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1. INTRODUCXO

O papel dos fungos micorrizicos ves{culo-arbusculares
(FMVA) na nutricZo e crescimento da maioria das espécies
vegetais ¢ amplamente conhecido. Por esses efeitos, eles
constituem grande potencial para uso na agricultura,
Principalmente de clima tropical, onde predominam solos
minerais deficientes em nutrientes e com elevada ﬁcidez.

Contudo, apesar dos estudos acerca destes fungos terem
recebido grande énfase nos Gltimos anos, pouco ainda se conhece
sobre os aspectos nutricionais, fisioldgicos e bioquimicos do
desenvolvimento dos mesmos, sendo sua multiplica¢%o em cultura
pura no laboratdrio ainda inexistente. Varios meios de cultivo
t8m sido sendo testados, mas até o momento, nenhum destes mos-
trou-se capaz de sustentar o crescimento e esporulac3o desses
fungos na auséncia de tecido vivo da planta hospedeira.Esta de-
pend®ncia dos fungos a raifzes metabolicamente ativas constitui
o principal obstAculo para estudos basicos sobre sua biologia e
explorac®o comercial destes em larga escala.

Baseando-se nestes fatos, estudos sobre o requerimento

nutricional dos FMVA, de forma a obter subsidios para o seu
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desenvolvimento em meio de cultura, na auséncia de raiszes
vivas, tornam-se de grande importancia.. Se bem sucedidos,
possibilitariam sua aplicagZc mais ampla na agricultura,
permitiriam estudos de manipulagZo genética e selecZo de espé-
cies mais adequadas para condig®es especificas de solo e
planta, possibilitando sua exploragZc. Diante disto o presente
trabalho teve por objetivos verificar os efeitos de amino&cidos
e de peptona sobre o crescimento micelial de Gigaspora
gigantea, visando elucidar a exigéncia destes fungos a estes

compostos nitrogenados.



2.REVISXO DE LITERATURA
2.1. Aspectos gerais da nutrigdo nitrogenada de fungos

0 estabelecimento de microrganismos em meio de cultura
depende do fornecimento dos requerimentos nutricionais
essenciais a sua fisiologia e desenvolvimento. Dentre 06
elementos nutricionais, o nitrogénio ¢ o maior regulador do
metabolismo celular e requerido na sintese de uma variedade de
importantes constituintes celulares, incluindo aminoacidos e
proteinas; purinas, pirimidinas e Acidoe nucléicos; glucosamina
e quitina e varias vitaminas, sendo portanto indispensavel para
© crescimento e desenvolvimento dos fungos. Mﬁdancas na forma e
quantidade de nitrogénio disponivel no meio tem alterado
radicalmente o metabolismo celular, embora a maioria dos fungos
sejam capazes de utilizar uma ampla variedade de compostos como
fonte de nitrog®nio. A maior parte dos estudos tem sido feita
Principalmente com nitrato, nitrito, aménia, aminoacidos e
uré¢ia, mostrando que alguns tipos de compostos nitrogenados
podem ser utilizados preferencialmente POor uma espécie ou
isolado em particular (19, 22, 42, 43 e 46). O transporte de

moléculas pequenas através da membrana plasmdtica representa o
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pPrimeiro ponto no qual o fungo pode exercer controle na
incorporasso de fontes de nitrogénio e por.esta razfo tem sido
dada grande #nfase aos mecanismos de absorgSc. Com exegZo de
proteinas, a maioria dos compostos nitrogenados sZoc pequenos e
capazes de penetrar diretamente na célula, nfo exigindo
mecanismos de transporte especializados. Por outro lado, ami-
nodcidos que constituem um dos maiores e mais diversos grupos
de substadncias transportadas atravée da membrana fungica,
envolvem uma variedade de diferentes sistemas de transporte
passiveis de controle pelo processo assimilatério dessas fontes
de nitrogénio, GARRAWAY & EVANS (19) e GRIFFIN (22). Contudo,
apesar da facilidade na absorco de fontes nitrogenadas
simples, 2 habilidade dos fungos em utilizar formas de
nitrogénio inorginico que nXo aménia, depende da presenga de
enzimas ou sistema enzimatico capaz de converter estes compos-
tos em aménia e incorpora-la em compostos ‘orginicos. O conhe-
cimento da via metabdlica de assimilag3o0 de nitrato e nitrito
mostra que sua absorc3o depende da atividade das enzimas nitra-
to e nitrito redutase, presentes na parede celular, gque permi-
tem a reduc3o dessas formas de nitrogénio & forma amoniacal,
GARRAWAY & EVANS (19). A utilizac3c de nitrato ¢ ampla na
maioria dos fungos, mas inabilidade em utilizar essa forma de
nitrogénio €& comum em Blastocladiales, Saprolegniacea, levedu-
ras e basidiomicetoe superiores, LANDECKER (38) e NICHOLAS
(46), e embora nitrito possa ser utilizado também como fonte de

nitrogénio por alguns fungos ele ¢, muitas vezes, téxico a
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muitas espépies, devido 2 sua habilidade em deaminar aminoaci-

dos e interferir no metabolismo de enxofre por causa da sua si-
milaridade com o fon sulfito, GARRAWAY & EVANS (19) e LANDECKER
(39). De maneira geral o fon aménio ¢ préferencialmente assi-
milado em comparagZo com outras formas de nitrogénio inorganico
€ parece ser um importante fator no desenvolvimento dos fungos
(14, 17 e 58), além de exercer papel fundamental como regulador
de varios sistemas metabdlicos.

A maior facilidade na assimilagZc de fon aménio resulta
geralmente, em beneficios ao crescimento micelial e confere
grande valor ecoldgico para fungos do solo onde menor gasto de
energia ¢ despendido na utilizag¢3o dessa forma reduzida de ni-
trogénio. Assume-se que fungos capazes de crescer em meio con-
tendo apenas nitrogénio mineral possuem o sistema enzimatico
requerido para formar todos os compostos nitrogenados necessi-
rioe a sua fisiologia e desenvolvimento. No entanto, nem todos
os grupos de fungos possuem esta habilidade e uma grande parte
requer determinados compostos nitrogenados especificos como
peptideos, proteinas, vitaminas e certos aminoacidos, LILLY
(42). Isso ocorre em geral pelo fato desses fungos apresentarem
geralmente falhas na capacidade de sintese destes compostos
devido & falta de uma ou mais enzimas das vias metabdlicas.

A capacidade de fungos em utilizar fontes organicas de
nitrogénio esta,portanto,diretamente relacionada 2 assimilag3o
e aspectos metabdlicos envolvidos nos processos biossintéticos

de moléculas complexas, podendo ser utilizados em maior ou
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menor extegsso dependendo do fungo e composto especifico for-
necido, GARRAWAY & EVANS (19).

Apesar de varios estudos, muitos processos metabslicos
dos fungos 8%Zo ainda desconhecidos, dificultando o entendimento
e elucidagio dos mecanismos operantes durante seu desenvolvi-
mento. Normalmente fungos podem utilizar aminoicidos como fonte
de nitrogénio e incorpora-los diretamente asg protelnas, mas va-
riagBes consideraveis na taxa de absorc¢Zo e na extens3o pela
qual estes podem ser utilizados para o creecimento e esporula-
¢do tem sido verificadas para varias espécies fungicas (19, 21
e 48).

Efeitos especificos de aminoacidos tém sido relatados
na literatura para muitos fungos (9, 17, 34, 40, f3 e 74), mos-
trando que o requerimento em aminoaAcidos varia com a espééie de
fungo utilizada, com o estagio de desenvolvimento e com as con-
dig¢Zes de cultivo empregadas, GARRAWAY & EVANS‘(IS) e OLUFOLAJI
(48), dificultando desta maneira generalizac®es. Acredita-se
que fungos que n3o mostram requerimento especifico por aminoa-
cidos sejam capazes de sintetizar todos os aminoicidos necessa-
rios ao seu metabolismo a partir de reagB®es de transaminacio de
aminoécidos.doadoree de grupo amina, ou obtem o8 aminoacidos
atravées da reciclagem de seus constituintes nitrogenados pelo
processo de autdlise, GARRAWAY & EVANS (19). Contudo, parece
que de maneira geral, beneficios para o crescimento dos fungos
tem sido obtidos com asparagina, acido glutamico, glicina e

Acido aspartico, NICHOLAS (46). Mistura de aminoadcidos ou
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fontes complexas de nitrogénio como caseina hidrolisada e
peptona permitem maior e mais rapido desenvolv}mento dos fungos
qQue aminoacidos fornecidos individualmente (9, 30, 39, 47 e
53). A capacidade dos fungos em utilizar proteinas e¢ polipept!-
deos de cadeia curta depende da secresio de enzimas exocelu-
lares que hidrolizam estas moléculas em subunidades menores,
possiveis de serem assimiladas, GARRAWAY & EVANS (19) e GRIFFIN
(22).

