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RESUMO. O cucalipto é uma espécie arbdrea capaz de formar associagdes micorrizicas.
No entanto, uma das dificuldades em se trabalhar com inocula¢des em nivel de viveiro é a
diferenga fisiolégica entre os isolados de fungos micorrizicos, o que pode influenciar na
compatibilidade entre a planta hospedeira e o fungo simbionte. Dessa forma, neste trabalho
comparou-se trés isolados de Pisolithus tinctorius obtidos de Eucalyptus spp. ¢ um de Pinus
taeda ¢ um isolado de Rhizopogon sp. obtido de Pinus sp., com relagio a capacidade de
utilizagio de diferentes fontes de carbono. A avaliagio dos fungos foi baseada no
crescimento micelial em meio de cultura sélido MNM e caracterizagio enzimdtica de
isoesterases. Os resultados obtidos indicam que os isolados de P. tinctorius podem ser
diferenciados quanto a utilizagio de fontes de carbono e que P. tinctorius isolado de P. taeda e
Rhizopogon sp. apresentam comportamento semelhante, o que poderia auxiliar na selegio de
isolados para serem utilizados como inéculo. Também foi possivel diferenciar os isolados
pelo padrio eletroforético de a-esterase.
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ABSTRACT. Utilization of carbon sources and esterase characterization of
ectomycorrhizal fungi. The eucalyptus is a species that forms associations with
filamentous fungi called mycorrhiza. However the main problem in the use of starter
inoculants in the plant nursery is the physiological differences between fungal isolates,
which may interfere in the compatibility between host plant and fungal symbiosis. Three
strains of Pisolithus tinctorius isolates from Eucalyptus spp., one isolate from Pinus taeda and one
Rhizopogon sp, also an isolate from Pinus , have been evaluated and compared with regard to
their ability to diverse carbon sources. Evaluation was based on mycelial growth in solid
MNM medium and enzymatic characterization in native gel separation of o-esterases.
Results showed that isolates of P. tinctorius from Eucalyptus could be differentiated in their
ability to use carbon sources, which would be an aid in the selection of starter culture.
Similar results were also found in Pinus taeda and Rhizopogon sp isolates. It was also possible
to characterize the isolates by electrophoresis-detected a-esterase.
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Introdugdo

O Eucalyptus sp. ¢ uma espécie arbérea que tem
como uma de suas principais caracteristicas a
capacidade de formar associagdes simbibticas
mutualisticas com fungos micorrizicos. Os efeitos
benéficos dessa simbiose resultam em plantas com
maiores taxas de sobrevivéncia e crescimento mesmo
em condi¢des adversas, quando comparadas com
plantas nio micorrizadas Um fator importante a ser
considerado no processo de inoculagio em viveiro é
a possivel diferenca fisiolgica entre os isolados de
fungos ectomicorrizicos, o que pode influenciar na

compatibilidade entre a planta hospedeira e o fungo
simbionte. Malajczuk et al. (1990), em observacoes
de campo na Austrilia, verificaram que basidiocarpos
de Pisolithus tinctorius de eucalipto nio cresciam em
plantacoes nativas de Pinus. Estes autores estudaram
o comportamento de dois isolados de P. tinctorius,
um associado a Pinus e outro a Eucalyptus, através de
inoculagio cruzada em Eucalyptus urophylla, e
concluiram que ambos formavam ectomicorrizas,
mas o isolado de eucalipto apresentava crescimento e
colonizagio mais rdpidos (89% de raizes
micorrizadas apds sete dias de inoculagio) em
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relagio ao isolado de Pinus (somente 2% de raizes
micorrizadas apds sete dias de inoculagio). Os
resultados sugeriam que, possivelmente, existia
algum  fator relacionado ao  processo de
reconhecimento do hospedeiro  pelos  fungos
simbiontes que ocasionava o desenvolvimento
diferencial da simbiose. Esse fator envolveria
diferengas bioquimicas e fisiolGgicas entre os
isolados de P. tinctorius. Uma destas diferengas
fisiolgicas pode estar relacionada i utilizagio de
diferentes  agticares,  principalmente  aqueles
presentes na constitui¢io da parede celular vegetal
como a celulose, hemicelulose e pectina. A
caracterizagio destes parimetros (fontes de carbono
e padrio esterdsico) poderd auxiliar na separagio de
Pisolithus  tinctorius obtidos de diferentes plantas
hospedeiras (Pinus e Eucalyptus spp, por exemplo).

