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RESUMO

Fungos endofiticos sdo microrganismos especificos que residem em tecidos
vegetais, estabelecendo uma simbiose mutualistica sem causar sintomas
patogénicos ou danos ao hospedeiro. Essa simbiose promove o crescimento das
plantas, conferindo-lhes resisténcia contra patdégenos e estresses ambientais,
além de melhorar a absorcéo de nutrientes e a tolerancia a condi¢cdes adversas.
Esta pesquisa investigou a diversidade e o potencial biotecnoldgico de fungos
endofiticos associados as folhas e frutos do pequizeiro (Caryocar coriaceum
Wittm), focando na selecéo de estirpes adaptadas a fatores ambientais e em
campo. Dez isolados de fungos endofiticos do pequizeiro, integrantes da colecéo
de culturas microbianas do Centro Mutidisciplinar de Luis Eduardo Magalhées
(CMLEM), foram selecionados entre aqueles com capacidade de inibir o
crescimento de fitopatdégenos in vitro. Os isolados foram reativados a partir do
estoque (Castellani). Apds reativacéo (28 °C + 2 por até sete dias), os aspectos
macromorfolégicos foram contrastados com os previamente descritos. Quatro
isolados foram escolhidos, devido ao seu grau de esporulacdo, para ensaios de
caracterizacdo funcional e avaliagdo de resisténcia a estresses abidticos,
incluindo crescimento em diferentes meios de cultura, sob estresse salino, em
diferentes temperaturas e pHs. A micromorfologia dos fungos foi explorada por
meio de microcultivo, permitindo a observacdo de estruturas vegetativas e
reprodutivas sob microscépio éptico. Os resultados indicaram que o fungo V5F2
demonstrou crescimento 6timo nos meios BDA e SDA, mais baixo em meios
salinos e Czapeck. O V10F2 exibiu excelente crescimento, exceto no BDA sem
hidréxido de sodio. Com relagéo a temperatura, todos os isolados, exceto o fungo
V5F2, demonstraram um crescimento completo, a 25°C, indicando uma boa
adaptacao a temperatura ambiente. Contudo, nenhum dos isolados foi capaz de
alcancar um crescimento satisfatorio a 40°C, o que indica uma incapacidade
geral de adaptacéo a condi¢cOes de temperatura extrema. Em relacdo ao pH, a
maioria dos isolados cresceu bem, exceto V5F2 em pH acido. No que diz
respeito a elucidacdo taxondmica, o isolado V10F2 foi identificado como
pertencente ao género Rhizoctonia. Novos esfor¢cos devem ser empreendidos a

fim de alcancar a identificagdo dos demais isolados.



Palavras-chave: Estresse abiotico, interacdo fungo-planta, potencial de

biocontrole.



ABSTRACT

Endophytic fungi are specific microorganisms that reside in plant tissues,
establishing a mutualistic symbiosis without causing pathogenic symptoms or
damage to the host. This symbiosis promotes plant growth, conferring resistance
against pathogens and environmental stresses, in addition to improving nutrient
absorption and tolerance to adverse conditions. This research investigated the
diversity and biotechnological potential of endophytic fungi associated with the
leaves and fruits of the pequi tree (Caryocar coriaceum Wittm), focusing on the
selection of strains adapted to environmental factors and in the field. Ten isolates
of endophytic fungi from the pequi tree, members of the microbial culture
collection of the Luis Eduardo Magalhdes Multidisciplinary Center (CMLEM),
were selected among those with the ability to inhibit the growth of phytopathogens
in vitro. The isolates were reactivated from the stock (Castellani). After
reactivation (28 °C £ 2 for up to seven days), the macromorphological aspects
were contrasted with those previously described. Four isolates were chosen, due
to their degree of sporulation, for functional characterization and evaluation of
resistance to abiotic stresses, including growth in different culture media, under
saline stress, at different temperatures and pHs. The micromorphology of the
fungi was explored through microcultivation, allowing the observation of
vegetative and reproductive structures under an optical microscope. The results
indicated that the fungus V5F2 demonstrated optimal growth in PDA and SDA
media, with lower growth in saline and Czapeck media. V10F2 exhibited excellent
growth, except in PDA without sodium hydroxide. Regarding temperature, all
isolates, except fungus V5F2, demonstrated complete growth at 25 °C, indicating
good adaptation to room temperature. However, none of the isolates was able to
achieve satisfactory growth at 40 °C, indicating a general inability to adapt to
extreme temperature conditions. Regarding pH, most isolates grew well, except
V5F2 at acidic pH. Regarding taxonomic elucidation, isolate V10F2 was identified
as belonging to the genus Rhizoctonia. Further efforts should be undertaken in

order to achieve the identification of the remaining isolates.

Keywords: Abiotic stress, fungus-plant interaction, biocontrol potential.
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1. INTRODUCAO

O Cerrado, um bioma predominante no centro-norte brasileiro que se
estende até a regido oeste da Bahia, abriga uma diversidade de espécies
vegetais, incluindo o pequizeiro, o qual pode ser da espécie Caryocar brasiliense
Camb, C. coriaceum Wittm e C. cuneatum Wittm (OLIVEIRA JUNIOR, 2022). O
fruto desse pequizeiro, conhecido como pequi, destaca-se por seu elevado valor
nutricional e comercial (FLAUZINO, 2020; COSTA, 2023).

Assim como todas as plantas, o pequizeiro possui o0 potencial de
estabelecer associacbes com microrganismos. Esses microrganismos podem
colonizar diferentes partes da planta, como os espacos intercelulares dos tecidos
vegetais (colonizacdo endofitica) ou as superficies das plantas (colonizacao
epifitica). (TORRES et al., 2022).

A relacdo entre plantas e microrganismos tornou-se uma area de pesquisa
em expansdo, especialmente no Brasil, devido ao clima tropical e a vasta
biodiversidade de flora e microbiota do pais (CECHINEL FILHO, 2020). Neste
sentido, houve um crescente reconhecimento da importancia dos
microrganismos associados as plantas, com foco especial nos enddfitos, que
habitam os tecidos vegetais sem prejudicar seus hospedeiros. Embora tenham
sido identificados no passado, os microrganismos endofiticos receberam
atencdo mais ampla apenas nas ultimas duas décadas, quando seu papel crucial
na adaptacdo das plantas e na producdo de uma variedade de metabdlitos,
incluindo os secundarios e primarios, foi destacado (CASAS et al., 2021). Esses
metabdlitos tém aplicacdes biotecnolégicas diversas, abrindo caminho para a
producdo de substancias como vacinas, enzimas, antibiéticos, antifingicos e até
mesmo anticancerigenos, representando um mercado global de grande valor
econdmico (GUISELINI, 2023).

Na literatura cientifica, encontram-se relatos que evidenciam a capacidade
dos fungos endofiticos, sejam filamentosos e leveduriformes, em produzir
diversos metabolitos secundéarios bioativos com aplicacdo biotecnoldgica,

incluindo atividade antimicrobiana que pode ser explorada no controle de
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fitopatogenos (KAMEL et al., 2020; NAIK et al., 2019; SADRATI et al., 2013). De
fato, varias espécies de fungos tém sido empregadas em estratégias de controle
biolégico de doencas vegetais, destacando-se géneros como Trichoderma e
Penicillium (BAILEY et al., 2008; GAO; DAI; LIU, 2010; KOSAWANG et al., 2018;
SAAD; GHAREEB; SAEED, 2019).

