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RESUMO

AZEVEDO, Lucas Carvalho Basilio de Azevedo. Avaliagio Fenotipica e
Molecular (PCR-RFLP) de Fungos Glomerales em Cafeeiro (Coffea arabica
L.). 2004. 69 p. Dissertagio (Mestrado em Solos e Nutrigio de Plantas) —

Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG".

A simbiose entre fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) e cafeeiro exerce
grande efeito no crescimento e nutrigao mineral das plantas, favorecendo o seu
desenvolvimento. Devido aos efeitos desta simbiose para o cafeeiro € importante
conhecer os aspectos da biologia dos FMAs quanto a identifica¢do dos isolados
presentes na rizosfera € a composicio da comunidade rizosférica e daqueles
fungos que de fato colonizam as raizes do cafeeiro. Neste trabalho, avaliaram-se
a ocorréncia e a colonizagdio de FMAs em cafeeiros inoculados com espécies
selecionadas e cultivados em solo natural, em condi¢des de casa de vegetagdo e
a campo, com insumos reduzidos. Em casa de vegetacao, inocularam-se os
cafeeiros com Gigaspora margarita e Acaulospora morrowiae, € a campo com
uma mistura de espécies de FMAs. Aqueles efetivamente colonizando as raizes
do cafeeiro cultivado com insumos reduzidos foram multiplicados a partir das
raizes em milho como cultura armadilha. A ocorréncia de FMAs micorrizagao
foi avaliada por caracterizagdo morfolégica e molecular dos esporos, pela
avaliagdo da colonizagdo por PCR-RFLP ¢ pela determinagdo da taxa de
colonizacdo em raizes. Em casa de vegetagcdo, as espécies mais freqiientes
observadas ap6s o crescimento por 188 dias foram da familia Acaulosporaceae,
enquanto que, na rizosfera de cafeeiros inoculados a campo, predominaram
espécies da familia Glomaceae e Acaulosporaceae. No bioensaio em casa de
vegetagdo, a maioria das espécies recuperadas do milho inoculado com raizes de
cafeeiro pertencia as familias Gigasporaceae e Glomaceae. Gl. geosporum e Gl.
mosseae foram observadas no solo rizosférico do cafeeiro a campo, mas ndo
foram recuperadas no bioensaio com milho. Conclui-se que os iniciadores de
amplificacdo de DNA especificos ACAU1660, GETUI, GETU2, GiITSlI,
GiITS2, VAACAU, VAGIGA e VANSI nio sado eficientes em detectar esses
fungos nas raizes do cafeeiro. A incculagdo aumentou a riqueza de espécies e
densidade de esporos no cafeeiro. Por PCR/RFLP, Scutellospora heterogama foi
detectada nas raizes, porém as espécies inoculadas G. margarita e A. morrowiae

* Comité Orientador: José Oswaldo Siqueira - UFLA (Orientador), Amaldo
Colozzi Filho - IAPAR.



ndo foram detectadas por esta metodologia, apesar de A. morrowiae ter sido
encontrada no solo. G. margarita e Gl. clarum, inoculadas no cafeeiro, foram
recuperadas na rizosfera do milho, comprovando sua coloniza¢@o no cafeeiro,
porém n3o foram observados na rizosfera. Gigasporaceae foi detectada por PCR
em raizes dos cafeeiros inoculados. Apesar de ter detectado alguns FMAs, a
técnica PCR/RFLP nao foi eficiente para estudar a ocorréncia destes simbiontes
nas raizes dos cafeeiros.
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ABSTRACT

AZEVEDO, Lucas Carvalho Basilio de Azevedo. Phenotyipic and Molecular
(PCR-RFLP) Evaluation of Glomerales Fungi in Coffee Tree (Coffea
arabica L.). 2004. 69 p. Dissertation (Master Program in Soil and Plant
Nutrition) — Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil".

The arbuscular mycorrhizal symbiosis in coffee plants has great effect on plant
growth and nutrition, and therefore favoring plant development. It is important
to know the biological aspects of the arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) with
regarding to the identification of rhizosphere isolate, AMF community
composition and, especially, those colonizing coffee roots. In the present study
AMF colonization was evaluated in coffee plants inoculated on natural soil
under greenhouse and under field condition with low input. In the greenhouse
coffee plants were inoculated with Gigaspora margarita and Acaulospora
morrowiae whereas in the field coffee seedlings inoculated at transplanting with
a mixture of AMF species. The AMF colonizing roots of inoculated plants under
field conditions were also multiplied in bioassay using maize as trap culture. The
presence of mycorrhiza was evaluated by morphological and molecular
characterization of spores in the soil, the detection of root colonization through
the use of PCR/RFLP techniques and by determination of colonization rate.
Under greenhouse conditions the most frequent species belong to the
Acaulosporaceae family. There was predominance of species of the Glomaceae
and Acaulosporaceae families in the rhizosphere of field soil. The majority of
the recovered AMF in maize bioassay belonged to the Gigasporaceae and
Glomaceae families. GI. geosporum and Gl. mosseae were not observed in the
bioassay with maize, although they have been recovered in the coffee
rhizospheric in the field. The specific primers for DNA amplification
ACAUI1660, GETUI1, GETU2, GiITSI1, GiITS2, VAACAU, VAGIGA e
VANSI1 were not efficient to detect AMF in coffee roots. The inoculation with
AMF increased the fungal species and spores density in coffee rhizosphere. The
PCR/RFLP were able to detect Scutellospora heterogama in coffee roots but the
inoculated species G. margarita ¢ A. morrowiae were not detected by this
technique, although spores of A. morrowiae was found in the soil. The
inoculated species G. margarita and Gl clarum were recovered by maize
trapping culture inoculated with coffee tree roots, therefore indicating their

* Guidance Committee: José Oswaldo Siqueira - UFLA (Major Professor),
Amaldo Colozzi Filho - IAPAR
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presence in coffee. These species were not recovered in the rhizosphera of field
soil planted with inoculated coffee plant. Gigasporaceae family was detected in
coffee tree roots by PCR/ RFLP. Although PCR/RFLP was able to detect some
AMF this technique was not eficient to study the occurrence of symbionts
colonizing coffee roots.
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1 INTRODUCAO

Micorrizas sdo associa¢des entre alguns grupos de fungos e vegetais, de
ocorréncia ampla e generalizada na natureza. Estas associagdes sdo geralmente
caracterizadas como uma simbiose mutualista, isto €, com beneficios para o
desenvolvimento tanto do fungo como da planta. Esses fungos conectam raizes
com solo, facilitando a aquisi¢do de nutrientes e dgua, promovendo melhoria no
estado nutricional e tolerdncia a estresses diversos. Em contrapartida, o fungo
recebe fotoassimilados e os fatores de crescimento de que necessita. Dentre estas
associagGes micorrizicas, destacam-se aquelas feitas por fungos do Filo
Glomeromicota, denominadas micorrizas arbusculares (MAs), que ocorrem na
grande maioria das plantas vasculares, incluindo quase a totalidade das culturas
de importancia econdmica, e a vasta maioria das espécies nativas dos trépicos.

Dentre as inlimeras espécies vegetais hospedeiras destes fungos,
destacam-se as culturas tropicais, como o cafeeiro, no qual a simbiose exerce
grande efeito no crescimento € na nutricio mineral das plantas, principalmente
quanto 2 nutri¢do fosfitica. As MAs aumentam a absor¢ao de nutrientes pouco
méveis no solo, como o fésforo, favorecendo todo desenvolvimento da planta,
melhoria no estado de hidratagio e reduzindo o estresse provocado pelo
transplantio (Cardoso, 1978; Saggin-Junior et al., 1995) e, assim, contribuem
para o estabelecimento destas no campo. Por isso, os fungos que formam as
MAs tém despertado muito interesse para a agricultura tropical, em que a
maioria dos solos apresenta baixos niveis de P e alta capacidade de fixagao deste
elemento, e tém sido objeto de muitos estudos no Brasil.

Alguns estudos apontam que os efeitos da inoculagdo com esses fungos
diminuem com o tempo e com o desenvolvimento das plantas no campo, de

modo que plantas adultas tornam-se colonizadas predominantemente por fungos



indigenas do solo que, invariavelmente, sio menos eficientes em promover o
desenvolvimento das plantas.

E importante conhecer os aspectos da biologia destes simbiontes quanto
3 identificag¢do dos isolados presentes na rizosfera, 8 composi¢do da comunidade
de FMAs e, em especial, aqueles que de fato colonizam as raizes do cafeeiro. Os
estudos sobre a dinimica e a taxa de colonizagdo das raizes pelos FMAs em solo
contendo comunidade diversa sio dificultados pela semelhanga entre hifas e
entre estruturas anatomicas dos fungos quando colonizam as raizes. Assim,
dentre as virias espécies de fungos que podem simultaneamente ser encontradas
na rizosfera do cafeeiro, é dificil determinar, pela avaliago da colonizagio e do
micélio interno, quais estio em simbiose com o cafeeiro. Técnicas
convencionais baseadas em estudos morfolégicos das estruturas produzidas
pelos fungos nas raizes tém contribuido de modo muito limitado para se
conhecer estes aspectos. A utilizagdo de novas técnicas experimentais, baseadas
em biologia molecular, tais como PCR (Polymerase Chain Reaction) acoplada a
RFLP (Restriction Fragment Lenght Polimorphism) permite a caracterizacdo de
parte do DNA de individuos isolados ou em comunidade e pode possibilitar a
caracterizagio destes fungos em vida livre no solo ou em simbiose no interior
das raizes.

Neste trabalho empregaram-se as técnicas fenotipicas ¢ de PCR-RFLP
para avaliar a ocorréncia e a colonizagao de FMAs em cafeeiros inoculados com
espécies selecionadas e cultivados em casa de vegetagao € a campo com insumos

reduzidos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Micorrizas arbusculares

As relagSes compativeis entre plantas e certos grupos de fungos do solo
s30 um fenémeno generalizado na natureza, conhecidas como micorrizas. Cerca
de 70% a 80% das plantas terrestres formam micorrizas arbusculares (MAs), as
quais sdo associagdes mutualistas entre as raizes da maioria das plantas
vasculares e os fungos da ordem Glomerales, pertencentes ao Filo
Glomeromicota (Schiibler et al., 2001b). Pela sua ampla distribui¢do mundial
nos ecossisternas (Smith & Read, 1997), as micorrizas arbusculares tém
importdncia destacada na estrutura da comunidade vegetal ¢ também por
ocorrerem em grande parte das espécies cultivadas pelo homem (van der
Heijden et al., 1998; Burrows & Pfleger, 2002; O’connor et al., 2002). Fortes
evidéncias denotam a evolucdo dos fungos micorrizicos arbusculares (FMAs)
conjuntamente com as plantas terrestres e seus respectivos estabelecimentos no
comeco da Epoca Devoniana, ha cerca de 400 milhdes de anos (Remy et al.,
1994). Fosseis de vegetais contendo organismos com estruturas
morfologicamente similares aos FMAs atuais foram encontrados e reforcam tal
hipétese. Provavelmente, as MAs evoluiram nos trépicos, mas foram
disseminadas por toda a superficie do planeta, devido a sua grande diversidade
de hospedeiros.

Conhecem-se diversos efeitos da micorrizagdo arbuscular sobre as
plantas simbiontes ¢ os principais sdo a melhoria do estado nutricional, maior
produgdo de substdncias de crescimento, maior taxa fotossintética, melhor
capacidade de adaptagdo ao meio, reducdo dos efeitos sofridos por estresses de
origem biética e abiética (Moreira & Siqueira, 2002), influéncia na atividade

enzimética como, por exemplo, o aumento de atividade de H*-ATPases e as H'-



Pirofosfatases na raiz (Ramos et al., 2002) e maiores atividades de redutase de
nitrato em mudas de cafeeiro micorrizadas (Konrad et al., 2002). H4 evidéncias
de que as micorrizas auxiliam na absorgao de dgua (Al-Karaki et al., 2004; Augé
et al., 2004; Sianchez-Blanco et al., 2004; Almeida, 1985), influenciando a
determinagdo de tolerancia 4 seca. A intensidade e a qualidade dos efeitos
ocorrem conforme o hospedeiro, o ambiente e o fungo, mas a nutricio do
vegetal é geralmente melhorada e, desse modo, aumenta a eficiéncia de
utilizagdo e conservagdo de nutrientes no agroecossistema. Os beneficios
nutricionais sio proporcionados pela maior absor¢ao de elementos minerais,
principalmente aqueles pouco méveis no solo, como o P, Zn e Cu (Colozzi-Filho
& Balota, 1994; Siqueira, 1996; Caldeira et al., 1983). Os beneficios da
micorrizagdo quanto & absorgdo de P decrescem com o aumento deste elemento
no substrato (Saggin-Jinior & Siqueira, 1996). Em plantas de cafeeiro
micorrizadas, os teores de N s3o geralmente reduzidos em relagdo aquelas onde
ndo se verifica tal simbiose, 0 que € atribuido ao efeito de diluigdo, pela maior
produgiio de massa dos vegetais micorrizados (Colozzi-Filho & Siqueira, 1986).
Em contrapartida, os fungos MAs recebem fotoassimilados e os fatores de
crescimento que necessitam para completar seu ciclo de vida, jé que tais fungos

sio simbiotréficos obrigatérios e somente conseguem se multiplicar na presenca

do hospedeiro.

2.2 Micorrizas arbusculares no cafeeiro (Coffea arabica L.)

A grande influéncia na nutrigdo inicial das mudas de cafeeiro pode ser
demonstrada pela necessidade de elevada concentragdo de P no solo para
promover desenvolvimento de plantas ndo inoculadas em mesmo nivel de
plantas inoculadas (Siqueira & Colozzi-Filho, 1986; Lopes et al., 1983; Habte &
Bittenbender, 1999), indicando aita dependéncia da planta aos FMAs para a
absor¢do deste nutriente (Lopes, 1985; Estrada & Sanches-De-Prager, 1995).



Entretanto, as informagdes sobre a ocorréncia de FMAs em cafeeiros néo-
inoculados (seja no viveiro ou apés estabelecimento no campo) e em produgdo
mostram a predominancia de espécies de baixa eficiéncia simbidtica que
ocorrem naturalmente no solo. Assim, muitas vezes, as espécies indigenas
(nativas) sdo mais eficientes em estabelecer simbiose, mas nio em promover o
desenvolvimento vegetal (Saggin-Jinior & Siqueira, 1996).

Quando se tem uma monocultura como o cafeeiro, hd a selegdo de
espécies de FMAs do sistema, em que as mais adaptadas permanecem ou
tomam-se dominantes. Mas, nem sempre os aspectos de adaptagdo da espécie ao
meio estdo ligados a eficiéncia em promover o desenvolvimento vegetal
(Johnson et al., 1992). Ji o aumento da diversidade vegetal pode elevar o
nimero de espécies de FMAs no sistema.

Conforme relata Colozzi-Filho (1999), o cultivo de leguminosas como
adubos verdes, intercalar ao cafeeiro, aumentou a densidade e diversidade de
FMAs no solo. Os ecossistemas naturais em equilibrio possuem alta diversidade
genética e de espécies. O cultivo agricola e suas praticas de mecanizagao,
adubagGes pesadas, aplicagdo de defensivos, etc., podem diminuir a diversidade
dos FMAs (Ricci et al., 1999). Pelo fato das lavouras cafeeiras sob cultivo
orgédnico ndo receberem adubacGes quimicas (principalmente fertilizagao de P),
nem fungicidas e outros pesticidas com efeitos negativos sobre fungos MAs,
elas podem apresentar maior densidade e diversidade desses fungos em relagdo
ao cultivo convencional (Ricci et al., 1999). De acordo com Douds Junior et al.
(1993), os sistemas de producgdo agricola organica apresentam maior potencial
de inéculo, mimero de esporos, colonizacdo radicular e diversidade de espécies
em relagdo aos sistemas convencionais. Em um trabalho com citros sob manejo
organico, Franga (2004) mostra maior diversidade de espécies de FMAs do que

sob manejo convencional.



