Notas Cientificas

Ocorréncia de fungos endofiticos "dark septate” em raizes
de Oryza glumaepatula na Amazoénia

Gilmara Maria Duarte Pereira!”, Karen Gongalves Ribeiro!”, Paulo Ivan Fernandes Junior®,
Marcos José Salgado Vital™, Maria Catarina Megumi Kasuya® e Jerri Edson Zilli*

(MUniversidade Federal de Roraima, Campus Paricarana, Avenida Capitdo Ené Garcez, s/n®, Bairro Aeroporto, CEP 69304-000 Boa Vista,
RR. E-mail: gmdpereira@hotmail.com, karenkgr@gmail.com, marcos.vital@pg.cnpq.br ®Embrapa Semiarido, BR 428, Km 152 Zona Rural,
CEP 56302-970 Petrolina, PE. E-mail: paulo.ivan@cpatsa.embrapa.br ®Universidade Federal de Vigosa, Departamento de Microbiologia,
Avenida P. H. Rolfs, s/ne, CEP 36570-000 Vigosa, MG. E-mail: mkasuya@ufv.bor ®Embrapa Roraima, BR 174, Km 08, Distrito Industrial,
Caixa Postal 133, CEP 69307-970 Boa Vista, RR. E-mail: zilli@cpafrr.embrapa.br

Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a ocorréncia de fungos endofiticos "dark septate" (DSEF)
em Oryza glumaepatula, na Amazonia, e sua capacidade de colonizagdo in vitro. Foram coletadas plantas de
O. glumaepatula em érea de cerrado e de mata em Roraima. As raizes foram tratadas para a observagao de hifas
melanizadas septadas e de microesclerodios. Os fungos foram isolados em meio agar malte. Os DSEF foram
observados em plantas coletadas em ambos os ambientes, com maior colonizagdo nas coletadas da mata. Um
isolado foi capaz de colonizar o hospedeiro original e também plantas de Oryza sativa, exibindo as estruturas
caracteristicas de DSEF em plantas de arroz saudaveis.

Termos para indexacdo: Oryza sativa, arroz silvestre, micossimbionte.

Occurrence of dark septate endophyte fungi in Oryza glumaepatula
roots in Amazonia

Abstract — The objective of this work was to assess the occurrence of dark septate endophyte fungi (DSEF)
in Oryza glumaepatula in Amazonia, and its in vitro colonization capacity. Oryza glumaepatula plants were
collected in forest and cerrado areas of the Roraima state, Brazil. The roots were prepared to observe septate
melanized hyphas and microesclerotia. The isolation of fungi was done in agar malte medium. Dark septate
endophyte fungi were observed in plants from both environments, with higher colonization on those collected
in the forest. One isolate was able to colonize the original host and also Oryza sativa plants, exhibiting typical
DSEF structures in rice healthy plants.

Index terms: Oryza sativa, wild rice, mycossimbiont.

Oryza glumaepatula Steud. é uma espécie de arroz
silvestre que ocorre no Pantanal Mato-grossense, no
Planalto Central e em areas de varzea da Amazonia
(Rangel et al., 2006). A abundante produgdo de
biomassa de plantas sadias em ambientes oligotrdficos,
em varzeas da Amazonia, indica que essa espécie €
capaz de estabelecer associagdes mutualistas com
microrganismos que auxiliam o seu estabelecimento e
desenvolvimento.

Recentemente, a associagdo entre espécies de
arroz silvestre com bactérias diazotroficas (Zhang
et al.,, 2008) e fungos endofiticos "dark septate"
(DSEF) (Yuan et al., 2010) foi relatada. Alguns
autores tém sugerido que os DSEF sdo capazes

de estabelecer associa¢des mutualistas com seus
hospedeiros, pois atuam como promotores do
crescimento vegetal e, principalmente, facilitam
a absorcdo de fosforo e nitrogénio (Chen et al.,
2010). Também tem sido observado que os DSEF
podem coexistir com fungos micorrizicos e produzir
metabolitos capazes de aumentar a germinagdo, o
crescimento ¢ a ramificagdo de hifas desses fungos,
beneficiando a planta hospedeira de forma indireta
(Scervino et al., 2009). Porém, diferentemente de
fungos micorrizicos arbusculares, os DSEF néo sao
biotroficos obrigatdrios, o que facilita seu cultivo em
meio de cultura e o desenvolvimento de inoculantes
que visem a promog¢do do crescimento vegetal.
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No Brasil, estudos recentes mostram que diversas
espécies arbdreas e herbaceas, em area de cerrado
em Minas Gerais (Detmann et al., 2008), ¢ espécies
aquaticas, coletadas em diferentes pontos da Bacia
do Rio Parana (Marins et al., 2009), sao colonizadas
por DSEF. Na Amazonia, ndo se tem conhecimento
de estudos que avaliam a ocorréncia de DSEF em
associacao com espécies vegetais.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a ocorréncia de
DSEF em O. glumaepatula, coletadas em areas de mata
e cerrado do Estado de Roraima, bem como avaliar a
colonizagdo de O. sativa por isolados de DSEF em
condi¢des gnotobidticas.

