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APRESENTACAO

A presente Tese foi redigida em “Forma de Publica¢fio”, de acordo com as
para Elaboracdo de Dissertagdes e Teses da ESALQ/USP (1997) e € composta

pelos seguintestrabalhos cientificos:
1. Micorrizas arbusculares no agrossistema cafeeiro e adubagfo verde com leguminosas.
2. Metodologia simplificada para isolamento de DNA genémico de um tinico esporo de
fungos micorrizicos arbusculares.
3. Ocorréncia de fungos arbusculares em cafeeiro (Coffea arabica L.)
cultivado corn Crotalaria breviflora na entrelinha e sua detec¢fo em raizes através da

PCR.

Antecedendo a apresentacdo dos referidos trabalhos encontra-se uma Introducdo

¢ uma Revisao de Literatura de carater geral.
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DINAMICA POPULACIONAL DE FUNGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES NO AGROSSISTEMA CAFEEIRO E ADUBACAO VERDE
COM LEGUMINOSAS

Autor: ARNALDO COLOZZI FILHO
Orientadora: Prof® Dr” ELKE NOGUEIRA CARDOSO

RESUMO

Avaliou-se o efeito do cultivo intercalar de leguminosas de verio para adubacio
verde do cafeeiro (Coffea arabica L.), sobre a ocorréncia e esporulagio de fungos
micorrizicos arbusculares (MA) no solo e a Amostras de solo rizosférico e
raizes foram coletadas no periodo entre junho de 1996 e julho de 1997, em trés
ern um experimento de longa duracéo, conduzido a campo pelo Instituto Agronémico do
Parani- no municipio de Mirasselva, PR. O experimento esta instalado em uma
drea de latossolo vermelho escuro distréfico (LEd) onde. nas linhas principais. se cultiva
o cafeeiro ‘Catuai Amarelo’ e nas entrelinhas as leguminosas Leucena (Leucaena
leucocephala), Crotalaria spectabilis, C. breviflora, Mucuna cinzenta (Stizolobium
pruriens), Mucuna and (Stizolobium deeringianum), Amendoim cavalo (Arachis
hipogeae) e Caupi (Vigna unguiculata) para fins de adubacio verde. O delineamento
experimental é de blocos a0 acaso, oam trés repeti¢oes. Determinou-se a diversidade de
espécies através da morfoldgica dos esporos. a freqliéncia de ocomréncia
através da contagem direta de esporos no solo e a colonizagéo radicular pelo método da
placa quadriculada usando raizes coradas. Também foram conduzidos bioensaios em
casa de vegetagdo, para estudar a composicdo das populacoes de fungos MA que

efetivamente colonizavam as raizes do cafeeiro a campo. Corn 0 mesmo objetivo



utilizaram-se técnicas moleculares baseadas na amplificacdo de fragmentos de DNA
através da PCR (Polimerase chain reaction), extraidos de esporos coletados na rizosfera
e de raizes colonizadas coletadas a campo.

O de leguminosas na entrelinha de plantio do cafeeiro aumentou a
diversidade de espécies e 0 nimero de esporos de fungos MA na rizosfera do cafeeiro.
Cafeeiro cultivado com Crotalaria breviflora mostrou-se altamente micorrizado, com
maior diversidade de espécies e nimero de esporos de fungos MA ne solo, em todas as
épocas avaliadas, Entretanto, parte da diversidade de fungos presentes na rizosfera do
cafeeiro ndo foi recuperada na rizosfera de milho (Zea mays L.) e sorgo (Sorghum
bicolor L.) quando se utilizaram raizes colonizadas de cafeeiro como indculo, sugerindo
que alguns dos fungos MA observados na rizosfera do cafeeiro podem ser provenientes
das raizes das leguminosas que crescem proOximas, mas nao estio efetivamente em
simbiose 'corno cafeeiro. Através da PCR. e usando primers de ITS (Internal transcribed
spacer) foi possivel comparar bandas obtidas a partir de DNA extraido de esporos
coletados na rizosfera com bandas obtidas a partir de DNA extraido de raizes
colonizadas. Bandas caracteristicas de Scutellospora gilmorei ndo foram encontradas nas
raizes de cafeeiro colonizadas, confirmando os resultados obtidos através de bioensaios
em casa de vegetacdo. Estes resultados sugerem a ocorréncia de relagles preferenciais
entre fungos e hospedeiros, que podem determinar o estabelecimento e a eficiéncia da
simbiose micorrizica ou mesmo a exclusio de algumas espécies do sistema radicular da
planta.

Neste trabalho foi possivel. também desenvolver um método para isolamento de
DNA gendmico de diferentes géneros de fungos MA. Com este método, a partir de um

esporo de fungos MA foi possivel obter, de maneira simples e rapida, DNA de

qualidade e ern quantidade suficiente para a PCR.



POPULACIONAL DINAMIC OF ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI IN
AN AGROSYSTEM WITH COFFEE PLANTS INTERCROPPED WITH
LEGUME AS GREEN MANURE

Author: ARNALDO COLOZZI FILHO
Adviser: Prof® Dr* ELKE NOGUEIRA

SUMMARY

Sporulation and occurrence of arbuscular mycorrhizal fungi (AM) were
evaluated on coffee trees (Coffea arabica L.) intercropped with legume for green
manure. Samples of rhizosphere soil and roots were collected at three times between
July 1996 and July 1997, in a long term experiment located at the Instituto Agronémico
do Parand - IAPAR. at Mirasselva city, Parana state. Brazil. The AM diversity was
determined through the morphologic identification of spores, the AM occurrence
frequency by the direct counting of spores in the soil and the root colonization evaluated
with the grid-line method using stained roots. Bioassays were also conduced at the
green-house. to study the AM composition inside the coffee roots from the field. With
the same objective, molecular techniques based on the DNA fragment amplification by
PCR (Polimerase chain reaction) were used. DNA of spores collected in the rhizosphere
and from colonized roots collected at the field was extracted.

Legume intercropping increased the AM diversity and the inoculum potential in
the coffee rhizosphere. Crotalaria breviflora showed a high mycorrhizal capacity, able
to form symbiosis with several species of AM fungi, resulting ina greater AM diversity,

spore number in the soil, at all evaluation periods, This effect was also observed in the



coffee rhizosphere. However, part o fthe AM diversity in the coffee tree rhizosphere was
not recovered in corn ( Zec: mays L.) and sorgum (Sorghum bicolor L.) rhizosphere when
colonized coffee roots was used as inoculum, suggesting that some AM fungi observed
in the coffee rhizosphere originated from the legume roots, but were indeed not in
symbiosis with the coffee trees. Through PCR and using the combined primers of ITS
(Internal transcribed spacer) 4 and 5. it was possible to compare bands obtained from
extracted DNA of spores collected in the rhizosphere with bands obtained from
extracted DNA of colonized soots. Characteristic bands of Scutellospora gilmorei were

not found in the coffee roots,



Muitas culturas formam associagdes simbidticas corn fungos micorrizicos
arbusculares MA. Estes sdo Zygomicetos da ordem Glomales e freqlientemente
sdo os mais abundantes fungos de solo (Gerdemann & Nicolson, 1963). Formam um
grupo diverso de aproximadamente 14.4 especies descritas (Shenck & Perez, 1987), mas,
apesar de sun abundincia no solo e dos efeitos positivos que causam sobre o
desenvolvimento das plantas, pouco se sabe sobre sua ecologia. No Brasil, o trabalho
pioneiro sobre ocorréncia de micorrizas no cafeeiro, realizada por Cardoso (1978),
mostrou a ocorréncia natural destes fungos em mudas de cafeeiros produzidas em
viveiros do estado de Sfo Paulo. E ainoculagiio das mudas com espécies de fungos MA
sclecionadas mostrou-se eficiente e estimular o estabelecimento da simbiose no inicio
do desenvolvimento das plantas (Colozzi Filho et al.,, 1985), proporcionando mudas
sadias e mais resistentes ao estresse causado pelo transplantio para o campo. Entretanto.
as especies eficientes selecionadas, quando introduzidas via inoculagio, tém dificuldade
de permanecer no agrossistema (Balota & Lopes, 1996b). Normalmente no campo se
observa a ocorréncia de espécies indigenas de baixa eficiéncia simbiética (Balota &
Lopes. 1996a), possivelmente selecionadas pelo monocultivo continuado que, segundo
Johnson et a1, {1992), pode ser a causa da da diversidade e selegdo de
espécies menos eficientes. Portanto, a manutencdo de populagdes de fungos MA
diversificadas e ativas na rizosfera das plantas ¢ importante para a sustentabilidade da
agrossistema (Bethlenfalvay & Linderman. 1992) O manejo do solo e das culturas
parece ser a alternativa mais apropriada para manter ou aumentar a diversidade de

espécies. 0 niimero de esporos no solo e o potencial de indculo natural de fungos MA a

campo.



