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GIGASPORA GIGANTEA IN VITRO'
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RESUMO - Os flavonoéides vegetais, além de atuarem em diversos processos do crescimento € desen-
volvimento das plantas, sdo bastante ativos na relagdo planta-microrganismos. Na simbiose rizobio-
-leguminosas, por exemplo, eles atuam como sinais moleculares, ativando a transcri¢do de genes es-
senciais na interagdo bactéria-planta. Apesar da agdo estimulante de alguns flavondides, seus efeitos
sobre os fungos micorrizicos s3o ainda pouco conhecidos. No presente trabalho, conduzido na Uni-
versidade Federal de Lavras-UFLA-, avaliaram-se os efeitos de sete flavondides vegetais sintéticos
sobre a germinagdo e crescimento micelial do fungo micorrizico arbuscular Gigaspora gigantea in
vitro. Os flavondides foram testados em concentragdes de 1, 2, 4 e 8 uM em meio agar-agua 1%.
Todos os flavonéides estudados mostraram-se ativos em pelo menos um dos pardmetros avaliados. A
germinagdo dos esporos foi estimulada pela formononetina e hesperetinaa 2 uM e inibida pela primei-
raem concentrag3o de 8 uM. O niimero de tubos germinativos foi reduzido pela biochanina A, quercetina
e naringenina nas concentra¢des mais baixas. O crescimento micelial foi estimulado pela apigenina e
hesperetina a 1 uM e inibido pela biochanina A, enquanto a ramificag¢do do tubo germinativo foi
favorecida pela naringenina e formononetina a 2 uM e inibida pela morina a 2 uM. Conclui-se que os
flavonéides exercem efeitos diferenciados sobre G. gigantea.

Termos para indexagdo: fungos do solo, metabélitos vegetais, relagdo planta-microrganismos,
micorrizas, sinais moleculares.

ACTIVITY OF FLAVONOIDS ON SPORES OF THE MYCORRHIZAL
FUNGUS GIGASPORA GIGANTEA IN VITRO

ABSTRACT - In addition to their effects on plant growth and developmental processes, plant fla-
vonoids are active molecules in a variety of plant-microorganism relationships. In rhizobium-legume
symbiosis, they act as signal molecules inducing transcription of symbiotic genes, which are essential
for nodulation. In spite of the stimulating activity of certain plant flavonoids on mycorrhizal fungi,
their effects on these fungi are still not well understood. In this study, conducted at the Federal Univer-
sity of Lavras-UFLA-, in Lavras, MG, Brazil, the effects of seven synthetic flavonoids on germination
and growth of the arbuscular mycorrhizal fungus Gigaspora gigantea were evaluated. Flavonoids
were dissolved in methanol and incorporated into 1% agar medium, at concentrations of 1, 2, 4 and
8 uM. All flavonoids tested were shown to be active on at least one of the parameters assessed. Spore
germination was enhanced by formononetin and hesperetin at 2 uM, whereas it was inhibited by the
former at 8 uM. The number of germs tube per spore was reduced by biochanin A, quercetin and
naringenin at low concentrations. Mycelial growth was stimulated by apigenin and hesperetin at 1 uM
and inhibeted by biochanin A. Germ tube branching was enhanced by naringenin and formononetin at
2 uM and inhibited by morin at the same concentration. It is concluded that plant flavonoids exhibit
differenciated effects on spores of the symbiotrophic fungus G. gigantea.

Index terms: soil fungi, plant metabolites, plant-microorganisms relationships, mycorrhizae, molecular
signals.
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micos e sinais moleculares na relagdo planta-micror-
ganismos (Siqueira et al., 1991a). Além de seus efei-
tos diretos sobre as plantas, os flavondides atuam
sobre elas indiretamente, interferindo nos micror-
ganismos na rizosfera (Dakora et al., 1993), sendo
ativos sobre certas bactérias simbiotroficas, como
rizobio e Agrobacterium, e fungos fitopatogénicos,
e atuando como ativadores da transcrigdo de genes
especificos, quimioatraentes, ou como substincias
anti-microbianas (Lynn & Chang, 1990; Morris &
Ward, 1992).

