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RESUMO - Avaliaram-sc os efeitos de diferentes meios de cultivo de células vegetais (Bs,
LS, MS, SH, White) na presenca e auséncia de células de puerdria Pueraria phaseoloides
(Roxb.) Benth sobre a germinagio e crescimento micelial de Scutellospora heterogama. O
neio MS ndo dilufde prolongou o periodo de viabilidade das células, e quando diluido dez ve-
zes (0,1 x MS), e com adi¢do de células obtidas de hipocétilo de puerdria promoveu os maio-
res beneficios para a germinagio e ramificagio do micélio de Gigaspora gigantea, Gigaspora
margarita ¢ Scutellospora heterogama. Apesar do crescimento micelial abundante, em ne-
nhum meio de cultivo com adigfio de células foram verificados sinais visuais de colonizagio
das células ou esporulagio dos fungos micorrizicos VA.

Termos para indexagio: Puerdria, crescimento micelial, hipocétilo, germinagdo.

BENEFITS OF PLANT CELL SUSPENSION
TO VESICULAR-ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI /N VITRO.
IIL. EFFECTS OF DIFFERENT CULTURE MEDIUM

ABSTRACT - The effects of different culture medium of plant cells (B5, LS, MS, SH and
White) were evaluated in the presence or absence of Pueraria Pueraria phaseoloides (Roxb.)
Benth cells upon germination and growth of mycelium of Scutellospora heterogama.
Nondiluted MS medium extended the viability period of cells and at ten times (0,1X MS)
dilution and addition of cells from Pueraria hypocotyls promoted the greatest benefit to
germination and ramification of the mycelium of Gigaspora gigantea, Gigaspora margarita
and Scutellospora heterogama. Despile the significant mycelium growth, colonization or
sporulation by the VAM fungi in the culture medium containing plant cells were not

observed.

Index terms: Pueraria, growth of mycelium, hypocotyls, germination.

INTRODUCAO

Células vegetais possuem elevado requeri-
mento nutricional para seu crescimento in vi-
tro, exigindo meios bastante ricos em nu-
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trientes (Street 1973 e Wilson et al. 1971).
Apesar de o meio MS (Murashige & Skoog
1962) ser utilizado na maioria dos estudos
com suspensio de células, estas também po-
dem ser obtidas em diferentes meios de cultivo
como meio B5 (Gamborg et al, 1968), meio LS
(Linsmaier & Skoog 1965), meio SH (Schenk
& Hildebrandt 1972) e meio White (White
1963), sendo que esses apresentam composi-
Ao qualitativa e quantitativa bastante dife-
rentes.

Tante a perminagdo quanto o crescimento
micelial de fungos micorrizicos vesiculo-ar-
busculares (FMVA) sfo estimulados pela pre-
senca de células vegetais obtidas in vitre (Carr
et al. 1985 e Paula et al. 1990a), No entanto,
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ao contririo do que € verificado para células
vegetais {Street 1973), o crescimento do fungo
¢ inibido pela presenga de elevadas concentra-
gOes de nutrientes orginicos e minerais (Hep-
per 1984 e Siqueira 1987). A formulagio de
meios de cultura capazes de prolongar a’via-
bilidade de células e permitir o crescimento
micelial dos FMVA pode contribuir para o es-
clarecimento dos fatores nutricionais requeri-
dos para o crescimento, permitindo o estabele-
cimento de cultura axénica e esporulagio des-
tes importantes agentes promotores do cresci-
mento vegetal in vitro.

Neste trabalho foram avaliados os efeitos
de diferentes meios de cultivo na germinagho e
crescimento micelial de esporos de FMVA na
presenca de células de puerdria in vitro.