As taxas de colonizagdo do cafeeiro por FMAs sdo influenciadas pelo
ambiente, pelo hospedeiro e pelo microssimbionte fiingico e variam em uma
ampla faixa que, segundo Saggin Junior & Siqueira (1996), pode variar, em
média, de 16% a 51% de colonizagdo micorrizica, em valores minimos e
maximos, respectivamente. Lopes et al. (1983a) relatam variagdo de 4% a 46%
de colonizagdo micorrizica no cafeeiro em amostras de solo rizosférico no
estado de Sdo Paulo. Fernandes & Siqueira (1989) relatam taxas de colonizagio
variando de 10% a 60% em cafeeiros da regido sul do estado de Minas Gerais.

Muitas espécies de FMAs que ocorrem no cafeeiro ja foram relatadas,
conforme dados de Saggin Junior & Siqueira (1996), Lopes et al. (1983a),
Balota (1989). Lopes et al. (1983a) identificaram 22 espécies de fungos MAs em
27 pontos de coleta de solo rizosférico em lavouras do estado de Sao Paulo.
Fernandes & Siqueira (1989) encontraram 36 espécies de FMAs em diversas
lavouras cafeeiras na regido sul do estado de Minas Gerais. Os dados de vérias
lavouras cafeeiras mostram a predomindncia de ocorréncia de espécies do
género Acaulospora, seguida de Glomus e, conforme Lopes et al. (1983a), que
analisaram vérias lavouras cafeeiras, relatam que espécies do género
Acaulospora estavam presentes em todas amostras, ¢ espécies dos géneros
Glomus e Gigaspora estavam, respectivamente, em 81,5% e 59,2% das amostras
analisadas.

Segundo dados de Saggin-Jinior; Siqueira (1996), as espécies de maior
ocorréncia no cafeeiro na regido sudeste sdo A. scrobiculata, A. morrowiae, A.
mellea, A. spinosa, Entrophospora colombiana, Gl. etunicatum e Gl.
fasciculatum, enquanto que espécies eficientes para 0 desenvolvimento do
cafeeiro, como G. margarita e Gl. clarum, sdo de baixa densidade relativa nas
amostras recuperadas do campo. De acordo com dados de Lopes et al. (1983a),
G. margarita nao foi encontrada em quaisquer dos 27 locais de amostragem em

cafeeiros no estado de Sio Paulo.



O emprego da inoculagdo com espécies de fungos selecionadas ¢ uma
das propostas para aumentar o indice de colonizagdo em mudas de cafeeiro com
espécies simbioticamente eficientes e, por conseqiiéncia, acelerar o crescimento,
melhorar o vigor das plantas na fase de formago, melhorar o estabelecimento e
aumentar a sobrevivéncia das mudas no campo (Saggin-Junior & Siqueira, 1996;
Colozzi-Filho et al., 1994; Siqueira et al., 1993). Pelo fato de estes fungos
serem simbiotréficos obrigatérios, precisarem de multiplicagdo in vivo e de
serem mantidos em vasos de multiplicagdo, se faz necessirio o estudo de
alternativas de inoculagdo com isolados de FMAs, visando aumentar também
sua eficiéncia simbidtica. Segundo Trindade (2000), fungo micorrizico
arbuscular eficiente é aquele que, em certas condigdes edaficas, tem capacidade
de sobreviver, colonizar o hospedeiro, competir com outros organismos,
produzir grande volume de micélio e, assim, estabelecer uma eficiente relagdo
mutualista com a planta. Estes pardmetros podem ser medidos pela produgio e
ou desenvolvimento vegetal.

Quando a inoculagdio é realizada em plantas em um substrato
esterilizado, os FMAs nio encontram dificuldades impostas por microrganismos
no solo em estabelecer a micorrizagao, ja que estes sao ausentes, proporcionando
melhores condi¢Ges para o vegetal. Porém, a Instrugdo Normativa n° 1, de 10 de
setembro de 2002, assinada em conjunto pelo Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento (MAPA), Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renoviveis (IBAMA) e Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitiria (ANVISA), determinou cronograma de eliminagdo do brometo de
metila para todos os seus usos até 31 de dezembro de 2006 no Brasil. Desse
modo, obriga a produ¢@o de mudas de cafeciro em substrato nao esterilizado. .

A saida para os produtores de mudas de cafeeiro € a produgdo sem o uso
de solo, em substratos comerciais e outros materiais isentos de agentes

fitopatogénicos, porém, com auséncia também de FMAs. Levando em



consideragio a dependéncia do cafeeiro pela micorrizagio para seu
desenvolvimento inicial e para aumentar a sobrevivéncia apds transplantio
(Colozzi-Filho et al., 1994), uma proposta € a inoculagdo de FMAs no cafeeiro
no momento do transplantio para o solo de produgao comercial, o qual possui
uma comunidade biolégica complexa. Em um solo natural ndo desinfestado,
como ocorre em plantas no campo ou simulando-se estas condi¢@es, a resposta
da planta em termos de desenvolvimento, quando inoculada com FMAs,
também depende da espécie, da forma de se inoculd-la e desta espécie conseguir
colonizar a planta em um ambiente mais competitivo. Portanto, € necessério
conhecer qual o comportamento de cada espécie de FMA introduzida no
cafeeiro sob as determinadas condi¢Ges impostas pelo ambiente 2 inter-relagao
fungo-hospedeiro-solo. ~ Balota (1989) mostra espécies inoculadas que
persistiram no solo por cinco anos e comenta que existem evidéncias de que hi
viabilidade da introdugido de espécie exética em condigdes de campo, em relagao
3 sua permanéncia na presenca de espécies indigenas potencialmente mais

adaptadas.

2.3 Genética de FMAs

Ainda existem muitas dividas a respeito da organiza¢ao genética dos
FMAs e ndo hé relatos da ocorréncia de reprodugio sexual nestes organismos.
No entanto, os FMAs tém apresentado variagSes no gene do RNA ribossomal
(RNAr) entre isolados da mesma espécie, dentro do isolado e, até mesmo,
variagdo dentro de um dunico esporo. Essa variagdo pode ser devido a
hibridiza¢do, 2 recombinagdo intragendmica ou ao acimulo de mutagdes ao
acaso. Como sdo fungos cenociticos (com hifas sem septos) e os esporos podem
ter até milhares de nicleos, primeiramente se propds que os FMAs possuiam
niicleos distintos dentro de um mesmo organismo (Kuhn, 2001) e, portanto,

sendo organismos heterocaridticos.



" Em trabalho mais recente, Palowska & Taylor (2004) mostram por meio
de andlises do gene do RNAr em progénies e seqiienciamento destes genes a
partir de nicleos isolados, que os FMAs possuem diferentes seqiiéncias dentro
de um esporo, mas que as mesmas seqiiéncias sdo encontradas em todos os
niicleos do mesmo esporo. Neste ultimo caso, estes fungos possuiriam nicleos
iguais dentro de um organismo, mas com diferencas nos genes de RNAr dentro
do niicleo, portanto, sendo seres homocariéticos. Stukenbrock & Rosendahl
(2005) propdem que podem haver espécies heterocaridticas e outras polipléides
(homocariose) ou, ainda, que existern aqueles genes com muiltiplas variantes
dentro de um esporo, enquanto outros genes se apresentam como unica variante.
Souza et al. (2004) encontraram evidéncias para a recombinagdo génica
por meio de anastomose de hifas entre fungos geneticamente compativeis dentro
do género Gigaspora, caracterizando uma recombinagdo parassexual. Segundo
Souza et al. (2004), “O recebimento de niicleos de outro fungo tornaria o
receptor heterocaribtico. A heterocariose € tipicamente instivel e pode levar a
fusdo de dois nicleos geneticamente distintos, gerando um organismo dipléide.
Posteriormente, este fungo pode perder cromossomos para retornar ao estddio
hapléide (Schardl & Craven, 2003)”. Os mesmos autores concluem que as
recombinagdes parassexual e intragendmica ¢ a acumulagdo casual de mutagdes
tém um importante papel na determinagdo de diversidade genética nesses,
supostamente, fungos assexuais. De acordo com Vandenkoornhuyse et al.
(2001), condigoes estressantes no solo levariam a maiores taxas do fendmeno de
recombina¢do, gerando mais diversidade na populagdio e tornando-a mais
resiliente.
Apesar dos recentes avangos no entendimento da organizagdo genética
dos fungos micorrizicos arbusculares, ainda hd muito para se conhecer sobre

material genético, com o objetivo do melhor entendimento da biologia destes



fungos, de sua dinimica populacional com conseqiiente implica¢@o na estrutura

da comunidade vegetal e produtividade dos sistemas naturais e agricolas.

2.4 Classificacgéio, deteccdo e identificaciio de FMAs

Os FMAs sdo classificados dentro do Filo Glomeromicota, na ordem
Glomerales, que compreende as seguintes familias: Paraglomeraceae,
Arcaheosporaceae, Geosiphonaceae, Acaulosporaceae, Diversisporaceae,
Gigasporaceae (géneros Gigaspora e Scutellospora) e Glomeraceae (Glomus
grupo 1 e Glomus grupo2) (Schiibler et al., 2001b). Existem aproximadamente
150 espécies de fungos glomeraleanos. '

O estudo da ocorréncia e da dindmica das populagdes de FMAs vem se
mostrando um desafio, pelo fato da identificagdo destes fungos ndo ser simples.
Sua taxonomia baseia-se, principalmente, em aspectos morfoldgicos dos
esporos, tais como cor, forma, estruturas e omamentagdo de paredes externas
(Schenck & Perez, 1987), as quais sdo afetadas pela fase de maturagio do fungo.
A produgdo de esporos e os seus caracteres morfol6gicos podem ser alterados
por variagdes do ambiente ¢ dependem do estddio fisiolégico do fungo e do
hospedeiro. Entretanto, até mesmo os esporos sauddveis podem trazer problemas
porque algumas espécies possuem €sporos com menos caracteristicas
morfolégicas para diferenciagio, como entre aquelas dos géneros Glomus
Tuslane & Tuslane e Paraglomus Morton & Redecker. Espécies dimdrficas
podem levar & confusao na identificagdo (Redecker et al., 2003).

Em determinadas situagdes, o FMA predominante na colonizagio pode
ndo esporular na mesma magnitude de sua colonizagdo, da mesma forma que
uma outra espécie de FMA pode estar presente em grande niimero de esporos no
solo, porém, sem uma colonizagio efetiva na planta. A dificuldade na

identificagio por morfoespécies torna-se ainda maior devido ao simbiotrofismo
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obrigatério que estes microrganismos apresentam, sendo impossivel, até o
momento, seu cultivo em meio de cultura.

Além da dificuldade de identificagdo tradicional dos esporos, de estudos
de dinamica populacional e eficiéncia simbidtica de FMAs, necessita-se da
identificagio dos fungos que realmente estdo colonizando as raizes. Com as
metodologias disponiveis, este conhecimento é limitado devido 3 grande
semelhanga entre o micélio das vérias espécies de FMAs. Assim, deve-se usar
culturas armadilhas onde sdo inoculadas as raizes colonizadas para identificagio
dos esporos que ai se formardo. Contudo, esta metodologia pode nao favorecer a
esporulagio de um ou outro fungo colonizante por efeitos de seletividade da
planta ou do meio, além de exigir certo tempo. Entretanto, as dificuldades da
identificagdo in-situ dos FMAs estdo sendo superado por técnicas de biologia
molecular (Stukenbrock & Rosendahl, 2005; Gadkar & Rillig, 2005; Isayenkov
et al., 2004; Redecker, 2003; Millner et al., 2001; Redecker, 2000, Colozzi-
Filho, 1999).

Além do DNA, outras moléculas, como dcidos graxos e isoenzimas, t€ém
sido analisadas visando identificagio, mas o seu uso € pequeno. Em comparagao
com essas moléculas, quando se analisa o DNA, tem-se a vantagem de ndo haver
interferéncias do ambiente e de expressdio génica. As técnicas de andlises
genéticas tém sido recentemente utilizadas na pesquisa com os fungos MAs ¢
tém permitido a identificacio de fungos internamente s raizes colonizadas,
além de caracterizagdo molecular de esporos de FMAs (Renker et al., 2003;
Colozzi-Filho & Cardoso, 2000). Tém também propiciado estudos com os genes
do vegetal e dos fungos expressos durante o desenvolvimento da simbiose
(Franken & Requena, 2001), a identificagio de genes homélogos em outras
espécies que ndo sejam FMAs (Requena et al., 2000), os estudos de evolugio ¢
filogenia (Souza et al., 2004; Morton & Redecker, 2001), a diversidade de
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populagdes (Giovannett et al., 2003) e outros resultados de trabalhos de pesquisa
recentes.

Aliada 3 taxonomia tradicional, a técnica da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR - polymerase chain reaction) permitiu grande avango no
estudo de genética e em técnicas de identificacdo molecular de organismos,
como o estudo de seqiiéncias nucleotidicas em fungos Glomerales para
estabelecer correta organizagio filogenética, como as novas familias
Archaeosporaceae e Paraglomaceae ¢ seus respectivos géneros, Archaeospora e
Paraglomus (Morton & Redecker, 2001). Também se tem conseguido a
identificagdio de FMAs, inclusive aqueles internos as raizes (Ishii &Loynachan,
2004; Colozzi Filho & Cardoso, 2000; Redecker, 2003).

Com o uso da PCR sdo possiveis andlises genéticas a partir de pequenas
quantidades de DNA pertencentes a organismos que ndo podem crescer
axenicalmente, como os FMAs. O uso de enzimas de restrigio de DNA apds a
PCR tem sido aplicado para diferenciar organismos ou isolados com o mesmo
padrio de bandas eletroforéticas de amplicons, mas com seqiiéncias de
nucleotideos diferentes. Giovannetti et al. (2003) conseguiram um padrao de
bandas tinico de PCR-RFLP da regido ITS do DNA ribossomal (DNAr) para
isolados de Glomus mosseae (Nicolson & Gerdemann) Gerdemann & Trappe, o
qual pdde ser utilizado para a diferenciagdo de organismos dentro da espécie
estudada. Redecker et al. (2003) também obtiveram padres de bandas de PCR-
RFLP a partir de DNA de esporos para comparagao com os produtos de digestdo
com as mesmas endonucleases sobre amplicons de raizes colonizadas.

Anilises de fragmentos de DNA amplificados pela técnica de PCR ¢
também aqueles resultantes de PCR-RFLP podem detectar seqiiéncias
gendmicas especificas e propdem a possibilidade da identificagao taxondmica
segura de FMAs, inclusive os fungos em colonizagdo efetiva nas raizes do

hospedeiro. Quase todos sistemas de identificagio de FMAs utilizam a regido do
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DNAr. Esta regifio estd presente em grande niimero de cépias no niicleo e possui
regies de seqiiéncias nucleotidicas bem conservadas, juntamente com regides
varidveis, o que permite diferenciar taxa de vdrios niveis.

Objetivando-se a identificagio de FMAs, na PCR podem-se empregar
oligonucleotideos iniciadores de amplificagio de DNA (primers) especificos
para familias, géneros ou espécies destes microrganismos e complementar a
separagio dos organismos em seus tixons com tratamento de endonucleases de
restricio. Os iniciadores de amplificacio de DNA GLOMS.8R, GIGAS.8R,
ACAU1660, ARCHI1311 ¢ LETC1670 foram desenhados para a amplificagao de
individuos das familias Glomaceae, Gigasporaceae, Acaulosporaceae,
Archaeosporaceae e para a espécie Glomus etunicatum, respectivamente
(Redecker, 2000). Os iniciadores VAGLO, VAACAU, VAGIGA e VALETC
foram desenhados para a amplificacio das familias Glomaceae,
Acaulosporaceae, Gigasporaceae, e para a espécie Glomus etunicatum,
respectivamente (Simon et al., 1993). Porém, pode ocorrer de que alguns
iniciadores ndo se alinhem com a seqiiéncia do DNA ribossomal de alguns
individuos (Schiibler et al., 2001a), o que pode levar a necessidade de utilizagao
de mais de um iniciador de amplificagdo para identificacao do fungo MA.

Considerando que a simbiose micorrizica arbuscular exerce grande
efeito para o desenvolvimento do cafeeiro em solo natural, é importante
conhecer a composi¢io da comunidade destes fungos, os aspectos da biologia
dos FMAs quanto a identificacdo destes na rizosfera e aqueles que, de fato,
colonizam as raizes do cafeeiro. Desse modo, neste trabalho avaliaram-se, por
meio das técnicas fenotipicas e de PCR-RFLP, a ocorréncia e a infectividade de
FMAs em cafeeiros inoculados com espécies selecionadas e cultivados em solo
natural, em condigGes de casa de vegetacdo e a campo cultivado com insumos

reduzidos.
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3 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado utilizando-se raizes e esporos de fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs), ambos coletados na rizosfera de cafeeiros
inoculados ou ndo com FMAs e cultivados em solo natural, sob condi¢io de
casa de vegetagdo e a campo conduzido hd dois anos sob manejo organico.
Complementarmente, parte das raizes provenientes de cafeeiros inoculados
conduzidos a campo foi utilizada como fonte de inéculo para a realizagio de um

bioensaio em casa de vegetagio, tendo o milho como planta hospedeira.

