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. INTRODUGKO

Os fungos micorrizicos vesiculo-arbusculares (FMVA)
apresentam grande potencial para utilizacdo pratica na agricultu=-
ra devido a sua capacidade de promover o crescimento das plantas.
Entretanto, a condigdo de "biotrdfico obrigatdrio" impossibilita
seu cultivo in vitro, o que dificulta a obtenc3o de inoculante de
boa qualidade e em grande quantidade. A multiplicagdo destes fun-
gos &€ feita em Plantas, facilitando o desenvolvimento simultineo
de microrganismos contaminantes Jque comumente encontram-se associ
ados aos esporos. Devido ao grande tamanho e irregularidades na
parede externa, os €Sporos se encontram frequentemente parasita -
dos ou associados aos mais diversos microrganismos, que podem a-
tuar de diferentes maneiras na germinac3o e crescimento micelial
destes fungos, quando em cultura pura in vitro. Portanto, tanto
para multiplicagdo dos esporos in vivo quanto para estudos fisio-
1égicos in vitro, a desinfestacg3o dos esporos dos FMVA torna-se
de grande importancia. Vdrios estudos t&m sido feitos utilizando-
se agentes desinfestantes, na maioria oxidantes e antibidticos,

para a desinfestagdo. Entretanto os resultados alcangados ndo sao
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satisfatdrios, havendo necessidade do desenvolvimento de procedi-

mento mais eficaz.

O objetivo do presente estudo foi selecionar agen -
tes desinfestantes e antibidticos e avaliar a eficdcia do uso com
binado destes, como procedimento para a desinfestag¢do superficial

de esporos de FMVA.



!« REVISAO DE LITERATURA

2.1. Micorrizas vesiculo-arbusculares (MVA)

Certas espécies de fungos vivem em simbiose com rai
zes da maioria dos vegetais terrestres formando as micorrizas,que
distinguem-se em ectomicortizas, ectendomicorrizas e endomicorri-
zas, de acordo com as espécies simbiontes (fungo e planta) e com
a morfologia da associagdo, HARLEY (16). Nestas simbioses, os fun
gos beneficiam as plantas principalmente pela absorgﬁo mais efi-
ciente de nutrientes e dgua do solo. A planta hospedeira, por sua

vez, supre os fungos com fotossintatos essenciais ao seu cresci -

mento (12, 17, 18).

Nas micorrizas do tipo vesiculo-arbusculares (MVA),
os fungos crescem no parénquima cortical das raizes, com penetra-
gdo inter e intra-celular, e formam hifas extra-radiculares due
se ramificam no solo. No cértex das raizes os fungos formam estru
turas tipicas denominadas pelotdes, arbisculos e vesiculas. Os pe
lotBes caracterizam-se por enovelamentos das hifas no interior

das células corticais. J4 os arblisculos caracterizam-se pela rami
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ficagdo dicotdmica das hifas fungicas formando filamentos finos
que sdo circundados por invaginagdes da membrana plasmdtica das
células hospedeiras. Nesta regi3o de contacto existente entre as
células da raiz do hospedeiro e o micélio fingico acontecem as
trocas de nutrientes e ou metabdlitos entre os simbiontes. As ve-
siculas, estruturas predominantemente intercelulares, s3o dilata-
;0es globosas de hifas que provavelmente atuam como estruturas de
armazenamento dos fungos. Os esporos destinados a dispersso do
fungo, geralmente formam-se nas hifas extraradiculares, embora em
algumas espécies possam ser formados no interior das raizes,SCHEg

CK & PEREZ (48).

No solo, as hifas fingicas ultrapassam a zona de es
gotamento que se desenvolve ao redor das raizes, delimitada pelos
pélos absorventes, aumentando sua area de absorgdo, SANDERS & TIN
KER (45). Em consequéncia, um maior volume de solo & explorado, e
a absorgdo de nutrientes de baixa mobilidade como P, Zn e Cu é au
mentada, TINKER (60). Além do aumento na absorgdo de nutrientes |,
podem ocorrer aumentos na nodulacdo e capacidade de fixacdo de N,
atmosférico, alteragBes nas relacSes planta-patdgeno e dgua-solo-
planta, aumentos na produgdo de fitohormdnios, modificagdes de or
dem anat®mica e fisioldgica nos hospedeiros além de melhor adapta
bilidade da planta as condig¢®es adversas de solo e clima, ZAMBO -
LIM & SIQUEIRA (69). Em decorréncia destes beneficios, muitas es-
pécies vegetais apresentam maiores producdes de matéria seca e
maiores teores de nutrientes quando micorrizadas, em comparagao
com plantas sem micorrizas, MENGE et alii (32). Esses efeitos, en

tretanto, dependem da espécie de fungo,da planta, das condigles e



dédficas e do ambiente, MOSSE (39). O tipo e magnitude das respos-
tas encontradas nestes experimentos s3o bastante variadas, sendo
relatados aumentos de crescimento de até 7750% em condigdes con -
troladas, SCHULTZ et alii (49) e de 300% em condigdes de  campo,
HAYMAN (18). A interdepend&ncia dos fatores envolvidos na simbio-
se (planta-fungo-ambiente), e as variagdes inerentes a cada um di

icultam as previsdes de respostas e a determinacdo de estraté -
gias a serem seguidas em programas de utilizac¢do prdtica das MVA

na agricultura.

Mesmo diante dos esforcos de grande numero de pes -
quisadores, a condigdo de simbiotrdficos obrigatdrios dos fungos
que formam as MVA, MOSSE (34) ainda n3o foi vencida. Isto limita
a produgdo em massa de inoculante de boa qualidade e constitui o
principal obstdculo para testes de inoculacd8o em grande escala, a
1ém de dificultar os estudos relacionados com a taxonomia, ecolo-

gia, fisiologia e relacdo fungo-hospedeiro, SIQUEIRA (51).

2.2. Fungos micorrizicos vesiculo—arbusculares (FMVA)

Os FMVA apresentam hifas hialinas, geralmente assep
tadas, com didmetro varidvel e com ramificagdes no solo. As pare-~
des das hifas e dos esporos dos FMVA s3o constituidas basicamente
POor quitina, sendo os esporos e vesiculas ricos em lipideos, e re
produzem-se assexuadamente através de esporos do tipo clamidospo-

Yos e azigosporos, GERDEMANN & TRAPPE (13). Os clamidosporos sio
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formados na extremidade de hifas, isoladamente ou em grupos deno-
minados esporocarpos. Os €sporocarpos podem apresentar-se sem or-
denagdo dos esporos, em forma de "cachos", ou ordenados em torno
de um plexo central como no caso do género Sclerocystis. Quando
Os clamidosporos separam-se da hifa de origem, parte desta perma-
nece ligadas aos esporos, sendo denominadas hifas de sustentacdo.
Js clamidosporos apresentam-se em forma globosa, ovalada ou elip-
tica. Sua coloragdo varia com a espécie podendo ser hialina, sub-
hialina, ou em tons de amarelo, marrom ou preto. Possuem parede
espessa e quando sdo rompidos podem separar-se em apenas um ou va
rios grupos de parede. Apresentam dimensdes que variam de 15 a

305 jam (L3, 48, 64).

Os azigosporos sdo morfologicamente semelhantes aos
zigosporos, entretanto, sdo formados assexuadamente. Possuem um
ou mais grupos de parede que podem apresentar ornamentagdes dis -
tintas. Como os clamidosporos, também possuem cores variadas, sen
do geralmente globosos ou subglobosos, com dimensdes de 20 a 812

m. S3o conhecidos dois tipos de azigosporos; um séssil formado
lateralmente ou no interior de uma hifa terminal inflada e outro
com uma célula_suspensora tipo "bulbosa", que conecta o esporo e

a hifa que o produziu (13, 48, 64).

Esses fungos pertencem a familia Endogonaceae (Zigo-
mycotina-Zigomycetos-Endogonales). S30 classificados nos géneros

Glomus, Sclerocystis, Gigaspora, Acaulospora, Entrophospora e Scu

tellospora, de acordo com variacgdes no processo de formacgdo dos

esporos que infere-se de sua morfologia e diferencas no nimero de

grupos de parede e processo de germinacdo. S3o conhecidos atual -
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mente mais de 140 espécies cuija separagdo é feita, principalmen -
te, baseando-se em diferengas estruturais quanto ao numero de gru
pos de parede dos esporos, espessura e ornamentagdo destas, além
de variagdes em cor e diametro, SCHENCK & PEREZ (48). A germina-
gao dos esporos ocorre por diferentes mecanismos. Através da for-
magdo de tubo germinativo que emerge diretamente através da pare-

e celular em esporos dos géneros Acaulospora,conforme  descrito

por MOSSE (37) para Acaulospora laevis. A formagdo de placas de

germinagao foi observada nos azigosporos de Gigaspora margarita |,

SWARD (58) e SIQUEIRA (52). O crescimento da hifa de sustentagdo

ocorre em clamidosporos do género Glomus, MOSSE (36). Os esporos

do género Scuttelospora possuem uma camara de germinagdo semelhan
te a um escutelo, de onde emerge o tubo germinativo, WALKER & SAN
DERS (67). O mecanismo que dispara o processo germinativo ainda é
desconhecido, mas segundo SIQUEIRA (54), os esporos n3o requerem
fatores nutricionais exdgenos para iniciarem o processo de germi-
nagdo, que requer grande quantidade de energia para a formagdo e

emergéncia do tubo germinativo.

Esses fungos sdo simbiontes obrigatdrios, MOSSE (34)
e ainda ndo foram multiplicados na auséncia de raizes fisiologica
mente ativas, SIQUEIRA (51). Esta inabilidade de se multiplicarem
em meios de cultivo artificais impossibilita sua multiplicagdo in
vitro, sendo isto feito em plantas hospedeiras crescendo em subs-
tratos desinfestados. Virios fatores podem influenciar a produgio
de esporos de FMVA em vasos de cultivo, FERGUSON & WOODHEAD EISE
As condigGes de solo e ambiente (luz e temperatura) mais adequa -

. ~ . ’ .
dos para o crescimento das plantas s3o as mais favoraveis ao de-
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senvolvimento do fungo, embora o Stimo para germinagdo e cresci -
mento seja diferente para cada espécie. A deficiéncia hidrica que
induz a senescéncia das plantas pode resultar em esporulagdo pre-
coce desses fungos. Por outro lado, altas temperaturas, luminosi-
dade e umidade do solo podem favorecer o desenvolvimento de hiper
parasitas destes fungos, SCHENCK et alii (46). A temperatura 6ti-
-2 do solo para o desenvolvimento dos FMVA pode ser varidvel de a
cordo com as espécies adaptadas a ambientes especificos, TOMMERUP
(62). Em geral, altas temperaturas favorecem a colonizagdo radicu
lar e a esporulagd3o. Além disto, condigBes de luminosidade que fa
vorecem a taxa fotossintética das plantas contribuem para melhor
esporulagdo. Como altos niveis de fdésforo disponivel no substrato
podem reduzir a colonizagdo micorrizica, SIQUEIRA & COLOZZI-FILHO
(53), niveis baixos ou moderados deste nutriente favorecem a colo

nizagdo e esporulagio.

