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RESUMO

SILVERIO, Merielle Angélica Martines, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
outubro de 2013. Permeabilizacao e ultraestrutura da parede celular de
basidiésporos de Pisolithus microcarpus. Orientador: Mauricio Dutra Costa. Co-
orientadores: José Eduardo Serrdo e Marcos Rogério Tétola.

Basidiésporos do fungo ectomicorrizico P. microcarpus apresentam parede celular
impermedvel e hidrofobica. Essas caracteristicas estdo possivelmente relacionadas as
baixas porcentagens de germinagdo desses propagulos, dificultando a obtencdo de
monocdrios e a utilizacdo desses esporos em inoculantes. O hipoclorito de sédio pode
ser usado como agente permeabilizador da parede celular de esporos fungicos. O
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do tratamento de permeabilizacdo com dgua
sanitdria sobre a ultraestrutura e hidrofobicidade da parede celular, a viabilidade e a
capacidade de germinacgao de basidiésporos de P. microcarpus. Para isso, basidiésporos
fingicos, oriundos de corpos de frutificagdes associados a plantas de Eucalyptus spp.,
foram coletados e permeabilizados utilizando-se diferentes concentracdes de 4dgua
sanitdria e tempos de exposi¢ao ao composto. Apds a permeabilizacdo, os basidiésporos
foram analisados por microscopia eletronica de varredura e de transmissdo. A
hidrofobicidade superficial, a viabilidade e a germinacdo desses propdgulos também
foram analisadas. A porcentagem de basididsporos de P. microcarpus permeabilizados
foi proporcional ao aumento na concentragao de dgua sanitdria e ao tempo de exposicao.
Basidiésporos oriundos de diferentes basidiocarpos diferiram de forma significativa na
susceptibilidade ao tratamento de permeabilizacdo com 4gua sanitdria e na reducdo da
hidrofobicidade da superficie celular apds esse tratamento. Alteracdes da ultraestrutura

dos basidiésporos permeabilizados foram observadas nas concentragdes de 15 e 50 % de
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dgua sanitaria pelo tempo de exposicao de 40 s. Para um dos basidiocarpos avaliados e
ap6s a permeabilizacdo com dgua sanitdria a 5 % por 40 s, 80 % dos esporos
permeabilizados encontravam-se vidveis. O in6culo dos basididsporos permeabilizados
com dgua sanitdria a 10 % por 40 s resultou na producdo de algumas colonias de P.
microcarpus. As colonias apareceram apds 15 dias de incubacdo dos basididsporos
permeabilizados na presenca da planta hospedeira, Eucalyptus citriodora. A
porcentagem de germinacdo obtida, 0,001%, foi semelhante aquelas relatadas na
literatura para basididsporos ndo-permeabilizados. Este trabalho é o primeiro relato
sobre a ultraestrutura da parede celular dos basidiésporos de P. microcarpus e contribui

para a compreensdo da recalcitrincia desses propagulos a germinagao.
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ABSTRACT

SILVERIO, Merielle Angélica Martines, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
October, 2013. Permeabilization and ultrastructure of the cell wall of Pisolithus
microcarpus basidiospores. Adviser: Mauricio Dutra Costa. Co-advisers: José Eduardo
Serrdo and Marcos Rogerio Tétola.

Basidiospores of the ectomycorrhizal fungus P. microcarpus are characterized by
impermeable, hydrophobic cell walls. These features are possibly related to the low
germination percentages of these propagules and make it difficult the isolation of
monokaryons and the use of these spores as inoculants. Sodium hypochlorite can be
used as a permeabilizing agent of the cell wall of fungal spores. The aim of this study
was to evaluate the effects of permeabilization treatments with commercial bleach on
the cell wall ultrastructure and hydrophobicity, and on the viability and germination of
P. microcarpus basidiospores. For this, fungal basidiospores, from fruiting bodies
associated with Eucalyptus spp., were collected and permeabilized using different
concentrations of bleach and times of exposure. After permeabilization, the
basidiospores were analyzed by scanning and transmission electron microscopy.
Surface hydrophobicity, viability, and germination of these propagules were also
analyzed. The percentage of permeabilized basidiospores of P. microcarpus was
proportional to the increases in bleach concentration and the exposure time.
Basidiospores from different fruiting bodies differed significantly in their susceptibility
to the permeabilization treatments with bleach and in the decrease of cell surface
hydrophobicity after permeabilization. Changes in the ultrastructure of permeabilized
basidiospores were observed at bleach concentrations of 15 and 50 %, with an exposure
time of 40 s. For one basidiocarp, after permeabilization with bleach at 5 % for 40 s,
80% of the permeabilized basidiospores were viable. The plating of basidiospores
permeabilized with 10% bleach for 40 s resulted in the production of colonies of P.

microcarpus. The colonies appeared after 15 days of incubation of the permeabilized
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basidiospores in the presence of the host plant, E. citriodora. The germination
percentage obtained, 0,001 %, was similar to those reported for non-permeabilized
basidiospores. This work is the first report on the ultrastructure of the cell wall of
basidiospores of P. microcarpus and contributes to the understanding of the

recalcitrance of these propagules to germination.
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1. INTRODUCAO

Fungos representantes do filo Basidiomycota sdo encontrados em praticamente
todos os ecossistemas terrestres, habitats de 4gua doce e marinhos. O género Pisolithus,
pertencente a este filo, contém espécies de fungos ectomicorrizicos que possuem
distribuicdo cosmopolita e estdo entre as mais estudadas atualmente, em face da
capacidade de se associar simbioticamente com raizes de algumas plantas arbdreas,
promovendo o crescimento vegetal.

O uso de micélio vegetativo e de esporos sao alternativas comumente aventadas
na literatura para a introducdo de fungos ectomicorrizicos em viveiros florestais.
Esporos de Pisolithus tinctorius apresentam peculiaridades em sua morfologia,
possuindo parede celular hidrofébica e estratificada em vérias camadas com
propriedades distintas, que sugerem elevada resisténcia mecanica e quimica. Tal
estrutura constitui uma barreira de permeabilidade a entrada de compostos
estimuladores da germinacdo, dificultando o desenvolvimento de inoculantes
ectomicorrizicos a base de esporos.

A germinagdo dos esporos de Pisolithus e de outros fungos ectomicorrizicos
envolve a atividade de diferentes moléculas liberadas pela planta hospedeira. No
entanto, a identidade e a quantidade desses compostos estimuladores da germinagdo
ainda ndo foram completamente elucidadas. A influéncia de alguns 4cidos orgénicos e
de flavondides sobre a germinacgdo in vitro dos esporos de Pisolithus ja foi estudada,
com resultados ainda incipientes sobre o papel desses compostos em estimular o
processo. E sugerido que a impermeabilidade da parede celular, associada ao
conhecimento limitado sobre fatores fisico-quimicos que estimulam a germinagao,

expliquem a reduzida eficiéncia do processo in vitro.



