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Introducao

Fungos endofiticos conhecidos como DSEF ou
“dark septate” sdo caracterizados por apresentarem
pigmentacdo escura intensa, formarem hifas
septadas e microesclerddios que crescem inter

e intracelularmente as células do coértex vegetal
(JUMPPONEN e TRAPPE 1998; BARROW e
AALTONEN, 2001). Este grupo de fungos apresenta
ampla distribuicdo geografica, é frequentemente
encontrado em ambientes estressantes, como solos
oligotréficos, e desempenha funcdes ecoldgicas que
coincidem com fungos saprofiticos, simbidticos e
até patogénicos (BARROW & AALTONEN, 2001;
MANDYAM & JUMPPONEN, 2005).

Recentemente, este grupo de fungos tem
chamado a atencdo, pois tem se observado que os
mesmos sdo capazes de estabelecer associacles
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semelhantes aos fungos micorrizicos; atuando como
promotores do crescimento vegetal, principalmente
por facilitarem a absorcéo de nutrientes como o
fésforo e nitrogénio (MANDYAM & JUMPPONEN,
2005; SCERVINO et al., 2009; CHEN et al., 2010;
ANDRADE-LINARES et al., 2011).

A grande vantagem dos DSEF comparativamente
aos micorrizicos arbusculares, € o fato de nao
serem biotréficos obrigatdrios, o que torna
possivel seu cultivo e multiplicacdo em meio de
cultura. Esse fato confere facilidade e rapidez ao
isolamento e a estruturacao de colecdes fungicas,
processos de grande relevancia para dar suporte
as pesquisas futuras de avaliacdo do potencial
desses fungos como promotores de crescimento
vegetal. Por outro lado, ainda se conhece muito
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pouco sobre a biologia, fisiologia e ecologia de
espécies de DSEF que ocorrem no Brasil. Diante do
exposto, além da investigacdo do potencial desses
fungos como promotores de crescimento vegetal,
sdo indispensaveis estudos basicos relativos

aos processos de isolamento, de elucidacao da
capacidade dos mesmos crescerem em meio

de cultura, colonizarem raizes das plantas e de
viabilidade de armazenamento.

Este documento reline metodologias para
isolamento, avaliacdo da capacidade de colonizacéo
de raizes de plantas de arroz e armazenamento

de DSEF. Estas metodologias mostraram-se
eficientes para o isolamento e para a estruturacao
de uma colecdo de DSEF a partir de arroz silvestre
(Oryza glumaepatula) coletada em dreas da regiao
Amazénica.

Isolamento dos fungos e constatacao
das caracteristicas de DSEF

As raizes das plantas do arroz sdo previamente
lavadas em dgua potdvel, seccionadas em
fragmentos de aproximadamente 1 cm de
comprimento e desinfestadas superficialmente
com hipoclorito de sddio a 2% e peréxido

de hidrogénio a 33% por 2 e 1 minuto,
respectivamente. Os fragmentos de raizes sao,
entdo, distribuidos em triplicata em placas de Petri
sobre o meio de cultura dgar-malte (dgar 15 g L™
e extrato de malte 20 g L") suplementado com
cloranfenicol (100 mg L") e sulfametazol mais
trimetropina (240 mg L'). O uso de antibidticos
no meio de cultura faz-se necessdrio, pois muitas
bactérias presentes nas raizes podem permanecer
apds a desinfeccdo e atuar como antagonistas de
fungos, ndo permitindo o seu crescimento (CAO et
al., 2005; SILVANI et al., 2008).

Posteriormente, as placas inoculadas com os
fragmentos de raizes sdo incubadas a 28°C

no escuro, sendo o aparecimento das col6nias
fungicas monitorado diariamente até o décimo
quinto dia apds o isolamento. Aquelas colénias
fungicas escuras que surgem préximas as raizes
devem ser transferidas para o meio dgar-malte

e incubadas novamente nas mesmas condicdes
anteriores. Apds o novo crescimento das col6nias
escuras, deve ser verificada a pureza do material,

ou seja, a auséncia de outros microrganismos

nas placas, e fragmentos do micélio devem ser
transferidos para ldminas para visualizacdo em
microscopio, a fim de confirmar a presenca das
de hifas septadas que € caracteristica morfolégica
de DSEF.

