MIRIAN JOSEFINA BAPTISTA

EFEITO DE FLAVONOIDES NA GERMINACAO E NO CRES-
CIMIENTO ASSIMBIOTICO DE FUNGOS MICORRIZICOS
VESICULO-ARBUSCULARES

Dissertagdo apresentada a Escola Superior de Agri- ’
cultura de Lavras, como parte das exigéncias do Cur-
so de Pés-Graduacdo em Agronomia, Area de Con-
centragao Solos e Nutricdo de Plantas, para obtengdo
do grau de MESTRE.

ESCOLA SUPERIOR DE AGRICULTURA DE LAVRAS
LAVRAS . MINAS GERAIS
1993


vitor
06

vitor
06

vitor
06


-




ii

EFEITOS DE FLAVONOIDES NA GERMINAGAO E NO CRESCIMENTO

ASSIMBIOTICO DE FUNGOS MICORRIZICOS VESICULO-ARBUSCULARES

AFROVADA:

Fr José Oswa

o Sigueira

Orientador

Fesqg. Elfzabeth de Oliveira

e Qo Boriaa

Prof. Fatima Maria 8. Moreira



iii

A minha mae Maria da Conceigao

HOMENAGEM
[ todos que, com companheirismo =)
amizade, indiretamente ajudaram a

conduzir este trabalho.

DEDICO



iv

AGRADECIMENTOS

A Escola Superior Adev Agricultura de Lavras e ao
Departamento de Ciéncia do Solo, pela oportunidade de
aprendizagem.

"Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico (CNPq), pela bolsa de estudo concedida.

Ao professor José Oéwaldn Siqueira pelas sugestbes e
orientag3o na realizag3o desse trabalho.

A pesquizadora Elizabeth de Oliveira pelas sugesﬁﬁes,
amizade e apoio.

A funcionaria Ana Maria Alvarenga pela ateng3o e
auxilio.

Ao laboratorista Manoel Aparecido da Silva e aos
colegasl'José Pereira da Silva Junior e Orivaldo S. Junior pela
amizade, companheirismo e apoio.

Aos estagi&rios do Laboratério de Microbiologia do Solo
pela amizade.

A Hilton J. Estanisléo pelo apoio e carinho sempre
presentes.

Aos colegas Aloyseia Cristina, Claudia Marinho, Deborah
Guerra, Jodo Alencar, Luiz T. Soria e Rafael Ulisses pela otima

convivéncia e apoio.



BIOGRAFIA DA AUTORA

MIRIAN JOSEFINA BAPTISTA, filha de José Silvério
Baptista e Maria da Concei¢3o Mendes, natural de Bélo . Horizonte,
Estado de Minas Gerais, nascida aos 19 de ocutubro de 1967.

Em margo de 19835 iniciou o curso de Ciéncias Biol6gicas
na Universidade Federal de Minas Gerais,. graduando-se em
Licenciatﬁra em novembro de 1989 e BPacharelado em julho de 1990.

Em margo de 1991 iniciou o curso de P6s-Graduag3o em
Agronomia, Aarea de concentrag3o Solos e Nutrig3o de Plantas,
sub—area Microbiologia do Solo, na Escola Superior de Agricultura

de Lavras, concluindo-o em setembro de 1993.



SUMARIO
LISEA DESTABEIAS tuw o o simmta uie o e o bie e ah s 5 o e e =B Iy T
LISTA DE FIGURAS ...cevnnasas e s e e e 8 e T W W R R T
1= BN TRODUGHE 5 ookt in 2i s wde s 504 ok s uin B O R S . -9
2. REVISAO DE LITERATURA -t e unnnnmenensenenennennnn. B
2.1 Compostos fenbdlicos no sistema solo-planta .......

2.2 Atividade de compostos fenédlicos em sistemas

parasiticos ...civeceaas R ST R e g G e e

2.3 Compostos fendlicos na simbiose rizébio-leguminosas

2.4 Compostos fendlicos na simbiose micorrizica .eee.e..
SeNATERLBITEE MMETODNG. was de m s wum b s % oo s 61 sy dme 1o s0% 5 & vilans

3.1 Obtencdo e desinfestacd0 dOS ESPOrOS ceuvevcevvernenna

3.2 Experimentos de germinagXo e crescimento micelial .

3.3 Anadlice estatistica c.eeveceeeconsse o e wliel euB e & e e w il

s BESULTADOSI FEDESRISEMNE | 6. 0 s 508w w oo s e el eme s s e =
431 Germinasdo de CSparas: J e s s v o6 sis o6 e 505 e 58 650 «oa
432 Crescinentno MAicCRlAal .o ew s e e e v e st s e wn ek en sl

S MONCEUSHES o6 siw eas @ e 6 o9 Wi oie 5e ws 30e 514 a @ 8 6 e e e e el e e

B REEUNEY. s i od oo A he e ntnt ni w i s o M T e e T et e i e e i e

e BUMMBRY, © s v o 518 i o & 6 0 5 w08 6 49 i w6 e [ AR B R IR e

g REFERENGIAS" BIBLIOGRAFIEAS o s o0 o v v wimvw bie wis w 5o s e

e R ENDINBE SIS and ol wie lala) 4 3 615 dis Bile S06 nlia alie (ol Hlie s uiaiin s daResme i ol § o nia iAo

-

]
L

kJ
on

J
0

30

vi



wvii

LISTA DE TABELAS
tabela Fagina

1 Flavonbides testados nos experimentos com G. gigantea ...... 23
2 Meio nutritivo liquido modificado do meio de Hepper

(Silva, 1990) para crescimento micelial ..v.evevevecnanannnns 25

o

Resumo das an&alises de vari&ncia e regress3o da porcentagem

de germinagXo de esporos de G. gigantea no meioc agar-agua,
suplementado com flavonédides.Dados transformados por 1n(x+2).
Efel e LaViEas—MEL 1998 .  u . e meboesen s e e se by v s e e e ss %l
4 Ceoeficiente de variagdo (%) para os valores de germinag3o

de esporos de G.gigantea aos 2, 5 e 10 dias de incubagXo

s dAVersos BRAperimOnEOB e ciue seea siaew s sa e e esn od ey ge s e ie B2

cn

Forcentagem de inibig3do em relagdo ao controle e
concentragdo inibitéria mé&xima dos flavonbides sobre a
ger-minacle. g G2 I g BEa: & vm v e luis 08 0 505 58 R b ¥ e wo wie v om0
6 Resumo das analises de vari&ncia e regresso do
crescimento micelial e producXo de células auxiliares

de G.gigantea em meio liquido suplementado com flavo-

noides. Dados transformados por v(x+0,5). ESAL,
Lavras — MG, 1993 .. vuveveea @ S SERIATE iR wE e EAeTE & i #0h AU WL @ e e i «aa 45
7 Porcentagem de estimulo (+) ou inibigXo (-) do

crescimento micelial de G. gigantea em relag3o ao

4]

cantrole e concentrag®o mais ativa dos flavondides ......... 5



LISTA DE FIGURAS

Figura

1

2

2

Estrutura quimica dos flavonbides estudadoS.........
Efeito de flavonois na germinag¥%o de esporos de

G. gigantea no meio agar—agua em diferentes
pariodos do: GnCDaCHD G s w s wisw sw b 5585 5 o § B0 66 b
Efeito de flavanonas na germinag¥o de esporos de

G. gigantea no meio agar—agua em diferentes
paricodon 08 INCUDICRE - ceaie oo ms odas s e e s s s e s s e ws
Efeito de isoflavondides na germinac3o de esporos
de G. gigantea no meio agar—-4gua em diferentes
pe}iodos eI C U DAGAEEINC . v are oie @ wds wow ecabirs whe ued o wid ale wis
Efeito de flavonas na germinag3o de esporos de

G. gigantea no meio agar—-&gua em diferentes
periodos de incubagXo ... iecnerennnnerennnn sneanee
Efeito de flavondis sobre o crescimento micelial e
produg3o de células auxiliares de G. gigantea em
meio Liguide . e aie e am ve wsie s " ST s s e g ama e
Efeito de flavanonas sobre o crescimento micelial e
produgdo de células auxiliares de G. gigantea em

Mo 1AgUAdE = biale o v epn win mie aie wie wm eie . & e e e e e

viii

33

W
on

47

49



i

Figura P&gina
8 Efeito de isoflavonbides no crescimento micelial e

produgfo de células auxiliares de G. gigantea em

mesie LAguiidall e e e e mein wie 5 @ @ @ e e W E R R R S % i e e el e W e S
9 Efeito de flavonas no crescimento micelial e

producdo de celulas auxiliares de G. gigantea

enf medor 1M quIdos . e e e iais e i « o e el e uie ) 6 W e e e s 3
10 Efeito de formononetina e quercetina sobre o

crescimento micelial de Glomus clarum em meio

OO 0l i o R e T s T rsiars & .4 4w dhalelete oin e olie min oln



1. INTRODUGCHOD

Dentre os metabdlitos secundé&rics . produzidos pelas
plantas, os compostos fendlicos constituem a ciasae mais ampla e
de maior importéncia nos sistemas solo-planta, destacando-se os
acidos fendlicos, flavonbides e seus derivados como os principais
fentlicos biologicamente ativos nos ecossistemas vegetais,
(8IQUEIRA et alii, 1991a). For muito tempo, considerou—-se como
principal fungXo destes compostos & defesa constitutiva ouw
induzida das plantas contra = parasitas ( NICOLSON &
HAMMERSCHMIDT ,1992), onde & ag3o antifungica desses compostos
tem sido amplamente estudadav/

Os mecanismos de alelopatia foram também atribuidos =
uma variedade de compostos fenédlicoe presentes no solo. sendo seu
envolvimento conhecido desde o inicio do século, quando foram
referidos como toxinas do solo por Schreiner & Reed,1908, citados
por SIGQUEIRA et alii (1991a). Nas interacbes entre plantas e
planta-microrganismos, eles atuam como sinais moleculares
importantes na indug3o de gens responsaveis por eventos que

controlam os primeiros est&gios da interacgio.
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Apesar do papel reconhecido dos compostos fenélicos
coma sinais moleculares em sistemas simbibticos, pouco e
conhece sobre seu envolvimento nas simbicses micorrizicas. Alguns
estudos, no entanto, evidenciam o©o envolvimento de certos
fendlicos na germinagdo de esporos ( GIANINAZZI-FEARSON et alii,
19893 TSAI & FHILLIPS, 1991), crescimento micelial (NAIR et alii,
1991; BECARD et alii, 19923 CHABOT et alii, 1992) e colonizacdo
de ralzes por « fungos micorrizicos vesiculo—arbusculares
(WACKER et alii,1990a; SIQUEIRA et alii,1?91b; SIQUEIRA et alii,
1991c). Esses estudos sugerem gue os flavondides s%o os respons&—
veis pela atividade dos exsudatos radiculares e metabdlitos
celulares sobre os fungos MVA,no entanto,evidéncias experimentais
do envolvimento destes compostos como sinais moleculares ouw
medizdores nutricionais entre fungo e planta hospedeira & ainda
objeto de estudo.

A agHo estimulante desses compostos sobre os fungos MVA
& de grande interesse considerando-se a necessidade de se
elucidar os fatpres necessarios ao crescimento "in vitro" desses
fungos 1que, como biotréficos obrigatdrios n3o crescem e n3o
esporulam na auséncia de raizes vivas. A impossibilidade de se
cultivar  os fungos MYA "in vitro" tem dificultado a obteng3oc de
inGculo em larga escala e conseqguentemente seu estudo e
ttilizagdo préatica.

Mo presente trabalho avaliaram—se os efeitos de diversos
flavontides de ocorréncia natural nos vegetais, sobre a germinacio
de esporos e crescimento mieelial assimbidtico de fungos MVA

gin vitro® .



2. REVISARO DE LITERATURA

2.1. Compostos fenblicos no sistema solo-planta

s compostos fendlicos formam uma das classes mais
proeminentes de produtos vegetais, sendo muito reativos
quimicamente e facilmente sujeitos a reagles de oxidagdo,
substituigdo e conjugagso (BARZ & KOSTER, :1981). Dentre os
compostos fendlicos produzidos pelas plantas & encontrados nos
ecossistemas vegetais destacam~se os A&cidos fenélicos, os
flavonbides & seus derivados (SIQUEIRA et alii, 19%1a). Os acidos
fendlicos sdo constituidos por uma ampla variedade de diferentes
compostos orgé&nicos com pelo menos um grupo fendlico hidroxilado
e um grupo carboxila,sendo comum usar escsa designacdo associada a
um nmumero limitado de compostos naturais denominados &cidos
cina&micos e &cidos benzdbicos (GROSS, 1981). 0 esgueleto carbonico
dos &cidos cinamicos se origina da desaminagdo enzimética do
aminoacido L-fenilalanina catalizada pela enzima fenilalanina
amnio—liase (FAL), reac&o esta gue representa o primeiro passo

da via fenilpropandide. A meolécula de &cido cindgmico formada pode



originar, por reagdes de hidroxilagdo e metilag3o, varios
produtos derivados (GROSS, 1981). Os flavonoides constituem uima
das classes de compostos mais caracteristicas presentes em
plantas sgperiores, muitos complem os pigmentos das flores da
maioria das angiospermas e est3o presentes em todas as partes das
plantas (HAHLEROCK, 1981).

As Especies vegetais exercem grande influ&ncia
quantitativa e gqualitativa =obre os compostos fendlicos presentes

nos solos ( SIQUEIRA et alii, 1991a ). Farte dessa influencia

resulta de uma contribuig3o direta de compostos fenbdlicos
do material vegetal ao solao. As gramineag,‘ por exemplo,
conteém teores mais elevados de Acido ferdlico ( extraldo
por NaOH 2M ) nas suas ralzes gque outras espécies veqgetais.
Essa diferenga & refletida em menor extens3o nos extratos
feitos em amostras de solo. GRAHAM (1991) caracterizou .a

distribuigXo de compostos fenélicos em pléantulas e sementes
de soja ( Glicine max L. ). Conjugados dos isoflavondides
daidzeina e genisteina foram os principais fenélicos nos Grgalis
embrionarios dentro da semente, nas ralzes, hipocotilo e
cotilédone. Todas as secliecs de ralzes apresentavam
predominantemente daidzelna e seus conjugados, particularmente no
apice onde alcangavam os maiores niveis. Foram ainda detectadas
& presenga de conjugados de daidzeina, genisteina e varios
metabdlitos aromaticos nJo identificados nos exsudatos
radiculares e nos exsudatos das sementes. 0Os conjugados eram
rapidamente liberados a niveis (1 a 10 uM) consistentes com seu
papel potencial na quimiotaxia de microrganismos e indugdo da

nodulagio (SIQUEIRA et alii,1991la; LYNN & CHANG, 1970).



0Os compostos fenblicos estio sujeitos a varios fatores que
reduzem sua concentragio em solugdo, incluindo a rapida
degradago pelos microrganismos (WHITEHEAD et alii, 1982;
SIQUEIRA et alii, 1991a). FEDERSEN et alii(1991) compararam 2
avaliagles consecutivas feitas em amostras de solo submetidas a
monocultivo prolongado com aspargo. Apbs intervalo de 3 meses
a concentrag3do de fenbdlicos era reduzida, indicando que os
fendlicos estdo sujeitos & processos de degradagio,imobilizagio e
liviviag3o, reduzindo sua atividade rno solo.

Os compostos fenblicos liberados no solo exercem grande
influéncia nos processos do sistema solo-planta-microrganismos,
constituindo-se em um fator determinante da produtividade vegetal
&2 do equilibrio dindmico de certos ecossistemas (SIQUEIRA et
alii, 1991a ). Os primeiros estudos envolvendo o papel dos
compostos fentlicos nesses sistemas indicam . sua
relago com os efeitos alelopaticos. Grande numero de compostos
fendlicos j& foram isolados e considerados como aleloquimicos.
Estes incluem fendis, &cidos fenélicos, Coumarinas, flavonéideg,
isoflavondides, taninos e uma variedade de conjugados fendlicos
(BIQUEIRA et a&lii, 1991a). A presenga de compostos fendlicos no
solo e sua relagdo com os efeitos alelop&ticos foram documentados
inicialmente em cana-de-aglcar, trigo soja e milho (WANG, 1267)
onde concentraglies de até 1ppm de &cido p—hidrumibenzéico foram
suficientes para reduzir o crescimento destas espécies.