3.1 Micorrizac¢ao do cafeeiro inoculado em casa de vegetagdo

As raizes e esporos de FMAs foram coletados em plantas de cafeeiro e
solo provenientes de um experimento de inoculagao do cafeeiro em solo natural,
com diferentes tipos de inéculos de FMAs, conforme tratamentos descritos a
seguir: 1) controle (solo natural sem inoculagao); 2) suspensdo de esporos de
Gigaspora margarita Becker & Hall e 3) suspensdo de esporos de Acaulospora
morrowiae Spain & Schenck. O delincamento experimental foi inteiramente
casualizado com trés repeti¢des. O experimento foi conduzido em casa de
vegetagdo na estagdo experimental do Instituto Agronémico do Parané (IAPAR),
em Londrina, PR, no periodo de 29 de setembro de 2001 a 5 de abril de 2002.

O cafeeiro utilizado foi da variedade “Catuai Amarelo”, que foi
germinado em vermiculita estéril e transplantado para o solo no estidio de
“orelha de onga”. O solo utilizado foi coletado na camada de 0 a 20 cm de
profundidade, em érea de monocultivo prolongado de cafeeiro (8 anos),
localizada no municipio de Bela Vista do Paraiso, PR, cuja andlise quimica ¢
apresentada na Tabela 1. O solo foi acondicionado em vasos plasticos com

capacidade para 3,5 litros € nenhuma corregdo de acidez ou fertilizagao foi
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realizada. Este solo apresentou uma populagdo nativa de FMAs composta pelas
_espécies Entrophospora colombiana Spain & Schenck, Glomus etunicatum
Becker & Gerdemann e Glomus microagregatum Koske, Gemma & Olexia, com
densidade total de 12 esporos.50cm™.

A suspensdo de esporos de FMAs inoculada foi obtida por meio da
extragdo dos esporos de um vaso de multiplicagdo que tinha Brachiaria sp.
como planta hospedeira e as seguintes espécies de FMAs: Acaulospora
morrowiae Spain & Schenck, Archaeospora leptoticha (Schenck & Smith)
Morton & Redecke, Entrophospora colombiana Spain & Schenck, Gigaspora
margarita Becker & Hall, Glomus spurcum Pfeiffer, Walker & Bloss e

Paraglomus occultum (Walker) Morton & Redecker.

TABELA 1. Anidlise quimica do solo proveniente de lavouras conduzidas hé 8
anos com monocultivo de cafeeiro, em Bela Vista do Paraiso, PR,
utilizado no experimento.

PH C P K Al H+Al Ca Mg
dag.dm” — mg.dm” — cmol..dm™
4.3 1,904 5.2 46,8 1,01 7.2 1,17 0,69

Os esporos foram extraidos do solo por peneiramento tdmido e
centrifuga¢do (Gerdemann & Nicolson, 1963). Para a obteng@o da suspensdo de
esporos de G. margarita, estes foram extraidos do solo por centrifugagio em
dgua e recolhidos em peneira com malha de 0,105 mm, por meio de
peneiramento idmido. Os esporos retidos foram entio selecionados sob
microscépio estereoscépico, eliminando-se eventuais contaminantes e contados
para determinagdo da concentragio de esporos no indculo. Para A. morrowiae,

os esporos foram recolhidos na peneira com malha de 0,037 mm e, sob
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microscépio estereoscépico, separados por caracteristicas morfolégicas e
contados. O indculo foi colocado junto as raizes das plantulas de cafeeiro
usando-se pipetadores manuais graduados, no momento do transplantio. Nos
tratamentos com inoculacdo, aplicaram-se 2 mL da suspensdo in6culo.planta”,
contendo aproximadamente 150 esporos de cada espécie em cada tratamento.
Visando homogeneizar .a microbiota do solo, em todos tratamentos foram
aplicados 10 mL.vaso™ de um filtrado de solo do vaso de multiplicagdo fonte do
inéculo.

O experimento foi instalado e conduzido em casa de vegetagdo por 188
dias. As plantas receberam irrigagdo controlada por meio de pesagens dos vasos,
de modo a manter a umidade do solo em aproximadamente 60% da capacidade
de campo. Semanalmente, foi realizado rodizio dos vasos na bancada, com o
objetivo de eliminar a ocorréncia de efeitos ambientais sobre os tratamentos. Ao
final do periodo de crescimento, as plantas foram colhidas separando-se raizes e
parte aérea. O solo foi colhido e armazenado sob refrigeracao até sua utilizagao.
As raizes foram lavadas em 4gua, separando-se as mais finas para avaliacdo de
colonizagdo micorrizica e caracterizagdo molecular dos fungos que colonizavam
efetivamente as raizes, conforme descrito abaixo. Os esporos foram extraidos do
solo para determinagdo da esporulagdo e caracterizagio morfolégica e molecular

das espécies de FMAs presentes no solo, conforme descrito a seguir.

3.1.1 Avaliaciio da colonizacio micorrizica e dos fungos colonizantes
Para a avaliagio da colonizagio micorrizica do cafeeiro e a
caracterizagdo molecular dos FMAs internamente as raizes, foram coletados, em
diversos pontos das raizes, fragmentos de raizes finas, de modo a perfazer 2g por
planta. Estas raizes foram homogeneizadas ¢ divididas em duas porgdes de Ig
cada, que foram utilizadas uma para avaliagio quantitativa da colonizagdo

micorrizica e outra para estudos moleculares.
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Para a determinagio da colonizagiio radicular do cafeeiro por FMAs, as
raizes foram lavadas e imersas em KOH 10% por uma noite. Depois, foram
aquecidas a 60°C em KOH 10% por 10 minutos para clarificagﬁo.' Apés a
clarificagdo, coraram-se as estruturas fiingicas internas com azul de tripano
4cido, de acordo com Phillips & Hayman (1970) e analisou-se a colonizagio das
raizes sob microscépio estereoscépio, segundo Giovannetti & Mosse (1980).

Para os estudos de detec¢io molecular, extraiu-se 0 DNA de raizes de
cafeeiro selecionando-se 30 a 50 fragmentos de raizes com lcm de comprimento
que foram sonicados (tratamento com ultra-som) duas vezes na poténcia méxima
por cinco minutos em solugdo de peréxido de hidrogénio (H>O,) 10 mM para
eliminagdo de debris e solo aderidos externamente as raizes. Depois, foram
lavados em 4dgua estéril (destilada e autoclavada) e novamente sonicados como
ja descrito, mas na prépria dgua estéril. Para liberagio do DNA presente nas
hifas colonizantes, foi feita uma maceragdo dos fragmentos de raizes com um
micropildo apds adi¢do de 150 puL de tampédo TE (Tris-EDTA) e 40pL de resina
Chelex (Biorad®) 20%. O macerado foi, entio, submetido a 4 ciclos de
temperatura de +94°C e -20°C em banho-maria ¢ congelador, respectivamente,
para auxiliar a liberagdo do material genético em meio aos compostos dos
tecidos flingicos e vegetais ou, em protocolo alternativo, com a menor
temperatura a —180°C, em nitrogénio liquido. O sobrenadante coletado apés a
centrifugacdo a 10.000 rpm por 5 minutos foi utilizado em vdrias dilui¢cGes nas
reagGes de PCR ou, entdo, armazenados a —~20°C.

Para confirmar se as condi¢des da reagdo estavam corretas para se obter
amplificagdo do DNA fiingico presente internamente as raizes ¢ se 0 DNA
extraido de raizes colonizadas (em que a concentragio de DNA fiingico é muito
inferior a0 material genético vegetal e os compostos vegetais poderiam interferir
na reagao de amplificacdo), cada amostra de DNA extraido de esporos de A.

morrowiae, de G. margarita e de §. heterogama foi diluida em 1:10 e misturada
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em volume igual com um extrato cru de raizes de cafeeiro semeado e crescido
em vermiculita esterilizada e, portanto, sem colonizagao micorrizica. O extrato
destas raizes foi obtido como descrito anteriormente para a obten¢io de extrato
cru das raizes de cafeeiro crescidos em casa de vegetagao sobre solo natural ndo
desinfestado. O material resultante dessa mistura (extrato de esporos de FMAs +
extrato de raizes sem colonizagao — ERSC) foi utilizado em PCR. Os produtos
de PCR obtidos foram comparados com aqueles amplicons obtidos de esporos e
de raizes colonizadas.

A reacgdo de amplificagao (PCR) constituiu-se de 2,5 pl de extrato cru
contendo DNA de raizes nas diluicdes 1:1 (sem diluigdo), 1:10, 1:160 e 1:1000,
adicionados 2 solugdo de reagio para um volume final de 25pul. A concentracdo
final na reacdo foi de 125 uM de cada dNTP (desoxinucleotideo trifosfato),
0,5uM de cada oligonucleotideo de iniciagio de amplificagdo de DNA
(iniciadores de amplificagdo), 5,0 mM de MgCl,, utilizando | unidade (U) de
enzima Taq DNA polimerase e mais o tampao, fornecido pelo fabricante
juntamente com a enzima, na concentragio final de 1X. Para amplificacao e
andlise dos fragmentos de DNAr proveniente das raizes utilizou-se a técnica de
nested PCR ou amplificagdo aninhada, em que, primeiramente, amplifica-se uma
regiio maior, para, na segunda PCR, utilizar os iniciadores da regido alvo. Os
produtos de PCR da primeira reagao foram diluidos 100 vezes ¢ utilizados como
amostras para a amplificagdo na segunda PCR. Os iniciadores e suas seqiiéncias
de nucleotideos utilizados sdo mostrados na Tabela 2.

Na primeira amplificagio da regido dos ITS foram usados os iniciadores
de amplificagio ITS1 ou NS51 em conjunto com ITS4. Na segunda etapa da
nested PCR, utilizaram-se os iniciadores especificos da regido dos ITS para
Gigaspora margarita: GiITS1 e GiITS2 combinados. Para a familia
Gigasporaceae, utilizou-se o conjunto GIGA5.8R combinado com ITS1; para a

familia Acaulosporaceae, os iniciadores ACAU1660 ¢ ITS4 e os iniciadores
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especificos para Glomus etunicatum GETUI e GETU2. A primeira reacao para
nested PCR visando a amplificacdo do inicio da regido 18S foi feita utilizando-
se 0 conjunto de iniciadores VANS | e NS41. Na segunda PCR, quando se
objetivou amplificar a regido alvo, foram utilizados os iniciadores para
Gigasporaceae VAGIGA combinado com VANSI. Também foram empregados
iniciadores para amplificacio da familia Acaulosporaceae: VAACAU em
conjunto com VANS 1. O esquema de localizacdo de anelamento dos iniciadores

pode ser visto na Figura 1.

TABELA 2. Oligonucleotideos iniciadores de amplificacdo de DNA utilizados,
suas respectivas seqiiéncias nucleotidicas e referéncias.

Oligonucleotideo Segiiéncia nucleotidica Referéncia
ACAU1660 5°-tga gac tct cgg atc ggg-3~ Redecker (2000)
GETU1 57-gta ttc aaa acc cac act-3° Millner et al. (2001)
GETU2 5’-ctc atc aag caa tta cga-3” Millner et al. (2001)
GIGAS5.8R 5'-act gac cct caa gca tgt g-3' Redecker (2000)
GilTS1 5’-tga ggt att tta tac ctc ttg-3° Lanfranco et al. (1999)
GilTS2 5’-acg ctt cac att aca taa cc-3’ Lanfranco et al. (1999)
ITS1 5"-tcc gta ggt gaa cct geg g -3° White et al. (1990)
1TS4 57-tcc tee get tat tga tat ge-37 White et al. (1990)
ITS5 57-gga agt aaa agt cgt aac aag g-3’ White et al. (1990)
NS41 5’-ccc gtg ttg agt caa att a-3” Simon et al. (1992)
NS51 5°-ggg gga gta tgg tcg caa ggc-3° Simon et al. (1992)
VAACAU 5'-tga ttc acc aat ggg aaa ccc ¢-3” Simon et al. (1993)
VAGIGA 57-tca cca agg gaa acc cga agg-3' Simon et al. (1993)
VANS 1 5'-gtc tag tat aat cgt tat aca gg-3' Simon et al. (1993)
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FIGURA 1. Representagiio da regido do DNA ribossomal e os locais de anelamento dos iniciadores de amplificagéo
(indicados como setas) utilizados em raizes de cafeeiros e esporos de fungos micorrizicos arbusculares.
Adaptado de White et al. (1990), Simon et al. (1992), Simon et al. (1993), Lanfranco et al. (1999), Redecker
(2000) e Millner et al. (2001).



T S SO e e ani b

O DNA foi amplificado empregando-se um termociclador PTC-100 da
MIJ Research®. O programa para a primeira etapa de amplificag¢do foi 95°C por 3
minutos para desnaturacdo inicial e 40 ciclos de 1 minuto e 30s a 94°C para
desnaturagdo, 40 segundos a 54°C para anelamento, 1 minuto a 72°C para
extensio da fita por meio da polimerizagio de nucelotideos, seguidos de 3
minutos a 72°C para extensdo final. Para a segunda rea¢do, com iniciadores da
regido alvo, o programa foi 60°C por 3 minutos. 95°C por 3 minutos, seguidos de
5 ciclos de 95°C por 30 segundos, 60°C por 35 segundos e 72°C por 1 minuto e
30 segundos; depois seguiram 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 60°C por 40
segundos, 72°C por 1 minuto e 30 segundos; e uma etapa de extensdo final a
72°C por 5 minutos. Em todos os ensaios foram utilizados tratamentos controle,
com adi¢do de dgua ao mix (= solucdo com todos reagentes para a amplificacio
por PCR) em vez de amostra de DNA. Depois de corrido o programa da segunda
etapa de nested PCR, o material foi submetido a eletroforese em gel de agarose
1,0%, por 2 horas a 110 volts. O tampao utilizado para a eletroforese foi o TBE
(Tris-Acido Bérico-EDTA) 1X. O gel foi corado com brometo de etideo, sendo a
visualizacao feita sob luz ultravioleta (UV). A analise e a determinag¢do do
tamanho dos fragmentos de DNA, em pares de nucleotideos amplificados e a
foto-documentacdo do gel foram feitas com o sistema Kodak Digital Science®.

Para diferenciar os amplicons obtidos com os iniciadores de amplificagao
de DNA de raizes de cafeeiro inoculadas com aqueles obtidos das amostras de
esporos de G. margarita e S. heterogama, € obter uma caracterizacao mais
segura do DNA fiingico interno as raizes amplificado, o material amplificado foi
digerido com as enzimas MBO I, ECO RI e HAE IIl. Na reagdo de restricao
foram utilizados 10uL do produto de PCR, soro-albumina bovina, cinco
unidades (U) da endonuclease e mais o tampao fornecido junto com as enzimas.
A digestao realizou-se a 37°C por uma noite. Depois, o material resultante da

digestao foi submetido a eletroforese e fotografado.
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Para melhor caracterizar molecularmente o material amplificado de
raizes, os amplicons resultantes da PCR foram submetidos ao seqiienciamento.
Para tanto, as amostras foram purificadas com acetato de amonio (7,5M). Depois
de ressuspendido as amostras foram diretamente utilizadas em reagdo de PCR
para o seqiienciamento. O seqiienciamento foi realizado no ABI PRISM DNA

Sequencing (Perkin Elmer®).

