguida, discos de micélio foram
cortados e colocados em placas contendo de um lado o meio de cultura BDA e do outro lado
da placa, foi colocado papel germitest esterilizado umedecido com agua destilada. Como
testemunhas, foram utilizadas placas sem divisoria, apenas com o fungo em meio BDA e em
outra placa, com papel umido, apenas as sementes. Apos trés dias da adi¢do do fungo na placa
dividida com BDA e papel, foram incorporadas 30 sementes de capim Andropogon L. sobre o
papel umedecido com agua esterilizada. As placas foram colocadas em camara BOD, durante
sete dias, sob temperatura de 28°C. Posteriormente, as sementes foram contabilizadas, sendo
consideradas como germinadas aquelas que continham protusdo da radicula acima de 2 mm,

como descrito na RAS (Regra de Analise de Sementes, 2009). Os dados foram utilizados para
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compor a tabela da germinacéo utilizando-se a Equagio®, proposta por Labouriau e Valadares
(1976), em que:

G = (%) * 100 Equagao?

Onde:

G= germinabilidade;

N= nimero de sementes germinadas;

A= numero total de sementes colocadas para germinar.

5.2.5 Anéalise Dos Compostos Volateis Por Cromatografia Gasosa Acoplada A

Espectrometria De Massas - CG-EM

Método de captura dos compostos volateis foi: Acondicionou-se em cada vial de 20 ml
12 fungos vivos cultivados durante 7 dias e lacrou-se, no laboratério de Fitopalogia da
Universidade Federal do Tocantins — UFT. Esses materiais foram dispostos em uma caixa de
correio e enviado para O Centro Analitico de Instrumentacdo da Universidade de Sdo Paulo
— Central Analitica.

O vial foi submetido a temperatura de 80 °C por 30 minutos, apés foi injetado uma
aliquota de 2,5 ml do gas produzido no equipamento de CG-MS Marca Shimadzu Modelo QP
2020. Os parametros que foram feitos na analise, foi coluna DB5ms - 30 metros X 0,25 mm de
didametro X 0,25 uM de espessura do filme gas de arraste o Hélio 6.0 com fluxo da coluna de
1,5 ml por minuto com a temperatura de 40°C a 250°C e o equipamento que foi feito a analise
dos compostos volateis foi 0 Shimadzu Modelo QP 2020 e o tipo do analisador foi 0 modo de
ionizacao, El ( lonizacdo por Impacto Eletronico de 70 eV) com a identificacdo dos compostos
foi utilizado os espectros de massas de cada pico integrado do cromatograma obtido com a
comparagao com a base de dados da Biblioteca NIST14 e seu indice de Similaridade realizado

pelo proprio software do equipamento.
5.2.6 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do softwere R, para os 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
Scott Knott a 5% de probabilidade.
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5.3 RESULTADOS

5. 3.1 Selecédo De Fungos Endofiticos De Plantas Cultivaveis E Nao Cultivaveis

Dos fungos obtidos das plantas foram selecionados 40 isolados das folhas, caule, raiz,
brotos, frutos, sementes e rizoma das plantas cultivadas (nir4, milho, gergelim, pimenta, tomate,
arroz, romd, acafrdo, salsa) e ndo cultivaveis (alfavaca, joa bravo, aranto, mirra, espécie

florestal, alecrim pimenta), denominados em T1 até T40 e a Testemunha conforme o Quadro 1.

Quadro 1 — Plantas cultivaveis e ndo cultivaveis que foi obtidos os 40 isolados fungicos.

CULTIVAVEIS (O E .
PLANTA NAO CULTIVAS/E)IS PARTE DA PLANTA CODIGF%EI&ICS(?LADO
(NC)

Acafréo C Folha T37
Arroz C semente T18
Arroz C semente T22

Gergelim C Raiz T6
milho C Caule T5
milho C Folha T10
milho C Caule T11
milho C Caule T17
milho C Folha T13
milho C Caule T20
Milho C semente T38

Nira C semente T31
pimenta C Folha T7
pimenta C semente T8

Pimenta C Folha T12
Roma C Caule T27
Roma C Folha T29

Tomate C Folha T9
Salsa C Raiz T32

Tomate C Raiz T35

Tomate C Caule T36

Tomate C Folha T40
Aranto NC Broto T16
Aranto NC Broto T34

alecrim pimenta NC Raiz T30
alecrim pimenta NC Raiz T39
Alfavacdo NC folha Tl
Alfavacao NC Folha T15
capim pé de galinha NC florescéncia T33
espécie florestal NC Folha T26
joa bravo NC Flor T3

joa bravo NC Raiz T4
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joa bravo NC Flor T14
joa bravo NC Raiz T21
joa bravo NC Folha T23
joa bravo NC Caule T25
joa bravo NC Raiz T28

Mirra NC Folha T24

Mirra NC Raiz T19

Fonte: Elaboracdo dos autores.

Dentre os 40 isolados, os que tiveram maiores efeitos na quebra de dorméncia do capim
Andropogon L. foram um total de 12, os quais apresentaram o seguinte indice germinativo: T4
isolado da raiz do jod bravo, com indice germinativo de 57,7%, T6 (gergelim, 54,4%),
T1(Alfavacdo, 52,2%), T5 (milho, 47,7%), T2 (Nir4, 44,4%), T34 (Aranto, 40%), T7 (pimenta,
38,8%), T28 (joa bravo 38,8%), T19 (Mirra, 36,6%),T8 (pimenta, 35,5%), T37 (Acafrdo,
33,3%) e a testemunha, sementes molhadas com agua destilada, com 29,9% de germinacéo.
Alguns isolados, provavelmente inibiram a germinagdo em relacdo a testemunha, no qual
podemos destacar o fungo obtido do Alecrim Pimenta, T39 (6,6%), conforme a Figura 1.

Dentre os compostos majoritarios analisados dos fungos endofiticos que obtiveram os
melhores resultados foram: grupo das aminas dimetilamina (T1, T2, T3, T4, T7,T19, T28) e
etilamina (T6, T8, T34, T37), grupo das amidas (formamida (T3, T28, T34, T37) e 0 grupo
carboxila acido foérmico, éster etenilico (T5, T8). Constata-se que esses fungos produziram
diferentes estruturas quimicas que sdo potencialmente bioativas (AZEVEDO; PEREIRA,;
ARAUJO, 2000).

Na figura 1, segundo o teste de normalidade Shapiro-Wilk a 5% de significancia, os
residuos podem ser considerados normais (valor p=0.2290349). E Dos 40 tratamentos, 0 grupo
“a” com maior taxa de germinagao foram os tratamentos (T4, T6, T1,T5), no que diz a respeito
ao grupo “b” foram (T3, T2, T34, T7, T37, T19,T8), grupo “c” (T28, testemunha, T29, T30,
T31, T26, T9, T14, T27, T22, T11, T16, T32) e o grupo “d” (T33, T40, T24, T20, T21, T10,
T15, T23, T35, T13, T18, T25, T12, T17, T36, T38 E T39).
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Figura 1 - Percentagem da germinacdo de sementes de capim Andropogon L. pelo Teste Scott-
Knott, a 5% de significancia, CV = 24.13%.
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Fonte: Elaboragéo dos autores.
De acordo com a Tabela 1, dos 12 isolados flngicos com potencial de estimular a quebra
de dorméncia das sementes do capim Andropogon L., foram identificados cinco géneros de
fungos: um (isolado) Colletotrichum, sete do género Penicillium dois do género Aspergillus

um Chaetomium e Trichoderma.

Tabela 1: Isolados fungicos com maior estimulo a quebra de dorméncia do capim Andropogon L. e 0s seus

respectivos hospedeiros.

N° Espécie Planta Nome Cientifico Parte da Planta
T1 Colletotrichum sp. Alfavacéo Ocimun gratissimum Folha
T2 Penicilium sp. Nir4 Allium tuberosum Bulbo
T3 Chaetonium sp. Joa bravo Solanum sp. Flér

T4 Penicilium sp. Jod bravo Solanum sp. Raiz

T5 Penicilium sp. Milho Zea mays Caule
T6 Penicilium sp. Gergelim Sesamum indicum Raiz

T7 Penicilium sp. pimenta Capisicum sp. Folha
T8 Penicilium sp. pimenta Capisicum sp. Semente
T19 Aspergillus sp. Mirra Tetradenia riparia Raiz
T28 Penicilium sp. Joa bravo Solanum sp. Raiz
T34 Trichoderma sp. Aranto Kalanchoe sp. Broto
T37 Aspergillus sp. Acafrdo Curcuma longa L. Folha

Fonte: Elaboracdo dos autores.

5.3.2 Analise Do Perfil Quimico Por Cg/Em Haspace Isolados Vivos

O perfil quimico dos endofitos foi obtido pela técnica de CG/EM. Foram encontrados
um total de 30 constituintes majoritarios, produzidos pelos 12 fungos endofiticos, expresso na
tabela 2:
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Tabela 2: Constituintes Majoritarios da Analise do Perfil Quimico Por CG/Em Haspace.

Cédigo Constituintes Majoritarios

T1 Dimetilamina, 3-metil-1-butanol, 2-metil-1-butanol, 2-Heptanona, Butanal ou Butiraldeido, (+-)-5-
Metil-2-hexanol e 2-Nonanona

T2 Dimetilamina, Dimetilsulféxido e Dimetil sulfona, Hepta-4,6-diin-2-ol

T3 Dimetilamina, formamida, Dimetilsulfoxido, 1,3-Difluoro-2-propanol, Benzenemetanol, o.-(1-

aminoetil), Anfetamina, Acetamida, 2-fluoro-, Catina e Dimetil sulfona

T4 Dimetilamina, 3-metil-1-butanol, Dioxido de carbono, Oxido de etileno e Etino, fllior-

T5 Acido férmico

T6 Etilamina e 1-Metil-4-(metanoato de etila)ciclo

T7 Dimetilamina e Dimetil sulfona

T8 Acido férmico e 3-metil-1-butanol

T19 Dimetilamina

T28 Dimetilamina e Formamida

T34 Etilamina, Formamida, 2-metil-1-butanol, 2,4-dimetil-, Hexano, 2-pentil-, Furano

T37 Etilamina, Formamida, Espiro[5.5]undec-2-eno, 3,7,7-trimetil-11-, Panaginsene, Cariofileno e (-)-

Triciclo[6.2.1.0(4,11)]undec-5-eno, 1,5

Fonte: Elaboragéo dos autores.

