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RESUMO 

 

Os fungos endofíticos habitam tecidos de plantas sem causar sintomas de doença e 

podem conferir aos vegetais resistência a doenças e a estresses abióticos, bem como podem 

favorecer o crescimento das plantas. Este estudo teve como objetivo investigar a 

diversidade de fungos endofíticos presentes em raízes de Sorghum bicolor e a influência da 

localidade e do período fenológico da planta sobre essa diversidade. Para isso foram 

coletadas raízes de S. bicolor durante o período antes da floração (pré-floração) e depois da 

floração (pós-floração) em cultivos de sorgo localizados em regiões de Zona da Mata e 

semiárido no estado de Pernambuco (Brasil). Após assepsia, parte dos fragmentos de raízes 

foram submetidos a extração de DNA total (independente de cultivo) e parte foi transferido 

para meios de cultura (MEA) para isolamento dos fungos (dependente de cultivo). Para a 

construção de bibliotecas de clones e para identificação dos isolados de fungos endofíticos 

foi amplificada a região ITS do rDNA. Dos 1728 fragmentos de raízes analisados foram 

encontrados 797 isolados de fungos endofíticos, o que correspondeu a uma taxa de 

colonização de 46,12%. Dos 800 clones obtidos a partir de PCR direta, 558 sequências 

foram consideradas viáveis. As sequências foram classificadas em 101 OTUs sendo 68 

recuperadas pelo método independente de cultivo, 49 pelo método dependente de cultivo 

sendo 16 comuns em ambos os métodos. De acordo com análises filogenéticas das 

sequências recuperadas agruparam-se com Ascomycota, Basidiomycota, Mucorales, 

Glomerales e Chytridiomycota. As ordens Hypocreales, Eurotiales, Sordariales, 

Pleosporales e Agaricales tiveram representantes mais frequentemente isolados. A 

comunidade de fungos endofíticos não foi afetada significativamente pelo período de 

floração. No entanto a comunidade foi fortemente influenciada pelos diferentes locais de 

coletas (Zona da Mata e semiárido) e principalmente pelos métodos aplicados no estudo 

(dependente e independente de cultivo). Trata-se do primeiro estudo que analisa a 

comunidade de fungos endofíticos em sorgo através de técnicas tradicionais de cultivo e da 

construção de uma biblioteca de clones. 

 

 

Palavras-chave: Poaceae. rDNA. Endófitos.  

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Endophytic fungi inhabit plant tissues without causing disease symptoms and may 

confer on plants resistance to diseases and abiotic stresses as well as may favor the growth 

of plants. The present study aimed to investigate the diversity of endophytic fungi 

associated with roots of Sorghum bicolor, in addition was observed the influence of the 

locality and the phenological period of the plant in relation to richness of the fungi 

associated. For this purpose, Sorghum bicolor roots were collected during the period 

before flowering (pre-flowering) and after flowering (post-flowering) in sorghum crops 

located in region of the Zona da Mata and semiarid in the states of Pernambuco (Brazil). 

After sterilization, part of the root fragments were transferred to culture media (PDA) for 

fungal isolation (culture dependent) and other part was used to perform the total DNA 

extraction (culture independent). For the construction of clone libraries and identification 

of the isolates of endophytic fungi, was amplified the region ITS of the rDNA. From 1728 

root fragments analyzed, were isolated 797 endophytic fungi, corresponding to a 

colonization rate of 46.12%. From 800 clones obtained, 558 sequences were considered 

viable. The sequences were classified into 101 OTUs being 68 recovered by the 

independent culturing method, 49 by the culture dependent method being 16 common in 

both methods. According to phylogenetic analyzes of the recovered sequences were pooled 

with Ascomycota, Basidiomycota, Mucorales, Glomerales and Chytridiomycota. The 

orders Hypocreales, Eurotiales, Sordariales, Pleosporales and Agaricales had 

representatives more often isolated. According to phylogenetic analyzes, the recovered 

sequences (dependent and independent of cultivation) grouped with Ascomycota, 

Basidiomycota, Mucorales, Glomerales and Chytridiomycota. The endophytic fungi 

community was not significantly affected by the flowering period. However, the 

community was strongly influenced by the different collection sites (Zona da Mata and 

semiarid) and mainly by the methods employed (dependent and independent of 

cultivation).  
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1 INTRODUÇÃO  

Os fungos endofíticos são caracterizados por habitarem tecidos de plantas sem 

causar sintomas de doença e sem produzir estrutura externa visível (AZEVEDO; 

ARAUJO, 2007). Esses organismos podem conferir aos vegetais resistência a doenças e a 

estresses abióticos, bem como podem favorecer o crescimento das plantas (WALLER et 

al., 2005). Também são produtores de substâncias bioativas (LIM et al., 2010; SELIM et 

al., 2011) e apresentam atividade antagônica contra fungos fitopatogênicos 

(COȘOVEANU et al., 2016; FIERRO-CRUZ et al., 2017; ROCHA et al., 2011; ZHENG et 

al., 2017). Esses fungos podem ser transmitidos verticalmente, pelas sementes, ou 

horizontalmente, pela penetração em ferimentos na zona radicular causados pela abrasão 

das raízes (em crescimento) com o solo, e/ou penetrando a partir de aberturas naturais, tais 

como estômatos (SAIKKONEN et al., 2004; MARINHO et al., 2005; JOHRI, 2006).  

A diversidade de fungos endofíticos tem sido estimada por isolamento e posterior 

identificação morfológica e molecular das espécies (EL-GENDY et al., 2018; HUANG et 

al., 2008; THOMAS et al., 2008; VEGA et al., 2010). No entanto, apenas parte desses 

fungos é recuperada em meio de cultura artificial e espécies não cultivadas ou de 

crescimento lento podem permanecer desconhecidas devido a limitação desses métodos 

tradicionais de cultura (HYDE; SOYTONG, 2008; SUN et al., 2012). Para obter uma real 

imagem da comunidade endófita, devem ser empregadas culturas tradicionais e técnicas 

moleculares (SUN et al., 2012). Técnicas como uma abordagem independente da cultura 

para investigar a diversidade genética e a estrutura populacional dos endófitos tem sido útil 

para investigar a diversidade genética e a estrutura populacional dos endófitos, 

especialmente para táxons que não crescem em meios artificiais (KO et al., 2011). Além 

disso, não há trabalhos no Brasil que relatem a presença de fungos endofíticos em vegetais 

a partir de métodos moleculares. 

O sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) pertence à família Poaceae e é considerado 

o quinto cereal mais importante do mundo, em termos de produção e área cultivada 

(SILVA, 2011), constituindo a base alimentar de mais de 500 milhões de pessoas em mais 

de 30 países (EMBRAPA, 2007). Em 2012/2013, o consumo mundial de sorgo foi de 54,5 

milhões de toneladas (CONAB, 2013). A produção brasileira foi cerca de 1.864 mil 

toneladas na safra de 2016/2017, sendo os estados da Bahia, Piauí e Ceará os principais 

produtores do Nordeste, seguidos de Pernambuco, com uma produção de cerca de 1,2 mil 

toneladas em 4,5 mil hectares plantados (CONAB, 2017a; CONAB, 2017b). 
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As variedades do sorgo podem ser utilizadas como matéria prima na produção de 

álcool anidro, colas e tintas, bebidas alcoólicas, extração de açúcar de seus colmos e como 

alimento humano e animal (RIBAS, 2008). Além disso, o sorgo adapta-se facilmente a 

situações de déficit hídrico (como as encontradas no semiárido) e às condições de baixa 

fertilidade dos solos que oferecem maiores riscos a outras culturas (RIBAS, 2010). Para o 

Nordeste do Brasil, o sorgo surge como uma cultura alternativa, pois as condições de solo 

e escassez de água são fatores limitantes para a produção da maioria das gramíneas 

(MENDES, 1986). Nessas condições, culturas como o milho não atingem a produtividade 

máxima de grãos ou de forragem (MOLINA et al., 2000). Convém salientar que o cultivo 

de plantas com essas características no semiárido de Pernambuco constitui uma meta 

fundamental para a ascensão agrícola nessa região (SANTOS et al., 1994).  

Estudos da composição da comunidade de fungos endofíticos em sorgo podem 

contribuir com informações ecológicas, fornecendo subsídios para programas de controle 

de doenças e pragas além de melhorias no desenvolvimento da planta. Dessa forma, o 

objetivo do presente estudo foi conhecer a diversidade de fungos endofíticos em raízes 

sadias de S. bicolor, utilizando métodos dependente e independente de cultivo, durante os 

períodos de pré e pós-floração em diferentes regiões do estado de Pernambuco. 

 

2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA  

2.1 FUNGOS ENDOFÍTICOS  

2.1.1 Conceito e importância dos fungos endofíticos 

Em 1878, o botânico e micologista alemão Heinrich Anton de Bary usou pela 

primeira vez o termo simbiose no contexto biológico (OULHEN et al., 2016). Além disso, 

ele discutiu a relação simbiôntica entre fungos e plantas, sendo esses fungos conhecidos 

atualmente como endófitos. Uma característica dessa simbiose é a associação de uma 

planta com uma espécie ou comunidade de fungos, ou de outros microrganismos (vírus, 

bactéria e Archaea) (DE BARRY, 1878 APUD OULHEN et al., 2016). Ao longo do tempo 

várias definições têm sido propostas para classificar os fungos que habitam os tecidos 

vegetais. Durante vários anos a definição mais aceita foi a de Petrini (1991), que classifica 

fungos endofíticos como microrganismos que colonizam os tecidos sadios de partes aéreas 

da planta, em algum momento do seu ciclo de vida, sem lhe causar danos aparentes.  
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A definição considerada mais completa e atual sobre o conceito de microrganismos 

endofíticos foi proposta por Azevedo; Araujo (2007) que definiram como endófitos todos 

os microrganismos que habitam o interior da planta hospedeira, sem causar danos 

aparentes ou estruturas externas visíveis, excluindo micro-organismos que fixam 

nitrogênio atmosférico e produzem nódulos nas raízes vegetais, bem como os fungos 

micorrízicos, ambos conceitualmente endofíticos, mas que apresentam características 

próprias, sendo bem mais estudados que os endofíticos que habitam partes aéreas de 

plantas. Em 2012, Rai e colaboradores, propuseram o termo "Mycoendophytes" para 

fungos endófitos. 

A distinção entre microrganismos endofíticos, fitopatogênicos e oportunistas é 

puramente didática. O desequilíbrio dessa harmonia afeta o comportamento de todos os 

integrantes da comunidade, oferecendo condições para que os fungos oportunistas 

manifestem o seu potencial patogênico contra o hospedeiro (AZEVEDO et al., 2000; 

MAKI, 2006). Estima-se que existem aproximadamente 300.000 espécies de plantas no 

mundo e a maioria dessas espécies abrigam um grande número de fungos endófíticos. 

Esses fungos são capazes de beneficiar a planta a partir de vários fatores, porém, os 

mecanismos por trás dessa ação ainda não são totalmente claros (BEGUM; TAMILSELVI, 

2016).  

Apesar da interação entre fungos endofíticos e seus hospedeiros ainda ser pouco 

conhecida e ter passado despercebida durante séculos (REHMAN et al., 2016), nas últimas 

décadas houve um importante aumento nesses estudos, ocorrendo descobertas de novas 

relações simbióticas, descrição de novos táxons, e relatos de novos hábitos e habitats para 

fungos previamente descritos. Estudos demonstram que aproximadamente 80% dos fungos 

endofíticos isolados possuem capacidade de produzir compostos biologicamente ativos, 

como antibióticos, fungicidas e herbicidas (SCHULZ; BOYLE, 2005). Além disso, cerca 

de 51% das substâncias biologicamente ativas isoladas de fungos endofíticos eram 

desconhecidas anteriormente (STROBEL, 2003). Fungos endofíticos têm a capacidade de 

produzir compostos valiosos que podem ser produzidos em larga escala através de 

processo de fermentação. Atualmente, produtos originários desses fungos têm sido uma 

alternativa de baixo custo para uso médico, agrícola e industrial (SUDHA et al., 2016). 

Alguns endófitos podem liberar compostos com ação antioxidante de grande 

importância para a indústria de cosméticos (KHIRALLA et al., 2015; STROBEL et al., 

2002). Além disso, parte desses organismos podem atuar como fontes para a produção de 

vários medicamentos (LI et al., 2015), podendo ser uma alternativa de baixo custo (KAUL 



17 

 

et al., 2013) na fabricação de anti-inflamatórios (MISHRA et al., 2013), antidiabéticos 

(GHEEWALA et al., 2015; WAGENAAR et al., 2000; STROBEL et al., 1997; ZHANG et 

al., 1999), anticancerígenos (PHARAMAT et al., 2013) e antimicrobianos (BISHT et al., 

2016; ZHANG et al., 2016).  

