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RESUMO - Foi avaliado o efeito do uso dos agentes desinfestantes hipoclorito de sédio, clorami-
na-T, cloreto de mercurio, formaldeido, € dos antibiéticos estreptomicina, gentamicina, pimaricina
e cloranfenicol, sobre a incidéncia de contaminantes fangicos e bacterianos nos esporos de fungos
endomicotrizicos e sobre a sua germinagho. Hipoclorito de stdio, nas concentragbes de 0,5 ¢ 1% ¢
tempo de exposigio de doze minutos ¢liminou a maioria dos microrganismos contaminantes dos
esporos de Gigaspora margarita, causando poucos danos A sua germinagfio. Formaldeido ¢ cloreto
de mercirio também climinaram os contaminantcs, mas reduziram em 100% a germinagfo dos es-
poros dos fungos MVA. Os antibiéticos tiveram efeito negativo sobre a germinagso dos esporos. O
uso de solugiic de estreptomicina a 50 ou 100 ppm ¢ gentamicina 25 ou 50 ppm mostraram-se
promissores para a desinfestagdo de esporos de fungos MVA.

Termos para indexaglio; fungos endomicorrizicos, desinfestagio superificial, germinagio de espo-

ros.

SURFACE DISINFESTATION OF

VESICULAR-ARBUSCULAR MYCORRHIZA FUNGAL SPORES.

1. EFFECTS OF CONCENTRATION AND EXPOSITION TIME OF DISINFECTING AGENTS AND ANTIBIOTICS

ABSTRACT - The effects of disinfecting agents (sodium hypochlorite, chioramine-T, mercurium
chioride and phormaldehyde) and antibiotics (streptomycin, gentamycin, pimaricin and chloran-
phenicol) were studied on germination of Gigaspora margariia Spores and on incidence of fungal
and bacterial contaminants. The use of sodium hypochlorite either 0.5 or 1% for twelve minutes

climinated spore contaminant microorganisms,

causing little damage to its germination. The use
phormaldehyde and mercurium chloride was very

effective on disinfestation, but reduced drasti-

cally spore viability. The use of antibiotics also reduced VAM fungal spore germination. Strepto-
mycin at 50 and 100 ppm and gentamicin 25 and 50 ppm showed to be effective for VAM fungal

spore disinfestation.

Index terms; endomycorrhizal fungi, surface sterilization, spore germination.

INTRODUCAO

Os fungos micorrizicos vesiculo-arbusculares
{FMVA) apresentam grande potencial para utili-
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zagdio pratica na agricultura, dada a sua capacida-
de de promoverem o crescimento das plantas. En-
tretanto, a condigiio de “biotréfico obrigatério”
tem impossibilitado seu cultivo in vitro, dificul-
tando a produgio em massa de inoculante de boa
qualidade ¢ estudos relacionados com a taxono-
mia, ecologia, fisiologia e relaglo fungo-hospe-
deiro (Siqueira, 1987).

A multiplicagio destes fungos sé ¢é conseguida
através do uso de planta hospedeira em solo ou
substratos de crescimento vegetal, o que possibili-
ta o desenvolvimento simultineo de microrganis-
mos contaminantes, comumente associados aos
esporos (Schenk & Nicolson, 1977; Secilia & Ba-
gyaraj, 1987, Sylvia & Schenck, 1983).
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Dado o grande tamanho e ornamentacfio da pa-
rede externa, os esporos apresentam-se freqlien-
temente parasitados ou associados a microrganis-
mos que podem atuar na germinagiio, no cresci-
mento micelial e na sobrevivéncia dos FMVA. Por
isso, tanto para a multiplicagiio in vivo quanto para
estudos fisiolégicos in vitro, a desinfestagfio dos
esporos torna-se de grande importéincia.

Diversos agentes oxidantes e antibi6ticos tém

sido utilizados para descontaminagfo destes espo-

ros (Mosse, 1962; Tommerup & Kidby, 1980).
Entretanto, informagdes sobre os danos causados
aos esporos por estes produtos sfo escassas. Estu-
dos de viabilidade dos esporos apds descontami-
nagfio com produtos quimicos podem fornecer in-
formagdes sobre sua habilidade em sobreviver as
operagdes de laboratério, € a0 mesmo tempo, es-
clarecer certos aspectos do desenvolvimento e so-
brevivéncia dos FMVA em seu habitat natural.

No presente trabalho, estudou-se o efeito de
concentragio ¢ o tempo de exposigiio de diversos
agentes oxidantes e antibi6ticos sobre a germina-
¢do de esporos de FMVA e sobre os microrganis-
mos contaminantes.

