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RESUMO - Avaliaram-se os efeitos da adi¢io de suspensio de células de diferentes espéeies
vegetais sobre a taxa de germinagio de esporos e crescimento micelial de fungos micorrizicos
vesfculo-arbusculares (FMV A), visando o estabelecimento de cultura monoxénica e a espo-
rulagio destes fungos na auséncia de rafzes vivas. A adigio de suspensio de células de alfafa,
batata, batata-doce, puerdria e tomateiro em meio 4gar-4gua, onde azigésporos desinfestados
de Gigaspora margarita, Gigaspora gigantea e Scutellospora heterogama foram plagueados,
aumentou a taxa de germinagio e o crescimento micelial. Esses efeitos foram mdximos quan-
do se utilizou suspensio de células de puerdria, com seis dias de idade, A presenga de células
promoveu crescimento abundante e mais prolongado, exercendo estfmulos de até 200%. O
crescimento do tubo germinativo, embora estimulado, ndo foi direcionado para as células ve-
getais, como também nio foram verificados indfcios de colonizagio destas pelas hifas do fun-
£0, nem observados sinais visuais de esporulagio.

Termos para indexagdo: crescimento micelial, esporos, cultera monoxénica, auséncia de rafzes
vivas, azigdsporos,

BENEFITS OF PLANT CELL SUSPENSION
TO VESICULAR-ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI IN VITRO.
L EFFECTS OF PLANT SPECIES AND CELL SUSPENSION AGE

ABSTRACT - The effects of addition of cell suspension on germination, rate and micelial
growth of vesicular-arbuscular mycorrhizal fungi spores in virro were studied, aiming to
establish monoxenous culture and sporulation of these fungi in the absence of living roots.
Application of lucerne, potato, sweet potato, pueraria and tomato plant cells into agar-plates
containing desinfested azygospores of Gigaspora margarita, Gigaspora gigantea and
Scutellospora heterogama, increased azygospore germination and favoured their germ tube
growth, The beneficial effects were maximum when six-day old pueraria cells were utilized,
These cells stimulated micelial growth by as much as 200%, over the no cells control
However, neither hyphal growth was directed towards the plant cells nor visual signs of cell
colonization by the hyphae or fungal sporulation were observed.

Index terms: micelial growth, spores, monoxenous culture, absent living roots, azygospores.
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Os efeitos benéficos causados pela inocula-
¢io de fungos micorrizicos vesiculo-arbuscu-
lares (FMVA) sobre o crescimento e nutrigio
de espécies vegetais de interesse agrondmico
530 bastante acentuados e de grande potencial
para utilizagdo prética (Abbott & Robson
1984 e Zambolin & Siqueira 1985).
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Embora esses fungos ocorram de maneira
generalizada na natureza, a efetividade sim-
bidtica dos nativos para a planta hospedeira &,
geralmente, baixa (Lopes et al. 1983), e a ino-
culagdo com espécies de elevada efetividade
poderd contribuir para aumentar os beneflcios
desta simbiose para as culturas (Powell 1984).
Porém, considerando que os FMVA sio sim-
biotréficos obrigatérios, o crescimento e espo-
rulagdo destes em meios de cultura, na ausén-
cia de rafzes vivas, ainda nio foi conseguido
(Siqueira 1987), e o inoculante, tanto para
pesquisa quanto para comercializagio, tem de
ser produzido através da multiplicagio em
plantas inoculadas, crescendo em vasos com
substratos desinfectados em casa de vegetagdo
(Menge 1584),

Sendo, a dificuldade de obtengdo de ino-
culante de qualidade e viabilidade comprova-~
da, o principal obsticulo para a utilizagio dos
FMVA em larga escala, estudos visando o
crescimento e esporulagio destes fungos na
anséncia da planta hospedeira sdo da maior
importincia; tal crescimento, tem sido ampla-
mente estudado em condigbes axénicas € mo-
noxénicas com plantas, rafzes destacadas e
suspensie de células (Hepper 1984 e Siqueira
1987).

