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RESUMO - Estudaram-se os efeitos da adigio de 0, 500, 1,000, 1.500, 3.000 & 6,000 células
vegetais de puerdria por 20 ml de meio e da viabilidade das mesmas sobre a germinagio €
crescimento micelial dos fungos micorrizicos vesfculo-arbusculares em meio Agar-dgua e Y-
quido. Os maiores beneficios, tanto para a germinagio, quanto para crescimento micelial, fo-
ram obtidos com a adigdo de 500 células vidveis de puerdria. A adigfo, ao meio, de células
mortas ndo exerceu efeito significativo sobre os esporos, do que se infere que os beneficios
das células vegetais sobre a germinagio e crescimento micelial dependem da sua atividade
metabélica. A presenga de células vidveis ndo estimulou o crescimento independente do micé-
lio destacado dos esporos,

Termos para indexagio: germinagio, crescimento micelial, dgar, puerdria, esporos.

BENEFITS OF PLANT CELL SUSPENSION
ON VESICULAR-ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGIIN VITRO.

IL, EFFECTS OF CELL CONCENTRATION AND CELL VIABILITY

ABSTRACT - The effects of addition of 0, 500, 1,000, 1,500, 3,000 and 6,000 of pueraria
cell suspension per 20 ml of medium and cell viability on spore germination and germ tube
growth of vesicular arbuscular mycorrhizal fungi were studied in agar and liquid media.
Additions of 500 viable pueraria cells gave the greatest benefits to cither germination or
mycelial growth. On the other hand, addition of dead cells had no significant effects on the
spores. This result indicates that the beneficial effects of plant cell suspension depend upon
their metabolic activity. It was also found that the presence of viable plant cells did not

stimulate independent growth of hyphae after detachment of the parent spore.
Index terms: germination, pueraria, spore, agar, mycelial growth.

INTRODUCAO

A adigio de suspensio de células vegetais
aos meios de cultivo estimula a germinagio ¢
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o crescimento micelial de fungos micorrizicos
vesiculo-arbusculares (FMVA) in vitro, sendo

estes beneficios varidveis de acordo com a es-
pécie vegetal e idade das células (Carr et al.
1985 e Paula et al. 1990). Considerando-se
que cflulas vepetais cultivadas in vitro apre-
sentam modificagées em sua composigio bio-
quimica — coma: elevaglo nas concentragdes
de agudcares soldveis e protefnas (Phan et al.
1987), compostos fendlicos, etileno e outros
produtos voliteis (Amino & Tazawa 1988 e
Gamborg & La Rue 1968) —, estudos sobre os
efeitos da concentragio de células e da viabi-
lidade destas sobre o crescimento dos FMVA
podem contribuir para um melhor entendi-
mento de seus efeitos benéficos e para o su-
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cesso do cultivo ¢ multiplicagio destes fungos
na auséncia de rafzes vivas no laboratério.

Neste trabalho, foram avaliados os efeitos
de concentragées e da viabilidade de células
de puerdria, na germinagio ¢ no crescimento
micelial de esporos de FMVA.

MATERIAL E METODOS

A obtencao de células de hipocétile de puerdria
(Pueraria phaseoloides (Roxb.) Benth) e de azigés-
poros de Gigaspora margarita (Becker & Hall)
¢ Scutellospora heterogama, (Walker & Sanders) de.
sinfestados foi feita conforme metodologia descrita
em Paula et al. (1990). Foram conduzidos trés expe-
rimentos, utilizando-se 20 ml de meio liquido (4gua,
pH 6,4) ou dgar-dgua (7 g/1 de 4gar, pH 6,4) e fras-
cos de vidro de 200 ml e placas-de-petr de 60 mm
de difimetro, respectivamente. Estes dois meios fo-
ram testados visando observar a interagio FMVA-
célula vegetal em diferentes condigbes de cultivo.
Em neio dgar-dgua, os azigbsporos foram adiciona-
dos & superficie no centro das placas, aplicando-se
ao redor a suspensio de células de puerdria, utilizan-
do-se pipetadores automdticos, ao passo que, no
meio liquido, adicionavam-se os azigbsporos ¢ em
seguida a suspensio de cflulas, de modo que hou-
vesse imersao de ambos no meio.