MATERIAL E METODOS

Os esporos de Gigaspora margarita (Becker & Hall)
e Scutellospora heterogama (Nicol & Gerd) Walker &

A, COLOZZI-FILHO et al.

Sanders, foram multiplicados em vasos de cultivo com
Brachiaria decumbens em solo misturado com vermi-
cullta, na proporgiio de 3:1, fumigado com bromex (260
cc/m’ de substrato), ¢ mantidos em casa de vegetaglo
durante pelo menos quatro meses. Apds a multiplicagsio,
solo e raizes foram secos ao ar e armazenados em cma-
ra fria com temperatura entre 4 ¢ 6°C. Os esporos foram
extraidos do solo-in6culo por peneiramento via Gmida,
em peneiras com maltha de 0,720 mm ¢ 0,105 mm de
abertura, centrifugados em dgua a 3.000 rpm durante
trés minutos, ¢ em sacarose 45% a 2.000 rpm por dois
minutos, seguindo-se lavagens com forte jato de igua.

Os agentes desinfestantes ¢ os antibiéticos, nas con-
centragdes e tempo de exposigio aplicados, sio apresen-
tados na Tabela 1. Cloranfenicol; estreptomicina ¢ gen-
tamicina foram também estudados combinados, em la-
vagem dos esporos por dez minutos, incorporados ou
nio ao meio de germinagiio, nas concentragBes de 25 ¢
50 ppm.

Para auxiliar a seleglio de antibidticos mais eficazes
na desinfestagio, foram feitos antibiogramas, utilizan-
do-se suspensbes de bactérias previamente isoladas dos
esporos de G. margarita. Discos de papel estéril con-
tendo os antibidticos estreptomicina, gentamicina, clo-
ranfenicol (25, 50, 100 e 200 ppm) e pimaracina (2,5; 5;
10; ¢ 20 ppm) foram colocados em placas contendo
meio MB1 (Tuite, 1969) contaminado com as bactérias,
e incubados por 72 horas, na auséncia de luz € com
temperatura de 25 a 28°C. O efeito antibiético foi avali-
ado pela formagio de halo de inibigio do crescimento
bacteriano, sendo considerado ausente {sem inibig&o),

TABELA 1, Agentes-desinfestantes e antibiéticos nas concentragdes e tempo de exposiciio estudados.

Produtos Concentragdio Tempo de exposigio
(min)
Agentes desinfestantes:
- Hipoclorito de sédio soluggio P.A. 5% cloro livre, Reagen 0,5a1,0% VIV 3.6,12,24
- Cloramina-T P.A., Riedel de Haen 2.0,6.0% P/V 3,6,12,24
- Formaldefdo em solugio 35% P.A., Merck 2.5,5.0,10,20% V/V 20
- Cloreto de mercidrio P.A., Merck 0.025,0.05,0.1, 0.2 P/V 20
Antibiéticos
- Estreptomicina (Sulfato de estreptomicina) 50, 100, 200, 400 ppm 10
Fontoura-Wyeth 50 ppm 2.5,5.0,10,20
- Gentamicina (Garamicina injetavel 25, 50, 100, 200 ppm 10
30 mg) Schering 25 ppm 2.5,5.0,10,20
- Pimaracina (Pimaracin} suspensdo 2.5,5.0,10, 20 ppm 10
1,5%, Sigma 5 ppm 2.5,5.0,10,20
- Cloranfenicol (Quemicetina 25, 50, 100, 200 ppm 10
injetdvel) Schering 25, 50, 100, 200 ppm. 2.5,5.0,10,20
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pequeno, médio cu grande, em fungdo do didmetre do
halo de crescimento bacteriano formado.

As solugdes desinfestantes foram preparadas a partir
da dilui¢Bo dos produtos em dgua destilada esterilizada,
¢ aplicadas aos esporos com auxilio de seringas de vidro
com capacidade de 20 ml, acopladas a unidades de fil-
tragio por membrana. Como tratamento-controle, utili-
zou-se a lavagem dos esporos em figua destilada estéril,
pelo maior tempo de exposigio aplicado em cada en-
saio,

