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RESUMO

Fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sao conaiies os simbiontes mais comuns de
plantas terrestres e contribuem significativamegpaea o crescimento de diversas culturas de
importancia agricola e florestal. A preservacaesigécies de FMA em bancos de germoplasma é
trabalhosa porque esses fungos sao biotroficogaibrios, requerendo a multiplicacdo periodica
em planta hospedeira. Além disso, a preservac@mddalo em solo e conservado em geladeira sé
garante a viabilidade por poucos anos. Nesse sentidtodos de preservacdo que garantam a
viabilidade desses fungos por longos periodos ogdetém sido pesquisados. Nesse trabalho
foram testadas técnicas de criopreservacado dersmtalo seco contendo propagulos de FMA em
nitrogénio liquido (NL) e congelamento em ultrafiee -80°C em relagdo a conservacgdo em
temperatura ambiente, geladeira e freezer 3C,2€ndo testadas as espéGagaspora margarita
CNPMS 20 &Glomus clarum CNPMS10. As espécies testadas tiveram comportandéetenciado
em relacdo aos tratamentos de criopreservacaop sgmelGlomus apresentou maior taxa de
germinacdo apos congelamento em NL @Gigaspora em ultrafreezer a -88C. Esses resultados
diferem dos publicados anteriormente, indicandowqua analise prévia, criteriosa de cada isolado
€ necessaria para selecionar o melhor tratamentoapgeservacao.
Palavras-chave:Criopreservacao, fungos micorrizicos arbuscula@agsoros e germinacao.

INTRODUCAO

Os Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA), pertencao Filo Glomeromycota, séo

simbiontes obrigatorios de varias espécies vegéEiTH; READ, 2008) e contribuem para o



crescimento e a producdo de diversas culturas geriéncia agricola e ecolégica (MOREIRA;
SIQUEIRA 2006).

Por serem biotréficos obrigatorios, esses fungassedreproduzem na auséncia da planta
hospedeira. Essa caracteristica impde dificuldatEsdologicas, inclusive quanto a manutencao e
preservacdo desses fungos em cole¢des de cukmidy secessario o cultivo periédico, com uma
planta hospedeira para manutencdo da viabilidadecdiuras. Este procedimento é trabalhoso,
demorado e demanda espaco, além disso, € passigehthminacado durante a fase de crescimento
das culturas. Apés multiplicacdo com a planta hosipa, a preservacdo de FMA por periodos de 1
a 4 anos tem sido reportada quando armazenadalerseso a 5 °C (SIQUEIRA et al., 1985). No
entanto, esse método ndo garante a viabilidadesl&ssgos por longos periodos de tempo.

Conforme Tommerup (1985), apud Douds e Schenckd]1@9criopreservacao pode ser a
melhor opcédo dentre métodos de conservacdo em sbdewmperaturas, porém ha poucos
procedimentos de rotina para FMA. Nesse sentidajrideitas buscas na base de dados do portal
ISI Web of Knowledge ISI (http://apps.isiknowledge.com) utilizando as palavras-chave
(Cryopreservation; Spores of Arbuscul*), sobre si®cedimentos com FMA, e notamos que a
afirmativa de Tommerup ainda € valida, pois forarwoatradas somente trés publicacdes referentes
a este tema.

Douds e Schenck (1990) avaliaram a técnica d@reservacao, utilizando substancias
crioprotetoras que nao foram efetivas, a ndo smadose, e 0 melhor método foi a secagem lenta
do vaso de cultivo e congelamento direto do sodmuio a temperatura de -60 °C e -70 °C. O
trabalho de Douds e Schenck (1990) tem sido uneaémtia e seus procedimentos foram adotados
pela International Culture Collection of (VesicQlarArbuscular Mycorrhizal Fungi
(http://www.invam.caf.wvu.ed)y com algumas modificacbes — peneiramento do swloulo para
concentrar 0os esporos na fracéo argila e o congel@anem Nliquido.