Foram realizadas duas coletas de plantas de
O. glumaepatula, entre os meses de setembro de 2009
e marco de 2010: a primeira em uma area de cerrado,
no Municipio de Bonfim, RR (02°58'N, 60°21'W);
e a segunda, nas proximidades de uma area de mata
proxima ao Parque Nacional do Virua, Caracarai, RR
(01°24'N, W 60°59'W). No cerrado, foram coletadas
plantas em estagio reprodutivo, em locais alagados e
secos. Em cada um dos locais, foram coletadas trés
touceiras, em trés pontos distintos, resultando num total
de seis amostras compostas. Em area de mata, foram
coletadas plantas de arroz jovens e em fase reprodutiva,
em trés pontos distintos, também com trés touceiras,
resultando num total de seis amostras compostas.
As plantas foram acondicionadas em sacos de plastico
e encaminhadas ao laboratério de Microbiologia do
Solo, da Embrapa Roraima, Boa Vista, RR.

Para a observacdo das estruturas tipicas de DSEF,
o sistema radicular das plantas foi seccionado em
fragmentos de aproximadamente 1 cm, que foram
fixados em formol, acido acético e alcool etilico
(FAA), na proporgdo 1:1:5, v v''. Posteriormente, as
raizes foram diafanizadas, neutralizadas e coradas com
azul de tripano em lactoglicerol, conforme Brundrett
et al. (1996), com adaptagoes de exposicdo das raizes
ao KOH a temperatura ambiente. A presenca de
microesclerodios e hifas melanizadas septadas foi
observada sob microscopio optico, Leica 2500DM,
e registradas utilizando-se camera Leica DFC 295
(Leica, Oberkochen, Alemanha).

A determinacdo da percentagem de colonizagdo
de raizes por DSEF, nas areas de mata e de cerrado,
foi realizada pelo método da contagem em lamina
quadriculada (Giovannetti & Mosse, 1980), em que 40
segmentos de raizes por planta, de aproximadamente
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1 cm, foram selecionados ao acaso e montados
paralelamente em uma lamina de microscopio, com trés
repetigoes. Os dados de percentagem de colonizacdo
foram transformados para In(y) e as médias comparadas
pelo teste t de Bonferroni a 10% de probabilidade.

Para o isolamento dos DSEF, as raizes nio fixadas
foram desinfestados superficialmente com hipoclorito
de sodio a 2% e peroxido de hidrogénio a 33%, por 2
e 1 min, respectivamente (Ahlich & Sieber, 1996). Em
seguida, as raizes foram seccionadas em fragmentos
de 1 cm e colocadas em placas com meio de cultura
agar malte (extrato de malte 20 g L' e agar 15 g L),
adicionado de cloranfenicol (100 mg L'). As placas
foram incubadas em estufa a 28°C, no escuro, € o
aparecimento das colonias fungicas melanizadas
foi monitorado diariamente, durante duas semanas.
Os isolados obtidos foram depositados na Colegdo
de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa
Roraima.

Posteriormente, realizou-se um  experimento
em vasos, para avaliar a capacidade dos isolados
fingicos, obtidos de O. glumaepatula, colonizarem
raizes do hospedeiro original, € a produgdo das estruturas
caracteristicas de DSEF. As sementes de arroz foram
desinfestadas superficialmente com hipoclorito de
sodio, pré-germinaram em agar-agua e, posteriormente,
foram transferidas para vasos com meio Hoagland %2
for¢a (Hoagland & Arnon, 1950), com 6 g L' de agar.
Seis plantulas de arroz foram transplantadas para cada
vaso e submetidas a infestagdo por meio de discos de
agar malte com 3 mm de didmetro, que continham o
isolado fungico. Os vasos receberam 1 mL de 4gua por
semana e foram mantidos por seis semanas em camara
de crescimento com fotoperiodo de 12 horas.

Conduziu-se, também, um ensaio para avaliar a
capacidade de colonizagdo porum dos isolados fungicos
em plantas de arroz comercial O. sativa, nas condi¢des
experimentais descritas para O. glumaepatula.

