Identificacao de fungos endofiticos em miniestacas de acacia-negra
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RESUMO

Duin, I.M.; Coelho, T.A.V.; Poitevin, C.G.; Santos, A.F. dos; Pimentel, [.C.; Auer, C.G. Identificacdo de fungos endofiticos em miniestacas de

acacia-negra. Summa Phytopathologica, v.44, 1.3, p.278-280, 2018.

Fungos endofiticos podem ter varias relagdes com mudas de
plantas, desde a patogénese até a protegao e estimulo ao crescimento.
O objetivo deste estudo foi isolar e identificar fungos endofiticos

em miniestacas de acacia-negra. Miniestacas assintomaticas foram
avaliadas e seis espécies de fungos endofiticos foram isoladas e

identificadas.

Palavras-chave: Identification of endophytic fungi in black wattle minicuttings

ABSTRACT
Duin, .M.; Coelho, T.A.V.; Poitevin, C.G.; Santos, A.F. dos; Pimentel, I.C.; Auer, C.G. Identification of endophytic fungi in black wattle minicuttings.

Summa Phytopathologica, v.44,n.3, p.278-280, 2018.

Endophytic fungi can have several relationships with
seedlings, from pathogenesis to protection and growth stimulus.
The aim of the present study was to identify endophytic fungi in
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minicuttings of black wattle. Asymptomatic minicuttings were
evaluated and six species of endophytic fungi were isolated and
identified.

Todos os microrganismos que habitam o interior de um vegetal, ao
menos em um periodo do seu ciclo de vida, podem ser considerados
endofiticos ocupando os espagos intercelulares dos tecidos vegetais,
como folhas e caules, sem causar danos aparentes (8).

Os microrganismos endofiticos penetram nas plantas basicamente
através de aberturas naturais ou ferimentos, sendo que a principal porta
de entrada ¢ o sistema radicular (8). Os endofiticos frequentemente
induzem alteragdes morfoldgicas, fisiologicas e bioquimicas em seus
hospedeiros, o que pode afetar a performance das plantas sob diferentes
estresses bidticos ou abidticos, tais como déficit hidrico, salinidade
e altas concentragdes de metais no solo, herbicidas e herbivoros (5).
Estes microrganismos podem ser benéficos aos hospedeiros ao conferir
resisténcia a insetos e herbivoros, tolerancia a dessecacdo, protegao
contra patogenos e estimular o crescimento (8).

Por essas consideragdes, um levantamento exploratério de fungos
endofiticos em miniestacas de acdcia-negra foi desenvolvido para
conhecer sua diversidade e as possiveis interacdes na miniestaquia
desta espécie florestal.

A coleta de miniestacas assintomaticas de acacia-negra foi realizada
em setembro/2015, em minijardim clonal localizado em viveiro
comercial de Triunfo/RS. Cinquenta miniestacas assintomaticas foram
coletadas ao acaso na casa de vegetacdo, embaladas em sacos plasticos
limpos, identificadas e levadas ao Laboratoério de Patologia Florestal
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da Embrapa Florestas, Colombo/PR.

Utilizou-se a técnica de isolamento em meio de cultura descrita
por Aratijo et al. (1), que consta da lavagem das amostras em agua
corrente, imersdo em solugdo de alcool 70% por 1 min, imersdo em
solugdo de hipoclorito de soédio 1% por 3 a 4 min, imersao em solugdo de
alcool 70% por 30 s e enxague por duas vezes em agua ultrapurificada
estéril. As amostras foram fragmentadas com o auxilio de bisturi ¢ 0s
fragmentos, de aproximadamente cinco mm de comprimento, foram
colocados em placas de Petri contendo meio BDA e incubadas em
camara B.0.D a 24 + 2 °C, com auséncia total de luz, por sete dias.
Para a purificagdo das culturas, foi realizada repicagem para novas
placas com meio BDA.

Estruturas reprodutivas foram retiradas de culturas puras e montadas
em laminas coradas com liquido de Amann e por meio da observagio
microscopica das laminas foi realizada a identificagdo dos fungos, ao
nivel de género (2). Para a confirmacdo das espécies, foi realizado o
sequenciamento da regido ITS1-5,8S-ITS2 do DNA ribossomal (10) e
posterior comparagdo com sequéncias depositadas no banco de dados
do NCBI (National Center for Biotechnology Information website).
O sequenciamento foi realizado no Laboratério de Microbiologia e
Biologia Molecular (LABMICRO) da UFPR. As culturas obtidas foram
preservadas em tubos inclinados com meio BDA recobertas com 6leo
mineral e em vidros de penicilina contendo agua ultrapurificada estéril
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Tabela 1. Fungos endofiticos identificados em miniestacas assintomaticas de acacia-negra. Setembro/2015, Triunfo/RS.