Alguns fungos endofíticos conferem a sua planta hospedeira maior resistência à 

ambientes estressantes (MARINA et al., 2011), contribuindo na tolerância à estresses 

abióticos como altas e baixas temperaturas, salinidade e seca (HUBBARD, 2014; 

RODRIGUEZ et al., 2008). Fungos endofíticos também podem promover o crescimento 

das plantas (BARELLI et al., 2016; KHAN et al., 2009; HAMAYUN et al., 2010) por 

meio da fixação de nitrogênio, assimilação de fósforo e produção de fito-hormônios 

(HOFFMAN et al., 2013; KOZYROVSKA et al., 1996; STOLTZFUS et al., 1997; 

VESSEY et al., 2003). Além disso, algumas espécies podem ser utilizadas no controle 

biológico de pragas de interesse agronômico (SUDHA et al., 2016; VIDAL et al., 2015), 

controle de doenças vegetais (LARRAN et al., 2016; SOUZA et al., 2016) e na proteção 

contra diferentes patógenos (BACON et al., 2016). 

O aumento das pesquisas com fungos endofíticos se deu principalmente após a 

descoberta do fungo Taxomyces andreanae. Esse endófito foi isolado da planta Taxus 

brevifolia e foi capaz de produzir em laboratório a substância anticancerígena “Taxol” em 

quantidade superior àquela produzida tradicionalmente usando partes do vegetal (RAI et 

al., 2014). Os fungos em cultura podem ser induzidos a produzir os mesmos compostos 

obtidos a partir das suas plantas hospedeiras, reduzindo a necessidade de retirada das 

plantas do seu ambiente natural. Uma fonte microbiana de um produto de alto valor é uma 

maneira econômica para produzir metabolitos em grande quantidade e, assim, reduzir seu 

preço de mercado (RAI et al., 2012). Além disso, a utilização desses microrganismos pode 

ajudar diretamente na preservação da biodiversidade.  

Alguns endófitos produzem fitoquímicos que originalmente foram relatados como 

característica exclusiva da planta hospedeira. Este fato parece demonstrar que a interação 

genética endófito-hospedeiro têm evoluído ao longo do tempo (KAUL et al., 2013; TAN; 

ZOU, 2001). Este conceito foi proposto para explicar a razão de Taxomyces andreanae 

produzir a substância anticâncer “Taxol”. Possivelmente ocorreu recombinação genética 

entre o microrganismo e o hospedeiro ao longo da evolução conjunta dos simbiontes 

(STROBEL, 2006). Durante o longo período de co-evolução, os fungos endofíticos se 

adaptaram aos seus microambientes de forma gradual a partir de uma possível variação 

genética. Isso inclui a captação de fragmentos de DNA do vegetal em seus próprios 
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genomas, bem como a inserção de fragmentos do seu DNA no genoma da planta 

hospedeira. Essa pode ser uma das explicações para a capacidade de certos fungos 

endofíticos biossintetizar alguns compostos provenientes de sua planta hospedeira (RAI et 

al., 2014). 

 

2.1.2 Ocorrência de fungos endofíticos em gramíneas  

Devido à importância de muitas espécies de gramíneas, muitos estudos têm sido 

realizados com intuito de conhecer os seus fungos endofíticos, assim como suas 

aplicações. Segundo Clay (1990), a simbiose entre endofíticos e gramíneas não deve ser 

subestimada. Além disso, gramíneas infectadas com endofíticos representam um sistema 

modelo ideal para abordar questões sobre coevolução, associações patogênicas e o papel da 

herbivoria na dinâmica da população de plantas.  

Inicialmente, pesquisas foram realizadas com intuito de conhecer fungos 

endofíticos que causam toxicidade em animais que se alimentavam de gramíneas (BACON 

et al., 1977; FLETCHER; HARVEY, 1981). Segundo Marquez (2012), levantamentos de 

campo sugerem que, possivelmente, milhares de espécies de fungos comportam-se como 

endófitos em gramíneas. Saikkonen et al. (2000) examinaram a comunidade de fungos em 

espécies de gramíneas nativas e de interesse econômico na Finlândia. Avinash et al. (2015) 

isolaram fungos endofíticos em Cymbopogon caesius, uma espécie de gramínea aromática 

na Índia. Bellgard et al. (2010) investigaram a comunidade endofítica em gramíneas 

(Cortaderia selloana e C. jubata) na Nova Zelândia.  

Muitas espécies de gramíneas são de grande importância econômica, 

principalmente na agricultura. Russo et al. (2016) estudaram a comunidade endofítica 

associada a milho na Argentina. A influência do solo na colonização de fungos endofíticos 

em raízes de milho e trigo foi reportada por Bokati et al. (2016). Harzallah et al. (2011) 

avaliaram vários isolados de fungos do trigo (Triticum durum), além de selecionar fungos 

endofíticos para avaliação da sua atividade antimicrobiana, antioxidante e para promoção 

do crescimento do hospedeiro. Na Turquia, a presença dos fungos endofíticos 

Neotyphodium e Acremonium foram investigadas em 16 espécies de Triticum (trigo): T. 

aestivum, T. columnare, T. cylindricum, T. dichasians, T. kotschyi, T. popmonococcum, T. 

neglecta, T. ovatum, T. peregrinum, T. recta, T. speltoides, T. tauschii, T. tripsacoides, T. 

triunciale, T. turgidum e T. umbellulatum (MARSHALL et al., 1999). Na Argentina, foram 

identificados 30 gêneros de endófitos a partir de 722 isolados de folhas, caules e grãos de 

Triticum aestivum (LARRAN et al., 2007). Comby et al. (2016) investigaram a 
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comunidade de fungos endofíticos do trigo com o objetivo de selecionar um agente 

antagonista contra patógenos desta cultura. 

A diversidade de fungos endofíticos têm sido estimadas em vários trabalhos com 

arroz (Oryza spp.). Wang et al. (2015) isolaram 229 fungos endofíticos de Oryza 

rufipogon. Esses fungos apresentaram grande potencial não só para o controle biológico 

contra fitopatógenos de O. sativa, mas também como fonte de novos metabólitos 

secundários biologicamente ativos (WANG et al., 2015). Dezenove espécies de fungos 

foram isoladas de Oryza sativa na China e testadas como antagonistas in vitro contra 

fungos patogênicos (NAIK et al., 2009). Tian et al. (2004), trabalhando com raízes e folhas 

de arroz na China, sugerem que diferenças na composição química do solo podem 

influenciar a comunidade de endófitos de plantas de arroz. Na Índia, foram relatadas 15 

espécies de fungos endofíticos em folhas de Oryza sativa durante as estações de inverno e 

verão (SHANKAR et al., 2010). Cinquenta isolados de fungos endofíticos foram 

recuperados a partir de Oryza glumaepatula coletada na Amazônia brasileira (RIBEIRO  et 

al., 2011). 

Na Argentina, fungos endofíticos tem sido relatados em 36 espécies de gramíneas 

nativas, pertencentes a seis gêneros: Briza, Bromus, Festuca, Melica, Phleum e Poa 

(IANNONE et al., 2012). AFKHAMI et al. (2012) descreveram a distribuição e 

abundância de endófitos em 36 gramíneas nativas (ou naturalizadas) na Califórnia. Martin 

et al. (2015) isolaram 140 fungos em oito diferentes espécies de gramíneas (Ammophilia 

sp., Bromus sp., Festuca sp., Hordeum sp., Phalaris sp., Agrostis sp., Descampsia sp. e 

Lolium sp.) em quatro locais diferentes ao longo da costa do Oregon, Estados Unidos. No 

Panamá, Higgins et al. (2014) estudaram a comunidade de fungos em 11 espécies de 

gramíneas tropicais.  

Estudos de fungos endofíticos associados com gramíneas de regiões semiáridas 

foram realizados nos Estados Unidos por Porras-Alfaro et al. (2008) que observaram uma 

alta diversidade de fungos associados à raízes de Bouteloua gracilis. Na Venezuela, Loro 

et al. (2012) avaliaram a diversidade desses organismos em 13 gramíneas obtendo 198 

isolados. Em outros estudos realizados em regiões semiáridas dos Estados Unidos, a 

comunidade desses organismos associada a raízes de Bouteloua gracilis e Sporobolus 

cryptanthus foi investigada por Khidir et al. (2010) e os três isolados mais comumente 

obtidos a partir das raízes de ambas as gramíneas são pertencentes às ordens Pleosporales, 

Agaricales e Hypocreales. Em contrapartida, em estudos realizados por Rosa et al. (2009) 

em Deschampsia antarctica no continente antártico, apenas 26 isolados de fungos 
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endófitos foram obtidos a partir de 273 fragmentos de folhas, sugerindo que a baixa 

frequência e diversidade desses fungos pode ser devida às condições extremas dos 

ecossistemas antárticos.  

Panicum virgatum (switchgrass) é uma gramínea de grande importância para a 

América do Norte, sendo considerada um potencial candidato para produção de 

biocombustível. Nos Estados Unidos, foram isolados 197 fungos de folhas e pecíolos dessa 

planta (KLECZEWSKI et al., 2012), além de 555 isolados de brotos e raízes (GHIMIRE et 

al., 2011). Varvas et al. (2013) reportaram 58 fungos isolados de Phleum pratense que é 

considerada uma importante gramínea para a agricultura da Europa e América do Norte. 

Além disso, levantamento sobre a comunidade endofítica em espécies de bambu foram 

realizadas no continente Asiático. No Japão, foram isolados 257 fungos e classificados em 

78 morfotipos sendo a ordem Xylariales a mais representativa (MORAKOTKARN et al., 

2007). Estudo na China têm mostrado que fungos endofíticos associados à sementes de 

bambus apresentam atividades antimicrobianas e podem ser explorados como uma 

potencial fonte de compostos bioativos (SHEN et al., 2014). A composição de espécies de 

fungos endofíticos em diferentes espécies de bambu na faixa de habitat do panda gigante 

foram avaliadas com o intuito de registrar a preferência alimentar dos pandas. Os pandas 

preferiram espécies de bambu que ocorrem naturalmente em altitudes mais elevadas onde a 

quantidade total de endófitos tende a ser menor (HELANDER et al., 2013). 

Em revisão sobre fungos endofíticos em gramíneas, Marquez et al. (2012) 

reportaram estudos com diversas espécies de Poaceae: Ammophila arenaria (MÁRQUEZ 

et al., 2008), Bamboo spp. (MORAKOTKARN et al., 2007), Botriochloa macra (WHITE;  

BACKHOUSE, 2007), Bouteloua gracilis (PORRAS-ALFARO et al., 2008), Dactylis 

glomerata (SÁNCHEZ-MÁRQUEZ et al., 2007), Deschampsia anctartica (ROSA et al., 

2009), Festuca arizonica (SCHULTESS; FAETH, 1998), Holcus lanatus (SÁNCHEZ-

MÁRQUEZ et al., 2010), Hypharrhenia hirta (WHITE; BACKHOUSE, 2007), Oryza 

(FISHER; PETRINI, 1992), Phragmites australis (PELÁEZ et al., 1998; WIRSEL et al., 

2001), Stipa grandis (SU et al., 2010), Stipa tenacíssima (PELÁEZ et al., 1998), Triticum 

aestivum (SIEBER et al., 1988) e  Zea sp. (FISHER et al., 1992). Além disso, outras 

gramíneas também foram estudadas como: Leymus chinensis (ZHU et al., 2013), Hordeum 

murinum (MURPHY et al., 2015), Phragmites australis (CLAY et al., 2016), Festuca 

arundinacea (SPYREAS et al., 2001), Festuca paniculata (MOUHAMADOU et al., 

2011), Phleum pratense (VARVAS et al., 2012), e Brachiaria spp. (GAMA, 2014; 

RODRIGUEZ et al., 1996). 
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2.1.3 Diversidade de fungos endofíticos utilizando métodos moleculares 

Tradicionalmente, os fungos endófitos podem ser reconhecidos através de duas 

técnicas básicas: 1) observação direta e 2) métodos dependentes de cultivo (DECKERT et 

al., 2001; LUCERO et al., 2011). A técnica de isolamento é um processo dependente do 

método de isolamento de fungos em cultura e é eficaz para a recuperação rápida de um 

grande número de espécies de fungos endofíticos cultiváveis a partir de tecidos de plantas. 

No entanto, os fungos são diretamente afetados pelo processo de desinfestação e condições 

de incubação (SUN et al., 2012). 