3.1.2 Caracterizacao fenotipica e molecular dos esporos de FMAs

Os esporos foram extraidos do solo por peneiramento tmido, conforme
Gerdemann & Nicolson (1963), centrifugados a 3000 rpm por 3 minutos em
dgua e por duas vezes em sacarose 50% a 2000 rpm por 2 minutos, coletando-se
o sobrenadante depois de cada centrifugacdo. Os esporos recolhidos foram
submetidos ao ultra-som por 5 segundos e transferidos para placas de petri para
serem observados e contados sob microscépio estereoscopio (40 X). A
caracterizacio morfoldgica dos esporos de FMAs foi feita em laminas, por meio
de observacio em microscépio Gptico composto. Visando tal observagdo, os
esporos foram coletados de placas de petri e fixados em laminas com PVLG
(polivinil-dlcool-glicerol) e PVLG com corante de Melzer (50% v/v). A
identificacio de géneros e de espécies foi feita baseando-se em critérios
morfolégicos dos esporos, conforme descrito em Schenck & Perez (1987) e
Morton & Benny (1990).

A ocorréncia foi determinada pela presenca ou auséncia das espécies na
amostra. Com os resultados de ocorréncia e de esporulagdo em maos, calculou-se
a fregiiéncia de ocorréncia de cada espécie por amostra, dividindo-se o niimero
de amostras em que cada espécie estava presente pelo nimero total de amostras,
e esse resultado foi multiplicado por 100 para transformar o dado em
percentagem. Desse modo, a freqiiéncia de ocorréncia (%) de uma espécie retrata

a percentagem de amostras de solo com cafeeiro crescido em casa de vegetacao
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que apresentam tal espécie.

Para comparagdo com os amplicons obtidos de raizes inoculadas,
realizou-se a caracterizagdio molecular de A. morrowiae, G. margarita ¢ S
heterogama provenientes do vaso de multiplicagdo que foi a fonte de indculo
para as mudas de cafeeiro. Esporos de A. morrowiae, G. margarita e §
heterogama foram separados do solo com peneiramento Umido e centrifugagio
em sacarose (50%), conforme descrito acima para extracao de DNA e uso em
PCR e PCR-RFLP.

Os esporos, em nimero de cinco a vinte, foram tratados por cinco vezes
durante 15 segundos com ultra-som na poténcia méaxima, em dgua estéril
ultrapura (destilada, tratada em purificador Millipore® e autoclavada). Em
seguida, foram quebrados em uma gota de SpL de tampdo 10X da enzima Taq
Polymerase (Invitrogen®). Os esporos foram transferidos para tubos de 0,6 mL,
adicionando-se 40 puL de TE (Tris EDTA) mais 10 pL de resina Chelex
(Biorad®). Em seguida, a suspensdo contendo os esporos quebrados e seu
contetido foi submetida a quatro choques térmicos de 70°C a -20°C (ou a -180°C
em nitrogénio liquido) por cinco minutos em cada uma das temperaturas.
Coletou-se o sobrenadante ap6s centrifugacdo a 10.000 rpm por cinco minutos,
para o uso em PCR a seguir ou, entdo, estocagem a —20°C.

Para esporos de A. morrowiae, além do descrito acima, também foram
utilizados dois protocolos alternativos que foram:

1 - Sessenta a cem esporos, apés sonicacdo e enxdgile com dgua estéril,
foram adicionados a um tubo de 0,6 mL contendo 40 uL de TE (Tris EDTA)
mais 10 pL de resina Chelex (Biorad®). Apés centrifugacio a 13.200 rpm, os
esporos foram macerados com micropildo e submetidos a 4 ciclos de choque
térmico a 75°C e —20°C. O sobrenadante resultante da centrifugagido a 10.000
rpm por 5 minutos foi coletado e utilizado imediatamente em PCR ou, entdo,
estocado a -20°C.
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2 — Sessenta esporos de A. morrowiae foram limpos como descrito acima
e quebrados em dgua com micropildo. O extrato cru foi submetido ao protocolo
adaptado e o DNA extraido com o kit de extracio de DNA do solo do fabricante
Mobio®. A excegdo foi a auséncia do passo de agitagdo inicial em silica por 10
minutos. Aliquotas da solucao final foram diluidas, sendo usadas imediatamente
na reacdo de PCR ou, entdo, armazenadas a =20°C para uso posterior.

A reacdo de amplificacdo (PCR) constitui-se de 2,5 ul de extrato cru
contendo DNA de esporos diluido 1:10 e adicionados a solu¢do de rea¢do para
um volume final de 25uL, com as mesmas concentracoes das reacdes para raizes.
Os produtos de PCR da primeira reacdo foram diluidos 100 vezes e utilizados
como amostras para a segunda amplificacdo na PCR. Para os esporos, na
primeira amplificacio da regido dos ITS, foram usados os iniciadores de
amplificagdo de DNA ITS1 ou NS51, em conjunto com ITS4. Para esporos de G.
margarita e a mistura de ERSC desta espécie, na segunda etapa da nested PCR,
utilizaram-se os iniciadores especificos da regido dos ITS, GIITSI e GilTS2
combinados. Para a familia Gigasporaceae (G. margarita e S. heterogama),
utilizou-se o conjunto GIGAS.8R combinado com ITSI1 (Figura 1) e, para
esporos de A. morrowiae, os iniciadores ACAU1660 e ITS4. A primeira rea¢ao
para nested PCR visando a amplificagdo do inicio da regido 18S foi feita
utilizando-se o conjunto de iniciadores VANS 1 e NS41. Na segunda PCR,
quando se objetivou amplificar a regido alvo, foram utilizados os iniciadores em
G. margarita e S. heterogama, VAGIGA, combinado com VANSI. Na espécie
A. morrowiae foram empregados iniciadores VAACAU em conjunto com VANS
L

Para a mistura de DNA de esporos com extrato de raizes ERSC, além das
condigdes de amplificagdo descritas acima, também se empregou a concentragao
final na reacio de 200 uM de cada dNTP, 1uM de cada oligonucleotideo de

iniciagio de amplificacdo e 2 mM de MgCl,. Neste caso, o programa de
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amplificagio em termociclador para a primeira ¢ segunda etapa da nested PCR
foi o mesmo da etapa inicial das condicdes de amplificagdo descritas, com
temperatura de anelamento de 54°C.

Apés amplificagio, o material foi submetido 2 eletroforese em gel de
agarose 1,0% para ser visualizado sob luz ultravioleta (UV). Os amplicons
provenientes das amostras de esporos € mistura esporos com raizes sem
colonizagdo (ERSC) foram tratados com enzimas de restrigio de DNA, de
acordo com o descrito no item 3.1.1. Os amplicons resultantes da PCR de
esporos de FMAs foram submetidos ao segiienciamento, assim como as amostras

de produtos de PCR de raizes (item .3.1.1).

3.2 Micorrizacdo do cafeeiro inoculado e cultivado a campo com insumos
reduzidos

Avaliou-se a micorrizagdo do cafeeiro pela determinagio da colonizagdo
radicular, pela caracterizagdo morfolégica das espécies de FMAs presentes na
drea apds 4 anos da inoculagdo e da populagdo destes fungos efetivamente
colonizando as raizes pelo do uso de raizes como in6culo em um bioensaio tendo
o milho como planta hospedeira, ¢ pela caracterizagio molecular de fungos
colonizantes das raizes do cafeeiro crescendo a campo por PCR-RFLP.

A lavoura localiza-se na Fazenda Nomura, uma propriedade particular
situada no municipio de Bandeirantes, PR. As mudas de cafeeiro “Catuaf
Vermelho” foram transplantadas para o campo e incculadas em outubro de 2000.
Desde o ano de 2002 a lavoura estd em transi¢do para cultivo orgénico, com
vistas 2 certificagdo e, desde entdo, ndo recebe adubagdo quimica ou aplicagio de
defensivos agricolas. Dessa forma, os cafeeiros sdo cultivados com baixo niveis
de insumos hd dois anos. A andlise quimica do solo realizada no ano 2000 é

apresentada na Tabela 3. Nesta lavoura 0 manejo das ervas que crescem na
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entrelinha é realizado por meio de rogagem mecénica, visando n3o deixar o solo

descoberto e, concomitantemente, impedir a competi¢do do mato com a cultura.

TABELA 3. Andlise quimica do solo sob lavoura cafeeira com insumos
reduzidos da Fazenda Nomura, no municipio de Bandeirantes, PR

pH C P K Al H+Al Ca Mg
dag.dm”® —mgdm®— ——— cmol.dm™

6,0 2,7 296 9360 0,00 397 135 3,68

Por ocasido da implantagdo da lavoura, no segundo semestre de 2000,
mudas transplantadas em uma 4rea de | ha foram inoculadas no momento do
transplantio para o campo, com solo inéculo contendo uma mistura de FMAs. O
solo in6culo, que continha 166 esporos.50 g" de solo em média de 10 contagens,
era composto de uma mistura de espécies de FMAs origindrias da Colegdo de
Fungos Micorrizicos Arbusculares do IAPAR. O in6culo continha esporos das
seguintes espécies: Acaulospora morrowiae, A. scrobiculata, Gigaspora
margarita, Glomus clarum, Gl. geosporum e Gl. mosseae. O solo inculo foi
adicionado nas covas no momento do transplantio das mudas produzidas em
tubetes.

Em junho de 2004, no talhdo de 1 ha onde as mudas foram inoculadas no

transplantio h4 4 anos, coletaram-se seis amostras aleatrias de solo rizosférico e
raizes na projegio da copa dos cafeeiros. Os esporos foram extraidos do solo
para levantamento de espécies que ocorrem no campo pela caracteriza¢ao
morfoldgica baseada nos esporos. Das amostras coletadas na rizosfera foram
separadas raizes do cafeeiro para avaliagdo de coloniza¢ao radicular e para uso
como inéculo em cultura armadilha, visando a condugdo de um bioensaio para a

multiplicagdo das espécies de FMAs presentes no interior das raizes. Além das
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amostras da 4rea cultivada com cafeeiros inoculados, coletou-se uma amostra de
solo e raizes em um cafeeiro cultivado em drea vizinha, na qual as mudas ndo
receberam in6culo no transplantio, mas também estd sob cultivo organico hd dois

anos.

3.2.1 Avaliaciio da colonizagiio micorrizica e dos fungos colonizantes

A determinagdo da colonizag@o micorrizica foi feita conforme jé descrito
no item 3.1.1. O solo coletado dos vasos com milho como cultura armadilha, e
que foi inoculado com as raizes dos cafeeiros inoculados e cultivado com baixos
niveis de insumo, foi utilizado para extracio de esporos visando sua
caracterizagio morfolégica, conforme descrito no iten 3.1.2. Assim, foram
avaliadas as espécies de FMAs que esporularam em cada vaso, para se obter a

riqueza de espécies que colonizavam o cafeeiro a campo.

TABELA 4. Anilise quimica do solo utilizado no bioensaio para multiplicacdo
de FMAs a partir de inoculagdo em plantas de milho de raizes de
cafeeiros inoculados com fungos micorrizicos € cultivados a campo
com baixa utilizagdo de insumos.

pH C P K Al H+Al Ca Mg
dagdm”® —mgdm®— ——cmol.dm’

39 0,549 0,7 11,7 0,99 49 029 0,13

Para se recuperar as espécies de FMAs que colonizavam as raizes do
cafeeiro do campo, realizou-se um bioensaio em casa de vegetag@o. Utilizaram-
se as raizes provenientes das amostras de solo rizosférico coletados nos cafeeiros
inoculados, sob cultivo comercial com insumos reduzidos, como in6culo para

multiplicagdo de FMAs em milho (Zea mays L.) cultivar IPR114, sendo este
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utilizado como cultura armadilha. As sementes de milho foram desinfestadas
deixando-as por um minuto em &lcool etilico 92,8° IPNM (92,8% v/v), seguido
de um minuto em hipoclorito de sédio (NaOCl) 6%. O substrato utilizado para o
crescimento das plantas foi um solo proveniente do municipio de Arapongas, PR,
desinfestado com brometo de metila e com as caracteristicas quimicas descritas
na Tabela 4. Um grama de raiz do cafeeiro inoculado com FMAs e conduzido a
campo foi utilizado como indculo em vasos contendo 1kg de solo desinfestado.
As raizes frescas foram adicionadas e espalhadas em uma camada estreita e
cobertas com terra e com as sementes de milho. O ensaio constou de trés
repeticdes para cada amostra do campo, com delineamento experimental
casualizado. Apds duas semanas, os milhos foram desbastados para ficarem duas
plantas por vaso. Os vasos foram irrigados diariamente, de modo a manter a
umidade em aproximadamente 60% da capacidade de campo. Apds 110 dias da
semeadura, as plantas foram colhidas ¢ o solo amostrado para avaliagdo da
esporulacdo e da diversidade de FMAs.

Além do protocolo de extragdo de DNA descrito no item 3.1.1, nas
amostras de raizes do campo sob produgio com insumos reduzidos também foi
utilizado, em protocolo adaptado, o kit de extragio de DNA do solo do fabricante
Mobio®. Para tanto, apés o passo de limpeza com peréxido de hidrogénio
(H,0,) e tratamento com ultra-som, as amostras de raizes foram previamente
maceradas em tubos de 1,5 mL, com emprego de micropildo. O extrato das
raizes foi adicionado aos tubos do kit comercial contendo solugdo para extragio
de DNA. A partir dai seguiu-se o protocolo do kit, com excegdo do passo de
agitagdo inicial em silica por 10 minutos. Aliquotas da solugdo final foram
diluidas, sendo usadas imediatamente na reagdo de PCR ou, entao, armazenadas
a -20°C para utilizagdo posterior.

Para as raizes de cafeeiros do campo sob produgdo com baixa utilizagao

de insumos, além dos iniciadores de amplificagio e das condigdes de
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amplificagdo descritas em 3.1.1, também se procedeu da seguinte maneira: a
PCR constituindo-se de 2,5 pl de extrato cru contendo DNA de raizes nas
diluigdes 1:1, 1:10, 1:100 e 1:1000, adicionados & solugdo de reagdo para um
volume final de 25ul. A concentragio final na reagdo foi de 200 UM de cada
dNTP, 1uM de cada oligonucleotideo de iniciagio de amplificagdio de DNA
(primer), 2 mM de MgCl,, | unidade (U) de enzima Taq DNA polimerase e mais
o tampdo, fornecido pelo fabricante juntamente com a enzima, na concentragao
final de 1X. Na amplificagdo da regido dos ITS, foram usados os iniciadores de
amplificagfio ITS4 e ITS5 na primeira PCR. Na segunda amplificagio, utilizou-
se o conjunto GIGAS.8R e ITSS, os iniciadores GilTS1 e GilTS2 combinados
(Figura 1) e GETUI e GETU2.

O programa de amplifica¢do em termociclador para a primeira etapa da
nested PCR foi o mesmo da etapa inicial das condi¢des de amplificacdo descritas
no item 3.1.1. J4 no segundo passo, foi utilizado o programa de amplificagdo:
95°C por 3 minutos, seguidos de 5 ciclos de 95°C por 30 segundos, 60°C por 35
segundos e 72°C por | minuto e 30 segundos; depois seguiram 30 ciclos de 95°C
por 30 segundos, 54°C por 40 segundos, 72°C por I minuto e 30 segundos; e
uma etapa de extensdo final a 72°C por 5 minutos. Em todos os ensaios foram
utilizados tratamentos controle, com adi¢ao de 4gua em vez de amostra de DNA.
As condig¢des de eletroforese, visualizagdo e andlise do gel foram as mesmas
descritas no item 3.1.1. Os amplicons resultantes da PCR foram submetidos ao
seqiienciamento, conforme descrito no item 3.1.1. Os esporos foram extraidos do

solo, conforme Gerdemann & Nicolson (1963) e descrito no item 3.1.2.
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3.2.2 Caracterizagio fenotipica dos esporos de FMAs

A caracterizagio morfolégica dos esporos extraidos a campo foi
realizada conforme descrito no item 3.1.2.

