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RESUMO: Fungos endofiticos habitam o interior de plantas sem causar—Ihes danos. Os beneficios da interacéo
endofito—planta incluem a promogao do crescimento vegetal e defesa da planta contra insetos—pragas e outros
patogenos. Contudo, alguns enddfitos podem atuar como patogenos latentes, ocasionando mudancas fisioldgicas
e sintomas de doencas no hospedeiro. Assim, este estudo avaliou o desenvolvimento de plantas de milho colo—
nizadas (tratamento) e ndo—colonizadas (controle) com Fusarium verticillioides, um enddfito frequente em milho.
Comparando—se as alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas possivelmente ocasionadas pela interacdo endofi—
to—hospedeiro. Como resultados, com excecdo do peso seco da parte area, os dados morfologicos (nimero de
folhas; comprimento total, da parte aérea e da raiz; peso seco total e da raiz) foram menores para o tratamento.
Os parametros fisiologicos analisados (concentragao de clorofila a, b e total) mostraram 0 mesmo padrao de in—
fluéncia do enddfito, ja que clorofilas b e totalforam menores no tratamento, enquanto a concentracéo de clorofila
afoi maior. Com o presente estudo foi possivel concluir que houve uma interferéncia do endofito F. verticillioides
sobre o desenvolvimento das plantas de milho, sugerindo que a diminui¢do da clorofila b possa ser vantajosa
para a planta em condic0es de estresse.
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EVALUATION OF THE DEVELOPMENT OF MAIZE PLANTS (Zea mays L.) AFTER
COLONIZATION BY ENDOPHYTE FUNGUS Fusarium verticillioides

ABSTRACT: Endophyte fungi inhabit the inside of plants without causing any damage. Benefits from endo—
phyte—plant interactivities include vegetal growth and the plant’s defense against insects and other pathogens.
Some endophytes, however, may act as latent pathogens which cause physiological changes and disease symp—
toms in the host. Current analysis evaluates the development of maize plants colonizer (treatment) and non—col-
onized (control) with the frequently found endophyte Fusarium verticillioides and compares morphological and
physiological alterations possibly caused by the endophyte—host interactivities. Excepting the dry weight of the
aerial part, morphological data (number of leaves, total length of the aerial section and root, total dry weight and
root weight) were lower in treatment. Analyzed physiological parameters (concentration of chlorophyll a, b and
total) showed the same influence pattern of the endophyte since chlorophyll b and total were lower in treatment,
whereas the concentration of chlorophyll b was higher. Results show that there was an interference of the en—
dophyte F. verticillioides on the development of maize plants and suggest that decrease of chlorophyll b may be
advantageous for plants in stress conditions.

KEYWORDS: Chlorophyll; Vegetal Growth; Endophyte—Plant Interaction.
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INTRODUGAOQ

0 género Fusarium é caracterizado por fungos
de rapido crescimento, com coloracao palida ou colo—
rida com um micélio aéreo e difuso ou com esporula—
¢édo esporodoquial. Muitas espécies deste género séo
encontradas no solo, com distribuicdo cosmopolita, e
ativos na decomposicéao de substratos celuldsicos das
plantas. OQutras espécies sao representadas por para—
sitas (DOMSCH; GAMS; ANDERSON, 1980).

A espécie Fusarium verticillioides (Sacc.) Ni—
renberg (= F. moniliforme Sheldon) é encontrada fre—
quentemente em sementes de milho (Zea mays L.),
sendo uma importante fonte de indculo no campo
(PAMPHILE; ROCHA; AZEVEDOQ, 2004). Estes fungos
estdo associados a plantas de milho sintomaticas,
onde sdo agentes causais primarios de varias doencas
como podriddo das raizes, colmos e espigas e morte
de plantulas, ocasionando reducdes na produtivida—
de e qualidade dos graos (MUNKVOLD, 2003). Estdo
também, associados a plantas assintomaticas, sen—
do considerados endofitos ou endofiticos (PAMPHILE;
ROCHA; AZEVEDO, 2004). Pamphile e Azevedo (2002)
relatam que fungos endofiticos deste género possuem
grande ocorréncia em culturas de milho no Brasil,
apresentando alta especificidade em nivel genotipico.