Fica evidente, portanto, que varios compostos nitroge-
nados podem servir de substrato para os fungos, mas a resposta
do organismo a um fator em particular depende da estrutura
quimica da molécula a ser transportada e do metaboliemo celular
do organismo, determinado pela sua composicéo genética,

GARRAWAY & EVANS (19).

2.2. Fungos micorrizicos vestculo-arbusculares (FMVA)
2.2.1. Aspectos gerais

Propagulos dos FMVA encontram-se amplamente distribuf-
dos no solo e rizosfera da maioria das plantas, ZAMBOLIN &
SIQUEIRA (75). Sob condig¢®es favoraveis os esporos contidos no
solo germinam e o tubo germinativo cresce na rizosfera formando
hifas geralmente asseptadas, que entram em contato com raizes

susceptiveis da planta hospedeira e penetram as células
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epidérmicas, colonizando o sitema radicular inter e intracelu-
larmente, SIQUEIRA (60). Através de modificag®es do micélio
intraradicular o fungo produz estruturas tipicas e diferen-
ciadas quanto 2 forma e funs3o conhecidas como arbusculos, ve-
siculas e esporos, BRUNDETT et alii (7). Os arbusculos sZo es-
truturas intracelulares formadas por ramificacgd®es dicotémicasw
das hifas e constituem sitios de trocas metabdlicas entre os .
dois organismos, COX et alii (13). As vesiculas e esporos s3o ;)>
ricos em lipideos e podem originar-se de hifas extraradiculares
ou intraradiculares, funcionando como org3os de reserva e como
propagulos do fungo, garantindo a sobrevivéncia e dispersio dos

S/

mesmos, TRAPPE & SCHENCK (69).

Uma vez estabelecida a associag3o, as hifas extrara-'
diculares do fungo ramificam-se e absorvem nutrientes da
solugdo do solo. Este micélio extraradicular aumenta a area de
absorg3o das rafzes, contribuindo principalmente na absorcfo de
ions de baixa mobilidade como P, Zn, Cu e Fe, que sZo translo-
cados através das hifas at® os arbusculos, onde ocorre a troca /
por metabdslicos fotossintéticos, COX et alii (13). 0Os pro-
cessos de transferéncia e seus mecanismos de controle n3o s3o
bem conhecidos, mas dependem de mecanismos balanceados para o
perfeito funcionamento da simbiose,SIQUEIRA (60).Além do aumen
to na absorcZo de nutrientes promovido pelo fungo, efeitos das

,/f\,
MVA sobre a relagio dgua-planta, agregac3o de particulas de 80~ ‘gy

5
lo, redusSo na severidade de algumas doencas radiculares cau-

sadas por fungos,bactérias e nematsdides, aumento na produsfo de
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fitohorménios, favorecimento da nodulagc3o e fixagSio bioldgica
de nitrogénio teém sido relatados, conforge revisado por
SIQUEIRA (60). Este conjunto de beneficios, permite maior de-
senvolvimento da planta e melhor adaptabilidade as condi¢des
adversas de clima e solo, justificando o grande interesse por
estes fungos;ZContudo, o seu efeito benéfico ¢ ainda condicio-
nado a fato;;s inerentes A planta hospedeira, ao meio ambiente

€ ao proprio fungo, ZAMBOLIM & SIQUEIRA (75), necessitando-se
conhecé-los para permitir a exploragcZo desta simbiose em
beneficio da produciio vegetal.

Os FMVA est3o0 classificados na subdivisZo, Zygomycoti-
na, classe Zygomycetes,ordem Endogonales, famflia Endogonaceae,
géneros  Glomus, Gigaspora, Acauleospora, Entrophospora,
Sclerccystis e Scutellospora. A identifica¢Z%o a nivel de
géneros e espécies ¢ feita com base na ornamentasdo e ndmero de
grupos de parede dos esporos, cor e dimensf%c dos mesmos e
outras caracteristicas morfolégicas peculiares a cada espécie,
SCHENCK & PEREZ (55). Atualmente o numero de espécies conheci-
das ¢ superior a 100 e frequentemente novas espécies s3o encon-
tradas e descritas. Dentre as espécies de FMVA conhecidas
Gigaspora gigantea (Nicol & Gerd) Gerdemann & Trappe caracteri-
za-se pela formagZo de azigosporos globosos ou elipsdides, va-
riagSes em didmetro de 353-368 x 345-398 um,apresentando-se com
coloragso amarelo-esverdeada e alto contetdo em lipideos. Este
fungo n3o forma vesiculas intraradiculares, entretanto, formam

externamente as raizes cé¢lulas auxiliares equinuladas e em

0

’).
;‘



10
cachos, SCHENCK & PEREZ (55). Quanto a forma de nutrig3o os
FMVA s3o considerados simbiontes obrigatérios‘e n3o s3o culti-
dos em meio de cultura na auséncia de planta hospedeira,
SIQUEIRA (59). No entanto, relatos de literatura mostram que
estudos in vitro podem ser realizadoe com este tipo de fungo,
utilizando-se esporos desinfestados superficialmente e alguns
aspectos do processo de germinag3o e infcio do crescimento s3o
conhecidos, SIQUEIRA et alii (65).

A germinagc3o de azigosporos pode ocorrer pela formag3o
de compartimentos periféricos ou pela emiss3o do tubo germina-
tivo diretamente através da parede do esporo,préximo a base da
hifa de sustentasfo,conforme revisado por SIQUEIRA et alii
(65). |

Em Gigaspora gigantea o processo de germinagfc ¢ rapi-
do,ocorrendo em torno de 2 a 3 dias, e a presensa de mais de um
tubo germinativo por esporo tem sido frequentemente observada,
KOSKE (37, 38). 0s tubos germinativos podem atingir varios
centimetros de comprimento e apresentar nicleos distribuidos ao
longo da hifa, frequentemente aos pares ou em grupos de trés ou

quatro, COOKE et alii (11).
2.2.2. Crescimento micelial dos FMVA in vitro

0 crescimento dos FMVA inicia-se pela emergéncia do tu-
bo germinativo,resultante de mecanismos fisicos e enzimaticos
balanceados e diferenciadoe, de acordo com tipo de esporo e

espécie de fungo, SIQUEIRA et alii (65). Estudos wutilizando-se
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inibidores metabdlicos evidenciam os processos bioquimicos que
acompanham a germinag3o, demonstrando que as pPrincipais vias
metabdlicas e mecanismos de produg3o de energia s&o operantes
nos esporos em germinag3o e infcio do crescimento do tubo ger-
minativo na auséncia de raizes vivas (4, 6 e 27).

0 mecanismo exato pelo qual os esporos s3o estimulados
a germinar n3o ¢ conhecido, mas sua germinaglio & possivel tanto
em meio de cultura gquanto no solo, na auséncia de planta hospe-
deira, n%o requerendo fatores nutricionais exdgenos SIQUEIRA
(59). No entanto, a velocidade e a taxa de germinagcio podem ser
influenciados por varios fatores de natureza bidtica e abidtica
como: dorméncia e idade do esporo, microorganismos associados,
pH, temperaturé, potencial de &agua, luminosidade,.tenszo de 02
e CO_,, compostos organicos e inorginicos (15, 16, 31, 38, 41,
45, 54, 63, 64 e 67). Os elementos nutricionais constituem
importantes fatores que influenciam a germinasSo e crescimento
do tubo germinativo em meio de cultura, sendo de fundamental
importancia conhecé-los de forma a permitir seu entendimento e
manipulag8o. A germinas3o de esporos tem sido normalmente
prejudicada em meios enriquecidos e diferensas quanto aos
requisitos nutricionais para a germinasioc e crescimento est3o
bem documentados, SIQUEIRA (59). Este fato tem levado os
pesquisadores a utilizar esporos pré-germinados em agua ou
agar-agua em estudos visando o crescimento micelial em meio de
cultura, como forma de eliminar o efeito negativo do meio so-

bre a germinagZo. Porém,a transferéncia desses esporos pode
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resultar em danos fisicos ao tubo germinativo, dificultando seu
crescimento posterior, TOMMERUP & KIDBY (68) e KOSKE (38).

Em meio de cultura, o tubo germinativo & capaz de cres-
cer, ramificar-se e diferenciar-se, podendo permanecer ativo
por determinado periodo de tempo, quando entfo, inicia-se a
formag¥o de septos a partir do Apice da hifa, devido a retragio
do citoplasma, limitando assim seu crescimento. A inabilidade
do fungo em crescer continuamente sugere falhas no seu meta-
bolismo catabdlico e de sintese, necessitando, provavelmente,
de fatores nutricionais exdgenos ou "indutores” de cresci-
mento para o seu completo desenvol#imento em meio de cultura,
SIQUEIRA (59). Deficiéncias no processo de replicacZo do DNA
foi também, recentemente postulado, como possivel barreira ao
desenvolvimento do fungo in vitro, BURGGRAAF & BERINGER (8).