O objetivo deste trabalho foi testar um método depceservacao eficaz que permita a
preservacdo de esporos de FMA, por longos periddotsempo sem perda de viabilidade ou
alteracdes genéticas. Foram avaliadas duas esgéoiaspora margarita e Glomus clarum) e os
resultados obtidos indicam comportamento diferéneatre essas quanto ao meétodo de

criopreservacao.



MATERIAL E METODOS

Producéo de indculo de FMA para a conducéo de experentos.

As estirpes utilizadas foranGlomus clarum CNPMS10 e Gigaspora margarita
CNPMS20, obtidas da colecdo de culturas de FMA adbr&pa Milho e Sorgo. Essas estirpes
foram multiplicadas separadamente em sistema desgescultivo, de acordo com de Souza et al.
(2006), utilizando como planta hospedeira uma mastle braquiariaBrachiaria decumbens),
sorgo (Sorghum bicolor) e milheto Pennisetum glaucum) paraG. clarum e braquiaria paraG.
margarita. Os vasos-de-cultivo foram mantidos em casa detaedo na Embrapa Milho e Sorgo,
em Sete Lagoas, MG.

A irrigacéo foi realizada com agua destilada, sentpre necessario, e adubac6es foram
feitas com solucdo Magnavaca (MAGNAVACA, 1982), mga as plantas apresentavam algum
sinal de deficiéncia nutricional.

Apés um periodo de crescimento de 4 meses, agéayeos vasos foi interrompida, e as
plantas deixadas sem irrigacdo até secagem contaqtarte aérea e do substrato. Em seguida, a
parte aérea das plantas de cada vaso foi cortataae solo, e o substrato, denominado de solo-

inoculo, contendo raizes e propagulos fungicoge®érvado para execugcdo dos experimentos.

Preparo de amostras para criopreservagao

Foram utilizados aproximadamente 450 g de solouilodde cada espécie de FMA para a
montagem dos experimentos. O solo-indculo de catiipe foi peneirado individualmente, sendo
utilizadas duas peneiras, uma de malha de 2,00 ragira com malha 0,50 mm. Inicialmente, o
solo-indculo foi passado por peneira com malha,d@ &im, e posteriormente em peneira de malha
0,50 mm. O material retido nas peneiras foi colocash sacos plasticos e armazenado em camara
fria, para uso posterior como indculo. Esse praonedio visou homogeneizar o0 material e retirar a
fracdo areia grossa e pedacos de raizes, bem ammentrar os esporos na fracédo argila (INVAN
http:\\invan.wvu.caf.edu). O solo-in6culo que paspela malha de 0,50 mm foi utilizado para o

experimento.

Preparo dos experimentos de criopreservacao
O solo-in6culo peneirado contendo esporos de cagéci foi colocado em tubos tipo
eppendorf de 2 ml, rotulados com dados sobre ittEagao da estirpe, tratamento e data, sendo

doze repeticbes para cada tratamento.



Foram adotados cinco tratamentos para cada espéciEMA, separadamente. Em

delineamento inteiramente casualizado com 12 igej num total de 60 unidades experimentais.

Tratamentos:

* 1. Congelamento em nitrogénio liquido e armazentoren freezer a -80 °C;
* 2. Armazenamento direto em freezer - 80 °C;

* 3. Armazenamento direto em freezer -20 °C;

* 4. Armazenamento em geladeira,

» 5. Controle - armazenamento em temperatura ambiente

Os tubos do tratamento 1 foram congelados em @iiogiquido por 10 minutos, em seguida,
foram armazenados em freezer 80 Os demais tratamentos foram armazenados diratame

conforme a condicao estipulada.

Avaliacao do efeito da criopreservacédo sobre a taxde germinacédo de esporos

Extrac&o dos esporos

Apds aproximadamente 48 horas em que as amosteas fubmetidas aos tratamentos foi
dado inicio as extracbes dos esporos para aval@dgdaxa de germinacdo. Foi assumido que o
dano causado pela criopreservacdo dos esporoseodarante as fases de congelamento e
descongelamento e que o descongelamento rapiddoéctimo o melhor procedimento para
descongelar organismos criopreservados (DOUDS; SCHEL1990).

