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RESUMO

Microrganismos associados as plantas podem contribuir de diferentes formas para sua satide e desenvolvimento.
Em troca de abrigo e alimentac@o, os microrganismos produzem substincias secunddrias bioativas que podem
auxiliar no combate afitopatégenos e estimular o crescimento vegetal. Tal habilidade pode ser explorada
comouma alternativa ao uso de fertilizantes quimicos e defensivos agricolas. J4 foram descritos microrganismos
associados a diferentes partes do vegetal, raizes, folhas e sementes, no interior e superficie dos tecidos, contudo,
estudos sobre a espermosfera ainda sdo escassos. Plantas de ambientes com alto grau de endemismo, como 0s
campos rupestres, podem ser hospedeiras de uma diversidade microbiana ainda ndo conhecida, fontes novas de
recursos naturais. Nesse contexto, este trabalho teve como objetivos isolar e identificar fungos associados a
sementes de VrieseafriburgensisMez, de campos rupestres da Serra da Piedade, Caeté, MG ecaracterizd-los
quanto o potencial de produgdo de acido indol-3-acético (AIA), um fitohormdnio. Um total de 20 fungos foi
isolado a partir das sementes de Vriesea. Estes foram identificados por meio do sequenciamento das regides
ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA, utilizando os iniciadores ITS1/ITS4, como pertencentes aos géneros Fusarium,
Colletotrichum, Talaromyces e Diaphorte. Um total de 90% dos isolados analisados foi capaz de produzir AIA.
Em trabalhos futuros, esses microrganismos serdo avaliados quanto a possibilidade de utilizagcdo na producio de
mudas de bromélias de interesse comercial e ambiental.
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INTRODUCAO

Fungos endofiticos habitam os tecidos vegetais sem causar sintomas perceptiveis de
doenca ao hospedeiro (SMITH et al., 2008). Nesta interacdo, a planta fornece protecdo e
nutrientes, enquanto a microbiota produz metabdlitos secunddrios  bioativos,
fitohormonios(entre eles, o AlA)e enzimas, contribuindo assim para o crescimento

vegetal(SMITH et al.,, 2008; CHAPLA; BIASETTO; ARAUJO, 2012; KHAN et al
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2016).Estudos tem apontado estamicrobiota como uma alternativa ao uso de fertilizantes
quimicos e defensivos agricolas, tornando crescente o interesse de cientistas em seu estudo
(TSAVKELOVA et al., 2006; FERREIRA et al., 2014;KHAN et al., 2016).

A Vrieseafriburgensisé uma bromélia encontrada nos campos rupestres do
Quadrildtero Ferrifero (MG). Os campos rupestres sdo ecossistemas muito especificos, que
apresentam elevada riqueza de espécies e grau de endemismo (SILVEIRA et al., 2016).,e
podem abrigar inimeros recursos naturais ainda desconhecidos (FERREIRA et al, 2014). Nos
ultimos anos, a destruicdo desse ecossistema por atividades antrépicas, entre elas a mineragao
e extrativismo relacionado ao valor ornamental das plantas, tem comprometido a
biodiversidade e todos os recursos naturais a ela associados, tornando urgentes pesquisas que
contribuam para sua conservacao e manejo(SILVEIRA et al., 2016).

Existem alguns poucos trabalhos sobre fungos endofiticos associados a raizese
plantulas de bromélias (LUGO et al., 2015; DAMASCENO, 2017), mas nao hé evidéncias na
literatura de estudos de fungos associados a sementes destas plantas. Este trabalho teve como
objetivos isolar e identificar fungos filamentosos associados as sementes de

Vrieseafriburgensis e caracteriza-los quanto ao potencial de produgdo de AIA.

METODOLOGIA

Foram coletadas dez infrutescéncias maduras e fechadas de V. friburgensisna Serra da
Piedade. As sementes foram submetidas a desinfeccdo superficial, sendo:140 sementes de
cada um dos individuosgerminadas em placas de Petri com meio Agar-dgua (0,8%) por 30
dias em camara de germinacdo em intensidade luminosa de 30 pmol.m2s' e temperatura
alternada de 25°C e 20°C; 20 sementes inteiras e 20 sementes seccionadas transversalmente
de cada fruto depositadas em placas de Petri contendomeio Agar Batata Dextrosado(BDA),
acrescido de cloranfenicol a 100 mg.L'l,incubadas a 28°C por 30 dias (SANTOS, 2017).