O isolamento dos fungos endofíticos é importante para realização de estudos 

detalhados de caracterização dos fungos, dinâmica populacional, diversidade de espécies, 

bem como para a descoberta de novos agentes para aplicação no melhoramento e no 

crescimento de plantas e na produção de novos metabólitos (DING et al., 2009; WANG et 

al., 2010; LI et al., 2011; TEJESVI et al., 2011). No entanto, o desenvolvimento da 

biologia molecular traz uma nova perspectiva para estudos da diversidade fúngica. A 

aplicação de técnicas, como DNA “fingerprinting” e métodos de sequenciamento tem o 

potencial para ultrapassar os obstáculos dos métodos tradicionais que são normalmente 

dependentes de meios de cultura (SUN et al., 2012). 

 A maioria dos estudos que visam o conhecimento da diversidade de fungos 

endofíticos foi realizada através de isolamento a partir de fragmentos de tecidos e posterior 

sequenciamento de regiões do DNA dos fungos para identificação dos endófitos 

(HIGGINS et al., 2014; HUANG et al., 2008; THOMAS et al., 2008; U'REN et al., 2012;  

VEGA et al., 2010). Devido às limitações das técnicas de isolamento tradicionais, é 

possível que alguns, ou mesmo muitos fungos endofíticos, não sejam isolados. Isso ocorre 

porque alguns endófitos não se desenvolvem em meio de cultura. 

Alguns organismos são biotróficos e não se desenvolvem em meios artificiais, 

como é o caso dos fungos micorrízicos arbusculares (FMA). Técnicas moleculares que 

permitem a identificação dos FMA dentro das raízes foram desenvolvidas durante a última 

década (REDECKER, 2002) e dessa forma a diversidade desses organismos pode ser 

estimada com sucesso a partir de raízes colonizadas permitindo, em muitos casos, a 

resolução em nível específico (AL-YAHYA’EI et al., 2011; APPOLONI et al., 2008; 

CESARO et al., 2008; HUSBAND et al., 2002; VALINO et al., 2006). 

Os estudos moleculares geralmente envolvem a extração do DNA total genômico 

(incluindo fungos e plantas) a partir dos tecidos vegetais, amplificação de fragmentos de 
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DNA e clonagem de produtos de PCR diretamente em plasmídeos (vetor pGEM-T). O 

sequenciamento dos clones permite identificar os fungos colonizando o vegetal em 

diversos níveis taxonômicos com base na análise filogenética e comparação entre 

sequências semelhantes (SUN et al., 2012). Cada sequência é classificada em uma unidade 

taxonômica operacional (OTU), a qual é uma definição operacional utilizada para 

classificar grupos de indivíduos intimamente relacionados. Esta unidade é geralmente 

utilizada quando são conhecidos apenas os dados de sequência de DNA (BLAXTER et al., 

2005).  

A partir da utilização de técnicas moleculares tornou-se possível identificar 

endófitos diretamente, a partir de amostras de plantas, sem a necessidade de crescimento 

em cultura (ZIMMERMAN; VITOUSEK, 2012). Tais técnicas têm permitido a 

identificação de espécies de fungos de diversos grupos: Ascomycotca, Basidiomycota, 

Glomeromycota, Mucoromycotina e Chytridiomycota (JIN et al., 2015; ZHANG et al., 

2015). Além disso, OTUs recuperadas a partir de análises de sequências de clones têm 

indicado que táxons que são de crescimento lento ou, possivelmente, não cultiváveis 

podem não ter sido detectados em estudos anteriores (JIN et al., 2015). 

Alguns estudos têm utilizado ao mesmo tempo métodos dependentes de cultura e 

métodos independentes de cultura (PCR direta). Higgins et al. (2011) observaram que a 

diversidade de endófitos em folhas de gramíneas tropicais foi maior com a utilização de 

técnicas de PCR direta do que a partir de técnicas de cultivo, reportando representantes de 

duas classes (Pezizomycetes e Leotiomycetes) que não foram isolados em cultura. Em 

investigação com endófitos de raízes de arroz, foi observado que 60,2% dos clones tinham 

sequências que estavam próximas, embora não fossem idênticas aos táxons que são 

atualmente conhecidos (YUAN et al., 2010). Comparando a diversidade de fungos 

endófitos em folhas de mudas e de indivíduos adultos de pinheiros (Pinus taeda), Oono et 

al. (2015) observaram a formação de várias OTUs que estavam relacionadas com a 

presença de fungos comumente cultivados, além de outras relacionadas a fungos que não 

haviam sido encontrados a partir de cultivo em meio. 

Nos últimos anos, cada vez mais trabalhos têm sido realizados com o uso apenas de 

técnicas moleculares independentes, sem que os fungos endofíticos sejam cultivados, 

principalmente em hospedeiros vegetais de importância econômica. Pan et al. (2008) 

sequenciaram quase 3000 clones obtidos a partir de 58 plantas, com o objetivo de 

caracterizar a comunidade de endófitos em milho. Bokati et al. (2016) caracterizaram a 

comunidade de fungos endófitos associados a raízes de milho e trigo. Os endófitos  de 
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trigo duro (VUJANOVIC et al., 2012) e trigo comum (LIKAR et al., 2008) também foram 

investigados. Outros estudos têm sido realizados com arroz (YUAN et al., 2010), 

“switchgrass” (Panicum virgatum) (KLECZEWSKI et al., 2012) e raízes de batata 

(Solanum tuberosum) (GOTZ et al., 2006). 

Em regiões semiáridas, estudos sobre a diversidade de fungos endofíticos foram 

realizados em folhas e raízes de 13 espécies de gramíneas (LORO et al., 2012) e em raízes 

de Bouteloua gracilis e Sporobolus cryptandrus em pastagens (KHIDIR et al., 2010). 

Técnicas moleculares também foram utilizadas para estudos da diversidade de endófitos 

em raízes de Bouteloua gracilis no Novo México (HERRERA et al., 2010), Phragmites 

australis (CLAY et al., 2016) e arroz selvagem (Oryza granulate) (YUAN et al., 2010); e 

também em folhas de carvalho (Quercus gambelii) (SZINK et al., 2016), pinheiro (Pinus 

taeda) (ARNOLD et al., 2007), Metrosideros polymorpha (ZIMMERMAN et al., 2011) e 

Bouteloua gracilis, (PORRAS-ALFARO et al., 2008). 

Atualmente, técnicas de sequenciamento são utilizadas com muita frequencia no 

estudo da diversidade de fungos endofíticos. Além do sequenciamento de primeira geração 

(baseado no método de Sanger), sequenciadores de segunda geração (pirosequenciamento) 

e terceira geração (íonsequenciamento) também são utilizados para o estudo do 

microbioma permitindo o sequenciamento massivo de DNA fúngico a partir de amostras 

vegetais. ZHANG & YAO (2015) avaliaram a diversidade e distribuição das comunidades 

de fungos endofíticos associados a folhas e caules de quatro espécies de plantas em regiões 

árticas usando sequenciamento baseado na plataforma 454. No estudo citado acima foram 

obtidas 76.691 sequências de DNA de fungos endofíticos distribuídos nos seguintes 

grupos: Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota e outros fungos até então 

desconhecidos. Por outro lado, em regiões semiáridas, foram estudados o microbioma de 

Cactaceae com o uso da tecnologia Ilumina (GARCIA et al., 2016). Sequenciadores de 

terceira geração (íonsequenciamento) foram utilizados para avaliar a comunidade de 

endófitos em Eucalyptus grandis (KEMLER et al., 2013). 

 

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

 

2.2.1 Classificação, Origem e Importância do Sorgo   

Sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) é um cereal membro da família Poaceae 

(ADEYEYE; ADESINA, 2013). Inicialmente o sorgo foi descrito por Linnaeus em 1753 

sob o nome de Holcus. No entanto em 1974, Moench separou o sorgo do gênero Holcus e 



24 

 

propôs a combinação Sorghum bicolor. Além disso, Moench aumentou a lista de 

sinônimos de Sorghum bicolor (CLAYTON, 1961; HOUSE, 1978), ou seja, sinonimizando 

nomes dados por vários taxonomistas a plantas idênticas a S. bicolor (L.) Moench 

(MEKBIB, 2007). 

A origem exata do sorgo não foi totalmente esclarecida, o que se sabe é que pode 

ser originário do continente africano. Alguns autores sugerem que tenha se originado no 

quadrante noroeste da África, abaixo do deserto do Sahara, provavelmente nas regiões da 

Etiópia e Sudão (SANTOS et al., 2005). Segundo registros arqueológicos, a domesticação 

do sorgo deve ter acontecido por volta de 3000 a.C. mas ainda não se sabe quando e como 

o sorgo se dispersou para fora da África. Não sendo nativo do hemisfério ocidental, o 

sorgo foi introduzido bem mais recentemente nas Américas (EMBRAPA, 2007). 

O sorgo é a principal fonte de energia para milhões de pessoas (ADEYEYE; 

ADESINA, 2013; SHER et al., 2013), sendo o quinto cereal mais produzido no mundo, 

atrás apenas do trigo, arroz, milho e cevada (CONAB, 2015; SHER et al., 2013). Os 

maiores produtores mundiais são os Estados Unidos, seguidos do México, que produziu 

cerca de 6,2 milhões de toneladas na safra 2014/15. O 3º maior produtor mundial do grão é 

a Nigéria, que vem apresentando queda na produção dos últimos anos. A Índia já foi o 

maior produtor mundial desse grão, atualmente ocupa o 4º lugar na produção mundial. O 

Brasil ocupa a 10º posição na produção mundial de sorgo com uma produção de 1.941,4 

mil toneladas (CONAB 2015).  

No Brasil o sorgo é basicamente consumido internamente. As regiões Centro-Oeste 

e Sudeste respondem por mais de 80% da produção nacional de sorgo. O estado de Goiás 

lidera a produção com 851,1 mil toneladas, seguido por Minas Gerais (497,5 mil 

toneladas) e Mato Grosso (206,7 mil toneladas). A produção da região Nordeste é de 135,7 

mil toneladas sendo a Bahia o maior produtor, com 115 mil toneladas, seguida do Piauí 

(15,8 mil toneladas) e Pernambuco (2,7 mil toneladas) (CONAB, 2015). 

O sorgo é uma cultura de ciclo curto (90 a 130 dias), podendo ser plantado no 

período de entressafra da cana-de-açúcar (SOUZA et al., 2005). Quanto ao seu valor 

nutritivo, o sorgo pode ser comparado ao milho (Zea mays). No entanto, o sorgo destaca-se 

por sua maior tolerância à seca, sua capacidade de recuperação e produção após períodos 

de déficit hídrico, respondendo até em solos com limitações de nutrientes (RODRIGUES 

et al., 2002; VIEIRA et al., 2004). Além disso pode crescer em ambientes áridos e semi-

áridos adaptando-se facilmente a situações de déficit hídrico em condições de baixa 
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fertilidade dos solos, onde a produção de milho pode exigir o dobro de água (RIBAS, 

2010; TROUCHE et al., 2008). 

Para o Nordeste do Brasil, o sorgo surge como uma cultura alternativa, pois as 

condições de solo e escassez de água são fatores limitantes para a produção da maioria das 

gramíneas (MENDES, 1986), onde, culturas como o milho, não atingem a produtividade 

máxima de grãos ou de forragem (MOLINA et al., 2000). Convém salientar que o cultivo 

de plantas com essas características no semiárido de Pernambuco constitui uma meta 

fundamental para a ascensão agrícola dessa região (SANTOS et al., 1994). 

Agronomicamente, as variedades de sorgos são classificadas em quatro grupos: 

granífero, forrageiro, sacarino e vassoura (EMBRAPA, 2009). No Brasil, o sorgo granífero 

é o que tem maior expressão econômica (EMBRAPA, 2009), o qual apresenta porte baixo, 

entre 0,8 e 1,2 m de altura, produzindo na extremidade superior, uma panícula (cacho) 

compacta de grãos. Nesse tipo de sorgo o produto principal é o grão (SILVA et al., 2010) e 

pode substituir o milho na época da safrinha, visando à produção de matéria-prima para a 

fabricação de ração animal, principalmente, quando ocorre escassez do milho no mercado, 

elevando os custos da alimentação animal (ALBUQUERQUE et al., 2014). 

Popescu & Condei (2014) destacam algumas vantagens da cultura do sorgo, tais 

como: composição química semelhante à do milho; substitui parcialmente o milho nas 

receitas para alimentação animal; apresenta um sistema de raiz bem desenvolvido; é uma 

cultura altamente resistente à seca; não exige solos férteis; requer menos fertilizantes que o 

milho ou outras culturas; requer menos água para crescer do que o milho; é altamente 

resistente a pragas e doenças; pode ser cultivado em todos os continentes; é uma cultura de 

baixo custo de produção em relação ao milho; possui  alto potencial de produção além de 

ser matéria-prima para a produção de bioetanol. 