Em trabalho recente, o tratamento dos basidiésporos por escarificacdo quimica
com hipoclorito de s6dio, visando romper a barreira de permeabilidade representada
pela parede celular, promoveu a permeabilizacdo dessa estrutura. A andlise da eficiéncia
desse processo em fungdo da variagdo morfo-fisioldgica dos basidiocarpos observada
nas florestas brasileiras de eucalipto, bem como o conhecimento das conseqiiéncias da
permeabilizacdo para a morfologia, hidrofobicidade e viabilidade dos esporos, poderdao
esclarecer a influéncia desses fatores na germinacao in vitro de basididsporos.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do tratamento de
permeabilizacdo da parede celular dos basididsporos de P. microcarpus com agua
sanitdria sobre a ultraestrutura e a hidrofobicidade da parede celular, a viabilidade dos

esporos e a capacidade de germinacdo desses propagulos.



2. REVISAO DE LITERATURA

As ectomicorrizas sdo associagdes simbidticas amplamente distribuidas no
mundo, contribuindo para a promoc¢do do crescimento vegetal e a mitigacdo de estresses
bidticos e abidticos (Nelhs et al., 2007). Tais associa¢des entre fungos do solo e raizes
de plantas arbdreas sdo frequentes em espécies florestais de interesse econdmico, a
exemplo do eucalipto, que € importante para a economia de mais de 100 paises,
ocupando, atualmente, uma édrea plantada superior a 25 milhdes de hectares. No Brasil,
o eucalipto abastece a maior parte do setor industrial de base florestal (Silva, 2011).

Dentre os fungos que formam ectomicorrizas, destacam-se os do género
Pisolithus, que se associam com raizes de vdérias espécies de plantas gimnospermas e
angiospermas (Singla et al., 2004), sendo atualmente utilizados como organismos
modelo no estudo das ectomicorrizas. Nessas associacdes, as interagdes fisicas iniciais
entre as hifas e o ambiente, incluindo a planta hospedeira, sdao mediadas pela parede
celular (Martin et al., 1999), que sofre alteracdes em sua estrutura e composi¢ao durante
o estabelecimento da simbiose (Peterson e Bonfante, 1994; Tagu et al., 1996). Durante a
formacdo da ectomicorriza, a parede celular estd envolvida principalmente na adesdo a
superficie da planta hospedeira (Kottke, 1997; Tagu e Martin, 2000), formacdo de
estruturas que compdem o manto, interface simbidtica entre a rede de Hartig e as células
radiculares (Peterson e Bonfante, 1994) e modulacdo das respostas de defesa do
hospedeiro (Salzer et al., 1997).

Além de estar envolvida em vdrios aspectos da formacdo de ectomicorrizas, a
parede celular exerce influéncia sobre vérias funcdes vitais para a fisiologia do fungo,
como a prote¢cdo contra mudancas na pressdao osmotica, sinalizagdo celular (Albertsheim
e Prouty, 1975; Schoffelmer et al., 1999; Bowman e Free, 2006), aderéncia a substratos,

3



interacdio com hospedeiros, compatibilidade vegetativa, reproducdo, dispersdo e
sobrevivéncia (Schoffelmer et al., 1999).

Os fungos possuem parede celular com estrutura distinta, composta de
glicoproteinas e polissacarideos, principalmente glicanas e quitina (Bowman e Free,
2006). A quitina é um polimero linear formado por moléculas de N-acetil glicosamina,
unidas por ligagdes glicosidicas. As ligacdes P—1,4 desse polissacarideo formam
microfibrilas no espago extracelular que contribuem para a rigidez da parede celular
(Ruiz-Herrera et al., 1996). As glicoproteinas sdo proteinas modificadas pela ligagdo de
oligossacarideos durante sua translocacgao e secrecao celular (Bowman e Free, 2006).

Duas categorias de proteinas da parede celular fingica sd@o comumente
observadas: enzimas, a exemplo das quitinases, glucanases, peptidases, envolvidas com
a sintese e a remodelagem dessa estrutura, e proteinas estruturais, envolvidas com a
migragdo, adesao e fusdo celular (Bowman e Free, 2006).

Entre as proteinas presentes na parede celular flngica, destacam-se as
hidrofobinas, que sdo proteinas pequenas e moderadamente hidrofébicas que contém
oito residuos de cisteina conservados (Kershaw e Talbot, 1998), sendo fortemente
ligadas aos polimeros da parede celular (Vries et al., 1993).

A expressdo diferencial de proteinas da parede celular de P. tinctorius
(hidrofobinas, adesinas e manoproteinas) mostrou ser regulada durante os eventos
morfogenéticos da formacdo da simbiose (Martin et al., 1999). Tais proteinas podem
conferir hidrofobicidade a superficie celular, auxiliando na ades@o ao hospedeiro e na
agregacdo de hifas (Wosten et al., 1994), nas cascatas de sinalizacdo intracelular e nas
mudancas no citoesqueleto (Dean, 1997; Chaffin et al., 1998; Kershaw e Talbot, 1998).
Em contrapartida, a deposicao de proteinas hidrofébicas na parede celular de esporos
pode, também, contribuir para a impermeabilidade da superficie dos basididsporos,
influenciando negativamente o processo de germinacdo (Costa, 2002; Godinho, 2011).

Estudos citoquimicos evidenciaram que P. tinctorius (Lei et al., 1990) e outros
fungos ectomicorrizicos (Dexheimer e Pargney, 1991; Peterson e Bonfante, 1994;
Bonfante et al., 1998) apresentam a parede celular constituida por vérias camadas de
aparéncia varidvel. A andlise ultraestrutural do processo de formacao de basidiésporos
de P. tinctorius utilizando microscopia eletronica de varredura e transmissao (Mims,
1980) e técnicas de imunocitoquimica (Martin et al., 1999) permitiram o conhecimento
de algumas caracteristicas morfologicas da parede celular dos esporos dessa espécie

durante o processo de desenvolvimento. Os basidiésporos maduros possuem parede
4



celular constituida de quatro camadas, sendo a mais externa elétron-densa, constituida
de material floculento, provida de proteinas (hidrofobinas, manoproteinas, adesinas) e
espiculas em sua superficie. A camada mais interna € elétron-transparente e limitada
pela camada exterior, tornando-se mais espessa progressivamente a medida que o
esporo amadurece. Nela estdo localizados os compostos responsaveis pela rigidez da
parede celular, a saber, quitina e glicanas. A composi¢do quimica das demais camadas
de parede celular desse fungo permanece desconhecida.

