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Resumo - O fungo micorrizico arbuscular & um microrganismo simbionte
obrigatério que promove o crescimento da maioria das plantas através de
diferentes mecanismos que incluem a absor¢cdo de nutrientes, protecdo contra
patdégenos e tolerancia a diferentes condicBes de estresse. Isto 0s converte em
uma importante ferramenta biotecnolégica com alto grau de aplicacdo na area
agricola e florestal. Diante disso, foi analisado o potencial de desenvolvimento in
vitro da estirpe Acaulospora sp. visando a viabilizacdo da producdo de
inoculantes. A partir de uma curva de pH e a incubacdo a 25 °C e 28 °C,
padronizou-se o ph 6,0 como ideal para a germinagdo do esporo em temperatura
de 28 °C. Em relacdo a caracteristica de germinacdo, ndo houve um padréo,
alguns esporos apresentaram mais de um tubo germinativo, e hifas com estrutura
ramificada. A respeito da quebra de dorméncia, a manutencdo do esporo em
temperatura de 4 °C em geladeira por um dia aumentou a porcentagem de
germinacdo. Ao testar diferentes meios de culturas foi observado que meios
complexos, como 0 meio MSR e a adi¢do de exsudados de raizes em Agar agua
ndo favoreceram o crescimento da hifa logo apdés a germinacdo. Meios com
substrato de solo proporcionou uma alta contaminac¢édo e uma nula germinacédo. O
Agar agua MES, favoreceu uma alta porcentagem de germinacéo, e crescimento
de hifas, demonstrando que o tampdo é importante para o desenvolvimento de
Acaulospora sp. Portanto, neste estagio do seu ciclo de vida, o esporo necessita
apenas de condices fisicas adequadas para seu desenvolvimento inicial.

Palavras-Chave: Simbiose, dorméncia, crescimento do micélio, cultivo
monoaxénico.

GERMINATION AND GROWING OF THE MYCORRHIZAL FUNGUS
Acaulospora sp. IN VITRO

Abstract - The mycorrhizal fungus is a mandatory symbiont microorganism that promotes
growing in the majority of plants through different mechanisms including nutrient uptake,
protection against pathogens and tolerance to different stress conditions. This converts them
into an important biotechnological tool with high degree of application in agriculture and
forestry. According to that, the in vitro development potential of Acaulospora sp. lineage was
analysed, aimed the inoculants production. From the pH curve and 25 °C and 28 °C
incubation, the pH 6.0 was standardized as ideal for spore germination in 28 °C. Speaking of
germination charactieristics, there was no pattern, some spores occured to present more
than one germ tube and hyphae with brached structure. About dormancy break, keeping the
spore in low temperatures (4 °C) for one day increased the germination percentage. When
tested different culture mediums it was observed that complex mediums, like MSR and the
adiction of root exudates in water Agar doesn’t favor the hyphae growing after germination.
Culture mediums with soil substrate provided high contamination and low germination. The
water Agar MES, favored a high germination percentage, and hyphae growing, proving the
tampon to be important for the Acaulospora sp. Development. Therefore, in the initial stage
of the life cycle, the spore requires only physical conditions to germination.

KeyWord: Symbiosis, dormancy, mycelial growth, cultivation monoxenic.
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1. INTRODUCAO

Os fungos micorrizicos arbusculares séo
micro-organismos  simbiontes obrigatérios que
promovem o0 crescimento da maioria das plantas
facilitando ao seu hospedeiro a absorcdo de
nutrientes. Os fungos micorrizicos arbusculares
(FMA) auxiliam principalmente na absorcdo de
fosfato para as plantas e em troca, como sao seres
heterotréficos, adquirem carbono a partir de
fotoassimilados do hospedeiro (FITTER,
HELGASON & HODGE, 2011); além de favorecer a
agregacdo do solo e a resisténcia a estresse biotico
e abidtico. Esta interacdo ocorre em cerca de dois
tercos das plantas terrestres (FITTER &
MOYERSOEN, 1996). Devido a estes beneficios, o
interesse pela cultura in vitro, como ferramenta para
a obtencado de inoculantes puros em grande escala
tem sido crescente, com o intuito de substituir a
utilizacdo de adubos quimicos. Em estudos prévios,
realizados por nosso grupo de pesquisa, o género
Acaulospora tem mostrado um alto efeito no
desenvolvimento de espécies arboreas, mas a
cultura in vitro deste tem sido pouco explorada. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do pH
e temperatura na germinacdo do fungo micorrizico
arbuscular, Acaulospora sp, e o efeito de meios
complexos e substrato de solo no desenvolvimento
das hifas visando ampliar as informacdes a respeito
deste género e do seu desenvolvimento in vitro.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Origem, Selecao e Desinfeccado de
Propagulos