Procedimento:

Foram utilizados 4 tubos eppendorfs de cada tratemeDs tubos que receberam
tratamento em baixas temperaturas foram colocaddsamho-maria por 5 minutos a 37 °C; depois
foram reunidos e transferidos para um tubo tipoofalde 50 ml com identificacdo do devido
tratamento.

A extragdo dos esporos dos FMA foi realizada pétmita de peneiramento Umido
seguido de centrifugacao, conforme descrito a segui

* Inicialmente foi feita uma suspensédo do solo-indcein 1000 ml de agua por agitacao

vigorosa em um béquer, em seguida, a suspensadefohda em repouso por alguns



segundos e passada em um conjunto de peneirapaesia® de malhas 425 pum e 53 um,
este procedimento foi repetido trés vezes.

« Em seguida, o conteudo retido nas peneiras fodawam jatos fortes de agua (torneira)
para que todas as particulas menores passassegsateda. O material retido da peneira de
53 um foi lavado novamente, e posteriormente tegiukf para tubos tipo falcon de 50 ml.

* Os tubos foram balanceados e submetidos a dossci# centrifugacao, inicialmente a
3.000 rpm por 4 minutos, quando descartou-se ceraldlante. Em seguida, foi adicionada
solucdo de sacarose 65% ao tubo, o precipitadoetsuspendido e procedeu-se a uma
centrifugacédo 1.000 rpm por 1 minuto. O sobrenadémit vertido em peneira 53 um e
lavado para eliminacdo do residuo de acucar. Orialatetido nessa peneira continha os
esporos.

Limpeza e selecéo esporos

Apés extracdo, a suspensado contendo os espornarfsierida para um béquer de 250 ml,
passada por um conjunto de peneiras sobrepostasatteas 355, 250, 180 e 150 pum para
Gigaspora e 250, 180, 150 e 106 um, paghomus e lavada com agua corrente.

O material retido em cada uma dessas peneiragdosferido para placas de Petri e
examinados em lupa. PaBagaspora foram utilizados os esporos retidos nas peneiré&5@es 180
pum e para dslomus foram utilizados esporos retidos nas peneiras dg 180 e 106 um. Os
esporos foram transferidos para um béquer condmtigua destilada autoclavada.

Em seguida, as suspensdes contendo os esporos $oracadas por 20 e 15 segundos,
respectivamente, par@igaspora e Glomus. Posteriormente foram lavadas com agua destilada
autoclavada e transferidas novamente para um héQuprocedimento de sonicacdo e passagem
por peneira foi repetido mais duas vezes. Terminesi® procedimento, os esporos foram
transferidos para uma placa de Petri, e selecienatihizando o microscépio estereoscopio. Os
esporos integros e sem sinais de oxidacao ou pamasiforam selecionados e transferidos para um

tubo eppendorf 1,5 ml, utilizando uma micropipeta.

Desinfestag&o superficial dos esporos

O protocolo de desinfestagéo foi realizado em drapas. Para a desinfestacaoGle
margarita, os esporos foram transferidos do tubo eppendand pm tubo tipo falcon de 15 mi
estéril. Em seguida foi adicionada solucdo 2% deadhina T contendo uma gota de detergente e
colocado em agitacdo no aparelho vortex por 4 rgul proxima etapa da desinfestacéo foi
conduzida em camara de fluxo laminar. Inicialmemnétirou-se a solucdo de Cloramina T, em

seguida foi adicionada solucdo de antibi6ticos epsmicina (200mgt) e gentamicina



(100mg.L") esterilizada por filtracéo. O tubo foi tampadweeslado com pléstico filme e deixado
durante a noite na geladeira.