Recentemente, em estudos com a espécie P. microcarpus visando a descri¢do do
processo de basidiosporogénese e da meiose, foram verificadas mudancas no padrao de
emissao de fluorescéncia dos basididsporos ao longo do desenvolvimento, fato que foi
atribuido a deposi¢do de diferentes camadas de parede nos esporos (Campos & Costa,
2010a). Sugeriu-se que, semelhantemente a P. tinctorius, os basididsporos de P.
microcarpus possuem também quatro camadas de parede. Basididésporos de P.
microcarpus possuem didmetro de 6 a 8 um, e, quando maduros, apresentam
ornamentacdo tipica, contendo espiculas rebotadas na superficie, que medem
aproximadamente 1 pm (Campos & Costa, 2010a). Assim, a estrutura da parede celular,
associada a sua hidrofobicidade, tem sido associada a recalcitrancia dos basidiésporos a
germinacdo (Pereira, 2004; Campos & Costa, 2010a; Godinho, 2011).

A composicdo quimica da parede celular do micélio de isolados de P. tinctorius
(Martin et al., 1999; Santos, 2007) e P. microcarpus (Santos, 2007) mostrou a presenca
dominante de glicanas tipo B-1,4, B-1,3, quitina e hidrofobina (Martin et al., 1999).
Diferentemente do micélio, pouco se conhece sobre a composi¢do quimica da parede
celular dos basidiésporos de Pisolithus spp.

Recentemente, verificou-se a presencga de polissacarideos e proteinas na parede
celular dos basididsporos de Pisolithus sp., sem maior detalhamento sobre a identidade
quimica desses compostos (Campos & Costa, 2010b). A coloracdo desse local com
calcofldor indicou a presenca de P-glicanas em um ponto discreto da parede,
correspondente ao local de selagem do esterigma apds a migracdo de organelas do
basidio para o esporo (Campos & Costa, 2010a). Sugere-se que esse ponto, rico em f3-
glicanas, seja, também, o local de saida da hifa durante a germinagdo, representando
regido de menor resisténcia a entrada de compostos estimuladores da germinacio e ou, a

lise enzimatica. Essa hipétese é corroborada pelos dados de microscopia de luz de



Pereira (2004), que mostram o surgimento da hifa sempre a partir de um tnico ponto da
superficie dos esporos.

A germinacdo de esporos de fungos ectomicorrizicos tem sido estudada em
varias espécies fungicas, sendo geralmente baixas as percentagens de germinagdo
relatadas na literatura (Bulmer et al., 1964; Lamb & Richards, 1974; Suzuki, 1978; Fries
& Birraux, 1980; Birraux & Fries, 1981; Ohta, 1986; Fries et al., 1987; Ohta, 1988;
Kope & Fortin, 1990; Carvalho et al., 1997; Costa, 2002). Para Pisolithus, a
porcentagem de germinacao varia de 0,001 a 0,38 % (Bulmer et al., 1964; Lamb &
Richards, 1974; Kope & Fortin, 1990; Costa, 2002; Pereira, 2004). Em geral, a
germinacdo in vitro de esporos maduros de Pisolithus, na presenca de um ativador da
germinagdo, € alcangada em algumas semanas, embora em baixas porcentagens
(Pereira, 2004).

A identidade e o nimero de compostos ativadores da germinag¢ao liberados pelas
raizes das plantas permanecem desconhecidos na maioria dos casos. Algumas espécies
de fungos ectomicorrizicos respondem a dois ou trés ativadores da germinagdo de forma
sinergistica (Fries et al., 1987). Geralmente, esses ativadores da germinagao apresentam
baixa massa molecular, sendo compostos relativamente estaveis que se difundem no
meio, alcangando os esporos e induzindo-os a germinar (Birraux e Fries, 1981).

Acidos orgnicos presentes na fracdo dcida do extrato de aciculas de pinho, tais
como os acidos butirico, acético e propidnico, sao estimuladores da germinacdo de
esporos do fungo ectomicorrizico Tricholoma matsutake (Otha, 1986). O acido butirico
¢ o mais eficiente, mas outras substincias também tém efeito estimulatério (Ohta,
1986). A adi¢do dos 4cidos fumdrico, succinico, latico e citrico estimularam
significativamente a germinacdo dos basididsporos de Pisolithus sp. (Pereira, 2004). Os
mecanismos que explicam o estimulo propiciado por esses dcidos organicos a
germinacdo dos esporos ainda sdo desconhecidos, sendo sugerido que os &cidos
organicos possam funcionar como fonte de carbono mais facilmente metabolizdvel,
provendo energia para posterior metabolizacdo das reservas de lipideo ja existentes no
esporo maduro (Pereira, 2004).

Os exsudatos radiculares s@o constituidos por complexa mistura de moléculas.
Entretanto, ndo se sabe exatamente quais desempenham papel no desencadeamento e
manutencdo da sinalizacdo entre os simbiontes. Os flavondides sdo considerados
moléculas candidatas ao papel de sinalizadoras por atuarem em outras intera¢des planta-

microrganismo, como por exemplo, na interagdo rizobio—leguminosa (Lynn & Chang,
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1990; Hirsch, 1992, Bécard, 2004). Sdo comumente encontrados em exsudatos
radiculares ou em sementes de plantas (Maxwell et al., 1989; Nair et al., 1991; Tsai &
Phillips, 1991).

Flavondides encontram-se em altas concentracdes em raizes ou em exsudatos
radiculares de plantas sujeitas a baixos niveis de fosforo disponivel (Nair et al., 1991;
Akiyama et al., 2002). Em concentragdes micromolares, estimulam o crescimento de
fungos micorrizicos arbusculares in vitro (Graham, 1982; Douds et al., 1999; Tawaraya
et al., 1996; Nagahashi, 2000) e a colonizacao micorrizica (Siqueira et al., 1991; Xie et
al., 1995), sendo observadas modificacdes na composicado de flavondides nos exsudatos
de raizes micorrizadas (Harrison and Dixon, 1993; Larose et al.,, 2002). Outras
isoflavonas, flavonas e flavononas tém efeito similar (Gianinazzi-Pearson et al., 1989;
Tsai & Phillips, 1991; Nair et al., 1991). Apesar dessas evidéncias, mutantes de milho
deficientes na atividade de chalcona sintase nao produzem flavondides, mas sdo
colonizados normalmente por varios fungos micorrizicos arbusculares (Bécard et al.,
1995 citado por Bécard et al., 2004). Isso sugere que os flavondides ndao sdo
indispensdveis para o estabelecimento da simbiose micorrizica arbuscular (Douds Jr. &
Nagahashi, 1996; Bécard et al., 2004). Possivelmente, esses compostos contribuem para
a coloniza¢@o micorrizica estimulando o crescimento das hifas e, conseqiientemente, o
contato fungo-raiz, essencial durante a fase de pré-infeccdo (Nair et al., 1991; Douds. &
Nagahashi, 1996; Bécard et al., 2004).

