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Ocorréncia de Fungo
Endofitico Neotyphodium
em Sementes de Azevém
Anual do Rio Grande do
Sul, Brasil

Cley Donizeti Martins Nunes’
Andréa Mittelmann?

Resumo

O fungo endofitico do género Neotyphodium ocorre nas gramineas
forrageiras de clima temperado, com destaque para festuca (Festuca
arundinaciea) e azevém (Lolium perene). Esse fungo se estabelece nos
tecidos da planta sem provocar sintomas, sinais ou danos, mas induz
alteracoes fisioldgicas vantajosas para o hospedeiro, como resisténcia
aos estresses abioticos e bidticos. O objetivo desse trabalho foi
determinar a ocorréncia da espécie e os niveis de incidéncia do fungo
endofitico Neotyphodium nas sementes de azevém anual (Lolium
multiflorum) do Rio Grande do Sul. O experimento foi realizado no
Laboratério de Clinica Fitossanitaria da Estacao Experimental Terras
Baixas da Embrapa ClimaTemperado, localizada no municipio de
Capao do Leao, RS. Os tratamentos constituiram de 14 genétipos,
sendo 9 pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma de Azevém e
5 lotes de cultivares comerciais ‘BRS Ponteio L. 26’, ‘BRS Ponteio L.
27','"FABC 1’, ‘LE 284’ e ‘Barjunbo’. Detectou-se a presenca do fungo
endofitico N. occultans nas sementes de azevém. Os niveis médios

' Engenheiro-agronomo, D.Sc. em Fitopatologia, pesquisador da Embrapa Clima
Temperado, Pelotas, RS.

2 Engenheira-agronoma, D.Sc. em Melhoramento, pesquisadora da Embrapa de Gado
de Leite, Juiz de Fora, MG.



de incidéncia do fungo no banco de germoplasma e nas cultivares
comerciais sao de 80,6% e 29,0%, respectivamente.

Palavras-chave: Lolium, resisténcia, abiotico.



Occurence of the
Endophytic Fungus in the
Annual Ryegrass Seeds
from Rio Grande do Sul,
Brazil

Abstract

The endophytic fungus called Neotyphodium occurs in temperate
grasses, especially fescue (Festuca arundinaciea) and ryegrass
(Lolium perene). This fungus is established in plant tissues without
causing any symptoms, signs or damage but induce physiological
changes advantageous to the host as resistance to biotic and abiotic
stresses. The objective of this work was to determine the occurrence
of the species and the levels of inicidence of endophytic fungus
Neotyphodium in annual ryegrass (Lolium multiflorum) grown in Rio
Grande do Sul State. The experiment was carried out in the laboratory
of Plant Protection in the Lowlands Experimental Station of Embrapa
Temperate Agriculture, located in Capao do Leao municipality. The
treatments consisted of 14 genotypes: 9 from the Germplasm Bank
and 5 cultivars: ‘BRS Ponteio L. 26, ‘BRS Ponteio L. 27, ‘FABC 1, ‘LE
284" and ‘Barjunbo’. The design used was completely randomized
block with four replications. The presence of endophyte N. occultans
in ryegrass seeds was detected. Mean levels of incidence of the
pathogen in the germplasm bank and the commercial cultivars are
80.6% and 29.0%, respectively.

Index terms: Lolium, resistance, abiotic.
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Introducao

Os fungos que pertencem aos géneros Epichloé e Neotyphodium
estao entre os muitos tipos dos microrganismos denominados
endoéfitos, em virtude da sua associacao simbidtica com as plantas.
Neotyphodium, em particular, esta associado a varias espécies

de gramineas de estacao fria das regides de clima temperado,
particularmente aquelas pertencentes aos géneros Festuca e Lolium,
que sao duas forrageiras importantes na alimentagcao do gado no
periodo de entressafra (MARSHALL et al., 1999; TSAI et al., 1994;
VINTON et al., 2001).