Os constituintes majoritarios de todos os isolados fungicos que tiveram maior indice em
porcentagem pela técnica de CG/EM foram: T1 a dimetilamina com 93%, T2 dimetilamina
com 99,9%, T3 formamida com 65,2% e dimetilamina com 49,98%, T4 dimetilamina com
99,95%, T5 Acido formico, éster etilico 100%, T6 etilamina 99,79%, T7 dimetilamina 99,79%,
T8 Acido formico, éster etilico 99,47, T19 dimetilamina 100%, T28 dimetilamina 50,31% e
formamida 49,69%, T34 etilamina 49,49% e formamida 48,43% e T37 etilamina 49,86% e
formamida 46,88%

Dentre 0s grupos quimicos dos compostos majoritarios analisados dos fungos
endofiticos que mais expressivos foram: grupo das aminas dimetilamina (T1, T2, T3, T4,
T7,T19, T28) e etilamina (T6, T34, T37), grupo das amidas formamida (T3, T28, T34, T37) e
o grupo carboxila Acido férmico, éster etilico (T5, T8). Constata-se que esses fungos
produziram diferentes estruturas quimicas que sdo potencialmente bioativas (AZEVEDO;
PEREIRA; ARAUJO, 2000).De um modo geral, os resultados obtidos constataram que os
fungos podem promover a quebra de dorméncia de sementes de plantas dormentes, por
motivos fisioldgicos e bioquimicos. Desta forma, por razdes mutualisticas e de forma, ndo
parasitaria, percebeu-se a interacdo planta e microrganismo, que pode-se considerar como

fungos endofiticos.
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5.4 DISCUSSAO

O capim Andropogon L. tem grande relevancia na pecuéria brasileira pela sua
rusticidade e bom desempenho no campo, e é recomendado para regides de solos acidos, baixa
fertilidade e em condicGes de estresse hidrico (JANK et al., 2013). Ainda, Sanchez e Ferguson
(1986) enfatizam que o capim Andropogon L. tem baixo poder germinativo nos primeiros meses
de colheita pelo seu processo de maturacéo.

Dessa forma, ainda faltam muitos estudos sobre métodos para melhorar a germinacgéo
na homogeneizagdo na germinacdo das sementes de capim Andropogon L. S&o necessarias
alternativas para melhorar a taxa germinativa destas forrageiras onde nas gramineas forrageiras
tropicais, a expressao da dorméncia estd associada a causas fisicas e fisioldgicas presentes nas
sementes recém-colhidas (FEITOSA et al., 2015).

Quanto aos resultados obtidos neste trabalho sobre fungos endofiticos e seus
metabolicos, um total de 12 isolados promoveram a quebra de dorméncia do capim Andropogon
L., provavelmente em decorréncia dos compostos produzidos por eles, 0s quais apresentaram
uma grande variedade de metabdlicos.

Verificou-se que dos 40 tratamentos 30% tiveram bons resultados em relacdo a
testemunha, porém apenas os tratamentos T4, T6 e T1 estimularam o indice germinativo das
sementes com indice superior a 50%, representados respectivamente pelos fungos
endossimbiontes: Penicillium sp. (57,7%), Penicillium sp. (54,4%) e Colletotrichum sp.
(52,2%). Geralmente, os fungos do género Penicillium sdo encontrados em quase todos 0s
substratos na natureza e normalmente sdo considerados sapréfitas ou contaminantes. Também
sdo frequentemente associados as sementes, podendo causar prejuizos em pés-colheita.

Estudos realizados por Khan, Abdul Latif et al. (2011) verificaram que a espécie
Penicillium funiculosum melhorou significativamente a germinacdo das sementes de soja e 0
crescimento das plantas em relacéo ao controle.

Acredita-se que alguns fungos possam aumentar o processo germinativo das sementes,
por meio da producdo de substancias que promovam a quebra de dormencia de sementes como
é 0 caso dos resultados obtidos no presente trabalho no capim Andropogon L. Os resultados
obtidos demonstraram que houve maior incidéncia dos isolados fungicos do género
Penicillium spp. por meio dos tratamentos T2, T4, T5, T6, T7, T8 e T10. De acordo com
TOGUEO (2020), o género Penicillium spp. endofitico pode proteger a planta hospedeira
contra maltiplos estresses, com diversas fungdes bioldgicas com potencial antibidtico e

possuindo compostos bioativos com possivel utilizagdo em maultiplos processos agricolas.
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Outro género encontrado foram os Aspergillus nos tratamentos T19 e T37, que também
promoveram a quebra de germinagdo das sementes do capim Andropogon L.. Estudos
realizados por MATHUR et al. (2022) constataram efeitos benéficos promovidos pelo
Aspergillus niger endofitico encontrado na planta medicinal Albizia lebbeck (L.). Os autores
constataram que o extrato fingico melhorou a porcentagem e o vigor das sementes de trigo,
cevada e milho em relagdo a testemunha e os resultados demonstraram que 0s compostos
produzidos influenciaram na qualidade das sementes.

Outro resultado obtido destacou o género Colletotrichum (T1) como tendo estimulado
a germinacdo das sementes, em mais de 50%, em relacdo a testemunha, ndo tratada, ficando em
3° lugar entre os melhores tratamentos. Vale ressaltar que algumas espécies deste género séo
reportadas como sendo um dos principais fitopatégenos de muitas plantas cultivadas em todo
mundo. Por outro lado, temos que considerar que a maioria dos microorganismos sdo poucos
estudados quanto aos beneficios que podem representar ao processo ecolégico nas relaces
interespecificas de forma positiva (PAMPHILE et al., 2017).

Resultados como este provocam discussdes tanto na area ecoldgica e conservagao como
a importancia biotecnoldgica que os fungos podem ter para melhoria da agricultura sendo que
ndo apenas um género pode ser comercial mas um vasto nimero de microorganismos podem
contribuir para um desenvolvimento de uma agricultura sustentdvel e ndo provocando
desequilibrios ambientais.

Outro fator importante foi que dos 12 isolados fungicos e que foram encontrados em 9
plantas cultivaveis e ndo cultivaveis em varias partes da planta, sendo: nira no bulbo, joa bravo
na raiz e flor, milho no caule, gergelim na raiz e pimenta na folha e semente foram encontrados
os isolados fungicos Penicillium spp. seguido do Aspergillus ssp. que foram expressados no
acafrdo na folha, posteriormente o Trichoderma sp. no broto do aranto, Chaetomium sp na fl6r
do joa bravo e o Colletotricum sp. na folha no broto alfavacdo. Desta forma, constata-se que
os fungos endofiticos sobrevivem em vérias partes das plantas (KHAN et al., 2015).

Dentre os fungos endofiticos que promovem crescimento em plantas os isolados da raiz
sdo 0s mais estudados. Porém, os resultados obtidos demonstram que eles estdo presentes em
grande quantidade na parte aérea, incluindo as folhas, bulbos, caule, sementes e flores.

Dos 12 fungos endofiticos estudados, apenas dois (Penicillium, isolado do milho e da
pimenta) ndo expressaram 0s compostos majoritarios a base de amina e amida. Os demais
tiveram como principais constituintes a dimetilamina que € uma amina alifatica secundaria em
ambos os substituintes Nitrogénio (N) sdo metil. E uma amina alifatica secundéaria e um

membro das metilaminas. A etilamina € uma amina alifatica priméaria de dois carbonos. A
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formamida que é a amida do acido monocarboxilico mais simples, obtida pela condensagéo
formal do acido férmico com amédnia (PUBCHEM, 2022). O Penicillium, isolado do milho (T8)
e da pimenta (T5) produziram o composto Acido férmico, éster etilico, que o &cido férmico é o
acido carboxilico mais simples, contendo um unico carbono que ocorre naturalmente em varias
fontes como agente antibacteriano, solvente protico, metabdlito, solvente e adstringente
(PUBCHEM, 2022).

A dimetilamina e etilamina, isso denota que dos 12 fungos que provavelmente
influenciaram a germinacdo das sementes do capim Andropogon L., 10 tiveram compostos
majoritarios da familia das aminas. Daoudi e Biondi (1995), explana que as aminas estdo
envolvidas no processo de crescimento e regulacdo das plantas.

Os fungos endofiticos possuem suprimento adicional de N para as plantas, fornecido
pelos endofitos, sendo a forma direta que estes microrganismos utilizam para promover o
crescimento de diferentes culturas, os fungos endofiticos produzem uma variedade de
substancias, consiste em uma fonte importante de compostos biologicamente ativos que tém
aplicacdes agricolas promissoras (RIBEIRO; PAMPHILE, 2017).

Contanto, é necessario encontrar estratégias atuais e futuras da comunicagdo quimica de
fungos endofiticos e com suas plantas hospedeiras para producdo sustentavel de produtos
naturais desejaveis (KUSARI, HERTWECK; SPITELLER, 2012). No entanto, as interacfes
celulares e moleculares entre os fungos endofiticos e os promotores de crescimento de plantas

permanecem menos exploradas (TIAN et al., 2022).

5 CONCLUSOES

Os isolados fangicos Penicillium spp. tiveram os melhores efeitos na quebra de
dorméncia das sementes de Andropogon.

Os fungos endofiticos apresentaram como compostos majoritarios a dimetilamina e
etilamina e Acido férmico.

Foram encontrados fungos endofiticos em vérios 6rgdos da parte area das plantas

cultivaveis e ndo cultivaveis como também nas raizes.
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6 CAPITULO Il EXTRATOS DE FUNGOS ENDOFITICOS COMO POTENCIAIS
PROMOTORES DE CRESCIMENTO EM PLANTULAS DA SOJA (Glycine max (L.)
Merril

ENDOPHYTIC FUNGUS EXTRACTS AS POTENTIAL GROWTH PROMOTERS IN
SOYBEAN PLANTS (Glycine max (L.) Merril)

EXTRACTOS DE HONGOS ENDOFITICOS COMO POTENCIALES PROMOTORES
DE CRESCIMENTO EM PLANTAS DE SOJA (Glycine max (L.) Merril

Submetido e aprovado como Artigo: DE SOUZA FERREIRA, T. P., JUMBO, L. O. V., DE SOUZA
FERREIRA, T. P., ARMIJOS, M. J. G., MOURAO, D. D. S. C. e DOS SANTOS, G. R. Extratos de fungos
endofiticos como potenciais promotores de crescimento em plantulas da soja (Glycine max (L.) Merril. Cuadernos
de Educacién y Desarrollo, 16(4), e4027-e4027, 2024.

