CRESCIMENTO MICELIAL DE ESPOROS PRE-GERMINADOS
DO FUNGO ENDOMICORRIZICO G/IGASPORA GIGANTEA EM MEIO LIQUIDO
SUPLEMENTADO COM COMPOSTOS ORGANICOS NITROGENADOS"
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RESUMOG - Foram avaliados os efeitos de 14 compostos orgénicos nitrogenados sobre o
crescimento micelial de esporos do fungo endomicorrizico Gigaspora gigantea (Nicol & Gerd)
Gerdemann & Trappe. Esporos pré-germinados em 4gar-4gua foram transferidos para tubes com
meio nutritivo liquido contendo os aminodcidos glicina, histidina, leucina, lisina, fenilalanina,
asparagina, arginina, cistina, cisteina, metionina, prolina, icido aspartico, 4cido glutdmico, e a
peptona, os quais foram adicionados individualmente ao meio em diferentes concentragdes. Os
tubos foram incubados por 15 dias, quando o crescimento micelial foi avaliado através do uso de
microscopio estereoscépico. Os aminoécidos histidina, cistina e leucina e a peptona estimularam o
crescimento micelial, enquanto a fenilalanina e a metionina mostraram-se inibitérios para o
crescimento. A histidina mostrou efeito linear enquanto para leucina e cistina as respostas foram
méximas nas concentragles mais baixas dos aminodcidos, seguindo um modelo raiz quadrada. Os
demais compostos avaliados n#io mostraram efeitos significativos sobre o crescimento micelial.

Termos para indexagfio: micorrizas, fungos micorrizicos, microrganismos do solo, simbiontes
biotréficos, nutrigio de fungos.

MYCELIAL GROWTH OF PRE-GERMINATED SPORES
OF THE ENDOMYCORRHIZAL FUNGUS GIGASPORA GIGANTEA
IN LIQUID MEDIUM SUPPLEMENTED WITH NITROGENOUS ORGANIC COMPOUNDS

ABSTRACT - The effects of 14 nitrogenous compounds on mycelial growth of G. gigantea spores
were evaluated in a liquid medium. Spores were pre-germinated in water-agar and transferred to
glass tubes with nutrient jiquid medium containing one of the following compounds: glycine,
histidine, leucine, lysine, phenylalanine, asparagine, arginine, cysteine, methionine, cystine,
proline, aspartic acid, glutamic acid and peptone. Each compound was added individually to the
nutrient basic medium at three different concentrations. Tubes with spores were incubated at 25-
28°C for 15 days when mycelial growth was evaluated by grid intersection method. The amino
acids histidine, cysteine and leucine and peptone stimulated fungal growth, while phenylalanine
and methionine showed significant growth inhibition. Growth enhancements were Jlinear for
histidine, and square-root model for leucine, cystine and peptone. Methionine showed linear
inhibition, while phenylalanine exhibited quadratic response, All the other compounds tested
showed no significant effect on mycelial growth.

Index terms: mycorrhizae, VA-endomycorrhizae, mycorrhizal fungi, soil microorganisms,
biotrophic symbionts, fungal nutrition.
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para germinaglio ¢ crescimento inicial do tubo
germinativo, mas nfio sdo capazes de apresentar
crescimento micelial sustentado, diferenciag¢io
morfolégica e esporulacdo na auséncia de rafzes
(Siqueira et al., 1985). O cariter de simbionte
obrigatério, além de dificultar estudos basicos so-
bre nutrigdio, fisiologia e bioquimica, dificulta o
cultivo exénico e limita a multiplicagio em larga
escala ¢ a exploragio comercial destes fungos
(Siqueira, 1987).

Os conhecimentos sobre o requerimento nutri-
cional dos fungos MVA in vitro sdo escassos,
fragmentados, e, na maioria, com resultados in-
consistentes, principalmente no que se refere aos
requerimentos de fontes de N. Dois estudos inde-
pendentes conduzidos por Siqueira et al. (1982) e
Hepper & Jackobsen (1983) indicaram efeitos be-
néficos de peptona e certos aminodcidos incorpo-
rados a meios de cultivo sélido no crescimento
micelial, enquanto estudos bioquimicos demons-
tram a capacidade de absorgio e assimilag#o para
a sintese protéica do amino4cido leucina por espo-
ros de Glomus caledonicus (Beilby & Kidby,
1982; Beilby, 1983).