Apos a aplicagfio dos tratamentos, os esporos foram
lavados com dgua -destilada estéril e plaqueados em
meio 4gar-agua (1%), num total de dez esporos por pla-
ca. Em todos os ensaios, a incubagio foi feita, na au-
séncia de luz, & temperatura de 25 a 28°C, por quatorze
dias. A taxa de germinagfo foi avaliada considerando-se
germinados os esporos que emitiram pelo menos um
tubo germinativo. A incidéncia de contaminantes (fun-
g0s ou bactérias) foi avaliada considerando-se contami-
nados os esporos que apresentaram quaisquer sinais de
crescimente de fungos ou de bactérias, Para a contami-
nagio bacteriana, considerou-se o nlimero de placas que
apresentou esporos contaminados. Todos os ensaios fo-
ram conduzidos com cinco repeti¢des e repetidos uma
vez.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Aumentos no tempo de exposi¢do dos esporos
ou na concentragio dos agentes desinfestantes, hi-
poclorito de sédio ou cloramina-T, provocaram
redugdes na taxa de germinagio, podendo as con-
centragdes menores ser aplicadas aos esporos por
mais tempo (Fig. 1). O uso de hipoclorito de sédio
1% por 24 minutos reduziu a germinago. Entre-
tanto, esta mesma concentraglio promoveu a des-
contaminagfio dos esporos quando expostos por
pelo menos trés minutos. Hipoclorito de sédio em
concentrages acima de 2% por cinco minutos
inviabilizou os esporos.

Segundo Pelczar et al. (1980), os desinfestantes
do grupo dos halogénios sfio agentes oxidantes
enérgicos que atuam sobre 0s constituintes celula-
res provocando a morte dos microrganismos. E
possivel que a inviabilizagdo dos esporos pelo clo-
ro se deva 3 sua combian¢io com proteinas da
membrana citoplasmética e enzimas. Daniels &
Menge (1980) observaram diminuigio na pigmen-
tag3o de esporos de Glomus epigaeum apés a ex-
posi¢ao ao hipoclorito de sédio. Este efeito foi
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atribuido a processos de oxidagio do agente desin-
festante com a melanina componente da parede
dos esporos.

Cloramina-T a 6% aplicada por seis minutos
reduziu a taxa de germinagiio dos esporos em 57%
(Fig. 1). Aumentos na concentragio deste desin-
festante e no tempo de exposi¢fio dos esporos re-
duziram a contamina¢io por fungos e bactérias.
Segundo Collins (1969), cloramina-T € mais estd-
vel que hipoclorito de sodio, sendo a liberago do
cloro feita de forma gradual e lenta. Como a ex-
posi¢o dos esporos ao desinfestante nflo se pro-
longou, ¢ possivel que néo tenha ocorrido a libe-
ragiio total do oxidante cloro para uma agéo eficaz
de descontaminagfio. A liberagio do cloro do hi-
poclorito de sédio ¢ instantinea (Collins, 1969), e,
embora atue mais que a cloramina-T sobre a ger-
minagdo dos FMVA em concentragio € tempo de
exposi¢io adequados, pede eliminar os contami-
nantes sem inviabilizar os esporos.

Formaldeido aplicado aos esporos de G. mar-
garita por 20 min, nas concentragdes de 2,5; §;
10; e 20%, inibiiu totalmente o crescimento de
fungos contaminantes e reduziu a contaminagfo
bacteriana em até 80%, em concentragBes maiores
que 5% (Fig. 2). Entretanto, nio houve germina-
¢io dos esporos em nenhuma das concentragdes
testadas.

Cloreto de mercirio, nas concentragdes de
0,025; 0,05; 0,1 e 0,2%, aplicado aos esporos de
G. margarita por 20 min, eliminou totalmente a
contaminagio (Fig. 2). Entretanto, a taxa de ger-
minag3o foi reduzida em 87% quando foram apli-
cadas concentragdes maiores que 0,05%.

Embora eficientes na eliminagfio dos contami-
nantes, o forte efeito depressivo sobre a germina-
¢o dos esporos de G. margarita tornam pequenas
as possibilidades de uso do formaldeido ou do clo-
reto de merctrio na descontaminaglio de esporos
de FMVA.