Segundo MENGE (31), os maiores problemas'associados
com a produgdo de inoculante‘em sistemas in vivo est3o relaciona-
dos com a infectividade e pureza do indculo, pois estes fungos a-
presentam elevada variabilidade na sua eficilncia simbidtica, es-
tando isto relacionado com a maior ou menor capacidade de coloni-
zagdo e esporulagdo, tamanho do esporo e producgdo de micélio ex -
terno. Durante a multiplicagdo do fungo in vivo, é comum a conta-
minagdo com microrganismos fitopatogénicos, com parasitas destes
fungos e com antagonistas que podem comprometer a eficiéncia do i

noculante. Fungos do género Peziza, Pyronema, Trichoderma, varias

espécies de actinomicetos e bactérias, SECILIA & BAGYARAJ (50),pa

tégenos do género Fusarium, Pythium, Alternaria e Papulospora e
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nematoides parasiticos, normalmente ocorrem em inoculantes produ-
zidos in vivo, constituindo um sério problema para sua produgdo e
comercializagdo em larga escala, MENGE (30) e CARDOSO & SANHUEZA
(6). Embora seja possivel a desinfestagdo superficial das semen-
tes e dos propagulos do fungo, MOSSE (38), e a esterilizagao do
substrato por autoclavagem, pasteurizagdo ou radiacio, LIEGEL
27) . a manutengdo da esterilidade do sistema torna-se dificil pe
los prolongados periodos de tempo (4-5 meses) requeridos péra que
a esporulagao ocorra. Técnicas alternativas buscando o crescimen-
to asséptico destes fungos tém sido propostas, utilizando-se cul-
turas hidropdnicas, MACDONALD (28) ou filme de nutrientes, MOSSE
& THOMPSON (40). Entretanto a baixa esporulagdao do fungo nestes
sistemas compromete sua viabilidade operacional. Outras técnicas
tém sido adaptadas e infecgBes tipicas podem ser obtidas em plan-
tas crescendo em meio de cultura, ALLEN et alii (1) e HEPPER (20)

e sistemas hidropdnicos, MAcCDONALD (28).

Estudos mais recentes usam técnicas de cultivo in
vitro de plantas, de 6rg§os como cultura de raizes transformadas,
MUGNIER & MOSSE (41) e BECARD & FORTIN (4) ou adicdo de suspensao
de células no meio de germinagdo ou cultivo, PAULA (42) e CARR et
alii (8) para o crescimento dos FMVA. Entretanto, estes métodos
ndo tém se ajustado as exigéncias nutricionais dos fungos, e embo
ra alguma colonizagdo ou desenvolvimento de micélio externo e in-
terno tenha sido conseguida, nenhum foi suficiente para sustentar
a esporulagdo. Além disso, a manutencio da esterilidade dos meios
de cultivos é dificil, uma vez que varios microrganismos encon -

tram-se associados aos esporos, e crescem como contaminantes afe-
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tando a germinagdo e/ou crescimento dos FMVA.

Desse modo, a definigio de métodos ou sistemas mais
eficientes para a produg3o de indculo de FMVA envolve manipula -
¢des do fungo, substrato de crescimento e planta hospedeira, e
conforme comentado por MENGE (31) "isto parece mais uma arte do
gue uma ciéncia verdadeira", necessitando de melhoramentos para
que estes sistemas possam ser utilizados em larga escala com fins

de pesquisa ou aplicag3o comercial.

2.3. Germinag3o dos esporos de FMVA in vitro

Os esporos destes fungos, pelo menos aqueles das es
pécies mais estudadas, n3o requerem fatores nutricionais exdgenos
para germinar porque possuem os fatores bioldgicos necessdrios ra
ra a germinagdo, e podem fazé-la tanto em meios de cultura quanto
no solo, sem a presenga de raizes vivas, SIQUEIRA (51). Entretan-
to, vdrios fatores de natureza abidtica ou bidtica podem afetar a
velocidade e a taxa de germinag3o. Os principais fatores de natu-
reza abidtica s3o: pH, temperatura, aeragdo, elementos orginicos
ou inorgadnicos presentes no meio. Segundo SIQUEIRA (52), o pH afe
ta tanto a germinagdo quanto o crescimento micelial, sendo a inte
ragdo pH x composigdo do meio de germinagdo fundamental para o
cultivo destes fungos, devendo o pH do meio ser ajustado para prd
ximo de 6,0 para a germinagiio da maioria das espécies. Os FMVA e-

Xibem elevada adaptagdo fisioldgica a temperatura, SCHENCK et
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alii (46). Segundo TOMMERUP & KIDBY (63), a temperatura letal pa-
ra os esporos € em torno de 60°C por 5 minutos. LE TACON et alii
(26) estudando o efeito da concentragdo de 0, e CO, sobre os espo
ros concluiu que os FMVA té&m menor tolerfncia a altas tensdes de
CO2 e mais alto requerimento de O2 que outros fungos. A germina -
Gdo dos esporos é muito sensivel i presenga de ions inorginicos,e
‘m meios contendo dgar pode ser reduzida por Mn, Zn, Cu, Ca e Al
em concentragdes iguais aquelas comumente encontradas na éolugﬁo
do solo (21, 22, 56, 57). Entretanto, pequenas quantidades de al-
guns elementos minerais favorecem a germinacdo in vitro, SIQUEIRA
et alii (52). Estes autores relatam que centenas de substratos or
génicos definidos e indefinidos t&m sido estudados, e efeitos de

inibigd80o sobre a germinagdo sdo mais frequentes dque aqueles esti-

mulantes.

Os principais fatores de natureza bidtica que afe -
tam a germinagdo dos esporos dos FMVA s3o dorméncia e a ocorrén -
cia de microrganismos associados. O fendmeno da dorméncia foi con
firmado para algumas espécies de FMVA por TOMMERUP (61). Segundo
este autor, esporos armazenados em geladeira por algum tempo ger-
minam melhor que aqueles recém formados. Por outro lado, a armaze
hagem por tempo prolongado pode reduzir a viabilidade dos esporos,
KOSKE (24). Esta perda de viabilidade & devido a processos de en-
velhecimento natural dos esporos. Quanto aos microrganismos, di -
versos deles podem ocorrer associados aos esporos , devido ao seu
tamanho, as ornamentagdes, cavidades e rugosidades que apresentam
na parede externa, constituindo um excelente habitat que permite

o aporte fisico, sobrevivéncia e proliferagdo de uma comunidade
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microbiana diversificada. Plantas micorrizadas apresentam intensa
exudagdo nas raizes, e isto influencia de modo qualitativo é quan
titativo a microbiota da rizosfera, HAYMAN (18). Os esporos de
FMVA formados nesta regido de intensa atividade microbiana, estio
expostos a estes microrganismos, e podem estabelecer relagdes di-
versas de natureza antagonista, parasitica ou mutualista, além de
oderem atuar como disseminadores de fitopatdgenos, SYLVIA &
SCHENCK (59) e vetores de espiroplasmas, TZEAN et alii (66} e pos

sivelmente virus.

Os microrganismos que ocorrem associados aos espo -
ros dos FMVA tém significado especial tanto para a producdo de i-
néculo in vivo quanto para estudos fisioldgicos in vitro, uma vez
que, em ambos os casos podem atuar sobre a germinagao dos esporos
ROSS & RUTTENCUTER (44) e SYLVIA & SCHENCK (59),e crescimento do
tubo germinativo dos FMVA, AZCON-AGUILAR et alii (3) depreciando
a2 qualidade do indculo produzido via multiplicagdo in XEZE ou di-
ficultando a obtengd3o de resultados nos estudos fisioldgicos in
vitro. Vdrios estudos mostram que estes microrganismos proliferam
quando os esporos dos FMVA s3o plagueados em meios de cultura,mes
mo quando sdo desinfestados superficialmente (3, 46, 59). A forma
com que Os microrganismos atuam sobre os esporos de FMVA, depende
das espécies de microrganismos e FMVA envolvidos. GODFREY (14) ob
Servou espessamentos irregulares e projegdes de parede para o in-

terior dos esporos de Endogone microcarpa, decorrentes da penetra

Gdo por hiperparasitas. SCHENCK & NICOLSON (47) observaram espo -

rangios esféricos de Rhizidiomycopsis stomatosa circundando com -

pletamente a superficie de azigosporos de Gigaspora margarita, e
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ocasionalmente esporingios foram observados internamente aos espo

ros. Este hiperparasita foi isolado de esporos de Gigaspora mar -

garita multiplicados em vaso de cultivo, e posteriormente utiliza

dos para inoculag¢do em outras espécies de Gigaspora, Glomus e

Acaulospora, sendo que apenas os esporos de Glomus n3o foram hi -

perparasitados. SYLVIA & SCHENCK (59), estudando o efeito dos mi-
rorganismos associados aos esporos de FMVA relatam efeito depres

sivo destes sobre a germinagdo de Glomus etunicatum. O mesmo efei

to ndo foi observado para Glomus macrocarpum. DANIELS & MENGE(10)

isolaram de Glomus epigaeum e Glomus fasciculatum os fungos An-

guilospora Pseudolongissima e Humicola fuscoatra,além de microrga

nismo tipo quitridio, identificado como Phlyctochytrium sp. Ao se

rem testados em diferentes espécies de FMVA os autores concluiram
que existe uma resisténcia diferenciada dos FMVA a estes contami-
nantes, sendo esta resisté&ncia associada ao teor de melanina pre-

sente na parede do esporo. Esporos de Glomus constrictum, que sio

€scuros, sao resistentes ao hiperparasitismo enquanto os de G.

margarita, de coloragdo clara, t&m se mostrado bastante suscepti-

vels,

Além de relacgdes de parasitismo, podem ocorrer ou -
tras relagdes antagonistas como competigdo e antibiose. SIQUEIRA

et alii (55) isolaram de esporos de G. margarita o fungo Stachy -

botrys chartarum que mostrou elevado efeito depressivo na germina
Gdo desses esporos. O mesmo autor mostrou mais tarde se tratar de
um poderoso hiperparasita. Segundo SYLVIA & SCHENCK (59)!, muitoes
dos fungos associados aos esporos de FMVA s3o saprofitas comumen-

te encontrados no solo, mas que podem produzir metabdlitos antimi
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crobianos capazes de inibir a germinagdo desses esporos. Por ou -
tro lado,‘diversos autores tém relatado aumentos na germinacao,
crescimento de hifas e produgao de esporos vegetativos de FMVA in
festados com fungos ou bactérias isolados da rizosfera de plantas
micorrizadas ou diretamente de esporos. AZCON-AGUILAR et alii (3)
citam que em outros trabalhos dos mesmos autores, a presenga de
“lguns microrganismos no meio foi capaz de estimular o crescimen-

to ndo simbidtico de Glomus mosseae. Os mesmos autores estudando

© efeito de microrganismos do solo na germinagao de esporos e
crescimento de G. mosseae relatam que a germinac3o deste foi au -
mentada pela presenga de fungos saprofiticos de vida livre, que
também estimularam o crescimento das hifas. A formagdo de esporos
vegetativos somente foi estimulada em micélio originado de espo -
ros crescendo na presenga destes microrganismos. MAYO et alii(30)

estudando a germinagdo de Glomus versiforme associado com bacté -

rias isoladas dos prdprios esporos, observaramn dque esporos super-
ficialmente desinfestados germinaram mais quando reinoéulados com
as bactérias. Hifas emergidas de esporos na presenca de bactérias
sdc mais vigorosas, com vesiculas mais desenvolvidas, e s3o subs-
tancialmente mais longas e mais ramificadas que aquelas de espo -

ros superficialmente desinfestados e sem bactérias.

Estudos conduzidos no Laboratdrio de Microbiologia
do solo da ESAL por J.0. Siqueira e colaboradores (dados ndo pu -
blicados), mostraram que a re-infestagdo dos esporos de G. mar -
garita com bactérias isoladas do prdprio esporo n3oc tiveram efei-
to sobre a germinagdo. Por outro lado, MOSSE (35) relata que fun--

gos MVA somente colonizaram raizes crescendo em meio de cultivo ,
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quando em presenca de bactérias do género Pseudomonas sp, isola =-

das do proprio sistema. Portanto, o fato de serem encontrados na
rizosfera de plantas micorrizadas sugere relagles diversas entre

estes microrganismos e os FMVA.

As relagBes entre os microrganismos que ocorrem as-
sociados e os esporos dos FMVA s3o amplamente reconhecidas, porém
1inda pouco conhecidas, especialmente os espiroplasmas observados
por TZEAN et alii (66), ou organismos aparentemente ndo patogéni-
cos semelhantes a bactérias observados no citoplasma de diversas
espécies de Glomus, MACDONALD & CHANDLER (29). Estes relatos suge
rem a existéncia de uma microbiota interna aos esporos, que pode
ter relagdes com a germinagdo ou mesmo crescimento destes fungos,
€ abre novas e intrigantes perspectivas para a desinfestagdo e o

estudo dos FMVA in witro,

Portanto, a desinfestag3o de esporos dos FMVA & pas
so decisivo nos estudos fisioldgicos in vitro e estabelecimento
de cultura monoxénica com estes fungos, pois a diversidade de mi-
crorganismos que podem ocorrer associados, e as relagdes existen-
tes entre eles dificultam a obteng3o de dados ou mesmo a interpre

tagdo dos resultados obtidos.