Estudos preliminares utilizando suspensao
de células vegetais obtidas in virro mostraram
que as células podem estimular tanto a germi-
nagio quante © crescimento micelial de
FMVA (Camr et al. 1985). No entanto, como
as cflulas vegetais possuem elevadas exigén-~
cias nutricionais para crescimento, elas exigem
meios bastante ricos em nutrientes (Street
1973, Wilson et al. 1971), ao contrdrio dos
FMVA, que so inibidos pela presenga de ele-
vadas concentragbes de nutrientes orginicos
(Hepper 1984). A formulagio de meios de
cultura apropriados para células ¢ ¢sporos de
FMVA, juntamente com estudos sobre os
efeitos da suspensdo de células de diferentes
espécies vegetais, idade e viabilidade destas,
podem contribuir para o esclarecimento dos
fatores nutricionais requeridos para o cultivo e
multiplicag&o destes fungos in vitro, conforme
relatado no presente estudo.
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MATERIAL E METODOS

Calos e suspensio de células de alfafa (Medicago
sativa L.), batata (Selanum tuberosum L.), batata~
doce (Ipomoea batatas L.} Lam,), puerdria (Pueraria
phaseoloides (Roxb, Benth) e tomateiro (Lycopersi-
cumn esculentum Mill) e a suspensio de células desti-
nadas a cultura com FMV A, foram obtides confor-
me metodologia descrita em Paula et al, (1990).

Os fungos Gigaspora margarita (Becker & Hall),
Gigaspora gigantea (Nicolson & Gerdemann) Ger-
demann & Trappe ¢ Scutellospora heterogama (Wal-
ker & Sanders) foram selecionados para a condugio
deste estudo, dada a sua elevada esporulagio em
vasos de cultivo com planta multiplicadora, facilida-
de, rapidez e elevada taxa de germinacfo in vitro,
Eles foram multiplicados em vasos de cultivo com
Brachiaria decumbens Stapf Prain, tendo como
substrato uma mistura de solo/vermiculita na pro-
porgdo de 3:1, Ap8s cinco meses de cultivo, os azi-
ghsporos foram separados pelo método do peneira-
mento (mido (Gerdemann & Nicolson 1963), se-
guindo-se centrifugagdo em Sgua por trés minutos a
3,000 rpm, e em sacarose 45% por 2 min a
2,000 rpm, lavados em 4gua destilada, e selecionados
pelo uso de microscépio estereoscSpico (40x) quanto
4 sua morfologia e auséncia de germinagio. Poste-
riormente, em cimara de fluxo laminar, os azighs-
poros foram transferidos com auxilio de seringas
para unidades de filtragdo Millipore, para desinfesta-
¢o superficial, que foi realizada com hipoclorito de
sédio a 0,5% por 6 min, seguido de lavagens sucessi-
vas com fgua destilada e antoclavada, Em seguida,
Iotes de dez azigsporos foram transferidos, com o
uso de micropipetas de Pasteur, para placas de
60 mm de didmetro, contendo 20 ml de meio 4gar-
4gua 0,7% e pH 6,4. Para avaliar os efeitos da adigfo
de células, os azigbsporos foram transferidos para a
superficie do meio, no centro de placas, aplicando-se
em seu redor, através de pipetagem, a suspensio de
cflulas vegetais, A influéncia da idade das suspen-
s0es de células obtidas de calos de hipocétilo de al-
fafa, batata-doce, puerfria e tomateiro, na germina-
gio e crescimento micelial de azigsporos de G.
margarita, utilizaram os seguintes tratamentos, todos
com seis repetigbes: 45 pl de sacarose 0,2%, con-
tendo aproximadamente 700 células das diferentes
espécies vegetais, provenientes de culturas com seis,
doze e dezoito dias de incubagio, com viabilidade em
torne de 70%, e um controle com adi¢io de 45 plde
sacarose 0,2% sem c€lulas.
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Em outro experimento, foram avaliados os efeitos
das suspensbes de c€lulas sobre a germinagao ¢ cres-
cimento micelial de outras espécies de FMVA. Sus-
pensio contendo aproximadamente 700 células das
diferentes espécies vegetais, com seis dias de idade e
viabilidade em torno de 85%, foram adicionadas a
placas contendo 4gar-dgua e esporos de G. gigantea,
G. margarita e §. heterogama. O controle constou de
azigésporos crescendo em meio com adigio de
45 pl de sacarose 0,2% ¢ sem células, sendo todos
os tratamentos repetidos seis vezes.

