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RESUMO

SILVA, Daniela Cristina da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2024.
Ocorréncia de fungos micorrizicos arbusculares e dark septate endophytes em
plantas daninhas. Orientador: Mauricio Dutra Costa.

A presenca de microrganismos no solo, a exemplo de fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) e dark septate endophytes (DSE) podem influenciar a convivéncia
entre plantas daninhas (PDs) e as culturas agricolas, visto que esses microrganismos
podem melhorar a nutricdo vegetal e a tolerancia aos estresses ambientais. O
presente trabalho teve como objetivos realizar o levantamento da ocorréncia de FMAs
e DSEs em PDs, isolar fungos DSEs e determinar o potencial desses microrganismos
de promover ou inibir do crescimento do picao-preto e do milho. O total de 55 espécies
de PDs foram coletadas e avaliadas. As raizes foram submetidas ao processo de
diafanizacdo e coloragéo para a visualizagdo das estruturas tipicas de FMAs e DSEs.
O isolamento de DSEs foi feito a partir de raizes das espécies Phyllanthus tenellus
Roxb. e Cenchrus echinatus L. Os isolados obtidos foram testados quanto aos
mecanismos de promocao de crescimento vegetal e a capacidade de promover
crescimento do picao-preto e do milho em casa de vegetagao. A colonizacao por FMA
foi confirmada em 93 % das espécies avaliadas, enquanto a de DSEs foi registrada
em 69 % delas. Observou-se que em 62 % das espécies havia a colonizacao
simultdnea de FMAs e DSEs. Os DSEs isolados e testados expressaram alguns
mecanismos de promocao do crescimento vegetal in vitro. Em casa de vegetacéao, os
isolados fungicos de DSE QPO1, QP03 e QP04 levaram a reduc¢do do crescimento
das plantas de picdo-preto. Ja para milho, o isolado QP06 promoveu o crescimento
vegetal. Neste trabalho, verificou-se que os FMAs e DSEs estao presentes nas raizes
da maioria das PDs avaliadas. Adicionalmente, foi observado que alguns DSEs
apresentam a capacidade de inibir o crescimento do picao-preto, revelando o potencial
de uso desses microrganismos no manejo integrado de plantas daninhas.

Palavras-chave: Zea mays; Bidens pilosa; Inibicdo do crescimento vegetal.



ABSTRACT

SILVA, Daniela Cristina da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, february of 2024.
Occurrence of arbuscular mycorrhizal fungi and dark septate endophytes in
weeds. Adviser: Mauricio Dutra Costa.

The presence of microorganisms in the soil, such as arbuscular mycorrhizal fungi
(AMF) and dark septate endophytes (DSE), can influence the coexistence between
weeds and agricultural crops, since these microorganisms can improve plant nutrition
and tolerance to environmental stresses. The present study aimed at surveying the
occurrence of AMF and DSE in weeds, isolating DSE fungi, and determining the
potential of these microorganisms to promote or inhibit the growth of Bidens pilosa and
corn. A total of 55 weed species were collected and evaluated. The roots were
subjected to diaphanization and staining to visualize the typical structures of AMF and
DSE. The isolation of DSE fungi was performed from the roots of Phyllanthus tenellus
Roxb. and Cenchrus echinatus L. The isolates obtained were tested for plant growth
promotion mechanisms and the ability to promote the growth of B. pilosa and corn in
the greenhouse. Colonization by AMF was confirmed in 93% of the species evaluated,
while colonization by DSE was recorded for 69% of them. In 62% of the species, the
simultaneous colonization by AMF and DSE was observed. The isolated DSE
expressed mechanisms of plant growth promotion in vitro. In the greenhouse, the DSE
fungal isolates QPO1, QP03 and QP04 led to a reduced growth of B. Pilosa, while the
isolate QP06 promoted corn growth. In this study, it was found that AMF and DSE are
present in the roots of most of the weeds evaluated. Additionally, some DSE isolates
can inhibit B. pilosa growth, revealing the potential use of these microorganisms in
weed management.

Keywords: Zea mays; Bidens pilosa; Plant growth inhibition.
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1. INTRODUCAO

As praticas de manejo e a utilizagdo do solo pelas atividades agricolas causam
impactos diretos aos processos quimicos, fisicos e bioldgicos dos agroecossistemas
(Zamberlan et al., 2014), influenciando a eficiéncia da produtividade das culturas.
Dentre as praticas de manejo, o de plantas daninhas (PDs) ainda € um dos maiores
gargalos (Junior et al., 2022), visto que onera o custo de producéao e, quando néo
realizado de forma adequada, leva a perda de produtividade e de qualidade dos
produtos agricolas (Fried et al., 2017, Aguiar et al., 2022, Galon et al., 2020).

A definicao de PD refere-se a espécies vegetais que apresentam a capacidade
de germinar (Blanco, 1972), tornando-se indesejaveis em certos momentos e locais
por causar prejuizos para as atividades humanas, em especial para as atividades
agricolas (Pitelli, 1987, Carvalho, 2013, Aguiar et al., 2022). As PDs competem com
as culturas por agua, luz, nutrientes e espaco fisico (Fried et al., 2017, Aguiar et al.,
2022).

As PDs apresentam caracteristicas intrinsecas que as caracterizam como
excelentes competidoras, com elevada agressividade para a ocupagdo de novos
ambientes (Aguiar et al., 2022). Dentre essas caracteristicas, podemos destacar o
rapido crescimento e desenvolvimento que essas plantas apresentam mesmo em
condicOes adversas (Balbinot Jr et al., 2011), a alta producao de sementes (Sellers et
al., 2003), a dorméncia e a desuniformidade de germinagédo (Vivian et al., 2008),
diferentes métodos de dispersdo (Brighenti e Oliveira, 2011) e diversidade na
producédo de propagulos vegetativos (rizomas, estolées, bulbos e tubérculos). Além
disso, apresentam sistema de reprodugcdo misto (Carvalho, 2013), bem como
capacidade de germinar em diferentes profundidades (Brighenti et al., 1997), além da
producédo de compostos alelopéticos (Silva e Mendes, 2022).

As multiplas interacdes entre diversas espécies de plantas que ocorrem no
sistema agricola o tornam ambiente de elevada complexidade (Vezzani e Mielniczuk,
2009). As interacbes interespecificas, tais como a competicao, simbiose, facilitacao,
parasitismo e entre outros, podem resultar em efeitos positivos, neutros ou negativos
(Carvalho et al., 2007, Cerqueira e Ferreira, 2021, Silva et al., 2022).

Nos ecossistemas agricolas, a competicao por recursos entre PDs e as culturas
constitui uma das principais interacdes, visto que as PDs competem por recursos
como agua, luz e nutrientes (Pitelli, 1987, Silva et al, 2022), reduzindo a
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disponibilidade desses recursos no meio e ocasionando a perda de rendimento e
qualidade dos produtos agricolas (Hijano et al., 2021).

Além das interac6es planta-planta nos agroecossistemas, as que envolvem as
influéncias muatuas entre a planta e a microbiota podem gerar respostas complexas,
que vao regular o crescimento vegetal e os processos biogeoquimicos do solo
(Reinhart e Callaway, 2006, Pugnaire et al., 2019, Michalet et al., 2021).

Entre as interacbes mais frequentes entre a microbiota do solo e as plantas,
encontram-se as associacdes micorrizicas, nas quais ha o estabelecimento de
simbiose obrigatdria entre as raizes das plantas e os fungos micorrizicos arbusculares
[FMA] (Massenssini et al., 2014, Prates Junior et al., 2021), as Plant growth-promoting
rizobacteria [PGPR] (Singh et al., 2019) e os fungos dark septate endophytes [DSE]
(Jumpponen, 2001, Ribeiro et al., 2011).

A associagao entre as raizes das plantas e os FMAs é denominada de micorriza
arbuscular (MA) e ocorre em cerca de 85 % das espécies vegetais. A associagcao
envolve a estreita relacao entre os parceiros simbiéticos com a formacéao de estruturas
especificas, como arbusculos, hifas e vesiculas (Smith, Read, 2008, Tedersoo, 2018,
Prates Junior et al., 2021). A manutencdo da simbiose ocorre pelas trocas de
nutrientes na interface planta-fungo. Os fungos aumentam a absor¢cdo de agua e
nutrientes pelas plantas, as quais ofertam até 20 % de seus fotoassimilados para a
manutencgao do parceiro simbib6tico (Smith & Read, 2008, Thirkell et al., 2020).

Os DSEs sao simbiontes nao obrigatérios que colonizam o interior das raizes
sem acarretar sintomas aparentes de doencas (Jumpponen, 2001, Wu et al., 2009,
Knapp et al., 2018). Sdo caracterizados por produzirem hifas melanizadas com a
presenca de septos e microesclerédios (Jumpponen, 2001, Li et al., 2018, Vergara et
al., 2018). Em funcao da relevancia ecolégica, esse grupo fungico vem recebendo
mais atencdo ja& que podem atuar como promotores de crescimento vegetal
(Jumpponen, 2001, Ribeiro et al., 2011, Andrade-Linares et al., 2011).

Os efeitos da inoculacdo de DSEs em plantas hospedeiras e ndo hospedeiras
variam, podendos ser positivos ou negativos (Newsham, 2011, Mayerhofer et al.,
2013, Huusko et al., 2016). Os efeitos positivos da interacdo entre DSEs e plantas
estdo relacionados ao potencial de promogdo de crescimento vegetal desses
microrganismos. Os DSEs aumentam a absorcao de nutrientes pela planta, a exemplo
do fésforo (P) e do nitrogénio (N) (Della Monica et al., 2015). Podem também aumentar
a tolerancia da planta contra metais pesados (Ban et al., 2012) e estresse hidrico (Li
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etal., 2019). Da mesma forma, os DSE modulam as vias de sinalizacao contra invasao
de fitopatégenos, promovendo a resisténcia do hospedeiro (Andrade—Linares et al.,
2011), entre outros beneficios.

A colonizacéao por FMAs e DSEs apresenta papel central na nutricdo vegetal,
uma vez que potencializam a absor¢do de agua e nutrientes, bem como oferecem
resisténcia contra estresses de ordem abidtica e bidtica (Smith, Read, 2008, Santos
etal., 2013, Li et al., 2019, Prates Junior et al., 2021). A compreensao do papel dessas
simbioses nas interacées competitivas entre PDs e culturas pode abrir novas
perspectivas para o desenvolvimento de estratégias de manejo integrado. Assim, 0s
objetivos deste trabalho foram: 1) realizar o levantamento da ocorréncia de FMA e
DSE em plantas daninhas; 2) isolar fungos DSE e 3) determinar o potencial desses
microrganismos de promover ou inibir do crescimento do picdo-preto (Bidens pilosa
L.) e do milho (Zea mays L.).
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Plantas Daninhas

O termo planta daninha (PD) pode ser compreendido como espécies vegetais
que apresentam a capacidade de germinar espontaneamente (Blanco, 1972) e se
tornam indesejaveis em certos momentos e locais, causando prejuizos para as
atividades humanas, em especial para a agricultura (Pitelli, 1987, Carvalho, 2013,
Aguiar et al., 2022). Nenhuma planta é considerada indesejada em um primeiro
momento, ja que apresentam fungdes essenciais nos ecossistemas em que estao
inseridas. Porém, passam a receber esse status quando interferem negativamente
com qualquer atividade humana, principalmente a agricultura (Aguiar et al., 2022).

A convivéncia entre PDs e culturas agricolas podem acarretar em danos
diretos, ocasionados pela competicdo propriamente dita e a produgdo de compostos
alelopaticos (Brighenti e Oliveira, 2011), e danos indiretos, que sdo consequéncias da
presenca das PDs, jA que sdo comumente hospedeiras alternativas de diversas
pragas (Borghi et al., 2019, Barbosa et al., 2020), doengas (Miléo et al., 2007, Sales
Junior et al., 2012, Oliveira et al., 2018) e nematoides (Braz et al., 2016, Ramos et al.,
2019), ocasionado prejuizos indiretos para as culturas subsequentes. Além de
causarem danos a equipamentos agricolas e aos procedimentos de colheita (Aguiar
et al., 2022), podem apresentar toxicidade para animais e seres humanos (D'Oliveira
et al.,, 2018) e, de modo geral, oneram os custos de producdo. Estima-se que
aproximadamente 30 % dos custos totais das atividades agricolas s&o decorrentes da
necessidade de manejo das PDs (Silva et al., 2007).

As PDs podem ser caracterizadas como ‘verdadeiras’ ou ‘comuns’ (Brighenti e
Oliveira, 2011, Aguiar et al., 2022). As PDs ditas verdadeiras sao aquelas que
apresentam a capacidade de invadir, reproduzir e adaptar-se em qualquer ambiente,
perturbado ou nao (Brighenti e Oliveira, 2011, Sausen et al., 2020, Aguiar et al., 2022).
Ja as ditas PDs comuns sao aquelas que nao apresentam a capacidade de adaptar-
se a qualquer ambiente (Brighenti e Oliveira, 2011, Aguiar et al., 2022).

As PDs verdadeiras apresentam caracteristicas que as transformaram em
excelentes competidoras com as culturas agricolas, com elevada agressividade para
a ocupacao de novos ambientes (Aguiar et al., 2022). Dentre essas caracteristicas,
podemos citar o rapido crescimento e desenvolvimento, mesmo em condi¢cdes

adversas (Balbinot Jr et al., 2011), a rusticidade, que permite que essas plantas
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desenvolvam-se mesmo em ambientes perturbados (Brighenti e Oliveira, 2011), a alta
producao de sementes (Sellers et al., 2003), a dorméncia e a desuniformidade de
germinacao (Vivian et al., 2008), diferentes métodos de dispersao (Brighenti e Oliveira,
2011), diversidade na produc¢éo de propagulos vegetativos (rizomas, estoldes, bulbos
e tubérculos), sistema de reproducao misto (Carvalho, 2013), capacidade de germinar
em diferentes profundidades (Brighenti et al., 1997), e producdo de compostos
alelopéticos (Silva e Mendes, 2022).

Dentre as PDs, algumas podem ser consideradas mais problematicas que
outras, a depender das caracteristicas ambientais onde estdo localizadas, da
densidade populacional, das espécies de PDs, das condi¢cdes edafoclimaticas (lkram
et al., 2019). Por exemplo, plantas que apresentam elevada producao de sementes,
como B. pilosa (até seis mil sementes por planta) (Duarte et al., 2014,) ou o
Amaranthus retroflexus L. (290 mil sementes por planta) (Sellers et al., 2003, Aguiar
et al., 2022), apresentam maior capacidade de infestacdo e dispersdo de propagulos
do que espécies que produzem menor numero de sementes (Aguiar et al., 2022).

