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Resumo - Fungos micorrizicos arbusculares (MA) estabelecem simbiose com plantas atuado como extensdes
do seus sistemas radiculares. O micélio e os esporos dos fungos MA sao nicho para diversos microrganismos,
porém pouco se sabe sobre esses microrganismos, em especial, fungos que ocorrem em esporos de fungos
MA. Neste sentido, este estudo teve por objetivo isolar, identificar e avaliar o potencial biotecnolégico de fungos
associados a esporos de fungos MA. Fungos filamentosos foram isolados de esporos desinfestados de
fungos MA. Foram obtidas 44 estirpes, 16 foram identificadas por homologia com sequéncias depositadas no
GenBank. O género mais frequente foi Fusarium (5), seguido de Talaromyces (4), Aspergillus (2), Serendipita
(2), Trichoderma (2) Clonostachys (1). Serendipita, foram os Unicos Basidiomycota, Agaricomycetes associados
aos esporos de fungos MA avaliados. Dentre os géneros encontrados temos fungos simbiontes de plantas
(Serendipita), micofagos (Trichoderma), entomopatogénicos (Clonostachys) dentre outros com potecial agao
fitopatogénica como Fusarium e Aspergillus. Nosso estudo demonstrou que esporos de fungos MA apresentam
um micota associada diversa em termos de riqueza bioldgica e funcional. Pesquisas futuras s&o necessarias
para avaliar o efeito sinérgico ou antagonista desses fungos em relacéo aos fungos MA.

Termos para indexagado: Glomeromycota, esporos, Fusarium, Talaromyces, Aspergillus, Serendipita,
Trichoderma, Clonostachys, diversidade, micorrizas.

Isolation, identification and evaluation of the biotechnological potential
of fungi associated with spores of arbuscular mycorrhizal fungi®

Abstract - Arbuscular mycorrhizal (AM) fungi establish symbiosis with plants acting as extensions of their root
systems. The mycelium and spores of AM fungi are a niche for several microorganisms, but little is known about
these microorganisms, especially fungi that occur in AM fungal spores. In this sense, this study aimed to isolate,
identify and evaluate the biotechnological potential of fungi associated with AM fungal spores. Filamentous fungi
were isolated from disinfected spores of AM fungi. A total of 44 strains were obtained, 16 of which were identified
by homology with sequences deposited in GenBank. The most frequent genus was Fusarnum (5), followed
by Talaromyces (4), Aspergillus (2), Serendipita (2), Trichoderma (2) and Clonostachys (1). Serendipita were
the only Basidiomycota - Agaricomycetes associated with AM fungal spores evaluated. Among the genera
found, we have plant symbiotic fungi (Serendipita), mycophagous (Trichoderma) and, entomopathogenic fungi
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(Clonostachys) among others with potential phytopathogenic action such as Fusarium and Aspergillus. Our
study demonstrated that spores of AM fungi present a diverse associated mycota in terms of biological and
functional richness. Future research is needed to evaluate the synergistic or antagonistic effect of these fungi in
relation to AM fungi.

Index terms: Glomeromycota, spores, Fusarium, Talaromyces, Aspergillus, Serendipita, Trichoderma,
Clonostachys, diversity, mycorrhiza.

Introducao

Fungos micorrizicos arbusculares (MA), pertencentes ao filo Glomeromycota, sdo conhecidos por
promover o crescimento de plantas (Azcon-Aguilar; Barea 1997; Baum et al., 2015; Khan et al., 2022). O micélio
micorrizico estabelece simbiose com as raizes de plantas e é capaz de explorar os recursos do solo (agua e
nutrientes), com grande eficiéncia, e entrega-los as plantas em troca de agucares e lipidios (Ferrol et al., 2019).

No solo os fungos MA interconectam diferentes plantas e interagem com diversos microrganismos
(Turrini et al., 2018; Abdellatif et al., 2019). Identificar e avaliar o papel da microbiota associada a esses fungos
€ fundamental para entender sua ecologia e desenvolver tecnologias capazes de amplificar os beneficios da
simbiose micorrizica.

Este estudo teve por objetivo isolar, identificar e avaliar o potencial biotecnolégico de fungos associados a
esporos de fungos MA.

Material e métodos

Culturas monoespecificas de fungos MA mantidas em sistema de vasos de cultivo e vasos
armadilha, foram utilizadas neste estudo. Os esporos foram extraidos de 50 mL de amostras do
substrato dos vasos por peneiramento umido (Gerdemann; Nicolson, 1963) e centrifugagbes em
agua e em solucao agucar a 50% (Jenkins, 1964). Posteriormente os esporos foram limpos em
banho de ultrason por 4 vezes de 20 segundos cada ciclo. Seguido de desinfestagao superficial
conforme descrito por de Souza e Berbara (1999). Apés desinfestagao, os esporos foram distribuidos
assepticamente em placas de Petri contendo meio MSR (Strullu; Romand, 1987) e incubados a 25
a 29 oC no escuro.

O crescimento de fungos filamentosos foi monitorado e quando presentes o micélio desses
fungos foi transferido para novas placas de Petri contendo meio batata glucose agar comercial
(Sigma-Aldrich 70139). Apds isolamento em cultura pura, monoexpecifica, os fungos foram crescidos
em meio MSR liquido suplementado com extrato de levedura. A biomassa obtida apds 10 dias de
cultivo foi colhida e utilizada para extracao de acidos dexoxirribonucleicos segundo de Souza et al.
(2018).