Embora amplamente conhecidos por sua agdo
antifungica (Adesanya et al., 1986), varios estudos
recentes relatam os efeitos benéficos de certos
flavonéides sobre os fungos micorrizicos
arbusculares in vitro (Gianinazzi-Pearson et al.,
1989; Nair et al., 1991; Phillips & Tsai, 1992) e tam-
bém sobre a colonizagdo radicular (Siqueira et al.,
1991b). Estes efeitos sdo muito influenciados pelo
tipo de composto e pela concentragdo do mesmo no
meio de crescimento, o que tem gerado, muitas ve-
zes, resultados inconsistentes. Baptista & Siqueira
(1994) estudaram os efeitos de quatorze flavonéides
sintéticos na germinag@o e no crescimento micelial
de esporos de Gigaspora gigantea pré-germinados
e transferidos para meio liquido enriquecido. Eles
ndo verificaram efeitos na germinagdo dos esporos,
mas, como trabalharam com concentragdes relati-
vamente elevadas, acima de 50 uM nos ensaios de
germinagdo, questionaram a possivel atividade des-
tes compostos em concentragdes mais baixas, pro-
ximas daquelas encontradas na rizosfera (Rao, 1990).

Neste trabalho, avaliou-se a atividade de sete
flavonoides sintéticos, em concentragdes variando
de 1 a 8 uM, na germinag#o e crescimento micelial
do fungo micorrizico arbuscular G. gigantea em
meio minimo agar-agua.

A. G. F. ROMERO e J. O. SIQUEIRA

MATERIAL E METODOS

Para a avaliagdo dos efeitos de compostos fenolicos
na germinagdo e crescimento micelial de esporos de
Gigaspora gigantea (Nicholson & Gerdemann) conduzi-
ram-se varios ensaios no laboratdrio de Microbiologia de
Solo da Universidade Federal de Lavras (UFLA), MG.
Esporos de G. gigantea foram multiplicados em vasos de
cultivo com Brachiaria decumbens Stapf. Prain ¢ extrai-
dos por peneiramento imido (Gerdemann & Nicholson,
1963), centrifugados em dgua durante trés minutos, a 3.000
rpm, € em sacarose 30% por dois minutos, a 2.000 rpm.
Esporos foram transferidos para filtros de membrana, se-
lecionados e desinfestados com hipoclorito de sodio 1%
(5% de cloro livre) € estreptomicina 100 ppm, durante 20
minutos, ¢ de lavagem com agua destilada e autoclavada,
conforme Colozzi-Filho (1988). Os esporos desinfestados
foram transferidos, com auxilio de uma pinga de ponta
fina, para placas-de-petri (6 cm de didmetro), transferin-
do-se dez esporos/placa contendo 6 ml do meio dgar-agua
1%. O meio foi feito com 4gar Difco purificado, e
suplementado com os diversos flavondides em estudo
(Tabela 1).

Os compostos, todos sintéticos, foram dissolvidos em
pequeno volume de metanol, que ndo ultrapassou 1% do
volume final do meio, e incorporados assepticamente ao
meio fundido e mantido a 60°C. Apés esfriamento do meio,
os esporos foram colocados na superficie do agar. As pla-
cas foram vedadas com parafilme ¢ incubadas em estufa a
28°C, por quinze dias. O estudo constou de sete compos-
tos, testados separadamente nas concentragdes de 0, 1, 2,
4 ¢ 8 uM, sendo cada parcela experimental constituida
por uma placa com dez esporos em delineamento inteira-
mente casualizado, com dez repetigées, totalizando-se 100
esporos por tratamento. A testemunha, em cada experi-
mento, recebeu apenas dlcool. Avaliaram-se, através de
observagdes microscopicas (30x), porcentagens de ger-
minagdo aos cinco, dez € quinze dias de incubagio, € o
crescimento micelial, apenas aos quinze dias. Considera-
ram-se germinados os esporos que apresentaram pelo

TABELA 1. Flavonéides testados em Gigaspora gigantea.