Os compostos fen&licos podem afetar as plantas
diretamente através do seu envolvimento no metabolismo celular,

crescimento vegetal e diferenciaco ou indiretamente nas fungles



ecolbgicas vegetais (SIQUEIRA et alii,l??ia). Uma das principais
formas de ag¥o desses compostos pode ser através da sua
influéncia sobre os microrganismos do solo na rizosfera,
destacando-se aqueles envolvidos no ciclo do nitrogénio. Qs
flavonbides da raiz podem afetar a fixagdo biolégica de
nitrogénio influenciando a formaglo e crescimento das raizes ou
através de um efeito direto sobre os microrganismos relacionados.
(RAD, 19903SIQUEIRA et alii, 1991a). Fortes efeitos alelopaticos
desses compostos foram verificados sobre as bactérias nitrifican-—

tes do solo,Nitrosomonas e Nitrobacter (RAD,1990).

2.2. Atividade de Compostos fenblicos em sistemas parasiticos

Ao lado de seu efeito deletério sobre as plantas e
sobre a microbiota dé solo (efeitos alelopaticos), os feno6licos
atuam no mecanismo de defesa das plantas. Pode-se distinguir .
dois me$anismos de defesa, o ativo e o passivo, para descrever as
toxinas antimicrobianas produzidas pelas plantaéd(BELL, 1281).
Os compostos produzidos como mecanismoc de defesa passiva
s&o toxinas que ocorrem nos tecidos vegetais saudaveis e
contribuem para a habilidade da planta em resistir a invas3o de
patégenqs,jé os compostos de defesa ativa s3do sintetizados ou
liberados apbs a invas3o microbiana. A maioria dos fenois, no
entanto, se acumula nos tecidos vegetais apenas apds a infecgo
como parte da defesa ativa. A ativagdo dos mecanismos de defesa
gtiva com indugaovda biossintese de compostos fendlicos envolve

o reconhecimento molecular de produtos diretos e indiretos dos



gens de aviruléncia do patébgeno (elicitores) (LAMB et alii,1989).

Muitos flavondides tém sido identificados como
importantes fitoalexinas vegetais. A primeira a ser isolada e
‘caracterizada foi a pisatina, um isoflavonéide de Pisum sativum
(Cruickshank & Perrin, 1960 citados por BELL, 1981). Desde entdo,
a maioria das fitoalexinas produzidas por leguminosas foi
identificada como isoflavonéides, incluindo a daidzeina (KRAMER
et alii, 1984), genisteina, biochanina A (NEibENBQRNER et alii,
1990) e varios outros ( VANETTEN, 1976; STOSSEL, 198%; ADESANYA
et alii, 19863 WEIDENEBORNER et alii, 1989) com atividade
antifungica.

Em adigdo a ag¥o dos compostos fentlicos como
fitoalexinas e aleloquimicos, com efeitos téxicos sobre os
.microrggnismos, ‘recentemente tem—se estudado sua fungdo como
sinais moleculares importantes na regulagido do desenvolvimento de
sistemas simbibticos. Os compostos fendlicos atuam como moléculas
sinais no reconhecimento ou na indug3o dos primeiros estagios do
dgsenvnlviﬁentu da simbiose. MORRIS & WARD (1992) observaram os
efeitos de diversos. compostos presentes nos exsudatos radiculares
de soja sobre zobsporos de Phytophthora sojae. Foi verificado o
quimiotropismo dos zoosporos pelos isoflavondides isoformononetina,
daidzeina e genisteina. Os compostos daidzeina e genisteina foram
identificados como respons&aveis pela atragc3o e indug%o da germina-
¢¥0 e encistamento dos zoOsporos, passos essenciais para o inicio
da infecg¢¥o. A ag¥o desses compostos sobre F. sojae requer uma
astrutufa quimica especifica, pois compostos muito semelhantes

como a formononetina e a biochanina A com diferengas apenas na



substituig%o do grupo metoxi pelo grupo -0OH na posigdo 4 ,tem
atividade extremamente reduzida. Os compostos fentlicos tém sido
identificados como sinais moleculares em diversas outras relagles
entre .plantas e microrganismos. Dentre as interagtes parasi%icas
mais estudadas, est3o as observadas com Angiosparmas parasiticas
do género Striga e bactérias do género Agrobacterium causadoras
de tumor.

A Angiosperma parasitica Striga asiatica
(Scrophulariaceae) requer & uni3o. precoce a0 hospedeiro
(Gramineas como milho trignle so0rgo) para o desenvolvimento
continuwo, pois a éerminagao, ades3o e penetrag3o reguerem o
envolvimento de sinais especificos derivados da planta.
Evidéncias indicam que esses sinais s¥o compostos fenbélicos
simples (LYNN & CHANG, 1990). Da mesma forma, um sinal exégeno
liberado nas ralzes da planta hospedeira é neéessério para a
indugdo da formag3o do haustbrio da angiosperma parasitica
Agalinis purpurea. STEFFENS et alii, 1982, isoclaram .dois
flavondides ‘indutores a partir de Astragalus spp. e verificaram
existir elevada especificidade entre estes cﬁmpostos e A. purpurea.

Assim como ocorre com as Angiospermas parasiticas, a
troca de sinais moleculares parece ser necess&ria para muitas
interagles planta microrganismos onde moléculas especificas
iniciam réspostas bioquimicas, fisiolbégicas ou morfolbgicas que
afetam o desenvolvimento da'interagao (HALVERSON & STACEY, 19846).
Recentemente, os compﬁstos fenblicos como acetosiringones
foram identificados como fatores de reconhecimento da planta
hospedeira pela bactéria patogénica Agrobacferium tumefaciens. A

express3o parasitica se inicia a partir do contato da bactéria
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com 0 tecido hospedeiro danificado. Os gens bacterianos
determinantes da viruléncia (VIR) levam & transferéncia do
plasmidio indutor de tumor Ti para as celulas da planta
hospedeira iniciando a tumorgénese. Os gens VIR <3%c  induzidos
pelos compostos fenédlicos liberados pela planta no local da lesio
(LYNN & CHANG, 19903 DIXON & LAME,1990). A& necessidade da
existérncia de uma lesio no tecido vegetal para a ocorréncia da
infecgdo & devida & necessidade de ligagdo das células
bacterianas ao tecido hospedeiro & & liberagéio de compostos da
via fenilpropanéide que induzem & transcrigi3o dos geres VIR do.
patogeno. MELCHERS et a1ii(1989) identificaram varios cémpostos
fentlicos como indutores desces genes, dentre eles, o &cido
fertlico, coniferilalcool, 3, S—-dimetoxi-4-hidroxibenzeno, &cido

homovanilico, etc.

2.3. Compostos fené6licos na simbiose rizébio-leguminosas.

Certas bactérias do solo conhecidas como "rizobio”
(geénero Rhizobium, Bradyrhizobium e Azorhizobium) . estabelecem
associacbes simbidticas com leguminosas e ndo leguminosas

do generc Farasponia (VINCENT,1988; LONG,198%). As espécies de
rizébio de crescimento répido apresentam grandes
plasmideos Que carregam os gens necess&rios a simbiose. MARTINEZ
et alii (1987) detectaram em R. phasecli CFN 299, 3 plasmideos
A B e C de 185, 225 & 410 Kilobases respectivamente, responséaveis
pela simbiose. A transfereéncia desses plasmideos para cepas de A.

tumefaciens mostrou que apenas os transconjugantes com o plasmideo
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C (Flasmideo simbittico-5YM) nodularam os hospedeiros especificos
.de R. phaseoli. Aparentemente o plasmideoc C Carrega 0s gens para
especificidade e nodulag3o. Esses gens incluem uma seéerie de
gens contiguocs e altamente estaveis designados nodD,A.B e C.
MutagBes nestes gens resultavam em cepas incapazes de curvar os
pelos - radiculares da planta hospedeira ( HAC— ): um passo
essencial para o inicio do processo de infecgdo
( ROLFE & GRESSHOFF, 1988 ). MULLIGAN & LONG (198%5), estudando
fustes Lac Z em E. coli para monitorar & express3oc de nodD
e nodC de R. meliloti, verificaram que nodD & expresso a nive}s
comparéaveis por bactérias expostas ou n3o a esxsudatos vegetais.
A atividade do nodC - Lac Z ’ no entanto, foi muito baixa em
células n&o expostas a exsudatos vegetais e aumentava cerca de 30
vezes quando as células eram expostas a exsudatos se os niveis
do; produtos de nodD eram altos. Estes resultados sugerem o
papel dos produtos nodD como ativadores da express#o de outros
gens nod na presenga de exsudatos vegetais. Da mesma forma nodD
est4d envolvido com =& especificidade do rizébio por seus
hospedeiros. HORVATH et &lii (1987) estudando transconjugantes de
cepas de riz6bio MFPIK 3030 ( nodDi ) com ampla faixa de
hospedeiros e cepas de R. meliloti (rnodD) nodulante de Medicago
sativa (alfafa), observou que mutantes MPIK 3030 com gens nodD
de R. meliloti eram incapazes de nodular siratro mas os mutantes
R.meliloti com gens nodDl se tornavam capazes de nodular
siratro pefdendo a especificidade original. Foi verificado que
o produto nodD apresentava um residuo carboxil terminal

altamente vari&vel que seria responsavel pela interag3o com
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exsudatos vegetais conferindo especificidade aoc rizobio.

Varios flavontides foram identificados como indutores
ou inibidores da nodulag3o através da sua interagdo com produtos
tdos gens nodD onde a proporgdo entre inibidor e estimulador
(I/E) determina o efeito final dos compostos. Dentre os compostos
indutores destacam-se varias flavonas, flavanonas e isoflavonas
(FIRMIN et &1ii,1986); isoflavonas:daidzeina e genisteina(KOSSLAK
et alii,1987); luteolina (KAFULNIK et alii,1987); apigenina,
eriodictyol (FETERS & LONG,1988); flavona, flavanonas, chalconas
( MAXWEEL et alii,1989; HARTWIG et alii,1989) ; antocianidinas e
flavonbis ( HUNGRIA et 1ii,1991 ). Os gens nod em algumas
espécies de rizobio s¥o induzidos por mais de 20 flavonbdides
indutores diferentes, incluindo flavononas, flavonbis“e flavonas.
R. meliloti, no entanto,. € induzido por apenas 8 compostos
sendo os mais ativos, luteolina, dihidrorichalcona
e 7,4'dihidroxiflavona. Varios flavonbides mostraram atividades

antagonistas sobre a nodulag¥o em alfafa por R. meliloti sendo o

mais efetivo a coumarina umbeliferona e em seguida: Morina
narigenina > Kaémpferol = Crisina > quercetina = fisetina =
hespértina (FETERS & LONG, 1988)..Segundo HORVARTH et alii (1987)
a especificidade do hospedeiro pode ser determinada a nivel da
renga;&o do gen NodD e sua interagdo com os exsudatos
radiculares. A ativag¥%o do produto dos gens nodD pelos
flavonbides aparentemente leva a indugdo do operon dos gens nod
.ABC ( Nod Box ) iniciando a transcrig3o de produtos necesséarios.
ac estabelecimento da simbiose (ROLFE & GRESSHOFF, 1988 ). Parece

provavel que durante o processo normal de nodulag®o, a regulago

dos gens nod do rizébio esteja sujeita a ativago e ao



antagonismo por diferentes produtos vegetais. 0 numero de
nodulos, dessa forma, poderia ser determinado pelés relativas
concentragles de indutores e anti-indutores presentes na
rizosfera ( FIRMIN et alii, 1986). Isto , no entanto, ainda n%o

tem evidéncia experimental.

2.4 .Compostos fenblicos na simbiose micorrizica

A simbiose entre plantas superiores .e fungos
micorrizicos & de grande interesse ecolbgicc,@gricola‘é floreétal
Intmeras pesquisas mostiram que a presenga destes fungos
no sistema radicular das plantas aumenta a absorgdo de
nutrientes, principalmente daqueles com pequena mobilidade no
solo como o fésforo (LOFES et alii,1983). A capacidade das
plantas de estabelecer relagBes simbiédticas com fungos as tornam
capazes de utilizar nutrientes que ocorrem em quantidades
limitadas no solo, melhorando seu estado nutricional e
crescimento. Além disso, as micorrizas podem aumentar a absorgdo
de égua, a resisténcia a periodos de estiagem e a patédgenos do
sistema radicular aumentando o crescimento e produgo das
plantas, principalmente em solos 3e baixa fertilidade. Isto pode
reduzir a demanda de fertilizantes e pesticidas e os danos
ambientais decorrentes de sua utiliza;aqlna agricultura(SIQUEIRA,
1986).

D' termo micorriza, foi designado inicialmente por
?rank, 1883, citado por LOFES et alii (1983) e compreende as

associagbes mutualistas simbibticas entre fungos do solo e



radicelas das plantas nas quais ambos os membros se beneficiam da
interag¥o. Segundo LEWIS (1975), as micorrizas s%o classificadas
&m ectomicorrizas e endomicorrizas. Dentro do grupo das
endomicorrizas destaca—-se a importancia das micorrizas vesiculo-
arbuscﬁlares (MVA) pela sua maior ccorréncia no reinoc vegetal e
pelos seus efeitos no crescimento e produtividéde das plantas
{SIQUEIRA, 1986). As micorrigas vesiculo-arbusculares foram
recentemente classificadas na nova ordem Glomales que inclui
fungos do solo que formam arbisculos em associaghles mutualistas

obrigatorias com plantas terrestres. Essa ordem inclui a subordem

Glomineae com as familias Glomaceae ( géneros Glomus e
Sclerocystis) e Acaulosporaceae ( gé&neros Acaulospora €
Entrophospora ) e a subordem Gigasporineae com a familia

Gigasporaceae (ge&neros Gigaspora e Scutellispora), (MORTON &
BENNY,1990).

Durante o estabelecimento da simbiose,
os propagulos ( esporos ) germinam na rizosfera e

imediatamente apés o contato com as células do hospedeiro, o

fungo forma um apressério, o que indica a ocorréncia de algum
processo de reconhecimento especifico. Nesse est&gio
e provavel que genes flngicos, ainda n¥o identificados

sejam ativados quando o fungo entra em contato com os tecidos do
hospedeiro, levando ao crescimento e diferenciag3o morfolégica do
fungo na raiz ( GIANINAZZI, 1921). As MVA formam no interior
das raizes estruturas  de hifas curtas e ramificadas
denominadas arblsculos que s&o responsaveis pelas trocas de

metabolitos com &a célula vegetal. A presenca da planta
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hospedeira é particularmente importante para o crescimento

& esporulagdo dos fungos MYA que como | biotréficos obrigatérios

maoc crescem na ausencia das ralizes da planta hospedeira
impassibilitando- seu cultivo Yim wvitero" em condiglies
anenicas ( SIQUEIRA et alii, 198% ). Dessa forma,
HPEEaYr dos beneficios que trazem a0 crescimento (=

produtividade das plantas, o estudo e utilizac®%c pratica desses
fungos 3o ainda muito limitados.

