COLONIZACAO, ESPORULACAO E
CARACTERIZACAO FENOTIPICAE
MOLECULAR DE FUNGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES MANTIDOS EM CULTURA

CANDIDO BARRETO DE NOVAIS

2008



CANDIDO BARRETO DE NOVAIS

COLONIZACAO, ESPORULACAO E CARACTERIZACAO
FENOTIPICA E MOLECULAR DE FUNGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES MANTIDOS EM CULTURA

Dissertagdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras como parte das
exigéncias do Programa de Poés-graduacdo
em Ciéncia do Solo, para a obtengdo do
titulo de “Mestre”.

Orientador

Prof. Dr. José Oswaldo Siqueira

LAVRAS
MINAS GERAIS — BRASIL
2008



Ficha Catalogréafica Preparada pela Divisdo de Processos Técnicos da
Biblioteca Central da UFLA

Novais, Candido Barreto de.

Colonizagdo, esporulacdo e caracterizag@o fenotipica e molecular de
fungos micorrizicos arbusculares mantidos em cultura / Candido Barreto
de Novais. -- Lavras : UFLA, 2008.

73 p. : il

Dissertac¢do (Mestrado) — Universidade Federal de Lavras, 2008.
Orientador: José Oswaldo Siqueira.
Bibliografia.

1.Formononetina. 2.Esporulago. 3.PCR-DGGE. 4.Caracterizagdo

genotipica. 5.Caracterizagdo fenotipica. I. Universidade Federal de Lavras.
II. Titulo.

CDD -631.46




CANDIDO BARRETO DE NOVAIS

COLONIZACAO, ESPORULACAO E CARACTERIZACAO
FENOTIPICA E MOLECULAR DE FUNGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES MANTIDOS EM CULTURA

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras como parte das
exigéncias do Programa de Poés-graduacdo
em Ciéncia do Solo, para a obtengdo do
titulo de “Mestre”.

APROVADA em 27 de margo de 2008

Dr. Francisco Adriano de Souza Embrapa

Dra. Fernanda Covacevich FIBA

Prof. Dr. José Oswaldo Siqueira
UFLA
(Orientador)

MINAS GERAIS — BRASIL



Aos meus pais Clodoaldo’ e Maria e aos meus irmaos por

serem meu refligio, meu alicerce, meu porto seguro.

OFERECO

A minha irm& Jackelyne Novais e a meu querido amigo Evandro

Costa, por todo apoio, carinho, respeito e cumplicidade.

DEDICO



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Lavras, em especial ao Programa de P6s-Graduagéo
em Ciéncia do Solo, pela oportunidade de realiza¢do do curso;

A Coordenacao de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
pela concessdo da bolsa de estudos;

Ao CNPq pelo financiamento do projeto;

Ao professor José Oswaldo Siqueira, pela orientagdo, apoio ¢ confianca durante
0 Mestrado;

Aos professores do Departamento de Ciéncia do Solo;

A professora Fatima Maria de Souza Moreira pela colabora¢do e cordialidade
durante todo o mestrado;

Ao pesquisador Francisco Adriano de Sousa pela co-orientagdo e por ter
possibilitado o suporte para as realizacdes das analises moleculares na Embrapa
Agrobiologia;

Aos funcionarios Marlene Aparecida de Souza e Manuel Aparecido da Silva, por
toda amizade e colaboragdo para a execuc¢do deste trabalho;

Ao pesquisador Orivaldo José Saggin Junior pela orientacdo na iniciagdo
cientifica, pelo direcionamento, apoio, ¢ principalmente pela amizade,
oportunidades, confianga e consideragdo;

A pesquisadora Eliane Maria Ribeiro por todo apoio e carinho;

Ao técnico Itamar Garcia por toda amizade e colaboragao;

Aos amigos da Embrapa Agrobiologia: Isabel, Fernanda Carvalho, Gléria,
Francys, Carol, Verala, Paulo Ivan e em especial a Fernanda Covacevich por
toda ajuda e aten¢do e a meus grandes amigos Wardsson e Gabriel por todo
apoio que me deram;

Aos amigos Levy, Jonas, Fabiano Freire e Fabiano Duarte, companheiros de
republica, por toda convivéncia e amizade;

Aos amigos adquiridos durante o curso, Lucélia, Cléide, Silvia, André, Eduardo,
Silvio, Douglas, Tais, Michele, Ligiane, Plinio, José¢ Geraldo, Alice, Adriana,



Ederson, Yvonei, Pedro, Maira, Paulo, Bruno Dias, Evio, Euzelina, Enio,
Rogério, Leandro, Paula, Valdete, Vitéria, Jerusa, Sheila, Daniela, Mauricio,
Josinaldo, Cris, Daiane, Naty, Marlon, Gra, Gil, Alexandre, Douglas e Rossi;

As grandes amigas Krisle, Meire, Glaucia ¢ Amanda, que foram minha familia
durante esse tempo, enchendo minha vida de alegria, sem duivida alguma vocés
s80 0 mais precioso presente de Deus em minha vida, amo vocés;

Aos grandes amigos e amigas, Carlos (Bahiano), Carlos (Lambari), Paulo,
Khalil, Hernandes, Alexandre, Afranio, Wallace, Ronan, Roberto, Carla,
Priscila, Prescila, Ana Amélia, Galzerano, Fernando e Alexandre;

As pessoas mais importantes em minha vida, Renata e Michelle, por cada
minuto de cumplicidade que construimos, e por todos os momentos felizes e
também arduos nos quais vocés estiveram sempre ao meu lado, tenham a certeza
de que amo muito vocés;

Aos grandes amigos, Rafaell, Leonardo e Wardsson por toda convievéncia e
amizade durante e posterior a graduacao;

A familia 513, em especial ao Evandro, Patusso, Erick, Deivison, Cayré,
Mauricio, André, Rafael, Renato e Wilmar por ter me acolhido durante todo esse
tempo, e principalmente por toda amizade e consideragao;

Agradecimento especial a meu grande amigo Evandro que durante todos esses
anos tem sido um grande irmao, com quem tenho compartilhado cada momento
de minha vida, saiba que € imensa a minha consideragdo e admira¢cdo por vocé.

Agradecimento especial a meu amigo Paulo Boa Sorte por todo apoio, amizade e
consideracio;

Aos meus pais, Clodoaldo’ e Maria, e a meus irmios, Jackelyne, Karina, Cida,
Célia, Neidelene, Reinaldo, Luiz e Renan por todo apoio, carinho e por serem
responsaveis por tudo que sou, amo voces;

A minha irma Jackelyne, por sempre acreditar em mim, me apoiando e dando
suporte para cada etapa da minha vida, por proporcionar-me entusiasmo e
confianca. Com certeza irei compartilhar contigo cada conquista, amo vocg;

A Deus por ter colocado todas essas pessoas maravilhosas em meu caminho e
por todas as oportunidades de minha vida;

MUITO OBRIGADO POR TUDO!!!



SUMARIO

RESUMO ... s
ABSTRACT .o s

L INTRODUGAO . .......cooieiisteeeeeeeees e esis s enes st enes st ene s,
2 REFERENCIAL TEORICO.......cooiiieeeiieeeeeesesesses s s esnesnennenen

2.1 Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS)........cccccevvevienvecienvenienns
2.2 Colonizagdo e esporulagdo em vasos de cultivo.........ccceeeeevieriencieenennne.
2.3 Identificacdo e classificag@o do FMAS.........cccveivieciieciiecieeee e

2.4 Emprego de técnicas moleculares em estudos de FMAs.........ccccceeneeee.

3MATERIAL E METODOS.......cooeoeeeeeeeeeeeteeeeeeseeee et eeseeeeenees

3.1 A Multiplicag@0o doS FMAS.....ccceeviiiiieiieie ettt
3.2 Caracterizagdo morfoldgica dos i801ados.........cccceeeerienieienienireeienen.

3.3 Caracterizagdo molecular dos 1s01ados...........cceevvieviiiciienciicciecreeee,

B ANALISES. . eeeeeeee e e e e e ———ae e e e e ——aaeeta———aaeaaa——.aaaau———————a
4 RESULTADOS E DISCUSSAO.....c..oeoeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e s s

4.1 Esporulacdo dos isolados de FMAS .......cccecceveviieniieiieeie e

4.2 Caracterizacao morfologica dos isolados de FMAs........cccoceevieiennen.

4.2.1 DCS 02 e 30-Isolados de Acaulospora delicata (Walker, Pfeiffer ¢
Bloss, 1986)

4.24DCS 11, 12 e 13 -Glomus etunicatum (Becker & Gerdemann, 1977) ..

4.2.5DCS 09 e 10 -Glomus clarum (Nicolson & Schenck, 1979) ................
4.2.6 DCS 06, 24, 31 e 32 - Isolados de Glomus diaphanum (Morton &

WaLKET, 1984ttt et saaeebaeeaeas

16
20
20
23
24
27
28
29
33

37
39



4.2.7 DCS 08 - Gigaspora margarita (Becker & Hall, 1976)....................... 49

4.2.8 DCS 22 - Gigaspora albida (Schenck & Smith, 1982)............ccccv.... 51
4.2.9 DCS 05 - Gigaspora gigantea (Nicolson & Gerdemann) Gerdemann

& Trappe, 1074 . o 52
4.2.10 DCS 19- Scutellospora heterogama (Koske & Walker, 1985)............ 54
4.2.11 DCS 18- Scutellospora gregaria (Schenck & Nicolson) Walker &

Sanders (1986). ... uuieieii i 14
4.2.12 DCS 27- Scutellospora rubra (Stiirmer & Morton, 1999)................... 57
4.3 Analise de PCR-DGGE.........cccccteriiiienieiecietee e 58
5 CONCLUSOES.......coouiririieeisisiesissssssssssssssss s 63

6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........cccooviiiiiiieieississssiesesins 64



RESUMO

NOVAIS, Candido Barreto de. Colonizacdo, esporulacdo e caracterizacéo
fenotipica e molecular de fungos micorrizicos arbusculares mantidos em
cultura. 2008. 73p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia do Solo) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG'.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicacdo do isoflavondide
formononetina na colonizagdo e esporulacdo, e caracterizar fenotipicamente e
genotipicamente por meio de PCR-DGGE 36 isolados de fungos micorrizicos
arbusculares mantidos em vasos de cultivo na cole¢do do Laboratorio de
Microbiologia do Solo do Departamento de Ciéncia do Solo da Universidade
Federal de Lavras, Minas Gerais, Brasil. O estudo foi conduzido em vasos de
cultivo (500g) com Brachiaria decumbens em mistura desinfestada de solo e
areia (2:1). O efeito da formononetina foi avaliado pela aplicagdo de 1mg por
vaso de Mycoform™ (produto comercial da PHC, Inc) ao solo por ocasiio da
repicagem das plantas e inoculacdo e aos dois meses de crescimento, em
comparagdo a um tratamento sem a aplicagdo do produto. Os tratamentos foram
dispostos em delineamento inteiramente casualizado com cinco repeticdes. A
colonizacdo das raizes ¢ a densidade de esporos em amostras coletadas
diretamente dos vasos foram avaliadas apos cinco meses de crescimento. A
caracterizagdo fenotipica e molecular foi conduzida para os isolados que foram
capazes de multiplicar. A analise molecular foi feita com base na discriminagao
especifica da regido V9 do 18S rDNA. A colonizagdo e esporulacdo variou
muito dentre e entre as espécies e os isolados puderam ser agrupados em aqueles
que esporularam abundantemente, moderadamente e fracamente. Treze isolados
demonstraram sucesso na multiplicacdo e 31% destes isolados responderam a
aplicagdo de Mycoform™ aumentando a taxa de colonizagdo em até 27% e 54%
tiveram sua esporulacdo aumentada em até 54%. A caracterizagdo morfoldgica
dos esporos esta de acordo com as descrigdes originais das respectivas espécies.
A avaliagdo molecular por PCR-DGGE também permitiu a diferenciagdo das
espécies e nio revelou qualquer diferencga entre os isolados da mesma espécie
corroborando com a identificacdo fenotipica.

" Orientador: José Oswaldo Siqueira — UFLA



ABSTRACT

NOVAIS, Candido Barreto de. Colonization, sporulation and phenotypic and
molecular characterization of arbuscular mycorrhizal fungi kept in host
culture. 2008. 73p. Dissertation (Master degree in Soil Science) - Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG".

The aim of this study was to evaluate the effect of the isoflavonoid
formonometin on the colonization and sporulation, and characterize
phenotypicaly and genotypically through PCR-DGGE 36 arbuscular mycorrhizal
fungi isolates from the collection of Soil Microbiology Laboratory, Department
of Soil Science of Federal Lavras University, Minas Gerais, Brazil. The study
was conducted in pots (500g) with Brachiaria decumbens in a disinfested
soil/sand mixture (2:1). The effect of formonometine was evaluated through the
application of 1 mg of Mycoform™ (commercial product of PHC, Inc) into the
soil in each pot at planting and inoculation and after two months of growth,
comparing with a treatment without the product. The treatments were layed out
in a completely random design with five replicates. it The root colonization and
the spore density of samples collected directly from the pots were evaluated after
five month of growth.Phenotypic and molecular characterization was conducted
for the isolates that were able to multiply. The molecular analysis was made
through the discrimination of the specific V9 region in the 18S rDNA.
Colonization and sporulation varied a lot, both between and within the species
and the isolates could be grouped on clusters that sporulated abundantly,
moderately and sparsely. Thirteen isolates showed successful multiplication,
31% of these isolates responded to the application of Mycoform™, increasing
the colonization rate up to 27% and 54% had the sporulation increased up to
54%. The morphological characterization of the spores is in accord with the
original descriptions of the species. The molecular evaluation by PCR-DGGE
also allowed the differentiation of the species and did not reveled any
differences between the isolates of the same species, in agreement with the
phenotypic characterization.

'Advisor: José Oswaldo Siqueira — UFLA.
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1 INTRODUCAO

Em decorréncia da importancia da biota e dos processos bioldgicos para
a producdo agricola e da necessidade de se reabilitar ecossistemas degradados
pela atividade humana, ha grande interesse em estudos sobre a biologia e os
efeitos benéficos da inoculagdo de Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAs),
no crescimento e desenvolvimento de plantas. Entre os trabalhos pioneiros da
micorrizologia moderna se destacam os estudos desenvolvidos por Mosse,
Gerdeman e Nicolson nas décadas de 60 e 70, atualmente, numerosos trabalhos
tem sido desenvolvidos em varios paises. No entanto, grande parte destes tem
sido redundantes, pois t€ém abordado apenas aspectos benéficos destes fungos no
crescimento de plantas, havendo uma grande caréncia de estudos sobre
caracterizagdo de estirpes, e de ensaios comparativos de diferentes isolados
geograficos, bem como dos aspectos filogenéticos e da natureza simbiotica
destes organismos. Isto pode ser atribuido & impossibilidade de crescimento
desses fungos em meios de cultura na auséncia de raizes metabolicamente ativas
e a ndo caracterizacdo da fase sexuada em seus ciclos de vida o que dificulta, em
muitas pesquisas com esse grupo de fungos. Com isso, a identificacdo e
classificagdo destes fungos tém sido baseadas, quase que exclusivamente, nas
caracteristicas morfoldgicas e estruturais de seus esporos vegetativos (Morton &
Benny, 1990). Entretanto, a identificagdo morfologica ndo possibilita uma facil
distincao das diferentes espécies de FMAs, e durante a fase simbidtica micelial
nos tecidos radiculares ndo permite a distingdo de espécies em comunidades
complexas. Além disso, a identificagdo morfologica pode ser influenciada por
condigdes locais e pela diferenca de maturidade dos esporos introduzindo
problemas para identificagdo precisa de FMAs e para a otimizagdo da simbiose

em campo, comprometendo assim, o desenvolvimento de estudos basicos, tais



como aqueles ligados a competicdo, sobrevivéncia, dispersdo, e¢ eficiéncia,
quando executados em comunidades complexas, como as encontradas em solos
tropicais (Salles & Souza, 1998).