Microrganismos endofiticos sdo fungos e
bactérias que ocorrem no interior das plantas, espe—
cialmente em 6rgdos e tecidos vegetais como folhas,
ramos e raizes, e nao produzem qualquer prejuizo
nas plantas hospedeiras (PEIXOTO NETO; AZEVEDO;
ARAUJO, 2002). Os efeitos de enddfitos nas plantas
hospedeiras sdo os mais diferenciados: podem agir
como defensores contra herbivoros, insetos—praga e
microrganismos patogénicos, promotores de cres—
cimento e podem aumentar a toleréncia da planta a
condicdes de estresse. Além disso, estudos relatam
seu potencial para a inibicdo de bactérias patogéni—
cas a humanos, para producédo de farmacos e enzi—
mas (PEIXOTO NETO; AZEVEDO; ARAUJO, 2002; TAR—
GA et al., 2011; GARCIA et al., 2012; ORLANDELLI et
al., 2012; RHODEN et al., 2012; SPECIAN et al., 2012;
FLORES et al., 2013).

A distingdo entre fungos endofiticos, epifiticos
(que vivem na superficie dos vegetais) e patogénicos
(que causam danos aos vegetais) é puramente dida—
tica, sem que haja um claro limite entre esses gru—
pos (AZEVEDO, 1999). E possivel que a interacéo entre
endofito e planta seja caracterizada por um equilibrio
entre a defesa da planta hospedeira e o poder de vi—
ruléncia do fungo. Em caso de desequilibrio, pode—se
desenvolver um aumento da viruléncia do fungo ou
uma diminuicdo na capacidade de defesa do hospe—
deiro (SCHULZ; BOYLE, 2005). Portanto, alguns estu—
dos relatam que alguns endofiticos podem agir como
patogenos latentes no interior da planta (BROWN;
HYDE; GUEST, 1998), causando sintomas de doencas
ou mudancas na fisiologia do hospedeiro (ROMERO;
CARRION; RICO—GRAY, 2001).

0 presente estudo teve como objetivo avaliar o
desenvolvimento de plantas de milho infectadas e ndo
—infectadas com o fungo endofitico F. verticillioides,
comparando as alteracdes morfologicas e fisiologicas
possivelmente ocasionadas pela interacdo enddfito
—hospedeiro.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 SOLUGAO DE CONIDIOS DE Fusarium verticillioides

0 fungo endofitico F. verticillioides (linhagem
25), foi isolado de sementes de milho por Pamphile
e Azevedo (2002) e pertence a colecdo de fungos do
Laboratorio de Biotecnologia Microbiana da Universi—
dade Estadual de Maringa (UEM).

0 meio Batata Dextrose Agar (BDA) foi pre—
parado segundo Smith e Onions (1983) com as mo—
dificagdes de Pamphile, Rocha e Azevedo (2004). Apos
crescimento prévio em placas de Petri com BDA por
7 dias a 28° C para a obtencdo de coldnias jovens, 0s
conidios foram coletados e ressuspensos em 2 mL de
solucdo aquosa de Tween 80 a 0,01%. A concentra—
¢éo da solucao de conidios foi contada em camara de
Neubauer. Apos a contagem, foram feitas duas dilui—
coes sucessivas de 0,1mL da solu¢do de esporos em
10 mL de agua destilada estéril, gerando uma solugéo
de esporos com concentracdo de 1,6x107 esporos/mL.
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2.2 DESINFECGAO, INOCULAGAO E CULTIVO DAS SE—
MENTES DE MILHO

Foram utilizadas sementes de milho da linha—
gem 4045 (Bayer), um hibrido de alta produtividade.