 

2.2.2 Fenologia da planta  

A fenologia estuda a ocorrência de eventos biológicos periódicos relacionados com 

fatores bióticos e abióticos e a interrelação desses eventos com a mesma espécie ou 

espécies diferentes (LIETH, 1974).  

O sorgo é uma planta C4, de dia curto e com altas taxas fotossintéticas. A maioria 

das variedades desta planta requer temperaturas superiores a 21 °C para um bom 

crescimento e desenvolvimento (MAGALHÃES; DURÃES, 2003). O ciclo do sorgo 

apresenta três estágios, caracterizados pelas etapas de crescimento da cultura, baseados nos 

dias após a semeadura. O primeiro estágio (EC1) caracteriza-se pelo crescimento da 
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cultura que vai da germinação até a iniciação da panícula, sendo o período mais importante 

para o estabelecimento das plântulas. O segundo estágio (EC2) compreende da iniciação da 

panícula até o florescimento. Nesta fase ocorrem vários processos de crescimento, tais 

como, desenvolvimento da área foliar, sistema radicular, acumulação de matéria seca e o 

estabelecimento de um número potencial de sementes. Se a planta for afetada neste 

período, o rendimento poderá ser comprometido. O terceiro estágio (EC3) compreende 

desde floração até a maturação fisiológica. Os fatores mais importantes neste estágio são 

aqueles relacionados ao enchimento de grãos (MAGALHÃES; DURÃES, 2003). 

As fases de crescimento e desenvolvimento da maioria das culturas são 

particularmente definidas, porém pode existir variação nesses períodos, em função do 

local, época de semeadura e das condições climáticas às quais a planta é exposta (COSTA, 

2013). 

 

2.2.3 Período reprodutivo do sorgo  

O período reprodutivo é dividido em três subperíodos: florescimento-polinização, 

polinização-maturação fisiológica e maturação fisiológica-colheita. Na cultura de sorgo, o 

florescimento começa no ápice da panícula e continua em direção à base. É uma espécie 

autógama, com baixa taxa de fecundação cruzada. O período situado entre duas a três 

semanas antes e duas a três semanas após o florescimento é considerado o período de 

maior exigência hídrica. Por ocasião do florescimento, as plantas de sorgo atingem seu 

índice de área foliar máximo (RODRIGUES; SILVA, 2011). 

A duração do subperíodo polinização-maturação fisiológica é de aproximadamente 

35 dias. Logo após a formação, os grãos passam pelos estádios de grãos aquosos, grãos 

leitosos, grãos em massa mole e grãos em massa dura, até atingirem a maturação 

fisiológica. O subperíodo maturação fisiológica-maturação de colheita depende 

basicamente das condições meteorológicas vigentes durante este intervalo de tempo, 

passando os grãos por um processo físico de perda de umidade. Após a maturação 

fisiológica, a planta pode levar de sete a 20 dias até atingir condições para ser colhida de 

forma mecanizada (RODRIGUES; SILVA, 2011). 

 

2.2.4 Variedades de Sorgo   

O sorgo granífero pode ser utilizado na indústria de produtos como amido, cera, 

cerveja e óleo (OLIVETTI; CAMARGO, 1997; RIBAS, 2007) e na alimentação humana 

(farinha) por constituir uma fonte de valor nutritivo alto em proteínas, vitaminas e minerais 
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(NEUMANN; RESTLE; BRONDANI, 2004). No Brasil, vem sendo cultivado 

principalmente visando a produção de grãos para suprir a demanda das indústrias de ração 

animal ou como forragem, para alimentação de ruminantes (QUEIROZ et al., 2014). 

Mais de 35 % da produção de sorgo é destinado ao consumo humano e o restante é 

usado, principalmente, na alimentação animal (AWIKA; ROONEY, 2004). Porém, no 

Brasil, praticamente não há consumo de sorgo na alimentação humana. É possível 

confeccionar produtos alimentícios de qualidade, a partir de cultivares de sorgo 

selecionadas com características tecnológicas adequadas (ROONEY, 2001). Uma forte 

vantagem do sorgo na alimentação humana é o fato de não haver glúten no mesmo, sendo 

uma alternativa viável na substituição do trigo (QUEIROZ et al., 2014). 

A variedade sorgo sacarino possui grande valor para alimentação animal, e seu 

bagaço é utilizado principalmente no setor sucroalcooleiro. É cultivado principalmente no 

verão, visando fornecer matéria prima de qualidade para abastecer o mercado na 

entressafra da cana-de-açúcar, de forma a reduzir a instabilidade do mercado de etanol no 

Brasil (EMBRAPA, 2013; SANTOS et al., 1986). O sorgo sacarino caracteriza-se por 

apresentar colmos rico em açúcares fermentescíveis e servir para a produção de etanol. 

Trata-se de uma variedade de sorgo de ciclo rápido, de cultivo totalmente mecanizável, 

com alta produtividade de biomassa verde e com alto rendimento de etanol, cujo bagaço 

pode ser utilizado na geração de energia. Talvez sua maior vantagem seja a resistência ao 

estresse hídrico, adaptando-se bem à escassez de chuvas da região semiárida (DURÃES, 

2011). 

O sorgo forrageiro pode ser o resultado da hibridização entre Sorghum bicolor e 

Sorghum sudanense. Sua biomassa é apropriada para confecção de silagem, pastejo, corte 

verde, fenação e cobertura morta. Na produção de silagem, é indicado por apresentar 

elevado rendimento e características que favorecem o perfil de fermentação 

(FERNANDES et al., 2009). O sorgo vassoura possui panículas com fibras longas e são 

utilizadas quase que exclusivamente para produção de vassouras e escovas (OLIVETTI; 

CAMARGO, 1997; RIBAS, 2007).  

 

2.2.5 Linhagem IPA SF15 

A variedade de sorgo forrageiro IPA SF15, foi originada a partir do cruzamento 

entre as variedades sacarina IPA 7301218 e IPA 7301158, a linhagem IPA SF15 foi testada 

e avaliada em diferentes ambientes da região semiárida dos estados do Rio Grande do 

Norte, Pernambuco, Ceará, Sergipe e Alagoas, sendo obtidos altos valores de rendimento 
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de matéria seca e adaptabilidade (TABOSA et al., 2002). O desenvolvimento de novos 

cultivares promissores torna-se necessário para cultivo em regiões como o nordeste 

brasileiro, principalmente em regiões com períodos prolongados de seca (MONTEIRO et 

al., 2004; TABOSA et al., 2000). 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 ÁREAS DE COLETA 

 

3.1.1 Estação Experimental de Itapirema (Goiana) 

 A Estação Experimental de Itapirema, pertence ao Instituto Agronômico de 

Pernambuco (IPA), está localizada no município de Goiana, na mesorregião da Zona da 

Mata de Pernambuco (07º38’33” S e 34º56’50”O), domínio do bioma Mata Atlântica. O 

clima da região é caracterizado como tropical chuvoso (Am) de acordo com Köppen, com 

predominância de solo de baixa fertilidade natural do tipo argissolo vermelho amarelo 

plíntico e latossólico (Pod-zólico) – latosol vermelho amarelo Distrófico.  

 

3.1.2 Estação Experimental de Serra Talhada 

A Estação Experimental de Serra Talhada, pertence ao Instituto Agronômico de 

Pernambuco (IPA), está localizada no município de Serra Talhada, Microrregião do Sertão 

do Pajeú (semiárido), Mesorregião do Sertão Pernambucano (07º59’00S, 38º19’16W), 

domínio do bioma floresta tropical seca (Caatinga). O clima da região é caracterizado 

como semiárido (BSwh’) de acordo com Köppen, com predominância de solo do tipo 

Argissolo vermelho amarelo equivalente Eutró-fico – Neossolos litólicos Eutróficos e 

Luvissolo (Bruno não cálcico).  

 

3.2 COLETA DO MATERIAL VEGETAL 

 No período de julho/2014 a dezembro/2015, foram realizadas quatro coletas de 

raízes de sorgo (variedade IPA SF15) nas áreas escolhidas para o estudo, sendo duas no 

período de pré-floração e duas no período de pós-floração da planta hospedeira (Figura 1 e 

2). 

Amostras de raízes foram coletadas em quatro parcelas delimitadas em cada área de 

estudo. Em cada parcela foram retiradas, cuidadosamente, três amostras de raízes em três 

pontos aleatórios, as quais foram acondicionadas em sacos plásticos devidamente 
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etiquetados. Dessa forma, foram coletadas 12 amostras por área × dois períodos (pré e pós-

floração) × duas coletas × duas áreas de coleta, o que totalizou 96 amostras. Com relação à 

análise molecular das raízes, cada área de estudo teve quatro amostras compostas no total, 

pois parte das três amostras de raízes coletadas em cada parcela foram reunidas, formando 

uma única amostra que serviu para a extração do DNA total das raízes e fungos presentes 

nas mesmas. 

 O material coletado foi transportado ao Laboratório I da Pós-Graduação em 

Biologia de Fungos, para manipulação e processamento do mesmo no tempo máximo de 

24h. 

 

Figura 1 – Cultivo de Sorghum bicolor no período de pré (A) e pós-floração (B) em 

Goiana, Pernambuco. 

 

   
Fonte: (Rejane Silva, 2015) 

 

 

Figura 2: Cultivo de Sorghum bicolor no período de pré (A) e pós-floração (B) em Serra 

Talhada, Pernambuco.  

 

   
Fonte: (Rejane Silva, 2015) 

 

3.3 ISOLAMENTO E IDENTIFICAÇÃO DOS FUNGOS 

Raízes foram lavadas com água corrente e detergente neutro, fragmentadas em 5 

mm de comprimento, desinfestadas em álcool 70% (1 minuto), hipoclorito de sódio 

A B 

A B 
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(NaOCl) a 3% de cloro ativo (3-4 minutos), novamente em álcool 70% (30 segundos) e em 

seguida lavadas com água destilada esterilizada (modificado de ARAÚJO et al., 2001). 

Após assepsia, seis fragmentos foram transferidos para placas de Petri, em triplicata, 

contendo Extrato de Malte (MEA) acrescido de cloranfenicol (50mg/L-1), incubados em 

temperatura ambiente (28±2°C) e observados diariamente por até 15 dias quanto ao 

desenvolvimento das colônias fúngicas ao redor do fragmento da raiz. Para o controle da 

assepsia, 50μL da última água utilizada na lavagem das raízes, foi plaqueada em MEA 

como comprovação da desinfestação superficial (PEREIRA, 1993). Após crescimento das 

colônias, fragmentos de micélio foram transferidos para tubos de ensaio contendo meio 

BDA para posterior identificação das espécies.  

 

3.4 EXTRAÇÃO DE DNA DOS FUNGOS  

A biomassa dos fungos foi obtida a partir de culturas em meio MEA contido em 

tubos de ensaio, mantidos a 28°C por até seis dias. Todo micélio foi retirado do tubo de 

ensaio com o auxílio de uma alça de platina, sendo o material transferido para microtubos 

de 2 ml com tampa de rosca, acrescidos de 0,5g de contas de vidro (glass beads) com dois 

diâmetros diferentes na proporção de 1:1 (acid-washed, 150-212µm and 425-600µm; 

Sigma, U.S. sieve). O material foi triturado por agitação em alta velocidade em um 

homogeneizador do tipo FastPrep. 

A extração do DNA genômico foi realizada, com o material previamente triturado, 

conforme Góes-Neto et al. (2005), que inclui homogeneização do material em tampão 

CTAB 2% e uma lavagem com clorofórmio:álcool isoamílico (24:1), além de precipitação 

em isopropanol, lavagem em etanol 70% e ressuspensão em 50 μL de água ultrapura.  

 

3.5 EXTRAÇÃO DO DNA DAS RAÍZES  

A extração do DNA total das raízes do sorgo foi realizada utilizando o DNeasy 

Plant Mini kit (Qiagen, Crawley, UK), de acordo com as instruções do fabricante para 

amostras congeladas. 

 

3.6 AMPLIFICAÇÃO 

 Para amplificação do ITS rDNA foram utilizados os primers ITS1/ITS1F para 

amplificação do DNA genômico extraído das raizes (GARDES; BRUNS 1993/WHITE et 

al. 1990) e ITS1/ITS4 (WHITE et al. 1990) para os fungos isolados em cultura. Os 

parâmetros de ciclagem para as duas PCRs foram: 95 °C 4 min (1 ciclo), 94 °C 45s, 56 °C 
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1 min, 72 °C 1 min (35 ciclos), 72°C 7 min (1 ciclo). As concentrações dos reagentes 

(dNTPs, cloreto de magnésio, Taq DNA polimerase e tampão de reação) foram as mesmas 

descritas por Kaliyaperumal & Kalaichelvan (2008). Controles negativos, contendo todos 

os componentes exceto DNA, foram utilizados em cada procedimento para detectar 

possíveis contaminações. Os produtos das reações de PCR (5 μL) foram visualizados sob 

luz UV a partir de eletroforese em gel de agarose 1% corados com GelRed. 