2.4. Desinfestagd3o de esporos dos FMVA

2.4.1. Agentes desinfestantes e antibidticos
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O termo desinfestante é de dificil definigio, consi
derando-se que uma mesma substaincia pode ter agdo microbiostatica
quando em baixa concentragdo, e microbiocida, quando em concentra
¢Oes mais elevadas. A intensidade do efeito total (esterilizante)
ou parcial (desinfestante), é fung3o direta da intensidade do a-
gente empregado. Assim, por exemplo, o calor em baixa temperatura
. 50% pPor 30 min.), tem antes agdo desinfestante, por eliminar
parte dos microrganismos contaminantes, porém ni3o é suficiénte Pa
ra destruir formas de resisténcia como esporos de bactérias. Por
outro lado, uma substlncia quimica, dependendo da concentragdo em
que é usada e do tempo durante o qual se deixa atuar, poderd agir
como esterilizante ou t3o somente como microbiostatico. Segundo
BIER (5), desinfestantes s30 todas as substancias capazes de evi-
tar a proliferagdo de microrganismos por inativagdo ou destruigdo.
Neste estudo o termo desinfestante refere-se aquele que causa di-
minuigdo da infestag8o ou eliminacdo dos microrganismos situados
na parede externa,de esporos FMVA, independente de suaé relagdes

com Os mesmos.

Segundo COLLINS (9) os desinfestantes s3o divididos
em acidos, dlcalis, sais de metais pesados, halogéneos e fendis
ou compostos afins. A adig3o de acidos e o consequente aumento na
concentragdo hidrogenidnica aumenta a taxa de mortalidade dos mi-
crorganismos embora algumas bactérias aciddfilas cresgam bem em
concentragdes hidrogenidnicas altas. Os principais desinfestantes
componentes deste grupo sdo os acidos bdrico, benzdico, salicili-
co, sulfuroso e férmico. A alcalinidade elevada (alta concentra -

G830 de hidroxilas) caracteristica do hidrdxido sdédico e hidrdxido
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de cdlcio exerce também ac3o exterminadora sobre os microrganis -
mos. Sais de prata, cobre, zinco, arsénico e mercirio s3o conheci
dos por seu valor microbiocida, sendo cloreto de mercirio o mais
empregado por sua toxicidade e acdo corrosiva. O fenol puro ou
misturado com alcool ou glicerina s3o eficazes microbiocidas,des-
truindo as bactérias, mesmo em presenca de matéria orginica. Os
alogéneos e os variados compostos que se obtém ao mistura - los
com outros produtos quimicos, s3o os desinfestantes mais eﬁprega—
dos, embora percam em eficdcia quando em presenca de matéria orga
nica, o que torna seu uso limitado. O mais empregado de todo o
grupo dos halogéneos é o cloro. O cloro gasoso e seus derivados
como o hipoclorito de sdédio, tem efeito microbiocida pela agdo o-
xidante que resulta da unif3o do cloro com o hidrogénio da agua.
Entre estes produtos encontra-se a cloramina-T. O formaldeido é
também desinfestante microbiocida eficaz, e n3do se emprega somen-
te para destruir bactérias e fungos, mas também outros microrga -

nismos de diversas espécies.

Segundo PELCZAR et alii (43) os fatores que atuam
na desinfestagdo quimica est3o relacionados com caracteristicas
do préprio desinfestante, como sua natureza e estrutura quimica,
constante de ionizagdo, solubilidade, afinidade pelo protoplasma
celular e modo de agdo; e daquelas relacionadas com os microrga -
nismos como a espécie, fase de crescimento, composicio quimica,
produgac de estruturas especiais de resisténcia, nimero na amos -
tra e diferengas na susceptibilidade aos produtos. Além disso, fa
tores como temperatura, pH, fendmenos de superficie (adsorgdo, ten

sdo superficial), presenca de substdncias orgdnicas e inorganicas,
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pressdo e tempo, que podem atuar tanto sobre o desinfestante quan

to sobre os microrganismos, s3o de grande importancia.

Do ponto de vista pratico, estes fatores podem ser
resumidos na concentragdo de microrganismos ou carga microbioldgi
ca, na concentragiao do desinfestante e no tempo de exposic3o ao
agente desinfestante. Tal como ocorre na fase logaritimica de
:rescimento, a morte das bactérias sob a ac3o dos desinfestantes
ocorre em progressdo geométrica, a medida em que o tempo aumenta
em progressdo aritmética, e este controle € tanto mais demorado
quanto maior a concentragdo inicial de microrganismos. O tempo ne
cessario para a desinfestagdo e a concentraci3o do desinfestante
guardam entre si uma relagdo exponencial. Para um sublimado (clo-
reto de mercurio) quando se dobra a concentracdo, o tempo se re-

duz a metade, COLLINS (9).

Como tantos fatores influem sobre a ac3o e eficacia
dos desinfestantes, é dificil escolher o melhor produto e conse -
guir condigBes ideais para sua eficacia mdxima. E pouco provavel
que exista um desinfestante com formulagdo ideal, nem tampouco &
necessdrio que haja esta substincia. Para obter estes efeitos de-
ve-se escolher -diferentes produtos quimicos, sendo que um pode
ser vantajoso em uma situagdo em que outro possa ser totalmente
inaplicdvel. Os desinfestantes, em sua maioria, sé s3o capazes de
atuar eficazmente contra microrganismos em concentragdes que tam-
bém lesam as células, e a utilizagdo conjunta com antibidticos po
de auxiliar na desinfestagdo permitindo o uso de desinfestantes
em concentragdes menores. Segundo LACAZ (25), antibiotico foi de-

finido por Waksman como sendo "substancias antimicrobianas elabo-
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radas por seres vivos e capazes de agir em pequenas concentra-
¢Ses". Foi primeiramente isolado de um fungo identificado como

Penicillium sp, por Alexander Fleming em 1929. A partir de entio,

e notadamente a partir de 1940, milhares de substancias antibidti
cas tém sido isoladas e identificadas. Muitas delas ndo tém impor
tancia prdtica até o momento, mas algumas s3o de amplo uso quimio
erapdutico. A popularidade dos antibidticos & devida a sua capa-
cidade em destruir muitos tipos de microrganismos, e as suas pro-
priedades relativamente atdxicas. Algumas vezes é vantajoso o uso
combinado de dois ou mais antibidticos para a eliminacdo de mi-
crorganismos patogénicos que n3o s3o susceptiveis i acdo de um -
nico antibidtico. Tais combinagdes devem ser escolhidas com cuida
do, ja que, as vezes podem ocorrer antagonismos e ou anulamento
dos efeitos particulares de cada antibidtico. Segundo PELCZAR et
alii (43), os antibidticos podem inibir ou destruir os microrga -
nismos por diversos modos: a) através da inibigd3o da formagd3o da
parede celular. As penicilinas e cefalosporinas tém es£e tipo de
agdo e consistentemente atuam apenas sobre bactérias em crescimen
to. As células sensiveis que se desenvolvem na presenca destes
antibidticos s3o normalmente grandes e tém formas inusitadas. D)
através do enffaquecimento da membrana citoplasmdtica que permite
O vazamento do conteldo celular. O antibidtico se combina com a
membrana citoplasmatica, causando alteragdo nos constituintes 1li-
poprotéicos e dificultando o funcionamento da membrana. c) inter-
ferindo na sintese de proteinas celulares, provavelmente devido a
inibigdo de algumas reagdes bdsicas envolvendo aminodcidos, bases

puricas ou pirimidicas, nucleotideos ou o transporte na membrana,
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com efeito de bloqueio total da sintese protéica. A estreptomici-
na e a gentamicina combinam-se com os ribossomos das bactérias
sensiveis, rompendo o cddigo genético e induzindo a produgdo de
mutantes. O cloranfenicol inibe a sintese de proteinas. d) inter-
ferindo no metabolismo dos dcidos nucléicos. Todos os antibidti -
cos que tém este modo de atuac3o s3o tdéxicos para as células hos-

2deiras, em face da semelhanga deste metabolismo nos microrganis
mos patogénicos e nas células infestadas. De uma maneira ‘geral,
Os agentes que lesam a parede celular ou a membrana citoplasmdti-
ca sdo bactericidas. Ja os que interferem com as funcdes enzimdti
cas sdo bacteriostaticos, sendo que em alguns casos esta agao po-

de ser reversivel.

A eficdcia de um antibidtico depende de vérios fato
res, como: a) acesso aos sitios onde se localizam os microrganis-
mos. Alguns antibidticos, quando em presenca de hidrédxido de alu-
minio, formam quelatos, reduzindo sua atividade. A presenga de ma
téria orgdnica (proteinas) no meio também pode diminuir a acdo de
diversos antibidticos, por ligac®es com estes. b) concentrag¢do e
tempo de exposigdo: deve-se considerar na determinac3o destes fa-
tores o tipo de agdo exercida pelo antibidtico, a susceptibilida-

de relativa dos microrganismos e a possibilidade de se promover

concentragdo util no local desejado.

Quando se faz uso de antibidticos deve-se levar em
consideragdo a interfer@ncia na elaboragdo de agentes antimicrobi
anos pelos microrganismos componentes da prépria microbiota que
se quer eliminar. Além disso, microrganismos n3o susceptiveis ao

antibidético podem crescer com maior agressividade, devido & falta
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de competigdo pelo substrato ou mesmo por auséncia de reagdes an-

timicrobianas que podem ccorrer, rompendo o equilibrio microbiold

gico do sistema.

Dentre os diversos antibidticos utilizados, tem se
difundido o uso da estreptomicina por seus efeitos sobre os mi . -

crorganismos gram-negativos e alguns gram-positivos. E sintetiza-

41a pelo Streptomyces griseus, e tem efeito bactericida quando em-
pregado em altas concentracdes. A sua atuagdo é estritamente atra
vés do contato, atuando no ciclo de Krebs da célula. A gentamici-

na sintetizada por bactérias do género Micromonospora, tem o modo

de atuagao bastante semelhante 3 estreptomicina. Devido a sua a-
~ L4 . L . . s L

Gao especifica contra bactéerias gram-negativas, ela e também um

antibidtico bastante utilizado. As cefalosporinas, com ag3o sobre

as bactérias gram-positivas e gram-negativas tém propiciado o de-

senvolvimento em laboratdrios de vdrios outros antibidticos, en-

quadrados no grupo das cefalosporinas. Originalmente obtidos do

fungo Cephalosporium sp., agem como bactericidas interferindo na

sintese da membrana celular. Cloranfenicol, o primeiro antibidti-
co produzido em laboratdorio,em escala industrial, foi inicialmen-

te obtido de Streptomyces venezuelae, sendo um dos caracteristi -

cos antibidticos de largo espectro, de atividade antimicrobiana
ampla. Inibe a sintese protéica nos microrganismos susceptiveis ,

tendo efeito essencialmente bacteriostdtico. Os antibidticos n3o

possuem agao apenas contra bactérias. As pimaracinas, por exemplo,

obtidas de Streptomyces natalensis, s3o antibidticos de agao anti
fungica. Atuam principalmente na permeabilidade da membrana celu-

lar, sendo o grau deste efeito (fungistatico ou fungicida), depen
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2.4.2. Métodos de desinfestac3o de esporos de FMVA

O primeiro método para desinfestagdo superficial de
esporos de FMVA foi relatado por Barbara Mosse em 1959 ,MOSSE( 38) ,
€ consiste na imersSo dos esporos por 20 min. em uma solucdo con-
tendo cloramina-T a 2% e 200 ppm de estreptomicina. O método foi
originalmente proposto para a desinfestagdo de esporos de G. mos-
seae, e através do plaqueamento dos esporos desinfestados em
meios utilizados para detecgdo de bactérias e fungos, observou-se
apenas 4% de contaminag3o. A partir de entdo, este tem sido o mé-
todo mais utilizado, como pode ser visto em trabalhos recentes( 2,
7, 19, 41), Dificuldades surgiram a partir da constatacdao de com-
portamento diferenciado entre espécies de FMVA quanto a diversida
de de microrganismos associados e susceptibilidade as substincias
desinfestantes, DANIELS & MENGE (10). Quando este método foi usa-

do para desinfestag3o superficial de Gigaspora margarita, obteve-

seé somente de 32 a 68% de esporos assépticos,MERTZ et aliif33).0s
mesmos autores propuseram uma pré-lavagem com o surfactante Tween
80 a 0,05% seguido da aplicag3io de cloramina-T 2% sob vicuo de
600 mg Hg. Apds o tratamento, os esporos foram estocados em solu-
cdo de estreptomicina a 200 ppm e gentamicina a 100 ppm por 1 se-
mana a 4Oc, € antes de serem plaqueados foram submetidos a clora-

mina-T por 20 min. Este tratamento desinfestou completamente os
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esporos e nao teve nenhum efeito detrimental sobre sua viabilida-
de. Entretanto, Siqueira (dados nd3o publicados), citado por SI -
QUEIRA et alii (57) relata efeito depressivo sobre a germinagao

de esporos de G. margarita apdés desinfestac8o conforme método pro
posto por MERTZ et alii (33). A busca de maior eficdcia na desin-
festagdo dos esporos, tem levado ao uso de modificagdes do método
‘tilizado por MOSSE (38), uma vez que este tem mostrado baixa efi

cacia, SYLVIA & SCHEMNCK (59).