A implementacédo eficaz de fungos endofiticos em programas de controle
biolégico de doencas vegetais requer uma andlise abrangente do alcance de
suas acoes e da habilidade de sobreviver e se adaptar a situacdes de estresse
abidtico. Esse conhecimento € essencial para garantir que esses
microrganismos possam desempenhar um papel consistente e confiavel na
protecdo das plantas contra patdégenos, mesmo em condigcbes ambientais
exigentes (FONTANA et al., 2021).

13



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a diversidade e potencial biotecnolégico de fungos
endofiticos associados as folhas e aos frutos do pequizeiro (Caryocar
coriaceum Wittm), visando a selecdo de estirpes quanto a adaptacdo a
fatores ambientais e identificacdo taxonémica para o biocontrole de doencas

em campo.

2.2 Objetivos Especificos

e Analisar o potencial in vitro de controle biolégico exercido por fungos
endofiticos obtidos de C. coriaceum sobre fungos fitopatogénicos;

e Avaliar o crescimento in vitro, dos fungos endofiticos associados as folhas
e aos frutos do pequizeiro sob diferentes temperaturas e diferentes pHs;

e Investigar as respostas dos isolados a diferentes meios de cultura;

e Verificar a tolerancia dos isolados fungicos a diferentes concentracdes de
cloreto de sbédio (NaCl) para avaliar seu potencial de sobrevivéncia em
ambientes salinos;

e Identificar, o possivel nivel taxondbmico das espécies flngicas mais

promissoras para uso biotecnoldgico.
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3. JUSTIFICATIVA

A pesquisa aborda desafios agricolas na regido Oeste da Bahia, importante
produtora de soja e milho. A busca por alternativas sustentaveis para o controle
de doencas em plantas é essencial devido a limitagbes das praticas
convencionais, como 0 uso extensivo de agrotoxicos, fungicidas e pesticidas.
Fungos endofiticos surgem como solugbes promissoras, coexistindo
harmoniosamente com plantas hospedeiras e protegendo-as de doencas. A
regido, lider na produgdo agricola, pode se beneficiar com estratégias de

controle biolégico baseadas nesses microrganismos.

O potencial dos fungos endofiticos associados ao pequizeiro, espécie do
Cerrado, € inovador. Explorar a diversidade e metabdlitos desses fungos pode
criar base sélida para bioprodutos de controle biolégico, oferecendo abordagem
sustentavel ao manejo de doencgas agricolas. Esses produtos também tém

potencial biotecnoldgico, contribuindo para a economia local e nacional.

O cultivo e experimentacdo com fungos em laboratério frequentemente
ocorrem em condi¢bes ideais de temperatura, pH, entre outros, diferindo
significativamente das condicbes de campo, marcadas por diversos estresses
abidticos. Este estudo busca contribuir para o entendimento do comportamento
de fungos endofiticos frente a tais estresses, considerando, inclusive, o0 aumento
global das temperaturas, as altera¢des climaticas e seu impacto no tempo de
cultivo, associados a perda de produtividade. O objetivo é subsidiar a futura
incorporacdo desses fungos em praticas eficazes de controle biolégico em

condi¢cBes de campo desafiadoras.

Além disso, a pesquisa na regido possibilita colaboracdo direta entre
academia e agricultores, enriqguecendo a aplicabilidade pratica dos resultados.
Isso atende a necessidade de solucdes adaptadas a realidade agricola local. Em
suma, o projeto busca enfrentar desafios agricolas ao explorar o potencial dos
fungos endofiticos, proporcionando beneficios sustentaveis a producao agricola

e a economia regional e nacional.
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4. REFERENCIAL TEORICO

4.1 Cerrado

O Cerrado € um bioma presente na regiao tropical do continente sul-
americano, abrangendo desde os limites inferiores da Amazonia até os estados
de S&o Paulo e Paranad. Também inclui areas menores no Leste boliviano e
nordeste paraguaio, totalizando uma extensao de mais de 2,0 milhdes de km?
(OLIVEIRA FILHO e RATTER, 1995). E o segundo maior bioma brasileiro,
ficando atras apenas da Floresta Amazoénica. Estendendo-se por mais de 1.200
km de Leste a Oeste e mais de 1.000 km de Norte a Sul, no centro do Brasil, o
Cerrado é conhecido por suas paisagens deslumbrantes, caracterizadas por
aguas cristalinas, flores e frutos. Ele € predominante nos estados de Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais, Tocantins, Piaui e Distrito
Federal, sendo também encontrado em outros seis estados brasileiros, bem
como parte do oeste da Bahia (DA SILVA TEIXEIRA; DA FONSECA, 2022).

Apesar de sua riqueza bioldgica, o Cerrado enfrenta ameacas significativas
devido a atividade humana, sendo internacionalmente reconhecido como um dos
25 hotspots, (25 regides no mundo que possuem alta biodiversidade e um
namero significativo de espécies endémicas). Essas regides, apesar de sua rica
diversidade, estdo ameacadas pela perda de habitat (ZANIRATO, 2021). A
rapida transformacgéo do bioma é preocupante. O “jardim das arvores tortas" esta
sendo substituido por vastas areas de cultivo, como soja, algodao, cana-de-

acucar e eucalipto, além de pastagens para a pecuaria (MACHADO, 2023).

Essa degradagcdo n&o apenas coloca em risco a biodiversidade
impressionante do Cerrado, mas também ameaca regifes essenciais para as
principais bacias hidrogréaficas do Brasil e a subsisténcia de muitas comunidades
locais. Com mais de 15 mil espécies de plantas e 1.570 espécies de animais, 0

Cerrado é uma das savanas mais biodiversas do mundo (DIANESE et al., 1997).

Para enfrentar essa situacéao critica, € essencial que a sociedade brasileira
e 0 governo revejam suas estratégias de conservacdo para o Cerrado
(CARRAZA e FIGUEREDO, 2010). A exploracdo extrativista dos recursos

naturais, como o pequizeiro (C. brasiliense Camb e C. coriaceum Wittm), pode
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oferecer uma alternativa sustentavel para as comunidades locais e contribuir

para a recuperacao de areas degradadas.

4.2 Desafios Fitopatologicos na Producdo Agricola do Cerrado do
Oeste da Bahia

O setor agricola na regido Oeste assume um papel central como principal
produtora de grdos na Bahia, gerando divisas essenciais para o estado e
contribuindo significativamente para a economia nacional. O cultivo em larga
escala, com énfase em culturas-chave como soja, milho e algodao, destaca a
diversidade econdmica regional. Essas culturas desempenham fungdes cruciais
na seguranca alimentar, industria téxtil e geracdo de empregos. Além disso, o
setor promove o desenvolvimento rural, a fixagcdo populacional no campo e a
implementagdo de praticas sustentaveis, resultando em eficiéncia agricola e

minimizacéo dos impactos ambientais adversos (FRIAS et al., 2021).

