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RESUMO

As plantas mantém relagdes simbidticas com microrganismos como estratégia para
suportar as adversidades, a partir deste canal de troca 0s microrganismos recebem
fotoassimilados e proporcionam beneficios ao vegetal. Anacardium othonianum Rizzini
conhecido como caju-de-arvore-do-cerrado é uma espécie arborea da familia anacardiaceae
nativa da regido centro-oeste do Brasil. Objetivou-se com este trabalho caracterizar a
comunidade de fungos endofiticos cultivaveis e seus tracos funcionais, associados as raizes
de Anacardium othonianum Rizzini. Raizes de A. othonianum foram fragmentadas a um
cm e inoculadas em meio para isolamento de microrganismos endofiticos, a identificagdo
molecular dos isolados foi realizada pelo sequenciamento parcial do espagador interno
transcrito (ITS). Os isolados endofiticos obtidos foram testados quanto da sintese de acido
indolacetico e solubilizacdo de fosfato por método colorimétrico. Fragmentos de raizes
foram diafanizadas, coradas e analisadas em microscépio. Foram encontradas estruturas
caracteristicas de microrganismos endomicorrizicos e endofiticos nas laminas analisadas.
67 linhagens de fungos foram isoladas e identificadas por métodos moleculares em 12
espécies: Fusarium oxysporum, Bionectria ochroleuca, Periconia macrospinosa,
Phomopsis lagerstroemiae, Penicillium kloeckeri, Eupenicillium shearii, Phomopsis
asparagi, Penicillium pinophilum, Agaricomycetes sp., Diaporthe sp., Cladosporium
cladosporioide e Paecilomyces lilacinus. Todos os géneros encontrados ja foram relatados
na literatura como espécie endofitica. Conclui-se com esse trabalho que A. othonianum
mantém associagdo a fungos e endomicorrizicos e endofiticos. Doze linhagens endofiticas
foram isoladas de Anacardium othonianum Rizzini, destas sete possuem potencial de

solubilizacéo de fosfato e de sintetizar AlA.

Palavras-chaves: simbiose, diversidade genética, caju-de-arvore-do-cerrado.
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ABSTRACT

Plants maintain symbiotic relationships with microorganisms as a strategy to withstand
adversity, from this exchange channel microorganisms receive assimilates and provide
benefits to the plant. Anacardium othonianum Rizzini known as the savanna-cashew-tree is
a tree of the Anacardiaceae family native in the central-western region of Brazil. The
objective of this work was to characterize the community of culturable endophytic fungi
and their functional traits, associated with the roots of Anacardium othonianum Rizzini.
Roots of A. othonianum were fragmented to 1cm and inoculated into medium for isolation
of endophytic microorganisms. The molecular identification of the isolates was performed
by partial sequencing of the internal transcribed spacer (ITS). Endophytic isolates were
tested for the synthesis of indoleacetic acid and phosphate solubilization by colorimetric
method. Root fragments were cleared, stained and examined under a microscope. There
were found characteristic structures of mycorrhizal and endophytic microorganisms in the
analyzed slides. A total of 67 strains of fungi were isolated and identified by molecular
methods in 12 species: Fusarium oxysporum, Bionectria ochroleuca, Periconia
macrospinosa, Phomopsis lagerstroemiae, Penicillium kloeckeri, Eupenicillium shearii,
Phomopsis asparagine, Penicillium pinophilum, Agaricomycetes sp., Diaporthe sp.,
Cladosporium and cladosporioide Paecilomyces lilacinus. All genera found have been
reported in the literature as endophytic species. It is concluded from this work that A.
othonianum maintains association to fungi and endomycorrhizal and endophytic. Twelve
endophytic fungi were isolated from Anacardium othonianum Rizzini, from these seven

have potential for phosphate solubilization and synthesize 1AA.

Key words: Symbiosis, genetic diversity, savannah-cashew-tree



15

INTRODUCAO GERAL

1. O Cerrado Brasileiro

O Cerrado é considerado um dos dominios de maior biodiversidade vegetal do
mundo, com &rea de 204 milhdes de hectares, correspondendo a aproximadamente a
22% do territorio brasileiro, distribuido nos estados de Minas Gerais, Goias, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Tocantins, Bahia, Piaui, Maranh&o e Distrito Federal
(Silva e Bates, 2002).

O Cerrado brasileiro concentra sobre a sua superficie uma fonte inestiméavel de
recursos biolégicos, pouco explorados e de elevado potencial econdmico, com grande
nimero de espécies medicinais, frutiferas, ornamentais e fornecedoras de madeira
(Castro, 2005). Sabe-se que o bioma Cerrado vem sofrendo, desde a metade do século
passado, um grave processo de degradacdo e intensificacdo do uso do solo para fins
agro-pastoris, sendo que se ndo forem reduzidas as taxas de desmatamento o Brasil
perdera o restante da cobertura vegetal remanescente do Cerrado (cerca de 50%) (Sano
etal., 2010).

O Cerrado tem mais de 12 mil espécies vasculares, compondo a savana mais rica
do mundo e foi incluido entre as 34 areas consideradas criticas para conservacdo da
diversidade biolégica no mundo (hotspots) por causa de sua riqueza e a alta pressao
antropica a que tem sido submetido (Silva e Bates, 2002).

Sua vegetacdo €& composta por um mosaico representado por formacoes
florestais, savanicas e campestres, onde a vegetacdo possui estratégias de adaptacdo a
seca, como a germinacdo de sementes na época das chuvas, crescimento radicular
rdpido nos primeiros estddios de desenvolvimento, controle de transpiracdo e
diminuicdo de taxas fotossintéticas, além de manter simbiose com microrganismos

promotores de crescimento vegetal (Gull et al., 2004).
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Os microrganismos sdo responsaveis pela manutencdo da flora do Cerrado, ao
serem responsaveis por degradar a matéria organica e assim reciclar os nutrientes no
solo, pela decomposicdo de xenobioticos e o controle bioldgico de pragas e doencas,
porém o conhecimento sobre a microbiota deste dominio ainda é escasso (Bresolin et
al., 2010). Alguns estudos confirmam a diversidade da comunidade microbiana do solo,
Castro et al., (2008) mostraram notavel diferenca em comunidades de fungos de solo

entre uma area de mata ciliar, pasto e plantacdo de soja em solos de Cerrado.

2 Anacardium othonianum Rizzini

O género Anacardium pertence a familia Anacardiaceae, que compreende cerca
de 74 géneros e 600 espécies. E composto por 10 espécies de arvores, arbustos e
subarbustos rusticos, tipicos de clima tropical, sendo o principal centro de diversidade
do género, a regido Amazonica e, como centro secundario estdo os Cerrados (Paiva et
al., 2003).

De acordo com a classificacdo de Rizzini (Joly, 1993), o Anacardium
othonianum tem a seguinte posi¢do sistematica:

Diviséo: Magnoliophyta;

Classe: Magnoliopsida;

Ordem: Sapindales;

Familia: Anacardiaceae;

Género: Anacardium;

Espécie: Anacardium othonianum.

O Anacardium othonianum Rizzini, também conhecido como Caju-de-arvore-
do-Cerrado, cajuzinho e cajui, distingue das demais espécies do Cerrado: A. humile, A.
nanum e A. corymbosum, pelo seu porte arbéreo, sendo o principal cajueiro de
importancia econdmica para a regido Centro-Oeste, encontrado em Campo Sujo e
Cerraddo (Correa et al., 2008).

Esta espécie pode atingir até 6 m de comprimento e 20-40 cm de didmetro,
possui folhas coriaceas que medem 12-17 cm x 8-11 cm, flores hermafroditas e
unissexuais. Seu fruto é um aquénio, cujo pedunculo se desenvolve em pseudofruto, que
tem forma variada e coloracdo de amarela a vermelha, sendo o fruto (castanha) e o
pseudofruto constituintes do duplo fruto caracteristico do género (Figural) (Vieira et al.,
2006; Correa et al., 2008).