A eficiéncia dos fungos MA em aumentar o crescimento das plantas depende da
inter-relacdo entre os fatores eddficos, a planta hospedeira e o fungo (Hall, 1988).
Comequentemente, € necessario entender como os fungos MA e as plantas se
relacionam em condi¢Ges de campo e que fatores controlam suas populagées nos
agrossistemas (Abbott & Robson, 1982). Diversos estudas tém examinado os efeitos de
rotagdes de cultivos e pré-cultivos na colonizaciao micorrizica e na producdo de esporos
(Sieverding & Leihner, 1984; Dood et al., 1990; Johnson et &, 7992) mas, pouco se
conhece dos efeitos destas praticas sobre a comunidade de fungos micorrizicos em
cafeeiros a campo.

Em situacdes de campo. a de populagdes requer a identificacdo precisa
das espécies presentes e a quantificagdo da densidade de propdgulos e sua infectividade.
Até o bioensaios de varios tipos sdo a técnica mais comum utilizada para
multiplicar fungos MA isolados do solo e avaliar sua infectividade. Estes ensaios t&m a
vantagem de incluir todos os propagulos micorrizicos infectivos presentes no solo, mas
ddo informagoes limitadas sobre a composicdo das espécies ne solo. O isolamento de
esporos e sua multiplicacdo em planta hospedeira sdo o principal meio para se conhecer
as espécies presentes na rizosfera. Entretanto, através desta técnica ndo é possivel
determinar as espécies que estdo efetivamente colonizando as raizes. A inoculagio da
planta hospedeira com raizes colonizadas pode ser um procedimento eficaz, mas é urn
processa trabalhoso e demorado e de eficiencia ndo garantida.

Atualmente, os estudos de ecologia microbiana tém sido auxiliados pelo
desenvolvimento e adaptacdo de técnicas comumente utilizadas em estudos de biologia
molecular. Estas técnicas incluem o uso de anticorpos especificos, provas de DNA e
reagdes especificas da polimerase em cadeia (PCR) com primers especificos para
diferentes espécies, bam como perfil de lipideos e isoenzimas. Sen, 1992;
Simon et al.. 1992; Bentivenga & Morton 1994, Clapp et al.. 1995). Métodos baseados
no DNA podem ser suficientemente precisos para distinguir diferentes isolados da
mesma espécie. mas necessitam ainda de adaptacoes e estudos para serem
rotineiramente utilizados em trabalhos com micorrizas., Um método tapido e preciso

para a identificagdo de fungos MA presentes na rizosfera e nas raizes das plantas poderia



contribuir para a selecdo e o uso de técnicas de manejo do solo, plantas e fungos,
visando aumentar o efeito biofertilizante das NOS agroecossistemas.

Neste trabalho, utilizando-se de métodos tradicionais de trabalho in-vive no
campo e emn casa de vegetacio e métodos moleculares baseados na andlise de
fragmentos de DNA amplificados através da PCR, estudou-se ¢ efeito do cultivo
intercalar do cafeeiro com leguminosas de verdo para adubagdo verde, sobre a

ocorréncia de fungos MA e a micorrizagéio do cafeeiro.



2 REVISAO DE LITERATURA

Micorrizas arbusculares s3o associacdes simbidticas mutualistas formadas entre
os fungos da familia Endogonaceae, Zigomicotina (Morton & Benny, 1990) e raizes da
maioria das plantas superiores, caracterizando-se pela penetragfio do micélio fiingico
inter e intracelutarmente. sem causar modificagdes morfoldgicas nas raizes. Sdo de
ocorréncia generalizada, podendo-se afirmar que plantas nio possuem raizes, mas sim
micorrizas (Marx & Brian. 1975). Segunda Silveira (1992), os principais beneficios
desta simbiose para as plantas sdo a melhoria do estado nutricional da planta e melhor

e conservaciio dos nutrientes no sistema solo-planta; modificacdes fisioldgicas
e bioquimicas diversas como maior produgdo de substancias de crescimento, maios taxa
fotossintética atividade enzimdtica, etc; melhoria na adequabilidade das plantas ao
ecossistemna e na capacidade inicial de adaptagio de mudas transplantadas; redugdo nos
efeitos provocadas por estresses de natureza bidtica (pragas e doengas) ou abidtica
(déficit hidrico, nutricional ou térmico).

Os efeito dos FMA pasa as plantas sao ao desenvolvimento do micélio
no solo que estabelece pontes as raizes com as particulas de solo
circundantes. aumentando a ciclagem de nutrientes e sua aquisi¢io pelas plantas. As
hifas também produzem efeitos fisicos no solo, atuando sobre sua
(Bethlenfalvay, 2992).

Do ponto de vista pratico, os beneficios nutricionais s3o os de interesse imediato
e mais promissores. Plantas micorrizadas tém seus requerimentos nutricionais reduzidos
a metade ou até a 1/10 quando comparadas com aquelas ndo micorrizadas (Siqueira &
Franco. 1988). Estes efeitos s30 mais acentuados para nutrientes que possuem baixa
mobilidade no solo como P, Zn e Cu para a maioria das plantas e N para as leguminosas.

Neste caso. embora as nao possuam a habilidade de fixar N. atmosférico, elas



favorecem a nodulagdo e fixagio bioldgica do N, principalmente ern condi¢des sub-
6timas de P (Pacovsky, 1989). O favorecimento na absorcio de nutrientes pelas raizes
resulta principalmente do aumento da area de superficie das raizes micorrizadas, que
podem conter até 1,5m de hifa em cada cm de raiz colonizada. As hifas se espalham no
solo, e quando a difusdo ¢ limitante, podem representar aumentos de até I0 a 60 vezes
na superficie ¢ absor¢ao do nutriente, respectivamente. Deste modo, a utiliza¢dio dos
nutrientes da solu¢do do solo, mineralizado ou fornecido via serd aumentada
e o requerimento de fertilizantes reduzido na mesma proporgio (Silveira, 1992).

Os FMA tém uma significdncia chave nos sistemas solo-planta pois relacionam-
se a processos importantes para a sustentabilidade em solos disturbados ou dreas naturais
(Barea & Azcon-Aguillar, 1933). Bethlenfalvay & Linderman (1992) citam os FMA
como mediadores da troca de nutrientes no sistema solo-planta. Segundo estes autores, 0
micélio de FMA 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 rizosfera, sendo capazes de estabelecerem urna rede ligando os
diferentes componentes do sistema solo planta. Portanto, o manejo dos FMA pode ser

um caminho para se restabelecer a componente bioldgica do sistema solo-planta.

2.1 A micorrizagio e as populagdes de fungos MA nativas

Existem informacdes sobre a biologia basica e a ecologia dos FMA.
Enboraja em 1963 tenham sido citados como abundantes fungos de solo (Gerdemann &
Nicolson, 1963), seu ciclo de vida completo permanece pouco entendido. principalmente
pela dificuldade técnica de serem estudados. Estes fungos sfio simbiontes obrigatorios e
portanto ndo se multiplicam na auséncia de raizes vivas. Seu cultivo em meios artificiais
até hoje nio foi conseguido. Para crescer na raiz, no solo e se¢ reproduzia, os FMA
precisam estar em simbiose e receberem da planta os fotossintatos e fatores de
crescimento de que necessitam {Silveira, 1992).