Os compostos flavondides exsudados de raizes de leguminosas estimulam a
germinacdo de esporos de fungos fitopatogénicos (Bagga & Straney, 2000). Os
macroconidios de Nectria haematococca, patégeno da ervilha, Pisum sativum L.,
germinam em resposta aos mesmos flavondides que induzem a expressao de genes nod
em rizébios especificos dessa planta. A conservagao dessas respostas nesses dois tipos
de interagdes sugere a existéncia de vias comuns de transducdo de sinal.

A natureza impermedvel e hidrofébica da parede celular de Pisolithus sp. (Costa,
2002; Campos & Costa, 2010a), bem como a quantidade e qualidade dos compostos de
reserva (Campos et al., 2008; Campos & Costa, 2010b) e a presenga de compostos
inibitérios (Pereira, 2004) representam o0s principais fatores que influenciam
negativamente a germinacdo dos basididsporos de Pisolithus sp e a introdugdo de
fungos ectomicorrizicos em viveiros florestais, uma vez que o uso de micélio vegetativo

ou de esporos sao alternativas comumente aventadas na literatura para este propoésito.



A eliminacdo das barreiras de permeabilidade na parede celular dos
basididsporos de P. microcarpus tem sido realizada por métodos de permeabilizagdo, a
exemplo do tratamento com enzimas liticas, dcidos fortes e hipoclorito de sédio (Costa,
2002; Godinho, 2011). A permeabilizacdo da parede celular utilizando hipoclorito de
sodio é a mais eficaz, resultando em mais de 90 % dos basidiésporos permeabilizados, a
depender da concentracdo e do tempo de exposicdo ao composto (Godinho, 2011). O
tratamento com hipoclorito de sédio a 2,5 %, por 40 segundos, foi capaz de promover a
permeabilizacdio de 83 % dos basidiésporos de P. microcarpus, sem perda de
viabilidade e sem causar alteracdes morfoldgicas visiveis (Godinho, 2011). No entanto,
ndo foi avaliada a reprodutibilidade deste tratamento em funcdo da variacdo morfo-
fisiolégica dos basidiocarpos e os efeitos dessa escarificagdo quimica sobre a
hidrofobicidade e germinagao dos basidiésporos in vitro ou in vivo.

A permeabilizacdo da parede celular dos basididsporos de P. microcarpus e a
andlise de suas conseqiiéncias para a morfologia, hidrofobicidade e viabilidade dos
basididsporos poderad contribuir de forma significativa para o avanco da pesquisa da

simbiose ectomicorrizica e na aplicagao de Pisolithus sp. no setor florestal brasileiro.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Micro-organismo e condi¢oes de armazenamento

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Associagdes Micorrizicas do
Departamento de Microbiologia, localizado no Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecudria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vicosa (UFV), Vigosa, MG.
Basidiocarpos de P. microcarpus foram coletados sob florestas de Eucalyptus sp. no
Setor de Silvicultura da UFV, no periodo de agosto de 2012 a junho de 2013. Os
basidiocarpos foram lavados externamente com dgua desionizada e imersos em etanol
70 % por 1 min, para desinfestacdo superficial, e secos ao ar em capela de fluxo
laminar. Os basidiocarpos foram seccionados longitudinalmente com bisturi e os

esporos, coletados com espdtula esterilizada, foram mantidos em geladeira.

3.2. Permeabilizacdo de basidiosporos de P. microcarpus utilizando-se diferentes

marcas de agua sanitaria

Foram testadas cinco marcas de dgua sanitdria disponiveis no mercado local,
contendo de 2 a 2,5 % de cloro ativo (p/p), para a permeabilizacdo dos basididsporos.
As concentra¢des de dgua sanitdria utilizadas foram 15 e 50 % por 40s, condicdes
testadas anteriormente que causaram a permeabilizacdo da parede celular dos
basididsporos. Para a permeabilizacio da parede celular dos basididsporos de P.
microcarpus, 0,5 g de esporos foram suspendidos em 1 mL de solu¢dao Tween 80 a 0,5
%. A suspensao foi centrifugada a 10.000 rpm por 8 min e lavada trés vezes com 4gua.

Finalmente, os basidiésporos foram resuspendidos em dgua e submetidos ao tratamento
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de escarificacdo com dgua sanitdria (Costa, 2002). Aliquotas de 250 puL da suspensao de
basididsporos foram transferidas para tubos Eppendorf de 1,5 mL e tratadas com
250 uL de 4gua sanitaria, de forma a se obter as concentracOes finais de 15 e 50 % de
dgua sanitdria. O tratamento foi interrompido pela adi¢do de 500 uL de tiossulfato de
s6dio a 0,14 mol L', Os basidiésporos foram centrifugados a 10.000 rpm por 2 min,
lavados duas vezes em dgua destilada e corados com 250 pL do corante Negro Suddo B
a 2 % (p/v). Para determinar a porcentagem de basididésporos permeabilizados, uma
aliquota de 10 puL de cada suspensdo de esporos corados foi montada entre lamina e
laminula e observada em microscépio de luz, sendo contados cinco campos de cada
lamina. Consideraram-se como permeabilizados os basidiésporos corados com Negro
Sudao B. O experimento foi montado com trés repeticoes e os dados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5

% de probabilidade.