No presente trabalho s3o relatados os efeitos de
diversos aminoacidos e de peptona no crescimento
micelial de esporos pré-germinados deo fungo
MVA Gigaspora gigantea em meio nutritive li-
quido.

MATERIAL E METODOS

Esporos de Gigaspora giganiea (Nicol & Gerd)
Gerdemann & Trappe foram obtidos em cultivo de va-
sos de Brachiaria decumbens (Stapt) Prain, tendo como
substrato Latossolo Roxo, fumigado com Bromex
{260 cc/m? de solo). Os esporos foram extraidos do solo
por penciramento Umido (Gerdemann & Nicolson,
1963), seguido de centrifugagiio em 4gua a 3.000 rpm
durante trés minutos, ¢ em sacarose 45% a 2.000 rpm
por dois minutos. Lotes homogéneos de esporos foram
desinfestados com hipoclorito de s6dio 1% (v/v, 5% de
cloro livre), por vinte minutos, ¢ com estreptomicina
100 pg/ml por trinta mimutos, conforme descrito em
Colozzi Filho (1988). Para germinagiio, os esporos
foram transferidos para placas-de-petri (90 mm),
contendo agar-adgua 1% (pH 6,4 + 0,2), colocando-se
um esporo no centro de circulos de 1 mm de diimetro
perfurados no meio. As placas foram incubadas em
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estufa a 25-28°C, na auséncia de luz até a emergéncia
do tubo germinative. Circulos de 4gar contendo €sporos
livres de contaminantes ¢ com tubo germinativo nio
superior a duas vezes o seu diimetro, foram transferidos
assepticamente para tubos de ensaio de 1,8 x 14 mm
contendo 3 ml de meio nutritivo liquido com os
diferentes compostos a serem estudados (Tabela 1).

O meio nutritivo utilizado em todos os experimentos
foi resuitante de modificagdes do meio de Hepper
(1979), constando de: KCI (4,0 mg/l); MgSO, . 7H,0
(4.0 mg/M); Ca (H,PO,) H0 (0,9 mg/l); Fe Na EDTA
(0,19 mg/l); tiamina HC1 (0,4 mg/1); biotina (0,04 mg/1);
vitamina B,, (0,04 mg/l); sacarose P.A. (2.000 mg/l}; o
pH do meio apés autoclavagem a 120°C por vinte
minutos foi de aproximadamente 6,0. Para os experi-
mentos com aminoicidos contendo enxofre, MgSO, .
TH,O presente no meio nutritivo, foi substituido por
MgCl,.6H,0 para evitar possivel influéncia do enxofre
inorganico na resposta do fungo a estes aminodacidos.
Solugdes estoque de peptona, aminodcides e vitaminas
foram filtradas individualmente em filtro de membrana
com porosidade de 0,45pum e adicionadas apbs
autoclavagem do meio.

Cada composto foi avaliado separadamente em trés
concentragdes previamente selecionadas (Tabela 1), em
delincamento estatistico inteiramente ao acaso. Foram
utilizadas parcelas experimentais constituidas por dez
tubos contendo, cada um, apenas um esporo, € trés re-
petigdes para cada tratamento, com um total de 30 tu-
bos. Os tubos foram incubados em estufa a 25-28°C, na
auséncia de luz pelo periodo de 15 dias.

TABELA 1. Compostos orgiinicos nitrogenados e
respectivas concentracdes incorporadas
em meio nutritivo liquido para cresci-
mento micelial de G. gigantea.

Compostos estudados Concentragdes (mg/l)
L - Gili¢ina, Merck 139 278 556
L - Lisina, Merck 206,3 412,5 825

L - Acido glutdmico, Pro anaysi 27 53,9 107,8
L - Prolina, Merck 17,3 34,5 69
L - Metionina, Merck 4,3 8.6 17,2
L - Acido aspartico, CAAL 20,8 41,5 83
DL - Fenilalanina, Merck 6,6 13,2 26,4
L - Histidina, Merck 2,8 5.6 11,2
L - Cistina, Riedel de-Haen 1,15 2,3 4,6
L - Cistelna, Merck 1,15 2,3 4,6
L - Arginina, Riedel de-Haen 13,6 27,2 54,4
L - Asparagina, Ecibra 13,6 27,2 54,4
L - Leucina, Merck 14,6 29,2 584
Peptona, Merck 25¢ 500 1000