Figura 1. Aspecto visual de uma planta adulta (A), folhas e fruto (B) de Anacardium
othonianum Rizzini.

O pseudofruto pode ser consumido na forma de sucos, licores, geleias,
rapaduras, sorvetes, produtos cristalizados e aguardentes (Vieira et al., 2006; Correa et
al., 2008). O consumo do cajuzinho na alimentacdo foi reforcado, pela comprovacéo
dos altos valores nutricionais de seu pseudofruto, valores proteicos de 1,18 g.100g™;
lipidios (0,63 g.100g™), carboidratos (6,97 g.100g™), fibra alimentar (4,26 g.100g™),
resultando num valor energético total de (38,27 kcal.100g™) destaca-se pelos seus
valores de o calcio (15 mg.100g™) zinco (0,65 mg.100g™) e ferro (0,26 mg.100g™) além
de ser rico em vitamina C e em compostos fenolicos, em especial taninos que lhe
confere adstringéncia (Silva et al., 2008).

O fruto é do tipo drupa reniforme (castanha), contendo cerca de 46,5% de
lipidios (Gallina et al., 1993; Lima et al., 2004). O liquido da casca da castanha de caju
(LCC) é muito empregado na industria quimica para a producdo de polimeros, que sdo
utilizados na produgdo de matérias plasticas, isolantes e vernizes. Este dleo representa
cerca de 25% do peso da castanha de caju; € constituido principalmente por compostos
fendlicos, como o acido anacardico, o cardol e o cardanol. Os acidos anacardicos, séo
inibidores de enzima acetilcolinesterase, atuando com propriedades antimicrobianas,
anticoagulante e antitumorais (Vieira et al., 2006).

O Anacardium othonianum é encontrado em altitudes entre 380 e 1100m,
ocorrendo, em maiores densidades, em altitudes acima de 790m. Seu florescimento
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acontece entre junho e outubro, com produtividade de 200 a 600 frutos por planta,
pesando cada um entre 5 e 10 g, sendo colhidos entre setembro e outubro (Correa et al.,
2008).

Esta espécie é adaptada a regido do Cerrado, possui tolerancia a temperaturas
elevadas, periodos de secas e solos &cidos (pH 4,5 — 6,5). Este comportamento de
preferéncia por ambientes desfavoraveis associados aos solos com maiores declividades
faz com que tenha elevado potencial para exploragéo, preservacdo e manejo de grandes
areas no Cerrado (Vieira et al., 2006).

Com isso uma alternativa para maximizar producdo de mudas de caju-de-
arvore-do-cerrado € a inoculacdo de microrganismos, isto porque, VAarios estudos
demonstraram a capacidade destes microrganismos em auxiliar o desenvolvimento de
seu hospedeiro pela capacidade de producdo de hormonios vegetais e a disponibilizacdo
de fosforo (P) que auxiliaram o crescimento da planta hospedeira (Piccoli et al., 2011;
Elgharably e Marschner 2011; Kochar et al., 2011).

O caju-de-arvore-do-cerrado tem grande potencial para exploracdo econémica,
porém informacdes essenciais sobre essa cultura, bem como a comunidade microbiana

gue mantém associacdo com esta espécie Sa0 escassas.

3. Interacéo entre microrganismos e vegetais

Os microrganismos constituem um universo pouco explorado da biodiversidade
do Cerrado, representando grande potencial, seja para estudos de aplicacdo
biotecnoldgica ou para descri¢do de novas espécies (Mesquita et al., 2013).

Em 1997, a micobiota no Cerrado tinha como representante cerca de 875
espécies conhecidas. Porém, de acordo com a estimativa feita por Hawksworth (1991)
baseado na proporc¢do de seis espécies de fungos por espécie vegetal, este nimero pode
representar menos de 4,5% das possiveis espécies existentes na regido. Portanto, haveria
ao menos 24.000 espécies de fungos no Cerrado ainda desconhecidas (Santos et al.,
2011).

Diversas espécies de fungos obtém seus nutrientes de outros organismos
utilizando diferentes estratégias, desde parasitismo, comensalismo até mutualismo. E,
grande parcela destas espécies esta associada de alguma forma a planta, seja na
superficie (epifiticos), no interior dos tecidos (endofitico) ou na rizosfera. Devido as
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pesquisas de isolamento de microrganismos, sabe-se que as plantas séo
microecossistemas e excelentes hospedeiras (You et al., 2012).

Uma interacdo entre o sistema radicular de plantas e fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) pode funcionar como canais de troca de informacdes entre as
plantas conectadas e, consequentemente, influenciar no estabelecimento, na competicao,
diversidade e dindmica da comunidade vegetal (Selosse et al., 2006).

Plantas nativas do Cerrado possuem maior crescimento quando inoculadas com
FMA. Isso foi confirmado em mudas de angico (Anadenanthera macrocarpa B.),
jenipapo (Genipa americana L.), alfafa (Medicago sativa L.) e porta-enxertos de
pessegueiro cv. Okinawa (Prunus persica L.) (Carneiro et al., 2009; Sugai et al., 2011;
Nunes et al., 2011; Soares et al., 2012).

Os microrganismos que vivem dentro da planta sem causar danos visiveis ou
alteracbes morfoldgicas no seu hospedeiro sdo conhecidos como microrganismos
endofiticos (Kogel et al., 2006). A interacdo entre planta e endofiticos depende de um
equilibrio antagdnico, pois microrganismos considerados como endofiticos podem ser
fitopatdgenos, pelo estimulo ambiental e fatores de estresse (Khan et al., 2008;
Druzhinina et al., 2011).

Acredita-se que espécies endofiticas podem ter evoluido a partir de fungos
patogénicos possuidores de longos periodos de laténcia ou que perderam sua viruléncia
(Wang et al., 2007). Segundo Ma et al., (2011), os microrganismos endofiticos podem
ser eficientes no estabelecimento de plantas em programas de remediacdo em solos
contaminados por metais pesados.

Na associacdo mutualistica entre planta-endofitico, 0 microrganismo recebe
nutricdo e microabitat da planta hospedeira, aumentando sua possibilidade de
sobrevivéncia e garante sua disseminacdo (Muller e Krauss, 2005). O hospedeiro se
beneficia aumentando sua capacidade competitiva frente a estresses bidticos e abidticos,
porque 0 microrganismo proporciona beneficios através da producgdo, inducdo ou
inibicdo de metabdlitos, enzimas, que atuam no controle bioldgico, solubilizagdo de
fosfatos, sintese de fitorménio e na biorremediagdo de compostos recalcitrantes (Piccoli
etal., 2011).

A colonizacgdo dos microrganismos endofiticos ocorre através da penetracdo dos
Orgdos vegetais por aberturas naturais como estdmatos e/ou hidatodios, pelas raizes
secundarias, ou ainda através de ferimentos. Também pode ocorrer penetracdo ativa de

endofiticos por producdo de enzimas ou estruturas que facilitam o processo. Alguns
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microrganismos endofiticos tém capacidade de perpetuar sua coloniza¢do no hospedeiro
através da transmissdo vertical (Wang et al., 2007).

Khan et al., (2012) ao estudar Populus trichocarpa (Torr. & Gray) e Sitka
sitchensis descobriram que plantas inoculadas com endofiticos ndo s tiveram melhor
viabilidade e florescimento precoce e frutificagdo, mas também incrementam seu
crescimento e a producdo de frutos quando cultivadas em solo com nitrogénio limitado.
Os autores ainda afirmam que a utilizacdo de endofitos especificos pode ser preferivel a
utilizacdo de fertilizantes quimicos, em razdo dos custos monetarios e ambientais,
contribuindo para sistemas agricolas mais sustentaveis.

As plantas, geralmente, sdo repletas de microrganismos que colonizam suas
estruturas externa e internas. Esses microrganismos fornecem novas vias nutricionais e
de defesa, influenciando rotas bioguimicas nas plantas. Muitos caracteres vegetais sdo
mediados pela microbiota funcional, dessa forma, os microrganismos podem influenciar
0s ecossistemas atraves de seus efeitos funcionais sobre a dindmica populacional de
seus hospedeiros. Esses efeitos sdo atualmente chamados de tragcos funcionais (Friesen
etal., 2011).