RESUMO

Os microorganismos enddfitos 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. Apds
deste processo foi preparada uma concentracdo 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 adubacéo e com 7 dias de idade foram pulverizadas com 5mL da solugédo
previamente preparada. As plantulas foram mantidas em estufa a 28°C e fotoperiodo 12 horas.
Apbs de 8 dias desde a aplicacdo dos extratos foram avaliados o tamanho e o diametro do caule
e a raiz. Posteriormente a massa fresca e seca usando uma balanca de precisao 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.
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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, 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 &mbito agricola como potenciales
estimuladores del crecimiento. Por ello, se evalu6 el potencial estimulador de los hongos
enddfitos en la soja (Glycine max (L.) Merril). Inicialmente, se recogieron 12 muestras de
hongos enddfitos de diferentes partes de varias especies de plantas cultivadas. Estos hongos se
aislaron, identificaron, cultivaron y fermentaron durante 72 horas. Tras este proceso, se preparo
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 evalud la masa fresca y seca utilizando una balanza de precision. Los

resultados mostraron que, de los 12 hongos aplicados a las plantulas, ocho aumentaron
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significativamente la longitud del tallo, destacando las plantas tratadas con Purpureocillium
lilacinum y Penicillium citrinum. El didmetro 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 fungicas. 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, soya

6.1 INTRODUCAO

A demanda por alimentos aumenta a cada dia devido ao crescimento da populacdo, e a
soja (Glycine max (L.) Merrill) é 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 producdo estimada em 371
milhGes 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 dleo vegetal (20%).
A soja torna-a altamente desejavel para consumo humano e 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 producdo em grande escala
exige uma aplicacdo excessiva de fertilizantes quimicos sintéticos com potenciais efeitos ao
meio ambiente ao médio ou longo prazo. Estes efeitos influenciam na comunidade microbiana
do solo, acidificagdo do solo, emissdes de gases com efeito estufa e a contaminacéo das aguas
subterraneas por nitratos (TURABI et al., 2024; ZHAO et al., 2024). Além, a aplicacdo de
fertilizantes mesmo que é uma solucéo rapida para controlar a deficiéncia de micronutrientes
no solo esta é apenas uma solucdo temporéria, e o alto custo de mercado do fertilizante ndo é
acessivel aos agricultores com baixo poder aquisitivo (JOHNSON et al., 2023). Neste contexto,
é necessario o uso de novas tecnologias para sanar essa grande problematica sem interferir na

producdo desta importante fonte de proteina (MILAZZO et al., 2013). Mediante a toda esta
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conjuntura a inovagdo biotecnoldgica pode amenizar o0 uso destes insumos como a utilizagéo
de biomoléculas bioativas no controle de pragas e doengas, herbicidas, promotores de
crescimento e controle osmotico das plantas com o déficit hidrico (ZHENG et al., 2016; MELO
et al., 2024).

Uma das tecnologias proeminentes para a redugdo e insumos sintéticos é o uso de
microrganismos endodfitos; 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 substéncias bioativas (reguladoras do crescimento
da planta, antibacterianas, antifingicas, antivirais, inseticidas, etc.) com o fim de que o
hospedeiro se sobreponha a seus competidores (CARROLL, 1988; FAETH, 2002; YAN et al.,
2019; CHOUHAN et al., 2022). Esta associacdo bem equilibrada entre estes organismos e suas
plantas hospedeiras pode ser consequéncia de anos de convivéncia e evolugdo. Neste sentido
estudos reportam que fungos endofiticos ajudam suas plantas hospedeiras a resistir diversos
estresses bidticos e abioticos (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 abioticos 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 econémico 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.

6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 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 coldnias de 12 isolados fungicos, provenientes de

plantas cultivadas (Tabela 1).



72

Tabela 1: Isolados fungicos obtidos de diferentes partes de vérias especeis de plantas

Espécie Planta Nome Cientifico Parte da Planta
Aureobasidium melanogenum  Alfavacdo Ocimun gratissimum Folha
Penicilium sp. Nira Allium tuberosum Bulbo
Chaetonium sp. Joa bravo  Solanum sp. Flor
Paecilomyces lilacinus Jodbravo  Solanum sp. Raiz
Penicilium sp. Milho Zea mays Caule
Penicilium sp. Gergelim  Sesamum indicum Raiz
Penicilium sp. pimenta Capisicum sp. Folha
Purpureocillium lilacinum pimenta Capisicum sp. Semente
Aspergillus sp. Mirra Tetradenia riparia Raiz
Penicillium citrinum Jodbravo  Solanum sp. Raiz
Trichoderma sp. Aranto Kalanchoe sp. Broto
Paecilomyces variotii Acafrdo Curcuma longa L. Folha

6.2.2 Identificacdo dos fungos

A identificacdo das cepas dos 12 isolados de fungos foi realizada através da observagéo
do crescimento, formacao de estruturas vegetativas e reprodutivas, com caracteristica das hifas
e dos conidios. As observactes foram feitas em microscépio optico 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).

6.2.3 Obtencao do extrato fangico

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 didmetro 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. Foram
incubados 28°C a 120 rpm por 3 dias, apos de 72h foram retiradas amostras para a realizacéo
dos ensaios de pos-emergéncia (TALUKDAR et al., 2021).

6.2.4 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 adubagdo. Em cada pote foram semeadas 3

sementes sadias de soja, e mantidas em casa de vegetagdo em temperatura + 28°C e fotoperiodo



73

24 horas, durante 7 dias sendo umedecidos quando necessario. Subsequentemente foi preparada
em &gua destilada uma concentracao fangicas ao 60 para cada extrato bruto, no controle apenas
agua destilada foi aplicada. Apés 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 apés de
8 dias desde a aplicagéo 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 (ap0s de secagem em estufa durante 48

horas a 50 °C) usando uma balanca de precisdo. O experimento foi realizado em triplicata.

6.2.5 Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelo programa estatistico Sisvar, para os 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.

6.3 RESULTADOS

Aqui 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
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) quando tratados com algumas

espécies de fungos (Figura 1C).
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Figura 1. Efeito no comprimento aéreo (A), diametro 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 0 desvio padrdo, letras iguais nas barras significa

auséncia de diferencia estatistica pelo teste Scott-Knott (P< 0.05).

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).
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Figura 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 padrdo, letras iguais nas barras significa auséncia de
diferencia estatistica pelo teste Scott-Knott (P< 0.05).

6.4 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 0 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 estimulagdo foi, mais notoria nas plantas tratadas

com Purpureocillium lilacinum e Penicillium citrillum provenientes da semente de Capsicum
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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 fosforo 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 &cido indol acético
(auxina) que é uma fito-hormona, responsavel por vérios efeitos no desenvolvimento de
rebentos e raizes e outros processos fisioldgicos das plantas (JAROSZUK-SCISEL et al., 2014;
KUNKEL e HARPER, 2017; BARON et al., 2020).

Conforme aqui encontrado, outros estudos reportaram que plantas tratadas com o fungo
Penicillium citrillum desenvolveram um melhor comprimento do caule e a raiz; atividade que
que foi atribuida a alta presenca de giberalinas (KHAN et al., 2008; WAQAS et al., 2015). As
Giberalinas sdo uma familia de fitohormonios vegetais diterpenoides provenientes de processos
metabolitos das plantas, e sua producdo pode ser estimulada em presenga 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-o 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 producgéo do &cido 1-aminociclopropano-
1-carboxilico e desaminasse (solubiliza fosfato) e sider6foros (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 didametro pode estar
relacionado com a producéo 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.,
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2022; Gu et al., 2023) 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 sdo de extrema importancia nas culturas
de climas céalidos 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 fungo Purpureocillium lilacinum (KHAN e TANAKA, 2023) ou nabo Brassica
rapa quando tratdo com Penicillium citrinum (GU et al., 2023). Assim nossos resultados
revelam o potencial dos fungos endofiticos como promotores de crescimento, 0 que pode ser
de interesse na procura na biotecnologia agricola para reduzir o efeito nas plantas de estresse
abidtico.

6.5 REFERENCIAS

BARNETT, H.; HUNTER, B. Illustrated genera of imperfect fungi. Minneapolis, Burgess
Publishing Company., 1972. v+241 pp.

BARON, N. C.; DE SOUZA POLLO, A.; RIGOBELO, E. C. Purpureocillium lilacinum and
Metarhizium marquandii as plant growth-promoting fungi. PeerJ, v. 8, p. €9005, 2020. ISSN
2167-83509.

CARROLL, G. Fungal endophytes in stems and leaves: From latent pathogen to mutualistic
symbiont. Ecology, v. 69, n. 1, p. 2-9, 1988. ISSN 0012-9658. Disponivel em: <
https://esajournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.2307/1943154 >.

CHOUHAN, S.; AGRAWAL, L.; PRAKASH, A. Amelioration in traditional farming system
by exploring the different plant growth-promoting attributes of endophytes for sustainable
agriculture. Archives of Microbiology, v. 204, n. 2, p. 151, 2022/01/24 2022. ISSN 1432-
072X. Disponivel em: < https://doi.org/10.1007/s00203-021-02637-4 >.

DE SOUZA FERREIRA, T. P. et al. Prospeccdo de fungos Endofiticos isolados de plantas
cultivaveis e ndo cultivaveis e seus efeitos na quebra de dorméncia de sementes de capim
Andropogon L. DELOS: Desarrollo Local Sostenible, v. 16, n. 43, p. 716-733, 2023. ISSN
1988-5245.



78

DONI, F. et al. Physiological and growth response of rice plants (Oryza sativa L.) to
Trichoderma spp. inoculants. AMB Express, v. 4, n. 1, p. 45, 2014/05/29 2014. ISSN 2191-
0855. Disponivel em: < https://doi.org/10.1186/513568-014-0045-8 >.

FAETH, S. H. Are endophytic fungi defensive plant mutualists? Oikos, v. 98, n. 1, p. 25-36,
2002. ISSN 0030-1299. Disponivel em: <
https://nsojournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1034/j.1600-0706.2002.980103.x >.

FAOSTAT. Crops and livestock products. Retrieved January 28, 2023, from 2023.

GU, K. et al. Penicillium citrinum provides transkingdom growth benefits in choy sum
(Brassica rapa var. parachinensis). Journal of Fungi, v. 9, n. 4, p. 420, 2023. ISSN 2309-
608X. Disponivel em: < https://www.mdpi.com/2309-608X/9/4/420 >.

HERNANDEZ-LEAL, T. I.; CARRION, G.; HEREDIA, G. Solubilizacién in vitro de fosfatos
por una cepa de Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson. Agrociencia, v. 45, n. 8, p. 881-892,
2011. ISSN 1405-3195.

HERRIDGE, D. F.; PEOPLES, M. B.; BODDEY, R. M. Global inputs of biological nitrogen
fixation in agricultural systems. Plant and Soil, v. 311, n. 1, p. 1-18, 2008/10/01 2008. ISSN
1573-5036. Disponivel em: < https://doi.org/10.1007/s11104-008-9668-3 >.

HU, S.; LIU, C.; LIU, X. The beneficial effects of soybean proteins and peptides on chronic
diseases. Nutrients, v. 15, n. 8, p. 1811, 2023. ISSN 2072-6643. Disponivel em: <
https://www.mdpi.com/2072-6643/15/8/1811 >.