A producédo agricola no Cerrado do Oeste da Bahia enfrenta desafios
significativos devido a diversas doencas que limitam o crescimento e a
produtividade das culturas, com destaque para o mofo branco, também
conhecido como podridao do caule, causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum.
Esta patologia afeta varias culturas, incluindo o algodéo, sendo responsavel por
bilhdes de dolares em perdas de colheitas (BOLAND e HALL, 1994). A utilizacdo
excessiva de fungicidas quimicos para mitigar as perdas tém impactos
ambientais e de saude, além de acelerar a selecdo de cepas resistentes do
patogeno (KOMAREK et al., 2010).

O uso isolado de fungicidas quimicos para controlar o mofo branco
apresenta resultados inconsistentes devido a dificuldade em alcancar uma
cobertura adequada do patégeno, resultando na necessidade de medidas
alternativas (MEYER et al., 2014). Estratégias de controle biolégico, como o uso
de Trichoderma spp., tém se mostrado eficazes no manejo de S. sclerotiorum
em diversas culturas, incluindo o algodao (LI et al., 2005). Trichoderma atua
parasitando e degradando os esclerédios do fungo, proporcionando uma

alternativa sustentavel aos fungicidas quimicos (FERRAZ et al., 2011).
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Outro desafio fitopatoldgico relevante é a murcha causada por Fusarium
oxysporum, que produz altos niveis de murcha vascular na soja. Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici € um patdégeno transmitido pelo solo, dificil de
controlar com tratamentos quimicos convencionais. O desenvolvimento de
cultivares resistentes tem sido uma estratégia, mas a pesquisa é prejudicada
pela falta de conhecimento da variabilidade genética do fungo (MILANESI et al.,
2013).

A busca por solugdes bio-racionais levou ao interesse renovado no controle
biolégico como alternativa de manejo. Microrganismos benéficos, como
Pseudomonas, Bacillus e Streptomyces, tém sido explorados devido as suas
propriedades antagonistas contra patégenos de plantas (NOBRE et al., 2021).
Esses agentes de biocontrole oferecem potencial no controle de doencas,
proporcionando uma abordagem sustentavel e reduzindo a dependéncia de

fungicidas quimicos.

4.3 Fungos Endofiticos

Os fungos, um grupo diversificado de microrganismos eucarioticos,
desempenham papeis cruciais nos ecossistemas como decompositores e na
ciclagem de nutrientes. Entre eles, os fungos endofiticos, residentes no interior
das plantas sem causar danos aparentes, tém recebido atencdo crescente
devido as suas propriedades bioativas. O reino fungico, estimado em cerca de
1,5 milhdo de espécies, abrange uma vasta diversidade, com aproximadamente
90 mil espécies catalogadas (AZEVEDO, 2014).

Uma abordagem do conceito de microrganismo endofitico, proposta por
Azevedo e Araujo (2007), classifica-os em dois tipos principais: Tipo | e Tipo Il.
Os enddfitos do Tipo | residem em tecidos vegetais sem desenvolvimento de
estruturas externas, enquanto os do Tipo Il podem induzir a formacao de
estruturas externas, como nddulos bacterianos e fungos micorrizicos. Essa
classificacdo destaca a complexidade e a diversidade das interacdes simbioticas
entre 0s microrganismos e suas plantas hospedeiras, revelando o potencial

dessas associagfes para aplicagdes biotecnoldgicas.
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A simbiose entre fungos endofiticos e plantas desempenha um papel
fundamental na defesa e adaptacao das plantas as condi¢bes adversas. Essa
interacdo mutua beneficia ambas as partes, com os endofitos fornece compostos
bioativos, como enzimas, alcaloides e antibiéticos, que conferem maior
resisténcia as plantas contra estresses abidticos e bibticos. Além disso, a
colonizacédo de programas vegetais por esses microrganismos pode resultar na
producdo de metabdlitos secundéarios bioativos, ampliando o potencial

biotecnolégico dessas associacfes (TORRES et al., 2018).

Os fungos endofiticos surgem como candidatos promissores para o
controle biolégico de insetos-praga na agricultura. Esses microrganismos, que
ocupam nichos semelhantes aos fitopatégenos, possuem mecanismos de acao
multifacetados, incluindo microparasitismo (invasao celular limitada) e antibiose
(producdo de substancias inibidoras defensivas), que resultam na inibicdo do
crescimento e reproducdo de microrganismos especificos (SARAIVA et al.,
2014).

4.4 Controle Bioldgico

O controle biolégico se baseia na regulacdo natural das populacbes de
pragas por seus inimigos naturais, divididos em cinco grupos: competidores,
predadores, parasitoides, parasitas e entomopatdégenos, essa interacdo busca
preservar o equilibrio populacional das pragas, promovendo um controle
biologico eficaz e sustentdvel no ambiente agricola. (ZANETTI et al., 2021). O
manejo biologico abrange trés vertentes principais: Controle Biologico Natural
(CBN), que faz a conservacéao de inimigos naturais; Controle Biologico Classico
(CBC), no qual faz a introducdo de inimigos naturais exoticos; e Controle
Biologico Aplicado (CBA), utilizando a liberacdo massal de inimigos naturais
(PARRA, 2021).

A identificacdo e o monitoramento de pragas-chave sdo essenciais para
determinar a estratégia de controle biolégico adequada. A introducdo de

microrganismos, como fungos entomopatogénicos, desempenha papel crucial
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no controle de insetos-praga. Contudo, 0 uso excessivo de pesticidas pode afetar

a eficacia desses microrganismos (SMITH, 2012).

O controle biolégico pode ser aplicado de diferentes maneiras, incluindo a
inoculacdo de inimigos naturais, a liberacdo inundativa em culturas
farmacéuticas e a liberacéo inoculativa estacional em culturas de curta duracao.
Além disso, o controle comportamental de insetos, como a distribuicdo de
adesivos coloridos para captura de pragas, também é uma estratégia utilizada
(MICHEREFF FILHO, 2013).

Ao longo dos 10.000 anos de domesticacao de plantas, os fitopatégenos
representam um desafio constante, limitando as colheitas. Independentemente
do método de cultivo, as plantas enfrentam fitomoléstias. A produgédo em larga
escala depende de defensivos agricolas, mas sua toxicidade impulsiona a busca
por métodos alternativos (PUNJA; UTKHEDE, 2003). No entanto, 0 aumento da
demanda por alimentos livres de residuos toxicos e a conscientizagdo sobre os
impactos de pesticidas levam a reavaliagfes, excluindo métodos tradicionais,
engloba estratégias como controle biolégico e inducdo de resisténcia
(PASCHOLATI, 1998).

Produtos bioldgicos, incluindo biopesticidas, ganham destaque.
Microrganismos como Candida oleophilla e Trichoderma harzianum séo usados
em biopesticidas. No Brasil, a historia do controle biolégico evoluiu com marcos
como a criacdo do Comité Brasileiro de Acdo a Resisténcia a Inseticidas (IRAC-
BR) que fomenta pesquisas e desenvolvimento de trabalhos com produtos
fitossanitarios, além de prover informacdes estratégicas sobre manejo de
resisténcia a inseticidas (CARVALHO; BARCELLOS, 2012).