3.3. Permeabilizacao de basidiésporos oriundos de diferentes basidiocarpos

Dez basidiocarpos de P. microcarpus foram coletados aleatoriamente ao longo
de estrada vicinal que conecta a rodovia MG 280 (20°47°52.06”°S, 42°52°40.86"°0) ao
Distrito de Monte Celeste (20°54°00.007"S, 42°53°00.00°O), Municipio de Sao
Geraldo, MG. Ap6s a amostragem e limpeza superficial dos basidiocarpos com dgua
desionizada, os basidiésporos foram coletados e submetidos aos procedimentos de
permeabilizacdo nas concentracdes de 15 e 50 % de é4gua sanitdria durante 40 s,
coloragdo com Negro Suddo B a 2 % (v/v) e determinacdo da porcentagem de
permeabilizacdo, conforme descrito no item 3.2. O experimento foi montado com trés
repeticoes e os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia. As médias de

cada tratamento foram comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

3.4. Analise da hidrofobicidade de basidiésporos

A andlise da hidrofobicidade dos basididsporos antes e apds o tratamento de
permeabilizacdo foi baseada no método BATH (Adherence of bacteria to
hydrocarbons), conforme descrito por Rosenberg et al (1980), com modificacdes (Singh
et al., 2004). Os basididsporos oriundos de dez basidiocarpos (item 3.3) foram

permeabilizados com 4gua sanitdria a 15 ou 50 % por 40 s. Amostras de 100 pl das
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suspensoes de basidiésporos permeabilizados ou nio, contendo 5 x 10° esporos por mL,
foram misturadas com 6,8 mL de PBS 0,1 mol L'l, pH 7,2. A essa mistura foram
adicionados 3.2 mL de tolueno (E Merck India Ltd) em tubos de ensaio previamente
lavados com 4cido muridtico a 2 %. A mistura foi agitada por 1 min e deixada em
descanso por 15 min para permitir a separacao de fases. Uma aliquota de 100 ul da fase
aquosa foi retirada para contagem de basididsporos em camara de Neubauer. A
hidrofobicidade foi avaliada pela porcentagem dos basidiésporos que permaneceram na
fase aquosa (Gottlich et al., 1995) depois da adi¢do de tolueno. O experimento foi
montado com trés repeticoes e os dados obtidos foram submetidos a andlise de

variancia. As médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5 % de

probabilidade.

3.5. Otimizacio das condicoes de permeabilizacao da parede celular de

basidiésporos de P. microcarpus

A otimizagdo das condicdes de permeabilizacdo foi feita para um dos
basidiocarpos coletados, seguindo-se os procedimentos descritos no item 3.2. As
concentracdes finais de 4gua sanitdria testadas foram 0; 2,5; 5; 10; 15; 20; 25; 30; 35;
40; 45 e 50 % (v/v). Os tempos de exposi¢do ao agente de permeabilizacido foram 5, 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 s. O experimento foi montado com trés repeticdes e os dados

obtidos foram submetidos a andlise de regressao.

3.6. Microscopia eletronica de varredura de basidiosporos permeabilizados

Basidiosporos oriundos de 1 basidiocarpo foram permeabilizados ou nao com
dgua sanitdria a 15 e 50 % por 40 s e fixados em formalina 10 % (v/v) por 2 h, sendo
posteriormente submetidos a secagem em estufa a 40 °C, por 24 h. Os basididsporos
foram metalizados com camada de ouro com espessura de 150 A° e observados em
microscopio eletronico de varredura modelo LEO VP1430 no Nicleo de Microscopia e

Microanalise da UFV.
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3.7. Microscopia eletronica de transmissao de basidiésporos permeabilizados

Basididsporos oriundos de 1 basidiocarpo foram permeabilizados ou ndo com
dgua sanitdria a 15 e 50 % por 40 s. O exame da ultraestrutura da parede celular de P.
microcarpus seguiu o procedimento descrito por Mims e Thurston (1979) e Webster
(2007) modificado pelo processamento com 5 pulsos de choque térmico por 40 s em
micro-ondas poténcia e 5 min em geladeira, apds cada etapa a seguir: basididsporos
permeabilizados ou ndo foram fixados em solucdo de glutaraldeido a 2,5 % e em
cacodilato de sédio 0,2 M, pH 7,2, por 4 h a temperatura ambiente, sendo
posteriormente ressuspendidos em cacodilato de sédio a 0,1 mol L' por 5 min (2X). A
suspensdo foi centrifugada e ressuspendida em OsO4 a 1 % por 2 h a temperatura
ambiente. Apds esse periodo, a solugdo foi ressuspendida em 500 uL de cacodilato de
sodio a 0,1 mol L'l, centrifugada e, posteriormente, mantida em dlcool 70 % por 24 h
sob refrigeracdo. Os basididsporos foram desidratados por meio de séries graduadas de
20 min em etanol 80, 90, 95 e 100 %. As amostras desidratadas foram incluidas em
resina LR White e submetidas a microtomia. As se¢des foram contrastadas com acetato
de uranila a 1% e citrato de chumbo e analisadas em microscépio eletronico de

transmissdo Zeiz EM109 no Nucleo de Microscopia e Microandlise da UFV.
3.8. Viabilidade de basidiésporos permeabilizados

Basididsporos oriundos de um basidiocarpo selecionado foram permeabilizados
pela exposi¢do a dgua sanitdria a 5, 10, 15, 30 e 50 % por 40 s. Para a verificagdo da
viabilidade, os basidiésporos foram corados com o Kit Live/Dead Fungal Light Yeast
Viability, Molecular Probes®, Life TechnologiesTM, conforme instrucdes do fabricante.
O corante verde fluorescente SYTO Green (excitacdo/emissao 480/500 nm) e iodeto de
propidio (excitacdo/emissdo 490/635 nm) diferem em sua capacidade de penetrar na
célula. Quando utilizado sozinho, SYTO Green marca geralmente todas as células: com
membrana intacta e danificada. Ao contrario, iodeto de propidio penetra apenas nas
células com membranas danificadas, causando reducdo no SYTO Green quando ambos
estdo presentes. Células com membrana intacta emitem fluorescéncia verde, enquanto
células com membrana danificada emitem fluorescéncia vermelha. As amostras foram
analisadas em microscopio de fluorescéncia Olympux BX 50 com acessorios para

epifluorescéncia Y-F e as imagens capturadas com camera digital Olympus PM —
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C35DX. O experimento foi montado com trés repeticdes e os dados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a

5 % de probabilidade.

3.9. Germinacao in vitro de basidiésporos de P. microcarpus

Basidiésporos oriundos de um basidiocarpo recém-coletado foram permeabilizados
conforme descrito no item 3.2 pelo tratamento com 4gua sanitdria na concentracio de
10 % por 40 s. O tempo de 40 s foi aquele que permitiu a eliminacdo de micro-
organismos contaminantes € a manutencdo da maior porcentagem de basididsporos
vidveis, 35 %, (dados ndo mostrados). Aliquotas de 100 uLL de uma suspensao contendo
5x10°mL™" de esporos permeabilizados foram espalhadas em vinte placas de Petri
contendo 25 mL de meio Melin-Norkans modificado (Marx, 1969), suplementado com
2gL 1 de carvio ativado, de forma a se obter uma densidade final de 5x10° mL! de
esporos por placa.

