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APRESENTAÇÃO

A obra “As Ciências Biológicas nas Dimensões Humanista, Crítica e Reflexiva”, 
encontra-se composta por 14 trabalhos científicos, que oferecem ao leitor a 
oportunidade de se documentar a respeito de diferentes temáticas na área das ciências 
biológicas. Traz assuntos que permeiam desde práticas pedagógicas para formação 
de cidadãos mais conscientes do seu papel na manutenção da biodiversidade do 
planeta, até registros dos impactos antrópicos em diversas dimensões: ar, solo e 
recursos hídricos.

Sabe-se que a busca de alternativas menos impactantes nos sistemas agrícolas 
é uma das linhas de pesquisas mais importantes atualmente, dada a iminência da 
escassez de certos recursos naturais, sendo estes, temas bastante contemplados 
neste livro.

Os diversos avanços na instrumentação biotecnológica é outro grande atrativo 
desta publicação. Também são explorados tópicos interdisciplinares como a bioética 
e o direito da criança intersexual oportunizando maiores esclarecimentos sobre o 
tema. 

Dentro da vertente saúde é feita uma análise sobre o entendimento geral de 
profissionais envolvidos na detecção de problemas de saúde nas primeiras horas de 
vida, e daqueles que incumbem-se de levar a população informações sobre medidas 
de prevenção contra as diversas verminoses. Em outro eixo, os saberes populares a 
respeito dos efeitos medicinais de determinadas plantas são valiosamente abordados.

Considerando esse cenário, a obra As Ciências Biológicas nas Dimensões 
Humanista, Crítica e Reflexiva reúne grandes temas da ciência proporcionando ao 
leitor vastas opções de aprendizado.

Raissa Rachel Salustriano da Silva- Matos
Geisa Mayana Miranda de Souza

Ana Carolina Sousa Costa
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CARACTERIZAÇÃO MORFOFISIOLÓGICA DE 
ISOLADOS DE FUNGOS “DARK SEPTATE”

CAPÍTULO 13

Carlos Vergara
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 

Departamento de Agronomia Seropédica – Rio de 
Janeiro

Karla Emanuelle Campos Araujo
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 

Departamento de Agronomia Seropédica – Rio de 
Janeiro

Ivan de Alencar Menezes Júnior
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 

Instituto de Ciências Biológicas e da Saúde

Jerri Édson Zilli
Embrapa Agrobiologia, Seropédica – Rio de 

Janeiro 

RESUMO: Os fungos “dark septate” atuam na 
promoção do crescimento vegetal, podendo 
reduzir gastos com fertilizantes, contudo, 
as funções ecológicas destes fungos ainda 
permanecem obscuras. Este trabalho teve como 
objetivo caracterizar morfofisiologicamente 
isolados de fungos “dark septate”. Isolados 
de fungos “dark septate”, obtidos de Oryza 
glumaepatula, foram caracterizados quanto 
a (i) capacidade para alterar o pH em meio 
batata-dextrose-ágar (BDA) contendo azul 
de bromotimol, quanto ao (ii) crescimento em 
diferentes faixas de pH (4, 5, 7 e 8), quanto a 
(iii) capacidade para solubilizar fosfato de cálcio 
e (iv) utilizar fontes orgânicas e/ou inorgânicas 

de nitrogênio. Os resultados mostraram que os 
fungos ERR 02 e ERR 04 alcalinizaram o meio 
e os demais o acidificaram. As diferentes faixas 
de pH aplicadas no meio BDA influenciaram o 
crescimento de todos os isolados, com exceção 
dos fungos ERR 02 e ERR 46. Nenhum dos 
isolados testado foi capaz de produzir halo de 
solubilização de fosfato ao redor da colônia 
fúngica. O isolado ERR 04 desenvolveu-se 
melhor na presença de fontes orgânicas e/ou 
inorgânicas de nitrogênio, e o isolado ERR 02 
utilizou melhor o meio SHA (solução de Hoagland 
a ½ força iônica com 1% dextrose, agarizado com 
1,5% de ágar) acrescido de nitrato de amônio 
ou de glicina, comparativamente aos demais 
isolados. O estudo sugere que pode haver uma 
grande variabilidade, entre isolados de fungos 
“dark septate”, em termos da alteração do pH 
em meio do cultivo, do uso de fontes orgânicas 
e/ou inorgânicas de nitrogênio, mas não para 
solubilizar fosfato de cálcio.
PALAVRAS-CHAVE: DSE, crescimento, 
fosfato, pH, fonte orgânica de N