Os esporos sdo estruturas de multiplicacdo e disseminacdo dos fungos e tém
grande capacidade de sobrevivéncia mesmo em condi¢des extremas de estresse (Abbott

& Robson, 1991). Apés prolongados periodos de estresse ou dispersao para urn novo



habitat, germinam no solo, emitindo uma ou mais hifas que, sob condigdes ambientais
adequadas. podem se expandir, se alongar e aderir ds raizes. Apos a adesdo, a hifa
penetra intercelularmente nas raizes, dando inicio a formando vesiculas
intra ou intercelularmente e arbisculos intracelularmente. A segiiéncia de eventos:
extensdo linear da hifa, desenvolvimento dos arbiisculos, senescéncia e formagio de
vesiculas sdo UM processo constante € diretamente ligado a taxa de crescimento das
raizes e ao estadio fisioldégico das plantas (Allen, 1992). A rede de hifas ou micélio se
expande dentro e fora das raifzes, mas seu desenvolvimento C regulado pela interagio
fungo-hospedeiro e pelo ambiente. Desequilibrios nesta relacdo, ocasionados por fatores
bidticos (doencas nas plantas, hiperparasitismo de FMA) ou abidticos (fertiliza¢éio ou
preparo de solo) podem afetar a colonizacao radicular, reduzindo-a e diminuindo o efeito
da micorrizagdo, ou aumentando-a e acentuando o dreno de fotossintatos que pode
limitar a produciio de biomassa pela planta (Siqueira & Franco, 1988).

Ao mesmo tempo que o fungo se estabelece e se desenvolve nas raizes, ele
produz extenso micélio que se ramifica e cresce através do solo, podendo
chegar a distancias médias de até 10 cm, embora valeres de 100cm (Sieverding, 1991) e
até metros (Varma, 1995) tenham sido relatados. Através do micélio externo, o contato
das raizes com o solo circundante é consideravelmente aumentado. e o volume de solo
explorado pelas raizes micorrizadas pode aumentar de § a 200 vezes, dependendo da
compatibilidade entre os simbiontes ¢ as condi¢des edaficas. A rede de hifas que os

formam na solo podem conectar diferentes plantas e transferir nutrientes entre
elas, permitindo assim que espécies pouco competitivas possam coexistir (Newman.
1988). Esta hipdtese levanta novos questionamentos sobre o papel dos FMA e sua
importincia na sustentabilidade dos ecoagrossistemas. As hifas externas e fragmentos de
raizes colonizadas podem atuar como propigulos de FMA e serem tdo
infectivos quanto os esporos (Ingleby et al., 1997). Segundo Tommerup & Abbott
(1981), fragmentos de hifas podem permanecer viaveis no solo por até seis meses,
inclusive em solos ressecados. Grandes variacdes na distribuicdo de hifas também
podem ocorrer devido aos fatores do solo (Abbott & Robson, 1985), o que geralmente é

atribuido a questdes adaptativas da espécie frente as condigdes edificas a que €



submetida (Abbott & 1984).A falta de informacdes sobre a micélio externo
geralmente ¢ atribuida a dificuldade de determinar a colonizacdo do solo (Graham et al.,
1982; Abbott et al., 1984) e os resultados encontrados sdo muitas vezes controvertidos,
devido aos diversos métodos empregados na sua avaliagdo (Graham et al, 1982;
Pacovsky & Bethlenfalvay, 1982).

Os esporos sao produzidos apos a radicular, dentro e/ou fora das
raizes, M regiio da rizosfera. O conhecimento sobre sua dindmica de formagado é
limitado. Estudos sugerem que sio principalmente distribuidos nas raizes proximas a
superficie do solo, onde ha maior concentragdo de desenvolvimento radicular, maios
concentragao de nutrientes libeis e também maios atividade de matéria orgénica (Abbott
& Robson, 1991; Ingleby et al., 1997). A esporulagfio no solo é extremamente variada,
dependendo da espécie fiingica e do ecoagrossistema.

A maior parte das estruturas de propagacdo fingica ocorre entre a profundidade
de 20cm e a superficie do solo, diminuindo com a profundidade {Abbott & Robson.
1991). Os esporos podem ser transportados para partes mais profundas do solo pela
agua., ou serem carregados por pequenos animais do solo (ex: artrépodes), porém, em
profundidades entre 50 a 60 cm, o mimero de esporos é pequeno (Sieverding, 1991).
Esta distribuicdo de propagulos (esporos e hifas) no perfil do solo relaciona-se
principalmente com o desenvolvimento do sistema radicular das plantas e com a
oxigena¢io do ambiente edafico, Em profundidades. a concentragdo radicular e
de oxigénio diminem, diminuindo a ocorréncia de micorrizagdo. Segundo Janos (1995),
isto € particularmente importante para solos argilosos tropicais. onde a micorrizacdo
tende a se desenvolver mais em superficie. A remogao ou perda da superficie do solo,
causada pelo cultivo excessivo ou pelo preparo inadequado. diminuem o inéculo do solo
por atuarem negativamente sobre os propagulos na superficie (Sieverding, 1991).
Cuenca & Lovera (1992) estudaram os efeitos da escavagdio e limpeza do solo para a
construgdo de estradas na Venezuela e observaram que dois anos apos a limpeza, os
sitios perturbados tinham E3 'esporosde FMA ern 100g de solo contra aproximadamente

200 esporos em 100g de solo. observados na 4rea ao lado. ndo perturbada. Os autores



concluiram que a retirada dos propagulos retardou o estabelecimento de plantas nativas
altamente dependentes da micorrizacio.

A retirada da cobertura vegetal e preparo do solo para plantio implica na
desagregac¢do do solo, exposicdo a luz solar e elevagio de temperatura na sua superficie.
Isto pode acarretar a fragmentacdo da rede de hifas e a exposi¢do de hifas e esporos.
Além disso, o preparo do solo ocasiona mudancas profundas no sistema eddfico, tais
como mudangas no contelido de matéria orgénica, estrutura do solo, aera¢io, porosidade
e percolacio de Agua, que indiretamente atuam sobre as (Janos, 1995).
Entretanto, devido aoc grande numero de relagdes envolvidas, é dificil precisar o exato
impacto destes fatores sobre o potencial de indeculo do solo. principalmente ern situagdes
de campo. Por exemplo, Sieverding (1991) sugere que o corte e as queimadas na
agricultura t€m poucos efeitos negativos sobre os propagulos de porque as altas
temperaturas que atingem a superficie do solo ndo sio suficientes para inviabilka-los.
Janos (1995) cita que a fertilizagdo do solo pelas cinzas das queimadas pode aumentar a
disponibilidade de nutrientes, o que atua negativamente sobre a colonizagao das espécies
facultativas e reduz o indéculo do solo.

Os FMA ndo apresentam especificidade de hospedeiro (Mosse, 1975), entretanto
a resposta do hospedeiro difere com a espécie fiingica (Siqueira et al.. 1986) e corn
isolados geograficos dentro da espécie (Bethlenfalvay et al., 1989). O sistema radicular
pode ser colonizado simultaneamente por mais de urna espécie fiingica e 0 sucesso na
ocupacdo depende da relagdo fungo-hospedeiro. Alguns FMA sfo mais agressivos em
colonizar determinadas plantas. mas nem sempre sio os melhores mutualistas quando
comparados corn fungos menos efetivos (Hetrick & Wilson, 1991).

Sinais quimicos trocados entre planta e fungo podem atuar coma um gatitho para
o reconhecimento & para iniciar a colonizagao das raizes pelas hifas (Piché et al., 1994).
Flavondides e outros compostos fenélicos podem estar envolvidos na comunicagdo
fungo-hospedeiro (Giovannetti et al, 7993 e 1996). Giovannetti et al. (1994)
demonstraram que a3 hifas de Glomus mosseae foram capazes de discriminar seus
hospedeiros dentre todas as outras espécies de plantas ndo hospedeiras ou hospedeiras de

outros tipos de fungos. através do processo de reconhecimento dirigido pela percepgéo



dos sinais quimicos derivados somente dos hospedeiros de FMA, Segundo Graham &
Lissenstat (1994), devido & falta de especificidade, os genes para a compatibilidade
presumivelmente sdo homdlogos entre os gendtipos da planta e da fungo, estando
envolvidos na reconhecimento planta-fungo, infecgdo fiingica e rea¢do da planta e,
principalmente, na morfologia e na fungio da associagdo micorrizica para a troca de
carboidratos.