Uma plantula de E. citriodora, com uma semana de idade e isenta de
contaminac¢do, foi colocada na regido mediana da placa contendo os esporos. A
obtencdo de plantulas de E. citriodora livres de contaminacdo foi feita segundo os
procedimentos de Pereira (2004): as sementes foram desinfestadas superficialmente por
imersdo em etanol a 70 % por um minuto, seguido de tratamento com H,O; a 30 % por
6 min e cinco lavagens em 4gua destilada esterilizada. Apds a desinfestacdo, as
sementes foram germinadas em placas de Petri contendo papel filtro esterilizado,
umedecido com dgua destilada esterilizada, e mantidas a 25 °C e com 16 h de luz (200
pmol m?s™).

As placas foram seladas com filme de PVC e incubadas em camara de
crescimento 2 temperatura de 25 °C e com 16 h de luz (200 pmol m™?s™). Para
determinar a porcentagem de germinacdo dos basididsporos, o surgimento de colonias

foi avaliado de 2 em 2 dias pela observacgdo direta das placas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Permeabilizacdo de basididsporos utilizando-se diferentes marcas de agua
sanitaria

As marcas de 4gua sanitdria testadas diferiram quanto a eficiéncia em
permeabilizar a parede celular dos basidiésporos de P. microcarpus (Figura 1). Nas
concentracdes de 15 e 50 % de &dgua sanitdria por 40s, a marca 1 permeabilizou,
respectivamente, 12 e 78 % dos basididsporos tratados. Dado a sua maior eficiéncia de
permeabilizacdo, essa marca foi a escolhida para ser utilizada em todos os demais
experimentos realizados neste trabalho. A marca 2, nas concentracdes de 15 e 50 %,
por tempo de exposicdo de 40 s, permeabilizou, respectivamente, 7 ¢ 53 % dos
basididsporos.

As diferencas de permeabilizacdo encontradas para cada marca de dgua sanitaria
podem estar relacionadas a composi¢cdo quimica. O teor de cloro ativo, descrito nas
embalagens das 5 marcas testadas, estd de acordo com o exigido pela legislacdo, entre
2,0 a2,5 % (p/p) (Inmetro, 2013). A marca 1 apresenta hidréxido de sédio e carbonato
de s6dio como componentes adicionais ao hipoclorito de s6dio e a dgua, enquanto as
marcas 2, 3, 4 e 5 eram constituidas apenas de hipoclorito de sédio e d4gua. O hidréxido
de s6dio e o carbonato de sédio, assim como o hipoclorito de soédio, possuem agao
antimicrobiana relatadas na literatura (Siqueira Jr & Lopes, 1999; Adner & Zetterlund,
2002; Silhacek & Taake, 2005; Estrela et al., 2006).

O mecanismo de agdo proposto ao hipoclorito de sédio como antimicrobiano
estd relacionado a sua caracteristica de agente oxidante de enzimas, provocando

distdrbios de fungdes metabodlicas na célula microbiana (Rutala & Weber, 1997; Estrela
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Figura 1. Porcentagem de basididésporos de Pisolithus microcarpus
permeabilizados pelo tratamento com diferentes marcas de
dgua sanitdria. Para cada concentracdo, médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5 % de probabilidade.
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et al., 2002; Valera et al., 2009), dissolvendo matéria organica e desnaturando proteinas
(Zehnder, 2006). A presenga do hidroxido de s6dio e outros sais maximiza a
estabilidade do hipoclorito de s6dio (Rutala & Weber, 1997). A agdo sinérgica desses
compostos com o cloro ativo do hipoclorito de s6dio pode justificar a maior eficiéncia
de permeabilizacdo promovida pela marca 1.

Observou-se, ainda, a necessidade de se utilizar produto recém aberto, haja vista
a rapida perda de eficiéncia de permeabilizacdo apds a abertura das embalagens
contendo o hipoclorito de sédio (dados nao mostrados). Assim, a variagao na eficiéncia
dos produtos comerciais em permeabilizar a parede celular dos basididésporos pode estar
relacionada com a vida de prateleira, tipo, fechamento e varia¢cdes na concentracdo de

hipoclorito de sédio presentes nas embalagens.

4.2. Permeabilizacao de basididsporos oriundos de diferentes basidiocarpos

A variacdo na susceptibilidade dos basididsporos oriundos de diferentes
basidiocarpos ao tratamento de permeabilizacdo com &4gua sanitdria foi evidenciada
neste trabalho (Figura 2). No tratamento com 15 % de 4gua sanitdria e tempo de 40 s, a
porcentagem de basididsporos permeabilizados variou de 4,5 a 26 %, a depender do
basidiocarpo. No tratamento com 50 % de dgua sanitdria, pelo mesmo tempo de
exposicao, os valores variaram de 70 a 95 %.

O periodo de coleta dos basidiocarpos, as condi¢des fisico-quimicas do
ambiente, bem como a fase de maturacdo dos basidiésporos (Campos & Costa, 2010a),
podem influenciar a susceptibilidade desses propagulos ao tratamento de
permeabilizacdo com 4gua sanitdria. O estddio de maturagdo dos basidiésporos parece
ser determinante, uma vez que a medida que amadurecem, ocorre a deposicdo de
diferentes camadas de parede celular, tornando-os mais resistentes e impermeaveis
(Mims, 1980; Martin et al., 1999; Campos & Costa, 2010a).

Os basidiésporos coletados devem representar propagulos em diferentes estadios
de desenvolvimento em razdo da estrutura dos basidiocarpos, que ndo assegura a coleta
de material em uma tnica fase. Este fato é evidenciado pelos dados de Campos & Costa
(2010a) que observaram que, mesmo em um unico peridiolo, o desenvolvimento dos

basididsporos pode ser assincronico. Os resultados obtidos no presente trabalho indicam
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a necessidade de padronizacao do tratamento de permeabilizacio para cada basidiocarpo

coletado.

4.3. Hidrofobicidade de basididésporos apds a permeabilizacao

O tratamento de permeabilizacdo reduziu a hidrofobicidade dos basidiésporos
(Figura 3). Essa redugdo supostamente ocorreu em razdo da eliminacdo de compostos
hidrofébicos presentes na parede celular dos basididsporos. A presenca de compostos
hidrofébicos na parede dos basididsporos de P. microcarpus € bastante conhecida,
dificultando a producdo de suspensdes de esporos e, possivelmente, a entrada de
compostos estimuladores da germinacdo (Costa, 2002; Pereira, 2004). A presenca de
hidrofobinas nas hifas e ectomicorrizas de Pisolithus ja foi relatada (Martin et al., 1997

Tagu et al, 2000).