Houve diferenca significativa na percentagem
de colonizacdo por DSEF entre as plantas de
O. glumaepatula coletadas em area de mata e as de
cerrado. A média de colonizagdo por DSEF foi de 16
e 7,7%, em plantas das areas de mata e de cerrado,
respectivamente. Esta diferenca na colonizacdo
de plantas por DSEF, entre os dois ambientes
estudados, era esperada, uma vez que o solo da area
de mata apresenta maior teor de matéria organica e de
nutrientes em comparacdo ao do cerrado. Na area de
cerrado, a percentagem de colonizagdo de plantas por
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DSEF foi igual nas areas alagadas e seca, o que indica
que esses fungos sdo capazes de colonizar as plantas
de O. glumaepatula em condigdes de alagamento
(Figura 1). Na 4rea de mata, a coloniza¢do das
plantas de arroz em estadio reprodutivo foi maior do
que nas plantas em estadio juvenil, o que indica que
a colonizacdo de raizes de arroz silvestre por DSEF
pode ser influenciada pelo estddio fisiologico das
plantas (Lingfei et al., 2005). H4 indicios de que a
associacao entre arroz silvestre e DSEF seja semelhante
a associacdo micorrizica (Mandyam & Jumpponen,
2005), cuja percentagem de colonizagdo ¢ maior em
plantas em estadio reprodutivo, em comparacdo a
plantas mais jovens (Saif, 1977). E importante destacar
que as areas amostradas na mata compdem uma regiao
de solo permanentemente umido, encharcado ou até
mesmo alagado e, consequentemente, o arroz apresenta
constante rebrota ou até mesmo habito perene (Rosa
etal., 2006). Na area de cerrado, as plantas apresentam,
predominantemente, hdbito anual, com propagacao por
sementes. Elas se desenvolvem a medida que aumenta
o nivel das dguas na estacdo chuvosa, e desaparecem
na estiagem (Rangel et al., 2006). Provavelmente, a
permanencia de plantas de arroz em solo do ambiente
de mata, propicie a manutengdo de elevado nimero de
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Figura 1. Percentagem de colonizag@o por fungos endofi-
ticos "dark septate" em plantas de Oryza glumaepatula,
coletadas em areas de cerrado — Alagada, local com solo
alagado; Seca, local com solo seco — e de mata — Juvenil,
plantas em estadio juvenil; Reprodutiva, plantas em estadio
reprodutivo —, no Estado de Roraima. Médias seguidas de
letras iguais, no mesmo ambiente, ndo diferem entre si, pelo
teste t de Bonferroni, a 10% de probabilidade. As barras
indicam o erro-padrdo da média.

propagulos de DSEF no solo, o que favoreceria a maior
colonizagdo das plantas.

Foram obtidos 105 isolados das raizes de
O. glumaepatula, dos quais 50 apresentaram micélios
melanizados e septados, portanto, foram considerados
DSEF. Destes 50, cinco foram inoculados in vitro
em plantas de O. glumaepatula, tendo-se constatado
que quatro deles, apesar de produzirem estruturas
caracteristicas de DSEF, apresentaram comportamento
de fitopatogeno e influenciaram negativamente o
desenvolvimento das plantas. Apenas um isolado
(ERRO04F) foi capaz de colonizar o cértex das raizes
e produzir estruturas caracteristicas de DSEF, como
microesclerodios e hifas septadas, em plantas saudaveis
(Figura 2). Esse isolado também foi submetido a
inoculagdo em plantas de arroz comercial, tendo-se
observado a presencga de estruturas caracteristicas de
DSEF, sem ocorréncia de sintoma de patogenicidade
na planta.

A obtengao de isolados com caracteristicas culturais
similares as dos DSEF que, apés a reinoculacao
no hospedeiro original, desencadeiam reagdes de
patogenicidade, tem se mostrado comum em trabalhos
de prospeccdo destes fungos (Yuan et al., 2010).
Porém, também ¢ possivel encontrar isolados fiungicos
pertencentes a géneros patogénicos em arroz silvestre

\

que, quando submetidos a inoculagdo em O. sativa,

ERRO04F

Figura 2. Colonizagdo de plantas de Oryza glumaepatula,
coletadas em area de cerrado e de mata, do Estado de Roraima,
por fungos endofiticos "dark septate". Microesclerodios (M) e
hifas melanizadas septadas (H), em plantas coletadas em area
de cerrado (A) e mata (B). Plantas sadias de O. glumaepatula,
sem inoculag@o (controle), e submetidas a inoculagdo com o
isolado ERRO04F (C). Hifas melanizadas septadas do isolado
ERROO4F em Oryza sativa (D) e em O. glumaepatula (E),
apods 30 dias de inoculacdo. Linhas nas figuras indicam 0,5 mm.
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ndo desencadeiam os sintomas de patogenicidade
e promovem o crescimento vegetal (Yuan et al.,
2010). A obtengdo de um isolado capaz de colonizar
as raizes de O. glumaepatula e, especialmente, de
O. sativa constitui uma importante perspectiva para a
avaliagdo e selecdo de isolados de fungos promotores
de crescimento de arroz comercial, que sejam de facil
manuseio em laboratorio.

O comportamento diferenciado desses fungos, em
laboratério, indica que hd uma grande diversidade
de DSEF associados, especialmente porque esses
fungos apresentam elevado polimorfismo. Estudos
de taxonomia e experimentos de inocula¢do podem
revelar a diversidade destes fungos, bem como
demonstrar seu potencial biotecnoldgico para o arroz
comercial. A taxonomia polifasica tem sido utilizada
na descricao de diversas espécies, como Harpophora
oryzae, isolada de raizes de O. granulata na China
(Yuan et al., 2010).
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