O organismo na forma de micélio infecta o tecido desenvolve-se de
forma sistémica, nos espacos intercelulares, sem causar nenhum
sintoma, sinais ou danos ao hospedeiro (ndo patogénica). Durante
o periodo reprodutivo da planta, infecta o évulo e dessa maneira
perpetua-se por geracoes da planta hospedeira, por meio das
sementes. No entanto, os fungos enddfitos induzem alteragoes
fisiolégicas, morfologicas e bioquimicas nas gramineas hospedeiras,
que podem, por sua vez, afetar individuos consumidores em

varios niveis troficos (herbivoros, patégenos), decompositores
(saproéfitos ou necrotréficos) e microbianos mutualistas (fungos
micorrizicos) (MALINOWSKI; BELESKY, 2006; OMACINI et al., 2005;
ZABALGOGEAZCOA; BONY, 2005).

O género Neotyphodium pertence ao grupo dos deuteromicetos
ou fungos imperfeitos, cuja caracteristica comum é a auséncia ou
rara ocorréncia de reproducao sexual, ou a fase de reprodugao
sexual ainda nao descoberta (KRUGNER et al., 1995). Nos fungos
que estabelecem interacdo simbidtica assintomatica, a perda da
sexualidade torna-se necessaria em longo prazo, em contraste as
associacoes que tém meios de reproducao sexual e assexuada
(WILKINSON; XCHARDL, 1997 citado por MALINOWSKI; BELESKY,
2006).
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Esse fungo foi pela primeira vez observado em festuca (Festuca
arundinacea) e classificado como Epichloé typhina (BACON et
al., 1977), depois por G. Morgan-Jones e W. Gams (1982) como
Acremonium coenophialum, e finalmente renomeado para
Neotyphodium coenophialum por Glenn et al. (1996) (MALINOWSKI et
al., 2005). Duas décadas passadas, sete géneros de fungo endofitico
de familia Clavicipitaceae (Ascomycetes), associados as gramineas,
foram identificados e sao conhecidos também por produzirem
varios tipos de alcaléides téxicos (WHITE, 1994; WHITE; TEDDY,
1998; MALINOWSKI et al., 2005). Os endofitos Neotyphodium mais
amplamente conhecidos sao N. coenophialum, N. lolii e N. uncinatum,
que colonizam festuca (Festuca arundinacea), azevém perene
(Lolium perenne) e festuca-de-prado (F pratensis), respectivamente
(MALINOWSKI et al., 2005). Recentemente denominado em azevém
anual (Lolium multiflorum) de N. occultans (NOON et al., 2000 citado
por DE BATTISTA, 2005).

O fungo é encontrado comumente nas plantas de Festuca arundinacea
e foi pesquisado por muitos anos, o que levou a concluir que é o
causador de doenca no gado conhecida como intoxicacao por festuca.
Por outro lado, é benéfico para a planta hospedeira por aumentar

a resisténcia (tolerancia) a diversos estresses bioticos (diferentes
espécies de insetos, doencas e nematdides) e abidticos (seca e toxidez
por nutriente como ferro e aluminio). Pesquisas recentes mostram

a variabilidade do fungo pela presenca de ragas nao téxicas aos
animais nas colecoes da Nova Zelandia, Gedrgia e Arkansas (EUA),
dando grande impulso nas pesquisas por capitalizar as vantagens

dos beneficios conferidos a planta pelo fungo. (FRIBOURG; WALLER,
2005; MALINOWSKI et al., 2005; MALINOWSKI; BELESKY, 2006;
ZABALGOGEAZCOA et al., 1998).