Existe grande dificuldade na obtencdo de indculo basico de boa
qualidade e em quantidade suficiente para estudos de identificagdo e trabalhos
de pesquisa sobre fisiologia, eficiéncia simbiodtica e dependéncia micorrizica, e
principalmente para o desenvolvimento de inoculante comercial. A
disponibilidade de diferentes espécies de FMAs em colegdes de cultura ¢
importante para o desenvolvimento tecnoldgico e para o estudo da biologia e
aplicacdo dos FMAs. As estirpes sdo a base para o desenvolvimento de estudos
basicos e aplicados. As dificuldades para multiplicagdo em grande quantidade e
manuten¢do das culturas t€m limitado a diversidade nas cole¢des, mesmo em
vaso de cultivo (Juge et al., 2002). Espécies cuja multiplicacdo ¢ tida como
dominada, as vezes mostram problemas de multiplicacdo, havendo necessidade
de estudos sobre os fatores que controlam a multiplicagdo destes fungos.

A descoberta de metabolitos vegetais estimulantes dos FMAs e da
coloniza¢do micorrizica das plantas, como o isoflavondide formononetina, que
estimula o crescimento de hifas na fase de pré-infecgdo facilitando a penetragao
e colonizagdo das raizes (Siqueira et al., 1991; Nair et al., 1991; Davies et al.,
1999; Koide et al., 1999) pode representar uma alternativa para melhorar a
multiplicagdo de FMAs em vaso de cultivo e possibilitar a multiplicacdo de
diferentes espécies destes fungos.

O interesse pela taxonomia morfologica tem diminuido devido as
dificuldades de compreensdo das estruturas subcelulares, o que exige bom
conhecimento taxonémico, e pelos avangos na aplicacdo de técnicas
moleculares, havendo necessidade de aperfeicoamento de métodos de
caracterizagdo e diferenciagdo de espécies rapidos e confiaveis, que despertem o

interesse dos pesquisadores, pois a medida que os estudos com FMAs estdo



avancando fica cada vez mais evidente a importincia da filogenia para o
entendimento destes fungos.

Com o advento dos métodos baseados nas moléculas de DNA e RNA,
principalmente aqueles baseados no emprego da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), a qual permite a amplificagdo do DNA a partir de uma pequena amostra,
tornou-se possivel a identificacdo de FMAs tanto em vida livre no solo como
também durante a fase simbiotica micelial nos tecidos radiculares (Helgason et
al., 1998; Tuinen et al., 1998a; Kjoller & Rosendahl, 2000; Kowalchuk et al.,
2002).

Assim, o desenvolvimento de técnicas para a identificacdo taxondmica,
associadas a novas ferramentas da biologia molecular sdo pontos de grande
importancia para sustentar as pesquisas com FMAs no pais, que ¢ um grande
centro de biodiversidade destes fungos. Desta forma, o objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito da aplicacdo do isoflavonoide estimulante das micorrizas
(formononetina) na colonizagdo e esporulagdo, e caracterizar fenotipicamente e
por meio de PCR-DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis -
Eletroforese em gel com gradiente de denaturagdo) 36 isolados de fungos
micorrizicos arbusculares mantidos em vasos de cultivo na colecdo do
Laboratorio de Microbiologia do Solo do Departamento de Ciéncia do Solo da

Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais, Brasil.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS)

A micorriza arbuscular ¢ uma simbiose mutualistica entre raizes da
maioria das plantas e fungos do filo Glomeromycota (Schiiller et al., 2001a).
Esta simbiose se caracteriza pela penetragdo inter e intracelular das células do
cortex radicular e formagdo de estruturas intracelulares denominadas arbtsculos
(Douds & Millner, 1999). E uma das simbioses mais importantes entre
microrganismos e plantas (Smith & Read, 1997) e ¢é tida como a mais abundante
na natureza, ocorrendo na maioria das plantas, inclusive inimeras espécies de
grande valor econdmico e ecologico, e na maioria dos ecossistemas vegetais,
apresentando ampla distribuicdo geografica ocorrendo desde regides polares até
os tropicais Umidos ou desertos. A maioria das angiospermas, pteridofitas e
numerosas bridfitas formam micorrizas arbusculares (Trappe, 1987). Isto se
deve ao fato dos FMAs terem sido fundamentais para o estabelecimento das
plantas no ambiente terrestre (Pyrozynski & Malloch, 1975; Simon et al., 1993;
Simon, 1996). O registro fossil mais antigo de esporos de FMAs data de 460
milhdes de anos, com base nesse registro a origem dos FMAs foi estimada para
600 milhdes de anos (Redecker et al., 2000), no entanto, existem outras
estimativas que datam de 1200 a 1400 anos atras (Heckman et al., 2001).

Os FMAs sdo componentes importantes dos sistemas vegetais terrestres,
apresentando também grande potencial para producdo agricola. Esses
organismos podem favorecer o crescimento, ¢ a capacidade reprodutiva das
plantas (Lu & Koide, 1994), bem como tolerdncia ao estresse hidrico (Gupta &
Kumar, 2000) e resisténcia a doengas (Declerck et al., 2002), competicdo inter e
intra-especifica (Fitter & Garbaye, 1994). O beneficio principal para a planta
hospedeira nesta simbiose é o aumento da absor¢do de nutrientes, especialmente

os de baixa mobilidade no solo como o fosforo, isto devido a um aumento de sua



capacidade em explorar o solo, tanto em area de superficie de contato quanto em
volume (Moreira & Siqueira, 2006; Jakobsen, 1999). Estes fungos também
interagem com outros organismos do solo, tais como rizobios envolvidos em
importantes ciclos de nutrientes, desta forma, a fixacdo bioldgica de nitrogénio
por leguminosas pode ser aumentada pela co-infec¢do com FMAs (Xavier &

Germida, 2002).

2.2 Colonizacao e esporulacdo em vasos de cultivo

Os FMAs sdo biotroficos obrigatorios, dependentes de raiz
metabolicamente ativa para o fornecimento de carboidratos e para completar
seus ciclos de vida (Siqueira et al., 1985). Os esporos sao unidades biologicas
em estado de quiescéncia que precisam ser ativados para desencadear os
processos normais da biologia celular e as fun¢des metabdlicas que sustentam
sua germinagdo e crescimento subseqiiente da fase filamentosa (Moreira &
Siqueira, 2006). Eles persistem no solo e germinam espontaneamente usando
suas proprias reservas, que sdo metabolizadas pelo metabolismo catabdlico.
Entretanto, o crescimento da hifa ¢ limitado pela utilizagdo destas baixas
quantias de carbono armazenado (Bécard & Piché, 1989; Bago et al., 1999;
Bago et al., 2000), assim, apos certo periodo de crescimento, comeca a formar
septos na hifa a partir do apice, o citoplasma recua e o esporo entra em
dorméncia novamente, evidenciando sua necessidade obrigatoria as células vivas
do hospedeiro. Contudo, em algumas espécies, o esporo contém reservas
suficientes para realizar multiplas germinagdes aumentando as chances de
encontrar um hospedeiro apropriado (Koske, 1981). Segundo Moreira &
Siqueira (2006) ndo se conhece o mecanismo exato pelo qual esses esporos sdo
ativados a germinar. No entanto, j& se tem evidencias de que antes da
coloniza¢do ocorre uma troca de sinais moleculares, “o fungo reconhece seu

hospedeiro, e lhe responde de modo positivo em potencial, produzindo e



diferenciando seu micélio assimbidtico, mesmo sem o contato fisico com o
hospedeiro. Do mesmo modo, o fungo é capaz de produzir sinais difusivos que
elicitam expressao especifica nas raizes, como o gene regulado MtENOD11, que
atua na sintese da parede celular e pode facilitar a penetragdo do fungo (Kosuta
et al., 2003)”. Desta forma, indicando a existéncia de esporos “receptores
responsivos” as alteragdes na composicdo quimica do ambiente (Giovanetti &
Sbrana, 1998; Bécard et al., 2004; Harrison, 2005).

Viérias substancias que estimulam os propagulos dos FMAs tém sido
encontradas nos exsudados das raizes de plantas suscetiveis & micorrizagao.
Contudo, os exsudados de plantas deficientes em fosfato sdo mais estimulantes
para os fungos micorrizicos que aqueles de plantas bem supridas em P,
indicando a presenca de substincias estimulantes nas plantas deficientes, que
serdo mais suscetiveis a micorrizacdo. Neste sentido, foi identificado a partir de
raizes de trevo cultivadas em condicoes de deficiéncia de fosfato, o
isoflavondide formononetina (7- hidroxi, 4’-metoxi isoflavona) (Nair et al.,
1991), que devido a sua baixa solubilidade em agua ¢ de dificil aplicagdo. No
entanto, com o aperfeicoamento da rota de sintese foram desenvolvidas as
formulagdes Myconate™ e Mycoform™ que sdo mais apropriadas a aplicagdo
da formononetina em larga escala no solo (Nair et al., 1991).

Com a produgdo sintética da formononetina pode-se observar o seu
desempenho na comunica¢do e sinalizacdo nas relacdes entre plantas e
microrganismos, assim, através de estudos realizados in vitro verificou sua
atuacdo como fator quimico ativo capaz de estimular o crescimento assimbiotico
de esporos de FMAs, crescimento de hifas na fase de pré-infecgdo ou indugéo do
desenvolvimento de apressorio e/ou formagdo de arbusculo (Davies et al., 1999;
Koide et al., 1999; Nair et al., 1997; Siqueira et al., 1991; Nair et al., 1991). Da
mesma forma, Davies et al (2005) estudando a influéncia do flavondide

formononetina na atividade micorrizica e na produtividade de batata, relatou ter



encontrado um grande aumento na esporulagdo de fungos micorrizicos indigenas
quando aplicado a formononetina, expressando ainda mais a importancia desse
insumo bioldgico em aumentar a contribuicdo dos FMAs na produgdo agricola.

A fase extra-radicular da simbiose esta representada pela rede de micélio
que cresce no solo, este micélio cresce simultancamente & colonizagdo
intraradicular, funcionado como um sistema radicular complementar, muito
efetivo na absor¢do de nutrientes e agua além da zona de esgotamento do solo
(Barea, 2000). E na fase extra-radicular que ¢ produzido a maioria dos esporos,
isoladamente ou em esporocarpos. Em algumas espécies, os esporos sdo também
produzidos no interior das raizes como se da em Glomus intraradices. Os
estadios fenotipicos do ciclo da simbiose iniciam-se com a germinagdo dos
esporos e sdo concluidos com a produgdo de novos esporos que garantem a
sobrevivéncia do fungo. Verifica-se que para cada estddio ocorrem estimulos,
respostas e mecanismos seqiienciados e fases distintas de controle especificos na
planta (Moreira & Siqueira, 2006).

Os recentes progressos nos métodos de identificacdo e quantificagdo dos
FMAs nos solos e dentro das raizes das plantas tem permitido esclarecer os
fatores que influenciam sua distribui¢do e persisténcia no solo. O
desenvolvimento da associagdo micorrizica varia com o pH, temperatura, tipo e
profundidade do solo, vegetacdo e grau de perturbagdo do sistema (Wang et al.,
1993), umidade, matéria organica do solo, praticas agricolas como o uso de
agroquimicos ou rotacdo de cultura (Jonson & Pfleger, 1993). A esporulagido ndo
tem influéncia direta do hospedeiro, mas tém relagdo com o grau de colonizagao,
extensdo de raizes e idade (ciclo) da simbiose e parece ser regulada pelo estado

de senescencia da planta (Moreira & Siqueira, 2006).



2.3 ldentificacdo e classificacdo do FMAs

A identificagdo das espécies de FMAs tem sido baseada na morfologia
de seus esporos (Morton & Benny, 1990) que sdo as estruturas fingicas que
apresentam as melhores caracteristicas para distingdo de espécies, tais como a
cor, forma, estruturas e ornamentacdes de paredes externas (Schenck & Perez,
1988). Entretanto, a caracterizagdo morfologica pode ser influenciada por
condigdes locais, tais como, maturidade e estado de conservagdo dos esporos.
Dificuldade ¢ somada pela auséncia de chaves taxondmicas para espécies, assim
como, por ter poucas informagdes detalhadas sobre as espécies e poucas fotos
disponiveis no site do INVAM, e por geralmente os esporos coletados
diretamente do campo estarem normalmente em baixa quantidade, parasitados e,
em muitos casos, ndo possuirem todas as estruturas subcelulares intactas que
permitem uma identificagcdo das espécies.

A precisdo das identificagdes morfologicas € muito dependente do nivel
de conhecimento taxondmico do técnico responsavel pela analise, cada um dos
géneros dos FMAs esta definido por critérios relacionados com a forma em que
se originam os esporos, sendo assim, cada um deles possui uma formacao
especial de esporos, e apresentam diferente morfologia nos pontos de conexao
das hifas de sustentacdo ou de formagdo. O Quadro 1 apresenta as estruturas
tipicas dos esporos dos principais géneros e algumas de suas caracteristicas.

Os tipos e a organizacdo das diversas estruturas subcelulares dos
esporos de FMAs ¢ a base para a identificacdo morfologica deste grupo de
fungos. Walker (1983) propds uma terminologia conceituando essas estruturas
de “paredes” que foram definidas por fenotipos estaticos, como parede laminar,
evanescente, unitaria e membranosa, foram também definidas as paredes amorfa
(Morton, 1986), expandida (Berch & Koske, 1986), coridcea (Walker, 1986) e
parede entalhada (Koske & Gemman, 1995).



QUADRO 1 Esquema das estruturas tipicas dos esporos dos géneros dos

FMAs e suas principais caracteristicas.

Estrutura tipica dos
esporos

Caracteristicas

*

Género Glomus (Tul. & C. Tul)

1. Os esporos formam-se terminalmente ou intercalado numa hifa fértil, cilindrica ou alargada;
2. Organizagio subcelular:
. Parede do esporo (PE) com varias camadas (2 a 4) com fendtipos variaveis;
. Esporos produzidos isolados, em agregados ou esporocarpos;
. Germinagéo pelo limen da hifa suspensora ou parede do esporo;
3. Presenga de uma camada na PE com varias subcamadas (laminas) continua com a parede da
hifa suspensora;
4. Possui 104 espécies descritas

Género Acaulospora (Gerd. & Trappe emend. S.M. Berch)

1. Os esporos formam-se lateralmente no pescog¢o de um saculo esporifero;
2. Organizagao subcelular:
. Parede do esporo com duas ou trés camadas
. Parede germinativa: sempre 2, com duas camadas cada;
. Placa de germinagao;
3. Esporos com ou sem ornamentago;
4. Possui 33 espécies descritas.