As colonias de fungos obtidas foram caracterizadas quanto os aspectos macro
morfoldgicos, purificadas em meio BDA e preservadas. Para identificacdo dos isolados, um
representante de cadamacro morfotipo foi selecionado para extragdo de DNA gendmico total
(NEUHAUSER; HUBER; KIRCHMAIR,2009). A amplificagdo da regiao ITS1-5,8S-ITS2 do
rRNA foi realizada com o uso dos iniciadores ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e
ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (White et al.,1990; SCHOCH et al., 2012). O
sequenciamento dos produtos de PCR previamente purificados foi realizado usando o kit

BigDye® Terminator v3.1 (AppliedBiosystems®) em combinag¢do com o sistema ABI 3730
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DNA Analyser (AppliedBiosystems®), no Laboratdrio de Parasitologia Celular e Molecular
do Centro de Pesquisa René Rachou, MG. As sequéncias foram analisadas utilizando o
programa UNITE communityVersdao 7.2) (https://unite.ut.ee/analysis.php#), para a
comparacao com as sequéncias depositadas no GenBank.

A avaliacdo do potencial de producdo de dcido indol-3-acético foi realizada por meio

de método quantitativo em meio liquido por ensaio fotométrico (GORDON; WEBER, 1951).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 20 isolados de fungos filamentosos a partir das sementes, classificados
em 10 diferentes morfoespécies. Dados moleculares e filogenéticos foram utilizados para
caracterizar taxonomicamente os isolados de fungos endofiticos, identificados como
pertencentes a 4 géneros, Fusarium, Colletotrichum, Diaporthee Talaromyces. Nao foi
possivel chegar ao nivel de espécie devido a necessidade do uso de outros marcadores
moleculares, além do ITS(SCHOCH et al, 2012).

Entre os 20 isolados obtidos, 90% apresentaram potencial de producdo de 4cido indol-
3-acético in vitro, com representantes de todos os géneros. O potencial de producio variou de
entre 17,5 e 33,4 ng de AIA.mL". O isolamento de fungos endofiticos produtores de AIA tem
tido destaque nas pesquisas pela importancia do seu uso na drea ambientale agronOmica,
como potenciais biofertilizantes (CHADHA; PRASA; VARMA, 2015).

Os génerosaqui apresentados ja foram descritos como isolados de ambientes naturais
como rizosfera, filoplano, semente e fruto de plantas como caupi, cana-de-agucar,
Velloziacompactaee V. gigantea (RODRIGUES; MENEZES,2002; STUART, 2006;
SURYANARAYANAN et al., 2009; RODRIGUES, 2010; FERREIRA et al., 2017).0 género
Fusariumpossui muitas espécies associadas a patologias de culturas de importancia
econdomica (TUPAKI-SREEPURNA; KINDO, 2018). Apesar disso, alguns trabalhos tem
registrado o isolamento de Fusarium nao patogénicos, associados a plantas, com potencial
para promogao de crescimento vegetal (STOLF , 2006; PAPURU et al., 2008; SILVA, 2015).
O mesmo ocorre com Colletotrichum, para o qual algumas espéciesja foram relatadas como
mutualistas em uma gama de plantas hospedeiras de clima tropical, contribuindo para
resisténcia sistémica a patdgenos, a promoc¢do de crescimento vegetal e tolerincia a seca
(GUO; HYDE; LIEW, 2000; REDMAN et al., 2001).Talaromycessp., como fungo endofitico,
¢ comumente encontrado em frutas e, algumas espécies como 7. rugulosus, ja foram relatadas

como produtoras de metabdlitos secunddrios com bioatividade (MEDEIROS, 2014).Ha
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registros de amostras do género Diaphortecomo patdgeno, parasita e endéfito (GOMES et al.,
2013; FERREIRA et al., 2014).

A baixa riqueza microbiana observada neste trabalho pode se dar ao fato da baixa
carga de enddfitos presentes em sementes, associada a presenca de compostos inibidores de
crescimento(ROBINSON et al., 2016). A composi¢do desta microbiota pode ser influenciada
pelas diversas vias de transmissao, horizontais e verticais (SHADE et al., 2017), ja tendo sido
demonstrada a sua conservagdo ao longo da evolucdo da planta (JOHNSTON-MONIE;

RAIZADA, 2011), o que evidencia a relevancia de pesquisas nesta area.

CONCLUSOES

No presente estudo foram isoladosfungos endofiticos de sementes de V.
friburgensiscom potencial para producdo de AIA, hormodnio de crescimento vegetal. Em
trabalhos futuros, esses microrganismos serdo avaliados quanto a possibilidade de utilizacdo
na produ¢do de mudas de bromélias de interesse comercial e ambiental, contribuindo para o

manejo e conservacdo da familia. (Agradecimentos ao apoio financeiro da Fapemig - PPM-
00590-17).
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