3.1 Sintese de acido indolacético

A sintese de fitormdnios por microrganismos maximiza o crescimento vegetal,
quando comparado aos individuos que ndo mantém relacdo simbidtica com os mesmos.
Dentre as auxinas, o acido indolacético (AlA) é o mais estudado, essa substancia afeta a
morfologia das raizes, aumenta o comprimento e o nimero de pelos radiculares, permite
explorar novas regides e aumentado a area de captacdo radicular (Piccoli et al., 2011).

Isolados endofiticos de Trichoderma testados por Badawi et al. (2011) e Oliveira
et al. (2012) foram capazes de produzir AlA in vitro e 0 uso do precursor L-triptofano
proporcionou efeito positivo como indutor para a sintese deste fitormdnio. Segundo
Vitorino et al., (2012) 52% dos isolados endofiticos de Hyptis marrubioides Epling

(Lamiaceae), foram capazes de sintetizar AIA in vitro.

3.2 Solubilizacao de fosfato
O fosforo (P) é considerado um macronutriente essencial ao crescimento e
desenvolvimento vegetal, tendo em vista sua atuacdo estrutural, funcional e na

transferéncia de energia (Ma et al.,2011). Muitos tipos de solos sdo deficientes em P,
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tendo sua concentragdo menor que 10 uM em pH 6,5, no qual o P esta insoluvel, além
de ser adsorvido na superficie dos minerais de argila, em solos neutros ou alcalinos, ou
na superficie de 6xidos de ferro e de aluminio e minerais de argila em solos acidos
(Elgharably e Marschner, 2011).

Alguns microrganismos presentes nos solos possuem papel importante no ciclo
natural do P, sendo responsaveis pela sua hidrdlise para a forma inorganica, tornando-o
disponivel as plantas. Estes processos sdo mediados por enzimas, acidos organicos e
sideroforos (Xiang et al.,2012).

Os microrganismos solubilizadores de fosfato atuam sobre o fosfato insoltvel
por meio de fosfatases, principalmente fosfatases &cidas, com a producdo de acidos
organicos e inorganicos reduzindo o pH, obtendo entdo o fosfato disponivel para as
plantas (Pelzer et al.,2011; Ma et al., 2011).

Isolados endofiticos de Hyptis marrubioides Epling (Lamiaceae), espécie nativa
do Cerrado, demonstraram capacidade de solubilizacdo de fosfato, em especial trés
cepas foram classificadas como de alto potencial, pois obtiveram valores superiores na

solubilizacdo de fosfato e na sintese de AIA (Vitorino et al., 2012).

4 ldentificacdo molecular

A analise molecular é uma ferramenta importante no estabelecimento de um
sistema de identificacdo de fungos. Estudos vém aplicando esta técnica molecular que
tem demonstrado ser um método rapido na identificacdo de espécies, tais como:
Aspergillus terreus, Fusarium oxysporum, Fusarium sporotrichioides e Penicillium
expansum (Lorenco et al., 2007).

Anélises de fragmentos de restricdo de DNA amplificados por PCR (Polimerase
chain reaction) constituem uma ferramenta poderosa que permite a deteccdo de
moléculas de acidos nucleicos especificos presentes em pequenas quantidades e é
aplicada com sucesso na identificacdo de fungos. O uso da PCR com primers que
flanqueiam a regido gendmica do ITS (Internal transcribed spacer) tem permitido a
identificacdo taxondmica dos fungos sem os problemas de variagfes nos caracteres
morfoldgicos que dificultam a taxonomia tradicional (Satow et al., 2008; Badali et al,
2009)

O DNAr contém repeticdes que sdo separadas por regides ndo transcritas, que

geralmente ndo apresentam variacdo de sequéncia; e regides internas que apresentam
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variacOes na sequéncia e séo transcritas (ITS 1 e ITS 2). Assim, dados oriundos de
sequenciamento da regido ITS sdo utilizados para estudos de filogenia e evolucdo, bem
como para identificacdo e descoberta de novas espécies (Satow et al., 2008; Badali et al,
2008; Bridge e Newsham, 2009).
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OBJETIVO GERAL

Caracterizar as populacGes de fungos endofiticos cultivaveis e seus tracos
funcionais, associados as raizes de caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum

Rizzini).
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Diversidade de fungos endofiticos de Anacardium othonianum

Rizzini e seu potencial biotecnologico

Resumo: As plantas mantém relagfes simbidticas com microrganismos como estratégia
para suportar as adversidades, a partir deste canal de troca os microrganismos recebem
fotoassimilados e proporcionam beneficios ao vegetal. Anacardium othonianum Rizzini
conhecido como caju-de-arvore-do-cerrado € uma espécie nativa da regido centro-oeste do
Brasil. Objetivou-se com este trabalho caracterizar a comunidade de fungos endofiticos
cultivaveis e seus tracos funcionais, associados as raizes de Anacardium othonianum
Rizzini. Raizes de A. othonianum inoculadas em meio para isolamento de microrganismos
endofiticos, a identificacdo molecular dos isolados foi realizada pelo sequenciamento
parcial do espacador interno transcrito (ITS). Os isolados endofiticos obtidos foram
testados quanto a sintese de &cido indolacetico e solubilizacdo de fosfato por método
colorimétrico. Foram encontradas estruturas caracteristicas de microrganismos
endomicorrizicos e endofiticos nas laminas analisadas. 67 linhagens de fungos foram
isoladas e identificadas por métodos moleculares em 12 espécies: Fusarium oxysporum,
Bionectria ochroleuca, Periconia macrospinosa, Phomopsis lagerstroemiae, Penicillium
kloeckeri, Eupenicillium shearii, Phomopsis asparagi, Penicillium pinophilum,
Agaricomycetes sp., Diaporthe sp., Cladosporium cladosporioide e Paecilomyces
lilacinus. Conclui-se com esse trabalho que A. othonianum mantém associagdo a fungos e
endomicorrizicos e endofiticos. Doze linhagens endofiticas foram isoladas de Anacardium
othonianum Rizzini, destas sete possuem potencial de solubilizacdo de fosfato e de
sintetizar AlA.

Palavras-chaves: simbiose, diversidade genética, caju-de-arvore-do-cerrado.
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Diversity of endophytic fungi of Anacardium othonianum Rizzini and its

biotechnological potential

Abstract: Plants maintain symbiotic relationships with microorganisms as a strategy to
withstand adversity, from this exchange channel microorganisms receive assimilates and
provide benefits to the plant. Anacardium othonianum Rizzini known as the savanna-
cashew-tree is a native species in the central-western region of Brazil. The objective of this
work was to characterize the community of culturable endophytic fungi and their
functional traits, associated with the roots of Anacardium othonianum Rizzini. Roots of A.
othonianum were inoculated into medium for isolation of endophytic microorganisms. The
molecular identification of the isolates was performed by partial sequencing of the internal
transcribed spacer (ITS). The Endophytic isolates were tested for the synthesis of
indoleacetic acid and phosphate solubilization by colorimetric method. There were found
characteristic structures of mycorrhizal and endophytic microorganisms in the analyzed
slides. A total of 67 strains of fungi were isolated and identified by molecular methods in
12 species: Fusarium oxysporum, Bionectria ochroleuca, Periconia macrospinosa,
Phomopsis lagerstroemiae, Penicillium kloeckeri, Eupenicillium shearii, Phomopsis
asparagine, Penicillium pinophilum, Agaricomycetes sp., Diaporthe sp., Cladosporium
and cladosporioide Paecilomyces lilacinus. It is concluded from this work that A.
othonianum maintains association to fungi and endomycorrhizal and endophytic. Twelve
endophytic fungi were isolated from Anacardium othonianum Rizzini, from these seven

have potential for phosphate solubilization and synthesize IAA.

Key words: Symbiosis, genetic diversity, savannah-cashew-tree.