Género Entrofospora (Spain e Schenck)

1. Os esporos se desenvolvem dentro do pescogo de um saculo esporifero e originam-se do
conteudo do saculo.
2. Organizagdo subcelular:
. Paredes do esporo com duas camadas.
3. O saculo esporifero origina-se terminalmente ou intercaladamente numa hifa extraradicular.
2. Os esporos sdo encontrados isoladamente no solo.
4. Os esporos possuem duas cicatrizes.

Género Gigaspora (Gerd. & Trappe)

1. Esporos sem ornamentagao;
2. Organizagao subcelular:
. Parede do esporo com duas camadas (L1 e L2);
. Parede germinativa verrugosa ou nodosa
3. Células auxiliares “equinuladas”;
4. possui 9 espécies descritas
5. As espécies conhecidas apresentam grandes semelhangas morfologicas, as diferengas residem
na cor e tamanho dos esporos (Bentivenga & Morton, 1995)

Género Scutellospora (C. Walker & F.E. Sanders)

1. Esporos com ou sem ornamentagao;
2. Organizagao subcelular:
. Parede do esporo com duas camadas;
. Parede germinativa- 1 a 3, com duas camadas cada;
. Escudo de germinagéo;
3. Células auxiliares “lobadas”;
4. Possui 33 espécies descritas
5. As diferengas entre espécies residem no fenotipo das camadas da parede do esporo (cor,
ornamentagao, etc.);

...continua...
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Género Appendicispora (Spain, Oehl & Sieverd)

1. Esporos dimorficos, esporos sdo formados semelhantemente aos de Acaulospora e de Glomus;
2. Esporos do tipo Acaulosporoides se desenvolvem a partir de um “pedicel” formado no pescogo
do saculo esporifero.

3. Esporos do tipo Glomoides se desenvolvem terminalmente a partir de qualquer hifa
desenvolvida da parede do “pedicel”.

4. Organizagao subcelular:

. Parede do esporo com trés camadas

. Duas paredes germinativas uma com duas camadas firmemente aderidas e outra com trés
camadas;

. Germinagao pelo tubo germinativo emergindo-se da segunda parede germinativa interna e
saindo pelo poro do “pedicel”. Também foi encontrado estruturas germinativas formadas entre a
primeira e a segunda pareede germinativa, diferente das estruturas germinativas de Acaulospora;
4. Possui 5 espécies descritas.

!
\

s
-;"‘\
-y
,

Género Archaeospora (Morton & Redecker)

1. Esporos dimorficos, esporos sdo formados semelhantemente aos de Acaulospora e de Glomus;
2. Esporos do tipo Acaulosporoides se desenvolvem diretamente do pescogo do saculo esporifero.
3. Esporos do tipo Glomoides se desenvolvem intercaladamente em uma hifa fértil.
2. Organizagao subcelular:

. Uma parede do esporo e uma parede germinativa interna, consistindo em duas ou trés
camadas.

. Germinagao através de um tubo germinativo emergindo de uma estrutura de germinagdo
irregular;
4. Possui 1 espécie descrita.

1
%
*

(W

Género Diversispora (Walker & Schuessler)
1. Os esporos se desenvolvem de uma hifa de sustentagao semelhantemente aos esporos do
género Glomus.
2.0s esporos sdo morfologicamente semelhantes aos esporos de Glomus sp. difereindo na
micorriza, pois Diversispora ndo forma vesiculas e cora menos com azul de tripano.
4. Possui 1 espécie descrita.

Género Intraspora (Sieverd. & Toro) Oehl & Sieverd

1. Os esporos se desenvolvem dentro do pescogo de um saculo esporifero a uma certa distancia do
sdculo e originam-se do contetido do saculo;
2. Sdo globosos a subglobosos e frequentemente piriformes;
3. Organizagao subcelular:
. Parede do esporo composta por duas camadas;
. Parede germinativa interna semifléxivel e finamente laminada
4. Os esporos sdo encontrados isolados no solo;
5. Os esporos possuem duas cicatrizes.
6. Possui 01 espécie descrita.

Género Pacispora (Oehl & Sieverding, 2004)

1. Os esporos formam-se terminalmente numa hifa esporogénica semelhantemente aos esporos do
género Glomus.
3. Organizagao subcelular:

. Parede do esporo composta por 3 camadas;

. Parede germinativa interna com trés camadas;

. Na superficie da camada 1 da parede germinativa ha a formagio de um escudo germinativo, do
qual emerge-se o tubo germinativo.
4. Os esporos sdo encontrados isolados no solo;
5. Os esporos possuem duas cicatrizes.
6. Possui 01 espécie descrita.

...continua...
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Género Paraglomus (Tul. & C. Tul)

1. Esporos formam-se terminalmente numa hifa fértil semelhantemente aos esporos de Glomus
sp.;
2. Organizagao subcelular:

. Parede do esporo com duas ou trés camadas continuas com a parede da hifa de sustentagio;

. Germinagéo pelo limen da hifa suspensora ou parede do esporo;
3. Esporos morfologicamente semelhantes aos esporos de Glomus sp. diferindo-se nas
propriedades de suas micorrizas;
4. Possui 3 espécies descritas

Geénero Kuklospora (Spain e Schenck)

1. Os esporos se desenvolvem dentro do pescogo de um saculo esporifero e originam-se do
contetdo do saculo;
2. Organizagao subcelular:
. Parede do esporos com trés camadas;
. Duas paredes germinativas;
. Presenga de uma camada “beaded” na parede germinativa;
3. O saculo esporifero origina-se terminalmente ou intercaladamente numa hifa extraradicular;
2. Os esporos sdo encontrados isoladamente no solo;
4. Os esporos possuem duas cicatrizes;
5. Possui duas espécies descritas.

*Esquemas retirados do site http://bugs.bio.usyd.edu.au/Mycology/Plant Inte
ractions/Mycorrhizas/Arbuscular/sporeTypes.html

De acordo com a terminologia de Walker (1983) os esporos sio
formados por “grupos de paredes” e as espécies identificadas através do estudo
dos esporos ¢ da fungdo de sua parede e grupos de camadas que a compde,
foram desenvolvidos uma série de representacdes esquematicas (murogramas)
simulando as possiveis caracteristicas das paredes dos esporos (Quadro 2).

Posteriormente, Berch (1987) propds que as estruturas discretas dos
esporos fossem “camadas” que faziam parte de uma “parede do esporo”,
tratando as estruturas subcelulares de forma equivalentes, assim, o termo “grupo
de paredes” de Walker foi substituido por “parede”, parede do esporo e parede
interna, por consistirem estruturas de origem independente nos esporos e por
serem identificaveis por sua posi¢ao durante a ontogenia dos esporos (Franke &
Morton, 1994). O termo “parede” de Walker foi substituido por “camada”, que é
definida como uma estrutura fenotipicamente discreta que se origina dentro da

parede do esporo e da parede interna.
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QUADRO 2 Representacao esquemadtica das diferentes “paredes” que
compde o “grupo de paredes” de esporos de FMAs e suas
principais caracteristicas (Walker, 1983).

Tipos de Paredes (Walker, 1983) Murograma Foto

Parede Unitaria
Parede rigida, com uma camada apenas, claramente
distinta das outras e consistente entre esporos no
mesmo estagio de maturidade dentro de uma
espécie.

Parede Laminada
Parede rigida formada por varias camadas que vao
sendo depositadas a medida que o esporo
amadurece.

Parede Evanescente
Uma parede laminada ou unitiria que vai se
quebrando e cai @ medida que o esporo amadurece.

Parede Membranosa
Parede muito fina, geralmente sem cor que
freqiientemente fica enrugada e colapsa em
solugdes  hipertonica. Sendo  flexivel, ela
geralmente ndo se quebra quando o esporo ¢
quebrado.

Parede Coriacea
Parede sem cor que ¢ mais espessa que a parede
membranosa, mas também ¢ flexivel e desta forma
dificil de se quebrar. Tem uma aparéncia coriacea.

Parede Amorfa
Parede sem cor dentro dos esporos que ¢ bastante
plastica quando se aplica uma pressdo para quebrar
os esporos em PVLG. No Melzer torna-se
vermelho purpura (pode ser bem escuro).

Parede Germinativa
Parede mais interna que ocorre apenas nos esporos
de Gigaspora. Fenotipo similar as camadas de uma
parede laminada, mas possui protuberancias em
forma de verrugas ou papilas antes da germinagdo.

Parede Expansiva — — —|
Parede unitaria que expande e produz estriagdes em f— — —
PVLG. — — — http://invam.caf.wvu.edu/

Foto disponivel no site:
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“Embora as espécies de FMAs apresentem diferencas morfoldgicas,
essas diferengas ndo sdo sempre evidentes, demandando tempo e conhecimento
taxondmico do técnico responsavel pela identificacdo, além disso ¢ dificil
interpretar as caracteristicas fenotipicas dos esporos, tais como: tamanho, forma,
cor e aparéncia, forma e comprimento da hifa de sustentagdo, ornamentagao,
estrutura e espessura da parede. No caso da composicdo das paredes, por
exemplo, geralmente se enrugam, dobram ou sobrepdem-se, separam-se
facilmente, ou permanecem aderidas entre si, o que dificulta sua caracterizagdo”
(Silva & Colozzi Filho, 2007).

As primeiras tentativas de classificar os FMAs foram feitas nofinal do
século XIX e inicio do século XX, incluindo-os inicialmente na familia
Endogonaceae, dentro do Filo Zigomycota, devido a semelhanca de seus esporos
com os de Zigomycetos (Gerdemann & Trappe, 1974). Nos ultimos anos a
sistematica dos FMAs vem sofrendo inimeras modificagdes, devido
principalmente a incorporagdo de estudos moleculares na filogenia destes
fungos. Segundo Morton & Benny (1990), aproximadamente 150 espécies de
FMAs conhecidas estdo incluidas na ordem Glomerales da classe zigomycota,
distribuidos em seis géneros e trés familias: Gigaspora e Scutellospora (Familia
Gigasporaceae), Glomus e Sclerocystis (Familia Glomaceae) e Acaulospora e
Entrophospora (Familia Acaulosporaceae).

A utilizagdo de técnicas de biologia molecular tém superado as
dificuldades da identificagdo in-situ dos FMAs, neste sentido, foram
desenvolvidas varias estratégias baseadas em PCR, amplificando genes de rDNA
para detectar FMAs em DNA extraido de raizes, solo, ou esporos (Helgason et
al., 1998; Tuinen et al., 1998b; Kjoller & Rosendahl, 2000; Kowalchuk et al.,
2002; de Souza et al., 2004; Ma et al., 2005; Renker et al., 2005). Tais
estratégias permitem detectar esses fungos em todas as fases do ciclo de vida

facilitando a compreensdo da biologia e ecologia desse grupo de fungos.
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O uso de PCR-DGGE na identificagdo de espécies de FMAs tem
representado um avango na pesquisa com os FMAs, uma vez que abre
possibilidades para usa-la de maneira rapida e segura para detecgdo de
contamina¢do em vasos de cultivos e para identificacdo das espécies de FMAs.
Entretanto, essa estratégia para a identificacio de FMA ¢ dependente da
disponibilidade de padrdes de bandas conhecidos de todas as espécies a serem
identificadas.

Morton & Redecker (2001), considerando caracteres morfologicos e
incluindo pela primeira vez evidéncias moleculares, propuseram duas novas
familias, que apresentam-se como basais na arvore filogenética dos FMAs: a
primeira ¢ a Archaeosporaceae, representada pelo género Archaeospora e que
inclui espécies anteriormente consideradas como Acaulospora e Glomus
(Glomus leptotichum), e a segunda Paraglomaceae representada pelo género
Paraglomus e que inclui espécies anteriormente consideradas como Glomus. Por
outro lado o género Sclerocystis foi extinto ¢ todas as espécies foram
reclassificadas para o género Glomus.

Estudos moleculares posteriores, também baseados no 18S rDNA, tem
demonstrado a natureza monofilética, ou seja, um grupo de espécies derivadas
de um tUnico ancestral, deste grupo de fungos, o que tem permitido inclui-los em
um novo filo, o Glomeromycota (Schussler et al., 2001a; Schussler et al., 2001b;
Schwarzott & Schussler, 2001; Schwarzott et al., 2001), o qual ¢ composto por
uma unica classe, Glomeromycetes, que por sua vez compreende quatro ordens:
a) A orden Glomerales, que inclui a maioria dos membros da antiga familia
Glomaceae. b) A ordem Paraglomerales que possui uma uUnica familia
Paraglomeraceae, antiga familia Paraglomaceae. ¢) A ordem Archaeosporales
que engloba a familia Geosiphonaceae (ndo micorrizica), ¢ as familias
Appendicisporaceac e Archacoporaceac. d) A ordem Diversisporales que

engloba as familias Acaulosporaceae, Entrophosporaceae e Gigasporaceae,
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Diversiporaceae e Pacisporaceae. E importante ressaltar que devido o Género
Glomus apresentar caracteristicas morfologicas e estruturais bem definidas,
mostra divergéncias filogenéticas importantes que tem implicado em sua
subdivisdo em pelo menos trés grupos, nos quais inclui a ordem Glomerales:
Glomeraceae Glomus-Grupo A (fungos agrupados junto a Glomus mosseae), e
Glomeraceae Glomus-Grupo B (fungos agrupados junto a Glomus etunicatum) e
um terceiro em Diversisporales (Glomus C) (Schwarzortt et al., 2001).

A identificacdo de espécies ou géneros usando técnicas moleculares sdo
dependentes da obtencdo de primers que podem ser especificos ou universais. Os
numerosos microrganismos que vivem em esporos de FMAs dificultam o
estabelecimento de novos marcadores de seqiiéncia para as subunidades
ribossomais. Por outro lado o gene ribossomal por sua caracteristica e funcdo €
muito conservado e devido a isso, a diferenciacdo de espécies utilizando esse
gene, nem sempre € possivel, 0 mesmo ocorre para a maioria dos organismos.

Para diferenciagdo de espécies outros genes ou regidoes génicas sdo mais
indicadas. No entanto, os genes ribossomais tem sido largamente utilizados para
reconstrucdo filogenética (Schiissler et al., 2001b; Schwarzott et al., 2001),
citogenéticos (Harrison, 1999; Gianinazzi-Pearson et al., 2001), ecologicos
(Helgason et al., 1998; Helgason et al., 2002; Husband et al., 2002a; Husband et
al., 2002b; Kowalchuk et al., 2002), evolutivos (Sanders, 2002; Gandolfi et al.,
2003) e funcionais desses organismos simbidnticos obrigatorios, pois permitem
uma identificagdo dos FMAS.