IBANDA, A. P. et al. Combining ability and heritability of soybean resistance to groundnut
leaf miner. Euphytica, v. 214, n. 10, p. 192, 2018/09/28 2018. ISSN 1573-5060. Disponivel
em: < https://doi.org/10.1007/s10681-018-2271-7 >.

ISLAM, S. etal. Chilli rhizosphere fungus Aspergillus spp. PPAL promotes vegetative growth
of cucumber (Cucumis sativus) plants upon root colonisation. Archives of Phytopathology
and Plant Protection, v. 47, n. 10, p. 1231-1238, 2014/06/15 2014. ISSN 0323-5408.
Disponivel em: < https://doi.org/10.1080/03235408.2013.837633 >.

JAISWAL, S.; OJHA, A.; MISHRA, S. K. Assessment of plant growth-promoting parameters
of endophytes isolated from Calotropis procera and their performance under irrigated and non-
irrigated conditions. Current Microbiology, v. 81, n. 1, p. 49, 2023/12/26 2023. ISSN 1432-
0991. Disponivel em: < https://doi.org/10.1007/s00284-023-03570-z >.

JAROSZUK-SCISEL, J.; KUREK, E.; TRYTEK, M. Efficiency of indoleacetic acid,
gibberellic acid and ethylene synthesized in vitro by Fusarium culmorum strains with different
effects on cereal growth. Biologia, v. 69, n. 3, p. 281-292, 2014/03/01 2014. ISSN 1336-9563.
Disponivel em: < https://doi.org/10.2478/s11756-013-0328-6 >.




79

JOHNSON, K. V. H. etal. Food and nutritional security: Innovative approaches for improving
micronutrient use efficiency in Soybean (Glycine max (L.) Merrill) under hostile soils. Journal
of Soil Science and Plant Nutrition, v. 23, n. 1, p. 56-70, 2023/03/01 2023. ISSN 0718-9516.
Disponivel em: < https://doi.org/10.1007/s42729-022-01025-1 >.

KHAN, M.; TANAKA, K. Purpureocillium lilacinum for plant growth promotion and
biocontrol against root-knot nematodes infecting eggplant. PLoS One, v. 18, n. 3, p. €0283550,
2023. Disponivel em: < https://doi.org/10.1371/journal.pone.0283550 >.

KHAN, S. A. etal. Plant growth promotion and Penicillium citrinum. BMC Microbiology, v.
8 n. 1, p. 231, 2008/12/22 2008. ISSN 1471-2180. Disponivel em: <
https://doi.org/10.1186/1471-2180-8-231 >.

KIM, W. J. et al. Quantitative trait loci (QTL) analysis of seed protein and oil content in wild
soybean (Glycine soja). International Journal of Molecular Sciences, v. 24, n. 4, p. 4077,
2023. ISSN 1422-0067. Disponivel em: < https://www.mdpi.com/1422-0067/24/4/4077 >.

KUNKEL, B. N.; HARPER, C. P. The roles of auxin during interactions between bacterial plant
pathogens and their hosts. Journal of Experimental Botany, v. 69, n. 2, p. 245-254, 2017.
ISSN 0022-0957. Disponivel em: < https://doi.org/10.1093/jxb/erx447 >. Acesso em:
3/16/2024.

MELO, G. B. etal. Foliar application of biostimulant mitigates water stress effects on soybean.
Agronomy, v. 14, n. 3, p. 414, 2024. ISSN 2073-4395. Disponivel em: <
https://www.mdpi.com/2073-4395/14/3/414 >.

MILAZZO, M. F. et al. Sustainable soy biodiesel. Renewable and Sustainable Energy
Reviews, v. 27, p. 806-852, 2013/11/01/ 2013. ISSN 1364-0321. Disponivel em: <
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1364032113004760 >.

MITTAL, V. et al. Stimulatory effect of phosphate-solubilizing fungal strains (Aspergillus
awamori and Penicillium citrinum) on the yield of chickpea (Cicer arietinum L. cv. GPF2).
Soil Biology and Biochemistry, v. 40, n. 3, p. 718-727, 2008/03/01/ 2008. ISSN 0038-0717.
Disponivel em: < https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0038071707004178 >.

MORENO-SALAZAR, R. et al. Plant growth, foliar nutritional content and fruit yield of
Capsicum chinense biofertilized with Purpureocillium lilacinum under greenhouse conditions.
Scientia Horticulturae, v. 261, p. 108950, 2020/02/05/ 2020. ISSN 0304-4238. Disponivel
em: < https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304423819308362 >.

NIETO-JACOBO, M. F. et al. Environmental growth conditions of Trichoderma spp. affects
indole acetic acid derivatives, volatile organic compounds, and plant growth promotion.
Frontiers in Plant Science, v. 8, 2017-February-09 2017. ISSN 1664-462X. Disponivel em: <
https://www.frontiersin.org/journals/plant-science/articles/10.3389/fpls.2017.00102 >.




80

NISA, H. et al. Fungal endophytes as prolific source of phytochemicals and other bioactive
natural products: A review. Microbial Pathogenesis, v. 82, p. 50-59, 2015/05/01/ 2015. ISSN
0882-4010. Disponivel em: <
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0882401015000601 >.

NISHIJIMA, T. et al. Endogenous gibberellins and bolting in cultivars of Japanese radish.
Plant Bioregulators in Horticulture 394, p. 199-206, 1994. ISSN 9066054867.

PANDYA, N. D. etal. Plant growth promoting potential of Aspergillus sp. NPF7, isolated from
wheat rhizosphere in South Gujarat, India. Environmental Sustainability, v. 1, n. 3, p. 245-
252, 2018/09/01 2018. ISSN 2523-8922. Disponivel em: < https://doi.org/10.1007/s42398-018-
0025-z >.

QIN, P.; WANG, T.; LUO, Y. A review on plant-based proteins from soybean: Health benefits
and soy product development. Journal of Agriculture and Food Research, v. 7, p. 100265,
2022/03/01/ 2022. ISSN 2666-1543. Disponivel em: <
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2666154321001678 >.

RAMLAL, A. et al. Androgenesis in soybean (Glycine max (L.) Merr.): a critical revisit. In
Vitro Cellular & Developmental Biology - Plant, v. 60, n. 1, p. 1-15, 2024/02/01 2024. ISSN
1475-2689. Disponivel em: < https://doi.org/10.1007/s11627-023-10402-z >.

RANI, R. et al. Genetic diversity and population structure analysis in cultivated soybean
(Glycine max [L.] Merr.) using SSR and EST-SSR markers. PLOS ONE, v. 18, n. 5, p.
e0286099, 2023. Disponivel em: < https://doi.org/10.1371/journal.pone.0286099 >.

TALUKDAR, R. etal. Isolation and characterization of an endophytic fungus Colletotrichum
coccodes producing tyrosol from Houttuynia cordata Thunb. Using ITS2 RNA Secondary
Structure and Molecular Docking Study. Frontiers in Bioengineering and Biotechnology, v.
9, 2021-June-17 2021. ISSN 2296-4185. Disponivel em: <
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fbioe.2021.650247 >.

TIAN, Y. et al. Mechanisms in growth-promoting of Cucumber by the endophytic fungus
Chaetomium globosum strain ND35. Journal of Fungi, v. 8, n. 2, p. 180, 2022. ISSN 2309-
608X. Disponivel em: < https://www.mdpi.com/2309-608X/8/2/180 >.

TURABI, A. B. et al. Optimizing oybean crop performance through the Integrated application
of organic and chemical fertilizers: A study on alkaline soil in Afghanistan. Crops, v. 4, n. 1,
p. 82-94, 2024. ISSN 2673-7655. Disponivel em: < https://www.mdpi.com/2673-7655/4/1/7
>,

WAKELIN, S. A. et al. Phosphate solubilization by Penicillium spp. closely associated with
wheat roots. Biology and Fertility of Soils, v. 40, n. 1, p. 36-43, 2004/06/01 2004. ISSN 1432-
0789. Disponivel em: < https://doi.org/10.1007/s00374-004-0750-6 >.




81

WAQAS, M. et al. Endophytic fungi promote plant growth and mitigate the adverse effects of
stem rot: an example of Penicillium citrinum and Aspergillus terreus. Journal of Plant
Interactions, v. 10, n. 1, p. 280-287, 2015/01/01 2015. ISSN 1742-9145. Disponivel em: <
https://doi.org/10.1080/17429145.2015.1079743 >.

WATANABE, T. Morphologies of cultured fungi and key to species. Pictorial Atlas of Soil
and Seed Fungi, v. 362, 2002.

WILSON, D. Endophyte: The evolution of a term, and clarification of Its use and definition.
Oikos, v. 73, n. 2, p. 274-276, 1995. ISSN 00301299, 16000706. Disponivel em: <
http://www.jstor.org/stable/3545919 >. Acesso em: 2024/03/14/.

YAN, L. et al. Beneficial effects of endophytic fungi colonization on plants. Applied
Microbiology and Biotechnology, v. 103, n. 8, p. 3327-3340, 2019/04/01 2019. ISSN 1432-
0614. Disponivel em: < https://doi.org/10.1007/s00253-019-09713-2 >.

YAO, Y. Q. et al. Endophytic fungi harbored in the root of Sophora tonkinensis Gapnep:
Diversity and biocontrol potential against phytopathogens. MicrobiologyOpen, v. 6, n. 3, p.
e00437, 2017, ISSN 2045-8827. Disponivel em: <
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/mb03.437 >.

ZHAO, T. etal. Coupling of reduced inorganic fertilizer with plant-based organic fertilizer as
a promising fertilizer management strategy for colored rice in tropical regions. Journal of
Integrative Agriculture, v. 23,n. 1, p. 93-107, 2024/01/01/ 2024. ISSN 2095-3119. Disponivel
em: < https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2095311923001053 >.

ZHENG, Y.-K. etal. Diversity, distribution and biotechnological potential of endophytic fungi.
Annals of Microbiology, v. 66, n. 2, p. 529-542, 2016/06/01 2016. ISSN 1869-2044.
Disponivel em: < https://doi.org/10.1007/s13213-015-1153-7 >.