Assim este trabalho teve por objetivos
caracterizar in vitro os isolados de P. tinctorius
associados a Eucalyptus spp. e a Pinus taeda e de
Rhizopogon sp. isolado de Pinus sp., através da
utilizagio de diferentes fontes de carbono e atividade
de isoenzimas de esterase.

Material e métodos

Os fungos ectomicorrizicos Pisolithus  tinctorius
(Pers.) Coker e Couch isolados 1603, 1604 ¢ 1605
foram obtidos de Eucalyptus sp., E. grandis ¢ E. saligna,
respectivamente. P.  finctorius  isolado 185 e
Rhizopogon sp. Coker e¢ Couch foram obtidos de
Pinus taeda e Pinus sp., respectivamente. Todos os
isolados foram cultivados em placas de Petri com o
meio de cultura sélido Melin-Norkrans modificado
(MNM) (Marx, 1969), incubados em escuro a
28°C + 2°C durante 25 dias ¢ estocados a 4°C para
serem utilizados como fonte de inoculo.

Utilizacao de fontes de carbono

Os isolados dos fungos ectomicorrizicos foram
comparados, através de medidas de crescimento
micelial, quanto 3 capacidade de utilizagio de
diferentes fontes de carbono. Para isto, foram
cultivados em meio MNM sdlido, onde o extrato de
malte foi substituido por extrato de levedura (0,3%)
e glicose por uma das fontes de carbono testadas.
Foram utilizadas como fonte de carbono:
carboximetilcelulose (CMC); CMC + glicose 0,1%;
celulose nativa 0,5% (representada por chapa de
celulose moida obtida junto ao Instituto de
Pesquisas Florestais - Ipef/Esalq/USP); celulose
nativa 0,5% + glicose 0,1%; celobiose; celobiose +
glicose 0,1%; frutose; glicose; maltose; pectina 0,5%;
pectina 0,5% + glicose 0,1%; sacarose e xilose. O
meio MNM sem fonte de carbono foi utilizado
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como controle. Todas as fontes de carbono foram
colocadas na propor¢io de 1% (massa/volume),
exceto quando mencionado outro valor.

Em cada placa de Petri, com os respectivos meios
de cultivo, foi repicado um disco de micélio (4 mm
de diAmetro) de cada um dos isolados, retirado das
bordas das coldnias, com 25 dias de crescimento em
MNM. As placas foram incubadas em escuro a
28°C + 2°C por 30 dias. Para cada tratamento foram
utilizadas trés repeti¢des. O crescimento radial (em
cm) das coldnias foi avaliado a cada 10 dias, através
de duas medidas diametralmente opostas.

Caracterizagao isoenzimatica de esterase (E.C.
3.1.1.1)

Os isolados flingicos foram cultivados em meio
MNM liquido em escuro, a 28°C £ 2°C e sob
agitacio constante. Apés o periodo de incubagio de
24 dias, o micélio desenvolvido foi recolhido por
filtracio em papel de filtro Whatman n® 41 e
utilizado para a anilise eletroforética, assim como o
filtrado obtido. Aproximadamente 100 mg de
micélio fresco foram homogeneizados em 3 mL de
tampio de extragio Tris-Glicina 0,125 M (pH 8,2)
contendo 2% de polivinilpirrolidona insoltvel
(PVP), em almofariz de porcelana, a 4°C. Apds a
trituracio, os homogeneizados foram mantidos a
4°C durante 2 h e, posteriormente, centrifugados a
10.000 ¢ por 10 min. Os sobrenadantes foram
colocados em sacos de didlise (limite de exclusio de
20.000 Daltons) e concentrados com
polietilenoglicol 20.000, a 4°C. Apéds 3h, o residuo
nas membranas foi ressuspenso em 1 mL do tampio
de extragio contendo 10% de glicerol (Bach, 1991).
O filtrado das culturas foi concentrado com sulfato
de amoénio (85% de saturacio a 4°C) e mantido a
4°C por 12h, sendo em seguida centrifugado, sob
refrigeragio, a 20.000 ¢ por 25 min. O pellet foi
ressuspenso em 2 mL de tampio acetato de sédio
0,05 M e dialisado. As amostras do micélio e do
filtrado tiveram a concentracio protéica ajustada pelo
método de Bradford (Bradford, 1976) e entio
utilizadas na eletroforese.

