EFEITOS DE CARBOIDRATOS E ACIDOS ORGANICOS SOBRE O CRESCIMENTO

MICELIAL DO FUNGO ENDOMICORRIZICO GIGASPORA GIGANTEA IN VITRO!
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RESUMO - Estudaram-se os efeitos de compostos orginicos sobre o crescimento micelial
de G. gigantea in vitro. Esporos desinfestados € pré-germinados em 4dgar-fgua foram trans-
feridos para meio lquido suplementado com 0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 g/l de frutose, arabinose,
. sacarose, trealose, manitol ou amido, e 0,0; 0,156;.0,313; 0,625 e 1,250 g/1 de pectina ou dos
dcidos pirdvico, cftrico, oxdlico e tartdrico. Estudaram-se ainda os efeitos de perfodos de pré-
crescimento de 0, 10 e 20 dias sobre a resposta do fungo 3 adigio de sacarose (4 g/1) ao meio.
Dentre os virios carboidratos estudados, efeitos estimulatérios significativos foram obtidos
somente quando se adicionou pectina em baixas concentragdes. Trealose mostrou-se inibité-
ria em todas as concentragdes estudadas, enquanto nenhum dos demais carboidratos influen-
cion significativamente o crescimento. Efeitos estimulatérios de sacarose (4 g/) foram obti-
dos quando ela foi adicionada apés 10 ou 20 dias de incubagio dos esporos pré-germinados.
Para os 4cidos orginicos, efeitos estimulatérios significativos foram obtidos com os dcidos
tartérico e cftrico, ¢ inibicfio, com 4cidos pirtivico e oxdlico.
Termos para indexag#io; micorrizas, fungos micorrizicos, cultura axénica, biotrofismo, sim-
biose, esporos, nutricio de fungos.

EFFECTS OF CARBOHYDRATES AND ORGANIC ACIDS ON THE MYCELIAL GROWTH

OF THE ENDOMYCORRHIZAL FUNGUS GIGASPORA GIGANTEA IN VITRO

ABSTRACT - The effects of organic compounds on the mycelial growth of G. gigantea in
vitro were studied. Surface desinfested spores were germinated in water-agat and
transferred to a liquid medium suplemented with 0,0; 0,5; 1,0; 2,0 and 4,0 g/1 of fructose,
arabinose, sucrose, trehalose, mannitol on starch, and 0,0; 0,156; 0,313; 0,625 and 1,25 g/l of
pectin or of pyruvic, citric, oxalic and tartaric acids. The effects of 0, 10 and 20 day
pre-growth periods on the response of the fungus to the addition of sucrose (4 g/I) were also
studied. For the carbohydrates, significant stimulatory effects were only obtained with low
concentrations of pectin. Trehalose was inhibitory to growth in all concentrations studied,
while the remaining carbohydrates had no significant effects on growth. Stimulatory effects
for sucrose (4 g/T) were obtained when it was added after 10 or 20 days incubation of the
pre-germinated spores. For the organic acids, stimulatory effects were obtained with the
tartaric and citric acids, and inhibition, with the piruvic and oxalic acids.

Index terms: mycorrhizae, mycorrhizal fungi, axenic culture, biotrophism, symbiosis, fungal
nutrition, spores.
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Os efeitos benéficos dos fungos microrrizi-
cos vesfculo-arbusculares (MVA) na nutrigho
mineral e desenvolvimento das plantas hospe-~
deiras sfo inquestiondveis. Porém, o seu em-
prego em larga escala € ainda restrito, em face
das dificuldades encontradas na produgfio de
indculo, pois os fungos MVA siio biotréficos
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obrigatérios e ainda ndo foram cultivados em
laboratério na auséncia de rafzes vivas
(Hepper 1984b).

Na tentativa de superar as dificuldades im-
postas pelo biotrofismo, vérios estudos t8m si-
do conduzidos para caracterizagio fisiolégica
¢ nutricional de fungos MVA. Esses estudos
buscam basicamente a obtengio de meios de
cultura capazes de sustentar o crescimento mi-
celial in vitro, na auséncia de rafzes vivas.
Dentre os compostos orgnicos adicionados a
esses meios como fontes de carbono para o
crescimento, efeitos estimulatérios sdo relata-
dos para os carboidratos glicose e sacarose
{Carr et al. 1985, Siqueira & Hubbell 1986 ¢
Siqueira et al. 1982), para o 4cido tartdrico
(Mosse 1959) e para exsudatos e extratos de
vegetais (Elias & Safir 1987, Graham 1982 e
Paula 1988).