Todos os antibi6ticos no tempo de exposi¢éo
utilizado (10 min) tiveram efeito sobre a germina-
¢3o dos esporos, sendo este diferenciado em fun-
¢fo da espécie filngica, do produto ¢ das concen-
tragdes utilizadas (Fig. 3). Aumentos na concen-
tragio de estreptomicina diminuiram a germinagio
de G. margarita, sendo este efeito menor nas con-
centragdes de 50 ¢ 100 ppm. Para S. heterogama,
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FIG. 1. Efeitos do tempo de exposicko durante a [avagem com agentes desinfestantes, em duas coneentrm;bé,
na germinagfio e contaminacfio com fungos e bactérias em esporos de Gigaspora margarita. As barras

representam erro-padriic da média.

os efeitos negativos sobre a germinagdo dos espo-
ros foram diminuidos com aumentos na concen-
tragfio de estreptomicina. A redugfio média na taxa
de germinaglio de esporos de G. margarita trata-
dos com gentamicina foi de 77%, sendo este efeito
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maior na concentragio de 50 ppm. Este mesmo
antibidtico teve pouco ou nenhum efeito sobre a
germinag3o de S. heterogama (Fig. 3). O uso'de
pimaracina, um antibidtico espécifico para fungos,
em concentragdes acima de 2,5 ppm teve efeito



DESINFESTAGAO SUPERFICIAL DE ESPOROS DE FUNGOS MICORRIZICOS 1123

FORMALDEIDO
50 -+ - 100
\
\
(N
4 \ n
\ R
® \ .
« 30 - N\ L0
' ) a
O \ <
< \ z
z § AN i 3
=
€ \ =
® 10 4 Ve e = e = e = = =} 20 S
|
0 T ] T o '
o 25 5 10 20

50 L 100
2 R
30 4 _ 80 o
-
. [T
o «
L. - =
o -
< =
o 5
w N - x
S 8
\ 1
1 [
L] T 1 | ]

0 0,025 008 0, 02

CONCENTRAGXO, %

FIG. 2. Efeito da lavagem com formaldeido e cloreto de mercdrio por 20 min, em diferentes
concentragbes, na germinacho e contaminagio de esporos de G. margarita.

negativo mais acentuado sobre a germinagfo de G. centra#ﬁo (25 ppm), reduziu a germinagio de G.
margarita. Cloranfenicol, mesmo em baixa con- margarita em 87%.
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FIG. 3. Efeitos de antibiéticos aplicados em lavagem por 10 minutes, em diferentes concentragdes, sobre a
germinacgho de esporos de Gigaspora margarita e Scutellospora heterogama. As barras representam

erro-padrio da média.

Estes resultados demonstram a complexidade
das interagdes antibidtico/esporo de fungos MVA,
& corroboramn as informag¢des de que cada espécie
pode reagir diferentemente aos antibidticos, con-
forme sugerido por Hepper (1983), Menge (1984)
¢ Sylvia & Schenck (1983). A germinagdo de G.
margarita, parece ser mais sensivel & ago dos an-
tibiéticos. Segundo Klopfenstein (1985), 50 ¢ 100
ppm de gentamicina incorporados ao meio tiveram
efeitos inibitérios sobre a germinaglio de Glomus
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etunicatum. O mesmo autor relata também inibi-
¢30 da germinag#o e crescimento micelial de Gi-
gaspora rosea em meic contendo 33 ppm de clo-
ranfenicol.

Todos os antibidticos diminuiram a germinag#o
de G. margarita (Tabela 2). Entreptomicina redu-
ziu o crescimento de fungos contaminantes, sendo
este efeito maior com aumentos no tempo de ex-
posiglio. Entretanto, estreptomicina n3o controlou
a populagio de bactérias. Gentamicina mostrou
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TABELA 2. Efeitos da lavagem com antibiéticos em
diferentes tempos de exposigiio, sobre a
germinacfio e contaminacfio de esporos

de Gigaspora margarita.
Tempo de Genmi- Contaminaghio (%)
Antibidticos exposiGho nagio
(concentragio) {min) %) Fungos Bactirios
Estreptomicina 0,0 70+ 4* 100+ O* 100
(50 ppm) 2,5 38z 6 80+ 20 100
5,0 42111 4 +£19 100
10,0 3441 3 76+ 19 100
20,0 47+ 8 2719 100
Gentamicina 0,0 70t 4 100+ 0 100
(25 ppm) 2,5 9+ 35 100t O 20
50 30+12 75215 20
10,0 5510 3018 o
20,0 27 2 88+ 7 40
' Piramicina 0,0 0t 4 100+ ¢ 100
(5 ppm) 25 56t 9 524122 80
5,0 641 9 100+ 0 80
10,6 S6+ 16 54+23 60
20,0 52410 7714 80
Cloranfenicol 0.0 70+ 4 106t 0 100
(50 ppm) 2,5 412 64422 60
50 5211 22120 80
10,0 57+ 6 47118 80
20,0 471 6 86+ 14 40
* Erro padrio da média.
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efeitos pouco consistentes no controle de conta-
minantes fingicos, mas reduziu a contaminagfio
bacteriana em até 100% quando aplicada aos es-
poros por 10 min. Pimaracina e cloranfenicol di-
minuiram o crescimento bacteriano, independen-
temente do tempo de exposiclo utilizado. A aglio
de agentes desinfestantes ¢ antibiéticos ¢ fungo
direta da concentraglio ¢ do tempo de exposigio
(Collins, 1969). Todos os antibi6ticos mostraram
algum efeito de inibigdo sobre o crescimento da
populagio de contaminantes fingicos ou bacteria-
nos, nos tempos de exposicio e concentragio uti-
lizados.