Para a anilise eletroforética, foi utilizado gel
nativo de poliacrilamida 4% (gel concentrador) e
10% (gel separador). Em cada poco do gel foram
aplicados 50 uL do extrato proteico do micélio e do
filtrado contendo, respectivamente, 430 ¢ 300 ug de
proteina. A eletroforese anddica foi conduzida em
equipamento de sistema vertical da Bio-Rad (“Mini
Protean II”), utilizando Tris-Glicina pH 8,9 (0,75 g
Tris + 3,6 g de Glicina em 1.000 mL de dgua), como
tampio de corrida. Como marcador de corrida, foi
utilizado azul de bromofenol a 0,25% em tampio de
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extragio. Apés a aplicagio das amostras, a placa foi
mantida a 4°C sob voltagem constante de 80 V até o
final da corrida. Para a visualizacio das bandas de a-
esterase, o gel foi lavado trés vezes com tampao Tris-
HCI1 0,05 M (pH 8,0) e incubado em solucio de o~
naftil acetato 1% e Fast Blue RR até o aparecimento
das bandas. Apds a coloragio, o gel foi fixado em
solugio de glicerol a 10% (Brune et al., 1998).

Resultados e discussao

Utilizacao de fontes de carbono

Os isolados apresentaram uma varia¢io nio s6 na
preferéncia pelo substrato, ou seja, aquele que
permitiu  maior crescimento micelial para um
mesmo isolado fiingico, bem como na habilidade de
cada isolado em utilizar certas fontes de carbono
(Tabela 1).

Tabela 1. Crescimento micelial dos fungos micorrizicos P.
tinctorius (P.t.) isolados 1603, 1604 e 1605 obtidos de Eucalyptus e
185, obtido de Pinus e Rhizopogon sp, isolado de Pinus, em
diferentes fontes de carbono.

Fontes de Pt 1603 Pr 1604 Pt 1605 Pt 185  Rhizopogon
carbonol Crescimento Radial (cm)

Controle2 0C 0C 0C 1,96 A 1,32B
Glicose 15C 2,13C 1,15C 56B 7,65 A
Sacarose 0,6 C 1,35 BC 09C 25A 1,87 AB
Frutose 1,12C 1,8C 1,86 C 395B 72A
Kilose 0B 0B 1,56 A 1,75A 0B
Maltose 0,76 C 1,5C 3,86 B 6,1 A 53A
Celobiose 1,33 B 24B 1,75B 8,6 A 7,46 A
Celob.+ glic3  1,78BC 2,58 B 1,45C 8,02 A 7,62 A
CMC4 0C 0C 0C 1,06 A 0,36 B
CMC + glic3 1,37C 22B 0,6 D 29A 1,53 BC
Pectina 0C 0C 1,28 B 3,66 A 31A
Pectina + glic3  1,08C 0D 3,63 B 50A 47A
Celulose nativa 0B 1,1 B 0B 0B 27A
Cel.mat. + glic3 152D 30C 32C 438B 56A