No trabalho conduzido por Pereira et al. (2011)

e Ribeiro et al. (2011) observou-se que cerca

de 50% dos isolados fungicos obtidos de arroz
silvestre (46 isolados) foram confirmados como dark
septate (exemplo, fig. 1A e B) apds a visualizacdo
no microscopio, o que mostra que o processo de
isolamento foi bem sucedido. Estes resultados se
assemelham com observacées em outros trabalhos
de isolamento, demonstrando a efetividade no
processo de desinfestacdo dos fragmentos de
raizes de arroz e obtencdo de isolados de fungos
dark septate (MARQUEZ, 2009; RODRIGUES,
2010).

Armazenamento dos fungos
"dark septate”

Ndo ha na literatura uma indicacdo de um método
padrao utilizado na preservacdo de DSEF, assim
como para outros fungos filamentosos. Entretanto,
a escolha do método deve levar em consideracao
principalmente a capacidade de manutencdo das
caracteristicas fenotipicas e genotipicas das culturas
estocadas (BUENO & GALLARDO, 1998; SILVA et
al., 2010).

Dois métodos de armazenamento sdo sugeridos:

i) o0 método cldssico de armazenamento em dgua
destilada esterilizada (CASTELLANI, 1967) e,
também ii) dgua destilada esterilizada adicionada
de glicerol (100 mL L"); sendo para ambos os
métodos, os isolados mantidos a 5°C. Para ambos
os métodos, os isolados flingicos sdo preparados
para estocagem cultivando-se os mesmos em meio
agar-malte (conforme descrito anteriormente) até
que o micélio fungico ocupe todos os espacos da
placa. A partir dai, fragmentos do meio de cultura
contendo o micélio sdo removidos com o auxilio
de uma espatula e transferidos para microtubos

de 1,5 mL. Nesses tubos acrescenta-se a dgua
destilada esterilizada ou, entdo, dgua destilada
esterilizada adicionada de glicerol e estoca-se a 5°C
em geladeira.
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Fig. 1. Exemplo de morfologia das col6nias de isolados de DSEF

obtidos de raizes de Oryza glumaepatula cultivados em meio dgar
malte a 28°C (A) e formagdo do micélio melanizado e septado
(aumento de 1000X) (B).

No estudo realizado por Pereira et al. (2011) e
Ribeiro et al. (2011) a cada 90 dias, alguns dos
fungos estocados em ambos os métodos foram
aleatoriamente separados e repicados em meio agar-
malte para verificacdo da viabilidade e manutencéao
das caracteristicas morfoldgicas iniciais. Também
no final de doze meses, averiguou-se o crescimento
micelial e as caracteriSticas tipicas de DSEF de
todos os isolados fungicos desta colecéo.

Apds o periodo de 12 meses de estocagem foi
constatado que todos os isolados mantiveram sua
viabilidade e as caracteristicas fenotipicas iniciais,
mostrando, portanto, que tanto a estocagem pelo
método de Castellani (1967), quanto em dgua
destilada adicionada de glicerol sdo métodos
adequados para a manutencao da colecdo de dark
septate por, pelo menos, médio prazo.

Avaliacao da capacidade de
colonizacao de plantas de arroz
pelos DSEF

Inicialmente, as sementes do arroz devem ter a
casca removida a fim de facilitar o processo de
desinfestacdo. Esta desinfestacao superficial pode
ser realizada pela imersdo em dlcool (70%; 2 mim),
hipoclorito de sédio (2-4%; 2 mim) e peréxido de
hidrogénio (10%; 1 mim), e lavadas com dgua
destilada esterilizada por 5 vezes também por
imersdo. Posteriormente, as sementes devem

ser pré-germinadas em dagar-agua (9g L") de

modo a obter-se plantulas uniformes e livres de
contaminantes. O plantio pode ser realizado em
vasos confeccionados a partir de garrafas de vidro

que devem receber aproximadamente 300 mL de
meio (solucdo de Hoagland % forca (HOAGLAND

e ARNON, 1950) e dgar 6 g L") esterilizado em
autoclave (121°C; 60 mim; pressdo de 1 ATM) ou,
alternativamente aos vasos, placas de Petri com

15 cm didmetro contendo 40 mL do mesmo meio
(fig. 2A e B). Apds a germinacdo, algumas plantulas
(3 a 6) devem ser transferidas para os vasos ou
placas de Petri, os quais sdo incubados em cdmara
de crescimento com fotoperiodo de 12 horas,
temperatura e umidade relativa do ar variando de 25
a 28°C e 60-70%, respectivamente. Apds quatro

a cinco dias do transplantio realiza-se a inoculacao
das plantas depositando-se sobre o meio com
solucdo de Hoagland trés discos de meio dgar-malte
com aproximadamente 3 mm de didmetro contendo
o micélio de cada isolado fungico crescido por cerca
de quatro dias. Semanalmente, cada vaso necessita
receber de 1-2 mL de dgua destilada esterilizada
para evitar a dessecacao.