Foram avaliadas as freqiiéncias de ocorréncia de cada espécie de FMA
nos cafeeiros inoculados do campo e também aquelas espécies multiplicadas em

milho inoculado com raizes desses cafeeiros.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudos em casa de vegetaciio — avaliaciio fenotipica

Mudas de cafeeiros inoculadas com G. margarita apresentaram maior
colonizagiio micorrizica (33%) em relagio aquelas sem inoculagdo. Estas, ainda
assim, apresentaram elevada colonizagio (21%), evidenciando a infectividade
natural do solo. Cafeeiros inoculados com A. morrowiae apresentaram taxa de
colonizagdo intermedidria (24%). Virios trabalhos com FMAs nesta planta
indicam a ocorréncia de uma grande amplitude nas taxas de colonizagio
micorrizica. Segundo Saggin-Junior & Siqueira (1996), a colonizagdo
micorrizica em cafeeiro varia de 0% a 88%, tendo a média analisada nos vérios
trabalhos sido de 33,5%. Siqueira & Colozzi-Filho (1986) indicam que, por
volta de 20% - 30% de colonizagdo micorrizica, os FMAs exercem efeito
benéfico no crescimento do cafeeiro. Desse modo, embora estes valores sejam
relativos e influenciados pela planta, pelo fungo e também por fatores
ambientais, tais como temperatura, umidade e fertilidade do solo, a colonizagao
das mudas inoculadas com G. margarita estd acima deste valor, ¢ as mudas sem

inoculagdo e inoculadas com A. morrowiae estao dentro desta faixa de valor

(21% e 24%, respectivamente).
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A inoculagio e o crescimento do cafeeiro promoveram a esporulagao e
aumentaram a riqueza de espécies dos FMAs (Figura 2 e Tabela 5). A densidade
relativa de esporos de cada espécie de FMAs também mudou com a inoculagdo.
No solo com plantas inoculadas com G. margarita, observaram-se sete espécies
de FMAs ap6s 188 dias de crescimento: A. mellea, A. morrowiae, A.
scrobiculata, Entrophospora colombiana, Gl. diaphanum, Gl. microaggregatum
e Gl. microcarpum. No solo com mudas inoculadas com A. morrowiae,
observaram-se 10 espécies: A. laevis, A. mellea, A. morrowiae, A. scrobiculata,
Acaulospora  sp, Entrophospora colombiana, Gl. diaphanum, Gl
microaggregatum ¢ Gl. microcarpum, §. calospora e S. heterogama, enquanto
no solo com cafeeiro sem inoculagdo, apenas 6 espécies de FMAs foram
recuperadas: A. mellea, A. scrobiculata, Entrophospora colombiana, Gl.
microaggregatum, Paraglomus occultum e S. heterogama (Tabela 5).

Desse modo, a inoculagdo de G. margarita ¢ o crescimento do cafeeiro
por 188 dias promoveram a esporulagdo de A. morrowiae, Gl. diaphanum e Gl.
microaggregatum ¢ ndo promoveram a esporulagio de P. occultum ¢ S.
heterogama. O inéculo com A. morrowiae ¢ o crescimento do cafeeiro
promoveram a esporulagio de A. laevis, Acaulospora sp., Gl. diaphanum, GL.
microaggregatum ¢ S. calospora ¢ ndo promoveram a esporulagdo de Gl
microcarpum ¢ P. occultum. Observa-se, na Tabela 5 e Figura 2, que o
crescimento do cafeeiro, conjuntamente com a inoculagio, tanto de G. margarita
como de A. morrowiae, promoveu, principalmente, a esporulagio de Gl

microaggregatum, A. mellea e A. morrowiae.
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FIGURA 2,

O Acaulospora laevis

B A. mellea

0O A. morrowae

O A. scrobiculata

W Acaulospora sp.

@ Entrophospora colombiana
B Glomus diaphanum

O GI. microaggregatum

O GI. microcarpum

O Paraglomus occultum
@ Scutellospora calospora

O S. heterogama

1

Densidade relativa’ de esporos por espécies de fungos
micorrizicos arbusculares em cafeeiros ndo inoculados ou
inoculados apds 188 dias do transplantio. (A) Cafeeiros ndo
inoculados. (B) Cafeeiros inoculados com Gigaspora
margarita. (C) Cafeeiros inoculados com A. morrowiae. 1 —
Densidade relativa = (n° de esporos da espécies/n® de esporos
do tratamento)x100. O ntimero entre parénteses representa a
densidade de esporos.1 50cm™,



TABELA 5. Densidade de esporos de fungos micorrizicos em cafeeiros ndo
inoculados ou inoculados com Gigaspora margarita ¢ A.
morrowiae, em casa de vegetagio.

Nio inoculado G. margarita A. morrowiae

Espécies Densidade de esporos(n® de esporos.150cm™)
Acaulospora laevis - - 1
A. mellea 1 8 8
A. morrowiae - 3 14
A. scrobiculata 3 2 5
Acaulospora sp. - - 1
Entrophospora
colombiana 2 1 3
Gigaspora margarita - - -
Glomus diaphanum - 1 1
G. etunicatum - - -
G. microaggregatum 1 46 81
G. microcarpum - 1 -
Paraglomus occultum 1 - -
Scutellospora calospora - - 2
S. heterogama ] - 1
Total 9 62 117

Apesar de ter sido inoculado G. margarita, nao foram encontrados
esporos deste fungo no solo apdés 188 dias (Tabela 5 e 6). Pela conhecida
eficiéncia de G. margarita para o desenvolvimento do cafeeiro (Lopes et al,,
1983b; Colozzi-Filho & Siqueira, 1986), pela maior produgdo de matéria seca e
crescimento em altura das plantas inoculadas com esporos desta espécie
(Azevedo, 2003) e pelo fato das outras espécies presentes no solo do
experimento serem reconhecidamente de baixa eficiéncia para o cafeeiro
(Saggin-Jinior & Siqueira, 1996), deduz-se que G. margarita foi capaz de
promover alta coloniza¢do ¢ maior desenvolvimento das plantas, porém, ndo

foram recuperados esporos no solo onde foram inoculados, no periodo avaliado.
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Também ndo foram recuperados esporos de Gl etunicatum, que estavam
presentes no solo antes do crescimento nos vasos com plantas de cafeeiro.

Gl etunicatum é relativamente freqiiente em solos de cafeeiro (Saggin-
Jinior & Siqueira, 1996) e, juntamente com G. margarita, € considerada
eficiente para o cafeeiro (Saggin-Junior & Siqueira, 1996; Colozzi-Filho &
Siqueira, 1986; Colozzi-Filho ert al., 1985; Florence et al., 1984; Lopes et al.,
1983b). E possivel que ambas as espécies estivessem em simbiose, mas ndo
haviam produzido esporos no periodo de 188 dias.

Oehl et al. (2003), utilizando amostras de solo provenientes de areas com
diferentes intensidades de manejo do solo, estudaram a esporulacdo em casa de
vegetacdo. Esses autores observaram que mesmas espécies de FMAs produziram
esporos em diferentes épocas, de acordo com a intensidade do manejo do solo e
que chegaram a variar de 2 a 8 meses de uma area para outra. A esporulagio de
FMAs é regulada, principalmente, pela fisiologia da planta e, no caso do
cafeeiro, o qual é uma cultura perene, sofre os efeitos da sazonalidade (Balota,
1989).

Nesse contexto, é provivel que as espécies Gl. etunicatum ¢ G.
margarita estivessem colonizando as raizes do cafeeiro, porém, as condi¢3es
durante a condugio do experimento com relagio 2 situagdo da relagao simbidtica
e A fisiologia do vegetal ndo foram favordveis ou ndo permitiram a esporulag@o.
Ainda, de acordo com Powell citado por Balota (1989), G. margarita possui
baixa capacidade de disseminagdo, que reflete na baixa esporulaggo. Avaliando
lavouras na regido sul do estado de Minas Gerais, Brasil, Fernandes & Siqueira
(1989) relatam que G. margarita foi recuperada em apenas dois locais dos 154
avaliados, enquanto que Lopes et al. (1983a) ndo encontraram esta espécie em

diversas amostras de solo rizosférico de cafeeiro no estado de Minas Gerais.
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TABELA 6. Fregiiéncia de ocorréncia® de fungos micorrizicos arbusculares
(FMA) em solo natural sem inoculagdo ou inoculado com G.
margarita e A. morrowiae ap6s crescimento do cafeeiro por 188
dias. Média de 3 repetigdes.

Fregiiéncia de ocorréncia,%

FMA Solo natural _G. margarita A. morrowiae
Acaulospora laevis 0 0 33
A. mellea 33 100 100
A. morrowiae 0 67 100
A. scrobiculata 67 33 100
Acaulospora sp. 0 0 33
Entrophospora colombiana 67 33 33
Gigaspora margarita 0 0 0
Glomus diaphanum 0 33 33
Gl. Etunicatum 0 0 0
Gl. Microaggregatum 33 67 67
GL Microcarpum 0 33 0
Paraglomus occultum 67 0 0
Scutellospora calospora 0 0 33
S. heterogama 33 0 33

1 - Fregiiéncia de ocorréncia (%) calculada como = (n° de vasos com FMAs/n°
total de vasos do tratamento)x 100.

Antes do cultivo havia apenas uma espécie da familia Acaulosporaceae
no solo (Entrophospora colombiana); depois foram recuperadas esta € mais
cinco espécies desta familia (Tabela 5 e 6). No tratamento com inoculag@o de
esporos de A. morrowiae, foram recuperadas as seis éspécies de
Acaulosporaceae, sendo que A. mellea, A. morrowiae € A. scrobiculata estavam
presentes em todos vasos com cafeeiros crescidos por 188 dias (Tabela 6).
Apesar de esporos de A. mellea ¢ A. scrobiculata estarem ausentes no solo antes
do transplantio do cafeeiro, provavelmente, outras formas de propagulos
(fragmentos de raizes colonizadas e micélio) das duas espécies estavam
presentes no solo e foram capazes de colonizar o cafeeiro e produzir esporos

consistentemente, juntamente com A. morrowiae, que ja estava no solo antes do
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cultivo, mas também foi inoculada no ato do transplantio das mudas.
Confirmam-se os dados de Saggin-Junior & Siqueira (1996), que mostram que
essas trés espécies sdo as mais comumente encontradas na rizosfera do cafeeiro
na regido sudeste do Brasil e sdo consideradas dominantes em amostras de
rizosfera de cafeeiros adultos no sul do estado de Minas Gerais (Fernandes,
1987). Apesar de nao térem sido inoculadas no tratamento com suspenséo de
esporos de G. margarita, as espécies A. mellea e A. morrowiae apresentaram
altos indices de ocorréncia (100% e 67 %, respectivamente) (Tabela 6). Da
mesma forma que propdgulos de FMAs no solo, que nio o esporo, colonizaram o
cafeeiro inoculado com A. morrowiae, 0 mesmo deve ter ocorrido com as mudas
que receberam G. margarita como indculo, permitindo a esporulagio destas
espécies nao inoculadas.

Scutellospora calospora e S. heterogama (Gigasporaceae) foram
recuperadas do cafeeiro sem inoculagio e naqueles inoculados com A.
morrowiae (Tabela 6).

Os indices ecolégicos foram aplicados aos dados de espécies e
densidades de FMAs recuperados no solo das plantas sem inoculagio (controle)
e naquelas que receberam inSculo de A. morrowiae e G. margarita para
mensurar a diversidade, dominancia e equitabilidade. Pelo indice de dominincia
de espécies de Simpson, observa-se um valor mais baixo para a comunidade de

FMAs no solo das plantas controle (sem inoculagdo) em relagao aos tratamentos
com plantas inoculadas (Tabela 7). Este dado estd em conformidade com os
outros indices, em que quanto menor a dominincia maior ¢ a diversidade (indice
de Shannon — H’) e maior a equitabilidade entre as espécies (indice de Pielou -
). Isto indica que existe distribuigio mais uniforme de espécies na comunidade

de FMAs no solo das plantas sem inoculagéo.
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TABELA 7. Indices ecoldgicos de domindncia e diversidade de espécies de
fungos micorrizicos arbusculares em plantas de cafeeiro
incculado, em solo natural. Média de 3 repetiges.

RE' Densidadezde ps W'
esporos
Controle® 6 9 0209 1,677 0,674
Gigaspora margarita’ 7 62 0,568 1,360 0,484
Acaulospora morrowiae® 10 117 0,499 1,153 0,464

1 - Riqueza de espécies, expressa em nimero de espécies de FMAs; 2 — Nimero de
esporos por 150 cm’ de solo; 3 — indice da Dominancia de Simpson (Magurran, 1988); 4
- Diversidade de Shannon (Magurran, 1988); 5 — Equabilidade de Pielou (Magurran,
1988); 6 — Cafeciros crescendo sobre solo natural e sem inéculo; 7 — Cafeeiros que
receberam in6culo de G. margarita no momento do transplantio: 8 - Cafeeiros que
receberam inéculo de A. morrowiae no momento do transplantio.

O tratamento com A. morrowiae apresentou a menor diversidade e
distribui¢io mais desproporcional das espécies (menor indice J°). O tratamento
com in6éculo G. margarita resultou no valor mais alto de indice de dominancia
de Simpson e indices de diversidade de Shannon e equitabilidade de Pielou com
valores intermedidrios entre os outros dois tratamentos (Tabela 7). No entanto,
como esses indices ecolégicos levam em conta o mimero de individuos, nesse
caso o nimero de esporos, € analisando os valores de riqueza de espécies,
constata-se que tais indices nao representaram fielmente a diversidade no solo
cultivado com cafeeiros inoculados ou ndo, em casa de vegetacdo (Tabelas 5, 7 ¢
Figura 3). A maior riqueza de espécies foi apresentada onde se inocularam
esporos de A. morrowiae, seguido do tratamento com inoculagdo de G.
margarita no cafeeiro. O controle apresentou apenas 9 esporos.l50cm™ de 6
espécies de FMAs, enquanto, no solo com cafeeiro inoculado com G. margarita
e A. morrowiae, foram recuperados 62 esporos.150cm™ de 7 espécies e 117

esporos.lSOcm'3 de 10 espécies, respectivamente (Tabela 5 e 7). Como em
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ambos os tratamentos inoculados com FMAs houve alta esporulacio de GL
microaggregatum (Tabela 5), que € comportamento caracteristico dessa espécie,
o valor do nimero de esporos aumentou bastante no solo e influenciou os valores

dos indices ecoldgicos analisados.
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FIGURA 3. Densidade de esporos e espécies de Glomerales recuperadas do
solo onde foram crescidos cafeeiros sem inoculag¢do, inoculados
com Gigaspora margarita e com Acaulospora morrowiae, em casa

de vegetagao.

Portanto, a inoculagdo nas mudas de cafeeiro aumentou a riqueza de
espécies de FMAs, em maior ou menor magnitude, dependendo da espécie de
fungo utilizada. G. margarita e A. morrowiae inoculados foram capazes de
promover aumento da taxa de colonizagao micorrizica, mesmo em meio a FMAs

preexistentes adaptados. As espécies com maiores indices de ocorréncia

pertenciam a familia Acaulosporaceae.



4.2 Estudos em casa de vegetagdo - avaliagdo molecular

Os iniciadores de amplificagdo VAGIGA, especifico para Gigasporaceae
(Simon et al., 1993) e VAACAU, especifico para Acaulosporaceae (Simon et al.,
1993), combinados com VANSI [especifico para FMAs (Simon et al., 1993)]
nio amplificaram o DNA de amostras de raizes do cafeeiro crescido em vasos
sobre solo natural, nem o DNA das amostras de esporos. Considerando que os
cafeeiros foram inoculados com G. margarita e A. morrowiae € que diversas
espécies de Acaulosporaceae (6 espécies) foram multiplicadas apés o
crescimento deste hospedeiro, mesmo no tratamento inoculado apenas com
Gigasporaceae, a auséncia de amplificagdo pode ndo refletir a auséncia destas
espécies de FMAs colonizando as raizes.

Uma explicagdo para a auséncia de amplicons quando se utilizam os
pares de iniciadores VANS1 e VAGIGA, e VANS1 e VAACAU € a ineficiéncia
destes em amplificar todas as espécies de FMAs (VANSI) e todas espécies das
familias Gigasporaceae (VAGIGA) e Acaulosporaceae (VAACAU) (Schiibler et
al., 2001a). Segundo Schiibler et al., (2001a), VANSI nio € especifico para
Glomerales, sendo homélogo apenas a um subgrupo de FMAs. Além disso,
considerando que em apenas 20% a 30% dos segmentos das raizes havia tecido
de FMAs (ou colonizagdo micorrizica), a baixa concentragdo de DNA fiingico
pode ter influenciado a reagdo, ndo permitindo a amplificagdo. Sharrock et al.
(2004) trabalharam com 53 amostras de raizes de Tithonia diversifolia (girassol
do México) que foram coletadas em 17 regides da América Central, América do
Sul, Africa e Asia. Foi feita amplificagio com os iniciadores VAGIGA,
VAACAU e VAGLO [este iltimo é proposto para amplificacdio de DNA da
familia Glomeraceae (Simon et al., 1993)] e em apenas 25% das amostras
obteve-se amplificacdo com VAGLO-VANSI. De todas amostras de raizes,
apenas uma amostra da Nicarigua amplificou com VAACAU. O iniciador

VAGIGA, em conjunto com VANSI, nédo teve sucesso em amplificar DNA de
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FMA colonizando raizes nesse trabalho. Devido 2 baixa especificidade destes
iniciadores, discutida por Schiibler et al. (2001a), Sharrock et al. (2004) sugerem
que os iniciadores de amplificacdo utilizados podem ter subestimado a
diversidade de fungos MA estudada em Tithonia diversifolia.