Como procedimento alternativo para a desinfestagdo
superficial dos esporos tem sido usada a exposigdo destes a solu-
¢oes diluidas de hopoclorito de sddio (1, 10, 46, 66, 68), entre-
tanto, a agdo oxidativa do hipoclorito pode modificar a permeabi-
lidade da parede do esporo, reduzindo sua germinagdo ou até invia

pilizando os esporos, DANIELS & MENGE {100

TOMMERUP & KIDBY (63) estudaram os efeitos de clora
mina-T, hipoclorito de sddio e antibidticos, em diferentes concen
tragcdes sobre a desinfestagdo superficial de diferentes FMVA iso-
lados de vasos de cultivo ou de vegetagdo de pastagens naturais .
Eles recomendaram o uso de cloramina-T 5%. llesta concentracdo,90%
de esterelidade pode ser obtida com esporos provenientes de vasos
de cultivo. Tratamentos mais prolongados foram necessdrios guando
Os esporos foram isolados de pastagens. Para esporos de Acaulos-
pora laevis, aqueles provenientes dos vasos de cultivo podem ser
adequadamente desinfestados apdés 40 min. de tratamento com clora-
mina-T. Esporos da mesma espécie provenientes do campo nunca fo-
ram efetivamente desinfestados. Cloranfenicol pode ser wusado no

meio de germinagio, em concentragdes de 100 a 200 ppm, para supri
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mir o crescimento de bactérias sem causar nenhuma mudanga na ger-
minagdo dos esporos. Pimaracina, que pode ajudar a eliminar o
crescimento de fungos contaminantes, inibiu a germinagdo dos espo

ros de Glomus caledonium mesmo a 10 ppm. KLOPFENSTEIN (23) obser-

vou que os antibidticos cloranfenicol, gentamicina, penicilina e

estreptomicina atuam negativamente so-re Gigaspora rosea e Glomus

- tunicatum, mas estes efeitos dependem do antibidtico, da sua con
centragdo, do modo de aplicagdo (em solugdo ou incorporados ao
meio de germinagdo), e da espécie de FMVA. Resultados semelhantes

foram encontrados por Siqueira, J.0. (dados n3o publicados).

O uso combinado de agentes desinfestantes e antibid
ticos para a desinfestagdo superficial de esporos de FMVA tem si-
do proposto (38, 63, 68). Segundo TOMMERUP & KIDBY (63) ;40 cresci
mento de bactérias sobreviventes ao tratamento com agentes desin-
festantes pode ser inibido pela adigdo de antibidticos ao meio de
germinagdo. Entretanto, a eliminagdo completa dos contaminantes
somente ocorreu quando os esporos foram lavados por pelo menos 40
minutos em solucdo de cloramina-T 5%, evidenciando as vantagens
do uso combinado. O uso combinado de agentes desinfestantes e an-
tibidticos pode permitir que se use concentragdes menores destes
produtos, sem diminuic3oc na sua eficiénecia. Segundo WATRUD (68" .

tratamentos com cloramina-T mais estreptomicina e gentamicina té&m

sido utilizados na desinfestacio de esporos de Gigaspora e Glomus.

MAYO et alii (30) utilizaram penicilina e estreptomicina apds la-
vagem com agente desinfestante para descontaminar esporos de Glo-

mus versiforme. Embora a desinfestagdo tenha sido eficaz, os auto

res observaram reducdo na taxa de germinagdo dos esporos.
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Portanto, a escolha de um método de desinfestagdo
depende da espécie de FMVA, seu local de origem e da natureza,
concentragao e tempo de exposigdo dos produtos empregados. Deve -
se observar também que a desinfestagdo pode atuar sobre os proces
sos metabdlicos dos esporos, interferindo na germinacd3o ou no

crescimento subsequente das hifas.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Multiplicagdo e extracdo dos esporos

Os esporos dos FMVA Gigaspora margarita (Becker &

Hall), Scutellospora heterogama (NMNicol & Gerd) Walker & Sanders,

Gigaspora gigantea (Nicol & Gerd) Gerd & Trappe e Glomus clarum

(Nicol & Schenck) utilizados nos diversos experimenios, foram mul

tiplicados em vasos de cultivo com Brachiaria decumbens em solo

misturado com vermiculita na proporgdo 3:1, fumigado com Bromex
(260 cc/m3 de substrato) e mantidos em casa-de-vegetacdo durante
pelo menos 4 meses. O solo e raizes foram retirados dos vasos, se
COS ao ar e armazenados em camara fria entre 4 e 6°C até serem u-

tilizados. Os esporos de S. heterogama e G. clarum utilizados fo-

ram obtidos diretamente de vasos de multiplicagéo mantidos em ca-
sa-de-vegetacio. Os eésporos foram extraidos por peneiramento Gmi-
do, em peneiras com malha de 0,720 e 0,105 mm de abertura, centri

‘fugados em dgua a 3000 rpm durante 3 minutos € em sacarose 45% a
2000 rpm por 2 minutos, seguindo-se lavagens com forte jato de a-

gua . Apds a extragdo os esporos foram selecionados pela aparéncia
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. . ’ . 14 .
e uniformidade, utilizando-se microscopio estereoscopico, sob au-
mento de 40 vezes e submetidos aos tratamentos de desinfestacio

conforme apresentados a seguir.

3.2, Tratamentos

A primeira fase do trabalho destinou-se a selegao
de agentes desinfestantes para descontaminagdo dos esporos de G.
margarita, sendo testados virios produtos, concentragﬁes_e tempo
de exposigdo conforme apfesentado no Quadro 1. As solugdes desin-
festantes foram preparadas a partir da diluig3o dos produtos em.é
gua destilada autoclavada, e aplicadas aos esporos com auxilio de
seringas de vidro com capacidade para 20 ml, acopladas a unidades
de filtragdo por membrana. Como tratamento controle utilizou-se a
lavagem dos esporos em agua destilada autoclavada, pelé maior_tem'
PO de exposigdo aplicado em cada ensaio. Apds a aplicagdo’ dos tra
tamentos, os esporos foram submetidos a lavagens sﬁcessivés com
dgua destilada estéril e plaqueados em meio dgar-dgua 1% para ger

minagdo.

\

: Na segunda fase, estudou-se os efeitos de varios an
tibidticos em diferentes concentragbes e tempo de exposic3o, con- .
forme Quadro 1, sobre a germinagdo e descontaminacdo de esporos
de FMVA. O preparo das solugdes de antibidticos e sua ‘apiicggéb

acs esporos, foram feitos da mesma maneira como descrito para a

~ selegdo de agentes desinfestantes. Como tratamento controle proce

v
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QUADRO 1 - Agentes desinfestantes, antibidticos e respectivas con

centragdes e tempo de exposigdo estudados.

Tempo de Expo
Produtos Concentracgao
sigdao, min,

Agentes desinfestantes
Hipoclorito de sdédio solucdo

Pl.A. contendo 5% cloro livre,

Reagen 0,5 a 4,0% vV/V 3 a 24
Cloramina~-T P.A., Riedel de-

Hien 1 a 8% P/ 3 a 24
Cloreto de mercurio P.A., Merck 0,025 a 0,2% P/V 20
Formaldeido em solugdo 35% P.A.

Merck 0,25 a 20% V/V 10 & 20

Antibidticos
Estreptomicina (Sulfato de es -
treptomicina) Fontoura-Wyeth 50 a 400 ppm 2,5 a 20
Gentamicina (Garamicina injetd-

vel 80 mg) Schering 25 a 200 ppm 2;5 a0
Cloranfenicol (Quemicetina inje

tavel) Schering . 25 a 200 ppm 2,5 a 20
Pimaracina (Pimaracin) suspen -

sdao 1,5%,Sigma 2,5 a 20 ppm 2,5 & 20
Cefalosporina (Rocefin injetd -

vel) Roche 25 a 200 ppm - 2,5 a 20
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deu-se a lavagem dos esporos com agua destilada autoclavada, pelo
maior tempo de exposigdo, correspondente & lavagem com antibidti-
cos em cada ensaio. Com excegdo do antibidtico cefalosporina, to-
dos os outros foram também testados por seus efeitos na desinfes-

tagdo de S. heterogama. Apds a aplicac3o dos tratamentos, os espo

ros foram plaqueados em meio dgar-dgua.

Para facilitar a selegdo dos antibidticos mais efi-
cazes na desinfestacgdo, foram feitos antibiogramas, utilizando-se
suspensOes de bactérias isoladas de esporos de G. margarita. Para
isto, discos de papel estéril contendo os antibidticos em concen-
tragdes variando de 2,5 a 200 ppm, foram colocados em placas con-
tendo meio MB, (TUITE, 65) inoculado com as bactérias, e incuba -
dos por 72 horas, na auséncia de luz e com temperatura de 25 a
280C. As placas foram avaliadas quanto i formagdo de halo de ini-
bigdo do crescimento bacteriano sendo estes considerados ausentes

(sem inibigdo), pequeno, médio e grande em fungao do seu diimetra.

Na tentativa de melhorar a eficdcia dos antibidti -
Ccos, estudaram-se na terceira fase, varias combinagdes destes em
lavagem dos esporos e incorporacdo aoc meio de germinagao, separa-
damente ou combinados com os desinfestantes, conforme descrito no
Quadro 2. Os agentes desinfestantes e antibidticos selecionados
nos experimentos anteriores (Quadro 1) foram estudados por seus e
feitos combinados, ambos aplicados aos esporos em pré-lavagem ou
Os desinfestantes aplicados em pré-lavagem e os antibidticos in -
corporados ao meio em concentracdes e tempo de exposicdao diversos
conforme Quadro 2. O tratamento controle constou da lavagem dos

esporos em agua, e plagueamento em meio de germinagao (agar-agua)



QUADRO 2 - Diferentes compinagdes de desinfestantes e antibidticos em respectivas concen-
tragOes testadas. Tempo de exposigdo variando de 10 a 20 minutos, dependendo

do ensaio.

Uso em ' Uso incorporado ao Concentragdo utilizada

Pré-lavagem meio HS % eL,. ppm HS e GE B
Cloranfenicol = CL Estreptomicina = ES - 25 e 50 25 e 50 -
CL + ES - = 25 e 50 25 a 50 =
CL Gentamicina = GE - 25 e 50 - 25 e 50
CL + GE - - 25 e 50 - 25 e 50
Hipoclorito de sédio = HS ES leb - 25 ; 50 e 100 -
HE + BB - le5 - 25 e 50 -
HS GE Leb - - 25 e 50
HS + GE = e s = = 25 e 50

o€
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sem antibidticos. O método tradicional relatado por MOSSE (38),
que consta da lavagem dos esporos por 20 min. em solug¢d3o contendo
cloramina-T 2% e 200 ppm de estreptomicina, foi também comparado
nestes experimentos. Todas as solugdes foram preparadas e aplica-
das como descrito nos experimentos anteriores, sendo a incorpora-
cdo do antibidtico ao meio da germinagdo feita apds a autoclava -
sem do dgar, quando a temperatura deste se encontrava préxima ao

ponto de solidificagdo.