MORPHOPHYSIOLOGICAL 

CHARACTERIZATION OF DARK SEPTATE 

FUNGAL ISOLATES

ABSTRACT: Dark septate endophytic fungi 
act in the promotion of plant growth, and can 
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reduce expenses with fertilizers, however, the ecological functions of these fungi still 
remain obscure. This work aimed to characterize morphophysiologically dark septate 
fungi isolates. Thirteen dark septate fungi isolates obtained from Oryza glumaepatula 
were characterized for (i) the ability to alter the pH of the potato-dextrose-agar medium 
(PDA) containing bromothymol blue, with respect to (ii) growth in different ranges of pH 
(4, 5, 7 and 8) for (iii) ability to solubilize calcium phosphate and (iv) use of organic and/
or inorganic sources of nitrogen. The results showed that the fungi ERR 02 and ERR 
04 alkalized the medium and the others acidified it. The different pH ranges applied in 
the PDA medium influenced the growth of all the isolates, with the exception of ERR 
02 and ERR 46 fungi. None of the isolates tested was able to produce phosphate 
solubilization halo around the fungal colony. Isolate ERR 04 was better developed in 
the presence of organic and/or inorganic nitrogen sources, and ERR 02 isolate used 
SHA medium better (Hoagland solution at ½ ionic strength with 1% dextrose, agarose 
with 1.5% agar) plus ammonium nitrate or glycine, compared to the other isolates. The 
study suggests that there may be great variability between isolates of dark septate 
fungi in terms of changing the pH of the culture medium, the use of organic and/or 
inorganic sources of nitrogen, but not to solubilize calcium phosphate.
KEYWORDS: DSE, growth, phosphate, pH, organic N source

1 | 	INTRODUÇÃO

Os fungos “dark septate” (fungos DSE) podem ser encontrados em plantas 
oriundas dos mais variados ecossistemas como habitats árticos, antárticos, 
temperados, boreais e tropicais (ŠRAJ-KRŽIČ et al., 2006;  VERGARA; ARAUJO; 
SOUZA; et al., 2019), onde atuam como colonizadores de aproximadamente 600 
espécies de plantas, formando hifas e microescleródios que crescem de forma 
intercelular e intracelular às células da epiderme e córtex sem causar sintomas de 
doenças (ADDY; PIERCEY; CURRAH, 2005;  JUMPPONEN; TRAPPE, 1998).  

Muitos aspectos das funções ecológicas dos fungos “dark septate” ainda 
permanecem obscuras, contudo, estudos indicam que estes fungos podem atuar 
como promotores do crescimento vegetal, através da proteção da planta hospedeira 
contra estresses abióticos, ou por facilitarem o acesso da planta a nutrientes que se 
encontravam imobilizados, principalmente em compostos orgânicos recalcitrantes 
(USUKI; NARISAWA, 2007;  VERGARA; ARAUJO; SPERANDIO; et al., 2019;  
VERGARA; ARAUJO; URQUIAGA; et al., 2018;  VERGARA et al., 2017;  WEI et al., 
2016).

Nos agrossistemas tropicais, onde predominam solos ácidos, limitantes ao 
crescimento vegetal, que comprometem a produção das culturas em até 70%, 
naturalmente ocorrem problemas de fixação fósforo, e a calagem é frequentemente 
utilizada, mas não é uma prática sustentável (DIENE; WANG; NARISAWA, 2013), 
por comprometer a colonização da planta hospedeira por alguns microrganismos 
benéficos, como fungos “dark septate” (RUOTSALAINEN; ESKELINEN, 2011), que 
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são sensíveis aos aumentos de pH (POSTMA; OLSSON; FALKENGREN-GRERUP, 
2007;  RUOTSALAINEN; ESKELINEN, 2011;  SHARMA; JHA, 2012). Neste contexto, 
microrganismos solubilizadores de fosfatos e mitigadores do estresse provocado 
pela acidez ganham destaque na ciência. Por exemplo, POSTMA et al. (2007) e 
DIENE et al. (2013), observaram que os fungos “dark septate” protegem a planta 
hospedeira contra danos causados por elevados níveis de acidez, promovendo um 
incremento de até 92% na biomassa.