Devido a ndo amplificacdo de DNA com os iniciadores VAGIGA e
VAACALU, especificos .para as espécies de FMAs inoculadas, e devido a
ocorréncia no solo de esporos do género Glomus apés o cultivo do cafeeiro,
tentou-se a amplificagdo do DNA de FMAs colonizantes das raizes utilizando-se
os iniciadores GETU1 e GETU2, especificos para Gl. etunicatum (Millner et al.,
2001), e que flanqueiam a regido dos ITS para iniciar a amplificagdo. Apesar de
existirem esporos de Gl. etunicatum no solo antes do crescimento, nao se obteve
amplificagfio para raizes de cafeeiros inoculados ou ndo inoculados, crescidos em
condicGes de casa de vegetagdo. E possivel que ndo tenha havido infecgdo e
colonizagdo do cafeeiro por este fungo, uma vez que este nao foi recuperado no
solo nem detectado nas raizes por métodos moleculares.

Quando se utilizaram os iniciadores GiITS1 e GilTS2, especificos para
amplificar a regido dos ITS de G. margarita (Lanfranco et al., 1999), apenas
amostras de DNA de esporos desta espécie foram amplificadas (Figura 4).
Quando a mesma amostra de DNA fiingico do esporo foi misturada com DNA de
raizes de cafeeiro sem colonizagdo (amostra ERSC), como descrito no item
3.1.1, a amplificagdo ndo teve sucesso (Figura 4B). Provavelmente, compostos
das raizes ou a dilui¢io do DNA fiingico estdo interferindo na amplificagdo e isto
pode atrapalhar a detecgfio desta espécie em raizes colonizadas do cafeeiro.
Também ndo se obtiveram amplicons de quaisquer amostras quando utilizado o
iniciador ACAU1660, especifico para regidgo dos ITS de Acaulosporaceae
(Redecker, 2000). DNA de esporos de A. morrowiae extraido de trés formas
diferentes também ndo apresentaram amplicons. Esta auséncia de amplicons

pode indicar que o iniciador, com a metodologia utilizada neste trabalho, nao
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amplifica para A. morrowiae.
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FIGURA 4. Produto da amplificagio por PCR utilizando os iniciadores GiITS] e
GiITS2: A - Colunas 1 a 12. amostras de DNA extraido de raizes
colonizadas de cafeeiros crescidos em vasos sobre solo natural, coluna 13,
marcador de peso molecular 1Kb DNA plus ladder (Invitrogen®). B -
Colunas 1 e 2, amostra de dgua. estéril: coluna 3, amostra de DNA de
raizes de cafeeiro sem colonizagdo, coluna 4, ERSC de G. margarita
(DNA de esporos de G. margarita misturado com extrato de DNA de
raizes de cafeeiro sem colonizagdo); coluna 5, amostra de esporos de G.
margarita; coluna 6, marcador de: peso molecular 1Kb DNA plus ladder

(Invitrogen®).

Os iniciadores GETUI e GETU2, e GilTSI e GiITS, que sdo espécie-
especificos e o iniciador ACAU1660 (familia-especifico) tém como seqiiéncias
alvo a regido dos ITS. Sabe-se que os genes do RNAr sdo altamente polimdrficos
até mesmo dentro de um esporo (Palowska & Taylor, 2004; Kuhn et al., 2001) e
a regido dos ITS € a que apresenta maior diversidade de seqiiéncias (Lanfranco et
al., 1999). Pela maior variabilidade entre espécies, a regiao dos ITS permite o
desenho de iniciadores de amplificacdo espécie-especificos, citados acima.
Porém, a mesma variabilidade de seqiiéncias do DNAr pode levar a ocasioes em
que esses iniciadores nao se anelem na fita de DNA devido a pouca homologia
entre os nucleotideos e nao amplifiquem todos isolados dentro de uma mesma
espécie. Entretanto, considerando que, no extrato das raizes utilizado para

amplificacdo do DNA de FMAs, o material genético do vegetal ¢ predominante
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em concentracdo e que existem vérias espécies colonizando o cafeeiro (6 a 10
espécies observadas — Figura 2 e Tabela 6), outra causa da auséncia de
amplicons, tanto com os iniciadores da regido dos ITS como da 18S para FMAs,
pode ser a diluigdo do DNA alvo em meio ao DNA e compostos vegetais e ao
DNA de outras espécies fiingicas presentes no interior das raizes. Por estas
razdes, o uso de iniciadores grupo-especificos para detec¢do de FMAs pode nao
ser vidvel em raizes provenientes de solo com comunidade diversa desses
fungos.

Quando se utilizou | U de enzima Taq DNA polimerase nas duas
amplifica¢des da nested PCR, amplicons a partir do DNA das raizes foram
conseguidos com o iniciador GIGAS.8R (especifico para Gigasporaceae) em
conjunto com ITSI nas amostras de cafeeiros sem inoculagdo e naqueles que
tiveram tratamento com suspensdo de esporos de G. margarita (Figuras 5 ¢ 6).
Para a detecgdio de espécies da familia Gigasporaceae, utilizando o conjunto
GIGAS.8R e ITSI, nas raizes dos cafeeiros inoculados com A. morrowiae
(Figura 7) foi preciso aumentar a quantidade de enzima na primeira reagdo de
amplificagdo para 1,5 U de enzima Taq DNA polimerase e diminuir a
temperatura de anelamento dos iniciadores para 54°C, repetindo-se assim o
mesmo programa de temperaturas da primeira reagdo. A presenca de produtos de
PCR quando se utilizou este iniciador especifico (Gigasporaceae) nas amostras
de plantas sem inoculagdo (controle) e naquelas inoculadas com A. morrowiae,
pode ser devido 2 colonizagdo nas raizes pelas espécies S. heterogama e S.
calospora (ambas pertencentes 2 familia Gigasporaceae), as quais foram
recuperadas do solo (Tabela 5). Portanto, as espécies S.calospora e S.
heterogama, que estavam no solo apgs cultivo (Tabelas 5 e 6), foram detectadas

nas raizes pela presenga de bandas de DNA amplificado de fungos da familia

Gigaspoaceae.
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FIGURA 5. Produto da amplificacio por PCR utilizando os iniciadores
GIGAS5.8R e ITS1 em raizes de cafeeiros crescidos em solo natural.
Colunas 1, 2 e 3, amostras de DNA extraido de raizes de cafeeiros
sem tratamento de inoculacdo (controle); coluna 4, marcador de
peso molecular 1Kb DNA plus ladder (Invitrogen®). Seta mostra
banda de amplificacdo.

FIGURA 6. Produto da amplificagao por PCR de DNA extraido de raizes de
cafeeiros, utilizando os iniciadores GIGAS.8R e ITSI Coluna 1,
marcador de peso molecular 1Kb DNA plus ladder (Invitrogen®);
colunas 2 a 10, amostras de DNA de raizes de cafeeiros inoculados
com G. margarita. Setas mostram bandas de amplificacio.
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Os produtos de PCR utilizando o iniciador GIGAS5.8R com ITS1 a partir
das amostras de DNA extraido de esporos de G. margarita, de S. heterogama,
ERSC de G. margarita (DNA de esporos de G. margarita misturado com extrato
de DNA de raizes de cafeeiro sem colonizacdo) e ERSC de S. heterogama
tiveram o mesmo tamanho em ndmero de nucleotideos, isto €, 300 pares de bases
(pb) (Figuras 8 e 9). Os outros iniciadores utilizados nas raizes do cafeeiro, e que
nao produziram amplicons apés a PCR, podem ter sofrido efeitos de diluicao do
DNA fiingico em meio ao DNA da planta predominante e efeitos da influéncia
de compostos vegetais na reacio de amplificacdo. Entretanto, foram obtidos
amplicons quando se utilizou em PCR a mistura de DNA de esporos de G.
margarita ou S. heterogama com DNA de raizes de cafeeiro sem colonizagao
(ERSC), como amostra para amplificacdo, com o iniciador GIGAS5.8R em
conjunto com ITSI, o que mostra a eficiéncia deste iniciador especifico em

amplificar o DNA alvo em meio aos compostos do vegetal.



FIGURA 7. Produto da amplificacdo por PCR utilizando os iniciadores
GIGAS.8R e ITSI em raizes de cafeeiros crescidos em vasos
contendo solo natural. Colunas 1 a 3, amostras de DNA de raizes
de cafeeiros tratados com suspens@o de esporos de A. morrowiae,
em diluicdes de 1:10, 1:100 e 1:1000, repectivamente; coluna 4,
amostra de agua estéril; coluna 5, marcador de peso molecular
1Kb DNA plus ladder (Invitrogen®).

Na reacdo para deteccio de Gigasporaceae nas raizes das plantas
inoculadas com A. morrowiae, a diminui¢cdo da temperatura de anelamento do
iniciador de amplificagdo resultou em uma amplificacao inespecifica na amostra
com extrato de raizes sem coloniza¢ao (Figura 9). O fragmento amplificado tem
um tamanho aproximado de 380 pb, diferente daqueles obtidos dos esporos ou
das outras raizes (300 pb). Apesar da constatagdo de FMAs nas raizes, as
necessidades de variacdo nas concentragdes de reagentes, nas temperaturas para
a PCR, o que pode resultar em amplificacdes inespecificas, podem ser um
obstaculo para a aplica¢do da técnica da PCR na detec¢ao de FMAs em raizes de

cafeeiro quando se utilizam iniciadores de amplificacio de DNA grupo-



especificos propostos.

300pb

FIGURA 8. Produto da amplificagio por PCR utilizando os iniciadores
GIGA5.8R e ITS1. Coluna 1, amostras de DNA de esporos de G.
margarita; coluna 2, ERSC de G. margarita (DNA de esporos de
G. margarita misturado com extrato de DNA de raizes de cafeeiro
sem colonizac¢do); coluna 3, esporos de S. heterogama; coluna 4,
ERSC de S. heterogama; coluna 5, amostra de DNA de raizes de
cafeeiro sem colonizacdo; linha 6, amostras de dgua estéril; coluna
7, marcador de peso molecular Kb DNA plus ladder (Invitrogen®).
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FIGURA 9. Produto da amplificacio por PCR utilizando os iniciadores
GIGAS.8R ¢ ITSI1, com 1,5 U de DNA polimerase e temperatura
de 54°C para anelamento dos iniciadores. Coluna 1, esporos de
G. margarita; coluna 2, ERSC de G. margarita (DNA de esporos
de G. margarita misturado com extrato de DNA de raizes de
cafeeiro sem colonizacdo); coluna 3, esporos de §. heterogama;
coluna 4, ERSC de S. heterogama, coluna 5, amostra 1:10 de
DNA de raizes de cafeeiro sem colonizacdo; linha 6, amostra
1:100 de DNA de raizes de cafeeiro sem colonizacdo; colunas 7 e
8. amostra de dgua estéril; coluna 9, marcador de peso molecular
1Kb DNA plus ladder (Invitrogen®).

Para averiguar a relacdo dos amplicons obtidos das amostras de raizes
descritas acima com aqueles obtidos das amostras de esporos de G. margarita e
S. heterogama, foi feita digestdo com endonucleases para detectar polimorfismo
de tamanho dos fragmentos de restricdo nos produtos de PCR (PCR-RFLP).
Quando se utilizaram as enzimas MBO I e ECO RI, nao houve diferengas nos
padroes de banda gerados nas amostras tratadas (Figura 10), o que nao
possibilitou a diferenciacdo entre as amostras. A enzima MBO I cortou as fitas

amplificadas aproximadamente na metade de sua extensio, resultando em dois
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fragmentos de aproximadamente 150 pb (Figura 10A), enquanto que a enzima
ECO RI produziu um fragmento de aproximadamente 50 pb e outro de 250 pb

(Figura 10B).
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FIGURA 10. Resultado da digestdao com endonucleases MBO I (A) ¢ ECO R1
(B) em amplicons (iniciadores GIGAS.8R e ITS1) de amostras de
cafeeiros crescidos sobre vasos contendo solo natural e em
amostras de esporos. Colunas 1 a 3, amostras de cafeeiros sem
tratamento de inoculacdo (controle); colunas 4 a 7, amostras de
cafeeiros tratados com suspensdo de esporos de G. margarita;
coluna 8, esporos de G. margarita; coluna 9, E : RSC de G.
margarita (DNA de esporos de G. margarita misturado com
extrato de DNA de raizes de cafeeiro sem colonizacio); colunas
10 e 11, esporos de S. heterogama, coluna 12, marcador de peso
molecular 1Kb DNA plus ladder (Invitrogen®).

O tratamento com a enzima HAE III produziu polimorfismo entre as
amostras de produtos de PCR (iniciadores GIGAS.8R e ITS1) das raizes e dos
esporos (Figura 11). Os amplicons das amostras de raizes dos cafeeiros nao
inoculados e daqueles inoculados com esporos de G. margarita e dos esporos de
S. heterogama apresentaram duas bandas de DNA apds a digestdo, enquanto os

amplicons dos esporos de G. margarita ndo foram digeridos pela HAE III
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(Figura 11). Desse modo, o iniciador GiGAS.8R utilizado para amplificar DNAr
de espécies da familia Gigasporaceae, que compreende os géneros Gigaspora €
Scutellospora, detectou fungos dessa familia nas raizes do cafeeiro. Porém, os
resultados da amplificacgdo de DNA por PCR seguida da digestdo com as
endonucleases mostram que os fungos detectados internamente as raizes do
cafeeiro tém uma relagdo maior com a espécie S. heterogama em relagdo & G.
margarita. Isso é possivel, uma vez que S. heterogama multiplicou-se nas
plantas controle (sem inoculagdo) e naquelas que receberam inéculo de A.
morrowiae. JA nas plantas que receberam inéculo de G. margarita, ndo foram
observados esporos de Scutellospora, porém, € possivel que houvesse
colonizagdo por este fungo, mas as condigdes da relagdo fungo-planta em
interacdo com o meio ndo contribuiram para sua esporulagao.

O seqiienciamento direto dos amplicons resultantes da PCR nao foi
possivel, devido 2 baixa concentracio de DNA amplificado ¢ presenga de
artefatos de reag@o de amplificagao, que foram detectados como manchas no gel
de amplificagdo. A clonagem dos amplicons anteriormente ao seqiienciamento
poderia fornecer mais informacgdes sobre a seqiiéncia nucleotidica e sobre a

identidade do microrganismo, mas isto ndo pode ser feito neste trabalho.
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FIGURA 11. Resultado da digestio com endonucleases HAE III em amplicons
(iniciadores GIGAS5.8R e ITSI) de amostras de cafeeiros crescidos
sobre vasos contendo solo natural e em amostras de esporos. Colunas
1 a 3. amostras de cafeeiros sem tratamento de inoculacdo (controle);
colunas 4 a 7, amostras de cafeeiros tratados com suspensido de
esporos G. margarita; coluna 8. esporos de G. margarita; coluna 9, E
: RSC de G. margarita (DNA de esporos de G. margarita misturado
com extrato de DNA de raizes de cafeeiro sem colonizacio); colunas
10 e 11. esporos de S. heterogama, coluna 12, marcador de peso
molecular 1 Kb DNA plus ladder (Invitrogen®).