Diante desta problematica inGmeros estudos, visando de-
terminar os requerimentos nutricionais durante a fase de cres-
cimento micelial, vem sendo realizados, como forma de buscar
subsidios que permitam a definicZo de meio de cultura capaz de
sustentar o crescimento e esporulagSc dos FMVA in vitro. A in-
fluéncia de grande numero de compostos inorginicos e orgdnicos,
definidos oﬁ indefinidos, sobre o crescimento tem sido veri-
ficada, mas variag¢®es nas condigBes de cultivo, espécies de
fungos e metodologias utilizadas vem dificultando comparag®es
entre os resultados obtidos e retardando a elucidac&o dos meca-
nismos envolvidos na resposta do fungo a fatores nutricionais,

SIQUEIRA (59). Contudo,evidéncias da assimili¢3o e incorporagdo
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de compostog do meio pelos FMVA tem sido possiveis com o uso de
elementos radioativos (1, 4 e 6), demonstrando‘a permeabilidade
dos esporos e hifas a nutrientes exégenos fornecidos pelos
meios de cultura. Além disso, mudansas no volume dos esporos,
SIQUEIRA (61), e aumento no conteudo de lipideos e no Peso seco
de esporos durante periodos de incubacSo em aAgar nutriente,
BEILBY & KIDBY (5) bem como,recrescimento limitado de hifas
destacadas de esporo, HEPPER (29) evidenciam que a sintese de
novo material celular ocorre pela utilizagZo de componentes do
meio.

InformagBes acerca da influéncia de elementos minerais,
pPrincipalmente macronutrientes, sobre o crescimento tém mos-
trado que pequenas quantidades de fésforo e enxofre favorecem o
crescimento do fungo, enquanto que potassioc nZo mostra efeito
consistente (28, 52 e 64). No entanto, altas concentragdes des-
tes nutrientes e metais pesados provocam reducdo no crescimento
fungico (27, 29, 31 e 38). A aseimilacZo de nitrogénio pelos
FHVA parece ocorrer preferencialmente na forma amoniacal, AMES
ét alii (1), embora atividade de nitrato redutase tenha sido
detectada em FMVA, demonstrando sua capacidade em utilizar
formas nitricas de nitrogénioc, HO & TRAPPE (33). A adigZo de
sais de NaNOS, NaNOz e NH‘NO3 ao meio de crescimento nZXo
resultou em aumento no crescimento de hifas, MOSSE (45), mas
reduc3o em 55% no crescimento micelial de G, margarita na
presenca de NH4N03 foi verificada por SIQUEIRA et alii (64).

Torna-se no entanto, dificil isolar o efeito de um elemento
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mineral sobre o crescimento, pois na forma de composto o ion
acompanhante pode influenciar a resposta do fgngo, fato verifi-
cado para Na' e C1~ que provocam alteragdes nas caracteristicas
morfoldgicas das hifas quando presentes no meic em concen-
tragsdes elevadas, HIRREL (32).

Substratos organicos complexos, principalmente exsuda-
tos e extratos de raizes, dialisado de sementes, extrato de
levedura e extrato de solo promovem aumentos consideraveis no
crescimento e ramificag3o do tubo germinativo e de hifas (15,
18, 27, 45 e 62). Estes substratos podem conter moléculas na
forma de ions inorganicos, peptideos, aminoacidos, agUcares
simples, Acidos organicos, esterdides, lipfdeos, vitaminas ou
mesmo reguladores de crescimento tendo alto poténcial para a
nutric3o destes fungos mas, por outro lado, devido A sua grande
complexidade, dificuldades tém sido encontradas para isolar os
fatores responsaveis pelo estimulo ao crescimento micelial.
Recentemente, compostos capazes de regular o crescimento destes
fungos foram isolados de exsudatos radiculares de plantas
deficientes em foésforo e caracterizados quimicamente (J.O.
Siqueira, G.R. Safir e M. Nair, comunicagdo pessoal).

Maior ateng3o tem sido dada na busca de fontes energé-
ticas para o crescimento miceliél € inUmeros agucares e acidos
orgdnicos testados, normalmente n%c mostram efeito ou promovem
redusdo no tubo germinativo (27, 29 e 64). Contudo, efeito fa-
voradvel ao crescimento para 4Acido tartarico,oxalico e ciftrico

foi relatado por MOSSE (45) e a adicSo de 4 g/1 de sacarose e
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0,4 a 0,8 g/1 de glicose estimulou o crescimento de Q.
margarita, SIQUEIRA & HUBBELL (62) e SIQUEIRA‘et alii (64). A
auséncia de efeito estimulatério sobre o crescimento, frequen-
temente encontrada pela adigZo de agGcares, nio ¢ claramente
entendida. O metabolismo dos carboidratos parece ocorrer
normalmente nestes fungos MACDONALD & LEWIS (44), indicando que
© suprimento de carbono, provavelmente n%o ¢ o fator limitante
ao crescimento in vitro. Entretanto, o fornecimento de
compostos nitrogenados, especialmente aminoscidos, aumenta o
crescimento micelial em meio de cultura, HEPPER & JAKOBSEN
(30), indicando o requerimento nutricional destes fungos por
nitrogénio organico. AdicZo de peptona em concentrac®es de 1 e
5 g/1 favoreceu o crescimento de G. caledonium, HEPPER (27) mas
1 g/1 deste composto mostrou-se inibitério, para G. nargarita,
SIQUEIRA et alii (62). Na tentativa de determinar quais os
componentes da peptona responsaveis pelo efeito estimulatédrio
sobre o crescimento, HEPPER & JACKOBSEN (30) estudaram a in-
fluéncia de varios grupos de aminoadcidos constituintes da
peptona sobre o crescimento de G. caledonjum. Eles evidenciaram
grupos de aminoacidos estimulatdrios e grupos inibitdérios para
o crescimentb. Cistina, glicina e lisina, nas concentrag®es de
4,6; 556 e 825 mg/l, respectivamente, foram oe mais estimu-
latérios. O agrupamento dos mesmos permitiu aumento de 5 vezes
no crescimento, evidenciando possivel efeito sinergistico. A
demonstragdo de efeito inibitdério ou auséncia de efeito de

alguns aminoacidos sobre o crescimento, sugere que o fungo
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apresenta requerimento diferenciado para estas fontes de
nitrogénio, demonstrando a necessidade de estudos complementa-
res que permitam observar o comportamento do fungo na presenca
de cada aminoacido em particular.

Outroe estudos utilizando-se leucina e acetato marcados
isotopicamente, possibilitaram demonstrar que esporos de @,
caledonium sXo capazes de assimilar @ incorporar leucina du-
rante a sintese protéica e realizar a sintese de aminoacidos,
BEILBY & KIDBY (6). Analise do pool de aminoacidos dos esporos
mostrou que asparagina, arginina, &cido glutimico e glutamina
representaram 76% do total de aminoacidos, enguanto que baixas
concentrag@es de glicina, valina e cistefna foram detectadas,
indicando pequena sintese destes aminoicidos pélos esporos.
Prolina e metionina n3o apresentaram marcag3o, o que sugere
deficiéncia no processo de sintese destes aminoacidos e assim
poderiam ser fator limitante para a formag3c e posterior
crescimento do tube germinativo in vitro. Contudo, a auséncia
de sintese de um aminoAcido por determinado fungo, pode estar
relacionada também a sua alta concentrag3o interna ou a nio es-
sencialidade do mesmo no processo de sintese protefca operante
em determinéda fase do crescimento, GARRAWAY & EVANS (19).

Beneficios de fontes nitrogenadas complexas sobre o
crescimento micelial de FMVA s%o tamb$m documentados. Estudos
realizados por SIQUEIRA & HUBBELL (62) mostraram através do
fracionamento de extrato de solo, que a presenca de proteina

foi o fator responsavel pelo estimulo no crescimento do tubo



17
germinativo de G. margarita e aumento no crescimento do tubo
germinativo de esporos de G, caledonium e G. wmargarita na
presengca de tiamina foi também verificado por HEPPER (27) e
SIQUEIRA et alii (64). Estes fatos podem estar relacionado com
o beneficio de alguns  microrganismos da rizosfera sobre os
FMV4, uma vez que eles podem produzir cofatores, liberando-os
para a solus3o do solo, AZCON-AGUILAR et alii (2) e WARNER &
MOSSE (71).