Isolado Fungo Acesso GenBank Identidade (%)
El Papiliotrema fuscus J.P. Samp., J. Inacio, Fonseca & Fell KY962979 98
E2 Papiliotrema fuscus J.P. Samp., J. Inacio, Fonseca & Fell KY962980 99
E3 Colletotrichum sp. KY962997 100
E4 Colletotrichum sp. KY962998 100
E5 Colletotrichum gloesporioides Penz. KY962993 100
E6 Colletotrichum gloesporioides Penz. KY962994 100
E7 Colletotrichum gloesporioides Penz. KY962995 100
E8 Colletotrichum gloesporioides Penz. KY962996 100
E9 Diaporthe sp. KY962982 99
E10 Diaporthe sp. KY962983 99
Ell Diaporthe sp. KY962984 99
El12 Diaporthe sp. KY962986 99
E13 Diaporthe sp. KY962987 99
El4 Diaporthe sp. KY962988 99
E15 Diaporthe inconspicua R.R. Gomes, C. Glienke & Crous KY962985 99
El6 Eutypella scoparia Schwein. KY962999 97
E17 Neopestalotiopsis clavispora (G.F. Atk.) Maharachch., K.D. Hyde & Crous KY962989 100
E18 Neopestalotiopsis clavispora (G.F. Atk.) Maharachch., K.D. Hyde & Crous KY962990 100
E19 Phoma sp. KY962991 99
E20 Phoma sp. KY962992 99
E21 Sporobolomyces carnicolor Yamasaki & H. Fujii ex Bai & Boekhout KY962981 100

¢ lacrado com selo de aluminio (método de Castellani). Os isolados
encontram-se depositados na Colegdo de Fungos e Oomicetos Florestais
da Embrapa Florestas, Colombo/PR.

Vinte e nove fungos endofiticos foram obtidos de miniestacas
assintomaticas de acacia-negra: Colletotrichum sp. (7%), Colletotrichum
gloesporioides (14%), Diaporthe sp. (21%), Diaporthe inconspicua
(3%), Eutypella scoparia (3%), Sporobolomyces carnicolor (3%),
Neopestalotiopsis clavispora (7%), Papiliotrema fuscus (7%),
Phoma sp. (7%) e nao identificados (28%). Os fungos identificados
e respectivas sequéncias depositadas no GenBank encontram-
se na Tabela 1. Fungos dos géneros Colletotrichum, Diaporthe,
Neopestalotiopsis e Phoma podem causar doengas em mudas florestais
como eucalipto e erva-mate.

Acerca de fungos endofiticos em miniestacas e mudas acacia-negra,
ndo existem trabalhos publicados. D. inconspicua foi relatado como
endofitico em peciolos de espinheira-santa (4) e Colletotrichum sp. em
folhas de mudas de graviola (7). Do género Pestalotiopsis, proximo a N.
clavispora, Bettucci e Saravay (3) encontraram Pestalotiopsis guepini
(Desm.) Stey. em folhas e hastes de mudas de Eucalyptus globulus
Labill. e Pestalotiopsis sp. em segmentos de hastes de mudas seminais
de Eucalyptus benthamii Maiden & Cambage (9).

Aspectos como abundancia, diversidade e composi¢ao de espécies
endofiticas podem ser influenciadas por fatores ambientais, como por
exemplo a localizagdo geografica da espécie florestal (6). Como a coleta
foi feita em um minijardim clonal, houve pouca variagdo geografica que
pudesse expressar toda a diversidade de fungos endofiticos presentes
em mudas de acacia-negra. Além disso, as coletas foram efetuadas em
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local onde a maioria das minicepas apresentam pouca ou nenhuma
variabilidade genética, fator que também pode restringir o numero de
espécies fungicas associadas. Para se ampliar o conhecimento de fungos
endofiticos em plantas jovens de acacia-negra, seria recomendado
analisar mudas seminais.
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