As PDs que apresentam sistema de reprodu¢ao misto, ou seja, sdo capazes de
se reproduzirem tanto por sementes como por propagulos vegetativos representam
grande desafio (Carvalho, 2013, Aguiar et al, 2022). A Cyperus rotundus L.,
vulgarmente denominada de tiririca, é considerada uma das espécies de PDs mais
indesejaveis, jA que se reproduz por sementes, tubérculos, rizomas e bulbos,
apresentando alta capacidade de infestagcdo e competicao, o que acaba dificultando o
seu manejo (Brighenti e Oliveira, 2011).

Outra espécie que apresenta sistema de reproducao atipico € a Commelina
benghalensis L., conhecida como trapoeraba. Esta espécie produz sementes
subterrdneas nos rizomas, o que dificulta 0 seu manejo, jA que as sementes
subterrdneas podem apresentar germinacao desuniforme. Além disso, essa espécie
pode reestabelecer a infestacdo a partir de pequenos fragmentos de caules
enterrados ou expostos no solo (Vieira et al., 2007, Brighenti e Oliveira, 2011).

Um dos maiores desafios no manejo de PDs atualmente € o aparecimento de
biotipos de espécies que apresentam resisténcia aos mecanismos de agao de alguns
herbicidas mais comumente usados (Markus et al., 2021). A resisténcia a herbicidas
€ uma caracteristica relacionada a mudancas genéticas dentro de uma dada
populacdo de PDs, onde alguns individuos que sobreviveram a uma dose letal de

14



herbicida, perpetuam essa condi¢do e a transmitem para a progénie (Karam et al.,
2018, Salomao et al., 2020).

Contudo, apesar de serem frequentemente consideradas indesejaveis para as
atividades humanas, as PDs ainda apresentam caracteristicas benéficas para os
ambientes onde estdo localizadas (Brighenti, Oliveira, 2011, Aguiar et al., 2022).
Alguns dos beneficios associados a presencga de PDs € a protecao do solo contra os
processos erosivos (Brighenti, Oliveira, 2011), fixacao biolégica de nitrogénio por
espécies leguminosas (Brighenti, Oliveira, 2011), algumas espécies apresentam valor
paisagistico, como a Ipomoea indica (corda-de-viola) (Soares Filho et al., 2016),
outras PDs sdo consumidas como Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANC),
a exemplo da serralha (Sonchus oleraceus), do caruru (Amaranthus spp.), da
mostarda (Brassica rapa) e da beldroega (Portulaca oleracea) (Biondo et al., 2018,
Jesus et al.,, 2020) e apresentam potencial para uso medicinal (Agra et al., 2007,
Cordeiro, Félix, 2014).

2.2 Interacao entre plantas daninhas e culturas agricolas

O manejo eficaz e sustentavel de PDs, ainda € um dos maiores desafios para
que a atividade agricola. A termo PD é usado para designar plantas cuja presenca se
torna indesejavel em certos momentos e locais para as mais variadas atividades
humanas, especialmente a agricultura (Pitelli, 1987, Brighenti e Oliveira, 2011, Aguiar
et al., 2022).

Entre PDs e as culturas agricolas, a principal interagdo € a competicdo por
recursos (Hijano et al., 2021, Silva et al., 2022) e algumas variaveis, relacionadas tanto
as PDs quanto as culturas, é determinante para quao impactante os danos causados
pela competicdo serdo na produtividade agricola (Hijano et al., 2021, Silva et al.,
2022).

Dentre as variaveis que influenciam e estdo relacionadas as PDs, podemos
citar o tempo de emergéncia das plantas, a densidade e as espécies de PDs que estao
presentes no ambiente de cultivo (Silva et al., 2022). Ao considerar as variaveis
agron6micas para as culturas agricolas, os fatores que pode interferir no processo de
competicao € a escolha das cultivares, sendo esse um dos fatores determinantes, bem
como o espacamento e a densidade de plantio. O periodo em que ocorrera a

convivéncia entre PDs e a cultura, sdo de suma importancia para a determinacao dos
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danos e impactos no rendimento das culturas (Swanton, Nkoa, Blackshaw, 2015, Silva
et al., 2022).

As culturas agricolas tendem a responder de maneiras diferentes quanto a
competitividade e agressividade que € imposta pelas PDs, em razao as diferentes
caracteristicas genéticas que as cultivares podem apresentar (Hijano et al., 2021,
Silva et al., 2022). Essas caracteristicas estao relacionadas ao habito de crescimento,
a arquitetura do sistema radicular e da parte aérea, capacidade de formarem
interacdes com os microrganismos do solo e outros aspectos que exercem influéncia
direta sob a capacidade das plantas cultivadas competirem as PDs (Galon et al.,
2022).

O periodo de competicdo € aquele onde a convivéncia entre PDs e culturas
agricolas pode acarretar danos irreversiveis para a cultura, impactando diretamente
em sua producado e rendimento (Karam, 2007) e envolve trés periodos principais:
periodo antes da interferéncia (PAl), periodo total de prevencao a interferéncia (PTPI)
e periodo critico de prevencao a interferéncia (PCPI). As plantas podem conviver em
harmonia por um periodo de tempo, onde ndo ha efeitos aparentes decorridos da
competicao, sendo esse o PAIL. O manejo no PAI é de suma importancia, visto que a
partir desse momento a produtividade pode ser afetada pela convivéncia entre plantas
(Agostinetto et al., 2008, Hijano et al., 2019).

PTPI, é aquele periodo em que os diferentes métodos de manejo integrado de
PDs devem estar vigentes, pois nesse periodo a convivéncia de plantas afeta
significativamente a produtividade (Agostinetto et al., 2008, Hijano et al., 2019). E por
fim PCPI no qual é necessario realizar o controle imediato das PDs que ¢é estenid até
o momento que a planta tenha condigdes de inibir a emergéncia de PDs e nao
apresentara mais perdas de produtividade (Agostinetto et al., 2008, Hijano et al.,
2019).

Reduzir o periodo de convivéncia entre as culturas agricolas e PDs, ou seja,
reduzir o PCPI, é indispensavel para que a cultura tenha condicbes favoraveis de
desenvolvimento, visto que durante esse periodo, a cultura € mais susceptivel aos
efeitos negativos ocasionados pela competicdo com as PDs (Silva et al., 2014).
Identificar o periodo critico é de grande importancia para auxiliar na tomada de decisao
sobre o manejo adequado e possibilitar assim que a cultura se desenvolva pelo
maximo de tempo sem a interferéncia de PDs (Swanton, Nkoa, Blackshaw, 2015).
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Um fator que intensifica e facilita a competicdo entre PDs e as culturas
agricolas, esta relacionado a capacidade que as PDs apresentam de interagirem com
diversos grupos de microrganismos presente no solo, como a exemplo dos FMAs
(Massessini et al., 2014, Prates Junior et al., 2021), DSE (Jumpponen, 2001, Ribeiro
etal., 2011) e PGPR (Singh et al., 2019), entre outros grupos de microrganismos que
potencializam a utilizacado de recursos como a agua e nutrientes.

Culturas agricolas também formam associacées benéficas com os
microrganismos do solo, porém com os programas de melhoramento, essa
caracteristica ancestral deixou de ser necessaria para a perpetuacdo das espécies
agricolas, diminuindo o grau de dependéncia das interagdes com microrganismos
(Bazghaleh et al., 2018, Fors, 2022).

E importante considerar que a microbiota do solo pode atuar na promogéo do
crescimento vegetal, ao facilitar o estabelecimento das PDs, como pode também atuar
na inibicdo do seu crescimento e dificultar o seu estabelecimento (Siddiqui, 2006,
Reinhart e Callaway, 2006, Santos et al., 2013, Massenssini et al., 2014, Kehl, 2021).

2.3 Fungos Micorrizicos arbusculares

A ocupacao terrestre pelas plantas em aproximadamente de 450 milhdes de
anos esta intimamente relacionado com a formacgédo de associagdes entre fungos
especializados e as raizes das plantas, que concediam benéficos mutuos aos
parceiros (van der Heijden et al. 1998, Prates Junior et al., 2021).

Essa associacao formada entre fungos especializados e raizes de plantas é
conhecida como micorriza e é caracterizada pela formagdo de uma simbiose
obrigatéria, onde ha uma estreita relacao entre os parceiros simbidéticos (Smith, Read,
2008, Prates Junior et al., 2021).

Ha diferentes tipos de micorrizas que se distinguem pelas estruturas
especificas formadas quando em associacao e as principais e melhor caracterizadas
sdo as micorrizas arbusculares (MA), formada pela simbiose com os FMAs, as
ectomicorrizas (EM), as micorrizas orquiddéides e as ericoides (ME) (Smith, Read,
2008, Brundrett 2009, Prates Junior et al., 2021).

Os FMAs sao fungos biotréficos obrigatérios, ou seja, necessitam da presenca
da raiz da planta hospedeira para completar o seu ciclo de vida (Smith, Read, 2008,
Jung et al., 2012, Tedersoo, 2018). Esses fungos pertencem ao filo Glomeromycota e
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formam associagbes com aproximadamente 85 % das plantas vasculares (Smith,
Read, 2008, Tedersoo, 2018, Prates Junior et al., 2021).

A estimativa € que existam mais de 200 espécies diferentes de FMAs
distribuidas entre 18 géneros (INVAM, 2024), sendo que os géneros que apresentam
maiores numeros de espécies descritas sdo Acaullospora, Archaeospora,
Dentiscutata, Entrophospora, Glomus, Gigaspora, Paraglomus, Rhizophagus e
Scutellospora (Stirmer e Siqueira, 2006, Saggin Junior et al., 2011, Folli-Pereira et al.,
2012, INVAM, 2024).

Os FMAs colonizam o cértex radicular e formam estruturas caracteristicas
dessa colonizagdo, a exemplo dos arbusculos, que € o simbiossomo responsavel
pelas trocas na interface planta-fungo (Jung et al., 2012). Ha também a formacao de
uma intensa rede de hifas intra e extrarradiculares, que atuam na ampliacdo da
superficie de absorcao das raizes no solo e também nas trocas entre planta e fungo,
porém em menor intensidade (Smith e Read, 2008, Smith et al., 2011, Prates Junior
et al., 2021).

As vesiculas sao estruturas que atuam como reservatoérios de energia para o
fungo e outra estrutura que pode ocorrer, porém menos frequente no interior das
raizes, € a formacdo de esporos intrarradicular, no qual sdo as estruturas de
reproducao dos fungos (Souza et al., 2006, Smith et al,, 2011, Jung et al., 2012,
Noceto et al., 2021).

A colonizacao por FMAs desempenha um papel de suma importancia para a
nutricdo vegetal e os beneficios diretos da associagéo esté relacionado ao incremento
no processo de absor¢édo de agua e de nutrientes pelas plantas (Smith et al., 2011), a
partir da extensao de hifas fungicas que se ramificam pelo solo que permitem alcangar
micrositios indisponiveis para as raizes (Smith, Read, 2008, Ujvari et al., 2021).
Contudo, para que haja a manutencdo da simbiose micorrizica, a planta pode
transferir até 20 % de seus fotoassimilados para o fungo, permitindo que o mesmo
complete seu ciclo de vida (Smith e Read, 2008, Thirkell et al., 2020).

Um dos efeitos mais notaveis dessa interacdo é o aumento na absorcao de
nutrientes pouco méveis no perfil do solo, a exemplo do fosforo (F) e do zinco (Zn)
(Smith et al., 2011, Wang et al., 2017), que, devido a forte adsorcao aos coloides do
solo ou a formacgao de formas complexadas com outros elementos (Sato et al., 2019),
normalmente estao pouco disponiveis para a absorcao radicular (Smith e Read, 2010,
Souza, 2015, Wang et al., 2017, Ferreira, et al., 2019).
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Os beneficios adicionais da associacao micorrizica estdo relacionados a
capacidade que esses fungos tem de transformar o substrato onde estéo inseridos,
ha partir de modificagdes fisicas, quimicas e bioldgicas, com a liberacdo da Glomalina
no solo, que atua como agente aglomerante, melhorando a estabilidade das particulas
do solo (Folli-Pereira et al., 2012, Salloum et al., 2019, Cardoso et al., 2021).
Promovem a maior tolerancia a estresses de ordens biéticas, como ataque de pragas
e doencas (Cameron et al., 2013, Prates Junior et al., 2021) e de ordem abidtica como
contaminacao com metais pesados (Hildebrandt et al., 2007), déficit hidrico (Basu et
al., 2018, Salloum et al., 2019) e alta salinidade (Santander et al., 2019, Salloum et
al., 2019).

Atuam ainda em diversos ciclos biogeoquimicos, acelerando processos de
degradacao e decomposicao, atrasando a nitrificacdo e reduzindo a lixiviagdo de
nitrogénio na solugao do solo (van der Heijden et al., 2015, Prates Junior et al., 2021).
Além dos beneficios supracitados, a presenca de FMAs tem sido correlacionada ao
aumento da diversidade microbiana, agdo que beneficia ndo apenas as plantas, mas
ecossistema como um todo (Changey et al., 2019).

As associag¢des micorrizicas constituem sistema bioldgico estruturado em trés
fases (solo, planta e fungo), sendo suscetiveis a influéncias abibticas e bidticas
relacionadas a cada um desses componentes (Changey et al, 2019). Essas
influéncias podem variar em intensidade e interferir na formagao e funcionamento da
associacao (Smith e Read, 2008).

Fatores sazonais, como temperatura, disponibilidade hidrica, pH do solo,
interagbes competitivas com a microbiota nativa e outros fatores, desempenham um
papel importante na modula¢do do grau de colonizagao micorrizica (Cavagnaro et al.
2001, Cardoso, 2010, Campos et al., 2011, Massenssini et al., 2014). Além disso, a
dependéncia entre a planta e os FMAs tende a diminuir de acordo com 0 aumento da
concentracédo de P na solucéo do solo (Qin et al., 2020, Smith e Read, 2008).

Embora a associacdo micorrizica é frequentemente associada ao mutualismo,
visto que ha trocas benéfica entre os parceiros envolvidos, a associagdo pode ter
variacoes de efeitos desde o mutualismo ao parasitismo, dependendo das condi¢des
ambientais e de combinacdes genéticas entre espécies de plantas e fungos (Kiers &
van der Heijden, 2006, Smith e Read, 2008, Folli-Pereira et al., 2012).
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2.4 Micorriza arbuscular e plantas daninhas

Os FMAs desempenham papel central na nutricdo das plantas, atuando no
aumento da tolerancia das plantas a estresses de ordem biética e abibtica, exercendo
direta influéncia sobre o crescimento e desenvolvimento das plantas, enquanto
desempenham importante papel na estrutura e funcionamento do solo (Smith e Read,
2008, Folli-Pereira et al., 2012, Wang et al., 2017, Prates Junior et al., 2021).