Grande diversidade de microrganismos pode solubilizar fosfatos insolúveis 
presentes no solo. Contudo, os estudos com as bactérias estão mais avançados. 
Na literatura, há relatos de bactérias solubilizadoras de fosfatos pertencentes aos 
gêneros Bradyrhizobium (MARRA et al., 2011) e Rhizobium (TORRES-JÚNIOR et 
al., 2014), embora apresentem baixa eficiência de solubilização. 

Os estudos de solubilização de fosfatos insolúveis envolvendo os fungos DSE 
são escassos na literatura. Contudo, isolados fúngicos dos gêneros Rhizopus, 
Penicillium e Aspergillus, pertencentes a outros grupos fúngicos têm sido apontados 
como solubilizadores de fosfato de cálcio, mas não como solubilizadores de fosfato 
de ferro (SILVA FILHO; VIDOR, 2000).

Neste contexto, as hipóteses deste estudo são de que os fungos “dark septate” 
são capazes de (i) alterar o pH em meio batata-dextrose-ágar (BDA) contendo azul 
de bromotimol, de que (ii) apresentam crescimento diferenciado sob diferentes faixas 
de pH (4, 5, 7 e 8), de que (iii) solubilizam o fosfato de cálcio, e de (iv) que utilizam 
fontes orgânicas e/ou inorgânicas de nitrogênio. Portanto, o objetivo deste capítulo 
é de caracterizar morfofisiologicamente os isolados de fungos “dark septate”. Para 
atingir este propósito, foi avaliado o crescimento micelial e massa de isolados de 
fungos DSE em meios de cultivo sob diferentes pHs e em meios contendo fontes 
orgânicas e inorgânicas de N. Além disso, foi avaliada a capacidade para alterar o 
pH em meio BDA e para solubilizar fosfatos insolúveis. 

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

Obtenção de isolados de fungos “dark septate” e inoculação

Os isolados de fungos “dark septate” aqui estudados, foram isolados de raízes 
de Oryza glumaepatula (RIBEIRO, 2011;  VERGARA; ARAUJO; ALVES; et al., 2018), 
e são mantidos na coleção de culturas do Centro de Recursos Biológicos Johanna 
Döbereiner (www. embrapa.br/agrobiologia/crb-jd).

O inóculo foi preparado a partir do crescimento dos isolados fúngicos em 
placas de Petri contendo o meio batata-dextrose-ágar (BDA) a 28 ºC por sete dias. 
Posteriormente, discos de micélios com diâmetro de aproximadamente 6 mm, foram 
inoculados no centro de placas de Petri contento diferentes meios apresentados a 
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seguir. 

Crescimento de fungos “dark septate” em diferentes faixas de pH e alteração 

do pH em meio de cultivo

A capacidade de crescimento em diferentes pHs (4; 5; 7 e 8) e a alteração 
de pH em meio de cultivo foi avaliada no meio BDA em delineamento de blocos 
ao acaso com três repetições. O ajuste de pH foi feito utilizando KOH e HCl. Para 
observar alteração de pH em meio do cultivo, o azul de bromotimol foi adicionado 
ao meio BDA e ajustou-se o pH para 6,8. As placas de Petri foram incubadas por 
até doze dias. A avaliação do crescimento dos fungos em diferentes faixas de 
pH foi feita aos 6 dias após a inoculação dos fungos, medindo-se o diâmetro das 
colônias fúngicas usando um paquímetro digital. A característica de alteração do pH 
foi observada através da mudança de coloração do meio de cultivo, sendo que a 
coloração amarela ou azul identificou fungos que alteraram o pH do meio para ácido 
ou alcalino, respectivamente. Foi utilizado o sinal positivo (+) para representar a 
alteração do pH neutro para ácido ou alcalino.

Teste solubilização de fosfato de cálcio 

O meio GL foi preparado através da adição de 10g de glicose, 2 g extrato de 
levedura e 18g de ágar por litro de meio e o pH ajustado para 6,5 (SYLVESTER-
BRADLEY et al., 1982). Após a esterilização e à temperatura de aproximadamente 
50ºC, foram adicionados 50 ml de K2HPO4 (10%) e 100 ml de CaCl2 (10%) em 850 ml 
do meio, para formação de precipitado insolúvel de CaHPO4. Cada placa constituiu 
uma unidade experimental e foi avaliada em delineamento de blocos casualizados 
com três repetições. A presença de halo translúcido ao redor da colônia fúngica 
foi o critério utilizado para avaliar a capacidade para solubilizar fosfato de cálcio. 
As observações foram feitas aos 3, 6, 9 e 12 dias. O crescimento dos fungos foi 
representado pelo sinal positivo (+) e ausência do halo de solubilização foi identificada 
pelo sinal negativo (-).

