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A presente Tese foi em de de acordo com as 

para Elaboração de Dissertações e Teses da e 6 composta 

pelos seguintes trabalhos 

no cafeeiro e verde com 

2. para de DNA de um esporo de 

fungos 

3. Ocorrência de fungos em cafeeiro arabica L.) 

cultivado corn entrelinha e sua em raizes através da 

Antecedendo a apresentação dos referidos trabalhos encontra-se uma Introdução 

e uma Revisão de Literatura de caráter 
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DE FUNGOS 

NO CAFEEIRO E VERDE 

COM LEGUMINOSAS 

Autor: FILHO 

Orientadora: NOGUEIRA CARDOSO 

RESUMO 

Avaliou-se o efeito do cultivo intercalar de leguminosas de para 

verde do cafeeiro arabica L.), sobre a ocorrência e de fungos 

no solo e a de solo e 

raizes foram coletadas no periodo entre junho de 1996 e julho de 1997, três 

ern um experimento de longa duração, conduzido a pelo Instituto do 

no município de Mirasselva, O experimento está em uma 

área de latossolo vermelho escuro onde. nas linhas principais. se cultiva 

o cafeeiro Amarelo’ e nas entrelinhas as leguminosas Leucena 

C. Mucuna 

Mucuna Amendoim (Arachis 

e para fins de adubação verde. delineamento 

experimental é de blocos ao acaso, com repetições. Determinou-se a diversidade de 

espécies da dos esporos. a de 

através da contagem de esporos no e a radicular pelo método da 

placa quadriculada usando raizes coradas. conduzidos ern 

de vegetação, para estudar a composição das populações de fungos que 

efetivamente colonizavam as raizes do cafeeiro a campo. Corn mesmo objetivo 



técnicas baseadas na amplificação de de DNA 

através da (Polimerase chain reaction), extraidos de esporos na 

e de raizes colonizadas coletadas a campo. 

de leguminosas na entrelinha de plantio do cafeeiro aumentou a 

diversidade de espécies e o número de esporos de fungos MA na do cafeeiro. 

cultivado com mostrou-se altamente corn 

maior diversidade de espécies e número de esporos de fungos MA ne solo, ern todas 

épocas avaliadas, Entretanto, da diversidade de fungos presentes na do 

cafeeiro foi recuperada na de milho mays L.) e sorgo (Sorghum 

bicolor L.) se utilizaram raizes de cafeeiro como sugerindo 

que alguns dos fungos MA observados do cafeeiro podem ser provenientes 

das raizes das leguminosas que crescem próximas, não efetivamente ern 

'corn o cafeeiro. Através da e primers de ITS (Internal transcribed 

spacer) foi possível comparar bandas obtidas a partir de DNA extraído de esporos 

na bandas obtidas a partir de extraído de raizes 

colonizadas. Bandas características de foram encontradas nas 

raizes de cafeeiro os resultados obtidos através de 

em casa de vegetação. Estes resultados sugerem a de preferenciais 

entre fungos e hospedeiros, que podem determinar o estabelecimento e a eficiência da 

ou mesmo a exclusão de algumas espécies do sistema radicular da 

planta. 

Neste trabalho possível. também desenvolver um método para isolamento de 

DNA de diferentes gêneros de fungos este método, a partir de 

esporo de fungos MA foi possível obter, de maneira simples e rápida, DNA de 

qualidade e ern quantidade suficiente para a 



FUNGI IN 

A N  WITH COFFEE PLANTS INTERCROPPED 

LEGUME AS GREEN 

Author: 

Adviser: NOGUEIRA 

SUMMARY 

Sporulation and occurrence of fungi were 

evaluated on coffee trees arabica L.) intercropped with for green 

manure. of rhizosphere soil and roots were collected at three times between 

July 1996 and 1997, a term experiment located at the Instituto Agronômico 

do - IAPAR. at Mirasselva city, state. Brazil. AM diversity was 

determined the morphologic identification of spores, the occurrence 

frequency by the direct counting of spores in the and the root colonization evaluated 

with the method using stained roots. Bioassays were also conduced at the 

green-house. to study the composition inside the roots from the field. With 

the objective, techniques based on the DNA fragment amplification by 

(Polimerase chain reaction) were used. DNA of spores collected the rhizosphere 

and colonized roots collected at the was extracted. 

Legume intercropping increased the diversity and the inoculum potential in 

the coffee rhizosphere. showed a high mycorrhizal capacity, able 

form symbiosis with severa1 species of AM resulting in a greater AM diversity, 

spore number in the soil, at all evaluation periods, This effect was also observed in the 
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coffee rhizosphere. However, part of the diversity in the tree rhizosphere was 

not recovered in corn mays L.) and (Sorghum bicolor rhizosphere when 

colonized coffee roots was used as inoculum, suggesting that some fungi observed 

in the rhizosphere originated from the legume roots, but were indeed not in 

symbiosis with the coffee trees. and using the combined primers of ITS 

transcribed spacer) 4 and 5.  it was possible to compare bands obtained 

extracted DNA of collected in the rhizosphere with bands obtained 

extracted DNA of colonized soots. Characteristic bands of were 

not found in the roots, 



Muitas culturas formam associações corn fungos 

Estes são da ordem e 

os mais abundantes fungos de 1963). Formam um 

diverso de aproximadamente 14.4 especies descritas Perez, mas, 

apesar de sun abundância no solo dos efeitos positivos que sobre 

desenvolvimento das plantas, pouco se sabe sobre sua ecologia. No trabalho 

pioneiro sobre de no cafeeiro, realizada por Cardoso 

a ocorrência natural destes em mudas de cafeeiros produzidas em 

viveiros do estado de Paulo. E a das mudas com de fungos MA 

mostrou-se eficiente ern estimular da no início 

do das plantas Filho et proporcionando mudas 

sadias mais resistentes ao estresse causado pelo para campo. Entretanto. 

as especies eficientes selecionadas, quando introduzidas via dificuldade 

de permanecer no Lopes, Normalmente no campo se 

observa a de de baixa eficiência & 

Lopes. possivelmente selecionadas pelo monocultivo continuado que, segundo 

et al, 19921, pode a causa da da diversidade e de 

espécies menos eficientes. Portanto, a manutenção de populações de fungos 

e ativas na das plantas é importante para a da 

& 1992) manejo do solo e das 

parece ser a mais apropriada para aumentar a diversidade de 

espécies. o número de esporos no solo e o potencial de natural de MA a 

campo. 



2 

A eficiência dos fungos ern aumentar o crescimento das plantas depende da 

inter-relação entre os fatores a planta hospedeira e o fungo (Hall, 

Comequentemente, entender como os e as plantas se 

relacionam em de campo e que fatores controlam populações nos 

Robson, Diversos estudas examinado os efeitos de 

de cultivos e na colonização e na de esporos 

1984; et 1990; Johnson et al., 1992) mas, se 

conhece dos efeitos destas práticas sobre a comunidade de fungos em 

cafeeiros a campo. 

Em de campo. a de requer a identificação precisa 

das espécies presentes e a da densidade de e sua 

Até de tipos são a mais comum utilizada para 

multiplicar fungos MA isolados do solo e avaliar sua Estes ensaios têm a 

vantagem de incluir todos os presentes no solo, mas 

informações limitadas sobre a composição das espécies ne solo. isolamento de 

esporos e sua multiplicação em planta hospedeira são o principal meio para se conhecer 

as espécies presentes na Entretanto, através desta técnica não é 

determinar as espécies que estão efetivamente colonizando as raizes. A da 

planta hospedeira raizes colonizadas pode um procedimento eficaz, mas é urn 

processa trabalhoso e demorado e de eficiencia não garantida. 

Atualmente, os estudos de ecologia sido auxiliados pelo 

desenvolvimento e adaptação de utilizadas ern estudos de biologia 

molecular. Estas técnicas incluem o uso de específicos, provas de DNA e 

especificas da em cadeia COM primers para 

diferentes espécies, bem como de e Sen, 1992; 

Simon et al.. 1992; Morton et al.. baseados 

no DNA podem ser suficientemente precisos para distinguir diferentes isolados da 

mesma espécie. mas necessitam ainda de adaptações e estudos para serem 

rotineiramente utilizados em trabalhos com Urn método e preciso 

para a de MA presentes na e nas raizes das plantas 
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contribuir a seleção e de técnicas de manejo do plantas e fungos, 

visando aumentar o efeito das nos 

Neste trabalho, utilizando-se de métodos tradicionais de trabalho in-vivo no 

campo e ern casa de e métodos baseados na análise de 

fragmentos de DNA amplificados através da estudou-se o efeito do cultivo 

intercalar do cafeeiro com leguminosas de verão para adubação verde, sobre a 

ocorrência de fungos MÄ e a do cafeeiro. 



2 DE LITERATURA 

mutualistas entre 

fungos da familia (Morton Benny, 1990) e raizes da 

maioria das plantas superiores, pela do 

e sem causar modificações nas raizes. São de 

ocorrência podendo-se que plantas possuem raizes, 

Brian. Segunda principais beneficios 

desta para plantas são a melhoria do estado da planta e melhor 

e dos nutrientes no sistema solo-planta; modificações 

e diversas como maior produção de substâncias de crescimento, maios taxa 

fotossintética atividade na das plantas ao 

e na capacidade inicial de de mudas transplantadas; redução nos 

efeitos provocadas por de natureza (pragas e ou 

(déficit ou térmico). 

Os efeito dos pasa as plantas são ao desenvolvimento do 

no solo que estabelece pontes as raizes com as de 

circundantes. aumentando a de nutrientes e sua aquisição plantas. As 

produzem efeitos no solo, atuando sobre sua 

2992). 

Do ponto de vista prático, beneficios de interesse imediato 

e mais promissores. Plantas têm requerimentos reduzidos 

metade até a 1/10 quando comparadas aquelas (Siqueira 

Franco. 1988). Estes efeitos mais acentuados para nutrientes que possuem baixa 

mobilidade no solo como e para maioria das plantas e N para as leguminosas. 

Neste caso. embora as não possuam a habilidade de atmosférico, elas 
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favorecem a e biológica do principalmente ern 

ótimas de 1989). na de nutrientes pelas raizes 

resulta principalmente do aumento da área de superficie das raizes 

podem conter até de hifa em cada cm de raiz As espalham no 

solo, e quando difusão 6 podem representar aumentos de até IO a vezes 

na superficie e absorção do nutriente, respectivamente. Deste modo, a dos 

nutrientes da do solo, ou fornecido via aumentada 

e requerimento de fertilizantes reduzido na mesma proporção (Silveira, 

Os têm chave nos sistemas pois 

se a processos importantes para a solos ou naturais 

1933). (1992) citam 

como mediadores da troca de nutrientes no sistema solo-planta. Segundo estes autores, o 

de é atuante em urna estreita de causa e efeito na troca de 

nutrientes minerais, de C, sinais entre a planta e a comunidade de 

microrganismos da sendo capazes de urna rede os 

diferentes componentes do sistema solo planta. Portanto, o manejo dos pode ser 

urn caminho para se restabelecer a componente biológica do sistema 

2.1 A e as de fungos h44 nativas 

Existem sobre biologia básica e a ecologia dos 

Embora já em 2963 tenham sido citados abundantes fungos de solo 

Nicolson, 19631, seu ciclo de vida completo permanece entendido. principalmente 

pela dificuldade técnica de serem estudados. Estes fungos obrigatórios e 

portanto não se na ausência de raizes vivas. Seu cultivo ern meios artificiais 

até hoje foi conseguido. Para crescer na raiz, solo e se reproduzia, os 

precisam e receberem da planta OS e fatores de 

crescimento de que necessitam {Silveira, 

esporos de disseminação dos fungos e têm 

grande capacidade de sobrevivência mesmo em extremas de 

Robson, Após prolongados períodos de estresse dispersão para urn novo 
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habitat, no solo, uma ou mais que, sob condições 

adequadas. podem se expandir, se alongar e aderir raizes. a adesão, a hifa 

penetra nas raizes, dando início à vesiculas 

intra ou e A de eventos: 

extensão linear da desenvolvimento dos e de 

vesículas são UM processo constante e a taxa de crescimento das 

raizes e ao estádio das plantas 1992). A rede de ou se 

expande dentro e fora das mas seu desenvolvimento C regulado pela 

fungo-hospedeiro e pelo ambiente. nesta relação, ocasionados por fatores 

(doenças nas plantas, de ou ou 

preparo de solo) podem afetar a colonização reduzindo-a e diminuindo o efeito 

da ou aumentando-a e acentuando o dreno de que pode 

limitar a de pela (Siqueira & 1988). 

Ao mesmo tempo que fungo se estabelece e se desenvolve nas raizes, ele 

produz extenso que se ramifica e cresce através do solo, podendo 

chegar a distâncias de até cm, embora valeres de e 

até metros 1995) tenham sido relatados. Através do externo, contato 

das raizes com o circundante é consideravelmente aumentado. e o volume de solo 

explorado pelas raizes pode aumentar de 5 a 200 vezes, dependendo da 

compatibilidade entre e as condições A rede de que OS 

formam na solo podem conectar diferentes e nutrientes entre 

elas, permitindo assim que espécies competitivas possam coexistir 

Esta hipótese levanta sobre papel dos e sua 

na dos As externas e fragmentos de 

raizes colonizadas podem atuar de serem tão 

quanto os esporos et al., 1997). Segundo 

de podem permanecer viáveis no solo por até seis meses, 

inclusive solos ressecados. Grandes variações na de também 

podem ocorrer devido aos fatores do solo & Robson, que geralmente é 

atribuido a questões da espécie a que 



7 

submetida falta de informações sobre a externo 

geralmente é atribuída dificuldade de a colonização do solo (Graham et al., 

al., e resultados encontrados são muitas vezes controvertidos, 

devido aos diversos empregados na sua avaliação (Graham et al., 1982; 

& 1982). 

Os esporos são produzidos após a dentro fora das 

raizes, M da O conhecimento sobre dinâmica de formação 

limitado. Estudos sugerem que principalmente distribuidos nas raizes próximas 

superficie do solo, onde há maior de desenvolvimento radicular, maios 

concentração de nutrientes e também maios atividade de 

Robson, Ingleby et 1997). A no solo é extremamente variada, 

dependendo da espécie e do 

A maior parte das de propagação ocorre entre a profundidade 

de e a superficie do solo, diminuindo a Robson. 

19911. esporos podem ser transportados para partes mais profundas do pela 

ou serem carregados por pequenos animais do solo (ex: porém, ern 

profundidades entre 50 a 60 cm, o de esporos é pequeno 

Esta distribuição de (esporos e no do relaciona-se 

principalmente com desenvolvimento do sistema radicular das plantas e corn a 

do ambiente Ern profundidades. a concentração radicular e 

de oxigênio diminuindo a ocorrência de Segundo Janos 

isto é importante para solos argilosos tropicais. onde a 

tende a se desenvolver mais em superficie. A remoção perda da superficie do 

causada pelo cultivo excessivo ou pelo preparo inadequado. diminuem o do solo 

por atuarem sobre os superficie 1991). 

Cuenca os efeitos da e limpeza do para a 

construção de estradas na e observaram que dois anos a limpeza, os 

sitios perturbados E3 'esporos de ern de solo contra aproximadamente 

200 esporos ern de solo. observados na ao lado. não perturbada. Os autores 
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concluíram que a retirada dos retardou estabelecimento de plantas nativas 

altamente dependentes da 

A da cobertura vegetal e preparo para plantio implica na 

do solo, solar e de temperatura na sua superficie. 