A integracdo de meétodos quimicos e biolégicos mantém o equilibrio
ambiental. Estratégias integradas, considerando monitoramento e métodos
biolégicos, atendem a necessidade de reduzir intervencbes quimicas,
promovendo uma agricultura sustentavel. Sendo o controle biolégico, uma
resposta eficaz e sustentavel aos desafios agricolas, alinhada a busca por
praticas mais amigaveis ao meio ambiente e seguras para 0s consumidores. O

Brasil, com sua rica biodiversidade, esta cada vez mais orientado para
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estratégias de manejo biolégico, promovendo uma agricultura mais eficiente e

ecologicamente responsavel (ALTIERI et al., 2003).

No contexto do controle biolégico de pragas, fungos desenvolvem
mecanismos especializados de degradacao enzimatica no tegumento do inseto,
contornando os compostos defensivos produzidos pelo hospedeiro. As relacbes
para obtencao de energia podem ser categorizadas em biotrofia (nutricdo a partir
de células vivas), necrotrofia (nutricdo de tecidos mortos) e hemibiotrofia
(inicialmente biotrofico e posteriormente nercrotrofico). Estudos apontam que a
mortalidade de insetos-praga por fungos entomopatogénicos decorre da
acumulacdo de micotoxinas/metabolitos secundéarios nos tecidos da planta,
resultando em diminuicdo na alimentacdo de herbivoros, antibiose em fungos
patogenos e repeléncia (NUNES, 2021). O uso de microrganismos endofiticos
representa uma alternativa relevante aos produtos fitossanitarios convencionais,
com o intuito de reduzir infeccbes patogénicas e populacdes de insetos-praga,
porém muitas vezes, esse enfoque permite um efeito sinérgico quando
empregado em conjunto com produtos compativeis, fortalecendo a estratégia

integrada de combate a doencas e pragas.

4.5 Metabolitos secundarios de fungos endofiticos

Fungos endofiticos auxiliam as plantas na adaptacdo e resisténcia a
estresses, produzindo metabdlitos como enzimas e antibiéticos (ZHANG et al.,
2006). A producdo de metabdlitos bioativos, como alcaloides e terpenos, é
caracteristica dos fungos endofiticos (KELLER et al., 2005; CANUTO et al.,
2012). A diversidade de substancias bioativas possui aplicagcdes em agricultura,
medicina e industria (ZHAO et al., 2010).

Os parametros de cultivo desempenham um papel critico na producao de
metabdlitos secundarios por organismos. Pequenas alteracdes no meio de
cultura podem afetar a producdo de compostos especificos e o perfil geral de
metabolitos. A selecdo adequada das condicbes € fundamental para obter

antioxidantes de fontes microbianas ou vegetais. Além disso, as condi¢des de
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extracdo variam devido a diversidade de antioxidantes naturais em diferentes
materiais (VANDERMOLEN et al., 2013).

Os microrganismos ajustam suas propriedades fisiolégicas e bioquimicas
de acordo com a condicdo nutricional, aprimorando o rendimento de compostos
bioativos. Fatores fisico-quimicos, como temperatura, pH, luz e modificacdes no
meio, podem influenciar essa producéo (LIYANA-PATHIRANA et al., 2005; MIAO
et al., 2006; KIRANMAY!I et al., 2011; WANG et al., 2011).

Brakhage (2013) destaca a producdo especifica de metabdlitos sob
condicOes particulares, regulados por fatores como luminosidade, temperatura,
carbono, nitrogénio, interacdes entre espécies e deficiéncia de ferro. Muitos
genes de biossintese desses metabdlitos podem ndo ser expressos em

condi¢des normais, afetando a deteccéo por métodos analiticos.

Mecanismos de sinalizacdo permitem que microrganismos respondem a
mudancas ambientais, incluindo a deplecdo de nutrientes (PALKOVA et al.,
2004). Estudos recentes por Kumar et al. (2015) confirmam que a producédo de
metabolitos secundérios varia conforme a espécie, a condi¢do nutricional e o
cultivo, onde a composi¢cao do meio influencia a quantidade e a qualidade dos

compostos, como demonstra a figura 1.

22



Comunicacao

Interespécies Fonte de

Nitrogénio pH do melo Status Redox Escassez de
Ferro

Fonte de
Intensidade Carbono

Luminosa

Figura 1: Agrupamento de genes do metabolismo secundario. Fonte: Brakhage,
2013.

4.6 Tolerancia a estresses abiéticos em fungos endofiticos

Diante dos desafios crescentes das mudancas climaticas, praticas
agricolas inovadoras sao Uteis para melhorar a eficacia das culturas em
condicdes de temperaturas elevadas. Um exemplo notavel € o fungo endofitico
termofilico Thermomyces sp. (CpE), que demonstrou eficacia em atenuar os
efeitos adversos do estresse térmico em plantas de pepino. Os tratamentos com
CpE preservaram parametros cruciais, como eficiéncia quéantica do fotossistema
Il, taxa de fotossintese e eficiéncia do uso da agua, enquanto promoviam o
acumulo de compostos benéficos em comparacédo com plantas nao tratadas sob
estresse térmico (ALl et al., 2018). Em condicfes de estresse térmico, as plantas
geralmente aumentam a condutancia estomética, promovendo altas taxas de
transpiragdo. No entanto, plantas tratadas com endoéfitos, como Thermomyces
sp., mantiveram o contetdo hidrico foliar, melhorando a eficiéncia do uso da
agua sob estresse. Esses endofitos termofilicos minimizam as perdas
excessivas de agua através do fechamento estomatico, uma estratégia
adaptativa para preservar a 4gua diante do aumento do estresse térmico (ALl et
al., 2018).
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Além da resposta ao estresse térmico, os endofitos fungicos sdo alterados
para a tolerancia a uma variedade de estresses abidticos. A capacidade de
solubilizar fosfato, produzir sideréforos, antibioticos, fitohormonios e mineralizar
nutrientes desempenha papel vital na promogéo do crescimento das plantas
durante condi¢bes adversas (YUNG et al.,, 2021). Em ambientes salinos,
endofitos como Piriformospora indica tém sido associados ao aumento da
producdo de biomassa, intensificando a capacidade antioxidante das plantas e
regulando enzimas antioxidantes sob estresse salino (BALTRUSCHAT et al.,
2008; MURPHY et al., 2018).

A resiliéncia e a sustentabilidade da agricultura contemporanea estao
intrinsecamente ligadas aos fungos endofiticos. Sua capacidade de mobilizar
fosfato insoltvel, fornecer nitrogénio e secretar metabolitos que promovem o
crescimento das plantas destaca-se como uma contribuicdo valiosa para a
agricultura (HASSAN, 2017; YADAV e YADAV, 2017). Esses fungos
desempenham papel fundamental na adaptacdo das plantas a altas
temperaturas, regulando atividades fisicas, bioquimicas e metabdlicas para
produzir metabdlitos benéficos (BERNAL, 2020).