 

3.7 CLONAGEM E SEQUENCIAMENTO 

Os produtos de PCR foram purificados usando o kit Wizard® SV Gel and PCR 

Clean-Up System (Promega, Madison, Wisconsin, USA); a clonagem foi realizada com o 

pGEM-T Easy vector (Promega, Madison, Wisconsin, USA) de acordo com 

recomendações do fabricante. Posteriormente, os plasmídeos foram purificados e 

sequenciados com os primers recomendados pelo fabricante do kit de clonagem. 

 

3.8 ANÁLISES FILOGENÉTICAS  

  A filogenia foi reconstruída por meio de análises independentes de sequências da 

região ITS. As seqüências obtidas foram alinhadas com outras recuperadas do GenBank 

(de acordo com o grupo de fungos em questão) com o auxílio do programa MEGA version 

5.05 (TAMURA et al., 2007).  

A caracterização molecular final se deu com a avaliação filogenética e construção 

de árvores. As análises de neighbor joining (1.000 repetições de bootstraps cada) foram 

obtidas com o programa MEGA version 5.05 (TAMURA et al., 2007). As análises 

bayesiana (1 x 106 gerações) e de máxima verossimilhança (1.000 bootstraps) foram 

realizadas, respectivamente, com MrBayes 3.1.2 (RONQUIST; HUELSENBECK 2003) e 

PhyML (GUINDON; GASCUEL 2003), executados a partir do programa Topali 2.5 

(MILNE et al. 2004). O modelo de substituição nucleotídica (SYM+G) foi estimado 

usando Topali 2.5. 

  

3.9 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

As análises dos dados moleculares e morfológicos foram realizadas 

individualmente, e comparações entre os dois métodos de identificação de espécies 

também foram computadas de acordo com os seguintes métodos: A diversidade alfa foi 

estimada pela rarefação e extrapolação (R/E) das OTUs recuperadas pelo método 

independente de cultivo e das espécies recuperadas pelo método dependente de cultivo, 
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contabilizando-se a intensidade da amostragem (COLWELL et al. 2012), utilizando 

funções do pacote do R ‘iNEXT’ (HSIEH et al. 2016). Para evitar influência da 

intensidade amostral e possíveis erros em padrões de diversidade, os dados morfológicos e 

moleculares foram padronizados para o número de amostras. Para testar a variação na 

diversidade alfa entre os períodos de floração e entre os locais amostrados o modelo linear 

generalizado (GLM) foi aplicado, usando floração e local como fatores fixos. As médias 

resultantes do modelo linear foram estatisticamente comparadas através da comparação 

múltipla com o post-hoc teste de Tukey, nível de confiança P<0.05, implementando-se 

funções do pacote do R ‘agricolae’ (de Mendiburu, 2017). Posteriormente a diversidade 

alfa entre os dados morfológicos e moleculares foi comparadas, seguindo-se os métodos 

mencionados acima, e dessa vez, o tipo de identificação de espécie foi colocado no modelo 

linear como fator fixo. 

As comunidades de fungos endofíticos foram comparadas por análise multivariada 

usando o pacote 'vegan' do R (OKSANEN et al., 2015). Os dados da comunidade 

endofítica foram padronizados de acordo com o método de "hellinger", para evitar a 

intensidade variável da amostragem devido à diferença no número de espécies, utilizando a 

função "decostand" do pacote ‘vegan’. Os padrões de distribuição da comunidade de 

fungos endofíticos foram analisados de acordo com a análise de redundância baseado na 

distância (db-RDA), utilizando-se Bray-Curtis para produzir a matriz de dissimilaridades 

entre as amostras. As comparações da estrutura da comunidade de fungos endofíticos entre 

os dois métodos de identificação também foram analisadas de acordo com os métodos 

mencionados acima.  

 

4 RESULTADOS 

 

4.1 DIVERSIDADE DE FUNGOS ENDOFÍTICOS EM RAÍZES DE SORHUM 

BICOLOR  

Dos fragmentos de raízes analisados foram recuperados 558 clones viáveis e 797 

isolados de fungos endofíticos, os quais foram distribuídos em 101 morfotipos/OTUs. De 

forma geral, quando observada a frenquêcia relativa dos dados compilados dos morfotipos 

isolados, Fusarium foi o gênero mais frequente. A espécie F. acutatum (OTU 04/R667) 

apresentou frequência relativa de 19,26 % seguida por F. solani (OTU 21/R992) com 9,08 

%. Espécies de outros gêneros também apresentaram altos valores de frequência relativa; 

Aspergillus niger (R354) com 4,72 % e Amesia nigricolor (R175) 3,91 %, porém a grande 
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maioria dos morfotipos/OTUs apresentou frequência de ocorrência abaixo de 1 % (Tabela 

1). 
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Tabela 1 – Identificação molecular, frequência absoluta (fa) e relativa (fr) das espécies de fungos endofíticos identificadas pelo método 

dependente de cultura (isolado) e pelo método independente de cultura (OTU), frequência absoluta (f) e relativa (fr) de fungos endofíticos 

isolados de raízes de Sorghum bicolor em Pernambuco. 

Fungo endofítico Melhor Blast Hit Método fa fr (%) 

Fungo endofítico Ordem Classe No. Acesso Similaridade (%) 

OTU 01 Uncultured Agaricales clone HEp1c201 Agaricales Agaricomycetes JN802293 99 IC 93           6,86  

OTU 02 Hortaea werneckii Dothideales Dothideomycetes NR_145338 99 IC 1           0,07  

OTU 03 Ceratobasidium sp. Cantharellales Agaricomycetes DQ102436 99 IC 12           0,89  

OTU 04/R667 Fusarium acutatum Hypocreales Sordariomycetes NR_111142 99 IC/DC 261         19,26  

OTU 05/R50 Fusarium oxysporum Hypocreales Sordariomycetes KP942940 99 IC/DC 39           2,88  

OTU 06 Talaromyces thailandensis Eurotiales Eurotiomycetes NR_147428 98 IC 14           1,03  

OTU 07/R286 Gelasinospora tetrasperma Sordariales Sordariomycetes NR_077163 99 IC/DC 36           2,66  

OTU 08/R58 Fusarium sp. Hypocreales Sordariomycetes FJ904916 99 IC/DC 7           0,52  

OTU 09 Clydaea vesicula Lobulomycetales Chytridiomycetes NR_121339 93 IC 4           0,30  

OTU 10 Uncultured Epicoccum Pleosporales Dothideomycetes HG937120 91 IC 2           0,15  

OTU 11/R599 Periconia macrospinosa Microascales Sordariomycetes KP183999 99 IC/DC 71           5,24  

OTU 12 Phaeosphaeriopsis musae Pleosporales Dothideomycetes DQ885894 99 IC 2           0,15  

OTU 13 Acrophialophora fusispora incertae sedis incertae sedis KP233037 94 IC 1           0,07  

OTU 14 Myceliophthora verrucosa Sordariales Sordariomycetes KR014346 100 IC 2           0,15  

OTU 15 Fungal sp. incertae sedis incertae sedis KU977894 97 IC 1           0,07  

OTU 16 Uncultured root-associated fungus incertae sedis Agaricomycetes FJ362105 92 IC 1           0,07  

OTU 17/R102 Uncultured Humicola incertae sedis incertae sedis KP235550 99 IC/DC 4           0,30  

OTU 18/R82 Ceratobasidium sp. AG-A isolate Rh228 Cantharellales Agaricomycetes KC782943 99 IC/DC 6           0,44  

OTU 19/R174 Uncultured Sordariales clone HEp2c241 Sordariales Sordariomycetes JN802301 98 IC/DC 32           2,36  

OTU 20 Uncultured soil fungus Pleosporales Dothideomycetes DQ420933 99 IC 1           0,07  

OTU 21/R992 Fusarium solani Hypocreales Sordariomycetes KU872821 99 IC/DC 123           9,08  

OTU 22 Uncultured Ceratobasidium clone T18DA2 Cantharellales Agaricomycetes EF154354 98 IC 6           0,44  
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OTU 23 Uncultured soil fungus clone 151b32 Pleosporales Dothideomycetes DQ420831 98 IC 3           0,22  

OTU 24 Corynascella humicola Sordariales Sordariomycetes NR_147672 99 IC 4           0,30  

OTU 25 Uncultured Sordariales clone 8WF1cf09 Sordariales Sordariomycetes GU910736 96 IC 2           0,15  

OTU 26 Latorua caligans Pleosporales Dothideomycetes NR_132923 95 IC 1           0,07  

OTU 27 Metschnikowia saccharicola Saccharomycetales Saccharomycetes AB697757 98 IC 2           0,15  

OTU 28/R100 Uncultured Phoma Pleosporales Dothideomycetes KF493958 97 IC/DC 8           0,59  

OTU 29 Uncultured endophytic Sordariales Sordariomycetes FJ524302 96 IC 12           0,89  

OTU 30 Uncultured Ascomycota incertae sedis incertae sedis HM161973 95 IC 4           0,30  

OTU 31 Uncultured Ascomycota clone 20 incertae sedis incertae sedis KF060232 90 IC 1           0,07  

OTU 32 Zopfiella sp. Sordariales Sordariomycetes HQ631038 95 IC 2           0,15  

OTU 33 Uncultured Cryptococcus Tremellales Tremellomycetes JQ951590 99 IC 1           0,07  

OTU 34 Uncultured fungus incertae sedis incertae sedis AJ875391 99 IC 34           2,51  

OTU 35 Pleosporales sp. Pleosporales Dothideomycetes KY987537 99 IC 10           0,74  

OTU 36 Setophoma terrestris Pleosporales Dothideomycetes KF512828 100 IC 1           0,07  

OTU 37 Marasmius brunneoaurantiacus Agaricales Agaricomycetes KX149014 99 IC 5           0,37  

OTU 38 Uncultured Ascomycota clone MO1 Pleosporales Dothideomycetes EU490176 99 IC 1           0,07  

OTU 39 Uncultured fungus incertae sedis incertae sedis JX369949 99 IC 1           0,07  

OTU 40 Dentiscutata heterogama Diversisporales Glomeromycetes FR750016 91 IC 1           0,07  

OTU 41 Rhizoglomus aggregatum Glomerales Glomeromycetes JF439132 98 IC 1           0,07  

OTU 42 Uncultured soil incertae sedis incertae sedis DQ420987 97 IC 1           0,07  

OTU 43/R30 Chaetomium megalocarpum Sordariales Sordariomycetes NR_144832 99 IC/DC 14           1,03  

OTU 44 Uncultured Pleosporales Pleosporales Dothideomycetes JN802304 99 IC 1           0,07  

OTU 45 Uncultured fungus incertae sedis incertae sedis JX385508 95 IC 2           0,15  

OTU 46 Uncultured fungus clone FA3-O19 incertae sedis incertae sedis JX984791 92 IC 1           0,07  

OTU 47 Uncultured Ceratobasidiaceae clone DOf Cantharellales Agaricomycetes JX545227 99 IC 5           0,37  

OTU 48 Uncultured Agaricales Agaricales Agaricomycetes KX499268 99 IC 6           0,44  

OTU 49 Exophiala spinifera Chaetothyriales Eurotiomycetes KC445294 99 IC 18           1,33  

OTU 50 Uncultured Ascomycota clone 1029 Hypocreales Sordariomycetes HM161926 99 IC 21           1,55  
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OTU 51/R256 Fusarium verticillioides Hypocreales Sordariomycetes AB587011 99 IC/DC 5           0,37  

OTU 52 Uncultured Entoloma Agaricales Agaricomycetes JX135066 91 IC 15           1,11  

OTU 53 Uncultured basidiomycete incertae sedis incertae sedis AM901708 99 IC 1           0,07  

OTU 54 Podospora dimorpha Sordariales Sordariomycetes NR_119564 97 IC 4           0,30  

OTU 55/R1052 Macrophomina phaseolina Botryosphaeriales Dothideomycetes KF951631 99 IC/DC 13           0,96  

OTU 56/R641 Uncultured Sordariales Sordariales Sordariomycetes JN802314 96 IC/DC 10           0,74  

OTU 57/R352 Achroiostachys levigata Hypocreales Sordariomycetes NR_145066 99 IC/DC 39           2,88  

OTU 58 Uncultured Zopfiella Sordariales Sordariomycetes KU534794 99 IC 1           0,07  

OTU 59 Uncultured fungus Sordariales Sordariomycetes JX984769 99 IC 31           2,29  

OTU 60 Fusarium neocosmosporiellum Hypocreales Sordariomycetes KM231804 99 IC 5           0,37  