Apés a instalagio dos experimentos, placas foram
vedadas com fita de pldstico autocolante ¢ mantidas
em condigdes de baixa umidade, incubadas a 259C
no escuro. O experimento foi conduzido até a para-
lisagio do crescimento micelial, evidenciado pelo
surgimento de septos e pela redugdo ou interrupgéo
dos movimentos citoplasméticos bidirecionats (ci-
close) nas hifas (Siqueira 1987 e Sward 1981), sendo
as avaliaghes feitas em microscdpio estereoscopico,
em aumento de 40x. Nos experimentos em meio de
cultivo com 4gar, foram avaliadas a velocidade e ta-
xa de germinagfio dos azigésporos, crescimento mi-
celial, nimero de pontas de hifas e de células auxi-
liares. Q crescimeno micelial foi avaliado utilizando-
se um sistema de categorias de crescimento, baseado
em Siqueira et al, (1982), conforme Fig. 1. Cada azi-
g6sporo fol avaliado segundo essas categorias de
crescimento, de modo a constituir dez avaliagdes por
placa. Para methor representatividade do cresci-
mento micelial de cada tratamento, foi utilizada a
mediana das categorias de crescimento, ou seja,
aquela que ocupou a posigdo central, precedida ¢ se-
guida pelo mesmo nimero de observages.

Os tratamentos de todos os experimentos foram
delineados inteiramente ao acaso, tendo no minimo
quatro repetiges, sendo cada experimento repetido
pelo menos duas vezes, e os resultados de ambos,
reunides para a andlise estatistica. Os resultados de
percentagem de germinagio e contagens de pontas
de hifas e intersecgbes em placas quadriculadas fo-
ram analisados estatisticamente, de acordo com o
programa AVBRPOL, no Centro de Processamento
de Dados da ESAL, usando as transformagdes de
Y = arc sen VX/I0O0 e Y =Vt + 0,5 , quando
x se referia & percentagem, e t, aos dados de conta-
gem. A apresentagio e discussio dos resultados fo-
ram feitas conforme a significincia dos fatores ¢ in-
teraghes na andlise de variincia.

1103

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sdo apresentados os resultados de vdrios
experimentos sobre a influéneia da presenga
de células vegetais e sua idade na taxa de
germinagfo e crescimento micelial dos FMV A,

Tanto as suspensdes de células de diferen-
tes espécies vegetais como a idade destas in-
fluenciaram significativamente a germinagio
dos azigdsporos e o niimero de pontas de hifas
de G. margarita (Fig. 2).

Todos os tratamentos com adig¢&o de células
apresentaram taxa de germinagao superior a do
controle, sendo as maiores taxas observadas
no tratamento com adigdo de células de puera-
ria, seguido pelos tratamentos com células de
alfafa, batata-doce e tomateiro.

As maiores taxas de germinagio foram ob-
tidas com a adicio de células com doze dias
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FIG, 1. Categorias de crescimento de esporos
germinados de FMVA in vitro.

Pesq. agropec. bras., Brasflia, 25(8):1101-1108, ago, 1990



1104

de idade; no entanto, em relagio ao controle,
foi com a adigdo de células de alfafa, batata-
doce ¢ puerdria com seis dias de cultivo, que
se obteve incremento de até 90% na taxa de
germinag3ao,
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FIG. 2. Efeito da adigfio de suspensio de células
com diferentes idades sobre a germina-
¢i0 e nfimero de pontas de hifas de Gi-
gaspora margarita em meio dgar-4gua,

M.A, de PAULA et al.

O maior mimero de pontas de hifas foi ob-
servado com células de puerfria com seis dias
de cultivo; os demais tratamentos apresenta-
ram pequenas diferengas entre si.

Efeitos diferenciados para idade das células
foram observados em maior magnitude apenas
para puerfria; para as demais espécies vege-
tais, além de apresentarem pequena diferenga
quanto 3 idade, mostraram resultados prdxi-
mos aos do controle, A excegiio de alfafa, que,
a partir de doze dias, mostrou comportamento
semelhante ao do tratamento com células de
puerdria. O crescimento micelial foi maior
quando foram adicionadas células de pueréria
com seis e doze dias; no entanto, ¢€lulas desta’
espécie com 18 dias propiciaram crescimento
da G. margarita semelhante ao das demais es-
pécies em estudo (Tabela 1).

Todos os tratamentos com células foram
superiores ao controle, que apresentou peque-
no crescimento micelial ¢ formagio de septos
j4 aos 20 dias, ao passo que na presenga de
células a septagio ocorreu com apenas 35 dias
de incubagdo. O nimero de células auxiliares
foi maior com adi¢io de células de puerdria
com seis dias de cultivo, com pequena dife-
renga entre os demais tratamentos, sendo rara
a ocorréncia dessas estruturas no controle sem
células (Tabela 1),

Apesar de os esporos de FMVA apresenta-
rem todos os requisitos para germinagio in vi-

TABELA 1. Média de categorias de crescimento micelial e ndmero de cflulas auxiliares de G. marga-
rita em meio dgar-igua na presenga e auséncia de suspensio de células vegetais, com
diferentes tempo de incubagfo (dias). Baseada em 12 repetigdes.