Nome comum Nome quimico

Peso molecular Fonte

Formononetina 7-hidroxi-4' - methoxiisoflavona 320.54 Rhizotech, Inc
Biochanina A Dihidroxi 4' - methoxiisoflavona 284,30 Sigma
Naringenina 4', 5, 7 - trihidroxiflavanona 272,30 Sigma
Hesperetina 3,5, 7, - trihidroxi - 4 - methoxiflavanona 302,27 Sigma
Morina 2,3,4,5, 7 - pentahidroxiflavona 302,20 Sigma
Quercetina 3,3, 4,5, 7 - pentahidroxiflavona 338,26 Sigma
Apigenina 4', 5, 7 - trihidroxiflavona 270,24 Sigma
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menos um tubo germinativo. O crescimento micelial dos
esporos germinados foi avaliado pelo nimero de tubos
germinativos, ramificagfes do mesmo (contagem direta),
e tamanho das hifas ou crescimento micelial, sendo, este
ultimo, através de notas, variando de 1 a 5, em que 1
corresponde ao esporo apenas germinado, aumentando
estas sucessivamente até atingir a nota 5, que corresponde
ao maior tamanho do campo de visibilidade do microscé-
pio estereoscopico a 30x.

Na andlise estatistica, os dados relativos & porcenta-
gem de germinagdo foram transformados segundo arco
seno da raiz de x/100, e todos os dados foram submetidos
a analise de varifncia e também regressdo polinomial para
algumas respostas, de acordo com o programa SANEST
(Zonta et al., 1984).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A germinag3o dos esporos foi elevada, variando
de 36 a 75% aos cinco dias, de 48 a 76% aos dez
dias, e de 48 a 81% aos quinze dias de incubagdo, o
que indica a elevada viabilidade dos esporos da
G. gigantea nas condig¢des do estudo. Nenhum dos
sete flavonoides testados exerceu efeito significati-
vo na germinagio dos esporos aos cinco dias de in-
cubagfo; apenas a hesperetina e a formononetina,
mostraram-se ativas sobre a germinagdo dos esporos
aos dez dias (Fig. 1). A hesperetina a 4 uM, aumen-
tou a germinagdo em 40% sobre o controle, enquan-
to a formononetina exerceu pequeno estimulo sig-
nificativo (4%) na concentragdo de 2 pM e redugio
de 29% quando em concentragdo de 8 uM (Fig. 1a).
Respostas semelhantes foram verificadas quanto a
germinagdo aos quinze dias (Fig. 1b). O nimero de
tubos germinativos por esporo ndo foi estimulado
por nenhum flavonéide, sendo reduzido por
biochanina A, quercetina e naringenina em até 27%,
mesmo em baixas concentragdes (Fig. 1c).

O crescimento micelial foi estimulado em 12 e
15% por hesperetina e apigenina, em concentragio
de 1 uM, respectivamente, e inibido pela biochanina
A em até 20% (Fig. 2a). O efeito inibitério da
biochanina A aumentou com a elevagio da concen-
tracdo (y = 4,4 - 0,27x + 0,02x2%; R2 = 0,94;
P = 0,019), fato ndo observado em nenhum outro
composto estudado. O niimero de ramificagdo do
tubo germinativo do esporo foi reduzido pela morina
a 2 uM e estimulado pela formononetina e
naringenina, também a 2 uM (Fig. 2b). Naringenina
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FIG 1. Efeito de flavonéides (% do controle) ativos
na porcentagem de germinacfio aos 10 (a) e
15 (b) dias de incubagiio e no niimero de tu-
bos germinativos (c) em esporos de Gigaspora
gigantea. For=formononetina; Hes=hespe-
retina; Bio=biochanina A; Que=quercetina e
Nar=naringenina. Niimeros entre parénteses,
nas barras, representam a concentra¢io (uM)
adicionada ao meio.
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FIG 2. Efeito de flavonéides (% do controle) ativos

no crescimento (a) e ramificaciio do tubo
germinativo (b) em esporos de Gigaspora
gigantea. Bio=biochanina A, Hes=hespere-
tina; Api=apigenina; Mor=morina, For=for-
mononetina e Nar=naringenina. Nimeros en-
tre parénteses, nas barras, representam a con-
centracdio (uM) adicionada ao meio.
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e formononetina aumentaram a ramificago do tubo
germinativo, respectivamente, em 26 € 14%.