Isto pode acarretar a fragmentação da rede de e a exposição de e 

Além disso, o preparo do solo ocasiona profundas no sistema tais 

no de matéria do solo, 

e de que indiretamente atuam sobre as (Janos, 

Entretanto, devido grande número de envolvidas, é dificil precisar o exato 

impacto destes sobre potencial de do solo. principalmente ern 

de campo. exemplo, (1 991) sugere que corte e as queimadas na 

têm poucos efeitos negativos sobre os de porque as altas 

temperaturas que atingem a superficie do solo não suficientes para inviabilká-los. 

Janos (1995) cita que a do pelas cinzas das queimadas pode 

disponibilidade de nutrientes, o que negativamente sobre a colonização das espécies 

facultativas e reduz o do solo. 

Os apresentam de hospedeiro (Mosse, entretanto 

a resposta do hospedeiro difere com a espécie (Siqueira et corn 

isolados geográficos dentro da espécie et al., 1989). sistema radicular 

pode ser colonizado simultaneamente por mais de urna espécie e o sucesso na 

ocupação depende da relação fungo-hospedeiro. Alguns mais agressivos ern 

colonizar determinadas plantas. mas nem sempre os melhores quando 

comparados corn fungos menos efetivos 1991). 

Sinais trocados entre planta e fungo podem atuar coma um para 

o reconhecimento para iniciar a colonização das raizes pelas et 1994). 

e outros compostos podem estar envolvidos na comunicação 

fungo-hospedeiro et al., 7993 e 1996). et al. 

demonstraram que a3 de Glomus foram capazes de discriminar seus 

hospedeiros todas as outras espécies de plantas n3o hospedeiras ou hospedeiras de 

tipos de fungos. através do processo de reconhecimento dirigido pela 
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dos sinais derivados somente dos hospedeiros de Segundo 

devido falta de os genes para a compatibilidade 

são entre os da planta e da fungo, estando 

envolvidos na reconhecimento planta-fungo, e da planta e, 

principalmente, na e na da associação a troca de 

Fitter mostras de de arbustos e 

que cresceram misturados, com o objetivo de distinguir a de Glomus 

dos outros fungos indígenas e observaram que, a foi 

por enquanto que outras três especies de plantas 

foram colonizadas principalmente por outras espécies de que Os 

autores que no campo podem exibir certo grau de 

e que não existe entre as espécies de e a planta 

hospedeira. (1990) e et (1994) investigaram a de na 

de várias plantas em nativas e no do Parque Estadual da 

Ilha do Cardoso, e observaram preferências acentuadas entre os fungos e 

determinados hospedeiros, sugerindo também ecológica. 

Fitter 1990) mostram resultados semelhantes e que, ern situações de campo. o 

hospedeiro pode ser colonizado preferencialmente por um ou mais 

Sieveding (1991) observou alta de ocorrência de 

em e cita que este somente se reproduz em 

mesmo autor cita que urna espécie de não identificada 

somente se no hospedeiro do qual foi isolado, mas ern leguminosas 

originárias do mesmo local, Segundo 991 1, a preferencial 

ocurre a planta as condições do ambiente para poucas 

espécies da comunidade de fungos, que serão beneficiados aumento na 

capacidade competitiva da conduzindo a mudanças na 

quantitativa da comunidade dos As espécies de associadas 

preferencialmente, adquirem mais fotoassimilados do hospedeiro do que as 

aumentando sua no solo. Sanders et al. sugeriram que a 



do hospedeiro por uma espécie de que se desenvolve rapidamente no interior da 

raiz e posteriormente explora volume de solo para de disponível. será 

para a planta e, portanto, poderá ser preferencialmente selecionada 

hospedeiro. entanto, para o fato de que a abundância 

de esporos de um no solo pode não indicar a quantidade de raizes 

por este fungo. 

A da vegetação nativa por plantas de interesse agronômico pode 

exercer pressão seletiva nas de (Read, Johnson et 

observaram pressão de de de e soja populações de 

Segundo os autores, a mudança na população pode ser devido a 

seletiva destas por membros da comunidade de Estes autores 

também que as espécies que nestas culturas foram 

negativamente relacionadas corn a produção. Johnson & (1992) que 

não existe motivo para esperar que, dentro de um sistema, espécies dominantes de 

os mutualistas mais porque a monocultura pode selecionar espécies de 

que são mutualistas menos eficientes e estes fungos podem estar envolvidos no 

da produção. sugeriu que os fungos eficientes 

capazes de drenar hospedeiro ern quantidade suficiente para aumentar o 

de no solo. 

Johnson et al, (1992) acreditam que pode entre os urn 

mecanismo de resposta positiva ou negativa, que influencia a estrutura da comunidade 

de plantas e dos Este mecanismo positivo e estabilizará a comunidade de 

plantas, se as espécies de que interior do hospedeiro forem 

mutualistas benéficos. mecanismo será negativo e a comunidade de 

plantas se a de fungos que apresentam parasita. 

espécies de podem aumentar em abundância. 

sendo para as plantas hospedeiras Johnson et 1992). A ineficiência é 

resultado do custo de C para o hospedeiro colonizado que excede obtido com 

a colonização. Assim, os efeitos da negativos et al., 

1994; Janos. 1995). 



1 1  

desenvolvimento das nas raizes hospedeiros e a disponibilidade dos 

açúcares solúveis no seu significam um mecanismo para o controle das 

de et al,, Foi sugerido por et al. (1 que 

este mecanismo pode envolver adaptações das plantas para exercerem controle sobre as 

populações de e que podem selecionar melhores mutualistas. Por 

plantas e fungos podem estar em urna corrida evolutiva: quando a fertilidade 

for alta, as plantas podem alocar menos para os exsudatos da raiz e 

talvez que requeiram menos 

Os podem ser favorecidos na hospedeiro se 

capacidade pasa rapidamente as plantas, induzindo e positivas 

respostas de crescimento e reprodução (Sanders et al., 1995). Por outro lado, plantas 

hospedeiras podem desenvolver de para excluir por 

espécies de eficientes, que causem significativos custos para o hospedeiro. 

A da e seu beneficio é muito variável entre as 

espécies de planta porque elas exibem diferentes de dependência 

Segundo (1 9751, dependência o grau de dependência da planta 

para um desenvolvimento normal, a um de fertilidade do 

solo. Dentro deste conceito. segunda Siqueira & Franco (1988) as plantas podem ser 

agrupadas ern I )  quando dependem da para 

de nutrientes do e sobrevivência. taxas de sendo 

beneficiadas pela independentemente da concentração de P disponível no solo; 

2) facultativas: quando podem crescer na do sendo que 

apresentam baixas t a x a s  de radicular e somente se beneficiam da 

ern solo com baixa de 3) quando não dependem e não 

se da e, geralmente, apresentam 

As espécies n8o podem e atingir a 

maturidade na ausência de no mesmo nível de 

encontrado em seu habitat natural. Estas espécies somente crescem 

quando intensamente fertilizadas. Segundo Janos algumas b o r e s  tropicais são 

incapazes de crescerem sem sob qualquer regime mineral. Plantas 
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facultativas podem atingir a maturidade na ausência dos 

em solos férteis. por outro lado podem apresentar abundante ern solos 

de baixa fertilidade (Janos, 

No solo, plantas podem funcionalmente através de 

de fungos MA Sanders et Segundo mesmo autor, estas 

servem para exportar fotoassimilados entre as espécies, seduzindo 

desfavoráveis ao desenvolvimento, possibilitando sua coexistência e maior diversidade 

Segundo a intensidade de ocorrência destas entre 

plantas no campo deve ser muito freqüente, que, em algumas espécies de 

mais de 80 CM de do fungo por centímetro de raiz foi observado. A 

conexão entre plantas via dos a níveis intra e sugere que o 

entendimento dos efeitos entre plantas vizinhas abaixo do solo pode ser necessário para 

explicar efeitos que ocorrem acima. 

são conhecidas aproximadamente 150 espécies de distribuídas 

em seis gêneros que são: Glomus, 

e (Morton As de nativas variam na 

de especies, porque sua ocorrência é pela e pelo 

ambiente (Johnson et al.. 1992). A diversidade das populações nativas de 

em não alterados varia em torno de aproximadamente 25 espécies. Em 

a diversidade diminui. variando de a 15 espécies A 

menor diversidade observada quando sistemas naturais cultivados é a 

diversidade de plantas (Siqueira et al., 1989; 

naturais mantém uma variada que diminui muito ern 

intensivamente manejados. apenas 

uma espécie vegetal por eventuais invasoras controladas, apresentando 

diversidade de 

Os apresentam padrões de ocorrência diferenciados. Segundo 

(1985). existem que ocorrem na maioria dos hospedeiros 

durante todo o outras que ocorrem em grande densidade solo mas restritas a 

hospedeiros e ano; espécies de baixa densidade mas sem 



de hospedeiros ou épocas do ano e ainda espécies com baixa densidade 

e hospedeiros restritos. d e  restrita a algumas épocas do 

ano. 

As nativas, de maneira refletem as variações na 

ocorrência, e que caracterizam cada UM dos que as 

compõem e portanto apresentam na sua eficiência et al., 

1988). Devido a em de campo, é a ou 

de população de diversificada, para que se as chances de 

que eficientes entre fungo e hospedeiro ocorrer naquele ambiente. 

Entretanto, simplesmente a diversidade de espécies garante a eficiência dos 

observa que menor diversidade pode resultar ern eficiência 

maior, desde que as especies sejam eficientes e tenham elevada 

capacidade competitiva na 

No estudo do manejo das  populações de nativas, a caracterização das 

espécies e sua de importantes quanto a do 

potencia1 de e a colonização radicular, para o entendimento de seu 

comportamento no solo e a da eficiencia 

1992). 

A identificação dos dentro do tecido do hospedeiro 6 extremamente 

importante para estudos e de de eficiencia de fungos 

ern comunidade, entretanto, é dificil e nenhum método de identificação foi 

satisfatoriamente et 1994). Segundo a 

dos dentro da raiz pode dependendo do hospedeiro, 

idade das raizes. da de e do habitat. que dificulta ainda mais a 

baseando-se na das e produzidas (células 

auxiliares. vesiculas, isso, desenvolvimento ou de métodos 

baseados no DNA podem contribuir para a de fungos internamente 

raizes. 

A maneira mais freqüente de se as de tern sido a 

quantitativa (contagem direta) e qualitativa (identificação) dos 
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extraídos do solo. para determinações quantitativas foram recentemente 

compilados por Filho Balota (1994). Entretanto. potencial de 

natural que é a capacidade dos nativos e colonizarem as raizes, nem 

sempre é explicado pelo número de esporos no devido principalmente a 

fontes de como e fragmentos de raizes colonizadas 

Robson. 1991). A presença abundância de determinados esporos de no solo 

indicativos de que esta 6 ativa no sistema, capaz de colonizar e se multiplicar 

nas raizes da planta hospedeira, entretanto, para uma avaliação mais precisa da 

e eficiência da de nativa, é considerar outros 

além de no selo e colonização radicular. tais como 

comprimento de no e potencial de 

I99 

Portanto, a presença de cada espécie nas populações de nativos 6 resultado 

de suas corn o soto, com a planta hospedeira, corn outros e a biota em 

e pode influir no potencial de do solo, na colonização 

radicular e na eficiência No estudo do manejo das populações de 

natives os fatores de solo, planta e fungo, componentes do sistema precisam 

ser considerados. 

2.2 no cafeeiro 

As são de generalizada no cafeeiro, sendo observadas 

naturalmente desde a produção de mudas ern viveiros até em plantas 

adultas no campo (Lopes et al., A é 

importante para cafeeiro porque plantas apresentam dependência à 

na fase de mudas (Siqueira 1986) e no campo. a 

manutenção de uma de fungos diversificada pode eliminar os efeitos 

negativos do monocultivo sobre a seleção de espécies (Johnson et al., que 

selecionam espécies adaptadas ao geralmente menos 

eficientes ern promover os beneficios da No campo, as espécies de 

eficientes não de ocorrência comum por não se adaptarem 



et al., Entretanto, ern de cafeeiro 

naturalmente encontrada grande diversidade de espécies (Oliveira et al., Segundo 

Saggin Siqueira na do cafeeiro já foram 45 

espécies de 12 de 17 de Glomus, 6 de 4 de 

4 de e duas de Entretanto, a de 

ocorrência é maior para especies do gênero seguido de Glomus. Segundo 

os autores, menor de foi observada para do gênero 

(1987) cita e as 

espécies em cafeeiros do de Minas Gerais, com de ocorrência 

maior de 50%. Neste estudo autores a de baixa densidade 

relativa de esporos de e nas populações de fungos nativos. 

Estas espécies, principalmente tem sido citadas como eficientes ern 

aumentar o crescimento de mudas de cafeeiro et et al., 

1988). Balota Lopes estudando a persistência de no solo 

seis anos da e plantio das mudas inoculadas, que esta espécie 

ainda se encontrava presente na área e influenciava a da população de 

fungos nativos. Segundo autor, a competição mesmo por espaço 

na raiz a da de fungos nativos no disso, 

espécies sensíveis a fatores como acidez, metais e 

são favorecidas e podem na Segundo Saggin 

& Siqueira correlacionar características gerais de solo com 

de espécies, de esporos e colonização Entretanto, os autores a 

existência de tendências como o sobre ocorrência de e 

e o efeito negativo sobre causado pela na. matéria 

do 3010. Em relação ao autores citam maior de 

e em pH baixo e e em mais 

e levado. 

A no bastante variada e depende do fungo, da planta. 

de fatores de e da Balota Lopes estudando a 
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ern cafeeiros adultos em São Paulo, observaram efeito significativo positivo da 

com natural sobre a dos fungos nativos no Os autores 

atribuem este efeito ao aproveitamento do natural pelo fungo para a 

de esporos. Neste mesmo estudo observou-se crescente a partir de 

atingindo o ern outubro, sendo este efeito associado a variações na 

temperatura e precipitação pluvial (Balota Lopes. Além de fatores de solo e 

a no solo pode ser afetada negativamente pela presença de 

predadores de esporos que crescem na (Ross Daniel, 982) mas existem 

dados observados especificamente no cafeeiro a 

Em cafeeiros adultos, em de campo. colonização 

apresenta valores bastante variados. Nos diversos trabalhos que citam dados de 

colonização a podem ser observados valores que variam de conforme Lopes 

et a até valores próximos de 80%, conforme relatado por É 

evidente que urna das causas de variações grandes é inerente condições de 

dos dados, que diferentes. Entretanto, até no mesmo experimento, Saggin 

Siqueira 996) citam que em situações de campo é dificil correlacionar fatores 

com colonização radicular porque existe numero de complexas 

envolvidas. Entretanto. algumas tendências como, por 

exemplo, aquelas citadas por Siqueira, (1989) que relatam que a 

do cafeeiro pode causar uma na colonização a campo ou exercer 

nenhuma dependendo da de P freqüência de e 

nivel original de P solo. idade da lavoura, sazonal e 

influenciam a Segundo Siqueira et a favorece a 

por fatores que sobre a germinação de 

no solo, de atuar sobre a composição das populações de fungos MA. Segundo 
Saggin Siqueira (1996) a idade da lavoura pode afetar positiva ou 

negativamente a radicular, estando este efeito associado 

da lavoura. Os autores comentam dados de colonização observados em lavouras adultas 

na e em Paulo. Colômbia. o cafeeiro apresentou 



maior, podendo tal fato estar relacionado ao das lavouras. Este manejo 

estaria favorecendo a das plantas por fungos MA e promovendo maior 

cafeeiro em relação ao cultivo praticado 

em Paulo. 