Com os métodos moleculares utilizados neste trabalho nio foi possivel
detectar a presenca de G. margarita e A. morrowiae inoculadas em raizes de
cafeeiro no solo natural. Entretanto, as plantas inoculadas com G. margarita
apresentaram maior taxa de colonizagdo radicular e maior desenvolvimento em
altura e matéria seca das plantas (dados apresentados e discutidos em Azevedo,
2003), evidenciando seu estabelecimento e efetividade simbidtica para o
cafeeiro. Por outro lado, os resultados de PCR-RFLP confirmam a presenca de
S. heterogama nas raizes do cafeeiro nas trés situagoes (sem in6culo, inoculado
com G. margarita e A. morrowiae). Apés 188 dias de crescimento em casa de
vegetagdo, esporos de S. heterogama foram recuperados em tratamentos nao
inoculados e naqueles inoculados com A. morrowiae. A avaliagao molecular nas

raizes de cafeeiros mostra que muitos dos iniciadores utilizados nao foram
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eficientes em detectar FMAs no interior das raizes. Por outro lado, foi possivel
observar, por PCR-RFLP, que houve infec¢do do cafeeiro por S. heterogama, da

familia Gigasporaceae, a qual é a mesma da espécie inoculada G. margarita.

4.3 Estudos com material de cafeeiros sob cultivo com insumos reduzidos -
avaliaciio fenotipica

Os indices de colonizagio micorrizica nas plantas cultivadas a campo
com insumos reduzidos foram de 33% e 57% (Tabela 8), respectivamente, nos
cafeeiros inoculados ¢ no ndo inoculado, apds 4 anos do transplantio e da
inoculagdo. Estes valores estio dentro da faixa encontrada em outros trabalhos.
Fernandes; Siqueira (1989) observaram, em virias lavouras cafeeiras no estado
de Minas Gerais, que a colonizagdo micorrizica variou de 9,9% a 59,4 %, tendo a
média de 154 amostras sido de 27,4 %. Balota & Lopes (1996) relatam valores
médios de colonizagio micorrizica de 35%, sendo que em cafeeiros inoculados a

média foi 38% e em cafeeiros ndo inoculados foi de 34%.

TABELA 8. Colonizagéo micorrizica de cafeeiros inoculados ou ndo
inoculados hi 4 anos no transplantio com fungos
micorrizicos arbusculares e cultivados a campo com
insumos reduzidos.

Colonizacéio micorrizica (%)

Cafeeiros inoculados 33 (+/- 14,1)*

Cafeeiros ndo inoculados 57 (+/- 3,0)%*

* 4/- 0 desvio padrdo; média de 6 repeticoes.

** +/- 0 desvio padriao; média de 3 repeticdes.

Ao todo foram recuperadas do solo e das raizes de milho, 29 espécies de

FMA:s. Este niimero ¢ relativamente alto se compararmos com outros trabalhos
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que revelam nimeros de espécies diferentes para cafeeiros. Balota (1989)
verificou 7 espécies de FMAs em cafeeiros apds cinco anos de inoculagéo;
Lopes et al. (1983a) identificaram 22 espécies de FMAs em 27 amostragens de
lavouras cafeeiras no estado de Sao Paulo. Colozzi-Filho (1999) observou 12
(doze) espécies desses fungos em cafeeciros cultivados com leguminosas na
entrelinha. Em um cafezal convencional em transi¢do para cultivo organico,
Ricci et al. (1999) encontraram 11 espécies de FMAs. O elevado nimero de
espécies observadas no presente trabalho em relagdo a dados levantados em
outros trabalhos e em relagdo a drea vizinha onde o cafeeiro ndo recebeu inéculo
de FMAs (Tabela 8), provavelmente deve-se ao inéculo aplicado nos cafeeiros
no transplantio hd 4 anos.

Considerando que o esporo representa grande dreno de fotossintatos da
planta, e que é a unidade multiplicativa e 6rgio essencial para o ciclo dos FMAs,
sendo um importante parimetro para avaliar-se a relagdo simbidtica, €
importante conhecer a densidade de esporos no solo e a sua dindmica. A
densidade média de esporos (n°.50cm'3 de solo) foi de 41,7 e 48,8 (Tabela 9)
para o solo rizosférico dos cafeeiros nio inoculado e para aqueles inoculados,
respectivamente, havendo um pequeno aumento quando inocularam-se as plantas
no campo. Foram observados, em média, 36 esporos.SOCm'3 (Tabela 9) no milho
inoculado com raizes de cafeeiros. No entanto, como a esporulagio é fortemente
influenciada pela fisiologia e ciclo do vegetal, a densidade de esporos no mitho
pode ndo refletir a real relagdo e proporgdo de FMAs ocupando as raizes do
cafeeiro que foram inoculadas na cultura armadilha.

No cafeeiro incculado observou-se um total de 20 espécies de FMAs no
solo rizosférico (Tabela 9). Porém, quando se recuperaram espécies colonizantes
do cafeeiro no milho inoculado com raizes do préprio cafeeiro, 19 espécies de
FMAs foram observadas (Tabela 9). O solo do cafeeiro nio inoculado

apresentou apenas quatro espécies (Tabela 9): A. mellea, A. morrowiae, A.
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scrobiculata e Gl. etunicatum, tendo A. mellea dominado em niimero relativo de
esporos no solo (89% do total; Tabela 10 e Figura 12A). J4 as espécies de FMAs
no solo rizosférico do cafeeiro inoculado apresentaram distribui¢do mais
uniforme de esporos em cada espécie e maior niimero de espécies (20), tendo as
que apresentaram maiores densidades relativas de esporos sido A. scrobiculata
(29%), Gl. macrocarpum (22%), Gl. etunicatum (13%), A. mellea (9%), A.
spinosa (8%) e Paraglomus occutum (5%) (Tabela 10 e Figura 12B).

Portanto, as espécies mais estimuladas pela inoculagdo, quanto a
esporulagdo, foram A. scrobiculata, Gl. macrocarpum, Gl. etunicatum, A.
spinosa, Paraglomus occutum, Gl. invermaium, Glomus sp., A. morrowiae ¢ Gl.
agregatum, em ordem decrescente. Dessa forma, a inoculagdo do cafeeiro
estimulou a esporulagio de espécies de FMAs, sendo este efeito observado ainda
apds quatro anos de aplicagdo do inéculo. Em trabalho com cafeeiros a campo,
Balota & Lopes (1996) relatam que a inoculag@o de G. margarita influenciou e

aumentou a esporulagdo de algumas espécies indigenas no solo.

TABELA 9. Densidade de esporos e nimero de espécies observadas em
cafeeiros ndo inoculados (NI) e inoculados (IN) hd 4 anos no
transplantio, cultivados com insumos reduzidos; e recuperados de
milho inoculado com raizes do cafeeiro inoculado.

Cafeeiro NI' Cafeeiro IN' Milho®

Densidade de esporos’ 41,7 48,8 36
N° de espécies 4 20 19

1 - Cafeeiros nao inoculados (NI) ou inoculados no transplantio para o campo;

2 ~ Densidade de esporos e espécies em bioensaio com milho, onde inocularam-se as
raizes do cafeeiro inoculado;

3 - Densidade de esporos = n° de esporos.50cm™ de solo.
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TABELA 10. Densidade relativa (%)' de esporos de fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) em cafeeiros ndo inoculados (NI) ou
inoculados hd 4 anos no transplantio, cultivados a campo com
insumos reduzidos.

FMA Cafeeiro NI°  Cafeeiro inoculado
Acaulospora foveata - 0,46%
A. lacunosa 4 - 1,02%
A. mellea 888% 9,21%
A. morrowiae 4,0% 2,05%
A. scrobiculata 4,0% 29,4%
Acaulospora sp. - 0.34%
A. spinosa - 7,62%
E. infrenquens - 0,23%
Gigaspora margarita - .
Glomus agregatum - 1,93%
Gl.clarum - -
Glomus diaphanum - 0,34%
Gl. etunicatum 3.2% 12,6%
Gl fasciculatum - 0,34%
GL geosporum - 0,34%
GL invermaium - 3,07%
Gl. macrocarpum - 21,6%
Gl mosseae ' - 0.45%
Gl sinuosum - 0,79%
Glomus sp. - 2,50%
Paraglomus occultum - 5,46%
S. hebterogama - 0.11%
Paraglomus occultum - 5,46%
S. hebterogama - 0,11%

1 - Densidade relativa de esporos = (n° de esporos da espécie/n® total de
esporos)x 100;

2 — Cafeeiros que ndo receberam inéculo de FMAs no transplantio.

Como a érea do presente trabalho estd sob cultivo orgénico ha 2 anos,
portanto, sem a aplicagdo de fertilizantes quimicos e defensivos agricolas, as

espécies inoculadas e outras estimuladas podem ter encontrado condiges
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favordveis a sua multiplicacdo. Outro fator que pode ter ajudado na permanéncia
de espécies no agrossistema é a presenca de plantas daninhas crescendo na
entrelinha. Dados de Oehl et al. (2003) sobre dreas localizadas na Europa
Central, mostram que o manejo com rotagio de cultura e sob cultivo orgénico
possui valores de riqueza (mimero) de espécies de FMAs similares as
estimativas de riqueza em ecossistemas naturais da Europa, € maiores em relagao
a sistemas de agricultura mais intensos.

Em monoculturas, como o cafeeiro, ocorre selecdo para espécies de
FMAs generalistas e aquelas especialistas na cultura agricola em questio
(Fernandes & Siqueira, 1989; Saggin Junior & Siqueira, 1996; Lopes et al.,
1983a). As espécies especialistas, que podem dominar a comunidade de FMAs,
nem sempre sdo as mais eficientes na colonizagao radicular e na promogio do
crescimento e desenvolvimento do hospedeiro. Isso € verificado pelo grande
indice de ocorréncia ¢ ou dominancia de espécies pouco eficientes para o
cafeeiro do género Acaulospora no campo (Saggin-Junior & Siqueira, 1996).
Segundo Colozzi-Filho (1999), o cultivo de leguminosas como adubagio verde
na entrelinha do cafeeiro aumentou a densidade e a diversidade de FMAs tanto
na entrelinha como na rizosfera do cafeeiro. Esse autor mostra que espécies da
familia Acaulosporaceae (géneros Acaulospora e Entrophospora) sao mais
freqiientes no cafeeiro e espécies de Gigasporaceae foram mais comuns nas
leguminosas. Entre as 20 espécies que ocorreram no campo, apenas 10 foram
multiplicadas no bicensaio em milho ¢ 9 espécies ndo encontradas no campo

foram multiplicadas no milho (Tabela 11).
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FIGURA 12. Densidade relativa de esporos no solo rizosférico de cafeeiros sob
cultivo com baixos insumos. (A) Cafeeiros ndo inoculados no
transplantio. (B) Cafeeiros inoculados no transplantio ha 4 anos,
com Acaulospora morrowiae, A. scrobiculata, Gigaspora
margarita, Glomus clarum, Gl. geosporum e Gl. mosseae.

As espécies encontradas no solo rizosférico do cafeeiro, mas nao
multiplicadas no milho foram: 4. foveata, A. lacunosa, A. sp., A. spinosa, E.
infrenquens, Gl. agregatum, Gl. geosporum, Gl. mosseae, Gl. sinuosum e GI. sp.
As espécies que foram recuperadas no milho, mas ndo estavam no solo
rizosférico do cafeeiro no campo, foram 4. laevis, Archaeospora gerdemannii, E.
colombiana, G. margarita, Gl clarum, S. calospora, S. cerradensis, S. pellucida
e S. sp.

As espécies em comum que foram encontradas, tanto no solo como as
recuperadas nas raizes, tiveram diferentes freqiiéncias de ocorréncia no campo
quando comparada as raizes (Tabela 11). Espécies com maior ocorréncia no
campo foram A. mellea, A. morrowiae, Gl. etunicatum, GIl. macrocarpum e
Paraglomus occultum, sendo encontradas em todos os locais de amostragem. A.

Scrobiculata, A. spinosa e GI. invermaium foram recuperadas em 83% dos
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pontos de coleta das amostras de solo rizosférico; Gl. mosseae em 67% e A.
lacunosa, Gl. sinuosum em 50%. As espécies com maior ocorréncia nas raizes
(recuperados em milho) foram A. scrobiculata ¢ Gl fasciculatum (lOO%); A
mellea, Gl etunicatum, Gl. invermaium.e Gl. macrocarpum (83%); G.
margarita, S. heterogama ¢ S. pellucida (67%) e A. morrowiae, P. occultume S.
calospora (50%) (Tabela 11).

Saggin-Jinior & Siqueira (1996) relatam que as espécies mais
comumente encontradas na rizosfera de cafeeiro da regido sudeste sdo: A.
scrobiculata, A. morrowiae, A. mellea, A. spinosa, E. colombiana, Gl.
etunicatum e Gl. fasciculatum. Com os dados apresentados aqui, também se
constata a maior ocorréncia de vérias dessas espécies na época de amostragem
(junho de 2004), no cafezal analisado neste trabalho, o qual foi inoculado no
transplantio hd 4 anos e que esta hd dois anos sob cultivo orginico e localiza-se

na regifo norte do Parand, no municipio de Bandeirantes.

TABELA 11. Fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) em cafeeiros ndo
inoculados (NI) e inoculados (IN) h4 4 anos no transplantio,
cultivados com insumos reduzidos; e recuperados de milho
inoculado com raizes do cafeeiro inoculado.

NI' Inoculado’ Milho®
FMA Ocorréncia e
densidade’ Fregiiéncia de ocorréncia®
Acaulospora foveata - 33% 0
A. lacunosa - 50% 0
A. laevis - 0 17%
A. mellea +(37) 100% 83%
A. morrowiae +(1,7) 100% 50%
A. scrobiculata +(1,7) 83% 100%
Acaulospora sp. - 17% 0
A. spinosa - 83% 0
Archaeospora gerdemannii - 0 17%
Entrophospora colombiana - 0 17%
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TABELA 11, Cont.

NI Inoculado’ Milho®
FMA Ocorréncia
e densidade® Fregiiéncia de ocorréncia®
E. infrenquens - 17% 0
Gigaspora margarita - 0 67%
Glomus agregatum - 17% 0
Gl.clarum - 0 33%
Glomus diaphanum - 17% 33%
Gl. etunicatum +(1,3) 100% 83%
Gl fasciculatum - 17% 100%
GL geosporum - 17% - 0
Gl. invermaium - 83% 83%
Gl macrocarpum - 100% 83%
Gl. mosseae - 67% 0
Gl. sinuosum - 50% 0
Glomus sp. - 33% 0
Paraglomus occultum - 100% 50%

1 - Cafeeiros nao inoculados (NI) ou inoculados no transplantio para o campo:
2 — Espécies recuperadas em bioensaio com milho, onde foram inoculadas as raizes do

cafeeiro inoculado;
3 - + = presenga; - = auséncia; o nimero entre parénteses mostra a densidade de esporos

(n° de esporos.50cm™)
4 - Freqiiéncia de ocorréncia (%) calculada como = (n° de vasos com FMAs/n® total de

vasos do tratamento)x 100;

Apesar de estar bem apenas uma das amostras de solo rizosférico
coletadas no cafezal, Gl. fasciculatum foi recuperada em todas as amostras de
raizes de cafeeiro inoculadas no milho (Tabela 11). Portanto, as espécies mais
freqiientes no solo deste agrossistema cafeeiro e, a0 mesmo tempo, mais
freqiientes também nas raizes do cafeeiro sio A. mellea, A. scrobiculata ¢ A.
morrowiae da familia Acaulosporaceae; Gl etunicatum, Gl. macrocarpum e Gl
invermaium pertencentes a familia Glomaceae e P. occultum da familia

Paraglomaceae. O fato de A. morrowiae, A. spinosa, P. occultum ¢ Gl. mosseae

58



estarem com grande ocorréncia no solo rizosférico nos cafeeiros do campo, mas
apresentarem uma OCOITéncia menor ou nao terem esporulado no milho, quando
este foi inoculado com raizes dos mesmos cafeeiros, pode ter como explicagio a
auséncia real desses fungos nas raizes dos cafeeiros, estando associados as
plantas daninhas ou, entdo, ser em decorréncia de algum efeito de seletividade da
planta multiplicadora por estas espécies de fungos MAs. Todavia, € necessario
considerar que esses fungos que nao produziram esporos no milho poderiam ndo
estar em simbiose com o cafeeiro no momento da coleta de amostras, mas os
seus propagulos na rizosfera podem permitir a futura colonizag@o das raizes, se
tais fungos forem competitivos o bastante para isso.

Espécies da familia Gigasporaceae foram encontradas apenas aquelas
recuperadas no milho como cultura armadilha, quando foi inoculado com as
raizes do cafeeiro, com excegdo de S. hererogama que estava presente em uma
amostra de solo. As espécies G. margarita, S. calospora, S. cerradensis, S.
pellucida e Scuellospoa sp. s6 foram recuperadas a partir das raizes e com altas
freqiiéncias de ocorréncia nos pontos coletados de 67%, 50%, 67% e 67%,
respectivamente (Tabela 11). S. heterogama teve uma freqgiiéncia de ocorréncia
de 33% nas raizes dos cafeeiros.