Em termos de resisténcia epidemioldgica, o endofitico ndao tem
efeito direto na genética da resisténcia, ou seja, nao induz a planta a
resistir a infeccao causado pelo parasito, mas de forma a aumentar
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a tolerancia ao patégeno. Welty et al., 1993, mostraram que presenca
do endéfito, Acremonium coenophialum, nao exerce influéncia na
expressao da resisténcia da festuca alta a ferrugem-do-colmo (Puccina
graminis subsp. graminicola). Estes autores afirmam que diferentes
clones de festuca infectado pelo endofito tem respostas fisioldgicas
diferentes. Aparentemente, determinadas interacoes hospedeiro-
endofito produz respostas muito especificas ou seja, nem todas as
plantas infectadas respondem da mesma maneira aos patdégenos.

As plantas de azevém perene infectadas com endéfito (Neotyphodium
lolii), em relacao as plantas livres desse organismo, podem apresentar
maior vigor de plantula, perfilhamento, rendimento e persisténcia.
Nas populacoes velhas e adaptadas, a frequéncia média de plantas
infectadas é de 90%. Os endofitos de festuca e azevém perene
produzem alcaldides, que sao toxicos para os ruminantes que
consomem esses tipos de forragem (FLETCHER, 1993, STUEDEMANN;
HOVELAND, 1988). Os principais alcaloides téxicos (ergovalina e
lolitrem B) produzidos pelo fungo tém seus picos de concentragdes na
forragem, nas estagdes de verao e outono (QUIGLET, 2000; REED et
al., 2000, 2001; WOODBURN et al, 1993 citados por REED et al., 2005).

A intoxicacao por festuca se manifesta no gado bovino, ovino e
equino, principalmente na época de temperaturas mais elevada.
Os sintomas sao diversos e vao desde a elevacao da temperatura
corporal (retal), inapeténcia, perda do brilho do pelo, nUmero
elevado de abortos e até gangrenas em extremidades como
orelhas e cola. O sintoma mais sutil é a reducao do ganho médio
de peso em aproximadamente de 50%, e foi associado a baixa
fertilidade na criacao de ovelha e de cordeiro. (REED et al., 2005;
ZABALGOGEAZCOA et al., 1998).

Os problemas de toxicose com gado bovino, equino e ovino, causados
por consumo de pastos de Festuca arundinaciea e Lolium perene
infectados por N. coenophialu e N. lolii, respectivamente, tém uma
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forte repercussao na economia dos pecuaristas dos Estados Unidos e
Nova Zelandia. Entretanto, na Europa e América do Sul, nao ha relatos
ou sao muito poucos casos (OLIVEIRA et al., 1996; RAYNAL, 1991
citado por ZABALGOGEAZCOA et al., 1998; DE BATISTA, 2005).

O baixo numero de casos de endéfitos téxicos na Europa e América
do Sul pode ser explicado, nesse paradoxo, pela presenca de alta
diversidade botanica nas pastagens, que dilui as toxinas endoliticas.
Além disso, o azevém perene € uma graminea forrageira muito
mais importante do que a festuca, por sua excelente quantidade

de forragem e qualidade durante o periodo critico de outono-
inverno, entretanto, a maioria das cultivares de azevém nao estao
infectados, ou suas taxas de infeccao sao baixas (DE BATISTA, 2005;
ZABALGOGEAZCOA; BONY, 2005).

Resultados preliminares na Argentina indicam que as populacoes
naturais tanto de azevém anual como Bromus auleticus apresentam
altas frequéncias de niveis de infeccao de endofitos (IANNONE et al.,
2009; MEDVESCIGH et al., 2004), sugerindo uma possivel vantagem
adaptativa conferida pelos simbiontes fungicos. Por outro lado,
estudos realizados com essas duas espécies infectados indicam que
essas associacoes nao produzem ergovalina, ergovaniline, ergocorine,
ergometrina e lolitrem B, portanto nao gerariam toxicidade

para o gado, mas seriam capazes de produzir outros alcaléides

como peramina e/ou lolinas. Esses metabdlitos sao responsaveis
pela tolerancia/repeléncia a insetos herbivoros e normalmente

sao produzidas por N. coenophialu e N. lolii, que infectam
respectivamente Festuca arundinaciea e Lolium perene (SUGAWARA
et al., 2006; TEPASKE et al., 1993).