O processo de colonizagao dos FMAs nas plantas é regido por uma série de
variaveis, das quais incluem as propriedades do solo, as condicdes ambientais e a
presenca de outras plantas (Smith e Read, 2008). Assim como as culturas agricolas,
as PDs apresentam em sua ecologia a capacidade de formar associa¢des simbioticas
com os mais diversos microrganismos do solo, incluindo com os FMAs (Massessini et
al., 2014).

Diversos estudos tém evidenciado o impacto que as PDs podem ocasionar na
colonizacdo de FMAs nas culturas, ocasionando reducéo da colonizacdo micorrizica
nas culturas quando em competicdo com as PDs (Barea et al., 2005, Varga et al.,
2015, Fialho, 2016). No entanto, os mecanismos subjacentes a essa interacao
negativa ainda necessitam de melhor elucidacéao.

O melhoramento genético das espécies de interesse agricola e as condi¢des
de cultivo em agroecossistemas que apresentam elevada fertilidade, tende a
influenciar negativamente a formacao da associacao, ja que nao ha necessidade de
investimento de recursos por parte da planta, a exemplo os fotoassimilados, para a
manutencao da simbiose (Bazghaleh et al., 2018, Fors, 2022).

Uma possivel explicacdo para o fenémeno de redugdo da colonizagéao
micorrizica em culturas agricolas quando em convivéncia com PDs, pode estar
relacionado a maior capacidade que essas plantas apresentam em recrutar esses
microrganismos, impactando diretamente no potencial competitivo dessas plantas.
PDs tendem a apresentar um desenvolvimento mais vigoroso quando comparadas as
culturas agricolas (Brighenti e Oliveira, 2011, Farzad et al., 2019) e esse cenario
sugere que a presenca de PDs possa limitar a disponibilidade de esporos e hifas dos
FMAs, prejudicando a colonizacao das raizes das culturas.

Adicionalmente, estudos indicam que algumas espécies de PDs apresentam
a capacidade de exercer efeitos alelopaticos sobre os FMAs, inibindo germinacao de
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seus propagulos e prejudicando o desenvolvimento, diminuindo assim a formacao da
simbiose com outras espécies (Barea et al., 2005, Varga et al., 2015, Fialho, 2016).

Contudo, algumas espécies de PDs apresentam uma alta taxa de micorrizacao
e esse fator associado a um ciclo reprodutivo menor, pode influenciar positivamente
na quantidade e no desenvolvimento de propagulos de FMAs no solo, aumentando
assim a quantidade de esporos e fragmentos de hifas viaveis para iniciar o processo
invectivo nas culturas agricolas (Li et al., 2017).

E importante ressaltar que a presenca de diferentes espécies de PDs pode
interagir de modo diferente frente as diferentes espécies de FMAs presentes no solo,
mesmo que a relacdo simbibtica entre FMAs e a planta hospedeira ostente um grau
de especificidade relativamente baixo (Pugnaire et al., 2019, Michalet et al., 2021,
Cassel et al., 2023).

As PDs podem ser categorizadas em trés grupos: as nao micorrizicas ou nao
dependentes, as de micorrizagdo média e as de alta micorrizagdo ou dependentes.
Essa categorizacao € confirmada pelas porcentagens de colonizagdo presente nas
raizes pelos FMAs, assim como nas respostas de crescimento diante da associacao
micorrizica (Rashidi et al., 2021).

Entretanto, ainda ha uma caréncia de estudos visando elucidar a capacidade
das plantas em selecionar FMAs mais eficientes na promocéo de seu crescimento e
da preferéncia entre PDs e culturas agricolas (Folli-pereira et al., 2012).

2.5 Fungos dark septate endophytes

Os fungos dark septate endophytes (DSE) sao um grupo de fungos endofiticos
amplamente distribuidos nos mais diversos ecossistemas que apresentam a
capacidade de colonizar as raizes de uma diversidade de plantas, sem causar
sintomas aparentes de doengca (Mandyam e Jumpponen, 2005, Mandyam e
Jumpponen, 2008).

Os DSEs foram observados em aproximadamente 600 espécies de plantas
pertencentes a 110 familias e 320 géneros (Jumpponen, 2001, Vergara et al., 2018).
Esses fungos colonizam as células corticais e as regides intercelulares das raizes e
sao caracterizados pela producao de hifas melanizadas com a presenca de septos e
microesclerédios (Jumpponem e Trappe, 1998 Vergara et al., 2018).

Apesar de estarem amplamente distribuidos nos mais diversos ecossistemas,

esses fungos sdo mais comumente encontrados em ambientes estressantes, com
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baixa disponibilidade de nutrientes e alta competigéo por recursos (Knapp et al., 2018,
Santos et al., 2021). Os DES incluem espécies comuns do solo, como saprofiticos e
simbidticos (Barrow e Aaltonen, 2001, Newsham, 2011, Yuan et al., 2011, Li et al.,
2021).

A taxonomia e filogenia dos DSEs tém sido objeto de amplo debate e
controvérsia (Grinig et al., 2011). Inicialmente, foram classificados como membros do
filo Ascomycota com base na producdo de ascésporos, entretanto, andlises
filogenéticas indicaram que os DSEs pertencem a diversos filos, incluindo Ascomycota
e Basidiomycota (Newsham, 2011, Knapp et al., 2012), sendo que 0s principais
géneros de DSEs incluem Microdochium, Periconia, Harpophora, Cryptosporiopsis,
Phialocephala e Acephala (Addy et al., 2005; Sieber e Griinig, 2013; Andrade-Linares
e Franken, 2013, Bonfim et al., 2016).

Essa variedade filogenética sugere que os DSEs representem um grupo
polifilético de fungos que evoluiram buscando ocupar 0 mesmo habitat que os FMA.
(Jumpponen e Trappe, 1998, Mandyam e Jumpponen, 2005, Grlnig et al., 2011).

Diferentemente dos FMAs, os DSEs nao apresentam ser biotréficos
obrigatorios, sendo assim possivel realizar o seu cultivo em meio de cultura, facilitando
testes de promocao de crescimento e desenvolvimentos de produtos e subprodutos
com DSEs (Scervino et al., 2009, Li et al., 2021). E por fim, para fins de facilitar a
identificacdo desse grupo fungico ficou estabelecido que os DSEs eram os fungos
endofiticos que quando isolados em meio de cultura agar-malte, formavam colénias
de cor parcialmente marrom-escuras, cinza-escuras ou pretas (Grunig et al., 2011).

Atualmente, as principais espécies de DSEs identificadas e estudadas sao
pertencentes aos géneros Cadophora, Microdochium, Trichocladium e Phialocephala
(Grinig et al., 2011, Santos et al., 2021). O género de DSEs Exophiala apresentou
notavel representatividade em estudos, no qual diferentes espécies desse género
foram identificadas como potencias parasitas de ovos de nematoides de algumas
espécies, como Heterodera schachtii (Addy et al., 2003, Nuaima et al., 2021, Santos
et al.,, 2021). Estudos desse género sdo de grande importancia colocando em
destaque o potencial de DSEs como agentes de controle biolégico (Wang et al., 2013,
Macia-Vicente et al., 2016, Santos et al., 2021, Nuaima et al., 2021).

A colonizacao por DSEs nas plantas podem apresentar efeitos que oscilem
entre positivos, neutros ou negativos, a depender das condicées ambientais e
genéticas da planta, variando de mutualismo ao parasitismo (Jumpponen, 2001, Li et
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al., 2018). Esses fungos podem apresentar algumas fungdes nas interagbes entre as
plantas hospedeiras e seu ambiente, incluindo maior resisténcia a estresses abibticos
e melhoria na aquisicao de nutrientes (Likar e Regvar, 2013, Knapp et al., 2018,
Santos et al., 2021).

Os DSEs podem exercer o papel de promotores de crescimento vegetal, uma
vez que melhoram a absorgéo de nutrientes (Vergara et al., 2018), enquanto conferem
protecdo as plantas contra fatores bidticos e abibticos, como metais pesados (Likar e
Regvar, 2013), alta salinidade (Berthelot et al., 2017) e condi¢des de estresse hidrico
(Dos Santos et al., 2017). Aléem de aumentar a tolerancia das plantas a ataque de
pragas e doengas ao induzir a resisténcia sistémica, modulando as vias de sinalizacao
hormonal das plantas (Andrade—Linares et al., 2011).

Estudos sugerem que a producéao de melanina é um dos mecanismos centrais
para a protecao das plantas contra radicais livres e ions de metais pesados, visto que
a melanina possui efeito antioxidante (Barrow et al., 2003, McLellan et al., 2007,
Santos et al., 2021).

Como efeito indireto da promocao de crescimento vegetal, os DSEs podem
coexistir simultaneamente com FMAs e a producdo de metabolitos secundarios por
parte dos DSEs facilitam e aumentam a germinacéo, crescimento e ramificacdo de
hifas de FMAs (Scervino et al., 2009).

Embora ainda haja um entendimento limitado dos papéis funcionais dos DSEs
nas interacdes planta-microrganismo, acredita-se que esses fungos desempenhem
fungdes cruciais na ciclagem de nutrientes e na promog¢ao da resisténcia ao estresse
em plantas, sugerindo potencial expressivo para sua aplicagcdo na area agricola.
Contudo, sdo necessarios mais estudos acerca do assunto, visando a sua completa
elucidacao e seus potenciais usos em prol da agricultura (Santos et al., 2013, Li et al.,
2021).

2.6 Microrganismos como promotores de crescimento vegetal

A influéncia da interacao entre planta-microrganismo pode apresentar diversos
feedbacks, como positivos, negativos ou neutros ha depender das condi¢coes
ambientais e de gendtipos dos organismos envolvidos (Araujo, 2008, Cassel et al.,
2023). A natureza benéfica da interacdo ocorre quando ha contribuicdo para o
desenvolvimento da planta hospedeira (Abhilash et al, 2016), ja de natureza

prejudicial € quando o microrganismo atua principalmente como parasita, competindo
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com as plantas por recursos, o que acaba implicando na redug&o do crescimento ou
mesmo na morte da planta (Taiz e Zeiger, 2017).

Compreender essas interacbes € de grande importancia para que haja a
selecao de microrganismos com potencial para promoc¢ao de crescimento vegetal ou
que apresentem capacidade de inibicdo de seu crescimento, possibilitando assim
desenvolver estratégias sustentaveis para o manejo integrado de PDs, pragas e
doencas na agricultura (Steffen et al., 2018, Khel, 2021, Queiroz et al., 2023).

2.6.1 Acido Indol-acético (AIA)

Os horménios vegetais sdo substancias capazes de atuar como reguladores do
crescimento das plantas, manifestando efeitos estimuladores ou inibidores a depender
da concentracao (Neto, 2022). Além disso, fitohormdnios atuam como reguladores em
diversos processos fisioldgicos da planta relacionados ao seu desenvolvimento, como
a exemplo a divisdo e elongacao celular, senescéncia e floracao (Dermastia, 2019).

Os horménios vegetais também desempenham papel essencial para a inducéo
de respostas adaptativas das plantas diante de condi¢cdes adversas, sejam elas de
origem biédtica ou abidtica (Zhang et al., 2019, Jochum et al., 2019, Frankenberger e
Arshad, 2020).

Dentre os fitohorménios passiveis de produgao por microrganismos promotores
de crescimento vegetal, o acido indol-acético (AlA) € o melhor estudado do grupo das
auxinas (Diogo, 2021, Queiroz et al., 2023).

A sintese de AIA € um processo complexo que pode ocorrer por diversas vias
metabdlicas, sendo que as principais vias de producao de AlA ocorrem na presenca
do aminoacido L-triptofano, tanto na produ¢do por microrganismos quanto pelas
plantas (Zhao, 2010, Zhang et al.,, 2019). Os microrganismos que apresentam a
capacidade de produzir AlA, realizam a producao desse horménio a partir de triptofano
que esta presente nos exsudados radiculares e que a depender do gendtipo da planta,
pode haver variagdes na concentracao e assim na eficiéncia da producéao (Zhao, 2010,
Zhang et al., 2019, Diogo, 2021, Queiroz et al., 2023).

2.6.2 Controle biolodgico de fitopatogenos

A utilizagao de produtos quimicos para o controle de doencas de plantas € uma
pratica bastante difundida na agricultura, visto que por meio dessa pratica é possivel
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aumentar a produtividade e a qualidade dos produtos agricolas (Lamichhane et al.,
2016, Kim et al., 2017).

No entanto, esse método de manejo ainda apresenta alguns 6nus para a
atividade agricola e o meio ambiente, como por exemplo, a contaminacdo dos
mananciais de agua e solo (Lamichhane et al., 2016), a presenca de residuos de
produtos quimicos em alimentos, o que prejudica a saude humana e animal (Geiger
et al., 2010, Lamichhane et al., 2016).

Ha ainda a pressao de selecdo em pragas e patdgenos, ao selecionar aqueles
que sao resistentes aos principios ativos mais utilizados e aumento dos custos de
producéo (Ash, 2018, de Chaves et al., 2022). O controle biolégico emerge como uma
alternativa sustentavel para o controle de fitopatégenos (Liotti et al., 2018), almejando
a reducdo do uso de produtos quimicos e dos custos de producdo, o uso de
microrganismos com potencial antagénico € uma das ferramentas mais importantes
nesse método de controle (Raymaekers et al., 2020).

O biocontrole tem como objetivo a utilizagdo de um organismo ou
microrganismo que ocorre naturalmente no ambiente. Geralmente, os agentes
antagdnicos estao adaptados para ocupar 0 mesmo nicho, sendo eles principalmente
inimigos naturais, e sao utilizados para a finalidade para controlar fitopatégenos
presentes nessa area, (Raymaekers et al., 2020). Os microrganismos utilizados para
biocontrole de doencas podem ser fungos, bactérias, leveduras e outros (Pinho, 2020,
Rezende et al., 2021).

Os agentes de controle biolégico podem atuar de forma direta e indireta para
controle de fitopatdégenos (Raymaekers et al., 2020). Os principais mecanismos de
acao do controle biolégico por fungos antagénicos, consiste em inibir ou reduzir o
crescimento dos patdgenos por antibiose (Raymaekers et al., 2020), competicdo por
recursos e espaco, parasitismo (Machado et al, 2012), producdo de diversos

metabolitos (Chagas et al., 2017) e indugdo de resisténcia na planta (Pinho et al.,

2020)

O uso do controle biolégico deve ser acompanhado por outras praticas
culturais, como a exemplo rotagao de culturas, o uso de cultura armadilha, a presenca
de quebra-ventos em bordaduras, o uso de produtos alelopaticos com mecanismos
de acéao diferentes, visando assim a criacdo de um ambiente favoravel a acdo dos
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antagonistas e a melhoria da saude da planta, aumentando a sua resisténcia (Morandi
et al., 2009).