Este estudo foi feito sob uma estirpe do fungo
micorrizico Acaulospora sp isolado da rizosfera da
espécie arborea Schizolobium parahyba var
amazonicum. A multiplicacdo deste fungo foi feita
em vasos com solo e areia na propor¢cdo 1:1 e
Brachiaria decumbens como planta hospedeira. Os
vasos foram mantidos em casa de vegetacdo com
temperatura entre 25 e 28 °C e incidéncia de luz
natural até a propagacao do fungo.

Para os testes in vitro utlizaram-se esporos
maduros provenientes dos vasos de multiplicacéo.
Estes foram extraidos por peneiramento Umido e
decanta¢do segundo Gerdemann & Nicolson (1963).
ApOs a extracdo, a superficie dos esporos foi
desinfetada em sistema de filtracdo utilizando uma
solucdo de Cloramina T 2% e Streptomycina 0,02%
por 20 minutos segundo Mosse (1962).
Posteriormente, a germinacdo destes esporos foi
avaliada em diferentes condicdes.
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2.2. Quebra de dorméncia e Germinacao de
Propagulos

Para a quebra de dorméncia dos esporos foi testado
o efeito do armazenamento em baixa temperatura
em duas situacbes: i) armazenamento direto do
inoculo proveniente dos vasos de multiplicacdo por
diferentes periodos (7, 31 e 77 dias) em camara fria
(4 °C), ii) armazenamento em camara Umida a 4 °C
por diferentes periodos (1, 4, 7, 15 e 21 dias) ap0s a
extracdo e selecdo direta dos vasos de
multiplicagéo.

2.3 Curva de pH

Foi feita uma curva de pH em meio de cultura Agar
agua MES (CARR & HINKLEY, 1985) com 5 pHs
diferentes (5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5) para determinar
guais as condicdes respeito a este parametro que
iram favorecer uma maior porcentagem de
germinacdo dos esporos a uma temperatura de 25
°C. Posteriormente a esta primeira curva de pH, foi
realizada uma segunda curva ja excluindo as
condicbes que nao foram favoraveis na primeira
situagdo avaliando entdo o feito da incubacdo a
28 °C.

2.4 Meio de Germinagao

Foram testados seis meios de germinacdo com
diferentes composi¢fes: M1: Agar dgua MES; M2:
Agar agua; M3: Estrato de solo; M4: Estrato de solo
MES; M5: Meio mineral minimo (MSR), M6: Meio
com exsudados de raiz. Para os meios que contem
extrato de solo foi realizada suspensdo do solo
utiizado nos vasos de multiplicacdo, jA o meio
contendo exsudados radiculares foi preparado a
partir de uma cultura de raizes em meio liquido.
Diferengcas entre as porcentagens de germinagéo
foram analisadas estatisticamente pelo teste
Qui-quadrado utilizando o programa Biostat 4.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Quebra de Dorméncia

Os esporos de FMA presentes no solo podem ficar
inativos por um intervalo de tempo indeterminado,
variando este tempo de espécie para espécie. Esta
dorméncia seria a ndo germinacdo do esporo
mesmo em presenca de condicbes quimicas e
fisicas favoraveis (TOMMERUP, 1983). E este
periodo de dorméncia pode dificultar os estudos
realizados com esporos in vitro (SAFIR et al., 1990).
Por isso, foram estudadas formas de quebra de
dorméncia para acelerar a germinagédo do esporo.
Esta quebra foi realizada a partir da manutencdo do
propagulo em baixas temperaturas, em diferentes
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periodos de tempo (Tabela 01).

