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RESUMO GERAL

Os fungos endofiticos sdo caracterizados por habitarem o interior (intra ou intercelularmente)
dos tecidos vegetais, ndo causando aparentemente nenhum dano a seus hospedeiros. O sorgo
(Sorghum bicolor (L.) Moench) é uma graminea de origem africana, pertencente a familia
Poaceae. Encontra-se em quinto lugar entre os cereais mais plantados no mundo. Devido a
importancia dos fungos endofiticos em culturas agronémicas, este trabalho teve por objetivo
determinar a diversidade de fungos endofiticos em folhas sadias de S. bicolor nos periodos de
pré e pos-floracdo, em cultivos de Goiana e Serra Talhada, Pernambuco. No laboratério, as
folhas foram lavadas com agua corrente e sabdo neutro, e com auxilio de um furador
esterilizado foram feitos discos foliares (6 mm), posteriormente desinfestados em alcool 70%
por 30 segundos, em hipoclorito de sddio (NaClO) a 2% por 3 minutos e realizadas duas
lavagens com agua destilada esterilizada. Os fragmentos foram transferidos para placa de
Petri, em triplicata, contendo 4gar malte acrescido de cloranfenicol (50 mg L™), para posterior
identificacdo taxondmica utilizando literatura especializada para anélise morfoldgica dos
taxons. Para confirmacdo dos taxons, o DNA foi extraido, sendo amplificada e sequenciada a
regido ITS (“internal transcribed spacer”) do rDNA. Foram analizados 1728 fragmentos de
folhas. Foram isolados 476 espécimes de fungos endofiticos, distribuidos em 40
morfotipos/filotipos. Cochliobolus hawaiiensis, Colletotrichum falcatum e Epicoccum sorghi
foram as espécies mais frequentes. Os taxons identificados sdo pertencentes ao filo
Ascomycota (classes Eurotiomycetes, Dothidiomycetes, Sordariomycetes) e subfilo
Mucoromycotina (ordem  Mucorales). Acremonium borodinense, Arthrinium sp.,
Cochliobolus  hawaiiensis, Engyodontium album, Epicoccum sorghi, Hypoxylon
griseobrunneum, Phyllosticta capitalensis, Mucor irregularis, Mucor indicus, Mucor sp.,
Paraphaeosphaeria sp., Periconia macrospinosa, Purpureocillium lilacinum e Talaromyces
apiculatus sdo citadas pela primeira vez como endofiticos de sorgo.

Palavras-chave: Sorgo. rDNA. Fungo endofitico.



ABSTRACT

The endophytic fungi are characterized by inhabiting the interior (intra or intercelularly) of
plant tissues, apparently not causing any damage to their hosts. Sorghum (Sorghum bicolor
(L.) Moench) is a grass of African origin belonging to the Poaceae family. It lies in fifth place
among the most planted grain in the world. Due to the importance of endophytic fungi in
agronomic crops, this study aimed to determine the diversity of endophytic fungi in healthy
leaves of S. bicolor in periods of pre and post-flowering, collected in Goiana and Serra
Talhada, Pernambuco. In the laboratory, the leaves were washed with water and soap, and
with the aid of a sterile punch were made leaf discs (6 mm), then disinfected in 70% alcohol
for 30 seconds and sodium hypochlorite (NaOCI) 2% for 3 minutes. Two washes with sterile
distilled water were performed after disinfection. The fragments were transferred to a petri
dish, in triplicate, containing malt agar plus chloramphenicol (50 mg L) for further
taxonomic identification using specialized literature for morphological analysis of the taxa.
To confirmation of the taxa, the DNA was extracted and amplified and sequencing the ITS
region (“internal transcribed spacer”) of the rDNA. From 1728 leaf fragments analyzed, 476
specimens of endophytic fungi were isolated including 40 morphotypes/phylotypes.
Cochliobolus hawaiiensis, Colletotrichum falcatum and Epicoccum sorghi were the most
frequent species. The identified species pertain to the Eurotiomycetes, Dothidiomycetes,
Sordariomycetes and Mucorales. Acremonium borodinense, Arthrinium sp., Cochliobolus
hawaiiensis, Engyodontium album, Epicoccum sorghi, Hypoxylon
griseobrunneum, Phyllosticta capitalensis, Mucor irregularis, Mucor indicus, Mucor sp.,
Paraphaeosphaeria sp., Periconia macrospinosa, Purpureocillium lilacinum and
Talaromyces apiculatus, are cited for the first time as endophyte to sorghum.

Keywords: Sorghum. rDNA. Endophytic fungus



Lista de figuras

FIGURA 1 - CULTIVO DE Sorghum bicolor NO PERIODO DE PRE (A) E POS
FLORAGCAO (B) EM GOIANA, PERNAMBUCO..........cccoiieieieseeees s,

FIGURA 2 - CULTIVO DE Sorghum bicolor NO PERIODO DE PRE (A) E POS-
FLORACAO (B) EM SERRA TALHADA, PERNAMBUCO...........coosveieeireierseeseee s

FIGURA 3 -'GENEROS ISOLADOS EM FOLHAS DE Sorghum bicolor COLETADAS
NOS MUNICIPIOS DE GOIANA E SERRA TALHADA, PERNAMBUCO...........cccoovviviiiennn.

FIGURA 4 - DENDROGRAMA DE SIMILARIDADE DOS FUNGOS ENDOFITOS
ISOLADOS DE FOLHAS DAS VARIEDADES IPA SF15 E IPA 2502 de sorghum bicolor
NOS PERIODOS DE PRE E POS-FLORACAO COLETADOS EM GOIANA E SERRA
TALHADA, PERNAMBUGCO. .....oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeseseseseeeeesesesesesesesesesesssssessseseeeseseeesens

FIGURA 5 - CURVA DE ACUMULACAO DE ESPECIES (SOB) E DE ESTIMATIVA DE
RIQUEZA PELO INDICE JACKNIFE 1 PARA FUNGOS ENDOFITICOS ISOLADOS EM
Sorghum bicolor EM GOITANAL... ..ottt st nte s e e ae e nteenee e

FIGURA 6 - CURVA DE ACUMULACAO DE ESPECIES (SOB) E DE ESTIMATIVA DE
RIQUEZA PELO INDICE JACKNIFE 1 PARA FUNGOS ENDOFITICOS ISOLADOS EM
Sorghum bicolor EM SERRA TALHADA . ...ttt ee s

FIGURA 7- FOTOGRAFIAS MACROSCOPICAS E MICROSCOPICAS DE Colletotrichum
gloeosporioide COMPLEX (URM 7419): A - COLONIA CULTIVADA EM BDA, B-
CONIDIOS. Cochliobolus hawaiiensi (URM 7418): C - COLONIA CULTIVADA EM BDA,
D- CONIDIOFOROS E CONIDIOS. Acremonium borodinense (URM 741A): E - COLONIA
CULTIVADA EM BDA, F— FIALIDE E CONIDIOS. .....veuieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e

FIGURA 8 - FOTOGRAFIAS MACROSCOPICAS E MICRQSCC)PICAS DE Arthrinium sp.
(URM 7417): COLONIA CULTIVADA EM BDA, F — CONIDIOS. Exserohilum rostratum
(URM 7420): I- COLONIA CULTIVADA EM BDA, J- CONIDIO.......ccceoiiriiiiiiiiiene

FIGURA 9 - FILOGRAMA OBTIDO A PARTIR DE ANALISE BAYESIANA DE
SEQUENCIAS DA REGIAO ITS DO RDNA, MOSTRANDO O POSICIONAMENTO DE
FUNGOS ENDOFITOS ISOLADOS DE Sorghum bicolor PERTENCENTES A CLASSE
SORDARIOMYCETES. RAMOS ESPESSOS REPRESENTAM VALORES DE SUPORTE
ACTMADE G000ttt

FIGURA 10 - FILOGRAMA OBTIDO A PARTIR DE ANALISE BAYESIANA DE
SEQUENCIAS DA REGIAO ITS DO RDNA, MOSTRANDO O POSICIONAMENTO DE
FUNGOS ENDOFITOS ISOLADOS DE Sorghum bicolor PERTENCENTES A CLASSE
DOTHIDIOMYCETES. RAMOS ESPESSOS REPRESENTAM VALORES DE SUPORTE
ACTMA DE 90%0.....ceeetieiiit ettt r e

FIGURA 11 - FILOGRAMA OBTIDO A PARTIR DE ANALISE BAYESIANA DE
SEQUENCIAS DA REGIAO ITS DO RDNA, MOSTRANDO O POSICIONAMENTO DE

Pag.

29

31

34

35

36

37

40

42



FUNGOS ENDOFITOS ISOLADOS DE Sorghum bicoloR PERTENCENTES A CLASSE
EUROTIOMYCETES. RAMOS ESPESSOS REPRESENTAM VALORES DE SUPORTE
ACIMA DE 9090.......ciiiiiieitiiii i

FIGURA 12 - FILOGRAMA OBTIDO A PARTIR DE ANALISE BAYESIANA DE
SEQUENCIAS DA REGIAO ITS DO RDNA, MOSTRANDO O POSICIONAMENTO DE
FUNGOS ENDOFITOS ISOLADOS DE Sorghum bicolor PERTENCENTES AO GRUPO
Hiemalis (MUCORALES). RAMOS ESPESSOS REPRESENTAM VALORES DE
SUPORTE ACIMA DE 909%0........ccoiiiiiiiiiiiiieii s

FIGURA 13 - FILOGRAMA OBTIDO A PARTIR DE ANALISE BAYESIANA DE
SEQUENCIAS DA REGIAO ITS DO RDNA, MOSTRANDO O POSICIONAMENTO DO
ESPECIME F56 ISOLADO COMO ENDOFITO DE Sorghum bicolor PERTENCENTE
GRUPO Amphibiorum (MUCORALES). RAMOS ESPESSOS REPRESENTAM VALORES
DE SUPORTE ACIMA DE 9090.......cccciiitiiiiiiiii s

43

44



Lista de tabelas

TABELA 1 - FUNGOS ENDOFITICOS ISOLADOS EM PLANTAS NO BRASIL..................

TABELA 2 - FUNGOS ENDOFITICOS ISOLADOS DE GRAMINEAS (ADAPTADO DE
MARQUEZ €t al., 2012) .....ooiiiiieiiieieeeei ettt

TABELA 3 - DENSIDADE PLUVIOMETRICA E TEMPERATURA DAS AREAS DE
COLETA NOS MUNICIPIOS DE GOIANA E SERRA TALHADA, PERNAMBUCO............

TABELA 4 - NUMERO DE ISOLADOS DE FUNGOS ENDOFITICOS DE SORGO NAS
VARIEDADESS [IPA2502, IPASF15 E NOS PERIODOS FENELOGICOS NOS
MUNICIPIOS DE GOIANA E SERRA TALHADAV/PE.........cooeeeeeeeeeeeeeeeeeseveseree s

TABELA 5 - RIQUEZA DE ESPECIES (MORFOTIPOS/FILOTIPOS), NUMERO DE
ISOLADOS E INDICE DE SHANNON DE FUNGOS ENDOFITICOS ISOLADOS EM
FOLHAS DE SORGO NOS MUNICIPIOS DE GOIANA E SERRA TALHADA (S.T) E
ENTRE OS PERIODOS DE PRE E POS-FLORAGAO..........cccov et

TABELA 6 - RIQUEZA DE ESPECIES (MORFOTIPOS/FILOTIPOS), NUMERO DE
ISOLADOS E INDICE DE SHANNON DE FUNGOS ENDOFITICOS ISOLADOS EM
FOLHAS DE Sorghum bicolor NAS VARIEDADES IPA 2502 E IPASF15 NOS
MUNICIPIOS GOIANA E SERRA TALHADA.........ooiieeeeeeeeeeeeee e

TABELA 7 - IDENTIFICACAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DE FUNGOS
ENDOFITICOS ISOLADOS DE FOLHAS DE Sorghum bicolor, COLETADOS EM
GOIANA E SERRA TALHADA, PERNAMBUCO........ccccciiiiiiiiiiiie e

PAG.

26

30

32

32



SUMARIO Pag.