Os estfmulos proporcionados ao cresci-
mento micelial por estes compostos orgénicos
séo, geralmente, de pequena magnitude (Hepper
1979), o que sugere gque os fungos MVA
apresentam baixa capacidade de absorgio ou
metabolizacfio de fontes de carbono exdgenas.
Entretanto, os estudos de fisiologia das asso-
ciagbes MVA indicam que esses fungos,
quando em simbiose, sAo permedveis a com-
postos orghnicos ¢ capazes de incorporar o
carbono absorvido em lip{dios, 4cidos orgéni-
cos, caboidratos, aminodcidos, protefnas, po-
lissacarfdeos e nucleotfdeos (Bavege et al.
1975, Cox et al. 1975 e Maskall 1980), o que
evidencia que as vias de absorcfio e metaboli-
zagao de carbono séio operantes no micélio li-
gado 3s rafzes. Estudos sobre a fisiologia e
nutricio de fungos MVA in vitre poderiio
contribuir para elucidar os fatores reguladores
do metabolismo ¢ crescimento micelial na au-
séncia do hospedeiro.

No presente estudo avaliaram-se os efeitos
da adigdo de diferentes concentragdes de car-
boidratos e de ficidos orginicos ao meio nutri-
tivo sobre o crescimento micelial do fungo
MVA Gigaspora gigantea in vitro.
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MATERIAL E METODOS

Os esporos de Gigaspora gigantea (Nicolson &
Gerdemann) Gerdemann & Trappe foram multiphi-
cados em rafzes de Brachiaria decumbens cultivada
em vasos contendo Latossolo Roxo desinfestado
com brometo de metila (260 cc/m® de solo). Os va-
sos foram mantidos em casa de vegetagio do Depat-
tamento de Ciéncia do Solo da ESAL, por 12-14
meses, sendo 0s esporos extrafdos do substrato por
peneiramento Gmido, conforme sugerido por Ger-
demann & Nicolson (1963), seguido de centrifuga-
¢a0 em dgua por 3 minutos a 2.000 rpm, e em solu-
géo de sacarose 45% por 2 minutos a 3.000 rpm. Os
esporos obtides foram observados sob microscépio
estereoscipico e descartados 0s que apresentavam
coloragfio escura, lesdes ou detritos aderidos a pare-
de.

Em climara asséptica de fluxo laminar, procedeu-
se & desinfestagfio superficial dos esporos, conforme
descrito por Colozzi-Filho (1988). Ap6s desinfesta-
¢lio, 05 esporos foram transferidos, com o auxilio de
pinga flexfvel e de ponta fina, para placas-de-petri
coatendo 4gar-dgua 1% (pH 6,4+0,2). O 4gar foi
maycado com perfurador de rolha de 1 cm de dig-
metro, colocando-se um espore no centro de cada
cfrculo demarcado. As placas foram incubadas em
estufa 25-289C, no escuro, por dois a trés dias para
germinagfo. Esporos germinados e ass€pticos, sem
manchas escurecidas ¢ com um ou mais tubos germi-
nativos, de comprimento inferior a duas vezes o
difimetro do esporo, foram utilizados nos experi-
mentos,

Utilizou-se um meio nutritivo lfquido modificado
de Hepper (1979), contendo (mg/D): KCl, 4,0;
KNO,, 640; MgSO,.7TH,0, 40, Ca
(H,PO,), . H,0, 0,8; Fe Na EDTA, 0,19; tiamina,
0,40; biotina, 0,04 e cianocobalamina, 0,04. O pH foi
acertado para 5,5+0,2 com NaOH IN ou HC1G,1 M
antes da autoclavagem. As solucbes de vitaminas e
de fontes de carbono foram esterilizadas separada-
mente. :

Para determinagfio dos efeitos de compostos or-
génicos sobre o crescimento micelial, 08 esporos pré-
germinados foram transferidos para tubos de ensaio
contendo 3 ml do meio nutritive suplementado com
0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 g/1 dos carboidratos frutose,
arabinose, sacarose, trealose, manitol e amido e 0,0;
0,156; 0,313; 0,625 e 1,25 g/1 de pectina ou dos 4ci-
dos pirdvico, citrico, oxdlico e tartdrico. Cada trata-
mento foi constituido por 30 tubos de ensaio conten-
do um dnico esporo, sendo a parcela experimental
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constitufda por dez tubos. Os tubos foram incubados
por 15 dias a 25-289C, no escuro.