Idade das células, dias Idade das cflulas, dias
Células 6 12 18 6 12 18
Categoria de crescimento Células auxiliares
n? placa
Alfafa 2 2 2 3 2 3
Batata-doce 2 2 2 3 2 3
Puerfria 3 3 2 7 4 3
Tomateiro 2 2 2 2 0 1
Sem célula 1 1 1 0 o 1
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tro (Siqueira et al. 1985), a presenga de célu-
las vegetais exerceu efeito estimulante. Isso
pode estar relacionado A exsudagdo de fatores
estimulantes, que, ainda de natureza nio co-
nhecida, parece envolver compostos que se di-
fundem no meio de cultivo, bem como outros
de natureza vol4til (Carr et al. 1985), Estes
compostos podem ser bastante diversificados e
varidveis em fung@o da espécie vegetal, idade
da cultura, meio e condigdes de cultivo. Ape-
sar de Carr et al, (1985) terem observado pe-
quenas diferengas no crescimento micelial pa-
ra idade e espécie vegetal, as caracterfsticas de
crescimento micelial aqui observadas (Fig. 2 e
Tabela 1) indicam maior efeito estimylante
quando se adicionaram células dof pueriria
com seis dias de cultivo. Pouco & descrito na
literatura sobre a composigio bioqufmica des-
sa espéeie vegetal; porém, como representante
da famflia Fabaceae (leguminosas), & possfvel
que a puerfria apresente elevado teor de pro-
tefnas, aminoicidos ou outros compostos ni-
trogenados considerados estimulantes para
crescimento dos FMVA in vitro (Hepper
1934).

De acordo com Phan et al. (1987), em sus-
pensdes de c€lulas, os agdcares soldveis e 4ci-
dos orghnicos aumentam até aos 10 dias de
cultivo, decrescendo a partir desta idade, ao
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passo que as concentrages de compostos fe-
nélicos e protefnas aumentam durante o perfo-
do de cultivo. Isto poderia também explicar o
maior beneficio no crescimento micelial da G.
margarita, quando células com seis dias de
idade foram utilizadas. Além das mudancas
bioqufmicas relatadas, a baixa viabilidade de
células com doze e dezoito dias de idade, em
comparagdo as células com seis dias, pode ter
atuado diminuindo a magnimide dos efeitos
estimulantes nelas presentes.

O micélio de G. margarita ndo apresentou
crescimento direcionado para as células vege-
tais, 0 que indica que os compostos benéficos,
voléteis ou pdo, podem difundir-se no meio de
cultivo (Carr et al, 1985). Nio foi verificado
indfcio de colonizagio das células pelas hifas,
nem mesmo estfmulo A formagdo de estruturas
tpicas de infecgio e esporulagio, conforme
relatado por Bécard & Fortin (1988).

Respostas diferenciadas entre as espécies
de FMVA 2 presenga de suspensio de células
podem ocorrer, visto que a adigdo de células
de diferentes espécies vegetais influenciou
significativamente a germinagfo e o ndmero
de pontas de hifas de G. margarita, S. hete-
rogama e G. gigantea (Fig. 3 e Tabela 2),

Como verificado anteriormente no experi-
mento com a idade de células, todos os trata-

TABELA 2, Nimero médio’ de pontas de hifas e medianas de categorias de crescimento micelial e
ndmero de células auxiliares de G, giganiea (gig), G. margarita (mar) e S. heterogama
(het) em meio 4gar-4gua, na presenga e auséncia de suspensio de células vegetais. Ba-

seado em 12 repeti¢bes.

Pontas de hifa, n%placa  Categoria de crescimento  Células auxiliares, n%/placa
Células
gig mar het gig mar het gig mar het

Alfafa 145bA 48aB 58 aB 3 2 2 13 6 ]
Batata 214aA 18bC 44abB 3 2 2 12 4 3
Batata-doce 158bA 20bC 46abB 3 2 2 2 0 0
Puer4ria 240aA 52aB 64 aB 4 3 3 15 9 7
Tomateiro 134bA  19bC 42 abB 3 2 2 5 0 0
Sem célula 117bA 15bB 24 bB 2 1 1 0 0 0