LN 0] 161070 I 13
2 REVISAO DA LITERATURA ..ottt ettt eeeeeee et et ettt ettt et et et et et et et et ettt et e et enenens 15
2.1 O SORGO (Sorghum bicolor (L.) MOENCH) ......ccoiiiiiiiieiieie e 15
2.1.1 CLASSIFICACAO, ORIGEM E IMPORTANCIA DO SORGO.........ccccoovvrrieriirirrnienenen, 15
2.1.2 FENOLOGIA DA PLANTA SORGO.......coiitiieeesseeseeeseseessssssesesesesesesenesesesesesenens 17
2.2 FUNGOS ENDOFITICOS. ...ttt ettt ettt ettt eee et et et ee e s eneeseens 18
2.2.1 CONCEITO ..ttt e et ettt et et et et et et et et et e e et et et et et et et et et et et et et et et et et eeeens 18
2.2.2 IMPORTANCIA E INTERACOES DOS FUNGOS ENDOFITICOS.......cccoeveverererinnn. 19
2.2.3 FUNGOS ENDOFITICOS NO BRASIL....c.otteteteteteeteeeeeetetetet oot et et enet et enen et s et en e, 20
2.2.4 FUNGOS ENDOFITICOS EM GRAMINEAS. ......ooeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeteeeee e 22
BMATERIAIS E METODOS. ..o oottt ettt ettt ee ettt ee e e s e e e 25
3.1 LOCAIS DE COLETA oottt ettt e e e e et et e et et et et en et eneseneneneeenes 25
3.2 COLETA DO MATERIAL ..ottt ettt e et e e s e e e e e e e 25
3.3 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DOS FUNGOS ENDOFITICOS........ccccoevvverrrrriann. 27
3.4 ANALISES DE DADOS ... oo eeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt et ettt et et ettt ettt ananns 27
BA L DIVERSIDADE. ...ttt ee e et et e et e e e et eeeeeeeeeeeeseeeeeeeseeeeeeeeeeaeeeeeeneeens 27
B.4.2 SIMILARIDADE. .. ..ottt ettt et ae e eeeeeeeeeeeeeeeteeeteeeeeneeeeens 27
3.5 EXTRACAO DE DNA, AMPLIFICACAO (PCR) E SEQUENCIAMENTO.........cc.coeven..e. 28
3.6 ANALISE FILOGENETICA . ...ttt eetee e s e eee et enetenenesenesanesenenenenenens 28
A RESULTADOS ..ot e e ee e e e e e e e e e e eeeeeeseeeeeeeeneeeeeeeeeen e eeene 29
4.1 FUNGOS ENDOFITICOS ISOLADOS DE FOLHAS DE Sorghum bicolor...................... 29
4.2 DIVERSIDADE DE FUNGOS ENDOFITICOS EM FOLHAS DE S. bicolor DURANTE

OS PERIODOS DE PRE E POS-FLORACAOEM GOIANA E SERRA TALHADA.................. 32
4.3 DIVERSIDADE DE FUNGOS ENDOFITICOS ENTRE AS VARIEDADES DE SORGO

IPA 2502 E IPA SF15 EM GOIANA/PE. ..o oo eeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteteeee et eee ettt 33
4.4 DIVERSIDADE DE FUNGOS ENDOFITICOS ENTRE AS VARIEDADES DE SORGO

IPA 2502 E IPA SF15 EM SERRA TALHADAV/PE ... oo, 33
4.5 DIVERSIDADE DE FUNGOS ENDOFITICOS EM FOLHAS DE S. bicolor POR AREA

DE COLET A oot e e e e et e e e eeeeeeeeeeeseseeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeseeeseseeeeeseeeneneneeen, 34
4.6 ANALISE MOLECULAR DOS FUNGOS ENDOFITICOS. ....oovoeeeee et 38
B DISCUSSAO. ..ot e et e et e e et e et e et e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e eeneeneens 46
B CONGCLUSODES. ...ttt ettt e eee e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et eeeeee et eeeeeeeseeeteteeeeeeeseeeeeeens 54

REFERENCIAS . ..o oo oo e et e e et et e e oot e e et e et e e e e et e et e e et e et e s e e esees e e e e et e s e eranens 55



13
Silva, R.M.F. DIVERSIDADE DE FUNGOS ENDOFITICOS FILAMENTOSOS...

1 INTRODUCAO

Os fungos endofiticos sdo caracterizados por habitarem o interior (intra ou
intercelularmente) dos tecidos vegetais, ndo causando aparentemente nenhum dano a seus
hospedeiros (PETRINI, 1991). N&o apresenta especificidade por hospedeiro, sendo
encontrados em associagdo com diversos tipos de plantas (PETRINI; STONE; CARROLL,
1992). Esses fungos podem penetrar nas plantas pelas raizes, por aberturas naturais, tais como
estdmatos e hidatddios, ou ferimentos, como os ocasionados por insetos (AZEVEDO, 1998).

Os micro-organismos endofiticos tém despertado grande interesse cientifico pelo
potencial de gerar produtos de importancia biotecnoldgica, aplicados na indistria, na
agricultura e na medicina. Estes organismos sdo fontes promissoras de substancias naturais,
tais como toxinas, antibioticos, dentre outros farmacos (AZEVEDO, 1998). Também possuem
potencial na producdo de substancias com atividade fungicida e inseticida (SANTOS;
RODRIGUES, 2002; SANTOS, 2003).

Diversos estudos tém demonstrado que os fungos endofiticos tém capacidade de
estimular o desenvolvimento da planta hospedeira em condicbes adversas (ARAUJO et al.,
2002), além de serem organismos produtores de uma ou mais classes de alcaloides que atuam
no controle de pragas e doencas (CLAY; SCHARD, 2002; SCHULZ et al., 2002).

Atualmente diversos estudos tém abordado a taxonomia e distribuicdo das espécies de
fungos endofiticos em um grande numero de hospedeiros. Estes estdo associados com
diversos tipos de vegetais, desde briofitas e pteridofitas até plantas superiores de diversos
ambientes tais como florestas tropicais e temperadas, incluindo regides do extremo artico
(ARNOLD; HERRE, 2003; FISHER et al., 1992; GAMBOA; BAYMAN, 2001; KUMAR,;
KAUSHIK, 2013; ARNOLD, 2007; ROSA et al., 2009; PORRAS-ALFARO et al., 2014;
SURYANARAYANAN; MURALI; VENKATESAN, 2002; SEENA; SRIDHAR, 2004;
SCHULZ, et al., 1993; TAYLOR; HYDE; JONES, 1999; WHITE et al., 1990; WHITE;
BALDWIN, 1992; YEH; KIRSCHNER, 2014).

InvestigagBes acerca da diversidade de fungos endofiticos em gramineas tém sido
frequentemente realizadas. Esses estudos revelam novos tdxons e novas distribuices de
espécies ja conhecidas (AZEVEDO; ARAUJO, 2007; CLAY, 1989; ROSA et al., 2009). A
composigdo de fungos endofiticos em gramineas varia consideravelmente entre habitats, isso
tem sido demostrado em uma grande variedade de ambientes, desde florestas tropicais e
subtropicais até desertos e regides do extremo artico (IANNONE et al., 2012; ROSA et al.,
2009).


http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0717-34582000000100004#55
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Zida et al., (2014) relataram o Unico registro de fungos endofiticos associados a
Sorghum bicolor (L.) Moench. Esses autores estudaram a ocorréncia e distribuicdo desses
fungos em folhas, caules e raizes dessa planta em zonas agroecologicas de Burkina Faso na
Africa.

O sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) é uma graminea de origem africana,
pertencente a familia Poaceae. Encontra-se em quinto lugar entre os cereais mais plantados no
mundo (FARIAS et al.,, 2011). A cultura destaca-se por adaptar-se bem em diversos
ambientes, possuindo potencial para se desenvolver e se expandir principalmente em regides
onde ha condi¢des de deficiéncia hidrica (RESENDE et al., 2009; SANTOS et al., 2007).
Essas caracteristicas tornam o sorgo uma opc¢ao atrativa para os agricultores, sendo também
um cereal de baixo custo de producdo e rapido crescimento (MACHADO et al., 2011;
PEDREIRA; REIS; BERCHIELI, 2003; RESENDE et al., 2009).

O sorgo constitui uma das principais fontes de valor nutritivo, apresentando bom
rendimento e sendo de facil processo operacional durante a colheita e armazenagem
(NEUMANN; RESTLE; BRONDANI, 2004). Além disso, 0 sorgo apresenta grande potencial
econémico no setor sucroalcooleiro por ser rico em acgucares fermentesciveis. Essa planta
também possui ciclo rapido, alta produtividade de biomassa verde, alto rendimento de etanol,
além de ter seu bagaco utilizavel como fonte de energia (DURAES, 2011). Devido a
importancia dos fungos endofiticos em culturas agronémicas, € fundamental que a ocorréncia
desses organismos em plantas economicamente importantes seja conhecida. Dessa forma, esse
trabalho objetivou conhecer a diversidade desses fungos em folhas sadias de sorgo, durante 0s
periodos de pré e pos-floragdo nos municipios de Goiana e Serra Talhada no estado de

Pernambuco.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O SORGO (Sorghum bicolor (L.) MOENCH)

2.1.1 CLASSIFICACAO, ORIGEM E IMPORTANCIA DO SORGO

O Sorghum bicolor (L.) Moench esta classificado na familia Poaceae (Poales). Em
1753, Linnaeus foi o primeiro a descrever trés espécies de sorgo cultivaveis: Holcus sorgo,
Holcus saccaratus e Holcus tricolor (DICKO et al., 2006). No entanto em 1974, Moench
distinguiu o género Sorghum do género Holcus e prop6s o nome Sorghum bicolor. O atual
conceito taxonémico concorda com o estabelecido por Moench, ou seja, os nomes dados por
varios taxonomistas sdo considerados sinbnimos de S. bicolor (L.) Moench (MEKBIB, 2007).

A cultura é originada da Africa e india, apresenta caracteristicas de plantas xerdfilas,
possuindo mecanismos capazes de suportar fatores climéaticos diversos, permitindo que seja
cultivada em areas muito secas e/ou muito quentes onde a produtividade de outros cereais ndo
seria econdmica (QUEIROZ et al., 2014; TABOSA et al., 1993). O sorgo € o quinto cereal
mais produzido no mundo, atrds apenas do trigo, arroz, milho e cevada. Sua maior producéao
concentra-se nos Estados Unidos e México (CONAB, 2014). No Brasil as regifes Centro-
Oeste e Sudeste respondem por mais de 80% da producdo nacional de sorgo, o estado de
Goiés lidera a producdo com (922,5 mil toneladas) seguido por Minas Gerais (507,4 mil
toneladas) e Mato Grosso (347,3 mil toneladas). A regido Nordeste também tem mostrado
investimentos em pesquisas e divulgacdo dessa cultura (SILVA et al., 2013; CONAB, 2014).

Em alguns paises da Africa e da Asia, os gréos de sorgo so utilizados no preparo de
varios produtos alimenticios, tais como produtos de panificacdo e bebidas, dentre outros. No
Brasil, o sorgo vem sendo cultivado principalmente visando a producdo de grdos para suprir a
demanda das industrias de racdo animal ou como forragem, para alimentacdo de ruminantes
(QUEIROZ et al., 2014). O sorgo constitui uma das principais fontes de valor nutritivo com
alto nivel de proteinas, vitaminas e minerais (NEUMANN; RESTLE; BRONDANI, 2004). A
cultura vem se transformando em um grande potencial a ser explorado, devido a um conjunto
de fatores, como seu alto potencial de producdo, a boa adequacdo a mecanizacdo, a
reconhecida qualificagdo como fonte de energia para animais e facilidade de adaptacdo as
regides semiaridas (CONAB, 2014).

E uma cultura que apresenta bastante versatilidade, podendo ser utilizada tanto na

alimentacdo humana quanto animal, servindo de matéria-prima para a producdo de alcool
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anidro, bebidas alcodlicas, colas, tintas, vassouras, agucar, amido e 6leo comestivel (CONAB,
2014).

Aproximadamente a metade do Nordeste Brasileiro encontra-se inserida na regiao
semiarida, perfazendo uma extensdo de 775 km? (TABOSA et al., 2002). O semiérido é
caracterizado pela ocorréncia de precipitacbes que se distribuem de maneira irregular,
concentrando-se em um curto periodo chuvoso, seguido de um longo periodo de seca
(PERAZZO et al., 2013). Em Pernambuco, 83% do estado encontra-se no semiarido
(TABOSA et al., 2002). O sorgo, devido a sua eficiéncia de adaptacdo a ambientes
semiéridos, destaca-se com potencial de crescimento e participacdo nos sistemas agricolas no
Brasil (SANTOS et al., 2010).

No Brasil sdo cultivados quatro tipos de sorgo: granifero, sacarino, forrageiro e
vassoura. O tipo granifero é caracterizado por apresentar plantas de porte baixo, altura até 170
cm, com densa panicula de gréos, adaptado a colheita mecanizada. O tipo sacarino possui
porte alto, com altura superior a dois metros, apropriado para confeccdo de silagem e/ou
producdo de acucar e etanol. O forrageiro possui elevada producdo de forragem e esta
adaptado ao semiarido brasileiro, sendo destinado a alimentacdo animal. Ja o tipo vassoura
tem suas paniculas destinadas a confec¢do de vassouras e escovas (RIBAS, 2003).

Devido as adversidades climaticas da Regido Nordeste do Brasil e as dificuldades de
alimentos para atender o setor agropecuario em consequéncia das secas prolongadas, torna-se
necessario a insercdo de novas variedades de sorgo adaptadas as mais variadas condigdes
climaticas (MONTEIRO et al., 2004). Em busca de variedades mais resistentes, 0s mercados
de produtos agricolas estdo cada vez mais investindo em novas tecnologias, entre as principais
rotas de inovacdo estd o uso do melhoramento vegetal que potencializa 0 uso dos recursos
agricolas. A Embrapa Milho e Sorgo destaca-se entre uma das principais instituicfes de
pesquisa do pais, por aliar acervo de recursos genético de culturas de sorgo com cultivares
potencias a serem utilizados em regides aridas.

Cultivares de sorgo forrageiro e sacarino, com alto rendimento e toleréncia a
condicBes de estresses bioticos e abioticos, tém sido desenvolvidos pelo Instituto Agronémico
de Pernambuco (IPA). Esses cultivares sdo promissores para as mais diversas regioes,
principalmente a semidrida, visando abastecer a demanda de gréos e forragem/silagem para a
pecuaria regional nos periodos secos (TABOSA et al., 2000). As variedades de sorgo tém
mostrado alta estabilidade de producdo, alta resisténcia a estiagem, alta qualidade de forragem
com alto potencial de producdo de massa verde e baixo custo. Dentre as variedades destacam-

se para o0 semiarido pernambucano o sorgo sacarino IPA 2502 e o sorgo forrageiro IPA SF15.
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A variedade de sorgo forrageiro IPA SF15 é originéria a partir do cruzamento entre a
variedade sacarina IPA 7301218 e a variedade IPA 7301158. A variedade IPA SF15 foi
testada e avaliada em diferentes ambientes da regido semiarida dos estados de Alagoas, Ceara,
Pernambuco, Rio Grande do Norte e Sergipe, sendo obtidos altos valores de rendimento de
matéria seca e adaptabilidade (TABOSA et al., 2002). Essa variedade caracteriza-se pela alta
produtividade de matéria seca, além de adaptar-se a diversas situacdes de clima e solo,
também apresenta altos valores quanto a produtividade e qualidade da forragem (CONAB,
2014).

