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, RESUMO

Neste trabalho estudou-se a fisiologia de fungos ectomicorrizeos tais como Suillus e Pisolithus, cultivados
em meio agar. Os objetivos principais sdGo: produgdo de pré-indculo para a micorrizagdo de plantas jovens
e desenvolvimento de técnicas para o tratamento das amostras possibilitando analisar o consumo de
agucar, produgdo de enzimas e biomassa produzida. Numa primeira etapa, verificou-se a influéncia da
temperatura, do pH e de sais de magnésio no crescimento apical dos fungos ectomicorrizeos. Em seguida,
desenvolveu-se uma técnica para o tratamento das amostras em meio agar, utilizando uma pelicula de
celofane onde pode se analisar separadamente o meio agar da biomassa (fungo que cresceu sobre a
pelicula de celofane). Esta técnica permite, entre outros, avaliar o consumo de glucose com o crescimento
do fungo, a produ¢do de enzimas e a quantidade de biomasa produzida. Estas técnicas assim como o
cultivo/produgdo de fungos micorrizeos podem ser aplicadas para o caso das endomicorrizas do café.

Neste trabalho, apresentamos uma técnica para o estudo de pardmetros de crescimento de fungos sobre
meio agar. Placas de Petri de 60 mm de didmetro, contendo 10 ml de meio de cultura sobre o qual se
depositou um disco de papel celofane fim de permitir a separagdo facil do micélio apés crescimento. Para a
andlise da produgdo de biomassa fingica, um disco de papel celofane previamente estéril, é depositado
sobre a superficie do meio de cultura nas placas de Petri. A inoculagdo é realizada colocando-se um
pedago de micélio no centro do disco de celofane e as culturas sdo incubadas a 25°C na obscuridade. O
crescimento radial da colénia é medido e a biomassa (peso seco) produzida é determinada. Ao meio de
cultura, 90 ml de dgua destilada é adicionada e tudo é homogeneizado com a ajuda do Potter (Bioblock
Scientific) para as andlises de agucares redutores e pH. O consumo de agiicar, variagdo do pH e produgdo
de biomassa apds 5, 10 e 15 dias de incubagdo a 25 °C para as linhagens de Suillus collinitus e Pisosithus
tinctorius em diferentes meios de cultura (PDA, BAF , MNM, MP, GM8, MG) sdo mostrados neste trabalho.
Esta técnica esta bem adaptada as culturas dos fungos e permite avaliar o consumo de agticar e nitrogénio,
os perfis de pH, a produgdo de biomassa, enzimas e pigmentos.

INTRODUCAO Pisolithus Alb. & Schwein., e Suillus P. Karst.,
' sdo considerados como  microorganismos
Microorganismos estdo presentes em grande fundamentais para a melhora qualitativa das
quantidade junto as raizes de plantas, e eles arvores nos programas de reflorestamento.
possuem um papel importante em iniimeros De Araijo et al. (6) estudaram o efeito do meio
processos fisiologicos. Pelmont (1) afirma que de cultura, do pH inicial, e da concentragio de
estes processos dindmicos sdo mediados por sais no crescimento apical de quatro fungos
associagdes de microorganismos participantes nas ectomicorrizeos, mas pouca informag¢fo sobre a
atividades das raizes tais como a fixagdo de produgdo de biomassa fingica e seus metabdlitos
nitrogénio e a mobilizagdo do fosforo. Mousain sdo encontrados na literatura. Por causa disto,
(2,5) e Strullu (3) afirmam que as associagdes uma técnica ndo-destrutivel foi desenvolvida a
simbidticas predominantes nas raizes das plantas fim de avaliar a produgdo de biomassa e a analise
sd0 de origem bacterial como Rhizobium ou de de .metabdlitos tais como pigmentos,. enzimas,
origem fingica no caso das micorrizas. Marx and aglcares, acidos organicos presentes no meio
Cordell (4) definiram as micorrizas como unifo agar.
estavel baseada em trocas reciprocas entre as Baar et al. (7) determinaram a biomassa fingica
rafizes das plantas e os fungos, cada um dissolvendo o meio agar em &gua quente e
otimizando seu desenvolvimento gragas a essa filtrando as solugdes antes de seca-las & 100°C
associagdo. Mousain et al. (5) relataram que por 24 h e determinando o peso seco de acordo

fungos ectomicorrizeos tais como Lactarius Pers., com QOort (8). Como discutido por Jongbloed &



Borst-Pauwels (9), este método pode causar perda
dos componentes soliveis na dgua. A perda de
peso fiingico seco de L. bicolor foi estimado por
Jongbloed & Borst-Pauwels (9) de
aproximadamente 19%.