Cloranfenicol em lavagem, associado ou ndo 4
estreptomicina ou gentamicina, incorporados ou
n%o ao meio de germinagdo, ndo exerceu efeito
negativo acentuado na germinago dos esporos de
G. margarita (Tabela 3). Sempre que se incorpo-
rou antibiético ao meio, a contaminagdio com
bactérias foi reduzida. O melhor controle da con-
taminag3o bacteriana foi obtido quando os esporos
foram lavados com cloranfenicol 50 ppm por 10
min, e em seguida plaqueados em meio contendo
estreptomicina ou gentamicina 50 ppm. Cloranfe-
nicol e estreptomicina, quando usados em combi-
nagio e lavagem dos esporos, ndo controlou a
contaminago bacteriana.

TABELA 3. Efeitos do uso combinado de antibiéticos na germinacho ¢ contaminagfio de esporos de Gigaspo-

ra margarita.

Contaminagio (%)
Uso em lavagem Uso incorporado Germinagéo
por 10 minutos ao meio % Fungos Bactérias

Cloranfenicol 50 ppm (CL) Estreptornicina 50 ppm (ES) 46+ S5* 43 + 25" 20
CL 50 + ES 50 Nenhum 50+ 5 0 100
CL25+ES25 Nenhum 51+ 7 0 100
CL S0+ES 25 Estreptomicina 25 ppm 46+ 6 19:20 40
Cloranfenicol 25 ppm ES 50 62: 8 27120 40
CL 50 ES 25 50+ 8 6220 40
CL 50 Gentamicina 50 ppm (GE) 491+ 9 80 + 20 20
CL 50 + GE 50 Nenhum 7: 4 100+ 0 60
CL25+GE25 Nenhum 80z 5 3019 80
CL 50+GE 25 Gentamicina 25 ppm 6l 7 88:16 60
CL2s GE 50 5413 17: 14 60
CL 50 GE 25 46+ 2 451 10 80
Controle - sem antibidtico 581 5 2419 100

* Erro padriio da média.
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Estes mesmos antibiéticos, em agfio isolada
(antibiogramas), tiveram efeitos diferenciados so-
bre bactérias isoladas de esporos de FMVA e
multiplicados em meio de cultivo (Tabela 4). Clo-
ranfenicol e pimaracina nlio tiveram efeito sobre o
crescimento das bactérias. Estreptomicina ¢ gen-
tamicina inibiram o crescimento bacteriano, sendo
este efeito maior quanto maior a concentragiio uti-
lizada. '

TABELA 4. Aciio inibitéria de antibiéticos sobre o
crescimento de bactériss isoladas de es-
poros de G. margarita. Antibiograma.

Antibidtico

Concentragio Halo
ppm de inibigdo
Esu'eptomicina 25 pequeno
50 médio
100 médio
200 grande
Gentamicina 25 pequeno
50 médio
100 grande
200 grande
Pimaracina 2,5 ausente
50 ausente
10,0 ausente
20,0 ausente
Cloranfenicol 25 ausente
50 ausente
100 ausente
200 ausente
CONCLUSOES

1. Hipoclorito de sédio, nas concentragdes de
0,5 e 1% e tempo de exposighio de doze minutos,
eliminou os microrganismos contaminantes dos
esporos de Gigaspora margarita, causando pouce
danc a sua germinag#o.

2. Formaldeido e cloreto de mercirio sfic des-
contaminantes eficazes, mas reduziram drastica-
mente a germinagio dos esporos de G. margarita.

3. Os antibiéticos atuaram sobre a germinagfo
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dos esporos, sendo este efeito dependente da con-
centragfio utilizada.

4. Estreptomicina nas concentrages de 50 e
100 ppm, e gentamicina nas concentragdes de 25 ¢
50 ppm, se mostraram promissoras para uso em
procedimentos de desinfestagdic de esporos de
FMVA.
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