A variedade de sorgo sacarino, IPA 2502, possui grande valor para alimentagdo
animal. Seu bagago possui um valor bioldgico superior ao da cana de aglcar, com 50% menos
lignina e mais carboidratos (SANTOS et al., 1986). Caracteriza-se por apresentar colmos ricos
em acucares fermentesciveis e pode servir para a producdo de etanol. Trata-se de uma
variedade de sorgo de ciclo rdpido, quatro meses, cultura totalmente mecanizével, alta
produtividade de biomassa verde (60 a 80 t. ha™), alto rendimento de etanol (3.000 a 6.000 I.
ha') e bagaco utilizavel na geracdo de energia, além de ser resistente ao estresse hidrico,

adaptando-se bem & escassez de chuvas da regido semiarida (DURAES, 2011).

2.1.2 Fenologia da planta

A fenologia estuda a ocorréncia de eventos bioldgicos periddicos, as causas de sua
ocorréncia relacionadas com os fatores bidticos e abidticos, e a interrelacdo entre as fases
caracterizadas por estes eventos dentro da mesma ou de espécies diferentes (LIETH, 1974).

O sorgo apresenta metabolismo C4, de dia curto e com altas taxas fotossintéticas. A
maioria das variedades desta planta requerem temperaturas superiores a 21 °C para um bom
crescimento e desenvolvimento (MAGALHAES; DURAES, 2003). O ciclo do sorgo
apresenta trés estagios caracterizados pelas etapas de crescimento da cultura, baseados nos
dias ap0s a semeadura. O primeiro estagio (EC1) caracteriza-se pelo crescimento da cultura,
que vai da germinacdo até a iniciacio da panicula. E o periodo mais importante para o
estabelecimento das plantulas. O segundo estagio (EC2) compreende a inicia¢do da panicula
até o florescimento; nesta fase ocorre varios processos de crescimento tais como,
desenvolvimento da éarea foliar, sistema radicular, acumulacdo de matéria seca e 0
estabelecimento de um ndmero potencial de sementes; caso a planta seja afetada neste

periodo, o rendimento podera ser comprometido. O terceiro estagio (EC3) compreende desde
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floracdo a maturacdo fisioldgica. Os fatores mais importantes neste estidgio sdo aqueles
relacionados ao enchimento de graos (MAGALHAES; DURAES, 2003).

As fases de crescimento e desenvolvimento da maioria das culturas séo
particularmente definidas, porém pode existir variacdo nesses periodos, em fungdo do local,

época de semeadura e das condicdes climaticas as quais a planta é exposta (COSTA, 2013).

2.2 FUNGOS ENDOFITICOS

2.2.1 Conceito

A palavra enddfito é de origem grega éndon + python que significa no “interior da
planta” (SCHULZ; BOYLE, 2005). O uso deste termo é tdo amplo quanto sua defini¢do. O
termo endofitico foi introduzido por A. de Bary em 1866 referindo-se a todos 0s organismos
que colonizam o tecido vegetal (HYDE; SOYTONG, 2008).

Carrol (1986) restringiu o uso da palavra enddéfito, referindo-se apenas aos organismos
qgue colonizam os tecidos vegetais, retirando os fungos patogénicos e mutualistas como
micorrizas. Petrini (1991) prop6s uma definicdo mais abrangente para o termo endofitico,
inserindo todos os organismos que colonizam os tecidos vegetais (intra ou intercelularmente)
sem causar dano aparente ao seu hospedeiro, bem como patdgenos latentes que podem viver
de forma assintomatica. Uma interpretacédo feita por de Azevedo; Aradjo, (2007) define como
micro-organismos endofitos todos aqueles cultivaveis ou ndo, em meio de cultura, que
habitam o interior dos tecidos vegetais sem causar dano aparente ao hospedeiro e sem
produzir estruturas externas que emergem nas superficies das plantas.

A distingdo entre micro-organismos endoéfitos, epifiticos e patogénicos depende do
nicho ocupado em um determinado estagio da interacdo do micro-organismo com 0 Seu
hospedeiro (STROBEL et al., 2004). Ndo h& uma exata definicdo para diferenciar micro-
organismos endofiticos de epifiticos e patogénicos, sendo a distin¢cdo entre eles apenas
didatica (AZEVEDO et al., 2000). Um micro-organismo epifitico pode ser encontrado no
vegetal como endofitico em certas condic¢Ges, podendo também tornar-se um patdégeno. Em
outras circunstancias, um patogeno é considerado um endéfito (AZEVEDO, 1998;
AZEVEDO et al., 2000).

No inicio dos anos 70 surgiram as primeiras publicacbes mostrando que 0s micro-
organismos endofiticos, neste caso os fungos, podem desempenhar um papel importante no

hospedeiro (AZEVEDO, 1999). Esses organismos possuem uma funcdo bem definida nas
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plantas que hospedam. Alguns possuem a capacidade de modificar morfologicamente o tecido
vegetal, outros provocam modificagbes fisioldgicas, além de aumentar a resisténcia a
herbivoros e patégenos (AZEVEDO, 1999; SAIKKONEN et al., 1998).

Os enddfitos podem também aumentar a resisténcia das plantas contra fatores bidticos
e abidticos, e outros compostos de interesse (AZEVEDO, 1999). Além dos aspectos
ambientais e biotecnoldgicos, o estudo desses micro-organismos tem forte interesse da
comunidade académica sobre a descoberta de novas espécies. Suas valiosas propriedades
combinadas com sua imensa diversidade levou os cientistas a considerarem os fungos
endofiticos como micro-organismos de grande destaque na microbiota dos vegetais
(ARNOLD et al., 2003).

2.2.2 Importéancia e interac6es dos fungos endofiticos

Fungos endofiticos representam uma rica fonte de novos bioativos com grande
potencial biotecnoldgico para ser aplicado na agricultura, na medicina e na indudstria (SILVA
et al., 2010; STROBEL, 2003). A grande variedade de metabdlitos que sdo produzidos pelos
endofiticos ainda ndo foi completamente estimada, mas avalia-se que seja alta, devido a
versatilidade e facilidade de adaptacdo dos fungos (AZEVEDO et al., 2002).

Atualmente varias técnicas, reunindo conhecimentos em quimica, bioguimica,
microbiologia e biologia molecular, tém sido utilizadas para aprimorar o uso de micro-
organismos no isolamento de novos principios ativos (SPECIAN et al., 2015). Bioativos
naturais obtidos de endofiticos incluem principalmente: esterdides, xantonas, fendis,
isocumarinas, quinonas, furandionas, terpendides, depsipeptideos e citocalasinas (KROHN et
al., 2001; SCHULZ et al., 1999; SCHULZ et al., 2002). Dentre as funcfes bioldgicas de
alguns desses compostos pode-se destacar as acOes: antibacteriana, antiviral, antioxidante,
antifungica, anti-helmintica, antitumoral, antimalarica, anti-inflamatoria, antituberculose,
laxativa, antidiabética, imunossupressora e antiparasitaria, dentre outras (ALMEIDA et al.,
2014; GUIMARAES et al., 2009; WANG; CHAO-DAI, 2010; STROBEL; DAISY, 2004). A
producdo desses bioativos pode conferir ao hospedeiro o controle biologico de doengas e
pragas, além da capacidade de estimular o desenvolvimento da planta em condic¢des adversas
(SCHULZ et al.,, 2002). Os fungos endofiticos também podem produzir enzimas
extracelulares incluindo, pectinase, celulase, lipoidase, proteinase, fenoloxidase, enzimas
catabolicas, ligninase, dentre outras (OSES et al., 2006; TAN; ZOU, 2001). Todas essas
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enzimas Sd0 necessarias para penetracdo e colonizacdo na planta hospedeira, além de
participarem da degradacdo de residuos vegetais (CHAO-DALI, 2010).

A colonizacdo endofitica pode ser intercelular e intracelular, qualquer tecido ou 6rgao
do vegetal pode ser colonizado: raiz, caule, ramos, folhas, flores e frutos (MARINHO et al.,
2005; SCHULZ; BOYLE, 2005).

Os mecanismos envolvidos na relacdo enddéfito-planta ndo sdo bem compreendidos,
porém sabe-se que as interacbes podem ser simbioticas, neutras ou antagénicas (SPECIAN et
al., 2015). A associacdo endofito-planta proporciona a existéncia de um ambiente sem
perturbacdes, além do fornecimento de energia, nutrientes, abrigo, bem como protecdo a
estresse ambiental (SELIM et al., 2012). Por outro lado, os fungos endofiticos beneficiam a
planta hospedeira através da producdo de substancias, tais como metabdlitos secundarios e
enzimas, que sdo responsaveis pela adaptacao das plantas aos estresses abi6ticos como a luz, a
seca e estresses bidticos, como o ataque de herbivoros e agentes patogénicos, dentre outros
beneficios (KOGEL; FRANKEN; HUCKELHOVEN, 2006).

Em geral os fungos endofiticos podem ser transmitidos horizontalmente utilizando
aberturas naturais, tais como estébmatos e hidatddios presentes nas partes aéreas da planta,
verticalmente pelas sementes ou penetrando através da zona radicular por ferimentos causados

pela abrasdo das raizes com o solo durante o crescimento (AZEVEDO, 1998).

2.2.3 Fungos endofiticos no brasil

Os fungos endofiticos apresentam uma elevada diversidade de espécies pertencentes
aos filos Ascomycota e Basidiomycota, e ao subfilo Mucoromycotina. Esses organismos séo
descritos em associacao com diferentes plantas ao redor do mundo (FERREIRA et al., 2015).
Vaérios estudos ja tém discutindo a diversidade, ecologia e aplicacdo biotecnoldgica desses
fungos associados a diferentes vegetais, de diversos ambientes como florestas tropicais e
temperadas, incluindo regides do extremo artico (ARNOLD; HERRE, 2003; FERREIRA et
al., 2015; ROSA et al., 2010).

A associacdo endofitico-hospedeiro proporciona beneficios aos vegetais, tais como;
maior resisténcia a herbivoros, patdgenos, secas, estresse, bem como a planta associada tem
habilidades competitivas melhoradas (CLAY; SCHARD, 2002). Em estudo realizado por
Schulz et al. (2002), os endofiticos encontrados colonizando as raizes do hospedeiro possuiam
0 potencial de crescimento na rizosfera, e assim poderia melhorar a oferta de nutrientes para

hospedeiro.
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No Brasil, os fungos endofiticos vém sendo encontrados associados a uma grande

variedade de vegetais como bridfitas, pteridofitas e plantas superiores (BEZERRA et al.,
2013; COSTA; MAIA; CAVALCANTI, 2012; HILARINO et al., 2011; LIMA et al., 2014;
MAGALHAES et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014b; PEREIRA et
al., 1999; STUART et al., 2010). A evidéncia da importancia ecoldgica dos fungos

endofiticos tem despertado o crescente interesse em relagdo a estes organismos nas ultimas

décadas (ARNOLD, 2007), demostrando a rica diversidade desses fungos associados as

plantas das florestas tropicais brasileiras. A Tabela 1 apresenta alguns dos fungos endofiticos

comumente isolados em plantas no Brasil.

Tabela 1- Fungos endofiticos isolados em plantas no Brasil.

Planta hospedeira

Fungos endofiticos

Referéncia

Avicennia schaueriana,
Laguncularia racemosa e
Rhizophora mangle
Anacardium occidentale, carnalba,
aceroleira, Mangifera indica,
Manihot esculenta, Punica
granatum, Ricinus communis,
Spondias purpurea, S. tuberosa,
Syagrus picrophylla e Syzygium
jambolanum

Anacardium occidentale

Bauhinia forficata

Bauhinia brevipes
Bactris gasipaes Kunth

Caesalpinia echinata Lam

Calotropis procera

Cereus jamacarcu

Guignardia sp. e Colletotrichum
gloeosporioides

Colletotrichum gloeosporioides,
Guignardia sp. e Phaeotrichoconis
crotalaria

Lasiodiplodia theobromae

Acremonium curvulum, Gibberella
fujikuroi e Myrothecium verrucaria

Phomopsis sp. e Dothiorella sp.
Fusarium oxysporum

Pestalotiopsis maculans e
Colletotrichum gloeosporioides

Phaeoramularia calotropidi e
Guignardia bidwellii

Cladosporium cladosporioides
e Fusarium oxysporum

COSTA; MAIA;
CAVALCANTI, 2012

FREIRE; BEZERRA, 2001

CARDOSO et al., 2009
BEZERRA et al., 2015

HILARINO et al., 2005

ALMEIDA; YARA; ALMEIDA,

2005
LIMA; CAVALCANTI, 2014

NASCIMENTO et al., 2015

BEZERRA et al., 2013
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Continuacdo da Tabela 1- Fungos endofiticos isoladas em plantas no Brasil.

Planta hospedeira

Fungos endofiticos

Referéncia

Coffea arabica e Vitis labrusca
Coffea arabica

Coffea arabica

Euterpe oleracea
Eremanthus erythropappus
Gossypium spp.

Glycine max L. Merril

Indigofera suffruticosa

Lippia sidoides Cham.
Melia azedarach

Musa acuminata
Malus domestica

Opuntia ficus-indica Mill
Opuntia ficus-indica Mill.

Pinus taeda L.

Rhizophora mangle, Avicennia
schaueriana e Laguncularia
racemosa

Saccharum L.