Na primeira condicéo estabelecida para a quebra de
dorméncia, os esporos foram mantidos no substrato
do solo em temperatura de 4 °C. Aqueles que foram
extraidos do solo depois de serem armazenados por
uma semana em temperatura baixa, apresentaram
taxa de germinacdo maior comparada aos esporos
que foram extraidos apds 31 dias. Mas, em relacéo
a média do tempo de germinacgédo, este apresentou
germinacdo mais rapida, demonstrando que uma
exposicdo mais prolongada a baixas temperaturas,
reduziu o tempo de iniciagdo da germinag¢@o. No
entanto, apés 77 dias de manutencéo do in6culo a 4
°C, a germinagdo foi nula, pois o0s esporos ja
estavam inviaveis.

Tabela 01 Média do periodo para iniciara germinacéao dos esporos em diferentes situacées de quebra
de dorméncia.

Tempo de Tempo Camara  Porcentagemde  Tempo médio de
Origem do Inoculo Armazenamento umida a 4°C* germinagao germinagao
(dias) (dias) (dias)

Inoculo 7 1 0%

armazenado "

ad4°C 31 1 15% 10
1 18% 12

Vasos de
multiplicagao

© o o N
o
o

4 21% 9
1 56% 14

*Apos a extracdo e selecdo de esporos

Quando analisado o efeito da quebra de dorméncia
com o esporo isolado mantido em camara Umida a 4
°C; 0s esporos que permaneceram até 4 dias nestas
condi¢cdes apresentaram maiores porcentagens de
germinacdo quando comparados aos que foram
armazenados com solo a temperatura de 4 °C.
Neste caso ndo houve um padrdo para o tempo de
iniciacdo de germinacdo, podendo ser observado
uma variagdo grande na média. A partir do sétimo
dia, ndo foi evidenciado germinacdo dos esporos
mantidos em camara Umida, isto pode ser explicado
pelo fato destes ficarem por um tempo prolongado
na auséncia de condicbes favoraveis para a
manutencdo da sua viabilidade. Assim, pode-se
considerar que a manutencdo em camara Umida em
temperatura de 4 °C por um curto intervalo de tempo
favorece a germinacdo dos esporos da estirpe de
Acaulospora sp. estudada; diferentemente de outras
espécies que demonstram uma maior tolerancia tais
condicbes como A. laevis, para a qual esporos
depois de extraidos do solo foram armazenados a 6
°C durante pelo menos 6 semanas antes da
germinacdo e mantiveram-se viaveis (HEPPER,
1984).

3.2 pH e Temperatura de Germinacao

O pH mais adequado para o desenvolvimento do
FMA em cultura in vitro esté relacionado com o pH
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do solo no qual o fungo foi extraido. Na curva de pH
de Acaulospora sp., pode-se notar que o pH 6,0
proporcionou uma maior porcentagem de
germinacao tanto em temperatura a 25 °C quanto a
28 °C (Figura 01). Ao ser medido o pH do solo do
vaso de multiplicacdo foi conferido que constava em
torno de 6,0 concordando com o trabalho realizado
por Siqueira et al. (1985) em que relata que a
germinacdo de esporos de fungo FMA é afetado
pelo pH do solo e que a maioria das espécies de
Acaulospora apresentam um pH &cido ideal para o
seu desenvolvimento.

a) b)

Germinagéo (%)
5
Germinagao(%)

6

4

2 an ;

0 - ol — L

55 60 65 70 75 6,0 6,5 7,0
pH pH

Figura 01: Porcentagem de germinagdo da espécie Acaulosporasp em diferentes
valores de pH e condigdes de temperaturas. a) 252 C, b) 282 C.

No entanto, apesar de Acaulospora sp apresentar
maior porcentagem de germinagdo em pH acido, pH
6,0 esta mais proximo do neutro, diferindo da
espécie Acaulospora laevis, que obteve seu maior
potencial de germinacdo num pH entre 4,0 a 5,0
(HEPPER, 1984).