1. Introducéo
Os microrganismos constituem um universo pouco explorado da biodiversidade
do Cerrado, representando um grande potencial bioldgico a ser explorado, seja para
estudos de aplicacéo biotecnologica como para descri¢do de novas especies. Em 1997, a
micobiota fangica conhecida era representada por 875 espécies distribuidas em 301
géneros. Porém, de acordo com Hawksworth (1991), que se baseia na propor¢éo de seis

especies de fungos por espécie vegetal, este numero pode representar menos de 4,5%
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das possiveis espécies existentes na regido. Portanto, haveria ao menos 24.000 espécies
de fungos no Cerrado ainda desconhecidos (Santos, 2011).

Diversas espécies de fungos obtém seus nutrientes de outros organismos
utilizando diferentes estratégias, como parasitismo, comensalismo ou simbiose. Grande
parcela destas espécies estd associada de alguma forma as plantas, seja na rizosfera, na
superficie ou no interior dos tecidos como endofitico. Nas relacbes simbidticas entre
plantas e microrganismos normalmente o vegetal utiliza a associacdo como estratégia
para suportar as adversidades bidticas e abioticas (Guo et al., 2008; Piccoli et al., 2011,
You et al., 2012).

A conexdo entre sistemas radiculares de plantas hospedeiras € bastante
documentada em fungos endomicorrizicos, em especial micorrizicos arbusculares
(FMA) pertencentes ao filo Glomeromycota (Helgason e Fitter, 2009), justamente por
fornecer beneficio e pela sua baixa especificidade ao hospedeiro (Sharma e Jha, 2012).

Esta conexdo pode funcionar como canal de troca de informacgbes e
consequentemente, influenciar no estabelecimento de plantulas, competicéo,
diversidade e dindmica da comunidade vegetal. Mas, principalmente auxilia as plantas
na absorcdo de nutrientes e agua, e o beneficio da associacdo para a planta surge do
aumento da extensdo da superficie de absorcdo, em troca, o fungo recebe carboidratos
da planta (Wu, et al., 2009; Zhan, et al., 2011).

Ja foi observado que a inoculacdo de FMA em pinhdo-manso (Jatropha curcas
L.) proporcionou incremento na biomassa de parte aérea e raiz (Saboya et al., 2012) e,
em Anacardium othonianum Rizzini, foi observado aumento no comprimento e na
biomassa seca das mudas (Cabral et al., 2012).

Os microrganismos que habitam o interior das plantas sem causar danos visiveis
ou alteracBes morfolégicas no seu hospedeiro sdo conhecidos como microrganismos
endofiticos (Kogel et al., 2006; White e Bacon, 2012). Em geral, microrganismos
endofiticos penetram o0s 6rgdos vegetais por aberturas naturais como estdbmatos e
hidatddios, ou ainda através de feridas. Outras portas de entrada sdo aberturas causadas
por insetos e até mesmo pelas estruturas de fungos patogénicos, como 0s apressorios.
Também pode ocorrer penetracdo ativa de endofiticos por producdo de enzimas ou
estruturas que facilitam o processo (Qin et al., 2012).

Possuem a capacidade de fornecer beneficios ao hospedeiro, como a
solubilizacdo de fosfato insoluvel por meio da producdo de &cidos orgéanicos e

inorganicos e a redugcdo do pH, ocorrendo a dissociacdo do fosfato, tornando-o
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disponivel para as plantas (Pelzer et al., 2011). Além de sintetizar fitorménios e
fornecer ao vegetal, o &cido indolacético (AlA) pode ser sintetizado por duas vias, uma
em que o triptofano é utilizado como precursor (Contreras et al., 2010) e a via
independente de triptofano (Kochar e Srivastava, 2012).

Um grupo de fungos endofiticos que possui hifas marrons e a formacgdo de
microesclerdcio € conhecido como dark septate (DSE) e atuam fornecendo algumas
vantagens as plantas, porém, o beneficio da associacdo com os DSE ainda ndo é
totalmente esclarecido e acredita-se que os beneficios que este grupo fornece a planta
seriam similares aos FMA (You et al., 2012).

O A. othonianum Rizzini € uma Anacardiaceae nativa do Cerrado brasileiro,
popularmente conhecida como caju-de-arvore-do-cerrado, que possui grande
importancia regional, ao ser explorada como espécie frutifera e medicinal (Caramori et
al., 2004). O caju-de-arvore-do-cerrado distingue-se das demais espécies, A. humile, A.
nanum e A. corymbosum, pelo porte arboreo, podendo atingir até 6,0 m de comprimento
(Vieira et al., 2006).

O pseudofruto desta espécie pode ser consumido na forma de sucos, licores,
geleias, rapaduras, sorvetes, produtos cristalizados e aguardentes (Correa et al., 2008).
O consumo do cajuzinho na alimentacdo foi reforcado, pela comprovagdo dos altos
valores nutricionais (Silva et al., 2008). Porém, o crescimento lento de suas mudas vem
restringindo seu cultivo comercial, tornando o seu aproveitamento limitado a pequenos
produtores e a exploracdo extrativista (Vieira et al., 2006).

Contudo estudos sobre a comunidade microbiana que se associam as raizes desta
espécie sdo inexistentes, portanto, objetivou-se com este trabalho caracterizar as
populacdes de fungos endofiticos cultivaveis e seus tracos funcionais, associados as

raizes de A. othonianum Rizzini.

2. Material e Métodos
2.1 Material vegetal
Trés plantas jovens de aproximadamente 50 com de caju-de-arvore-do-cerrado
foram coletadas no verdo -mar¢o de 2012 - no municipio de Montes Claros de Goiés —
GO (S 16°08’ de latitude e W 51°17” de longitude, 592m de altitude).
As plantas foram integralmente retiradas do solo com o uso de um escavador

manual, cuidadosamente manuseado para impedir danos a raiz e preservar grande
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guantidade do solo rizosférico. Em seguida foram conduzidas ao Laboratério de
Microbiologia Agricola do IF Goiano — Campus Rio Verde para processamento.

2.2 Observacao de associacao entre fungos e raizes de caju-de-arvore-do-cerrado

Amostras de raizes previamente mantidas em alcool 70% foram despigmentadas
pelo método de Koskey e Gemma (1989), modificado. As raizes foram imersas em
KOH (2%), autoclavadas a 121°C, por 20 minutos e transferidas para uma nova solugédo
de KOH (2%) por 24 horas, a temperatura ambiente, seguido de imersdo em solucéo
alcalina de perdxido de hidrogénio amoniacal (NH,OH 0,5% e H,O, 0,5% em agua) por
60 minutos.

A coloracdo das raizes foi realizada com o corante azul de tripano (0,05%) em
lactoglicerol (Phillips e Heyman, 1970), e 10 laminas para microscopia foram
confeccionadas com trés fragmentos de raizes, permitindo a visualizacdo das estruturas
em microscépio Leica DM500, com camera Leica ICC 50 adaptada ao software LAZ
EZ, versdo 1.8.0, de forma a classifica-las de acordo com literatura especializada
(Petrini, 1986; Peterson et al., 2004).

2.3 Isolamento, caracterizagdo genética e identificacdo molecular das linhagens de
fungos endofiticos cultivaveis

As raizes das plantas de caju-de-arvore-do-cerrado foram lavadas em agua
corrente, posteriormente foram imersas em agua de torneira com detergente neutro e
agitadas por 5 minutos. Em seguida, foram enxaguadas com agua destilada até a retirada
completa de todo o detergente.

Em fluxo laminar, as raizes foram imersas em alcool (70%) por um minuto;
hipoclorito de sddio (2,5%) de cloro ativo trés minutos e alcool (70%) por 30 segundos,
posteriormente enxaguadas trés vezes com agua destilada esterilizada e 0 excesso de
umidade retirado com papel filtro esterilizado. Como controle do processo de assepsia,
foram coletados 500 pL da 4gua utilizada no enxdgue final das amostras, para
inoculagcdo em tubos contendo meio de cultura.