Para determinaciio dos efeitos de perfodos de
pré-crescimento em meio nutritivo sobre a utilizagio
subseqliente de fonte de carbono exégena, esporos
pré-germinados foram incubados em tubos de ensaio
contendo 3 ml de meio nutritivo, procedendo-se 3
adiclio de sacarose (4 g/l) aos 0, 10 e 20 dias de in-
cubagio, Os tubos foram novamente incubados até
completar 30 dias, nas mesmas condicbes do ensaio
anterior. Cada tratamento foi constituido por 20 tu-
bos contendo um finico esporo, sendo a parcela ex-
perimental constitufdza per cinco tubos.

Ao final dos perfodos de incubagdo, os tubos fo-
ram levados a0 microscépio estereoscépico para
contagem do niimero de células auxiliares produzidas
pelo micélio, e o sobrenadante foi utilizado para de-
terminagfio do pH final do meio. O crescimento mi-
celial foi avaliado por um método de intersecdes de
hifas modificado de Hepper & Jakobsen (1983), O
micélio proveniente de cada parcela experimental foi
colocado em tubo de ensaio contendo 0,5 ml de H,0O
e 50 contas de vidro (1 mm @), fragmentado por
agitaciio em vértex a 1/3 da velocidade méxima por
30 segundos, ¢ transferido para membrana Millipore
Quadriculada (HAGB-047, 9 mm? por quadricula)
por filtragio a vécuo. Apds secagem da membrana
de filtro ao ar, procedeun-se i contagem, sob micros-
cbpio estereoscépico, do nimero de fragmentos de
hifas que interceptavam as linhas horizontais do fil-
tro.

Todos os ensaios foram delineados inteiramente
a0 acaso ¢ repetidos pelo menos uma vez. Os dados
de contagem de intersecdes de hifas foram transfor-
mados por Y = V' x + 0,5 e submetidos A andlise
de varifincia e regressfio polinominal, conforme pro-
gramas de centro de processamento de dados da
ESAL.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos carboidratos estudados, apenas pectina
€ trealose influenciaram significativamente o
crescimento micelial de G. gigantea. Pectina,
quando adicionada em baixas concentracdes,
aumentou o crescimento micelial, enquanto
que trealose exerceu efeitos inibitrios em to-
das as concentragdes estudadas (Fig. 1). A ca-
pacidade de utilizacfio de pectina por fungos
MVA ¢ também sugerida por estudos citoldgi-
cos que demonstram certo grau de degradagiio
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da lamela média pelas hifas do fungo durante
a penetracéo intercelular do cértex da raiz
hospedeira (Gianinazzi-Pearson et al. 1981) e
pelo estudo de Siqueira & Hubbell (1986), no
qual o crescimento micelial de G. margarita
in vitro foi estimulado pelo 4cido poligacturé-
nico. Além disso, foi recentemente demonstra-
da a ocorréncia de pectinases, celulases ¢ he-
micelulases em extratos de esporos de Glomus
mosseae {Garcia-Romera et al. 1990). Por-
tanto, € provdvel que G. gigantea apresente
enzimas hidrolfticas capazes de degradar pec-

¥= 24,13416,87x - 36,36 x2+ 17,7423
RZ2= 0,80 (P £ 0,01)

500}
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FIG. 1. Crescimento micelial de G. gigantea em
resposta A adiglio de pectina (A) e trea-

lose (B) a0 meio nutritive. Equacio de
dadostransformados pory =V x + 0,5.
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tina, permitindo assim a absorgéio de mondme-
ros e sua utilizagio como fonte de carbono ¢
energia para a elongagdo de hifas. O efeito
inibitério obtido para a trealose neste estudo
discorda dos resultados de Hepper (1979), que
nfio verificou efeito deste carboidrato sobre o
crescimento micelial de Glomus caledonium.

Nio foram detectados efeitos significativos
da agfio de frutose, arabinose, manitol, sacaro-
se e amido sobre o crescimento micelial de G.
gigantea. A auséncia de efeitos destes carboi-
dratos sobre o crescimento micelial de outros
fungos MVA foi também relatada por Hepper
(1979, 1983) e por Mosse (1959). Esta apa-
rente inabilidade de G. gigantea em responder
a adigio destes carboidratos sugere que:
a) este fungo nfio apresenta as vias de absor-
¢80 ou metabolizagdo destes compostos; b) o
fungo & capaz de absorvé-los, mas os mesmos
estio sendo utilizados para armazenamento ou
outras fungdes celulares nfio relacionadas com
a elongagfio, e ¢) o fungo necessita de um pe-
rfodo de incubagiio mais prolongado para in-
duciio e sintese dos sistemas enziméiticos en-
volvidos na absorciio on metabolizacio destes
carboidratos, como relatado para outros fun-
gos filamentosos por Pons et al. (1986) e por
Sistrom & Machlis (1955), citados por Griffin
(1981).