MATERIAL E METODOS

Calos e suspensao de células de hipocétilo e radi-
cula de puerdda (Pueraria phaseoloides (Roxb.)
Benth) foram obtidas conforme Paula et al. (1990b).
Azigbsporos de Gigaspora margarita (Becker &
Hall), Gigaspora gigantea {Nicolson & Gerdemann)
Gerdemann & Trappe e Scutellospora heterogama
Walker & Sanders foram extraidos pelo método do
peneiramento imido (Gerdemann & Nicolson 1963),
seguindo-se centrifugagio em dgua por trés minutos
a 3.000 rpm e em sacarose 45% por dois minutos a
2.000 rpm, lavados em 4gua destilada e selecionados
pelo uso de microsc6pio (40X} quanto a sua morfo-
logia e auséncia de germinagio. Posteriormente, em
capela de fluxo laminar, os azigsporos foram
transferidos com auxflic de seringas para unidades
de filtragao Millipore, para desinfestagio superficial,
que foi realizada com hipoclorito de sédio a 0,5%
por seis minutos, seguido de lavagens sucessivas com
4gua destilada e autoclavada.

Os ensaios envolvendo azigbsporos de FMVA —
cflulas vegetais — foram conduzidos em placas de
60 mm de didmetro, contendo 20 ml de meio (dgua,
nutrientes e 7 g/l de 4gar Difco-purificado, pH 6,4),
adicionando os azigsporos no centro da placa e
aplicando-se ao seu redor as cflulas vegetais, utili-
zando-se pipetadores autométicos.

Sendo o meio MS mais utilizado na obtengdo de
suspensdo de células, no primeiro ensaio avalia-
ram-se os efeitos de diversas concentracdes desse
meio (Agar-gua-0; 0,1X; 0,2X; 0,3X e MS ndo di-
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luido - 1), na presenga ¢ auséneia de 500 células ob-
tidas de calos de hipocétilo de puerdria, em 45 pl de
sacarose 0,2%, com seis dias de incubagio e viabili-
dade em torno de 70%, sobre a germinagéo e cresci-
mento micelial de azigbsporos de G. gigantea, G.
margarita e S, heterogama. No segundo ensaio, ava-
liaram-se os efeitos de suspensdo de células origina-
das de calos de hipoc6tilo e radfcula de puerdria, so-
bre a germinagio e crescimento de S. heterogama,
utilizando-se as mesmas concentragoes do meio MS
do ensaio anterior, na presenga e auséncia de 500
cflulas, em 435 pl de sacarose 0,2%, com seis dias de
incubagiio e viabilidade em torno de 80%. Para veri-
ficar a viabilidade de células utilizadas nesse ensaio,
nas diversas concentragdes do MS testadas, em fun-
¢io do tempo de incubagio, conforme descrito em
Paula et al. (1990a), amostras de no minimo 200 cé-
lulas, com quatro repetigdes, foram avaliadas pelo
teste de redugio do icdonitrotetrazolium violeta -
INT (Carr et al. 1985). No terceiro ensajo, meios de
cultivo de células, como B5 (Gamborg et al. 1968),
LS (Linsmaeir & Skoog 1965), MS (Murashige &
Skoog 1965), SH (Schenk & Hildebrandt 1972), WH
(White 1963), foram testados na concentragio de
0,1X (dilvido dez vezes), na presenga e auséncia de
500 c€lulas obtidas de calos de hipoc6tilo de puers-
ria, em 45 l de sacarose 0,2%, com seis dias de in-
cubagdo ¢ viabilidade em tormo de 70% na germina-
¢io e crescimento micelial de §. heterogama. Como
controle utilizou-se meio 4gar-4gua sem células e
com adigfo de 45 pl de sacarose 0,2%.

Todos os ensaios, repetidos pelo menos duas ve-
7es, € 0§ tratamentos, apresentando no mfnimo cinco
repetigoes, foram dispostos no delineamento intei-
ramente casualizado. Apds a aplicagio dos trata-
mentos, as placas ¢ frascos foram vedados com fita
de pldstico autocolante e mantidos em estufa a 25°C
no escuro. Os ensaios foram conduzidos até a para-
lisacdo do crescimento micelial, verificado pelo sur-
gimento de septos e redugio ou interrupgio dos mo-
vimentos citoplasmdticos bidirecionais (ciclose) ob-
servados nas hifas, conforme relatado por Sward
(1981). Avaliaram-se a taxa de germinagio € o cres-
cimento rnicelial, sendo este estimado pelo nGmero
de pontas de hifa, intersegbes de hifas em placas
quadriculadas, niimero de células auxiliares e cate-
goria de crescimento, conforme Paula et al. (1990a).