Para a proxima etapa foi utilizado um aparelhoili@¢éo esterilizado (Figura 1), uma
seringa de 3 ml, um filtro Millipore adaptado comdte papel de filtro no lugar de membrana de
filtracdo. Inicialmente, os esporos foram transhesi para o aparelho de filtracdo, procederam-se
duas lavagens com &gua estéril, apos drenageradifionado solugdo de antibidticos, conforme
descrito acima. Os esporos foram incubados no baoho antibidticos por 20 minutos, este
processo foi repetido mais duas vezes. Em segfadan feitas duas lavagens com agua estéril.
ApOs essa etapa, o aparelho de filtracdo foi detadone os esporos retidos no papel de filtro
foram transferidos para placas de Petri utilizafgioa destilada estéril.

Para a desinfestacdo @ clarum, o passo inicial em cloramina T teve duracdo de 5
minutos. A etapa seguinte da desinfestacéo faa fem camara de fluxo laminar no aparelho de
filtracdo. Este procedimento difere da desinfestald espéci€. margarita, pois 0s esporos nédo
sdo deixados durante a noite em solucdo de aimtits6tO tempo de incubacdo em banho de
Cloramina T 2% foi de 5 minutos, as outras etapasdekinfestacdo seguem o procedimento

descrito anteriormente pa@gaspora.

Plagueamento dos esporos e incubacéo

Os esporos desinfestados foram plagueados em méebard & Fortin 1988), no total
de 30 a 50 esporos por placa, em camara de flurmda. Em seguida, as placas contendo o0s
esporos foram transferidas para a camara incubdIo@, com temperatura entre 26 a 27 °C,

permanecendo incubados por 33 e 43 dias, respeeta par&lomus e Gigaspora.

Avaliacao da taxa de germinacao
Foram separadas 3 repetices (placas com espogospdh tratamento e foi feita a

avaliacao da taxa de germinacao.
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Figura 1: Desenho esquematico que ilustra as etapas da neg@datilizada na criopreservacao:
producdo do solo inoculo; preparo das amostras ® ekperimentos; os tratamentos de
criopreservacao; extracdo dos esporos; limpezdeedsedos esporos; desinfestacdo dos esporos;
plagueamento e incubacéo dos esporos e avaliagasalde germinacao.

Analise estatistica

A partir dos resultados de germinacdo em porcentdgefeita a normalizagdo dos dados
pela transformagédo utilizando-se o arco seno daguedrada, a andlise de variancia e o teste Tukey
com média de erro > 0,05% utilizando o programa/8F (FERREIRA, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tratamentos de criopreservacdo apresentaramociamento diferenciado para as duas
espécies de fungos avaliadas, notadamente paratas¢ntos com congelamento em nitrogénio
liquido (NL) e em freezer a -8 (Tabela 1). Para a espé@emargarita no tratamento com NL
ndo houve germinacdo de esporos. Por outro ladmngelamento direto a -8 resultou em
aproximadamente 60% de germinacédo em relagao amlso(Figura 2). Esse tratamento, apesar de
ter reduzido a taxa de germinacdo em relacdo atot®rem 40%, pode ser satisfatério para
armazenar esporos por longos periodos de tei@pmmus clarum apresentou comportamento

contrario aG. margarita (Tabela 1).



Tabela 1 Taxa de germinacdo das espé@emargarita e G. clarum apos tratamentos de

criopreservacao.
Gigasporamagarita®  Glomus clarum® Média®
Tratamento® % % %

NL Ob 42,67 a 21,33 B

-80 48,82a 1,67b 25,24 B

-20 69,76 a 74,0 a 71,88 A
Geladeira 82,78 a 78,5a 80,63 A
Controle 82,22 a 77,97 a 80,09 A