As espécies G. margarita e Gl. clarum inoculadas no cafeeiro a campo
ndo foram recuperadas no solo cultivado, mas foram observadas nos vasos com
milho inoculado com raizes do cafeeiro do campo com freqiiéncias de ocorréncia
de 67% e 33%, respectivamente. Apesar de nao esporularem no solo do campo,
estas espécies, quando inoculadas em solo natural, foram eficientes na
competicio com outros fungos, na adaptac@o as condigGes edificas para
sobreviverem e colonizarem o cafeeiro e serem encontradas em suas raizes apés
4 anos de sua inoculagio. G. margarita teve um comportamento semelhante
aquele no ensaio em casa de vegetagdo (veja item 4.1), onde uma suspensio de

esporos desta espécie foi inoculada no solo natural no momento do transplantio e
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promoveu melhor desenvolvimento das plantas, porém, ndo foram recuperados
esporos desta espécie no solo com cafeeiros. Isto pode indicar que o estado
fisiolégico da planta e o estado da relagdo fungo-planta-solo ndo promoveram a
produgio de esporos na época avaliada. Os dados de Balota (1989) mostram que
G. margarita foi observada apés cinco anos de sua inoculacdo no cafeeiro,
apesar do nimero de esporos desta espécie ter sido baixo (média de 2,5
esporos.100mL"' de solo). Lopes et al. (1983a) ndo observaram esporos de G.
margarita em vérias lavouras cafeeiras no estado de Sdo Paulo. Fernandes &
Siqueira (1989) encontraram G. margarita em apenas 1,2% das amostras
avaliadas em cafeeiros da regido Sul do estado de Minas Gerais. Observages de
Powell (1979), citado por Balota (1989), mostram que G. margarita possui baixa
capacidade de disseminagdo, mesmo na auséncia de competidores, 0 que ajuda a
explicar os baixos indices de ocorréncia desta espécie.

Glomus mosseae ¢ Gl. geosporum foram inoculadas nas plantas de
cafeeiro e encontradas com ocorréncia de 67% para a primeira espécie € um
baixo indice de ocorréncia (17%) para Gl. geosporum na rizosfera do cafeeiro do
campo. No entanto, nenhuma das duas espécies foi recuperada a partir de raizes
destes cafeeiros inoculadas em milho (Tabela 11). Apesar dessas espécies nao
serem encontradas nas raizes dos cafeeiros apés quatro anos da inoculagio, elas
ainda permanecem no sistema em maior ou menor magnitude, respectivamente
para Gl. mosseae ¢ Gl. geosporum. Porém, é possivel que essas duas espécies
tenham sofrido efeitos do meio e da seletividade do milho nos vasos com cultura
armadilha e que nio proporcionaram a formagdo de esporos.

Nas amostras de campo, apés 4 anos do transplantio e da inoculagao, a
maioria das espécies de FMAs recuperadas de cafeeiros inoculados pertence a
familia Glomaceae (10 espécies do género Glomus), seguida de espécies da
familia Acaulosporaceae (8 espécies) (Tabela 12). Ji as quatro espécies

recuperadas do cafeeiro ndo inoculado (Tabelas 10 e 11) pertencem apenas a
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duas familias: Acaulosporaceae (irés espécies) e Glomaceae (uma espécie).
Como ji discutido acima, algumas espécies do género Acaulospora, familia
Acaulosporaceae, sio reconhecidamente de grande ocorréncia em cafeeiros
(Lopes et al., 1983a; Caldeira et al., 1983; Fenandes & Siqueira, 1989; Saggin
Junior & Siqueira, 1996). Lopes et al. (1983a) analisaram vdrias lavouras no
estado de Sdo Paulo e mostram maiores indices de ocorréncia para espécies do
género Acaulospora, seguidas por espécies dos géneros Glomus e Gigaspora, em

ordem decrescente.

TABELA 12. Fungos micorrizicos arbusculares em solo rizosférico apds 4 anos
do transplantio e inoculagio de cafeeiros cultivados com insumos
reduzidos a campo, e recuperados em milho inoculado com de
raizes destes cafeeiros.

Cafeeiro Milho
Familia Niimero de espécies
Acaulosporaceae 5
Archaeosporaceae 1
Gigasporaceae 1 6
Glomaceae 10 6
Paraglomaceae | 1
Total 20 19

Quando se recuperaram as espécies das raizes do cafeeiro no milho, a
familia Gigasporaceae, com 6 espécies, também ¢ dominante no numero de
espécies, juntamente com as outras duas familias citadas acima (Tabela 12). O
nimero de espécies da familia Glomaceae recuperadas do milho como cultura
armadilha, em relagdo aquelas recuperadas da rizosfera do cafeeiro a campo,

diminuiu de 10 para 6; para Acaulosporaceae, o nimero de espécies caiu de 8
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para 5; Paraglomaceae permaneceu com uma espécie; surgiu uma de
Archaeosporaceae e espécies de Gigasporaceae passaram de | no solo rizosférico
do campo para 6 recuperadas no milho inoculado com raizes do cafeeiro (Tabela
12). Portanto, apesar de estar em pequeno nimero de espécies e baixa ocorréncia
no solo rizosférico dos cafeeiros do campo sob cultivo com insumos reduzidos,
espécies de Gigasporaceae foram eficientes em colonizar as raizes do cafeeiro.

Os resultados de avaliagdo fenotipica mostram que a lavoura com
cafeeiros inoculados e cultivados com baixos niveis de insumo apresentou alto
nimero de espécies de FMAs em relagdo ao cafeeiro ndo inoculado crescendo
em 4rea adjacente e a dados de outras lavouras relatados na literatura. Observa-se
que nem todas as espécies de FMAs dominantes no solo rizosférico do cafeeiro
também sio nas suas raizes utilizadas como inéculo em milho. Espécies
eficientes para o cafeeiro G. margarita e Gl. clarum inoculadas hd 4 anos em
cafeeiro foram recuperadas de suas raizes, quando inoculadas em milho,
mostrando que as duas espécies foram capazes de colonizar o cafeeiro. As
familias com maior nimero de espécies nas raizes foram Gigasporaceae e
Glomaceae seguidas de Acaulosporaceae. No solo rizosférico no campo, a
maioria das espécies pertenciam a Glomaceae e Acaulosporaceae.

Deve-se considerar que os dados do presente trabalho representam o

retrato da situagio no momento das coletas das amostras de solo.

4.4 Estudos com material de cafeeiros sob cultivo com insumos reduzidos -

avaliacao molecular
Para detectar fungos MAs inoculados, nas raizes dos cafeeiros cultivados

com insumos reduzidos, utilizaram-se iniciadores de amplificagdo de DNA
especifico para Acaulosporaceae (VAACAU e ACAU1660), para Gigasporaceae
(VAGIGA e GIGA 5.8R) e para G. margarita (GilTSI e GilITS2). Como a
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freqiiéncia de GI. etunicatum foi alta para amostras de solo rizosférico (100%) e
para amostras de raizes do cafeeiro (83%) (Tabela 11), utilizou-se o par de
iniciadores GETU1 e GETU2. Confirmando-se, assim, o que j foi relatado para
raizes de cafeeiros em casa de vegetagdo, ou seja, a utilizagdo dos iniciadores
VANSI, VAGIGA e VAACAU nio produziu amplicons em quaisquer amostras
deste ensaio. Apesar de muitas espécies da familia Acaulosporaceae estarem
colonizando o cafeeiro, conforme revelou o estudo com cultura armadilha, o
iniciador VAACAU nio foi capaz de detectar coloniza¢io micorrizica.

Gl. etunicatum foi recuperado de 83% das amostras de raizes de cafeeiro
(Tabela 8), porém, o uso de iniciadores GETU1 e GETU2 em raizes de cafeeiro
ndo resultou em amplificagdo. Da mesma forma, mesmo com a presenca de G.
margarita multiplicada em 67% das amostras inoculadas em milho (Tabela 11)
também ndo houve amplicons apés PCR com o emprego do par de iniciadores
GiITS1 e GiITS2. A auséncia de amplicons pode ser devido ao grande nimero
de espécies colonizando o cafeeiro (observadas como aquelas que se
multiplicaram no milho). Foi observada uma média de 11,33 espécies de FMAs
multiplicadas no milho para cada uma das 6 amostras no campo. Para se ter uma
idéia da competi¢do entre espécies apenas de FMAs, se for dividida a
percentagem média de pontos de colonizagido micorrizica nas amostras de campo
que foram inoculadas (33%) (Tabela 8) pelo nimero médio de espécies
recuperédas em raizes de milho inoculado com as raizes dos cafeeiros (11,33),
obtém-se o hipotético valor de 2,91% da colonizagdo micorrizica do cafeeiro
sendo ocupado por cada espécie, considerando-se todas elas com mesmo nivel de
competéncia para colonizarem as raizes. Esses nimeros ddo uma idéia de quio
competitivo € o ambiente para colonizagao entre as espécies de FMAs. Isso ainda
sem considerar os outros varios fatores biéticos e abidticos do meio. Assim,
considerando o valor hipotético de 2,91% de colonizagdo micorrizica por cada

FMA nas raizes do cafeeiro do campo, como discutido acima, é possivel que a
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colonizagao por G. margarita ¢ Gl. etunicatum foi pequena o bastante para nao
ser detectada por amplificacao de DNA, por causa da diluigio DNA fiingico
destas duas espécies em meio a0 DNA do vegetal dos outros FMAs colonizantes.
Isso poderia resultar em baixa probabilidade dos iniciadores encontrarem a
seqiiéncia alvo. Entretanto, como ji discutido (item 4.2), na dilui¢io do DNA
fingico nas amostras extraidas de raizes, os compostos vegetais do extrato cru
utilizado para reagao de amplificagdo ou a alta especificidade dos iniciadores
podem ter influenciado a PCR e nao permitido a amplificagdo do DNA das
familias e espécies de FMAs no interior das raizes do cafeeiro, quando foram
utilizados os iniciadores VAGIGA, VAACAU, ACAU1660, GETUI, GETU2,
GilITS1 e GiITS2.

Os iniciadores de amplificacio GIGAS.8R (especifico para
Gigasporaceae) e ITSS utilizados resultaram em amplicons em algumas amostras
de raizes do cafeeiro, esporos de G. margarita, DNA de G. margarita misturado
com extrato de raizes sem colonizagiio (ERSC), S. heterogama, DNA de S.
heterogama misturado com extrato de raizes sem colonizagio (ERSC) (Figuras
13 e 14). Porém, somente em trés amostras de raizes do campo e das amostras de
esporos de G. margarita, DNA de G. margarita misturado com extrato de raizes
sem colonizagio (E RSC), de esporos de S. heterogama e DNA de S.
heterogama misturado com extrato de raizes sem colonizacdo (ERSC) € que
produziram amplicons de 300pb (Figuras 13 e 14). Outros amplicons de
amostras das raizes do cafeeiro do campo, tém o tamanho de cerca de 250 pb
(Figura 14). Como no programa de amplificagéo utilizado nas amostras destas
raizes, a temperatura de anelamento dos oligonucleotideos iniciadores foi mais
baixa (54°C), o que resultou, provavelmente, em amplificagdes inespecificas nas
amostras do DNA amplificado de 250 pb. Esse resultado corrobora com aquele
obtido neste trabalho, com raizes de cafeeiros crescidos em vasos sobre solo

natural, no qual o uso da temperatura de 54°C para anelamento dos iniciadores
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resultou em amplificacio inespecifica quando se utilizou GIGAS.8R (Figura 8)

(ver item 4.2).

12 345 67 891011 121314151617 1819 20

FIGURA 13. Produto da amplificagio por PCR utilizando os iniciadores
GIGAS5.8R e ITSS em amostras raizes de cafeeiros inoculados em
condi¢des de campo, sob cultivo com insumos reduzidos.
Colunas 1 a 19, amostra de DNA em diluicoes de 1:1, 1:10 e
1:100; coluna 20, marcador de peso molecular 1Kb DNA plus
ladder (Invitrogen®).

Por meio dos resultados dos amplicons com os iniciadores GIGA5.8R e
ITS5 nas raizes de cafeeiros do campo, descartando-se as amostras sem
amplificacdo positiva e aquelas com amplificacoes inespecificas (amplicons de
250pb), nota-se que espécies da familia Gigasporaceae estdo colonizando as
raizes dos cafeeiros.

Assim como os amplicons das amostras do ensaio em casa de vegetacdo,
o seqiienciamento dos amplicons de amostras provenientes do campo nao foi

possivel pelas mesmas razoes discutidas acima (item 4.2).



300pb

FIGURA 14. Produto da amplificagio por PCR utilizando os iniciadores GIGA5.8R e
ITS5 em amostras de esporos e de raizes de cafeeiros a campo sob
cultivo com insumos reduzidos. Colunas 1 a 5, amostras de DNA de
raizes de cafeeiros inoculados em dilui¢des 1:1, 1:10, 1:100 e 1:1000;
colunas 6 a 9, raizes coletadas em drea adjacente onde o cafeeiro ndo
recebeu indculo, como extrato cru, dilui¢@o 1:10, 1:100 e 1:1000; coluna
10. esporos de Gigaspora margarita; coluna 11, ERSC (DNA de
esporos de G. margarita misturado com extrato de DNA de raizes de
cafeeiro sem colonizacio) de G. margarita: coluna 12, esporos de
Scuellospora heterogama: coluna 13, ERSC de S. heterogama, colunas
14 e 15, amostra de dgua estéril: coluna 16, marcador de peso molecular

1Kb DNA plus ladder (Invitrogen®).

A inoculagio do cafeeiro a campo cultivado com baixos niveis de
insumos aumentou a diversidade (nimero de espécies) no solo, sendo que as
espécies inoculadas G. margarita € Gl. clarum estavam colonizando o cafeeiro,
depois de 4 anos da inoculagdo. Utilizando PCR foi possivel detectar FMAs da
familia Gigasporaceae nas raizes do cafeeiro a campo, entretanto, sem definicao
de espécie.

As técnicas tradicionais de avaliagdo morfolGgica dos esporos permitiram
a identificagdo de FMAs no solo e a presenga nas raizes do cafeeiro por meio do
uso de cultura armadilha. Porém, a metodologia da cultura armadilha pode ter

influéncia do efeito de seletividade para esporulacdo de determinadas espécies
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pela cultura armadilha. Desse modo, a identificacdo por andlise do material
genético contornaria tal problema, porém, o uso de PCR-RFLP como ferramenta
tinica ndo foi eficiente para detectar espécies de FMAs dentro de raizes em solo
natural. A ineficiéncia dos iniciadores pode ser devido a dilui¢do do DNA alvo, a
influéncia dos compostos vegetais, a especificidade alta dos iniciadores que pode
excluir da amplificagdo alguns organismos com pequenas variagdes gencticas ou
ser devido 2 combinacio entre as trés circunstancias. Avangos nas técnicas
moleculares, adaptacdes e combinagdes de métodos poderdo contribuir para o

acesso i diversidade de FM As colonizando raizes.
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5 CONCLUSOES

Os iniciadores de amplificacdo de DNA especificos ACAUI1660,
GETUIl, GETU2, GiITSI, GiITS2, VAACAU, VAGIGA e VANSI] nido sio
eficientes em detectar FMAs nas raizes do cafeeiro.

Mudas de cafeeiro isentas de micorrizas, quando inoculadas no
transplantio para solo com fungos indigenas, promovem aumento de esporos €
riqueza de espécies de fungos micorrizicos arbusculares.

Os fungos micorrizicos arbusculares introduzidos via inoculagdo nao sao
detectados pela esporulagido ou por PCR-RFLP em cafeeiros crescidos em casa
de vegetacio. Entretanto, a técnica molecular detecta a presenca de
Scutellospora heterogama nas suas raizes.

As espécies G. margarita e Gl. clarum inoculadas sio capazes de
colonizar os cafeeiros cultivados com insumos reduzidos a campo e permanecem
no agrossistema depois de 4 anos da inoculagio e implantagio da lavoura.

Pelo uso de PCR foi possivel detectar colonizagao por Gigasporaceae em

raizes dos cafeeiros a campo:
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