Souza et al. (2004) constataram que algumas identificagdes feitas com
base na morfologia dos esporos ndao correspondem com os padroes de bandas,
das estirpes de referéncia para a espécie, obtidas via DGGE. Assim, as espécies
G. ramisporophora e G. candida que anteriormente foram consideradas pela
analise morfoldgica sindnimas de, respectivamente, Gigaspora margarita e

Gigaspora résea (Bentivenga & Morton, 1995), através da analise via DGGE
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verificou que essas espécies apresentam polimorfismo que as diferenciam
claramente daquelas com as quais foram sinonimizadas. Baseado nesta analise, a
espécie G. ramisporophora apresenta maior semelhanga com G. albida do que
com a G. margarita, apesar da morfologia ndo indicar isso. Indicando que a
identificacdo via DGGE ¢ mais confidvel que a identificagdo morfologica, e que
estd ultima pode desencadear uma série de erros de identificacdo. Assim, os
métodos ou estratégias que possam ser utilizadas para caracterizar FMAs sem o
conhecimento prévio de sua morfologia serdo certamente mais aplicaveis no

futuro.

2.4 Emprego de técnicas moleculares em estudos de FMAs.

A maioria das técnicas moleculares empregadas na identificagdo de
FMAs baseiam-se na utilizacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), esta
metodologia permite a amplificacdo exponencial e seletiva de um fragmento de
DNA flanqueados por iniciadores, presentes em extratos de DNA em
concentragdes diminutas, ou seja, ela permite a amplificacdo do DNA a partir de
uma pequena amostra do fungo. Esta técnica revolucionou o mundo cientifico e
as suas aplicacdes sdo imensas: ¢ usada no diagnostico médico, mapeamento
genético, deteccdo de doencas hereditarias, clonagem de genes, testes de
paternidade, identificacdo de “impressdes digitais” genéticas, dentre outras. A
PCR revolucionou varias areas como a Biologia Molecular, Patologia, Farmacia,
Botanica, Medicina Forense, Microbiologia e valeu o premio Nobel, em 1993, a
Kary Mullis.

A finalidade da PCR ¢ produzir uma quantidade apreciavel de um
segmento especifico de DNA a partir de uma quantidade minima e para que isto
ocorra, sdo necessarios uma amostra de DNA que servira de molde, quantidades
adequadas de 2 oligonucleotideos ou primers, que sdo as seqiiéncias iniciadoras

que determinardo as regides a serem amplificadas, 4 deoxirribonucleotideos,
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dATP, dGTP, dGTT e dCTP, que formardo a fita complementar; a enzima DNA
polimerase termoestavel, que promovera a sintese das novas fitas e um tampao
Tris contendo MgCl, e KCI, que fornecera as condigdes ideais para a atividade
desta enzima (Mullis, 1990; Mullis et al., 1994).

Bruns & Gardes (1993), afirmam que a regido ideal para realizar
amplificagdes de PCR devem cumprir com os seguintes critérios: a) Estar
presente em todos os fungos de interesse: b) Serem faceis de amplificar; c)
Amplificar preferencialmente o DNA do fungo, quando este se encontra junto
com o DNA da planta; d) Ser suficientemente variavel para permitir desenhar
primers para numerosas hierarquias taxonomicas.

Os genes que codificam para o rDNA atende muitos desses critérios, por
isso tem sido comumente utilizado neste tipo de estudo. Dentre estes genes, as
regides codificadoras (18S, 5.8S e 28S) sdo as mais conservadas, as regides
internas (ITS) mostram um certo grau de variacdo, e as regides intergénicas

(IGS) sdo as mais variaveis (Figura 1) (Lanfranco et al., 1998).

UnidaderDNA 1¢s UnidaderDNA 1cs  Unidade rDNA

FIGURA 1 Representagdo esquemadtica dos genes ribossomais no genoma
eucarioto. As unidades do rDNA se encontram repetidas em
seqiiéncia e separadas entre si por regioes intergénicas (IGS). Em
detalhe cada unidade de genes ribossomais é composta pelos genes
18S, 5.8S e 28S e a regido contida entre estes ¢ chamada de regides
internas (ITS). Adaptacdo de Lanfranco et al. (1998) feita por Salles
& de Souza, (1998).
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As seqiiéncias da subunidade menor do gene ribossomal (18S rDNA)
evoluiram muito lentamente, por isso sdo utilizadas para estudar a distancia
evolutiva entre organismos que apresentam grande distancias filogenéticas
(White et al., 1990). No caso de FMAs Simon e colaboradores (1992a; 1992b;
1993a; 1993b) foram os primeiros a aplicarem técnicas de PCR ao estudo de
genes nucleares codificadores da subunidade 18S rDNA, desenhando o primer
(oligonucleotideo) “especifico” de Glomales (atuais Glomeromicetos) capaz de
amplificar o DNA fungico em raizes colonizadas por este tipo de fungo. Estes
autores realizaram também os primeiros estudos objetivando detectar
polimorfismos neste grupo de fungos mediante SSCP (Polimorfismo
Conformacional de Cadeia Simples).

Uma vez ampliado os fragmentos de DNA, existe uma variedade de
técnicas para separar a mistura de seqiiéncias ampliadas baseadas na
desnaturacdo de fragmentos de DNA (Sanders et al., 1995; Speksnijder et al.,
2001; Kowalchuk et al., 2002). A eletroforese em gel de gradiente desnaturante
(DGGE) ¢ uma poderosa técnica de andlise genética que pode ser usada para
detectar diretamente modificagdes de uma unica base e polimorfismos em DNA
genomico, DNA clonal e DNA amplificado por PCR, trata-se de um método de
separa¢dao eletroforético baseado em diferengas no comportamento de
desnaturacdo de fragmentos de DNA de cadeia dupla. Esta separacao se baseia
em um principio fisico de que a mobilidade eletroforética do DNA em gel de
poliacrilamida ¢ sensivel a estrutura secundaria da molécula, com respeito a sua
conformagdo, que pode ser, helicoidal, parcialmente desnaturada ou em fita
simples. As moléculas parcialmente desnaturadas, compostas por partes em
dupla hélice e partes em fitas simples, ao acaso, movimentam-se mais
lentamente no gel do que as moléculas em fita dupla ou simples. Usando-se

DGGE, pode-se detectar aproximadamente 50% das variagdes de seqiiéncias em
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fragmentos com até 500 pares de bases (Myers et al., 1985). Esta porcentagem
pode ser aumentada para quase 100% quando se acrescenta a um dos lados do
fragmento de DNA um segmento rico em GC (“GC-clamp”). Esse “grampo de
GC”, quando anexado a extremidade 5° de um dos iniciadores, ¢ amplificado por
PCR juntamente com o DNA e introduzido no fragmento de DNA amplificado,
agindo como dominio de alta temperatura de desnaturacdo, que impede a
dissociagdo das duas fitas de DNA em fitas simples.

Seqiiéncias de nucleotideos obtidas podem ser comparadas com
sequencias depositadas no GenBank. Os dados de sequencias podem ser usados
entdo em analise filogenética para determinar relagdes evolutivas. Além disso, as
seqiliéncias podem ser usadas para refinar primers projetados para detectar uma
gama de grupos taxondmicos a nivel de género (para estudos de comunidade)
para organismos isolados (para monitorar inoculo introduzido no solo).

Até obter mais conhecimento no campo da biologia molecular, a
identificacdo dos FMAs ainda serdo baseadas, fundamentalmente, na
caracterizagdo morfoldgica dos esporos. Isto torna a manutengdo das

colecdes de espécies destes fungos de extrema importancia para o avango

na identificagdo molecular em estudos futuros.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 A multiplicagdo dos FMAs

Para a realizacdo do presente estudo, primeiramente criou-se uma
planilha reunindo todas as informagdes disponiveis de cada isolado pertencente a
Colecdo de Fungos Micorrizicos Arbusculares do Laboratorio de Microbiologia
do Departamento de Ciéncia do Solo da Universidade federal de Lavras, a partir
da qual selecionou-se 36 isolados (Tabela 1) dos quais foram coletadas amostras
para avaliagdo de pureza e multiplicacdo dos isolados de FMAs. A avaliagdo da
pureza foi feita mediante extracdo dos esporos de cada isolado selecionado,
através do peneiramento umido, conforme Gerdemann & Nicolson (1963). Apds
a extragdo dos esporos, estes foram transferidos para placa de petri e observados
em microscopio estereoscopico, verificando se havia presenca de mosfotipos
diferentes. Uma vez constatado a pureza do isolado procedeu-se com uma nova
extragdo, de forma que obtivéssemos no minimo 3000 esporos para efeito da
padroniza¢do e formagdo da suspensdo de esporos de cada isolado para
inoculacdo das plantas, conforme serd descrito em seguida. Em decorréncia da
dificuldade de obtencdo dos esporos em tempo habil para a implantagdo do
experimento no mesmo dia, os esporos ficaram mantidos em camera fria a 4°C.

Para o estudo, os isolados foram multiplicados em casa de vegetagcdo do
Departamento de Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras utilizando
como planta hospedeira Brachiaria decumbens Stapf.. As plantas de Brachiaria
decumbnes foram inicialmente crescidas em vermiculita estéril e posteriormente
transplantadas, no momento da implantacdo do experimento, utilizando-se

quatro plantas por vaso, colocadas na mesma cova.
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TABELA 1 Lista dos isolados da cole¢do de Fungos Micorrizicos Arbusculares
da Universidade Federal de Lavras empregados neste estudo.

Cddigo do vaso

Novo codigo Espécie

Origem do isolado

852
29- 3SCFH3
253-UFLA
J2-24%

789

J2-24%

13-38*

527

1

02-ULFA
217-UFLA

64

408

212-UFLA
74-50

95

28- CTOG3

4

108-UFLA

812

J3-44%
03-UFLA**
14-UFLA**
87-AM-UFLA*
864

870
12-UFLA**
133-UFLA
47-UFLA
260-UFLA
07-AM-UFLA*
234-UFLA

50- AM-UFLA*
66-AM-UFLA*
24-AM-UFLA*
38-AM-UFLA*

DCS 01
DCS 02
DCS 03
DCS 04
DCS 05
DCS 06
DCS 07
DCS 08
DCS 09
DCS 10
DCS 11
DCS 12
DCS 13
DCS 14
DCS15
DCS 16
DCS 17
DCS 18
DCS 19
DCS 20
DCS 21
DCS 22
DCS 23
DCS 24
DCS 25
DCS 26
DCS 27
DCS 28
DCS 29
DCS 30
DCS 31
DCS 32
DCS 33
DCS 34
DCS 35
DCS 36

A. scrobiculata

A. scrobiculata

K. colombiana
Glomus Thin green
G. gigantea
Glomus Thin green

. margarita

. clarum

. clarum

. etunicatum
. etunicatum
. etunicatum
. etunicatum
Glomus Thin green
A. spinosa

A. spinosa

S. gregaria

S. heterogama
S. pellucida
A. morrowiae
G. albida

A. morrowiae
Glomus Thin green
G. manihotis
G. calospora
G. rubiforme
G. mosseae

A. longula

A.. longula
A.delicata

P. occultum
A. delicata

OHOOOOOOOO

Café

Pogos de Caldas-MG
Cerrado natural
Amazonas- capoeira
B. decumbens
Amazonas- mandioca

. etunicatum “Yellow” Amazonas -banana

Milho

U. Florida- B. decumbens
Trés Pontas-MG -Gramineas
Patrocinio - MG - café

S. Seb. do Paraiso-MG-café
Trés Pontas — MG-café
Lavras — MG-café
Amazonas - mandioca
Cerrado natural

Pocgos de Caldas-MG

U. Florida- algodao

U. Florida

Colegdo do DCS - ESAL
Amazonas-floresta

Trés Marias -MG-gramineas
Trés Marias - MG-gramineas
Amazonas-pastagem
CIAT-sorgo

CIAT-sorgo

Trés Marias -MG-gramineas
Rio de Janeiro

Pimenta

Capim gordura, bracatinga
Amazonas-floresta
Gramineas
Amazonas-mandioca

G. etunicatum “Yellow”” Amazonas-agrofloresta

Glomus Thin green

Amazonas-agrofloresta

G. etunicatum “Yellow” Amazonas-capoeira nova

*Projeto Conservation and sustainable management of belowground biodiversity.
+* Klauberg Filho (1999).
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Para a multiplicagdo empregou-se uma mistura, aqui chamada de
substrato, preparada a partir de um Latossolo Vermelho distréfico coletado em
area sob fragmento de mata nativa sub-caducifélia, no campus da UFLA na
camada superficial (0-20cm). O solo foi seco ao ar e peneirado em malha de
2mm, em seguida misturado com areia lavada na propor¢do de 2:1 (kg/kg) e
devido a baixa saturagdo de bases foi feita uma calagem para elevar V até 60%
mediante a aplicacdo de calcario dolomitico, foi aplicado 50mg de fosfato de
rocha por kg de solo. O substrato foi tratado com brometo de metila (98% de
brometo de metila + 2% de cloropicrina) na dosagem de 393cm’m™ para
eliminar os propagulos de FMAs nativos, amostras de solo, apos a aplica¢do de
calcario, nutrientes e fumigagdo, foram submetidas a analise quimica e
apresentou as seguintes caracteristicas quimicas: pH (em 4agua 2:1), 5,7; Ca, 3,4
cmolc dm-*; Mg, 1,0 cmolc dm?; P, 7,8 mg.dm'3; Prem, 10,9 Mg L' K,
12mg.dm™; V, 44,2% ¢ MO 4,8 dag kg .

Apbs o preparo do substrato este foi distribuido em vasos de 500mL e
irrigados com solugdo de Mycoform™ previamente preparada a partir da
diluicdo da substancia em agua levemente aquecida a no maximo 40°C, de modo
que estivesse colocando 1mg por vaso, em seguida irrigou-se os vasos com agua
até que estes atingissem sua capacidade de campo. A inoculagdo foi feita através
da pipetagem da suspensdo de esporos, inoculando em torno de 200 esporos
sobre as raizes das plantas de Brachiaria decumbens.

Os tratamentos constaram da aplicagdio de 1mg por vaso de
Mycoform™ no ato do plantio (Myc 1), duas aplicagdes de 1mg por vaso de
Mycoform™ (Myc 2), uma no ato do plantio e a outra dois meses apés o plantio,
e um controle (Myc 0), no qual no foi feita nenhuma aplicagio de Mycoform™,
e 36 isolados da colegdo de FMAs da Universidade Federal de Lavras (Tabela
1), dispostos em um delineamento inteiramente casualizado (DIC), com um

esquema fatorial de 3x36 com 5 repeti¢des, totalizando 540 vasos. Apos 5 meses

22



do plantio, os vasos foram individualmente desmontados para que as raizes
fossem coletadas. Em seguida o substrato foi seco a sombra e posteriormente
homogeneizado, embalado em saco plastico e armazenado em camera fria a 4°C.
Os esporos foram extraidos de 25mL de solo retirado de cada vaso apds a
homogenizacdo, conforme descrito anteriormente. E em seguida foram contados
sob microscopio estereoscopico. Avaliou-se também a percentagem de
colonizacdo das raizes pelo método da intersecdo em placa quadriculada em
microscopio estereoscopico (Giovannetti & Mosse, 1980). Para isso, amostras
de raizes foram coletadas de cada vaso, lavadas em &4gua da torneira e
conservadas em solucdo FAA até que fosse proceder com a coloragdo destas.
Antes de iniciar a coloracdo das raizes, elas foram novamente lavadas para
retirar a solucdo FAA, separando-se 1g de raiz de cada vaso e acondicionando-as
em capsulas plasticas, as quais foram mergulhadas em solu¢do de KOH 10% e
aquecidas a 60°C por 10 minutos, para clarificacdo; lavadas em agua corrente;
acidificadas com HCI 1% por 2 minutos; ¢ aquecidas por 10 minutos em solucéo

de glicerol 4cido e azul de tripano 0,05% (Phillips & Hayman, 1970).