82

7 CAPITULO IV - EFEITO DE FUNGOS ENDOFITICOS COMO PROMOTORES
DE CRESCIMENTO DE PLANTAS DO CAPIM MOMBACA (Panicum maximum cv.
Mombaca)

SUBMISSAO: O referente artigo ainda néo foi submetido

RESUMO
O capim Mombagca (Panicum maximum cv. Mombagca) E uma pastagem de alta produtividade,
apresenta elevada porcentagem de folhas, principalmente na seca, com perfilhos vigorosos e
alta tolerancia a seca. Os enddfitos fungicos colonizam os tecidos sem causar danos ao seu
hospedeiro, estimulando o desenvolvimendo da planta por meio da producdo de metabdlicos
secundarios. Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo verificar a influéncia de
fungos endofiticos isolados de plantas cultivadas e ndo cultivaveis sobre desenvolvimento de
plantas do capim Mombaca, no municipio de Gurupi, Tocantins, Brasil. O experimento foi
conduzido em vasos que continham 10 kg de substrato que foram utilizadas dois controles que
continham apenas o0 CACOs e outro Ca(H2PO4), com a mesma proporgéo que foi adicionado
para os vasos que continham os fungos. Apos 80 dias da semeadura foram feitas a avaliacdes
com as A analise estatistica foi realizado com delineamento inteiramente casualizado com cinco
repeticdes, aplicando a analise de variancia (ANOVA) com o teste de teste Tukey a 5% de
probabilidade. Como resultado foi verificado que os isolados fungicos Penicillium sp. (T5) e 0
Chaetonium sp. (T3) foram superiores aos demais tratamentos em todas as varidveis resposta
sendo que o Penicillium sp. (T5), sempre atingiu médias bem superiores aos demais isolados
fungicos tratamentos com dois controles. Portanto, verificou-se que os isolados fungicos
endofiticos sdo potencialmente bioestimuladores melhorando a qualidade das forrageiras na

agropecudria brasileira e com grande potencial de diminuir o uso de fertilizantes quimicos.
Palavras-chave: Regulador de crescimento; Bioestimuladores; Fungo endofitico;, Mombaca
7.1 INTRODUCAO

As pastagens ocupam aproximadamente um terco da superficie terrestre, representam a
maior parte das terras araveis do planeta e sdo utilizadas principalmente para a pecuaria

(REINERMANN et al., 2020). Recobrem cerca de 170 milhdes de hectares do territorio

brasileiro, o que equivale a 2/3 da area agricola do pais (IBGE, 2019). Dada a extensa area
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ocupada, o Brasil destaca-se na producdo de bovinos a pasto, possuindo o maior rebanho com
exploracdo comercial do mundo, com cerca de 234.352.649 milhdes de cabecas (IBGE, 2022).

A espécie Panicum maximum Jacq. ¢ originaria da Africa tropical até a Africa do Sul,
em margens florestais, onde ocupa solo recém-desmatado e em pastagens sob sombra rala de
arvores. Seu habitat abrange altitudes de 0 nivel do mar até 1.800 m.s.n.m. (JANK, 1995;
JUNIOR et al., 2014).

O capim P. maximum cv. Mombaca, lancado no Brasil em 1993, (JANK, 1995), é um
cultivar de alta produtividade, com alta porcentagem de folhas, principalmente na seca
(MULLER et al., 2002). Trata-se de uma graminea tropical de porte elevado, com perfilhos
vigorosos, tolerancia alta a seca e reproducdo apomitica por sementes, com resultados muito
satisfatorios, notadamente nas fazendas com pecuaria intensificada. Esses atributos do capim-
mombaca tém motivado uma demanda bastante expressiva por sementes (BOONMAN, 1993).

Para manter a alta produtividade exige um pasto mais tecnificado com correc¢des de
adubacdo que podem ser usados excessivamente causando danos ambientais, eutrofizacdo de
corpos hidricos, degradacdo da qualidade dos corpos d'agua e ineficiéncia no aproveitamento
dos insumos (HAYGARTH et al., 2014; MATQOS, 2023).

Entdo, h& necessidade de desenvolver estratégias alternativas seguras para proteger e
melhorar o rendimento das culturas. Uma dessas alternativas promissoras é a aplicacdo de
fungos endofiticos para melhorar o desenvolvimento da planta ( MUKHERJEE et al., 2021).

Os endofitos fangicos colonizam os tecidos internos saudaveis das plantas sem causar
quaisquer sintomas de doenca ao hospedeiro. Eles sdo conhecidos por conferir beneficios
consideraveis ao hospedeiro ao produzirem substancias que estimulam o crescimento das
plantas (AHMAD et al., 2020; KHALIL et al., 2021). Eles ttm a mesma via anabdlica ou
semelhante que as plantas hospedeiras, o que pode promover o crescimento das plantas (WANI
etal., 2015).

Rana et al. (2019) enfatizam que os fungos endofiticos podem colonizar varios 6rgdos
das plantas como caule, peciolos, folhas (foliares), frutos, botdes, sementes e nas
inflorescéncias, desempenhando assim, um papel significativo no ciclo de vida da planta, como
promotores de crescimento.

Estudos sobre fungos endofiticos transmitidos por sementes sdo importantes porque
desempenham papéis significativos na produtividade das plantas. Esses fungos podem
influenciar na germinagdo das sementes, vigor das mudas e crescimento geral das plantas e

pode levar ao desenvolvimento de praticas agricolas sustentaveis (YAN, LU et al., 2019, ROY
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et al., 2023). Os fungos endofiticos possuem, ainda, compostos volateis que podem melhorar o
crescimento das plantas (KUMAR et al., 2019; HUANG et al., 2014).

Entdo, novas alternativas para diminuir os impactos ambiental, saide humana e animal
destaca a importancia de estudar fungos endofiticos como promotores de crescimento para a
producdo agricola sustentavel servindo como bioestimuladores para melhor producdo na
agropecuéria (POVEDA et al., 2021). Estudos comprovando o efeito de fungos endofiticos na
promocdo de crescimento de forrageiras tém sido escassos. Desta forma, o presente trabalho
teve como objetivo verificar a influéncia de fungos endofiticos isolados de plantas cultivadas e

ndo cultivadas sobre desenvolvimento de plantas do capim Mombaca.

7.2 MATERIAL E METODOS
7.2.1 Isolamento dos fungos endofiticos

Os fungos endofiticos foram repicados em meio de cultura BDA em placas de petri e
incubados a temperatura de 25°C com fotoperiodo de 12 horas, por sete dias. Este periodo foi
determinado para os crescimentos das coldnias de 12 isolados fangicos, provenientes de plantas

cultivadas e ndo cultivadas (Tabela 1).

Tabela 1: Isolados fungicos obtidos de diferentes partes de varias espécies de plantas

Espécie Planta Nome Cientifico Parte da Planta
Aureobasidium melanogenum Alfavacdo ~ Ocimun gratissimum Folha
Penicilium sp. Nira Allium tuberosum Bulbo
Chaetonium sp. Joé bravo Solanum sp. Flér
Paecilomyces lilacinus Joa bravo Solanum sp. Raiz
Penicilium sp. Milho Zea mays Caule
Penicilium sp. Gergelim Sesamum indicum Raiz
Penicilium sp. Pimenta Capisicum sp. Folha
Purpureocillium lilacinum Pimenta Capisicum sp. Semente
Aspergillus sp. Mirra Tetradenia riparia Raiz
Penicillium citrinum Joa bravo Solanum sp. Raiz
Trichoderma sp. Aranto Kalanchoe sp. Broto
Paecilomyces variotii Acafrédo Curcuma longa L. Folha

7.2.2 ldentificacdo dos fungos

A identificacdo das cepas das 12 espécies de endofiticos foi realizada através da

microscopia otica de luz, observando-se o crescimento e pigmentagdo da colénia, formacéo e
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caracteristica das hifas e dos conidios. Os fungos foram identificados com base na morfologia
conjunta das estruturas reprodutivas de acordo com literatura especializada (BARNETT E
HUNTER,1972) e WATANABE, 2002).

7.2.3 Avaliacdo das atividades de promogéo do crescimento vegetal de diferentes isolados
de fungos endofiticos

O experimento foi realizado no delineamento inteiramente casualisado, em cinco
repeticdes. Os tratamentos foram representados pelos fungos endofiticos (Aureobasidium
melanogenum (T1), Penicillium sp. (T2), Chaetonium sp. (T3), Paecilomyces lilacinus (T4),
Penicillium sp (T5), Penicillium sp (T6), Penicilliumsp (T7), Purpureocillium lilacinum (T8),
Aspergillus sp. (T19), Penicillium citrinum (T28), Trichoderma sp. (T34) e Paecilomyces
variotii (T37).

As sementes de capim Mombaga foram submersas durante 24 horas em frasco de vidro
contendo 200 ml de &gua destilada com esporos e hifas dos 12 isolados fungicos. No dia
seguinte este extrato que continham os isolados fungicos foram semeados em vasos de 10 kg
com solo esterilizado. Também foram utilizadas duas testemunhas que continham apenas o
CaCO3 e outro Ca(H2PO4)> com a mesma proporcdo que foi adicionado para 0s vasos que
continham os fungos. Este solo foi preparado 15 dias antes do semeio com 20 gr de calcério
dolomitico, e no dia anterior ao semeio foi adicionado 30 gr de superfosfato simples. Apds a
emergéncia das plantulas do capim Mombaca foram desbastadas e deixando as cinco plantulas
mais vigorosas em todos 0s vasos que continham os tratamentos.

A avaliacdo das plantas foi realizada ap6s 80 dias do plantio. A folha, caule e a raiz
foram medidos com o auxilio de régua graduada e o didmetro com um paquimetro. A massa
fresca da raiz e do caule foram pesados em balanca analitica de precisdo e, em seguida,
dispostos em estufa de secagem durante 2 dias com a temperatura de 60°C, e, entdo, pesados
para obtencéo da massa seca. Estes dados foram dispostos na tabela como: nimeros de folhas,
namero de perfilhos e comprimento da folha; massa aerea (fresca), massa aerea (seca) e
didametro do caule e comprimento da raiz, comprimento da raiz, massa fresca (raiz), massa seca

(raiz).
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7.2.5 Anédlise Estatistica

Os resultados obtidos experimentalmente no ensaio de promocao de crescimento, foram
analisados pelo delineamento inteiramente casualizado com cinco repeticdes, aplicando a

andlise de variancia (ANOVA) com o teste de teste Tukey a 5% de probabilidade.

7.3 RESULTADOS

7.3.1 Efeito de fungos endofiticos na parte aérea do capim Mombaca Panicum maximum

cv. Mombaga

O potencial de fungos endofiticos como promotores de crescimento em capim mombaca
(Panicum maximum cv. Mombaga) foi avaliado o nimero de folhas incrementado nas plantas
tratadas apenas com Penicilium sp. (Figura 1A) o comprimento destas foi incrementado com
varias outras espécies, e principalmente com Penicilium sp. e Trichoderma sp. (Figura 1B). o
numero de perfilhos também foi incrementado quando tratadas com o fungo Chanetonium sp.

e Penicilium sp. (Figura 1C).
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Figura 1. Efeito de fungos endofiticos no nimero (A) e comprimento das folhas (B) e nos
perfilhos do capim Mombacga (C) (Panicum maximum cv. Mombaca). Barras representam a
media e as lineas verticais nestas o desvio padrdo; letras diferentes sobre as barras significa
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diferenca estatistica por o Kruskal-Wallis test (dados ndo normais) ou o teste Tukey (normais)
com significancia de P<0.05.