A desinfeccao, inoculagdo e o cultivo das se—
mentes foram realizados segundo a metodologia de
Rodrigues (1996) modificada. Apos lavagem inicial em
agua corrente as sementes foram mantidas sob agi—
tacéo durante 30 min em solugdo aquosa de Tween 80
0,01% (com uma troca da solugdo ap6s 15 min). Em
seguida, a desinfec¢éo foi realizada, em fluxo laminar,
por imersdo das sementes em alcool 70% durante 1
min, solucéo de hipoclorito de sodio 3% por 25 min
e alcool 70% durante 30 s. Apds a esterilizacdo, as
sementes foram lavadas em agua destilada autocla—
vada e transferidas para placas de Petri com papéis
filtros autoclavados e embebidos em agua destilada
autoclavada.

As sementes foram incubadas em estufa a 26°
C durante 32 h. Para os tratamentos, as sementes em
inicio de germinacdo foram assepticamente imersas
na solucdo de conidios de F. verticillioides e imedia—
tamente transferidas para frascos contendo meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962). Nos controles nao houve
inoculacdo de conidios. Os ensaios foram feitos em
cinco repeticoes para tratamentos e controles.

Apos 10 dias em camara de incubagdo em
estufa do tipo B.0.D. (demanda bioquimica de oxigé—
nio) a 26° C com fotoperiodo de 13 h horas, as plantas
foram coletadas, lavadas em agua morna e analisadas
quanto a parametros biométricos e fisiologicos.

2.3 PARAMETROS BIOMETRICOS
Foram analisados o0s seguintes parametros:

a) Namero de folhas: somatdrio das folhas de
cada exemplar;

b) Altura das plantas: medida (em c¢m) da dis—
tancia do colo da planta (primeiro nd) até o
apice foliar da folha mais desenvolvida no
apice da planta.

¢) Comprimento das raizes: medida (em cm),
utilizando todas as raizes, da distancia des—
de o colo da planta até o apice do sistema
radicular;

d) Matéria organica seca: partes aéreas, cor—
tadas no primeiro no, e raizes permanece—
ram em camara de secagem por 72 ha 70°
C e em seguida foram pesadas.

Diferencas nos parametros biométricos dos
tratamentos e controles foram analisadas por meio de
analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
pelo teste t student com auxilio do programa estatis—
tico SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2010).

2.4 PARAMETROS FISIOLOGICOS

Para a determinacao da concentracao de clo—
rofila (mg/g), 1 g de matéria fresca de cada planta foi
coletada, macerada e diluida em 10 mL de acetona
80%. A solugéo foi centrifugada a 3000 g durante 20
min e o sobrenadante foi analisado em espectrofotdo—
metro a 645, 652 e 663 nm. Os calculos de miligrama
de clorofila por grama de peso fresco de tecido fo—
liar basearam—se nas equacoes (1), (2) e (3) a seguir
(WHITHAM; BLAYDES; DEVLIN, 1971):

(1) Clorofila a = (12,7 x A663 — 2,69 x AB45) V
1000W (1)

(2) Clorofila b = (22,9xA654 — 4,68 x A663) V
1000W 2

(3) Clorofila total = A652 x 1000 x V/1000W
34,5 (3)

Onde:

A = Absorbancia no comprimento de onda
indicado, V = Volume final do extrato clorofila
— acetona e W = Matéria fresca em gramas
do material vegetal utilizado.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAQ

A interacéo entre o fungo endofitico F verti—
cillioides e a planta hospedeira Zea mays ja foi pre—
viamente estudada por Zayats, Orlandelli e Pamphile
(2011), com enfoque na comparagdo da colonizagcao
e desenvolvimento de uma linhagem selvagem e uma
linhagem transformante de F. verticillioides apds re
—inoculagdo em milho. Os autores observaram maior
colonizacdo do endofito selvagem (linhagem 25) em
folhas, enquanto a colonizagdo pela linhagem trans—
formante (A3) foi maior nas raizes.