Os produtos mais promissores, nas concentragdes pré
selecionadas foram testados combinando-se o usolde agente desin -
festante em pré-lavagem dos esporos, seguido da imersdo dos mes -
mos nas solugdes de antibidticos ou de agentes desinfestantes
mais antibidticos, aplicados em diversos tempos. Esporos pré—lavg
dos em hipoclorito de sddio a 1% por 20 min. foram submetidos a
imersdo em 100 ppm de estreptomicina ou 50 ppm de gentamicina por
O min. a 48 hs ou em 100 ppm de estreptomicina mais SO‘ppm de gen
tamicina por 20 min. a 48 hs, ou hipoclorito de sdédio 1% mais 100
ppm de estreptomicina ou 50 ppm de gentamicina por 3 a 12 hs. No
tratamento controle, os esporos foram pré—lavados e imersos em a-
gua, nos diferentes tempos utilizados. O método tradicional de de
sinfestagdo, MOSSE (38) também foi avaliado. As solugdes e aplica
cdo dos tratamentos foram feitos como descrito anteriormente. Nos
experimentos finais, utilizaram-se esporos de G. margarita, G.
gigantea e G. clarum.

Para testar a eficacia da desinfestagao, esporos vi

sualmente assépticos, foram retirados das placas contendo meio de

germinagdo e transferidos, com o auxilio de pingca, para placas



32

contendo meios para crescimento de fungos (Martin) e de bactérias
(MBl),conforme TUITE (65). Apds incubagdo por 3 e 12 dias, para
bactérias e fungos respectivamente, & temperatura de 25°C, a pre-
seénga de crescimento fungico ou bacteriano, indicativos de conta-

minagdo, foi avaliada.

3.3. Plaqueamento, conducdo e avaliagao

Apds a aplicagdo dos diversos tratamentos nos dife-
rentes experimentos, grupos de 10 esporos foram transferidos para
placas de vidro de 60 mm de didmetro contendo meio de germinagao
(dgar-dgua 1%) com o auxilio de micropipeta, ou transferidos indi
vidualmente com o auxilio de pPinga de ponta fina. Todo o plaquea-
mento foi realizado com o auxilio de microscdpio estereoscdpico
montado em camara asséptica de fluxo laminar. Apés a transferén-
cia dos esporos as placas foram envolvidas com filme plastico pa-
ra evitar a desidratag3o, e incubadas na auséncia de luz, a tempe
ratura de 25 a 28°c por 14 dias. Apds periodo de incubagdo, a ta-
xa de germinagdo dos esporos e a incidéncia de contaminantes (fun
gos e/ou bactérias) foram avaliados com o uso de microscédpio es -
tereoscopico. Considerou-se como germinados o0s esporos que emiti-
ram pelo menos um tubo germinativo, e contaminados, aqueles que a
Presentaram quaisquer sinais de crescimento de fungos e/ou bacté-
rias. Este mesmo critério foi utilizado para a contaminagdo dos

esporos assépticos transferidos para meios de crescimento para
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fungos e bactérias. Nos primeiros experimentos (selegdo de agen -
tes desinfestantes e antibidticos) a contaminagdo por  bactérias
fol avaliada considerando-se apenas o numero de placas contamina-
das, pois os esporos foram transferidos em grupos, e a proximida-
de entre eles possibilitava o crescimento de coldnias sobre todos,
dificultando a avaliagdo individual, como pdde ser realizada quan
'O OS esporos passaram a ser transferidos individualmente para o
meio de germinagdo. Todos os ensaios foram montados com 5 fepeti-
¢des e foram repetidos por pelo menos duas vezes. O erro padrao
da média foi calculado segundo PIMENTEL GOMES (15), dividindo-se

© desvio padrdo pela raiz quadrada do nﬁmerociarepetig&es de cada

tratamento.



-« RESULTADOS E DISCUSSXO

4.1. Agentes desinfestantes

Os efeitos do hipoclorito de sdédio e cloramina-T em
diferentes concentracdes aplicadas aos esporos de G. margarita em
lavagem por 5 e 10 minutos, respectivamente, s3o apresentadoé na
Figura 1. Tanto a cloramina-T, quanto o hipoclorito de sdédio atua
ram negativamente sobre a germinagdo dos esporos. Entretanto, pa-
ra a cloramina-T, aumentos na concentragdao nao corresﬁonderam a
diminuig¢®es acentuadas na germinagdo como ocorreu com o hipoclori
to de sddio, que inviabilizou os esporos quando em concentragdes a
cima de 2%. Segundo PELCZAR et alii (43), os desinfestantes do
grupo dos halogénios s3o agentes oxidantes enérgicos, que agem so
bre os constituintes celulares provocando a morte dos microrganis
mos. A inviabilizac3o causada pelo cloro se deve, em parte, a com
binagdo deste com proteinas da membrana citoplasmatica e enzimas.
DANIELS & MENGE (10) observaram diminuic3o na pigmentagdo de espo

ros de Glomus epigaeum apds exposicio ao hipoclorito de sdédio. Es

te efeito foi atribuido a processos de oxidagdao do agente desin -
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festante com a melanina dos esporos.

Os efeitos do tempo de exposigdo durante a lavagem
dos esporos com cloramina-T ou hipoclorito de sdédio, em duas con-
centragdes, sobre a germinagdo e contaminagdo de esporos de G.
margarita, sdo apresentados na Figura 2. Aumentos no tempo de ex-
posigao dos esporos ou na concentragao dos agentes desinfestantes
srovocaram redugdes na taxa de germinag3o, podendo as concentra -
¢Ses menores ser aplicadas aos esporos por mais tempo. Cloramina-
T a 6% aplicada por 6 minutos reduziu a taxa de germinacgao em
57%. O uso de hipoclorito de sédio 1% por 24 minutos também redu-
ziu a germinagdo. Entretanto, esta concentragdo foi capaz de pro-
mover a descontaminagdo dos esporos gquando expostos a este desin-
festante por pelo menos 3 minutos (Pigura 2). Para cloramina-T,au
mentos na concentragdao e no tempo de exposigdo reduziram a conta-
minagdo por fungos e bactérias. Segundo COLLINS (9) cloramina-T &
um produto mais estavel que hipoclorito de sddio, sendp a libera-
gdo do cloro feita de forma gradual e lenta. Como a exposigdo dos
esporos ao desinfestante ndo se prolongou por muito tempo, é pro-
vavel que nd3o tenha ocorrido a liberagdo total do oxidante cloro,
para uma agdo eficaz na descontaminac3o. A liberagao do cloro do
hipoclorito de sédio é instantinea, COLLINS (9), e embora atue
mais que a cloramina-T sobre a germinagdo dos esporos (Figuras 1
e 2), quando na concentragao e tempo de exposicdo adequados pode-

ria eliminar os contaminantes sem inviabilizar os esporos.

Dentro do grupo dos metais pesados e dos gasosos, o
cloreto de mercurio e o formaldeido, respectivamente, té&m sido u-

tilizados como desinfestantes, devido a seu poderoso efeito na e-
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liminagdo de microrganismos. Neste trabalho, estes produtos foram
pela primeira vez utilizados como desinfestantes de esporos .~ de
FMVA (Figura 3). N3o houve crescimento de fungos contaminantes
quando os esporos de G. margarita foram desinfestados com formal-
deido ou cloreto de mercirio, em todas as concentragdes testadas.
No tratamento controle a contaminagdo fungica foi de 80%. Cloreto
"2 mercurio eliminou totalmente as bactérias, que foram apenas
parcialmente eliminadas quando se usou formaldeido. Como ambos os
desinfestantes reduziram drasticamente a taxa de germinagao dos
esporos, as possibilidades de sua utilizacdo sdo pequenas. O clo-
reto de mercurio, segundo PELCZAR et alii (43) age ligando-se as
proteinas celulares e promovendo sua desnaturagdo. Segundo este
autor, em concentragdes menores que 0,1%, ele tem agao microbios-
tdtica inibindo a germinagao de esporos. Embora a germinagao de
G. ggggarita tenha sido reduzida (Figura 3) em até 87% na concen-
tragcdao de 0,1% de cloreto de mercurio, sua inibigdo total somente
foi observada em concentracdes mais elevadas. Os - micforganismos
associados aos esporos parecem ser bem mais sensiveis aos efeitos
do cloreto de mercurio, uma vez que, independente da concentragido
utilizada (0,025 a 0,2%), nenhum microrganismo cresceu. Para o
formaldeido, eﬁbora o0 efeito na germinagdo dos esporos tenha sido
drdstico (Figura 3) com redugao de 100%, alguma contaminacdo bac-
teriana ocorreu, e foi tanto menor quanto maior a concentragdo a-
plicada. Algumas formas de bactérias esporuladas s3oc bastante re-
sistentes aos agentes desinfestantes, conforme COLLINS (9). O uso
de formaldeido em concentrac¢des menores que aquelas testadas na

Figura 3 mostrou que, o tempo de exposicio e elevagao na concen -
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tragdo diminuiram a germinagao de esporos de G. margarita sem e-
feitos sobre a contaminagdo bacteriana e aumentaram a contamina -
¢d0o com fungos (Figura 4). Estes dados confirmam os resultados do
experimento anterior e mostram que a diluigao da solucgdo de for -
maldeido causou menor efeito sobre a germinagao dos esporos e con
taminagdo por bactérias. O aumento na contaminagao com fungos

*igura 4) pode ser devido a sua agao diferenciada sobre os fun-
gos e bactérias. Em uma populagdo de microrganismos hetefogénea
como a que compde a microbiota associada aos esporos de FMVA (3,
30, 55), a eliminagdo de microrganismos sensiveis poderia favore-
cer a proliferagdo daqueles menos sensiveis, por diminuir a compe
tigdo ou mesmo atuar em relacdes de antagonismo que possam estar

ocorrendo na esporosfera.

Portanto, dentre os agentes desinfestantes estuda -
dos para a eliminacd3o dos microrganismos presentes na superficie
dos esporos de G. margarita, o hipoclorito de sdédio se mostrou o
mais efetivo. Mesmo sendo um biocida potente, quando usado em con
centragdes entre 0,5 e 1% e tempo de exposigao em torno de 20min.
pode eliminar a microbiota associada aos esporos de fungos MVA

causando pouco dano aos esporos.

4.2, Antibidticos

O uso de antibidticos para a desinfestacdo de espo-

ros de FMVA ¢ bastante difundido (19, 23, 38) e eles podem ser em
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pregados tanto em lavagem dos €sporos quanto incorporados aoc meio,
associados ou ndo a agentes desinfestantes. Nesta fase deste tra-
balho procurou-se avaliar os efeitos de diversos antibidticos so-
bre a germinagdo e contaminacdo de esporos. Na Figura 5 s3o apre-
sentados os efeitos sobre a germinacido de G. margarita e S. hete-
rogama apds lavagem por 10 minutos com antibidticos em diferentes
concentragdes. Todos os antibidticos utilizados tiveram efeito a-
centuado sobre a germinagdo, sendo este efeito diferenciado em
fungdo da espécie e das concentragdes utilizadas. Estes resulta-
dos demonstram a complexidade das interagdes antibidticos - FMVA,
pois estes fungos podem reagir diferentemente aos antibidticos( 23,
33, 63). A germinagdo de G. margarita é mais sensivel & acdo dos

antibidticos do que a de S. heterogama. O uso de gentamicina ou

cloranfenicol reduziu a germinacdo de esporos G. margarita, sendo
este efeito menos acentuado nas concentragdes de 25 ppm para gen-
tamicina e 100 ppm para cloranfenicol. Gentamicina a 25 e 50 ppm
e cloranfenicol a 25 ppm tiveram pouco ou nenhum efeito sobre a

germinagdo de S. heterogama. Os estudos de KLOPFENSTEIN (23) mos-

traram que 50 e 100 ppm de gentamicina incorporados ao meio tive-

ram efeitos inibitdrios sobre a germinagdo de Glomus etunicatum |,

mas estes efeitos s3o aparentemente reversiveis. No presente tra-
balho observou-se inibic3o na germinagdo de G. margarita a partir
de 25 ppm de gentamicina. O uso de cloranfenicol mesmo em baixas
concentragdes (25 ppm) inibiu sua germinacdo (Figura 5). Resulta-
dos semelhantes foram relatados por KLOPFENSTEIN (23) para Gigas-

Pora rosea), onde tanto a germinag¢do quanto o crescimento micelial

foram inibidos por 35 ppm de cloranfenicol incorporados ac meio.O
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uso de pimaracina, em concentragdes acima de 5 ppm teve efeito
mais acentuado sobre a germinacio de G. margarita do que de 8.

heterogama. TOMMERUP & KIDBY (63) também verificaram redugdo na

germinagdao de G. caledonium, quando os esporos foram incubados em

placas contendo pimaracina incorporada ao meio de germinagao.Efei
tos bem diferentes foram observados quando os esporos foram lava-
725 com solugdo de estreptomicina. Para G, margari&g, aumentos na
concentragdo deste antibidtico diminuiram a taxa de germinacio,

sendo este efeito menor nas concentracdes de 50 e 100 ppm. Para S.

heterogama, aumentos na concentragdo diminuiram os efeitos negati
vOs sobre a germinagdo. A excecdo da cefalosporina, todos os anti
bidticos utilizados causaram diminuigdo na germinacdo, sendo este
efeito menor em alguns casos, como quando se utilizou estreptomi-

cina 100 ppm.