Similarmente foi encontrada uma maior massa aérea fresca (Figura 2A) e seca (Figura
2B) das planta de capim Mombaca nas plantas tratadas com o fungo Penicilium sp. Porém o
didmetro do caule foi incrementado nas plantas tratadas com esta espécie e com o Chanetonium

sp (Figura 2C).
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Figura 2. Efeito de fungos endofiticos na massa aerea fresca (A), seca (B) e no diametro do
caule (C) do capim Mombagca (C) (Panicum maximum cv. Mombaca). Barras indicas a media
e lineas verticais nestas o desvio padrdo; letras diferentes nas baras significa diferencga
estatistica por o Kruskal-Wallis test P<0.05.

7.3.2 Efeito de fungos endofiticos na parte radicula do capim Mombaca Panicum

maximum cv. Mombaca

Quando avaliada a parte radicular do capin Mombaca foi evidente um incremento no

comprimeto da raiz para as plantas tratadas com Aureobasidium melanogenum, Penicilium sp.,
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Chaetonium sp., Penicilium sp. e Trichoderma sp. com um maior incremento para estas dois
ultimas espécies de fungos (Figure 3A). J& a maioria das espécies de fungos endofiticos
cotribuirom para um incremento do didmetro da raiz, com exce¢éo duas espécies de Penicilium
e 0 Purpurecilium lilacinum (Figura 3B). Entanto que a massa radicular fresca (Figura 3C) e

seca (Figura 3D) foi incrementada nos tratamentos com o fungo Penicilum sp.
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Figura 3. Efeito de fungos endofiticos na parte radicular; comprimento (A), diametro (B),
massa fresca (C) e massa seca (C) da raiz de Panicum maximum cv. Mombaca. Barras
representan a media e lineas verticais nestas o desvio padréo; letras diferentes nas sobre as
barras indica diferenca estatistica por o Kruskal-Wallis test (dados ndo normais) ou o teste
Tukey (normais) com significancia de P<0.05.

7.4 DISCUSSAO
Neste estudo foi avaliado apds de 80 dias de plantio a influencia dos fungos endofiticos

inoculados nas sementes do capim Mombaga no processo de desenvolvimento da planta do

capim Mombaca.
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Os resultados obtidos com os 12 tratamentos com os fungos endofiticos melhoraram o
desenvolvimento do capim Mombaca confome a analise estatistica de cada variavel resposta:
numeros de folhas, nimero de perfilhos e comprimento da folha; massa aerea (fresca), massa
derea (seca) e diametro do caule e comprimento da raiz, comprimento da raiz, massa fresca
(raiz), massa seca (raiz), em relacdo aos controles 1 e 2. Para estas variaveis, de um modo geral,

pode-se destacar os tratamentos com Penicillium sp. (T5) e Chaetonium (T3).

De Ferreira et al., (2023) utilizando os mesmos isolados endofiticos em seus trabalho
verificaram que os metabdlicos volateis e ndo volateis bioestimularam a quebra de dorméncia
das sementes do capim Andropogon, 0s seus compostos majoritarios foram Dimetilamina,
formamida, Dimetilsulfoxido, 1,3-Difluoro-2-propanol,Benzenemetanol, o.-(1-aminoetil),
Anfetamina, Acetamida, 2-fluoro-, Catina e Dimetil sulfona para Chaetonium sp. (T3) e
Penicillium sp. (T5) Acido férmico.

O sinergismo e compostos volateis podem favorecer a promocéo de crescimento de
plantas, porém alguns fungos endofiticos tem maior desempenho em uma determinada planta,
por exemplo: gramineas e leguminosas, ou determinada parte da planta que os fungos
endofiticos estdo colonizando. Podem estimular a quebra de dorméncia da semente, porém ser
ineficiente na melhoria do desenvolvimento de uma planta ou vice- versa.

Pode-se destacar o Penicillium sp. (T5) que foi eficiente praticamente em todas a
variaveis resposta. Os metabolicos volateis deste isolado pode-se perceber que dentre 0s
compostos majoritarios somente foi indentificado o Acido foérmico, éster etilico. Porém
dependendo da idade das cepas e a fase que o isolado esta emitindo outros tipos de compostos
volateis que sinergicamente podem estar promovendo o cresimento do capim Mombaca.

Ainda, constata-se que o Penicillium sp. (T5) foi isolado de milho que é da familia
Graminae, mesma do capim Mombagca, precisamente este fungo endofitico predilecdo em
culturas desta familia. Kaur e Saxena (2023) estudando mudas de trigo com o isolado #5TAKL-
3a (Penicillium citrinum) também tiveram éxito afirmando que o isolado fungico estudado
foram promissores como bioinoculantes.

Além do isolado fungico Penicillium sp. (T5), deve-se destacar também o isolado
Chaetonium sp. (T3) que foi 0 segundo melhor sendo que muitas vezes ndo variou estaticamente
0s seus valores levando em consideracdo as médias. Ele foi isolado da fl6r do joa bravo que é
uma planta invasora resistente infestando pastos da familia Solanaceae, esse isolado fungico

melhorou didmetro da raiz e do caule. Os seus metabdlicos com atividades antioxidantes como
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foi constatado em seus metabdlicos volateis e ainda a produgdo de compostos a base de amina
e amida, que podem ter contribuido com o desenvolvimento do capim Mombaga.

A superioridade entre as médias em praticamente todas a variaveis resposta esta muito
presente em praticamente todo o ensaio tanto nos tratamentos dos isolados fungicos Penicillium
sp. (T5), Chaetonium sp. (T3).

Para as variaveis resposta massa fresca (aérea) e massa seca (aérea) os isolados fungicos
Penicillium sp. (T5), Chaetonium sp. (T3) foram os melhores havendo maior interacéo
simbiotica mutualista entre a planta e os microrganismos. As medias foram bastante superior
em relagdo aos controles e aos demais tratamentos sendo que eles favoreceram maior massa
seca e fresca da parte aérea.

Outra variavel resposta o Diametro do caule foi o e Chaetonium sp. (T3) 7,1 mm e
Penicillium sp. (T5) 6,9 mm sendo um valor bem superior aos controles 2 com 2,6 mm e
controle 1 com 2,2mm.

Quanto a massa seca (raiz) e massa fresca (raiz) o melhor resultado foi o Penicillium sp.
(T5) 3,69 e o Chaetonium sp. (T3) 2,3g e os piores resultados com controle 1 com 0,22g e
controle 2 com 0,23g. Pode-se constatar que a diferenca entre as médias é grande e a massa
seca da raiz Penicillium sp. (T5) foi 1,89 e os piores resultados com controle 1 com 0,07g e
controle 2 com 0,11g os fungos endofiticos influenciaram nitidamente a massa fresca e seca da
raiz. Mehmood et al., (2019) verificaram que a cepa isolada da Aspergillus awamori WI1 foi
capaz de colonizar raizes de milho e aumentou significativamente o comprimento da parte aérea
e daraiz e a biomassa seca das plantulas.

Em se tratando do didmetro da raiz, os melhores resultados foram os Chaetonium sp.
(T3) 42,1 mm e Penicillium sp. (T5) 38,4 mm e o controle 2 com 11,7 mm e controle 1 com 6,6
mm.

A variavel resposta comprimento da folha os melhores resultados foram o Penicillium
sp. (T5) 7,2cm e Chaetonium sp. (T3) 6 e o controle 1 com 24 cm e controle 2 com 18,7 cm
foram os piores resultados e 0 comprimento da raiz Penicillium sp. (T5) 31,9 e Trichoderma
sp. (T34) 27,8 e o controle 2 com 11,3 cm e controle 1 com 8,9 cm foram os piores resultados.
Tang et al. (2023) verificaram que o isolado Aspergillus niger STL3G74, apresentou a melhor
capacidade de promocéo do crescimento da planta hospedeira em experimentos em vasos.

Em comparagdo com plantas nédo inoculadas, o comprimento da parte aérea, a biomassa
seca da parte aérea e da raiz das plantas inoculadas com STL3G74 aumentaram
signifiticamente. O aumento no comprimento da parte aérea em plantas inoculadas com fungos
foi relatado tambem por (HAMAYUN et al.,2010).
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Khan et al. (2015) constataram que as plantas tratadas com RSF-4L CF exibiram niveis
significativamente mais elevados de crescimento de planta, teor de clorofila e comprimento de
raiz/parte aérea do que aquelas no grupo de tratamento IAA (controle positivo).

Quanto ao namero de perfilhos os isolados fangicos Penicillium sp. (T5) 3,6 und. e
Chaetonium sp. (T3) 3,6 und. tiveram as melhores médias, sendo que as piores médias foram
os controles 1 e 2 com 1 und. O numero de folhas foram Penicillium sp. (T5) 7,2 und. e
Aspergillus sp. (T19) 6,6 und. sendo que as piores médias foram Purpureocillium lilacinum
(T8) 4,6 und. o controles 1 com 4,2 und. O ndmero de perfilhos € importante pois, 0s pastos
dependem da continua producao de novas Iaminas foliares e perfilhos para reposi¢do daqueles
que morreram ou foram consumidos (Hodgson, 1990), sendo importante na produtividade e
rendimento das forrageiras.

Com todo o potencial agrobiotecnologicamente benéfico os fungos endofiticos é uma
alternativa. Foi comprovado que os fungos endéfitos sdo uma opcéo potencial para alcangar a
intensificacdo sustentavel das culturas devido a sua capacidade de produzir compostos vitais
gue promovem o crescimento das plantas, sendo uma alternativa para serem manipulados
biotecnologicamente para melhorar a produtividade e a sustentabilidade dos rendimentos
agricolas (OMOMOWO E BABALOLA., 2019).

A importancia ambiental, econdmica e social nos estudos de novos bioestimuladores
pode evitar 0 uso excessivo de insumos quimicos. No entanto é necessario investimento publico
ou privado em estudos que possam descobrir novas fontes para melhorar a qualidade da
producdo sem degradar os biomas brasileiros.

Neste sentido novos meios de producdo como a biotecnologia agricola, com a utilizacao
de microorganismos e procurando diversificagdo do microbiota do local para favorecer a
implantacédo das culturas especialmente as pastagens com microorganismos que potencialmente
sdo promotores de crescimento de forrageiras como capim Mombaca, que necessita de insumos
para melhorar o rendimento que € muito criticando por ambientalistas por haver comtaminacéo
em grandes areas e 0s seus recursos hidricos e tranzendo riscos a saude dos animais e do ser
humano.