As da colonização a campo com as características 

de dificil mas a de dados de diversos experimentos de 

campo mostra que ela mais relacionada diferenças na de espécies e 

na quantidade de nativos do que nas características de (Saggin 

Siqueira, 1996). Portanto, o entendimento destas a campo depende de estudos 

específicos que envolvam conhecimento das espécies nativas, sua freqüência de 

e principalmente suas o hospedeiro, dentro do próprio ambiente 

de cultivo e o manejo praticado na da lavoura. 

2.3 As práticas de cultivo e a 

As práticas de cultivo. dos efeitos diretos sobre o solo, podem 

alterar as e também os 

observaram de 40% no número de de ern 

que uma estação sem cultivo e mostraram que a mostarda, espécie 

reduziu significativamente o potencial de do Os autores 

sugeriram que a do potencial de para os da cultura anterior 

demoraria pelo menos dois cultivos. utilizando hospedeiros 

Os beneficios da rotação para a produtividade das reconhecidos e 

sido bastante estudados. as exatas para aumentos de 

d o  têm sido Respostas variáveis para indicam que fatores 

ainda não atuam no sistema. podem ser parte destes fatores e 

estarem envolvidas nos efeitos das sobre a produtividade das 

Em sistemas agrícolas sustentáveis. a escolha do sistema de e das 

a serem deve considerar seus efeitos sobre as populações de 

nativas. o objetivo de obtendo assim maiores efeitos da 

1992). Rotações de culturas influenciam as de 



nativas a natural do (Johnson et al., 1992). Por exemplo, 

em rotação de espécies vegetais pode a do solo e 

negativamente sobre a dos cultivos seguintes (Black Tinker, 

Períodos prolongados de podem diminuir a do 

cultivo de urna espécie n5o seguido de periodo de pode 

diminuir potencial natural do (Thompson, 1987). 

Portanto, a estratégia de escolha do tipo de deve para 

manejo das de nativos, considerando sempre a possibilidade de 

aumentar ou no manter a diversidade de no 

Efeitos de no aumento da ou produção de 

esporos tern sido relatados ern diversas de cultivos. Por exemplo, 

991) observou maior de mandioca quando cultivada 

ern com amendoim cavalo (Arachis do que quando em monocultura. 

(1989) mostraram que potencial de de em sob 

quatro anos de rotação foi consideravelmente aumentado se comparado do solo 

sob monocultura de milho. efeito de sobre a de 

alguns tem sido a seu agressivo sistema radicular, entretanto, relações 

mais sobre a natureza deste e a composição da de 

estimulada sido estudadas. Neste mesmo trabalho, observou-se menor 

diversidade de especies de nas rotações em que se cultivou milho. 

Os cultivos podem selecionar espécies de e modificar de 

suas populações nativas 1985: Johnson et al., 1992). A 

no cultivo de espécies vegetais diferentes pode ser importante para a manutenção do 

biológico do solo, evitando. assim. a de espécies 

promovida pelo monocultivo, sucessivo de plantas da mesma espécie. 

Diversos trabalhos mostram que rotações de culturas atuam positivamente não 

somente sobre a através do no de natural do 

mas também sobre a diversidade de espécies de (Johnson et al.. 1991; 

Gomes-da-Costa, Gomes-da-Costa soja e milho cultivados ern 

observou mudanças quantitativas e qualitativas na comunidade 
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de relacionadas sistemas de cultivo e à ocorrência de 

preferenciais. maior número de esporos no solo foi observado 

de milho em todas as épocas avaliadas. S. 

e S. foram observadas apenas na de milho em 

monocultura, sendo eliminadas do solo quando a soja foi em 

posteriormente 

pessoal), mostrou preferencia pela soja cultivada em 

monocultura apresentou de hospedeiro, 

senda afetada pelo manejo. Entretanto, A .  multiplicou-se melhor em culturas de 

soja e a rotação permitiu sua melhor multiplicação em num efeito da 

Portanto, estes dados mostram a complexidade e a importância das 

preferenciais entre e seu hospedeiro e como o manejo pode influir na 

ocorrência. Estudos de et al. (1992) mostraram que as 

de modificar a população de nativos, podem selecionar fungos que n3o bons 

mutualistas, diminuindo a eficiência das nativas. efeito pode ser 

minimizado pela rotação de culturas. A mudança na composição das de 

nativas e na sua eficiência, ocasionada pelo cultivo continuo, pode estar 

relacionada corn na produção de sugerido por 

& Siqueira (1987) e mais tarde por Johnson et al. 9922, 

O cultivo uma prática de manejo que pode alterar as 

populações de fungos nativos. Por cultivo intercalar entende-se o de uma 

espécie vegetal realizado entre a cultura principal, com 

objetivos de do solo, controle de pragas ou mesmo verde. Pode ser 

orientado (nas entrelinhas de plantio para culturas anuais ou perenes) ou disperso, ne 

de pastagens. 

estabelecimento das culturas secundárias provoca modificações no ambiente 

de cultivo e no sendo capazes de alterar crescimento das plantas e a 

produtividade das culturas (Johnson As solo podem 

ser alterações químicas de pH e disponibilidade de nutrientes) promovidas 

pelo maior aporte de matéria orgânica e pela radicular, na 
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concentração de e na capacidade de retenção de do solo promovidas pela 

penetração das rakes e modificações na comunidade tais como 

de bactérias de e alterações no potencial de natural e nas 

populações de nativas (Hungria et al., 1994). 

cultivo de leguminosas entre culturas perenes para de adubação 

verde bastante utilizado, devido capacidade destas plantas de se associarem corn 

bactérias e nitrogênio biológicamente. A eficiencia da fixação biológica de 

nitrogênio nas está associada à disponibilidade de P no d o  e à de 

P pelas  plantas relacionadas A maioria das leguminosas é por 

e por isso desenvolve-se e em solos com baixos teores de '(Cardoso, 

1985; et al., 1984). Portanto, as leguminosas são hospedeiros efetivos de e 

podem atuar sobre sua diversidade e potencia1 de natural solo. 

Johnson aumentaram a densidade de e o crescimento de 

mudas de para produção de cultivando 

e sorgo nas entrelinhas. (1988) aumentou o 

status e diminuiu a incidência de radicular em coqueiros, 

do cultivo intercalar de Mimosa e 

na área. Existe ainda a possibilidade de que o cultivo intercalar promova a 

de plantas via de fungos estabelecendo um fluxo 

de nutrientes entre as plantas (Graves et al,, 1997). Este fluxo de particular interesse 

associações de cultivos que envolvem leguminosas porque podem fornecer N fixado 

para não leguminosas. Entretanto, esta possibilidade precisa ser 

analisada com cuidado, porque o fluxo de nutrientes entre plantas via de 

tem sido citado como insuficiente para afetar crescimento de plantas 1988). 

Do mesmo modo que aumentar o potencial de e a diversidade de 

cultivo intercalar plantas pode diminui-lo. 

observaram redução no potencial de natural de solo cultivo 

intercalar de cevada com (Brassica planta n3o 
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Apesar de aumentos no potencial de natural, respostas na de 

urna outra das plantas associadas ern intercalar provavelmente dependa da 

da de nativos e da presença de pelo menos urna espécie de 

dominante, efetiva e eficiente para ou ambas plantas associadas. 

Os apresentam nas relações fungo-hospedeiro, sendo que uma 

espécie de fungo e se multiplicar em hospedeiros (Mosse, 

1975). de um cultivo anterior com planta é possível 

aumentar a diversidade de espécies de e o potencial de da solo, 

antes da definitiva instalada. Esta técnica de possibilita a 

de áreas degradadas ou submetidas a longos periodos de monocultivo que em 

na diversidade atividade dos e das populações 

geral et 

Existem poucos relatas literatura que demonstram este efeito em de 

et a t  (1990 a e trabalhando corn nativas nunca cultivadas, 

observaram que o com mandioca, kudzu sorgo 

significativamente a infecção e a de feijão e estilosantes 

A prévia do solo, realizada antes do 

também teve efeito positivo sobre o crescimento das plantas em 

et Souza et al. (1994) observaram aumento da número de 

de fungos nativos em solo cultivado com sorgo. Leguminosas 

como feijão de porco, preta e também aumentaram o número de esporos 

no solo, mas n5o o suficiente pasa se diferenças estatísticas da testemunha 

et al. relatam que, embora tenha sido observada maior 

no solo após o cultivo de preta e estas plantas o maior 

de colonização e promoveram o aumento na taxa de da 

batata doce. A de também foi aumentada 

com o da quando comparada à vegetação e a ausência 

de Gomes-da-Costa Oliveira, (1996) também observaram maior peso de 

matéria seca de raizes e parte de cultivada em solos a deis ciclos 

de corn nativas. manejo empregado (dois de 
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pos 90 e corte) aumentou o potencial de de do solo, e as espécies 

utilizadas no manejo preta e nativas) de diferenciada 

sobre as populações de 

Estes evidenciam a importância do manejo sobre a e 

que cultivo de plantas altamente em degradadas ou solos 

corn baixo potencial de pode facilitar sua no produtivo, 

através da aumento no potencial de natural de do solo e na diversidade de 

especies, contribuindo para a dos 

2.4 Técnicas e a identificação dos fungos 

Ern de campo, avaliações da populações requerem a 

de espécies e a de densidades de e Até 

presente. de vários tipos são usados para a do solo. Estes 

têm a vantagem de todos do solo, mas dão somente 

limitada sobre a composição das espécies. de esporos através 

de plantas hospedeiras ern vasos de principal meio para determinar as 

espécies presentes. este método mostra as espécies que estão ativas, , 

colonizando plantas. Agora, estas limitações sendo eliminadas por novos 

métodos que estão sendo desenvolvidos. métodos 

provas de DNA (Polimerase chain reaction) usando primers específicos, que 

podem auxiliar na de espécies no a partir de esporo 

mesmo permitir sua internamente nas raizes. 

A caracterização genética dos organismos requer a presença de marcadores 

precisos e facilmente Os marcadores apesar de 

serem ern estudos de são e pouco observados em 

naturais de fungos, apresentando limitado de e possuindo 

efeitos adversos. Nesse sentido. marcadores e têm 

sido desenvolvidos para a caracterização e os estudos de fisiologia e ecologia de 
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As são variantes de específicas, marcadores 

Entretanto. apresentam algumas desvantagens coma a produção de 

poucas bandas por enzima e a influência da idade e do tipo de utilizado na 

análise 

Entre os marcadores mais utilizados estão de 

tamanho nos fragmentos de (DNA (DNA 

em cadeia da polimerase), pela 

amplificação aleatória do DNA) e o emprego destas técnicas associadas. 

Nenhum método isolado tem sido citado ideal para identificar 

e classificar fungos MA. Os pesquisadores têm utilizado métodos associados que 

mais se a suas linhas de pesquisa, adaptando-os a cada situação. Nesta 

serão destacados somente aqueles marcadores mais utilizados atualmente na pesquisa 

corn MA. 

2.4.1 DNA 

tern sido extensivamente utilizado ern estudos filogenéticos de fungos. 

Na maioria dos incluindo todos os fungos verdadeiras, apresenta-se 

como um arranjo repetitivo em tandem das três maiores genes que codificam 

diferentes tipos de rRNA, separados por transcritos ou não et al., 

1991). As regiões altamente de que, sondas 

fortemente a Já os particularmente o 

podem na sua seqüência significativamente. até 

mesmo ao nivel 

Urn dos alvos dos estudos de variabilidade e ern 

estudos genes Estes genes são constituídos 

de codificadas de diferentes tamanhos e separados por 

duas (ITS, espaços As 

codificadas têm sido suficientemente conservadas durante a e permitem o 

desenho de primers específicos para gene As seqüências ITS, separando 
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a região da e são variáveis e podem usadas para 

espécies proximamente relacionadas (White et 1990). 

Sondas podem ser pela comparação entre os padrões de variabilidade 

e das regiões Seqüências de de várias 

subunidades dos regiões investigadas para análises 

e desenvolvimento de sondas. Os genes são porque 1) eles existem 

em cópias múltiplas e são facilmente detectados durante procedimento de 

2) as regiões são e muitos pesquisadores tern 

sondas (para e primers e de de nucleotideos) 

apropriados para muitos usos, existem conhecimentos substanciais de rRNA ern 

as regiões adjacentes a regides altamente 

entre especies sendo entre taxons 

relacionados. Como cada subunidade difere em tamanho e quantidade as 

dentro da subunidade variam. 

Ern fungos MA, o primeiro gene foi a região codificada 

de Glomus e (Simon et al., 1992). Ao comparar as 

seqüências obtidas com as seqüências 185 rRNA conhecidas de outros fungos, esses 

autores foram capazes de gerar um primer específico para Usando este primer ern 

combinação com primers universais, seqüências quase completas de para o 

gene foram obtidas para doze diferentes (Simon et al., 1993). e 

nestas seqüências foram usadas para entre os 

fungos com base no fato de que a taxa de substituição de nucleotideos 

corn a divergência entre espécies. A resultante foi coincidente corn a 

do establecida por 

Simon et al, desenvolveram primers potencialmente para 

desenvolver uma sonda de um taxon específico. primers designados 

e foram desenvolvidos para a discriminação entre 4 

grupos de especies ou (respectivamente 

Glomus e Na região amplificada com o do primer 

VANS1 foram diferenças substanciais nas seqüências de DNA dos 
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representantes de três famílias obtendo-se os primers citados anteriormente. 

Entretanto, havia rara de diferenças intra-famílias para e, por 

isso, foi sugerido ser colocado ern urna família separada. 4 

distintos foram considerados e a amplificação de primers específicos para taxons nas 

que pode discriminar entre eles, foram delineados. A 

desses 4 primers, quando usado em conjunto corn o primer específico para 

foi testada em amplificações ern previamente 

obtidos de um número de fungos 

outros primers sondas de regiões informativas deste 

mesmo gene puderam ser delineadas para discriminar entre alguns gêneros espécies. 

que pode ser útil no contexto de experimentos Esta estratégia C 

dependente da disponibilidade de seqüências de todas as espécies a serem identificadas. 

as seqüências no memento disponíveis apenas para 12 espécies 

de fungos 

Por ser baseado no deste procedimento de identificação 

teoricamente suficiente para ser usado ern amostras muito pequenas de raizes 

Protocolos de extração podem precisar de para 

consistentemente produzir DNA de fungos de raizes de urna variedade de 

espécies de plantas que podem ser colonizadas por fungos 

2.4.2 (reação em cadeia da polimerase) 

a in vitro de uma de DNA entre dois segmentos 

reconhecidos pelos primers específicos. Quantidades de de DNA podem ser 

amplificadas a valores que podem ser detectados e malisados métodos de biologia 

molecular convencional. exemplo, Atlas (1 988) amplificar amostras 

com detectaram DNA específico de uma (ex: 0.3 de DNA 

inicial por grama de sedimento. Lee & (1990) usaram o para analisar 

de genes de UM esporo de Neurospora método 



26 

igual importância tanto em biologia para de 

e métodos de de restrição. 