Sete fragmentos de raizes de aproximadamente um cm foram cortados com
auxilio de pinca e tesoura, e distribuidos superficialmente em 12 placas de Petri
contendo meio BDA (Infusdo de 200 g de batata, dextrose 20 g, agar 15 g e 1000 mL
4gua) suplementado com 100 mg.L™* de Clorofenicol®, e em 9 placas de Petri com meio

AN (extrato de carne 3 g, peptona 5 g e agar 15 g). Ao total foram analisados 84
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fragmentos em meio BDA e 63 fragmentos em meio AN, oriundos de cada individuo de
caju-de-arvore-do-cerrado.

Os microrganismos que cresceram nos fragmentos foram transferidos para
placas de Petri contendo BDA e os fungos purificados por repicagem do micélio em
placas contendo meio sélido. Os fungos foram agrupados em linhagens por
caracteristicas morfoldgicas de acordo com a cor do micélio, textura e extensdo de
crescimento micelial e, em seguida, mantidos a 2 a 8 °C em vidros de penicilina
contendo BDA.

Um representante de cada morfotipo foi utilizado para a extracdo do DNA
gendmico, que foi realizada com kit de extracdo Miniprep, seguindo recomendacdes do
fabricante (Axygen biosciences, USA). A caracterizacdo genética foi realizada com o
uso de marcadores moleculares IRAP-PCR (Inter-Retrotransposon amplified
polymorphisms) e ISSR-PCR (Inter-Simple Sequence Repeat).

O marcador IRAP-PCR, no qual foram utilizados os primers CL IRAP 1 (5" —
CGT ACG GAA CAC GCT ACAGA-3)eCLIRAP4 (5 -CTT TTG ACG AGG
CCA TGC - 3" (Santos et al., 2012), com volume da reacdo de 25 pL e nas condigdes
de amplificacdo de desnaturagdo inicial 94 °C por 4 minutos, 35 ciclos com
desnaturacao de 94 °C por 0,40 minutos, anelamento 44 °C 0,40 minutos, sintese 72 °C
2 minutos e sintese final: 72 °C por 10 minutos.

Para o marcador ISSR-PCR, no qual foi utilizado o primer BH1 (5' - GTG GTG
GTG GTG GTG - 3") (Smith et al., 2003), com volume de reagdo de 25 uL e as
condi¢des de amplificacdo foram realizadas com, desnaturacdo inicial 94 °C por 2
minutos, 35 ciclos com desnaturacdo de 94 °C por 1 minuto, anelamento 50 °C 2
minutos, sintese 72 °C 2 minutos e sintese final: 72 °C por 10 minutos.

Os produtos das amplificacbes IRAP-PCR e ISSR-PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,2%. Os tamanhos dos amplificados foram
determinados com marcador 123pb DNA Ladder (Sigma-Aldrich, Inc.). As imagens
foram salvas em um fotodocumentador (Loccus Biotecnologia, Brasil) para posterior
andlise.

A avaliacdo da diversidade foi obtida por inspecdo visual do gel, considerando
todas as bandas visiveis. O perfil de amplificacdo foi transformado em uma matriz
bindria com os valores: 0: auséncia e 1: presenca para cada amplicon. A similaridade
dos dados foi calculada através do Coeficiente de Jaccard (Sneath e Sokal, 1973). O

agrupamento, utilizando o algoritimo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with
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Arithmetical Average), foi obtido baseando na matriz de similaridade com o software
NTSys v.2.1 (ROHLF, 2001). Um nivel de 75% de similaridade minima entre os
isolados foi considerado para definicdo da Unidade Taxondmica Operacional (OTU)
(Torres et al, 2008).

A identificacdo molecular dos isolados foi realizada pelo sequenciamento parcial
do espacador interno transcrito (ITS) da regido rDNA de representantes de cada OTU.
Os oligonucleotideos ITS 4 (5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3") e ITS 5 (5'-
GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3) (White et al. 1990) foram utilizados para
amplificacdo da regido intergénica. O volume de reacdo foi de 25 puL e as condigdes de
amplificacdo foram realizadas como segue: desnaturacéo inicial de 94°C por 4 minutos,
seguido de 35 ciclos de 94 °C por 40 segundos, 58 °C por 35 segundos e 72 °C por 1,20
minutos, e o passo final de alongamento de 72 °C por 10 minutos em um
AMPLITHERM Thermal Cyclers. Os produtos de amplificagdo foram purificados
(Dunn e Blattner, 1987) e quantificados por eletroforese em gel de agarose 1,2%.

O sequenciamento foi realizado pelo método de Sanger com o Kit Big Dye no
ABI3100 Applied Biosystem. As sequéncias foram comparadas no banco de dados do
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) com sequéncias conhecidas, por uma pesquisa
de similaridade via Blastn (Altschul et al., 1990).

A frequéncia relativa das espécies encontradas foi calculada dividindo o nimero
de isolados de uma espécie pelo numero total de isolados. O indice de diversidade de
Shannon (H’) foi calculado de acordo com Kumar e Hyde (2004).

2.4 Tracos funcionais das espécies endofiticas
Um total de 12 isolados endofiticos obtidos de A. othonianum, foram utilizadas
para avaliacdo da sintese de acido indolacetico (AlA) e solubilizacdo de fosfato de

célcio, ferro e aluminio.

2.4.1 Solubilizagéo de Fosfato de Calcio, Ferro e Aluminio

Os isolados fungicos foram crescidos em meio BDA (infuséo de 200 g de batata,
dextrose 20 g e agar 15 g) por trés dias a 30 °C. Posteriormente discos de micélio de 5
mm; foram inoculados em triplicata, em vidros de penicilina contendo 9 mL de meio
GELP basico (glicose, extrato de levedura e peptona) com trés diferentes fontes de
fosfato (5 g.L™* de fosfato de célcio - CaHPO,, 1 g.L™ de fosfato de ferro - FePOy4, 2 g.L~
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! de fosfato de aluminio - AIPO,). Em seguida mantidos sob agitagdo constante com o
auxilio de agitador orbital — Shaker (Nova Técnica NT 712®) em rotagéo a 90 rpm, por
72h, a 30 °C. A solubilizagéo de fosfato foi avaliada por meio do método colorimétrico
descrito por Braga e DeFelipo (1974).

A solubilizacdo de fosfato pelos fungos foi determinada utilizando a equacao da
curva padrédo e as méedias comparadas pelo teste Scott-Knott (5%).

2.4.2 Sintese de acido indolacético (AlA)

Os 12 isolados fangicos foram crescidos em meio BDA por trés dias a 30 °C.
Posteriormente, discos de micélio de 5 mm, em triplicata, foram inoculados em vidros
de penicilina contendo 5 mL de meio BD (Infusdo de 200 g de batata, dextrose 20 g e
1000 mL é&gua) suplementado com 100 pg mL™ de triptofano.

Os isolados ficaram sob agitacdo constante com o auxilio de agitador orbital —
Shaker (Nova Técnica NT 712®) em rotagdo a 90 rpm, por 72h, a 30 °C. A producéo de
AlA foi avaliada por meio do método colorimétrico, descrito por Gordon e Mitchell
(1951).

A sintese de AIA dos fungos foi determinada utilizando a equacdo da curva

padrdo e as médias comparadas pelo teste Scott-Knott (5%).

3. Resultados e Discussao
3.1 Observacédo de associacao entre fungo e raizes de caju-de-arvore-do-cerrado

Na analise microscépica das raizes de A. othonianum ndo se observou alteragdes
morfolégicas nem sintomas de doencas nas raizes coletadas para este trabalho. Foram
observados dois grupos de microrganismos colonizando as raizes desta espécie arborea,
confirmando que o método de preparacdo das raizes foi eficiente para esta espécie.

O primeiro grupo encontrado foi os fungos endofiticos chamados de dark septate
(DSE). Foi possivel esta classificacdo pela observacdo de hifas septadas na coloracdo
marrom (Figura 1A-D) e estruturas de microesclerocios (Figura 1E-H) que séo tipicas
deste grupo.