Diante das evidéncias existentes foi possivel constatar
qQue a adig80 de certos fatores nutricionais como pequena
quantidade de sacarose e glicose, alguns aminoacidos, tiamina,
extrato de solo e dialisado de sementes promovem aumentos no
crescimento micelial de FMVA. Isto indica =& éapacidade das
hifas e esporos em utilizar estes compostos. No entanto, estes
estudos n3o s%o suficientes para permitir definicZo de meio de
cultura capaz de sustentar abundante crescimento micelial e
esporulagdo dos FMVA na auséncia de rafzes vivas. Isto
evidencia a necessidade de maior compreensio dos aspectos

nutricionais envolvidos no seu desenvolvimento.



3.MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido no Laboratério de Mi-
crobiologia do Solo do Departamento de Ciéncia do Solo da Esco-
la Superior de Agricultura de Lavras e constou de varios expe-
rimentos visando avaliar a influéncia de aminoacidos e de
peptona sobre o crescimento micelial de esporos pré-germinados
do fungo micorrizico vesiculo-arbuscular Gigaspora gigantea in
vitro. Na primeira etapa foram estudados osi efeitos de
aminoadcidos isoladamente e pPeptona incorporados ao meioc nu-
tritivo, em diferentes concentragdes. Na segunda etapa do
estudo, aminoacidos previamente selecionados por seus efeitos
positivos sobre o crescimento micelial de G. gigantea, foram

agrupados em combinag®es diversas e testados.

3.1. Obtenydo e preparo dos esporos

A multiplica¢o dos esporos foi feita rela inoculagio
em vasos de cultivo com Brachiaria decumbeng Stapf Prain e
substrato constitufdo por material de Latossolo Roxo fumigado

com Bromex (260 cc/m3 de substrato) os quais foram mantidos em
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casa de vegetagio Por um periodo de 12 a 14 meses. Os €sporos
foram extraidos do solo pPor peneiramento Cmgido, GERDEMANN &
NICOLSON (20), em peneiras com malhas de 0,720 e 0,105 mm de
abertura, centrifugacZoc em dgua a 3.000 rpm durante 3 minutos e
em sacarose 45% a 2.000 rpm por 2 minutos, seguindo-se lavagene
com jatos de Agua. Apds extrag3o, os esporos foram selecionados
em microscdpio estereoscdpico (20 x) procurando-se homogeneiza-
los quanto aos aspectos morfoldgicos relativos ao tamanho, for-
ma e colorag3o.

Para desinfestaéﬁo, 08 esporos selecionados foram reco-
lhidos em seringas de vidro com capacidade para 20 ml e trans-
feridos para unidades de filtracZo estéreis, constituidas por
membrana de papel (Whatman n° 1), colocada em suborte de fil-
trag3o tipo "Swinnex" da Millipore. A desinfestacZo foi feita
pPor lavagem através da injegXZo de 20 ml de solug3o de hipoclo-
rito de sédio 1% (V/V, 5% de cloro livre) por 20 minutos,
seguido de 20 ml de estreptomicina 100 ppm por 30 minutos, efe-
tuando-se lavagens com agua destilada autoclavada apdg a apli-
cag3o de cada solusZo desinfestante, conforme descrito em
COLOZZI-FILHO (10). Em seguida oe esporos foram transferidos,
com auxilio de pinga de ponta fina, para placas de Petri (9,0
cm) contendo 20 ml de agar-agua Merck 1% (pH 6,4 * 0,2) para
germinasdo. O agar foi marcado com perfurador de rolha de 1 cm
de didmetro e colocou-se um esporo ao centro de cada circulo.

As placas foram vedadas com fita plastica adesiva, para

evitar desidratas3o e incubadas em estufa A temperatura de 2§ a
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28 °C, na auséncia de luz, por um perfiodo de 2 a 3 dias até a
emergéncia do tubo germinativo. Os esporos livres de cresci-
mento bacteriano e de fungos contaminantes que apresentavan
tubo germinativo nXo superior a duas vezes © seu diidmetro,
foram posteriormente transferidos para tubos contendo meio 1li-
quido aos quais aplicaram-se os tratamentos de incorporacZo de
aminoacidos a serem estudados. A transferéncia dos 86POros para
o8 tubos de ensaio foi feita pela remocZ%o do circulo de 4&agar
contendo, um esporo germinado e livre de contaminantes, com
aux{lio de uma espadtula de ponta curva, e submergindo-o no meio
de cultura. Os tubos foram ent3o incubados em estufa & tempera-

tura de 25 a 28 oC, na auséncia de 1luz, pelo periodo de 15

dias.

3.2. Instalagdo e condusdo dos ensaios

Preliminarmente testes para definir um meio nutritivo
que permitisse avaliagc3o da resposta do fungo aos aminoaAcidos
foram realizados. A defini¢Z%o do meio nutritivo constou de
modificasdes do meio de HEPPER (27), tendo a seguinte
constituigdo: KCl (4,0 mg/l); Mg804 7H20 (4,0 mg/1l) Ca (H2P04)2

H,0 (0,8 mg/1l); FeNa EDTA (0,19 mg/l); tiamina HC1 (0,4 mg/l);
biotina (0,04 mg/l); vitamina B,, (0,04 mg/l); sacarose P. A
(2.000 mg/1).
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Todas as vidrarias (erlenmeyers, beckers, pipetas, pla-

cas, tubos de ensaio) e utens{lios (pingas, estiletes e outros)
utilizados no presente estudo foram lavados e;:: agua corrente,
imersos em solu¢Zo de HCl 50% e apds lavagem em Agua destilada
foram acondicionados individualmente com papel "Craft” e este-
rilizados em estufa a 150 °C/2 horas.

Os meios de cultura foram preparados utilizando-se agua
destilada, o pH ajustado para 5,5 * 0,2 e autoclavados a 120 °C
por 20 minutos. SolugBes estoque de vitaminas, aminoacidos e
peptona foram filtradas em filtro de membrana de 0,45 4m e man-
tidos em geladeira, sendo adicionadaes ac meio autoclavado. Fo-
ram tomadas aliguotas do meio para avaliagZc do PH e o meio de
cultura foi distribuido em tubos de ensaioc de 180 x 14,5 mm co
locando-se 3 ml por tubo e os experimentos executados em
condicdes assépticas.

Na primeira etapa do estudo os experimentos constaram
da adig3o de aminoaAcidos e peptona, individualménte aoc meio nu-
tritivo, em diferentes concentrag®es, conforme apresentado no
Quadro 1. As concentrac®es dos aminoacidos a serem testadas fo-
ram estipuladas baseando-se na quantidade de cada aminoacido
presente em 1 g/l de peptona, conforme determinado por HEPPER &
JACKOBSEN (30).Como controle utilizou-se o meio bisico sem a a-
dig3o de aminodcido ou peptona. O delineamento estatistico emn
todos oe experimentos fol inteiramente ao acaso e foram utilizg
das parcelas experimentais constituidas por 10 tubos, contendo

apenas um esporo por tubo e trés repetig®es para cada trata-
mento.
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QUADRO 1. Compostos organicos nitrogenados e concentrac®es in-
dorporadas em meio nutritivo para estudos de
crescimento micelial de G. gigantea 'in vitro.
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Compostos Concentrases (mg/l)

Nitrogenados (1) (2) (3)

L - Glicina, Merck 139 278 556

L - Lisina, Merck 206,3 412,5 825
L - Acido glutamico, Pro analysi 27 63,9 107,8

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-Haeén 1,15 2,3 4,6
L - Cistei{na, Merck 1,15 2,3 4,6
L - Arginina, Riedel de-Haén 13,6 27,2 54,4
L - Asparagina, Ecibra 13,6 27,2 54,4
L - Leucina, Merck 14,6 29,2 58,4

Peptona, Merck 250 500 1000

Para experimentos com aminoadcidos contendo enxofre
MgSO‘.7H20 presente no meio basico foi susbstituldo por MgCl, .
6H20 para evitar possivel influéncia do enxofre inorganico
sobre a util.izat;ﬁo destes aminoacidos pelo fungo.