No primeiro experimento, foram avaliados os
efeitos da adigdo de 0, 500, 1.000, 1.500, 3.000 e
6.000 cflulas de puerdria, com seis dias de idade ¢
viabilidade em tormo de 80%, em 20 ml de meio, so-
bre a germinagio e crescimento micelial de G. mar-
garita ¢ S. heterogama. Utilizaram-se, em todos os
tratamentos, cinco repetigbes ¢ um controle, sem
célula, e adigio de 45 p 1 de sacarese 0,2% (o vel-
culo da suspensio de células).

No segundo experimento, avaliou-se a influéncia
da viabilidade das células sobre o crescimento mice-
liat de FMVA in vitro, utilizando-se os seguintes
tratamentos: a) 500 células de pyerdria com seis dias
de idade e viabilidade em torno de 80%; b) 500 cé-
hulas de puerdria como em a, porém mortas por fer-
vura em chama durante cinco minutos; ¢} controle,
sem células mas com adigdo de 45 p.1 de sacarose
0,2%. As cflulas foram adicionadas ao meijo conten-
do azigésporos de G. margarita, sendo cada trata-
mento repetido sete vezes.

Em um terceiro experimento, avaliou-se a in-
fluéncia do destacamento do tubo germinativo de es-
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poros pré-germinados de G. margarita, no cresci-
mento micelial. O destacamento foi feito com auxflio
de estiletes, dez dias apds a incubagdo dos azigés-
poros, na presenga e auséncia de 45 p 1 de sacarose
0,2% contendo 500 células com seis dias de idade,
obtidas de calos de hipocétilo de puerdria e viabili-
dade em torno de 70%. Nos tratamentos sem células
foram adicionados L1 de sacarose 0,2%, e cada tra-
tamento foi repetido quatro vezes.

Apbs a aplicagio dos tratamentos, as placas e
frascos foram vedados com fita de pldstico autoco-
lante e mantidos em condigdes de baixa umidade em
estufa a 25°C po escuro, Os experimentos foram
conduzidos até a paralisacio do crescimento micelial,
evidenciado pelo surgimento de septos e redugdo ou
interrupgio dos movimentos citoplasmdticos bidire-
cionais (ciclose) nas hifas (Siqueira 1987 e Sward
1981). As avaliagbes como niimero de pontas de hi-
fas, interseccbes em placa e categorias de cresci-
mento foram feitas conforme Paula et al. (1990).

Os tratamentos de todos os experimentos foram
delineados inteiramente ao acaso, sendo cada expe-
rimento repetido pelo menos duas vezes. Os resulta-
dos de percentagem de germinagdo, contagens de
pontas de hifa e intersecgbes em placas com quadri-
culas, foram analisados estatisticamente, de acordo
com o programa AVBRPOL no Centro de Proces-
samento de Dados da ESAL, usando as transforma-
¢bes de Y = arcsen /X7100e Y = /t + 0,5, quan-
do X se¢ referia a percentagem, ¢ t, aos dados de
contagem. A apresentagio e discussio dos resultados
foram feitas segundo a sipnificincia dos fatores e
suas interacgoes.

RESULTADOS
Experimento 1

Variagdes nas concentragoes de células de
pueriria no meio 4gar-dgua nio influenciaram
significativamente a taxa de germinagio da G.
margarita e §. heterogarna (Tabela 1), mas di-
ferengas significativas foram observadas no
nimero de pontas de hifas tanto para células,
quanto para espécie de FMVA (Fig. 1). Ob-
servou-s¢ uma tendéncia de aumento da taxa
de germinagio na concentragio de 500 célu-
las, com redugao nas concentragfes mais ele-
vadas, embora essas diferengas nio tenham si-
do significativas. Observa-se que, para ambas
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TABELA 1. Médias de germinagio de azigéspo-
ros' ¢ medianas de categorias de
crescimento ¢ c€lulas auxiliares de
G. margarita (mar) e §. heteroga-
ma (het) em meio fgar-igua e de G.
margarita em meio liquido (igua)
com diferentes concentragoes de
células. Baseado em 5 repeticdes.