No cenario complexo do desenvolvimento de resisténcia a pesticidas por
pragas e patdégenos, a gestdo ambiental de pesticidas por meio de agentes de
biocontrole, como fungos endofiticos, emerge como uma abordagem sustentavel
(BARON e RIGOBELO, 2022). Esses endofitos ndo apenas conferem resisténcia
bidtica as plantas hospedeiras, mas também estimulam o crescimento e o
rendimento das plantas, além de proteger contra patdégenos. Sua capacidade de
moléculas modulares bioativas, antioxidantes e fitohormonios destaca-se como
uma estratégia promissora para enfrentar os desafios da agricultura moderna
(SINGH et al., 2015). Os fungos endofiticos oferecem uma gama de beneficios
para as plantas hospedeiras, contribuindo para a resisténcia aos estresses
abidticos, otimizac&o do crescimento e resiliéncia em condi¢cdes adversas. Essas
interacOes simbidticas emergem como uma ferramenta valiosa na promocéao da
agricultura sustentavel diante dos desafios ambientais contemporaneos (SILVA,
2020).
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5 METODOLOGIA

5.1 Microrganismos endofiticos utilizados

Este estudo direcionou seu foco para a analise de uma colecdo de fungos
endofiticos, composta por 63 isolados, provenientes do bioma Cerrado. Esses
fungos foram isolados em estudos prévios, ainda ndo publicados, que foram
conduzidos por integrantes do grupo de pesquisa “Engenharia de Biotecnologia”,
do curso de Engenharia de Biotecnologia da Universidade Federal do Oeste da
Bahia, e se encontram devidamente armazenados e disponiveis para acesso e
uso pela comunidade académica, no laboratorio 4 do Centro Multidisciplinar de

Luis Eduardo Magalhaes.

Os tecidos vegetais empregados foram folhas e frutos da arvore de
pequizeiro. A coleta do material vegetal foi realizada no municipio de Luis
Eduardo Magalhdes - BA (-12°4’'41.177’S; - 45°46’36.876"W). Amostras do
material vegetal coletado, contendo flores, foram prensadas, secas e enviadas
para identificacdo pelo Herbéario da Universidade de Brasilia (UnB), cujo n° de
deposito € UB 238011. A identidade da espécie foi confirmada como Caryocar

coriaceum Wittm.

Com relacdo ao isolamento dos fungos endofiticos que compbem a
colecédo, foi empregada metodologia proposta por GONZAGA et al. (2014) com
ligeiras modificacfes, a qual abrangeu as fases de isolamento, identificacdo e
cultivo de fungos endofiticos, utilizando amostras obtidas de plantas de
pequizeiro, em meio BDA. Essa abordagem visou aprofundar a compreenséo da
diversidade fungica presente no ecossistema do Cerrado, com énfase nas
interagcdes entre esses fungos e o pequizeiro, bem como sua relagdo com fungos

fitopatogénicos relevantes para as culturas agricolas da regiéo.

Os microrganismos endofiticos foram conservados pelo método de
Castellani (CASTELLANI, 1939). Esse método de conservagcdo consiste na
utilizacdo de frascos criogénicos e/ou de penicilina (Figura 2), contendo agua
destilada estéril (3,0 a 50 mL) onde aliquotas de blocos de &gar, com

aproximadamente 25mm? de crescimento flingico sdo adicionados,
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armazenando-os em condicdes ambientais de laboratorio a 25 °C £ 2
(EMBRAPA, 2012).

Figura 2. Frasco de penicilina usado na conservacao dos fungos. (Fonte:
https://lwww.rbrvidros.com.br/frasco-penicilina-vial-transparente-com-tampa-e-rolha-de-
borracha/prod-9236072/)

Dez isolados, entre aqueles com capacidade de inibir o crescimento de
fitopatdogenos in vitro, foram selecionados e reativados a partir do estoque
(Castellani). Apos reativacdo (28 °C = 2 por até sete dias), os aspectos
macromorfolégicos foram contrastados com o0s previstos, para confirmacao.
Quatro dos dez isolados foram escolhidos, devido ao seu grau de esporulagéo,
para ensaios de caracterizacao funcional e avaliagéo de resisténcia a estresses
abidticos, incluindo crescimento em diferentes meios de cultura, sob estresse

salino, em diferentes temperaturas e pHs.

5.2 Selecdo dos fungos endofiticos e teste de cultura pareada

(antagonismo microbiano)

Para o procedimento de cultura pareada, cada um dos isolados escolhidos
foi contrastado com Fusarium oxysporum e Sclerotinia sclerotiorum. Para esse
procedimento, placas de Petri (90 mm) contendo o meio BDA, foram inoculadas
com um disco de micélio de 5 mm de diametro do fitopatdgeno, e no lado oposto
da placa, com um disco do fungo endofitico a ser avaliado. As placas (controle)
continham apenas um disco de micélio do fitopatégeno (figura 3). As placas

foram incubadas a temperatura a 25 °C + 2 por 10 dias.
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Isolado endofitico

Fitopatogeno
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Fitopatégeno

O

Figura 3. Esquema demonstrativo do confronto direto entre fungos endofitico e
fitopatogénicos. A: Conformacao das placas de antagonismo; B: conformacéo das placas de

controle negativo (fungo fitopatogénico na auséncia de um endofitico).

O célculo da porcentagem de inibicdo do crescimento micelial do

fitopatdgeno foi determinado por meio da equacao (1).

DM—-dm

% inibicao = x 100 (D

Onde, DM é o diametro médio das coldnias das duplicatas do controle negativo
(fitopatdgeno na auséncia do fungo endofitico antagonista, letra B da figura 3) e
dm é o diametro médio das col6nias do fitopatogeno em cada uma das placas
de tratamento (fitopatdégeno na presenca do fungo endofitico antagonista, letra A

da figura 3).

O potencial de agédo antagénica in vitro contra os isolados foi executado
conforme a metodologia descrita por Carvalho et al., (2011), com modificacdes.
Essa abordagem estatistica permitiu avaliar de forma significativa os efeitos dos

fungos endofiticos sobre o crescimento dos fitopatégenos.

5.3 Avaliacdo de condi¢Oes de estresse abibtico

5.3.1 Crescimento em diferentes meios de cultura

Conforme mencionado acima, quatro isolados foram escolhidos para uma
investigagédo sobre as respostas em diferentes meios de cultura, e avaliar o

crescimento sob estresse nutritivo, também chamado de estresse abidtico
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(CHANDRA, 2007). Utilizando a metodologia de Chandra (2007) com
modifica¢des, discos de 5 mm foram obtidos de culturas cultivadas em meio
BDA, em 28 °C + 2 por até sete dias e inoculados no centro de placas de Petri,
em duplicatas para cada meio de cultura [Batata Dextrose Agar (BDA),
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) e Czapek]. A incubacdo ocorreu a 28 °C + 2 ,
simulando condi¢des ideais para o crescimento fungico, por ser uma temperatura
média do Cerrado. O diametro do crescimento micelial foi medido ao longo de
sete dias usando um paquimetro digital. Os dados foram analisados
estatisticamente para calcular a média dos resultados de crescimento micelial,
proporcionando uma comparac¢ao quantitativa das respostas e capacidades de

crescimento nos diferentes meios de cultura.