McGonigle & Fitter (1990) coletaram mostras de raizes de arbustos e gramineas
que cresceram misturados, aam 0 objetivo de distinguir a de Glomus tenve
dos outros fungos MA indigenas e observaram que, a graminea lanatus foi
predominanterrente colonizada por G.fenue, enquanto que outras trés especies de plantas
foram colonizadas principalmente por outras espécies de FMA, que nio G.tenue. Os
autores concluiram que os FMA no campo podem exibir certo grau de especificidade
ecologica e que ndo existe especificidade absoluta entre as espécies de FMA e a planta
hospedeira. Trufem (1990) e Trufem et al. (1994) investigaram a ocorréncia de FMA na
rizosfera de varias plantas em matas nativas e no litoral arenoso do Parque Estadual da
Ilha do Cardoso, SP. e observaram preferéncias acentuadas entre os fungos MA e
determinados hospedeiros, sugerindo também especificidade ecologica. McGonigle &
Fitter ( 1990) mostram resultados semelhantes e observam que, ern situagdes de campo. o
hospedeiro pode ser colonizado preferencialmente por um ou mais FMA.

Sieveding (1991) observou alta freqiiéncia de ocorréncia de Sclerocystis
coremioides em Desmodium sp. ¢ cita que este FMA somente se reproduz em
Desmodium. O mesmo autor também cita que urna espécie de Glomus ndo identificada
somente se multiplica no hospedeiro do qual foi isolado, mas ndo ern leguminosas
originarias do mesmo local, Segundo Sieverding (1991), a associa¢fio preferencial
ocurre quando a planta e/ou as condigdes do ambiente sdo étimas para uma ou poucas
espécies da comunidade de fungos, que serdo beneficiados com o aumento na
capacidade competitiva da associa¢do, conduzindo a mudangas na composicdo
quantitativa da comunidade dos FMA. As espécies de FMA associadas
preferencialmente, adquirem mais fotoassimilados do hospedeiro do que as

aumentando sua domindncia no solo. Sanders et al. (1995) sugeriram que a colonizagfo
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do hospedeiro por uma espécie de FMA que se desenvolve rapidamente no interior da
raiz e posteriormente explora grande volume de solo para absorgio de P disponivel. serd
benéfica para a planta e, portanto, podera ser preferencialmente selecionada pelo
hospedeiro. No entanto, Abbott & Gazey (1994) alertam para o fato de que a abundancia
de esporos de um certo FMA no solo pode ndo indicar a quantidade de raizes
colonizadas por este fungo.

A substitui¢io da vegetacdo nativa por plantas de interesse agrondémico pode
exercer pressao seletiva nas popula¢des de FMA (Read, 1991). Johnson et al.
observaram pressao de sele¢io de monoculturas de milho e soja sobre populacdes de
FMA Segundo os autores, a mudanga na populagio pode ser devido a preferéncia
seletiva destas plantas por alguns membros da comunidade de FMA. Estes autores
demonstraram também que as espécies que predominaram nestas culturas foram
negativamente relacionadas corn a produgao. Johnson & Pfleger (1992) afirmaram que
ndo existe motivo para esperar que, dentro de um sistema, espécies dominantes de FMA
sejam 0s mutualistas mais benéficos, porque a monocultura pode selecionar espécies de
FMA que sdo mutualistas menos eficientes e estes fungos podem estar envolvidos no
declinio da produgdo. Sieverding (1991) sugeriu que os fungos nio eficientes s3o
capazes de drenar carboidratos do hospedeiro em quantidade suficiente para aumentar o
mimero de propagulos no salo.

Johnson et al, (1992) acreditam que pode existir entre os simbiontes um
mecanismo de resposta positiva ou negativa, que influencia a estrutura da comunidade
de plantas e dos FMA. Este mecanismo sera positivo e estabilizard a comunidade de
plantas, se as espécies de FMA que proliferarem no interior do hospedeiro forem
mutualistas benéficos. O mecanismo sera negativo e desestabilizard a comunidade de
plantas se ocorrer a proliferacio de fungos que apresentam comportamento parasita.
Como conseqiiéncia, espécies de FMA ineficientes podem aumentar em abundancia.
sendo desfavoravel para as plantas hospedeiras ( Johnson et al., 1992). A ineficiéncia é
resultado do custo de C para o hospedeiro colonizado que excede o beneficio obtido com

a colonizag¢do. Assim, os efeitos da associa¢dio serdo negativos (Cooperbrand et al.,
1994; Janos. 1995).



O desenvolvimento das hifas nas raizes dos hospedeiros e a disponibilidade dos
acucares soluveis no seu exsudato significam um mecanismo para o controle das
populacdes de FMA (Schwab et al,, 1984). Foi sugerido por Johnson et al. (1992b) que
este mecanismo pode envolver adaptagdes das plantas para exercerem controle sobre as
populagoes de FMA e que podem selecionar os melhores mutualistas. Por outro lado,
plantas e fungos podem estar engajados em urna corrida evolutiva: quando a fertilidade
do solo for alta, as plantas podem alocar menos carbono para os exsudatos da raiz e
talvez selecionar FMA que requeiram menos carboidratos.

Os FMA podem ser favorecidos na selecio pelo hospedeiro se possuirem
capacidade pasa rapidamente as plantas, induzindo grandes e positivas
respostas de crescimento e reprodug¢iio (Sanders et al., 1995). Por outro lado, plantas
hospedeiras podem desenvolver mecanismos de resisténcia para excluir colonizagées por
espécies de FMA nido eficientes, que causem significativos custos para 0 hospedeiro.

A formagio da associagfio micorrizica e seu beneficio é muito variavel entre as
espécies de planta porque elas exibem diferentes graus de dependéncia micorrizica.
Segundo Gerdemann (1975), dependéncia micorrizica € o grau de dependéncia da planta
ao fungo para um desenvolvimento normal, a um determinado nivel de fertilidade do
solo. Dentro deste conceito. segunda Siqueira & Franco (1988) as plantas podem ser
agrupadas em [) micotréficas obrigatérias: quando dependem da simbiose para absor¢io
de nutrientes do solo e sobrevivéncia. exibindo altas taxas de colonizago, sendo
beneficiadas pela simbiose independentemente da concentracio de P disponivel no solo;
2) micotréficas facultativas: quando podem crescer na auséncia do simbionte, sendo que
apresentam baixas taxas de coloniza¢do radicular e somente se beneficiam da simbiose
ern solo com baixa concentra¢io de P; 3) nio micotréficas: quando ndo dependem e ndo
se beneficiam da e, geralmente, ndo apresentam colonizag#o.

As espécies micotréficas obrigatdrias ndo podem sobreviver e atingir a
maturidade reprodutiva na auséncia de micorrizas, no mesmo nivel de fertilidade
encontrado em seu habitat natural. Estas espécies somente crescem sem micorrizas
quando intensamente fertilizadas. Segundo Janos (1995), algumas bores tropicais sio

incapazes de crescerem sem micorrizas sob qualquer regime mineral. Plantas



micotréficas facultativas podem atingir a maturidade reprodutiva na auséncia dos FMA
em solos férteis. mas por outro lado podem apresentar abundante colonizagio em solos
de baixa fertilidade (Janos, 1980}.