Em procedimentos de desinfestac3o, além da concen -
tragdo deve-se considerar o tempo de exposigdo aos produtos apli-
cados. Estes resultados sio apresentados no Quadro 3. Como obser-
vado em experimentos anteriores, todos os antibidticos nos tempos
de exposigdo testados diminuiram a germinagdo de G. margarita,com
excegdo da cefalosporina que teve pequeno efeito de inibigdo quan
do em concentragdes elevadas. Seus efeitos sobre a contaminacgdo
foram pouco influenciados pelo tempo de exposigdo (Quadro 3). Es-
treptomicina 50 ppm exerceu certo controle sobre os fungos conta-
minantes, sendo este efeito beneficiado por aumentos no tempo de
exposigdo. No entanto, ndo foi observado controle sobre a popula-
gdo de bactérias. Na concentracdo utilizada este produto parece

necessitar de maior tempo de exposici3o para eliminar as bactérias.
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QUADRO 3 - Efeitos da lavagem com antibidticos em diferentes tem-
POs de exposigao, sobre a germinacdo e contaminagao de

esporos de Gigaspora margarita.

Antibidticos Tempo de ex- Germinacio Contaminagao, %
(concentragdo) posigdo, mir. % Fungos Bactérias**
.streptomicina 0,0 70 + 4% 10O A« 0 100
2,5 38 + A 1l
(50 ppm) + 6 80 + 20 00
5,0 42 + 11 74 + 19 100
10,0 34 + 76 + 19 100
20,0 47 + 8 27 + 19 100
Gentamicina
(25 ppm) 0,0 70 + 4 100 + © 100
2,5 39 + 5 100 + © 20
5.0 30 + 12 75 + 15 20
10,0 55 + 10 30 + 18 0
20,0 27 + 2 88 + 7 40
Pimaracina 050 Vil 100 + © 100
+ i 22 8
i 2,5 56 + 52 + 0
54,0 64 + 100°+ 0 80
10,0 56 + 16 54 + 23 60
20,0 52 + 10 77 + 14 80
Cloranfenicol 0,0 70 + 4 OO+ .0 100
2 +.12 64 + 22 60
(50 ppm) o) 4l + 1 oo
5,0 52 + 11 22 + 20 80
10,0 57 + 47 + 18 80
20,0 47 + 86 + 14 40
Cefalosporina 0,0 54 + 78k LE 100
o + 2 80
tioo: oee) 2,5 69 + 50 + 20
5,0 58 + 19 68 + 20 80
10, @ 41 + 14 Bl ~1g 60
20,0 48 + 12 68 + 20 80

* Erro padrdo da média
** Placas contaminadas.
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Tanto pimaracina quanto cloranfenicol atuaram na eliminag3do das
bactérias, sendo este efeito independente do tempo de exposigdo.
O uso de gentamicina 25 ppm por 10 minutos eliminou as bactérias

dos esporos de G. margarita.

A possibilidade de utilizaclo dos antibidticos em
lavagem ou incorporagdo ac meio de germinacio foi investigada uti
~-izando-se cloranfenicol em lavagem associado ou ni3o a estreptomi
cina ou gentamicina, como também o uso destes dltimos incorpora-
dos ao meio, conforme apresentado no Quadro 4. Nenhum dos trata -
mentos exerceu efeito acentuado na germinagdo dos esporos de G.
margarita. Por outro lado, sempre que se incorporou antibidtico
ao meio a contaminagdo com bactérias foi reduzida, sendo o melhor
controle de bactérias obtido quando os esporos foram lavados com
cloranfenicol 50 ppm por 10 minutos e plagueados em meio contendo
estreptomicina ou gentamicina 50 ppm. Mesmo assim, 20% das placas
apresentaram contaminagdo. O uso combinado de cloranfenicol e es-
treptomicina em lavagem dos esporos ndo se mostrou promissor, uma
vez que ndo controlou as bactérias contaminantes. Segundo COLLINS
(9), a incorporacdo de antibidticos ao meio é um método eficiente
para controlar o crescimento de microrganismos que sobrevivem ao
tratamento de desinfestagdo. Considerando o efeito dos antibidti-
cos sobre a germinagdo de esporos de FMVA, a incorporacdo destes
ao meio como passo seguinte a um pré-tratamento de desinfestacio

parece promissora.

Na tentativa de esclarecer melhor os efeitos dos an
tibidticos sobre os esporos dos FMVA, foram realizados antibiogra

mas utilizando-se estes produtos e bactérias isoladas dos pro-



QUADRO 4 - Efeitos do uso combinado de antibidticos na germinagdo e ~ontaminagdo de espo-

ros de Gigaspora margarita.

Uso em lavagem Uso incorporado ao Germinacgao Contaminagao %
SRR v , melo * Fungos Bactérias**
Cloranfenicol 50 ppm (CL) Estreptomicina 50 ppm(ES) 46 + 5% 431 + 25 20
CL 50+ B5 50 Nenhum 50'% 5 0 100
CL 25 + ES 25 Nenhum 51 + 7 0 100
CL 50 + Es 25 Estreptomicina 25 ppm 46 + 6 19 + 20 40
Cloranfenicol 25 ppm Es 50 62 + 8 27 + 20 40
CL 50 ES 25 50 + 8 62 + 20 40
CL, 50 Gentamicina 50 ppm (GE) 49 + 9 80 +. 20 20
CL B0 H GEL 50 Nenhum 73 + 4 ko fa K- o) 60
CL 25 + GE 25 Nenhum 80 + 5 30 + 19 80
CL. 50 + GE 25 Gentamicina 25 ppm €1 7 Ba' % 16 60
CL 25 GE 50 54 + 13 17 + 14 60
CL 50 GE 25 46 + 2 45 +10 80
Controle - sem antibidtico 58 + 5 24 + 9 100

* Erro padr3o da média

** Placas contaminadas.

LY
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prios esporos conforme apresentado no Quadro 5. Cloranfenicol, pi
maracina e cefalosporina ndo tiveram efeito sobre as bactérias.Es
treptomicina e gentamicina inibiram o crescimento das bactérias
isoladas dos esporos, e este efeito foi tanto maior quanto maior

a concentragdo utilizada no antibiograma.

Baseando-se nos efeitos sobre a germinag3o e conta-
minagdo de esporos de G. margarita, e a capacidade de inibir o
crescimento de bactérias isoladas destes esporos, o uso de estrep
tomicina (50 e 100 ppm) ou gentamicina (25 e 50 ppm) se mostrou
promissor para uso combinado com o desinfestante selecionado nos

experimentos anteriores.

4.3. Uso combinado de desinfestante. e antibidticos

Os efeitos do uso combinado de agente desinfestante
e antibidticos sobre a germinagao e contaminagdo dos esporos de
G. margarita sdo apresentados no Quadro 6. O uso de hipoclorito
de sédio a 0,5 ou 1% em pré-lavagem dos esporos por 10 min., asso
ciado ao uso de estreptomicina 25 ou 50 ppm em lavagem ou incorpo
rada ao meio de germinagdo, ndo tiveram efeito sobre a germinagdo
dos esporos. O mesmo tratamento em pré-lavagem porém com gentami-
cina 25 e 50 ppm em pré-lavagem ou incorporada ao meio diminuiu a
germinagdo dos esporos, fato também verificado por KLOPFENSTEIN

(23) trabalhando com Glomus etunicatum. Verificou-se em todos oOs

tratamentos diminuig¢des na contaminagdo com bactérias, e este e-
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QUADRO 5 - Agdo inibitdria de antibidticos sobre o crescimento de

bactérias isoladas de esporos de G. margarita. Antibio

grama.
Antibidtico Concentragdo ppm Halo de inibicdo
Estreptomicina 25 pequeno
50 médio
100 médio
200 grande
Gentamicina 25 pequeno
50 médio
100 grande
200 grande
Cloranfenicol 25 ausente
50 ausente
100 ausente
200 ausente
Pimaracina 2,5 ausente
5,0 ausente
10,0 ausente
20,0 ausente
Cefalosporina 25 ausente
50 ausente
100 ausente

200 ausente




QUADRO 6 - Efeitos do uso combinado de agente desinfestante e antibidticos sobre a germi-

nagao e contaminagdo de esporos de Gigaspora margarita.

Uso em lavagem Uso incorporado ao Germinacdo Contaminacgdo, %
por 10 min. meio % Fungos Bactérias**

Sem desinfestagao 63 + 6* 74 + 9 100
Hipoclorito de sdédio 1% (HS) Estreptomicina 50 ppm(ES) 67 + 8 0 20
HS1 + ES 50 Nenhum 61 + 7 74 + 17 40
HS 0,5 4+ ES 25 Nenhum 59 + 6 79 + 18 80
HS1 + ES 25 Estreptomicina 25 ppm 51 4+ 10 80 + 20 0
Hipoclorito de sdédio 0, 5% ES 50 68 # 5 42 + 23 0
HS1 ES 25 61 + 5 23 + 20 0
HS1 Gentamicina 50 ppm (GE) 34 + 1 22 % 20 60
HSLl + GE 50 Nenhum 39 + 8 75 + 18 40
HS 0,5 + GBE 25 Nenhum 40 + 3 75 # 119 100
HS1 + GE 25 Gentamicina 25 ppm 43 +'8 43 + 26 60
HS 0,5 GE 50 48 + 4 0 20
Hs1 GE 25 46 + 5 34 + 18 20

* Erro padriao da média
** Placas contaminadas.

0s
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feito foi menor naqueles onde utilizou-se combinagdo nas concen-
tragcdes mais baixas e aplicados aos esporos em lavagem (Quadro
6). O uso simult@neo de desinfestantes e antibidticos em lavagem
também ndo se mostrou efetivo na eliminagdo dos contaminantes fun
gicos, a menos que 25 ppm de gentamicina fosse incorporado ao
meio. O mesmo tratamento porém utilizando-se 25 ppm de estreptomi
~.na ndo foi efetivo. O uso combinado de agentes desinfestantes
e antibidticos simultaneamente nem sempre traz resultados éatisfg
térios, pois um componente na mistura pode interferir na ativida-
de do outro, conforme discutido por LACAZ (25). Estas afirmagdes
concordam com os resultados obtidos (Quadro 6), quando se mistu-
rou hipoclorito de sédio e antibidticos em solugdo uUnica destina-
da a lavagem dos esporos. Assim, a lavagem dos esporos com agen-
te desinfestante seguido da incorporagdo de gentamicina ou es -
treptomicina ao meio sdo mais eficientes para reduzir ou eli-
minar a contaminagdo dos esporos com fungos ou bactérias,do que o
uso destes produtos em lavagem (Quadro 7). Em todos os tratamen-
tos onde foi utilizada a lavagem dos esporos com hipoclorito de
sodio 1% por 20 min., e o plaqueamento destes em meio contendo es
treptomicina 50 e 100 ppm ou gentamicina 50 ppm, nenhuma contami-
nagao ocorreu. Esporos de G. margarita expostos a gentamicina ger
minaram menos que aqueles expostos a estreptomicina, confirmando
os dados iniciais (Figura 5). O aparente estimulo na germinagao
dos esporos quando tratados com estreptomicina, pode ser resulta-
do da eliminagdo de microrganismos antagonistas presentes na su -
perficie do esporo. SYLVIA & SCHENCK (59) e SIQUEIRA et alii (55)

estudando o efeito da contaminag¢8o sobre a germinagdo encontraram



QUADRO 7 - Efeitos do uso combinado de agente desinfestante e antibidticos sobre a germi-

nagdo e contaminagdo de esporos de FMVA.