Os esporos dos fungos micorrizicos arbusculares,
que sdo simbiotroéficos obrigatérios, possuem infor-
magdo genética e reserva energética suficientes para
germinag#o e crescimento micelial inicial, na ausén-
cia de raizes vivas (Siqueira et al., 1985). Evidén-
cias experimentais indicam a auséncia de efeito das
raizes ou seus exsudatos na germinag3o, devendo o
caracter de biotréfico obrigatério se manifestar em
etapa posterior & germinagdo, como no crescimento
e diferenciag3o micelial, quando a presenga da planta
torna-se essencial. As indicagdes de que a qualida-
de e ndo a quantidade dos exsudatos radiculares ou
celulares ¢ importante para estes fungos (Elias &
Safir, 1987; Bécard & Piché, 1989; Paula & Siqueira,
1990), e que certos flavondides sdo ativos sobre eles
(Gianinazzi-Pearson et al., 1989; Nair et al., 1991;
Phillips & Tsai, 1992), ddo sustentagdo a idéia do
envolvimento destes compostos como sinais
moleculares ou mediadores nutricionais, importan-
tes na relagdo fungo-planta e no estabelecimento da
simbiose micorrizica (Siqueira et al., 1991b). As-
sim, as respostas relatadas neste € em outros estu-
dos, ja citados, para pardmetros da fase filamentosa,
s30 esperados, mas os efeitos na germinagdo como
os encontrados no tocante a hesperetina (Fig. 1a,1b)
e quercetina, apigenina e naringenina por Gianinazzi-
Pearson et al. (1989) e Phillips & Tsai (1992), sdo,
de certo modo, surpreendentes, considerando-se a
facilidade de germinagdo dos esporos da maioria das
espécies de fungos micorrizicos arbusculares
(Siqueira et al., 1985).

Os efeitos estimulantes da apigenina, hesperetina,
formononetina e naringenina no crescimento ou ra-
mifica¢do micelial corroboram os relatados de ou-
tros estudos (Gianinazzi-Pearson et al., 1989; Nair
et al., 1991; Chabot et al., 1992; Phillips & Tsai,
1992) com outras espécies fungicas e em condigdes
diferentes. Quercetina, considerada estimulante
(Bécard et al., 1992; Phillips & Tsai, 1992; Baptista
& Siqueira, 1994), mostrou-se inativa no crescimen-
to de G. gigantea, no presente estudo. No estudo de
Baptista & Siqueira (1994) com esporos pré-germi-
nados de G. gigantea, constatou-se atividade esti-
mulante por quercetina na concentragdo de 10 pM.
Morina, considerada estimulante para G. margarita
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por Chabot et al. (1992), mostrou-se inibitéria para
G. gigantea mesmo em concentragdo baixa (Fig. 2b).

Os resultados dos efeitos dos flavondides vege-
tais sobre os fungos micorrizicos arbusculares sdo
ainda bastante inconsistentes, mas suficientes para
indicar o envolvimento destes compostos na
interagdo fungo-planta. Seus efeitos sdo dependen-
tes do tipo de composto, da sua concentragdo e das
condi¢des de crescimento, como meio de cultura e
fatores especificos, como enriquecimento de CO,
(Bécard et al., 1992) que, embora apresente efeito
sinérgico com os flavondides, ndo parece ser essen-
cial para a atividade destes compostos sobre estes
fungos in vitro. Tal como ocorre em outros sistemas
simbidticos (Lynn & Chang, 1990), os efeitos dos
flavonoides sdo altamente controlados pela sua con-
centragdo no meio. E dificil, entretanto, estabelecer
relagdes entre a concentragdo em condigdes experi-
mentais controladas e as existentes na rizosfera, que
se situam em torno de 5 pM (Graham, 1991). Como
os flavondides atuam também na colonizagdo
micorrizica (Siqueira et al., 1991b; Silva-Junior,
1993), eles sdo, possivelmente, os componentes dos
exsudatos radiculares responséveis por mecanismo
molecular ativo do processo de colonizagdo radicular
¢ estabelecimento da simbiose, conforme ja preco-
nizado (Gianinazzi-Pearson et al., 1989;
Nair et al., 1991; Siqueira et al., 1991b).

CONCLUSOES

1. Os flavonoides exercem efeitos diferenciados
sobre a Gigaspora gigantea.

2. Dos sete flavondides testados, apenas a
formononetina e a hesperetina s3o ativas na germi-
nagdo.

3. O crescimento micelial é estimulado por
hesperetina e apigenina, e inibido por biocha-
nina A.

4. A ramificagdo do tubo germinativo ¢ estimu-
lada por formononetina a 2 uM e naringenina e ini-
bida por morina.
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