Concen-  Germinagio Cat. N2 cé),
tragio de (%) de cresc.  auxiliares
cé€l./20ml
de meio  mar het mar het mar het
Meio 4gar-dgua
0 57aA 69aA 2 1 3 4
500 75aA 79aA 3 3 9 18
1.500 68 aA 65aA 2 2 0 5
6.000 67aA 60aA 2 2 4 5
Meio liquido (dgua)
0 1 0
500 4 16
1.000 3 9
3.000 2 3
6.000 2 0

1 As médias seguidas pelas mesmas letras ndo dife-

rem entre st pelo teste de Tukey a 5%, sendo as
letras mindsculas usadas para comparar concentra-
¢oes de células, e as maidsculas, para espécie de
fungo MVA,

as espécies de FMVA, as taxas de germinagio
foram relativamente elevadas, inclusive no
controle, sem c€lulas, sendo que S. heteroga-
ma foi superior & G. margarita. Possivelmen-
te, a influéncia de células nesse caso foi me-
nor pelo fato de os azigdsporos apresentarem

maior viabilidade e beneficiarem-se da sacaro-
se no meijo. Tanto para G. margarita quanto

para S. heterogarna, a adigdo de 500 células
de pueréria propiciou maior mimero de pontas
de hifas, com redugio nas concentragdes mais
elevadas (Fig. 1). Esta varidvel mostrou-se
significativamente superior para S. heteroga-
ma, que apresentou também maior mimero de
células auxiliares (Tabela 1). Tanto o nimero
de células auxiliares quanto o crescimento mi-
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FIG. 1. Efeito de concentracoes de células de
puerfrija sobre ¢ mimero de pontas de
hifa de Gigaspora margarita e Scutellospo-
ra heterogama em meio igar-4gua e cres-
cimento micelial de G. margarita em
meio liquide (4gua).

celial foram superiores com a adi¢io de 500
células de puerdria, independentemente da es-
pécie de FMVA,

Em meio lfquido, a concentragio de 500
células também foi significativamente supe-
rior, para intersecgdes de hifas (Fig. 1), cres-
cimento micelial, e nimero de células auxilia-
res da G. margarita (Tabela 1) Foi constatada
a aderéncia de células 3s hifas, mas nio foram
observados indfcios de colonizagio. Além dis-
s0, as c€lulas apresentaram sobrevivéncia mais
favorecida, ¢ a septagio sé ocorreu aos 40
dias.

Foi verificada correlagdo altamente signifi-
cativa entre as varidveis intersecgdes e pontas
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de hifas com as categorias de crescimento
(Fig. 2). Os tratamentos que favorecem o cres-
cimento apresentaram aior ramificagdo
do micélio. Além disso, pontas de hifa e inter-
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FIG. 2. Relacio entre intersecghes e pontas de
hifas com categoria de crescimento (A) e
intersecgdes com pontas de hifa (B) em
Gigaspora margarita, em meio liquido
(4gua) com adigdo de diferentes con-
centragoes de células de puerdria.
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secgOes mostraram correlagio  significativa
(r = 0,96**), indicando que ambas sao igual-
mente representativas do crescimento micelial
dos FMVA in vitro.

Experimento 2

Células de puerdria vidveis e inviabilizadas
por fervura podem influenciar o crescimento
micelial de FYMA (Tabela 2). Em meio 4gar-
-fgua, as taxas de germinagio de esporos de
G. margarita nio apresentaram diferengas
significativas com a adigdo de células vidveis
¢ nido-vidveis no meio de cultive, porém o
nimero de pontas de hifas, c€lulas auxiliares e
crescimento micelial foram influenciadas sig-
nificativamente pela viabilidade das células
(Tabela 2). As células ndo-vidveis apresenta-
ram-se desagregadas, amorfas e de coloragédo
amarelo-escura. Como também verificado nos
experimentos com variagbes na concentragdo
de células, caracterfsticas inerentes aos azi-
gésporos, bem como maior potencial para
germinagio, podem ter contribufdo para pe-
quena influéncia das células vegetais na ger-
minagao dos esporos. No entanto, o niimero de
pontas de hifas na presenga de células vidveis
apresentou-se significativamente superior aos
tratamentos com células nio-vidveis e ao con-
trole, sem células, sendo que esses dois wlti-
mos ftratamentos ndo diferiram significativa-
mente entre si. O nimero de células auxiliares
foi superior, com células vidveis, em compara-
¢do com células ndo vidveis, sendo que ambos
foram superiores ao controle sem célula.

O nimero de pontas de hifas de G. marga-
rita crescendo em meio l{quido foi mais favo-
recido que em meio 4gar-4gua, sendo signifi-
cativamente maior na presenga de células vis-
veis. O mesmo foi observado para intersecgbes
de hifas, crescimento micelial e nimero de cé-
lulas auxiliares (Tabela 2).