CRESCIMENTO MICELIAL DE ESPOROS

Apés o periodo de crescimento, os esporos foram
observados sob microscépio estereoscopico (40x),
sendo avaliados os aspectos morfolégicos do micélio
quanto & presenga de células auxiliares, ramificacio
terminal das hifas e coloragio dos esporos avaliados. O
crescimento micelial foi quantificado através da conta-
gem do niimero de intersegdes de hifas, conforme mé-
todo adaptado de Hepper & Jackobsen (1983). Para isto,
o micélio de dez esporos foi agrupado, transferido para
tubos de ensaio de 125 x 15 mm contendo 50 contas de
vidro de 1 mm de didmetro ¢ os tubos submetidos a agi-
tagdo de Vortex (Biomatic, Porto Alegre-RS) por trinta
segundos, a uma velocidade aproximada de 1500 rpm,
obtendo-se fragmentos de 0,8 £ 0,003 mm de compri-
mento. Os fragmentos foram filtrados a vacuo em filtro
Millipore quadriculado (9 mm? por quadricula) e conta-
dos com auxilio de microscopio estereoscopico (40x) os
nimeros de hifas que interceptavam as linhas da qua-
dricula.

Os dados obtidos foram transfermados pela equaciio
y = ft+0,5, sendo t os dados de contagem e submeti-
dos a analises de varidncia ¢ regressiio, utilizando-se o
programa AVBRPOL do Centro de Processamento de
Dados da ESAL.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 14 compostos nitrogenados avaliados
como fonte de N para G. giganfea in vitro, apenas
os aminoacidos histidina, leucina, cistina, metio-
nina e fenilalanina ¢ a peptona mostraram efeitos
significativos (P < 0,05) sobre ¢ crescimento mi-
celial medido pelo método da interse¢lio de hifas
(Fig. 1a-). Os demais aminodcidos ndo exerceram
efeitos significativos no crescimento, embora em
alguns casos tenham-se observado aumentos de
até 30% no crescimento micelial. A histidina
mostrou efeito linear positivo até a dose de
11,2 mg/l (Fig. 1d), enquanto a metionina teve
efeito linear negativo (Figura le). A fenilalanina
mostrou-se inibitoria em todas as concentragdes
estudadas (Fig. 1c). A leucina, a cistina ¢ a pep-
tona mostraram respostas segundo modelo raiz
quadrada (Fig. 1a, 1b, 1f). Ao contrério da leucina
e cistina, peptona mostrou-se inibitéria na concen-
tragiio mais elevada, quando comparada com o
tratamento controle. As curvas de resposta de
leucina e cistina indicam que G. gigantea benefi-
cia-se da adigdo de quantidades bem pequenas
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desses amino4cidos ao meio nutritivo. E possivel
que a fenilalanina ¢ a metionina possam estimular
o crescimento micelial quando utilizadas em con-
centragdes menores que 6,6 ¢ 4,0 mg/l, respecti-
vamente.

Os efeitos benéficos da leucina e cistina, ja ci-
tados por Beilby & Kidby (1982); Beilby (1983);
¢ Hepper & Jackobsen, (1983) mostram a capaci-
dade dos fungos MVA de utilizar esses aminoéci-
dos para o crescimento micelial. A leucina exége-
na é absorvida e utilizada na sintese de peptideos
que parecem ser essenciais ao crescimento dos
fungos MVA (Beilby & Kidby, 1982) ¢ outros
fungos filamentosos (Coocl & Leal 1972). A G. gi-
ganfea MOStrou menor resposta € menor requeri-
mento externo de cistina quando comparada com
Glomus caledonicus, avaliado por Hepper &
Jackobsen (1983) em meio sélido. Isto pode ser
resultante de diferengas na capacidade de absorgiio
¢ assimilagfio deste aminodcido entre as duas es-
pécies, ou da maior disponibilidade da leucina em
meio liquido, conforme utilizado no presente es-
tudo.