Spondias mombin

Stryphnodendron adstringens
Theobroma cacao L
Vitis labrusca

Vitis labrusca

Vitis labrusca

Vigna unguiculata

Rhodotorula mucilaginosa

Colletotrichum gloeosporioides, Phyllosticta
capitalensis

Colletotrichum sp. e Cladosporium sp.
Xylaria cubensis e Letendaeopsis palmarum
Phomopis sp. e Xylaria sp.

Phomopsis archeri e Phoma destructiva,
Aspergillus sp., Fusarium sp. e Penicillium
sp.

Colletotrichum gloeosporioides,
Pseudocochliobolus pallescens
Colletotrichum gloeosporiodes

Aspergillus sp. e Penicillium sp.

Xylaria sp. e Colletotrichum musea

Colletotrichum sp., Xylaria sp. e
Botryosphaeria sp.

Cladosporium cladosporioides e C.
sphaerospermum

Chrysonilia sitophila, Penicillium
funiculosum

Xylaria sp.

Diaporthe sp., Colletotrichum sp. e Fusarium
sp.

Fusarium sp. e Xylaria sp.

Colletotrichum gloeosporioides e Guignardia
sp.

Diaporthe phaseolorum e

Guignardia camelliae,

Fusarium spp.

Phaeotrichoconis crotalariae

Khuskia oryzae e Colletotrichum
gloeosporioides

Colletotrichum gloeosporioides e Diaporthe
helianthi

Aspergillus niger e Penicillium variable

LIMA et al., 2013
OLIVEIRA et al., 2014b

BONGIORN et al., 2015
RODRIGUES, 1994
MAGALHAES et al., 2008
VIEIRA et al., 2011

PIMENTEL et al., 2006

SANTOS et al., 2015

SIQUEIRA et al., 2011
SANTOS, 2003
PEREIRA; VIEIRA;
AZEVEDO, 1999

SARTORI et al., 2005
BEZERRA et al., 2012

FREIRE et al., 2015
PIMENTAL; FIGURA;
AUER, 2010
SEBASTIANES et al., 2013

STUART etal., 2010
RODRIGUES; SAMUELS,
1999

CARVALHO etal., 2012

RUBINI et al., 2005
LIMA; BEZERRA;
CAVALCANTI, 2012

LIMA etal., 2014

BRUM et al., 2012

RODRIGUES; MENEZES,
2002

2.2.4 Fungos endofiticos em gramineas

Espécies pertencentes a familia Poaceae sdo coabitadas por uma rica fonte de fungos
endofiticos (CLAY, 1990; LORO et al., 2012). Estudos demostram a atua¢do desses micro-

organismos no condicionamento fisico e ecologico dos vegetais, além de produzirem diversos

metabolitos essenciais para o desenvolvimento da planta hospedeira (KULDAU; BACON,

2008; RODRIGUEZ,

TORRESWHITE, 2010).

REDMAN,

2008; RODRIGUEZ et

al., 2009;

WHITE;


https://pt.wikipedia.org/wiki/Saccharum
https://pt.wikipedia.org/wiki/Carolus_Linnaeus
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No geral, fungos endofiticos sdo onipresentes e extremamente diversificados no
hospedeiro, habitando tecidos de plantas, folhas, caules, cascas, peciolos e estruturas
reprodutivas (FAETH; FAGAN, 2002). A diversidade de espécies de fungos endofiticos
isolados no vegetal é afetada por varios fatores, tais como temperatura, salinidade, fauna,
flora, distribuicdo geogréfica, idade da planta, condic¢des fisioldgicas do vegetal e condi¢des
sazonais (GAMBOA; BAYMAN, 2001; PETRINI; STONE; CARROLL, 1992).

Sabe-se também que o método de isolamento utilizado em cada estudo influencia na
diversidade da comunidade endofitica (ARNOLD; HERRE, 2003; HYDE; SOYTONG, 2008;
MARQUEZ et al., 2012). Esses fatores podem intervir nas interagdes endofitico-hospedeiro,
causando algum efeito sobre as atividades fisioldgicas dos tecidos vegetais (MARQUEZ et
al., 2012). A interacdo endofitico-graminea pode proteger a planta hospedeira de herbivoros e
patdgenos, e também melhorar a aptiddo e habilidades competitivas das plantas, tal como
aumentar a tolerancia a seca (LATCH, 1997).

A composicgdo da micobiota de gramineas varia consideravelmente entre plantas e seus
habitats (MARQUEZ et al., 2012). A Tabela 2 apresenta alguns dos fungos endofiticos
comumente isolados de gramineas. Esses micro-organismos podem apresentar preferéncia de
colonizagdo de acordo com a textura do tecido e alteraces na fisiologia e quimica do vegetal
(PHOTITA et al., 2001). Recentes estudos tém mostrado que espécies de fungos endofiticos
pertencentes a familia Clavicipitaceae (CLAY,1990), principalmente pertencentes aos géneros
Neotyhodium e Epichlog, estdo comumente associadas a gramineas, e sdo caracterizadas como
simbiontes intercelulares e biotréficos obrigatérios (KULDAU; BACON, 2008). Varios
trabalhos ja ttm mostrado que a maioria ou todas as espécies de gramineas sdo infectadas por
fungos endofiticos (KULDAU; BACON, 2008; MARQUEZ; BILLS;
ZABALGOGEAZCOA, 2007, PORRAS-ALFARO et al., 2008).

Na literatura é conhecido apenas um estudo da associacao de fungos endofiticos em S.
bicolor (L.) Moench (ZIDA et al., 2014). Esses autores estudaram a ocorréncia e distribuigéo
de fungos endofiticos em folhas, caules e raizes de sorgo em zonas agroecoldgicas de Burkina
Faso na Africa. Outros estudos de fungos endofiticos associados a gramineas foram realizados
nos Estados Unidos por Khidir et al., (2010) que estudaram a comunidade desses organismos
associadas com raizes de Bouteloua gracilis e Sporobolus cryptanthus. Morakotkarn;
kawasaki; Seki, (2007) avaliaram a comunidade de fungos endofiticos associados com bambu
no Japao e Saikkonen et al., (2000) examinaram a comunidade desses fungos em gramineas

de interesse econdémico e nativas na Finlandia. Na Argentina, a associacdo de fungos
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endofiticos tem sido relatada em 36 espécies de gramineas nativas, pertencentes aos seguintes
géneros: Briza, Bromus, Festuca, Melica, Phleum e Poa (IANNONE et al., 2012).

Os fungos endofiticos podem conferir diversos beneficios aos hospedeiros, incluindo o
aumento da capacidade de sobreviverem em ambientes extremos, tais como regides aridas,
desérticas e regifes articas. Redman et al., (2011) relataram o potencial de Fusarium sp. e
Cochliobolus sp. associados ao arroz, demostrando a capacidade que esses fungos possuem de

colonizar e conferir tolerancia as plantas a baixas temperaturas e alta salinidade, além de

aumentar o crescimento, biomassa e rendimento do vegetal.

Tabela 2- Fungos endofiticos isolados de gramineas (adaptado de MARQUEZ et al., 2012).

Gramineas

Taxon dominante

Referéncia

Ammopbhila arenaria

Bouteloua gracilis
Bouteloua gracilis
Sporobolus cryptandrus
Bothriochloa macra

Bambu spp.

Dactylis glomerata
Deschampsia antarctica
Elymus farctus

Festuca arizonica

Gramineas tropicais
Gramineas tropicais
Gramineas tropicais
Hordeum comosum

Holcus lanatus

Hyparrhenia hirta
Oryza

Oryza rufipogon Griff
Oryza granulata

Phragmites australis
Sorghum bicolor

Phragmites australis
Stipa grandis

Stipa tenacissima
Stipa tenacissima
Zea

Triticum

Alternaria sp. e Podospora sp.

Pleosporales, Sordariales e Agaricales
Paraphaeospheria sp., Moniliophthora sp. e
Fusarium sp.

Alternaria sp., Periconia sp. e Phoma sp.

Xylariales

Cladosporium sp., Helgardia sp. e Acremonium

sp.
Alternaria sp. e Phaeosphaeria sp.

Alternaria sp., Podospora sp. e Acremonium sp.

Neotyphodium sp.

Phoma sp. e Cochliobolus sp.

Acremonium sp.

Xylariales, Halosphaeriales e Phyllachlorales
Epichloé sp.

Alternaria sp., Cladosporium sp e Penicillium
sp.

Khuskia sp., Periconia sp. e alternaria
Alternaria sp. e Cladosporium sp.,

Phoma sp., Cladosporium sp. e Penicillium sp.
Sordariomycetes e Dothideomycetes
Microdochium sp., Cladosporium sp. e
Trichoderma sp.

Fusarium sp. e Curvularia sp.,

Alternaria sp., Sporormiella sp. e Rhizoctonia
sp.

Pyrenopora sp., Alternaria sp. e Phialophora
sp.

Alternaria sp., Sporormiella sp. e Rhizoctonia
sp.

Alternaria sp., Epicoccum sp. e Idriella sp.
Alternaria sp., Aureobasidium sp. e
Acremonium sp.

Neotyphodium sp. e Acremonium sp.

MARQUEZ; BILLS;
ZABALGOGEAZCOA, 2008
PORRAS ALFARO et al., 2008

KHIDIR et al., 2010
WHITE; BACKHOUSE, 2007

MORAKOTKARN; KAWASAKI,

SEKI, 2007

MARQUEZ; BILLS;
ZABALGOGEAZCOA, 2007
ROSA et al., 2009
MARQUEZ; BILLS;
ZABALGOGEAZCOA, 2008
SCHULT; FAETH, 1998
LORO et al., 2012

WHITE, 1987

HIGGINS et al., 2011
IANNONE et al., 2015

MARQUEZ et al., 2010

WHITE; BACKHOUSE, 2007
FISHER; PETRINI, 1992
WANG et al., 2015

YUAN etal., 2011

WIRSEL et al., 2002
ZIDAetal., 2014
PELAEZ etal., 1998

SU etal., 2010

PELAEZ et al., 1998
SIEBER et al., 1988
FISHER et al., 1992
MARSHALL etal., 1999
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Estudos da associagdo de fungos endofiticos com gramineas de regiGes semiéridas
foram realizados nos Estados Unidos por Porras-Alfaro et al., (2008) que observaram uma alta
diversidade de fungos endofiticos associados a raizes de Bouteloua gracilis. Loro et al.,
(2012) avaliaram a diversidade desses organismos em 13 gramineas na Venezuela. Em estudo
realizado por Rosa et al., (2009) em Deschampsia antarctica Desv. no continente antartico,
apenas 26 isolados de fungos endofitos foram obtidos a partir de 273 fragmentos de folhas,
sugerindo que a baixa frequéncia e diversidade desses fungos pode ser devido as condicGes
extremas dos ecossistemas antarticos.

O estudo da diversidade de fungos endofiticos em gramineas é de extrema
importancia, de modo a descobrir novos taxons e seus efeitos benéficos ao vegetal. Assim,
uma visdo mais abrangente da ecologia e da diversidade desses fungos, bem como suas

interacdes entre plantas hospedeiras torna-se essencial (WEI et al., 2007).

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 LOCAIS DE COLETA

As folhas de sorgo foram coletadas em cultivos irrigados localizados nas Estacdes
Experimentais de Itapirema (Goiana) e Serra Talhada, pertencentes ao Instituto Agronémico
de Pernambuco (IPA), localizadas nas mesorregides da Zona da Mata e do Sertdo de

Pernambuco, respectivamente.

3.2 COLETA DO MATERIAL

Nos meses de agosto e outubro/2014 e dezembro e margo/2015 foram realizadas
quatro coletas nas duas areas. As caracteristicas climaticas para cada area (durante o periodo
de coleta) foram registradas (Tabela 3). Cada coleta compreendeu o periodo de pré e pos-
floragdo em Goiana (Figura 1) e em Serra Talhada (Figura 2). As coletas foram realizadas em
duas variedades de sorgo, IPA 2502 e IPA SF15. Para cada coleta foram delimitadas quatro
parcelas em cada area de estudo. Em cada parcela foram escolhidos trés espécimes do vegetal
em trés pontos aleatdrios nos quais foram retiradas seis folhas aleatoriamente, acondicionadas
em sacos de papel devidamente etiquetados, e transportadas ao Laboratorio | da Pods-
Graduacao em Biologia de Fungos, para manipulacdo, no tempo maximo de 24 horas. Dessa
forma foram coletadas 54 folhas por parcela x quatro parcelas x dois periodos (pré e pos-

floragdo) x duas coletas x duas areas de coleta, o que totalizou 1728 folhas para o estudo.
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Figura 1- Cultivo de Sorghum bicolor no periodo de pré (A) e pds-floracdo (B) em Goiana,
Pernambuco.

Fonte: Rejane silva, 2015.

Figura 2- Cultivo de Sorghum bicolor no periodo de pré (A) e pés-floracdo (B) em Serra

Fonte: Rejane silva, 2015.

Tabela 3- Densidade Pluviométrica e temperatura das areas de coleta nos municipios de
Goiana e Serra Talhada, Pernambuco.

Coleta (més/ano) Densidade Temperatura (°C)
Pluviométrica Maxima Minima
(mm)
Agosto/2014 131.1 30 24
Goiana

Outubro/2014 82.1 29 24

Dezembro/2014 6.1 38 22

Serra Talhada Margo/2015 116.7 35 24

Fonte: Apac: Agéncia Pernambucana de Aguas; Sistema de Monitoramento Agrometereoroldgico (Agritempo)
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3.3 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DOS FUNGOS ENDOFITICOS

As folhas coletadas foram lavadas com agua corrente e detergente neutro,
fragmentadas em discos foliares de 5 mm de diametro e desinfestadas em alcool 70% por 30
segundos e em hipoclorito de sédio (NaClO) a 2% por 3 minutos. Em seguida o material foi
lavado 2 vezes em agua destilada esterilizada (modificado de ARAUJO et al., 2001; BRUM et
al., 2012).