Uso em lavagem Uso incorporado ao Germinagao Contaminacgdo ,%

por 20 min. ‘ meio % Fungos Bactérias

Ensaio A, Gigaspora margarita

Sem desinfestacgdo 69 + 6% 44 + 11 100 + ©

Tradicional (Mosse, 1959) 64 + 9 10 + 4 10 + 4
Hipoclorito de sodio, 1% Estreptomicina, 100 ppm 80 + 7 0 0
Hipoclorito de sédio, 0,5% Estreptomicina, 100 ppm 68 + 6 24 + 11 0
Hipoclorito de sdédio, 1% Estreptomicina, 50 ppm 80 + 3 0 0
Hipoclorito de sdédio, 1% Gentamicina, 50 ppm 62 + 6 0 0
Hipoclorito de sdédio, 0, 5% Gentamicina, 50 ppm 58 + 7 0 0
Hipoclorito de sdédio, 1% Gentamicina, 25 ppm 66 + 9 6 + 4 0

Ensaio B, Gigaspora margarita

Sem desinfestacdo 54 + 5 54 + 12 94 4 13
Hipoclorito de sddio, 1% Estreptomicina, 100 ppm 58 + 7 0 0
Hipoclorito de sédio, 1% Gentamicina, 50 ppm 5084 17 0 0

Gigaspora gigantea

Sem desinfestagdo 98 + 2 40 + 4 54 + 2
Hipoclorito de sddio, 1% Estreptomicina, 100 ppm 100 + 0 0
Hipoclorito de sdédio, 1% Gentamicina, 50 ppm 100 + O 10 + 4 9 + 4

* Erro padrdao da média.

4]
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correlagao negativa entre contaminagao por fungos e a germinagao
dos esporos de FMVA. A presenga de fungos somente foi observada
quando se usou hipoclorito de sddio ou gentamicina nas menores
concentragdes (0,5 e 25 ppm respectivamente). Os microrganismos
contaminantes foram totalmente eliminados dquando se usou a lava -
gem dos esporos com hipoclorito de sddio 1% seguido do plaqueamen
'O destes em meio contendo 100 ppm de estreptomicina. Esporos de
G. gigantea submetidos a este tratamento também n3o apresentaram
contaminages nem inibig8o na germinac3o. Resultados semelhantes
foram obtidos por KOSKE (24), que nio observou inibigdo na germi-
nagdo de G. gigantea apds tratamento com 100 ppm de estreptomici-
na ou 50 ppm de gentamicina. Portanto, a lavagem dos esporos com
hipoclorito de sddio 1% por vinte minutos seguida do plagueamento
destes em dgar-dgua 1% contendo 100 ppm de estreptomicina elimi -

nou ou inibiu completamente o crescimento dos contaminantes de G.

margarita e G. gigantea, sem afetar sua germinacao.

Embora eficaz, a incorporag3o de antibidticos ao meio apresenta
limitagOes, especialmente quando os estudos com FMVA envolvem as-
pectos nutricionais, considerando-se que a incorporagdo de anti -
bidticos ao meio enriquecido pode interferir nos resultados. As-
sim, um método de desinfestagdo que ndo requer a incorporagdo de

antibidticos ao meio seria de maior aplicabilidade.

Utilizando-se hipoclorito de sdédio 1% por 20 min.em
lavagem e estreptomicina, 100 ppm ou gentamicina, 50 ppm em imer-
sdo dos esporos, foi feito um estudo do tempo de exposigdo destes
aos antibidticos, conforme apresentado no Quadro 8. A imersdac dos

14 ~ . .« £ . ks
€Sporos em agua ou em solugao contendo antibioticos, por periodos
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QUADRO 8 - Efeitos do tempo de imers3o dos esporos em solugdes de
antibidticos apds pré-lavagem com hipoclorito de sdédio
1% por 20 min., sobre a germinaco e contaminagdo de

eésporos de G. margarita.

Contaminagdo ,%

Imersdo Germinagao w %
Fungos Bacterias

20 min.
Agua 48 + 2% 56 + 13 100 + 6
Estreptomicina, 100 ppm 44 + 7 24 + 12 32. + 7
Gentamicina, 50 ppm 42 45 20 % 14 + 9
Estreptomicina, 100 ppm + 48 + 5 40 + 7 36 + 4
Gentamicina, 50 ppm

24 horas
Agua 6 * 4 32 +£ .6 78 + 4
Estreptomicina, 100 ppm 0 0 0
Gentamicina, 50 ppm 0 0 0
Estreptomicina, 100 ppm + 4 + 2 0 0
Gentamicina, 50 ppm

48 horas
Agua 4 + 2 224 v 100 + O
Estreptomicina, 100 ppm 0 0 0
Gentamicina, 50 ppm 0 0 0
Estreptomicina, 100 ppm + 0 0 0

Gentamicina, 50 ppm

* BErro padr3o da média.
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superiores a 24 horas, teve efeito negativo drastico sobre sua
germinagdo. A imersdo destes por 20 min. n3o teve efeito sobre a
germinag¢do. Varios autores, MERTZ et alii (33) e BECARD & FORTIN

(4), tém utilizado o armazenamento dos esporos a 4°¢ por meses em
solugdo contendo antibidticos, sem perder a viabilidade. E possi-
vel que o armazenamento em solucdes a baixas temperaturas reduza

1 atividade bioldgica dos esporos, diminuindo os efeitos sobre o
processo germinativo dos FMVA. Como no presente estudo a 'imerséo
dos esporos em dgua ou solugdes de antibidticos foi feita i tempe
ratura ambiente, é possivel que os esporos nestas condigdes te-
nham iniciado o processo de germinag¢3o alterando a permeabilidade
de paredes, favorecendo a penetracdo e atuac3o dos antibidticos.
Nenhuma contaminagdo com fungos ou bactérias ocorreu quando Os es
poros foram imersos por mais de 24 horas em solugdes contendo an-
tibidticos. Comparado com os esporos de FMVA, observa-se que os
contaminantes, especialmente as bactérias, sobreviveram melhor i

imersao.

Embora o uso de hipoclorito de sédio 1% por 20 min.
em pré-lavagem dos esporos seguido da imersdo destes por 20 min .
em 100 ppm de estreptomicina ou 50 ppm de gentamicina, tenha pro-
movido algum controle dos contaminantes, sua eliminagao total ndo
foi alcangada (Quadro 8). O uso de estreptomicina e gentamicina
simultaneamente em solugdo promoveu o menor controle dos contami-
nantes, efeito também observado (Quadro 6) e discutido anterior -
mente. O melhor efeito da estreptomicina ou gentamicina sobre a
descontaminagdo dos esporos poderia ser obtido quando o tempo de

exposigdo variasse entre 20 minutos e 12 horas (Quadro 9). Com ex



QUADRO 9 - Efeitos do uso combinado de agente desinfestante e antiidticos,

imersao por diferentes tempos de exposigdo, sobre a germinacgdo e contaminagdo

de esporos de G. margarita.

em lavagem ou

Uso em lavagem por Germinacgdo Contaminagdo, %
20 min. Usoripor duersan % Fungos Bactérias
3 horas
Agua Agua 48 + 7* 54 + 10 98w
Nenhum Hipoclorito de sddio 1%
+ estreptomicina 100ppm 6 + 4 0 0
Hipoclorito de sddio, 1% Estreptomicina 100 ppm 44 + 5 0 0
Nenhum Hipoclorito de sdédio 1%
+ gentamicina 50 ppm 0 0 0
Hipoclorito de sédio, 1% Gentamicina 50 ppm 36 + 8 0 0
6 horas
Kgua Agua 58 + 4 28 + 4 94 +
Nenhum Hipoclorito de sdédio 1%
+ estreptomicina 100ppm 24 2 0 0
Hipoclorito de sdédio, 1% Estreptomicina 100 ppm 50 & L1 0 0
Nenhum Hipoclorito de sédio 1%
+ gentamicina 50 ppm 0 0 0
Hipoclorito de sdédio, 1% Gentamicina 50 ppm 34 + 8 0 0
12 horas
Agua Lgua 56 + 2 52 £ 10 LA o
Nenhum Hipoclorito de sddio 1%
+ estreptomicina 100ppm 0 0 0
Hipoclorito de sddio, 1% Estreptomicina 100 ppm 56 + 10 0 0
Nenhum Hipoclorito de sdédio 1%
+ gentamicina 50 ppm 0 0 0
Hipoclorito de sddio, 1% Gentamicina 50 ppm 42 + 2 0 0

* Erro padr3o da média.

96
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cegdo da imersdo em solugdes contendo antibidtico e hipoclorito
de sdédio 1%, nenhum efeito sobre a germinagado foi observada quan-
do imersos por até 12 horas. Solugdes contendo hipoclorito de sé-
dio 1% e 100 ppm de estreptomicina ou 50 ppm de gentamicina tive-
ram acentuado efeito inibitdrio sobre a germinacio dos esporos,
sendo este efeito maior para gentamicina e dependente do tempo de
-mersdo. A aplicagdo de solugd3o contendo hipoclorito de sddio 1%
mais 100 ppm de estreptomicina por 3 horas reduziu a taxa de ger-
minagdo dos esporos em aproximadamente 87%. Em nenhum dos trata -
mentos utilizados foram observadas contaminacgdes, evidenciando
sua eficdcia na descontaminacdo dos esporos. O efeito da imersio
dos esporos por até 3 horas em solugdes de antibidticos, apds la-
vagem destes com hipoclorito de sdédio 1% por 20 minutos s3o apre-
sentados no Quadro 10. Com excegdo da gentamicina que inibiu a
germinagao, nenhum efeito sobre a germinagdo foi observado.Assim,
© uso de hipoclorito de sdédio 1% em pré-lavagem, seguida da imer-
sdo em solugdo de estreptomicina ou gentamicina por até 180 minu-
tos parece nao atuar sobre a germinagdo. Embora contaminagdo com
fungos tenha ocorrido quando se imergiu os esporos por apenas 15
minutos em solugdo contendo 100 ppm de estreptomicina, a desconta
minacao parece.ser pouco influenciada por estes intervalos de tem
po. O método tradicional ndo teve efeito sobre a germinagao, mas
O©s esporos apresentaram 8 e 10% de contaminag¢do com fungos e bac-
térias, respectivamente. Portanto, maior eficacia na descontamina
cdo foi obtida através da pré-lavagem dos esporos com hipoclorito
de sdédio 1% por 20 min. seguida da lavagem com soluc3oc de 100 ppm

de estreptomicina ou 50 ppm de gentamicina por até 180 minutos.Em
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bora ndo tenha ficado evidente a influéncia do tempo de imersao
dos esporos sobre a descontaminagdo, os antibidticos agem por con
tacto, sendo necessario um tempo minimo para dque possam atuar com
eficfcia, COLLINS (9). A influéncia do tempo foi novamente estu-
dada sendo os resultados apresentados na Figura 6. Exceto para o
método relatado por Mosse, MOSSE (38), que reduziu a germinagio
le G. clarum, nenhum procedimento afetou a germinagdo, evidencian
do comportamento diferenciado dos FMVA aos diferentes produtos e
procedimentos utilizados para desinfestagdo superficial. Segundo
SYLVIA & SCHENCK (59), a germinagdo in vitro de clamidosporos de
Glomus é relativamente baixa. A baixa taxa de germinagdo observa-
da quando se desinfestou esporos de G. clarum com o método usado
por Mosse, MOSSE (38) pode inviabilizar estudos in vitro com esta
espécie, porque nestes estudos a desinfestacdo é fundamental. Por
tanto, este método n3o seria aplicdvel & desinfestagdo de esporos
de G. clarum. Pequenas variacB®es na taxa de germinagdo podem ser
decorrentes da eliminacdo dos microrganismos associados ao esporo

ou efeitos do prdprio tratamento sobre o esporo.