A técnica tem aumentado a capacidade para analisar seqüências 

usadas para determinar variabilidade em regiões de gene entre organismos, Se 

invariavelmente em uma região são conhecidas, então primers para 

podem ser a ser amplificada é possível a 

seqüência para com fragmentos similares de outros indivíduos. 

comparadas, regiões de variabilidade apropriada podem ser 

identificadas e seqüências para uso COMO 

primers adicionais (para para identificação individual ao nivel 

desejado et al., 1991; White et al., e de DNA e RNA 

Devido ao de tornou-se possível analisar e 

caracterizar especies ao nivel de DNA a partir de pequenas quantidades de tal 

um apenas de 

pela aleatória do DNA) 

Esta classe de marcadores identificar o grau de similaridade 

entre aos inter e intra-específico, de maneira mais rápida. A 

baseada na de não específicos de DNA. A é utilizar 

de 10-15 bases como iniciadores @rimers) para amplificar DNA 

utilizando a de polimerase em cadeia - 

A técnica difere da por apenas urn primer de 

arbitraria, por reação, enquanto no outro se 2 primers com conhecida 

de A ocorrerá quando um primer desta mesma seqüência 

reconhecer um sítio de ern urna das fitas e também mesmo 

corn orientação invertida, na outra fita da de DNA, dentro do intervalo 

da (Williams et al.. 1990). é técnica altamente sensível a 

diferenças de nucleotideos entre o e o DNA incluindo ern um 

Além disso, marcadores podem ser para regiões do 

que são para análise de pela de DNA repetitivo. 
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Outras vantagens desta são a e o não de ou 

radioatividade. disso, requer pequena quantidade de DNA. 

As principais aplicações do mapeamento, classificação de 

de urna espécie, caracterização de populações e espécies, de 

identificação de marcadores ligados a genes de interesse, e estudos de 

genética de e 

fungos MA, dependendo do primer usado padrão da banda de fragmentos 

de DNA varia e pode ser específico a nível de espécie. 993) 

para determinar entre Eles mostraram que a 

nos perfis da banda depois da pelo foi maior nos esporos do 

mesmo e menor entre espécies diferentes. A vantagem desse método é que ele 

requer conhecimento prévia seqüência do DNA. porque os fragmentos de DNA 

amplificados No entanto, esse método tem sérios problemas. Os 

primers usados não específicos e o DNA presente em qualquer organismo em 

pode levar à de fragmento de DNA e resultar ern padrão 

de banda específico. é de particular preocupação para pesquisa da 

Como o hngo não pode geralmente ser produzido a 

bactérias é dificil de ser evitada. Ainda mais, esse não pode 

ser usado diretamente para identificar fungo das raizes, devido 

do DNA da planta. recentes mostrado que é mais 

sensível que de 1993) e pode levar ao isolamento de 

fragmentos de DNA, para os quais primers correspondentes podem ser 

gerados. Estes primers podem ser usados combinados corn de 

do se espécie-específico. na investigação para detectar um dado fungo. 

Análises de 

sobre a genética e nuclear do fungo podem ser 

obtidas através de análises de são que têm a mesma 

atividade codificadas por diferentes do mesmo locus genético 

ou por loci separados. Isso dá a uma estrutura 
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diferente da e, diferentes no gel 

et al., Bandas de rigorosamente juntas, embora 

codificadas por loci diferentes ocorram em diferentes do gel. 

Vários sistemas de têm sido estudados em e tem sido sugerido, 

partir de análises de padrão de bandas, que esses fungos podem ser 

& Sen Corno os de banda representam diretamente genes 

do produto, eles podem revelar diferenças entre os fungos proximamente 

relacionados. A análise de tem sido aplicada aos membros 

do gênero Glomus, onde variações no de bandas e do locus da 

ocorrem entre espécies e isolados. et al. (1 988) relata diversidade genética 

aparente entre isolados reconhecidos de diferentes origens 

Contudo, a amplitude da variabilidade da depende da 

enzima ern questão. Uma análise ampla requer testes de um grande de 

sistemas de diferentes A utilidade de padrão de variabilidade 

como um critério em ern conjunto corn caracteres 6 

discutida por Sen 

Atualmente tern sido difundido de leguminosas 

de solos degradados adubação verde em culturas perenes ou 

que permanecem longos sem vegetação, Este conceito se baseia no fato das 

serem capazes de formar dois tipos de 

com microrganismos do solo, de e 

(Cardoso, 1985; et al., 1979). Tal fato tern grande 

significado porque, embora a de seja processo chave na 

de N para a é dependente do suprimento de e outros 

nutrientes. As podem satisfazer esta demanda para ambos os 

planta e de corn uma relação entre o e o 

Leguminosas e colonizadas com são 

adaptadas a cultivos em situações de deficiência. 

potencial de de relaciona-se 

ao de esporos e fragmentos de presentes no solo e pode ser influenciado 



29 

pela Assim o para de mudas pode ser melhorado 

através da , é através do manejo, aumentar o potencial de 

natural de do d o .  Plantas altamente introduzidas no 

como adubos verdes ou cobertura de salo podem aumentar a diversidade de 

espécies de e a quantidade de e no sola, elevando potencial 

natural e favorecendo a das culturas. 

A do de do solo e da das diferentes 

de indígenas de cafeeiros, conduzidos adubos verdes, permitirá o 

conhecimento dos possíveis efeitos desta prática agrícola sobre a ecologia dos 

indígenas e o potencial de natural do solo. 



3 NO E 

VERDE COM LEGUMINOSAS 

3.1 

Avaliou-se o efeito do cultivo intercalar de leguminosas de verão para 

verde, sobre a ocorrência de no cafeeiro. As 

foram feitas ern um experimento de longa duração, conduzido a campo pelo 

Instituto Agronômico do IAPAR. no município de Mirasselva O 

experimento está instalado há 10 anos, em urna área de vermelho escuro 

onde, nas principais cultiva-se o cafeeiro Amarelo' e nas 

entrelinhas as leguminosas Leucena C. 

Mucuna cinzenta Mucuna 

Amendoim (Arachis e para 

adubação verde. de solo e raizes foram coletadas entre junho de 

1996 e julho de 1997. Determinou-se a diversidade de espécies de fungos através da 

identificação dos a freqüência de ocorrência das populações de 

MA através da contagem direta de esporos no solo e a colonização radicular. 

foram conduzidos ern casa de para estudar a 

das de fungos MA que efetivamente estavam raizes do cafeeiro 

a campo. 

cultivo de leguminosas na de plantio do cafeeiro aumentou a 

diversidade de e o de esporos de fungos MA na do cafeeiro. 

Cafeeiro mostrou-se altamente corn 

maior diversidade de espécies e número de esporos de fungos MA no solo. ern todas as 

avaliadas. Entretanto, parte da diversidade de presentes do 

cafeeiro foi recuperada na de milho e sorgo (Sorghum 

L.) quando se utilizaram raizes de cafeeiro como indicando 

que alguns fungos MA observados na do cafeeiro podem estar sendo 



multiplicados nas leguminosas que crescem próximas, mas efetivamente em 

com o cafeeiro. Estes resultados sugerem a ocorrência de relações preferenciais 

entre fungos e hospedeiros, que podem influenciar o estabelecimento e eficiência da 

e determinar a de algumas espécies de fungos MA do 

sistema solo-planta, 

3.2 Summary: MYCORRHIZAL FUNGI IN AN 

COFFEE PLANTS WITH LEGUME AS GREEN 

MANURE 

and occurrence of (AM)  were evaluated 

coffee trees arabica intercropped with legumes for green Samples 

of soil rhizosphere and roots were collected at three times between June of and 

of 1997, in a long t e m  experiment located at the Instituto do 

at city, Paraná state, diversity was determined 

the morphologic identification of the occurrence frequency by the 

direct of spores in the soil and the root colonization with the grid-line 

method using stained roots. Bioassays were also conducted at the green-house. to study 

the composition inside of the coffee roots the field. Legume intercropping 

increased the diversity and the number of spores in the of coffee 

trees. showed high capacity, able to form symbiosis 

with several species of fungi, in diversity and number of spores 

in the soil, at evaluation periods. effect was observed in the coffee 

rhizosphere cultivated side by side to the legumes. However. part of the diversity in 

the coffee trees rhizosphere was net recovered in corn mays L.) and 

L.) rhizosphere when colonized roots of coffee were used as 

suggesting that some the observed in the coffee were 

originated close legume roots, but they not indeed in symbiosis with the coffee 

trees. These results showed the occurrence of preferential relationships among the AM 
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3.3 

As miconizas (MA) d o  associações entre fungos da 

ordem e raizes da maioria das plantas As MA um 

complemento do sistema radicular do hospedeiro, capaz de aumentar a de P e 

outros nutrientes, promover proteção contra e desencadear no hospedeiro 

diversos efeitos ainda não de todo compreendidos. Os efeitos da para as 

plantas podem ser mais importantes quanto menos desenvolvido for o sistema 

radicular, mais estressante o ambiente, mais pobre em nutrientes ou mais 

competitivo para estabelecimento das plantas. A 

particularmente importante para cafeeiro porque este apresenta elevada dependência 

aos fungos MA na fase de mudas ern viveiros (Siqueira Filho, Em 

plantas adultas no campo, embora a dependência do cafeeiro 

tenha sido determinada. Saggin Siqueira citam que a manutenção de 

uma de fungos MA diversificada e ativa pode aumentar a do 

e diminuir os efeitos que o monocultivo contínuo pode ter sobre 

a diversidade de espécies, conforme relatado et al. (1992). 

Ern viveiros, a do cafeeiro corn espécies de fungos eficientes 

estimula estabelecimento da no inicio do desenvolvimento das plantas, 

proporcionando mudas sadias e mais resistentes causados pelo 

o que pode se em aumento de produtividade plantas adultas. Entretanto, 

as informações sobre a ocorrência de fungos MA em cafeeiros não em 

produção mostram a predominante de espécies indígenas de baixa eficiência 

(Balota Lopes, Espécies selecionadas eficientes 

ocorrem no al., e quando introduzidas via têm 
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de permanecer no (Balota & 

Comequentemente, entender espécies individuais afetam as plantas 

sob condições de campo e que fatores controlam sua nos 

Robson, 1982, Hall, 

Diversos estudos têm examinado os efeitos de de cultivos e 

na e nas de esporos 1984; 

et Johnson et al., pouco se conhece dos efeitos destas 

sobre a comunidade de fungos ern cafeeiros 

objetivo deste trabalho foi estudar o efeito de  cultivo intercalar do 

leguminosas de para adubação verde, sobre a ocorrência de fungos MA e a 

3.4 Material e Métodos 

Este estudo foi realizada em amostras de solo e raizes coletadas a 

campo e ern ensaios complementares conduzidos ern casa de vegetação, conforme 

descritos a seguir. 

campo 

Amostras de e raizes de cafeeiros arabica L.) e 

leguminosas foram em um experimenta de duração conduzido pelo 

Instituto do TAPAR, município de Mirasselva, Este trabalho 

vem sendo conduzido desde 1988 e objetiva estudar os efeitos do cultivo intercalar de 

adubos verdes sobre as propriedades do solo e a produtividade do cafeeiro. 

experimento esta instalado ern urna de vermelho escuro 

Nas linhas principais cultiva-se o cafeeiro Amarelo' e nas as 

leguminosas Leucena C. 

Mucuna Mucuna anã 

Amendoim cavalo (Arachis e No tratamento 
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controle, conduz-se o cafeeiro limpo, sem leguminosas e invasoras na entrelinha. O 

delineamento experimental a campo é de ao acaso. cum 3 repetições. O cafeeiro é 

cultivado no x por cova de 2 plantas e cada parcela possui 32 

covas (4 linhas de 8 covas), sendo as plantas centrais da parcela. Corn 

das que perenes, as leguminosas plantadas sendo 

a semeadura feita na primeira quinzena de outubro. A densidade de sementes varia em 

da No tratamento controle, o cafeeiro 6 conduzido no 

procedendo-se a capinas manuais durante mo, conforme o desenvolvimento das 

invasoras. As leguminosas cortadas na do por da que 

ocorre ern épocas diferentes para cada espécie, deixando-se os resíduos amontoados na 

área para cobertura do solo e decomposição. Para a Leucena, feitos 4 cortes ao ano, 

normalmente nos meses de outubro, janeiro, e maio. 

Foram 3 sendo a primeira em julho de 1996, e as duas seguintes 

em fevereiro e junho de 1997, compreendendo ano agrícola. Coletaram-se amostras 

compostas (4 parcela) cem aproximadamente kg de material cada, 

contendo raizes e solo a uma de O a cm. Para o cafeeiro, as 

foram coletadas em 4 sob a projeção da copa e 

orientados para as sul. e oeste. Nas leguminosas. as subamostras 

foram alternadas na linha de plantio. 

material (solo e raizes), de solo foram utilizadas para análises 

químicas de rotina e de solo para quantitativas de esporos) e 

qualitativas (diversidade de especies) de fungos MA. restante do foi utilizada para a 

montagem do ensaio de casa de 

A analise química do solo no campo, nas três mostradas apresentada 

na 

3.4.2 Casa de vegetação 

Na tentativa de os fungos que efetivamente estavam as 

raizes das plantas no experimento a campo, foram montados de 

usando comb raizes de cafeeiro e leguminosas coletadas a campo. Seguiu-se 
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mesmo delineamento experimental do experimento a campo, COM 3 tendo 

sido montados vasos de correspondentes as 

Entretanto, devido ao ciclo rápido de algumas leguminosas foi possível obter 

destas por ocasião da e que não foram em 

de nestas 

1. Análise de solo na de O a 20 ern 

experimento de cafeeiro e adubação verde com leguminosas de verão, 

conduzido pelo Instituto Agronômico da no município de 

Mirasselva, Média de 72 repetições. 

C Al 

de 

Cafeeiro 4,06 28,23 

Leguminosas 

nos vasos de cultivo utilizou-se uma mistura de solo latossolo 

vermelho escura (Led) e areia, na de 3: 1 

de Como planta hospedeira utilizou-se mays e sorgo 

(Sorghum bicolor L.) cultivados simultaneamente. constou de de raizes 

recém colhidas, lavadas e picadas ern fragmentos de aproximadamente 1 cm. Estas 

raizes foram colocadas do de no momento da semeadura. Os 

vasos foram conduzidos casa de 5 meses. tempo suficiente para que 

as plantas seu ciclo, quando então foram avaliadas. 

Para estudar efeito seletivo da planta sobre os MA nativos. cultivou-se a 

mesma espécie de cafeeiro utilizada no experimento a campo, em casa de vegetação, 

porém em coletados a campo. na da copa do cafeeiro e na linha de plantio 

das leguminosas. Utilizou-se solo da coleta (Junho de sendo o ensaio 

montado no mesmo delineamento experimental do campo, 

Para o cultivo do cafeeiro ern casa de utilizou-se de 

para de mudas, capacidade para 600 de solo. As foram 
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obtidas de sementes desinfestadas e em estéril, sendo 

em estádio de “orelha de onça”. ensaia foi conduzido por meses. 

tenda sido colhido quando o cafeeiro estava com três pares e desenvolvimento 

suficiente para ser transplantado no campo, 

esporos foram do solo por peneiramento úmido, conforme 

(1963) e em a 3000 por 3 e ern 

50% a 2000 por 2 a os esporos foram transferidos para 

placas de Petri e contados sob microscópio Para as 

qualitativas de espécies) os esporos foram fixados com 

em microscópicas e em microscópio composto. A 

identificação das especies foi feita baseando-se em critérios 

descrito ern Perez (1987) e 

Para a determinação da radicular por fungos MA, raizes foram 

separadas de sole ern corrente, lavadas e a 60°C ern 

10% 1 para clarificação. Após a clarificação as raizes foram lavadas ern 

destilada 4 vezes, com 1% por 2 minutas e fervidas por 10 

minutos ern solução de a z u l  de 0.05% para as estruturas 

internas, segundo Phillips ( I  970). A da percentagem 

de radicular foi feita em pelo método da placa 

quadriculada, segundo Mosse (1 

Os dados obtidos form transformados sendo os de porcentagem de colonização 

radicular previamente transformados para arc sen ( x 100 e de 

para x Estes dados foram então submetidos análise de com a 

aplicação do teste de sendo as médias comparadas pelo teste de Duncan, 
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Resultados 

A dos MA a campo, M do cafeeiro e das 

leguminosas cultivadas nas entrelinhas, nas três épocas estudadas, são apresentados na 

2. 