2.6.3 Solubilizacao de fosfato

A disponibilidade limitada de fosforo (P) nos solos, especialmente em regides
tropicais e subtropicais, representa um dos maiores desafios para o desenvolvimento
das culturas agricolas, visto que o P é o segundo nutriente mais limitante para a
produtividade (Baby et al., 2016, Rezende et al., 2021).

A aplicacdo de fertilizantes fosfatados visa suprir a demanda das plantas
(Barbosa, 2020), porém o P € um dos elementos menos moveis no perfil do solo, visto
que esse nutriente normalmente esta aderido aos coloides do solo ou em formas
complexadas com outros elementos, como ferro (Fe) e aluminio (Al), tornando-se
pouco soluvel e assim indisponivel para a absor¢do das plantas (Anand, Kumari,
Mallick, 2016, Queiroz et al., 2023).

A eficiéncia na extracao e utilizacdo do P pelas plantas é variavel, sendo
influenciada principalmente pela atividade de enzimas e as associagbes simbibticas e
assimbidticas com microrganismos na rizosfera e endosfera (Anand, Kumari, Mallick,
2016, Bechtaoui et al,, 2020). Assim, microrganismos promotores de crescimento
vegetal, incluindo bactérias e fungos presentes no solo e associados as raizes das
plantas, apresentam a capacidade de solubilizar o fésforo que esta insoluvel no solo
(Bechtaoui et al., 2020).

Portanto, o emprego de microrganismos solublizadores de fosfatos propde
contornar esse cenario ao atuar na liberacao do P, para que o mesmo fique na forma
prontamente absorvivel pelas plantas. Essa é uma estratégia que pode resultar na
diminuicdo dos custos de producdo e possibilita aumentar a sustentabilidade da
atividade agricola, melhorando a utilizagéo do P aplicado (Khan et al., 2007, Rezende
et al., 2021, Queiroz et al., 2023).

2.6.4 Producao de celulases

A celulose é o biopolimero de maior abundancia na Terra e pode ser quebrada
em glicose com auxilio de enzimas e acidos especificos (Ruegger e Tauk-Tornisielo,
2004).

Os microrganismos que apresentam a capacidade de produzir enzimas sao
aqueles que colonizam os tecidos das plantas ou estdo associados a rizosfera
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(Inforsato e Porto, 2016), a exemplo de fungos, bactérias, leveduras e entre outros
(Moreno et al., 2013, Chandra et al, 2010), que produzem diversas enzimas
extracelulares, a exemplo de pectinases, esterases, celulases e lipases.

Para os microrganismos, essas enzimas sao utilizadas como mecanismo para
a superacao das defesas do hospedeiro contra a invasdo microbiana, e sao utilizadas
para realizar a degradacéo diversos compostos celulares da planta. Ainda, a producao
dessas enzimas, tem como funcéo auxiliar na extracdo de nutrientes presentes solo
pela degradacao de compostos organicos (Horta et al., 2018).

Dentre as enzimas que os fungos sao capazes de produzir, as mais estudas
séo as celulases (Horta et al., 2018), proteases (Queiroz e Souza, 2020), amilases
(Deb et al., 2013, Pathak e Narula, 2013) e pectinases (Kumar e Suneetha, 2014).
Estas enzimas atuam como catalisadores de diversos processos bioldgicos que
ocorreriam de maneira mais lenta na natureza. (Lehninger et al., 1995).

As celulases sdo enzimas que constituem um complexo capaz de atuar sobre
materiais celuldsicos, promovendo sua hidrélise (Sadhu e Maiti, 2013). Essas enzimas
sao biocatalisadoras altamente especificas que atuam para a liberagéo de acucares a
partir da quebra da celulose. Essas enzimas produzidas por microrganismos podem
ser aplicadas em processos industriais, ja que oferecem eficiéncia e sustentabilidade
para esses processos (Griebeler et al., 2014, Souza et al., 2015).

A producao de celulases em escala industrial foi primeiro utilizada visando a
aplicacdo em racdo animal (Martins et al., 2006), e em seguida, essas enzimas
comecaram a ser utilizadas como insumo para a industria de alimentos, com o objetivo
de melhorar propriedades sensoriais de massas e para promover a clarificacdo de
sucos de frutas e vinho (Griebeler et al., 2014). Mais recentemente, a utilizacdo de
celulases vem sendo direcionada a producao de etanol de forma mais sustentavel
(Mussatto et al., 2010, Castro et al., 2010).
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RESUMO

Ocorréncia de fungos micorrizicos arbusculares e
dark septate endophytes em plantas daninhas

Plantas daninhas (PDs) sdo aquelas que se tornam indesejaveis em certos locais e
momentos por prejudicarem atividades humanas, competindo com as espécies de
interesse agricola. As PDs apresentam caracteristicas que conferem vantagens
competitivas frente as culturas agricolas, a exemplo do rapido crescimento e
desenvolvimento, da alta rusticidade, da alta producdo, da diversidade e dorméncia
de propagulos sexuais e vegetativos, além de apresentam a habilidade de formarem
interacbes com os mais diversos microrganismos presentes no solo. Dentre as
associagcdes mais comumente encontradas nos ecossistemas encontram-se as
associacdes micorrizicas arbusculares (MA) e aquelas formadas com fungos
denominados dark septate endophytes (DSE). A colonizacao por fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) e DSEs apresentam papel central na nutrigdo vegetal, uma vez
que potencializam a absor¢cao de agua e nutrientes, bem como melhoram a resisténcia
da planta contra estresses bibticos e abibticos. O objetivo do presente trabalho foi o
de realizar o levantamento da ocorréncia de FMAs e DSEs em PDs da regido de
Vicosa, Minas Gerais. As raizes de 55 espécies de PDs foram submetidas ao processo
de diafanizagdo e coloragdo para a visualizagdo das estruturas tipicas de FMAs e
DSEs. A colonizacdo por FMAs foi confirmada em 93 % das espécies avaliadas,
enquanto a de DSE foi registrada em 69 % delas. Observou-se que em 62 % das
espécies havia a colonizagdo simultdnea de FMAs e DSE. Para 22 das espécies de
PDs avaliadas, este constitui o primeiro relato da ocorréncia de FMAs.

Palavras-chave: colonizagcao micorrizica; arbusculo; microesclerddio.
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ABSTRACT

Occurrence of arbuscular mycorrhizal fungi and
dark septate endophytes in weeds

Weeds are those plants that become undesirable in certain places and times because
of the harm they cause to human activities, especially by competing with agricultural
crops. Weeds have characteristics that confer competitive advantages over crops,
such as rapid growth and development, high rusticity, high production, diversity and
dormancy of sexual and vegetative propagules, in addition to having the ability to form
interactions with many soil microorganisms. Among the most commonly found
associations in ecosystems are arbuscular mycorrhizal (AM) associations and those
formed with fungi called dark septate endophytes (DSE). Colonization by arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) and DSEs play a central role in plant nutrition, since these
microorganisms enhance water and nutrient absorption by plants, as well as improve
plant resistance to biotic and abiotic stresses. The objective of this study was to survey
the occurrence of AMF and DSE in weeds from Vicosa, Minas Gerais. The roots of 55
weed species were subjected to the diaphanization and staining to visualize the typical
structures of AMF and DSE. Colonization by AMF was confirmed in 93% of the species
evaluated, while DSE was recorded in 69% of them. It was observed that in 62% of the
species there was simultaneous colonization by AMF and DSE. For 22 of the weed
species evaluated, this is the first report of the occurrence of AMF.

Keywords: mycorrhizal colonization; arbuscule; microsclerotia.
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1.  INTRODUCAO

Em definicdo, plantas daninhas (PDs) sdo aquelas espécies que se tornam
indesejaveis em certos locais e momentos por prejudicarem as atividades humanas,
em especial a agricultura (Blanco, 1972, Pitelli, 1987, Carvalho, 2013, Aguiar et al.,
2022). PDs competem com as espécies de interesse agricola por agua, luz, nutrientes,
COz e espaco (Fried et al., 2017, Aguiar et al., 2022), prejudicando a produtividade e
onerando os custos de producgéao (Silva et al., 2007).

As PDs apresentam caracteristicas proprias que as proporcionam vantagens
competitivas frente as culturas agricolas, como a exemplo, possuem rapido
crescimento e desenvolvimento (Balbinot Jr et al.,, 2011), a alta rusticidade que as
conferem capacidade adaptativa em diferentes ambientes (Brighenti e Oliveira, 2011),
alta producao, diversidade e dorméncia de seus propagulos sexuais e vegetativos
(Vivian et al., 2008, Brighenti e Oliveira, 2011, Carvalho, 2013), além do mais,
apresentam a habilidade de formarem interagbes com o0s mais diversos
microrganismos presentes no solo (Massenssini et al., 2014, Mhlanga et al., 2022,
Negrale et al., 2023).

Dentre as associacbes mais comuns nos variados ecossistemas, entre a
microbiota do solo e as PDs, estao os fungos micorrizas arbusculares (FMA) (Santos
et al., 2013, Massenssini et al., 2014), que formam interacdo entre as raizes das
plantas e os fungos, proporcionando maior absor¢cao de agua e nutrientes (Smith et
al., 2011).

Ademais, ha a interacdo com as Plant growth-promoting rizobacteria (PGPR)
que promovem o crescimento vegetal ao auxiliar as plantas na producgéo e liberacao
de fitohorménios, producdo de compostos antibidticos, solubilizacdo de fosfatos,
fixacdo bioldgica de nitrogénio e entre outros (Kehl, 2021, Negrale et al., 2023).

Ha também a formagéo de interagbes com outro grupo fangico, os fungos dark
septate endophytes (DSE) [Jumpponen, 2001, Santos et al., 2013, Massenssini et al.,
2014]. Apesar de pouco entendimento sobre as relagdes entre esse grupo de fungos
e 0s hospedeiros vegetais, entendem-se que podem atuar na promocao de
crescimento vegetal por mecanismos diversos (Ribeiro et al., 2011).

A interagéo entre raizes das plantas e os FMAs é denominada MA, sendo essa

a interacdo mais comumente encontrada na natureza, visto que aproximadamente 85
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% das espécies vegetais sdo consideradas formadoras de micorrizas (Smith, Read,
2008, Brundrett 2009).

Espécies de PDs das familias Chenopodiaceae, Amaranthaceae,
Polygonaceae e Brassicaceae sao comumente listadas na literatura como nao
formadoras de MA, sendo que essa é uma caracteristica ancestral que pode ter sido
perdida durante a evolugdo das espécies dessas familias (Prates et al., 2021),
prejudicando o reconhecimento entre fungo-planta e dificultando assim a formacéao da
associacao (Glenn et al., 1985, EI Omari e El Ghachtouli, 2021).

As PDs que formam interagbes micorrizicas apresentam vantagens sobre a
absorcao de agua e nutrientes, visto que os FMAs aumentam a absor¢cédo desses por
meio da sua rede micelial que se entende por micrositios do solo muitas vezes
inalcancaveis pelas raizes das plantas (van der Heyde et al., 2017, Mhlanga et al.,
2022). Aléem de conferirem maior tolerancia a estresses bi6ticos, como ataque de
pragas e patdgenos (Cameron et al., 2013, Prates Junior et al.,, 2021) e estresse
abiéticos como alta salinidade (Santander et al., 2019, Salloum et al., 2019, Pooja et
al., 2024), metais pesados (Hildebrandt et al., 2007, Yeganeh et al., 2023), estresse
hidrico (Yooyongwech et al., 2023) e outros.

Outro grupo de fungos que apresentam a habilidade de colonizar as raizes de
uma gama de hospedeiros vegetais sdo os DSEs (Mandyam e Jumpponen, 2008).
Esses fungos colonizam as raizes e ndo acarretam em sintomas aparentes de
doencas nos hospedeiros (Jumpponen, 2001, Wu et al., 2009, Knapp et al., 2018).

Quando em associagcdo com raizes, esses fungos apresentam hifas
melanizadas com a presenca de septos e estruturas caracteristicas a
microesclerédios (Jumpponen, 2001, Li et al., 2018, Vergara et al., 2018). Esse grupo
fungico vém recebendo maior atengdo, pois podem atuar como promotores de
crescimento vegetal, tal qual as micorrizas (Jumpponen, 2001, Ribeiro et al., 2011,
Andrade-Linares et al., 2011).

A colonizagao por FMAs e DSEs apresentam papel central na nutricdo vegetal,
uma vez que potencializam a absor¢do de agua e nutrientes, bem como oferecem
resisténcia contra estresses de ordem abidtica e bidtica (Smith, Read, 2008, Santos
et al,, 2013, Li et al, 2019, Prates Junior et al., 2021). Diante o apresentado, o
presente trabalho teve como objetivo realizar um levantamento da ocorréncia de FMAs
e DSEs em espécies de PDs.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Ecologia Microbiana
(LEM) do Departamento de Microbiologia Agricola (DMB) da Universidade Federal de
Vicosa (UFV), no municipio de Vicosa — MG.

2.2 Coleta das plantas daninhas

As PDs foram coletadas durante o periodo de marco a outubro de 2023, em
areas destinadas a agricultura e areas urbanas. Na cidade de Vigosa, as coletas
ocorreram no bairro Distrito Industrial (DI) [20°44'00.2" S 42°54'05.7" W], no qual a
area estava em pousio apés plantio de feijao, no Vale da Agronomia (VA) [20°46'08.3"
S 42°52'10.1" W], no Campus da UFV e no bairro Belvedere (BB) [20°45'01.8" S
42°52'45.8" W]. No municipio de Coimbra - MG (CO) [20°49'22.2" S 42°48'38.6" W],
as coletas ocorreram na zona rural, em propriedade produtora de café organico. As

caracteristicas quimicas dos solos sdo apresentadas na Tabela 1.

2.2.1 Armazenamento das raizes

As 55 espécies de diferentes PDs que foram coletadas, no qual foram
amostrados cinco individuos como repeticdo para cada espécie. As plantas foram
retiradas com torrées de solo visando preservar as raizes, com auxilio de pa de corte
e enxadodes. As raizes das PDs amostradas foram previamente separadas da parte
aérea, lavadas em agua corrente para completa retirada de particulas de solo e
armazenadas em solucéo de FAA (formaldeido 5 %, acido acético 5 % e alcool etilico
a 90 %, v:v:v) até o momento da diafanizacéo das raizes.

2.2.2 Diafanizacao das raizes de plantas daninhas

Para a diafanizacao foi adotado o protocolo adaptado de Moreira et al., (2021).
Aproximadamente um grama de raiz de cada espécie foi lavado em agua corrente,
retirando o excesso de FAA. Em seguida, adicionou-se hidroxido de potassio (KOH) a
10 % em quantidade suficiente para cobrir as raizes por 12 h. Apds esse periodo, as
raizes foram lavadas em agua corrente e, em seguida, tratadas com acido cloridrico

(HCI) 2 % (v/v) por 5 min, sendo drenado em seguida. Para a coloragao as raizes
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foram mantidas em soluc&o de azul de tripano em lactoglicerol 0,05 % (p/v) por 12 h.
As raizes foram armazenadas em solugdo de lactoglicerol (acido lactico, glicerol e

agua, 1:1:1, v:viv) até o momento das avaliacoes.