1Fungos cultivados em meio s6lido Melin-Norkrans modificado (MNM) + 0,3% de
extrato de levedura + 1% do carboidrato de interesse (exceto para celulose nativa e
pectina com valores 0,5%). 2Controle: meio MNM + 0,3% de extrato de levedura.
3Fontes de carbono suplementado com 0,1% de glicose (glic.). 4CMC:
carboximetilcelulose. 5Médias seguidas da mesma letra, na linha, nio diferem entre si,
em nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. Valores representam a média de
trés repetigoes

O isolado P.tinctorius 1603 (Tabela 1) foi capaz de
utilizar nove das 13 fontes de carbono testadas. Este
fungo apresentou maior crescimento micelial
quando o meio de cultivo foi acrescido de celobiose
1% + glicose 0,1%. Tal isolado foi capaz de utilizar
fontes de carbono complexas como celulose nativa,
carboximetilcelulose e pectina somente quando
suplementadas com uma pequena quantidade de
glicose (0,1%). Fontes mais simples como a glicose,
celobiose, frutose e maltose também foram
utilizadas por este isolado. O fungo nio utilizou a
xilose, possivelmente por nio conseguir sintetizar a
enzima xilanase e também nio cresceu no meio de
cultura controle (auséncia de fonte de carbono).
Houve um pequeno crescimento ftingico (média do

didmetro da colénia = 0,96 c¢cm) e uma fase
adaptativa longa (20 dias para inicio de crescimento
micelial) quando sacarose foi utilizada como fonte
de carbono, levando a supor que a enzima invertase,
neste isolado, talvez seja indutiva e nio ocorra em
pequenas quantidades constitutivamente.

O isolado P. ftinctorius 1604 (Tabela 1) também
cresceu em nove das 13 fontes de carbonos testadas,
sendo que o maior crescimento micelial ocorreu em
presenca de celulose nativa 0,5% + glicose 0,1%,
seguido por celobiose + glicose, celobiose e
carboximetilcelulose + glicose. Este isolado nio
cresceu na presenga de carboximetilcelulose e de
xilose € nem no meio-controle e foi incapaz de
utilizar a pectina, mesmo na presenca de glicose. De
maneira semelhante ao isolado P. tinctorius 1603, o
fungo cresceu lentamente em sacarose, apresentando
uma fase adaptativa longa (20 dias). O crescimento
em celulose nativa, mesmo na auséncia de glicose,
indica produ¢io de enzimas celuloliticas por este
isolado. Ainda para este substrato poder-se-ia dizer
que o fungo utiliza a glicose enquanto ativa os
mecanismos de produ¢io das enzimas celuloliticas,
uma vez que o periodo de adaptacio para este
substrato na auséncia de glicose é de 10 dias, e que a
maior taxa de crescimento, neste substrato na
presenga de glicose, ocorre a partir de 10 dias.
Alguns autores consideram que a presencga de glicose
no meio de cultivo pode inibir a indugio (causar
repressio catabdlica) de enzimas celuloliticas (Gong
e Tsao, 1979). No entanto, tomando-se como
exemplo o crescimento de P. finctorius 1604 em
celulose nativa, isto parece nio ocorrer. Caso
houvesse a inibigdo em celulose nativa + glicose
0,1% ap6s os 10 dias de crescimento, possivelmente
mantido as custas do start de glicose, o fungo entraria
em uma fase de adaptacio ao substrato por mais 10
dias, sem que houvesse crescimento micelial neste
periodo quando entio, retornaria s atividades e
novamente exibiria crescimento micelial.

O isolado P. tinctorius 1605 (Tabela 1) cresceu em
11 das fontes de carbono testadas, apresentando
maior crescimento micelial na presenca de maltose.
Este isolado foi também capaz de utilizar as fontes
complexas como celulose nativa e
carboximetilcelulose, estas duas apenas na presenga
de glicose 0,1%, e pectina, tanto na presenca quanto
na auséncia de glicose. Dos trés isolados de
Eucalyptus, o P. tinctorius 1605 foi o tnico capaz de
utilizar a xilose como fonte de carbono, indicando a
produgio extracelular da enzima xilanase. O
crescimento em sacarose também foi lento apesar de
apresentar uma fase de adaptagio menor (10 dias)
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quando comparado com os outros isolados P.
tinctorius 1603 e 1604.