OTU 61 Uncultured fungus Hypocreales Sordariomycetes JX325680 95 IC 2           0,15  

OTU 62 Gibberella thapsina Hypocreales Sordariomycetes EF152433 100 IC 3           0,22  

OTU 63 Uncultured Hypocreales Hypocreales Sordariomycetes HQ389514 93 IC 1           0,07  

OTU 64 Uncultured fungus  Sordariales Sordariomycetes JX317197 100 IC 1           0,07  

OTU 65/R172 Pseudophialophora sorghi Magnaporthales Sordariomycetes KY421938 100 IC/DC 2           0,15  

OTU 66 Ascomycota sp. incertae sedis incertae sedis KU535743 81 IC 1           0,07  

OTU 67 Coniocessia nodulisporioides Xylariales Sordariomycetes GU553333 99 IC 1           0,07  

OTU 68 Rhizoctonia solani Cantharellales Agaricomycetes KX468796 99 IC 1           0,07  

R101 Neopestalotiopsis surinamensis Xylariales Sordariomycetes NR_145240 100 DC 1           0,07  

R103 Penicillium reticulisporum Eurotiales Eurotiomycetes NR_121231 99 DC 2           0,15  

R1069 Penicillium javanicum Eurotiales Eurotiomycetes NR_111511 99 DC 1           0,07  

R1115 Trichoderma harzianum Hypocreales Sordariomycetes KX379156 100 DC 1           0,07  

R113 Aspergillus brasiliensis Eurotiales Eurotiomycetes NR_111414 100 DC 1           0,07  

R171 Talaromyces assiutensis Eurotiales Eurotiomycetes KM458833 99 DC 2           0,15  

R175 Amesia nigricolor Sordariales Sordariomycetes KX976578 99 DC 53           3,91  

R219 Mucor indicus Mucorales  NR_077173 99 DC 8           0,59  

R223 Setosphaeria rostrata Pleosporales Dothideomycetes KP340116 100 DC 10           0,74  

R261 Uncultured fungus incertae sedis incertae sedis KU931382 99 DC 32           2,36  
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R306 Penicillium oxalicum Eurotiales Eurotiomycetes KY400098 100 DC 1           0,07  

R317 Aspergillus rugulosus Eurotiales Eurotiomycetes NR_131290 100 DC 8           0,59  

R321 Aspergillus clavatonanicus Eurotiales Eurotiomycetes NR_135410 100 DC 1           0,07  

R335 Talaromyces atroroseus Eurotiales Eurotiomycetes NR_137815 99 DC 4           0,30  

R354 Aspergillus niger Eurotiales Eurotiomycetes MF067456 100 DC 64           4,72  

R367 Talaromyces sp. Eurotiales Eurotiomycetes KU556510 99 DC 1           0,07  

R378 Fungal sp. Eurotiales Eurotiomycetes KT37559 99 DC 20           1,48  

R426 Xylaria sp. Xylariales Sordariomycetes JX523620 97 DC 3           0,22  

R493 Penicillium menonorum Eurotiales Eurotiomycetes NR_137063 99 DC 1           0,07  

R498 Aspergillus terreus Eurotiales Eurotiomycetes NR_131276 98 DC 4           0,30  

R504 Aspergillus welwitschiae Eurotiales Eurotiomycetes NR_137513 99 DC 4           0,30  

R522 Striaticonidium brachysporum Hypocreales Sordariomycetes KU847230 99 DC 1           0,07  

R553 Mucor irregularis Mucorales  JX976247 99 DC 2           0,15  

R60 Curvularia eragrostidis Pleosporales Dothideomycetes KT933674 99 DC 48           3,54  

R611 Setophoma terrestris Pleosporales Dothideomycetes KJ188719 99 DC 1           0,07  

 R657 Trichoderma atrobrunneum Hypocreales Sordariomycetes NR_137298 99 DC 2           0,15  

R667 Rhizopus oryzae Mucorales  KJ744361 99 DC 7           0,52  

R680 Uncultured Pleosporales Pleosporales Dothideomycetes JN802318 99 DC 1           0,07  

R723 Albifimbria terrestris Hypocreales Sordariomycetes KU845884 99 DC 1           0,07  

R820 Sarocladium sp. Hypocreales Sordariomycetes KU504326 99 DC 1           0,07  

R838 Xenomyrothecium tongaense  Hypocreales Sordariomycetes KU847246 99 DC 1           0,07  

R89 Talaromyces pinophilus Eurotiales Eurotiomycetes GU595046 99 DC 49           3,62  

R929 Neurospora intermedia Sordariales Sordariomycetes KT959290 99 DC 1           0,07  

       1355 100 

(IC) Independente de cultivo; (DC) Dependente de cultivo 
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No total 101 filoespécies provenientes dos OTUs e dos morfotipos foram obtidas a 

partir de fragmentos de raízes de sorgo em dois períodos (pré e pós-floração) e em duas 

áreas de coleta (Serra Talhada e Goiana). As ordens mais abundantes foram Sordariales e 

Hypocreales com 18 filoespécies, Pleosporales com 17, Eurotiales com 16, Cantharellales 

com cinco e Mucorales e Xylariales com três, cada. No entanto, a maioria dos filoespécies 

ocorreu apenas uma vez, sendo representada pelas seguintes ordens: Lobulomycetales, 

Diversisporales, Chaetothyriales, Glomerales, Dothideales, Botryosphaeriales, 

Saccharomycetales, Microascales, Magnaporthales e Tremellales. Embora a maior parte 

das filoespécies obtidas sejam classificadas nas ordens anteriores, 14 não estão 

relacionadas a nenhuma ordem, sendo classificadas como incertae sedis (Tabela 1). 

 

4.2 DIVERSIDADE DE FUNGOS ENDOFÍTICOS POR MÉTODO DEPENDENTE DE 

CULTIVO (ISOLAMENTO)  

 Dos 1728 fragmentos de raízes analisados foram isolados um total de 797 isolados 

de fungos endofíticos, correspondendo a uma taxa de colonização de 46,12%. 

Considerando as áreas de coletas separadamente, foram observados 864 fragmentos de 

raízes da área de Zona da Mata, dos quais 419 foram colonizados por fungos endofíticos, o 

que corresponde a uma taxa de colonização de 48,49%. Para o semiárido, dos 864 

fragmentos de raízes foram isolados fungos de 378, o que corresponde a uma taxa de 

colonização de 43,74%. Quarenta e cinco táxons de fungos endofíticos foram recuperados 

a partir dos fragmentos de raízes coletados nas duas áreas. A curva de acumulação de 

espécies, baseada no número de indivíduos, mostrou que foi possível recuperar a maior 

diversidade no período de pré-floração no semiárido e menor diversidade foi observada no 

período de pós-floração também no semiárido (Figura 3).  

 Diferenças significativas foram observadas quando comparada a diversidade alfa de 

fungos endofíticos entre o período fenológico na Zona da Mata e no semiárido (Figura 4). 

Além das diferenças observadas entre as coletas na Zona da Mata, diferenças significativas 

também foram observadas entre a primeira e segunda coleta no semiárido (P = 0,001) 

(Figura 4). De acordo com análise multivariada, as comunidades de fungos endofíticos 

diferiram estatisticamente no período de floração (F = 3,97, P = 0,001) e diferiram 

significativamente entre áreas (Zona da Mata e semiárido) (F = 9,79, P = 0,001) (Figura 5). 
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Figura 3 – Curva de acumulação de espécies utilizando o método de rarefação das 

espécies de fungos endofíticos isoladas pelo método dependente de cultivo, coletadas em 

raízes de Sorghum bicolor nas regiões de Zona da Mata e semiárido pernambucano. 

 

Fonte: (Rafael Oliveira, 2018) 
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Figura 4 – Diversidade Alfa de espécies de fungos endofíticos, isoladas pelo método 

dependente de cultivo, em raízes de Sorghum bicolor, coletadas nas regiões de Zona da 

Mata e semiárido pernambucano, sob diferentes períodos fenológicos: Pré-floração e Pós-

floração. 

 

Fonte: (Rafael Oliveira, 2018) 

 

 

Mediana (traço central), quartil (box), máximo e mínimo (pontilhados) e os outliers 

(círculos). 
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Figura 5 – Análises de Redundância entre a distribuição das espécies de fungos 

endofíticos isoladas pelo método dependente de cultivo, em raízes de Sorghum bicolor, 

coletadas nas regiões de Zona da Mata e semiárido pernambucano, sob diferentes períodos 

fenológicos: Pré-floração e Pós-floração. 

 

 

Fonte: (Rafael Oliveira, 2018) 

 

 

4.3 DIVERSIDADE DE FUNGOS ENDOFÍTICOS POR MÉTODO INDEPENDENTE 

DE CULTIVO (ANÁLISE MOLECULAR) 

 

 Para acessar a comunidade de fungos endofíticos pelo método independente de 

cultivo foram obtidos 800 clones a partir de PCR direta do DNA das raízes de sorgo, sendo 

sequenciada a região ITS do rDNA. Após uma rigorosa triagem no qual foram retiradas as 

sequências com baixa qualidade, quimeras e sequências identificadas como provenientes 

do hospedeiro (sorgo), 558 sequências foram consideradas viáveis para o estudo, sendo 

usadas para contrução de uma biblioteca de clones. As sequências foram agrupadas com 

limite de similaridade de 97% e esses agrupamentos foram classificados como OTU 

(Unidade Taxonômica Operacional), resultando no total de 68 OTUs. Cada sequência foi 

comparada com sequências depositadas no genbank através do programa Blastn do NCBI. 
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Na curva de acumulação de espécie, baseada no número de indivíduos, foi observado que 

foi possível recuperar maior diversidade de espécie no período de pré-floração em Goiana 

e menor diversidade no período de pós-floração também em Goiana (Figura 6).  

 Diferenças significativas foram observadas quando comparada a diversidade alfa de 

fungos endofíticos entre os períodos de floração em Goiana. O período de pré-floração 

mostrou maior diversidade quando comparado com o período de pós-floração na Zona da 

Mata (F=7,25, P=0,008) (Figura 7). Em Serra Talhada não foram observadas diferenças 

significativas entre os períodos de floração (Figura 7). O índice de Shannon foi maior no 

período de pré-floração em Goiana. (Figura 8). Para os perídos de floração em Serra 

Talhada não houve diferença significativa no índice de Shannon (Figura 8). De acordo com 

análise multivariada, as comunidades de fungos endofíticos não diferiram estatisticamente 

no período de floração (P=0,009). No entanto, as comunidades apresentaram diferenças 

entre as áreas de coleta (Goiana e Serra Talhada) (Figura 9). 

 

Figura 6 – Curva de acumulação de espécies utilizando o método de rarefação das 

espécies de fungos endofíticos identificadas pelo método independente de cultivo em 

raízes de Sorghum bicolor, coletadas nas regiões de Zona da Mata e semiárido 

pernambucano. 

 

 

Fonte: (Rafael Oliveira, 2018) 
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Figura 7 – Diversidade Alfa de espécies de fungos endofíticos identificadas pelo método 

independente de cultivo em raízes de Sorghum bicolor, coletadas nas regiões de Zona da 

Mata e semiárido pernambucano, sob diferentes períodos fenológicos: Pré-floração e Pós-

floração. 

 

Fonte: (Rafael Oliveira, 2018) 

Mediana (traço central), quartil (box), máximo e mínimo (pontilhados) e os outliers 

(círculos). 
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Figura 8 - Diversidade de Shannon para os fungos endofíticos identificadas pelo método 

independente de cultivo em raízes de Sorghum bicolor, coletadas nas regiões de Zona da 

Mata e semiárido pernambucano, sob diferentes períodos fenológicos: Pré-floração e Pós-

floração. 

 

Fonte: (Rafael Oliveira, 2018) 

 

 

Mediana (traço central), quartil (box), máximo e mínimo (pontilhados) e os outliers  

(círculos). 
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Figura 9 - Análise multidimensional não-métrica (NMDS) das comunidades de fungos 

endofíticos em raízes de Sorghum bicolor sob diferentes períodos fenológicos nas regiões 

da Zona da Mata e semiárido pernambucano. 

 

Fonte: (Rafael Oliveira, 2018) 

 

 

4.4 DIVERSIDADE DE FUNGOS ENDOFÍTICOS POR MÉTODO DEPENDENTE 

(ISOLAMENTO) E INDEPENDENTE DE CULTIVO (ANÁLISE MOLECULAR) 

Nos fragmentos de raízes analisados (1728) foram encontrados 797 espécimes de 

fungos endofíticos, a partir do método dependente de cultivo, os quais estão distribuídos 

em 49 morfoespécies pertencentes a 25 gêneros. Representantes de todos os morfotipos 

foram sequenciados para a região ITS do rDNA e comparados com sequências depositadas 

no genbank através do programa Blastn do NCBI. A frequência absoluta e a frequência 

relativa foram calculadas. As espécies mais frequentes foram Fusarium acutatum com 149 

isolados, seguido por Fusarium solani com 123, Periconia macrospinosa com 65, 

Aspergillus niger com 64 isolados e Amesia nigricolor com 53 isolados (Tabela 2).  