Varios estudos tém sido realizadas com o objetivo de
determinar os fatores essénciais para o crescimento assimbidtico
cdos fungos MVA visando seu cultivo "in vi£r0" (SIQUEIRA et &l1ii,
1985). Segundo SIQUEIRA & HUBBELIL{1986), as condigles de cultivo,
especialmente aquelas relacionadas a nutrigio estariam entre os
principais fatores gue influenciariam & germinaci3o dos esporos e
o crescimento do tubo germinativo dos fungos MVA "in vitro" e
tambem no solo. Diversos fatores de nmatureza quimica, fisica e
biclégica tem sido testados, incluindo: variacles de pH (KOSKE,
1981;: SIQUEIRA et &lii, 1982, 1984, 1990) potencial hidrico
(KOSKE, 1981; TOMMERUF, 1984), temperatura (KOSKE, 1981);
concentracdo de sais (SIQUEIRA et alii, 19823 LOUIS & LIM, 1988),
vitaminas (HEFPER & SMITH, 1976; SIQUEIRA et alii, 1982),
substratos orgénicos como aglcares e &cidos organicos (SIQUEIRA &
HUEBEELL ,1986: SIQUEIRA et alii, 1982), aminoc&cidos (SILVA, 19%0;
HEFFER & BMITH, 197&4:; HEFFER & JACKORSEN, 19873 FREITAS, 1920) e
extratos de solo (SIQUEIRA & HUEBBELL ,1984). Dentre os inlumeros
fatores nutricionais testados, véa&rios apresentaram efeitos
estimulatbrios sobre a germinagdo e o crescimento. Verifica-se,

no  entanto, que os Esporas de fungos MVA parecem conter



as informaclies biolégicas necessarias & germinaclo e creécimento
inicial do tubo germinativo na auséncia de raizes vivas. A
inabilidade destes fungos de crescer axénicamente por periodos
prolongados estaria associada com alguma deficiéncia
metabdlica durante a fase filamentosa (SIQUEIRA & HURKRELL ,1986)
que seria sanada pels presencga da planta hospedeira.
Segundo HEPFER {1983) o crescimento de hifas destacadas
do esporo ocorre durante dez dias, apds esse periodo a
taxa de crescimento ¢ reduzida e a hifa sofre autslise,
caracterizando um processo de sénesc@ncia. A repicagem ou a
adigdo de .nutrientes ;o meio de cultivo nd3o reativa o
crescimento, indicando sua dependéncia das reservas nutritivas do
esporo ou da associagdo com a& raiz hospedeira. BECARD &
PICHe (1989), demostraram que as raizes contribuem para o
crescimento fungico através de dois mecanismos: um primei;o
indutivo (M;) e um segundo nutricional (My,). A inabilidade dos
fungos MVA em crescer em cultura pura apesar da grande
quantida&e de energia estocada em seus esporos indicam a
necessidade abscluta de fatores de indug3o fornecidos pela planta
hospedeira. A indug¥o pela raiz pode ocorrer através de um sinal
quimico que estimula diretamente o crescimento fungico ou através
da remogdc de um auto—inibidor.fﬂngico. Dessa forma, a Apresenga
da raiz capacita o fungo a utilizar suas préprias reservas comoc
fonte de energia (Ml) per@itindo o crescimento das hifas fungicas
@ o inicio do processo de infecc¥o. O desenvolvimento fungico e
as reaglies do hospedeiroc criam 4reas de contato entre as

superficies das células dos simbiontes a partir da formagldo dos
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arbusculos e provém condic¥es altamente favoraveis para as
trocas de nutrientes (GIANINAZZI, 1991). O fornecimento de
nutrientes do hoépedeiro as hifas fungicas constitui o segundo
mecanismo (M> ) através do qual as raizes estimulam o cres-
cimento furngico. Varios estudos procuraram demonstrar o papel
dos exsudatos de raiz como possiveis estimuladores da germinaglo
e crescimento micelial de fungos MVA. GRAHAM (1982) verificou que
& germinacdo de Glomus epigaeum foilagmentada'de 104 & 27% guando
0s esporos eram expostos a exsudatos de raiz de mudas de Citrus.
Esse estimulo, no entanto fbi inespecifico e aparentemente de
efeito gquantitativo e n¥%o qualitative o que explicaria a
falta de especificidade . PAULA & SIQUEIRA (1990)
observaram o aumento do crescimento das hifas de Gigaspora
margarita "in vitro” com a adig¥0c de suspenstes,exsudatos e
extratos celulares de Pueraria phasecloides Benth. 0Os exsudatos
e extratos celulares estimularam o crescimento a bai»as concentra-—
ctes, sendo inativos ou mesmo inibitérios a concentracfes mais
elevadas. Esses resultados demonstraram que os efeitos éstimula—
térios das células vegetais resultam, da producdoc de reguladores
'reque}idos em pequenas quantidades e ndo de fatores nutricionais,
ELIAS & SAFIR (1987) observaram que exsudatos de raizes de trevo
(Trifolium repens) cultivados em soluc¥o nutritiva sem faosforo
eram mais estimulantes para o alongamento das hifas de Glonmus
fasciculatum que os exsudatos de plantas bem supridas com
fosforo. Esses resultados indicam que fatores presentes noes
exsudatos de plantas deficientes em fésforo eram responsdveis
pelo estimulob no crescimento micelial. NAIR et alii (1991)

isplaram destes exsudatos compostos capazes estimular o
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crescimento assimbibtico desses fungos. Esses compostos foram
identificados como isoflavonbides, sendo um destes a
formononetina, sintetizada em laboratério e patenteada como
estimulante de fungos MVA ( U.S. patent ng 5.002,603; 5.125.955 e
_5.095.682). Esses compostos aumentaram as tayas de colonizac&o
micorrizica quando aplicados ao soclo em concenfra;&es baixas (S
mg/l),levando a um maior crescimento das plantas(SIQUEIRA et alii,
1991ib). Quando aplicados em solo livre de propagulos de fungos
MVA, n¥o mostraram efeitos estimulantes no crescimento vegetal
ou na nodulac&o indicando seus efeitos via coloniéagao micorrizi-
ca . GIANINAZZI-FEARSON et alii (1989) estudaram a influéncia
de flavonbides indutores dos gens Nod de riz6bio sobre a
germinag3o e crescimento dos fungos micorrizicos. Eles
observaram que os compostos narigenina, hespertina e apigenina.
estimularam fo crescimento assimbi6tico do fungo 6. margarita
nas concentractes 0,15 & 1,5 uM. SIQUEIRA et alii ( 1991ic)
examinaram (w13 efeitos de véarios flavonédides na colonizagdo
micﬁrr;zica e crescimento do trevo. As aplicagles ao solo dos
isoflavondides formononetina e biochanina A em concentraglies de S
mg/l e da flavona chrysina em concentraglies mais elevadas
aumentaram a colonizag¥o micorrizica por Glomus sp e o
crescimentc do trevo. Os isoflavonbéides formononetina e
biochanina A, previamente isoclados desta planta (NAIR et alii,
1991) exibiram elevada atividade biolégica no estimulo da
colonizagdo micmrrizica, enguanto outros flavondides testados
mostraram-se inativos na concentragdo de 5 mg/1. TSAI & PHILLIFS

(1991) relataram que outros compostos fen6licos flavonbides,
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indutores de gens Nod como a quercetina, um flavonol exsudado
de sementes de alfafa(Medicago sativa L.), estimularam a germina-—
cXo e alongamento das hifas de Glomus etunicatum quando em
concentraglies de 1 a '2,S5uM. Dutros‘flavonéides erxudados de raizes,
4°'-7-dihidroxiflavona e 4°',7'-dihidroxiflavonona estimularam’
igualmente & germinag¥o de G. etunicatum. J& a formonnnetina,

também presente nos exsudatos de alfafa mostrou-se inibitéria
(2,5uM) sobre esporos de G. etunicatum e Glomus macrocarpum.

Recentemente, BECARD et alii (1992), testando va&rios flavonobides
em concentragdo de 10 uM, observaram que apenas os flavonéis
quercetina, miricetina e kaempferol, astimﬁiavam o crescimento
das hifas de 6. margarita; enquanto as flavonas apigenina e
flavona 3 a flavanona hesperetina e isoflavona biochanina A,

foram inibitorias.Esses resultados contrastaram com os obtidos por
GIANINAZZI-PEARSON et alii(1989) e NAIR et alli(1991) que verifi-
caram efeitos estimulatbrios desses compostos. No  entanto, a
comparagdo entre os diversos experimentos se torna dificil,

‘uma vez que foram utilizadas concentragles diferentes dos
compostos (.9,15 a 1,5 uM por Gianinazzi-Pearson et alii,1989)

e esbécies fungicas distintég (Glomus sp por Nair et alii, 1991).

CHAROT et alii(1992)verificaram também efeitos estimulatédrios dos
_-flavonois a 10 uM sobre o crescimento das hifas de G. margarita.

LEI et alii  (1991) verificaram que a atividade da ATFase de
membrana no apice das hifas de G. margarita era estimulada pela
presenga de exsudatos radicuiares, indicando um possivel

mecanismo de agldo para esses compostos.

Os determinantes genéticos da planta que controlam &

infecgo micorrizica parecem estar amplamente relacionados com oS



gens envolvidos no controle da nodulagdo. DUC et alli (1989),

observouw que mutantes de Fisum sativum L.

& Vicia faba L., n3o

micorrizicos (MYC ),eram muitas vezes também incapazes de

rodul a—

G&o (NOD ) indicando uma estreita ligacdo entre as caracteristicas

MY & NOD e uma relacdqoc entre os determinantes geneticos gue
controlam os dois processos.

O compostos fendlicos apresentam efeitos diferenciados
wobre  os fungos micorrizicos. Esses efeitos podem variar com &
natureza do composto e com sua concentraco no meioc. WACKER et
alii (19%0b) verificaram efeitos inibitbrios:dc acido feralico
sobre o crescimento das hifas e lcclwnizag%o micorrizica do
aspargo. 0 acido ferulico nas concentragbes de S0 — 400 ug/g n3o
mostrou efeito sobre a germinagloc dos esporos mas  reduziu
significativamente o crescimento micelial e & colonizagldo
micorrizica. Esses efeitos inibitérios foram também verificados
no crescimento das plantas, produzindo dessa forma um .fDFtE
efeito alelop&tico. FEDERSEN et alii (1991) verificaram que &

aplicagdo de soluglies contendo &cidos fendlicos (ferulico,

cafeico e &cido metilencdioxicingmico—-MDCA ) préximo as raizes de

mudas de aspargo reduziam significativamente & colonizago
micorrizica das raizes. Os efeitos deletérios desses
compostos sobre os fungos micorrizicos podem “plicar as

alteragles de populagbes fangicas em solos onde se praticou
historicamente o© monocultivo. Diferentes espécies de fungos
micorrizicos parecem mostrar tolerancia diferenciada ao0s
ccmpostoé fentlicos presentes no solo. WACKER et alii (192%0a)

relatou  mudancas na composicdo de espécies micorrizicas do solo
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com o aumento do tempo de monocultura de aspargo. SIAQUEIRA et
alii, (1991a) sugere que as variaglies nas populacles micorrizicas
cdurante o periodo de monocultura poderiam refletir uma toler&ncia
diferencial das espécies de fungos MVA aos compostos ferndlicos
tdo solo. Elevada toler&ncia aos fernélicos do  solo pode ser
ohservada nos Urzais (Heathland ecosystems) com altas
concentragtes de acidos fentlicos e orcinol. O fungo
endomicorrizico erichide Hymenoscyphus ericae pode facilmente
metabolizar acidos benzdicos e p-metoxibenzdicos, detoxificando o
ambiente e possibilitando a sobrevivéncia da planta hospedeira

Calluna vulgaris em solo altamente alelopé&tico (SIQUEIRA et alii,

1991=a). Nos ecossistemas de coniferas, os niveis de compostos
fentlicos podem também atingir niveis téuicos aos. fungos
ectomicorrizicos. A selegic de combinagbes fungo hospédeiro

tolerantes aos fenbdlicos aleloquimicos possibilitando & obtengio
de elevadas taxas de colonizagiio pode ser um importante mecanismo
de protegdo das espécies vegetais contra os efeitos fitotéoxicos
dos alelopaticos.

Fouco se sabe sobre os efeitos dos compostos fendlicos
sobre os fungos ectomicorrizicos. LINDENBERG & LINDENEERG (1980)
verificaram efeitos estimulantes dos compostos fendlicos sobre
basidiomicetos saprofiticos decompositores da liteira. Um
glicosideo de taxifolina extraido de Finus, na concentragso de O
mg/l aumentou significativamente a taxa de crescimento de
Marasmius androsaceus. Outros flavonboides: flavononas, flavonois
dihidroxichalconas, e antocianinas, assim como &cido galico
apresentaram efeitos semelhantes. Outros fungos decompositores,

no entanto, e alguns fungos ectomicorrizicos parecem n&o ser



afetados pelos flavonb6ides.

Considerando-se o importante papel dos compostos
fenblicos no desenvolvimento de diversas simbioses patogénicas e
mutualisticas e as evidéncias de um efeito estimulante sobre o
crescimento micelial assimbidtico de fungos MVA e colonizagdo
micorrizica, torna-se evidente que esses compostos geralmente
liberados como exsudatos radiculares, parecem ter papel
fundamental no desenvolvimento e funcionamento da simbiose
micorrizica. Considerando—se um possivel efeito diferencial dos
diversos compostos fenélicos sobre os fungos micorrizicos,
torn§~se necessaria a condug3o de estudos visando determinar
os efeitos dos diversos compostos fenbdlicos de ocorréncia natural
nas plantas superiores sobre a germinag3oc e crescimento micelial
de fungos micorrizicos "in vitro". Os efeitos estimulantes de
alguns desses‘.tompostos os colocam como promissores componentes
de meios de cultura objetivando o cultivo axeénico desses organis-—

mos e como sinais moleculares na relagdo fungo-planta.



3.MATERIAL E METODOS

Fara avaliar os efeitos de compostos fendlicos na
germinaci3o € crescimento micelial dos fungos MVA Gigaspora
gigantea(Nicolson & Gerdemann)Gerdemann & Trappe e Glomus clarum
Nicolson & Schenk, experimentos foram conduzidos no
laboratério de Microbiologia do Solo da Escola Superior de
Agricultura de Lavras (ESAL), Lavras - MG.

Os "ensains de germinagdo consistiram na adig3o de diversos
compostos fenblicos, em varias concentragles (Tabela 1),a0 ameio
basico &gar-&gua 1% (SIQUEIRA et alii,1982), sendo determinada
.a porcentagem de esporos de G. gigantea germinados em cada
tratamento. &os ensaios de crescimento micelial, esporos pré—
germinados de 6. giganteé, foram transferidos para meio liquido
suplementado com os compostos fenblicos nas varias concentragdes
(Tabela 1).Foram avaliados também » 08 efeitos do isoflavonoide
formononetina ( 0,5uM; S,0uM; S0uM ) e do flavonol quercetina
(1uM;10uM;SQuM) sobre o crescimento micelial de Glomus clarum. As
concentraghes testadas foram definidas com base em outros
estudos ( GIANINAZZI-PEARSON et al,1989; TSAI & PHLLIPS, 1991;
BECARD et &1, 1992) e em ensaios prévios incluindo uma ampla

faixa de concentragles.
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Tabela 1: Flavontdides testados ros experimentos com 6. gigantea
Peso Faixa de Concentragdo {uM)
Kose Comua Nose Ouimico Nolecular Germinag¥o  Cresciaento Micelial
Isoflavondides ,
ForsononetinaS?  7-hidroxi-4 -sethoxiisoflavona 320,53 0 - 400 0-10
Riochanina Al Diidroxi 4 -sethoxiisoflavona 284,30 0 - 400 0-10
Senisteina® § ,5,7-trihidroxiisoflavona 270,13 0 - 200 9-10
Daidzeina’ 4 ,7-dihidroxiisoflavona 4,23 - 0-10
Flavononas ,
ﬂaringenina1 4 ,5,7-trihidroxiflavanona 272,30 0-200 - 0-10
Hesperetinal 3,3y7-trihidroxi-4 -aethoxiflavanona 302,27 9 - 400 0-10
Taxifolina! 3,3,4 ,5,7-pentahidroxiflavanona 304,30 9 - 200 0-10
Flavonéis .
Fisetina® 3,3 ,4,,7-tetrahidroxiflavona 286,24 9-30 0-10
Morinal 2 ,3,4 ,5,7-pentahidroxiflavona 302,20 0 - 400 0-10
Xaeapferoll 3,4 ,5,7-tetrahidroxiflavona 286,20 - 0-10
ﬁyricetinai 3,3,44 45,5 ,7-hexahidroxiflavona 318,20 - 0-10
Buercetinal 3,3 ,4 ,5,7-pentahidroxiflavona 338,26 0 - 200 o 0-9%0
Flavonas s
Apigem'na1 4 ,5,7-trihidroxiflavona 270,24 0 - 200 0-10
Flavona? 2-phenil-1,3-benzopirona 222,24 0 - 100 C0-10
t Origea dos Compostos -  1-Sigma: St.louis, XD 6317 S
2-Research Plus: Bayonne,New Jersey, USA
3-American Cyanamid: Princenton, New Jersey,USA
4-Aldrich Chea, Co,: Milw, ¥153201
9-Adamns Chea. Co.: Round Lake, Illinois 40073
3.1 Obtencdo e desinfestagdoc dos esporos
Os esporos de 6. gigantea e G. clarum foram

multiplicados em raizes de Brachilarila decumbensb Stapf - Prain
.cultivada em vasos contendo 4 kg de uma mistura de solo e
vermiculita na proporgio 3:i destnfestada com Brometo de Metila
(260 cc/m>  de substrato). 0Os vasos foram mantidos em casa de

vegetagto por 12 a 14 meses para multiplicac¥o dos esporos.
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Durante o cultivo, os vasos foram irrigados diariamente com a&gua
desQineralizada € a cada 10 dias com 10 ml de solugXo de ﬁéagland
sem fosforo diluida 10%.