2.3 Avaliacao da colonizacao micorrizica e presenca de DSEs

As raizes coradas foram dispostas em Iaminas microscopicas, correspondendo
a 10 fragmentos aleatérios retirados das amostras de raizes, perfazendo trés
repeticées por planta. As laminas foram examinadas sob microscépio éptico com o
objetivo de avaliar a presenca de estruturas tipicas da colonizagao por FMAs e DSEs
nos fragmentos de raiz (Moreira et al, 2021, adaptado de Trouvelot, Kough,
Gianinazzi-Pearson, 1986).
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Tabela 1: Caracterizagdo quimica do solo do Bairro Belveudere (BB), do Distrito Industrial (DI), do Vale da Agronomia (VA), no
municipio de Vicosa — Mg e na propriedade produtora de café organico no municipio de Coimbra — MG, locais onde foram
realizadas as coletas das plantas daninhas.

Locais das

2+ 2+ 3+ -
coleta pH Ca* Mg Al H+Al SB (t) (Y P-REM P K v M
--H20--  --mmmmm e CMOle/dm3-------mmmmmmmm oo mg/L  ------- mg/dms3------  ------mnem- Yom========~
Belvedere 48 13 035 0 3,7 1,9 1,9 4,6 24 3,8 85 40,9 0
Distrito
industrial 56 4,58 0,42 0 1,67 559 559 7,24 24 13,8 230 77,2 0
Vale da 527 352 1,08 0 4,4 516 516 956 30,2 20,7 219 54 0
Agronomia
Coimbra 588 4,08 1,67 0 2,7 635 635 905 342 909 274 70,2 0

pH em H:.O — KCI:CaCl. (1:2,5), P, K - Extrator Mehlich 1, Ca, Mg, Al - Extrator KCI 1 mol L+, H + Al - Extrator Acetato de Célcio 0,5 mol L+ - pH 7,0.
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3. RESULTADOS

3.1 Ocorréncia de FMAs e DSEs em plantas daninhas

Foram amostradas 55 espécies de PDs, distribuidas em 22 familias. As familias
que apresentaram maior numero de espécies amostradas e avaliadas foram
Asteraceae (23,6 %), Poaceae (16,4 %) e Fabaceae (9,1 %) (Tabela 2).

A colonizagdo por FMAs foi confirmada em cerca de 93 % das espécies
avaliadas. A presenca de DSEs foi conformada em cerca de 69 % das espécies.
Aproximadamente 62 % das espécies avaliadas apresentavam colonizacao
simultanea de FMA e DSE (Tabela 2).

Dessas espécies, 40 % apresentaram primeiro relato de ocorréncia de FMAs
(Tabela 2). Apenas as espécies Ipomoea ftriloba (L.), Amaranthus retroflexus L.,
Amaranthus deflexus L., e Lepidium virginicum L. ndo apresentaram colonizagao por

FMA, porém todas as quatro espécies foram positivas para a presenga de fungos DSE.
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Tabela 2: Espécies de plantas daninhas, familias, nome cientifico, area onde foram
coletadas, percentagem média da colonizacdo por FMA e a presenca ou
auséncia de fungos DSE.

Colonizacao

Familia Nome cientifico Area por FMA (%) DSE
Ageratum conyzoides L. VA, CO 50,44 Positivo
Baccharis dracunculifolia DC * DI 85,56 Positivo
Blainvillea dichotoma (Murray) Stewart DI 58,33 Positivo
Chaptalia nutans (L.) Polak DI 36,11 Positivo
Conyza bonariensis (L.) Cronquist VA 55,33 Positivo
Eclipta prostrata L. VA 64,44 Positivo
Asteraceae Galinsoga quadriculata Ruiz & Pav. VA, DI 23,11 Positivo
GamochaKeta colarcta*ta (Willd.) VA 17,78 Negativo

erguélen

Parthenium hysterophorus L. * VA, DI 38,89 Negativo
Siegesbeckia orientalis L. VA 41,56 Positivo
Tagetes minuta L. * DI 41,33 Negativo
Tridax procumbens L. VA 12,22 Positivo
Youngia japonica (L.) DC VA 66,44 Positivo
Cynodon dactylon (L.) Pers. VA 10,67 Positivo
Cenchrus echinatus L. VA, CO 76,00 Positivo
Digitaria sanguinalis (L.) Scop. VA 7,33 Positivo
Eleusine indica (L.) Gaertn VA 43,11 Positivo
Poaceae Lolium multiflorum Lam. VA 38,44 Positivo
Rhynchelytrum repefns (Willd.) CEHubb BB 41,33 Positivo
Setaria parviflora (Poir.) Kerguélen * BB 79,11 Positivo
Sorghum arundinaceum. (Desv.) Stapf. VA 38,89 Negativo
Urochloa plantagirt'l:f (Link) RD Webs- VA 12,89 Positivo
Desmodium adscendens (Sw.) DC. DI, BB 52,00 Negativo
Macroptiliﬁlﬂrgcétgipggsjrgﬁlg (Sessé & DI 24,67 Positivo
Fabaceae Mimosa pudica L. * DI 26,00 Negativo
Senna obtusifolia L.* VA, DI 32,22 Negativo
Vicia sativa L. DI 16,67 Negativo

*Espécies de plantas daninhas que apresentaram primeiro relato na literatura sobre a ocorréncia de
FMA.
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Tabela 2: (Continuagéo) Espécies de plantas daninhas, familias, nome cientifico, area
onde foram coletadas, percentagem média da coloniza¢do por FMA e a
presenca ou auséncia de fungos DSE.

Colonizacao

Familia Nome cientifico Area por FMA (%) DSE
Ipomoea indica (Burm. f.) Merr * DI 46,11 Negativo
Convolvuleaceae Ipomoeae nil (L.) Roth * VA. CO 25,56 Positivo
Ipomoea triloba (L.) * VA 0,00 Positivo
Chamaesyce hirta (L.) Millsp. VA, CO 74,00 Positivo
Euphorbiaceae Chamaesyce hyssopifolia (L.) Small VA 57,33 Positivo
Chamaesyce prostrata (Aiton) Small * DI 81,00 Positivo
Leonotis nepetifolia (L.) R. Br VA, CO 26,67 Positivo
Laminaceae Leonurus sibiricus (L.) VA 22,00 Positivo
Stachys arvensis L. VA 22,44 Positivo
. Lepidium virginicum L. * VA 0,00 Positivo

Brassicaceae )
Raphanus sativus L. * VA 2,00 Negativo
Rubi Richardia brasiliensis Gomes * VA. DI 30,67 Negativo
ubiaceae ’

Spermacoce verticillata L. VA 49,78 Negativo
Lantana camara L. DI 8,33 Negativo

Verbenaceae Stachytarpheta cayennensis (Rich.) .
vahl. DI 59,67 Positivo
Amaranthus retroflexus L. VA 0,00 Positivo

Amaranthaceae
Amaranthus deflexus L. VA 0,00 Positivo
Apiaceae Cyclospermum leptophyllum (Pers.) * VA 10,22 Positivo
Apocynaceae Asclepias curassavica L. * DI 58,00 Negativo
Boraginaceae Heliotropium indicum L. * DI 52,33 Negativo
Curcubitaceae Mormodica charantia L. VA 43,56 Positivo
Lythraceae Cuphea carthagenensis (Jacq.) J. F. VA 62,22 Negativo
Macbr.

Malvaceae Sida rhomnifolia L. DI. BB 28,33 Negativo
Oxalidaceae Oxalis barrelieri L. * DI 73,33 Negativo
Phyllantaceae Phyllanthus tenellus Roxb. VA, CO 23,56 Positivo
Plantaginaceae Plantago tomentosa Lam. * VA 50,44 Positivo
Portulacaceae Portulaca oleraceae (L.) VA 1,56 Positivo
Solanaceae Solanum sisymbrifolium Lam. * DI. BB 22,22 Positivo
Turneraceae Turnera subulata Sm. * BB 67,50 Positivo

*Espécies de plantas daninhas que apresentaram primeiro relato na literatura sobre a ocorréncia de
FMA.
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Figura 1:

Estruturas caracteristicas da colonizacdo por fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) em raizes de plantas daninhas visualizados apds
coloragao com corante azul de tripano 0,05 %. (a) Arbusculos e hifas em

raiz de Youngia japonica (L.) DC. (b) Arbusculos em raiz de Cuphea
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carthagenensis (Jacq.) J. F. Macbr. (c) Arbusculos e hifas em raiz de
t

Blainvillea dichotoma (Murray) Stewart. (d) Arbusculos e hifas em raiz de

(
Setaria parviflora (Poir.) Kerguélen. (e) Arbusculos e hifas em raiz de
Cyclospermum leptophyllum (Pers.). (f) Arbusculos e hifas em raiz de
Parthenium hysterophorus L. (g) Arbusculos em raiz de Rhynchelytrum
repens (Willd.) CEHubb. (h) Arbusculos e hifas em raiz de Turnera
Subulata Sm. (i) Arbusculo e hifas em raiz de Cynodon dactylon (L.) Pers.
(j) Arbasculos e hifas em raiz de Oxalis barrelieri L. (k) Arbusculos e hifas
em raiz de Arbusculos em raiz de Mimosa pudica L. (I) Arbusculos em raiz
de Solanum sisymbrifolium Lam. (m) Arbusculos e hifas em raiz de
Baccharis dracunculifolia DC. (n) Arbusculo e hifas em raiz de
Heliotropium indicum L. (0) Arbusculos e hifas em raiz de Raphanus
sativus L. (p) Arbusculos e hifas em raiz de Gamochaeta coarctata (Willd.)
Kerguélen. Legenda: AR: arbusculos, HF: hifa de FMA, ES: esporos, VS:

vesiculas.
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Figura 3:

Estruturas caracteristicas da colonizacdo por fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) em raizes de plantas daninhas visualizados apds
coloracdo com corante azul de tripano 0,05 %. (a) Esporo em raiz de

Ipomoea indica (Burm. f.) Merr. (b) Esporo em raiz de Conyza bonariensis
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(L.) Cronquist. (c) Esporo em raiz de Cenchrus echinatus L. (d) Arbusculos
e esporos em raiz de Senna obtusifolia L. (e) Arbusculos, esporos e
vesicula em raiz de Richardia brasiliensis Gomes. (f) Arbusculos e hifas
em raiz de Asclepias curassavica L. (g) Hifas e vesiculas em raiz de
Chamaesyce prostrata (Aiton) Small. (h) Esporo e hifa em raiz de
Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. (i) Arbusculo, esporo e hifas em
raiz de Lolium multiflorum Lam. (j) Arbusculos e vesiculas em raiz de
Plantago tomentosa Lam. (k) Arblsculos e hifas em raiz de lpomoeae nil
(L.) Roth. (l) Esporos e hifas em raiz de Desmodium adscendens (Sw.)
DC. (m) Arbusculos, hifas e vesicula em raiz de Tagetes minuta L. (n)
Hifas em raiz de Ipomoea indica (Burm. f.) Merr. (0) Esporo, hifas e
vesiculas em raiz de Baccharis dracunculifolia DC. (p) Esporo e hifas em
raiz de Leonotis nepetifolia (L.) R. Br. Legenda: AR: arbusculos, HF: hifa
de FMA, ES: esporos, VS: vesiculas
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Figura 3: Estruturas caracteristicas da colonizacdo por dark septate endophytes
(DSE) em raizes de plantas daninhas visualizados apés coloragdo com
corante azul de tripano 0,05 %. (a,b) Hifa de DSE e microesclerédio em

raiz de Phyllanthus tenellus Roxb., (c, d, e) Hifas melanizadas,
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microesclerddio, esporo e hifas de FMA em raiz de Cenchrus echinatus L.
(f, g) Hifas de DSE e microesclerédio em raiz de [pomoeae nil (L.) Roth
(h) Microesclerédio em raiz de Eleusine indica (L.) Gaertn (i) Hifa de DSE
e microesclerédio em raiz de Lolium multiflorum Lam. (j) Hifa de DSE e
microesclerédio em raiz de Chamaesyce hyssopifolia (L.) Small (k) Hifa
de DSE e microesclerédio em raiz de Tridax procumbens L. (l) Hifa de
DSE e FMA em raiz de Galinsoga quadriculata Ruiz & Pav. Legenda: ES:
esporo de FMA, HD: hifa de DSE, HF: hifa de FMA, MS: microesclerédios.
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4. DISCUSSAO

No presente levantamento sobre a ocorréncia de fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) e fungos dark septate endophytes (DSE) em PDs, os resultados
obtidos corroboram com achados anteriores na literatura. Observou-se que 93 % das
espécies de PDs avaliadas estavam colonizadas por FMAs, enquanto que 69 %
apresentavam colonizagao por DSEs (Tabela 2). Em um estudo semelhante, onde
foram avaliadas 50 espécies de PDs, foi constatado cerca de 82 % das espécies
colonizadas por FMAs e 58 % colonizadas por DSE (Massenssini et al., 2014).

Em outro levantamento realizado em 2009, no qual 36 espécies de PDs foram
avaliadas, todas as plantas apresentaram colonizacao por FMAs, entretanto, apenas
33 % apresentaram colonizagdo por DSE (Santos et al.,, 2013). A colonizacao por
DSEs aumenta de acordo com que o ambiente se torna mais estressante
(Massenssini et al., 2014, Lawrence et al., 2024). Esses resultados evidenciam a
ocorréncia de ambas as associagdes simbidticas com as raizes das PDs, mesmo que
haja variagdes na frequéncia em que séo encontradas.

Espécies como U. plantaginea, D. sanguinalis, C. dactylon, podem ser
consideradas espécies micorrizicas facultativas ou n&o dependentes, no qual
apresentam baixo nivel de colonizagéo por FMAs (Tabela 2), e conseguem completar
seu ciclo de vida em auséncia de interagées com o simbionte (Smith & Read, 1997,
Berbara et al., 2006, Rashidi et al., 2021). Essas espécies normalmente tendem a
formar associagées com os FMAs em situagbes de baixa fertilidade do solo. Ainda, o
sistema radicular dessas plantas da familia das Poaceae é bem desenvolvido, com
abundancia em pelos radiculares, o que desfavorece a necessidade de haver a
formacao da simbiose (Berbara et al., 2006).