As plantas forrageiras com maiores taxas de infeccao foram
encontradas em locais que tinham sido pastejados ou utilizados
intensivamente pelos animais. Portanto, existe a hipotese de que
o manejo do pastejo intenso pode ser considerado uma forca
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indutora para maiores taxas de infeccao de endofiticos na pastagem
seminatural da Dinamarca. (JENSEN; ROULUND, 2004).

A lista de gramineas hospedeiras europeias com endoéfitos de
Epichloé cresceu durante os ultimos cinco anos na Finlandia, Franca
e Espanha. No levantamento francés, foram analisadas 237 espécies
de gramineas europeias quanto a presenca de micélio endofitico.
Sementes de 22 espécies foram encontradas com infecgao. No
entanto, 39 espécies nao foram contaminadas com o fungo, mas ja
haviam sido relatadas como hospedeiros endofiticos. Assim, cerca
de 25% dessas 237 espécies forrageiras europeias sdo hospedeiros
potenciais para endéfitos (LEYRONAS; RAYNAL, 2001 citado por
ZABALGOGEAZCOA; BONY, 2005).

Em um levantamento no ecossistema semiarido no oeste da Espanha,
em 22% das 49 espécies de gramineas analisadas foram encontradas
as espécies de Neotyphodium ou Epichloé (ZABALGOGEAZCOA et al.,
1998). Essa taxa de espécies de forrageiras hospedeiras esta proxima
ao relatado no levantamento francés (25%). Festuca e Lolium foram
os géneros que abrangiam a maioria das espécies na Franca, Espanha
e Finlandia. (SAIKKONEN et al., 2000 citado por ZABALGOGEAZCOA;
BONY, 2005).

Na Austrélia, nas pastagens de azevém perene monitoradas, em
propriedades afetadas, a frequéncia média de infeccao por endoéfito
foi de 85%. A média de ergovalina e lolitrem B foi de 1,75 mg kg-1

na matéria fresca e 3,02 mg kg-1 na matéria seca, apresentando
concentracoes médias de 0,18 mg kg-1 e 1,36 mg kg-1 nas fezes dos
animais afetados, respectivamente. As ovelhas exibiram leve taxa de
crescimento (REED et al., 2005).

Na avaliacao das sementes de 11 cultivares comerciais de
Festuca (Festuca arundinacea) da Argentina com infec¢ao por N.
coenophialum e duas testemunhas, verificou-se quatro cultivares
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infectadas com niveis de 17% a 72%, e as testemunhas com 97%
(ZABALGOGEAZCOA et al., 1998).

NaTurquia, no levantamento de 76 amostras de sementes de 10
géneros de gramineas nativas, o fungo endofitico foi encontrado em
somente quatro delas (TUNALI et al., 2000).

Poucos estudos na regidao do Cone Sul americano relatam a
frequéncia dessas associagoes em populacoes naturais ou em
cultivares comerciais de azevém anual (Lolium multiflorum). Também
é escassa a informacao quanto ao impacto dessas associagcoes sobre
a resposta da graminea hospedeira aos diferentes fatores (bioticos,
abioticos e antrépicos) que afetam seu crescimento e comportamento
agronomico. Como o azevém é uma forrageira muito importante para
Argentina, e suas populacoes espontaneas sao altamente infestadas,
existe um forte interesse da pesquisa por Neotyphodium. (DE
BATISTA, 2005).

O objetivo desse trabalho foi observar ocorréncia do fungo endofitico
Neotyphodium nas sementes de azevém anual, assim como na
constatacao da espécie e avaliar os niveis de incidéncia nas sementes
dos genétipos do banco de germoplasma da Embrapa e das cultivares
comercias.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratorio de Clinica Fitossanitaria
da Estacao Experimental Terras Baixas da Embrapa ClimaTemperado,
localizada no municipio de Capao do Leao, RS.