Avaliação do uso de fontes orgânicas e/ou inorgânicas de nitrogênio por fungos 

“dark septate”

Para avaliar o uso de fontes orgânicas e/ou inorgânicas de nitrogênio, os fungos 
foram inoculados nos seguintes meios: 1) meio SHA, contendo solução de Hoagland 
a ½ força iônica, agarizada com 1,5% de ágar e acrescido de 1% de dextrose; 2) meio 
SHA + aa, contendo meio SHA acrescido de glicina; 3) meio SHA + NA, composto de 
meio SHA acrescido de nitrato de amônio; 4) meio EC1% + NA, composto de 1% de 
extrato de Canavalia ensiformis (L.) agarizado com 1,5% de ágar, acrescido de nitrato 
de amônio.  A glicina e o nitrato de amônio (NI) foram utilizadas como fontes orgânica 



Capítulo 13 128As Ciências Biológicas nas Dimensões Humanista, Crítica e Reflexiva

e inorgânica de N. Os meios que continham apenas a solução de Hoagland como a 
única fonte de nutrientes, receberam a dextrose como fonte de carbono. A glicina foi 
adicionada aos diferentes meios, quando os mesmos estavam com temperatura de 
35-40 ºC, tendo sido filtrada em membrana de Millipore. A proporção de N utilizada 
foi de 0,3% p/v. Os teores de nutrientes presentes no extrato vegetal (VERGARA et 
al., 2017) e na solução de Hoagland são representados na Tabela 1. Essas placas 
foram incubadas a 28 ºC por até 12 dias. As plantas de Canavalia ensiformis foram 
cultivadas para fins de adubação verde e coletadas com aproximadamente 60-70 
dias após germinação, na época de floração (VERGARA et al., 2017). O extrato 
vegetal que possui de 3-4% de N na sua constituição foi obtido pela moagem e 
pulverização da parte aérea seca das plantas (por 72h; 65 °C) e esterilização através 
de irradiação com raios gama (dose de 25 kgy) (VERGARA et al., 2017). Aos 12 dias 
após a inoculação, mediu-se o diâmetro das colônias fúngicas usando um paquímetro 
digital e determinou-se a velocidade de crescimento micelial por meio da razão entre 
o diâmetro micelial e os respectivos dias de crescimentos (12 dias), retirando-se o 
diâmetro (6 mm) do disco utilizado para inoculação. Foi removida a colônia do meio 
de cultura utilizando-se uma espátula e a mesma foi colocada em recipiente de peso 
conhecido para a determinação do peso fresco da colônia fúngica. 

Fonte
N P K Ca Mg S   Cu Fe Zn Mn B C

g L-1   mg L-1 %
Extrato de Canavalia ensiformis 23,80 2,00 5,80 12,30 3,25 1,90 10,00 792,00 39,00 50,00 27,00 38,20

Solução de Hoagland 1/2 FI 0,23 0,03 0,06 0,02 0,02 0,02 0,01 0,06 0,03 0,32 0,26 1,00

Tabela 1. Teores de nutrientes presentes na solução de Hoagland modificada com metade da 
força iônica e no extrato de Canavalia ensiformis (L.) agarizado.

FI: Força iônica.

Análises estatísticas

Os experimentos foram conduzidos em delineamento de blocos ao acaso 
com três repetições, e os dados submetidos à análise de variância (ANOVA), e 
ao agrupamento do teste de Scott Knott (p < 0.05). ANOVA foi realizada após a 
determinação da normalidade dos erros (Shapiro-Wilk) e da homogeneidade de 
variância (Bartlett) dos dados. O software SISVAR versão 5.6.86 foi usado para 
análises dos dados (FERREIRA, 2011). 

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

Crescimento de fungos “dark septate” em diferentes faixas de pH e alteração 
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do pH em meio de cultivo

Analisando a alteração do pH em meio BDA, pode-se constatar que os isolados 
ERR 02 e ERR 04 alcalinizaram o meio de cultivo e os demais o acidificaram (Tabela 
2, Figura 1). 