Experimento 3

Azigdsporos de G. margarita intactos e
com os tubos germinativos destacados apre-
sentaram crescimento diferenciado na presenga
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TABELA 2. Mé&dias! de germinagio de esporos e pontas de hifas e medianas de categorias de cresci-
mento e células auxiliares de G. margarita em fgar-igua e médias de pontas de hifas e
interseccdes ¢ medianas de categoria de crescimento e ¢élulas anxiliares em meio liqui-
do (Agua) com células vidveis e nio vidveis de pueriria, com base em 7 repetigdes.

Pontas de
Condigbes  Germina- Pontas de Cat,de  Cél auxil.  hifas Intersecgbes Cat. cres- Cél, auxil.
da célula ¢do (%) hifas n%placacrescimento n%placa n%/frasco n%/placas cimento n%/frasco
-------------- Meio 4gar-gua---==-+sm===e= ---------- Mecio lquido (4gua) ----------
Vidvel 68a 142 a 3 17 T4a 126a 3 12
Nio-vidvel 57a 50b 2 10 49 ab 58b 2 5
Sem célula S55a 34b 2 3 43 b 32b 2 4

I' As médias seguidas pela mesma letra nio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

e auséncia de suspensdes de células de puers-
ria (Fig. 3). Na presenga de células, o nd-
mero de pontas de hifas de azigésporos intac-
tos foi maior que o verificado com tubos ger-
minativos destacados, enquanto os tratamentos
sem células apresentaram tendéncia seme-
lhante, porém em menor magnitude. Tanto o
crescimento micelial quanto o nmimero de cé-
lulas auxiliares, também foram superiores no
tratamento com células e azigésporos intactos
(Fig. 3). Nesse tratamento, a septacéo ocorreu
aos 35 dias apds a inoculagdo, enquanto no
tratamento sem células ¢ tubo germinativo
destacado ela foi verificada aos 15 dias.

A adigio de células influenciou o cresci-
mento micelial dos tubos germinativos intactos
e destacados (Fig. 4). Observa-se que 82%
dos azigbsporos com tubos germinativos des-
tacados, na auséncia de células, apresentaram
crescimento de categoria 1, enquanto que a
adigdo de células aumentou a proporgio de
azigésporos com maior crescimento. Com tubo
germinative intacto, 67% dos azigésporos
apresentaram categoria de crescimento 2
quando sem células, enquanto com adigéo de
células, 75% destes se enquadravam na cate-
goria 3.

DISCUSSAO

A inibigdo no crescimento micelial em de-
corréncia da elevagiio da concentragdo de cé-
lulas parece estar associada a um acimulo de
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FIG. 3. Influéncia da adi¢io de células de pus-
réria no ndmero de pontas de hifa, me-
diana para categoria de crescimento mi-
celial e ¢€lulas auxiliares em Gigaspora
margarita com tubos germinativos in-
tactos e destacados.
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metabdlitos provenientes do metabolismo e
maior exsudagio de produtos secundirios
(Carr et al. 1985 ¢ Amino & Tazawa, 1988).
Além disso, variagbes na relagéo O2/CO2 po-
dem também ter atuado limitando o cresci-
mento (Le Tacon et al. 1983). Considerando-
se que a produgdo de compostos fendlicos,
etileno e outros produtos voldteis € comum em
células cultivadas in vitro (Amino & Tazawa
1988, Carr et al. 1985 ¢ Gamborg & La Rue
1968}, a elevagdo de suas concentragdes acima
de um ponto Stimo que ocorre com 500 células
poderia estar atuando desfavoravelmente, as-
sim como ocorre com a concentragio de exsu-
datos radiculares (Elias & Safir 1987).

O crescimento micelial foi mais favorecido
em meio liquido do que em meio dgar-dgua.
Isso possivelmente estd associado a uma me-
lhor difusdo dos compostos estimulantes de
crescimento provenientes das células vegetais
e ac favorecimento da atividade metabdlica e

100
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produgio de compostos secundirios pelas
mesmas em meio lfquido (Amino & Tazawa
1988). Neste meio de cultivo, observou-se
também grande mimero de células vidveis ade-
ridas &s hifas, espectalmente naquelas que es-
tavam imersas no meio. Porém, nao foram ve-
rificados indfcios de colonizagio ou formagio
de estruturas tfpicas do processo de infecgdo
(Sward 1981). A aderéncia de células na su-
perficie de hifas parece ser mais de natureza
fsico-quimica, podendo estarem envolvidas
substincias ligantes presentes na superficie de
ambas, como ji evidenciado para sistemas in
vivo (Tisdall & Oades 1979), onde argilas e
outros col6ides aderem as hifas dos FMVA,
devido a presenga de substincias com elevada
viscosidade, possivelmente polissacarfdeos,
produzida por esses fungos.