Seis discos das folhas foram transferidos para placas de Petri, em triplicata, contendo
4gar malte acrescido de cloranfenicol (50 mg L™), incubados em temperatura ambiente
(28+2°C) e observados diariamente por até 15 dias quanto ao desenvolvimento das col6nias
fangicas ao redor do disco. Para o controle da assepsia, 50 puL da agua utilizada foram
plagueados em agar malte como comprovacao da desinfestacdo superficial (PEREIRA, 1993).

Ap0s crescimento das colbnias, fragmentos de micélio foram transferidos para tubos
de ensaio contendo meio agar malte para posterior identificacdo das espécies com base nas
caracteristicas macro e microestruturais das estruturas somaéticas e reprodutiva foram
observados, utilizando literatura especifica (DOMSCH; GAMS; ANDERSON, 1993; ELLIS,
1971; ELLIS, 1976; KIRK; COOPER, 2005, entre outras). Quando necessario, utilizou-se
diferente meio de cultua para promover a esporulagdo fungica, BDA (batata, dextrose, agar),
agar gérmen de trigo, agar aveia e agar V-8.

3.4 ANALISE DOS DADOS

3.4.1 Diversidade

A andlise ecoldgica da diversidade de espécies (morfotipos/filotipos) foi calculada
utilizando os indices de riqueza de espécies; numero de isolados e diversidade (Shannon H'),
sendo utilizado o software PAST verséo 1.79 (HAMMER et al., 2001). Curvas de acumulacgéo
de especies também foram calculadas para cada area, o que permitiu estimar a riqueza total de
cada area a partir de estimativas de Jacknife 1. Para essas analises multivariadas foi utilizado
o programa Primer (CLARKE; GORLEY, 2006).

3.4.2. Similaridade

Para o calculo da similaridade entre as comunidades de fungos endofiticos isolados
nas duas areas, entre os periodos (pré e pos-floracdo) e entre as variedades de sorgo (IPA
SF15 e IPA 2502) foi utilizado o Coeficiente de Similaridade de SORENSEN (1948):
Ss=(2w/a+b)x100, com auxilio do programa Primer (CLARKE; GORLEY, 2006).
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3.5 EXTRAGCAO DE DNA, AMPLIFICACAO (PCR) E SEQUENCIAMENTO

A biomassa dos fungos foi obtida a partir de culturas desenvolvidas em agar malte,
mantidos a 28°C por até seis dias em tubo de ensaio. Todo micélio foi retirado do tubo de
ensaio com auxilio de uma alca de platina, sendo o material transferido para microtubos de 2
ml com tampa de rosca, acrescidos de 0,5 g de contas de vidro (glass beads) com dois
diametros diferentes na proporcao de 1:1 (acid-washed, 150-212 um and 425-600 um; Sigma,
U.S. sieve). O material foi triturado por agitacdo em alta velocidade em um FastPrep
(OLIVEIRA etal., 2014a).

A extracdo do DNA gendmico foi realizada, com o material previamente triturado,
conforme GOES-NETO; LOGUERCIO-LEITE; GUERRERO, (2005), que inclui
homogeneizacdo do material em tampdo CTAB 2% (brometo de cetiltrimetilaménio) e uma
lavagem com cloroférmio: &lcool isoamilico (24:1), além de precipitagdo em isopropanol,
lavagem em etanol 70% e ressuspensdo em 50 pL de agua ultrapura.

Para amplificacdo da regido ITS (Internal Transcribed Spacer) foram utilizados os
primers ITS1 e ITS4 (WHITE et al.,, 1990). Os parametros para amplificacdo e as
concentragOes dos reagentes (ANTPs, cloreto de magneésio, Taqg DNA polimerase e tampao de
reacdo) foram os mesmos descritos por OLIVEIRA et al. (2014a). Controles negativos,
contendo todos os componentes exceto DNA, foram utilizados em cada procedimento para
detectar possiveis contaminacgoes.

Os produtos das extracdes de DNA e das reagdes (5 uL) de PCR (Polymerase Chain
Reaction) foram visualizados sob luz UV, a partir de gel de agarose 1%, corado com GelRed.
Os produtos de amplificagdo foram purificados com o “PureLink PCR Purification Kit”
(Invitrogen), seguindo as instrucdes do fabricante, e encaminhados para a plataforma de
sequenciamento no Laboratério de Biologia Molecular e Biologia Evolutiva da Universidade

Federal de Pernambuco.

3.6 ANALISE FILOGENETICA

As sequéncias obtidas foram alinhadas com outras recuperadas do GenBank com o
auxilio do programa Clustal X (LARKIN et al.,, 2007) e editadas usando o programa
BIOEDIT (HALL, 1999). Antes da analise filogenética, 0 modelo de substitui¢do nucleotidica
foi estimado utilizando Topali 2.5 (MILNE et al., 2004). A caracterizacdo molecular final foi

realizada com a avaliagdo filogenética e construcdo de arvore Bayesiana utilizando o
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programa MrBayes 3.1.2 (RONQUIST; HUELSENBECK, 2003), executado a partir do
programa Topali 2,5.

4 RESULTADOS
4.1 FUNGOS ENDOFITICOS ISOLADOS DE FOLHAS DE Sorghum bicolor

Dos 1728 discos foliares de sorgo em meio de cultura 476 fungos endofiticos foram
isolados distribuidos em 30 morfotipos e 10 filotipos (Tabela 4). Dentre os géneros
identificados Colletotrichum, Cochliobolus e Epicoccum foram os mais abundantes com 107,

77 e 68 isolados, respectivamente (Figura 3).

Figura 3- Géneros isolados em folhas de Sorghum bicolor coletadas nos municipios de
Goiana e Serra Talhada, Pernambuco.
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Fonte: Rejane silva, 2015.

As especies que ocorreram em maior numero foram representadas por Cochliobolus
hawaiiensis, Colletotrichum falcatum e Epicoccum sorghi (Tabela 4). Alguns taxons foram
considerados raros, a maioria sendo representada por apenas um isolado. Apesar da maior
parte pertencer ao filo Ascomycota, trés foram representantes do filo Mucoromycotina
(Mucor irregularis, Mucor indicus e Mucor sp.).
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Tabela 4 - Namero de isolados de fungos endofiticos de sorgo nas variedadess IPA2502, IPASF15
e nos periodos fenelogicos nos municipios de Goiana e Serra Talhada/PE.

Fungos endofiticos

Goiana

Serra Talhada

Variedade
IPA2502

Variedade
IPASF15

Variedade Variedade
IPA 2502 IPASF15

Total

Pré

Pés

Pré

Pés

Pré Pés Pré

Pés

Acremonium borodinense Tad. Ito, Okane, Nakagiri &
W. Gams

Arthrinium sp.*

Aspergillus terreus Thom

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc.
Colletotrichum falcatum (Speg.) Arx & E. Miill
Cladosporium sp.*

Cochliobolus  hawaiiensis ~ Alcorn  (=Curvularia
hawaiiensis (Bugnic. ex M.B. Ellis) Manamgoda, L.
Cai & K.D. Hyde)

Chaetomium nigricolor L.M. Ames

Daldinia sp.*

Diaporthe sp. 1*

Diaporthe sp. 2*

Diaporthe arengae R.R. Gomes, C. Glienke & Crous
Diaporthe endophytica R.R. Gomes, C. Glienke &
Crous

Epicoccum sorghi (Sacc.) Aveskamp, Gruyter &
Verkley

Engyodontium album (Limber) de Hoog

Exserohilum rostratum K.J. Leonard

Fusarium oxysporum E.F. Sm. & Swingle

Fusarium acutatum Nirenberg & O'Donnell

Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg

Hypoxylon griseobrunneum Berk. & Broome
Hypoxylon sp.*

Khuskia oryzae H.J. Huds

Mucor irregularis Stchigel, Cano, Guarro & E. Alvarez
Mucor indicus Lendn

Mucor sp.*

Magnaporthales*

Paraphaeosphaeria sp.*

Penicillium citrinum Thom

Periconia macrospinosa Lefebvre & Aar.G. Johnson
Purpureocillium lilacinum (Thom) Luangsa-ard,
Houbraken, Hywel-Jones & Samson

Phyllosticta capitalensis Henn

Pyrenochaetopsis sp. 1*

Pyrenochaetopsis sp. 2*

Sordariomycetes 1*

Sordariamycetes 2*

Sarocladium bacillisporum (Onions & G.L. Barron)
Summerb

Talaromyces apiculatus Samson, N. Yilmaz & Frisvad
Xylaria feejeensis (Berk.) Fr

Xylariales 1*

Xylariales 2*

RN e

weE NG N

L e

e

© -

w
[uics

23

= =
B PR o R

[ B \ S V)

N e

[ R R~ | [

-

6
35

50

[y
a1

1 12 -

P NRPPRPWE W RrrORRPNMORR A

N
ol

N

TOTAL DE ISOLADOS

52

151

43

164

17 30 13

476

Obs. Os morfotipos/filotipos encontrados no trabalho sdo marcados com *

Fonte: o autor, (2015)



Similaridade

31
Silva, R.M.F. DIVERSIDADE DE FUNGOS ENDOFITICOS FILAMENTOSOS...

O dendrograma gerado a partir da analise de similaridade pelo indice de Sorensen,
mostrou que na area de Goiana as comunidades de fungos endofiticos foram mais similares
entre si nos periodos de pré e pods-floracdo. Entretanto, em Serra Talhada ndo houve

correlacdo da similaridade de acordo com o periodo fenoldgico entre as diferentes coletas

(Figura 4).

Figura 4 - Dendrograma de similaridade dos fungos endofitos isolados de folhas das
variedades IPA SF15 e IPA 2502 de Sorghum bicolor nos periodos de pré e pds-floracéo
coletados em Goiana e Serra Talhada, Pernambuco
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Fonte: Rejane silva, 2015.
A éarea de Goiana apresentou maior riqueza de espécies (morfotipos/filotipos), maior

namero de isolados e maior diversidade (Tabela 5).

A riqueza de espécies de fungos endofiticos foi similar nos dois periodos de pré e pds-
floragdo em Goiana, no entanto o numero de isolados foi diferente. O indice de diversidade de
Shannon foi maior no periodo de pré-floracdo, indicando que, apesar do relativo baixo
namero de isolados, a diversidade de espécies se sobressaiu neste periodo. Em Serra Talhada
a riqueza de espécies foi igual nos dois periodos, porém houve diferenca quanto ao numero de

isolados (Tabela 5).
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Tabela 5 - Riqueza de espécies (morfotipos/filotipos), numero de isolados e indice de Shannon de fungos
endofiticos isolados em folhas de Sorgo nos municipios de Goiana e Serra Talhada (S.T) e entre os periodos
de pré e pds-floracao.

Goiana S.T. Goiana pré- Goiana pds-  S.T. pré-floracdo S.T. p6s
floracéo floracéo floracéo
Riqueza de espécies 35 16 27 23 10 10
NUmero de isolados 410 66 95 315 30 36
Shannon H 2,505 2,131 2,759 2,129 1,922 1,777

Em Goiana a riqueza de especies (morfotipos/filotipos) e o indice de Shannon
encontrados na variedade IPA 2502 foram maiores que a variedade IPA SF15, mostrando que
a diversidade na comunidade de fungos endofiticos € maior na variedade IPA 2502. Em Serra
Talhada a variedade IPA SF15 apresentou menor nimero de isolados e uma menor riqueza de
espécies (Tabela 6).

Tabela 6 - Riqueza de espécies (morfotipos/filotipos), nimero de isolados e indice de Shannon de fungos
endofiticos isolados em folhas de Sorghum bicolor nas variedades IPA 2502 e IPASF15 nos municipios
Goiana e Serra Talhada.

Goiana IPA 2502 Goiana SF15 Serra Talhada IPA Serra Talhada IPA
2502 SF15
Riqueza de espécies 31 22 12 7
Ndmero de isolados 203 207 47 19
Shannon H 2,559 2,306 1,876 1,74

4.2 DIVERSIDADE PE FUNGOS ENDOFiTICOS ISO~LADOS DE FOLHAS DE S. bicolor
DURANTE OS PERIODOS DE PRE E POS-FLORACAO

Foi analisada a diversidade de fungos endofiticos nos periodos de pré e pés-floracdo
de S. bicolor nas diferentes areas de estudo. Em Goiana foram isolados 410 espécimes de
fungos endofiticos, sendo 95 tdxons encontrados no periodo de pré-floracdo e 315 no periodo
de pds-floracdo (Tabela 4).

No periodo de pré-floracdo Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium verticillioides
foram as espécies de maior ocorréncia (Tabela 4). A maioria dos taxons ocorreram em menor
namero (um ou dois isolados) e foram considerados raros. Aspergillus terreus, Cladosporium
sp., Chaetomium nigricolor, Daiaporthe sp. 1, Diaporthe arengae, Hypoxylon
griseobrunneum, Mucor irregularis, Mucor sp., Periconia macrospinosa, Purpureocillium
lilacinum, Pyrenochaetopsis sp. 2 e um isolado pertencente a ordem Magnaporthales foram os
tdxons que ocorreram apenas no periodo de pré-floracéo.

No periodo de pos-floragcdo Cochliobolus hawaiiensis, Colletotrichum falcatum e
Epicoccum sorghi foram as espécies mais representativas. Ja Arthrinium sp., Fusarium

oxysporum, Fusarium acutatum, Hypoxylon sp., Penicillium citrinum, Xylaria feejeensis,
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além de um isolado pertencente a classe Sordariomycetes e um representates da ordem
Xylariales, foram registrados apenas no periodo de pos-floracéo.