2. de fungos na de cafeeiro 

arabica L.) e de leguminosas de modo intercalar a 

Média de 3 

Cafeeiro Cultivo 

Leguminosas 

Número de esporos .50 g de 

Leucena 

C. 

Mucuna cinzenta. 

M. 

Controle 

Total 

C.V. 10.6 

seguidas de mesma letra maiúsculas linha e na coluna 

diferem entre si pelo teste de Duncan a de probabilidade. 

O cultivo de entrelinhas de plantio aumentou a 

concentração de na do cafeeiro em todas as épocas analisadas embora 

ern fevereiro este efeito tenha sido estatisticamente significativo. Em cafeeiros 

cultivados COM outras leguminosas na entrelinha observou-se tendência de efeitos 
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variados sobre a no solo. Por exemplo, estimulou a na 

do cafeeiro em julho. em fevereiro número de esporos observados foi 

significativamente menor. Na das. leguminosas (Tabela maior número de 

esporos também foi observado ern ern junho julho, seguido pela 

ern Junho e C. e Leucena ern julho. verão não se 

observaram diferenças entre o de esporos recuperados na das 

leguminosas. As maiores foram observadas ern junho e julho no cafeeiro e 

ern junho nas leguminosas. 

A percentagem de radicular no cafeeiro e na Leucena 

(Figura cultivados a campo apresentada na Figura 

I I 

B 
100 

Figura 1. radicular de fungos em A): cafeeiro 
a campo corn na entrelinha e Leucena na 

entrelinha do cafeeiro. Média de três repetições. 1 a 7 referem-se aos 
tratamentos onde se cafeeiro cam as leguminosas Leucena, 

C. Mucuna cinzenta, M. Amendoim e 
na entrelinha. respectivamente. cafeeiro cultivado na ausência de 

leguminosas (Controle). 
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se observaram significativas na colonização radicular do cafeeiro 

quando cultivado com diferentes leguminosas na Entretanto, esta foi 

significativamente maior no de junho, em fevereiro e intermediária em 

julho do outro ano. Para a Leucena, leguminosa na qual a colonização ser 

avaliada em todas as épocas ser perene, observou-se resultado semelhante, corn 

valores máximos no inverno e no As demais leguminosas foram 

apenas na de fevereiro, e todas colonização 

valores semelhantes aos observados para Leucena (dados não apresentados). 

fungos recuperados na do cafeeiro e das a campo, 

sua freqüência e classe de ocorrência apresentados na 3. No total, em todas as 

épocas avaliadas foram identificadas 12 espécies de fungos que são: 

margarita, fens, 

Glomus e 

De modo geral, todos os fungos identificados na área foram de ocorrência 

no cafeeiro e nas leguminosas. Entretanto. foram observadas algumas variações 

nas de ocorrências de determinadas espécies ern da época e da planta 

hospedeira. conforme discutido no 3. Por exemplo. em junho de 96 observou-se 

a ocorrência de e Glomus somente em cafeeiro e 

e apenas na (Figura 2 do capítulo 

5 ) .  Neste trabalhe, a riqueza de espécies (Riqueza de espécies número de espécies 

recuperadas) foi maior no cultivado corn leguminosas ou sob a influência do cultivo 

destas. e foram encontrados na do cafeeiro 

cultivado sem adubo verde e e não ocorreram em 

onde cafeeiro ou foram cultivados (Tabela 3). 

e apresentaram maior classe de ocorrência no cafeeiro 

5 ) .  Nas leguminosas, além de e 

também apresentou classe 5 de ocorrência. Os resultados de classe de freqüência 

mostraram que, nas parcelas onde cresce a vegetação nativa ou onde se cultivaram 

leguminosas a maioria das espécies apresentaram classe de ocorrência mais que na 



cafeeiro, que mostra mais representativas dentro de mesmo de 

riqueza. No cafeeiro. embora tenham sido identificadas 12 espécies, com de 

e que apresentam classe 5 de freqüência (quase 

sempre presentes), a maioria das espécies ocorrem com pouca freqüência (classe 2) ou 

rara (classe 1 

Tabela 3. de de (C) de 

espécies de fungos na de e 

leguminosas cultivadas de intercalas a campo. 

Cafeeiro Cultura intercalar 

de cafeeiro' 

espécies C C C C 

48 3 33 2 100 100 

24 2 33 2 4 33 2 

4 8  1 33 2 2 8 3  2 

margarita 1 33 2 62 4 66 4 

1 2 8 3  2 33 2 

A 90 5 66 4 100 5 

19 33 2 38 2 O 

5 5 90 5 66 4 

24 2 66 4 62 4 66 4 

4.8 O 19 0 

1 66 4 52 3 66 4 

100 5 100 86 5 

= presença na amostra. 2. Freqüência de Ocorrência = presença total 

de amostras. de ocorrência segundo (1979): 

rara 3 4 = presente na maioria (6040%); 5 

= quase sempre presente 4 e 5, média de 63 e 27 repetições. 

respectivamente. 
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A de de no cafeeiro e nas leguminosas é 

apresentada na Figura 2. e predominam no cafeeiro e 

nas leguminosas, respectivamente. Para cafeeiro, a relação de ocorrência do dominante 

corn as demais foi de para e para 

cafeeiro a representatividade das 

apresentou-se mais equilibrada, indicada pela menor relação entre a ocorrência 

famílias nos dois casos). leguminosas, a 

e foi de E e 

respectivamente, leguminosas (área sem cultivo mas de crescimento 

de invasoras), não se observou de de ocorrência, embora 

tenha ocorrido corn freqüência menor. 

Cafeeiro Testemunha Leguminosas Testemunha 

2. Freqüência de ocorrência de em cafeeiros e leguminosas 

de modo intercalar a campo. de 63 repetições para cafeeiros e 

e 2 repetições para. os 
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Em casa de em vasos de cultivo tendo milho e sorgo planta 

hospedeira. mas raizes de cafeeiro ou leguminosas cultivadas a campo, 

observou-se ocorrência e freqüência de ocorrência de espécies diferente de observado a 

campo (Tabela 4). não foram recuperadas na de milho e sorgo 

quando utilizado foi rakes de café, ern nenhuma das épocas estudadas. Destas 

raizes somente se recuperou Glomus e 

sendo este com alta de ocorrência. Entretanto, 

foram de raizes das leguminosas. 

4. Ocorrência e de de espécies de fungos 

na de e sorgo, inoculados em casa de vegetação 

raizes de cafeeiro leguminosas cultivadas de modo no 

campo. 

Ocorrência' de ocorrência', 

de espécies. Controle" 

S. 4 

89 33 

78 21 

Glomus O 12 

90 1 83 

espécie no de amostras avaliadas; 3, 4 e 5 Média de 63, 9 e 63 

respectivamente. 

A observada nos de cultivo com milho e sorgo ern casa de 

vegetação variou, independentemente das épocas mostradas. de a 51 2 esporos por 

50 de solos (Figura 3) e não foram diferenças significativas. A produção de 

esporos em vasos de cultivo é normalmente alta, refletindo as favoráveis ao 
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desenvolvimento da e do fungo. tenha sido determinada a 

percentagem de de espécies base na contagem de espores. observou-se 

estreita relação entre a ocorrência de esporos de e sua de 

ocorrência no campo (Figura 3). A presença de em quase todas as 

. 

600 
I 

300 
e 
O 

200 - 

100 

i 
O 

50 

40 
o 

20 

O 

2 3 4 6 7 a 

Figura 3. de fungos na de milho e sorgo 

em casa de vegetação e ocorrência de Glomus a 1 a 7 

referem-se ao cafeeiro a campo com as leguminosas 

C. Mucuna cinzenta. M. Amendoim 

cavalo e na entrelinha, respectivamente. 8 cafeeiro 

na ausência de leguminosas (Controle). Média de 3 E = 

Número de esperos da espécie pelo total de esporos observados na amostra. 
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e avaliados e grande número de esporos produzidos mostraram sua alta 

adaptabilidade ao ambiente e em colonizar as plantas. 

Para investigar a possibilidade de que variáveis de solo 

estivessem sobre a não do cafeeiro por ern casa de 

vegetação cultivou-se o cafeeiro ern na linha de das leguminosas a 

campo. Os resultados mostraram ocorrência e de de 

menor se cultivou cafeeiro original em que foram 

observadas (Tabela 5 ) .  No mesmo sole onde se observou 100% de Freqüência de 

ocorrência de quando cultivado corn a (Tabela 33, se 

observou máximo 25% de deste mesmo fungo após o cultivo do cafeeiro 

S. e ocorrência baixa no campo, 

foram mais recuperadas. Per observou-se freqüência de ocorrência de 

que mais uma vez sua de oportunista agressivo, capaz 

de se estabeleces em situações de soto e variada, para a maioria 

dos outros fungos MA. Quando se cultivou cafeeiro em proveniente de 

cultivadas corn cafeeiro, e apresentaram maior 

freqüência de ocorrência, concordando COM os resultados obtidos no campo 3). 

Espécies de menor freqüência de ocorrência no campo 

n8o foram mais recuperadas 

A colonização radicular e a foram maiores em cafeeiros cultivados 

ern solo proveniente da de plantio das a campo, sendo este efeito 

maior para e respectivamente (Tabela 6). Em cultivados 

em solo de a radicular não diferiu e a foi maior quando se 

cultivou na entrelinha (Tabela o que concorda com os dados obtidos 

(Tabela 2). 
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Tabela 5. Ocorrência e freqüência de ocorrência de fungos em 

cafeeiro em de em 

proveniente de experimento a campo, coletado na projeção da de cafeeiro 

cultivado com adubos verdes e solo proveniente da linha de cultivo dos 

adubos verdes. Média de 3 

Freqüência de 
de Tratamentos 

A solo da da copa do cafeeiro. 
espécies I 2 3 4 5 6 7 8 

33 6 

pellucida 7 

1.5 

50 40 54 40 64 20 

24.4 7 19 E7 1.5 20 

Glomus 1 3 

28 24 8 29 27 16 60 

identificado 7.3 8.9 9 I9 12.5 

B - da de cultivo das leguminosas. 
6.5 25 S 1 

margarita 1 9 3  

1 8 3  14,6 11 13 19 

19.8 

Glomus 

47 63 65 52 52 68 52.9 49 

identificado 10 9 6,9 17,6 
1 = presença no tratamento; 2. Freqüência de ocorrência = de ocorrência 
da espécie no total de amostras avaliadas; a 7 aos tratamentos onde se 
cultiva o cafeeiro corn as leguminosas Leucena, C. 
Mucuna cinzenta, M. Amendoim cavalo e na entrelinha, respectivamente. 8 

corresponde ao cafeeiro cultivado na ausencia de leguminosas. 
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Tabela 6.  e radicular de fungos ern 

cafeeiro L.) cultivado em casa de em A): sola 

proveniente de experimento a campo, coletado na projeção da de 

cafeeiro com adubos verdes e sola do campo proveniente da 

linha de cultivo dos verdes. de 3 repetições. 

Esporos, . de solo" 

A B A B 

Leucena 23 a 

3 33a 37b 

51a 

Mucuna cinzenta. 22a 

M. anã E 9b 

Amendoim cavalo 22b 

21 ab 3 

C.V. 

seguidas de mesma letra na coluna n5o diferem entre si pelo de 

Duncan a 5% de probabilidade. 

3.6 

de plantas diferentes em mesma na forma de 

rotação associação de culturas ou intercalar, pode aumentar a diversidade de 

espécies e de fungos do solo, aumentando seu 

potencial et al.. & 1988; Gomes-da-Costa, 

Neste trabalho relata-se o aumento da diversidade de espécies e do número de esporos 

de fungos MA na do cafeeiro, quando cultivado COM leguminosas de na 

entrelinha para verde. mostrou-se 

capaz de formar espécies de fungos que resultou ern 



maios diversidade de espécies e número de esporos de fungos no solo, ern todas as 

épocas avaliadas. Este efeito foi observado também na do cafeeiro cultivado ao 

lado. Entretanto, parte dos fungos presentes na do cafeeiro não foram 

recuperados na de milho e quando se utilizou raizes colonizadas como 

evidenciando que da diversidade de espécies e concentração de esporos 

na de cafeeiro de raizes de leguminosas que 

crescem sob a da copa do cafeeiro. Estes resultados sugerem também 

ocorrência de preferenciais entre e hospedeiro. Estas são 

importantes e podem determinar estabelecimento e a eficiência da e a 

de algumas espécies do sistema radicular da plantas. A ocorrência de relações 

entre e hospedeiro, associadas no de e 

no potencial de precisam ser conhecidas quando se pensa em manejo como 

alternativa para aumentar o efeito das 

Segundo & esporos estruturas de resistencia e de 

propagação dos fungos e juntamente com outras estruturas produzidas externamente 

rakes e células auxiliares) e fragmentos de rakes e nas 

raizes e no solo compõem do solo. A destes 

de do Entretanto. não se conhece quantitativa 

entre os componentes do do e sabe-se que sua é bastante 

Considerando-se os esporos parte do do e 

seu comportamento na do em do cultivo de adubos verdes, 

observou-se aumenta no número de esporos na e portanto e que tenha 

ocorrido aumento no de natural do médio de esporos 

recuperados no cafeeiro cultivado sem verdes foi de 63 esporos em 50 g de 

solos, o que concorda corn dados de ern cafeeiro a campo Balota 

Lopes e Siqueira et al. (1989). Nas parcelas em que foi 

na entrelinha o médio de esperos foi de 99 ern 50 g de solos, a 

um aumento 64%. 

A produção de esporos no solo uma resposta do fungo a 

na planta hospedeira. e pode estar relacionada à 
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diminuição no fluxo de solúveis das raizes para que ocorre 

do da planta. E a intensidade da depende da espécie de 

e da capacidade da planta hospedeira em fornecer ao fungo & 

Leguminosas tropicais possuem elevada capacidade fotossintética e 

independente da de nutrientes no solo são capazes de 

grandes quantidades de compostos para a microbiota (Graham & 

1994). disso, leguminosas tern sido citadas plantas altamente 

(Cardoso, et 1984) portanto influenciar a ocorrência dos 

fungos MA. Entretanto, a maneira como isto acontece é conhecida A maior 

diversidade de espécies e concentração de esporos no solo observada nas leguminosas 

pode ser pela de secundários por exemplo compostos 

aromáticos ativos como os (Siqueira et 1991) que tern 

capacidade de estimular ou inibir de fungos MA na atuando sobre 

sua e distribuição. È que, ciclo médio de 120 dias e 

de rápida, compostos liberados estimulem os fungos 

a produzirem mais esporos no solo e garantirem sua sobrevivência o verão seguinte. 