Fungos “dark 
septate”

pH do meio de cultivo aos 12 dias 
após a inoculação

Ácido Neutro Alcalino
ERR 01 +
ERR 02 +
ERR 04 +
ERR 16 +
ERR 26 +
ERR 31 +
ERR 32 +
ERR 33 +
ERR 42 +
ERR 43 +
ERR 44 +
ERR 45 +
ERR 46 +

Tabela 2. Alteração do pH em meio BDA com azul de bromotimol por fungos “dark septate”.
(+) Alteração de pH do meio para ácido ou alcalino. 

Figura 1. Alteração de pH do meio para alcalino ou ácido pelos fungos ERR 04 ou ERR 45.

 Em geral, todos os isolados de fungos DSE testados cresceram no meio 
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BDA sob todas as faixas de pH (Tabela 3). As colônias fúngicas foram, de maneira 
geral, maiores no pH 7. Os fungos ERR 02 e ERR 46 não foram influenciados pelos 
diferentes pH, o que é um indício de que estes fungos possuem mecanismos para 
se adaptarem a diferentes faixas de pH. Cinco isolados (ERR 16, ERR 32, ERR 33, 
ERR 42 e ERR 43) mostraram seu melhor crescimento somente quando o pH do 
meio BDA foi ajustado para 7. O fungo ERR 04 com capacidade para alcalinizar o 
meio e o fungo ERR 45 com capacidade para acidificar (Tabela 2) apresentaram o 
seu melhor crescimento no meio com pH ajustado para 8 (Tabela 3). O fungo ERR 26 
cresceu melhor nos valores de pH acima de 5 e o fungo ERR 01 apresentou melhor 
crescimento com os pHs 4 e 7 (Tabela 3). A maioria dos isolados testados teve seu 
crescimento micelial afetado pelo pH. Os Fungos ERR 01, ERR 02 e ERR46, que na 
presença de acidez apresentaram maior crescimento micelial (Tabela 3), podem ser 
considerados como mais tolerantes à acidez. Estes resultados mostram, de maneira 
geral, uma vantagem ecológica dos fungos “dark septate” para se adaptarem em 
ambientes com diferentes pH.

Esta habilidade de crescimento dos fungos DSE em condições in vitro contendo 
diferentes faixas de pH, abre possibilidade para testes de avaliação da tolerância 
das interações plantas-fungos DSE à diferentes pHs. Com efeito, foi mostrado que 
no pH 3, classificado como ultra-ácido, as plantas de repolho-chinês inoculadas 
com Pseudosigmoidea ibarakiensis sp. nov. apresentaram incremento de 92% na 
biomassa, comparativamente ao tratamento controle não inoculado (DIENE et al., 
2013). Numa condição de estresse abiótico mais acentuado, as interações planta-
fungos DSE tendem a aumentar (READ; HASELWANDTER, 1981).

pH
Fungos endofíticos “dark septate”

ERR 01 ERR 02 ERR 04 ERR 16 ERR 26 ERR 32 ERR 33 ERR 42 ERR 43 ERR45 ERR 46
                     

6 Dias

4,0 58,2A 38,6A 25,9B 39,7C 28,6B 46,6B 37,5B 45,9B 46,3B 42,6C 43,7A
5,0 55,0B 39,3A 27,9B 44,5B 33,8A 47,4B 36,9B 50,2B 46,8B 41,6C 41,3A
7,0 57,7A 41,7A 27,7B 48,7A 38,2A 51,4A 42,5A 54,1A 52,7A 46,1B 40,7A
8,0 54,2B 40,8A 32,0A 44,0B 36,0A 48,7B 35,7B 48,9B 49,2B 50,5A 40,4A

CV%) 4,8

Tabela 3. Diâmetro micelial (mm) de fungos “dark septate” em diferentes pHs.

Letras maiúsculas iguais nas colunas, não diferem estatisticamente entre si 
pelo teste de Scott Knott ao nível de 5% de probabilidade.