Em Serra Talhada foram isolados 66 espécimes de fungos endofiticos, sendo 30 no
periodo de pre-floracdo e 36 no periodo de pds-floracdo (Tabela 4). Talaromyces apiculatus
foi a espécies mais ambundante na pré-floracdo, enquanto Acremonium borodinense foi a
mais representativa na pos-floracéo.

Daldinia sp., Diaporthe endophytica, Cladosporium sp., Cochliobolus hawaiiensis,
Penicillium citrinum e Sarocladium bacillisporum foram os tdxons que ocorreram apenas no
periodo de pré-floracdo. Ja Engyodontium album, Hypoxylon griseobrunneum,
Purpureocillium lilacinum, Paraphaeosphaeria sp. e um isolado pertencente a ordem

Xylariales foram os taxons encontrados apenas no periodo de pés-floracao.

4.3 DIVERSIDADE DE FUNGOS ENDOFITICOS ENTRE AS VARIEDADES DE
SORGO IPA 2502 E IPA SF15 EM GOIANA/PE

A diversidade de fungos endofiticos foi analisada quanto as variedades de sorgo. 203
espécimes de fungos foram isolados na variedade IPA2502, os quais estdo distribuidos em 31
morfotipos/filotipos. Epicoccum sorghi e Colletotrichum falcatum foram as espécies que
apresentaram maior nimero de isolados (Tabela 4).

Na variedade IPA SF15 ocorreram 207 espécimes de fungos endofiticos distribuidos
em 22 morfotipos/filotipos. As espécies Cochliobolus hawaiiensis e Colletotrichum falcatum
foram as mais representativas. Quatro taxons, Diaporthe arengae, Purpureocillium lilacinum,
Cladosporium sp. e Penicillium citrinum ocorreram exclusivamente na variedade IPA SF15
(Tabela 4).

4.4 DIVERSIDADE DE FUNGOS ENDOFITICOS ENTRE AS VARIEDADES DE SORGO
IPA 2502 E IPA SF15 EM SERRA TALHADA/PE

Em Serra Talhada foram isolados 66 fungos endofiticos, sendo 47 espécimes
associados a variedade IPA 2502 e 19 a variedade IPA SF25 (Tabela 4).

As espécies Acremonium borodinense e Talaromyces apiculatus foram as mais
representantivas. Os taxons Acremonium borodinense, Daldinia sp., Cladosporium sp.,
Engyodontium album, Paraphaeosphaeria sp., Penicillium citrinum, Purpureocillium
lilacinum e Sarocladium bacillisporum ocorreram apenas na variedade IPA 2502. Enquanto
Cochliobolus hawaiiensis, Fusarium verticillioides, Hypoxylon griseobrunneum e um isolado

pertencente a ordem Xylariales foram exclusivos para variedade IPA SF15.
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4.5 DIVERSIDADE DE FUNGOS ENDOFITICOS EM FOLHAS DE S. bicolor POR AREA
DE COLETA

A diversidade de fungos endofiticos foi analisada de acordo com a area de coleta. Em
Goiana foram isolados 410 espécimes de fungos endofiticos distribuidos em 35
morfotipos/filotipos. As espécies mais representativas foram Cochliobolus hawaiiensis,
Epicoccum sorghi, Colletotrichum falcatum e Fusarium verticillioides (Tabela 4). Arthrinium
sp., Chaetomium nigricolor, Diaporthe arengae, Mucor irregularis, Mucor sp., Mucor
indicus, Periconia macrospinosa, Purpureocillium lilacinum e Xylaria feejeensis foram os
taxons que ocorreram em menor numero, sendo considerados raros na area de Goiana.

Em Serra Talhada foram isolados 66 especimes distribuidos em 16
morfotipos/filotipos de fungos endofiticos (Tabela 4). Acremonium borodinense, Daldinia sp.,
Engyodontium album, Sarocladium bacillisporum e um isolado pertencente a ordem
Xylariales foram os taxons exclusivos para area de Serra Talha.

De acordo com a estimativa pelo indice Jacknife, a riqueza de espécies
(morfotipos/filotipos) de fungos endofiticos observada em cultivares de sorgo de Goiana foi
de 35 téxons, enquanto o esperado seria de 48 (Figura 5). Em Serra Talhada a riqueza

observada foi de 16 espécies e a esperada equivalente a 26 taxons (Figura 6).

Figura 5 - Curva de acumulacdo de espécies (Sob) e de estimativa de riqueza pelo indice

Jacknife 1 para fungos endofiticos isolados em Sorghum bicolor em Goiana.
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Fonte: Rejane silva, 2015.
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Figura 6 - Curva de acumulacdo de espécies (Sob) e de estimativa de riqueza pelo indice

Jacknife 1 para fungos endofiticos isolados em Sorghum bicolor em Serra Talhada.
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Fonte: Rejane silva, 2015.
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Figura 7 - Fotografias macroscopicas e microscopicas de Colletotrichum gloeosporioide complex
(URM 7419): A - colbnia cultivada em BDA, B — Conidios. Cochliobolus hawaiiensi (URM 7418):
C - Colbnia cultivada em BDA, D — Conidioforos e conidios. Acremonium borodinense (URM
741A): E - Col6nia cultivada em BDA, F — Fialide e conidios.

Fonte: Rejane silva, 2015.
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Figura 8 - Fotografias macroscopicas e microscopicas de Arthrinium sp. (URM 7417):
Colodnia cultivada em BDA, F — Conidios. Exserohilum rostratum (URM 7420): I- Col6nia
cultivada em BDA, J- conidio.

Fonte: Rejane silva, 2015.
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4.6 ANALISE MOLECULAR DOS FUNGOS ENDOFITICOS

Foi realizada a anélise das sequéncias da regido ITS do rDNA das espécies

(morfotipos/filotipos) dos fungos endofiticos isolados de folhas de sorgo, a partir da busca por

méaxima identidade, realizada com a utilizacdo do programa Blastn. As sequencias foram

comparadas com o banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information)

para auxilio na identificacdo das mesmas. A Tabela 7 mostra um comparativo entre a

identificacdo morfologica e molecular dos isolados estudados.

Tabela 7 - Identificacdo morfoldgica e molecular de fungos endofiticos isolados de folhas de

Sorghum bicolor, coletados em Goiana e Serra Talhada, Pernambuco.

Identificacdo Morfolbgica

Isolados estudados

Identificacdo molecular

Acremonium sp.*
Acremonium sp.*
Arthrinium sp.*
Aspergillus sp.*
Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum falcatum
Cladosporium sp.*
Cochliobolus sp.*
Chaetomium nigricolor
Exserohilum rostratum
Fusarium oxysporum
Fusarium acutatum
Fusarium verticillioides
Guignardia sp.*
Khuskia oryzae
Magnaporthales*
Mycelia sterilia 1*
Mycelia sterilia 2*
Mycelia sterilia 3*
Mycelia sterilia 4*
Mycelia sterilia 5*
Mycelia sterilia 6*
Mycelia sterilia 7*
Mycelia sterilia 8*
Mycelia sterilia 9*
Mycelia sterilial0*
Mucor irregularis
Mucor indicus

Mucor sp.*
Nodulisporium sp.*
Penicillium sp. 1*
Penicillium sp.2*
Phomopsis sp. 1*
Phomopsis sp. 2*
Phomopsis sp. 2*
Phomopsis sp. 3*
Phoma sp.*

Periconia macrospinosa
Purpureocillium lilacinum
Xylaria sp.*

Isolados F1060 e F126
Isolados F1083

Isolado F564

Isolados F249 e F326
Isolado F97

Isolado F122

Isolado F80

Isolado F825

Isolado F73

Isolados F707, F1024, F1045 e F1096
Isolado F412

Isolados F733 e F919
Isolados F1, F6, F86 e F556
Isolados F69 e F113
Isolado F29

Isolado F232

Isolado F925

Isolado F1027

Isolado F299

Isolados F177B e F1083B
Isolados F100 e F629
Isolado F39

Isolado F489

Isolado F606

Isolado F256

Isolado F650

Isolado F66

Isolado F56

Isolados F378 e F601
Isolados F312 e F1036
Isolado F904

Isolados F134A, F134B e F994
Isolados F671 e F450
Isolados F47 e F50B

Isolados F50A, F78, F98, F112, F518 e F724

Isolado F390

Isolados F28, F418, F439, F539A e F539B

Isolado F238
Isolado F295
Isolado F631

Acremonium borodinense
Sarocladium bacillisporum
Arthrinium sp.*
Aspergillus terreus
Colletotrichum sp.*
Colletotrichum falcatum
Cladosporium sp.*
Cochliobolus hawaiiensis
Chaetomium nigricolor
Exserohilum rostratum
Fusarium oxysporum
Fusarium acutatum
Fusarium verticillioides
Phyllosticta capitalensis
Khuskia oryzae
Magnaporthales*
Daldinia sp.*
Engyodontium album
Hypoxylon sp.*
Paraphaeosphaeria sp.*
Pyrenochaetopsis sp. 1*
Pyrenochaetopsis sp. 2*
Sordariomycetes 1*
Xylariales 1*
Sordariomycetes 2*
Xylariales 2*

Mucor irregularis

Mucor indicus

Mucor sp.*

Hypoxylon griseobrunneum
Talaromyces apiculatus
Penicillium citrinum
Diaporthe sp. 1*
Diaporthe sp. 2*
Diaporthe endophytica
Diaporthe arengae
Epicoccum sorghi
Periconia macrospinosa
Purpureocillium lilacinum
Xylaria feejeensis

Obs. Os morfotipos/filotipos encontrados no trabalho s&o marcados com *
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A partir das analises filogenéticas foram construidas &rvores, as quais mostram o agrupamento
dos isolados encontrados com sequencias de espécies depositadas no NCBI. Foi construida uma
arvore para a classe Sordariomycetes (Figura 9), onde sdo mostrados nove isolados pertencentes a
ordem Xylariales. O isolado F631 foi identificado morfologicamente a nivel de género como
Xylaria sp., no entanto, filogeneticamente agrupou-se com as sequencias de Xylaria feejeensis. J& 0s
isolados F312 e F1036 foram identificados morfologicamente como Nodulisporium sp. e
filogeneticamente agruparam-se com Hypoxylon griseobrunneum.

Os isolados F564 e F29 foram identificados morfologicamente e filogeneticamente como
Arthrinium sp. e Khuskia oryzae, respectivamente. Os isolados F650, F925, F299 e F606 néo
apresentaram estruturas reprodutivas, sendo classificados como Mycelia sterilia, entretanto as
analises moleculares permitiram a identificacdo dos mesmos como Xylariales 1, Daldinia sp.
Hypoxylon sp. e Xylariales 2, respectivamente. N&o foi possivel identificar nem mesmo a nivel de
género (morfologicamente ou molecularmente) o isolado F232, o0 mesmo agrupou-se
filogeneticamente na ordem Magnaporthales.

Onze isolados agruparam-se na ordem Diaporthales, todos identificados morfologicamente
como Phomopsis sp. Filogeneticamente os isolados F671 e F450 foram identificados como
Diaporthe sp. 1 e os isolados F47 e F50B identificados como Diaporthe sp. 2. Os isolados F50A,
F78, F98, F112, F518 e F724 agruparam-se com Diaporthe endophytica e o isolado F390 agrupou-
se com Diaporthe arengae.

A ordem Sordariales foi representada por apenas trés isolados. O isolado F73 foi identificado,
tanto morfologicamente como filogeneticamente, como Chaetomium nigricolor, entretanto o0s
isolados F489 e F256 ndo apresentaram estruturas reprodutivas e molecularmente foram
identificados apenas a nivel de classe.

Glomerellales foi representada por dois isolados, F97 identificado morfologicamente como
Colletotrichum gloeosporioides e filogeneticamente como Colletotrichum sp., enquanto F122 foi
identificado morfologicamente e filogeneticamente como Colletotrichum falcatum. A ordem
Hypocreales teve maior numero de isolados (12), dos quais quatro (F1, F6, F86 e F556) foram
identificados morfologicamente e molecularmente como Fusarium verticillioides, dois (F733 e
F919) como Fusarium acutatum e um isolado como F. oxysporum (F412). A identificacdo
morfologica do isolado F295 como Purpureocillium lilacinum foi confirmada filogeneticamente. O
isolado F1027 ndo produziu estruturas reprodutivas, entretanto filogeneticamente foi identificado
como Engyodontium album. Os isolados F1060 e F126 foram identificados morfologicamente como

Acremonium sp., mas molecularmente agruparam-se com Acremonium borodinense. O isolado
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F1083 morfologicamente foi identificado como Acremonium sp. e agrupou-se filogeneticamente
com Sarocladium bacillisporum.

Figura 9 - Filograma obtido a partir de anélise bayesiana de sequéncias da regido ITS do rDNA,
mostrando o posicionamento de fungos endofitos isolados de Sorghum bicolor pertencentes a classe
Sordariomycetes. Ramos espessos representam valores de suporte acimade 90%.
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Também foi construida uma arvore para a classe Dothidiomycetes (Figura 10), onde
19 isolados foram posicionados. Os espécimes F69 e F113 foram agrupados na ordem
Botryosphaeriales. Os mesmos foram identificados morfologicamente como a forma sexual
Guignardia sp. e agruparam-se com Phyllosticta capitalensis.

A ordem Capinodiales foi representada por apenas um isolado (F80), o qual foi
identificado como Cladosporium sp., morfologicamente e molecularmente.