Dados de campo sugerem que a da esta relacionada 

processos de desenvolvimento da planta. No verão época de maior 

crescimento das culturas, a no solo foi menor. Ao da 

das leguminosas ou florescimento do cafeeiro, número de esporos recuperados 

no solo foi maior. Estes resultados concordam os de Balota que observou 

número de esporos crescente no cafeeiro a partir de atingindo valores 

máximos ern Smith estudando efeito de épocas e 

de rotação de culturas sobre a de MA relatou maior número de 

esporos recuperados da de trigo ao do ciclo da cultura, na do 

hospedeiro. 

existam evidências consistentes relacionem e 

em C que haja um mínimo de para que a 

Morton (1994) citaram como para 

de e colonização de no mínima três vezes o comprimento 
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radicular. Neste trabalho observou-se que as maiores ocorreram em 

periodos de maior radicular e julho), cafeeiro e leguminosas. 

A colonização radicular tern sido freqüentemente relacionada corn pH 

de nutrientes no solo & Li, 1990; 1995). 

Acidez e baixa de nutrientes no positivamente corn 

a radicular, indicando que o ao mesmo tempo em que favorece o 

crescimento das plantas, aumenta sua atividade nas raizes. Entretanto, 

de maior disponibilidade de nutrientes tendem a a 

para perder drenados pelos fungos (Graham 

1994) que podem chegar a 39% do total do da fotossintese et al., 

Mas algumas plantas a habilidade a necessidade de alta 

radicular mesmo em situação de elevada fertilidade de solo (Porter et. Al., 1987; 

et al., por serem obrigatórias e possuírem algum tipo 

de deficiência de ou mesmo 1988; & 

1990; 1991; Smith et al., Por outro lado, alguns fungos 

habilidade de se associarem as  raizes produzindo efeitos que 

variam de neutros a negativos para as plantas, sendo por isso denominados oportunistas 

ou et al.. 1993). 

Neste trabalho de no cafeeiro (70% ern 

julho) crescendo em substrata corn alta de P (28 e 

grande de quando se cultivou e sorgo, 

inoculados raizes de cafeeiro provenientes do campo. ern solo coletado na linha de 

plantio das leguminosas. Portanto, acredita-se que neste experimento possa estar 

ocorrendo tanto a pelo cafeeiro quanta a 

do oportunista pela sua elevada de ocorrência e 

representatividade nas amostras. Entretanto. corn a metodologia utilizada neste trabalho 

n30 foi identificar a da radicular do cafeeiro. 

Não se observaram diferenças na ocorrência de de fungos entre a 

do cafeeiro e das leguminosas cultivadas na entrelinha. Nestas plantas foram 

identificadas espécies de MA. No cafeeiro crescendo sem verde e 
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na parcela n5o somente 10 foram recuperadas. Segundo 

Siqueira em levantamentos feitos ern lavouras no sudeste brasileiro 

já foram identificadas 45 espécies de sendo 12 do gênero 17 

Glomus, 6 4 e 2 além de várias espécies 

descritas. Neste trabalho identificou-se 

S. margarita, 

A. Glomus e 

A de ocorrência de espécies, analisada a campo e em casa de 

mostrou que na do cafeeiro foram estimuladas diferentes 

daquelas encontradas corn maior Esporos de e 

ocorreram com 100% de em cafeeiro enquanto que 

e foram as mais nas leguminosas. e 

Balota Lopes relataram maior ocorrência de e Glomus 

cafeeiros a Ainda segundo o de ocorrência de 

e em lavouras do sudeste brasileiro de aproximadamente I5 

e 12% respectivamente, bem inferior ao de ocorrência de 

De geral, na do cafeeiro predominaram enquanto 

que na das leguminosas predominaram as Entretanto, ern vasos 

de cultivo ern casa de utilizando como raizes de cafeeiro cultivados 

no campo, nenhuma foi recuperada. Foram multiplicadas 

Glomus e sendo os mais seguido das 

Quando foi raizes de leguminosas. foram recuperadas 

S. Glomus e 

sendo a primeira e a as mais freqüentes. Estes resultados mostraram 

que, apesar de ocorrerem na do cafeeiro, as estão 

suas raizes. Quando se cultivou cafeeiro em previamente cultivado 

leguminosas contendo varias de poucos esporos destes 

fungos foram recuperados sendo alguns deles sejam ainda resultantes do 

cultivo anterior, porque se apresentavam velhos e 
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margarita, que tern sido citada eficiente em aumentar 

crescimento do cafeeiro (Lopes et al.. et 1988, et al., 

foi encontrada na das leguminosas e da cafeeiro, mas foi recuperada 

quando se inoculou plantas hospedeiras com raizes de cafeeiro colonizadas, em 

nenhuma época avaliada. Também quando o cafeeiro foi cultivado no solo previamente 

cultivado com leguminosas, nenhuma evidente desta espécie foi observada, 

observou-se de e abundante de 

Segundo et prolongadas selecionam 

de MA mais adaptadas ao que nem sempre são as mais eficientes 

ern promover os efeitos da Neste trabalho observou-se a de 

e maior no cafeeiro, e nas 

leguminosas. se mostrou um oportunista agressivo e específico, 

na mesma intensidade cafeeiro e leguminosas. Conforme relatado por 

Lopes populações de MA podem se influenciar 

de forma variada e dependente das condições de solo e planta. Os resultados obtidos 

neste experimento sugerem que esteja negativamente 

do cafeeiro por mas este aspecto não foi investigado. 

Portanto, espécies de fungos MA nativas altamente adaptadas ao e 

que exibem relações preferenciais com as plantas podem estar atuando negativamente 

sobre a de ocorrência de outras espécies nativas menos adaptadas, 

diminuindo sua representatividade. que a ocorrência de relações 

entre fungo e hospedeiro seja urn dos mecanismos dos quais fungus são 

excluidos do sistema solo planta. 
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3.7 

cultivo de leguminosas aumentou a diversidade de 

e a concentração de esporos no solo. 

cultivo de leguminosas para adubação verde na entrelinha do cafeeiro, aumentou a 

diversidade de espécies e número de esporas de fungos na 

da cafeeiro. 

Cafeeiro e as de fungos diferentes 

na sua foram m i s  cafeeiro e 

principalmente nas leguminosas, 

- mostrou-se um oportunista agressiva e 

Em em casa de foram encontradas 

colonizando as raizes do cafeeiro. 

- A adubação verde pode não ser eficiente ern aumentar efeito da 

devido de relações preferencias entre fungo e hospedeiro. 



4 METODOLOGIA SIMPLIFICADA PARA ISOLAMENTO DE DNA 

DE UM ESPORO DE FUNGOS 

4.1 Resuma 

desenvolvimento de técnicas de biologia tern facilitado a 

taxonomia e estudos ecológicos dos fungos através da 

comparação de seu DNA amplificado pela (Polimerase chain reaction). 

Diversos pesquisadores tem utilizado a para amplificar regiões ITS 

transcribed spacer) do DNA destes fungos como auxiliar para 

sua e no solo ern com raizes ern diferentes 

Entretanto, os métodos pasa de DNA 

complicados e trabalhosos. de dificil aplicação quando se utiliza grande número de 

amostras. Neste trabalho relata-se um método simples e para isolamento de 

DNA de esporo de fungos MA de diferentes gêneros. Com este 

método, o DNA obtido foi de qualidade e em quantidade suficiente para a 

da e a amplificação de fragmentos da de ITS. usando os primers 

4 e 5. Este procedimento mostrou-se altamente Fragmentos de foram 

obtidos de 86 a 22% dos estudados. comprovando a eficiência do 

Tamanhos de fragmentos de DNA idênticos e de mesma parcial de DNA 

foram obtidos de muitos dos esporos. previamente selecionados por critérios 

Portanto, acreditamos que este procedimento e é ideal para 

projetos que estudos de dinâmica da de fungos visto 

que permite o estudo de grande de amostras. 
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4.2 A SIMPLE METHOD FOR ISOLATION GENOMIC DNA 

FROM A SPORES OF MYCORRHIZAL 

The development of new molecular techniques has facilitated and 

ecological field studies of by comparison of 

amplified genomic DNA. Several researchers using (Polimerase chain 

reaction) amplified ITS (Interna1 transcribed spacer) region of the DNA as an 

technique for identification of these fungi in the soil or symbiosis in 

different ecosystems. currently used methods for DNA extraction are very 

elaborate and thus difficult to apply with sample numbers. 

In this work. we thus report on a and quick method for isolation of 

genomic DNA single spores of different genera. The 

genomic DNA was of sufficient quality for of the ITS-region using 

ITS 4 and 5 primers. The procedure was reproduceable. fragments were 

obtained 86 to 22 of the investigated spores revealing the of the 

method. Identical DNA-fragment sizes and partial DNA sequences were obtained 

most spores preselected by criteria. easy and quick procedure is thus 

suited for scale projects dealing with dynamics of fungi in 

soil. 

A entre fungos e raizes de 

é comum na natureza. Os efeitos positivos da de MA em 

sistemas de cultivo agrícolas têm sido intensivamente demonstrados e comprovados e 

incluem do estado e efeitos na do crescimento 

de plantas, redução nos efeitos provocados plantas por de natureza 

(pragas e doenças) ou (déficit e melhor 

e conservação dos nutrientes sistema 



Entretanto, a destes fungos a nivel comercia1 e também a realização de 

estudas mais sobre fisiologia e bioquímica do e da tern 

sido dificultados devido a impossibilidade de cultivo destes microrganismos em sistemas 

artificiais (in-vitro), na ausência de raizes vivas. Esporos produzidos no solo 

são a fonte e a base para das 

aproximadamente 130 espécies identificadas (Morton Atualmente, a 

baseia-se ern características e dos esporos, que 

consome muito tempo e muitas vezes n5o é possível porque estas podem 

ser por condições mesmo por diferentes fases de maturidade 

dos esporos (Morton & 1994). 

desenvolvimento de e avançadas técnicas de biologia molecular tem 

possibilitado estudos de através da comparação de seu DNA 

A introdução e aplicação da de amplificação do DNA por 

(Polymerase chain reaction) et al. (1990) reduziu a quantidade de DNA isolado 

necessária para estudos genéticos, que organismos de dificil e 

obtenção de DNA os fungos MA pudessem ser estudados. A partir diversos 

pesquisadores tem utilizado a como técnica para destes 

no solo & 1993; et al., 1993; et al., 1992; 

1990) ou mesmo quando em colonizando as raizes Simon et 

al.. 1992; Bonito et al.. 1995). em diferentes 

A partir da dentre várias técnicas, a de primers que 

a amplificação de Fragmentos de DNA obtidos a partir da ITS (Internal 

transcribed spacer) tem sido para estudar as entre grupos de 

fungos. Os primers universais e ITS4 amplificam gene e duas regiões 

de ITS que este gene (White et O gene é altamente 

conservado e tern possibilitado a das seqüências da região ITS seja usada 

com sucesso para a identificação de entre fungos 

1993; 1993; et al., 1991). A região de 

tem uma taxa de sete vezes maior que aquela da maior 

rRNA. e revelou entre isolados de diferentes localidades 
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Para fungos recentemente Sanders et al. relataram a observação 

de de ITS em esporo de et al. 

996) a ocorrência de heterogêneas de ITS em mesmo 

esporo de fungo e não encontraram claras entre esta divergência e 

a dos esporos. outro et seqüências para 

e tem descrito primers específicos para destes fungos 

em raizes 

Diante das dificuldades e potencialidades que a técnica da representa para o 

estudo dos fungos MA, é importante desenvolvimento adaptação de 

que o trabalho e tornem os resultados mais precisos. a 

protocolos para extração de DNA de esporos e observamos que 

complexos, a execução de diferentes procedimentos de e 

aquecimento, utilizando diferentes para ta is como Tris pH 8.0 

(Sanders et al., tampão de extração ( et al., 1996) e 

para a retirada de da & 1993; et al., 1997). 

a quantidade de esporos utilizada para de DNA trabalhos 

publicados varia de esporo ou de de 5 a esporos 

para 10 esporos et al., 1997) ou até de 20 a 60 esporos (Simon et 

al., 1992). 

Neste trabalho relata-se o isolamento e com primers de DNA 

de um esporo de espécies de diferentes gêneros de a partir de uma 

metodologia simples, rápida e eficiente de considerando que o DNA extraído 

de um esporo pode permitir estudos de variações intra-especificas e também que, 

quanto mais simples e eficiente for protocolo, maior será o rendimento do trabalho e 

menores as interferências sobre a e 



4.4 Material c 

Os esporos de fungos MA 

esporos de provenientes da de cafeeiros 

L.), da de c 

e provenientes da de (Araucaria 

O. Para coletas de esporos no cafeeiro e leguminosas utilizou-se um 

experimento instalado no campo e conduzido a pelo Instituto do 

em Mirasselva, Os esporos provenientes da foram coletados na 

de plantas cultivadas em misto contendo solo e matéria 

e conduzidos a 12 meses em casa de do Instituto de da 

ern A campo, os esporos foram 

extraídos de amostras de compostas coletadas a profundidade de a 20 cm sob a 

projeção da copa do cafeeiro da solo foi seco ao ar e 

em plásticos em fria (6°C) sua utilização. Ern casa de 

esporos foram de amostras de diretamente no vaso de 

esporos foram extraídos do solo peneiramento conforme 

(1963) e ern a 300 por 3 e ern 

50% a por 2 Após a extração esporos foram lavados 

quatro vezes em destilada estéril e então submetidos ao ultra-som por trinta 

segundos, potência máxima, para eliminar esporos e também partículas de 

solo e microrganismos contaminantes aderidos superficialmente aos esporos. Para 

eliminar debris resultantes da os esporos novamente lavados por 

quatro em destilada estéril e selecionados Os 

esporos foram selecionados baseando-se em critérios como cor, 

conteúdo visível e Forma da de sustentação, de modo que aqueles de aparencia 

similar Através deste critério foram esporos de 

Glomus e A escolha destes 

gêneros foi ern da maior disponibilidade de esporos no solo. 



Observações sobre a dos esporos foram feitas em 

(aumento de com refletida. Somente esporos de 

forma de aparência e com visíveis foram selecionados dentro 

do mesmo grupo de esporos. Estes critérios puderam ajudar na de esporos uma 

vez que facilmente nestas espécies, podem ser aplicáveis a 

outras espécies como exemplo algumas de escura. Esporos 

de forma irregular e corn diferentes foram eliminados. 

4.4.2 amplificação e do DNA 

Para a extração do DNA, utilizou-se esporo para um volume final de 

de Com auxilio de urna pinça de ponta ultra e sob 

de luz refletida, os esporos foram individualmente e 

transferidos para de estéril (Figura 

, . 

Figura Esporo de sendo transferido para o mix da com pinça de 

ponta ultra (Aumento de 
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Uma vez transferidos, foram então cuidadosamente quebrados com as pontas da 

pinça, a de seu na compondo então extrato cm. 

Este extrato contendo de á y a  mais o e de parede dos 

esporos foi rapidamente coletado e colocado em tubos de 

contendo mix para a reação de completando o volume final da reação 50 

Nenhum tratamento procedimento adicional foi aplicado ao extrato ou a reação 

esta ser colocada no para Toda material para o 

manuseio dos esporos foi esterilizado. A para do extrato deve ser 

A da consistiu de 125 de cada de cada primer, 

unidades de polymerase 

sendo o fornecido a enzima e usado nas conforme 

as do fabricante. Os primers ITS 4 e 

5 

Alemanha) foram utilizados combinados. 