Os resultados de percentagem de germinagio,
vontagens de pontas de hifa e intersegdes em placas
quadriculadas, foram submetidos a andlise de varidn-
cia e teste de médias usando as transformagbes de

Y = arc sen VX/100 e Y = Vt+ 0,5 gquando
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X se referia a percentagem e t, aos dados de conta-
gem. A apresentagio e discussio dos resultados fo-
ram feitas segundo a andlise de variincia dos fatores
e suas interagoes.

RESULTADOS

As concentragdes do meio MS e a presenga
de células de puerdria influenciaram significa-
tivamente a germinagdo de G. margarita, G.
gigantea e S. heterogama (Tabela 1). Para G.
margarita, na auséncia de células, a germina-
¢ho foi maior nas concentragdes de 0,1 e 0,2X
MS, enquanto que na presenga de células essa
varifvel ndo diferiu entre as concentragdes do
MS, sendo, no entanto, superior aos trata-
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mentos controle sem células, 0,3X MS e MS.
Os tratamentos pouco influenciaram a germi-
nagio de G. giganfea, que sc mostrou elevada
mesmo no controle. A taxa de germinacio
desta espécie apresentou-se superior as de-
mais, tanto na presenga como na auséncia de
cflulas, nos meios dgar-dgua, 0,3X MS e MS,
nao diferindo nos outros meios. Para S. hete-
rogama, na auséncia de células, a maior ger-
minagido foi obtida com 0,1X MS, e na pre-
senga, essa varidvel ndo diferiu entre as con-
centragbes do MS, a excegio do MS, que
apresentou a menor taxa de germinagdo. A
adicdo de células aumentou a germinagio de
S. heterogama nos meios 4gar-fgua, 0,2X e
0,3X Ms, ndo diferindo nos demais.

O mimero de pontas de hifas de G. marga-

TABELA 1. Médias! de germinagio, ndimero de pentas de hifas e medianas de crescimento micelial
de azigésporos de G. margarita, G. gigantea e S. heterogama em diferentes concentragdes
do meio Murashige & Skoog (MS) na presenc¢a e auséncia de suspensio de células de

puerria. Baseado em 5 repeticoes.

G. margarita G, gigantea S. heterogama
Meio
slcel cfeel sfcel cicel s/cel clcel
Taxa de germinagio (%)
Agar-4gua 44 abBy 59 aAy 97 aAx 98 aAx 14 bBy 57 aAy
MS 0cBz 57 aAy 75 aAx 79 aAx 22 abAy 7bAy
0,3X MS 15 cBy 62 aAy 78 aAx 97 aAx 37 abBy 74 aAy
02X MS 63 aAx 65 aAx 62 bAx 92 aAx 35 abBx 72 aAx
0,1X MS 63 aAx 78 aAx 80 abAx 96 aAx 59 aAx 75 aAx
Pontas de hifa, n%placa
Agar-4gua 10 bBy 33 abAy 41 abAx 60 abAx 8 dBy 31 abAy
MS 4 bAy 11cAy 29 bAx 34 bAx 10 cdAy 4 cAy
0,3X MS 8 abBy 23 abcAy 50 abAx 53 abAx 32 abAx 14 beBy
02X MS 15 abAx 19 bcAy 31bBx 60 abAx 24 bcAx 34 abAy
0,1X MS 18 aBy 43 aAy 58 aAx 76 aAx 49 aAx 53 aAxy
Categoria de crescimento
Agar-4gua 1 2 2 2 1 2
MS 1 1 1 1 1 1
0,3X MS 1 1 2 2 1 1
02X MS 1 1 1 2 1 2
0,1X MS 2 3 2 4 2 4