0 presente estudo teve por objetivo abordar
outros aspectos desta interacdo, enfatizando o desen—
volvimento de plantas de milho a partir do cultivo de
sementes previamente desinfectadas e inoculadas (ou
nao—inoculadas) com a linhagem selvagem 25 de £
verticillioides. Os resultados obtidos para os parame—
tros biométricos estdo detalhados na Tabela 1.

Linhagens patogénicas de F. verticilioides
produzem micotoxinas como beauvericinas, eniati—
nas, fumonisinas, fusaproliferinas, acidos fusaricos,
fusarinas, moniliforminas, tricotecenos e zealareno—
nas (DESJARDINS; PROCTOR, 2007). Considerando
que embora haja a distincao entre fungos endofiticos
e patogénicos, ndo ha total diferenca entre esses gru—
pos, 0 que reforga a possibilidade de que toxinas pos—
sam ter sido produzidas durante o desenvolvimento
das sementes de milho colonizadas pelo endéfito F
verticillioides.

Uma vez que a colonizacdo do hospedeiro é
principalmente intercelular, os fungos endofiticos de—
pendem dos nutrientes do apoplasto hospedeiro para
seu crescimento (SCHULZ; BOYLE, 2005). Assim, outra
hipotese € que o enddfito F. verticillioides tenha obti—
do nutrientes diretamente do hospedeiro, diminuindo
a disponibilidade destes para a planta, o que resultou
em uma baixa nutricional assintomatica com a con-
sequente reducdo do desenvolvimento das plantas de
milho.

Tabela 1 Valores (média+erro padrdo) dos parametros biométricos obtidos para plantas de milho ndo—inoculadas (controle)
e inoculadas (tratamento) com o fungo endofitico £ verticillioides.

Comprimento (cm)

Peso seco (g)

Amostras N° de folhas
Parte aérea Raiz Total Parte aérea Raiz Total
Controle 3,8+0,1487a 39,74+1,522a 23,32+3,665a  63,06+4,427a 0,055+0,0058b 0,011+0,0024a  0,0942+0,0068a
Tratamento 3,0=0,14b 32,20+1,522b 16,58+3,665b  48,78+4,427a  0,083+0,0058a 0,009+0,0024a 0,0646+0,0068b

*Médias de cinco repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste t, a 5% de probabilidade.

Considerando todos os parametros biométri—
cos analisados, é possivel que, embora o fungo seja
endofitico, de alguma forma este provavelmente in—
terferiu no desenvolvimento da planta em condicoes
controladas, uma vez que, que com excecao do peso
seco da parte area, os valores para 0s outros parame—
tros foram maiores no controle, com diferengas es—
tatisticamente significativas para o nimero de folhas,
e medidas de parte aérea e raiz e peso seco total. Ha
a possibilidade de que esta interferéncia tenha sido
ocasionada pela acéo de toxinas produzidas no meta—
bolismo secundario do fungo, as quais prejudicaram o
desenvolvimento da planta.

Ao contrario deste estudo, € mais comum a
ocorréncia de fungos endofiticos que alteram positi—
vamente o crescimento do vegetal hospedeiro. O es—
tudo de Hamayun et al. (2010) demonstrou que fungos
endofiticos do género Phoma alteram positivamente o
crescimento de pepino (Cucumis sativus L.). O isolado
Phoma sp. GAH7, que se destacou por conter concen—
traces mais elevadas de giberelina (fitormdnio) fisio—
logicamente ativa, promoveu 0 comprimento maximo
da parte aérea (11,3 cm) em relagdo ao controle (7,8
cm).

0 recente estudo de Rinu, Sati e Pandey
(2013) indicou que o fungo endofitico Trichoderma
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gamsii apresentou resultados positivos para a solubi—
lizagao de fosfato, atividade de quitinase e produgao
de amoénia e &cido salicilico. Bioensaios em sua plan—
ta hospedeira lentilna (Lens esculenta), soja (Glycine
max), trigo (Triticum aestivum) e milho resultaram em
medidas e pesos mais elevados para as partes aéreas
e raizes das quatro plantas inoculadas com este fungo
endofitico, comprovando seu potencial para a promo—
¢éao do crescimento vegetal.