Na presenga de células vidveis verificou-se
intensa septagio das hifas aos 35 dias apds
a inoculagdo, indicando redugio no cresci-
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FIG. 4. Distribuicio de freqiéncia para categoria de crescimento de tubo germinativo de Gigaspora
margarita intacto e destacado, na auséncia e presenca de células de puersria.
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mento micelial em face do ndo-suprimento de
todas as exigéncias nutricionais para o cresci-
mento continuo e esporulagac. Contudo, tanto
na presenga de células ndo-vidveis, quanto no
controle sem células, a septagao ocorreu aos
25 dias, verificando-se ainda incidéncia de hi-
fas abortadas, nestes 1iltimos tratamentos.
Conforme Godfrey (1957), os FMVA neces-
sitam de células metabolicamente ativas para
seu crescimento e esporulagdo. Neste experi-
mento, as células vidveis adicionadas ao meio
perderam a viabilidade apds trés dias de culti-
vo, 0 que pode também ter atuado limitando o
crescimento micelial. Certos compostos pro-
duzidos pelas células vegetais que parecem
responsdveis por este estfmulo sio ainda de
natureza pouco conhecida, mas sio essenciais
para o crescimento continuo destes simbiotré-
ficos obrigatdrios in vitro (Siqueira 1987).
Com a adigdo de células de pueriria mortas
por fervura, G. margarita apresentou cresci-
mento relativamente menor, devido, possivel-
mente, & paralisagio do metabolismo e produ-
¢ao dos fatores estimulantes, nas células em
crescimento. A desnaturagdo ou modificagio
dos fatores estimulantes pelo aquecimento
também nao podem ser descartadas.

Embora hifas de FMVA crescendo in vi-
fro tenham crescimento limitado quando desta-
cadas dos esporos, mesmo em meio enriqueci-
do (Hepper 1983 e Mosse 1959 ¢ 1970) a adi-
¢ido de células propiciou maior crescimento
micelial dos tubos germinativos intactos e
destacados. Isto mostra a superioridade dos
beneficios das células vidveis no crescimento
micelial, e indica um efeito somdtico da mobi-
lizagdo das reservas do azigésporo, com fato-
res estimulantes das células vidveis. Porém,
ndo foi venificada regenminagao dos azigdéspo-
ros, quando o tubo germinativo foi destacado
do azigdsporo, caracterfstica comum a outras
espécies, especialmente Gigaspora gigantea
(Koske 1981).

O crescimento independente e a capacidade
de absorgao de nutrientes do meio sio bastante
deficientes no tubo germinativo dos azigéspo-
ros, mesmo em meios de cultivo com fatores
estimulantes (Hepper 1983) ou células pre-
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sentes (Carr et al. 1985). Diferenciagao fun-
cional no micélio pode estar envolvida, visto
que diferenciages que ocorrem no micélio
intra-radicular, como formagio de arbisculo,
niao ocorre em condigbes ax€nicas, e pode ser
a dnica estrutura com permeabilidade sufi-
ciente para absorver e capacidade metabdlica
para assimilar determinados substratos e fato-
res nutricionais requeridos pelo fungo (Siquei-
ra 1987). Além disso, certos fatores nutricio-
nais fornecidos pela planta durante a simbiose
podemn ndo estar presentes mesmo em meio
com células vegetais, somente sendo produzi-
dos por raizes metabolicamente ativas. Estu-
dos fisiolégicos e bioqufmicos mais detalhados
visando isolar esses compostos estimulantes de
crescimento em rafzes, juntamente com os be-
neficios de células vegetais aqui relatados,
podem contribuir para a obtengio de um meio
de cultivo para os FMVA na auséncia de raf-

- Ze§ Vivas.

CONCLUSOES

1. A adigdo de 500 células de puerdria em
20 ml de meio 4dgar-4gua ou lfquido (4gua)
preporcionou os maiores beneficios, tanto para
a germinagao quanto para o crescimento mice-
lial.

2. A magnitude dos efeitos benéficos de-
pendem da atividade metabdlica (viabilidade)
das células vegetais. Células mortas nio exer-
cem efeitos estimulantes para o crescimento.

3. A presencga de células exerceu pequeno
beneficio para o crescimento, independente-
mente do tubo germinativo destacado do azi-
gésporo.
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