Solubilização de fosfato de cálcio 

Quanto à capacidade para solubilizar fosfato de cálcio, os treze isolados fúngicos 
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testados cresceram, no entanto, nenhum produziu halo de solubilização no meio 
GL (Tabela 4). Neste estudo, apenas a glicose foi utilizada como fonte de carbono. 
Assim, a incapacidade para solubilizar fosfato de cálcio, pode ser atribuída a falta de 
atividade solubilizadora nos fungos testados ou ao fato de a glicose ser uma fonte 
inadequada para a expressão desta característica. De fato, isolados fúngicos dos 
gêneros Rhizopus, Penicillium e Aspergillus, pertencentes a outros grupos fúngicos 
têm sido apontados como solubilizadores de fosfato de cálcio, mas não como 
solubilizadores de fosfato de ferro (SILVA FILHO; VIDOR, 2000). Na literatura, há 
relatos, de que a fonte de carbono utilizada nos testes de solubilização de fosfatos 
in vitro, influencia a atividade solubilizadora em algumas bactérias e fungos (SILVA 
FILHO; VIDOR, 2000;  TORRES-JÚNIOR et al., 2014). 

Fungos 
“dark 

septate”

Teste de solubilização de 
fosfato de cálcico

HaloDias de crescimento
3 6 9 12

ERR 01 + + + + -
ERR 02 + + + + -
ERR 04 + + + + -
ERR 16 + + + + -
ERR 26 + + + + -
ERR 31 + + + + -
ERR 32 + + + + -
ERR 33 + + + + -
ERR 42 + + + + -
ERR 43 + + + + -
ERR 44 + + + + -
ERR 45 + + + + -
ERR 46 + + + + -

Tabela 4. Resposta de fungos “dark septate” à solubilização de fosfato de cálcio. 
(+) Foi observado o crescimento da colônia fúngica. (-) Ausência do halo translúcido ao redor da colônia.

Uso de fontes orgânicas e/ou inorgânica de nitrogênio por fungos “dark 

septate”

Todos os isolados fúngicos testados, apresentaram crescimento micelial em 
todos os meios utilizados (Tabela 5 e Figura 2). A massa da colônia fúngica do fungo 
ERR 02, aumentou significativamente nos meios SHA+NA e SHA+aa, enquanto que 
a do ERR 44 aumentou apenas no SHA+NA, comparativamente a massa da colônia 
observada nos demais meios (Tabela 5). Entre os meios testados, o fungo ERR 04 
apresentou maior massa fresca da colônia no meio EC1%+NA. A massa da colônia 
fresca do fungo ERR 46, aumentou significativamente nos meios SHA+NA, SHA+aa 
e EV1%+NA, comparativamente ao meio SHA sem suplementação com glicina ou 



Capítulo 13 132As Ciências Biológicas nas Dimensões Humanista, Crítica e Reflexiva

nitrato de amônio. No meio SHA+NA, os isolados ERR 02 e ERR 44 apresentaram 
maior massa da colônia comparativamente aos demais, mas diferiram no diâmetro 
micelial e velocidade de crescimento, uma vez que o isolado ERR 02 apresentou 
valores menores que os observados no ERR 44. No meio SHA+aa, os isolados 
ERR 02 e ERR 04 apresentaram maior massa da colônia comparativamente aos 
demais, contudo diferiram no diâmetro micelial e velocidade de crescimento micelial, 
uma vez que o fungo ERR 02 apresentou valores maiores que os observados no 
ERR 04.  O fungo ERR 04 destacou-se ainda, no meio SHA, pois apresentou maior 
massa da colônia, menor diâmetro micelial e velocidade de crescimento micelial 
que os demais isolados. A presença de qualquer das fontes de N parece não trazer 
benefícios no crescimento dos demais isolados, uma vez que apresentaram menor 
massa da colônia fúngica quando comparados aos isolados ERR 02, ERR 04 e ERR 
44. Os resultados mostram a ocorrência de diferentes perfis de isolados quanto à 
habilidade para utilizar diferentes fontes de nitrogênio.

Um estudo realizado in vitro avaliou a utilização de sete fontes de N, 
nomeadamente glutamina, glicina, leucina, fenilalanina, valina, NaNO3 e (NH4)2SO4 
na espécie de fungo DSE Heteroconium chaetospira em meio ágar basal (USUKI & 
NARISAWA, 2007). Os autores observaram aumento significativo na massa seca 
do fungo em meios modificados com fontes orgânicas de N, comparativamente ao 
meio suplementado com nitrato de amônio ou sem N. Neste estudo, o fungo ERR 
04 utilizou melhor o meio contendo o extrato de Canavalia ensiformis (L.) e SHA 
acrescido de glicina, enquanto os isolados ERR 02 e ERR 44 utilizaram melhor o 
meio SHA acrescido de nitrato de amônio, sendo que o fungo ERR 02 ainda foi 
capaz de usar o meio SHA contendo glicina, comparativamente aos demais isolados. 