1 As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%: as letras a, b, ¢ sdo
usadas para comparar meio; as letras A ¢ B para comparar tratamentos com c€lula ¢ as letras x, y, z para

espécie de fungo.
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rita foi superior na concentragao de 0,I1X MS,
tanto na presenga como na auséncia de célu-
las. Além disso, a adi¢io de c¢€lulas aumentou
o nimero de pontas de hifas nos meios 4gar-
4gua, 0,1X MS e 0,3X MS, nio diferindo nos
outros tratamentos (Tabela 1). Em G. gigan-
tea, a maior produgio de hifas ocorreu no
0,1X MS, e a adigio de células apenas favore-
cen significativamente essa varidvel no 0,2X
MS (Fig. 1). Também para essa varidvel, G.
gigantea apresentou-se superior as demais es-
pécies, principalmente nos meios &Agar-gua,
0,3X MS e MS. Para S. heterogama o maior
mimero de pontas de hifas foi obtido com
0,1X MS, tanto na presenga quanto na ausén-

FIG. 1. Cé¢lulas vegetais em suspensio obtidas a partir de calos de hipocé-
tilo de pueriria em meio MS (400X) (A) e crescimento micelial de
azigdsporos de Gigaspora gigantea (200X) na presenca (B) e auséne-

cia de células vegetais (C).
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cia de células. Observa-se, ainda, para essa
espécie, que a adi¢do de células aumentou o
nimero de pontas de hifas no meio 4gar-4gua,
reduziu no 0,3X MS, e nio apresentou dife-
rengas nos demais.

Suspensio de células originadas de calos de
hipocétilo e radicula de pueriria, em meio
com #Agar contendo diferentes concentragdes
do meio MS, aumentaram a germinagio e
crescimento de S. heterogama (Tabela 2 e
Fig. 2). Observa-se que os azig§sporos apre-
sentaram maior germinag¢io em meio 0,1X MS,
na presenga de células obtidas de hipocétilo
de puerdria (Fig.2). As menores taxas de
gemminagdo foram obtidas na auséncia de cé-
Iulas e com células de
radicula, nos meios
fgar-dgua e MS. O
niimero de pontas de
hifas também foi
bastante influenciado
pelos tratamentos,
sendo superior em
meio 0,1X MS, po-
rém nio diferindo
com a adigio de cé-
lulas de hipocétilo e
radfcula (Tabela 2).
Em meio 4gar-igua,
03X MS e MS, os
tratamentos sem cé-
lulas ndo diferiram
em relagdo aos trata-
mentos com células,
sendo no entanto, in-
feriores aos mesmos
nos 0,1X MS e 0,2X
MS. O crescimento
micelial foi maior em
meio 0,1X MS com
células de hipocétilo,
onde ocorreu também
0 maior nlmero de
cflulas auxiliares. Em
meio MS, apesar de o
crescimento micelial,
mesmo na presenga
de células, ndo ter
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ferido do controle, o surgimento de septos
ocorreu aos 21 dias, evidenciando seu efeito
inibitério. Nos demais tratamentos, a paralisa-
¢ao do crescimento somente foi observada aos
45 dias apés a inoculagéio.

A origem das suspensdes de células e as
concentragbes do meio MS influenciaram as
taxas de viabilidade das células (Fig. 3), sendo
que tanto aquelas originadas de calos de hipo-
cdtilo como de radicula, com o aumento do
tempo de incubagio apresentaram redugao li-
near na viabilidade. Aos cinco dias, nos meios

TABELA 2. Médias' de nimero de pontas de
hifa e mediana de ndimero de célu-
las auxiliares e crescimento mice-
lial de S. heterogama em diferentces
concentracdes do meio Murashige
& Skoog (MS) na auséncia (s/cel) e
presenca de células de hipocétilo
(cel hip), radicula de pueriria {cel
rad). Baseado em 5 repetigies.

Células
Meio
stcel cel hip cel rad
Pontas de hifa, n%/placa
Agar-4gua 14bcA  17bcA  21bA
MS 8cA 10cA 9cA
0,3X MS 22 abA 25bA 27bA
02X MS 20abB 27bA 34bA
0,1X MS 30aB 33aA 68 aA
Categoria de crescimento
Agar-4gua 1 1 2
MS 1 1 1
03X MS 1 2 2
02X MS 2 2 2
0,1X MS 2 4 3
Células auxiliares, n?/placa
Agar-sgua ¢ 2 5
MS 0 0 0
0,3X MS 0 0 0
02X MS 0 0 0
0,1X MS 7 14 9