Em relacdo a temperatura ideal para a germinagéo
constatou-se que a temperatura de 28 °C foi a mais
adequada, pois os esporos que foram incubados em
25 °C exibiram porcentagem inferior de germinacao,
demonstrando que esta espécie se desenvolve
melhor em temperaturas mais altas (Figura 01).
Resultados semelhantes foram encontrados para
espécie Acaulopora hemii para a qual a temperatura
otima de germinacao foi 27 °C, em cultura in vitro
(DALPE & DECLERCK, 2002).

3.3 Caracterizacao da Germinacao

A média de iniciacdo da germinag¢do do esporo foi
ap6s 10 dias de incubacédo na placa de Petri em
condi¢des ideais de desenvolvimento, como pode
ser conferido na Tabela 01, diferentemente de A.
rahmii (DALPE & DECLERCK, 2002), em que 0s
primeiros esporos germinaram 15 dias apés a
incubacéo.

A respeito das caracteristicas relacionadas a
germinacdo do esporo, pode ser evidenciado,
conforme as setas indicam na Figura 02 a; b, que
grande parte dos esporos germinou a partir de mais
de um tubo germinativo, esta caracteristica também
foi descrita na germinacdo de A. rahmii (DALPE &
DECLERCK, 2002) e de Gigaspora albida, que
apresentou tubos germinativos mdltiplos, que
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segundo o autor, esta relacionando como uma
estratégia de sobrevivéncia dos fungos FMAs (MAIA
& YANO-MELO, 2001).

Além disso, apresentaram um padrdo de hifas
ramificadas, como pode ser observado na Figura 02
¢; d, concordando com o estudo de Dodd, et al.
(2000) em que relata que espécies do género
Acaulospora apresentaram hifas irregulares e
ramificadas. No entanto, alguns esporos
apresentaram hifas com um desenvolvimento
desordenado, e isto pode ter ocorrido por algum
fator desfavoravel presente no meio.

Figura 02 Esporos em diferentes estagios de crescimento in vitro. a) Esporo apds ser inoculado em
cultura monoaxénica (aumento de 1000x no M.O.). b) 3° dia de desenvolvimento (aumento de 400x
no M.O.). Nos campos A e B as setas indicam os tubos germinativos. c) 8° dia de desenvolvimento
(aumento de 100 X no M.QO.). d) 21° dia de desenvolvimento (aumento de 40 X no M.O.). Nos campos
C e D as setas apontam para as ramificagGes das hifas.

3.4. Teste de Germinacdo e Contaminacdo em
Diferentes Meios de Cultura

Foram testados diferentes condi¢cbes de meios de
cultura para analisar se havia um meio mais
favoravel para o desenvolvimento do propagulo.

Tabela 02 O efeito de varios meios na germinacdo dos esporos de
Acaulosporasp.

Meios Germinagao (%)
Agar-agua 10
Agar-agua (solo) 0

Agar MES (solo) 0

Agar MES 23,4

MSR 64,7

No meio Agar agua pode- se observar que a taxa de
germinacdo foi muito pequena comparado ao meio
que continha o tampdo MES e a porcentagem de
contaminagéo foi maior (Tabela 02). Ao acompanhar
0 desenvolvimento dos esporos que germinaram
nestas condic¢des, foi possivel notar que ao lancar a
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hifa e esta ao entrar em contato com o meio o
crescimento foi nulo, revelando que o tampao é
indispensavel para o desenvolvimento do FMA,
concordando com o trabalho de Silva, Melo e Maia
(2007) em que relatam a importancia do tampéao
para a manutencdo do pH e estimulo do
crescimento da hifa. Na propagacéo in vitro de
Glomus etunicatum o meio Agar agua com a adicao
de MES foi o mais favoravel para a germinagéo do
esporo e crescimento do micélio (PAWLOWSKA,
1999)

Com base nos mesmos padrdes de cultivo testou-se
o efeito do solo que foi retirado dos vasos de
multiplicagdo de Acaulospora sp. e adicionado em
meio de cultura. Porém nestas condi¢bes ndo houve
germinacéo (Tabela 02), indicando que o solo ndo
beneficiou o desenvolvimento do fungo, além de ter
favorecido uma alta porcentagem de contaminacdo
tanto na presenca, quanto na auséncia do tampao
MES (Tabela 03).