4.4. Otimizacdo das condicoes de permeabilizacao da parede celular de

basidiésporos de P. microcarpus

A porcentagem de basididsporos de P. microcarpus permeabilizados com 4gua
sanitdria foi proporcional ao aumento na concentragdo e tempo de exposicdo ao agente
permeabilizante (Figura 4). A partir da concentracdo de 5 % com 80 s de exposicdo a
dgua sanitdria, os basididsporos tiveram a parede celular permeabilizada, fato
constatado pela entrada do corante Negro Suddo B. O maior percentual de
permeabilizacdo (88 %) foi obtido com a combinacdo da concentragao de 50 % de dgua
sanitdria com o tempo de 80 s (Anexo 1).

As porcentagens de basidiésporos com a parede celular permeabilizada relatadas
neste estudo diferiram daquelas encontradas por Godinho (2011), que relatou porcenta-
gens de basididsporos permeabilizados que variaram de 51 a 97 % em funcdo da
concentracdo e do tempo de exposi¢cdo ao hipoclorito de sédio. Além disso, no trabalho
de Godinho (2011), os basidiésporos maduros foram permeabilizados a partir da
concentracdo equivalente a 2,5 % de dgua sanitdria, com um tempo de contato de 10 s,
fato ndo observado no presente trabalho (Figura 4). A diferenca nas porcentagens de
permeabilizacdo pode resultar da variacdo morfo-fisioldgica existente entre diferentes
basidiocarpos, coletados em diferentes locais e épocas.
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4.5. Ultramorfologia da parede celular de basidiésporos apds a permeabilizacao

Foram observadas alteracdes na ornamentacdo das espiculas contidas na dltima
camada da parede celular dos basididsporos permeabilizados (Figura 5). Tais alteracdes
foram mais drdsticas na maior concentracdo de dgua sanitdria utilizada, 50 %, com
tempo de exposicdo de 40 s, condi¢do em que se observou a perda parcial ou total das
espiculas (Figura 5).

Os dados obtidos nesse trabalho sdo semelhantes aos encontrados por Godinho
(2011). Possivelmente, as alteragdes da parede celular podem estar associadas a perdas
de viabilidade dos basididsporos, haja vista a importancia dessa estrutura para o
desempenho de fung¢des vitais para a fisiologia do fungo, a exemplo da protecio contra
mudancas nas condi¢des de osmolaridade do meio e na sinalizag¢do celular (Albertsheim
e Prouty, 1975; Schoffelmer et al., 1999; Bowman e Free, 2006), aderéncia
a substratos, interagdo com hospedeiros, compatibilidade vegetativa, reprodugio,
dispersdo e sobrevivéncia (Schoffelmer et al., 1999).

A andlise da ultraestrutura dos basididésporos de P. microcarpus por meio de
microscopia eletronica de transmissao revelou os seguintes aspectos da parede celular
deste fungo (Figura 6 e 7): os basidiésporos maduros possuem parede celular
constituida de quatro camadas, sendo a mais externa, L; elétron-densa e ornamentada
de espiculas em sua superficie, seguida de uma camada interna elétron-transparente, L, .
A terceira camada, L3, também é elétron-densa e, a camada mais interna, Ly, é elétron-
transparente. Este é o primeiro relato da conformacgdo estrutural da parede celular de
basididsporos de P. microcarpus. Estruturalmente, a parede celular dessa espécie

fungica € semelhante a de P. tinctorius (Mims, 1980).
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Figura 5.

Micrografia eletronica de varredura de basididsporos de Pisolithus microcarpus intactos
ou permeabilizados com solucdes de dgua sanitdria. (A e B) Basidiésporos do
tratamento controle, ndo-permeabilizados. Notar a ornamentacdo da superficie do
basidiésporo com espiculas. (C e D) Basidiésporos permeabilizados com dgua sanitéria
a 15 % por 40 s. Notar a presenca de espiculas com morfologia alterada. (E e F)
Basidiésporos permeabilizados com dgua sanitiria a 50 % por 40 s. Notar o
desaparecimento parcial ou total das espiculas, com alteracdes na morfologia dos
basididsporos.
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Figura 6. Ultraestrutura da parede celular de basididsporos de Pisolithus microcarpus intactos ou permeabilizados com dgua
sanitdria. Ampliacao ilustrando a parede celular de basididsporos maduros estratificada em 4 camadas (L;, L, L3
e L4) e a presenca de espiculas na superficie. (A) Basididsporo do tratamento controle, ndo-permeabilizados.
Notar a presenca de espiculas intactas. (B) Basidiésporo permeabilizado com dgua sanitdria a 15 % por 40 s.
Observar a presenca de espiculas parcialmente degradadas. (C) Basididsporo permeabilizado com dgua sanitdria
a 50 % por 40 s. parcialmente degradadas.
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Figura 7. Ultraestrutura da parede celular de basididsporos de P. microcarpus intactos ou permeabilizados com dgua
sanitdria. Ampliacdo ilustrando a parede celular de basididésporos ndo maduros estratificada em 3 camadas (L;, L,
e L3). (A) Basididsporo do tratamento controle, sem permeabilizacdo. (B) Basidiésporos permeabilizados com
dgua sanitdria a 15 % por 40 s. (C) Basididsporos permeabilizados com dgua sanitdria a 50 % por 40 s.
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A partir de um mesmo basidiocarpo, foram coletados basidiésporos em
diferentes estddios de maturacdo, fato evidenciado pela presenga de trés ou quatro
camadas de parede celular nesses propdgulos (Figura 6 e 7).

A preparagao dos basididsporos de P. microcarpus para exame por microscopia
eletronica de transmissdo foi dificil. A combinacdo das metodologias utilizadas por
Mims e Thurston (1979) e Webster (2007) com processamento em micro-ondas
permitiu o preparo e a observagdo dos basidiésporos ndo-permeabilizados (Figuras 6 A
e 7A), ainda que com dificuldade. No processo de basidiosporogénese, a camada mais
externa de parede celular desenvolve-se primeiramente e as demais camadas progridem
conforme o esporo amadurece (Mims, 1980; Campos & Costa, 2010a). A medida que as
camadas da parede celular sdo depositadas, os basididsporos de P. tinctorius tornam-se
cada vez mais dificeis de serem preparados para a andlise de microscopia eletronica de
transmissdo (Mims, 1980), em razdo da redug¢do da permeabilidade da parede. Da
mesma forma, os basidiésporos maduros de P. microcarpus sao impermedveis a
corantes, dificultando a observacdo de nucleos ou materiais de reserva por microscopia
de luz ou de fluorescéncia (Costa, 2002; Campos & Costa, 2010 a e b; Godinho, 2011).

Esse problema tem sido contornado por meio da técnica de permeabilizagao.