Os tratamentos constituiram de 14 genétipos de azevém anual,
sendo 9 pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da
espécie (LOL 135, 136, 206, 207, 209, 212, 213, e 5 lotes de cultivares
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comerciais (‘BRS Ponteio L. 26, ‘BRS Ponteio L. 27’, ‘FABC 1/, ‘LE 284’ e
‘Barjunbo’).

O experimento foi conduzido em delineamento completamente
casualizado, com quatro repeticoes. Cada parcela foi constituida de 25
sementes.

Para analisar a ocorréncia do fungo endofitico, as sementes foram
embebidas em solucao de hidroxido de sodio a 5% e mantidas por um
periodo de 16-18 horas, em temperatura ambiente. Posteriormente,
foram lavadas em agua corrente retiradas as respectivas glumas,
coradas com Azul de Amann e comprimidas entre a lamina e laminula
microscoépica, para entao ser verificada ao microscopio estetoscédpio a
presenca do fungo na camada de aleurona (ZABALGOGEAZCOA et al.,
1998). Para auxiliar na identificacao também foram feitas laminas do
tecido das folhas, observado ao microscépio, usando-se o método das
descricoes e ilustragcoes (MORGAN-JONES, 1982; WHITE; MORGAN-
JONES, 1987, citado por ZABALGOGEAZCOA et al., 1998; AN et al.,
1993; SUGAWARA et al., 2006).

Quanto a avaliacao dos dados, foram realizadas as andlises de
variancia, coeficiente de variancia e teste de comparacao multipla de
médias de Duncan (p<0,05), utilizando-se o programa SAS, versao
9.1.3.

Resultados e Discussao

O azevém anual (Lolium multiflorum Lam.) é muito cultivado por

muitos anos na regiao Sul do Brasil como pastagem de inverno ou
para ceifa por ser uma graminea de alta aceitacao pelos animais e
conter elevado teor de proteina, alta digestibilidade e composicao
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mineral equilibrada, e sem haver ocorréncia de toxidade aos animais
(DE BATISTA, 2005).

Os fungos do género Neotyphodium e dos Epichloé metabolizam os
alcaloides toxicos como ergovalina, lolitrem B e peramina, o que nao
é relato com azevém anual infectado com N. occultans, permitindo

diferenciar essa espécie (DE BATISTA, 2005; SUGAWARA et al., 2006).

Nas analises realizadas todos os 14 gendtipos de azevém revelaram
a presenca do fungo endofitico na capa de aleurona das sementes
(Figura 1), com poucos septados, nao ondulados, entretanto o fungo
nao foi observado nas folhas.

) Foto: Cley Nunes

Figura 1. Presenca do fungo Neotyphodim occultans (a) na capa de alerona;

(b) em semente de azevém. Embrapa ClimaTemperado, Estacdo Experimental

Terras Baixas, Capao do Leao, 2012.
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Quanto a localizacao do fungo endofitico na planta, pode-se
diferenciar as espécies de Neotyphodium. O N. coenophialum ocorre
no tecido das folhas, confinado a base da folha (bainha), nas flores,
nas sementes, enquanto para o N. occultans, que infecta o azevém
anual, nao se tem informagao ou é muito raro identificar nas folhas,
mas ocorre em abundancia na semente e no évulo da flor (DE
BATISTA, 2005; SUGAWARA et al., 2006).

O fungo N. coenophialum possui caracteristicas usadas para sua
identificagdo, como aspecto tipico mais enrolado, em forma de espiral
e altamente septado (AN et al., 1993; SUGAWARA et al., 2006).

O enddfito observado nas sementes de azevém anual € pouco
ramificado, com largura de 1-2 pm, o que condiz com a descricao
original do fungo N. occultans. Portanto, pelas caracteristicas descritas
das espécies de endofitos e nas ilustragoes, e nao havendo registros

de intoxicacao de animais com azevém anual na Estacao Experimental
Terras Baixas da Embrapa ClimaTemperado, assim como em todo o Rio
Grande do Sul, o fungo foi identificado como N. occultans.