A cada experimento,os esporos foram extraidos de amostras de
soclo coletadas diretamente dos vasos de multiplicagdo,por
peneiramento UGmido éonforme método de GERDEMANN & NICOLSON
(1963), em peneiras com malhas de 0,7i e 0,053 mm de abertura.
0 material obtido foi centrifugado em &gua por 3 minutos a 3000
rpm e em solugdo de sacarose 307 a 2000 rpm por 2 minutos. Os
esporos presentes no sobrenadante foram recolhidos em peneira com
0,044' mm de abertura, lavados com agua corrente e,em seguida,
foram observados sob microscépio estereoscépico {(20%) para
seleg3o de um grupo morfologicamente homog&neo, .descartando-se
esporos escuros ou danificados. Os esporos selecionados foram
transferidos com auxilio de seringa de vidro para unidades de
filtraclo estéreis (filtro Millipore Swinex 25 ) com membrana de
papel (whatman nol) em c&mara asséptica de fluxo laminar. A
desinfestagXo da superficie dos esporos foi feita por lavagem com
20 ml de solugio de hipoclofito de sbdio 1% ( V/V, 5% de cloro
livré) por 10 minutos seguida de lavagem com 20 ml de
estreptomicina 100 ppm'por 20 minutos, conforme descrito por
COLOZZI-FILHO (1988). Os esporos desinfestados foram
transferidos,com auxilio de pinga de ponta fina, do filtro para
placas - de petri ( 9,0 cm de diametro ) contendo 10 ml de agar-
adgua 1% (PH 6,4 + 0,2 ) para germinag3o. As placas foram vedadas
com filme plastico e incubadas em estufa 280C no escuro e, apobs
os periodos de incubagdo, foram submetidas a observagido sob

‘microscobpio estereoscbpico (20x%) para verificag¥o da germinagio.



3.2 Experimentos de germinac¥ e crescimento micelial

Esporos desinfestados de 6. gigantea foram submetidos a
ensaios de germinac%o em placas de petri contendo meio bésico
agar agua 1% (SIQUEIRA et alii, 1982) e ensaios 'de crescimento
micelial em meioc 1liquido modificado do meioc de Hepper .1979
(SILVA,1990),(Tabela 2). Os compostos fendlicos (Figura 1) foram
adicionados ao meio s6lido e liquido &péds serem dissclvidos em
pequeno volume de metanol'que n%oc ultrapassou 1% do volume final
total do meioc (SIQUEIRA et al,l?éic).

Tabela 2: Meio nutritivo liguido modificado do meic de Hepper
para crescimento micelial (SILVA,19%20).

Compostos Marca Concentragdo mg/1
KC1 Merck 4,00
KNOx Merck 6,40
MgS04.7 HO Eerzog : 4,00
Ca(HoPOg)p - HoO Riedel-de-haen 0,80
FeNa EDTA Reagen 0,19
Tiamina Merck 0,40
BRiotina Merck 0,40
Cianocobalamina _ Merchk 0,04
Sacarose Merck 2000

Obs: pH final ajustado com NaOH e HCl1 (1IN) para 5,2+ 0,2

Nos ensalios de germinagdo, os compostos fendlicos
dissolvidns em metanol foram incorporados ac agar-—agua fundiao e
mantido & &608C. Foram feitas diluigBies sucessivas do agar para
obtenglo das 'diversas concentraglies. O controle foi preparado
‘pela incorporacdo das mesmas quantidades de metanol ao agar-agua

fundido a &08C. Foram utilizadas para cada tratamento parcelas
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experimentais constituidas por uma placa com 20 esporos e 4
repetigbes (80 esporos) em delineamenteo inteiramente casualizado.
Os esporos desinfestados foram transferidos para cada placa de
petri(9,0 com de diametro) contendo 10 ml .de agar—-agua 1%
suplementado com o0s compostos fenédlicos e incubados é 280C no
escuro. Foram feitas avaliagles peribddicas da porcentagem de
esporos QEfminados apébs 2, DS e 10 dias de incubag3o. As
observages foram feitas sob microscépio estereoscépico {20%),
sendo considerados germinados os esporos que apresentavam um  ou
mais tubos germinativos (SIQUEIRA. 19B3).

Nos ensaios de cresciﬁento micelial, esporos de G. gigantea e
G.clarum pré—germinados em &gar—agua puro e livre de
contaminantes, foram transferidos para tubos de ensaio de vidro
(1,8 » 12,5cm) contendo 3ml do meio liquido (Tabela 2), suplemen-
tado com o0s compostos fenblicos nas diversas concentragdes. 0;'
flavonbideé, dissolvidos .- em metanol, foram adicionados ao meio
liquido que foi diluido vérias vezes para obtengl8c das concentra-
¢bes desejadas. 0 controle foi preparado pela adig3o das . mesmas
quantidades de metanol ao meio liguido. Foram testados o efeitos
de diversos flavondides sobre o crescimento micelial de G.gigantea
(Tabela 1),.,e do isoflavontide formononetina (0,5uM; 5,0 uMp SOuM)
e do flavonol quercetina (1,0uMj; 10uM; S0uM) sobre o creécimento
micelial de G. clarum. Em cada tratamento foram utilizadas
parcelas experimentais de 10 tubos com 1 esporo por tubo e 3
repetigbes (30 esporos) por tratamento em delineamento
inteiramenté casualizado.

Ols esporos foram transferidos do meio sélido com o aﬁxilio

de uma espatula -através da remog3o de fragmento circular



de agar previamente marcado na placa. Cada fragmento com cerca de
0,3 cm de diametro continha apenas 1 esporo germinado livre de
contaminantes.O0s tubos foram incubados em estufa a 28oC no escuro
por um periodo de 15 dias, suficiente para o crescimento maximo
de G.gigantea (SILVA, 1990) e 25 dias para o crescimento de G.

clarum.

Apbs o periocdo de incubag¥o, os tubos foram Dbservados sob
microscopio estereoscopico (40%) para contagem do nD de células
auxiliargs produzidas nos experimentos com G. gigantea e para
verificagao da presenga de contaminantes. FPara - avaliag®o do
crescimento micelial, utilizou-se o© método de Ainterse;&es de
hifas modificado de HEPPER & JAKOBSEN (1983). O micélio de cada
parcela foi agrupado em um!tubo de ensaio (1’§p ¥ 12,5 com )
contendo cerca de S ml de &gua destilada e 50 contas de vidro
(1mm; de di&metro ). O Qicélio foi fragmentado por agitagiio em
véortex a 1/3 da velocidade maxima por trinta segundos. Os
fragmentos obtidos foram transferidos para membrana Millipore
quadriculada (HAGE 47, 9mm2 por quadricula) por filtraglo a vacuo.
Apbs secaéem da membrana de filtro ao ar, procedeu-se a
contagem sob microscbpio estereoscépico (40x) do nD de fragmentos
de hifas que interceptavam as linhas horizontais e verticais da

membrana.0 meio liquido proveniente de cada parcela foi recolhido

para determinag3o do pH.



A - Isoflavonoides B - Flavanonas

R1 R2 R1 R2 R3
Genisteina OH oOH Hesperetina OCH3 OH H
Daidzeina H OH Naringenina OH H H
Formononetina H OCH3 Taxifolina OH OH OH

Biochanina A OH OCHS3

C - Flavonas D - Flavonois

R3
R o
R2 =
R1 R2 R3 " R1R2 R3 R4 R5
Apigenina OH OH OH Kaempferol OH OH H H H
Flavona H H H Myricetina o4 OH OH OH OH
Quercetina OH H (H OH H
Morina OH H H H OH

Fisetina H OH H OH H

Figura 1. Estrutura guimica dos flavondides estudados



3.3 An&lise Estatistica

e dados relativos & porcentagem de germinago foram
transformados por Y=1ln(x + 2),o0s dados de contagem de intercecbes
de hifas e no de células auxiliares Tforam transformados por
Y=v(x + 0,5). Nos experimentos de crescimentoc micelial, as
concentraglies foram transformadas pela expressdo log(x+l), visan-—
do  facilitar os ajustes das respostas, obtendo—-se os seguintes
valores: 1uM = 0,301 3 SuM = 0,778 3 10uM = 1,041 3 SO0uM = 1,707,
Todos o0s dados foram submetidos & andlise de varidncia e
regressdo polinomial de acordo com o programa SANEST do

Institutc Agronomico de Campinas (IAC), S&o Faulo.



4 .RESULTADOS E DISCUSSHO

4.1 Germinagdo de Esporos

# germinagédo de esporos de B. gigantea no meioc agar-—
#gua  iniciou-se apbs 2 dias de incubag3o, sendo verificada &
formagso de um ou mais tubos germinativos diretamente da parede
do esporo, conforme descritoc para especies azigosporicas
(SIQUEIRA et alii,l?éﬁ). A germinacio dos esporos foi elevada,
variando significativamente ( F>0,05 ) entre 61% aos 2 dias, 82%
apbs S dias e 87%4 aos 10 dias de incubag3o, alcangando niveis
semelhantes aos observados em outros estudos (KOSKE,1981). Apbs a
germinac¥o, o tubo germinativo cresceuw rapidamente, produzindo,
@os o dias, filamentos de 2Z-3 cm gue se ramificaram
lateralmente, crescendo no interior e na superficie do &agar.

A adigdo dos diversos flavonbides ao meio
agar—&4gua exerceu efeitos inibitérios significativos sobre a
germinac3o dos esporos de G.gigantea(Tabelas F e 1A-4A).Verificou
-se ainda, durante os periodos de incubagio, uma redugldo no
coeficiente de variag3o da germinag3o aos 2, % e 10 dias (Tabela

4). Essa redugqo na variabilidade das taxas de germinacg¥o foi



Tabela 3.

&gua

Resumo

suplementado

das analises de

In(n+2). ESAL, Lavras - MG, 1993.

. vari&ncia e regresso da
porcentagem de germinacc de esporos de G.gigantea no meio agar-—

com flavondides. Dados

transformados

Coapostos/
teapoldias)

Anava

fuadrado Nivel de

Nedio . Signific@ncia Equaglo de regressio

T

Kivel de Significéncia

da regressdo

Norina 12
Norina 15
Norina 110

Guercetina /2
Buercetina /5
Buercetina/io

Fisetina /2
Fisetina /5

Fisetina /10

Naringenina/2
Naringenina/s
Karingen., /10

Hesperetina/2
Hesperetina/S
Hesperet, /10

Taxifolina /2
Taxifolina /3
Taxifolina/10

Flavona /2
Flavona /%
Flavona /10

Apigenina /2
Apigenina /5
fpigenina /10
Biochaninah/2

- Biochan.f /3
Biochan.f /10

foraonon, /2
Formonon. /3
forapnon. /10

Genisteina /2

- Benisteina /3

Genisteina/io

5,7914296 0,00078
6,5968193 0,00001
0,9583804 90,0000

0,2506474 0,00372
0,0105767 0,05185
0,0081556 0,14925

4,9402115 0,00001
0,2312762 0,00175

0,0420691 0,00288

3,00136¢4 0,00007
3,8604984 0,00015
2,9175325 0,00094

5,2007400 0,00008
2,3402566 0,00002
1,6985658 0,00001

7,2789688 0,00001
0,3285601 0,00044
0,0627268 0,00468

8,1588930 0,00001
10,2456916 0,00004
10,8869987 0,00004

0,1886967 0,16871
0,0314969 0,40744
0,0288179 0,28223

§,5916266 0,05744
0,2610916 0,00039
0,1040282 9,01178

0,0092069 0,9674
0,0126232 0,57426
0,0184768 0,36899

0,1080468 0,30174
0,0005841 0,97756
0,0002399 0,98601

Y=3,9465-0,01357X
¥=4,399440,00132-0, 00007512
Y=4,4060+0,00240%-0, 00003752

¥=4,25495-0,12671-0,007527x0+%

Y=4,5389-0,204854+0,003566X2
Y=4,5185+¢0,016661-0,0027641%¢
0,00008581°
Y=4,5713+0,00756%-0,001202¢%
9.00002025¢5
Y=4,3752-0,00706X
Y=4,8059-0,00581
Y=4,8405-0,00487

Y=4,5619-0, 026821 +0, 00006112
Ses ajuste
Sem ajuste

¥=3,9739-0,01688X
Y=4,4314-0,00353X

-¥=4,5409-0,001501

¥=4,4822-0,035191
¥=4,9547-0,0380X
¥=5,0804-0,03875%

¥=3,4539-0,003891
¥=4,0820-0, 00159
Y=4,1634-0,00096

0,9279
0,9980
0,978

90,7600

0,9306
0,9998

0,9993
0,9967
0,8739
0,8123

0,9541

0,9790
0,9470
0,9239

0,9489
0,8820
0,8622

0,9505
0,9662
0,8862

0,00018
0,00376
0,00330

0,0791

0,00201
0,04327

0,01711
9,00004
0,00003
0,00019

0,00008

0,00001
0,000
0,00048

9,00001
0,00001
0,00004

0,00478
0,00005
0,00127
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tambem constatada por SAFIR et alii (1990) e provavelmente indica
uma sincronizacdo na germinacdo dos esporos decorrente do

vencimento do pericde de dorméncis caracteristico dos esporos de

furngos MVA.

Tabela 4: Coeficientes de variagdio (%) para os valores
cle germinagdo de esporos de G.gigantea aos 2, 5 e 10 dias de
incubaglo nos diversos experimentos.

Composto 2 Dias SDias 10 Dias
Morina 20,41 F.42 10,54
Cuercetina R 4,48 5,97
Fisetina 24,49 18,57 9,50
Flavona 8,90 26,72 27,88
Apigenina 38,03 16,44 14,22
Biochanina A 20,76 10,65 15,87
Formononetina 12,07 12599 Ta7D
Genisteina 7,06 6,39 F,72
Maringenina 12,28 11,43 2,89
Hesperetina 20,82 10,67 T.67
Taxifolina 20,56 O I g 10,30
Controle 25,70 18,02 1372

Os diversos flavonbides parecem exercer efeitos saobre a

sincronizacdo dos esporos (Tabela 4), conforme se verifica pelos
ciferentes coeficientes de variacgdo das % de germinagdo aos 2, o
¢ 10 dias. 0Os compostos genisteina, formononetina, naringenina e
guercetina produziram menores coeficientes de ge?mina;&c quando
comparados ao controle, indicando um possivel papel na
sincronizacso da germinagdo.

Dentre obs 11 flavondides testa@cs. 8 mostraram efeitos
inibitérios significativos sobre a germinagdo de G. gigantea nas
concentragles testadas (Figuras 2 - 5). Os flavonois mostraram
efeitos inibitérios mais pronunciados aos 2 dias de incubacdo

(Figura - 2). A fisetina e a quercetina apresentaram resposta
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quadratica com elevada atividade inibitéria aos 2 dias, reduzindo
a porcentagem de germinag¥o em até 97% em relag¥o ao controle. A
fisetina se mostrou mais ativa em concentraghes de 3IO0uM e &
duercetina em concentragtes de 60 uM sendo que, aos S e
10 dias, verificou-se uma redug%o do efeito’ inibitérié desses
compostos. A morina, aos 2 dias, inibiu linearmente & germinagio
de esporos até a concentraé%o de 200uM (Figura 2 ), apreseﬁtando
também, menor atividade aos S e 10 dias de incubago.

As flavanonas também apresentaram efeitos inibitoérios
significativos sobre & germinag¢do dos esporos de 6. gigantea
(Figura 3). A naringeniné.e a taxifolina reduziram linearmente a
germinago de esporos ate a concentrag3o de 200 uM. A
taxifolina, no entanto, apresentou elevada atividade apenas aos 2
dias de incubaglio e atividade inibitébria reduzida aos 9 e 10 dias
(Figura 3). A hesperetina mostrou também efeitos inibitorios
significativos sobre a germinag3o, com resposta quadr&atica aos 2
dias de incubago e com inibigXo maxima na concentragdo de 252 uM
( Figura 3, Tabela S ). Foi observada ainda, uma queda na
atividade inibitdria aos 5 e 10 dias de incuba;éa, onde, apesar

de n&o ter sido obtido um ajuste de regress&o, verificou-se um
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efeito inibitério significativo na concentragio de 100uM(Figura 3).