4.6. Viabilidade de basidiésporos permeabilizados

A viabilidade dos basidiésporos foi reduzida com o aumento da concentragdo de
dgua sanitdria utilizada no procedimento de permeabilizacio (Figuras 8 e 9). A
utiliza¢do de dgua sanitdria nas concentragdes de 5, 10, 15, 30 e 50 % por 40 s resultou
em, respectivamente, 80, 35, 19 e 2 % de basididsporos vidveis. Nos tratamentos em
que foram utilizadas baixas concentragdes de dgua sanitdria, os basididsporos
apresentaram parede celular permeabilizada e integridade da membrana (Figura 8 e 9B).
No tratamento com dgua sanitdria a 50 % por 40 s, nenhum basididsporo permaneceu

vidvel (Figura 8 e 9C).
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Figura 9.

Basidiésporos de Pisolithus microcarpus intactos ou permeabilizados com agua
sanitdria e corados com Kit Live/Dead Fungal Light Yeast Viability, Molecular
Probes®, Life TechnologiesTM, observados por microscopia de fluorescéncia. (A)
Basidiésporos nao-permeabilizados. Nao ocorreu emissdo de fluorescéncia. (B)
Basidiésporos permeabilizados a 10 % por 40 s. Notar fluorescéncia verde emitida
por basididsporos vidveis e a vermelha, por aqueles com membrana celular
danificada. (C) Basidiosporos permeabilizados a 50 % por 40 s. Notar fluorescéncia
vermelha emitida por basidiésporos invidveis.
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Nos basidiésporos ndo-permeabilizados (controle), ndo foi observada qualquer
emissao de fluorescéncia, ressaltando a necessidade da escarificacdo quimica da parede
celular para a entrada de corantes no interior da célula (Figura 9 A). Esses dados
diferem dos de Godinho (2011), que obteve o maximo de viabilidade (80 %) com dgua
sanitdria a concentrac@o equivalente a 2,5 % por 40 s. Os resultados obtidos evidenciam
a necessidade de padronizacdo do procedimento de permeabilizacdo para cada

basidiocarpo a ser utilizado experimentalmente.

4.7. Germinacao de basidiésporos permeabilizados

Foi possivel obter colonias fingicas a partir da germinacdo dos basididsporos
permeabilizados com dgua sanitdria a 10 % por 40 s (Figura 10A e B). Esse tratamento
foi também eficaz para se eliminar contaminantes microbianos que sao naturalmente
encontrados nos basidiocarpos. As primeiras coldnias de P. microcarpus oriundas dos
basidiésporos com parede celular permeabilizada apareceram entre o 15° ¢ o 18° dia de
incubacdo dos basidiésporos na presenca da planta hospedeira E. citriodora. Em
trabalhos prévios sobre a germinacdo in vitro de basididsporos de Pisolithus spp. ndo-
permeabilizados, na presenca de diferentes plantas hospedeiras, foi demonstrado que as
colonias fingicas apareceram entre 16 e 70 dias de incubacdo (Kope e Fortin 1990;
Carvalho et al., 1997; Costa, 2002; Pereira, 2004). Possivelmente essa variacdo se deve
as diferentes condicdes de cultivo utilizadas.

Mesmo com o espalhamento dos basididsporos em toda a superficie do meio de
cultura contido nas placas de Petri, as colonias flingicas surgiram proximas as raizes da
planta hospedeira (Figura 10). Esse fato é semelhante ao relatado por Pereira (2004),
durante a germinacdo de basididsporos de P. microcarpus nao-permeabilizados. A
germinagdo de basididsporos de fungos ectomicorrizicos proximo a raiz da planta é
atribuida a liberacdo de compostos estimuladores da germinacao pela raiz (Fries, 1981;
Carvalho et al., 1997; Costa, 2002).

Embora o surgimento de colonias flngicas tenha sido observado com duas
semanas, a porcentagem de germinacdo total foi baixa, 0,001 %. Esse valor é

semelhante aos relatados por Costa (2002) e Pereira (2004).
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Figura 10. Colonias de Pisolithus microcarpus obtidas pela germinacdo in vitro de
basididsporos permeabilizados com édgua sanitdria a 10 % por 40s. (A)
Colonia isolada crescida nas proximidades da raiz de plantula de
Eucalyptus citriodora. (B) Colonias distribuidas ao longo do eixo
principal do sistema radicular de E. citriodora.
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Estudos adicionais deverao ser conduzidos visando a elucidacdo dos fatores que
influenciam a germinacao dos basididsporos de P. microcarpus, tais como a reducdo da
hidrofobicidade e a permeabilizacdo da parede celular, bem como as condi¢des ideais de

cultivo que favorecam a ocorréncia do processo.

30



5. CONCLUSOES

As marcas de dgua sanitdria testadas diferem quanto a eficiéncia de

permeabilizacdo da parede celular dos basidiésporos.

O tratamento dos basidiésporos com dgua sanitdria reduz a hidrofobicidade

desses propagulos.

A permeabilizacdo de basidiésporos de P. microcarpus € proporcional ao
aumento na concentracdo de 4gua sanitdria e ao tempo de exposicdo a esse

composto.

O tratamento dos basidiésporos com &4gua sanitiria causa alteracdes na
ultraestrutura da camada mais externa da parede celular (L4), reduzindo ou

eliminando as espiculas.

Foi possivel obter colonias fingicas a partir da germinacdo de basididsporos
permeabilizados com dgua sanitdria a 10 % (v/v) por 40 s, porém a porcentagem
de germinacdo total foi baixa, 0,001 %, ndo diferindo daquelas relatadas na

literatura para basidiésporos ndo permeabilizados.

31



ANEXO 1

Tabela 1. Porcentagem de basidiésporos maduros de P. microcarpus permeabilizados com solucdes de dgua sanitaria em diferentes
concentracdes em relacdo a concentracao original de 2,0-2,5 % de cloro ativo a diferentes tempos de contato com a solucao.

Conc. 7% Tempo (s)

5 10 20 30 40 50 60 70 80

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0

5 0 0 0 0 0 0 1 1 1
10 3 5 5 6 12 13 14 15 15
15 4 6 8 10 11 12 14 17 19
20 4 8 10 14 14 16 16 27 32
25 15 18 20 21 24 39 40 48 69
30 15 20 27 30 36 45 48 50 58
35 16 20 28 38 40 45 52 58 61
40 19 26 29 40 42 45 60 69 76
45 50 51 56 58 68 79 82 85 87
50 51 54 57 63 77 81 83 86 88

" Concentracdes finais obtidas a partir da diluicdo da 4gua sanitdria contida na embalagem (cloro ativo de 2,0 a 2,5 % p/p).
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