O DNA da região ITS foi amplificado usando 

System 2400 programado para 95°C 3 minutas para 

inicial. 40 ciclos de minuto a 94°C para 40 segundos a 50°C para 

1 minuto a 72°C para e 5 minutos a 72°C para Ern 

todos os experimentos foram usados tratamentos onde nenhum DNA foi 

colocado. Todos os tubos e materiais utilizados na das e no 

manuseio dos esporos foram esterilizados. 

Os produtos obtidos foram separados por em gel de agarose 1.4%. 

Os fragmentos de DNA resultantes foram visualizados através de coloração com 

de e fotografados sob produtos da foram purificados 

usando kit para Para 

dos fragmentos da foi usado o kit USA). 

et al., 1977) foi feito usando primers ITS 4 e e o kit para 

Alemanha), em 

373, Elmer, City, USA). 
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4.5 Resultados 

Usando o protocolo descrito foi possível obter um estrato que contém DNA em 

quantidades suficientes e de qualidade para amplificação. através da de fragmentos 

de DNA da ITS de um esporo de fungos 

A e as concentrações dos componentes usados na foram 

testando-se diferentes reagentes em diferentes e condições de 

incubação, inclusive de diversos fornecedores (dados não 

apresentados). Foram obtidos melhores resultados com a 

sob condições descritas no material e métodos. 

Interferências na pelo de EDTA, 

e outras de substâncias químicas utilizados para extração de DNA foram 

eliminadas por este procedimento. 

DNA de esporos diferentes mas de mesma espécie de MA (de acordo com 

critérios apresentaram de ITS de quase 

após da DNA amplificado (Figura 

Somente para dois ern 10 originaram fragmentos de 

ITS de tamanhos diferentes. Algumas variações na intensidade das bandas produzidas 

(Figura 2) e na de de ITS de esporos foram 

Para aproximadamente 81% dos esporos originaram 

de ITS. A de destes fragmentos para 

Glomus e foi de e 35% respectivamente (Tabela 1). 

Os produtos da amplificação da diferenças mo peso 

molecular entre gêneros de fungos DNA de resultou ern 

fragmentos de de aproximadamente 540 bases pares e 

aproximadamente bp e aproximadamente 560 bp. 

(Figura 
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h 

C 

Figura 2. Produtos de de IO obtidos a partir de extratos 

preparados de um esporo de fungos usando 

os primers de ITS 4 e 5 combinados. A = B Glomus ; 

C = M marcadores (DNA de 

digerido com e digerido 

A análise da dos fragmentos do DNA amplificado, obtida 

direto dos ou em um e o 

alinhamento com de ITS conhecidas e registradas ern bancos de dados, 
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confirmaram a identificação dos gêneros de estudados (dados n8o 

apresentados). 

Tabela 1 .  Freqüência de obtenção de da de DNA de esporo de 

fungos usando os primers ITS 4 e 5 

combinados. 

Esporos, positivas, Freqüência, 

32 26 81 

44 38 86 

Glomus 36 8 22 

43 15 35 

4.6 Discussão 

estudo da das de fungos é importante para o 

entendimento da sob de campo. 

Para contribuir corn este estudo, métodos possibilitam 

identificação de espécies de tern sido recentemente desenvolvidos. de 

partida foi isolamento de DNA de um esporo de 5 a 60 

esporos (Simon et 1992; & 1993; et Entretanto, a 

de DNA consistia-se, presente momento, em um processo que 

consumia muito tempo e trabalho, procedimentos de complexos e caros 

(Sanders et al., 1995; et 1996; 1993; et 

1 9971. 

Neste trabalho descreve-se urn método extremamente simples, e eficiente 

extração de DNA de um espose de 

Glomus e capaz a amplificação de de ITS 

da Este elimina a necessidade de procedimentos de aquecimento, 
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e incubações em várias como tem sido feito', sendo 

ideal para estudos em larga escala de de ern campo. 

Com este procedimento de extração de DNA observou-se na 

eficiencia de amplificação de ITS entre espécies de produzindo-se de 

que variaram de 86% a 22% esporos investigados. se observou 

entre eficiência de amplificação e origem dos esporos. Para esporos isolados 

do campo e obtiveram-se taxas de de 

81 e 35% respectivamente. de esporos obtidos de ern casa de 

vegetação e Glomus observou-se t a x a s  de de 86 e 

22%. respectivamente. 

diferenças no dos e portanto no de núcleos, 

puderam explicar a diferente eficiência de de ITS entre 

e que, com tamanho de esporos diferentes, 

resultaram em de de ITS de aproximadamente 85 De acordo 

corn & a quantidade de DNA de MA requerida para 

normalmente é pequena a 20 e um esporo destes 

fungos contem em média aproximadamente 1.5 a 2.0 de DNA. Portanto, até mesmo 

os esposos de tamanho menor contêm DNA suficiente para a e não deveriam 

apresentar baixas de amplificações positivas. 

Sobre a grande variação em eficiência de amplificação de regiões de ITS entre 

espécies assume-se duas razões principais: 

1) A variabilidade na viabilidade dos de diferentes espécies de fungos MA no 

solo (isso não foi antes da da ou 

2) Inibidores contidos nos extratos de Fatores de tais como aderidos 

superficialmente aos agir como inibidores da sugerido por 

vários autores. Eles recomendam a de resinas para a de de 

presentes no extrato Bonito et al., 1995). Porém, obteve-se 

taxas de amplificação excelentes e baixas no mesmo solo. sem a adição de 

qualquer outro componente no extrato. Assim, provavelmente as baixas taxas de 
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amplificação de regiões de ITS observadas para Glomus e estejam 

relacionadas a presença de inibidores espécie-dependentes internos. 

uso do ultra-som nos esporos por 30 segundos foi eficiente para os 

esporos de partículas de solo e aderidos superficialmente. Este 

procedimento e porque os esporos foram superficialmente 

desinfestados antes de extração do DNA. 

Soluções esterilizantes como ou o antibiótico podem 

inibir a de (Sanders et al., 1995) além de não serem suficientemente 

eficientes para eliminarem (Bacterial organisms) freqüentemente 

presentes citoplasma de 1991). Contaminantes 

de esporos tern citados como produtores de de de tamanhos 

diferentes dos observados em fungos MA (Sanders et 1995). A possibilidade que 

contaminantes produzam fragmentos de ITS do mesmo produzidos 

por fungos e que estes de se confundam com os de fungos 

MA parece pouco provável uma vez que DNA de possíveis contaminantes representa 

uma pequena parte de DNA total do esporo, tendo portanto menor possibilidade de 

Nos experimentos descritos aqui, n5o se encontrou de DNA 

de contaminantes urna vez que nenhuma banda dupla foi observada nos Além 

disso, a análise do de fragmentos de ITS do DNA amplificado e o 

alinhamento destes resultados cum seqüências de ITS descritas ern bancos de dados 

a dos estudados. 

Corno outros autores (Sanders et al., 1995: et al., neste 

trabalho também se observou variabilidade genética na de ITS amplificada de 

um esporo. Fragmentos de amplificados de por exemplo. 

precisaram para se obter clara. 

Portanto. corn a metodologia descrita neste trabalho pode-se, de maneira simples. 

de fungos e acelerar estudos de populações destes 

fungos em condições de campo. utilizando-se técnicas de biologia molecular. 
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4.7 

A metodologia desenvolvida para extração de DNA de fungos 

permite a extração de DNA de esporo, de forma rápida e de 

maneira simplificada. 

DNA de fungos obtido através da metodologia de 

desenvolvida neste trabalho é de qualidade e em quantidade suficiente para amplificação 

e 

A eficiência da de de DNA da varia em 

da espécie de fungo 



5 DE FUNGOS EM 

CAFEEIRO L.) 

NA ENTRELINHA E SUA EM 

DA 

5.1 Resumo 

Avaliou-se a ocorrência e a de ocorrência de fungos 

no solo e nas raizes de cafeeiro L.) e de 

brevifora cultivada como adubo verde. Amostras de solo 

e raizes foram coletadas em de 2997, em parte de um experimento de 

longa duração conduzido a pelo do no 

município de Mirasselva, O experimento esta instalado a anos, ern uma Area de 

latossolo vermelho escuro nas principais cultiva-se o 

cafeeiro Amarelo' e nas entrelinhas as leguminosas 

C. Mucuna cinzenta 

Mucuna anã Amendoim cavalo 

e para fins de verde. delineamento 

experimental é de blocos ao COM 3 Para este trabalho utilizou-se 

somente tratamento de adubação verde do cafeeiro com e 

controle. Determinou-se a diversidade de espécies de fungos MA através da 

dos esporos, a de de populações de 

fungos da contagem direta de esporos no solo e a radicular. 

Para identificar os fungos MA em raizes do cafeeiro extraiu-se DNA de esporos 

coletados na e de raizes de cafeeiro realizando-se a 

(Polimerase chain reaction) primers ITS (Internal transcribed spacer) e comparando 

das bandas obtidas. 

cultivo de na entrelinha do cafeeiro aumentou a 

concentração de esporos de na do cafeeiro. e 
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estimularam de fungos diferentes. Fungos dos gêneros 

predominaram na da cafeeiro e e na 

dm leguminosas. Usando foi possível caracterizar 

na e nas rakes colonizadas do cafeeiro, que pode auxiliar no estudo da 

dinâmica destes fungos a campo. fungo de 

ocorrência comum em cafeeiro e ern foi encontrado 

as raizes do cafeeiro. 

5.2 Summary: OCCURRENCE OF MYCORRHIZAL FUNGI IN 

COFFEE L.) INTERCROPPED WITH 

AND DETECTION OF THESE ROOTS 

The sporulation and occurrence of mycorrhizal fungi 

evaluated in the coffee trees L 1 and rhizosphere 

roots. is intercropped for green between of the 

coffee plants. of soil and roots were collected in July of 1997. in a 

long time experiment localized at the Instituto do I A P A R ,  in 

Mirasselva. diversity determined through the morphologic 

identification of spores, the occurrence by the direct counting Of spores in 

the soil and the root colonization evaluated with the grid-line method using stained 

roots. identify in roots, DNA from spores in the and 

from colonized coffee roots was extracted and used for (Polimerase chain reaction) 

with ITS transcribed spacer) primers, comparing the obtained bands. 

The legume intercropping increased the potential 

mycorrhizal fungi in the soil. Coffee plants 

populations of different fungi their rhizospheres. 

and were more abundant at the legume 

occurred more often in coffee plant rhizospheres. Using molecular techniques. it was 



possible to characterize fungi in the rhizosphere and in the colonized roots of the 

coffee plants. which is of great help the study of dynamics the field. 

of in coffee plants and 

was not found colonizing the roots of coffee plants. 

5.3 

As (MA) são associações entre da 

e raizes da maioria das plantas As atuam como 

complemento do radicular da planta hospedeira, capaz de aumentar a 

de P e nutrientes, promover a das plantas contra e 

desencadear no hospedeiro diversos outros efeitos de todo compreendidos. 

A particularmente importante para o porque este 

apresenta elevada aos fungos MA na fase de de mudas (Siqueira 

Filho, 1986). Entretanto, as informações sobre a de fungos MA 

em cafeeiros adultos inoculados e em produção, mostram a predominância de 

espécies de baixa eficiência 1987; Balota & Lopes. 

Espécies eficientes normalmente ocorrem no campo (Lopes et 

al., e quando introduzidas via dificuldade de permanecer no 

(Balota Lopes, Através do manejo das é 

aumentar a diversidade de e potencial de do solo 

promovendo fungos MA diversificada no solo e maior 

do 1992). 

Leguminosas nitrogênio, e desenvolvem-se ern solos 

com baixos teores de P (Cardoso, 1985; et al., seu cultivo na 

entrelinha do cafeeiro para de verde pode promover aumento na 

densidade de raizes por unidade de devido ao crescimento vigoroso de seu sistema 

radicular, o que estimula a aumenta a diversidade de espécies de fungos 

M A  e o potencial natural do solo. Esta prática de agricultura sustentável pode 
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evitar que selecione espécies MA pouco eficientes, conforme 

citado por (1992). 

Entretanto, além de aumentar a diversidade de espécies e potencial de 

natural, as leguminosas devem também ser capazes de introduzir no 

espécies de fungos que sejam efetivas ern e eficientes ern promover os 

da no cafeeiro. 

O estudo de ocorrência e dinâmica das de fungos MA no é um 

desafio devido à dificuldade de destes tanto livres no solo como 

internamente raizes. Estudos com culturas armadilha de serem executados 

e muitas vezes fornecem conclusivos. ‘Este desafio entretanto est6 sendo 

vencido auxilio de novas técnicas de biologia molecular. Estas tem 

identificar fungos a partir de esporos coletados diretamente do campo e 

identificar fungos MA raizes de plantas et al., 1995) 

Análises de fragmentos de de DNA amplificadas (Polimerase 

chain reaction) são uma ferramenta poderosa que permitem a de de 

específicos presentes em pequenas quantidades Atlas. 1991) 

e tern sido aplicada com na identificação de fungos MA.. uso da com 

primers que a região do ITS (Internal transcribed spacer) 

(Redecker et al., 1997) ou mesmo primers como os desenvolvidos para 

et al., 1995) e para et al, 

19961, tem permitido a destes fungos sem os de 

variações nos caracteres que dificultam a tradicional. Estas 

técnicas também tern sido aplicadas como ferramentas para a de 

fungos MA internamente raizes (Bonito et al., 1995; Edwards et al., 

Neste trabalho estudou-se a das populações de fungos MA, sua 

e de na do cafeeiro e da 

cultivada na entrelinha adubo verde, e a colonização do 

cafeeiro. utilizando-se tradicionais de identificação de espécies e também 

através da com primers de ITS. 



Este estudo foi realizado ern amostras de solo e rakes de cafeeiro 

L.) e de cultivados a campo, como parte de um 

experimento de longa que tem como objetivo estudar efeitos do cultivo 

intercalar de adubos verdes sobre as propriedades do solo e a produtividade do cafeeiro. 

Este experimento vem sendo conduzido desde 1988 pelo Instituto Agronômico 

do Paraná- no municipio de Mirasselva, e instalado em uma área de 

vermelho cujo d o  apresentava as seguintes 

características na época da 

c Al 

g solo 

Cafeeiro 3 7,87 0,7 

Leguminosas 7,97 

No experimento cultiva-se cafeeiro Amarelo’ nas principais e 

nas entrelinhas as leguminosas Leucena 

C. Mucuna cinzenta Mucuna anã 

Amendoim cavalo (Arachis e 

para fins de verde. Como controle cafeeiro na 

limpo. delineamento experimental C de blocos acaso com 3 repetições. cafeeiro 

C cultivado no x m por cova de 2 plantas e cada parcela possui 32 

covas (4 linhas de 8 covas), sendo as 8 plantas centrais a da parcela. Para as 

leguminosas. a data de semeadura de e a densidade de 

sementes varia em da ocasião da que ocorre em 

diferentes para cada espécie. as são cortadas. deixando-se os resíduos 

amontoados na área para cobertura do solo e No controle são feitas 

capinas manuais durante ano, sempre que 

Para avaliações, ern julho de 1997 coletaram-se amostras nos tratamentos: 

cafeeiro cultivado com como adubo verde na entrelinha; h) 
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Foram coletadas 3 amostras compostas por tratamento (4 sub-amostras por parcela), 

a uma profundidade de O a 20 cm, contendo aproximadamente 1 kg de solo e 

raizes. Para cafeeiro, as subamostras foram coletadas ern pontos sob a 

projeção da copa e orientados pata as direções norte, leste oeste, Na 

as foram coletadas alternadas na linha de plantio. 