O crescimento micelial de G. gigantea foi
estimulado quando sacarose foi adicionada ao
meio nutritivo apds 10 ou 20 dias de incuba-
¢lio dos esporos pré-germinados (Fig. 2). Para
produgfio de micélio durante este perfodo, o
fungo provavelmente utilizou suas reservas
enddgenas de carbono, principalmente lipf-
dios, e & possfvel que isto tenha resultado nio
apenas na degradagio de grande parte dessas
reservas, mas também na desrepressfio ou in-
ducfio de sistemas enzimdticos envolvidos na
absor¢io e metabolizagiio de fontes de carbo-
po exdégenas, cOmMo OCOITe em outros fungos
filamentosos (Garraway & Evans 1984). A
ocorréncia de modificages fisioldgicas no mi-
célio de G. gigantea ap6s perfodos de eresci-
mento 3s expensas das reservas enddgenas po-
de ser também inferida de dados apresentados
por Koske (1982), que mostram que, in vitro,
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as hifas deste fungo sfo atraidas intcnsamente
por rafzes hospedeiras apenas apds um perfodo
de 12 a 14 dias de incubagdo,

Estudos adicionais se fazem necessdrios pa-
ra estabelecer se este € um mecanismo ope-
rante nas respostas deste fungo a outros car-
boidratos € a Outros COmpostos.

Todos os f4cidos orgnicos estudados in-
fluenciaram significativamente o crescimento
micelial de G. gigantea (Fig.3). O cresci-
mento micelial foi estimulado pela adigéio dos
&cidos tartdrico e cftrico. Efeitos estimulats-
rios destes #dcidos orghnicos sobre o cresci-
mento micelial de fungos MVA foram também
relatados por Mosse (1959). Segundo Griffin
(1981), os efeitos estimulatSrios de 4Acidos or-
ghnicos sobre o crescimento de fungos podem
ser geralmente atribufdos ao seu poder tam-
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FIG. 2. Efeitos d¢ perfodos de pré-crescimento
na auséncia de fontes de carbono sobre 2
utilizaciio subseqilente de sacarose por
G. gigantea. Médias seguidas de mesms
letra nfio diferem entre si pelo teste de
Tuokey (P=5%).
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pio. Entretanto, nfio se pode descartar a pos-
sibilidade de que estes compostos tenham
exercido efeitos diretos sobre o fungo, sendo
utilizados como fontes de carbono e energia
para a elongacfio de hifas. J4 os 4cidos pinivi-
¢o ¢ oxfilico mostraram-se inibitdrios ao cres-
cimento. Entretanto, Hepper (1983) e Siqueira
et al, (1982) nfio verificaram efeitos significa-
tivos do 4cido pindvico sobre o crescimento de
outros fungos MVA,

O fornecimento deste 4cido na forma do sal
piruvato de sédio, neste estudo, pode ser res-
ponsével, em parte, pelos efeitos inibitdrios
observados, visto que o sddio, quando fon

I m Tartdrico: ¥= 19,44 + 13,25x - 718 x2
R2= 0,97{P £ 0,005

2. s Clirico ; ¥ = 21,16+ 8,66x - 52052

R2= 0,50 {P£0,1)

00 0,156 0313 0,625 1,250

1B Pirdvico Y= 2,92+ 14,95x-5,36x2 + 29,0523
R2:z0,94(P L 0,01)
" 2.a Oxdlico ¥=23,09-8,63x
R2= 0,98 (P £ 0,005)

NUMERO MEDIO DE INTERSEGOES / 10 ESPOROS

0.;56 0,313 0,825
CONCENTRAGAO (gh)
Crescimento micelial de G. gigantea em
melo nutritivo suplementado com os
fcidos tartdrico, cftrico, pirdvico e ox4-

lico. Equacido de dados transformados
pory =V x + 0,5.