Ja espécies como C. prostrata, C. hirta, O. barrelieri e T. subulata (Tabela 2),
que apresentam altos valores de colonizagdo micorrizica podem ser consideradas
plantas que apresentam maior dependéncia micorrizica, visto que pode haver grande
dependéncia dessas plantas com a formacao da simbiose, pois apresentam sistema
radicular menos desenvolvido com menor presencga de pelos radiculares (Berbara et
al., 2006).

Essa variacdo na dependéncia da colonizagcdo micorrizica é explicada pelos

diferentes grupos funcionais que as plantas estao alocadas, bem como diferencas
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presentes nos sistemas radiculares, influenciando assim o grau de dependéncia em
relacao a formagao da simbiose micorrizica (Brundrett, 2002, Flores e Cuenca, 2004).

A interagdo conjunta entre FMA-DSE-planta ocorreu em 38 das espécies
avaliadas e apenas em quatro espécies, I. triloba, A. retroflexus, A. deflexus e L.
virginicum nao houve formagao de associacao micorrizica, sugerindo uma possivel
substituicdo da simbiose micorrizica pela associacdo com os DSE em decorréncia do
ambiente no qual estao inseridos (Massenssini et al., 2014) ou apenas perderam a
capacidade de formar interacbes com os FMAs durante o processo evolutivo (Prates
et al., 2021).

A colonizagao por FMAs e DSEs garante vantagem competitiva para as PDs
frente as culturas agricolas, ja que tendem a aumentar a absorcdo de agua e
nutrientes, bem como a tolerancia a estresses abioticos e bidticos (Wang et al., 2017,
Prates Junior et al, 2021). Para algumas espécies de PDs, a exemplo de A.
conyzoides, C. echinatus e C. hirta que mantinham a associa¢do simultdnea com os
dois simbiontes, FMAs e DSEs, o que pode representar maiores vantagens
competitivas, ja que essas plantas exibem alta taxa de colonizacao por FMA e mantém
interacdo com os DSEs (Tabela 2). Embora a manutencao de associagdes com o0s
simbiontes demande elevado custo energético para a planta, esse fato € compensado
pelos beneficios concedidos que confere relativa vantagem competitiva em ambientes
estressantes (Smith e Read, 2008, Thirkell et al., 2020).

A colonizagao simultanea de FMAs e DSEs em plantas indica a dindmica dessa
comunidade colonizadora, reforcando a complexidade dessas interagdes. Estudos
anteriores relatam que a presenca de metabolitos secundarios produzidos por DSEs
sejam capazes de promover maior germinacao e aumento no comprimento das hifas
de FMA, porém faz-se necessarios mais estudos para melhor elucidacdo desse
cenario (Scervino et al., 2009, Li et al., 2021). Ja foram relatadas a simbiose entre o0s
dois grupos fungicos e espécies do Cerrado brasileiro (Detmann et al., 2008, Vitorino
etal., 2012) e em diferentes espécies de PDs (Ribeiro et al., 2011, Santos et al., 2013,
Massenssini et al., 2014).

A familia botanica das Brassicaceae é frequentemente descrita na literatura
como nao formadora de simbiose com FMA, em trabalhos anteriores a espécie Sinapis
arvensis, também pertencente a familia Brassicaceae, foi previamente observada com
colonizagao ativa por FMA em estudos anteriores (Souza et al., 2006, Santos et al.,
2013). No presente estudo, a espécie R. sativus, espécie pertencente a essa familia
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foi avaliada, revelando a presenca de hifas e arbusculos (Figura 1), indicando assim
uma colonizag¢ao potencialmente ativa, ja que havia a presenca de arbusculos (Souza
et al., 2006, Massenssini et al., 2014). Esse é o primeiro relato de colonizagéo de
FMA em R. sativus.

A espécie A. retroflexus, também foi descrita anteriormente como formadora de
associacao com FMA (Yamato, 2004, Santos et al., 2013). No entanto, no presente
estudo, nao foram relatados indicios de colonizacédo por esses fungos nesta espécie.
Essas descobertas ressaltam a variabilidade nas interacdes planta-fungo e destacam
a importancia da avaliagdo especifica de cada espécie em estudos sobre simbiose
com FMA.

Os FMAs desempenham um papel central para a nutricdo e aquisicao de
recursos hidricos pelas plantas, principalmente no contexto de competicdo entre
plantas, exercendo influéncia direta no crescimento vegetal (Eulenstein et al., 2017,
Rashidi et al., 2022). No entanto é pertinente observar que as varias espécies de PDs
podem interagir de modo distinto conforme a espécie de FMA (Rashidi et al., 2021,
Prates Junior et al., 2021, Rezacova et al., 2023). As disparidades encontradas nas
colonizagdes por FMA e DSE em diferentes estudos, sugerem que cada espécie e
individuo adotam estratégias distintas para contornar os variados desafios no
ecossistema agricola (Massenssini et al., 2014).

Assim como os FMAs, os DSEs colonizam raizes de espécies vegetais e estao
relacionados a promocao de crescimento vegetal ao aumentar a absorcao de agua e
nutrientes pelas plantas e tendem a melhorar a toleréncia frente a situagdes
estressantes, ao induzir resisténcia sistémica contra patdégenos e modular as vias de
sinalizagao hormonal das plantas. Porém, diferentemente dos FMAs, os DSEs néo
sao biotréficos obrigatério, o que facilita estudos para determinagédo dos seus efeitos
de promogao de crescimento vegetal (Ribeiro et al., 2011, Santos et al., 2021).

O convivo entre espécies vegetais pode apresentar diferentes feedbacks nas
interacdes entre plantas e a microbiota, ndo se deve negligenciar o impacto que a
competicdo interespecifica pode apresentar na colonizacdo de FMA e DSE,
necessitando de mais estudos que visem a completa elucidacdo dessa relacéao
(Michalet et al., 2021, Varga et al., 2015).
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5. CONCLUSOES

Foram observadas estruturas tipicas da colonizagao por FMA e DSE em todas
as plantas daninhas estudas, onde 93 % das plantas daninhas estavam em
associacao com FMA e 69 % estavam em associacao com os DSEs, bem como houve
colonizacdo simultanea desses microrganismos.

Mesmo sendo plantas de diferentes familias botanicas, a interacdo com esses
grupos fungicos em maior ou menor grau, sugere que as plantas daninhas séo
capazes de adotar diferentes mecanismos para contornar estresses decorrentes do
ambiente onde estdo localizadas. Contudo, faz-se necessarios mais estudos para

compreender melhor a relagéo entre FMA, DSE e plantas daninhas.
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RESUMO

Promocao de crescimento vegetal por fungos Dark septate endophytes

Os fungos dark septate endophytes (DSE) representam grupo polifiléticos que evoluiu
no sentindo de ocupar o mesmo habitat de fungos micorrizicos arbusculares (FMA),
colonizando o interior das raizes das plantas. Os DSEs podem atuar como promotores
de crescimento vegetal, no entanto, a interagdo com esses microrganismos pode
variar desde o mutualismo até parasitismo. Os objetivos do presente trabalho foram
os de isolar DSEs das raizes de Phyllanthus tenellus Roxb. e Cenchrus echinatus L.
e determinar o potencial dos isolados obtidos de promover ou inibir o crescimento do
picado-preto (Bidens pilosa L.) e do milho (Zea mays L.). Os isolados obtidos foram
testados quanto aos mecanismos de promogao de crescimento vegetal. Os DSEs
isolados expressaram mecanismos de promog¢ao do crescimento vegetal in vitro, a
exemplo da producdo acido indol-acético, solubilizagdo de fosfatos, producao de
celulases e antogonismo a Colletotrichum truncatum. Os isolados QPO1, QP03 e
QP04 levaram a reducao do crescimento das plantas de picdo-preto. J& para milho, o
isolado QP06 promoveu o crescimento vegetal. Os DSEs isolados apresentam
potencial de uso agricola na promogéao do crescimento vegetal e na inibicdo do picédo-
preto, podendo ser usados no manejo integrado de plantas daninhas.

Palavras-chave: Zea mays, Bidens pilosa, Inibicao do crescimento vegetal.
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ABSTRACT

Plant growth promotion by dark septate endophyte fungi

Dark septate endophytes (DSE) represent a polyphyletic fungal group that evolved to
occupy the same habitat as arbuscular mycorrhizal fungi, colonizing the interior of plant
roots. DSE can act as plant growth promoters; however, the interaction with these
microorganisms can vary from mutualism to parasitism. The objectives of this study
were to isolate DSEs from the roots of Phyllanthus tenellus Roxb. and Cenchrus
echinatus L. and to determine the potential of the isolates obtained to promote or inhibit
the growth of Bidens pilosa L. and Zea mays L. The isolates obtained were tested for
plant growth promotion mechanisms in vitro, such as indole-acetic acid production,
phosphate solubilization, cellulase production, and antogonism to Colletotrichum
truncatum. The isolates QPO1, QP03 and QP04 led to reduced growth of B. Pilosa
plants. The isolate QP06 promoted corn growth. The isolated DSE fungi have potential
for agricultural use in promoting plant growth and inhibiting B. pilosa, and can be used

in integrated weed management.

Keywords: Zea mays; Bidens pilosa; Plant growth inhibition.
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1. INTRODUCAO

Os dark septate endophytes (DSE) representam grupo polifilético que evoluiu
convergentemente no sentido de ocupar o mesmo habitat de fungos micorrizicos
arbusculares (Lopez et al., 2024), colonizando o interior das raizes das plantas.
Formam estruturas tipicas, caracterizadas por hifas melanizadas inter- ou
intrarradiculares, com presenca de septos, podendo ou n&o formar microesclerodios
(Jumpponen e Trappe 1998, Jumpponen, 2001; Wu et al., 2020).

Os DSEs apresentam vasta gama de hospedeiros (Xie et al., 2017), incluindo
plantas daninhas (PDs), e estado distribuidos em diversos ecossistemas (Gonzalez-

Teuber et al., 2017, Lopez et al., 2024). Podem atuar como promotores de crescimento
vegetal, aumentando a absorgao de 4gua e nutrientes (Santos et al., 2017), a exemplo

do fosforo e do nitrogénio (Della Monica et al., 2015). Similarmente aos FMAs,
aumentam a tolerancia da planta a estresses bibticos (Su et al., 2013, Busby et al.,
2016) e abidticos (Qin et al., 2015, Berthelot et al., 2016, Gill et al., 2016). Dentre os
fatores associados a promogao de crescimento promovida por DSEs, a melanina,
responsavel pela coloracdo escura das hifas, contribuem para a tolerdncia aos
estresses em face do seu papel como agente antioxidante (Cordero et al., 2017, Lopez
et al., 2024).

As interacdes entre as plantas e FMAs e os DSEs sédo geralmente consideradas
como sendo mutualismos, visto que, durante a convivéncia desses parceiros, ocorrem
trocas benéficas de nutrientes e carbono, resultando em promocao do crescimento
vegetal (Smith et al.,, 2011, Andrade-Linares et al., 2011). No entanto, a interagdo com
os DSEs pode variar desde o mutualismo até parasitismo. A depender das condi¢des
do meio, das combinagdes fungo-planta e do status nutricional do hospedeiro, os
DSEs poderao atuar na inibicdo do crescimento vegetal, (Folli-Pereira et al., 2012, Li
et al., 2019, Queiroz et al., 2023).

Com o aparecimento cada vez mais recorrente de bidtipos de PDs com
resisténcia a multiplos mecanismos de acdo dos herbicidas, faz-se necesséario a
ampliacao de tecnologias e de préticas integradas para o manejo dessas plantas como
alternativa ao uso do controle quimico (Karam et al., 2008, Albrecht et al., 2021).
Dentre as praticas de manejo alternativas, a utilizagcdo do controle biolégico para o
manejo de PDs emerge com a premissa de diminuir a populacéo infestante e o
potencial competitivo dela para que haja, assim, a reducdo de danos (Silva et al.,
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2007). O controle bioldgico de PDs pode ser realizado com o uso de microrganismos
que possam atuar como antagonista ou patégenos (Viera et al., 2018). Para que
ocorra sucesso, 0 controle biolégico deve ser empregado associado ao manejo
integrado (Silva et al., 2007, Silva et al., 2018, Adegas et al., 2022).

A utilizagdo de microrganismos com aptiddo para inibir ou controlar o
crescimento de PDs, deve promover a reducao do periodo critico de competicao,
visando a reducgao da dependéncia de herbicidas quimicos (Viera et al., 2018). Essa
estratégia possibilita que as plantas cultivadas obtenham margem de tempo maior
para se desenvolver em um nivel seguro de competicdo, acarretando em danos
abaixo de niveis econémico ou ambiental (Silva et al., 2014, Viera et al., 2018, Ponte,
2023).

Diante do exposto, os objetivos do presente trabalho foram os de isolar DSEs
das raizes de Phyllanthus tenellus Roxb. e Cenchrus echinatus L. e determinar o
potencial dos isolados obtidos de promover ou inibir o crescimento do picao-preto
(Bidens pilosa L.) e do milho (Zea mays L.).
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Isolamento de fungos DSEs

Para o isolamento dos DSEs, foram selecionadas duas espécies de PD
previamente analisadas para a presenca de estruturas caracteristicas desse grupo
fungico. As plantas escolhidas foram Phylantellus tenellus Roxb. (quebra-pedra) e
Cenchuru echinatus L. (capim-carrapicho). P. tenellus foi coletada em maio de 2023
na zona rural do municipio de Coimbra — MG, e C. echinatus foi coletada em julho de
2023 no Vale da Agronomia no campus da Universidade Federal de Vigosa (UFV),
Vicosa, MG. As raizes das PDs foram previamente lavadas em agua corrente para
retirada de particulas de solo e desinfestadas superficialmente utilizando-se alcool 70
% por 2 min seguido de hipoclorito de sddio a 2 % por 3 min. Posteriormente, as raizes
foram lavadas com agua destilada autoclavada. Os fragmentos de raizes de 10 mm
foram retirados e distribuidos em placas de Petri contendo o meio de cultura agar-
malte (15 g L' de agar e 20 g L' de extrato de malte) suplementado com sulfato de
estreptomicina (100 mg mL'). Em seguida, as placas de Petri foram incubadas a 28
°C no escuro, sendo monitoradas diariamente até o décimo quinto dia. Apos esse
periodo, foi realizada a conferéncia das caracteristicas comuns aos DSE (colénias

cinza escuro, marrons e pretas), prosseguindo-se para o isolamento em cultura pura.