A ordem Pleosporales foi a mais representada, com 16 espécimes. Os isolados F28,
F418, F439, F539A e F539B foram identificados morfologicamente como Phoma sp., porém
agruparam-se com Epicoccum sorghi na andlise filogenética. Os isolados F707, F1024,
F1045, F1096 foram identificados morfolégicamente e molecularmente como Exserohilum
rostratum. O espécime F825 foi identificado morfologicamente como Cochliobolus sp. e
molecularmente como Cochliobolus hawaiiensis. A identificacdo morfolégica do espécime
F238 (Periconia macrospinosa) também foi confirmada filogeneticamente. Os isolados
F177B e F1083B (identificados molecularmente como Paraphaeosphaeria sp.) e F100, F39 e
F629 (identificados molecularmente como Pyrenochaetopsis sp.) ndo apresentaram estruturas
reprodutivas.

A Figura 11 representa uma arvore filogenética de Eurotiomcetes (ordem Eurotiales),
seis isolados fungicos encontrados nas folhas do sorgo foram agrupados nessa classe. Os
isolados F904, F134A, F134B e F994 foram identificados morfologicamente como
Penicillium sp., embora o primeiro tenha se agrupado molecularmente com Talaromyces
apiculatus. Os demais espécimes foram confirmados filogeneticamente como Penicillium
citrinum, ja os isolados F249 e F326 foram identificados morfologicamente como Aspergillus
sp. e molecularmente como A. terreus (Figura 11).

Quatro isolados perteceram a ordem Mucorales (Figuras 12 e 13). Os isolados F378 e
F601 foram identificados morfolégica e molecularmente como Mucor sp., enguanto o
especime F66 foi identificado como Mucor irregularis e o isolado F56 como Mucor indicus
(Figura 13).
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Figura 10 - Filograma obtido a partir de analise bayesiana de sequéncias da regido ITS do
rDNA, mostrando o posicionamento de fungos endofitos isolados de Sorghum bicolor
pertencentes a classe Dothidiomycetes. Ramos espessos representam valores de suporte acima
de 90%.
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Figura 11 - Filograma obtido a partir de analise bayesiana de sequéncias da regido ITS do
rDNA, mostrando o posicionamento de fungos endofitos isolados de Sorghum bicolor
pertencentes a classe Eurotiomycetes. Ramos espessos representam valores de suporte acima
de 90%.
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Figura 12 - Filograma obtido a partir de analise bayesiana de sequéncias da regido ITS do
rDNA, mostrando o posicionamento de fungos endofitos isolados de Sorghum bicolor
pertencentes ao grupo Hiemalis (Mucorales). Ramos espessos representam valores de suporte
acima de 90%.
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Figura 13 - Filograma obtido a partir de analise bayesiana de sequéncias da regido ITS do
rDNA, mostrando o posicionamento do espécime F56 isolado como enddfito de Sorghum
bicolor pertencente grupo Amphibiorum (Mucorales). Ramos espessos representam valores
de suporte acima de 90%.
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5 DISCUSSAO

Foram inoculados 1728 discos foliares de S. bicolor em meio de cultura a partir dos
quais 476 isolados de fungos endofiticos foram obtidos. Véarios estudos relatam uma rica
comunidade de fungos endofiticos em regides tropicais. Pimentel et al., (2006) estudando a
comunidade de fungos endofiticos em folhas e caules de soja (Glycine max (L.) Merril),
obtiveram 297 espécimes a partir de 1728 fragmentos foliares. Siqueira et al., (2011) isolaram
um total de 203 fungos endofiticos a partir de 480 fragmentos de folhas e caules de alecrim-
pimenta (Lippia sidoides Cham.), J& Higgin et al., (2011) estudando a comunidade de fungos
endofiticos foliares em onze espécies de gramineas isolaram 2264 espécimes de fungos
endofiticos de 2925 fragmentos foliares. A comunidade de fungos endofiticos em um vegetal
é frequentemente afetada por uma variedade de fatores, tais como as condicdes fisioldgicas do
vegetal e as condicdes climaticas do local de estudo. Alem disso a composi¢cdo da comunidade
de fungos também pode variar entre os tecidos vegetais: folhas, caules, cascas, peciolos e
estruturas reprodutivas (FAETH; FAGAN, 2002).

Outros trabalhos relatam um menor indice de ocorréncia de fungos endofiticos em
tecidos vegetais. Yuan et al., (2010), em estudo com Oryza granulata Nees & Arn. ex G.
Watt. na China, isolaram 74 espécimes de fungos endofiticos de 634 fragmentos caulinares.
Rosa et al., (2009) estudando Deschampsia antarctica Desv. (Poaceae) relataram o
isolamento de apenas 26 espécimes de fungos endofiticos de 273 fragmentos foliares.
Saikkonen et al., (2000) estudando fungos endofiticos em gramineas obtiveram uma baixa
incidéncia de endofitos em Deschampsia flexuosa (L.) Trin. e D. cespitosa (L.) P. Beauv. em
regides frias da Finlandia. Rosa et al., (2009) sugerem que o baixo nimero de isolados em
regides frias pode ser devido as condi¢Ges extremas dos ecossistemas.

Quarenta morfotipos/filotipos de fungos endofiticos distribuidos a nivel de espécies,
géneros, ordens e classes foram isolados neste estudo. Resultados semelhantes foram
observados no trabalho Zida et al., (2014), onde avaliando a ocorréncia e distribuicdo de
fungos endofiticos em folhas, caules e raizes de sorgo isolaram um total de 39 espécies
pertencentes a 25 géneros. Em estudos com fungos endofiticos associados a Ammophila
arenaria (L.) Link e Elymus farctus (Viv.) Runemark ex Melderis, um alto ndmero de
especies foi observado por Marquez; Bills; Zabalgogeazcoa, (2008). Esses autores
mencionaram 75 espécies de fungos como enddfitos associados a Ammophila arenaria e 54 a
Elymus farctus.

Em comparacdo com outros estudos o nimero de morfotipos/filotipos isolados nesse

trabalho foi relativamente alto, uma vez que Fisher; Petrini; Lappin, (1992) relataram a
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ocorréncia de 23 espécies de fungos endofiticos associados a milho e Loro et al., (2012)
estudando a comunidade de fungos endofiticos em varias gramineas, Sporobolus pyramidatus
(Lam.) Hitchc., Pappophorum krapovickasii Roseng., Aristida cf. venesuelae Henrard;
Leptothrium rigidum Kunth, Eragostris ciliaris (L.) R.Br., Paspalum ligulare Nees, Cenchrus
ciliaris L., Bothriochloa pertusa (L.), Cenchrus echinatus L., Sporobolus virginicus (L.),
Chloris inflata Link, Cenchrus cf. spinifex Cav. e Spartina spartinae (Trin.) Merr. ex Hitchc.,
obtiveram de 2 a 8 isolados morfologicalmente distintos para cada hospedeiro. Rosa et al.,
(2009) relataram a ocorréncia de 5 isolados morfologicamente distintos em Deschampsia
antarctica.

Os fungos endofiticos também tém sido observados em folhas de Fescuta alatavica
(St.-Yves) Roshev. por Li; Zheng; Sun, (1997), em sementes de Echinopom ovatus (G. Forst)
P. Beauv. na Nova Zelandia por Miles et al. (1998) e em Achnatherum inebrians (Hance)
Keng. na China por Li et al., (2004).

Entre os géneros identificados neste estudo, Cochliobolus, Colletotrichum, Epicoccum
e Fusarium foram os mais representativos, sendo Cochliobolus hawaiiensis a espécie com
maior numero de isolados. Esses géneros sdo comumente isolados e plantas de regides
tropicais e em diversas gramineas (ALMEIDA et al., 2015; BEZERRA et al., 2015; SILVA et
al., 2006; LORO et al., 2012; ZIDA et al., 2014). Na regido semiarida do Noroeste da
Venezuela Loro et al., (2012) registraram Cochliobolus, Exserohilum e Fusarium como
géneros mais representativos em gramineas.

Zida et al., (2014), em estudo com folhas, caules e raizes de sorgo relataram maior
frequéncia de Cochliobolus, Colletotrichum, Fusarium e Penicillium. Em outros estudos,
Fusarium spp. foram isoladas de milho, sorgo e soja por Leslie et al., (1990). Cochliobolus,
Colletotrichum e Fusarium sdo considerados endofitos cosmopolitas isolados de varios
hospedeiros em diferentes regides climaticas (PEREIRA; VIEIRA; AZEVEDO, 1999;
PHOTITA et al., 2001). As espécies Cochliobolus hawaiiensis e Epicoccum sorghi ja foram
isoladas das gramineas Sporobolus virginicus L. e Chloris inflata Link (LORO et al., 2012).

Estudos indicam diversos beneficios conferidos por fungos endofiticos associados a
gramineas e outros vegetais de regides semiaridas. Esses microrganimos podem contribuir na
adaptacdo e no desenvolvimento da planta hospedeira (RODRIGUEZ; REDMAN, 2008,
RODRIGUEZ et al., 2009, WHITE; TORRESWHITE, 2010), além de conferir a planta a
capacidade de resistir a agentes patogénicos (ARNOLD et al., 2003). Espécies de
Cochliobolus tém sido relatadas em associacdo com gramineas (Dichanthelium lanuginosum)

de ambientes geotérmicos nos Estados Unidos conferindo tolerancia a estresses abidticos,
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além de desempenhar um papel significativo na sobrevivéncia do vegetal (REDMAN et al.,
2002).

Em plantas de regides semiaridas destacam-se o isolamento de espécies de fungos
dematiaceos (pigmentados), como Cladosporium, Cochliobolus e Epicoccum (BEZERRA et
al., 2012; LORO et al., 2012; SURYANARAYANAN et al., 2005). Redman et al., (2002), em
condi¢Bes de laboratério, sugerem que a melanina presente nesses fungos pode conferir
protecao térmica ao hospedeiro e tolerancia aos estresses ambientais.

Alguns trabalhos mecionam que a melanina presente em fungos dematidceos pode
aumentar significamente a viruléncia de véarios fungos patogénicos (NOSANCHUK; STARK;
CASADEVALL, 2015; KAWAMURA et al., 1997). Além da presenca da melanina, alguns
fatores ambientais podem influenciar no desenvolvimento de doencas fungicas em plantas.
Algumas espécies de Aspergillus, Cladosporium, Colletotrichum, Fusarium e Penicillium ja
foram relatadas causando doencas em sementes e folhas de sorgo (ISLAM et al., 2009;
PANCHAL; DHALE, 2011, LESLIE et al., 1990, ZIDA et al., 2008).

Em contraste Zida et al., (2014) relatam o isolamento de espécies de Cladosporium,
Colletotrichum e Fusarium como endofiticos de sorgo. De acordo com 0s mesmos autores é
possivel haver efeito de supressdo do agente patogénico como um resultado da presenca de
outros organismos concorrentes dentro das plantas e assim o fitopatdgeno pode ocorrer como
endofitico. No presente estudo as espécies dos géneros citados, também foram isoladas e ndo
foi relatado qualquer sintoma de doenca nas plantas estudadas.

A comunidade de fungos filamentosos endofiticos presentes no sorgo variou de acordo
com o local de coleta. Com relacdo a fenologia da planta houve diferenca na diversidade
apenas em Goiana. Entretanto de acordo com o indice de Sorensen, foram observadas (no
geral) diferencas entre as comunidades ocorrendo na pré e pos-floracdo. A observacdo de
diferentes comunidades de fungos endofiticos em diferentes regides pode ser devido a
influéncia de diferentes condicGes climaticas e fisiologia do vegetal (HERRERA et al., 2010).

Este é o primeiro estudo de fungos endofiticos em sorgo no Brasil, trata-se também do
primeiro estudo que avalia a comunidade de fungos endofiticos em duas variedades de sorgo
durante os periodos de pré e pés-floracdo. Um estudo realizado por Zida et al., (2014) avaliou
a comunidade de fungos endofiticos em folhas de sorgo no estagio de 3 a 5 folhas e no estagio
de maturidade. No primeiro estagio os autores relataram o isolamento de 27 espécies de
fungos endofiticos, enquanto no estagio de maturidade foram isolados 39 espécies. Os autores
também relatam que os géneros Cochliobolus, Colletrotrichum, Fusarium, Nigrospora e

Penicillium foram comuns nos dois estagios. Espécies de Acremonium, Cladosporium,
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Fusarium, Hypoxylon, Mucor e Penicillium tém sido comumente isoladas de milho e sorgo
(LESLIE et al., 1990, FISHER; PETRINI, 1992, ZIDA et al., 2014), espécies de Epicoccun
também foram reportadas como endofitos do arroz (FISHER; ETRINI, 1992). Cladosporium
e Purpureocillium também foram encontrados em cevada e outras plantas com potencial para
uso no controle bioldgico de pragas de insetos (SCHULZ et al., 1998).

Além da identificacdo morfologica também foi observado o percentual de méaxima
identidade das sequéncias e feita a analise filogenética. As arvores filogenéticas mostram que
a comunidade de fungos endofiticos em sorgo contém uma diversidade de espécies
distribuidas dentro de Ascomycota e Mucoromycotina, sendo dominante a classe
Sordariomycetes. As ordens Xylariales, Diaporthales, Hypocreales e Pleosporales foram as
mais representativas.

Vaérios trabalhos com analises moleculares em gramineas e outros vegetais de regides
tropicais tem sido realizado. Morakotkarn; Dawasaki; Seki, (2007) estudando fungos
endofiticos de bambu, relataram um grande numero de espécies distribuidas entre os taxons
do filo Ascomycota, as classes Sordariomycetes e Dothideomycetes e a ordem Xylariales
foram dominantes. Em outro estudo realizado em Dactylis glomerata por Marquez; Bills;
Zabalgogeazcoa, (2007), a maioria dos fungos endodfitos identificados foram agrupados
filogeneticamente em Ascomycota, Basidiomycota e Mucoromycotina, enquanto Porras-
Alfaro et al., (2008), estudando a ocorréncia de endofitos em Bouteloua gracilis, na regido
semiarida no Novo México, relataram que a maioria das espécies (83,2%) pertenciam a
Ascomycota e Basidiomycota.