No solo, as plantas podem ser funcionalmente interconectadas através de micélio
de fungos MA (Newman, 1988; Sanders et al., 1995). Segundo o mesmo autor, estas
conexdes servem para exportar fotoassimilados entre as espécies, seduzindo situa¢des
desfavoraveis ao desenvolvimento, possibilitando sua coexisténcia e maior diversidade
floristica. Segundo Miller {1987), a intensidade de ocorréncia destas conexdes entre
plantas no campo deve ser muito freqiiente, visto que, em algumas espécies de plantas,
mais de 80 cm de hifas do fungo por centimetro de raiz infectada foi observado. A
conexao entre plantas via hifas dos FMA, a niveis intra e interespecificos, sugere que o
entendimento dos efeitos entre plantas vizinhas abaixo do solo pode ser necessario para
explicar efeitos que ocorrem acima.

Atualmente s3o conhecidas aproximadamente 150 espécies de FMA, distribuidas
em seis géneros que sdo: Acaulospora, Entrophospora, Gigaspora, Glomus, Sclerocystis
e Scutellospora (Morton & Beny, 1990). As populagdes de FMA nativas variam na

de especies, porque sua ocorréncia é determinada pela vegetacdo e pelo
ambiente (Johnsonet al.. 1992). A diversidade bioldgica das populag¢des nativas de FMA
em ecossistemas ndo alterados varia em torno de aproximadamente 25 espécies. Em
agrossistemas a diversidade diminui. variando de 5 a 15 espécies (Sieverding, 1991). A
menor diversidade observada quando sistemas naturais sdo cultivados é afribuida a
diminuicdo na diversidade de plantas (Siqueira et al., 1989; Sieverding, 1991).
Ecossistemas naturais mantém uma vegetagdo variada que diminui muito em
agrossistemas intensivamente manejados. Monoculturas, por exemplo. mantém apenas
uma espécie vegetal por drea, com eventuais invasoras ndo controladas, apresentando
mcnor diversidade de FMA.

Os FMA também apresentam padrées de ocorréncia diferenciados. Segundo
Trufem & (1985). existem espécies que ocorrem na maioria dos hospedeiros
durante todo o ano; outras que ocorrem em grande densidade no solo mas sdo restritas a

certos hospedeiros e épocas do ano; espécies de baixa densidade populacional mas sem



restricdes de hospedeiros ou épocas do ano e ainda espécies com baixa densidade
populacional e hospedeiros restritos. além de ocorréncia restrita a algumas épocas do
ano.

As populagfes nativas, de uma maneira geral, refletem as grandes variagdes na
ocorréncia, efetividade e agressividade que caracterizam cada uMm dos FMA que as
compdem e portanto apresentam variagdes na sua eficiéncia simbiética (Paula et al.,
1988). Devido a essas varia¢des, em situagdes de campo, é desejavel a manuten¢do ou
obtencio de uma populacio de FMA diversificada, para que se aumentem as chances de
que combinacdes eficientes entre fungo e hospedeiro possam ocorrer naquele ambiente.
Entretanto, simplesmente a grande diversidade de espécies nfio garante a eficiéncia dos
FMA. Sieverding, (1991) observa que menor diversidade pode resultar ern eficiéncia
simbidtica maior, desde que as especies sejam mutualistas eficientes e tenham elevada
capacidade competitiva na rizosfera.

No estudo do manejo das populacdes de FMA nativas, a caracterizacdo das
espécies e sua dinimica de ocorréncia sdo tdo importantes quanto a determinacio do
potencial de indculo e a colonizagdo radicular, para o entendimento de seu
comportamento no solo e a determinag¢do da sua eficiencia simbidtica (Bethlenfalvay &
Linderman. 1992).

A identificacdo dos FMA dentro do tecido do hospedeiro € extremamente
importante para estudos ecoldgicos e de determinagdo de eficiencia simbiética de fungos
ern comunidade, entretanto, é dificil e nenhum método de identificagio morfoldgica foi
satisfatoriamente desenvolvido (Miller et al.. 7994). Segundo Abbott & Gazey (1994), a
morfologia dos FMA dentro da raiz pode sofrer mudangas dependendo do hospedeiro,
da idade das raizes. da disponibilidade de P e do habitat. o que dificulta ainda mais a
identificagdo, baseando-se na morfologia das hifas e estruturas produzidas (células
auxiliares. vesiculas, etc). Por isso, o desenvolvimento ou adapta¢dio de métodos
baseados no DNA podem contribuir para a identificagfio de fungos MA internamente as
raizes.

A maneira mais freqiiente de se estudarem as populacdes de FMA tern sido a

determina¢fio quantitativa (contagem direta) e qualitativa (identificacdo) dos esporos
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extraidos do solo. Os métodos para determinagdes quantitativas foram recentemente
compilados por Colozzi Filho & Balota (71994). Entretanto. o potencial de inéculo
natural que é a capacidade dos FMA nativos infectarem e colonizarem as raizes, nem
sempre é explicado pelo numero total de esporos no solo, devido principalmente a outras
fontes de indculo como micélio filngico e fragmentos de raizes colonizadas (Abbott &
Robson. 1991). A presenca e/ou abundancia de determinados esporos de FMA no solo
sdo indicativos de que esta espécie 6 ativano sistema, capaz de colonizar e se multiplicar
nas raizes da planta hospedeira, entretanto, para uma avaliacgio mais precisa da
infectividade e eficiéncia da de FMA nativa, é considerar outros
pardmetros além de esporulagio no selo e colonizagdo radicular. tais como o
comprimento de hifas no solo e o potencial infectivo avaliado através de bio-ensaios
(Sieverding, 1991).

Portanto, a presenca de cada espécie nas populacdes de FMA nativos € resultado
de suas interagdes com o soto, com a planta hospedeira, corn outros FMA e a biota em
geral e pode influir no potencial de infectividade natural do solo, na colonizagdo
radicular e na eficiéncia simbidtica. No estudo do manejo das populagoes de FMA
natives os fatores de solo, planta e fungo, componentes do sistema micorrizico, precisam

ser considerados.

2.2 no cafeeiro

As micorrizas sdo de ocorréncia generalizada no cafeeiro, sendo observadas
naturalmente desde a producdo de mudas em viveiros 1978), até em plantas
adultas no campo (Lopes et al., 1983a). A simbiose micorrizica é particularmente
importante para o cafeeiro porque estas plantas apresentam elevada dependéncia a
micorrizacdo na fase de mudas (Siqueira & Colozzi Filho, 1986) ¢ no campo. a
manuteng¢do de uma populagdo de fungos MA diversificada pode eliminar os efeitos
negativos do monocultivo sobre a selecdo de espécies (Johnson et al, 1992), que
normalmente selecionam espécies mas adaptadas ao meio mas geralmente menos
eficientes ern promover os beneficios da No campo, as espécies de FMA

eficientes ndo sdo de ocorréncia comum possivelmente por ndo se adaptarem &s



condigdes edafoclimdticas (Lopes et al., 1983a). Entretanto, em cultivos de cafeeiro €
naturalmente encontrada grande diversidade de espécies (Oliveira et al., 1990). Segundo
Saggin Jinior & Siqueira (1996}, na rizosfera do cafeeiro ja foram identificadas 45
espécies de Glomales, sendo 12 de Acaulospora, 17 de Glomus, 6 de Scutellospora, 4 de
Gigaspora, 4 de Sclerocystis e duas de Entrophospora. Entretanto, a frequéncia de
ocorréncia € maior para especies do género Acaulospora, seguido de Glomus. Segundo
os autores, a menor freqiiéncia de foi observada para espécies do género
Gigaspora Fernandes (1987) cita A.scrobiculata, A.morrowiae e A.mellea como as
espécies dominantes em cafeciros do Sul de Minas Gerais, com indice de ocorréncia
maior de 50%. Neste mesmo estudo os autores rclatam a ocorréncia de baixa densidade
relativa de esporos de Gi.margarita e nas populacoes de fungos nativos.
Estas espécies, principalmente Gi.margarita, tem sido citadas como eficientes emn
aumentar o crescimento de mudas de cafeeiro (Colozzi Filho et al. 1985; Antunes et al,,
1988). Balota & Lopes (1996a), estudando a persisténcia de Gi.margarita no solo apos
seis anos da inoculagdo e plantio das mudas inoculadas, que esta espécie
ainda se encontrava presente na area e influenciava a composicdo da populacido de
fungos nativos. Sequndo o autor, a competigdo por fotossintatos ou mesmo por espago
na raiz influencia a composi¢iio da comunidde de fungos nativos no solo. disso,
espécies menos sensiveis a fatores edaficos supressivos, como acidez, metais toxicos e
hiperparasitas sdo favorecidas e podem predominar na rizosfera. Segundo Saggin Junior
& Siqueira (1996), é dificil correlacionar caracteristicas gerais de solo com ocorréncia
de espécies, niamero de esporos e colonizagio micorrizica. Entretanto, os autores citam a
existéncia de tendéncias como o favorecimento sobre a ocorréncia de A.morrowiae e
E.colombiana e o efeito negativo sobre A.scrobiculata causado pela eleva¢dio na. matéria
orginica do solo. Em relagiio ao pH, os autores citam maior ocorréncia de A.morrowiae,
A.mellea e E.colombiana em pH baixo e A.scrobiculata e G.etunicatum em pH mais
elevado.