Assim como os FMVA, os microrganismos associados
A0s esporos parecem ter susceptibilidade diferenciada aos produ-
tos ou métod s usados para desinfestagdo. O método Mosse, MOSSE
(38) eliminou fungos contaminantes de G. gigantea e G. clarum,mas

ndo foi efetivo na eliminagdo de fungos associados a G.margarita.

Em todas as espécies desinfestadas com este método ocorreram bac-
térias, ao contrdrio da desinfestagao com procedimentos 1 (pre-
lavagem com hipoclorito de sdédio 1% por 20 min. seguida da lava -

gem em 100 ppm de estreptomicina ou 50 ppm de gentamicina) ou pro
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cedimento 2 (pré-lavagem com hipoclorito de sédio 1% por 20 minu-
tos seguida da imersdo por 30 minutos em solugao contendo 100 ppm
de estreptomicina ou 50 ppm de gentamicina). Os procedimentos 1 e
2 diferiram entre si somente quanto a capacidade de eliminar os
contaminantes, sendo o procedimento 2 superior ao método Mosse,
MOSSE (38) e ao procedimento 1. Para o procedimento 1, somente se
-onseguiu assepsia total quando se lavou esporos de G. gigantea
com 100 ppm de estreptomicina. No procedimento 2, nenhuma éontami
nagdo com fungos ou bactérias foi observada, independente dos
FMVA utilizados, mesmo quando esporos assépticos foram transferi-
dos para meios seletivos especificos para crescimento de fungos e
bactérias (Quadro 11). Ao contrdrio, tanto no método Mosse, MOSSE
(38) guanto no procedimento 1 de desinfestagdo foram observadas
contaminagdes com fungos e/ou bactérias. O método Mosse, MOSSE
(38) somente foi eficiente em eliminar a contaminagdo de esporos
de G. clarum, enquanto que no procedimento 1 para todas as espé-
cies testadas, nenhuma contaminagdo no meio de Martin foi observa

da quando se usou 50 ppm de gentamicina.

A eliminagdo dos microrganismos associados aos espo
ros precisa de um tempo minimo de contacto entre os antibidticos
e a superficie dos esporos, e a imers3o no tempo O (zero) pode
ser suficiente apenas para eliminar alguns microrganismos mais
susceptiveis, enquanto outros mais resistentes sé seriam elimina-
dos através da exposigdo dos esporos por mais tempo a solucdo de

antibidticos, como ocorreu com 30 min.

Portanto, para a eliminagdo de contaminantes super-

ficiais de esporos de FMVA, recomenda-se a lavagem dos esporos
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QUADRO 11 - Taxas de contaminagdo (proporcdo de placas contamina-

de esporos de FMVA em meio para crescimento de
fungos (Martin) ou bactérias (MBl), apds desinfesta-
¢do superficial pelo método tradicional, MOSSE (38)),

ou conforme procedimentos 1 e 2%,

Espécie FMVA

Meio

Martin MBl

Martin MB

G. margarita
G. gigantea
G. clarum

G. margarita
G. gigantea
G. clarum

G. margarita
G. gigantea
G. clarum

0 143
2/3 2/3
0 0
—— Procedimento

Gentamicina, S50ppm

0 143
0 2/3
0 AR
— Procedimento

Gentamicina, 50ppm

0 0]
0 0
0 0

Mosse, 1959

1. (dmersae, O min.) =

Estreptomicina, 100ppm

2/3 143
2/3 3/3

I/3 373

2 (imersao por. 30 min.)—

Estreptomicina, 10Oppm

0 0
0 0
0 0

* Procedimentos 1 e 2 correspondem ao tempo de imersdo em solu =~

gdes contendo 50 ppm de gentamicina

ou 100 ppm de estreptomici-

na por 0 (zero) e 30 minutos respectivamente, apds pré-lavagem

com hipoclorito de sdédio 1% por 20 min.
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por 20 min. em hipoclorito de sdédio 1%, seguida de imers3o em so-
lugdo contendo 100 ppm de estreptomicina ou 50 ppm de gentamicina
durante 30 min. Embora gentamicina atue nagativamente sobre a ger
minagdo, este antibidtico pode ser usado em casos especificos on-
de a germinagdc dos esporos ni3o seja importante (ex.: estudos bio
quimicos). Deve-se considerar também que neste trabalho nio foram

studados possiveis efeitos da desinfestagdo superficial sobre o

crescimento micelial dos FMVA.

No presente estudo, a origem dos contaminantes nao
foi estudada, sendo possivel que esporos desinfestados e plagquea-
dos em meio para germinagdo ou crescimento micelial apresentem al
gum crescimento de microrganismos provenientes da microbiota en -
dospdrica como aqueles tipo-bactérias observados por MAcDONALD &

CHANDLER (29) e espiroplasmas por TZEAN et alii (66) e outros.



. CONCLUSOES

Considerando-se os efeitos sobre a germinagdo e con

taminagdo dos esporos de FMVA concluiu-se que:

1. Hipoclorito de sdédio nas concentracdes de 0,5 ou
1% usado em lavagem dos esporos por 20 min. mostrou-se superior
ao uso em lavagem com cloramina-T, cloreto de mercurio e formal-

deido em diversas concentragdes e tempo de exposicdo.

2. 0 uso de estreptomicina a 100 ppm ou gentamicina
50 ppm mostrou-se superior ao uso de cloranfenicol, pimaracina e

cefalosporina, em diversas concentragdes.

3. A pré-lavagem dos esporos com hipoclorito de sé-
dio 1% por 20 min., seguida do uso de estreptomicina 100 ppm ou
gentamicina 50 ppm em imersao por 30 min., ou a incorporacgdo de
100 ppm de estreptomicina no meio de germinagdao, mostrou ser pro-

cedimento eficiente para desinfestagdao de esporos de FMVA.



. RESUMO

Microrganismos diversos invariavelmente ocorrem as-
sociados aos esporos dos fungos micorrizicos vesiculo-arbuscula -
res (FMVA), dificultando sua multiplicagio in vivo ou cultivo axé
nico in vitro. Os estudos ja realizados sobre a desinfestagdo su-
perficial de esporos ndo sdo conclusivos, e os varios métodos de
desinfestagdo atualmente em uso, tém apresentado baixa eficiéncia.
No presente trabalho avaliou-se o efeito do uso de agentes desin-
festantes e antibidticos combinados ou n3o na lavagem, imersdo ou
incorporagdo ao meio de germinagdo, objetivando a desinfestacgao
dos esporos. Foram testados como agentes desinfestantes hipoclori
to de sddio, cloramina-T, cloreto de mercirio e formaldeido, e co
mo antibidticos estreptomicina, gentamicina, pimaracina, cefalos-
porina e cloranfenicol, em diferentes concentragdes e tempo de ex
posigdc dos esporos, sendo os antibidticos também testados em an-
tibiogramas com culturas puras de bactérias isoladas dos esporos
de FMVA. Desinfestante e antibidticos nas concentragdes e tempo
de exposigdao selecionados foram testados por seus efeitos em uso

combinado, sendo aplicados aos esporos em lavagem, em imersdo ou
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incorporagdo do antibidtico ac meio de germinagdo. Em todos os en

66

saios avaliaram-sé a taxa de germinagao dos esporos e a percenta-
gem de contaminagdo dos mesmos, com fungos ou bactérias. Hipoclo-
rito de sdédio usado em lavagem, em concentragdes de 0,5 ou 1% por
20 min., e os antibidticos estreptomicina a 100 ppm ou gentamici-
na a 50 ppm usados em imers3o dos esporos ou incorporados ao meio
"2 germinagao foram os tratamentos mais promissores. A pré-lava -
gem dos esporos com hipoclorito de sddio a 1% por 20 min., segui-
do do plaqueamento destes em meio contendo 100 ppm de estreptomi-
cina eliminou a contaminagdo superficial de esporos de Gigaspora

margarita e Gigaspora gigantea. O mesmo tratamento de pré-lavagem

com hipoclorito de sédio 1%, seguido da imers3o dos esporos por
30 min. em solugdo contendo 100 ppm de estreptomicina ou 50 ppm
de gentamicina, eliminou os contaminantes superficiais dos espo -
ros de G. margarita, G. gigantea e G. clarum, evidenciando sua e-

ficdcia na obtengdo de esporos assépticos.






7. SUMMARY

SURFACE DISINFESTATION OF VESICULAR-ARBUSCULAR MYCORRHIZA FUNGAL

SPORES

A variety of microorganisms are always associated
with the spores of VAM fungi. These organisms interfere with the
esporulation in vivo, and make axénic culture in vitro, more dif-
ficult. Disinfestation studies conducted till now, are non-conclu
sives and; the disinfestation methods in use have given poor re-
sults. In the present work procedures for spore disinfestation
were studied. Several disinfestant agents (sodium hypochlorite |,
chloramine-i, mercurium chlorite and phormaldehyde) and antibio-
tics (streptomycin, gentamicin, pimaracin, cephalosporin and chlo
ranphenicol) were testes in different concentrations and exposure
times, either separately or in different combinations by multiple
rinsing and incorporation in the germination medium. Spore rins -

ing by exposure in 1% sodium hypochlorite for 20 minutes,followed

by their imersion for 30 minutes, either in a 100 ppm of strepto-
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mycin or 50 ppm of gentamicin solution showed a very effective

L]
way for surface disinfection of Gigaspora margarita and G. gigan-

tea. Incorporation of either antibiotic into the germination me-
dium, was equally effective to control spore contaminants. This
procedure can be used to obtain large number of disinfested(assep

tics) spores, with minimal damage to their viability.
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ANEXO

Procedimento para desinfestagdo superficial de esporos de FMVA

1. Apos a extracdo e lavagens com jatos fortes de a
jua, selecionar os esporos quanto ao aspecto morfoldgico e descar
tar aqueles velhos, com fragmentos de solo ou de material organi-

co aderidos ou com sinais de hiperparasitismo.

2. Recolher os esporos selecionados em seringas de
vidro com capacidade para 20 ml, transferindo-os para unidades de
filtragdo constituidas de papel de filtro comum colocado em supoxr

te de filtragdo tipo "Swinnex" da Millipore.

3. A unidade de filtragdo com os esporos & acoplada
a outra seringa contendo 20 ml de hipoclorito de sddio na concen-
tragdo de 1%, através da qual aplica-se vagarosamente o desinfes-

tante na unidade, durante 20 minutos.

4. Apoés a aplicacgdo do hipoclorito de sddio,  os es-
poros sdo lavados rapidamente, trés vezes, com 20 ml de agua des-
tilada autoclavada, utilizando-se seringas acopladas as unidades

de filtracgao.

5. Em seguida, lavar vagarosamente os esporos com
20 ml de estreptomicina 100 ppm ou gentamicina 50 ppm durante 30
min., seguindo-se trés lavagens com agua destilada e autoclavada,

como anteriormente.

6. Em condig¢®es assépticas, desmontar a unidade de
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filtragdo e com o auxilio de pinga retirar o papel de filtro con-
»

tendo os esporos, sendo estes recolhidos em placas de Petri com

dgua estéril, através da imers3o do papel na agua onde os espo -

ros ficardo em suspens3o.

Alternativamente ao uso dos antibidticos em lavagem,
pode-se incorporar 100 ppm de estreptomicina ao meio de germina -
s40. Neste caso o antibidtico é misturado ao meio apéds sua auto -
clavagem, quando este ainda se encontra liquefeito, antes de sua

distribuig¢do nas placas.

Toda vidraria e instrumentos utilizados devem ser
devidamente esterilizados, e o procedimento executado em condi-

gOes de completa assepsia.