Gibson & Deacon (10) descreveram o
desenvolvimento micelial de fungos
ectomicorrizeos in vitro pelo crescimento radial e
biomassa produzida. Jongbloed & Borst-Pauwels
(8) fizeram uma hipdtese que o crescimento radial
reflete na verdade a exploragdo dos recursos
presentes, sendo por outro lado, a biomassa
produzida uma medida do acimulo de carbono e
de nutrientes.

O objetivo deste trabalho é apresentar algumas
modificagdes na técnica empregada por Baar et
al. (7) e analisada por Jengbloed and Borst-
Pauwels (8) a fim de poder quantificar a
concentragdo de glucose, o pH e a biomassa
produzida apés 5, 10 e 15 dias de incubagfo a
25°C para as linhagens de Suillus collinitus e
Pisosithus tinctorius sobre diferentes meios de
cultura (PDA, BAF , MNM, MP, GM8§, MQG).
Esta técnica ndo destrutivel estd sendo utilizada
agora para avaliar a produgio de biomassa e
analisar os metabdlitos tais como os pigmentos,
as enzimas e acidos organicos presentes no agar
e/ou na biomassa.

MATERIAIS E METODOS

Linhagem

Micélio das espécies ectomicorrizicas foram
obtidos dos corpos frutiferos nas florestas de
Pinus. Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker et
Couch (PF 26) foi isolado na regiio de Murcia
.(Espanha) em 1991 e Suillus collinitus Fr. (Sc
24) na regido da La Grande-Motte (sudoeste da
Frang¢a) em 1994.

Meios de cultura

O micélio das linhagens foi cultivado e mantido
no meio PDA. A composi¢io dos meios de
cultura utilizados € dada a seguir.

Meios de cultura (g/l) 1) Meio PDA: 39,0 (pH
5.6). 2) Meio BAF: glucose, 30,0; peptona, 2,0;
extrato de levedura, 0,2; KHoPO4, 0,5;
MgS04.7H»0, 0,5; citrato férrico (1%), 0,5 ml;
myo inositol, 5 ml; Solu¢do de oligoelementos*,

294

1,0 ml; Solugdo de vitaminas**, 1,0 ml; agar,
15,0 (pH= 6,0). 3) Meio MG: glucose, 10,0; agar,
15,0 (pH=6,5). 4) Meio MP: glucose, 10,0;
peptona, 2,0; KH2PO4, 0,5; CaCls., 0,1; FeCls3,
0,01; Solugdo de vitaminas**, 1,0 ml; agar, 15,0
(pH=7,5) 5) Meio GMS8: glucose, 31,25; peptona,
2,5; nitrato de calcio, 2,0; asparagina, 1,0; tartrato
de amoénia, 1,0; agar, 15,0 (pH=5,0). 6) Meio
MNM: glucose; 10,0; peptone, 2.0; extrato de
malte, 3,0; CaCl.2H20, 0,2; KH7PO4, 0,5;
(NH4)2HPO4 , 0,5; MgSQO4.7H20, 0,15; FeCl3,
0,01; Thiamine HCI, 100-pg; Oligoelement
solution*, 1,0 ml; agar, 15,0 (pH=5,0).

* Solugdo de oligoelementos (g/1): CaCly, 100,0;
MnSO0y4, 5,0; ZnS0O4.7H20, 1.

** Solugdio de vitaminas (mg/l): Tiamina HCI,
500; Biotina, 10; Acido Félico, 100.

Inoculagio e Incubagio

Um disco de papel celofane, previamente estéril,
€ depositado sobre o meio de cultura nas placas
de Petri de 60 mm de didmetro. Foram inoculadas
centralmente com um bloco de micélio de
aproximadamente (3 x 3 x 2 mm) tomado da
extremidade de uma col6nia de 15 dias de idade
sobre o meio PDA.

As placas de Petri foram vedadas com “Parafilm”.
As culturas foram conduzidas a 25°C na
obscuridade.