A esporula¢iio no solo também € bastante variada e depende do fungo, da planta.

de fatores de solo e da sazonalidade. Balota & Lopes (1996a), estudando a
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ern cafeeiros adultos em Sdo Paulo, observaram efeito significativo positivo da adubagio
fosfatada com fosfato natural sobre a esporulaciio dos fungos nativos no solo. Os autores
atribuem este efeito ao methor aproveitamento do fosfato natural pelo fungo para a
producio de esporos. Neste mesmo estudo observou-se esporulagiio crescente a partir de

atingindo 0 maximo ern outubro, sendo este efeito associado a variagcdes na
temperatura e precipitagdo pluvial (Balota & Lopes. 1996b). Além de fatores de solo e
planta, a esporulagdo no solo pode ser afetada negativamente pela presenca de
predadores de esporos que crescem na rizosfera (Ross & Daniel, 1982) mas ndo existem
dados observados especificamenteno cafeeiro a campo.

Em cafeeiros adultos, em condigdes de campo. a colonizagdio micorrizica
apresenta valores bastante variados. Nos diversos trabalhos que citam dados de
colonizagdo a campo podem ser observados valores que variam de 4%, conforme Lopes
et al. (1983a) a até valores proximos de 80%, conforme relatado por Oliveira (1988). E
evidente que urna das causas de variagdes td0 grandes é inerente as condigdes de
obten¢do dos dados, que sdo diferentes. Entretanto, até no mesmo experimento, Saggin
Janior & Siqueira (1996) citam que em situa¢des de campo € dificil correlacionar fatores
edaficos com colonizacdo radicular porque existe um grande numero de complexas
interagdes envolvidas. Entretanto. algumas tendéncias sdo observadas como, por
exemplo, aquelas citadas por Fernandes & Siqueira, (1989) que relatam que a adubaggo
fosfatada do cafeeiro pode causar uma redugfio na colonizagdo a campo ou exercer
nenhuma dependendo da quantidade de P utilizada, freqiiéncia de aplicagdo e
nivel original de P no solo. Calagem, idade da lavoura, variacdo sazonal e local também
influenciam a Segundo Siqueira et al. (1990) a calagem favorece a

por eliminar fatores fungistiticos que atuam sobre a germinagdo de esporos
no solo, além de atuar sobre a composi¢do das populacdes de fungos MA. Segundo
Saggin Janior & Siqueira (1996) a idade da lavoura pode afetar positiva ou
negativamente a colonizagdo radicular, estando este efeito associado 4 sustentabilidade
da lavoura. Os autores comentam dados de colonizag¢dao observados em lavouras adultas

na Coldombia e em Sdo Paulo. Na Colombia. o cafeeiro adulto apresentou



maior, podendo tal fato estar relacionado ao sombreamento das lavouras. Este manejo
estaria favorecendo a das plantas por fungos MA e promovendo maior
sustentabilidade do agrossistema cafeeiro em relacdo ao cultivo convencional praticado
em S3o Paulo.

As relagGes da colonizacdo micorrizica a campo com as caracteristicas edificas
sdo de dificil interpretacdo, mas a comparagiio de dados de diversos experimentos de
campo mostra que ela esta mais relacionada as diferengas na composigio de espécies e
na quantidade de fungos nativos do que nas caracteristicas de solo (Saggin Nintor &
Siqueira, 1996). Portanto, 0 entendimento destas relagdes a campo depende de estudos
especificos que envolvam o conhecimento das espécies nativas, sua freqliéncia de
ocorréncia e principalmente suas relages com o hospedeiro, dentro do préprio ambiente

natural de cultivo € 0 manejo praticado na condu¢ic da lavoura.

2.3 As praticas de cultivo ¢ a micorriza¢io

As praticas de cultivo. além dos efeitos diretos sobre o solo, podem também
alterar as populacdes microbianas e também os fungos micorrizicos. Harinikumar &
Bagyaraj (1988) observaram redugdo de 40% no nimero de propiagulos de FMA ermn
solos que uma estagdo sem cultivo e mostraram que a mostarda, espécie nio
micotréfica. reduziu significativamente o potencial de indculo do solo. Os autores
sugeriram que a reconstitui¢co do potencial de indculo para os niveis da cultura anterior
a mostarda demoraria pelo menos dois cultivos. utilizando hospedeiros micotréficos.

Os beneficios da rotagdo para a produtividade das sdo reconhecidos e
t&m sido bastante estudados. Entretanto, as razdes exatas para os aumentos de produciio
ndo tém sido estabelecidas. Respostas variaveis para fertilizagio indicam que fatores
ainda ndo determinados atuam no sistema. Micorrizas podem ser parte destes fatores e
estarem envolvidas nos efeitos das rotagdes sobre a produtividade das culturas.

Em sistemas agricolas sustentaveis. a escolha do sistema de rotagio e das
culturas a serem rotacionadas deve considerar seus efeitos sobre as populagdes de FMA
nativas. com o objetivo de manejd-las obtendo assim maiores efeitos da

(Bethlenfalvay & Linderman, 1992). Rotagdes de culturas influenciam as populagdes de



FMA nativas ¢ a infectividade natural do solo (Johnson et &, 1992). Por exemplo, 0 uso
em rotagdo de espécies vegetais nio micorrizicas pode diminuir a infectividade do solo e
atuar negativamente sobre a micorrizacdo dos cultivos seguintes (Black & Tinker, 1979).
Periodos prolongados de pousio também podem diminuir a infectividade natural do solo.
O cultivo de urna espécie nfio micorrizica, seguido de longo periodo de pousio, pode
diminuir dristicamente o potencial infectivo natural do solo (Thompson, 1987).
Portanto, a estratégia de escolha do tipo de rotagcdo deve também ser direcionada para o
manejo das populacdes de FMA nativos, considerando sempre a possibilidade de
aumentar ou no minimo manter a diversidade de FMA no agrossistema.

Efeitos estimulatérios de rotagdes no aumento da ou produgdo de
esporos tern sido relatados ern diversas seqiiéncias de cultivos. Por exemplo, Sieverding
(1991) observou maior colonizacdo de mandioca (Manihot esculenta) quando cultivada
ern rotagdo com amendoim cavalo (Arachis hypogeae) do que quando em monocultura.
Baltruschat & Dehne (1989) mostraram que o potencial de inéculo de FMA em solo sob
quatro anos de rotagiio foi consideravelmente aumentado se comparado com o do solo
sob monocultura de milho. O efeito estimulatdrio de gramineas sobre a esporulagio de
alguns FMA tem sido relacionado a seu agressivo sistema radicular, entretanto, relagées
mais aprofundadas sobre a natureza deste estimulo e a composi¢do da populacfio de
FMA estimulada tém sido pouco estudadas. Neste mesmo trabalho, observou-se menor
diversidade de especies de FMA nas rotagdes em que se cultivou milho.

Os cultivos podem seclecionar espécies de FMA e modificar a composicio de
suas populagdes nativas (Trufem & Bononi, 1985: Johnson et al., 1992). A alternincia
no cultivo de espécies vegetais diferentes pode ser importante para a manutengdo do
equilibrio biologico do solo, evitando. assim. a sele¢io de espécies microbianas
promovida pelo monocultivo, ou cultivo sucessivo de plantas da mesma espécie.