P. tinctorius 185 e Rhizopogon sp. (Tabela 1),
isolados de Pinus foram mais eficientes na utiliza¢io
das fontes de carbono do que os fungos isolados de
Eucalyptus, pois cresceram em 12 das 13 fontes que
foram testadas. O maior crescimento micelial foi
observado na presenca de celobiose e de celobiose +
glicose (0,1%). O isolado P. tinctorius 185 nio cresceu
em celulose nativa, mas utilizou as demais fontes de
carbono complexas, com ou sem a glicose. Tanto P.
tinctorius 185 quanto Rhizopogon sp. cresceram no
meio controle. Rhizopogon sp. nio foi capaz de
crescer na presenga de xilose. Aparentemente, estes
dois fungos ectomicorrizicos sio metabolicamente
de ficil adaptagio as condicoes nutritivas ambientais.

Os resultados apresentados sugerem que
diferengas entre isolados de fungos ectomicorrizicos
podem ser visualizadas pela capacidade ou nio de
utilizar diferentes fontes de carbono. Com excecio do
isolado P. finctorius 1605 (que apresentou melhor
crescimento micelial em presenca de maltose), os
demais isolados apresentaram uma preferéncia por
celobiose e glicose, como substrato. Apesar do
crescimento lento e pequeno, de uma maneira geral,
os isolados foram capazes de utilizar dissacarideos e
fontes de carbono complexas como a celulose nativa,
carboximetilcelulose e pectina, quando na presenga de
uma pequena quantidade de glicose. Este fato ji foi
relatado por Norkrans (1950), que observou que o
fungo micorrizico Tricholoma vaccinum era capaz de
decompor a celulose quando um start de glicose era
adicionado ao meio de cultivo. Lamb (1974) e Taber e
Taber (1987), estudando diferentes isolados de P.
tinctorius obtidos de Pinus sp., mostraram que uma
suplementagio com glicose melhorava a utilizagio de
dissacarideos (por exemplo, sacarose) e de fontes
complexas de carbono. Lamb (1974) também estudou
a capacidade dos fungos ectomicorrizicos Rhizopogon
luteolus e R. roseolus em utilizar diferentes fontes de
carbono, entre as quais glicose, frutose, xilose,
sacarose, celobiose, celulose e pectina, verificando que
apenas glicose e celobiose proporcionaram um ripido
crescimento para ambos os isolados e que as fontes de
carbono complexas, bem como a sacarose, somente
eram utilizadas quando o meio de cultivo era
suplementado com glicose.

Caracterizacao dos isolados
isoenzimatico de esterases
Todos os

pelo padrao

isolados  testados  apresentaram
atividade esterdsica no micélio (esterase intracelular)
(Figura 1). O isolado P. tinctorius 1603 apresentou

trés isoenzimas com MR (mobilidade relativa) de
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0,31 (banda IV), 0,38 (banda V) e 0,45 (banda VII),
sendo esta tltima banda a de maior intensidade. O
isolado P. tinctorius 1604 também apresentou trés
isoenzimas semelhantes as do isolado 1603,
diferindo para a banda IV (MR 0,31) que apresentou
uma intensidade comparativamente maior. O
isolado P. tinctorius 1605 também apresentou trés
isoenzimas com bandas de baixa intensidade e com
MR de 0,16 (banda I), 0,23 (banda II) e 0,45 (banda
VII). J4 o isolado P. tinctorius 185, obtido de P. taeda,
apresentou quatro isoenzimas com MR de 0,16
(banda I), 0,23 (banda II), 0,43 (banda VI) e 0,45
(banda VII), sendo que esta Gltima foi a de maior
intensidade. O fungo Rhizopogon sp., também obtido
de Pinus sp., apresentou seis isoenzimas de esterase,
sendo que a banda de maior intensidade apresentou
MR 0,31 (banda IV). As demais bandas apresentaram
MR de 0,16; 0,23; 0,26; 0,45 ¢ 0,53.