Do material e raizes), de solo foram para 

de (pH, C, e e de para 

quantitativas de esporos) e qualitativas (diversidade de espécies) de fungos 

As raizes foram Invadas e coradas corn azul de tripano para determinação da 

colonização radicular e de DNA. 

Esporos de fungos MA 

Os esporos foram extraídos do solo peneiramento 

& e em a 3000 3 e em 

50% a 2000 por 2 Após a extração.. estes foram por 

vezes em destilada e então submetidos ao ultra-som por trinta segundos, na 

potência para eliminar esporos e partículas de solo e 

microrganismos contaminantes aderidos superficialmente, sendo novamente 

lavados por quatro vezes destilada estéril. 

Para as qualitativas de espécies) e 

(contagem} os esporos f o r m  fixados com em lâminas 

microscópicas e observados em microscópio composto. A das 

espécies foi feita baseando-se em conforme Perez 

e Morton 990). 

Para de DNA. esporos de e 

observados na do cafeeiro, foram obtidos em urna nova e 

separados por espécie do restante da de MA, sob microscópio 
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(aumento de com luz refletida. Os esporos foram selecionados aparência 

externa, considerando-se a uniforme, forma regular e ausencia de 

aderido externamente. com características discrepantes foram descartados. 

DNA foi extraído através da quebra de um esporo ern de 

estéril, garantindo a de todo seu conteúdo na para formação extrato 

cru, que foi rapidamente no para a reação de conforme detalhado no 

capítulo 4 desta tese, 

Raizes 

Raizes do cafeeiro foram separadas do solo em corrente e 

lavadas. Para a determinação da radicular por as raizes foram 

a 60°C em 10% pos IO minutos para clarificação; lavadas em 

destilada 4 vezes, corn 1% por 2 minutos e fervidas por 1 minutos em 

solução de + azul de tripano (Phillips 1970). A 

da percentagem de colonização radicular foi feita em microscópio, pelo 

da placa quadriculada, segundo 

Para do DNA de raizes do cafeeiro, coletaram-se de raizes 

colonizadas não nas amostras compostas representativas de cada As raizes 

foram ern composto, sendo a colonização evidenciada pela 

de vesiculas coradas em de tripano. Na procurou- 

se diferentes tipos de interno e grosso) ou mesmo a presença de 

vesículas. O DNA foi extraído segundo proposta et al. (1995) 

onde, para a retirada de as raizes foram a 12000 g 1 e 

então maceradas ern de tampão de extração pH Ao extrato 

foi adicionada a resina 100, a uma concentração final de 5% do volume do 

tampão de A mistura foi e então fervida em banho- 

maria por 15 A resina e os das raizes foram removidos por 

a 12000 por 30 coletando-se sobrenadante. material foi 

utilizado então armazenado a Para a foram feitas 

de diluições em com concentrações de : EO a 1 



73 

de DNA de esporos e raizes 

A da consistiu de do cm contendo DNA de esporos ou 

raizes, adicionados ao mix para um volume final de A concentração final na 

foi 125 de cada 20 de cada primer, de 

unidades de polymerase sendo tampão 

fornecido COM a enzima e usado nas concentrações conforme do 

Os primers ITS 4 e ITS 

Alemanha) 

foram utilizados combinados, 

DNA da região foi usando um 

Perkin-Elmer System 2400 programado para 95°C 3 minutos para 

inicial, 40 ciclos de 1 minuto a 94°C para 40 segundos a 50°C para 

melamento, minuto a 72°C para extensão e minutos a 72°C para extensão Em 

todos os experimentos foram usados tratamentos controle onde nenhum DNA foi 

Todos tubos e materiais utilizados na das e no 

manuseio esterilizados. 

Os produtos obtidos foram separados por em gel de agarose 

Os fragmentos de DNA resultantes foram visualizados através de coloração corn 

de e fotografados sob l u z  

Os dados de produção de esporos foram tabulados e analisados segundo sua 

de 

Resultados 

A ocorrência de fungos a no solo e a de ocorrência 

de fungos MA na do cafeeiro e de apresentados na 

Tabela P .  
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Tabela Ocorrência, no solo (E) e de ocorrência de fungos 

em solo cultivado Cafeeiro 

e corn brevifora na entrelinha para verde, de 3 

Fungos Cafeeiro Controle 

E E 

26 20 45 3 4 

S 3 4 

margarita 9 9 

29 27 

26 20 9 9 3 4 

A 11 7 11 

A. 49 38 20 

14 26 

6 5 

Glomus 28 22 19 31 

Total 128 E 106 62 1 

1 de esporos , solos”; 2 = Porcentagem de ocorrência sobre total de 
esporos observados na tratamento. 

Foram observadas espécies de fungos MA que são: 

S. margarita. 

e Glomus Entretanto, 

apenas 5 das espécies foram observadas no cafeeiro e 5 na cafeeiro 

e com 

maior ocorrência de esporos dos gêneros (60 sobre total). Na 

ocorreram e com 

maior de de dos gêneros e , que 

somados representaram 81% sobre o total E). No cafeeiro sem adubo verde 

foram observadas 7 espécies: 
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e Glomus foram observados somente em cafeeiro, 

senda COM freqüência de ocorrência superior a de todos os outros 

componentes das populações (36%). margarita, e foram 

observados apenas na Entretanto, nesta. o fungo MA de maior ocorrência foi 

que observado no cafeeiro corn 19% de de 

ocorrência 1). A dos fungos na do corn 

adubo verde e na foi maior que no controle. 

Os produtos da de DNA de que mostrou 

especifica no cafeeiro, e de 

de maior na são apresentados na Figura l .  

fragmentos de DNA de peso molecular diferente para duas 

espécies de fungo estudadas. apresentou fragmentos amplificados de 

aproximadamente 580 bases pares e de aproximadamente 540 As 

amplificações obtidas de esporos diferentes. mas da mesma espécie, apresentaram 

bandas COM o mesmo peso molecular, mas de intensidades diferentes. 

Testes de diluição com extratos crus obtidos de raizes de cafeeiro colonizadas e 

não colonizadas por fungos MA mostraram que, para o extrato obtido e nas condições do 

experimento. a melhor para se produtos de amplificação de usando 

primers ITS 4 e 5 foi a diluição E 1100 (Figura 2). Entretanto, a freqüência de 

positivas foi baixa (dados apresentados). Extratos não diluido ou 

diluido de I 1000 não apresentaram Ern as realizadas se 

observaram amplificações ern de raizes não colonizadas na (sem 

DNA). 
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Figura 1. Produtos de de corn ITS 4 e 5 combinados, 

usando 3 obtidos de esporo de fungos 

Linha marcador molecular h digerido com 2 

a linhas a 7, e 8, 

Controle. 

Produtos da de fragmentos de DNA esporos de e de 

raizes de cafeeiros colonizadas, usando primers de ITS 4 e 5 combinados, mostraram 

padrão de semelhante e este padrão 'completamente diferente do 

observado para esporos de (Figura 3). Fragmentos de DNA amplificados de 

e de colonizadas apresentaram aproximadamente bp. 

apresentou segmentos amplificados de aproximadamente bp, portanto diferente das 

Para estas raizes observou-se uma segunda banda, de peso 
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molecular ligeiramente superior ao observado para Raizes não colonizadas e 

a testemunha sem DNA apresentaram amplificação. 

2. Produto da de usando os primers 4 e 5 combinados, 

obtidos de extrato de raizes de cafeeiro colonizadas ou em diferentes 

1, marcador molecular h digerido com 

Linha 2, Raizes colonizadas (C) sem Linha 3, C 1 : 10; 4, C 

E C 1 linha 6, colonizada sem linha 7, 

1 linha 8, linha 9, 1 linha Controle (sem 

DNA e sem diluição). 



7s 

1 

. 
, , 

Figura 3. Produto de de obtidos de extrato cru de esporo de 

fungos e de raizes de cafeeiro colonizadas 

usando os primers 4 e combinados. Linha marcador molecular h 

digerido corn Linhas 2 e 3, Linhas 4 e 5,  

Linhas 6 e 7, extrato de 1 : 

Linhas e 9, extrato de raizes n8o colonizadas 1 Linha Controle 

(sem DNA e 
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5.6 Discussão 

O cultivo de altamente pode aumentar potencial de 

de fungos MA no solo tanto da do cultivo como também de 

vizinhas, e isto pode ser particularmente importante em de monocultivos 

permanentes, como 6 o caso cultivo do café e de Potencial de natural 

do solo é o conjunto de (esporos, células auxiliares vesículas e 

fragmentos de presentes no solo, livres associadas matéria orgânica ou 

agregados, capazes de infectar plantas, promover radicular e estabelecer 

diminuem potencial de natural do solo 

e a diversidade de espécies de Segundo et al, monoculturas 

contínuas efeito negativo sobre potencial de de fungos MA porque 

geralmente espécies mais adaptadas ao mas de eficiência 

menor. Smith observou no potencial de de fungos 

após cultivo permanente com trigo. Entretanto, este efeito se reverteu 

após três rotações na área corn pastagens. 

relatam efeito semelhante o- potencial de 

de ern cultivados corn trigo. Neste trabalho os autores 

relatam também que o uso de verde com plantas 

e teve efeito negativo ainda maior sobre o potencial de 

de Nossos resultados mostram que o cultivo de leguminosas altamente 

na entrelinha de plantio do cafeeiro aumentou a de esporos de 

fungos tanto na entrelinha quanto na de do cafeeiro. É que 

este aumento na de ocasione aumento no potencial de 

natural do solo. Entretanto, isto foi avaliado neste experimento. 

de características de solo. a entre os precisa ser 

considerada como fatos decisivo para a e a permanência de fungo no 

Segundo a abundância de fungos 

nos naturais relacionada abundância de especies de plantas, bem 

ao de das raizes destas plantas. Gomes-da-Costa 993) estudando 
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soja e milho cultivados ern monoculturas ou observou mudanças quantitativas e 

na comunidade de relacionadas plantas hospedeiras. 

S. e S. foram observadas apenas na de milho 

sendo eliminadas do solo quando a soja foi cultivada em 

(Gomes-&-Costa, foi favorecida soja cultivada 

ern monocultura não apresentou de hospedeiro, sendo 

afetada pelo manejo. Neste trabalho ern observou-se a de 

margarita e apenas na e A .  com alta (36%) 

apenas no cafeeiro. Entretanto, foi observada com alta em 

e também no cafeeiro adjacente (Tabela 

Através da de de de ITS amplificados pela foi 

possível detectar que presente na do cafeeiro, estava de 

fato colonizando suas raizes. 

A de fragmentos de de ITS tem sido citada uma valorosa 

ferramenta para de et 1991; et 2994; Lee 

Taylor, 1993) e também de a nível de gênero , 
espécie (Redecker et 1997). Para entretanto, as seqüências de ITS tem se 

mostrada em alguns casos heterogêneas, como por exemplo ern esporos de Glomus 

1996; Sanders et 1995) e (Redecker et al., 
1997). Por isso, tern sido sugerido uso de primers de ITS específicos 

et Entretanto, como foi a observada no 

cafeeiro, as diferenças no de bandas observadas foram suficientes para se poder 

concluir que não colonizando raizes do cafeeiro, sem a necessidade 

de complementares usando primers específicos. 

No estudo de raizes, testes das amostras de extrato de raizes de cafeeiro 

não indicaram necessidade de e do uso da resina 

Diluições são procedimentos utilizados em para tentar a 

relação de DNA para que sitios de se à 

concentração de primers Diluições de amostras também eficientes ern 

eliminar da por ou 



que sido encontrados ern corn DNA de de plantas 

associados com inibições da Morton, 3994; 

uma capaz de eliminar contaminates de solo capazes de 

inibirem a uso do associado diluições, foi suficiente para eliminar 

essas 

Somente foi detectada em amostras de de cafeeiro contendo 

68% de e nunca foram detectadas ern segmentos de 

raizes n5o colonizadas e no controle. Produtos não entretanto, foram 

nas amostras de raizes A presença destes produtos de DNA 

ern raizes colonizadas indicam a presença de outra espécie de fungo colonizando as 

rakes ou que os primers não foram taxon-específicos e puderam amplificar DNA 

Entretanto, observações n5o estudadas. 

Com a técnica utilizada foi detectar as raizes de cafeeiro não 

colonizadas mas por A de raizes do 

cafeeiro era esperada devido a alta de ocorrência de esporos 

deste fungo observada na sua Entretanto, a ausência de bandas de 

nas raizes do cafeeiro surpreendentemente sugere que este fungo, apesar de na 

n5o se estabeleceu efetivamente nas raizes do cafeeiro. possível 

explicação para este fato é que pode ter sido introduzido na do 

cafeeiro através das raizes de que se estenderam até o cafeeiro, em busca de 

maios disponibilidade de P. 

As evidências de que fungos MA multiplicados ern estão 

presentes na do cafeeiro, mas efetivamente colonizando suas raizes, 

sugerem a importância de se conhecer as de que determinadas espécies 

de plantas podem estimular, quando se ern rotações de cultivos 

cultivo intercalar corno de manejo para aumentar potencial de natural 

destes fungos no sole. 

É possível que o uso de seqüências de ITS amplificadas de extratos de raizes 

colonizadas usando e primers específicos para fungos MA, possibilite a 

caracterização das populações ativas destes fungos no campo, a nivel de espécies, 
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5.7 

- Cafeeiro arabica L.) e populações 

diferentes de fungos na sua 

- e produziram de DNA de 

pesos diferentes e 540 pares de bases. respectivamente). 

Usando primers da ITS 4 e 5 combinados e fragmentos obtidos 

da possível identificar fungos as rakes do 

cafeeiro. 

Através de técnicas foi possível detectar que fungo 

de ocorrência ern de cafeeiro 

e as raizes do cafeeiro. 

de técnicas tern potencial para auxiliar no estudo da dos 

fungos no sistema 



Os resultados obtidos permitem as seguintes conclusões: 

cultivo de leguminosas aumentou a diversidade de fungos 

e a de esposos de fungos nu sob. 

cultivo de leguminosas para verde na entrelinha do cafeeiro aumentou a 

diversidade de espécies e o número de esporos de fungos na 

do cafeeiro. 

cafeeiro e as leguminosas estimularam populações de fungos diferentes 

na sua mis cafeeiro e 

nas leguminosas. 

Ern em casa de vegetação, não foram encontradas 

colonizando as raizes do cafeeiro. 

A verde pode não ser eficiente ern aumentar efeito da 

devido à ocorrência de preferencias entre fungo e hospedeiro. 

- A metodologia desenvolvida para extração de DNA de fungos 

permite a de DNA de urn esporo, de rápida e de 

maneira simplificada. 

- DNA de fungos obtido através da metodologia de extração 

desenvolvida neste trabalho é de qualidade e em quantidade suficiente para 

e 

A eficiência da amplificação de fragmentos de DNA através da varia em 

da espécie de fungo 

e produziram fragmentos de DNA de 

pesos diferentes e 540 pares de bases, respectivamente). 

primers da região ITS 4 e combinados e amplificando fragmentos obtidos 

através da foi possível identificar fungos colonizando as raizes do 

cafeeiro. 
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- Através de técnicas constatou-se que fungo 

de ocorrência ern Cafeeiro L.) e 

não estava as raizes do cafeeiro. 

- O de técnicas pode auxiliar no estudo da dinámica dos fungos 

solo e na planta. 
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