As plantas devem ser coletadas cerca de seis
semanas apos a inoculacao, sendo o sistema
radicular seccionado em fragmentos de
aproximadamente 1 cm que devem ser fixados

em FAA (formol, dcido acético e alcool etilico, na
proporcédo 1:1:5, v/v, 60 mim). Posteriormente, as
raizes sdo diafanizadas por imersdo em solucao de
KOH (10% por 1h) a temperatura ambiente. Apds
este processo, as raizes sdo neutralizadas utilizando
solucdo de HCIl a 2% por 5 mim e coradas por
imersdo em solucdo de azul de tripano a 0,05%

em lactoglicerol (acido latico, glicerina e dgua, na
proporcédo de 2:1:1) por 10 minutos a temperatura
ambiente (BRUNDRETT et al., 1996). A presenca de
microesclerddios e hifas melanizadas septadas séo,
entdo, observadas em microscépio éptico (aumento
de 400X).

A determinacdo da percentagem de colonizacao
por DSEF pode ser realizada pelo método da
contagem em ldmina (GIOVANNETTI e MOSSE,
1980), onde 40 segmentos de raizes por planta
com aproximadamente 1 cm sdo tomados ao
acaso e organizados paralelamente em uma ldmina
de microscdpio quadriculada (1 x 1 cm), com

3 repeticdes. Nas ldminas, todos os pontos de
intersecOes das raizes com as linhas devem ser
observados, sendo consideradas positivas aquelas
em que forem visualizadas as estruturas tipicas
dos fungos DSEF. O caélculo da percentagem de
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colonizacdo é obtido pela média das trés repeticdes,
considerando o nimero de estruturas tipicas
observadas nos 40 fragmentos de raizes em cada
ldmina.

No estudo conduzido por Pereira et al. (2011)

e Ribeiro et al. (2011) foram realizados testes

da capacidade de colonizacdo de cinco isolados
fungicos de dark septate com caracteristicas
morfoldgicas distintas quando crescidos em meio
dgar-malte e em duas espécies de arroz: Oryza
glumaepatula (hospedeiro original dos isolados

de dark septate) e O. sativa (arroz comercial).
Observou-se que tanto nas placas quanto nos vasos
contendo solucao de Hoagland % forca adicionada
de dgar, os fungos cresceram vigorosamente e,
além disso, as plantas apresentavam-se saudaveis,
tanto na parte aérea quanto as raizes, até o final do
periodo de avaliacdo (fig. 2A e B). Isso mostra que a
estratégia de cultivo das plantas de arroz de ambas
as espécies em meio contendo solucdo de Hoagland
foi adequado para o desenvolvimento das plantas
inoculadas com os diferentes isolados fungicos.

A andlise em microscdpio permitiu verificar que
todos os fungos testados colonizaram o cdrtex das
raizes de ambas as espécies de arroz, formando
hifas septadas e microesclerddios, que sdo
estruturas caracteristicas da associacdo entre DSEF
e a planta hospedeira (fig. 3).

Consideracodes finais

A estratégia adotada para o isolamento de fungos
DSEF mostrou-se adequada para a obtencdo de
elevado ndmero de isolados fungicos geneticamente
diferentes, fato que foi comprovado pela anélise

da regido ITS (RIBEIRO et al., 2011). Além disso, a
estratégia de armazenamento mostrou-se adequada
para a manutencdo da colecdo por pelo menos doze
meses. Por sua vez, a estratégia de reinoculacao
dos isolados em plantas de arroz e a determinacéao
de colonizacao das raizes foram eficazes para
estudar a capacidade associativa dos isolados
fdngicos de arroz.

Fig. 2. Detalhes do desenvolvimento das plantas de arroz da
espécie 0. glumaepatula crescidas em vasos confeccionados a
partir de garrafas de vidro (A) ou placas de Petri com 15 cm de
didmetro (B) inoculadas com isolados de dark septate. Plantas com

idade de seis semanas.

Fig. 3. Estruturas de DSEF em raizes de arroz silvestre O.

glumaepatula. Microesclerédios (M) e Hifas melanizadas septadas

observadas em microscépio dptico (H) (aumento de 400X).
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