O gene ribossomal nuclear (rRNA) foi amplificado e sequenciado com os primers ITS1F
(Gardes; Bruns, 1993) e NDL22 (Van Tuinen et al., 1998) que amplificam a regido ITS e as regides
D1 e D2 do 25S. Em seguida foram obtidas sequencias consenso e realizada analise BLASTN
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_SPEC=GeoBlast&PAGE _
TYPE=BlastSearch). A avaliagado do potencial biotecnolégico/fungado do fungo foi obtido por revisao
bibliografica com buscas na Web of Science (https://www.webofscience.com/wos/woscc/basic-
search) utilizando-se o género ou espécie do fungo indentificado pela ferramenta BLASTN.
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Resultados e discussao

Das 44 estirpes isoladas, 16 foram identificadas por homologia com sequencias depositadas no GenBank
através por analise BLASTN (Tabela 2). O género mais frequente foi Fusarium (5), seguido de Talaromyces (4),
Aspergillus (2), Serendipita (2), Tnchoderma (2) Clonostachys (1). Serendipita, foram os Unicos Basidiomycota,
Agaricomycetes associados aos esporos de fungos MA avaliados. Todas as demais espécies encontradas
pertencia ao Filo Ascomycota. Sendo a maioria pertencentes a ordem Hypocreales exceto Aspergillus — ordem
Eurotiales.

Dentre os géneros encontrados Serendipita sdo considerados fungos micorrizicos da ordem Sebacinales
(Weil et al., 2016) e utilizados como biocinsumos para diversas espécies de plantas (Franken, 2012). Espécies
de Trichoderma sao utilizadas comercialmente como agentes de controle bioldgico de doengas fungicas e como
promotores do crescimento de plantas dentre outras aplicagdes biotecnologicas (Tyskiewicz et al., 2022). O
género Clonostachys apresenta fungos com agao endofitica, micofago e entomopatogénica (Kaewchai et al.,
2009; Anwar et al., 2018; Mascarin et al., 2022). Talaromyces tem potencial para produgéo de antibiéticos e
pigmentos (Santos et al., 2015; Parul et al., 2020). Diversas espécies de Aspergillus tem potencial biotecnoldgico
principalmente para a produgao de enzimas e acidos organicos (acido citrico, glucdnico e gélico) (Li et al., 2009;
Nascimento et al., 2021; Bhunjun et al., 2024), porém algumas espécies causam doengas em seres humanos
(https://pt.wikipedia.org/wiki/Aspergillus). Fusarium séo frequentemente associados a donegas em plantas e
produzem micotoxinas (https:/pt.wikipedia.org/wiki/Fusarium).

Tabela 1. Estirpes de fungos isoladas de esporos de fungos micorrizicos arbsuculares e sua identificagdo ao nivel de
género por BlastN e seu potencial biotecnoldgico.

2 Fusarium F. solani 97,04 KF918581 Patdégeno de plantas (Arie 2019)
3 Talaromyces  T. purpureogenus 98,31 MH877076 ;’(;gg;@ao e AgmEies (Fa] GiE L
Controle Bioldgico ; (Anwar et al.
4 Clonostachys C. rosea 100 KX958035 2018, Kaewchai et al. 2009; Mascarin
et al. 2022)
5 Talaromyces  T. purpureogenus 96,7 MH877076 Z(r)gg;Jgao COFEUELE (FETCED
7 A " A dodeflect 976 OL711759 Produgéo de acidos organicos, fitase
Spergius A pseudoaetiectus ' (Li et al. 2009; Nascimento et al. 2021)
9 Talaromyces  T. purpureogenus 97,6 0Q550089 ZP(:;g;Jgao de Pigmentos (Parul et al
10 Fusarium F. solani 97,6 MH055400 Patégeno de plantas
11 Serendipita Serendipita sp. 99,51 KC176327 Micorrizas (Franken 2012)
12 Trichoderma T asperullum 99,06 KR856222 g(:g;ole Eele EOUEIETIEACIEL
13 Fusarium F. verticillioides 97,14 Pat6égeno de plantas
32 Serendipita Serendipita sp. 99,51 KC176327 Micorrizas (Franken 2012)
34 Trichoderma T. harzianum 97,27 KR856210 g(;’znzt;de Biologico (Tyskiewicz et al.
35 Fusarium Fusarium sp. 95,38 GU170637 Patogeno de plantas (Arie 2019)
37 A ” A il 213 OP237480 Produgao de acidos organicos, fitase
Spergrius Spergiius sp. ' (Li etal. 2009; Nascimento et al. 2021)
38 Talaromyces  T. purpureogenus 92,5 LT558946 FireslE 92 g METies (Fan GiE -

2020)
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Conclusao

Esporos de fungos MA apresentam um micota associada diversa em termos de riqueza
biolégica e funcional. No entanto, pesquisas futuras sdo necessarias para avaliar o efeito sinérgico
ou antagonista desses fungos em relagao aos fungos MA e sua contribui¢ao para o desenvolvimento
de plantas.
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