3.2 Caracterizacdo morfolégica dos isolados.

Para o estabelecimento de estudos na identificagdo morfoldgica os
esporos dos isolados que multiplicaram com sucesso pelo menos um dos 15
vasos montados foram fixados com PVLG e PVLG + reagente de Melzer (1:1)
em laminas para microscopia. Cada lamina possuiu duas laminulas, uma com
PVLG, na qual manteve-se os esporos inteiros, € outra com uma mistura de
PVLG e reagente de Melzer (1:1), na qual rompeu-se os esporos mediante a
aplica¢@o de uma leve pressdo sobre a laminula. A caracterizagdo das espécies
foi feita com base em critérios morfolégicos, descritos nos sites do INVAM
2007 e do Blaskowski 2007, com utilizacao das descri¢des originais das espécies

publicadas na literatura especializada. As imagens foram capturadas utilizando-
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se o software de operacdo da camera Motic Images Plus 2.0, através do qual
também foi determinada as dimensdes dos esporos dos FMAs. As cores dos

esporos foram determinadas com a ajuda da carta de cores do INVAM.

3.3 Caracterizacdo molecular dos isolados.

Para a caracterizacdo molecular, os esporos foram obtidos em uma nova
extragdo conforme descrito anteriormente. Em seguida, os esporos foram
cuidadosamente selecionados sob microscopio estereoscopico e submetidos a
quatro sessdes de ultra-som por 15 segundos, intercaladas por lavagens em agua
destilada estéril para eliminar particulas de solo e possiveis microrganismos
aderidos superficialmente. Os esporos limpos, aparentemente perfeitos e sadios
foram selecionados e transferidos para tubos de microcentrifuga de 1,5mL,
separando-os em grupos de um e dez esporos por tubo, em seguida foram
armazenados a -20°C. O DNA foi extraido mediante a quebra dos esporos em
2uL de agua estéril com o auxilio de um micro-pestilo (Treff AG, Degershein,
Suiga), garantindo a liberagdo de todo seu conteudo na dgua para formagao do
extrato cru, e rapidamente acrescentado 40uL de tampao TE-tris edta 10:1mM,
misturando bem com o micro-pestilo para que garantisse a quebra do esporo e
em seguida adicionou 10uL de resina Chelex 100 (Bio-Rad, Hercules, Califérnia
Estados Unidos da América) a 20% em agua ultra-pura. Apos esta etapa, os
tubos foram imersos em nitrogénio liquido. Em seguida, os tubos foram
incubados a 95°C durante 10 minutos, rapidamente resfriados em gelo, e
centrifugados a 10000 x g por 1 minuto. O sobrenadante foi transferido
cuidadosamente para um novo tubo e armazenados a -20°C até o momento da
analise. Em decorréncia da dificuldade de obtencdo do DNA de algumas
espécies a partir de poucos esporos, outros métodos de extragdo foram testados.
Assim, através de adaptacdo do kit “Wizard Genomic DNA purification kit”, foi

feita a extragdo de DNA mediante a quebra de grande quantidade de esporos
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dentro do proprio microtubo de 1,5mL utilizando um micropestilo acoplado a
uma microretificadora. Ap6s a maceracao dos esporos, foi utilizado o protocolo
descrito pelo fabricante para extracdo de DNA de plantas, com modificagdes.

Apos extracdo o pelete de DNA foi seco ao ar colocando os tubos em
posicdo invertida sobre um papel absorvente a temperatura ambiente
“overnight”. Apo6s a secagem do pelete adicionou-se 50pL de solugdo de
rehidratagdo e os tubos foram incubados por 1 hora a 65°C, o DNA foi
quantificado em “spectrophotometer Nano-Drop” e dividido em dois microtubos
e armazenado um a 4°C e o outro a -20°C até o momento da analise.

O DNA dos esporos foram amplificados com o par de iniciadores NS1-
ITS4 (Tabela 2), que permitem amplificar o DNA ribossomal (rDNA) do inicio
do gene 18S até o inicio do gene 25S, abrangendo as duas regides intergénicas e
o gene 5.8S (White et al., 1990) (Figura 2). Para a realizagdo das reacdes
utilizou-se um volume final de 50uL sendo 3ul. do DNA molde. A mistura do
PCR foi composta de 200uM de cada um dos quatros deoxinucleosideos
trifosfato (ANTPs), 1,5 mM de MgCl,, 0,28uM de cada primer e 3,5 unidades de
polimerase “Expand High Fidelity” (Roche diagnostics). O tampao de reacdo foi
utilizado de acordo com as recomendaces do fabricante. Todas as reagdes
foram feitas em termocicladores PCT-1148 MJ Mini" Gradient Thermal Cycler
(BIO RAD). Para a amplificacdo do DNA dos esporos para serem utilizados na
analise de DGGE, primeiramente foi amplificado o DNA de esporos das
espécies da familia Gigasporacea de acordo com de Souza et al. (2004), assim, o
DNA dos esporos foi amplificado inicialmente com o par de primers FM6 (de
Souza et al., 2004) ¢ GIGAS5.8R (Redecker, 2000). As reacdes foram realizadas
utilizando-se um volume total de 25uL sendo 2uL. do DNA molde. A mistura do
PCR foi composta de 200uM de cada um dos quatro deoxinucleosideos
trifosfato (ANTPs), 1,5uM de MgCl,, 0,3uM de cada primer e 2,5 unidades de

Taq DNA Polimerase, Recombinante (Invitrogen), utilizando o tampao de
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reacdo de acordo com as recomendagdes do fabricante e feitas em
termocicladores PCT-1148 MJ Mini' ™ Gradient Thermal Cycler (BIO RAD). O
produto deste ciclo de amplificagdes foi diluido de acordo com a intensidade das
bandas formadas, as amostras que ndo apresentaram bandas ou as bandas eram
fracas ndo foram diluidas, quando as bandas eram fortes a dilui¢ao foi de 1:500 e
bandas extremamente fortes foram diluidas de 1:1000. Um segundo ciclo de
amplificagdes (“nested”) foi realizado utilizando-se 4uLl destas diluigdes como
DNA molde, utilizou-se também dilui¢des dos produtos de PCR realizados com
os primers NS1 e ITS4. Para estd segunda amplificacdo foi utilizado o primer
senso NS7 (White et al., 1990) contendo um grampo GC em combinac¢ao com o
anti-senso F1Ra (de Souza et al., 2004), a reagdo foi feita utilizando as mesmas
condi¢des descritas anteriormente para a enzima Taq DNA Polimerase
Recombinante (Invitrogen), diferindo apenas no volume de reagentes que foi de
50uL, sendo 4ul. do DNA molde. As analises de DGGE foram realizadas em
aquario, utilizando-se géis com 7% de acrilamida e gradiente de 32 a 42% ¢ 35 a
45% de desnaturante. A eletroforese foi realizada a 75v por 15 horas, utilizando-
se um tampao 0,5 Tris-acetato-EDTA (TAE) a temperatura constante de 60°C,

com corrente variando de 46 (inicial) a 50mA (final).

TABELA 2. “Primers” para rDNA, combina¢do de “primers”, grampo de GC e
combinagdes do PCR empregados neste trabalho.

Primers Sequiéncia Primer  Grupo Alvo Condi¢Bes para Tamanho
reverso amplificacdo por esperado
PCR (pb)
NS1 5’-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3’ ITS4 Eucaritos ~ {94°C(60s), 55°C 2300
(160s)}x30
FM6 5’-ACCTGCTAAATAGTCAGGCTA-3’ GIGAS.8R Gigasporaceae {94°C(60s), 59°C 700
(455)}x30
NS7-GC® 5°-GAGGCAATAACAGGTCTGTGATGC-3’ FIRa Eucaritos ~ {94°C(60s), 60°C 400
(28s)}x30
ITS4 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ - Eucariotos - -
GIGAS5.8R 5’- ACTGACCCTCAAGCAKGTG-3’ - Gigasporaceae - -
F1Ra 5’-CTTTTACTTCCTCTAAATGACC-3” - Fungos - -

Tabela retirada de Souza et al. (2004).
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FIGURA 2 Representagdo esquematica do gene ribossomal (rDNA), focalizando
no gene que codifica para o 18S. As posi¢des aproximadas dos
“primers” estdo indicadas (setas), bem como as regides variaveis
analisadas via PCR-DGGE (colchetes). Setas quebradas indicam
“primers” contendo grampo GC. (Retirada de de Souza et al.,
2004.)

3.4 Anélises

Em virtude da ndo multiplicagdo de todos os isolados inicialmente
repicados, ou da contaminagdo de partes dos vasos, foram analisados apenas os
dados dos isolados que obtiveram sucesso na multiplicagdo dos 15 vasos
montados. Assim, apds a contagem dos esporos ¢ da determinacdo da taxa de
coloniza¢do micorrizica radicular, os resultados foram submetidos ao teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa SISVAR.

Os géis de DGGE foram submetidos a analise de similaridade entre os
perfis de bandas dos isolados de FMAs através do programa Gelcompar-

Coeficiente de Jaccard (Tol 1.0% -1.0%) (H>0.0% S>0.0%)[0.05 — 100%].
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Esporulacéo dos isolados de FMAs

Dos 36 isolados 19 multiplicaram em pelo menos um vaso, sendo que 3
isolados apresentaram contaminagdo, e 17 isolados ndo apresentaram nenhum
sinal de colonizacdo e esporulagdo, sendo entdo descartados. A contaminacio
restringiu-se aos isolados DCS 05 (Gigaspora gigantea), DCS 11 (Glomus
etunicatum) ¢ DCS 22 (Gigaspora albida). Embora os vasos destes isolados
continham a espécie original, foi verificada a presenga de Glomus clarum em um
dos vasos do isolado DCS 05 ¢ Glomus sp. nos vasos dos demais isolados.

A taxa de colonizagdo radicular, independentemente do isolado fingico
estudado e da aplicagio ou ndo de Mycoform™, foram bem elevadas e
semelhantes, estando na faixa de 50% (Tabela 4), o que pode ser atribuido a
utilizagdo de uma tnica planta hospedeira, a Brachiaria decumbens, ¢ pela baixa
especificidade dos FMAs. Os isolados DCS 24 (Glomus thin green) e DCS 03
(K. colombiana) foram os isolados que promoveram os maiores valores de
colonizagdo na auséncia do Mycoform™ e o isolado DCS06 (G. thin green) o
que proporcionou menor taxa de colonizagdo. Apesar dos fatores que controlam
a taxa de colonizagdo serem bastante complexos e dependentes da relagdo entre
numero de propagulos infectivos iniciais os isolados DCS 24 e DCS 06 apesar
de pertencerem a mesma morfoespécie apresentaram diferencas na taxa de
colonizag¢do radicular.

Com relagdo ao nivel de efeito das aplicagdes de Mycoform™, a
comparacdo das médias indicou que apenas os isolados DCS 02 (Acaulospora
SP.), DCS 06 (Glomus thin green) e DCS 09 e 10 (G. clarum) responderam a
aplicacdao de formononetina, obtendo um incremento de colonizagdo micorrizica

superior a 20%. Pereira & Siqueira (1997) verificaram que a formononetina
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aumentou a percentagem de colonizagdo da soja por um desses isolados de G.
clarum indicando um efeito consistente na colonizagdo dessa espécie,
independentemente da planta hospedeira. Entretanto, o efeito da formononetina
sobre os isolados DCS 23 (A. morrowiae), DCS 19 (S. heterogama) e sobre um
dos isolados de G. etunicatum ndo parece ser consistente, uma vez que estes
isolados ndo responderam a aplicagdo da formononetina quando cultivados com
brachiaria decumbens (Tabela 3), mas aumentaram a percentagem de
colonizagdo nas plantas da soja quando aplicada a formononetina (Pereira &

Siqueira, 1997).

TABELA 3 Colonizagio radicular de Brachiaria decumbens aos 150 dias apos
plantio e producdo média de esporos por isolados de FMAs na
auséncia e presencga de formononetina.

Isolado % Colonizacao N° Esporos
MycO Mycl  Myc2 MycO Mycl Myc2
G. clarum - 09 54Bb 71 Aa 71 Aa 2264 Ab 3358Aa 3108 Aa
G. clarum - 10 55Bb 69Aa 75Aa 2552 Ab 3317 Aa 2288 Ab
G. thin green - 06 383Db  61Ba 55Ca 1591Bb 2816 Aa 1369 Cb
G. Thin Green - 24 61 Aa 57Ba 58Ba 1288Ba 991 Da 1326Ca
G. etunicatum - 12 54Ba  63Aa 63Ba 938Cb 1753Ca 954Cb
G. etunicatum - 13 55Ba  59Ba 60Ba 1310Ba 1453Ca 1204 Ca
P. occultum - 32 52 Ba 54 Ba 53Ca 1703 Ba 1566 Ca 1460 Ca

Acaulospora sp. - 02 48Cb 60Ba 60Ba 1289Ba 1178Da 1775Ba
Acaulosporasp. -30 52Ba 57Ba 64Ba 1558 Bb 2071 Ba 2740 Aa
A. delicata - 31 53Ba 53Ba 59Ba 1579Bb 1005Db 2189 Ba
A. morrowiae - 23 51Ba 54Ba 59 Ba 465Ca 776 Da 782 Da
K. colombiana - 03 60Aa 66Aa 70 Aa 1315Bb 2490Ba 2072 Ba
S. heterogama - 19 45Ca 47Ba 41Da 260Ca 312Da 274Da

Meédias seguidas de mesma letra maiusculas na coluna e mindsculas na linha,
ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Skott Knott.
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A analise de varidncia da densidade de esporos (Tabela 3) indicou que
os isolados DCS 09 e 10 (G. clarum), independente da auséncia ou presenca do
Mycoform™, foram os isolados que mais esporularam e os isolados DCS 19 (S.
heterogama), DCS 12 (G. etunicatum) e DCS 23 (A. morrowiae) os que menos
esporularam. As condi¢des de multiplicagdo pode ter favorecido a alta taxa de
multiplicag@o dos isolados de G. clarum, estes isolados tém tido alta esporulagido
(dados ndo publicados) nas multiplicagdes de rotina do Laboratorio de
Microbiologia do Departamento de Ciéncia do Solo da Universidade Federal de
Lavras, e tem sido um dos principais contaminantes dos vasos de outros
isolados. A esporulacdo dos FMAs ¢ bastante heterogénea ¢ depende do fungo,
da planta, de fatores do solo e da sazonalidade (Cardoso et al., 2003), sendo que
a sensibilidade ou tolerancia aos componentes dos ecossistemas, tais como tipo
de solo, pH, umidade, fertilidade natural e outros ¢ bastante especifica. Schultz
et al. (1999) encontrou evidéncias que a densidade de esporos de fungos difere
de acordo com a época, com alguns fungos esporulando no fim da primavera e
outros esporulando ao término do verdo. Além disso, diferencas na esporulacio
de espécies podem ser em funcdo da quantidade de biomassa requerida para a
formacao de um esporo, determinada pelo tamanhode cada isolado, no entanto,
deve-se levar em consideragdo a posi¢do taxondmica de cada isolado, assim, a
menor esporula¢do de G. etunicatum, que apesar de possuir didmetro menor que
G. clarum esperando-se uma maior esporulagdo que este, pode ser atribuida a
sua posi¢do filogenética, pois G. etunicatum pertence a Glomus grupo B ¢ G.
clarum ao Glomus grupo A. S. heterogama requer maior biomassa para a
formagdo de seus esporos que G. clarum por isso é aceitavel sua menor
esporulacio.