Analise

O didmetro da col6nia foi medido com uma régua
a intervalos de tempo regulares, até 15 dias. Os
resultados sdo expressos como uma média de 3
triplicadas.

O tratamento das amostras é efetuado segundo o
esquema da Fig. 1. A coldnia que cresceu sobre o
papel celofane € separada e seu peso €
determinado. Todo o meio agar (10 g) ¢
ressuspenso em 90 ml de agua destilada e
homogeneizado durante 30 segundos no Potter a 4 °C.

A biomassa (peso seco) ¢ determinada
colocando-se o disco de celofane contendo o
micélio a secar a 105 °C por 24 horas. O peso
do disco de celofane foi determinado como
uma média de 15 amostras.O0 aglicar
consumido foi determinado pelo método de
Miller (11).
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Figura 1. Esquema da cultura de fungo sobre papel celofane e tratamento das amostras para determinagéo
‘da biomassa produzida e andlise dos metabdlitos produzidos durante o crescimento em superficie solida.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas Tabelas 2 e 3 sdo apresentados os valores de
consumo de agucar, biomassa produzida,
didmetro da coldnia e pH das linhagens de Suillus
collinitus e Pisolithus tinclorius.

Comparagdo do crescimento de S. collinitus
entre diferentes meios de cultura

A Figura 2 mostra diferentes meios de cultura que
foram testados para a escolha de um meio de
cultura favoravel a produgdo de biomassa e
consumo de glucose. Pode-se afirmar que para a

linhagem de Suillus collinitus (Sc 24), o meio .

PDA é o melhor meio de cultura testado. Apds 15
dias de cultura, o consumo de agtcar foi de 96%

(Tabela 2) e uma boa quantidade de biomassa foi
produzida (7,1 g/l). Esta linhagem utiliza a
glucose e os oligoelementos e minerais do meio
PDA. O meio BAF, que € um meio sintético. ¢
favordavel a produgdo de biomassa e isto sugere
que extrato de levedura, oligoelementos e
vitaminas favorecem o crescimento de Sc 24. Por
outro lado, o meio MNM, que € um meio
inteiramente sintético, mostra que para Sc 24, as
vitaminas ndo favorecem o crescimento e que a
diminui¢do do pH apds 15 dias de incubagao é
devido a presenga de ions PO43- na sua
composigdo. Neste meio. o consumo de aglcar é
de 93 % e a fonte de nitrogénio € o fator limitante
neste meio.



Tabela 2: qulu'gzﬁo do pH, produg:ﬁo de biomassa
e consumo de glucose apds 15 dias de incubagdo
a 25°C para a linhagem de Suillus collinitus.

Meios de | Consumo | Biomassa | Didmetro ] PHT
cultura | de glucose | produzida | da coldnia

, (%) (g (mm) ‘ ‘
PDA 96 7,1 45 | 50
BAF 69 8,6 50 4,2
MNM 93 3,9 45 3,5
MP 27 1,3 24 5,8 |

|GM8 | -0 1,6 18 4.8 |

MG 42 1,6 32 4,9 |

O meio GM8 contém como fonte de nitrogénio
uma mistura de nitrato, asparagina, peptona e
amonia. Mas, neste meio, ambas as linhagens nio
utilizam a glucose e pouca biomassa ¢ obtida.
Entdo, pode-se concluir que o nitrato a uma
concentragdo de 2 g/l tem um efeito negativo para
ambas as linhagens como  observado
ariteriormente por De Aratjo et al. (6).

O meio MG contém somente glucose e agar na
sua composigdo. Observou-se que o micélio
- apresenta um aspecto aéreo devido a composigio
pobre deste meio de cultura. O consumo de
glucose € de 42 %, mas muito pouca biomassa é
produzida. Pode-se supor que o fungo utiliza uma
pequena quantidade de nitrogénio presente no
indculo (proveniente do inéculo de PDA) e pode-
se afirmar que neste meio MG, obteve-se apenas
o alongamento das hifas do micélio com um
desenvolvimento pobre devido a ndo presenga de
nitrogénio no meio de cultura e os fungos
ectomicorrizeos nfo sfo  microorganismos
fixadores de nitrogénio de acordo com Pelmont
(1). O meio MP contém glucose, peptona, mas
nao contém extrato de levedura, sais de sulfato e
solugdo de oligoelementos. Apenas 31 % do
agucar € consumido neste meio de cultura e muito
pouca biomassa ¢ produzida. O meio GMS8, que
ndo € um meio sintético, pois contém peptona,
apresenta nitrato na sua composi¢do o qual é
toxico e ndo € utilizado como fonte de nitrogénio
para o crescimento de Sc 24,
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Permaneceremos com o meio PDA para os '
futuros experimentos. Esta escolha foi a mesma