Os fungos possuem crescimento inter e extracelular e, como estratégia de
colonizacdo intercelular, a hifa diminui o seu didmetro ao penetrar a parede celular,
consequentemente, a regido que esta na porcdo extracelular da hifa dilata-se, e

possibilita determinar o local exato da colonizagdo (Figura 1C-D).
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Foi observado diferentes estddios de desenvolvimento do microesclerdcio.
Segundo Wu (2009), o microesclerocio pode ser uma estrutura responsavel por

armazenar substancias especiais ou ainda como estrutura de propagulo.

Figura 1. Estruturas de fungos endofiticos dark septate em raizes de Anacardium
othonianum Rizzini, coltado em Montes Claros de Goias, GO. Legenda: HD
hifas de dark septate, MS microesclerdcio.

A coloracdo escura dos fungos dark septate estad relacionada a capacidade de
aumentar a rigidez da parede celular das células do fungo, bem como, a resisténcia do

fungo contra a irradiacdo, temperatura elevada e a dessecacdo (Zhan et al., 2011), visto
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gue estes microrganismos possuem alta habilidade de colonizar ambientes desérticos ou
aridos (Wu et al.,2009).

O segundo grupo fangico encontrado foram os FMA, grupo caracterizado por
hifas sem septo e a presenca de estruturas caracteristicas como a vesicula (V) e o
arbusculo (A) (Figura 2A).

De acordo com Smith e Smith (2007), a presenca de arbusculos tipicos,
resultante da intensa ramificacdo no interior das células do cortex do hospedeiro, é
caracteristica de colonizagdo Arum, enquanto a presenca abundante de hifas enoveladas,
no interior das células do cortex, é caracteristica do padrdo de colonizagdo Paris. A
observacgdo simultanea dos dois tipos de padrdo de colonizacdo micorrizica — Arum e
Paris, considerando que o tipo de colonizacdo € influenciado pela identidade do fungo
simbionte, neste caso pode haver mais de uma espécie fangica colonizando as raizes.

As hifas do FMA sdo coradas com o corante azul de tripano e crescem
intracelularmente (associagdo Arum), formando a chamada hifa enovelada, que envolve
a célula internamente tomando seu formato a medida que a parede celular vegetal limita
seu crescimento (Figura 2B), ou entre as células vegetais (Figura 2C) permitindo a
associacao do tipo Paris. Portanto, a morfologia da endomicorriza A. othonianum é
intermediéria.

Os FMA encontrados colonizando as raizes de caju-de-arvore-do-cerrado tém a
capacidade de armazenar lipideos no interior das préprias hifas (Figura 2C) ou em
estruturas especializadas chamadas de vesiculas (Figura 2D). Foram encontradas
vesiculas entre as células vegetais (Figura 2D) e internamente as células (Figura 2A, 2E
e 2F), com tamanho e forma variavel.

A presenca de arbusculos foi confirmada pela observacdo de hifas que se
ramificam formando uma rede de hifas menores e, em maior numero, no interior das
celulas do vegetal permitindo constante comunicacéo entre o fungo e o vegetal (Figura
2A, 2E e 2F).
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Figura. 2 Estruturas de fungos micorrizicos colonizando raizes de Anacardium
othonianum Rizzini, coletado no municipio de Montes Claros de Goias.
A: Vesicula, arbusculo e hifas. B: Hifas enoveladas. C: Hifas contendo
goticulas de lipidios. D: Vesicula intercelular armazenando lipidios. E:
Vesicula e arbdsculo intracelular. F: Vesicula alongada e arbudsculo
bastante ramificado. Legenda: A (arbusculos), V (vesiculas), H (hifas),
HE (hifas enoveladas).

As espécies do Cerrado de maneira geral tém seu crescimento limitado pelas
condicBGes edafoclimaticas da regido (Pinto et al., 2011) e varias estratégias de
sobrevivéncia sdo usadas, sendo uma delas é a associacdo com FMA (Zhang et al.,
2011) ou endofiticos (Wu et al., 2009). Isto proporciona vantagens ao vegetal em

virtude dos microrganismos competirem com patdgenos, aumentarem sua area de
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absorcdo de &gua e nutrientes no solo como o P, além de, fornecer alguns fitormonios
(Simard e Durall, 2004; You et al., 2012).

A simbiose micorrizica ocorre tendo em vista a capacidade dos fungos de
aumentar a disponibilidade de nutrientes e 4gua, explorando regides mais profundas que
as proprias raizes, e isto pode ser decisivo no estabelecimento e sobrevivéncia da
espécie (Wu et al., 2009). O solo no qual o vegetal se estabelece é outro fator
determinante para esta relacdo, pois em solos com baixa fertilidade, especialmente em
teores de célcio (Ca), ferro (Fe) e potassio (K) pouco sollveis a simbiose sera
estimulada (Uma et al., 2012; Sharma e Jha, 2012).

Os FMA podem colonizar espécies lenhosas ou herbéaceas (Zang et al.,2011,;
Vitorino et al., 2012), e estudos mostram que podem colonizar 64% do sistema radicular
de Ficus sp. (Uma et al., 2012), e varias familias ja sdo conhecidas pela interacdo com
FMA (Acanthaceae, Asclepidaceae, Amaranthaceae, Asteraceae, Caesalpinaceae,
Chenopodiaceae, Commelinaceae, Cyperaceae, Labiatae, Nyctaginaceae, Poaceae,
Rutaceae, Solanaceae, Umbellifereae, Verbanaceae, Lamiaceae, Phytolaccaceae,
Fabaceae, Bignoniaceae, Moraceae, Myrtaceae, Rubiaceae, Melastomataceae e
Myrsinaceae) (Detmann et al., 2008; Silva et al., 2009; Sharma e Jha, 2012; Vitorino et
al., 2012).

A colonizacdo micorrizica na familia Anacardiaceae foi relatada por Proborini
(2013), ao estudar a morfologia caracteristica de esporos de FMA isolados da rizosfera
de A. occidentalle L.

A dupla colonizagdo de FMA e DSE em plantas indica a dindmica da
comunidade que coloniza essas raizes, reforcando a complexidade desta interacdo. Ja
foram relatadas a simbiose com os dois grupos fungicos nas seguintes espécies do
Cerrado Hyptis marrubioides, Alibertia edulis, Aeschynomene paniculata,
Chamaecrista desvauxii, Chamaecrista nictitans, Coccocypselum sp., Eugenia
dysenterica, Miconia albicans, Myrsine guianensis, Palicuria sp., Platypodium
eleganspois (Detmann et al., 2008; Vitorino et al., 2012), e em Centilla asiatica e Leuca
plukenitti (Sharma e Jha, 2012), espécies nativas da india.

Até o presente momento, a associacdo e os tipos de fungos colonizando
internamente as raizes de A. othonianum ndo eram conhecidas. Esse hospedeiro é capaz
de abrigar colonizacdo concomitante de fungos DSE e FMA. Sdo necessarios estudos
mais aprofundados para compreender a dindmica desta relacdo entre estes grupos

microrganismos e o hospedeiro.
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3.2 Isolamento, caracterizacdo genética e identificagdo molecular das linhagens de
fungos endofiticos cultivaveis

Foram obtidos 67 isolados de fungos endofiticos dos fragmentos de raizes de
caju-de-arvore-do-cerrado, sendo 35 e 32 linhagens provenientes dos meios AN e BDA,
respectivamente. Apds o crescimento das linhagens, eles foram agrupados em 20 grupos
morfologicos, diferenciados por caracteristicas macroscopicas - borda, tipo e coloracao
do micélio, e microscépicas — diferenciacdo de estruturas reprodutivas.

Por andlise de marcador molecular, observou-se resultado distinto entre os
marcadores utilizados, pelo marcador ISSR-PCR (“Inter-Simple Sequence Repeats” ou
intermicrossatélites) foram observadas 13 OTU’s, sendo 9 por perfis tGnicos e 4 por

grupos de isolados.