O diâmetro micelial da colônia variou, de maneira geral, de três a seis 
centímetros (Tabela 5). Este diâmetro da colônia é similar àquele observado durante 
a identificação uma nova espécie de fungos “dark septate” (Harpophora oryzae), na 
China, que foi de 4,5 cm no meio BDA ou no meio ágar malte quando o fungo foi 
crescido durante sete dias sob uma temperatura de 25ºC (YUAN et al., 2010).

Estudos realizados com fontes orgânicas e/ou inorgânicas de nitrogênio em 
condições “in vitro”, são importantes porque podem facilitar a especulação sobre 
os mecanismos pelos quais os fungos “dark septate” promovem o crescimento 
vegetal, contribuindo para o entendimento das funções ecológicas deste grupo de 
fungos. Por exemplo, a partir da informação de que fungos DSE produzem uma 
série de enzimas extracelulares, que degradam compostos complexos de C, N e 
P (MANDYAM, 2008;  SURONO; NARISAWA, 2017), suplementou-se o tomate e 
o arroz com Canavalia ensiformis triturada e marcada com átomos de 15N como 
a única fonte de N, e observou-se maior recuperação 15N tanto na parte aérea de 
tomate (VERGARA et al., 2017), como em grãos de plantas de arroz (VERGARA; 
ARAUJO; URQUIAGA; et al., 2018), comparativamente às plantas não inoculadas, 
o que indicou que o fungo auxiliou a planta hospedeira na aquisição deste nutriente 
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essencial para crescimento. Por outro lado, ao suprir plantas de arroz inoculadas com 
fungos “dark septate” com fontes inorgânicas de N, observou-se maior crescimento 
radicular (VERGARA; ARAUJO; ALVES; et al., 2018), maior atividade da bomba de 
prótons da membrana plasmática – PM H+-ATPase –, e maior acúmulo do 15N na 
parte aérea, comparativamente às plantas não inoculadas (VERGARA; ARAUJO; 
SPERANDIO; et al., 2019). 

Tabela 5. Massa fresca da colônia fúngica (mg), diâmetro micelial (mm) e velocidade de 
crescimento (mm dia -1)  de isolados de fungos endofíticos “dark septate”, crescidos em meios 

de cultura contendo fontes orgânicas e/ou inorgânicas de nitrogênio até aos 12 dias após a 
inoculação.

Letras iguais minúsculas nas linhas e maiúsculas nas colunas, não diferem estatisticamente entre si pelo teste de 
Scott Knott ao nível de 5% de probabilidade. SHA: solução de Hoagland agarizada com 1,5% de ágar + 1% de 

dextrose; SHA+ NA: solução de Hoagland agarizada com 1,5% de ágar + 1% de dextrose + 0,3 % de N na forma 
de nitrato de amônio; SHA + aa: solução de Hoagland agarizada com 1,5% ágar + 1% de dextrose + 0,3 %  de N 
na forma da glicina;  EC1% + NA: 1,5% de ágar + 1% de extrato Canavalia ensiformis (L.) +  0,3 % de N na forma 

de  nitrato de amônio.

4 | 	CONCLUSÕES

Todos os isolados cresceram nas faixas de pH testadas. Os isolados ERR 
02 e ERR 04 alcalinizam o meio BDA contendo azul de bromotimol e os demais o 
acidificam. Nenhum isolado solubiliza fosfato de cálcio. 

O fungo ERR 04 utiliza melhor fontes orgânicas e inorgânicas de nitrogênio. 
O fungo ERR 02 utiliza melhor o meio SHA acrescido tanto de N inorgânico (nitrato 
de amônio) quanto de orgânico (glicina). O fungo ERR 44 utiliza melhor o meio SHA 
acrescido de nitrato de amônio. Portanto, estes isolados de fungos dark “septate” 
mostram-se promissores para testes de avaliação da transferência de nutrientes em 
direção à planta hospedeira.
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