Para acessar a comunidade de fungos endofíticos pelo método independente de 

cultivo foram obtidos 800 clones, sendo também sequenciada a região ITS do rDNA. Após 

uma rigorosa triagem no qual foram retiradas as sequências com baixa qualidade, quimeras 
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e sequências identificadas como provenientes do hospedeiro, 558 sequências foram 

consideradas viáveis para o estudo, sendo construída uma biblioteca de clones com 68 

OTUs. Cada sequência foi comparada com sequências depositadas no Genbank (NCBI) 

através da ferramenta BLASTn do NCBI e agrupadas como OTU (Unidade Taxonômica 

Operacional).   
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Tabela 2 – Frequência absoluta (f) e relativa (fr) de fungos endofíticos identificados pelo método dependente de cultura (Isolado) e pelo método 

independente de cultura (OTU) em raízes de Sorghum bicolor em Pernambuco. 

OTU Fungo endofítico fa Fr (%) Isolado ID Fungo endofítico fa Fr (%) 

OTU 01 Uncultured Agaricales clone HEp1c201 93                  16,67   R657 Trichoderma atrobrunneum 2           0,25  

OTU 02 Hortaea werneckii 1                    0,18  R100 (=OTU 28) Uncultured Phoma 6           0,75  

OTU 03 Ceratobasidium sp. 12                    2,15  R101 Neopestalotiopsis surinamensis 1           0,13  

OTU 04 (=R667) Fusarium acutatum 112                  20,07  R102 (=OTU 17) Uncultured Humicola 2           0,25  

OTU 05 (=R50) Fusarium oxysporum 21                    3,76  R103 Penicillium reticulisporum 2           0,25  

OTU 06 Talaromyces thailandensis 14                    2,51  R1052 (=OTU 55) Macrophomina phaseolina 12           1,51  

OTU 07 (=R286) Gelasinospora tetrasperma 9                    1,61  R1069 Penicillium javanicum 1           0,13  

OTU 08 (=R58) Fusarium sp. 6                    1,08  R1115 Trichoderma harzianum 1           0,13  

OTU 09 Clydaea vesicula 4                    0,72  R113 Aspergillus brasiliensis 1           0,13  

OTU 10 Uncultured Epicoccum 2                    0,36  R171 Talaromyces assiutensis 2           0,25  

OTU 11 (=R599) Periconia macrospinosa 6                    1,08  R172 (=OTU 65) Pseudophialophora panicorum 1           0,13  

OTU 12 Phaeosphaeriopsis musae 2                    0,36  R174 (=OTU 19) Uncultured Sordariales clone HEp2c241 4           0,50  

OTU 13 Acrophialophora fusispora 1                    0,18  R175 Amesia nigricolor 53           6,65  

OTU 14 Myceliophthora verrucosa 2                    0,36  R219 Mucor indicus 8           1,00  

OTU 15 Fungal sp. 1                    0,18  R223 Setosphaeria rostrata 10           1,25  

OTU 16 Uncultured root-associated fungus 1                    0,18  R256 (=OTU 51) Fusarium verticillioides 2           0,25  

OTU 17 (=R102) Uncultured Humicola 2                    0,36  R261 Uncultured fungus 32           4,02  

OTU 18 (=R82) Ceratobasidium sp. AG-A isolate Rh228 4                    0,72  R286 (=OTU 07) Gelasinospora tetrasperma 27           3,39  

OTU 19 (=R174) Uncultured Sordariales clone HEp2c241 28                    5,02  R30 (=OTU 43) Chaetomium megalocarpum 12           1,51  

OTU 20 Uncultured soil fungus 1                    0,18  R306 Penicillium oxalicum 1           0,13  

OTU 21 (=R992) Fusarium solani 11                    1,97  R317 Aspergillus rugulosus 8           1,00  

OTU 22 Uncultured Ceratobasidium clone T18DA2 6                    1,08  R321 Aspergillus clavatonanicus 1           0,13  

OTU 23 Uncultured soil fungus clone 151b32 3                    0,54  R335 Talaromyces atroroseus 4           0,50  

OTU 24 Corynascella humicola 4                    0,72  R352 (=OTU 57) Achroiostachys levigata 38           4,77  
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OTU 25 Uncultured Sordariales clone 8WF1cf09 2                    0,36  R354 Aspergillus niger 64           8,03  

OTU 26 Latorua caligans 1                    0,18  R367 Talaromyces sp. 1           0,13  

OTU 27 Metschnikowia saccharicola 2                    0,36  R378 Fungal sp. 20           2,51  

OTU 28 (=R100) Uncultured Phoma 2                    0,36  R426 Xylaria sp. 3           0,38  

OTU 29 Uncultured endophytic 12                    2,15  R493 Penicillium menonorum 1           0,13  

OTU 30 Uncultured Ascomycota 4                    0,72  R498 Aspergillus terreus 4           0,50  

OTU 31 Uncultured Ascomycota clone 20 1                    0,18  R50 (=OTU 05) Fusarium oxysporum 18           2,26  

OTU 32 Zopfiella sp. 2                    0,36  R504 Aspergillus welwitschiae 4           0,50  

OTU 33 Uncultured Cryptococcus 1                    0,18  R522 Striaticonidium brachysporum 1           0,13  

OTU 34 Uncultured fungus 34                    6,09  R553 Mucor irregularis 2           0,25  

OTU 35 Pleosporales sp. 10                    1,79  R58 (OTU 08) Fusarium sp. 1           0,13  

OTU 36 Setophoma terrestris 1                    0,18  R599 (OTU 11) Periconia macrospinosa 65           8,16  

OTU 37 Marasmius brunneoaurantiacus 5                    0,90  R60 Curvularia eragrostidis 48           6,02  

OTU 38 Uncultured Ascomycota clone MO1 1                    0,18  R611 Setophoma terrestris 1           0,13  

OTU 39 Uncultured fungus 1                    0,18  R641 (=OTU 56) Uncultured Sordariales 9           1,13  

OTU 40 Dentiscutata heterogama 1                    0,18  R667 Rhizopus oryzae 7           0,88  

OTU 41 Rhizoglomus aggregatum 1                    0,18  R667 (=OTU 04) Fusarium acutatum 149         18,70  

OTU 42 Uncultured soil 1                    0,18  R680 Uncultured Pleosporales 1           0,13  

OTU 43 (=R30) Chaetomium megalocarpum 2                    0,36  R723 Albifimbria terrestris 1           0,13  

OTU 44 Uncultured Pleosporales 1                    0,18  R82 (=OTU 18) Ceratobasidium sp. AG-A isolate Rh228 2           0,25  

OTU 45 Uncultured fungus 2                    0,36  R820 Sarocladium sp. 1           0,13  

OTU 46 Uncultured fungus clone FA3-O19 1                    0,18  R838 Xenomyrothecium tongaense  1           0,13  

OTU 47 Uncultured Ceratobasidiaceae clone DOf 5                    0,90  R89 Talaromyces pinophilus 49           6,15  

OTU 48 Uncultured Agaricales 6                    1,08  R929 Neurospora intermedia 1           0,13  

OTU 49 Exophiala spinifera 18                    3,23  R992 (=OTU 21) Fusarium solani 112         14,05  

OTU 50 Uncultured Ascomycota clone 1029 21                    3,76      

OTU 51 (=R256) Fusarium verticillioides 3                    0,54      

OTU 52 Uncultured Entoloma 15                    2,69      
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OTU 53 Uncultured basidiomycetes 1                    0,18      

OTU 54 Podospora dimorpha 4                    0,72      

OTU 55 (=R1052) Macrophomina phaseolina 1                    0,18      

OTU 56 (=R641) Uncultured Sordariales 1                    0,18      

OTU 57 (=R352) Achroiostachys levigata 1                    0,18      

OTU 58 Uncultured Zopfiella 1                    0,18      

OTU 59 Uncultured fungus 31                    5,56      

OTU 60 Fusarium neocosmosporiellum 5                    0,90      

OTU 61 Uncultured fungus 2                    0,36      

OTU 62 Gibberella thapsina 3                    0,54      

OTU 63 Uncultured Hypocreales 1                    0,18      

OTU 64 Uncultured fungus  1                    0,18      

OTU 65 (=R172) Pseudophialophora panicorum 1                    0,18      

OTU 66 Ascomycota sp. 1                    0,18      

OTU 67 Coniocessia nodulisporioides 1                    0,18      

OTU 68 Rhizoctonia solani 1                    0,18      

Total  558                      100  Total  797 100 

Fonte: (Rafael Oliveira, 2018) 
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A reconstrução filogenética foi realizada utilizando todas as sequências viáveis 

geradas no estudo, tanto aquelas oriundas do método independente de cultivo (OTUs) 

quanto as obtidas a partir do método dependente de cultivo (representados por “R”). Na 

árvore filogenética as sequências agruparam-se em cinco grandes grupos identificados 

como Ascomycota, Basidiomycota, Mucorales, Glomerales e Chytridiomycota (Figura 10). 

Crytridiomycota e Glomeromycota são representados exclusivamente por clones (OTU) 

obtidos pelo método independente de cultivo. Resultado similar foi observado com 

Basidiomycota com exceção do isolado R 82 identificado como Ceratobasidium sp., que 

foi recuperado tanto pelo método dependente quanto independetnte de cultivo (Tabela 2). 

De forma geral, alguns taxa são observados apenas quando utilizados método independente 

ou dependente de cultivo (Figura 11). 

 

Figura 10 – Reconstrução filogenética via Neighbour-Joining utilizando sequências do 

5.8s rDNA das OTUs (método independente de cultivo) e dos isolados “R” (método 

dependente de cultivo). 

 

 

Fonte: (Rafael Oliveira, 2018) 
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Figura 11 – Reconstrução filogenética a partir de análise bayesiana, utilizando sequências 

do 5.8s rDNA. Ramos verdes representam espécies recuperadas pelo método de isolamento 

dependente de cultivo, ramos amarelos representam espécies recuperadas pelo método 

independente de cultivo e ramos azuis representam espécies recuperadas nos dois métodos. 

 

Fonte: (Rafael Oliveira, 2018) 

 

 As comunidades de fungos endofíticos foram estruturadas principalmente pelo 

método aplicado (dependente e independente de cultivo) e não pela localização ou período 

fenológico em que foram recuperadas. Diferenças significativas para o período de floração 
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só foram observadas utilizando índice de Shannon e diversidade alfa de fungos endofíticos 

com relação ao método independente de cultivo (F=18,24, P< 0,001) (Figura 12 e 13).  

Para melhor entender o comportamento da comunidade de fungos endofíticos foi 

realizada a análise multivariada considerando o método de identificação (dependente e 

independente de cultivo), área de coleta (Goiana e Serra Talhada) e o período de floração 

(pré e pós-floração) (Figura 14). A estrutura da comunidade diferiu significativamente de 

acordo com o método utilizado para detecção dos fungos (F=9,54, P=0,0001) e local de 

coleta (F=9,34, P=0,001). Por outro lado, as comunidades não diferiram entre os períodos 

de pré e pós-floração (F=4,45, P=0,001) (Figura 14).   

 

Figura 12 – Diversidade Alfa de espécies de fungos endofíticos em raízes de Sorghum 

bicolor detectadas pelo método dependente e independente de cultivo sob diferentes 

períodos fenológicos: Pré-floração e Pós-floração. 

 

 

 

Fonte: (Rafael Oliveira, 2018) 
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Figura 13 – Riqueza de espécies de fungos endofíticos em raízes de Sorghum bicolor 

detectadas pelo método dependente e independente de cultivo nas regiões da Zona da Mata 

e semiárido pernambucano sob diferentes períodos fenológicos: Pré-floração e Pós-

floração. 

 

 

Fonte: (Rafael Oliveira, 2018) 
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Figura 14 - Análise multidimensional não-métrica (NMDS) das comunidades de fungos 

endofíticos em raízes de Sorghum bicolor sob diferentes períodos fenológicos nas regiões 

da Zona da Mata e semiárido pernambucano. 