Dos isolados que apresentaram esporulagdo e estavam puros, houve
efeito da aplicagdo do Mycoform™ na esporulagio da maioria dos isolados

avaliados. A comparagio das médias indicou que a aplicagdo de Mycoform™
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foi eficiente para elevar a esporulacdo dos isolados DCS 03 (Kuklospora
colombiana), DCS 06 (Glomus “thin green’”), DCS 09 (Glomus clarum), DCS
10 (G. clarum), DCS 12 (G. etunicatum), DCS 30 (Acaulospora sp2.) e DCS
31(A. delicata). Sendo que o isolado DCS 31 (A. delicata) respondeu somente
apos duas aplicacdes obtendo um incremento de 54% no niimero de esporos.
Trés estirpes que responderam a primeira aplicagdo, nao apresentaram diferengas
para uma segunda aplicagdo (DCS 10 -G. clarum, DCS 12-G. etunicatum e DCS
06-Glomus *“thin green”) que com apenas uma aplicagio de Mycoform ™
obtiveram um incremento de 31, 46 e 51%, respectivamente, em sua
esporulacio.

A distribuicdo generalizada da simbiose micorrizica arbuscular na
maioria das espécies de plantas e a ndo especificidade do fungo micorrizico
arbuscular para colonizar plantas (Smith & Read, 1997) sugere que alguns
exudados de plantas, como flavondides, sirvam como sinais moleculares gerais
para todos os fungos micorrizicos arbusculares. Porém, comparando os dados
disponiveis no crescimento pré-simbidntico de FMAs, Vierheilig et al. (1998)
sugerem que flavonodides exibem efeitos especificos para género e até mesmo
para espécies de fungos micorrizicos arbusculares.

Neste trabalho, além das diferencas do efeito do maycoform, o qual é
uma formula¢do mais soluvel do flavonoide formononetina (Nair et al., 1997),
nos isolados de diferentes espécies, pode-se observar que esta especificidade
pode existir até mesmo em diferentes isolados da mesma espécie, assim, apesar
do isolado DCS 12 (Glomus etunicatum) ser morfologicamente semelhante ao
DCS 13 (Glomus etunicatum), a aplicagio do Mycoform™ proporcionou um
efeito diferente para cada isolado,desta forma, embora duas aplicagdes tenham
sido suficientes para promover um aumento de 46% na densidade de esporos do
isolado DCS 12, nem mesmo duas aplicagdes foram suficientes para estimular o

isolado DCS 13, no entanto, na auséncia do Mycoform™ este isolado esporulou
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mais que o isolado DCS 12 que atingiu a mesma magnitude de esporulagdo
quando aplicado 0 Mycoform™.

Davies et al. (2005), estudando a influéncia do flavonoide
formononetina na atividade micorrizica e na produtividade de batata, verificou
um aumento de trés vezes no nuimero de esporos de fungos micorrizicos
indigenas pertencentes aos géneros Gigaspora, Scutellospora e Glomus,
constatando que a formononetina teve maior efeito na produgdo de esporos do
género Gisgaspora, considerando que Glomus era mais abundante no solo
natural, neste mesmo trabalho ele ndo encontrou diferenca significativa da
formononetina na colonizagdo total, indicando que o efeito na esporulagdo ¢
independente do efeito na colonizagdo. Desta forma podemos constatar que a
formononetina estimula a esporulacdo principalmente quando os esporos estdo
em baixa quantidade. No entanto, essas diferengas obtidas na esporulacdo entre
os isolados de mesma espécie podem ter ocorrido em decorréncia das diferengas
no potencial de inoculo inicial, principalmente porque os esporos utilizados
como indculo foram obtidos de vasos com idades diferentes, assim, os esporos
de alguns isolados podem ndo ter funcionado como propagulos caso eles
estivessem inativos, devido as condigdes da época de implantagdo ou por
estarem no periodo natural de dorméncia.

Para cada isolado estudado, exceto DCS 09, o efeito sobre a produgio de
esporos foi independente do efeito sobre a colonizagdo micorrizica, indicando
que os flavondides podem estar envolvidos em algumas etapas do
desenvolvimento fingico e em outras ndo, demonstrando que um mesmo
flavonodide possa promover efeitos diferenciados para determinadas espécies de
FMA:s.

Infelizmente, quase todos os dados de efeito de flavondides em FMAs
foram obtidos em experimentos com diferentes condi¢gdes experimentais, como

por exemplo, em diferentes sistemas in vitro, diferentes combinagdes de
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concentragdes, ¢ com diferentes espécies de FMAs e diferentes plantas
hospedeiras, em fases diferentes de crescimento pré-simbidtico (Morandi 1996,
Vierheilig et al. 1998). Conseqiientemente, nenhuma conclusdo clara sobre a
especificidade do flavonoide testado pode ser afirmada, sendo necessario a
condugdo de vdarios experimentos utilizando-se os mesmos isolados para
concluir sobre o efeito e especificidade do Mycoform™.,

No entanto, os resultados obtidos sdo promissores ¢ indicam que a
aplicagdo de formonetina pode favorecer o aumento na producdo de esporos
podendo vir a ser empregada na produ¢do em larga escala de indculo de FMA.
Para isso, pesquisas adicionais sdo necessarias para clarificar o papel e o
momento mais propicio para aplicagdo desse composto, bem com, a
padronizagdo da qualidade e quantidade de indculo a ser utilizado nos

experimentos testes.

4.2 Caracterizacdo morfoldgica dos isolados de FMAs

Apesar dos esporos terem sido selecionados quanto ao estado de maturagdo,
dando preferéncia aqueles que se encontravam maduros, foi possivel estabelecer
a correspondéncia entre os isolados da mesma espécie e agrupa-los em um nico
morfotipo. Os caracteres morfoldgicos identificados e caracterizados neste
trabalho  foram  baseados nos  dados  propostos  pelos  sites
http://invam.caf.wvu.edu/ e www.agro.ar.szczecin.pl/~jblaszkowski/index.html,
comparando as imagens adquiridas com aquelas disponiveis nos sites e
utilizando-se as descrigdes originais das espécies publicadas na literatura
especializada. Nesse sentido, o tamanho e as cores dos esporos dos isolados
analisados neste trabalho estdo dentro do alcance descritos nos sites do INVAM
2007 e no site do Blaskowski 2007 (Tabela 4), havendo uma pequena variag@o
na tonalidade das cores, isso provavelmente ocorre em funcao das diferengas no

solo utilizado como substrato. Da mesma forma, a organizagdo subcelular dos
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esporos apresenta-se de forma similar as descrigdes contidas nesses sites.

TABELA 4 Distribui¢do do tamanho, média e erro padrdo do didmetro de 50

esporos e cores dos isolados de FMAs da cole¢do da Universidade

Federal de Lavras e de suas respectivas espécies nos sites do
INVAM e Blaszkowski.

Isolado Distribuicio do tamanho Coloracio dos esporos em agua
Jun Formula=% Ciano/magenta/amarelo/preto
UFLA INVAM  Blaszkowski UFLA INVAM
G. clarum-09 100-202 (147+2.99) 100-260 (182) 70-106 (150) | 01042000 01046040 | 0/10/20/0 0/10/60/0
G. clarum-10 100-198 (147£3.30) = eeen 0/10/20/0  0/10/a0i0 | 01072000 0/10/60/0
G. etunicatom-11  82-145 (103£2,08)  60-160 (129) 75-95 (135) | 0M40/00/0 | 0/60DA00A | 0/10/90/5 0/60/100/0
G enpicaum-12  77-198 (104£3,21)  eweeee eeeen 0/40/100/0 | | oiansion/ | oi1o/90/5 0/60/100/0
G. etunication-13 75-118 (99£1,19)  ceeeee e 0/40/100/0 | D/G0f100/0 | 0/10/30/5 0/60/100/0
G diaphangm-06 65-93 (80£1.31) Higling - Hialino Branca
G. diaphantim-24 70-113 (86=1.42) Hialino - Hialino Branco
G. diapharim-31 63-100 (78+1,22) Hialino - Hialino Branco
G.diaphanum-32 69-00 (90+0,89) Hialino ~ ---- Hialino Branco
A. delicata-02 63-100 (95£1,80) 0/0/20/0 0/0/30/0 0/5/10/0 0/5/200
A.delicata-30 87-107 (96£0,68)  meeeem e 0/5/10/0 0/0/30/0 0/5/10/0 0/5/20/0
A morrawiae-23 65-05 (75£1,03)  60-100(75,6) 70-120 (80) 0/5/60/0 0/15/60/0 0F10/0/0 0/15/60/0
K. colombiana-03 88141 (113£1,63) 100-140 (121} =eem- 0/20/60/10 | D/A0/60/0 | 0/20/60/0 0/ 10/60/0
5. heterogama-19 140204 (182+£1,84) 120-200 (159)  —-ee- /60/100/10
S, gregarie-18 289-368 (334£3.04) 380-520 (473) -
5. rubra-27 148-198(176+1,03) 140-220 (180)  —----
G. giganteq-05 240-411 (377+4,.87) 240-400 (324) 250-300 (380) 0/10/40/0  1o//10of | 1ofasions | 20010000
G. margarita-08 204-360 (254£5,92) 260-400 (321) 260-357 (405)|  0/0/5/0 071044 0/0 0/5/30/0 0/10/40/0
G. albida-22 194-273 (241£3,66) 200-280 (250)  —---- 0/0/15/0 0/0/20/0 0//15/0 5(0/20/0

A Figura 3 mostra as diferencas no tamanho dos esporos dos diferentes

isolados estudados nesse trabalho. Os isolados apresentaram pouca variagdo no

didmetro dos esporos (Tabela 4), as maiores variagdes no tamanho dos esporos

ocorreram nos isolados do género Gigaspora, onde os isolados DCS 08

(Gigaspora margarita) ¢ DCS 05 (Gigaspora gigantea) foram os isolados que

mais variaram, obtendo uma amplitude de 204 a 368,9um e 240 a 406um com

erro padrdo da media de 50 esporos de 5,92 e +4,87, respectivamente, € 0

isolado DCS 22 (Gigaspora albida) o que menos variou, tendo uma amplitude

de 193,7 a 273,6 um e erro padrdo + 3,66, por outro lado, os isolados DCS 13
(G. etunicatum), DCS 31 (G.diaphanum) e DCS 03 (Kuklospora colombiana),
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foram os que menos variaram em torno da media, possuindo amplitude de 74,6 a
117,8um, 63,3 a 100,4um, 88 a 141um e erro padrao de +1,19, +£1,22 e +1,63,
respectivamente.

Os diferentes isolados geograficos de G. clarum tiveram pouca variagao
do didmetro de seus esporos e apresentaram distribuicdes semelhantes do
tamanho dos esporos variando de 100 a 150um. Apesar dos diferentes isolados
geograficos de G. etunicatum terem obtido didmetros médios de 50 esporos
bastante semelhantes, variando de 99,27 a 103,91pum, a variabilidade do
diametro foi diferente dentro de cada isolado, sendo o isolado DCS 12 (G.
etunicatum) o isolado com maior variagdo, indo de 76,9 a 197,8um com erro
padrdo de £3,21, seguido do isolado DCS 11 (G. etunicatum) que variou de 81,8
a 144,5um com erro padrdo de £2,08 e o isolado DCS 13 (G. etunicatum) que
teve menor variagdo, indo de 74,6 a 117,8um com erro padrao de +1,19.

Dentre os dois isolados do género Scutellospora, o isolado DCS 18
(Scutellospora gregaria) foi o que teve maior variagdo, obtendo uma amplitude
de 289,20 a 368,40um com erro padrdo de £3,04 e o isolado DCS 19
(Scutellospora heterogama) a menor variagdo, com amplitude de 149,2 a

203,7um e erro padrao de +1,84.
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K. colombrana

A. moTowiag

FIGURA 3 Comparacgdo entre o tamanho dos esporos de 19 isolados da Colegdo
de FMAs do Departamento de Ciéncia do solo da Universidade
Federal de Lavras. Gi=Gigaspora; S=Scutellospora; A=
Acaulospora; G= Glomos. Aumento de 10X.
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4.2.1 DCS 02 e 30 - isolados de Acaulospora delicata (Walker, Pfeiffer e
Bloss, 1986)
Os isolados DCS 02, DCS 30 foram anteriormente identificadas como

sendo Acaulospora scrobiculata, Acaulospora spinosa e Acaulospora longula,
respectivamente. No entanto através da caracterizagdo morfologica estes
isolados foram re-identificados como sendo Acaulospora delicata. Estas
diferencas na identificagdo destes isolados pode ter sido em decorréncia de erro
na identificagdo inicial ou devido a contaminagdo dos vasos de cultivo por
Acaulospora delicata durante as repicagens, o que pode ter suprimido a espécie
inicialmente identificada. Estes isolados ndo apresentaram diferengas em seus
caracteres morfolégicos (Figura 4), o que ndo permitiria uma separagdo destes,
caso ocorresse contamina¢do dos vasos de cultivo. Os esporos possuem um
tamanho variavel entre 63,3 a 100,4pm de didmetro, com coloragdo amarelo
claro, com matriz esverdeada. Sua forma variou de globosa a sub-globosa. A
parede do esporo é composta por duas camadas (L1, L2) (Figura 4), a camada
externa (L1) trata-se da parede do pescoco do saculo esporifero e possui
caracteristicas de parede evanescente. A L1 ¢ uma camada externa hialina que
pode ser degradada ficando com um aspecto de camada granular. A L2 consiste
em subcamadas de coloragdo amarelo claro (0-0-10-0) e freqiientemente dificeis
de serem distinguidas.