5.3.2 Crescimento em diferentes temperaturas

Discos de 5mm de diametro das culturas endofiticas escolhidas, cultivadas
por até sete dias, foram inoculados em placas de Petri contendo meio de cultura
BDA e incubados em diferentes temperaturas (25 °C, 30 °C, 35 °C e 40 °C) ao
longo de sete dias. Apdés o periodo de incubacdo, o diametro micelar do
crescimento foi medido utilizando um paquimetro digital, e a média foi calculada
para cada isolado. A capacidade global de crescimento dos endofitos foi avaliada
com base na habilidade de prosperar em condicfes adversas. Além disso, a
adaptacao dos endéfitos a diferentes temperaturas foi avaliada e quantificada.
Os dados foram submetidos a analises para identificar diferencas significativas
no crescimento em diferentes temperaturas. O experimento foi replicado pelo
menos duas vezes para garantir resultados consistentes, utilizando placas de
controle negativo, sem inoculacdo, para detectar possiveis contaminacoes,

conforme proposto pela metodologia com modificacdes (CAMPOS et al., 2017).

5.3.3 Estresse salino

Apbs obter os resultados dos testes anteriores, foi conduzido o teste de
tolerancia ao NaCl, onde foram preparados discos de 5 mm de diametro a partir

de culturas previamente cultivadas por sete dias para cada um dos quatro
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isolados. Esses discos foram inoculados em placas contendo meio de cultura
BDA suplementado com diferentes concentragdes de (NaCl): 3%, 5%, 8% e 10%.
As placas foram colocadas em uma camara de crescimento (BOD) a uma
temperatura constante de 28 °C + 2 e monitoradas ao longo de cinco dias.
Utilizando um paquimetro digital, foi realizada a medi¢&o do didmetro ceramico
do crescimento micelial, e a média foi calculada para cada isolado. As leituras
foram realizadas apos o periodo de sete dias, com base no crescimento visivel
na superficie do meio de cultura sélido, seguindo o método descrito por Barnett
et al. (2000).

5.3.4 Crescimento em diferentes valores de pHs

Para avaliar o crescimento de diferentes valores de pH como indicadores
de tolerancia ao estresse, apos a obtencao dos resultados acima, esta pesquisa
avaliou valores de pH 3, 5 e 10, utilizando o meio de cultura BDA. Para este
ajuste, o acido cloridrico (HCI) foi utilizado para os pHs 3 e 5, enquanto o pH 10
foi modulado com o uso de hidroxido de s6dio (NaOH). As culturas selecionadas
para teste foram devidamente inoculadas e incubadas ao longo de um periodo
de sete dias. Durante o desenvolvimento, o crescimento micelial foi monitorado
constantemente. Ao final do experimento, procedeu-se a medicdo do
crescimento micelial por meio de um paquimetro digital. Esses dados foram
entdo utilizados para o célculo da média, permitindo uma analise abrangente. A
qualidade do crescimento dos endofitos foi avaliada através da observacédo
geral, levando em consideracdo a sua capacidade de prosperar sob condi¢cdes
extremas, como as testadas, seguindo o método descrito por Potshangbam et
al. (2017).

5.4 Caracterizagdo macro e micromorfolégica

Os fungos foram reativados em BDA e incubados em incubadora BOD por
sete dias onde foram caracterizados pela observacao visual de caracteristicas
macroscopicas (coloracdo, borda, aspectos de crescimento das colénias)
(LACAP et al., 2003). J& a caracterizagdo micromorfologica ocorreu com auxilio
de microscopio, observadas por meio da técnica de microcultivo (RIDDELL,
1950), com adaptacdes. Tal técnica foi realizada utilizando placas de Petri
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esterilizadas, no qual em seu interior foram colocados uma lamina de

microscopia, uma laminula e um pedaco de algodao (Figura 3).

Figura 4. Preparo de material para microcultivo. O isolado fangico (ndo mostrado) deve
ser adicionado sobre a lamina.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Nesse processo, fragmentos de micélio, desprovidos de agar, foram
cuidadosamente posicionados em uma lamina de microscopia. Em seguida, uma
laminula foi sutilmente pressionada sobre o fragmento. Logo depois, o algodao
que estava dentro da placa de Petri foi umedecido com &gua destilada
esterilizada e na sequéncia a placa foi incubada a 28°C * 2, durante 30 dias.
Durante este periodo a cada quatro dias o algoddo foi umedecido com agua
destilada e trocado quando necessario. Apés o estabelecimento do crescimento
micelial na laminula, esta foi cuidadosamente removida para ndo danificar as
estruturas do fungo aderidas na superficie inferior da laminula. Uma gota do
corante azul de metileno foi adicionada em uma lamina de vidro nova e a
laminula foi disposta sobre a gota. Uma observacado detalhada das estruturas
vegetativas e reprodutivas foi realizada com um aumento optico de 100 X e 0s
resultados foram agrupados em morfotipos. Essas andlises microscopicas foram
realizadas para identificar o complexo de esporos e examinar o arranjo das hifas,
proporcionando uma compreensao aprofundada da micromorfologia dos fungos
endofiticos e contribuindo para uma melhor caracterizacdo das espécies

presentes.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Selecdo dos fungos endofiticos

A partir do teste de confronto direto realizado com os dez isolados
endofiticos e, também, levando-se em consideracdo a capacidade e intensidade
da esporulacdo, foram escolhidos os isolados que seriam empregados na
caracterizacdo funcional e avaliagcdo de resisténcia a estresses abidticos. Na
tabela 1 sdo apresentados os percentuais inibicdo de Fusarium oxysporum e
Sclerotinia sclerotiorum submetidos ao controle biolégico com os fungos do

pequizeiro.

Tabela 1. Porcentagem de inibigdo.de Fusarium oxysporum e Sclerotinia

sclerotiorum submetidos ao controle biolégico com os fungos do pequizeiro.

Caddigo Caracterizagcao do grupo % de % de
do (Cor da frente/cor do inibicéo inibicao

Morfotip  verso/aspecto/outras informacdes crescime cresciment
o] relevantes) nto de F. o de S.

oxysporu sclerotioru

m m
V1F4 Preto/marrom/esporulacéo intensa 51% 36,8%
VA4F2 Preto com branco/verde/cotonoso/ 50%
V5F2 Cinza esverdeado/amarelo/cotonoso  54% 60%
VOF1.2 Verde musgo/amarelo  49% 52%
esverdeado/coraceo
V12F1.2 Verde com 58% 50%
branco/amarelo/cotonoso/esporulante
V10F1 Branco com cinza/cinza com 60% 61,2%
amarelo/aveludado
V10F3 Cinzal/preto com ranhuras/aveludado  50% 49,1%
V10F2 Branco com tons 70% 67,3%
amarelo/amarelo/cotonoso
V8F2.1 Branco com 51% 50,1%

preto/amarelo/coraceo/esporulante
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V11F1 Branco/amarelo/cotonoso/alta 49% 49,8%

esporulacéo

Todos os isolados apresentaram crescimento e foram capazes de inibir o
crescimento dos patdgenos entre o quinto e o sétimo dia de cultivo. Mesmo apés
quatro dias de cultivo em relacdo ao antagonista, a maioria dos isolados nao
demonstrou um crescimento significativo, resultando em variagdes no percentual

de inibicao entre 49% e 70%, conforme a tabela 1.