1 As médias sepuidas pela mesma letra nfo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%: as letras mintdsculas
s30 usadas para comparar os tratamentos com célula e as maitisculas, para fungo.
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mentos com adicdo de células apresentaram
taxa de germinagio superior 4 do controle,
destacando-se o tratamento com células de
puerdria (Fig. 3). As taxas de germinagio dos
azig$sporos de G. gigantea foram significati-
vamente superiores s observadas para G.
margarita e S. heterogama, que nio diferiram
entre si. O mimero de pontas de hifas de G,
margarita ¢ §. heterogama foi maior quando
foram adicionadas c€lulas de alfafa e puerdria,
nio havendo diferengas entre as demais célu-
las vegetais e o tratamento controle, ao passo
que para G. gigantea, o maior nimero de
pontas de hifas foi observado com a adicho de
cflulas de batata e puerdria, as demais espé-
cies vegetais também nio diferiram em relagio
ao controle (Tabela 2). Em todos os trata-
mentos, G. gigantea apresentou o maior mi-
mero de pontas de hifas, sendo que S. hetero-
gama superou (. margarita nos tratamentos
com células de batata, batata-doce e tomateiro,
nig diferindo entre si para as demais espécies.
O crescimento micelial foi maior com a adigdo
de células de puerfria para as trés espécies de
FMVA, Com a adigfio dessas células, G. gi-
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gantea apresentou o maior crescimento mice-
lial (Tabela 2) em relagio ao verificado para
G. margarita ¢ S. heterogama. Nos trata-
mentos com adigdo de células de alfafa, bata-
ta, batata-dcce e tomateiro, o crescimento de
G. gigantea igualou-se ao verificado para G.
margarita € S. heterogama, na presenga de
células de puerdria, Além disso, nesse trata-
mento foi verificado o maior nimero de célu-
las auxiliares (Tabela 2).

A superioridade do crescimento micelial da
G. gigantea pode estar associado ao maior
contetido de reservas dos azigdsporos, visto
que estes podem apresentar difimetro de
183-500x291-812 mp e crescimento elevado,
mesmo na auséncia de células vegetais, Po-
rém, a possibilidade de um melhor aproveita-
mento dos fatores estimulantes das células ve-
getais e melhor adaptabilidade 3s condigGes de
cultivo adotadas, ndo podem ser descartadas.
Independente da espécie de FMVA, células de
puerdria com seis dias de incubagio aumenta-
ram o crescimento micelial, porém em nenhum
caso foram verificados sinais de colonizagdo
de células e esporulagio. A formagfo de sep-

1 80

1 60

GERMINAGAO %

+ 40

gig | mar | het J/

ESPECIE FUNGO

FIG. 3. Efeito da adigio de suspensio de cflulas com seis dias de idade das diferentes
espécies vegetais na germinacio de Gigaspora gigantea (gig), Gigaspora marga-
rita (mar) e Scutellospora heterogama (het) em meio 4gar-figna, Médias compa-
radas pelo teste de Tukey a $%. CON - sem célula; ALF - alfafa; BAT - ba-
tata; BDO - batata-doce; PUE = pueriria e TOM - tomateiro.
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tos e paralisagio do crescimento micelial ocor-
reram aos 40 dias apds a incubagfo; estas ca-
racterfsticas foram mais visfveis em micélio de
G. gigantea. Essa espécie, gragas ao cresci-
mento mais ripido e abundante, parece exaurir
mais rapidamente as reservas presentes no azi-
gésporo, bem como os fatores estimulantes
presentes no meio de cultivo,

Os resultados aqui apresentados confirmam
os estudos preliminares envolvendo suspensio
de células e FMVA, conduzidos por Carr et al.
(1985) e evidenciam que os beneflcios para a
germinagio e crescimento micelial dependem
da espécic vegetal, idade e viabilidade das
cé€lulas e da espécie de FMVA., Outros estudos
visando quantificacio, manutengic da viabili-
dade das células, bem como suplementagGes
do meio de cultura, poderfio maximizar esses
efeitos benéficos das células e permititr um
melhor conhecimento dos fatores estimulantes
presentes neste sisterna.

CONCLUSOES

1. A adigdo de suspensdo de células vege-
tais em meios contendo esporos de FMVA
aumentou a taxa de germinagio € o cresci-
mento micelial em até 90 ¢ 200%, respectiva-
mente.

2. A magnitude dos beneffcios da suspen-
sio de células para os FMVA depende da es-
pécie vegetal, da idade das células e da espé-
cie de fungo,

3, A suspensdo de células de hipocdétilo de
puerfiria com seis dias foi a que exerceu maior
efeito estimulante aos esporos.

4, O crescimento de hifas do tubo germina-
tivo dos esporos ndo foi direcionado para as
células vegetais; tamb&m nao foram verifica-
dos indfcios de colonizagic destas pelas hifas.
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