Os efeitos estimulantes da histidina contrastam
com os resultados de Hepper & Jackobsen (1983)
para G. caledonicus. Esses autores encontraram
efeitos inibitérios no crescimento quando a histi-
dina foi incorporada ao meio nutritivo na concen-
tragfio de 22,4 mg/l. Como a concentragdo maxi-
ma utilizada no presente trabalho foi de 11,2 mg/l,
é possivel que esta dose esteja préxima da concen-
tragéo de estimulo méaximo. A adigdio de peptona
estimulou o crescimento até concentragio de
500 mg/l e inibiu em concentra¢des mais elevadas,
fato também verificado por Siqueira et al. (1982)
com Gigaspora margarita crescendo em meio
nutritive sélido. O efeito inibitério da peptona pa-
rece ser devido 4 presenga de aminodcidos como a
fenilalanina ¢ a metionina, capazes de inibir o
crescimento micelial. O efeito estimulatério da
peptona em concentragBes mais baixas pode ser
atribuido & sua capacidade de fornecer C, N, S, ¢
vitaminas (Kalisz & Moore, 1986). No entanto,
como o meijo nutritivo utilizado neste estudo con-
tém esses fatores nutricionais, a peptona parece
ser utilizada como fonte de aminoacidos ou N para
a G. gigantea. Embora estimulos no crescimento
micelial tenham sido verificados pela suplementa-
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- ¢30 do meio com certos compostos nitrogenados, incorporagdo no metabolismo dos esporos ou do
a essencialidade destes para os fungos MVA s6 micélio.
podera ser confirmada apés a realizagio de estu- O fato de que a maioria dos aminodcidos estu-
dos bioquimicos que evidenciam sua absor¢iio € dados mostraram efeitos depressivos ou nulos em
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FIG. 1. Resposta em crescimento -micelial do fungo G. gigantea em meio nutritivo liguido suplementado com
compostos nitrogenados em diferentes concentracdes. Dados transformados pela equacio ‘It +0,5.
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relagio ao crescimento micelial ¢, de certo modo,
inesperado, pois, existem indicagdes de que espo-
ros de fungos MVA possuem baixa capacidade de
sintetizar aminoacidos como a glicina, a metio-
nina, a cisteina, a lisina, a prolina e a fenilalanina
(Beilby & Kidby, 1982; Beilby, 1983). Se esses
esporos niio sfio capazes de sintetizar esses amino-
4cidos, espera-se que eles possam estar entre os
fatores limitantes para o crescimento do fungo na
auséncia de rafzes, e assim, deveriam responder
positivamente a adigio destes a0 meio de cresci-
mento, como foi verificado para G. caledonicus
(Hepper & Jackobsen, 1983). A auséncia de res-
posta destes fungos a esses aminoadicos in vitro ja
foi também constatada em outro estudo ndo publi-
cado conduzido pelo co-autor do presente traba-
lho, ¢ pode ser devido: a) A inviabilidade das hifas
de absorver e assimilar esses compostos; b) a alta
reserva interna de aminodcidos no esporo; c) a
nfio-essencialidade dos mesmos para sintese pro-
téica na fase de germinagio e crescimento inicial
do tubo germinativo.

Tem sido sugerido que a quantidade de amino-
cidos exsudados na rizosfera exerce grande influ-
éncia no crescimento das hifas e colonizagio das
rafzes pelos fungos MVA (Ratnayake et al., 1978;
Schwab et al., 1983). Como a composigdo de ami-
noacidos dos exsudados radiculares ¢ influenciada
pela nutrigdo da planta hospedeira (Schwab et al.,
1983), e os fungos MVA reagem de modo dife-
renciado a esses compostos, pode-se sugerir que a
concentragdo relativa dos aminoédcidos na rizos-
fera desempanharia um papel mais importante no
estabelecimento da simbiose MVA do que a
quantidade total de aminodcidos exsudada, con-
forme proposto por Ratnayake et al. (1978). Esse
aspecto merece ser avaliado no sistema MVA,

CONCLUSOES

1. Dos quatorze compostos orginicos nitroge-
nados apenas os aminoécidos leucina, histidina,
cistina € a peptona estimularam o crescimento mi-
celial de esporos pré-germinados de G. gigantea
em meio nutritivo liquido.

2. A adigio de metionina ¢ fenilalanina, mesmo
nas concentragdes mais baixas avaliadas, mostra-
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ram-se inibitérias para o crescimento micelial da
G. gigantea.

3. Os compostos glicina, lisina, 4dcido gluté-
mico, dcido aspartico, prolina, cisteina, arginina e
asparagina nfio exerceram efeitos significativos
sobre o crescimento micelial.
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