Os resultados obtidos para as concentragoes
de clorofila a, b e total (parametros fisiologicos) estao
detalhados na Tabela 2.

Dados como este também ja foram relatados
por Pinto et al. (2000), durante a comparacao da taxa
fotossintética de plantas de banana (Musa acuminata)
e milho ndo—inoculadas e inoculadas com os fungos
endofiticos Colletotricum musae e Fusarium monili—
forme, respectivamente. Medidas de clorofila total re—
velaram uma redugédo pouco significativa nas plantas
de banana colonizadas pelo enddfito, 0 que os autores
acreditaram ser um possivel resultado de um com-
posto toxico produzido por C. musae, que desacoplou
a cadeia transportadora de elétrons, ja que embora a
reducéo da clorofila ndo tenha sido significativa, a ca—
pacidade de transporte de elétrons diminuiu.

Tabela 2 Pardmetros fisiologicos* (concentracoes de clorofila) obtidos para plantas de milho ndo—inoculadas (controles) e
inoculadas (tratamentos) com o fungo endofitico F. verticilioides.

Absorbancia (nm) em cada comprimentos de onda

Concentracéo de clorofila (mg/g)

Amostras
645 nm 652 nm 663nm a b total
Controle 0,507 0,779 0,366 0,033 0,099 0,023
Tratamento 0,371 0,566 1,0106 0,118 0,038 0,016

*Considerando as médias de cinco repeticoes.

As clorofilas sdo sintetizadas e degradadas
constantemente. Tal processo pode ser influenciado
por fatores tanto externos quanto internos a planta. Os
nutrientes minerais sao um dos fatores externos que
se destacam, pois integram a estrutura molecular das
plantas e atuam em etapas das reacoes de sintese das
clorofilas (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Neste estudo, o teor de clorofila a foi maior
para o tratamento, enquanto concentragoes de clo—
rofila b e total foram menores. Os dados reforcam as
hipdteses anteriores, ja que foram obtidas grandes di—
ferencas, sobretudo, para clorofila b. A menor concen—
tracao da clorofila b no tratamento pode ter sido uma
resposta fisiologica ao déficit nutricional apresentado
pelas plantas colonizadas por F. verticilioides.

A clorofila b permite maior eficiéncia de ab—
sor¢do de luz menos intensa (WHATLEY; WHATLEY,
1982) e ampliacdo do espectro de acdo da fotossin—
tese (MITCHELL, 1979). Com a degradacao da clorofila
b, tem—se um aumento relativo da clorofila a (ENGEL,;
POGGIANI,1991).

Similarmente a este presente estudo com
plantas de milho, onde foram observadas reducoes
significativas nos valores de clorofila b e total para
plantas infectadas com F. verticillioides, Pinto et al.
(2000) encontraram uma reducéo de 50% no teor de
clorofila nas plantas de milho colonizadas por F. moli—
niforme (=F. verticillioides), um ligeiro aumento na taxa
respiratoria no escuro e uma grande reducéo na as—
similacdo de carbono. Os autores concluiram que nas
plantas de milho, a diminuig&o da clorofila causou uma
grande reducao dos componentes transportadores de
elétrons nos tilacoides.

Ao contrario, um recente estudo conduzido por
Khan et al. (2012) revelou um aumento significativo
no crescimento da parte aérea, no teor de clorofila,
na biomassa e na area foliar de plantas de Capsicum
annuum (pimentdo) colonizadas pela linhagem LK4
do fungo endofitico Chaetomium globosum em re—
lacdo a plantas livre do fungo por meio da producao
de giberelinas e acido indol-acético, indicando que a
interacdo endofito—planta, neste caso, teve impactos
positivos no crescimento das plantas.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados indicam que houve interfe—
réncia do enddfito F. verticillioides sobre o desenvol—
vimento das plantas de milho, Os dados sugerem que
a diminuigao da concentragéo de clorofila b possa ser
vantajosa para a planta em situacoes de estresse.
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