Ao contrario do observado neste estudo,GIANINAZZI-FPEARSON et alii
(1989) verificaram efeitos estimulatéfios da naringenina e
hesperetina na germinacdo de esporos de G. margarita.
Esses autores, no entanto, trabalharam com concentraglies variando
entre 0,15uM e 1,5uM, bem mais baixas que as testadas no presente
trabalho. Embora ainda n¥o existam evidéncias de especificidade

dos fungos micorrizicos para compostos fenélicos, os fungos 6.
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gigantea e G.margarita podem diferir quanto &s suas respostas a
esses compostos. Verificou-se ainda gue a hesperetina, assim como
os  flavontis guercetina e fisetina, mostraram uma redugXo na
atividade inibitéria em concentracbes mais elevadas (Figuras 2 e
3). Esse fato foi também cbservado por GIANINAZZI-FEARSON et
&lii(1989) porém n¥%o foi explicado. Esse . comportamento dos
flavondides poderia ser atribuido a baixa solubilidade desses
compostos o que facilitaria sua precipitaco e inativagXo no meio
de cultura ou ainda, & absor¢doc e inativag¥o pels esporos.
A redugdo naidispanibilidade dos flavonbides por esses processos
reddziria sua atividade no meio de cultura nas maiores
concentragles testadas ou em periocdos prolongados de incubaco,
conforme observado aos & e 10 dias. Essas possibilidades, no
entanto, ndo foram testadas e seriam necessarios experimentos
mais especificos para determinar as causaé desse comportamento.

Dentre os isoflavondides testados,apenas & biochanina A
apresentou efeitos significativos sobre & germinacéo dos esporos
de 6. gigantea, reduzindo linearmente & porcentagem de germinagdo
atée .a concentragdo de 400uM (Figura 4). A genisteina e a
formononetina n3o apresentaram efeitos significativos em nenhuma
das épocas estudadas (Figura 4).

Dentre as flavonas testadas, a apigenina nd8o exerceu
efeitos esignificativos, embora tenha apresentado tendéncias de
inibig¥o aos 2 dias de incubagdo (Figura 5) A flavona apresentou
efeitos significativos, reduzindo linearmente a ge?mina;ao até a
concentragio de 100uM. Verifica—se, no entanto, gue n3o houve

redugio na atividade ininitéoria aos § e 10 dias de incubagdo como
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Figura 4. Efeito de isoflavonéides na germinaglo de esporos de G.

gigantea no meio agar—agua em diferentes periodos de incubagdo.
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observado para os outros flavonbides testados. A flavona parece
inviabilizar irreversivelmente os esporos j& aos 2 dias de
incubag¥o, 'tornando—os escuros e colapsados. Esses esporos
estariém, dessa forma, impossibilitados de germinar nos periodos
subsequentes de incubagXo.

Os efeitos inibitorios observados expressos com
porcentaéem de inibigXo mé&xima em relago ao controle encontram-se
resumidbé na tabela 5. Verifica-se que a atividade variou com o
periodo de incubagdo, com a concentrag¥o utilizada e com o
composto.

Dentre os isoflavondides testados, verifica-se que a
presenga de uma hidroxila no grupo R1 do anel A <e associa tcom
a atividade inibi£6ria da biochanina A ( Figurag ledq). A
formononetina, que n%o apresenta hidroxila neste grupo., nd3o
mostrou efeitos significativos sobre a germinacglio dos espordé de
G.gigantea (Figura 4).Comparando-se as estruturas da biochanina A
e da genisteina, verifica-se que a presenga de uma metilagdo no
grupo R2 do anel B se relacionou com a maior. atividade da
biochanina A (Figuras 1 e 4). Aparentemente a presenga de uma
hidroxila- na posigdo R1 deve estar associada a presenga de um
grupoc metil na posig¥o R2 para atividade inibitoria, uma vez gue
a auséncia da hidroxila (formononetina) ou a auséncia do grupo
metil(genisteinaf elimina & atividade inibit6bria desses compostos
nas concentraglbes testadas. Em rizébio, a metilag3o no grupo KRZ
(Figura 1) foi identificada como responsavel pela atividade
inibit6ria dos isoflavonéides sobre os gens Nod de Bradyrhizobium

japonicum ( KOSSLAK et alii, 1987 ) e a presenga de uma hidroxila
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Tabela ©O5: Porcentagem de inibig3o em relagdo ao controle e
concentrac&o inibitéria méxima dos flavonbides sobre a germinagdo
de G. gigantex. '

2 Dias % Dias 10 Dias

Composto Conc.(uM) ZiInib. Conc.(uM) %ZInib. Conc.(uM) ZInib.
Fisetina 30 67 34 13 . 36 S
Morina 275 72 388 63 850 23
Quercetina 60 16 N.S. - N.S. -
Hesperefina 2382 62 ¥100 39 X100 32
Naringenina LN-200 65 LN=-200 o1 LN-200 43
Tarifolina LN-200 84 . ,:LN—ZOO 17 LN-200 7
Formonon. N.S. - N.S. - N.S. -
Biochanina LN-400 42 LN-400 15 LN=-400 9
Genisteina N.S. - N.S. - N.S. -
Apigenina N.S. - N.S. - N.S. -
Flavona LN-100 83 LN-100 85 LN-100 85
Obs. N.S. - Efeito n3o significativo

LN - Resposta linear ,

X - Efeito significativo, sem ajuste de regregs&n

nesta posigdo confere atividade indutora a genisteina e
daidzeina sobre os gens Nod de Rhizobium meliloti e. R.
'1eguminosarum (ZAAT et alii, 19873 ROLFE, 1988). Aparentemente os
padrdes de metilag3o e hidroxilagl¥o dos anéis A e B s3o
importantes na determinag¥%o da atividade dos isoflavonbides sobre
os fungos micorrizicos de forma semelhante ao observado em
rizébio. WE IDENBORNER et alii (1990) ,estudando a aglo
antifungica de flavonéides sobre Rhizoctonia solani e Sclerotium

rolfisii verificaram que o grau de redugdo, a posigio e o ng de
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grupos hidroxila, constituem parametros importantes para a alta
atividade destas substéncias. 0 padrio de substituic3oc com dois
grupos hidroxila CS e C7 e um grupo metoxi C4 foram necessarios
para uma elevada atividade antifungica. Aparentemente, a presenga
de um  grupo metoxi contribui  para a permeabilidade daos
flavonoides na membrana celular e para & estabilidade dos
compostos contra & degradagidio fungica (WEIDENRBORNER et a&lii,
1989: ADESANYA et alii, 1986).

Comparando—se as flavanonas_;om as Tlavonas testadas,
verifica-se gque a presenga da ligagdo dupla C2Z-C3E na apigenina
associou-se a uma menor atividade inibitéria comparada & naringe-
nina, de estrutura semelhante (Figura 1).

Em adig3o & sua atividade inibitéoria sobre a germinagdo
dos ESpOros de 6. gigantea, varios compostos fentlicos
apresentaram efeitos também sobre a morfologia da hifa fungicg
receém formada. Em observagles microscépicas feitas aos & dias de
incubagdo, verificou-se que & biochanina e & flavona inibiram
fortemente o crescimento inicial do tubo germinativo, produzindo
hifas curtas e pouco ramificadas. A taxifolina tambem
afetou o desenvolvimento inicial do tubo germinativo produzindo
hifas curtas e com grande profusio de regifies de extrusio
citoplasm&tica. Conforme mencionado por SIQUEIRA (1983),
& extrusdo citoplasm&tica resulta do desbalango da atividade
entre enzimas responsaveis pela sintese e degradacso da parede
celular na ponta da hifa. A naringenina e hesperetina induziram
um crescimento espargo e com  poucas ramificagtes quando

comparadas &o controle. Dentre os flavonbtis, verificou-se que &



morina e a quercetina induziram um maior crescimento inicial das
hifas que se apreaentaram mais longas , com poucas ramificagles e
com &as extremidades sinuocsas. GIANINAZZI-FEARSON (1989) nXo
verificou qualquer efeito da naringenina e hesperetina sobre a
morfologia das hifas de G. margarita, no entanto, foram testadas
concentragies mais baixas (0 - 1,5 uM); 0 efeito dos flavonbides
na morfologia da hifa fingica foi, aparentemente dependente do
composto e estudos bioguimicos adicionais s&o necess&rios  pars
g#sclarecer sua acldo sobre os fungos micorrizicos, principalmente
sobre & estrutura da parede celular fangica., a qual determina a
morfologia da hifa e ﬁdnsequentemente influencia sua capacidade
de colonizar & raiz.

Conforme observado no presente trabalho., os diversos
flavontides variaram guanto a sua atividade sobre a germinacio de
esporos de G. gigantea nas concentragles testadas. Og compostos
foram inibitbrios ou n3o apresentaram efeitos sobre a germinacgio
(Tabela a). A atividade inibitéria esteve associada a
determinadas caracteristicas quimicas, tais como, & presenga de
uma hidroxila na posig¥o 5 associada a uma metilagldoc na posic3o
4 nos isoflavondides e a auséncia da ligagdo dupla CZ-C3 nas
flavonas.

Varios estudos tém demonstrado a atividade antifldngica
dos flavondides, destacando—-se os isoflavontides como importantes
fitoalexinas vegetais (VANETTEN,19763; KRAMER et alii, 1984;:
STOSSEL, 19853:; ADESANYA, 1986; SINGH et alii, 1988:; WEIDENEORNER
et alii, 1989, 1990). A a¢gdp inibitdria destes compostos sobre &
germinagdo de fungos MVA, foi observada por T8AI & FHILLIFS

(1991) .que verificou a inibig3o da germinacio de Glomus



etunicatum e Glomus macrocarpum pela formononetina =
concentragio de 2,5uM. Outros estudos, no entanto,. rn&o
verificaram efeitos inibitérios de véarios flavonédides sobre a
perminacido de esporos de fungos MVA ( GIANINAZZI;PEARSDN et alii,
19893 MORANDI et alii, 1992) quando testados em concentraglies de
1-10uM. 0O efeito de concentragles mais elevadas de flavonbides
(acima de 1000uM) sobre a germinac3o de esporos de fungos MVA, no
entanto,& de grande importé&ncia ecolégica uma ve:z que, no solo,
em algumas circunstancias, esses compostos podem alcancar concen—
trages de 100-1000uM(SIQUEIRA et alii,1991a) e exercer atividade
deleteria sobre & simbiocse micorrizica reduzindo as taxas ée
colonizagdo da raiz em virtude da inibig%c da germinag3o dos
esporos fungicos. Fortanto, embora em alguns casos os compostos
fentdlicos liberados pelos sistemas radiculares possam Enercer
uma ag&o protetora contra patdgenos,estes podem também inibir &
germinagdo de esporos de fungos MVYA, configurando um efeito

alelopatico direto scobre o fungo e indireto sobre a planta.

4.2 Crescimento micelial

Dos 14 flavonbides testados apenas S ndc apresentaram
eefeitos significativos sobre o crescimento micelial de G.gigantea
(Tabelas &6 & SA-8A). Todos os outros foram estimulantes,com esxce-—
¢%c da biochanina A que inibiu linearmente o crescimento micelial

ate =a &Dncentragao de 10uM (Figuras 6 a 9).
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Dentre os flavontis testados, a fisetina, morina e

quercetina exibiram uma resposta quadratica ao crescimento
micelial (Figura &4). Sendo que a concentrac3o de maior éstimulo
em relagio ao controle foi de 3,98uM ; 4,10uM e i?uM para a
fisetina, morina e quercetina respectivamente. Os outros
flavonobis testados: myricetina e kaempferol, mostraram
tomportamento irregular sobre o crescimento micelial e,embora ndo
tenha sido obtido um ajuste das respostas,verificou-se um estimulo
significativo, com maior resposta em concentraghes de SuM dos 2
compostos. Os maiores estimulos ao crescimento micelial
foram obtidos éom a morina e a quercetina e os menores com
a myricetina e o kaempferol. Os flavondis estimularam
também significativamente a produgdoc de células auxiliares
que apregéntaram resposta quadratica as rdiversas concentraclies
(Fiéuras 6 a 9,Tabela 9A).Apenas a morina ndo afetou significati-
vamente a produgdc de células auxiliares de G. gigantea,
embora tenha se observado um estimulo ( 2874 ) na
concentragdo de 1uM (Figura 6). 0 composto mais estimulante foi
& fisetina na concentrag%o de 3,98uM (Figura 6), produzindo um
aumento com relaco ao controle de 187%. TSAI & PHILLIPS (1991)
opservaram, também, um efeito estimulante do flavonol quercetina
sobre o. crescimento micelial de 6. etunicatum na concentragdo
de 2,5uM. MORANDI et alii(1992),no entanto,n%o observaram efeitos

da quercetina,nas concentragbes de 0,1-10 uM, sobre o crescimento



Tabela 6. Resumo

crescimento
Ggigantea em

dag

micelial

meio

transformados  por

Lavras - MG,

1293,

liquido suplementado com flavondides.

¥

analices de varidncia e

e producdo de

f(n+0.5). ESAL,

®

regressgo  do

celulas auxiliares de 6.

Dados

finava

Buadrado Nivel de

Nivel de significincia

Coaposto Kédio Signifiréncia Equacho rt da regressdo
Genicteina CH 0,8267149 0,28243 = = =

€h  0,0399266 0,30313 = - -
Daidzeina TN 0,8411236 0,11133 - - -

Ch  0,1657489 0,17153 - - -
Foraonon. CH  1,8393903 0,01328 Ses ajuste = =

Ch  0,3974489 0,00023 Ses ajuste - 2
Biochan. k& CH 10,2181266 0,00033 Y=B,12017-3,9388X 0,9959 0,00009

€A 0,7982024 0,00117  ¥=1,71350-1,0658X 0,9335 ©,00029
Hesperetina €N 2,4981797 0,0437¢ Y=8,3146-5,5221!-6,2645I2 90,9861 9,01338

Ch  0,33852B% 0,14736 = - =
Taxifelina € 3,0926210 0,11042 = = =

€A 1,4728240 0,00034 Y=1,04&4f4,?27?1-4,673112 0,7485 0,00016
Naringenina €M 3,3170696 0,00458 Y=8,3399+2,7645!-4,4601!2 0,9762 0,01895

CA 0,8029713 0,0235! Y=1,5815+2,1599X-2,4424X2 0,9461 9,00098
Flavona CH  2,4047925 0,13637 = - -

A 1,4208852 0,00360 Y=1,3005+5,&0731-5,5219!2 90,9928 0,00069
Apigenina o 2,2573036 0,13010 - = =

€A 0,6929735 0,03823 Y=1,4026*1,62821—2,2891!2 0,8870 0,05928
Buercetina O 3,7421465 0,00334 Y=6,4856+4,30441—2,4?5712 90,8370 ,00098

€A 0,218829% 0,0039% V=l,2225+0,§937!-0,4?63!2 90,9625 9,00302
Wyricetina CH  1,0315674 0,03264 Ses ajuste = =

€A 0,3668961 0,00994 Y=1,8384*2,§?60[-2,6?1!2 90,9949 0,00216
Horina CH  4,4098456 0,02543 Y=£,8574*9,5?ﬁ6!-9,£515l2 90,9988 0,00448

LA 0,0724117 0,36941 - - -
Kzempeferol  CM  2,5506060 0,00160 Sem ajuste = =

€& 0,B928670 0,03982 Y=1,?57662,iBBSI-Z,BS?IKZ 0,8739 0,04349
Ficetina £ 4,8866998 0,00093 Y=7,6892+8,4471I-9,1801K2 0,9566 0,00035

A 2,0392382 0,00003 Y=£,0618+5,2025X-5,522?X2 0,7824 0,00002

o~

Obs. CM Crescimento micelial
CA Células auxiliares
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micelial de 6. margarita. As diferengas de resposta observadas
nestes estudos indicam uma variabilidade das varias espécies de
fungos MYA,ou ainda,uma influércia dos diversos meios de cultura

e condigles de cultivo sobre o crescimento micelial dos fungos

]
o

micorrizicos e

n

obre a recsposta sos diversos flavontides. Em
auparimen£os realizados com G.margarita, BECARD et alii(1992) e
CHAROT et alii(1992), verificaram, ao contréaric do obeervado por
MORANDI et alii  (1992), um efeito estimulante dos flavonbdides
gquercetina, myricetina e morina soﬁ}e 0 crescimento micelial
deste fungo na concentracsoc de 10uM. fontudo, foram utilizados
e
nestes experimentos meics de cultura e rondigBes de cultivo dife-
rentes. Além do efeito estimulante sobre o crescimento

micelial, foi verificado também estimulo na produg3oc de células

auxiliares pela myricetina e Qguercetina e a inibig¥%oc pelo

kaempfercl. No presente' trabalho o baempferol mostrou —se
inibitdrio na produgo de células auxiliares de G.gigantes
T & concentracdo de 10uM  (Figura 6) e a myricetina nd3o

apresentou efeitos significativeos sobre o crescimento micelial e
& produgdc de celulas auxiliares. Apenas & guercetina mostrou
e#stimuloc sobre o crescimento micelial & a produg%oc de células

uxiliares nas concentracgles em torno de 10uM (Figura é&). Neste

m

sstudo, os flavonois mostraram efeito estimulante em
concentragbes menores, em torno de 4 a 5 uM, com excegdo da
quercetina gue s=se mostrou ativa em concentragBes maiores, em
torno  de 19uM. fe diferengas nos ~ resultados observados

em relagdo aocs trabalhos antericres possivelmente sHo devidas,
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tambem,as diferentes condigles de cultivo e meiocs de cultura e/ou
a uma tendéncia de resposta diferenciada das varias espécies de
fungos micorrizicos aos flavonoides.