Tabela 03 Porcentagem de contaminagédo dos esporos em diferentes
meios de cultura.

Meios Contaminacao (%)

Agar-agua 15

Agar-agua (solo) 42,11

Agar MES (solo) 50
Agar MES 4,26
MSR 17,65

O meio complexo MSR foi testado para avaliar o
efeito da composicdo deste (vitaminas, minerais e
fontes de carbono) sobre a germinacdo e o
desenvolvimento das hifas. Apesar de apresentar
uma germinacdo de 19,05% (Tabela 03), foi
observado que a hifa cessou seu crescimento logo
apoés a germinacao.

Em relacdo ao meio com exsudados de raizes,
tentava-se aproximar a condicdo rizosférica
presente no solo. Neste caso, a germinacdo dos
esporos foi de 11,54% (Tabela 03), e proporcionou
caracteristicas de crescimento da hifa semelhante
ao ocorrido em meio MRS. Com isso, € possivel
inferir que a germinacdo de Acaulospora sp. nao é
dependente de condi¢bes quimicas para 0 seu
desenvolvimento, diferentemente de G. etunicatum,
em que os exsudados derivados de plantas podem
estimular a germinacéo, e os flavonodides liberados
pela planta atuam como reguladores de germinacéo
(PAWLOWSKA, 1999). Assim, para 0 crescimento
inicial do micélio, pode ndo ser necessario a
presenca de muitos elementos no meio, mas depois
de certo periodo, € importante o contato com a raiz.
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Concordando com Cardoso, Nogueira (2007) que
relata a importancia da presenca de exsudados de
raizes para a estimulacéo da producéo de micélio.

Dessa maneira, pode-se evidenciar que ha
diferencas significativas no efeito da composicéo
dos diferentes meios de culturas sob a germinacao
dos esporos, sendo comprovado por analise
estatistica pelo teste do Qui-quadrado (X? =184,49;
p=<0,0001). A respeito da porcentagem de
contaminag&o dos esporos em diferentes meios de
culturas também foi comprovado que ha diferencas
significativas (X? =78,27; p= <0,0001). Assim, 0 meio
Agar-agua MES Acaulospora sp. apresentou uma
baixa taxa de contaminacdo (Tabela 03) e uma
maior porcentagem de germinacgdo entre as demais
condicdes (Tabela 02), concordando com o trabalho
de Daniels & Graham (1976), aonde foi observado
gue a germinacao foi maior em meio Agar agua
Bacto, o que levou a concluir que a germinacao
melhora conforme aumenta a pureza do Agar (MAIA
& YANO-MELO, 2001).

4. CONCLUSOES

A partir da analise destes resultados, pode-se
deduzir que a espécie Acaulospora sp. exibiu
melhor germinacdo em pH 6.0 na temperatura de 28
°C, em meio Agar agua MES. Em relagdo a quebra
de dorméncia, ocorreu maior taxa de germinacéo ao
ser incubada isoladamente, em temperatura de 4
°C, por um curto periodo de tempo, pois se passar
de 5 dias, a germinagdo pode ser nula, mostrando
alta sensibilidade ao frio. A respeito do meio de
cultura ideal para a germinacéo e propagacao inicial
foi 0 Agar 4gua MES evidenciando que esta espécie
de fungo micorrizico ndo necessita de compostos
organicos e substancias complexas para o0 seu
desenvolvimento inicial. Estes resultados
contribuem para uma melhor compreenséo sobre as
caracteristicas de germinacdo e propagacao inicial
deste género, porem €& preciso continuar as
pesquisas com o0 objetivo de padronizar as
condicbes ideais para o0 estabelecimento da
associacéo micorrizica desta espécie in vitro.
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