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Resumo

Os fungos dark septate atuam na promoc¢ao do crescimento vegetal, contudo as fun¢des eco-
l6gicas destes fungos ainda permanecem obscuras. Este trabalho teve como objetivo avaliar
o efeito de Fontes organicas de nutrientes no crescimento de fungos dark septate. Utilizando
um delineamento de blocos casualizados, isolados de fungos dark septate, obtidos de Oryza
glumaepatula, foram avaliados quanto a capacidade para utilizar Fontes organicas de nutrien-
tes. Os Resultados mostraram que o isolado ERR 04 desenvolveu-se melhor na presenca de
Fontes organicas de nutrientes comparativamente aos demais isolados. O fungo ERR 04 é
promissor para testes de avaliagao da transferéncia de nutrientes a partir da matéria organica
para seu hospedeiro.
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Abstract

The dark septate endophytes (DSE) act in promoting plant growth, however the ecological
functions of these fungi remain obscure. This work aimed to evaluate the effect of organic
sources of nutrients on the growth of dark septate endophytic fungi. Using a randomized block
design, DSE isolates obtained from Oryza glumaepatula were evaluated on the use of organic
nutrients sources. The results showed that ERR 04 isolate developed better in the presence of
organic nutrients sources compared to other. The ERR 04 fungus is promising for testing the
transfer of nutrients from organic matter to its host.
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Introducgao

Nos ultimos anos, o interesse pela agricultura organica tem aumentado no mundo.
Contudo apenas 0,9% das terras adotam o cultivo organico (WILLER et al., 2013).
Geralmente, a reposi¢cao de nutrientes em campos organicos, depende de adubagao
organica, tais como esterco, adubacgao verde e restos culturais (REEVE et al., 2008).
Os fungos dark septate podem acessar e liberar nutrientes presentes nesses substra-
tos, uma vez que sao reconhecidos como promotores de crescimento de varias espe-
cies vegetais (UPSON & NEWSHAM, 2009), em especial, por facilitarem absorcao de
nitrogénio em Fontes organicas (DIENE et al., 2013; MAHMOUD & NARISAWA, 2013;
NEWSHAM, 2011). Os fungos endofiticos dark septate ou simplesmente fungos dark
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septate sao reconhecidos pela pigmentagao escura, hifas septadas, incluem espécies
comuns do solo como simbidticos, saprofiticas e sédo freqlientemente encontradas em
ambientes estressantes.

Alguns trabalhos sugerem que fungos dark septate sejam capazes de acessar com-
postos complexos de carbono, nitrogénio e fésforo (MANDYAN & JUMPPONEN, 2005)
e transferirem nutrientes ao seu hospedeiro (MANDYAN, 2008), possivelmente pela
producdo de enzimas hidroliticas que promovem a liberagdo dos nutrientes ou mes-
mo pela absor¢do de compostos organicos como aminoacidos e pequenos peptideos
(JUMPPONEN & TRAPPE, 1998). Este trabalho teve como obijetivo avaliar o efeito de
Fontes organicas de nutrientes no crescimento de fungos dark septate.

Material e Métodos

Visando avaliar a capacidade de uso de Fontes organicas de nutrientes por doze iso-
lados de fungos dark septate, obtidos de plantas de Oryza glumaepatula (RIBEIRO,
2011), um experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados em
condicdes in vitro. Os isolados foram previamente crescidos em placas de Petri con-
tendo o meio BDA a 28 °C por sete dias. Em seguida discos de micélios (aproxima-
damente 6 mm de didmetro) foram retirados e transferidos para o centro de placas
de Petri contendo os seguintes meios: 1) meio ECE1%, contendo 1% de extrato de
Canavalia ensiformis (L.) agarizado com 1,5% de agar; 2) meio ECE1% + aa, composto
de meio ECE1% acrescido de glicina. A glicina foi adicionada aos meios, quando os
mesmos estavam com temperatura de 35-40 °C, tendo sido filtrada em membrana de
Millipore. A proporgao de N utilizada foi de 0,3% p/v. O extrato vegetal apresentava a
seguinte concentragdo de macronutriente (g kg-1) e micronutriente (mg kg-1): N=23.8;
P=2.0; K=5.8; Ca=12.3; Mg=3,2; S=1.9; Cu=10.0; Fe=792.0; Zn=39.0; Mn=50.0; B=27.0
e C=38,2%.. Essas placas foram incubadas a 28 °C por até 12 dias.

As plantas de Canavalia ensiformis foram cultivadas para fins de adubacgao verde e
coletadas com aproximadamente 60-70 dias apds germinagao, na época de floragao.
O extrato vegetal que possui de 3-4% de N na sua constituicao foi obtido pela moagem
da parte aérea seca das plantas (por 72h; 65 °C) e esterilizagao através de irradiagcéo
com raios gama (dose de 25 kgy). Foram realizadas observagdes aos 12 dias apds a
inoculacéo dos fungos. Mediu-se o diametro das colbénias fungicas usando um paqui-
metro digital e determinou-se a velocidade de crescimento micelial por meio da razéo
entre o didmetro micelial e os respectivos dias de crescimentos (12 dias), retirando-se
o diametro (6 mm) do disco utilizado para inoculagao. Foi removida a colénia do meio
de cultura utilizando-se uma espatula e a mesma foi colocada em recipiente de peso
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conhecido para a determinagédo do peso fresco da col6nia fungica. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e ao teste de Scott Knott a 5% de probabilidade,
utilizando o programa SISVAR (FERREIRA, 2003).