<

FIG. 3.
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acompanhante, parece exercer efeitos inibitd-
rios sobre o crescimento de fungos MVA
(Hepper 1984a e Hirrel 1981). Porém, a espé-
cie de fungo utilizada no presente estudo &
predominante em escossistemas de dunas
(Koske 1981), onde provavelmente prevale-
cem altos nfveis de sédio em solugfo, e seria
esperado que este fungo apresentasse uma me-
nor sensibilidade ao fon que outras espécies de
fungos MVA, A forte inibigio do crescimento
na presenga do 4cido oxdlico pode ter sido re-
sultante tanto de efeito direto quanto indireto
deste 4cido sobre o fungo, pois nestes ensaios
foi observada a formagio de um precipitado
branco, provavelmente constitufde de oxatato
de célcio resultante da reagéo do dcido com o
cflcio presente no meio. Tal reagio quimica
ﬁultaria em uma baixa disponibilidade de

cio no meico que poderia ter prejudicado a
elongagio das hifas do fungo, uma vez que
este fon € de extrema importincia na manuten-
¢io da integridade de membranas celulares e
pode ser essencial para o crescimento micelial.

A produgio de células auxiliares nos diver-
sos tratamentos & apresentada na Tabela 1. A
maioria dos compostos estudados néo influen-
ciou o valor da mediana. Entretanto, compos-
tos como frutose e amido tenderam a aumen-
tar enquanto que trealose e dcido pinivico ten-
deram a diminvir o ndmero dessas estruturas
por esporo. A grande variabilidade encontrada
na produgio de células auxiliares por G. gi-
gantea parece indicar uma variagfio na capaci-
dade intrfnseca dos esporos em formar essas
estruturas.

A determinacéo do pH do meio nutritivo ao
final dos perfodos de incubagio mostrou que
nfio ocorreram modificacdes acentuadas de pH
em nenhum dos tratamentos, refletindo prova-
velmente a baixa taxa metabdlica do fungo in
vitro.

CONCLUSOES

1. Efeitos estimulatérios de carboidratos
sobre o crescimento micelial de G. gigantea
foram obtidos apenas com baixas concentra-
¢Oes de pectina.
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TABELA 1. Amplitude de variagio da produciio de células auxiliares pelo micflio de G. gigantea em
meio nutritivo suplementado com carboidratos e ficidos orgnicos. Mediana entre pa-
rénteses. Dados de 60 esporos/tratamento.

Concentragdes* g/1
Compostos
orgénicos 0 1 2 3 4
Glicose 0-4 (0) 0-5 (O 0-6 (0) 0-5 (0) 0-8 (0)
Pectina 0-18(0) 0-22(4) 0-16(4) 0-12(2) 0-15(3)
Trealose 0-8 (2) 0-7 (0) 0-4 (0) 0-3 (0) 0-4 (0)
Frutose 0-9 (1) 0-16(1) 0-18(2) 0-12(1) 0-11(0)
Arabinose 0-8 (O 0-5 (0) 0-6 (0) 0-10(0) 0-3 (O)
Manitol 0-3 (@ 0-7 (0) 0-0 (0) 0-4 (0) 0-12(0)
Sacarose 0-7 (O 0-8 (0) 0-7 (0) 0-4 (0) 0-3 (O)
Amido 0-1¢1) 0-13(4) 0-13(0) 0-12(3) 0-9 (0}
Acido tartérico 0-12(0) 0-7 (0) 0-3 (0) 0-13(0) 0-6 (0)
Acido cftrico 0-6 (0) 0-3 (O 0-9 (0) 0-3 (0) 0-5 (0)
Acido pirtvico 0-10(1) 0-7 (0) 0-7 (0) 0-8 () 0-6 (O
Acido oxdlico 0-8 (0) 0-6 (0) 0-5 (0 0-5 (0) 0-2 (0)

* As concentracdes 0, 1, 2, 3 e 4 correspondem a 0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 g/1 para carboidratos, e a 0,0; 0,156;
0,313; 0,625 e 1,250 g/1 para 4cidos orgénicos e pectina.

2. Trealose mostrou-se inibitéria em todas
as concentrages estudadas.

3. Frutose, arabinose, sacarose, manitol e
amido ndo influenciaram significativamente o
crescimento do fungo.

4. A sacarose estimulou o crescimento mi-
celial quando adicionada apds 10 ou 20 dias
de incubacfo dos esporos pré-germinados em
meio nutritivo.

5. Todos os 4cidos orglnicos influenciaram
significativamente o crescimento, sendo efei-
tos estimulatdrios obtidos com os 4cidos tarti-
rico e cftrico e inibitérios com os 4cidos pird-
rivo e oxélico.

6. Nenhum dos compostos orgfinicos estu-
dados sustentou a produgio em massa de mi-
célio de G. gigantea in vitre, na auséncia de
rafzes vivas.
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