A camada germinativa (gw) trata-se de duas camadas internas flexiveis e
hialinas (gwl e gw2). A gw?2 consiste em duas camadas (L1 e L2) firmemente
aderidas. A superficie da L1 ¢ uniformemente coberta com excrescéncias (ou
"pontas granulares"), camada “beaded”. A L2 normalmente adquire coloragdo
rosada clara (0-5-0-0) para ligeiramente rosada mais escura (0-10-20-0) em
reagente de Melzer. Os esporos possuem uma cicatriz, de forma circular ou
ovoide, formada no ponto de conexdo do esporo com o pescogo do saculo

esporifero.
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FIGURA 4

Acaulospora delicata (DCS 02 e 30). Esporo individual
evidenciando camadas da parede do esporo (DCS 02 A, B).
Camadas da parede germinativa (wgl, L1 gw e gw2) (DCS 02 A e
C, DCS 30 A ¢ C) e cicatriz (DCS 02 C).
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4.2.2 DCS 23 - Acaulospora morrowiae (Spain & Schenck)
Os esporos possuem um tamanho variavel entre 65 a 95um de didmetro,

com coloragdo amarelo claro. Sua forma variou de globosa a sub-globosa. A
parede do esporo ¢ composta por trés camadas (L1, L2 e L3) (Figura 5). A L1 ¢
uma camada externa hialina continua com a parede do saculo esporifero, e fina e
que frequentemente produz rugas dando uma aparéncia de “rugoso” ao esporo.
A L2 consiste em subcamadas firmemente aderidas que s6 se separam quando os
esporos sdo fvigorosamente esmagados.

A camada germinativa (gw) trata-se de duas camadas internas flexiveis e
hialinas (gwl e gw2) (Figura 5D). Os esporos possuem uma cicatriz, de forma
circular ou ovdide, formada no ponto de conexdo do esporo com o pescogo do

saculo esporifero.

FIGURA 5 Acaulospora morrowiae (DCS 23). Esporo individual evidenciando
as camadas (L2 e gw) da parede do esporo (A, B). Camadas da
parede germinativa (glw e gw2) (D), visdo de um esporo (C) e
cicatriz (B).
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4.2.3 DCS 03 -Kuklospora colombiana (Spain & Schenck) Oehl & Sieverding

Kuklospora colombiana foi originalmente descrita como Entrophospora
colombiana Spain e Schenck. Os principais argumentos usados para retirar este
fungo do género Entrophospora e transferi-lo para o género, recentemente
estabelecido, Kuklospora, um género irmdo da Acaulospora Gerd. & Trappe
(Sieverding & Oehl, 2006), tem sido a formacdo de trés paredes de esporo em
Kuklospora spp. assim como em Acaulospora spp., ¢ ndo de duas paredes como
em Entrophospora spp.. A presenca de uma camada “beaded” em sua parede de
germinagdo, idéntica aquelas encontradas em esporos da maioria das espécies do
género Acaulospora, em contraste da camada relativamente espessa encontrada
na parede germinativa interna de esporos de Entrophospora spp.. E por sua
maior relagdo filogenética com membros do género Acaulospora do que com a
espécie Entrophospora infrequens, a tnica espécie deste género com
propriedades moleculares conhecidas (Sieverding & Oehl, 2006).

Os esporos analisados apresentaram coloragdo castanho (0-20-60-0), a
laranja mais escuro (0-40-60-0), com forma globosa e tamanho variando de 88 a
141pm, os esporos apresentam uma unica parede de esporo com trés camadas
(L1, L2 e L3) (Figura 6), a L1 ¢ uma camada hialina externa que € continua com
a parede do saculo esporifero ¢ a camada interna ¢ a camada que iniciou a
origem do esporo. A L2 ¢ consiste em subcamadas (laminas) originadas da L1
quando o esporo expande, possui coloracdo amarelo-alaranjado.

A L3 é uma camada tunica dificil de ser visualizada devido a pequena
espessura. Sua posi¢cdo ¢ altamente varidvel e depende de quanto o esporo foi
quebrado, isso foi a causa de muitos anos de confus@o na interpretacdo se ela
fazia parte da parede do esporo ou ndo. Raramente pode ser visualizada quando
esta aderida a parede do esporo e quando a separagdo ¢ uniforme em torno da

parede do esporo, esta camada pode ser mal interpretada como uma parede
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interna flexivel. Porém, ¢ ligeiramente mais rigida que paredes internas flexiveis
porque pode quebrar junto com a parede do esporo (INVAM, 2007).

Esporos maduros de Kuklospora colombiana possuem duas paredes
germinativas, estas sdo paredes hialinas, flexiveis e internas (gwl e gw2) que
podem ser vistas em todos os esporos quando as camadas se separam apos o
rompimento dos esporos. A gwl e gw2 tendem a separar muito mais na mistura
de PVLG com reagente de Melzer que em apenas PVLG. Estas paredes formam-
se separadamente e consecutivamente depois da diferenciacdo completa da
parede de esporo.

A gwl normalmente aparece como uma camada Unica, mas ela parece
consistir em duas camadas muito finas que quase sempre sao aderentes.

A gw2 ¢ uma camada flexivel que consiste em duas camadas
firmemente aderidas. A L1 da gw2 ¢ hialina com excrescéncia ou "pontas
granulares". A L2 da gw2 ¢ hialina e plastica suficientemente para ser chamada
de amorfa. Adquire coloragdo avermelhada em reagente de Melzer. Esta camada
¢ ndo reativa quando em formagdo e gradualmente se torna mais reativa com a
diferencia¢do completa do esporo (INVAM, 2007).

O saculo esporiforo possuiu coloragdo salmao quando jovem,
gradualmente ficando branco e entdo hialino, seu contetido ¢ transferido para o

esporo em formagao. Possui forma subglobosa para ligeiramente oblongo.
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FIGURA 6 Kuklospora colombiana (DCS 03). Esporo individual mostrando a
cicatriz (A e G), detalhes das camadas da parede do esporo (B, C, D
e F) saculo e hifa de sustentagdo (E).
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424 DCS 11, 12 e 13 - lIsolados de Glomus etunicatum (Becker &
Gerdemann, 1977)
Os diferentes isolados de Glomus etunicatum estudados néo

apresentaram diferencas em seus caracteres morfologicos, o que ndo permitiria
uma separacdo destes, caso eles fossem misturados em decorréncia de
contaminagdo. Os esporos analisados estavam maduros o que permitiu a
visualizagdo das camadas L1 e L2 (Figura7). A L1 ¢é a primeira camada a ser
formada e compde a parede da hifa de sustentacdo de esporos jovens, ela
consiste numa camada exterior mucilaginosa e hialina, com alguma plasticidade
e superficie exterior desigual, reage com reagente de melzer apresentando a
coloracao rosa (0-60-30-10) ou avermelhado-parpura (20-80-60-0), em esporos
maduros ela pode encontrar-se como uma camada granular em decorréncia de
sua facil degradacdo com a idade do esporo (INVAM, 2007). A camada L2 ¢
inicialmente formada por uma camada Unica e se espessa com a formagdo de
novas subcamadas com as mesmas propriedades fenotipicas, formando uma
camada laminada da parede do esporo (INVAM 2007).

Na maioria dos esporos analisados, a camada mucilaginosa (L1) ainda
foi encontrada, no entanto apareciam em fase de degradagdo, estando com
aparéncia de camada granular. Os esporos variaram de 74-198um em diametro.
Foi possivel a visualizagdo da hifa suspensora, a qual apresenta uma forma
cilindrica ligeiramente afunilada tendo sua parede composta pelas duas camadas
(L1 e L2) continuas com as duas camadas da parede do esporo, no entanto, a
camada exterior (L1), normalmente apresenta-se apenas na base da hifa
suspensora sem prolongar-se por toda hifa. E através do lumen da hifa
suspensora que o tubo germinativo se desenvolve promovendo a germinagao do

esporo.
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DECS 11 . A DCsH f B

FIGURA 7 Glomus etunicatum (DCS 11, 12 e 13). Detalhes das camadas da
parede do esporo (L1 e L2) (DCS 11 A e B, 12 A e 13 B) hifa de
sustentacdo e tubo germinativo (DCS 12 Be 13 A).
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4.2.5DCS 09 e 10 - Isolados de Glomus clarum (Nicolson & Schenck, 1979)

Os esporos de Glomus clarum se formam isolados ou agrupados no solo,
freqlientemente também sdo formados dentro das raizes. Os esporos analisados
possuem um diametro de 100 a 260um, com coloracdo branco a um amarelo-
marrom (0-10-60-0). Com um conteudo de gldbulos lipidicos de tamanhos
variados, sua forma varia de globosa a semi-globosa. A parede do esporo ¢
composta por trés camadas (L1, L2, L3) (Figura 8), a L1 forma um continuo
desde a hifa de sustentagcdo, decompondo a medida que o esporo vai se
desenvolvendo (INVAM, 2007). As diferentes camadas se unem estreitamente
entre si, exceto a L3 que quando o esporo apresenta-se em estado maduro ¢
possivel separa-la dependendo da pressdo aplicada ao esporo (Nicolson &
Schenck, 1979; INVAM, 2007).

Os diferentes isolados de Glomus clarum analisados ndo apresentaram
diferencas em seus caracteres morfoldgicos (Figura 8), o que também ndo
permitiria uma separagdo destes, caso ocorresse contaminagdo dos vasos de
cultivo. Os esporos estavam maduros o que permitiu a visualizagdo de seus
caracteres morfologicos, apresentando formas globosas e sub-globosas com
coloracdo branca. As coloragdo amarelada da camada mais interna envolta por
um alo transparente trata-se de uma caracteristica tipica desta espécie e pode ser
facilmente visualizada em esporos maduros. Foi possivel a visualiza¢do da
parede do esporo e das trés camadas (L1, L2 e L3) que a compunha. Estas
camadas formam consecutivamente com a diferenciacdo da parede do esporo
(INVAM, 2007). O diametro dos esporos analisados variou de 100 a 200um, o
tubo de germinagdo parece surgir do interior da subcamada da hifa de

sustentacao.
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FIGURA 8 Glomus clarum (DCS 10 e DCS 09). Detalhes das camadas da
parede do esporo, hifa de sustentagdo e tubo germinativo (DCS 10
e09A,Be(C).
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4.2.6 DCS 06, 24, 31 e 32 - Isolados de Glomus diaphanum (Morton &
Walker, 1984)

Os isolados DCS 06 e DCS 24 foram inicialmente chamados de
“Glomus thin Green™, e os isolados DCS 31 e¢ DCS 32 foram anteriormente
identificados como sendo Acaulospora delicata e Paraglomus occultum,
respectivamente. No entanto através da caracterizagdo morfoldgica todos estes
isolados foram re-identificados como sendo Glomus diaphanum. Estas
diferen¢as na identificagdo destes isolados pode ter sido em decorréncia de erro
na identificagdo inicial ou devido a contamina¢do dos vasos de cultivo por
Glomus diaphanum durante as repicagens anteriores na cole¢do, o que pode ter
suprimido a espécie inicialmente identificada.

Os diferentes isolados de Glomus diaphanum analisados (DCS 06, 24,
31 e 32) ndo apresentaram diferengas em seus caracteres morfologicos (Figura
9), 0 que ndo permitiria uma separagdo destes, caso ocorresse contaminagao dos
vasos de cultivo. Os esporos analisados possuem um didmetro variando de 60 a
100um, apresentando formas globosas e sub-globosas com colora¢do hialino
brilhante. A parede do esporo é composta por trés camadas (L1, L2, L3),a L1 ¢
dificil de ser observada devido a sua decomposicao a medida que o esporo vai se
desenvolvendo (INVAM, 2007). A L2 ¢é coposta pos sub-camadas firmemente
aderidas (laminada) e a L3 possui uma protrusdo para o interior da hifa de
sustentagdo, o tubo germinativo parece surgir do interior da subcamada da hifa
de sustentacdo. A parede da hifa de sustentagdo parece ser composta por trés

camadas continuas com a parede do esporo.
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FIGURA 9 Glomus diaphanum (DCS 06, 24, 31 e 32). Esporo individual,

mostrando as camadas da parede do esporo (DCS 06 A, 24 A, 31
B ¢ 32 B). Esporo individual mostrando as camadas da parede do
esporo e o tubo germinativo (DCS 06 B, 24 B, 31 A e 32 A).
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4.2.7 DCS 08 - Gigaspora margarita (Becker & Hall, 1976)

Os esporos de Gigaspora margarita se desenvolvem basicamente de
uma célula bulbo suspensora formada na posi¢cdo terminal de uma hifa fértil
conectada a uma raiz colonizada por este fungo (Bentivenga & Morton 1995;
Walker & Sanders 1986). Os esporos analisados possuem forma variando de
globosa a sub-globosa com 260pm (252-268) didmetro médio, coloragdo branco
perolado (0-0-5-0) e amarelo (0-10-40-0). A parede do esporo € composta por
trés camadas (L1, L2, L3) (Figura 10 F e G), as duas primeiras possuem a
mesma espessura e encontram-se aderidas quando em esporos jovens (INVAM,
2007). A L1 é uma camada externa rigida, lisa, ou seja, sem ornamentagdes, €
aderida a L2. A L2 ¢ uma camada semi-plastica que consiste em subcamadas
hialinas que reagem com o reagente de Melzer adquirindo uma coloragdo
vermelho-marrom (60-80-70-10). A L3 ¢ uma camada germinativa verrugosa, da
qual surgem os tubos germinativos. Esta parede esta firmemente aderida a
superficie interna da camada da parede do esporo laminada (L2). A célula bulbo
possui uma parede composta por duas camadas hialinas (L1 e L2) que
provavelmente sdo continuas com as primeiras duas camadas da parede de

esporo, mas apenas a L2 € prontamente visivel.
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FIGURA 10 Gigaspora margarita (DCS 08). Esporo individual (A). Detalhe
das camadas da parede do esporo (B, D, E ¢ F), célula bulbo e
plug (B, D). Grupo de esporos em agua (C).
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4.2.8 DCS 22 - Gigaspora albida (Schenck & Smith, 1982)

Os esporos analisados tiveram forma variando de globosa a sub-globosa,
com 246pm didmetro médio, com coloragdo creme (0-0-15-0) a (0-0-20-0). A
parede do esporo ¢ composta por trés camadas (L1, L2, L3) (Figura 11). A L1 ¢
uma camada externa rigida, hialina (0-0-5-0) a amarelo claro (0-0-10-0), lisa, ou
seja, sem ornamentagdes. A L2 consiste em subcamadas de coloragdo amarelo
(0-10-60-0) corando em reagente de Melzer adquirindo uma coloragdo
vermelho-marrom (60-80-70-10). A L3 é uma camada germinativa verrugosa, da
qual surgem os tubos germinativos. Esta parede esta firmemente aderida a
superficie interna da L2. A célula bulbo possui uma parede composta por duas
camadas hialinas (L1 e L2) que provavelmente sdo continuas com as primeiras

duas camadas da parede de esporo, mas apenas a L2 é prontamente visivel.