Resultados e Discussao

Todos os isolados fungicos testados, apresentaram crescimento micelial em todos os
meios utilizados (Figura 1). A massa da col6nia fresca do fungo ERR 46, aumentou sig-
nificativamente no meio ECE1%+aa, comparativamente ao meio ECE1% (Figura1-B).
O fungo ERR 04 destacou-se nos meios ECE1% e ECE1%+aa, pois apresentou maior
massa da colbnia, menor didmetro micelial e velocidade de crescimento micelial que
os demais isolados (Figura1-B,C e D). O emprego do feijdo de porco e glicina parece
nao trazer beneficios no crescimento dos demais isolados, uma vez que apresenta-
ram menor massa da coldnia fungica quando comparados ao ERR 04. Os Resultados
mostram que ha ocorréncia de diferentes perfis de isolados quanto a habilidade para
utilizar diferentes Fontes organicas de nutrientes.

u

Massa fresca da colnia fingica (mg placa”)
8
o

o
QO 8 18 N B DKL 8D a1 6
z‘*v‘&“@*v’z?‘?‘t‘*“eﬂ@‘?é‘v‘z“?‘e“‘\z‘ﬂ‘@“

Isolados de fungos dark septates

70 —cce
aa aa aa aaaa; "5

30

Diametro micelial (mm isolado™

Velocidade de crescimento micelial (mm dia”)

R

P A® 76 8D b 0 I Uy
S e S S EF

Figura 1. Crescimento micelial do fungo ERR 46 no meio com apenas extrato
de Canavalia ensiformis 1% (L.) (A); massa fresca da col6nia fungica (B),
didametro micelial (C) e velocidade de crescimento (D) de isolados de fungos
endofiticos dark septate (DSE), crescidos em meios de cultura a base de
Fontes organicas de nutrientes até aos 12 dias apds a inoculagao. Letras iguais
minusculas nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott Knott ao
nivel de 5% de probabilidade. ECE1%: 1,5% de agar + 1% de extrato vegetal
de Canavalia ensiformis (L.) (feijao de porco); ECE1% + aa: 1,5% de agar +
1% de extrato vegetal de feijao de porco + 0,3 % de N na forma da glicina.
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Um estudo realizado in vitro avaliou a utilizagdo de sete Fontes de N, nomeadamen-
te glutamina, glicina, leucina, fenilalanina, valina, NaNO3 e (NH4)2S0O4 na espécie
de fungos dark septates, Heteroconium chaetospira em meio agar basal (USUKI &
NARISAWA, 2007). Os autores observaram aumento significativo na massa seca do
fungo nos meios modificados com Fontes organicas de N, comparativamente ao meio
suplementado com nitrato de aménio ou sem N. Neste estudo, o fungo ERR 04 utili-
zou melhor os meios com extrato de Canavalia ensiformis (L.) comparativamente aos
demais isolados.

O diametro micelial da col6nia variou, de maneira geral, de trés a seis centimetros
(Tabela 2). Este didametro da colbnia € similar aquele observado durante a identificagao
uma nova espécie de fungos dark septate (Harpophora oryzae), na China, que foi de
4,5 cm no meio BDA ou no meio agar malte quando o fungo foi crescido durante sete
dias sob uma temperatura de 25°C (YUAN et al., 2010).

A capacidade de crescimento dos fungos dark septate em meio de cultura composto
unicamente por Material vegetal indica que os mesmos séo capazes de utilizar Fontes
organicas de nutrientes, possivelmente pela produgcdo de enzimas hidroliticas para
liberagdo dos nutrientes ou mesmo pela absorgédo de compostos orgénicos como ami-
noacidos (JUMPPONEN & TRAPPE, 1998). O fato de fungos dark septate produzirem
uma variedade de enzimas extracelulares indica que estes apresentam potencial para
acessar e transferir ao seu hospedeiro nutrientes essenciais, como nitrogénio (N) e
fosforo (P) (MANDYAN, 2008). A espécie de fungos dark septate, Heteroconium cha-
etospira, utilizou aminoacidos como sua Fonte de carbono e N e quando foi inoculado
nas plantas de repolho chinés facilitou absor¢éo dessas Fontes de N (USUKI & NARI-
SAWA, 2007).

Os mecanismos para essa transferéncia de nutrientes podem ser semelhantes aos ob-
servados nas interagdes micorrizicas, onde hifas fungicas absorvem N organico, como
aminoacidos e pequenos peptideos, bem como N inorganico do solo e transferem as
plantas através da interface fungo-planta (BERBARA et al., 2006).

Estes Resultados mostram que fungos dark septates possuem potencial para serem
utilizados como decompositores de matéria organica, uma vez que sao conhecidos
como saprofiticos, e podem atuar na absorgao de nutrientes organicos e inorganicos
(MANDYAN & JUMPPNEM, 2005). Os Resultados sugerem ainda, que os fungos dark
septates estudados além de apresentarem carater endofitico também possuem habili-
dade saprofitica (BARROW & AALTONEN, 2001; MANDYAM & JUMPPONEN, 2005),
pois todos apresentaram crescimento quando o extrato de Canavalia ensiformis era a
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unica Fonte de nutrientes. Isso indica eventualmente, que estes microrganismos po-
dem ter a habilidade de absorver os nutrientes da matéria organica e transferi-los para
0s vegetais.

Conclusoes

A habilidade de crescimento em extrato vegetal dos fungos dark septate, em especial
do ERR 04, abre a possibilidade de testes de avaliagao da transferéncia de nutrientes
diretamente da matéria organica para os vegetais mediada pelos fungos.
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