Dentre as . flavanonas testadas, a hesperetiné e a
naringenina apresentaram efeitos estimulantes significativos -
sobre o crescimento micelial de G. gigantea (Figura 7). A
resposta as duas flavanonas foi quadratica, com maior estimulo
nas concentragbes de 1,9uM e 2,2uM para a hesperetina 'e
raringenina respectivamente. A hesperetina apresentou
o maior estimulo sobre o crescimento micelial mas n¥o apre-
sentou efeitos significativos scbre a produg3ic de células
auxiliares. A taxifolina, embora n3o tenha apresentado efeitos
significativos, mostrou estimulo quando na concentragc3doc de 1uM.
A naringenina e a taxifolina apresentaram estimulos significa-
tivos sobre a produg3io de células auxiliares sendo que, a&a
'taxifolina apresentou o© maior estimulo. Esses resultados
corroboram équeles observados por GIANINAZZI-FEARSON et alii
(1989), que verificaraﬁ efeitos estimulatérios da naringenina e
hespéretina sobre o© crescimento micelial de G. margarita na
concentrago de 1,5uM. 0 mesmo estimuio n&o foi observado nos
trabalhos de BECARD et alii (1992) e CHABOT et alii (1992) que
encontraram auséncia de efeito ou inibig3¥o pelas flavonas
hesperetina e naringenina a 10uM no crescimento de G. margarita.

Nessa concentragdo, foi verificado tapbém no presente trabalho,
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Figura 7. Efeito de flavanonas no crescimento micelial e
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uma queda na atividade dahesperetina que ndo mostrouw efeitos
significativos. Esses compostos apresentam efeitos estimulantes
significativos apenas em concentragles muito baixas de cerca de
luM. A produgio de célitlas auxiliares apresentou resposta
semelhante & do crescimentoemicelial (Figura 7). A hesperetina
nao apresentou efeitos significativos sobre a produglio de células
auxiliares, j& a naringenina & a teaxifolina estimularam
& produgao de células auxiliares nas concentracles de 4uM e 1uM
respectivamente. BECARD et =Z&lii (1992) n&o observaram. efeitos
significativos da naringeriing e da hesperetina sgbre a ‘ﬁrmdugao
de celulas auxiliares de 6. margarita na concentragidic de 10uM.
No presente trabalbo,no entanto, nesta comcentragdo,a naringenina
mostrou  tendéncias de inibig¥o da produciio de células auxiliares
enquanto a hesperetina sndo mostrou efeitos significativos
(Figura 7). .

Dentre os isoflaveondides testados, apenas a biocchanins
A & & formononetina apregentaram efeitos significativos scbre
o crescimento micelial sde 6. gigantea ( Figura 8 ). A
biochanima A inibiu limearmente o crescimento micelial e &
producdo de células auxiliares até a concentragiio de 10uM,enquanto
a formononetina estimulo&” o crescimento significativamente.
Embora n&o tenha sido obtidé um ajuste de regress3o,as respostas &
formononetina foram maiores nas concentragles de 0,25 uM -

2.5 JuM = 0,25 uM - 0,% uM para o crescimento micelial e

n

produgcdo de células ausxiliares respectivamente. A genisteina e a
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daidzeina n&%o influenciaram significativamente o crescimento
micelial e a produg¥o de células auxiliares (Figura 8), embora
tenha se verificado uma tendéncia & inibigdoc do crescimento
micelial pela genisteina a 10 QM (Figura 8). BECARD et alii
(1992) e CHAROT et alii (1992) observaram, de forma semelhante,
forte inibig¥o do crescimento micelial e da produg3o de células
auxiliares de G. margarita pela biochanina A na concentracdo de
10QM; CHABOT et &lii (1992), no entanto, observaram efeitos
inibitorios significativos da genisteina sobre o crescimento
micelial de G.margarita na concentragdo de 10uM.

(&) flavona e apigenina nﬁu{ apreaenfﬁram efeitos
significativos sobre o crescimento micelial de G. gigantea
(Figura 9).mas ambas estimularam significativamente a producl3o de
celulas auxiliares e concentraglies de 4,5 uM e 3,2uM
respectivamente (Figurea 9). BECARD et alii (1992), no entanto.
verificaram uma forte inibig¥o do crescimento micelial e
produgdo de células auxiliares de G. margarita por flavona
e apigenina a 10uM. No presente trabalho., apesar de n3doc se ter
obtido um resultado significativo, verificou-se também ume
tendéncia & inibigdo do crescimento micelial pela flavona e
apigenina em concentragles de 10uM (Figura 9) e tend&ncia a
inibigdo da producdo de células auxiliares pela apigenina a 10uM.
GIANINAZZII-FEARSON et alii (1989) verificaram um estimulo
significativo da apigenina sobre o crescimento micelial
de Glomus sp guando em concentraglbes de 0,15uM. Neste trabalhn,
embora uma pequena tendé&ncia a estimulo tenha sido observada
rma concentracXo de 1uM de apigenina (Figurea 9 ), o0s5 resultados

rm%o  foram significativos e concentraglies menores ndoc  foram
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testadas. A grande facilidade de crescimento "im vitro"
de G. gigantea pode torna-la uma espécie pouco sensivei &
estimulos de compostos menos ativos e, por outro lado, existe a
possibilidade de uma resposta diferencial de certas espécies
fungicas acs flavontGides.

Foi observado gque os diversos flavonoides testados
variaram quanto a sua atividade sobre o crescimentoc micelial e
produgac de cé&lulas auxiliares de 6. gigantea (Tabela 7).A
magnitude de estimulo ou inibig3o foi dependente da concentragdo,
& do composto. Comparando-se os diversos flavondides verifica-se

.

gue determinadas caracteristicas estruturais associam-se a seus
efTeitos sobre o fungo. Dentre os flavondis estudados, os
compostos com menor atividade estimulante e gque apresentaram uma
resposta inconsistente em fungXo da concentrac¥%oc, a myricetina e
kaempferol (Figura 6), &% o0s Unicos a possuir hidroxilas nas

L |

posigles Rl e R2Z dos anéis A e C (Figura 1). Todos os outros

flavondis testados apresentam hidroxilas em apenas uma

dessas posicglies, o que pode estar associado & resposta

guadratica da morina, fisetina e gquercetina.
Comparando-se, as estruturas da naringenina e

apigenina (Figura 1), onde a Unica diferenca & a insaturagioc na
posigdo C2Z-C3 na naringenina, conclui-se que a aus&ncia dessa
ligagao se associa & atividade estimulatédria da naringenina em
contraste com a auseéncia de efeitos significativos da apigenina.
EECARD et alii (1992) e CHAROT et &alii (1992) discutem a
necessidade da ligagdo dupla C2-C3 no anel C para a atividade

emestimulatéria dos flavonbdides sobre o crescimento micelizl de



Tabela 7:Forcentagem de estimulo (+)ou inibic¥o(-) do crescimento
micelial de G.gigantea em relagdo ao controle e concentrag3o mais.

ativa dos flavontides.

Crescimento Micelial

Cel.Auriliares

Composto Conc. (uM) 2 Conc. (uM) %
Ficetina 3,98 +17 3,80 +187
Morina 4,10 +28 N.S. =
Myricetina A5, 0 +Q Ay 7o +327
kaempferol 5,0 +10 3,58 +6
Cluercetina 18,99 +24 T,07 +11
Hesperetina .99 +15 N.S. —
Maringenina Pl +8 By A2 +18
Taxifolina N.S. — ¥1 +179
Biochanina LN=-10 =51 LN=-10 -58
Forménon. ¥0,25-2,5 +32 ¥0,5-2,5 +79
Daﬁdzeina N.S. = N.S. -
Genisteina N.S. = N.S. =
Flavona N.S. = 4,50 +83
Apigenina N.S. = 3,21 +40
Obs. N.S. — Efeito n%o significativo

LN - Resposta linear

* - Efeito significativo, sem ajuste de regressio

G.margarita,uma wvez que,

estimulantes

desses

compostos

concentragties

esses autores ndEo encontraram efeitos

de 10uM. NhNo

entanto, conforme verificado no presente trabalho.esses compostos

€do0 ativos em concentracBes muito bainas estando essa caracteris-

tica, possivelmente relacionada &

auséncia da ligag¥o dupla C2-C3.



Dentre os isoflavonbides testados, verifica-se que a
presenga de uma hidroxila na posig¥o 5, associada a uma metilag®o
na posigdo 4 relacionou-se & atividade inibitéria da 'biochanina
f. For outro lado, a auséncia do grupo OH na posiglo 5 associada
a metilag¥o da posigdo 4 relacionou-se com a atividade
estimulatoria da formononetina. A auséncia da metilagdo na
posig&o 4 (genisteina e daidzeina) foi caracteristica comum dos
isoflavontides sem efeito significativo sobre o crescimento
micelial de B. gigantea.

Embora tenham ocorrido variagles no pH do meio liquido
apbé a incubag3o (Tabela 11A ) estas n3o se relacionaram com o
crescimento micelial (R=0,34 3 P< 0,05). Verificou-se ainda que o
crescimento micelial de G.giganfea ndo foi influenciado peloc pH
do meio nutritivo quando este variou de 4,5 a 6,0 (Tabela 12A).
Este :fato descarta o possivel efeito dos flavonéides via
alteragdo do pH do meio.

Com base na magnitude de efeitos dos diversos
:flavonbides sobre o crescimento micelial de 8. gigantea (Tabela
7)), + foram escolhidos 2 isoflavonbides de maior atividade
estimulatéoria para verificagdo dos seus efeitos sobre o
cresciment& micelial de esporos pré-germinados de G. clarum.
Foram testados o isoflavonbide formononetina e o flavonol
quercetina em concentrages variando de 0,8 a S0uM.
Verificou-se que os dois flavonbides apresentaram efeitos
estimulantes gignificativos sobre o crescimento micelial de G.
clarum(F>0,013Tabela 10A).A quercetina foi o composto mais estimu-

lante,aumentando o crescimento micelial em até 220% com relag¥o ao
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controle e apresentando recsposta linear até SOuM. A formononetina
apresentou  estimulo de até 1147 na concentragdo de ©O,5uM, nd3o
sendo obtido uma ajuste de regress3o para os pontos (Figura 10).
A espécie MVA G. clarum foi muito mais sensivel & atividade
estimulante dos flavondides, possivelmente devido a meEnor
intensidade de seu crescimento "in vitro" quande comparada & G.

S

gigantea. Essa caracteristica & torna mais sensivel & agdo
estimulante dos flavondides levando-a a apresentar maiores
respostas em meio de cultura.

Conforme observado no presente trabalho.a atividade dos
flavonoides sobre o crescimento micelial dos fungos MVA &
dependente do composto, da concentragdo utilizada e
da especie fungica testada (Tabela 7). Verificou-se gue os grupos
de flavonbides testados apresentaram, nos diverszos experimentos,
uma tendéncia a maior atividade em determinadas concentragtes.
Enguanto aé flavanonas foram mais ativas em concentragbes em
torno de 1uM & 2uM, os flavonéis foram mais ativos em
concentragies de 4uM & 19uM. Os maiores estimulos no crescimento
micelial de G. gigantea foram obtidos com a formononetina (32%)
e a guercetina (34%), enguanto os mesmos compostos  induziram
respostas em G:clarum da ordem de 220% & 114% para a quercetina
e formononetina respectivamente. A presenga de diversos
grupamentos hidroxila no anel B (Figura 1), conforme se observa

ao comparar—-se as estruturas doz flavonois (estimulantes) e das
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flavonas (sem atividade), aseim como a presencga de metilagles em

grupos determinados conforme se observa ma hesperetina,

formononetina e biochanina A parece relacionar—-se & atividade

desses compostos como observado anteriormente por BECARD et alii

(1992) e CHAROT et alii (199Z). NDS isoflavondides, & presenga de

uwm  radical metil na posigdo R2 asscociado & uma hidroxila nia

posigdo K1 relacionou-se com & atividade inibitdéria,. engquato &

auseéncia da hidroxila na posicdo Rl  associada & mesma metilagio

na posigdio R2 relacionou-se com & atividade estimulante(Figura 1).
£ posigdo dos grupamentos hidroxila no anel B das flavanonas e
flavon@Gis e a auseéncia de ligacEo dupla no anel C das flavanonas

asspcia—se & atividade estimulante desses compostos,sendo que, as

flavanonas foram ativas em concentraglies mais baixas.em torno de

1 a 2uM (Figural,Tabela 7). As flavonas, com pegueno namero de

grupamentos hidroxila no anel B, se comparadas aos flavonois, n&o

apresentaram efeitos significativos sobre o crescimento micelial,

embora tenham se mostrado estimulantes sobre a produgso de

ceélulas auxiliares.

0 efeitoc estimulante ou inibitéric dos flavondides
sobre o crescimento micelial e produgdo de células auxiliares de
G. gigantea e o elevado estimuloc observado sobre o crescimento
micelial de G.clarum aumentam as evidéncias da importéncia desses
compostos para os fungos micorrizicos. Oe flavonbides
comumente liberados pelo sistema radicular das plantas em
concentraglies em tornoc de SuM {GRAHAM,1991) ., semelhantes as
testadas neste trabalho, podem interferir na capacidade

destes fungos de colonizar as ralzes através do estimulo ou
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inibi¢¥0 do crescimento inicial da hifa fuangica na rizosfera.
No entanto, o0 mecanismo de ag3do destes compostos €& ainda
desconhecido, sendo necess&rios estudos adicionais . Qs
resultados aqui relatados sugerem que esses compostos podem atuar
como sinais moleculares ou mediadores nutricionais para ()
crescimento inicial da hifa f&ﬁgica através da indug3o de uma

maior utilizaglo das reservas metabdlicas dos préoprios esporos

ou do meio conforme sugerido por BECARD & FPICHE (1989).



o. CONCLUSBGES

1.Dentre oS 11 flavondides testados rna geErminagéo,
bricchanina A, flavona, naringenina, hesperetina, tawifolina,
morina, quercetina e fisetina apresentaram efeitos inibitérios
sobre a germinaclio de esporos de 6. gigantea. A  atividade
inibitdria dos flavondides foi dependente do composto, da
concentragdoc utilizada e do periodo de incubac¥o dos esporos.

2.0 flavondides apresentaram maior atividade sos 2 dias de
incubagdo enguanto, aos S e 10 dias, a atividade inibitéria foi
reduzida, edceto para a flavona.

3. A presenga de uma hidroxila na posigdo 5 associada &

’

metilagdo da&a posig3ioc 4 dos isoflavondides & a insaturagdo na
posigao C2-C3T das flavanonas <%o caracteristicas comuns dos
inibidores da germinacdo de esporos de G. gigantea.