! Tratamentos: NL (-80) — congelamento em nitrogéigisido e armazenamento em freezer a -
80,°C; Freezer -80 - congelamento e armazenaméeto ém freezer -80,°C; Freezer -20 -
congelamento e armazenamento direto em freezeC:Zu8ladeira - congelamento e
armazenamento direto em geladeira; Controle — an@mento a temperatura ambiente.
2 Médias seguidas de letras minGsculas distintasedif pelo teste de Tukey a > 0,05%.
¥ Médias seguidas de letras mailsculas distintasalaras, diferem pelo teste Tukey a > 0,05%.
Para essa espécie, o tratamento com congelame8@d@ resultou em reducéo da taxa de
germinacao de mais de 98% em relacéo ao contmdgaato no tratamento com NL essa reducao
foi de pouco mais de 50% (Figura 2). Esses regndtandicam claramente a diferenca no
comportamento quanto a criopreservagdo entre essascies. Douds e Schenck (1990) néo
avaliaram o comportamento em Nquido e os dados para -60 °C a -70 °C nao caplisamG.
clarum, somenteG. etunicatum, que no experimento realizado por eles, apresegéoomninacao
entre 68,9 a 45,7% em solo-inéculo com diferereegbs de secagem. Ja os resultados reportados
paraG. margarita foram similares aos obtidos no presente estudo.

Espécies desigaspora tém sido reportadas como sensiveis ao congelan{®@DS;
SCHENCK 1990). Esporos saudaveis apresentam célmmeara e gotas de lipidios no [imem do
esporo, ja esporos envelhecidos ou afetados pgetamento apresentam coloracdo amarronzada e
as gotas de lipideos coalescem, indicando ocoméaeiprocessos oxidativos e rompimento de
membranas. Esporos dos tratamentos expostos artgnrps de -80 e -160 °C apresentaram sinais

de oxidagao e rompimento de membranas, conforneitteacima.
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Figura 2: Taxa de germinacao relativa (%), Gegaspora margarita e Glomus clarum apos
tratamento de criopreservacdo, com 43 e 33 diagedminacdo, respectivamente. NL (-80) —
congelamento em nitrogénio liquido e armazenamemo freezer a -80°C; Freezer -80 -
congelamento e armazenamento direto em freezer°c80Freezer -20 - congelamento e
armazenamento; Geladeira - congelamento e armaeetamireto em geladeira. Letras diferentes
representam diferenca significativa entre os tratdos.

As espéciess. margarita e G. clarum apresentaram comportamentos semelhantes em
relacdo ao armazenamento em geladeira, pois ensaaslEspécies a germinacao difere do controle
(Tabela 1 e Figura 2). Juge et al. (2002), travado comGlomus intraradices, concluiram que
esporos armazenados a 4 °C durante certo pergatdorpter a taxa de germinacdo aumentada.

Como o volume de solo-in6culo contido nos criotildopequeno (2 mL), a garantia de
recuperacao da estirpe criopreservada deve levaioata a taxa de germinacao apos o tratamento
de criopreservacdo, o numero de esporos armazepaddémsco e a eficiéncia de colonizagdo das
estirpes avaliada. Cada frasco de 2 ml possui 1d& golo-in6culo com aproximadamente 761
esporos dés. clarum e 108 esporos dé. margarita. Com as densidades de esporos obtidas no
in6culo utilizado neste trabalho para se obter esporos viaveis seria necessario armazenar 4
frascos do solo-indculo co®. clarum em N liquido, e para &. margarita seria necessario o

armazenamento de 16 frascos no ultrafreezer -80 °C.



CONCLUSAO

Gigaspora margarita CNPMS 20apresentou 48,82 % de germinacdo apés criopreservac
em ultrafreezer -80 °C, e ndo apresentou germinagdiatamento utilizando o,Nquido.

Glomus clarum CNPMS 10 apresentou resultado contrar®. anargarita, com 42,67% de
germinacao com tratamento utilizandg INjuido, e 1,67% de germinagéo apds criopreseovag@
ultrafreezer -80 °C.

Conforme os resultados encontrados pode-se corggiros métodos que se mostraram
mais eficazes para a preservacdo dos esporos pgosloperiodos sdo pafa. margarita a
criopreservacado utilizando o ultrafreezer -80 °Cpa&ra G. clarum o melhor método de
criopreservacao é o congelamento rapido eriguido e o armazenamento no ultrafreezer -80 °C.

Estudos mais aprofundados séo necessarios paseguselecionado o melhor método de
criopreservacdo a ser adotada para cada espédie, oporesultados obtidos diferem dos

anteriormente publicados.
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