Baseando-se nos resultados da primeira etapa do estudo,
aminoadcidos em concentrag®es favoraveis ao crescimetno fungico
foram agrupados em varias combinagBes e testados seus efeitos

sobre o crescimento.
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3.3. Avaliagdo do crescimento micelial

Apds o perfodo de incubasZo o sobrenadante dos tubos
foi colhido para avaliac3oc do PH e foram feitas observacdes do
aspecto morfoldgico do micélio quanto 4 pPresenca de septos e
células auxiliares, ramificasZo das hifas e colorag3o dos espo-
ros, sob microscépio estereoscépico (40x). O micélio de cada
parcela contendo 10 esporos foi agrupado,fragmentado e submeti-
do a contagem do ndmero de intersecdes conforme metodologia mo-
dificada de HEPPER & JACKOBSEN (30). Para a fragmentasXo, o mi-
cé¢lio foi transferido para tubo de ensaic de 125/15 mm contendo
50 contas de vidro com dismetro de 1 mm e o tubo submetido a
agitagdo em Vortex ( 1/3 da velocidade maxima durante 30 segun-
dos),obtendo-se fragmentos de 0,8 * 0,003 mm de comprimento. Os
fragmentos foram filtrados em filtro Millipore quadriculado (9
mm® Por quadricula) e entZo submetidos 2 contagem em miscroscéd-
Pio estereoscépico (40 x). Foram contados os fragmentos que in-
terceptaram as linhas do filtro no sentido horizontal e verti-
cal. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variéncia,
utilizando-se os niveis de significancia de 5% e 1% para o tes-
te F,de acordo com o programa AVBRPOL do Centro de Processamen-
to de Dados da ESAL, usando-se a transformacgZo Y:It+0,5 ,onde ¢
830 os dadoe de contagem. Os resultados que mostraram efeito de
aminodcidos sobre o crescimento micelial foram submetidos a ana
lises de regressZo,sendo as equag®es selecionadas pelo teste F
ao nivel de significancia de 5%. Aplicou-se o teste de Tukey a

5% para comparac3o das médias entre os diferentes tratamentos.



4.RESULTADOS E DISCUSSX0O

4.1. Efeitos da adicdo de aminodcidos e peptona em meio nu-

tritivo sobre o crescimento micelial de Q. gigantea

No presente estudo o efeito de 13 aminoacidos e de pPep-
tona, adicionadoe individualmente ao meio nutritivo, sobre o
crescimento micelial de G. gigantea revelou efeitos signicati-
vos para os aminoacidos leucina, histidina, cistina, fenilala-
mina, metionina e para peptona conforme andlises de variancia
(Quadro 2).

Os aminoaAcidos leucina e cistina, mostraram-se estimu-
latérios para o crescimento, quando presentes em baixas concen-
tragBes no meio e n¥o exerceram nenhum efeito em concentrac®es
superiores & 29,2 e 1,15 mg/l, respectivamente (Figura 14 e B).
Demonstrassio da incorporagio de leucina no processo de sintese
proteica realizada por esporos de Glomus caledonium, BEILBY e
BEILBY & KIDBY (6) demonstram a capacidade dos FMVA em utilizar
este aminodcido diretamente na biossintese de compostos protei -
cos essenciais ao crescimento. Além deste fato, o baixo nivel
de leucina verificado em esporos de G. caledonium, BEILBY &
KIDBY (6) sugere que este aminoacido ¢ absorvido e rapidamente

metabolizado podendo formar compostos essenciais ao crescimento
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QUADRO 2. Analises de variancia para ndmero de intersecdes de
hifas nos experimentos de fontes organicas de ni-
trogénio, considerando concentragcdo ‘como fonte de va-

riagfo,para o fungo Gigaspora gigantea.Dados tranfor-

mados (Y = -;-:-B:Q—ﬂ ), ESAL, Lavras - MG, 1989.
Experimentos GL Quadrado Nivel Signif. Coefi-
Médio (%) ciente de
Variagso
(%)
Lisina (3) 2,1683 52,4787 10
Glicina (3) 3,8256 62,3330 10
Leucina (3) 40,4892 0,0401 9
Histidina (3) 112,2152 0,0151 11
Fenilalanina (3) 5,4728 1,5726 7
Prolina (3 18,4938 83,6162 12
Asparagina (3) 10,8888 22,8827 11
Arginina (3} 2,7038 14,3684 14
Metionina (3) 17,8264 0,3779 9
Cistina (3) 5,4602 1,4802 8
Cisteina (3) 38,8040 13,3316 7
Acido glutamico (3) 26,0106 24,4897 7
Acido aspartico (3) 10,4196 37,1782 7
Peptona (3) 65,0604 1,8196 12

micelial. A capacidade de fungos n3o micorrizicos em utilizar

leucina para o crescimento micelial & amplamente conhecida (12,

24 e 49).
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Figura 1.Resposta de Gigaspora gigantea a adig3o de aminoacidos

e peptona ac meio nutritivo.

¥ médias seguidas da mesma letra n3o diferem entre si

pelo teste de Tukey a 5%.
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A degradagdo de leucina por fungos pode levar a produ-
¢80 de Acidos orgdnicos como acido isovaléricq,o qual pode atin
gir niveis tdéxicos aos fungos ou provocar redusZo no pH do meio
de cultura, reduzindo ¢ crescimento micelial, COOL & LEAL (12).
Este fato poderia ser uma possivel explicas3o para o menor creg
cimento de G, gigantea na presensa de concentracdes mais eleva-
das de leucina adicionada ao meio.Contudo, o pH final do meio
nd3o sofreu acidificagdo, mostrando-se na faixa de 5,2 a 6,8.
Isto leva a pensar que as concentrag®es de leucina utilizadas
n3o foram suficientes para causar toxidez por acidos organicos,
considerando-se que o actmulo de aAcido isovalérico relatado por
COOL & LEAL (12) foi verificado em concentragdes de 1leucina
muito elevadas no meio (3,9 @/l), comparadas com as testadas no
presente estudo.

O beneficio de cistina sobre o crescimento micelial de
G. gigantea coorobora resultados obtidos por HEPPER & JACKOBSEN
(30), em estudos com G. caledonium . No entanto, G, gigantea
parece requerer menor quantidade deste aminoacido, refletindo
possivel diferenga na capacidade de absorsZo e assimilagZo de
cistina entre estas espécies.

Diferencvas entre isolados ou espécies de fungos quanto
a2 resposta a incorporasl3c de aminoadcidos ao meio ¢ bastante
documentada na literatura (12, 23, 26, 43 e 72). Além disso, o
fracionamento do micélio de espécies ou isolados crescidos em
diferentes meios de cultura tem mostrado que diferencae entre a

constituigfo de aminoAcidos s3o principalmente quantitativas e
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nZo qualitativas, KEDDY & RAO (36) e PELLER & MULLINS (51),
demonstrando que o processo de absorcZo de am;noécidos pode ser
pouco especifico, mas a taxa de incorporacZo destes pelas espé-
cies de fungos difere grandemente. As poucas informag®es exis-
tentes acerca dos sistemas de absorgio e incorporacZo de ami-
nodcidos por FMVA dificulta comparag®es desta natureza. Por ou-
tro lado, ¢ possivel que o menor requerimento de cistina por G
gigantea esteja relacionado 2 maior disponibilidade deste
aminoacido em meio liguido utilizado neste estudo, comparado
com o meio semi-solido utilizado por HEPPER & JACKOBSEN (30).
Maior contato do aminoacido com as hifas féngicas pode ter
ocorrido no meio liquido, levando A maior absorcio deste pelo
fungo de modo a satisfazer suas necessidades, mesmo quando
Presente em baixa concentra¢3o no meio.

Os efeitos de histidina e peptona para G. gigantes po-
dem ser visualizados na Figura 1 C e D. Nota-se que a resposta
& histidina foi positiva e crescente com o aumento das concen-
tracBes adicionadas ao meio, podendo este resultado ser atri-
buldo possivelmente A maior absorg¢io do aminoacido pelo fungo.
Entretanto, HEPPER & JACKOBSEN (30), obtiveram efeito inibits-
rio de histidina sobre o crescimento micelial de G, caledonium,
quando incorporado ao meio em concentrasZo de 22,4 mg/l. Estes
resultados confirmam que o efeito de histidina & dependente da
concentragdo utilizada. Considerando-se esta dependéncia, &
pProvavel que a utilizagZo de concentras®es mais elevadas de

histidina, que as utilizadas no presente estudo, pudesse
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resultar en suprimento ©otimo deste aminoacido para o maximo
crescimento de G. gigantea. Por outro lado, a incorporasZo de
doses ainda mais elevadas de histidina ao melo, como utilizadas
por HEPPER & JACKOBSEN (30), poderia resultar em inibi¢Xxo do
crescimento através de mecanismos ainda desconhecidos em FMVA.