1 As médias seguidas pelas mesmas letras nio dife-
rem entre si pelo teste de Tukey a 5%: as letras
mindsculas sdo usadas para comparar meio e as
maifisculas, para tratamentos de ¢é€lula.
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0,2X MS, 0,3X MS e MS, células de hipocé-
tilo e radfcula apresentaram viabilidade entre
45-60 e 27-43%, respectivamente. Em meio
0,1X MS, por até quatro dias a viabilidade
manteve-se em torno de 35 e 30% para células
de hipocétilo e radicula, respectivamente, As
células de radfcula perderam a viabilidade
mais rapidamente, sendo observado, inclusive,
escurecimento do conteddo citoplasmético.

A taxa de germinagido da S. heterogama,
nao diferiu entre os diferentes meios de cultj-
vo de células testadas, sendo, no entanto, to-
dos os meios, superiores ao controle (Tabe-
la 3). Nao foram observadas interagdes signi-
ficativas entre células ¢ meios de cultivo tes-
tados; no entanto, as maiores taxas de germi-
nag¢io, independentemente do meio de cultivo,
foram obtidas na presenga de células, onde
também se verificou maior nimero de pontas
de hifa, que pouco diferiu entre os meios de
cultivo, excegho do meio 0,1X LS que apre-
sentou 05 mesmos valores, mas ainda superou
0 controle (Tabela 3). A adigao de células
também favoreceu o crescimento micelial,
principalmente nos meios 0,1X MS, 0,1X B5e
0,1X SH, onde foram verificadas as maiores
categorias de crescimento e a maior ocorréncia
de células auxiliares. Além disso, nesses
meios o surgimento de septos e paralisagio do
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Scutellospora heterogama.
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FIG. 3. Viahilidade pela redugio do INT, de
c€lulas obtidas de calos de hipocétilo e
radfcula de pueriria em diferentes con-
centragies do meio MS.

crescimento somente ocorreram aos 40 dias
ap6s a inoculagio, sendo que nos demais e no
confrole, isso ocorreu aos 30 ¢ 21 dias, res-
pectivamente.

DISCUSSAO

Para as trés espécies de FMVA em estudo,
o maior crescimento micelial obtido foi no
tratamento com 0,1X MS, que também se
mostrou benéfico para o crescimento desses
fungos em estudos realizados por Carr et al,
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(1985) e Miller-Wideman & Watrud (1984).
No entanto, nessa concentragao do MS, os
efeitos apresentaram maior magnitude quando
na presenca de células de puerdria. §. hetero-
gama e G. gigantea apresentaram crescimento
superior ao de G. margarita e todos com ca-
racteristicas bastante distintas. Os tubos ger-
minativos de G. margarita e §. heterogama
cresceram linearmente em relagio A superficie
do meio, ramificando-se muito quando imersos
neste. As células auxiliares foram produzidas
apenas no igar-agua e no 0,1X MS, sendo su-
perior nesse Gltimo (dados nao apresentados).
S. heterogama apresentou maior nidmero de
células auxiliares A superficie do meio, en-
quanto que G. margarita ¢ G. gigantea em
micélio crescendo imerso no meio. G. gigan-
tea apresentou germinagio muiltipla, conforme
ji relatado para essa espécie por Koske
(1981), sendo que o tubo germinativo ramifi-
cou-se imediatamente apds a emergéncia, em
trés a quatro hifas, que imergiram no 4gar
(Fig. 1). Tubo germinativo aéreo foi observa-
do apenas em G. gigantea em meio Agar-Agua
e 0,1X MS com células, sugerindo um esti-
mulo quimiotrépico a compostos volateis pre-
sentes no meio, conforme também relatado pa-
ra essa espécie em meio com cultura de rafzes
(Gemma & Koske 1988).

O surgimento de septos e paralisagio de
crescimento no meio 0,1X MS com células,
para as trés espécies de FMVA, ocorreu aos
45 dias apds a inoculagdo, enquanto que nos
demais tratamentos, a partir de 21 dias. No
tratamento meio MS com e sem células, o mi-
célio apresentou septos mais freqiientes e pa-
ralisagdo do crescimento relativamente mais
ripida, com intensa formacédo de vactolos e
aborto de ramificagées de hifas. Isso possi-
velmente pode estar associado as elevadas
concentragées de nutrientes no meio ndo di-
lufdo e aumento na quantidade de compostos
exsudados pelas células nestz meio, que atua-
ram inibindo o crescimento micelial.