Muitas multinacionais ja vem aderindo o uso bioldgico destes organismos fungicos
como: a empresa Nitro com o0 seu produto - Trichodermaiz/ WP — PRO (Trichoderma
harzianum), a empresa Agroceres com o produto — ag Dumon com a associagdo de trés
microrganismos bactérias: Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis em associacdo com o

fungo Paecilomyces lilacinus (Purpureocilium lilacinum).
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Esse nicho de mercado pode crescer ainda mais, com valores acessiveis, tanto para
agricultura familiar ou grandes agropecuaristas, melhorando a qualidade das culturas
implantadas em suas propriedades e ainda assegurando a rentabilidade para as multinacionais
e 0s consumidores e ainda melhorar o sistema de producdo com o intuido da producéo
sustentavel.

A solugdo e a biotecnologia agricola aliada ao conhecimento dos microorganismos
promotores de crescimento de qualquer cultura comercial pode amenizar e favorecer a
economia a sociedade e o ambiente que todos estdo inserido. Hoje a responsabilidade social e
muito difundida na sociedade, garantir a seguranca alimentar e evitar danos irreversiveis a satde
dos seres vivos é importante e a conservacao do ecossistema aliando a economia sustentavel

das entidades que iram gerir esta nova tecnologia.

7.5 CONCLUSAO

Neste trabalho, pode-se perceber que os resultados comprovaram que os 12 isolados
fangicos influenciaram no desenvolvimento do capim Mombaca melhorando o
desenvolvimento da forrageira obtendo bons resutaltados em relagdo as testemunhas e que séo
potencialmente bioestimuladores melhorando a qualidade das forrageiras na agropecuéria
brasileira e futuramente podera amenizar o uso abusivo de fertilizantes quimicos com mais

estudos.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho teve como objetivo selecionar microrganismos fungicos endofiticos
potencialmente promotores de crescimento e quebra de dorméncia de sementes.

A triagem descrita do Capitulo 1l, possibilitou verificar os isolados fungicos mais

eficientes que puderam quebrar a dorméncia do Capim Andropogon sp. que chegou a 12
isolados fungicos, sendo de plantas cultivadas: Aureobasidium melanogenum (T1) alfavacéo
(Ocimun gratissimum), na folha; Penicillium sp. (T2) nird (Allium tuberosum), no bulbo;
Penicillium sp. (T5) milho (Zea mays) na raiz; Penicillium sp.(T6) gergelim (Sesamum
indicum), na raiz; Penicillium sp. (T7) pimenta (Capisicum sp.) na folha; Purpureocillium
lilacinum (T8) pimenta (Capisicum sp.), na raiz e Paecilomyces variotii (T37) acafrdo
(Curcuma longa L) na folha. De plantas ndo cultivaveis, foram isolados os fungos: Chaetonium
sp. (T3), isolado do joa bravo (Solanum sp.), na flér; Paecilomyces lilacinus (T4) joa bravo,
(Solanum sp) na raiz; Aspergillus sp. (T19), isolado da mirra (Tetradenia riparia), na raiz;
Penicillium citrinum (T28), do joa bravo, Solanum sp. da raiz e Trichoderma sp. (T34), obtido
dos brotos de aranto (Kalanchoe sp.) que conseguiram superar o indice germinativo para esta
cultura sendo que de todos os 12 isolados fungicos tiveram destaque o Paecilomyces lilacinus
T4 e o Penicillium sp. (T6).
Em se tratando do capitulo 111, foi estudado a respeito dos extratos fngicos dos 12 isolados
endofiticos. Os extratos foram fermentados durante 72 horas. 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. J4 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, 0s
resultados mostram o potencial uso destes fungos como bioestimuladores radiculares e do caule
da soja.

Em se tratando do Capitulo 1V, avaliou os 12 fungos endofiticos estudados realizando
a inoculagdo dos fungos endofiticos nas sementes do Capim Mombaca cv., os melhores
resultados foram os tratamentos Penicillium sp. (T5) e Chaetonium sp. (T3). Os resultados
demonstram a eficiéncia dos isolados fungicos endofiticos estudados as suas potencialidades
quanto ao desenvolvimento da planta desde a quebra de dorméncia até a promocgdo de

crescimento, sendo promissores para producdo em grande escala de um bioproduto. Eles
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produzem metabodlicos secundarios eficientes para aplicagdo na biotecnologia agricola. Estes
bioprodutos podem sanar o uso excessivo de insumos quimicos usados que podem trazer danos
socio -ambientais.

Sob perspectivas futuras esses isolados fungicos tem uma grande importancia para a
inovacdo da biotecnologia agricola, novos estudos devem ser realizados com esses
microrganismos. O Penicillium spp. e Chaetonium, tiveram maior destaque, mais testes poderéo
ser utilizados para verificar a eficiéncia destes microorganismos endofiticos. Porém os demais
também tem outras funcionalidades que ainda ndo foram identificadas neste trabalho mas que

podem ser eficientes, como o controle bioldgico de pragas e doencas.
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APENDICE
APENDICE A

FIGURA 1: Conservacdo de 12 isolados fungicos potencialmente promotores de crescimento.

APENDICE B

Tabela 1 - Compostos encontrados por analises de HeadSpace - CG/M isolado vivo T1.

Pico Tempo de Area Altura Constituintes
retencéo % %

1 2,160 99,33 93,96 Dimetilamina
2 3,753 0,07 1,71 1-Butanol, 3-metil-
3 3,811 0,53 2,71 1-Butanol, 2-metil-
4 4,117 0,00 0,20 (2-Aziridinylethyl) amina
5 4,133 0,00 0,14 I-Alanina etilamida, (S)-
6 4,190 0,00 0,06 1,4-Dioxano-2,6-diona
7 6,103 0,00 0,03 1,4-Dioxano-2,6-diona
8 6,374 0,00 0,08 Acetaldeido
9 6,419 0,00 0,08 Etileno oxido
10 6,833 0,02 0,34 2-Heptanona
11 6,880 0,01 0,22 Butanal
12 6,903 0,00 0,13 Guanidina carbonato
13 7,127 0,01 0,14 (+-)-5-Metil-2-hexanol
14 7,197 0,00 0,08 Etileno oxido

[y
(S}

12,579 0,01 0,13 2-Nonanona
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Tabela 2 - Compostos encontrados por analises de HeadSpace - CG/M isolado vivo T2.

Pico Tempo de Area Altura Constituintes
retencéo % %
1 2,060 99,95 99,05 Dimetilamina
2 3,633 0,00 0,03 Acido Oxalico
3 3,697 0,00 0,04 Oxido De Etileno
4 3,740 0,00 0,04 Tuaminoheptano
5 3,790 0,00 0,05 (2-Aziridinylethyl)amina
6 3,809 0,00 0,06 Alanina
7 3,953 0,00 0,06 Hydroxiureia
8 3,997 0,00 0,02 1,4-Dioxano-2,6-diono
9 4,030 0,00 0,04 Etino, fluoro-
10 5,387 0,00 0,03 (S)-(+)-1-Ciclohexiletilamina
11 6,128 0,01 0,10 Dimetilsulfoxido
12 6,287 0,00 0,03 Propano, 2-chloro-
13 7,463 0,02 0,22 Dimetilsulfona
14 7,503 0,00 0,13 Fosfina, metil-
15 7,523 0,00 0,09 Acido metiltiofosfonamidico, S-metil

Tabela 3 - Compostos encontrados por analises de HeadSpace - CG/M isolado vivo T3.

Pico Tempo de Area Altura Constituintes
retencéo % %
1 2,045 34,54 49,98 Dimetilamina
2 2,392 65,21 47,24 Formamida
3 3,903 0,00 0,04 (2-Aziridiniletil)amina
4 4,222 0,00 0,02 Benzenotanamina, 3,4-benziloxi-2,5-difluoro-.beta.-
hidroxi-N-metil-
5 4,360 0,00 0,03 1,4-Dioxano-2,6-diona
6 4,678 0,00 0,02 Dioxido de carbono
7 5,500 0,00 0,02 Oxido nitroso
8 5,963 0,03 0,37 Dimetilsulfoxido
9 5,977 0,01 0,35 1,3-Difluoro-2-propanol
10 6,007 0,03 0,31 Benzenometanol, alfa-(1-aminoetil)-, [R-(R*,R*)]-
11 6,053 0,03 0,25 Anfetamina
12 6,083 0,02 0,20 Hepta-4,6-diin-2-ol
13 6,120 0,01 0,14 Acetamida, 2-fluoro-
14 6,136 0,01 0,12 Catina
15 7,097 0,00 0,02 Uretano
16 7,210 0,00 0,01 D-Alanina
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17
18
19
20

7,502
7,593
7,613
7,680

0,08
0,00
0,00
0,00

0,71
0,09
0,06
0,02

Dimetilsulfona
Clorodifluoroacetamida
Benzenometanol, .alfa.-(1-aminoetil)-, [R-(R*,R*)]-

dl-fenilefrina

Tabela 4 - Compostos encontrados por analises de HeadSpace - CG/M isolado vivo T4

Pico Tempo de Area Altura Constituintes
retencao % %

1 2,084 99,95 98,56 Dimetilamina
2 3,613 0,00 0,05 Dioxido de carbono
3 3,730 0,00 0,03 Oxido De Etileno
4 3,764 0,02 0,15 1-Butanol, 3-metil-
5 3,853 0,01 0,17 Dioxido de carbono
6 3,893 0,01 0,13 Oxido De Etileno
7 3,930 0,01 0,11 Etino, fluoro-
8 3,950 0,00 0,09 (2-Aziridiniletil)amina
9 3,963 0,00 0,08 (2-Aziridiniletil)amina
10 3,978 0,00 0,09 D-Alanina
11 4,000 0,00 0,09 Oxido De Etileno
12 4,013 0,00 0,06 D-Alanina
13 4,050 0,00 0,05 n-hexilmetilamina
14 4,080 0,00 0,05 D-Alanina
15 4,109 0,00 0,06 Alanina
16 4,156 0,00 0,05 I-Alanina etilamida, (S)-
17 4,197 0,00 0,04 Etino, fluoro-
18 4,233 0,00 0,06 Dioxido de carbono
19 4,507 0,00 0,03 Dioxido de carbono
20 6,772 0,00 0,04 Acido carbamico, sal monoamonico

Tabela 5 - Compostos encontrados por analises de HeadSpace - CG/M isolado vivo T5.

Pico Tempo de Area Altura Constituintes
retencéo % %
1 2,083 100,00 100,00 Acido formico, éster etenilico

Tabela 6 - Compostos encontrados por analises de HeadSpace - CG/M isolado vivo T6.

Pico Tempo de Area Altura Constituintes
retencéo % %
1 2,004 32,64 51,18 Etilamina
2 2,353 67,34 48,61 Etilamina
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3 23,659 0,02 0,21 1-Metil-4-(6-metilhept-5-en-2-il)ciclohexa-1,3-

dieno

Tabela 7 - Compostos encontrados por analises de HeadSpace - CG/M isolado vivo T7.