No presente estudo houve reducZo no crescimento mice-
lial de G. gigantea pela adic3%c de 1000 mg/l de peptona e uma
tendéncia em aumentar o crescimento quando baixas concentragdes
foram adicionadaes ao meio de cultura. As informa¢®es relativas
ao efeito de peptona sobre o crescimento de FNVA s3o contradi-
térias. Segundo HEPPER (27) 1 e 5 g/1 de peptona favoreceram o
crescimento de G. caledonium, mas redusZo de 45% no crescimento
de G. margarita na presenca de 1 g/l deste polipeptideo foi
verificada por SIQUEIRA et alii (64). Neste estudo a porcenta-
gem de inibigZo sobre o crescimento micelial de G. gigantesa
observado na presenca de 1.000 mg/l de peptona foi de 50% em
relagdo ao controle, valor bem préximo aoc encontrado por
SIQUEIRA et alii (64) para G. margarita. Estes fatos indicam
certa variabilidade na resposta a este polipeptideoc por dife-
rentes espécies de FMVA, podendo ser reflexo da capacidade
diferenciada destes fungos em utilizar os aminoacidos consti-
tuintes da peptona durante o seu crescimento.

O beneficio de peptona como substrato para fungos tem
eido atribufdo 2 capacidade destes organismos em utilizar este
polipeptidec como fonte de C, N e S e pela possivel contamina-

¢30 de sua composicEo por vitaminas soldveis em agua, KAIL3Z &
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MOORE (35) e ORITSEJAFOR (49). Entretanto, neste estudo ¢ pro-

vavel que peptona tenha sido utilizada por G. gigantea prefe-
rencialmente como fonte de N, uma vez que formas mais disponi -
veis de carbono e vitaminas s%oc fornecidas pelo meio de cultu-
ra, podendo indicar um baixo requerimento deste composto por G,
gigantea,

Os efeitos dos aminoidcidos metionina e fenilalanina
sobre o crescimento micelial de G. gigantea sZo mostrados na
Figura 1 E e F. Verifica-se que a adicZo destes aminoacidos ao
meio, reduziu o crescimento do fungo em todas as concentrag8es
testadas, sendo este efeito significativo nas concentrac®es de
17,2 ®mg/l para metionina e a partir de 13,2 mg/l para
fenilalanina. As maiores concentrac®es de fenilélanina e me-
tionina utilizadas,provocaram redusfio de 50% no crescimento mi-
celial. No entanto, beneficio da adi¢Zo de metionina em meio
Agar-agua sobre o crescimento de G, caledonium, foi relatado
por HEPPER & JACKOBSEN (30), discordando dos resultados aqui
apresentadoe. Considerando-se que os fungos utilizados por
HEPPER & JACKOBSEN (30) e neste estudo pertencem a géneros dis-
tintos e que as condig¢®es experimentais s3Zo também diferencia-
das, a confirmag3o dos efeitos de metionina sobre o crescimento
micelial dos FMVA merece estudos adicionais. As equas®es de re-
gressdo para aminoAcidos e peptona anteriormente discutidos s3o
apresentadas no Quadro 3.

Os aminodcidog lisina, glicina, cistefna, acido glu-

tadmico, acido aspartico, prolina, asparagina e arginina ndo
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QUADRO 3. Equasd®es de regressdo para numero de intersec®des de hi-
fas nos experimentos de fontes organicas de nitrogénio

para o fungo Gigaepors gigantes. Dados traneformados

_____ -

(Y=Jt+0,5 ), ESAL, Lavras - MG, 1989.

Composto Regressio r’ P
Leucina 12,76 + 0,38x - 6,6 x 10 °x> 0,63 P X 0,05
11,67 + 1,20x - 0,05x + 5,4 x 10" *x® 1,00 P < 0,01
Cistina 25,50 + 2,80x - 0,61x> 0,32 P X 0,05
24,30 + 14,15x - 8,54x* + 1,20x° 1,00 P < 0,01
Histidina 14,18 + 1,14x 0,79 P < 0,01
Fenilalanina 18,08 - 0,59x + 0,01x° 0,99 P < 0,05
Metionina 29,71 - 0,48x 0,97 P % 0,01
Peptona 27,71 + 20,87x - 26,66x> 0,91 P £ 0,05

influenciaram significativamente o crescimento de G. gigantesa
(Quadro 2). No entanto, pode-se observar uma tendéncia de
cisteina, acido aspartico, glicina e de asparagina em favorecer
© crescimento, promovendo aumentos de até¢ 35, 27, 23 e 20% no
mimero de interseg¢®es, respectivamente (Figura 2). O beneficio
de cisteina pode estar relacionado com a possivel oxidac3o des-
te aminoadcido no meio para a forma de cistina, HEPPER &
JACKOBSEN (30), favoravel ao crescimento.

A auséncia de respostas do fungo a determinados ami-

noacidos pode ser atribuida a trés possiveis fatores:
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Figura 2. Efeito de compostos organicos nitrogenados sobre

crescimento micelial de Gigaspors gigantes.
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a) inabilidade das hifas em absorver estes aminoacidos; b) alta
reserva interna destes aminoacidos no esporo; ¢) n3o essencia-
lidade dos mesmos para a sintese pProteica em determinada fase
de crescimento. Segundo GARRAWAY & EVANS (19) a concentracgloc de
aminodcidos livres na cé¢lula pode inibir a absors®o adicional
de aminoacidos fornecidos pelo meio, por um fendmeno denominado
transinibi¢3o. GRIFFIN (22) considera que a inibig¢30 na absor-
30 de aminoacidos exodgenos pode ser devida & capacidade de
aminodcidos internos em reduzir a mobilidade de carreadores e
assim, diminuir o ndmero de sitios de ligas3o disponiveis para
o transporte de aminoacidos. Sabendo-ge que o6 aminoacidos
asparagina, acido glutamico e arginina apresentam-se em altas
concentrag®es no interior de esporos de FMVA, BEILBY & KIDBY
(6) ¢ possivel que estes fendmenos estejam ocorrendo, reduzin-
do, portanto, a absorgZo destes aminodcidos por G, gigantea.
Considera-se tambdm que aminoacidos podem ser absorvidos por
fungos nZ%o sendo incorporados em proteinas, BARRAN (3) e
NICHOLAS (46). Neste caso, a absors3o de aminoacido pode nio
refletir em aumentos no crescimento do fungo, GLEASON (21),
dificultando a detecgZo de efeitos destes compostos através de
medi¢Ses de crescimento micelial. Isto demonstra que a auséncia
de resposta a aminoacidos pode nZo estar relacionada com o
processo de absorsZo dos mesmos, mas a confirmac3o deste
pPressuposto requer estudos fisioldgicos e biogquimicos mais

acurados.
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A analise de variancia para os dados do experimento
sobre incorporag3o de leucina, cistina, h%stidina, indivi-
dualmente ou combinadoe ao meio mostrou efeitos significativos
(Quadro 4). No entanto, os diferentes tratamentos nfo diferiram
pelo teste de Tukey 5% (Figura 3). A combinag3o dos aminoécidos
que no experimento anterior mostraram efeitos estimulatérios,
nZo resultou em aumentos no crescimento, revelando auséncia de
efeito sinergistico.

No presente estudo,apesar da tentativa de uniformizag3o
das condig3es de muitiplica;so do indculo (substrato e planta
hospedeira), foram observadas diferencas na taxa de germinacio
de eeporos e no crescimento micelial, entre oe esporos utili-
zados na primeira fase do estudo e os esporos utiiizadoa no ex-
perimento de combinagZo de aminoacidos. Na primeira fase destes
estudos, visando detectar os efeitos de cada aminoacido sobre o
crescimento, micelial, verificou-se baixa taxa de germinasXo.
Além disto os esporos germinavam lentamente sendo acompanhados
normalmente de crescimento lento das hifas, indicando uma baixa
atividade destes esporos. Observac®es semelhantes foram
relatadas por TOMMERUP (67) onde esporos de Acaulospora laevis
com baixa taxa de germinacZo eram capazes de pequeno cresci-
mento dae hifas. Na segunda fase do estudo, visando avaliar os
efeitos de aminoadcidos combinados sobre o crescimento,
verificou-se elevada e rapida germinagdo, Estes esporos

apresentaram também crescimento rapido das hifas.
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QUADRO 4. Analise de variancia do experimentoc de combinacZo de
aminoacidos. Dados transformados (Y=} t + 0,5 ),

ESAL, Lavras-MG, 1989.

Fator Variagio GL Quadrado Médio Nivel Signicancia(%)
Tratamento (7 11,8209 3,0079
Erro (16) 3,8559
cC.v. 6,83 %

2
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Figura 3.Efeitoc dos aminoadcidos, Hiszhistidina (11,2 mg/l);
Leuz=leucina (14,6 mg/l): Cys=cistina (1,15 mg/l) €
sua combinag%oc sobre o crescimento micelial de

Gigaspora gigantea.