2.2 Mecanismos de promocao de crescimento in vitro
2.2.1 Solubilizacao de fosfato de calcio

Os isolados de DSE selecionados foram avaliados quanto a capacidade de
solubilizar fosfato de calcio in vitro. Os isolados fungicos foram previamente crescidos
em placas de Petri contendo o meio BDA a 28 °C por sete dias. Em seguida, trés
discos de agar contendo micélio, de aproximadamente 7 mm de diametro, foram
retirados e transferidos para Erlenmeyers contendo 50 mL do meio NBRIP (Nautiyal,
1999) e incubados a 28 °C por sete dias sob agitacdo constante a 150 rpm. O meio
NBRIP continha 10 g L' de glicose, 5 g L' de fosfato de calcio [(Cas(POa)2], 5g L' de
cloreto de magnésio (MgClz-6H20), 0,25 g L' de sulfato de magnésio (MgSOa-7H20),
0,2 g L' de cloreto de potassio (KCl) e 0,1 g L' de sulfato de amonio [(NH4)2SO4)]. O
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com trés
repeticoes. Apds o periodo de incubagao, o meio liquido foi separado do micélio
fungico por filtragdo usando-se filtro de papel quantitativo JP42, com poros de 8 um.
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Em seguida, o sobrenadante foi filtrado em filtro de nylon com poros de 0,22 um e,
entdo, utilizado para determinacao do P soluvel liberado na solugéo pelo método do
acido ascorbico (Braga e Defelipo, 1974).

2.2.2 Producao de acido indol-acético (AlA)

Os isolados de DSE foram testados quanto a capacidade de producéao de AlA
in vitro. Para a avaliagéo, os isolados fungicos foram previamente crescidos em placas
de Petri contendo o meio BDA a 28 °C por sete dias. Utilizou-se trés discos de agar
de, aproximadamente 7 mm, contendo micélio fungico. Os disco foram transferidos
para frascos Erlenmeyer contendo 50 mL do meio caldo Czapek (30 g L' de sacarose,
3 g L' de nitrato de sddio (NaNQs), 1 g L' de fosfato de potassio (KeHPO4.3H20), 0,5
g L' de sulfato de magnésio (MgSQ04.7H20), 0,5 g L' de cloreto de potassio (KCI) e
0,01 g L' de sulfato ferroso (FeSQO4. 7H20) (Khan et al., 2017), acrescido com 1 g L'
de L-triptofano, e incubados a 28 °C e 150 rpm na auséncia de luz. O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado com sete tratamentos, sendo
eles seis isolados de DSEs obtidos de P. tenellus e C. echinatus e o controle sem
inoculacao, com trés repeticdes. O meio liquido foi separado do micélio fungico por
filtracdo usando-se filtro de papel quantitativo JP42 e o sobrenadante foi filtrado
utilizando-se filtro de nylon de 0.22 um. Aliquotas de 1 mL do meio foram acrescidas
de 1 mL da solucado reagente de Salkoviski (Gordon e Weber 1951, Nenwani et al.,
2010) e mantidas no escuro por 30 min. Apés esse periodo de incubacao, realizou-se
a medida da absorbéancia a 530 nm e as concentragdes de AlA foram determinadas
por meio de curva-padrdao com concentra¢cdes do composto variando de 0 a 100 g

mL1.

2.2.3 Teste de antagonismo em cultura pareada

O teste de determinacéo de potencial antagdnico foi realizado com seis
isolados de DSE e o patégeno Colletotrichum truncatum, gentilmente cedido pelo
Laboratério de Genética Molecular de Fungos do Instituto de Biotecnologia Aplicada
a Agropecuaria, Bioagro, da UFV. O teste foi realizado seguindo-se o método de
confronto direto de culturas pareadas em placas de Petri contendo meio BDA. Para
tal, os isolados de DSE e o fitopatégeno foram previamente crescidos em placas de

Petri contendo o meio BDA por sete dias a 28 °C, sendo repicados simultaneamente
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nas placas onde foi realizado o teste. Cada fungo foi disposto a 1,0 cm da borda da
placa de Petri, em lados opostos. As placas foram incubadas a temperatura de 28 °C
em auséncia de luz. Ap6s o periodo de incubagéao, ao final de sete dias, mediu-se o
didmetro do halo de inibicdo (mm) entre os micélios de C. truncatum e os isolados de
DSE, atribuindo-se notas conforme a escala: 1— antagonista cresce por toda placa, 2
— antagonista cresce sobre 2/3 da placa, 3 — antagonista e patégeno crescem até 1/2
da placa, 4— patdgeno cresce sobre 2/3 da placa e 5 — patégeno cresce por toda a
placa (Bell et al., 1982). O teste foi conduzido em delineamento inteiramente

casualizado, com trés repeticdes.

2.2.4 Producao de celulases

Para o teste de producao de celulases, os isolados de DSE foram crescidos em
meio BDA por sete dias a 28 °C. Apo6s esse periodo, discos de agar de 7 mm de
didametro e contendo micélio fungico foram transferidos ao centro de placas de Petri
contendo o0 meio de cultivo para avaliacdo da producgéo de celulase, com a seguinte
composicdo: 2 g L' de nitrato de sédio (NaNOs), 1 g L' de fosfato de potéssio
(KeHPQ4), 0,5 g L' de sulfato de magnésio (MgSQa), 0,5 g L' de cloreto de potéassio,
2 g L' de carboximetilcelulose e 17 g L' de agar. Os discos de micélio foram
inoculados no centro da placa de Petri e incubados em auséncia de luz por sete dias
a 28 °C. Apds esse periodo de incubagéo, as placas foram completamente cobertas
com a solugédo de Vermelho Congo a 0,1 % (p/v) por 20 min. Entdo, a solucdo de
Vermelho Congo foi descartada, seguida da adicao de solucao de cloreto de sédio
(NaCl) 1 mol L por 20 min. A atividade enzimética foi confirmada por meio da
formacao de halo translucido e aparecimento de cor alaranjada ao redor da colénia

produtora da enzima.

2.3 Experimento em casa de vegetacao
2.3.1 Obtencao do substrato de cultivo

O solo usado como substrato correspondeu a um Latossolo Vermelho-Amarelo,
horizonte B, localizado no Vale da Agronomia, no campus da UFV em Vicosa — MG.
O solo foi acrescido 40 % de areia para melhoraria das condicbes fisicas, sendo

autoclavado a temperatura de 121 °C e a pressao de 1,1 kg/cm2 em dois ciclos com
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intervalo de 24 horas. Nao foi realizada nenhuma adubacao ou correcédo do solo. As
caracteristicas fisico-quimicas do substrato sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Analise fisico-quimica do substrato utilizado para montagem de
experimentos em casa-de-vegetacdo com milho e picao-preto. O solo
corresponde a camada de 0-20 cm de profundidade.

pH Ca?* Mg?* Al H+Al SB t) (T) \' m
H,O cmol,/dm3 %

5,9 1,53 0,42 0 1,98 2,11 2,11 4,09 51,6 0
MO P-rem P K Zn Fe Mn Cu B S

dagkg' mgL™ mg/dm3
1,7 33,0 3,5 62,0 1,0 86,0 43,7 2,4 0,03 13,8
Argila Silte Areia
%
23 3 71

Classificacao Textural

Franco-argilo-arenosa

Tipo de solo

Tipo 2: Textura Média

pH em H20 — KCI:CaClz (1:2,5), P, K, Fe, Zn, Mn, Cu - Extrator Mehlich-1, Ca, Mg, Al - Extrator KCI 1
mol L', H + Al - Extrator Acetato de Calcio 0,5 mol L' - pH 7,0, B - Extrator agua quente, MO - C. Org
x 1,724 - Walkley-Black, S - Extrator Fosfato monocalcico em &cido acético, Analise fisica: O método
utilizado foi o da "Pipeta" segundo EMBRAPA.

2.3.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizados (DIC),
com sete tratamentos, sendo eles a inoculacdo com seis isolados de DSEs e o
controle com auséncia de inoculagdo, com cinco repeticdes, totalizando 35 unidades
experimentais por experimento.

2.3.4 Obtencao do inoculo

Os isolados selecionados (QP01, QP03, QP04, QP06, CC09 e CC17) foram
previamente crescidos em placa de Petri contendo aproximadamente 20 mL de meio
BDA a 28 °C por sete. Apds esse periodo, discos de agar de 7 mm de diametro foram
retirados das bordas das colénias para inoculacdo das plantulas no momento do
transplantio.
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2.3.5 Germinacao de sementes, transplantio e inoculacao do picao-preto

As sementes de B. pilosa (picao-preto) foram coletas em agosto de 2023 no
Vale da Agronomia, no campus da UFV. As sementes foram previamente
desinfestadas superficialmente utilizando-se alcool 70 % por 2 min seguido de
hipoclorito de sddio a 2 % por 3 min e lavadas trés vezes com agua destilada
autoclavada. Em seguida, as sementes foram germinadas em areia peneirada, lavada
e autoclavada a temperatura de 121 °C a uma pressao de 1,1 kg/cm?, com irrigacdes
periédicas conforme a necessidade. Apds 20 dias da semeadura, foi realizado a
sele¢do das plantulas com vigor e uniformidade de tamanho, sendo transplantadas
em vasos contendo 3,6 L substrato autoclavado. Para a inoculagdo, quatro discos de
agar contendo micélio fungico, retirados de colénias fungicas crescidas em meio BDA
por sete dias a 28 °C, foram colocados juntos as raizes no momento do transplante.
Cada vaso constituiu uma unidade experimental com quatro plantas. Nao foi realizado

adubacao ou correcéo do solo.

2.3.6 Avaliacoes de crescimento do picao-preto

As avaliagdes de crescimento com a medida da altura (cm) foram realizadas
aos 55 dias ap06s transplantio para o picao-preto. A altura foi tomada desde a base do
caule até a folha mais nova completamente expandida, com auxilio de uma régua
milimetrada. A matéria seca da parte aérea e da raiz foram obtidas ap6s secagem em
estufa a 65 °C até peso constante.

2.3.7 Germinacao de sementes, transplantio e inoculacao do milho

As sementes de milho da variedade UFVM100 foram previamente
desinfestadas superficialmente utilizando-se alcool 70 % por 2 min, seguido de
hipoclorito de sddio a 2 % por 3 min e lavadas com agua destilada autoclavada por
trés vezes. Em seguida, as sementes foram germinadas em areia peneirada, lavada
e autoclavada a temperatura de 121 °C a uma pressao de 1,1 kg/cm?, com irrigacoes
periddicas conforme a necessidade. Apds seis dias da semeadura, foi realizado a
selecdo das plantulas com vigor e uniformidade de tamanho, sendo transplantadas
em vasos contendo 3,6 L substrato autoclavado. Para a inoculacéo, quatro discos de
agar contendo micélio fungico, retirados de col6nias fungicas crescidas em meio BDA
por sete dias a 28 °C, foram colocados juntos as raizes no momento do transplante.
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Cada vaso constituiu uma unidade experimental com trés plantas. Nao foi realizado
nenhuma adubacao ou correcédo do solo.

2.3.8 Avaliacoes de crescimento do milho

As avaliacdes de crescimento com a medida da altura (cm) foram realizadas
aos 35 dias apos transplantio para o milho. A altura foi tomada desde a base do caule
até a folha mais nova completamente expandida, com auxilio de uma régua
milimetrada. A matéria seca da parte aérea e da raiz foram obtidas apbés secagem em

estufa a 65 °C até peso constante.

3. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05). Todas as analises foram realizadas
utilizando-se o software estatistico R.

4. RESULTADOS

4.1 Isolamento de fungos DSE

Apoés a inoculagdo dos fragmentos das raizes de P. tenellus e C. echinatus em
meio agar-malte, houve o desenvolvimento de fungos com as caracteristicas tipicas
de DSE a partir das extremidades dos fragmentos. No processo de isolamento, foram
obtidos seis isolados provenientes da espécie P. tenellus, e oito isolados de C.
echinatus, porém, desse total, apenas quatro isolados provenientes das raizes P.
tenellus (QP01, QP03, QP04, QP06) e quatro de C. echinatus foram confirmados com
DSEs. Desses, apensas os quatro isolados de P. tenellus e dois de C. echinatus
(CCO09 e CC17) foram selecionados para os testes de promogédo ou inibicdo de
crescimento vegetal in vivo e para a determinagdao dos mecanismos de promog¢ao do
crescimento in vitro. Esses isolados foram selecionados por apresentarem

crescimento mais rapido em agar-malte.
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Figura 1: Isolados de fungos dark septate endophytes provenientes de raizes de P.
tenellus (a, b, c e d) e C. echinatus (e, f, g e h) apds crescimento em agar-
malte a 28° C por sete dias. A direita, vista de cima das col6nias; a
esquerda, vista do fundo da placa de Petri.

4.2 Mecanismos de promocao do crescimento vegetal
4.2.1 Solubilizacao de fosfato de calcio
Os isolados QP01, QP03, QP04, QP06, CC09 e CC17 foram testados quanto
a capacidade de solubilizagdo de fosfato de calcio in vitro. Todos 0s seis apresentaram

a capacidade de solubilizar o mineral, mesmo em pequenas quantidades. A

porcentagem do P solubilizado a partir do fosfato de calcio foi de 2,12 a 5,98 %. O
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isolado mais promissor para a solubilizacdo de fosfato foi o QP03, com 6 % de
solubilizagéo (Figura 2).
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Figura 2: Percentagem de solubilizacdo de fosfato de calcio (A) e concentragdes
(ug/mL") de AIA produzido (B) in vitro por fungos dark septate endophytes
isolados de raizes de P. tenellus e C. echinatus, crescidos nos meios
NBRIP e BDA, respectivamente, por sete dias a 28 °C. Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

4.2.2 Producao de AIA

Os isolados de DSE QP01, QP03, QP04, QP06, CC09 e CC17 foram testados
quanto a capacidade de producao AlA in vitro. Os isolados QP04, QP06 e CC09
mostraram-se capazes de produzir esse fitorménio e a producéo variou de 4,9 a 24,0
ng/mL" (Figura 2). O isolado que apresentou o maior potencial de produgao de AlA
foi 0 QP06, seguido do isolado QP04.

4.2.3 Teste de antagonismo em cultura pareada

Dos seis isolados de DSE avaliados, QP01, QP03, QP04, QP06, CC09 e CC17,
trés deles (QPO01, QP03 e CCQ09) apresentaram porcentagem de inibicdo de C.
truncatum superior a 80 %, (Tabela 2, Figura 3). Apenas o isolado QP06 nao foi capaz
de inibir o crescimento do fitopatégeno (Tabela 2, Figura 3).
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Tabela 2: Capacidade antagbnica contra Colletotrichum truncatum de fungos dark
septate endophytes isolados de raizes de P. tenellus e C. echinatus, e
crescidos em meio de cultura BDA por sete dias a 28 °C, segundo escala
de avaliacao (Bell et al., 1982).

Nota de inibi- Porcentagem

Isolados cdo de inibicdo
QPO1 1 100
QP03 1 100
QP04 3 55
QP06 5 0
CCo9 1 100
CC17 2 60,6

Escala de avaliagdo (Bell et al., 1982): 1— antagonista cresce por toda placa, 2 — antagonista cresce
sobre 2/3 da placa, 3 — antagonista e patégeno crescem até 1/2 da placa, 4 — patdégeno cresce sobre
2/3 da placa e 5 — patégeno cresce por toda a placa.