A andlise da porcentagem de inibicdo da cultura pareada, conforme
apresentado na Tabela 1 é avaliada até o sétimo dia, onde a figura 4 ilustra
claramente o antagonismo microbiano entre os fungos endofiticos associados ao

pequizeiro, tendo o S. sclerotiorum (a esquerda), e o F. oxysporum (a direita).
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Figura 5. Comparacao da cultura dos fungos endofiticos do pequizeiro em relacéo
aos patégenos Sclerotinia sclerotiorum e Fusarium oxysporum.

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

De acordo com os resultados obtidos foram feitos a selecdo dos isolados
(V5F2, V10F1, V10F2, V12F1.2), devido aos seus indices de crescimento
elevados contra ambos os patdégenos, mostrando-se eficientes no controle.
Outro aspecto considerado na escolha, foi a capacidade de esporulacdo dos
isolados, evitando-se aqueles com esporulagdo demasiada porque isso

inviabilizaria as analises subsequentes.

6.2 Caracterizacdo do crescimento dos fungos endofiticos em trés

diferentes meios de cultura
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A andlise dos dados da Tabela 2 revela padrdes distintos de crescimento
dos fungos nos diferentes meios de cultura. No meio BDA, o fungo V5F2
apresentou um crescimento maximo, atingindo 100% da placa de Petri, enquanto
0s outros fungos mostraram um crescimento moderado. Isso sugere uma
preferéncia especifica do V5F2 pelo ambiente fornecido pelo BDA e SDA,

possivelmente devido a composi¢do do meio.

Tabela 2: Andlise de crescimento médio dos fungos endofiticos nos trés

meios de cultura diferentes.

Isolados Crescimento Crescimento Crescimento
endofiticos (média (média (média

aritmética) em aritmética) em aritmética) em

BDA SDA Czapeck
V5F2 88,00 88,00 62,00
V10F1 63,05 88,00 88,00
V10F2 74,80 88,00 88,00
V12F1.2 68,33 65,83 88,00

O fungo com 88 mm é considerado como referéncia de 100%, e todas as outras
medidas séo calculadas com base nesse valor.

Por outro lado, no meio SDA, apenas o fungo V12F1.2 exibiu crescimento
moderado, enquanto os demais alcancaram 100% de cobertura da placa. Essa
variagdo na capacidade de crescimento entre os fungos pode ser atribuida as

diferentes exigéncias nutricionais ou as adaptacdes especificas ao meio SDA.

Notavelmente, no meio Czapeck, todos os fungos alcangaram crescimento
total, exceto o V5F2. Esse resultado sugere que o meio Czapeck pode ser mais
favoravel ao crescimento geral dos fungos testados, exceto para o V5F2, que

parece preferir ou se adaptar melhor a outros meios.

Em suma, os resultados destacam a importancia da sele¢cdo adequada do
meio de cultura para o crescimento 6timo dos fungos, bem como a variabilidade
intrinseca entre as adaptacdes de espécies e estirpes fungicos em suas

preferéncias de crescimento e ambientais.
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6.3 Analise do crescimento dos fungos endofitico em condi¢cfes de

estresse salino

Os dados da Tabela 3 demonstram que, apesar da consideracdo do
pardmetro de sete dias de incubagcdo no meio BDA com diferentes
concentracOes de cloreto de sédio, os resultados foram observados em um
periodo reduzido, pois com cinco dias de incubacéo alguns fungos fungos ja
tinham alcangcado o 100%. A andlise revelou que, em uma concentracdo de 3%
de cloreto de sédio, somente o fungo V10F2 alcancou um crescimento completo
de 100%, enquanto os outros fungos exibiram um crescimento médio. Por outro
lado, nas concentracfes de 5%, 8% e 10% de cloreto de sédio, todos os fungos
demonstraram um crescimento completo em toda a placa, com excecéo do fungo
V5F2.

Tabela 3: Andlise de crescimento médio dos fungos em meio BDA com

diferentes concentracfes de cloreto de sodio.

Concentracdo de NaCl em BDA e crescimento dos fungos

Isolados (media em mm)
endofiticos 3% 5% 8% 10%
V5F2 54,03 54,38 48,04 46,72
V10F1 65,86 88,00 88,00 88,00
V10F2 88,00 88,00 88,00 88,00
V12F1.2 52,69 88,00 88,00 88,00

O fungo com 88 mm é considerado como referéncia de 100%, e todas as outras
medidas séo calculadas com base nesse valor.

Esse resultado sugere que o fungo V10F2 possui uma maior tolerancia ao
estresse salino em comparag&o com os outros fungos avaliados. Isso pode estar
relacionado a sua adaptacdo a ambientes com altas concentracfes de sal ou a
uma capacidade intrinseca de lidar com a toxicidade do cloreto de sodio. Por
outro lado, o fungo V5F2 parece ser mais sensivel ao aumento da concentracéo
de cloreto de soddio, resultando em um crescimento comprometido em

concentracOes mais elevadas.
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Essas descobertas destacam a importancia de considerar a resposta dos
fungos ao estresse salino em estudos relacionados a sua ecologia e potencial
aplicacdo em ambientes adversos. Além disso, sugerem a necessidade de
investigagbes adicionais para compreender os mecanismos subjacentes a

tolerancia diferencial ao sal entre os fungos estudados.

6.4 Verificacdo do crescimento dos fungos endofiticos em quatro

diferentes temperaturas

Ao analisar os dados da Tabela 4 referentes ao estudo de tolerancia ao
estresse abiotico em relacdo a diferentes faixas de temperatura, observa-se
variacdes significativas no crescimento dos isolados fungicos apés sete dias de

incubacéo.

Tabela 4: Anélise de crescimento médio dos fungos endofiticos em quatro

temperaturas diferentes.

Temperatura de incubacéo e crescimento dos fungos

Isolados (média em mm)
endofiticos 25°C 30°C 35°C 40°C
V5F2 61,08 88,00 40,21 8,80
V10F1 88,00 55,48 34,49 3,52
V10F2 88,00 65,82 7,92 7,92
V12F1.2 88,00 68,33 38,19 1,76

O fungo com 88 mm é considerado como referéncia de 100%, e todas as outras
medidas séo calculadas com base nesse valor.

Inicialmente, destaca-se que, na temperatura de 25°C, todos os isolados,
exceto o fungo V5F2, demonstraram um crescimento completo de 100%,
indicando uma boa adaptacdo a temperatura ambiente. No entanto, na
temperatura de 30°C, o cenario mudou, com apenas o fungo V5F2 alcancando
100% de crescimento, enquanto os outros isolados exibiram um crescimento
moderado. Isso sugere que o fungo V5F2 pode possuir uma maior capacidade
de tolerédncia ao aumento de temperatura em comparacdo com 0s demais

isolados.
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Na temperatura de 35°C, destaca-se o comportamento do fungo V10F2,
gue apresentou um crescimento significativamente inferior em relagéo aos outros
isolados, indicando uma sensibilidade especifica a temperaturas mais elevadas.
Por outro lado, os demais isolados mostraram um crescimento mediano,

sugerindo uma tolerancia relativa a essa temperatura.