¥ Erro padrioc da média
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Assim, ¢ possivel que na Primeira fase, a baixa ativi-
dade fisioldgica dos esporos tenha limitado a sintese dos
aminodcidos leucina, histidina e cistina em quantidade sufi-
ciente para promover rapida germina¢£§ e pronunciado cres-
cimento das hifas. Portanto, o suprimento externo com estes ami
noacidos resultou em aumento significativo no crescimenfo das
hifas naqueles experimentos mas nZo nos Gltimos, onde a alta
atividade fisiolégica dos esporos permitiu a sintese de leuci-
na, histidina e cistina em quantidade suficiente para promover
rapida germinag%o e crescimento de hifas, sem requerimento
exdgeno destes aminodcidoe. Diante disto, ¢ possivel que apds
os 15 dias de incubac%o, eslos csporos tenham alingido cresci-
mento maximo dar hifar e« que o fator limitante aé seu cresci-
mento ndo seja atribuido a estes aminoacidos. Portanto, a mag-
nitude de resposta ao suprimento externc destes aminoacidos po-
de ser diretamente dependente do estado de atividade fisioldgi-
ca dos esporos e de sua velocidade de sintese de aminoacidos.
Outro ponto que pode-se considerar & o fato de que o
beneficio do suprimento de aminodcidos para fungos que estio
crescendo através da metabolizac3o de suas reservas nitroge-
nadas interﬁaa parece bastante pequeno, GARRAWAY & EVANS (19).
Isto evidencia que o beneficio de alguns aminoacidos para o
crescimento de G. gigantea pode ter sido pouco expressivo sendo
imperceptivel pelo metodo de avaliag3o de crescimento utilizado

no presente trabalho.
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O efeito diferenciado de aminoicidos sobre o cres-

cimento dos FMVA observado anteriormente por qEPPER & JACKOBSEN
(30) e confirmado no presente estudo, indica que propagulos
destes fungos podem ser influenciados éela planta hospedeira,
uma vez que a composic3o de aminoacidos na rizosfera varia com
a nutri¢3o e espécie de planta, SCHWAB et alii (56 e 57), po-
dendo este fato refletir na capacidade de elongagZo das hifas

por FMVA e no estabelecimento e manutencZc da simbiose.

4.2. Aspectos morfolsgicos do crescimentoe micelial de G.

glgantea na presensva de compostos orgdnicos nitrogenados

Apds a desinfestag3o alguns esporos mostraram-se escu-
recidos, com tonalidade marrom escuro, resultante provavel-
mente, da alta sensibilidade aos agentes desinfestantes. Espo-
ros com estas caracteristicas tornaram-se inviaveis.

Durante a fase de pré-germinas3o pdde-se verificar que
a germinagdo dos azigosporos de G. gigantea ocorreu pela emis-
830 de um ou mais tubos germinativos através da parede do espo-
ro, conforme ilustrado na Figura 4 A. Os tuboe germinativos
cresceram geralmente na superficie do 4agar penetrando
ocasiocnalmente no meio, mas frequentemente, foram encontrados
tubos germinativos ad¢reos, normalmente com aspecto vazio.

A taxa de germinag3o entre os lotes de esporos uti-

lizados nos diversos experimentos foi variidvel e esporos jovens
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Figura 4.

Azigosporo de Gigaspora gigantes germinado em agar -
dgua (A), retracfo citoplasmatica da hifa (B), cres-
cimento micelial e células auxiliares (C), hifas com

citoplaema intermitente e septadas (D).
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de coloragZo amarelo palido ou esverdeado mostraram-se
geralmente inviaveis, fato também relatado por KOSKE (37).

A produgdo do micelio ocorreu através da elongag3o das
hifas, sendo o micélio caracterizado pof pequeno numero de ra-
mificagBes. No entanto,a presenca de hifas finascom elevado
nimero de ramificagdes terminais, formando estruturas
semelhantes a arbusculos puderam ser observados ocasionalmente,
parecendo ser influenciada pelos compostos organicos
nitrogenados e concentragdes estudadas (Quadro 5). A ocorréncia
de crescimento de hifas com presensa de finas ramificacBes
terminais tem sido relatada por outroe autores, e.g. Le TACON
ot alii (41). MOSSE (45), prop®e que estas ramificag®es consti-
tuem Srgdos de absorg@o de nutrientes em FMVA. Dessa forma, a
ocorréncla destas estruturas poderia estar envolvida com a
absorcdo dos nutrientes do melo, principalmente se considerar-
moe que as mesmas podem apresentar permeabilidade diferenciada
aos compostos adicionados.

Ao final do periodo de incubag3c observou-se no micé-
lio, a presenca de cé¢lulas auxiliares e de hifas com citoplasma
descontinuo ou com pronunciada retra¢lo citoplasmatica nas
extremidades, acompanhadas de septas3o (Figura 4B, C e D).

0 ndmero de células auxiliares no micélioc fol também
influenciado por certos aminoadcidos (Quadro 5). Embora esta
caracteristica tenha mostrado muita variag3o entre o6 esporos,
o8 aminoAcidos histidina e cisteina € peptona favoreceram a

produglic de cé¢lulas auxiliares. E possivel que © ntmero de
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QUADRO 5. Caracteristicas morfoldgicas de esporos de Qigaspora
gigantea em meio nutritivo contendo diferentes com-
postos organicos nitrogenados. ESAL, Lavras-MG, 1989.

Compostos Ramificasggs Mediana de Numero Total de

Terminais C.Auxiliares Esporos Escuros
Concetras&o 0 1 2 3 0123 01 2 3
Glicina + - + - 3 1 1 0 1 6 1 2
Lisina -+ - - 1 0 0 0 8 12 11 4
Prolina + + + o+ 1 0 0 0O 6 0 0 0
Metionina + + - 4 3 0 1 0 1 0 0 1
Fenilalamina -+ + 4 0 0 0 0 1 2 8 8
Histidina -+ o+ 0+ 2 0 4 2 2 4 5 5
Cistina - - - - 1 1 0 2 2 0 0 0O
Cisteina - - - - 0 7 1 5 2 0 0 0
Arginina + + + 4 1 0 2 0 0 0 1 4
Asparagina + - o+ o+ 1 0 0 0O 6 1 0 1
Leucina - - - - 2 0 0 0 2 2 3 1
Acido glutamico -+ o+ 0+ 0 0 0 O 0 1 0 O
Acido aspartico A 3 0 0 O 0 0 0 O
Peptona -+ + - 6 2 1 0 1 6 17 20

X Vide Quadro 1 material e metodos
¥ (+) presenca de ramifica¢des, (-) auséncia de ramificagSes

células auxiliares verificado na presenga destes compostos es-
teja relacionado ao aumento no crescimento micelial obtido por
estes tratamentos pois, aparentemente, esporos dque apresentam
grande volume de hifas demonstram maior potencial para produzir

células auxiliares, PAULA (50).
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ApSs o periodo de incubag¢Zo alguns esporos apresentaram
coloragZo marrom escura e produziram volume de hifas rela-
tivamente menor que esporos normais. Esta céracterlstiea foi
também influenciada pelos tratamentos (Quadro 5). Aumentos no
nimero de esporos escuros foram acentuados nos meios com adigcio
de fenilalanina e peptona, nas concentragdes 2 e 3. Este efeito
coincide com redus3o no crescimento micelial e parece refletir
alguma desordem nos processos fisioldgicos e bioquimicos que
acompanham © crescimento micelial.

Mudancas na parede e colorag8o de esporos tém sido
relacionadas com o processo de envelhecimento desses esporos
resultando normalmente em inviabilidade destes propagulos,
ROSKE (37) e HARDIE (25). Considerando-se © curto tempo de
incubagdo dos esporos no presente estudo, € provavel que este
periodo n3o tenha sido suficiente para determinar seu enve-
ihecimento Assim, © escurecimentoc de alguns esporos pode ter
sido determinado pelo tratamento aplicado. Como ¢ um fendmenc

pouco estudado, sua base ndo ¢ ainda conhecida.

4 3 Consideraydes finais

Beneficios sobre o crescimento micelial de Q. gigantea
puderam ser observados pela incorporac¢io dos amincacidos, his-
tidina, leucina e cistina zo meio de cultura, iandicande a capa-

cidade do fungo em utilizar estes compostose para ¢ crescimentc
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das hifas. Peptona, em baixas concentrasdes, proporcionou menor
estimulo ao crescimento que os aminoacidos histidina, leucina e
cistina, o6 quais permitiram aumentoe no crescimento micelial
de 360; 186 e 63%, respectivamente. Isto indica que peptona
pode conter algum aminoacido que tenha efeito depressivo sobre
© crescimento do fungo, fato que foi verificado para os
aminodcidos fenilalanina e metionina no presente estudo e
observado também por HEPPER & JACKOBSEN (30) para alguns grupos
de aminoacidos.Contudo, a presenca destes aminoacidos na cons-
tituic3o da peptona nZ%o invalida o beneficioc deste composto
para este fungo, quando concentras®es adequadas s3o fornecidas
a0 meio de cultura.