Figura 3: Atividade antag6nica de fungos dark septate endophytes isolados de raizes
de plantas daninhas contra Colletotrichum truncatum. A) isolado CCQ09, B)
isolado QPO06, C) isolado QP01, D) C. truncatum.

4.2.4 Producao de celulases

Todos os isolados de DSE obtidos, exceto pelo isolado QP04, foram capazes
de produzir celulases (Tabela 3). A producdo de celulase foi evidenciada pela
formagéao de halo translucido ou mudanga de cor de vermelho-vivo para laranja apos
a aplicacdo de NaOH (Figura 4).

Tabela 3: Producao de celulases por isolados flungicos de dark septate endophytes,
crescidos em meio contendo carboximetilcelulose por sete dias a 28 °C. O
indice enzimatico foi obtido pela divisdao do didmetro do halo (mm) pelo
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diametro da col6nia (mm), sendo classificado como positivo (+) ou negativo
(-) de acordo com a producéo de celulase.

Isolados Prggll:ﬁ::ede enlz?:ligﬁco
QPO1 - 1,03
QP03 * 1,08
QP04 - 0
QP06 * 2,07
CC09 . 1.1
cci7 * 141

Figura 4: Producao da enzima celulase in vitro por isolados fungicos de dark septate

endophytes, crescidos previamente em meio contendo
carboximetilcelulose por sete dias a 28 °C, apds coloracado com solucao de
Vermelho Congo 0,1 %. A) Isolado QP06 e halo com mudanca de
coloragao, indicando resultado positivo para de producao de celulases; B)
Isolado QP01, com mudanga de coloracdo indicando resultado positivo
para de producgéo de celulase C) Isolado QP04, negativo para a producao
de celulase, D) Placa controle com meio de cultura em auséncia de
inoculacao.

4.3 Experimentos em casa de vegetacao

4.3.1

Efeitos da inoculacao com DSEs em picao-preto

Os tratamentos que receberam inoculagdo com os isolados fungicos de DSE
QPO1, QP03 e QP04 diminuiram em cerca de 60,5 %, 65,2 % e 63,65 % a altura das

plantas de picao-preto, respectivamente, quando comparados com o tratamento

controle (Figura 5). Para a massa seca da parte aérea, as plantas que receberam os
isolados QPO1, QP03 e QP04 apresentaram reducgéo de cerca de 88,9 %, 92,7 % e
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90,8 %, (Figura 6A), respectivamente, e sob a massa seca da raiz houve reducao de

88,6 %, 92,8 % e 90,8 %, respectivamente (Figura 6B).

Altura (cm)

Controle QP01 QP03 QP04 QP06 CCO9 CC17

Tratamentos

Figura 5: Altura média (cm) de plantas de Bidens pilosa, inoculadas com isolados de
DSE e cultivadas por 55 dias em casa de vegetacdo. Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 6: Média da massa seca da parte aérea (cm) (A) e Média da massa seca da
raiz (cm) (B) de plantas de B. pilosa, inoculadas com isolados de DSE e
cultivadas por 55 dias em casa de vegetacao. Médias seguidas de mesma
letra n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 7: Plantas de B. pilosa inoculadas com isolados de DSE e cultivadas por 55
dias em casa de vegetagao.

4.3.2 Efeitos da inoculacao com DSEs em milho

Houve aumento na altura das plantas de milho de 25,8 %, 22,04 %, 16,65 % e
40,6 % nos tratamentos que receberam inoculacdo com os isolados QP01, QPO03,
QP04 e QPO06, respectivamente (Figura 8). Para a massa seca da parte aérea e massa
seca da raiz, ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos que receberam
inoculacao com os isolados QP01, QP03, QP04, QP06 e CC09 em relacao ao controle
(Figura 9). No tratamento que recebeu a inoculagdo com o fungo CC17, houve
decréscimo na producdo de matéria seca, resultando na menor média entre os
tratamentos, com 2,4 g de massa seca da parte aérea (Figura 9A) e 1,8 g para a

massa seca da raiz (Figura 9B).
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Altura (cm)

Controle QP01 QP03 QP04 QP06 CCO9 CC17

Tratamentos

Figura 8: Altura média (cm) de plantas de Z. mays, inoculadas com isolados de DSE

w
L

N

ey

e cultivadas por 35 dias em casa de vegetacao. Médias seguidas da mesma
letra n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Controle QP01 QP03 QP04 QP06 CC09 CC17 Controle QP01 Q003 QP04 QP06 CCO9 CC17
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Figura 9: Massa seca da parte aérea e de raiz de plantas de Z. mays, inoculadas
com isolados de DSE e cultivadas por 35 dias em casa de vegetagao.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p < 0,05).
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Figura 10: Plantas de Z mays inoculadas com isolados de DSE e cultivadas por 35
dias em casa de vegetacgao.
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5. DISCUSSAO

No atual estudo, foram isolados oito DSEs com caracteristicas morfolégicas
distintas. Esses isolados foram obtidos a partir das raizes de duas plantas diferentes:
uma dicotiledbnea, P. tenellus (quebra-pedra), e uma monocotiledbénea, C. echinatus
(capim-carrapicho) (Figura 1). Nossos resultados evidenciam a ampla distribuicao dos
DSEs nas raizes de plantas de diferentes grupos taxonémicos. Ao analisar raizes de
arroz-silvestre (Oryza glumaepatula), coletadas em diversas areas, visando o
isolamento dos DSEs, identificou-se o surgimento de aproximadamente 100 colénias
fungicas distintas. Destas, 50 % exibiam caracteristicas tipicas dos DSEs, incluindo
hifas melanizadas com septos e microesclerddios (Ribeiro et al., 2011). Assim como
os FMAs, os DSEs colonizam raizes de grande diversidade de espécies vegetais e
estédo relacionados com a promocao de crescimento (Andrade—Linares et al., 2011,
Gill et al., 2016, Santos et al., 2017). Porém, diferentemente dos FMAs, os DSEs nao
sao biotréficos obrigatério, o que facilita estudos para determinagédo dos seus efeitos
na promogao de crescimento vegetal (Ribeiro et al., 2011, Santos et al., 2021).

Os DSEs apresentam a tendéncia de ocorrerem em ambientes estressantes,
muitas vezes caracterizados pela baixa disponibilidade de nutrientes e alta
competicdo entre plantas (Lawrence et al., 2024). Esse padrao contribui para a
prevaléncia desses microrganismos em associacao com diversas espécies de PDs.
Essas plantas frequentemente habitam ambientes sob estresse devido a competicao
com outras espécies vegetais ou a escassez de recursos nos locais onde se
encontram (Mandyam, Jumpponen, 2005, Ribeiro et al., 2011, Massenssini et al.,
2014).

Observou-se no presente trabalho a expressdo in vitro de diferentes
mecanismos de promog¢ao do crescimento de plantas, a saber, a producao de AlA, a
solubilizagédo de fosfato, a produgéo de celulases e antagonismo contra patégeno. Os
DSEs podem promover o crescimento vegetal por meio de uma variedade de
mecanismos, incluindo a secrecdo de enzimas, que facilitam a mobilizacdo de
nutrientes no solo (Knapp et al. 2018, Deng et al. 2020), a sintese e modulacao de
fitormoOnios, a exemplos das auxinas (Fu et al., 2015), a sintese de melanina (Lopes
et al.,, 2024) e a inibicdo do crescimento de fitopatégenos (Akhtar et al., 2022). Os
DSEs também aumentam a exploragéo do solo por meio de hifas extrarradiculares e

91



melhoram a absorc¢ao de fésforo (Jumpponen e Trappe, 1998, Likar e Regvar, 2013,
Santos et al., 2021).

Os isolados de DSE obtidos a partir de raizes de PDs, foram testados quanto a
capacidade de solubilizacdo de fosfato de calcio in vitro. Apesar de que todos os
isolados serem capazes de expressar esse mecanismo (Figura 2A), o desempenho
obtido néo elevado como os ja relatados para fungos do género Aspergillus (Rocha
Ferreira e Vieira, 2021, Silva, 2022). Nos ensaios de solubilizacao de fosfato, a
producdo de &acidos organicos é chave para disponibilizar o P em solucdo. Os
principais acidos produzidos sdo os &cidos citrico, oxalico e malico (Mendes et al.,
2014) Em face das baixas porcentagens de solubilizacdo obtidos com os DSEs
isolados, é possivel que esses fungos ndo sejam bons produtores de acidos organicos
e nem consigam acidificar o meio via liberacao de H*. Em geral, a simples acidificacdo
do meio pela liberacdo de H* é suficiente para levar a valores elevados de
solubilizacédo de fosfato de calcio.

O presente trabalho corrobora relatos anteriores segundo os quais os DSEs,
provenientes de raizes de cana-de-acucar, nao foram eficazes na solubilizagdo de
fosfato de calcio (Fors, 2021). Outras fontes de P, a exemplo dos fosfatos de Fe, Al e
Zn ndo foram testadas. E possivel que os DSEs obtidos possam solubilizar tais
compostos ou atuar na liberacdo de P a partir da matéria organica por meio da
atividade de fosfatases.

No presente trabalho, o isolado QP06 (Figura 2B) apresentou a maior producao
de AIA, com 24,0 ug mL'. Em trabalho semelhante, testando isolados flngicos,
obtidos a partir de raizes de plantas de arroz, quanto a capacidade de producéo de
AlA, todos os isolados testados foram capazes de produzir o composto in vitro, com
valores que variaram de 0,635 a 2,651 ug mL"' (Syamsia et al., 2015). O AIA é um
fitohorménio do grupo das auxinas e atua como regulador de diversos processos
fisioldgicos da planta, a exemplo da divisdo e elongacao celular, da senescéncia e
floracao, bem como da inducao de respostas adaptativas frente a condicdes adversas
(Zhang et al., 2019, Dermastia, 2019).

A producdo de AIA por microrganismos depende da capacidade deles de
converter triptofano a esse composto. Em geral, a producédo microbiana de AlA deriva
do triptofano liberado pelas raizes como exsudato radicular (Zhang et al., 2019,
Queiroz et al., 2023). A producao de AlA por microrganismos associativos depende,
também, da quantidade de triptofano liberado pela planta, que pode variar de acordo
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com o genétipo do hospedeiro (Zhang et al., 2019, Queiroz et al., 2023).
Interessantemente, auxinas sintéticas sao frequentemente usadas como herbicidas.

Em relacédo a capacidade dos isolados de DSEs de antagonizar o fitopatégeno
C. truncatum, somente um dos isolados testados nao foi capaz de expressar essa
atividade in vitro (Figura 3). Em trabalho avaliando a atividade antagbnica de
Trichoderma sp. contra Colletotrichum sp., verificou-se 75 % de inibicao de
crescimento do fitopatégeno. No presente trabalho, o maximo de inibi¢cao obtida foi de
100%. Esses resultados evidenciam o potencial dos DSEs testados de atuar como
fungos antagénicos para o biocontrole de fitopatogenos.

Outro mecanismo de origem microbiana e de interesse agroindustrial é a
producdo de enzimas hidroliticas, a exemplo das celulases, visando a utilizacao
dessas moléculas na producao de diversos produtos, como o etanol (Mussatto et al.,
2010, Castro e Pereira, 2010). O isolado de DSE QP06 (Figura 4) foi 0 mais promissor
quanto a produgéao de celulose, apresentando o maior indice de producao enzimatica
(Tabela 3). Os valores obtidos para esse isolado (2,07) indicam atividade enzimatica
eficiente (Virgolino et al., 2022).

Quando associados as plantas, os DSEs podem apresentar trés principais
comportamentos: efeito benéfico, de promoc¢ao de crescimento vegetal, efeito neutro,
onde nao ha ganhos e nem perdas para as plantas, e efeitos negativos. No presente
trabalho, foram obtidas respostas de promoc¢ao do crescimento do milho e de inibicao
do crescimento do picao-preto. Em outros relatos, avaliando-se os efeitos de DSEs
no desempenho do tomateiro, constatou-se que os fungos levaram a aumentos
significativos no crescimento da planta (Andrade-Linares et al., 2011). A inoculag&o
de DSEs em plantas de B. pilosa mostrou comportamento oposto, com inibicdo do
crescimento em comparagao ao tratamento controle, sem inoculacao de DSE.

O tratamento inoculado com o isolado QP04, considerado bom produtor de AlA
(Figura 2B), apresentou reducao de crescimento do picdo-preto tanto da parte aérea
quanto das raizes raiz (Figura 5 e 6). Contudo, em plantas de milho, os tratamentos
com os isolados QP04 e QP06 (Figura 7 e 8), foram os mais eficientes em promover
o crescimento e isso foi atribuido a maior producao de auxina pelos isolados testados
(Figura 2B).

Em outro trabalho avaliando o efeito da inoculacao de isolados de DSEs dos
géneros Curvularia, Nigrospora, Phialocephala e outros pertencentes a ordem
Pleosporales sobre a producdao de biomassa de plantas de cana-de-aglcar,
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observaram-se influéncia negativa desses fungos (Fors, 2021). Entre as principais
hipoéteses propostas, esta o fato de que fungos endofiticos, mesmos os que
apresentam caracteristicas comuns aos promotores de crescimento, podem ser
patégenos latentes, ou seja, a depender do contexto podem atuar como parasitas
extraindo mais energia da planta do que colaborando com o seu desenvolvimento
(Mandyam e Jumpponen, 2015, Hardoim et al., 2015, Fors, 2021).

Observou-se menos influéncia da inoculacao sobre a altura (Figura 8), a massa
seca da parte aérea (Figura 9A) e a massa seca da raiz (Figura 9B) para as plantas
de milho. Hipotetiza-se que esses resultados podem ser explicados pela selecéo de
plantas de milho nos programas de melhoramento, que visam maiores produtividades
e maior resisténcia a pragas e doencas, e ndo maiores capacidade de associacao
com microrganismos benéficos (Bazghaleh et al., 2018, Fors, 2022).

A inibicdo do crescimento sofrido pelas plantas de picéo-preto (Figura 5 e 7)
quando inoculadas com os isolados de DSEs pode representar estratégia importante
de uso desses microrganismos visando a reducao do chamado periodo critico de
interferéncia e criando janela maior de tempo para que as culturas agricolas possam
se desenvolver com menores danos relacionados a competicao interespecifica (Silva
et al., 2014, Ponte, 2023).

6. CONCLUSOES

Os isolados de DSEs obtidos apresentam potencial de aplicagdo na agricultura,
auxiliando no crescimento vegetal de plantas de milho, bem como podem atuar na

inibicdo de crescimento de plantas de picdo-preto.
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