Pico Tempo de Area Altura Constituintes
retencio % %

1 2,285 99,97 99,40 Dimetilamina
2 3,513 0,00 0,03 Oxido nitroso
3 3,530 0,00 0,02 Aceltadeido
4 3,728 0,00 0,04 I-Alanina etilamida, (S)-
5 7,301 0,00 0,03 Glicerina
6 7,453 0,00 0,03 Uretano
7 7,522 0,02 0,34 Dimetilsulfona
8 7,590 0,00 0,07 2-buteno ozonido
9 7,603 0,00 0,04 2-buteno ozonido

Tabela 8 - Compostos encontrados por analises de HeadSpace - CG/M isolado vivo T8.

Pico Tempo de Area Altura Constituintes
retencéo % %
1 2,189 99,47 97,70 Acido formico, éster etenilico
2 3,808 0,53 2,30 1-Butanol, 3-metil-

Tabela 9 - Compostos encontrados por analises de HeadSpace - CG/M isolado vivo T19.

Pico Tempo de Area Altura Constituintes
retencéo % %
1 2,196 100,00 100,00 Dimetilamina

Tabela 10 - Compostos encontrados por analises de HeadSpace - CG/M isolado vivo T28.

Pico Tempo de Area Altura Constituintes
retencéo % %

1 6,581 30,58 50,31 Dimetilamina

2 6,966 69,42 49,69 Formamida

Tabela 11 - Compostos encontrados por anélises de HeadSpace - CG/M isolado vivo T34.

Pico Tempo de Area Altura Constituintes
retencéo % %
1 2,050 32,88 49,49 Etilamina

2 2,367 66,34 48,43 Formamida
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3,825 0,09 0,36
4 4,827 0,64 1,44
5 9,614 0,04 0,28

1-Butanol, 2-metil-
Hexano, 2,4-dimetil-

Furano, 2-pentil-

Tabela 12 - Compostos encontrados por analises de HeadSpace - CG/M isolado vivo T37

Pico Tempo de Area Altura Constituintes
retencdo % %
1 2,062 28,78 49,86 Etilamina
2 2,429 70,89 46,88 Formamida
3 18,615 0,01 0,17 Espiro[5.5]undec-2-eno, 3,7,7-trimetil-
11-metileno-, (-)-
4 20,258 0,01 0,09 Panaginsene
5 21,868 0,01 0,11 Cariofileno
6 22,394 0,28 2,63 (Tricyclo[6.2.1.0(4,11)]Jundec-5-€ene,
1,599
7 24,334 0,03 0,25 Naftaleno,1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahidro
APENDICE B

FIGURA 1 - Compostos encontrados por analises de HeadSpace - CG/M isolado vivo T1.
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FIGURA 2 - Compostos encontrados por analises de HeadSpace - CG/M isolado vivo T2.
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FIGURA 3 - Compostos encontrados por analises de HeadSpace - CG/M isolado vivo T3.
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FIGURA 4 - Compostos encontrados por analises de HeadSpace - CG/M isolado vivo T4.

TIC

IS'SGS.T’E

|

\.

\

\

|

|

|

|

\

1.0 . l(;.() 3(‘).0 3(‘).() 34.0
FIGURA 5 - Compostos encontrados por anélises de HeadSpace - CG/M isolado vivo T5.
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FIGURA 6 - Compostos encontrados por anélises de HeadSpace - CG/M isolado vivo T6
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FIGURA 7 - Compostos encontrados por analises de HeadSpace - CG/M isolado vivo T7.
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FIGURA 8 - Compostos encontrados por analises de HeadSpace - CG/M isolado vivo T8.
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Inoculation of Rhizobium associated with Trichoderma asperellum
on the development and yield of cowpea

Gil Rodrigues dos Santos'®, Higor Barbosa Reis'®, Eliane Aparecida Rotili!
Dalmarcia de Souza Carlos Mourao'®, David Ingsson Oliveira Andrade de Farias’
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david_ingsson@gmail.com; taynasap@gmail.com; nanatpsf@yahoo.com.br; chagasjraf@uft.edu.br

ABSTRACT: This study aimed to evaluate the efficiency of simultaneous inoculation of isolates from rhizobia and Trichoderma in
cowpea and their effects on its growth, nodule quality and grain yield. In the experiment under greenhouse conditions, the cowpea
cv. Vinagre, of a medium-late cycle, was used in a test with a completely randomized design. In the field test, three cowpea
cultivars (Vinagre, Fradinho and Sempre Verde) were used in a randomized block design, with seven treatments and three
replicates. The variables evaluated in the greenhouse were biomass, nodulation and relative efficiency (RE) while the yield was
evaluated in the field. Seeds inoculation of cowpea with Trichoderma and rhizobia, in the greenhouse, followed by an additional
Trichoderma shoot application at 25 days after sowing (DAS), was relevant for biomass accumulation, with no difference in the
nitrogen application and nodulation. Applying rhizobia was important for the root development. Seed inoculation with rhizobia
and Trichoderma followed by another Trichoderma application at 25 DAS, provided increased yield in the three studied varieties,
under field conditions.

Key words: biomass; nodulation; Vigna unguicula
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Chemical composition and bioactivity of essential oil
from Morinda citrifolia L. fruit
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Morinda citrifolia has aroused the interest of several research institutions due to its pharmacological
properties. The compounds biosynthesized can be explored as an alternative for control measures of
plant pathogens causing leaf lesions in maize. The study aim at evaluating the potential effects of
essential oil obtained from ripe fruits of M. citrifolia on Bipolaris maydis and Exserohilum turcicum
isolated from maize plants. Ripe fruits were subjected to extraction of essential oil by hydrodistillation
method and chemical composition was determined by gas chromatography/mass spectrometry. The
yield of essential oil was 0.17% (v/w), and the main constituents identified were octanoic acid
constitutes 82.2%, hexanoic acid 8.3%, 3-methylbutyl octanoate 4.2%, and ethyl etanoate 2.5%. Mycelial
growth control in vitro and in vivo of B. maydis and E. turci spots di in maize plants was
evaluated and the fruit of M. citrifolia was found to have potential essential oil with fungicidal activity at
concentration 0.25%. With area under the disease progress curve (AUDPC) values lower than those
observed in treatments with fungicide, the preventive control of leaf spot in B. maydis plants using
essential oil of M. citrifolia showed biological activities and therefore a source of molecules to be
exploited that can minimize the severity of diseases.

Key words: Bipolaris maydis, Exserohilum turcicum, fungitoxicity, phytopathogenic, Zea mays.
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Controle da Mancha de Curvularia em plantas de manjericao
com o uso de 6leo essencial de capim citronela?
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Julcemar Didonet?, Tatiani Pereira de Souza Ferreiras, Claudiany Silva Leite Lima’, Eduardo
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Resumo

A escassez de informagdes quanto ao contfrole de doencas em espéecies medicinais
torma o seu cultivo uma atividade de risco, uma vez que, a utilizagcdo de defensivos
quimicos pode comprometer quantitativa e qualitativamente a sintese de principios
ativos. Assim, o objetivo do trabalho foi analisar o efeito fungitdxico in vifro do dleo
essencial de capim citronela (Cymbopogon nardus) e o controle da Mancha de
Curvularia em plantas de manjeric&o (Ocimum basilicum). Lesdes foliares foram isoladas
a partir de folhas de plantas de manjericGo em meio de cultura BDA. Confirmando os
postulados de Koch, o patédgeno foi identificado como Curvularia lunata. Foram
avaliados a inibicdo do crescimento micelial; germinacdo de conidios; teste de
fitotoxidez e controle in vivo preventivo e curativo da Mancha de Curvularia utilizando o
oleo essencial de capim citronela. Os bioensaios foram implantados em delineamento
inteiramente casualizado com quatro repeticdes. Com base nos resultados foi possivel
observar que o dleo essencial de capim citronela apresentou potencial fungitdxico com
a inibicdo total do crescimento micelial e germinacdo de conidios de C. lunata a partir
das concentracdes de 15% e 3,5%, respectivamente. A concentracdo de 1,0% de oleo
essencial observou-se fitotoxidez em manjericGo com a presenca de leve clorose e inicio
de necroses nas folhas. O oleo essencial de capim citronela apesar de ineficaz no
controle curativo apresentou eficiéncia quando aplicado de forma preventiva, reduzindo
a severidade da doenca Mancha de Curvularia em plantfas de manjericdo,
demonstrando potencial como fungicida botéanico.

Palavras-Chave: Curvularia Ilunata, Cymbopogon nardus L., Ocimum basilicum L.,
Fungicida botdnico, Manchas.
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Toxicological studies in poultry consuming fumonisin from
corn contaminated with Brazilian Amazonian flora

Estudios toxicolégicos en aves de corral que consumen fumonisina
de maiz contaminado con flora amazdénica brasilena
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ARTICLE DATA ABSTRACT

Federal do Tocantins, Gurupt,

The fungus Fusarium verticillioides produces fumonisins (FB1 and FB2),
characterized by being the most frequently produced molecular forms
and with greater toxicity. Fumonisin contamination is responsible for
substantial losses during the meat production chain, so the safe levels
of these compounds must be determined. The study was directed to
2 s700711 establish safe levels of FB1 in poultry production; for this purpose,
Beatl, roirgiaai@unad s e were used COBB 500" birds on experimental lots of infected corn during
hittpa:/ /oreid org/0000-0002-2750-8870 the 2015/2016 season in Brazil. The experimental group included 160
Lt animals, divided into two groups: The T1 without fumonisin in the diet
(control); and the T2 group in which corn was
ug/g of fumonisin FB1. Histopathological effects of liver, heart, and
small intestine, and zootechnical parameters were measured in birds
treated. We found that there were no significant differences between
the birds treated and untreated after 21 days of exposure to each
treatment; F-values = P-values (£=0,05) for feed intake and weekly
weight gain. Taken together, our data showed that the concentration
evaluated is safe in poultry and will contribute to the design of future
clinical studies.

% Gurupt.

https://orcid ore/0000-000;
or. PhD. Instituto ¥

=l eltane
000-0002-1

Keywords: mycotoxins; corn meal; feed contamination.

RESUMEN

El hongo Fusarium verticillioides produce fumonisinas (FB1 y FB2),
caracterizadas por ser las formas moleculares mas frecuentemente
producidas y con la toxicidad mas significativa. La contaminacion

e Amanomen o por fumonisinas es responsable de pérdidas sustanciales durante la
o1/ /doLore/10.22267 /v cadena de produccién de carne por lo que niveles seguros de estos
compuestos deben ser determinados.

Becetved| Dacumbar e a0z} niveles seguros de FB1 en la produccién avicola; para ello, se utilizaron
: aves COBB 500 en lotes experimentales de maiz infectado durante

la temporada 2015/2016 en Brasil. El grupo experimental incluyé
160 animales, divididos en dos grupos: T1 sin fumonisinas en la

39(2).
doi hty
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