Utilizando o marcador IRAP-PCR (“Inter-Retrotransposon Amplified
Polymorphisms”) detectou-se 17 OTU’s, sendo 15 formados por perfis Unicos e 2

formados por grupos de isolados (Figura 3).
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Figura 3. Similaridade entre os morfotipos de fungos de Anacardium othonianum
Rizzini, coletado em Montes Claros de Goias, GO pelo marcador ISSR e
IRAP. Rio Verde — GO, 2013.
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Os sistemas de marcadores moleculares baseados em RTNs (retrotransposons)
de repeticGes terminais longas (LTRs) exploram o polimorfismo do DNA gendmico
resultante de fenbmenos de inser¢do entre dois RTNS muito proximos, no caso do
marcador IRAP (Schulman et al., 2004) Isso reflete na separacdo em nivel de individuo,
sendo um marcador eficiente e muito preciso, neste trabalho o IRAP revelou 17 OTU.

O ISSR explora a ubiquidade dos microssatélites nos genomas e consiste na
amplificacdo de regides entre dois microssatélites adjacentes, inversamente orientados,
tornando os marcadores multilocus (Smith e Bateman, 2002). Foi observado que este
marcador originou 13 OTU, sendo considerado um marcador mais robusto.

A andlise molecular revelou 10 espécies fungicas, Penicillium kloeckeri,
Eupenicillium shearii, Paecilomyces lilacinus, Fusarium oxysporum, Periconia
macrospinosa, Cladosporium cladosporioides, Bionectria ochroleuca, Phomopsis
lagerstroemiae, Phomopsis asparagi e Penicillium pinophilum, uma classe
Agaricomycetes sp., e um género Diaporthe sp.

Phomopsis lagerstroemiae (Fun520A) foi a espécie mais frequente (44,8%)
seguido de Periconia macrospinosa (Fun502A) (16,4%), Agaricomycetes sp. (Fun04C)
(10,4%), Cladosporium cladosporioides (Fun422A) (7,5%) e Phomopsis asparagi —
(Fun530A) (6,0%). As demais espécies foram consideradas raras, possuindo frequéncia
inferior a 3% (Sun et al., 2012) (Tabela 1).



42

Tabela 1. Identificacdo dos isolados fungios endofiticos isolados de Anacardium
othonianum, coletados no municipio de Montes Claros de Goiés.

Isolados N° acessono  Frequéncia relativa

GenBank % ID

GenBank

%

Fun530A
Fun219B
Fun417A
Fun527A

Phomopsis asparagi

99

JX049385

5,970149254

Fun520A
Funl15C
Funl1oC
Fun28C
Fun38C

Fun406A

Fun407A

Fund414A

Fun415A

Fun425A

Fun431A

Fun432A

Fun503A

Fun506A

Fun513A

Fun517A
Fun522A
Fun520A
Fun521A
Fun523A
Fun524A
Fun526A
Fun529A
Fun542A
Fun544A
Fun555A
Fun557A
Fun558A
Fun559A
Fun560A
Fun564A

Phomopsis lagerstroemiae

98

AY 622994

44,7761194

Fun118C
Funl4C

Penicillium pinophilum

98

AB455516

2,985074627

Fun203B

Fusarium oxysporum

99

HQ328030

1,492537313

Fun411A
Fun412A

Bionectria ochroleuca

98

HQ607798

2,985074627

Funl11C

Paecilomyces lilacinus

98

FJ765021

1,492537313

Fun307B
Fun308B
Fun29C
Funl21C
Funl127C

Fun502A
Fun405A
Fun410A
Fun508A
Fun534A
Fun305B

Periconia macrospinosa

99

JN859364

16,41791045

Fun04C
Fun24C
Fun26C
Fun37C
Fun101C
Fun102C
Fun302B

Agaricomycetes sp.

91

JF288547

10,44776119

Fun216B

Penicillium kloeckeri

98

HM469393

1,492537313

Fun22C

Eupenicillium shearii

99

JQ863221

1,492537313

Fun510A
Fun36C

Diaporthe sp.

98

EF488448

2,985074627

Fun420A
Fun421A
Fun429A
Fun213B

Cladosporium
cladosporioides

99

JX230994

7,462686567

Segundo Wang et al (2005) o filo Basidiomycota raramente € isolado como

enddfito, em A. othonianum foram isolados sete representantes (Agaricomycetes sp.).
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Contudo o filo Ascomicota representou 90% do total dos individuos, sendo encontrados
trés classes: Sordariomycetes (85%), Dothimycetes (8,4%) e Euromycetes (6,6%).

O valor de diversidade de Shannon H’encontrado nas populagdes de fungos
endofiticos de A. othonianum foi de 1,82. Ao estudar folhas e caules em areas deseérticas
na China, Sun et al. (2012) obtiveram valores para o indice de Shannon variando 0,29-
4,78, e Bezerra et al. (2013) encontraram valores totais de 2,99 ao estudar cactus Cereus
jamacaru DC, na floresta tropical seca do Brasil. Costa et al. (2012) encontraram indice
de Diversidade de Shannon na estacdo seca de 1.035, e um pouco menor no periodo
chuvoso (H '= 1,026) ao estudar isolados endofiticas de Manguezal no nordeste do
Brasil.

Embora a taxonomia morfolégica contribua muito para a elucidacdo da
diversidade de fungos endofiticos, a utilizacdo de métodos de identificacdo molecular
tem se mostrado excelente ferramenta para a identificagdo de morfoespécies (Bensch et
al., 2012).

Pela analise de maxima verossimilhanca da analise de sequéncias ITS, foi
possivel observar um agrupamento por similaridade entre as espécies de fungos

endofiticos isolados (Figura 4).
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|
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Figura 4. Anéalise molecular filogenética pelo método de méaxima verossimilhanca,
entre isolados fungicos endofiticos de Anacardium othonianum Rizzini,
coletado no municipio de Montes Claros de Goiés, Rio Verde — GO,
2013.

O primeiro grupo é composto por apenas Agaricomycetes sp representando o filo
Basidiomycota. O segundo grupo classificado como o filo Ascomycota, origina dois sub
grupos, um composto por Cladosporium cladosporioides representando a classe
Dothiomycetes, neste mesmo grupo, porém em condi¢des mais derivadas se encontram
as especies Penicillium kloeckeri, Eupenicillium shearii e Penicillium pinophilum que
compdem a classe Eutotiomycetes. No outro grupo do filo Ascomycota estdo o0s
representantes da classe Sordariomycetes: Phomopsis lagerstroemiae, Phomopsis
asparagi, Diaporthe sp compdem um subgrupo, seguido de Periconia macrospinosa,
Paecilomyces lilacinus, Fusarium oxysporum e Bionectria ochroleuca.

Ao estudar a comunidade de fungos endofiticos das plantas de regides desérticas
da China, Sun et al. (2012) descreveram o isolamento de espécies de Cladosporium,
Fusarium e Penicillium géneros comuns aos descritos neste trabalho, um indicativo que
estas espécies sdo comuns a hospedeiros que habitam locais de intensa luminosidade e

estresse hidrico.



45

Espécies do género Penicillium foram descritas por Ge et al. (2008) e Wubsheta
et al. (2013). Penicillium pinophilum é conhecido também por ser um fungo saprofitico
que degrada celulose (Maciel et al., 2012), porém, acredita-se que possui efeito
sinérgico com FMA, estimulando o estabelecimento e a esporulacdo do FMA (Quilliam
e Jones, 2010).

Diaporthe é um género endofitico conhecido por produzir enzimas que atuam na
inibicdo do metabolismo de patdgenos (Prada et al., 2009; Anaya et al., 2013) e foi
observado por Sebastianes et al. (2013) em mangueiras nativas do Brasil

Apesar da espécie Fusarium oxysporum ser tradicionalmente reconhecida como
fitopatogénica (Maciel et al., 2012) diferentes trabalhos demonstram a sua capacidade
endofitica (Onofre et al., 2013; Chen et al., 2013). Ja foi relatada a producéo de diversas
enzimas que degradam a parede celular como proteases, celulases e quitinases e a
producdo de substancias como sider6foros por este fungo (Xing et al., 2010; Zhao et al.,
2010; Vieira et al., 2012).