Os fungos tem capacidade de absorver e assimilar deter-
minados amino&cidos, enquanto outros nZo s3o utilizados ou s3o
prejudiciais ao seu crescimento, sendo os mecanismos envolvidos
nesses processos ainda pouco conhecidos. No presente estudo,ne-
nhuma relagZo parece existir entre a utilizag3o de aminoacidos
por G, gigantes com a polaridade e estrutura destes compostos.
Tanto aminoacidos de cadeia simples (leucina e cistina) como de
cadeia ciclica (histidina) favoreceram o crescimento do fungo.
Esta auséncia de relasfo entre estrutura do aminoacido e sua
utilizag3o tem sido relatada para outros fungos, DAVIES (17) e
SUMER (66), indicando que a absorg3o de aminoadcidos por estes
organismos ocorre normalmente por sistemas de transporte pouco
especificos. Entretanto, sistema de transporte especifico para

determinado amino&cido pode existir, GARRAWAY & EVANS (19).



43

Diante disto, torna-se bastante diffcil especificar as razdes
pelas quais G, gigantea responde diferentemen?e aos aminoacidos
sulfidricos, cistina e metionina. Esta resposta pode estar na
dependéncia da concentrasZo utilizada. Contudo, sabendo-se que
os sistemas de transportes destes aminoacidos e sua biossintese
630 diferenciados em fungos, GARRAWAY & EVANS (18) e UMBARGER
(70), sendo estes aminoacidos absorvidos ou sintetizados por
mecanismos independentes, torna-se dificil comparad-los sem a
elucidagd0 dos mecanismos bioquimicos.

Apesar do beneficio de alguns compostos organicos como
vitaminas, proteinas, aminodcidos e alguns agGecares sobre o
crescimento dos FMVA, o fator limitante ao seu crescimento in
vitro n8o foi ainda elucidado.

Essa incapacidade dos FMVA em crescer em meio de cultu-
ra tem provocado grande especulag3o por parte dos pesquisadores
no intuito de desvendar os fatores responsdveis por esta
limitag8o. A existéncia de blogueio ou falha bioquimica no pro-
cesso metabdlico essencial ao crescimento nXo simbidtico, tem
sido langada como hipétese para a auséncia de crescimento. No
entanto,as principais vias metabdlicas e mecanismos de produg3o
de energia podem ser demonstradas durante a germinasZo e inicio
do crescimento de hifas, n#%o existindo evidéncias de les®es no
metabolismo que impegam o crescimento do fungo (4, 6 e 27).Isto
leva & pensar que esta falha no crescimento se deve a limita-
¢Ses genéticas do fungo, possivelmente devido a perda de parte

de seu material genético ou repressiioc do genoma,necessitando de
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interag3o com o metabolismo do hospedeiro para o seu desenvol-
vimento, BURGGRAAF & BERINGER (8) SIQUEIRA (59). Contudo,a taxa
e extens3do da sintese de macromoléculas pelos FMVA, necessitam
ser determinadas por métodos mais precisos,antes que alguma con
clus3o definitiva possa ser feita acerca da habilidade desses
fungos para sintetizar material suficiente para © continuc creg
cimento micelial e esporulasfo, na auséncia de ralzes vivas.

J. 0. SIQUEIRA e colaboradores (comunicagio pessoal),
isolaram recentemente, de exsudatos radiculares, compostos ca-
pazes de regular o crescimento destes fungos. Isto podera aju-
dar na obtenc3o dos mesmos em meio de cultura, de forma a per-
mitir a realizas3o de estudos mais detalhados sobre a fisiolo-
gia e nutrig¢3c dos FMVA.

E provavel que os FMVA tenham requerimentos nutricio-
nais distintos, mas isto n3o invalida os conhecimentos obtidos
em relagdo & nutric3o e metabolismo de uma determinada espécie,
pPois se conseguido o crescimento de uma especie em cultura axée-
nica, obter-se-iam valiosas informac®es as guais poderiam ser
utilizadas para suceder na cultura de outras espécies de

interesse cientifico e comercial.






5. CONCLUSUES

- Os aminoacidos histidina, leucina e cistina favore-
ceram o crescimento micelial de G, gigantea, tendo como concen-
tragBes mais favoriveis neste estudo, 11,2; 14.6 e 1.15 mg/l

respectivamente.

- A adig3o de 1000 mg/l de peptona ao meio de cultura

provocou redusdo no crescimento micelial.

- Concentras®es elevadas dos aminodcidos fenilalamina e

metionina, inibiram o crescimento de Glgagpora gigantesn.

- Os efeitos tanto estimulatédrios dos aminoicidos leu-
cina, histidina e cistina quanto inibitérios de fenilalanina,
metionina e da peptona foram dependentes das concentragdes

utilizadas.

- A combinac¢Zo dos aminoadcidos histidina, leucina e
cistina, em concentragdes favoriveis ao crescimento n3o resul-

tou em efeito sinergistico sobre o crescimento micelial.

- Alguns aminoAcidos provocaram alterac®es morfoldgicas

no fungo.



6. RESUMO

Bfeitos de Aminodcidos e Peptona Sobre o Crescimento

Micellal de Gilgaspora gigantea 1in vitro

M. H. de Freitas

Os fungos micorrizicos vesiculo-arbusculares tém des-
pertado grande interesse, devido aos seus efeitos benéficos na
nutricdo e desenvolvimento das plantas. No entanto, o seu ca-
rater biotréfico obrigatdrio e as poucas informac®es existentes
acerca da nutrig8o e fisiologia destes fungos, vem dificultando
a sua multiplica¢@o em cultura pura e limitando consequentemen-
te, sua utilizagdo em larga escala na agricultura. No presente
estudo avaliaram-se os efeitos in vitro de fontes organicas
nitrogenadas, sobre o crescimento micelial de esporos pré-
germinados de Gigaspora gigantea, visando obter subsidios para
a defini¢Zo de meio de cultura capaz de sustentar seu cree-
cimento e esporulagdoc. Os aminoacidos, glicina, histidina,
leucina, lisina, fenilalanina, asparagina, arginina, cistelina,
cistina, metionina, prolina, 4Acido aspartico, acido glutamico e
peptona foram adicionados, individualmente em meio liguido, em

diferentes concentragdes. Foram selecionadoe os aminoadcidos e
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concentragdes favoraveis ao crescimento, os quais foram
agrupados e testados em diversas combinaqﬁes: ApSs um periodo
de 15 dias de incubasZ0 dos esporos, foram avaliados sob
microscdpio estereoscdpico os aspectos morfoldégicos do micélio
€ o crescimento micelial foi quantificado através do método de
interse¢®es de hifas. Os aminoaicidos, histidina, cistina e
leucina favoreceram o crescimento micelial de G. gigantesa,
enquanto fenilalanina, metionina e peptona inibiram o cresci-
mento, sendo esses efeitos dependentes das concentrac®es utili-
zadas. O agrupamento de aminoAcidos estimulatédrios, n3o resul-
tou em efeito sinergistico sobre o crescimento micelial. Alte-
rag®es morfoldgicas, quanto a ramificacZo de hifas, quantidade
de cé¢lulas auxiliares produzidas e colorag8o dos ésporos, foram

observadas na presensa de alguns aminoacidos.



7. SUMMARY

Effects of Amino Acids on the Mycelial growth of Glgaspora

&lgantea in vitro.
M. H. de Freitas

The veslicular-arbuscular mycorrhizal fungi have
attracted great interest, because of their beneficial effects
on the nutrition and growth of crops. However, their obligatory
blotrophical charater and the little information available on
their nutrition and physiology have made the multiplication of
theese fungi difficult in pure culture. This fact has limited
the application of these fungi in large scale- agriculture. In
the present study, the effects of organic nitrogenous compounds
on the in vitro mycelial growth of pré-germinated spores of
Gigaspora gigantexz were studied in order to obtain support for
the definition of culture media able to sustain their growth
and eporulation. The amino acids glycine, histidine, leucine,
lysine, phenylalanine, aeparagine, arginine, cysteine, cystine,
methionine, proline, aspartic acid, glutamic acid and peptone
were added individually, in different concentrations, to &
liquid medium. The amino acide and concentrations beneficial

mycelial to growth were selected, grouped and tested in several
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combinations. After 15 days, the morphology of the mycelium was
observed under dissecting microscope and thq mycelial growth
quantified by the hyphal intersection method. The amino acids
histidine, cystine and leucine improved the mycelial growth of
G. gigantea, while phenylalanine and methionine and peptone
inhibited the growth, their effects being dependent on the
concentrations used. The grouping of stimulatory amino acids
did not result in synergistic effects on the mycelial growth.
Morphological alterations of hyphal branching, amount of

auxiliary cells formed, and spore color were observed in the

presence of some amino acids.
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