O maior crescimento micelial obtido em
meio 0,1X MS com células de hipocétilo pode
estar associado a maior viabilidade dessas cé-
lulas em relagdo as obtidas de calos de radi-
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TABELA 3. Médias! de germinacfio e pontas de hifas e medianas de células auxiliares e crescimento
micelial de §. heterogama em diferentes meios de cultivo (0,1X) na auséncia (s/cel) e
presenga (c/cel) de células de pueriria. Baseadoe em 5 repeticdes.

Mei Germinagio Ponta de hifas Categoria Células auxiliares
10 .

(%) n?/placa crescimento n2/placa
Bs - Gamborg, Miller & Ojima 78a 49 ab 3 11
LS - Linsmnaier & Skoog 79a 46b 2 8
MS - Murashige & Skoog 73a 60 ab 4 19
SH - Schenk & Hildebrandt 74 a 62 ab 3 13
WH - White 69 ab 49 ab 2 7
Controle 50b 33c 2 5
Célula
- Ausente 64 B 41 B 2 5
- Presente TTA 59 A 3 11

1 As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%: as letras mindsculas
30 usadas para comparar meio de cultivo e as maifisculas, para tratamento com célula.

cula, Essas diferengas no crescimento e viabi-
lidade das células, segundo Wilson et al.
(1971), podem estar relacionadas as caracte-
risticas intrinsecas do explante e dos calos de
origem ¢ ao nio-suprimento das exigéncias
nutricionais para a maximizagdo do cresci-
mento in vitro. As caracteristicas de viabilida-
de de células, composi¢io bioquimica possi-
velmente diferenciada e as conseqiientes alte-
ragdes qualitativas e quantitativas nos com-
postos estimulantes, podem ter determinado as
respostas diferenciadas de micélio de S. here-
rogama a adigio de células de hipocétilo e ra-
dicula de pueréria.

O maior crescimento micelial obtido nos
meios 0,1X MS, 0,1X BS e 0,1X SH princi-
palmente com adigdo de células, possivel-
mente deveu-se a um balango mais adequado
dos nutrientes utilizados em suas composigdes.
Isso além de ter influenciado diretamente o
crescimento da S. heterogarma, pode ter per-
mitido a manutencio da viabilidade das célu-
las por maior perfodo. Apesar desses benefi-
cios obtidos, em nenhum dos tratamentos fo-
ram verificados indfcios de hifas colonizando
células, sendo que em alguns casos foi possi-
vel observar hifas com crescimento em sentido

oposto as células. Essas caracterfsticas de
crescimento podem ter sido determinadas pela
presenga de compostos voliteis € boa difusao
de metabélitos exsudados pelas células, con-
forme também relatado por Carr et al. (1985).

Em nenhum meio com adigfo de células fo-
ram verificados sinais de colonizagio das cé-
lulas ou mesmo indicios de esporulagdo dos
FMVA estudados. No entanto, os resultados
obtidos mostram que estudos visando prolon-
gar a manutengdo de células vegetais vidveis
no meio de cultivo, juntamente 2 adigho de
outros fatores estimulantes do crescimento mi-
celial, poderio contribuir para incrementar o
crescimento do FMVA in vitro,

CONCLUSOES

1. Os maiores beneficios para a germinagio
e crescimento micelial de esporos de fungos
micortfzicos vesfculo-arbusculares foram obti-
dos em meio MS, diluido dez vezes, e com
adigio de células de hipocétilo de pueréria.

2, Meio MS nio dilufdo, apesar de prolon-
gar o perfodo de viabilidade das células de
pueréria, apresentou efeitos inibitSrios para a
germinagio e crescimento micelial.
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3. As diluigdes no meio MS promoveram
reducdo linear na viabilidade de células em
funcdo do tempo de incubagdo, sendo esse
efeito mais acentuado em c€lulas obtidas de
calos de radicula de pueréria.
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