Micélio Filtrado

T 1
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Figura 1. Representacio esquemdtica das bandas eletroforéticas
obtidas em gel nativo de poliacrilamida de extrato protéico de
micélio e de filtrado de cultura de P. tinctorius, isolados 1603 (A),
1604 (B), 1605 (C) e 185 (D), e de Rhizopogon sp. (E). MR:
mobilidade relativa

O padrio isoenzimitico de esterase presente em
filtrado das culturas permitiu a visualizagio de
bandas apenas nos isolados de P. finctorius 1603 e
185. O isolado 1603 apresentou trés isoenzimas com
MR de 0,16 (banda I), 0,23 (banda II) ¢ 0,31 (banda
IV), todas de mesma intensidade. O isolado P.
tinctorius 185 apresentou apenas uma isoenzima de
esterase extracelular com MR 0,16 (banda I).

O sistema isoenzimitico de esterase permitiu
estabelecer diferencgas entre as espécies de P. tinctorius
e entre os géneros P. finctorius e Rhizopogon sp. A
diferencga entre isolados pode ser demonstrada pelos
padrdes isoenzimiticos de uma enzima (Kephart,
1990). Muitas enzimas flingicas apresentam mais de
um tipo de isoenzima (Zhu et al., 1988) ¢ isto tem
sido utilizado na caracterizagio de fungos
micorrizicos. Ho (1987), utilizando eletroforese em
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gel de amido, encontrou cinco isoenzimas de
fosfatase dcida em oito isolados de P. tinctorius. Cao e
Crawford (1993), utilizando eletroforese em gel
nativo de poliacrilamida encontraram  cinco
diferentes isoenzimas de esterase para o isolado P.
tinctorius S370, trés para P. tinctorius S471 e duas para
os isolados P. tinctorius SMF e S351. Keller (1992),
utilizando eletroforese em gel de amido, comparou
as espécies Swuillus plorans, S. placidus e S. sibiricus,
obtidos de basidiocarpos coletados em Pinus cembra.
Além do padrio de esterase, foram comparados,
também, os padrdes isoenzimiticos de mais nove

enzimas (fosfatases dcida e alcalina, alanina
aminopeptidase, leucina aminopeptidase,
hexoquinase, aspartato aminotransferase, malato
desidrogenase, fosfoglucose isomerase e

fosfoglucomutase). O autor concluiu que as espécies
de Suillus podem ser caracterizadas e diferenciadas
pelo padrio enzimdtico das enzimas analisadas.

Em fungos endomicorrizicos, a identificagio pode
ser feita por caracteristicas morfoldgicas dos esporos
formados nos solos ou nas raizes e pela anilise dos
padrdes isoenzimdticos. Sen e Hepper (1986)
caracterizaram seis espécies de Glomus (G. caledonium,
G. darum, G. mosseae, G. epigaeum, Glomus sp. isolado
Danish e Glomus sp. E2) por eletroforese em gel de
poliacrilamida para detecgio de seis enzimas (esterase,
glutamato oxaloacetato transaminase, hexoquinase,
malato desidrogenase, peptidase e fosfoglucomutase).
Os autores concluiram que as seis espécies de Glomus
podem ser separadas pelos padrdes isoenzimaticos das
enzimas testadas e que o padrio de esterase pode ser
utilizado para a confirmagio de espécies de Glomus.
Maluf et al. (1989) também analisaram diferentes
espécies de Glomus, Gigaspora margarita, Scutelospora
heterogama, Acaulospora  morroew, A. apendiculata e
Entrophospora sp. através dos padroes enzimadticos de
esterase, peroxidase, catalase, glutamato oxaloacetato
transaminase,  4lcool  desidrogenase e malato
desidrogenase. Dos sistemas analisados, foi possivel
detectar somente atividade de esterase para G.
margarita (MR 0,62 ¢ 0,57) e para S. heterogama (MR
0,16 ¢ 0,26).
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