Por fim, na temperatura de 40°C, nenhum dos isolados foi capaz de
alcancar um crescimento satisfatorio, o que indica uma incapacidade geral de

adaptacao a condi¢cOes de temperatura extrema.

Esses resultados evidenciam a importancia da temperatura na regulacao
do crescimento fungico e destacam as diferentes respostas adaptativas dos
isolados as variacdes térmicas. Além disso, sugerem a necessidade de
investigacbes adicionais para compreender 0s mecanismos moleculares
subjacentes a tolerancia ou sensibilidade de cada individuo isolado as diferentes

temperaturas.

6.5 Verificagcdo do crescimento dos fungos endofiticos em trés

diferentes pHs

Ao analisarmos os dados da Tabela 5, referentes ao estudo de tolerancia
dos microrganismos em relacdo a diferentes faixas de pH, observamos variagdes

distintas no crescimento dos isolados flngicos ap0s sete dias de incubacao.

Tabela 5: Avaliacdo do crescimento médio dos fungos endofiticos em trés

niveis distintos de pH.

Faixas de pH e crescimento dos fungos (média em

Isolados mm)
endofiticos 3 5 10
V5F2 39,10 79,67 79,45
V10F1 78,57 78,67 80,67
V10F2 80,67 80,67 79,80
V12F1.2 77,65 77,67 80,67

O fungo com 88 mm é considerado como referéncia de 100%, e todas as outras
medidas séo calculadas com base nesse valor.
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E notavel que, no pH 3, apenas o fungo V5F2 n&o demonstrou um
crescimento adequado, enquanto os demais isolados exibiram um crescimento
excelente. Especialmente digno de nota € o desempenho do fungo V10F2, que

atingiu um crescimento total sob essas condicfes acidas.

No pH 5, observou-se que somente o fungo V10F2 conseguiu alcancar
100% de crescimento, enquanto o0s outros isolados apresentaram um
crescimento moderado. Isso sugere uma maior tolerancia do fungo V10F2 as

condicdes de pH ligeiramente acidas em comparacao com os demais isolados.

Por outro lado, no pH 10, os fungos V10F1 e V12F1.2 destacaram-se ao
apresentarem crescimento maximo, enquanto os outros isolados demonstraram
um crescimento mediano. Isso sugere uma adaptacdo especifica desses dois
isolados a ambientes alcalinos, indicando uma possivel especializagdo em

nichos ecolégicos com pH elevado.

Esses resultados ressaltam a importancia do pH ambiental na regulagéo do
crescimento fungico e evidenciam as diferentes capacidades de adaptacéo dos
isolados as variagbes de acidez ou alcalinidade. Além disso, sugerem a
existéncia de mecanismos bioquimicos distintos entre os isolados, que podem

conferir vantagens competitivas em diferentes condi¢cdes de pH no ambiente.

6.6 Caracterizacdo micromorfolégica dos fungos endofiticos e

identificacao

A identificagdo dos fungos foi realizada meticulosamente, com base em
caracteristicas morfologicas criteriosamente observadas, incluindo padrées de
crescimento, estrutura das hifas, coloracéo e textura das colénias e substratos,
entre outros aspectos relevantes. Esses dados foram confrontados com as
descri¢cdes de fungos endofiticos previamente catalogados na literatura cientifica
por Selim et al. (2012). Apesar dos esfor¢cos dedicados, apenas o fungo V10F2
foi categoricamente identificado como pertencente ao género Rhizoctonia,

distinguindo-se por caracteristicas especificas, tais como a presenca de hifas
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septadas com angulo de 90° e uma frequéncia de angulo de 45°, conforme

ilustrado na Figura 5.

No entanto, os demais fungos nao puderam ser identificados utilizando os
métodos tradicionais de observacao morfologica. Diante dessa limitacao, torna-
se imprescindivel recorrer a ferramentas de taxonomia molecular para elucidar
sua classificacdo taxond6mica de forma mais precisa. A utilizacdo dessas
ferramentas permitird uma analise minuciosa do DNA dos fungos em questéo,
possibilitando uma identificacdo mais acurada e confiavel, mesmo para aqueles

gue nédo puderam ser diferenciados com base em caracteristicas morfologicas.

Este resultado evidencia a importancia da complementaridade entre
abordagens morfolégicas e moleculares na identificagdo de microrganismos,
especialmente em casos onde a morfologia nao é suficiente para distinguir entre
espécies ou géneros. A aplicacdo de técnicas moleculares oferece uma
perspectiva mais abrangente e robusta, contribuindo significativamente para o

entendimento da diversidade fungica e sua importancia em diversos

ecossistemas.

V5F2 V10F1 V10F2 V12F1.2
VSF2 V10F1 V10F2 V12F1.2

Figura 6: Caracterizacdo dos fungos endofiticos micromorfolégicamente
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo destacam a complexidade da interagao
entre fungos e seus ambientes, bem como a importancia de uma abordagem
multifacetada para compreender essas interacdes. A analise dos padrdes de
crescimento dos fungos em diferentes meios de cultura, condi¢ces de salinidade,
temperatura e pH revela uma diversidade intrinseca nas respostas adaptativas

dos microrganismos a fatores ambientais.

A identificagdo precisa dos fungos, particularmente evidenciada pela
necessidade de recorrer a técnicas moleculares em conjunto com abordagens
morfologicas, ressalta a complexidade da taxonomia fungica e a importancia de

se manter atualizado com os avan¢os metodoldgicos na area.

Além disso, as variagfes na tolerancia ao estresse salino, temperatura e
pH entre os isolados fungicos evidenciam adaptacdes especificas a diferentes
condi¢gbes ambientais. Ainda assim, recomendam-se avaliagcbes em campo para

comprovacéao de suas capacidades de crescimento.
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APENDICE |

Crescimento dos fungos endofiticos em trés diferentes meios de cultura.

BDA V5F2

SDA V5F2

Czapek V5F2 ‘

BDA V10F1

SDA V10F1

\ Czapek V10F1

BDA V10F2

BDA V12F1.2

SDA V10F2

Czapek V10F2

Czapek V12F1.2

Crescimento dos fungos endofitico em condi¢des de estresse salino.

BDA V5F2 3%

BDA V10F1 3%

BDA V10F2 3%

BDA V12F1.2 3%

50



BDA V10F2 5%

BDA V12F1.2 5%

BDA V10F1 8%

BDA V10F2 8%

BDA V5F2 10%

BDA V10F1 10%

BDA V10F2 10%

BDA V12F1.2 10%

Crescimento dos fungos endofiticos em quatro diferentes temperaturas.

V5F2 BDA 25°C

V10F1 BDA 25°C

V10F2 BDA 25°C

V12F1.2 BDA 25°C
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BDA V10F2 302C

BDA V12F1.2 30°C

V5F2 BDA 40°C

V10F1 BDA 40°C

Crescimento dos fungos endofiticos em trés diferentes pHs.

V10F2 BDA 40°C

V12F1.2 BDA 40°C

V5F2 pH 3

VIOF1 pH 3
1

LY

V10F2 pH 3

VI12F1.2 pH 3
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V5F2 pH 10

V10F1 pH 10

V10F2 pH 10

V12F1.2 pH 10
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