 

 

Fonte: (Rafael Oliveira, 2018) 

 

 

 

Considerando os métodos de obtenção das sequências (dependente e independente 

de cultivo) foi observada maior abundância relativa para fungos Hypocreales, seguido por 

Sordariales (Figura 15). Táxons que não foram enquadrados em nenhuma ordem conhecida 

foram classificados como incertae sedis, onde foi possível observar uma alta abundância 

relativa principalmente quando utilizado o método independete de cultivo. Além de 

apresentar uma considerável abundância relativa, a ordem Agaricales ocorreu quase que 

exclusivamente quando utilizando o método independente de cultivo, entretanto Eurotiales 

foi mais abundante quando utilizado o método dependete de cultivo (Figura 15). 
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Figura 15 – Perfil da comunidade de fungos endofíticos em raízes de Sorghum bicolor 

com base na riqueza de táxons (por ordem) de acordo com o método (dependente de 

cultivo), período fenológico (pré e pos-floração) e local de coleta (Zona da Mata e 

semiárido). 

 

 

Fonte: (Rafael Oliveira, 2018) 

 

5 DISCUSSÃO  

Com base nas análises das OTUs recuperadas a partir de sequencas obtidas pelos 

métodos independente e dependente de cultivo, foi registrada alta diversidade, considerado 

o elevado número de táxons encontrados (101). Além disso, foi possível recuperar 

representantes de todos os grandes grupos de fungos. Ascomycota, Basidiomycota, 

Mucoromycota e Glomeromycota, os quais são os principais filos comumente ocorrentes 

como endofíticos, espécies de Chytridiomycota são raramente reportadas como endofíticos 

devido sua dificuldade de crescer em meio de cultura artificiais (JIN et al., 2015). O clone 

OTU 09 foi o único representante de Chytridiomycota e constitui o primeiro relato do filo 

em sorgo, sendo somente possível recuperar esse organismo através do método 

independente de cultivo. 

Embora representantes de FMA não sejam comumente reportados em trabalhos de 

diversidade de fungos endofíticos, duas OTUs foram identificadas como sendo 

pertencentes às ordens Diversisporales e Glomerales. Com a utilização da sequência 

completa da região ITS do rDNA foi possível identificar em nível específico muitos 
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isolados e OTUs nesse estudo. A diversidade de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) é 

estimada a partir da recuperação de esporos no solo, pois os mesmos são biotróficos 

obrigatórios (SCHÜßLER et al., 2001) e esses organismos não se desenvolvem em meios 

artificiais. O clone OTU 41, identificado como Rhizoglomus aggregatus (=Glomus 

aggregatum) é conhecido por promover o crescimento de plantas (GARAMPALLI et al., 

2005) no Senegal, esse fung foi capaz de estimular o crescimento de vegetais 

(DUPONNOISA et al., 2001), além de melhorar a aeração do solo e o vigor da planta 

hospedeira (PHILLIPS, 2017). 

Considerando apenas o método dependente de cultivo foi observada uma taxa de 

colonização de 46,12%, considerada dentro da média quando comparada com outros 

estudos. Em pesquisa com arroz (Oryza rufipogon), Wang et al. (2015) observaram uma 

taxa de colonização de 31% para fungos isolados de raízes. Números inferiores (23%) 

também foram reportado por Yuan et al. (2010) em raízes de uma espécie de arroz 

selvagem (Oryza granulate). Larran et al. (2007) obtiveram uma taxa de colonização de 

28,2% em folhas de aveia, porém em caules e grãos essa taxa subiu para 41,9% e 76,4%, 

respectivamente.  

Uma nova espécie de Pseudophialophora, P. sorghi (Crous et al. 2017), foi 

encontrada tanto pelo método independente de cultivo (OTU 68), quanto pelo método de 

isolamento em cultivo (R172). Todas as espécies de Pseudophialophora foram isoladas de 

raízes de gramíneas (Poaceae) aparentemente sadias (LUO et al. 2014; 2015). Pouco se 

sabe sobre a função ecológica das espécies de Pseudophialophora. Na descrição do 

gênero, Luo et al. (2014) classificou as espécies como de função ecológica desconhecida. 

No entanto, Luo et al. (2015), investigando a interação espécies de Pseudophialophora 

com plantas, observaram que vários táxons podem diminuir o crescimento da planta 

quando inoculado em raízes de Panicum virgatum, considerando que são prováveis 

patógenos desse vegetal. Panicum virgatum é um promissor produtor de biocombustível 

nos EUA, assim como o sorgo no Brasil. Apesar das observações de Luo et al. (2015) em 

relação a outras espécies de Pseudophialophora, estudos são necessários para investigar 

uma possível capacidade patogênica de P. sorghi em raízes de sorgo. Além disso, essa é a 

primeira ocorrência do gênero para regiões tropicais.  

 Neste estudo foi investigada a influência da localidade (Zona da Mata e semiárido) 

e o período fenológico (Pré e Pós-floração) na diversidade e composição da comunidade de 

fungos endofíticos com base no isolamento de fungos em meio de cultura (dependente de 

cultivo) e a partir de PCR direta e posterior clonagem (independente de cultivo). É possível 
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observar que de acordo com as curvas de acumulação de espécies mais endófitos poderiam 

ser encontrados. Dependendo do esforço amostral essa curva pode variar, no entanto quase 

todos os estudos sobre fungos endofíticos não conseguiram atingir o número de espécies 

estimadas (YUAN et al., 2010; BEZERRA et al., 2013; MASSIMO et al., 2015). Variação 

no número de espécie foi observada entre os locais de coleta, bem como nos períodos 

fenológicos quando foi utilizando o método dependente de cultivo. Por outro lado, uma 

maior variação foi observada quando utilizado o método independente de cultivo. Maior 

número de espécies foi observado na Zona da Mata no período de pré-floração. 

 A diferença significativa na diversidade de endófitos foi verificada entre os 

períodos fenológico, no entanto foi observada principalmente na Zona da Mata, quando 

utilizado o método independente de cultivo. O período de pós-floração apresentou maior 

riqueza de espécie quando comparado com o período de pré-floração. Estudos 

investigando a influência do período de floração na comunidade de fungos endofíticos são 

escassos. Dalal & Kulkarni (2014) observaram que a comunidade de fungos endofíticos em 

raízes e folhas de soja é influenciada pelos estádios de desenvolvimento da planta. Foi 

observada uma diminuição na riqueza de espécies do estágio vegetativo para o estágio de 

floração em raízes de trigo (GDANETZ & TRAIL et al., 2017). A população de fungos 

diminuiu de acordo com o estágio vegetativo. Em Centaurea stoebe, os efeitos dos 

endófitos foram observados em todos os estádios de crescimento desde a germinação até a 

floração (NEWCOMBE et al., 2009). Segundo Oono et al. (2015) a especialização 

simbiôntica associada à maturidade da planta pode ser comum. Nas análises multivariadas, 

as comunidades de fungos endofíticos não diferiram no período de floração, mas diferiram 

nas áreas estudadas (Zona da Mata e semiárido). Vários estudos vêm mostrando que existe 

influência geográfica na comunidade de fungos endofíticos, desde a influência da 

frequência de fungos entre ilhas (Helander et al., 2007) até em escala continental (REN et 

al., 2012). A localização geográfica do hospedeiro vegetal pode ser um dos principais 

determinantes da composição da comunidade endofítica (CHRISTIAN et al., 2016). 

Segundo Collado et al. (1999), a distribuição de fungos endofíticos é mais significativa 

quando considerado o fator geográfico quando há sazonalidade. Isso pode explicar a 

diferença significativa entre Zona da Mata e semiárido e que essa diferença deve ter maior 

influência da distância entre os locais de coleta e o clima. As espécies endofíticas mais 

frequentes no estudo foram comuns tanto na Zona da Mata quanto no semiárido, enquanto 

alguns táxons raros foram específicos para cada local. Resultado semelhante foi observado 

por Wu et al. (2013), onde os táxons dominantes mostraram heterogeneidade espacial e 
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muitos táxons de fungos com baixa frequência foram específicos para uma localidade. 

Diante disso, acredita-se que algumas espécies raras ocorreram apenas na Zona da Mata 

devido à barreira geográfica (distância entre as áreas). 

O modelo de distribuição de isolados das ordens fúngicas não determinou nenhum 

padrão entre os locais de coleta (Zona da Mata e semiárido) e o período fenológico (pré e 

pós-floração). Isolados agrupados em Hypocreales foram os mais comuns devido ao alto 

número de ocorrência de espécies de Fusarium. Segundo Jin et al. (2015) membros da 

família Nectriaceae foram dominantes em Stellera chamaejasme devido ao grande número 

de sequências de Fusarium. Resultado semelhante também foi observado por Dalal & 

Kulkarni (2014) em raízes, folhas e caules de soja e milho (Bokati et al., 2016). Por outro 

lado, diferenças entre a ocorrência das ordens foram observadas quando comparamos o 

método de recuperação da comunidade endofítica. Membros da ordem Eurotiales foram 

dominantes no método dependente de cultivo (Figura 15), por outro lado representantes de 

Agaricales foram observados apenas quando utilizado o método independente de cultivo, 

com exceção do isolado R 87 identificado como Ceratobasidium sp. que foi detectados nos 

dois métodos. Esse fato ocorre devido à dificuldade de muitas espécies de Agaricales 

crescerem em meio de cultura. Maior ocorrência de táxons de Basidiomycota pode ser 

observada em estudos com fungos endofíticos utilizando métodos independentes de cultivo 

(JIN et al., 2015; GDANETZ; TRAIL, 2017). 

Algumas sequências não foram identificadas, sendo classificadas como incertae 

sedis. Na maioria dos casos, acredita-se que para uma espécie de fungo ser considerada 

nova é preciso que tenha similaridade menor que 97 % com outras presentes no banco de 

dados do NCBI (KOLJALG et al., 2013). No presente estudo foram obtidas 19 sequências 

com valores iguais ou inferiores a essa porcentagem, ou seja, muitas dessas sequências são 

de espécies até então desconhecidas para ciência, ou que ainda não foram depositadas em 

bancos de dados. Alguns fungos que são biotróficos e não podem ser cultivados passam 

despercebidos em estudos que usam exclusivamente métodos dependentes de cultivo 

(YURKOV et al., 2011). 

Foi observada diferença significativa com relação a comunidade de fungos 

endofíticos de acordo com o método de obtenção das sequências (dependente de cultivo e 

independente de cultivo), demonstrando que é possível recuperar muitos táxons que não 

são capazes de crescer em meio de cultivo. Trabalhos como esse visam contribuir para o 

conhecimento de uma comunidade de fungos pouco conhecida. No geral, estudos que 

utilizam métodos independentes de cultivo apresentam alta diversidade de fungos 
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endofíticos (FONSECA-GARCÍA1 et al., 2016). Segundo Sun et al. (2012) devido às 

limitações das técnicas tradicionais de isolamento, é provável que alguns ou mesmo 

inúmeros fungos endofíticos nunca sejam isolados. Além disso, estudos como esse podem 

elucidar a diversidade e distribuição de uma biodiversidade escondida (BARNES et al., 

2016). 

Embora muitos táxons tenham sido recuperados apenas pelo método independente 

de cultivo, também foram observadas espécies encontradas apenas a partir do método 

dependente de cultivo. Segundo Raja (2017), sempre que possível, a identificação de 

fungos deve ser feita usando uma combinação de caracteres morfológicos, culturais e 

moleculares. É possível que no futuro as espécies sejam identificadas apenas a partir das 

amostras de sequências ambientais. Existe, portanto, uma necessidade de ligar sequências 

de DNA a um método efetivo de nomeação (YAHR et al., 2016). Isso é importante para 

solucionar os problemas de táxon que são classificados como incertae sedis, mas ainda é 

preciso diálogo entre as comunidades científicas para encontrar uma melhor solução.  

Esse é o primeiro estudo que analisa a comunidade de fungos endofíticos em sorgo 

através de técnicas tradicionais de cultivo e da construção de uma biblioteca de clones para 

avaliar a comunidade de fungos diretamente do vegetal independente de cultivo. Além 

disso, esse estudo representa contribuição para o conhecimento de uma comunidade de 

fungos até então desconhecida e que servirá para futuros estudos relacionados com 

programas de controle de doenças e pragas, além de melhorias no desenvolvimento de 

plantas de interesse econômico, como o sorgo.  

  

6 CONCLUSÕES 

- Raízes de Sorghum bicolor possuem elevada diversidade de fungos endofíticos; 

- Raízes de Sorghum bicolor abrigam espécies de fungos endofíticos raros e/ou 

desconhecidos para a ciência; 

- A comunidade de fungos endofíticos de sorgo difere significativamente de acordo com o 

período fenológico do sorgo estudado; 

- A comunidade de fungos endofíticos difere dependendo do local de coleta; 

- O método independente de cultivo permite o acesso a táxons de fungos endofíticos que 

possivelmente não crescem em meios de cultivo; 

- O uso de diferentes métodos de recuperação de espécies é importante para melhor 

conhecimento da comunidade de fungos endofíticos em raízes de Sorghum bicolor; 
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