4.Dentre os 14 flavondides testados, apenas a taxifolina,
genisteina, daidzeina, apigenina e flavona n¥3o apresentaram
efeitos significativos ceobre o crescimento micelial de G.

gigantea. A bicchanina A mostrou-se inibitéria, enguanto os

flavontis morina, quercetina,fisetina, kaempferol e myricetina: o



isoflavonbtide formononetina e as flavanonas naringenina e
hesperetina estimularam o crescimento micelial.

5.0 discflavontide formononetina e o flavonol quercetina
foram os compostos com maior efeito estimulante.

6b.A atividade dos flavontides sobre o crescimento micelial
dépende do composto e da concentragdo utilizada.

7.As  flavanonas foram mais ativas em concentragles de 1 &
2uM, enquanto os flavonbis foram mais ativos em concentragles mais
elevadas.

8.A presenga de maior numero de arupamentos  hidroxila no

anel B dos flavontis., a metilagdo na posigio 4 associada &

austncia de hidroxila na posigdio 5§ dos isoflavondides & &

il

insaturagcio na posigdo CZ2-C3F nas flavanconas assoclia—se
atividade estimulante destes compostos.
9.4 produgdo de células auniliares mostrou-se,em geral, mais

sencsivel acs flavondides gue o crescimento micelial.



6. RESBUMO

Efeito de flavondides na germinagdo e no crescimento
assimbidtico de fungos micorrizicos veslculo-arbusculares.

M. J. Baptista

(2] simbicose entre fungos micorrizicos vesiculo-
arbusculares (FMVA) e & maioria das plantas plantas superiores
apresenta grande importé&ncia ecoldgica & agricola devido aos
inumeros beneficios para a nutrigdo e produtividade das plantas.
No entanto, & utilizacXo destes fungos na agricultura e limitada

devido a impossibilidade de cultivar esses fungos in | wvitkahg
inviabilizando a produgi3o de indculo em larga escala.

Fecentemente, compostos fenélicos de origem vegetal

a

foram identificados como sinais moleculares para
decenvolvimento de diversas simbioses parasiticas e mutualistas
entre plantas e microrganismos. Alguns destes compostos.,
pertencentes ao grupo dos flavonbdides s3o capazes de estimular a
micorrizacl3o mas pouco se conhece dos seus efeitos scobre os FMVA
"in  vitro". No presente trabalho, foram éstudados os efeitos de

diversos flavonbides sobre a germinag¥oc e crescimento micelial

assimbibtico dos FMVA Gigaspora gigantea (Nicolson & Gerdeman)
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Gerdeman & Trappe e Glomus clarum Nicolson & Schenk.

Nos experimentos de germinago, ESpOros desinfestados
foram incubados em meio agar—agua 1% suplementado com os diversos
flavonbides em concentrages variando de S50 & 400uM. i
porcentagem de germinagdo foli avaliada apds 2, S e 10 dias de
incubagdo. Nos experimentos de crescimento micelial, @sporos‘
pré-—germinados  em agar—agua 1% foram incubados em meio liguido
nutritivo suplementado COm (] diversos flavondides
emconcentragies variando de 1 a 10um. 0 crescimento micelial foi
cleterminado pelo método de intersec¢do de hifas apéds 15 dias de
incubagso. .

Dog 11 flavonbides testados na germinagdo, os flavonbis
morina, quercetina e fisetina: o isoflavondide biochanina A3 &
flavona e as flavanonas naringenina, hesperetina e taxifolina
mostraram efeitos inibitdrios, enquanto os icsoflavondides
formononetina e genisteina e a flavona apigenina ndo,apresentaram
efeitos significativos sobre & germinag3oc nas concentragles
testadas. 6 atividade inibitéria dozs flavonoides variou com ©
composto, com a concentrag¥%o utilizada e periodo de incubago.
fios dois dias de incubagdo, & atividade inibitoria fol maior que
ace 5 e 10 dias independente da concentragdo. Neste pericdo &
inibig3oc variou de de 16% (guercetina &60uM) & 84% (taxifolina
200uM). Dos 14 flavondis testados sobre o crescimento micelial,
apenas & flavona e apigenina; os isoflavonodides genisteina e
daidzeina e a flavanona taxifolina ndo apresentaram efeitos
significativos. A biocchanina A mostrou—-se inibitédria e oOSs
flavontis guercetina,myricetina,kaempfercl.morina e fisetina: &as

flavanonas hesperetins e naringenina e u] ispflavondide
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formononetina estimularam o crescimento micelial. & magnitude de

estimulo ou inibig&oe dos flavondides foi dependente do composeto,

da concentragdo e da espécie fungica. Verificou-se que & presenﬁa
de diversos grupos hidroxila no anel R dos flavonbdis, &
insaturagdo na posic¥o C2-C3 das flavaronas e a presenciy de
metilagdo na posiglo S associada 3 avs@ncia de hidroxila na
posigdEo 4 due iscflavondides relacionaram—se com & atividade
estimulante destes compostos.

(e efeitos dos flavondides sobre a germinagso e
crescimento micelial &assimbidtico dos fungos MYA  indicam seu

.

possivel envolvimento como moleculas reguladoras do
desenvolvimento furgico e formagédo da simbiocse micorrizica.
Embora estudos adicilonais sejam necessarios pars esclarecer os
mecanismos de agdoc destes compostos sobre os  fungos MVA, os
resultados aqui relatados indicam & potencialidade decses
compostos como componentes de meiocs de cultura para o crescimento
assimbidtico destes fungos & como reguladores da micorrizagdoc Em

plantas.



7 . SUMMARY

Effects of flavonoids on germination and mycelial
growth of vesicular-arbuscular mycorrhizal fungi.

M.J.BRaptista

Vesicular arbuscular mycorrhizal symbiosis (VAM) are of
great ecological and agricultural importance, because of the{r
nutritional benefits and improved plant productivity. However,
the use of these fungi in agriculture is stil very limited since
they can not be grown in pure culture, and inoculum production is
“Very dificult. It has been recently demonstrated that plant
phenoclic compounds act as signal molecules f;f the develoﬁment of
several symbiosis between plant roots and microorganisms. In  the
case of mycorrhizae, the involviment of such compounds is stil
under investigation. However, some plant flavonoids has been
shown to be &active against vesicular—arbuscular mycorrhizal
fungi. In this' study, we examined the effects of several
synthetic flavornoid compounds on VAM fungal spore germination and
assymbiotic mycelial growth in defined media.

For germination experiments, surface sterilized spores
were incubated in water agar 1% suplemented with flavonoids to be
tested. Spore germination was assessed after 2, & and 10 days of

incubation. For the mycelial growth experiments, pre-
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germinated spores were transfered to glass tubes containing
liguid nutrient media suplemented with various flavonoides at
concentration rangimg from 1 to SO uM . Mycelial growth was
assessed after 15 daye of incubation by & hyphal intersection
method.

The flavonols MO LM, guercetin, fiseting the
isoflavonoid bicchanin Ay a flavone and the flavanones
naringenin, hesperetin and taxifolin exhibited inhibitory effects
aon spore germination. The inhibitory activity varied with their

chemical structure, concentration and incubation pericd. After 2

days of incubation the inhibitory effect was greater than at S or

10 days. Fercent inhibition on germination at 2 days.
rangedfrom 16% ( guercetin &0 uM ) to over 804 for
taxifolinat 200 uM and flavone at 100 wM. Other flavonoids

such as formononetin, apigenin and genistein showed no inhibitory
effects on spore germination.

Iﬂostu_compcundg tested showed inhibition for mycelial
growth. Only the flavones apigenin and flavone; the isoflavonoids
genistein and daidzein and the flavanone taxifolin showed no

significant effects on hyphal growth . The iscflavone biochanin A

showed linear inhibitory effects, whereas, the flavonols
quercetin, myricetin, morin, kaempferocl and fiseting the
flavanones hesperetin and naringening and the isoflavornoid

formononetin estimulated the mycelial growth. Flavonoid activity
was related to concentration and chemical structure. The presence

of several -0H groups on the B ring of the flavornols and the
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insaturation on the C2Z~C3 position of the flavonores are commum
features of stimulatory activity of these compounds. The presence
wf methylation at the 4 position with & hidroxil group at the S
position WErE related to irnhibitory activity of the
isoflavonoids. The absence of hidroxil group at the S position
was related to stimulatory activity of these class of flavonoids.

The results obtained in the present study,suggest that
flavonoids exhibit significative effects on both germination and

mycelial growth of VYAM fungi "in vitro". Such effects can be
either stimulatory or inhibitory depending on concetration and
type of compound. This idicates the potential role of flavonoidsg,

a&s  regulatory signals  for  fungal development and for VEM

ectablishment.
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Tabela 1A.Resumc das analises de varidncia da porcentagem de
eeporos de G. gigantea germinados em meioc agar—agua 1%
suplementadec com Flavonois. Dades tramsformados por 1n »+2.
£S5/l Lavras - MG, 1973.

Composto/Diss  Graus de Cuadrado Mivel de Coeficiente
de incubacho Liberdade Mé&dio Signif. r< de Variagioik
Morina/2 ({3} S,791473 O,00078 - 24,63
R.linear 1 16,1209 0,00018 00,9276
F.gquadr. i 125335 0,12244 1,0000
F.ctiibica 2} 0,000002  1,00000 1,0000
Residuo 12 0,46158 = N =
Morina/5 {(3) 6,57682 0,00001 =

. limear 1 ) WAL=, 0,00001 0,7074
R.quadr. 1 1,.79366 O, 00376 0,9780
R.ctbica 1 OL,03973 O, 60550 0,9980
Fesiduo 12 0,13718 — =
Morina/ 1o {(3) 0,758358 0,00004 =
H.linear 1 2,38650 0, 00002 0,8301
F.guadr. 1 0,425%76 0, Q0330 0,9781
F.cibica 1 0,62855 0,178%57 1,0000
FResiduo 12 0,03115 = =
Quercetina/2 (4) 0, 25065 0,00%72 =
H.linear ik 0,028381 0,58881 0,0287
F.gusdr. 1 0,2902 0,01548 00,3182
R.cubics 1 0,4833 0, 00348 0, 8002
Residuc 15 0, 0395 - -
fluercetins/S (4) 0,01058 0,05185 =
R.linear 1 0,01048 0,10163 0,2479
F.quadr. 1 0,0197& 0,02977 0,7153
Fl.clbics 1 0, 00027 00,7817 0,7216
Residuo 15 0, 00351 = =
GQuercetina/ 10 (4) 0,00416 0,14925 =
R.linear 1 O, 00058 0,61307 00,0349
M.gusdr. 1 0,00428 0,17160 0,2936
F.clbica 1 O,00325 0,231352 00,4897
Residuo 1% O,00210 = =
Fisetina/2 {(4) 4,94021 O, 00001 -
F.linear 1 2,74718 0,00135 01390
R.guadr. 1 15,6424 0,00001 00,9306
R.cubica 1 1,3648%5 0,01180 0.9997
Residuo 158 0,16827 = =
Fisetina/o {4) 0,23128 0,00175 =
F.linear 1 0,25141 0,01104 00,2718
R.guadr. i 0,438%56 0,00201 00,7456
R.cubics 1 0, 255312 0,01327 ,9998
Fesiduo 15 0,03026 = =
Fisetina/ 10 (4) €,04207 0,00288 =
FR.linear 2 0,04610 0,01510 00,2741
R.quadr. 1 0,07804 0,00321 AT T AT
R.ctbics 1 0,04397 0,01711 00,9993
Residuo 1% 0, 00623 s =




Tabela 24a.

germingsc de esporos de 6.

Fesumo das Andlicses de varidncia
gigantea

em

porcentagem de

agar—agua 14

suplementado com isoflavondides. Dados transformados por In »+2.
ESAL, Lavras - MG, 1993.
Composta/Dias Graus de fluadrado Nivel de Coef.
de incubaclo Liberdade Médio Significancisa pre Variagion

Hiocchanina/2 {4) 1,5916 O,05744 = DA
F.lirnear 1 6 051G 0, 00478 § TSOGE
R.guadr. 1 1128 0. b66076 U,?éBQ

" R.ctbica 1 Y e O, 56731 00,7785
Desvio 15 0,547? - =
Biochanina/sg (4) Yy 2610 0, 00039 = 5,99
F.linear i 1,0112 0, D000 T 00,9682
H.quadr. 1 0,0259 0,31080 0 FF31
F.cuibica 2% L Q041 0, 68541 00,9970
Desvio 2 U Q255 = b
Riochanina/ 10 (4) .1040 0,01178 = 3,70
F.linear 1 0, 36848 0,00127 0,38862
H.guadr. 1 0,0029 0,72261 00,8932 !
F.cubica 1 0_06”4 0,74457 0,873%
Desvio 14 0,0222 = =
Formornon. /2 {4) 0,00921 0,96741 = 6,53
R.linear 1 102992 ,53540
F.guadi. 1 ,00111 0,8983%
R.cubica al 0, 00092 0,70752
Desvio i& 007207 = -
Formonorn. /S {4) 0,01262 0,57426 e 2,95
R.linear 1 Q,038744 L1AET 3 =
R.guasdr. 1 Q00047501 0 87068 -
F.cubica 1 0,000211  0,790846 =
Desvio 15 0,016803 = =
Formonorn. /10 (4) 0,018477 O,36877 - 2,86
R.linear 1 0,0890920 0,07086 =
R.guadr. 1 0,0057218 0,55806 =
R.clbics 1 0,004080 O, 6“564 =
Desvio 15 0,015979 = =
Genisteina/z {4) 0, 1080 0,30174 — 6.94
F.linear 1 0,0418 0, 51040 =
R.gquadr. 1 0,1287 0,22469 =
R.clibica 1 20,0542 0,56725 =
Desvio 1% 0,0809 = as
Genisteina/S (4) O_ODO& 0,977568 = 1,68
R.linear 1 O, GO009 0,89987 =
F.quadr. 1 0, D000 0,92734 =
R.clbics 1 0,00128 0,64847 =
Desvio 15 0, 0058 = =
Germisteina/10 {4) 0, 0002 0,98601 = 1a@s
F.linear 1 O, 00002 0,F3350 —
R.quadr. 1 0,00036 Q,74034 =2
R.clbics 1 O, 00001” 0,95093 =
Desvio 15 0, 0032 = =




Tabela 3A. FResumo das an&lises de varigncia porcentagem de
EESporos G.gigantea germinados em meEio agar—agua 1%
suplementado  com flavanonas. Dados transformados por y=ln »x+2.
ESAL, Lavras — MG, 1993.
Causa da Graus de Guadrado Mivel de e Coef. de
Variagso LLiberdade Medio SigrnificéEncia e Variagioh
Naring./2 (4) S,0013614 0, 00007 = 16,09
R.linear 1 19,738814 O, DO00L 0,77967
R.oguadr. 1 O, 0001802 0.97894%5 02967
R.cubica 1 O, 0515569 O, 67703 00,9935
Desvio 1% 0,2846164 = =
Marimg./S (4) 2,.8604784 O,00015 = R
R.limesr 2 [ 495207 0 OOONE 0,8739
R.guadr. 1 1,7916110 0,02086 00,7700
R.cibics 1 0L, 1275494 0, 51180 0,9982
Desvio LE 0,27414357 = e
Marimg. /10 (4 2,9213115 O, 00074 — 1RG22
R.linear 1 : ?,4910657 O,00017 0,8122
R.gquadyr . 1 1.9705571 0, 02553 0,7809
R.clbica 1 0,2015225 O,54745 00,7781
Desvio 15 0,3274103 = =
Hesper./ =2 {(4) S,2007431 0, 00008 = 17 .63
R.linear 1 1,125624 0,0708% 0,0541
R.quadr. 1 18,72285 O, D000 2,9541
R.cubica 1 O,015700 0,81772 0,9549
Desvio S O, 3043814 = =g
Hesper./o {4) 2,34025866 0, 00002 = T T
R.limear 1 O,001523 0,89182 0,0002
R.guadr. 1 5,1341303 0, 00002 00,5486
R.ctibica 1 0,8165512 0,0078%5% 00,6358
Desvio h 0,0872084 2 =
Hesper. /10 {4) 1,56798565 0,00001 = 4,76
R.linear 1 0,0024631 0,80242 0, 0004
R.guadr. 1 3.,8697987 O, 00001 O, 5677
R.ctbica 1 0,41988%95 0,00561 0, 6317
Desvio 15 0, 0400742 = =
Tawif./ 2 (4) 7,.278%688 O, 00001 = 10,50
F.linear 1 28, 504375 £, D001 0,F770
F.guadr. 1 £) 2FFNLET 0,07087 0,9893
F.ocubica 3 0, 11322779 00,2862 099351
Desvio 15 0,0808967 - -
Tanif./G (4) 0,3285601 0,00044 - 4,19
R.linear 1 1.24486060 O, 00008 00,9470 '
R.gu=adr. Al 0, 0458903 O, 2F7L7 0,9819
F.olbica il O,00329286 O, 74507 0,9844
Desvio 15 0,0304581 ~ -
Taxif./10 {(4) 0,0627263 0,004568 = 2,31
R.linear 1 0,2318006  ©0,00048 0,9239 :
R.quadr. 1 0, 000Z0F4 0,85997 00,9251
R.cubica 1 O, 0025370 0,63443 0,9352
Desvio 15 0,0104858 = =
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Tabela 4A. Resumo das an&lises de varidncia da porcentagem de
germinagdao de esporos de G.gigantea em meio agar—-agua 1%
suplementado com flavonas. Dados transformados por Y= 1In  X+2.
ESAL ,Lavras - MG, 1993.