Diversos trabalhos mostram que rotagdes de culturas atuam positivamente ndo
somente sobre a através do aumento no potencial de natural do
solo. mas também sobre a diversidade de espécies de FMA (Johnson et al.. 1991;
Gomes-da-Costa, 1993). Gomes-da-Costa (1993}, estudando soja e milho cultivados em

monoculturas ou observou mudangas quantitativas e qualitativas na comunidade
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de FMA relacionadas as plantas hospedeiras, aos sistemas de cultivo e a ocorréncia de
associacles preferenciais. O maior nimero de esporos no solo foi observado em
monocultura de milho em todas as épocas avaliadas. Scutellospora coralloides, S.
calospora e S. heterogama foram observadas apenas na rizosfera de milho em
monocultura, sendo eliminadas do solo quando a soja foi cultivada em rotagio.
Gigaspora ramisporophora, posteriormente reconfirmada como (Gigaspora margarita
(Gomes-da-Costa, comunicagdo pessoal), mostrou preferencia pela soja cultivada em
monocultura longula ndo apresentou especificidade de hospedeiro, nio
senda afetada pelo manejo. Entretanto, 4. melflea multiplicou-se melhor em culturas de
soja e a rotagdo permitiu sua melhor multiplicagdo em milho. num claro efeito da cultura
antecessora. Portanto, estes dados mostram a complexidade e a importincia das
associagdes preferenciais entre FMA e seu hospedeiro e como o manejo pode influir na
sua ocorréncia. Estudos de et al. (1992) mostraram que as monoculturas, além
de modificar a populacdo de FMA nativos, podem selecionar fungos que nio siic bons
mutualistas, diminuindo a eficiéncia das popula¢Ges nativas. Este efeito pode ser
minimizado pela rotagdo de culturas. A mudanca na composi¢do das populagdes de
FMA nativas e na sua eficiéncia, ocasionada pelo cultivo contimuo, pode estar
relacionada corn o declinio na producdo de monoculturas, sugerido por
Schenck & Siqueira (1987) e mais tarde por Johnson et al. (1992).

O cultivo intercalar ¢ uma pratica de manejo que pode alterar as
populacoes de fungos MA nativos. Por cultivo intercalar entende-se o cultivo de uma
espécie vegetal secunddria, realizado simultaneamente entre a cultura principal, com
objetivos de cobertura do solo, controle de pragas ou mesmo adubagfio verde. Pode ser
orientado (nas entrelinhas de plantio para culturas anuais ou perenes) ou disperso, ne
caso de pastagens.

O estabelecimento das culturas secundarias provoca modificagdes no ambiente
de cultivo e no solo, sendo capazes de alterar o crescimento das plantas e a
produtividade das culturas (Johnson & Pfleger .1992). As modificagdes no solo podem
ser alteracoes quimicas (variagdes de pH e disponibilidade de nutrientes) promovidas

pelo maior aporte de matéria organica e pela exsudagdo radicular, modifica¢des na
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concentragdo de CO, e na capacidade de retengdo de dgua do solo promovidas pela
penetracdo das rakes e modificagdes na comunidade microbiana, tais como proliferagéo
de bactérias fixadoras de N, e alteragdes no potencial de indculo natural e nas
populagdes de FMA nativas (Hungria et al., 1994).

O cultivo intercalar de leguminosas entre culturas perenes para fins de adubagio
verde ¢ bastante utilizado, devido a4 capacidade destas plantas de se associarem corn
bactérias e fixarem nitrogénio bioldogicamente. A eficiencia da fixacao biolégica de
nitrogénio nas leguminosas esta associada a disponibilidade de P no solo e a absor¢do de
P pelas plantas relacionadas & micorrizagido. A maioriadas leguminosas é por
FMA e por isso desenvolve-se bem e nodula em solos com baixos teores de P '(Cardoso,
1985; Herrera et &l, 1984). Portanto, as leguminosas sio hospedeiros efetivos de FMA e
podem atuar sobre sua diversidade e potencial de indcule natural no solo.

Johnson & Pfleger (1992) aumentaram a densidade de FMA e o crescimento de
mudas de drvores para produgdo de madeira cultivando milheto (Pennisetum
americanum) e sorgo bicolor) nas entrelinhas. (1988) aumentou o
status micorrizico ¢ diminuiu a incidéncia de podriddo radicular em coqueiros, através
do cultivo intercalar multiplo de Pueraria phaseoloides, Mimosa invisa e Calopogonium
muconoides na area. Existe ainda a possibilidade de que o cultivo intercalar promova a
conec¢dio de plantas via micélio extrarradicular de fungos MA, estabelecendo um fluxo
de nutrientes entre as plantas (Graves et al,, 1997). Este fluxo é de particular interesse
nas associacdes de cultivos que envolvem leguminosas porque podem fornecer N fixado
biolégicamente para ndo leguminosas. Entretanto, esta possibilidade precisa ser
analisada com cuidado, porque o fluxo de nutrientes entre plantas via micélio de FMA
tem sido citado como insuficiente para afetar o crescimento de plantas 1988).
Do mesmo modo que pode aumentar 0 potencial de indculo natural e a diversidade de
FMA, o cultivo intercalar com plantas ndo micorrizicas pode diminui-lo. Baltruschat &
Dehne (1989) observaram reducéo no potencial de indculo natural de solo apds o cultivo

intercalar de cevada (Hordeum sativiemt) com colza (Brassica napus), uma planta ndo

micorrizica.
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Apesar de aumentos no potencial de natural, respostas na produgio de

urna ou outra das plantas associadas ern plantio intercalar provavelmente dependa da
composi¢io da comunide de FMA nativos e da presenca de pelo menos urna espécie de
FMA dominante, efetiva e eficiente para uma ou ambas as plantas associadas.
Os FMA ndo apresentam especificidade nas relagdes fungo-hospedeiro, sendo que uma
unica espécie de fungo pode colonizar ¢ se multiplicar em vérios hospedeiros (Mosse,
1975). Atrdves de um cultivo anterior cam planta altamente micorrizica, é possivel
aumentar a diversidade de espécies de FMA e o potencial de indculo natural da solo,
antes da cultura definitiva ser instalada. Esta técnica de manejo possibilita a recupera¢do
de dreas degradadas ou submetidas a longos periodos de monocultivo que resultaram em
diminui¢fio na diversidade e na atividade dos FMA e das populacdes microbianas em
geral et al., 1990a).

Existem poucos relatas na literatura que demonstram este efeito em condi¢des de

Dodd et at (1990 a e b), trabalhando corn savanas nativas nunca cultivadas,
observaram que o pré-cultiva com mandioca, kudzu ou sorgo
significativamente a infecgdo micorrizica e a producfio de feijdo e estilosantes
(Stylosanthes capitata). A inoculagdo prévia do solo, realizada antes do pré-cultivo,
também teve efeito positivo sobre o crescimento das plantas cultivadas em pré-cultivo
(Dodd et al., 1990a). Souza et al. (1994) também observaram aumento da numero de
propagulos infectivos de fungos nativos em solo cultivado com sorgo. Leguminosas
como feljdo de porco, mucuna preta e guandi também aumentaram o niimero de esporos
no solo, mas ndo o suficiente pasa se observarem diferencas estatisticas da testemunha
Espindola et al. (1994) relatam que, embora néo tenha sido observada maior esporulagio
no solo apos o cultivo de mucuna preta e crotalaria. estas plantas apresentaram o maior
indice de colonizagdo radicular e promoveram o aumento na taxa de colonizagio da
batata doce. cultivada na seqiiéncia. A produgio de também foi aumentada
com o pré-cultivo da mucuna, quando comparada a vegetacao expontinea e a auséncia
de vegetagio. Gomes-da-Costa & Oliveira, (1996) também observaram maior peso de
matéria seca de raizes e parte aérea de soja, cultivada em solos submetidos a deis ciclos

de revegetaciio corn gramineas nativas. O manejo empregado (dois ciclos de revegetagio
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pos 90 dias e corte) aumentou o potencial de inéculo de FMA do solo, e as espécies
utilizadas no manejo (mucuna preta e gramineas nativas) atuaram de forma diferenciada
sobre as populacdes de

Estes resultados evidenciam a importancia do manejo sobre a micorrizacio e
indicam que o cultivo de plantas altamente micotréficas em dreas degradadas ou solos
corn baixo potencial de producdo pode facilitar sua integracio no processo produtivo,
através da aumento no potencial de natural de FMA do solo e na diversidade de

especies, contribuindo para a sustentabilidade dos agrossistemas.