feita por Torres and Honrubia (12)  que

estudaram a influéncia do meio de cultura e do

pH no crescimento de linhagens de fungos

ectomicorrizeos isolados na regido de Murcia e

Albacete (Espanha), tais como: Suillus collinitus,

Suillus  granulatus,  Rhizopogon  roselus,

Rhizopogon luteolus e Amanita muscaria. Eles

cultivaram as linhagens em diferentes meios de

cultura tais como: MMN, PDA, MEA 2% e

Hagem, e variaram o pH entre 5,5 e 7,5. Para S.

collinitus, apés 60 dias de cultura a 24°C,

encontraram que o meio PDA foi o melhor meio .
de cultura tendo a coldénia apresentado- -um

didmetro de 8,5 cm

Compara¢do do crescimento de P. tinctorius
entre diferentes meios de cultura

" De acordo com a Fig. 3 e Tabela 3, um melhor

desenvolvimento do micélio € observado sobre o
maio PDA, BAF ¢ MNM. Esta linhagem (PF 26)
nfo utiliza a glucose nas mesmas propor¢des que
Sc 24; ap6s 15 dias de incubagdo no meio PDA,
48% da glucose ainda esta presente e para o meio
BAF, 59% esta presente. Pode-se dizer que este
consumo de glucose menor para a linhagem de PF
26 é devido, principalmente, ao crescimento deste
fungo que é mais lento que ao Sc 24. Por outro
lado, o BAF é um bom meio de cultura,
apresentando uma produgdo de biomassa de 7,6
g/l. Talvez, a fonte de nitrogénio é o fator
limitante para este fungo neste meio. Parece que a
linhagem de PF 26, contrariamente a Sc 24, tolera
a presenga de nitrato; isto podendo explicar uma
biomassa produzida de 2,7 g/l no meio GM8.
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Figura 2.. Consumo de agiicar (simbolos vazios) e produgéio de biomassa (simbolos cheios) para Suillus collinitus
cultivado durante 15 dias a 25°C. Meios de cultura: PDA (;); BAF (A); MNM (O).

Biomassa (g/l)

Dias

Tabela 3: Evolugio do pH, produgdo de biomassa e consumo de glucose apds 15 dias de incubagio a 25°C
para a linhagem de Pisolithus tinctorius.

| Meios de cultura -| Consumo de glucose (%) | Biomassa produzida (g/l) | Didmetro da colénia (mm)| pH
PDA 52 : 5.4 23 5,8
BAF 4] . 7,6 37 43
MNM . 77 _ 4,5 43 3.4
MP 31 0,9 16 6,6
GM8 0 2,7 20 6,0
MG 24 1,4 33 5,7

Figure 3. Consumo de aglcar (simbolos vazios) e produgdo de biomassa (simbolos cheios) para Pi.
tinctorius cultivado em diferentes meios de cultura durante 15 dias 4 25°C. Meios de cultura: PDA
(A); MNM (O).

lithus

-
o

Biomassa (g/l}

N W A O B N ©

Dias



CONCLUSAO

Os resultados mostraram que esta técnica para o
crescimento de fungos, andlise dos pardmetros
tais como pH, consumo de agicar no meio agar
estd bem estabelecida. Os valores obtidos de
biomassa produzida, consumo de aglcar e pH
permitem otimizar as condi¢bes de cultura e
estudar a fisiologia e o metabolismo de fungos
micorrizeos sobre meios de cultura com agar. A
grande vantagem desta técnica esta baseada no
fato que € um método de tratamento das amostras
nio destrutivel, em outras palavras, utilizando-se
o homogeneizador e trabalhando a baixas
temperaturas, (4°C), todas as enzimas e
metabélitos produzidos podem ser detectados e
quantificados. '
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