Ja Phomopsis sdo fungos endofitos que podem promover o crescimento vegetal,
sendo capaz de produzir compostos que aceleram a decomposicdo de residuos,
liberando nutrientes no solo e induzem a planta a melhorar sua capacidade defensiva
(Chen et al., 2013).

Cladosporium foi descrito por Yang et al. (2013) como espécie endofitica
isolada de Aconitum leucostomum, Bionectria foi isolada de pimenta na Coréia (Paul et
al., 2013), Eupenicillium isolado na China de folhas de Murraya paniculatar (Wang et
al., 2012). A classe Agaricomycetes foi descrita por Brum et al., (2012) como espécie
endofitica que possui capacidade de controlar espécies patogénicas de fungo.

Paecilomyces lilacinus é um fungo amplamente utilizada comercialmente como
inoculante contra Nematoides, (bioativo Bioact WG® - Prophyta) (Berg, 2009).

Periconia macrospinosa € uma espécie endofitica descrita por Mandyam et al.
(2012) que se associa a gramineas nativas de pradaria do leste de Kansas no Estados
Unidos da América. Esta espécie é caracterizada pela presenca de hifas septadas na
coloragdo marrom e estruturas de microesclerdcios, tipicas do grupo de DSE.

O valor de diversidade de Shannon H’encontrado nas populacdes de fungos
endofiticos de A. othonianum foi de 1,82, valor consideravel para regides
edafoclimaticas como a do Cerrado Brasileiro. Ao estudar folhas e caules em éareas
deserticas na China, Sun et al. (2012) obtiveram valores para o indice de Shannon
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variando 0,29-4,78, e Bezerra et al. (2013) encontraram valores totais de 2,99 ao estudar
cactus (Cereus jamacaru DC) no Brasil. Costa et al. (2012) encontraram indice de
diversidade de Shannon na estacéo seca de 1,03, e um pouco menor no periodo chuvoso

(H'=1,02) ao estudar isolados endofiticos de Manguezal no nordeste do Brasil.

3.3 Tracos funcionais das espécies endofiticas

Os 12 fungos testados foram capazes de solubilizar fosfato insoltvel. O fosfato
de céalcio foi a fonte de fosfato mais solubilizada, em que P. kloeckeri (4,1 mg L™), E.
shearii (3,9 mg L™) e P. lilacinus (3,7 mg L) foram os microrganismos que mais
solubilizaram esta fonte de fosfato, seguido por F. oxysporum (3,2 mg L™), P.
macrospinosa (3,2 mg L™?), C. cladosporioides (3,2 mg L™) e Agaricomycetes sp. (3,1
mg L™).

Para fosfato de ferro Agaricomycetes sp. (2,2 mg L™) e B. ochroleuca (2,0 mg L’
1 seguidos por P. lilacinus (1,5 mg L™, C. cladosporioides (1,5 mg L™), F. oxysporum
(1,4 mg L™), Diaporthe sp. (1,4 mg L) e E. shearii (1,2 mg L™), tiveram as maiores
respostas.

P. pinophilum teve as menores respostas para solubilizacdo de fosfato de célcio
(1,4 mg L) e ferro (0.1 mg L™). N&o houve diferenca entre os microrganismos testados

para solubilizacdo de fosfato de aluminio (Tabela 2).
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Tabela 2. Solubilizacdo in vitro de fosfato de calcio (CaHPOa), ferro (FePOa4) e
aluminio (AIPO4) por fungos endofiticos de caju-de-arvore-do-cerrado
(Anacardium othonianum Rizzini). Rio Verde — GO, 2013.

Fosfato dissociado (mg L™)

Espécies
CaHPO, FePO, AIPQy,,
Penicillium kloeckeri Fun216B 4,17 Aa 1,0Chb 0,9 Ab
Eupenicillium shearii Fun22C 3,9 Aa 1,2Bb 0,6 Ac
Paecilomyces lilacinus Fun111C 3,7 Aa 1,5Bb 1,0Ab
Fusarium oxysporum Fun203B 3,2Ba 1,4 Bb 0,6 Ac
Periconia macrospinosa Fun502A 3,2 Ba 0,8 Cb 0,6 Ab
Cladosporium cladosporioides Fun422A 3,2Ba 1,5Bb 0,5 Ac
Agaricomycetes sp. Fun04C 3,1Ba 2,2 Ab 1,2 Ac
Bionectria ochroleuca Fun411A 2,8 Ca 2,0 Ab 1,3 Ac
Phomopsis lagerstroemiae Fun520A 2,7 Ca 0,7Cb 0,5 Ab
Diaporthe sp. Fun510A 2,5 Ca 1,4 Bb 1,0Ab
Phomopsis asparagi Fun530A 2,3 Ca 0,9Cb 0,8 Ab
Penicillium pinophilum Fun118C 1,4 Da 0,1 Db 0,5 Ab

“Médias seguidas pela mesma letra, maitsculas na coluna e mindsculas na linha, néo
diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%).

O P ¢ considerado um macronutriente essencial ao crescimento e
desenvolvimento vegetal, tendo em vista sua atuacdo estrutural, funcional e na
transferéncia de energia (Ma et al., 2011). Alguns microrganismos tém papel importante
no ciclo do P, sendo responsaveis pela sua hidrélise tornando-o disponivel as plantas.
Estes processos sao mediados por enzimas e acidos organicos (Yang et al., 2012).

Os microrganismos solubilizadores de fosfato atuam sobre o fosfato insoltvel
por meio de fosfatases, principalmente fosfatases &cidas, com a producdo de acidos
organicos e inorganicos reduzindo o pH, obtendo entdo o fosfato disponivel para as
plantas (Pelzer et al., 2011; Ma et al., 2011).

Isolados endofiticos de Hyptis marrubioides Epling (Lamiaceae), espéecie nativa
do Cerrado demonstraram capacidade de solubilizacdo de fosfato, em especial trés
cepas, foram qualificadas como de potencial (Vitorino et al., 2012).

Os fungos endofiticos de A. othonianum sintetizaram AIA, em destaque

Fusarium oxysporum (1,7 pg mL™), seguido de Bionectria ochroleuca (0,3 pg mL™),
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Periconia macrospinosa (0,3 pg mL™), Phomopsis lagerstroemiae (0,3 pg mL™),
Penicillium kloeckeri (0,2 pg mLY) e Eupenicillium shearii (0,1 pg mL™) (Tabela 3).

Tabela 3. Producéo in vitro de acido indolacético (AlA) por fungos endofiticos de caju-
de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizzini). Rio Verde — GO,

2013.
Espécies AIA pg mL™?
Fusarium oxysporum Fun203B 1,7A
Bionectria ochroleuca Fun411A 0,3B
Periconia macrospinosa Fun502A 0,3B
Phomopsis lagerstroemiae Fun520A 0,3B
Penicillium kloeckeri Fun216B 0,2B
Eupenicillium shearii Fun22C 0,1B
Phomopsis asparagi Fun530A 01C
Penicillium pinophilum Fun118C 0,1C
Agaricomycetes sp. Fun04C 0C
Diaporthe sp. Fun510A 0C
Cladosporium cladosporioides Fun422A 0C
Paecilomyces lilacinus Fun111C 0C

“Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%).

Isolados endofiticos de Trichoderma testados por Oliveira et al. (2012) e Badawi
et al. (2011) foram capazes de produzir AlA in vitro e 0 uso do precursor L-triptofano
proporcionou efeito positivo como indutor para a sintese deste fitormdnio. Segundo
Vitorino et al. (2012) 52% dos isolados endofiticos de Hyptis marrubioides Epling

(Lamiaceae), foram capazes de sintetizar AIA in vitro.

4 Concluséo

As raizes de Anacardium othonianum Rizzini estdo associadas a fungos
micorrizicos arbusculares e a dark septados.

Doze espécies endofiticas foram isoladas em Anacardium othonianum Rizzini,

sendo que sete possuem capacidade de solubilizagdo de fosfato e uma de sintetizar AlA.
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