FIGURA 11 Gigaspora albida (DCS 22). Detalhe da célula bulbo (A) e camadas
da parede do esporo (A, B, C e D).
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4.2.9 DCS 05 - Gigaspora gigantea (Nicolson & Gerdemann) Gerdemann &
Trappe, 1974.
Os esporos analisados possuem tamanhos variando entre 240 a 411um,

com coloragao amarelo brilhante esverdeado, no entanto, a colora¢do nao esta
somente na parede do esporo, como ¢ comum para outras espécies, estando
presente também no citoplasma. Sua forma varia de globosa a sub-globosa. A
parede do esporo é composta por trés camadas (L1, L2, L3) (Figura 12). A L1 ¢
uma camada externa rigida, lisa, ou seja, sem ornamentacdes. A L2 é uma
camada semi-plastica que consiste em subcamadas amarelas que reagem com o
reagente de Melzer adquirindo uma coloragdo vermelho-marrom escuro (60-80-
70-10). A L3 é uma camada germinativa verrugosa, da qual surgem os tubos
germinativos. Esta parede estd firmemente aderida a superficie interna da
camada L2 (camada laminada). A célula bulbo suspensora (célula esporogénica)
possui uma parede composta por duas camadas hialinas (L1 e L2) que
provavelmente sdo continuas com as primeiras duas camadas da parede de
esporo, mas apenas a L2 ¢ prontamente visivel (IVAM, 2007). No entanto, ndo
foi possivel a visualizacao da célula bulbo, pois os ela ndo estava presente nos
esporos analisados, podendo ter sido perdida no processo de extragdo dos
esporos.

Esta estirpe foi isolada de areas de cultivo de café em Lavras-MG e
possui caracteristicas morfologicas similares as de Gigaspora gigantea, no
entanto, Souza et al. (2004), estudando um método de identificagdo de espécies
do género Gigaspora, baseando-se na discrimina¢do do polimorfismo inter e
intra-especifico da regido V9 do 18S rDNA técnica do PCR-DGGE (denaturing
gradient gel electrophoresis) encontrou um padrdo de bandas que permitiu a
diferenciacdo deste isolado, ndo somente das outras estirpes de Gigaspora
gigantea, como também, de todas as estirpes de Gigaspora conhecidas.
Sugerindo que este isolado constitua uma espécie nao descrita e que

possivelmente sera descrita como Gigaspora lutea (Souza, Siqueira & Walker).
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FIGURA 12 Gigaspora gigantea (DCS 05). Detalhes das camadas da parede do
esporo (A, B, E e F) e esporos individuais (C e D).
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4.2.10 DCS 19-Scutellospora heterogama (Walker & Sanders, 1985)

Os esporos de Scutellospora heterogama se desenvolvem basicamente
de uma célula bulbo formada no fim de uma hifa fértil conectada a uma raiz
colonizada por este fungo (Bentivenga & Morton 1995; Walker & Sanders
1986). Os esporos possuem um didmetro variando de 149 a 104pm, com
coloragdo variando de laranja-marrom (0-60-100-10) a um vermelho-marrom
(40-80-100-0). Com forma oblonga. A parede do esporo é composta por trés
camadas (L1, L2 e L3) (Figura 13 H). A L1 ¢ uma camada externa rigida e
permanente com ornamenta¢des que consistem em curtas verrugas (INVAM,
2007), estas ornamentacdes ndo foram encontradas nos esporos analisados, esta
camada possui coloragdo marrom claro (0-30-50-10). A L2 é uma camada que
consiste em subcamadas que reagem com o reagente de Melzer adquirindo uma
coloragdao vermelho-marrom escuro. A L3 € uma camada flexivel hialina ¢ muito
fina, pode ser vista em esporos vigorosamente esmagados, normalmente
proxima ao plug de oclusdo da célula bulbo, essa camada nio foi visualizada
com boa defini¢do nos esporos analisados.

Duas paredes germinativas estdo presentes (gwl ¢ gw2), elas sdo duas
camadas flexiveis internas e hialinas, sdo formadas separadamente da parede do
esporo. A gwlé formada por duas camadas (L1 e L2) firmemente aderidas. A L1
¢ menor que 0,5 um em espessura; A L2 ¢ ligeiramente mais espessa (0,8-1,5
um). Ambas as camadas sdo finas o suficiente para estarem firmemente
aderidas, elas aparecem como uma Unica camada. Porém, as vezes a L1 separa
em pedacos e se assemelha a '

2007). A gw?2 ¢é formada por duas camadas (L1 e L2) firmemente adidas. A L1

'verrugas" ou ondulacdes na parede (INVAM,

possui 0,5-0,8pum em espessura; A L2 possui 0,9-1,8um em espessura. Ambas as
camadas sdo finas suficiente para aparecer como uma unica camada em PVLG.
Porém, s6 a L2 adquire colora¢do rosa em reagente de Melzer. O escudo

germinativo possui forma oblonga (Figura 12 A, B, C, D ¢ E).
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FIGURA 13 Scutellospora heterogama (DCS 19). Detalhe do escudo
germinativo (A, B, C, D ¢ E), célula bulbo e camadas da parede
do esporo (F e H).



4.2.11 DCS 18- Scutellospora gregaria (Schenck & Nicolson) Walker &
Sanders (1986)
Os esporos analisados possuem tamanhos variando de 289 a 368um,

com coloragdo vermelho-marrom (40-80-80-0) variando um pouco na
tonalidade. Sua forma varia de globosa a sub-globosa. A parede do esporo é
composta por duas camadas (L1 e L2) (Figura 14). A L1 é uma camada externa
rigida e permanente, vermelho- marrom escura com ornamentagdes (verrugas
arredondadas). A L2 é uma camada que consiste em subcamadas, que parecem
marrom escuro devido a cobertura da L1, no entanto parecem ser hialinas ou
amarelo claro que reagem com o reagente de Melzer adquirindo uma coloragdo
vermelho-marrom escuro. Possui apenas uma parede germinativa (gwl) que €
uma camada flexivel interna e hialina formada independente da parede do
esporo e da hifa de sustentacdo (INVAM, 2007), com duas camadas aderentes

(L1 e L2) ndo sendo observado nenhuma reagdo em reagente de Melzer.

]L]Em

20um

Célula bulbwo

FIGURA 14 Scutellospora gregéria (DCS 18). Detalhe da célula bulbo (A),
camadas L1 e L2 da parede do esporo, camada germinativa (B e
D) e ornamentagdo da parede do esporo (C).
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4.2.12 DCS 27- Scutellospora rubra (Stirmer & Morton, 1999)

Este isolado estava registrado nos cadernos de registros da cole¢do do
DCS-UFLA como Glomus rubiforme. No entanto, com a caracterizagdo
morfologica ele foi identificado como sendo Scutellospora rubra. Os esporos
analisados possuem tamanhos variando de 130 a 200um, com coloragdo
vermelho-marrom (40-80-80-0). Possui forma globosa. A parede do esporo ¢
composta por trés camadas (L1, L2, L3) (Figura 15). A L1 é uma camada
externa rigida e permanente, vermelho- marrom clara. A L2 ¢ uma camada que
consiste em subcamadas. Possui duas paredes germinativas (gwl e gw2)

formadas por duas camadas cada (L1 gw e L2 gw).

FIGURA 15 Scutellospora rubra (DCS 27). Detalhes das camadas da parede do
esporo (A), célula bulbo (B), camadas germinativas da parede do
esporo (A e C) e escudo germinativo (D).
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4.3 Anélise de PCR-DGGE
A analise de DGGE das amplifica¢des utilizando-se os iniciadores NS7-
GC e F1Ra foi eficiente para separacao das espécies (Figura 16), inclusive
espécies pertencentes a0 mesmo género, demonstrando que a regido amplificada
apresenta polimorfismo entre as espécies analisadas e que de acordo com o
numero e posi¢do das bandas no gel de poliacrilamida é possivel diferenciar as

espécies de FMAs testadas.
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FIGURA 16 Perfis de DGGE da regido V9 da subunidade menor do gene
ribosomal (18S rRNA) de 14 isolados da colecdo de FMAs do
Departamento de Ciéncia do Solo da Universidade Federal de
Lavras. Gel com 7% de acrilamida e gradiente de 32 a 42%.
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No entanto, o emprego desta técnica aplicada a esta regido ndo mostrou
diferengas nos padrdoes de bandas obtidas para os diferentes isolados de G.
clarum que obtiveram 100% de similaridade (Figura 17), estes isolados
migraram sempre na mesma propor¢do no gel e ndo poderiam portanto serem
distinguidos. O mesmo ocorreu entre os diferentes isolados de G. etunicatum
(Figura 17) e G. diaphanum (Figura 18), duas bandas intensas foram detectadas
para os isolados de G. clarum e uma banda intensa foi obtida pelos isolados de
G. etunicatum e G. diaphanum, sendo que G. diaphanum migrou mais no gel
que G. etunicatum. Souza et al. (2004) utilizando-se da mesma técnica e regido
do 18S rDNA (regido V9) encontrou diferengas claras no padrao de bandas de
varios isolados geograficos de Gigaspora albida, Gigaspora gigantea,
Gigaspora margarita, inclusive de dois isolados de G. gigantea isolados do
mesmo sitio na California do Norte, Estados Unidos, indicando a capacidade da
técnica em separar diferentes isolados de uma mesma espécie. Assim, pode-se
sugerir que o agrupamento dos diferentes isolados de G. clarum, G. diaphanum
e G. etunicatum pode ter sido em decorréncia da auséncia de polimorfismos
entre os diferentes isolados de mesma espécie na regido génica analisada. Outras
regides génicas ou genes devem ser analisados para que se possa concluir se

existem diferencas genéticas entre esses isolados.
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FIGURA 17 Dendograma mostrando a similaridade entre perfis de bandas de
PCR-DGGE de 6 estirpes de Glomus. A escala indica a
similaridade entre os perfis de bandas através do Coeficiente de
Jaccard (Tol 1.0% -1.0%) (H>0.0% S>0.0%)[0.05 — 100%].
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FIGURA 18 Dendograma mostrando a similaridade entre perfis de bandas de
PCR-DGGE de 3 estirpes de Glomus. A escala indica a
similaridade entre os perfis de bandas através do Coeficiente de
Jaccard (Tol 1.0% -1.0%) (H>0.0% S>0.0%)[0.05 — 100%]. Gel
com 7% de acrilamida e gradiente de 35 a 45% de desnaturante.

A analise de agrupamento dos padrdes de bandas obtidos por diferentes
esporos do mesmo vaso dos isolados DCS 05 (G. gigantea), DCS 08 (G.
margarita) ¢ DCS 22 (G. albida) (Figura 19) sugere que estes vasos estavam
puros obtendo 100% de similaridade entre os diferentes esporos do mesmo
isolado. Esta técnica de PCR-DGGE basea-se na discrimina¢@o do polimorfismo
inter e intra-especifico da regido V9 do 18S rDNA, foi desenvolvida por Souza
et al. (2004) como um método sensivel e eficiente para identificagdo de espécies
do género Gigaspora. O desenvolvimento de métodos moleculares para
discriminagdo de espécies ¢ extremamente importante ¢ de grandiosa utilidade,
uma vez que existem poucos caracteres morfologicos Uteis para discriminagao
entre as espécies na maioria dos géneros de FMA. Um exemplo ¢ o caso da
Gigaspora, as espécies conhecidas apresentam grandes semelhangas
morfoldgicas, e grande sobreposi¢do de caracteres, como cor ¢ tamanho dos
esporos. Além disso, essas caracteristicas sdo passiveis de serem alteradas por
pressdes do ambiente (pH, contetido de argila, etc), o que dificulta ainda mais a
discriminagdo (Bentivenga & Morton, 1995). A andlise de similaridade do
padrao de bandas dos isolados de Gigaspora (Figura 19) faz uma evidente

distingdo das espécies deste género permitindo sugerir uma facil deteccdo de
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contaminag@o caso houvesse alguma contaminacdo entre estes isolados, o que
seria extremamente trabalhoso constatar através de técnicas baseadas na
morfologia dos esporos. Os resultados obtidos neste trabalho indicam que essa
técnica também pode ser utilizada para a identificacdo de espécies pertencentes a

outros géneros.
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FIGURA 19 Dendograma mostrando a similaridade entre perfis de bandas de
PCR-DGGE de 3 estirpes de Gigaspora. A escala indica a

similaridade entre os perfis de bandas através do Coeficiente de
Jaccard (Tol 1.0% -1.0%) (H>0.0% S>0.0%)[0.05 — 100%].

O padrio de banda obtido por um dos esporos (DCS18R3) do isolado
DCS 18 (S. gregaria) (Figura 20) difere completamente dos padrdes obtidos
pelos outros esporos deste isolado (DCS18R1 e DCS18R2) possuindo maior
similaridade com o isolado DCS 19 (S. heterogama), o mesmo ocorreu com o
padrao obtido por um dos esporos do isolado DCS 19 (S. heterogama)
(DCS19E2) que se diferiu do padrao obtido pelos demais esporos deste isolado
(DCS19E1 e DCS19E3). Isso sugere que os isolados DCS 18 ¢ DCS 19 podem
estar contaminados com diferentes morfoespecies nao detectadas na
caracterizagdo morfoldégica. O mesmo ocorreu com o isolado Scutellospora
rubra (DCS 27) o qual apresentou padrdes de bandas diferentes para cada esporo

analisado (Figura 20). Trabalhos adicionais podem/devem ser conduzidos a fim
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de detectar se o ocorrido foi em virtude de contaminagdo ou se foi devido a

existéncia de polimorfismo dentro da espécie.
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FIGURA 20 Dendograma mostrando a similaridade entre perfis de bandas de
PCR-DGGE de 3 estirpes de Scutellospora. A escala indica a
similaridade entre os perfis de bandas através do Coeficiente de
Jaccard (Tol 1.0% -1.0%) (H>0.0% S>0.0%)[0.05 — 100%].

Nao existem duvidas sobre a importdncia da correta identificagdo
taxondmica para a pesquisa com FMA, principalmente para condugdo de estudos
sobre genética e ecologia desses fungos. Além disso, embora os FMAs nao
apresentem especificidade em relacdo ao hospedeiro, eles sdo altamente
especificos em relacdo a seus efeitos nas plantas. Essa especificidade pode ser
observada ndo somente no nivel de espécies, mas também de isolados (Paula et
al.,, 1988). O que torna fundamental que os pesquisadores conhecam a
identidade dos fungos com os quais estdo trabalhando, para que possam
comparar resultados e possibilitarem sua reproducdo por outros grupos. A
técnica de PCR-DGGE demonstrou-se como sendo um método bastante rapido e

confiavel para a identificagdo e caracterizagdo de espécies de FMAs.
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5 CONCLUSOES

A aplicagio de Mycoform™ mudou o padrio de colonizagio e
esporulacdo dos isolados de Fungos Micorrizicos Arbusculares estudados. A
aplicacdo do produto aumentou a colonizagdo e a esporulacdo, mas este efeito
ndo ocorreu em todos os isolados avaliados. Apenas 31% e 54% destes
responderam positivamente ao produto para colonizagdo e esporulagdo,

respectivamente.

Os isolados de FMAs da colegdo DCS-UFLA avaliados apresentaram

caracteristicas morfologicas similares as encontradas para espécies descritas.
O uso de PCR-DGGE permitiu a diferenciacdo das espécies e mostrou

nenhuma diferenga entre os isolados da mesma espécie, que foram estudados e

permitiu detectar contaminagdes ndo observadas pela caracterizagdo fenotipica
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