Composto/Dias Graus de Guadrado Nivel de . Coef. de
de incubagdoc Liberdade Médio Significédncix r< Varizcaoci

Flavona/2 (4) 8,15889 0,00001 -
R.linear b 37,768434 0.00001 00,7489
R.guadr. 1 1,5649116 0. 00043 00,9969
R.cibica 1 0,08744783 0.26990 00,9996
Desvio 15 0,0683016 - -
Flavona/S (4) - 10,245692 0 ,00001 -
R.linear 1 36,147996 0,00001 0,8820
R.quadr. 1 4,46580123 0,00001 0,9957
R.cibica 1 0,1764067 0,01452 1,0000
Desvio 15 0,023467 : - -
Flavona/10 (4) 10,886999 T 0,00001 -
R.linear 1 37,34719 0,00001 0,8622
R.guadr. 1 5,739783 0,00001 00,9940
R.cubica 1 0,254061 0,00501 00,9998
Desvio 1 - -
Apigeninas2 (4) 0,18846767 0,16871 -
R.linear 1 0,0160567 0,69743 -
R.quadr. 1 0,6018704 0,02627 -
R.cubica 1 0,1011822 0,66552 -
Desvio 15 0,1012018 - -
Apigenina/S (4) 0,03144669 0,40744 -
R.linear 1 0,0001104 0,9507%5 -
R.quadr. 1 0,0395016 0,264468 -
R.cubica 1 0,0862909 ,10472 -
Desvio 15 0,0293036 - -
Apigenina/10Q (4) 0,0288179 0,28223 -
R.linear 1 0,002348%5 0,73917 -
R.quadr. 1 0,0678167 0,08674 -
R.cibica 1 0,0433526 0,16509 -
Desvio 15 0,0206411 - -
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Tabela SA.Resumo das anilises de variZncia do crescimento micelial
de G.gigantea em meio liquido, suplementado com flavonois.Dxdos

transeformados por y = dn + 0,8 e niveis de concentracqo
transformados por y=log »+1. ESAL,Lavras — MG. 1993.

Causa ds Graus de fluadrado Nivel de - Coef. de
Variagdo liberdade Médio Signific&ncia < Variac&olk
Myricetina (3J) 1,0315674 0,03264 - : S.35
R.linear 1 0L, 0790377 0,56345 00,0255

R.quadr. 1 0,1019627 0,5128% 0,058%

R.ctibica 1 2,79136854 0,00615 11,0000

Residuo a8 0,2118967 - -

Kaempferol (3) 2,5506560 0,00160 - 4,77
R.linear 1 1,156378% Q,02950 00,1511

R.guadr. 1 3,9789836 0,00159 00,6711

R.cubica 1 2,5166225 0, 00500 1,0000

Residuo 8 0,14682719 - -

Morina (3) 4,4098456 0,02543 - 11,83
R.linear 1 0,4082045 0, 50382 0,0309

R.quadr. 1 12,805130 0,00448 00,7988

R.ctibica 1 0,01562090 ©,88638 1,0000

Residuo. 8 0,8187203 - -

Quercetina (3) 3,7421465 0,00334 - 7 569
R.linear 1 0,0517113 0,70070 Q,00446

R.guadr. 1 9,3443296 0,00098 00,8370

R.cubica 1 1,8304125 0,04347% 1,0000

Residuo 8 0,3248246 - -

Fisetina (3) 4,8866998 0,00095 - 6,35
R.linear 1 2,4383544 0,01558 00,1663

R.quadr. 1 11,584949 0,00038& 00,9566

R.ctibica 1 0,6368112 0,15636 1,0000

Residuo 8 0,263288% - -
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Tabela 6A.Resumb das andlises de varid@ncia do crescimento micelial

de G.gigantea em meio ligquido suplementado com flavononas. Dados
transformados por y = Jdx + 0,5 e niveis de cbnceniragao
transeformados por y= log »+1. ESAL, Lavras - MG. 1793

Causa da Graus de Quadrado Nivel de - Coef.de
Variac%o Liberdade Médio Signific&ncia e Variag&o’Z
Hesperetina (3) 2,4981797 0,04371 - 2,01
R.Ylinear 1 1,9861282 00,0997 00,2630

R.guadr. 1 S,8040263 0,01538 00,9861

R.cubica 1 0,1044170 0,68393 1,0000

Residuo 8 0,5801829 - -

Naringenina (3) 3, 3170696 ©,00438 - 727
R.lirear 1 b,9751267 0, 00200 Q,7009

R.quadr. 1 2,7392277 0,01875 00,9762

R.ctibica 1 0,2368841 0,57906 1,.0000

Residuo g 0,3231346 - - )
Tasifolina (3) J,0926210 0,11042 - ) 12,26
R.linear 1 0,1804334 0,698%7 00,0194

R.quadr. 1 S5,0483338 0,06407% 00,5636

R.cubica 1 4,4091286 0,09097 1,0000

Residuo 8 1,1154809 - -




Tabela 7A. FResumo arn&lises de wvarid@ncia do crescimento
micelial de G.gigantea em meic liguido suplementado com
isogflavondides. Dados transformados por y=Ix+0, e niveis de
concentraco transformados por y=log x+l. ESAL, Lavras - MG.
1993,
Causa da Graus de fluadrado Nivel de = Coef.de
variagao Liberdade M&dio Significd&ncia e Varisg&o
Genisteina (R 0,8267147 0,28243 = 11,98
F.linear 1 1,7265743 G, 110587
F.gusdr. 1 0, 5404421 0,64992
R.cubica 1 0, 2131342 0, %5423
Re=siduo a8 0,5446661 =
Daidzeinx (&) 0,8411236 O,1113E = 7,76
R.linear 1 0,4560782 0,25047
F.quadr. i § 1,1607558 0,0845886
F.cibics 1 0,87650468 0, 122F
Fesiduo a8 0,3047117 =
Formononetina (3) 1,8393703 0,01328 = 8.80
F.linear 1 0,41938467 0,65122 O, B0
R.oguadr. 1 S.,2774692 0, 00408 00,5162
F.clbica 1 1,759188%9 0,06342 O,6756
Residuo 8 0,448426173 = =
Biocchanina A (3) 10,2181266 0L, O0033 = P71
F.linear 1 30, 5300321 0, 00009 0,995%9
F.gquadr. 1 0,0130133 0,384701 00,9754
R.cibica 1 0,1113458 00,5965 1,0000
Residuo a 0, 3571124 = =

Tabela 8A.FResumo das an&licses de varidncia do crescimento micelial
de G.gigantea em meic liquido suplementadoc com flavonas.
transformados por v =lx+0,5% e niveis de concentrac¥o
por yv=log x+l. ESAL,Lavras - MG, 1973.

Dados
transformados

Causa da Graus de fluadrado Nivel de Coef .de
Variacso Liberdade Médio Significancia < Variag#oi
Apigenina {3) 2,25873036 0,13010 = TL50
R.linear 1 3, 1990393 0,09243F 00,4724
R.guadr. 1 3,5358949 0, 07932 00,9945
F.clbica 1 0,0386946%  ©0,83734 1, 0000
Residuo 8 0,890752% = =
Flavona {3) 2,8047925% 0,1386857 . = 13,16
R.linear 1 4,9716667 0O ,05209 0.,.6891
R.guadr. 1 1.,64118046 O,22937 0,92166
R.cubicsa 1 0,6015158 0,54020 1,0000
Residuo a 0,9746258 = =
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Tabela 94. Resumo dacs an&lises de varidncia do nimero de ceélulas
auxiliares produzidas por G.gigantea em meio ligquido. Dados
transformados por Y=I» +0,% e niveis de concentrag¥o transformados
por Y='log X +1. ESAL, Lavras - MG, 1993.

Causa da Graus de Guadrado Nivel de - Coef. de
Variac¥do liberdade Médio Signific&ncia ¢~ variacg&o’
Myricetina (3) 0,3668961 0,00994 - 10,87

R.linear 1 0,1013811 0,18038 00,0921
R.gquadr. 1 0,9958712 0,00216. 0,97969
R.cubica 1 0,0034375 0,78972 1,0000

Residuo 8 0,0475347 - -

Kaempferol (3) 0,8928670 0,03982 - 27,11
R.linear 1 1,21857209 0,03718 00,4549
R.quadr. 1 1.,1221487 0,04349 00,8739
R.cubica 1 0,3378618 0,22790 1,0000
Residuo 8 0,.1992758 - -

Morina . . (3) 0,0724117 0,36941 - 20,91
R.linear 1 0,0190001% 0,59429 0,0875
R.gquadr. 1 0,121664646 0,19103 Q,64735
R.cubica 1 0,0762701 0,29222 1,0000
Residuo 8 0,06017035 - -

Quercetina (3) 0,2188295 0,00396 - 12,10
R.linear 1 0,2617272 0,00711 0,3987
R.quadr. 1 0,3701224 0,00302 00,9625
R.cubica 1 0,0246338 0,.30210 1,0000
Residuo 8 0,0202066 — -

Fisetina (3) 2,0392382 Q,00003 - 10,42
R.linear 1 0,5933124 0,00092 00,0970
R.quadr. 1 4,1931151 0, 00002 0,7824
R.cubica 1 1,3312858 0,00014 1,0000
Residuo =} 0,020140% - -

Apigenina (3) 0,6929735 0,03823 - 31,263
R.linear 1 1,1236090 0,02539 0, 340% '
R.quadr. 1 0,7203116 0,05928 ©,8870
R.cubica 1 0,2350059 0,24812 1,0000
Residuo 8 O,1520221 - -

Flavona {3) 1,4208852 0,00360 - 19,60
R.linear 1 0, 0403343 0,59280 0,0095
R.quadr. 1 4,1914901 0,00069 00,9928
R.ctbica 1 0,0308298 0,63854 1,0000
Residuo 8 0,1266755 - -

Tarifolina (3) 1,4728240 0,00034 - 15,35
R.linear 1 0,0426533 0,60362 00,0097
R.quadr. 1 J,2644900 0,00016 0,7485
R.ctbica 1 1,1113293 0,00209 1,0000
Residuo 8 0,0523277 - -

Naringenina {3) Q0,4029713 0,02351 - 16,53
R.linear 1 0,3223517 0,06606 00,2666
R.quadr. 1 0,8214551 0, 00980 00,9461
R.cubica 1 0,0651073 0,62626 1,0000
Residuo 8 0,0725236 - -




Tabela 9A.(Cont...).Resumo das an&lises de varid@ncia do numero de
células auxiliares

praduzidas

por

G.gigantea em

meio liquido.

Dados transformados ppr Y={n+0,5. ESAL, Lavras — MG, 1993.
Cauga da Graus de Guadrado Nivel de -’ Coef. de
Variac¥@o liberdade Médio Signific&ncia r~ variacXoZ
Hesperetina (3) 0,338528% 0,1473 - 22,34
R.linear 1 0,0493071 0,57890 0,0486
R.quadr. 1 0,6897139 0,05764 00,7277
R.cubica 1 Q,2765637 0,20084 11,0000
Residuo 8 0,1435081 - -
Formononetina (&) 0,3974489 0, 00023 - 10,83
R.linear 1 0,025292% 0,58882 00,0106
R.quadr. 1 1,00883203 Q,00022 00,4336
R.cubica 1 0,2005789 ©0,02888 00,5178
Residuo 14 0,03457464 - -
Riochanina & (3) Q,7982024 0,00117 - 18,80
R.linear 1 2,2353877 0, 00029 0,9335
R.quadr. 1 0,0122164 0,62657 00,9386
R.cubica ' 0, 1470030 0,11148 1,0000
Residuo 8 0,0866476 - -
Daidzeina {(3) 0,1657487 0,17153 - 31,3
R.linear 1 0,0380089 0,50768 00,0764
H.quadr. 1 0,34720599 0,06396 00,7784
R.cubica 1 0,1101776 0,26582 1,0000
Residuo 8 0,0770323 - -
Genisteina {(3) 0,0399266 0,30316 - . 19,12
R.linear 1 0,0052044 0,67864 0,0435
R.quadr. 1 0, 1073077 0,08312 00,9393
KR.cubica 1 0,0072671 0,62722 1,0000
Residuo 8 0,0278580 - -




Tabela 10A. FResumo das anilises de varidncia do nuamero de
interscecttes de hifas de Gloemus clarum cultivado em meioc de
Hepper suplementadoc com quercetina e formononetina. Dados trans—
formados por y =§» + 0,5%. ESAL, Lavras - MG. 1993.

Causa da Nivel de

Variacuo GL aM Significancia R2 V4
Quercetina (3) 0,7037108 0,01505 - 14,113
R.linear 1 1,8997233  0,00323 0,8979

R.guadr. 1 0,0096886 0,76683 00,9045

R.cubica 1 0,2017183 0,204%53 1,0000

Residuo 8 0,1065531 - -

Formonon. (3) 0,9448334 0,00241 - 14,259
R.linear 1 Q,7922029 0,01072 00,2795 '
R.quadr. 1 0,3824104 ©0,04928 00,4144

R.cubica i 1,6598868 0,00174 1,0000

Residuo 8 0.0726905 - -




91

PH dos meiocs

Tabela 11A. FResumc das andlises de vari&ncia do
dias de

mutritivos suplementados com flavonodides apés 19
incubac¥o. ESAL, Lavras - MG, 1993

Causx da Nivel de Coeficiente de
Variacso GL aM Signific&ncia ‘Variagdo (4)
Morin 3 0,2633348 0,02364 4,07
Residuo 8 0,0474994
Kaempferol 4 0,0343320 0,01393 1,86
Residuo 10 0,0100005
Myricetinx 4 0,3556654 0,00001 1,31
Residuoc 10 0,0046672
Ficsetina 4 0,2476680 0,12423 6,26
Residuo 10 0,1053328
Quercetinx 3 0,012220%5 ©,88480 4,51
Residuoc 8 0, 0575006
Apigenina 3 0,1311131 0,00358 1,98
Residuo (=] 0,0116639
Flavona 3 0,2273036 0,00160 2,30
Residuo 8 0,0149987
Naringenina 3 0,7533334 0,00129 4,31
Re=iduo 8 0,0458333
Tarxifolina 4q 0,137670%5 0,00986 2,78
Residuo 10 0,0226651
Hesperetina 4 0,3140053 0,02267 4,96
Residuo 10 0,0679979
Formononet. 7 Q, 1685770 0,00225 3,11
Residuo 16 0,02953809
BRiochanina 4 0,1706693 0,06345 4,31
Residuo 10 0,0546656
Daidzeina 4 0,2306666 0,00049 2,82
Residuo 10 0,0146667
Genigteina 4 0,4376655 0,00008 2,43
Residuo 10 0,0146671




Tabela 12A. Resumoc das andlises de varid&ncia do crescimento
micelial de 6. gigantea em meio liquido nutritivo com diferentes
FHs.

Causa da Nivel de Coeficiente
VariagXo GL oM Signific&ncia de VariagXo(%)
FH I 0,2678666 0,93292 18,78
Residuo a8 1,9195486

Total i1