Stuart et al., (2010) estudando a diversidade de fungos endofiticos associados a cana
de acucar, relataram uma rica comunidade de fungos endofiticos pertencente ao filo
Ascomycota. Nesse mesmo trabalho alguns isolados agruparam-se filogeneticamente com
géneros comumente isolados de regides tropicais tais como, Cladosporium, Epicoccum,
Fusarium, Phyllosticta e Xylaria. Apesar de estudos ja terem sido realizados com Sorghum
bicolor na Africa (ZIDA et al., 2014), este trabalho é pioneiro na geracio de sequéncias de
rDNA e analise filogenética dos fungos encontrados.

Embora o uso de técnicas morfoldgicas tradicionais tenha contribuido imensamente no
conhecimento da riqueza de fungos endofiticos, a utilizacdo de meétodos moleculares na
identificacdo destes organismos tem ajudado na diferenciacdo de espécies morfologicamente
semelhantes (BENSCH et al., 2012). O uso desta técnica também tem aumentado o
conhecimento acerca da diversidade de endofitos associados aos vegetais. Alguns isolados

ndo formam estruturas reprodutivas em meio de cultura, tornando-se impossivel a sua
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identificacéo por técnicas morfologicas tradicionais (GUO; HYDE; LIEW, et al., 2000). Neste
estudo foram obtidos varios isolados que foram classificados como Mycelia sterilia. Foram
realizadas analises moleculares que permitiram sua identificacdo a nivel de espécie, género,
ordem ou classe.

A espécie Acremonium borodinense estd sendo relatada pela primeira vez como
endofito em sorgo. Espécies de Acremonium tém sido frequentemente isoladas como
endofiticos de diversas gramineas Zea mays (FISHER; PETRINI; LAPPIN, 1992),
Ammophila arenaria, Elymus farctus (MARQUEZ; BILLS; ZABALGOGEAZCOA, 2008),
Dactylis glomerata (MARQUEZ; BILLS; ZABALGOGEAZCOA, 2008), Sporobolus
pyramidatus (LORO et al., 2012), Oryza granulata (YUAN et al., 2011) e Sorghum bicolor
(ZIDA et al.,, 2014). Téaxons desse género tém sido relatados como produtores de
leucinostatina-A, um agente antifdngico e que também atua contra células cancerigenas, além
de serem conhecidos por seus efeitos sobre insetos e outros herbivoros (BREEN, 1994,
AZEVEDO et al., 2000).

O género Arthrinium é generalista, frequentemente isolado no solo, em folhas e caules
de diferentes espécies vegetais (AGUT; CALVO, 2004). Espécies de Arthrinium tém sido
isoladas como endofiticos em tecido vegetal de gramineas (MARQUEZ; BILLS;
ZABALGOGEAZCOA, 2008). Morakotkarn; kawasaki; seki, (2007) relataram Xylariales
como o grupo dominante nos bambus no japdo, especialmente o género Arthrinium. Samuels;
Mckenzie; Buchanan, (1981) também tém reportado Arthrinium sp. em bambu na Nova
Zelandia. No presente estudo, Arthrinium sp. esta sendo registrado como primeira ocorréncia
em sorgo no Brasil.

Colletotrichum é um género amplamente distribuido em uma variedade de
hospedeiros. Um grande numero de isolados pertencentes a este género foi registrado neste
estudo; espécies desse género estdo associadas a doencas em diversos tipos de plantas
tropicais e subtropicais, principalmente frutiferas (WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012,
MUNIZ, 1998 GAUTAM, 2015). O género possui distribuicdo, principalmente, tropical e
subtropical, embora haja algumas espécies que comumente colonizam vegetais de clima
temperado (CANNON et al., 2012). Wang; lo; wang (2008), em estudo com Taxus mairei na
China, relatam uma frequéncia de 77% de isolados pertencentes a Colletotrichum
gloeosporioides. Diversos estudos demonstram a associacdo desse género como endofitico em
diferentes hospedeiros, tais como banana (PEREIRA, 1993), trigo (LARRAN et al., 2002),
Jasmim-manga (NITHYA; MUTHUMARY, 2009), Jatropha curcas (KUMAR; KAUSHIK,
2013), café (OLIVEIRA et al., 2014b) e sorgo (ZIDA et al., 2014).
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O género Cladosporium foi representado por seis isolados nesse estudo. Esse género é
generalista e comumente isolado do ar, solo, grdos, plantas, entre outros (VIEIRA et al.,
2006). Espécies de Cladosporium tém sido relatadas causando infeccdes pulmonares,
cutdneas e outros problemas de saide. Além de ser considerado um importante género no
controle bioldgico de insetos e de fungos fitopatogénicos. Moricca et al., (2001), estudando
Cladosporium em culturas de Pinus na Europa, e Nasini et al. (2004), estudando o género em
culturas de feijdo, relataram-no como um endofito potencialmente promissor como agente no
controle bioldgico. Espécies de Cladosporium tém sido isoladas de varias gramineas e outros
vegetais, tais como Sorghum bicolor (ZIDA et al., 2014), Ammophila arenaria e Elymus
farctus (MARQUEZ; BILLS; ZABALGOGEAZCOA, 2008), Oryza granulata (YUAN et al.,
2011), Coffea arabica OLIVEIRA et al., 2014b), Cereus jamacarcu (BEZERRA et al., 2013),
Opuntia ficus-indica Mill (BEZERRA et al., 2012), Dactylis glomerata (MARQUEZ; BILLS;
ZABALGOGEAZCOA, 2007), Holcus lanatus (MARQUEZ et al., 2010), Phragmites
australis (WIRSEL et al., 2002), Oryza rufipogon (WANG et al., 2015) e Quercus
rotundifolia Lam (SADAKA; PONGE, 2003).

Cochliobolus hawaiiensis foi a espécie com maior frequencia de isolados nesse estudo.
Esse taxon tem sido relatado como endofitico de diversas gramineas, Capim Carrapixo
(Cenchrus echinatus L.), Leptothrium rigidum Kunth, Sporobolus virginicus, Cenchrus
spinifex, Sporobolus pyramidatus, Aristida cf., venesuelae Henrard (Lam.) Hitchc., Eragostris
ciliaris (L.) R.Br. (LORO et al., 2012), Thysanolaena latifolia e Saccharum spontaneum,
(BHILABUTRA et al., 2010).

Chaetomium nigricolor é frequentemente isolado como endofitico, anteriormente esse
taxon foi registrado em folhas saudaveis de Oryza rufipogon (WANG et al., 2015), Vigna
unguiculata (L.) Walp. (RODRIGUES; MENEZES, 2000), Jatropha curcas (KUMAR,;
KAUSHIK, 2013). Algumas espécies de Chaetomium tém sido relatadas com potencial em
causar infecgdes humanas, afetando principalmente unhas ou pele (SERENA et al., 2003).

Espécies de Epicoccum sdo frequentemente relatadas como endofiticos de varias
culturas, tais como uva (PANCHER et al., 2012), sorgo (ZIDA et al., 2014) e grama do pomar
(Dactylis glomerata) (MARQUEZ; BILLS; ZABALGOGEAZCOA, 2007). Espécies
pertencentes a esse género sdo conhecidas pelo seu potencial como agentes no controle
biolégico de patdgenos, além de possuir potencial biotecnoldgico na producéo de diversas
substancia bioativas (MARTINI et al., 2009, LARENA et al., 2004, BROWN; FINLAY;
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WARD, 1987, BELL; KARUSO, 2003). De acordo com nossos dados, esse género foi o
terceiro mais representado em folhas de sorgo.

Engyodontium album esta sendo registrada como primeira ocorréncia em folhas de
sorgo. Essa espécie ja foi relatada em outras gramineas, tais como Ammophila arenaria e
Elymus farctus (MARQUEZ; BILLS; ZABALGOGEAZCOA, 2008). Engyodontium album
também tem sido encontrada associada a raizes de ginseng-chinés na China (WU et al., 2013).

Fusarium foi um dos géneros com maior frequencia nesse estudo. E um género
cosmopolita, com espécies patdgenas (GARRETT, 1951; BOOTH, 1971) e saprdbios
(SALERNO; GIANINAZZI; GIANINAZZI-PEARSON, 2000). Espécies de Fusarium séo
comumente isoladas como enddéfitos em ambientes tropicais em varios vegetais, tais como
Vitis labrusca L. (LIMA et al., 2014), Annona squamosa L. (SILVA et al., 2006), Jatropha
curcas (KUMAR; KAUSHIK, 2013) e Eichhornia azurea (ALMEIDA et al., 2015). Algumas
espécies tém sido relatadas em associacdo com varias gramineas, tais como Dactylis
glomerata (MARQUEZ; BILLS; ZABALGOGEAZCOA, 2007), sorgo (ZIDA et al., 2014),
Pappophorum krapovickasii Roseng, Leptothrium rigidum Kunth, Cenchrus ciliaris L.
(LORO et al., 2012).

Espécies pertencentes a ordem Magnaporthales sdo conhecidas por causar doengas em
vegetais da familia Poaceae (WONG; WALKER, 1975; HENSON, 1989; WONG, 2002).
Porém varios estudos ja tém demostrado a associa¢do endofitica de tdxons desse grupo com
vegetais, principalmente gramineas, em diversas regides (YUAN et al., 2011, BHILABUTRA
et al., 2010, MARQUEZ et al., 2009, BUSSABAN et al., 2001, WANG et al., 2015). Neste
estudo um isolado pertencente a ordem Magnaporthales foi registrado, porém ndo foi possivel
sua identificagdo nem mesmo a nivel de género (morfologicamente ou molecularmente).

Purpureocillium lilacinum é considerada uma espécie saprdbia, comumente isolada do
solo, vegetais em decomposicdo, insetos e larvas (LUANGSA-ARD et al., 2011). Comporta-
se também como endofitico, colonizando raizes de Musa acuminata (CAO et al., 2002),
folhas de Cannabis sativa (KUSARI et al., 2012) e Cereus jamacaru (BEZERRA et al.,
2013). Varios trabalhos tém mostrado que essa espécie € promissora no biocontrole de
nematoides e pragas (BRAND et al., 2003; DUBE et al.,1987; KIEWNICK, S.; SIKORA,
R.A., 2006). Trata-se da primeira ocorréncia de P. lilacinum como endofitico em folhas de
Sorghum bicolor.

Phyllosticta capitalensis foi originalmente descrita em folhas de Stanhopeae

(Orchidaceae) no Brasil por Hennings (1908). Espécies de Phyllosticta possuem distribuicéo
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mundial e tém sido frequentemente relatadas como endofitos de plantas (GLIENKE-
BLANCO et al., 2002; OKANE et al., 2003; PANDEY et al., 2003).

As espécies Mucor irregularis, Mucor indicus e Mucor sp. sdo registradas como
primeira ocorréncia como endofitico em folhas de sorgo. Espécies pertencentes a Mucor tém
sido relatadas em gramineas - Zea mays (FISHER; PETRINI; LAPPIN, 1992), e outros
vegetais - Palma-forrageira (FREIRE et al., 2015), Canavalia cathartica Thouars e Canavalia
maritima (SEENA; SRIDHAR, 2004), Brassica chinensis L. (DENG et al., 2011). Além disso
em estudo feito por Miao et al. (2009) e Huang et al. (2001) na China, Mucor sp. foi isolado
como fungo endofitico das plantas medicinais Taxus chinensis (Rehder & E.H.Wilson) e
Taxus mairei (Lemee & Levl.) como possivel produtor de metabdlitos secundarios.

Talaromyces apiculatus esta sendo relatada pela primeira vez em sorgo, o género é
conhecido pela capacidade de produzir enzimas importantes para fins biotecnologicos,
algumas espécies também sdo conhecidas por serem causadoras de doengas em arroz
(YILMAZ et al., 2014). Talaromyces ja foi relatado em associacdo com cacau (HANADA et
al., 2010), pata-de-vaca (Bauhinia forficata) (BEZERRA et al., 2014) e algodao (VIEIRA et
al., 2011).
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6 CONCLUSOES

Os fungos filamentosos endofiticos apresentam alta diversidade em sorgo;

Acremonium borodinense, Arthrinium sp., Cochliobolus hawaiiensis, Engyodontium album,
Epicoccum sorghi, Hypoxylon griseobrunneum, Phyllosticta capitalensis, Mucor irregularis,
Mucor indicus, Mucor sp., Paraphaeosphaeria sp., Periconia macrospinosa, Purpureocillium
lilacinum e Talaromyces apiculatus estdo sendo registradas como primeira ocorréncia em

cultivares de sorgo;

Ha diferencas na comunidade de fungos endofiticos de acordo com o periodo fenoldgico (pré

e pos-floracao) do sorgo;

Ha& diferencas na comunidade de fungos endofiticos no sorgo, de acordo com as regides de

Goiana e Serra Talhada;

A comunidade de fungos endofiticos varia de acordo com o cultivar do vegetal;

Os estudos sobre a ocorréncia de fungos endofiticos em espécies vegetais de importancia
agricola poderdo subsidiar trabalhos futuros no tocante a aplicacdo desses fungos na

biotecnologia e no controle bioldgico de bragas e doencas;

A andlise molecular dos fungos endofiticos e a construcdo de arvores filogenéticas,
confirmaram a grande parte da identificacdo morfoldgica, contribuindo na identificacdo dos

tédxons encontrados.
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