O fungo foi observado nas sementes de todos os genétipos de
azevém (Figura 1). A incidéncia média do endofito variou de 4% a 91%
das sementes (Tabela 1).

Observou-se que os materiais procedentes do banco de germoplasma
obtiveram maior incidéncia de sementes com o fungo quando
comparadas com as cultivares comerciais, apresentando médias de
80,6% e 29,0%, respectivamente. Houve diferenca significativa entre
esses dois grupos, com exce¢ao dos genotipos LOL 209, LOL 206 e
LOL 213, os quais diferiram de ‘BRS Ponteio L26'.

Esses resultados obtidos para os genoétipos provenientes do banco de
germoplasma se aproximam do monitoramento das pastagens de azevém
perene contaminadas da Australia, que foi de 85% (REED et al., 2005).
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O motivo de ocorrer baixa taxa de infeccao nas cultivares comerciais
pode ser a perda da viabilidade do fungo, devido ao armazenamento
das sementes durante a preparacao e comercializagao. Conforme
Willians et al. (1984) citado por Zabalgogeazcoa et al. (1998), quando
as sementes de festuca infectadas sao armazenadas sob temperatura
relativamente alta, a viabilidade do fungo diminui mais rapidamente
do que a semente. Um dos métodos usados para eliminar N.
coenophialum de sementes consiste em armazenar as sementes em
temperatura ambiente por um periodo superior a um ano.

Essa variagao no nivel de infecgao entre as cultivares comerciais pode ter

surgido mediante a manipulagao de lotes de sementes durante a selecao
de linhagens e processos (ou) de multiplicacao (DE BATISTA, 2005).

Tabela 1. Incidéncia média do fungo endofitico Neotyphodim occultans nas
sementes de 14 gendtipos de azevém. Embrapa ClimaTemperado, Estacao
Experimental Terras Baixas, Capao do Leao, 2012.

LOL212 BG1 (%) *a
LOL 207 BG 90,0 a
LOL 136 BG 90,0 a
Azevém comum BG 87,0 a
LOL 135 BG 84,0 a
BRS Ponteio Sede 2008 BG 79,0 a
LOL 209 BG 70,0 a b
LOL 206 BG 68,0 a b
LOL 213 BG 66,0 a b
BRS Ponteio L. 26 MC2 50,0 b ¢
BRS Ponteio L. 27 MC 34,0 c d
FABC 1 McC 34,0 d
LE 284 mMC 23,0 d
Barjunbo MC 4,0 e
cv 5,28

1- BG = Banco de Germoplasma; 2 MC = Material Comercial; *Médias seguidas da mesma letra nao
diferiram entre si pelo teste de Duncan (0,05%)

17
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O ciclo de vida desse fungo é estritamente endofitico. Na natureza, o
mecanismo de transmissao horizontal de N. coenophialum é pouco
conhecido. Portanto, os resultados obtidos nesse estudo indicam que
as sementes desses gendtipos sao derivadas de plantas infectadas,
ou seja, propagacao clonal por meio dos meristemas florais,
consequentemente em decorréncia de uma transmissao vertical ou
matrilinear. Os gendtipos podem transmitir horizontalmente através
de esporos sexuais para prosseguir no ciclo de vida, o que também
requer um terceiro individuo (mosca Phorbia phrenione) para
intermediar o cruzamento fungico (SPANGENBERG et al., 2005).

Estudos recentes mostram as vantagens agrondmicas da associagcao
simbidtica do fungo endofitico com as gramineas nos diferentes
ecossistemas. Portanto, o estudo desse recurso torna-se valioso para
o sistema de producgao de forragens no periodo de inverno.

Conclusao

A presenca do endofitico N. occultans nas sementes de azevém no Rio
Grande do Sul é uma realidade.

Os niveis médios de incidéncia do fungo no banco de germoplasma e
nas cultivares comerciais sao de 80,6% e 29,0%, respectivamente.
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