2.4 Técnicas moleculares e a identificagdao dos fungos MA

Ern situagGes de campo, avaliagdes da populagdes requerem a identificagfo
acurada de espécies e a quantificagdo de densidades de propdgulos e infectividade, Até o
presente. bioensaios de varios tipos sdo usados para avaliar a infectividade do solo. Estes
bioensaios tém a vantagem de incluir todos os propagulos do solo, mas dao somente uma
limitada informag&o sobre a composigdo das espécies. O isolamento de esporos através
de plantas hospedeiras ern vasos de cultivo € o principal meio para determinar as
espécies presentes. mas este método ndo mostra as espécies que estdo realmente ativas,
colonizando as plantas. Agora, estas limitacdes estio sendo eliminadas por novos
métodos que estdo sendo desenvolvidos. Estes métodos incluem anticorpos especificos.
provas de DNA e PCR (Polimerase chain reaction) usando primers especificos, que
podem auxiliar na identificacfio de espécies no solo a partir de um tnico esporo ou
mesmo permitir sua identificacdo internamente nas raizes.

A caracterizacdo genética dos organismos requer a presenca de marcadores
moleculares precisos ¢ facilmente detectdveis. Os marcadores morfoldgicos, apesar de
serem tteis ern estudos de laboratdrio. sdo raros e pouco observados em populagdes
naturais de fungos, apresentando limitado mimero de alelos e possuindo freqiientes
efeitos fenotipicos adversos. Nesse sentido. marcadores bioquimicos e moleculares tém

sido desenvolvidos para auxiliar a caracterizacdo e os estudos de fisiologia e ecologia de
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As isoenzimas sdo variantes de enzimas especificas, atuam como marcadores
codominantes. Entretanto. apresentam algumas desvantagens coma a produgdo de
poucas bandas por enzima e a influéncia da idade e do tipo de micélio utilizado na
analise (Michelmore & Humbert,1987).

Entre os marcadores moleculares mais utilizados estdo o RFLP (polimorfismo de
tamanho nos fragmentos de restricio), mtDNA (DNA mitocondrial), rDNA (DNA
ribossomal), PCR (reagdo em cadeia da polimerase), o RAPD (polimorfismo pela
amplificagdo aleatoria do DNA) e o emprego destas técnicas associadas.

Nenhum mareador ou método isolado tem sido citado como ideal para identificar
e classificar os fungos MA. Os pesquisadores t€ém utilizado métodos associados que
mais se aplicam a suas linhas de pesquisa, adaptando-os a cada situacao. Nesta revisdo
serdo destacados somente aqueles marcadores mais utilizados atualmente ma pesquisa

corn fungos MA.

2.4.1 DNA ribossémico (rDNA)

O rDNA tern sido extensivamente utilizado em estudos filogenéticos de fungos.
Na maioria dos eucariotos, incluindo todos os fungos verdadeiras, o rDNA apresenta-se
como um arranjo repetitivo em tandem das trés maiores genes que codificam para os
diferentes tipos de rRNA, separados por espagadores transcritos ou ndo (Bruns et al,
1991). As regides génicas de rDNA sfo altamente conservadas. de forma que, sondas
heterdlogas hibridizam-se fortemente a elas. J4 os espagadores, particularmente o
espacador intergénico (IGS), podem variar na sua seqiiéncia significativamente. até
mesmo ao nivel intraespecifico.

Um dos principais alvos dos estudos de variabilidade e biodiversidade em
estudos gendmicos sdo os genes ribossdmicos. Estes genes multicopias sdo constituidos
de trés regides codificadas de diferentes tamanhos (18S; 5.85 e 25-288) separados por
duas seqiiéncias nido traduzidas (ITS, espagos intragénicos transcritos). As regides
codificadas tém sido suficientemente conservadas durante a evolu¢dio e permitem o

desenho de primers especificospara o gene ribossémico. As seqii€ncias ITS, separando
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a regido 5,88 da 18S e 25-28S sdo variaveis e podem ser usadas para diferenciar
espécies proximamente relacionadas (White et al.. 1990).

Sondas podem ser construidas pela comparacgio entre os padroes de variabilidade
intragénico e das regides inter-génicas. Seqiiéncias de rRNAs (ou rDNAs) de varias
subunidades dos sdo regides extensivamente investigadas para analises
filogenéticas e desenvolvimento de sondas. Os genes sdo tteis porque 1) eles existem
an copias multiplas e sdo facilmente detectados durante procedimento de hibridizago
2) as regides génicas sdo evolutivamente conservadas e muitos pesquisadores tern
sondas (para hibridizag#o) e primers (para PCR e analise de seqiiéncia de nucleotideos)
apropriados para muitos usos, 3) existem conhecimentos substanciais de rRNA em
eucariotos, 4) as regides inter-génicas adjacentes a regides génicas sdo altamente
varidveis, entre especies relacionadas, sendo possivel comparacdes entre faxons
relacionados. Como cada subunidade ribossomal difere em tamanho e quantidade as
seqiiénctas dentro da subunidade variam.

Em fungos MA o primeiro gene sequenciado foi a regido codificada 18§
de Glomus intraradices e Gigaspora margarita (Simon et al., 1992). Ao comparar as
seqiiéncias obtidas com as seqiiéncias 185 rRNA conhecidas de outros fungos, esses
autores foram capazes de gerar um primer especifico para FMA. Usando este primer ern
combinag¢do com primers universais, seqiiéncias quase completas de nucleotideos para o
gene 18S foram obtidas para doze diferentes FMA (Simon et al, 1993). Variabilidade e
similaridade nestas seqiiéncias foram usadas para analisar relacdes filogénicas entre os
fungos com base no fato de que ataxa de substituicdo de nucleotideos ¢ correlacionada
corn a divergéncia entre espécies. A arvore filogénica resultante foi coincidente corn a
classificacdio do FMA establecida por morfologia.

Simon et al, (1993} desenvolveram primers potencialmente Uteis para
desenvolver uma sonda de um taxon especifico. Os primers designados VALETC.
VAGLO, VAACAU e VAGIGA foram desenvolvidos para a discriminagdo entre 4
grupos de especies ou géneros endomicorrizicos (respectivamente G.efunicatum,
Glomus sp., Acaulospora e Gigaspora). Na regido amplificada com o uso do primer

VANS1 foram determinadas diferengas substanciais nas seqiiéncias de DNA dos
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representantes de trés familias conhecidas, obtendo-se os primers citados anteriormente.
Entretanto, havia rara ocorréncia de diferengas intra-familias para e, por
isso, foi sugerido ser colocado ern uma familia separada. Consequentemente, 4 grupos
distintos foram considerados e a amplificagdo de primers especificos para taxons nas
seqiiéncias 188 que pode discriminar entre eles, foram delineados. A especificidade
desses 4 primers, quando usado em conjunto corn ¢ primer VANS] especifico para
Glomales, foi testada em amplificagdes conduzidas em fragmentos SSU previamente
obtidos de um niimero de fungos endomicorrizicos.

Similarmente, outros primers ou sondas de regides informativas alvo deste
mesmo gene puderam ser delineadas para discriminar entre alguns géneros ou espécies.
0 que pode ser Util no contexto de experimentos controlados. Esta estratégia C
dependente da disponibilidade de seqiiéncias de todas as espécies a serem identificadas.
Infelizmente, as seqiiéncias 18S estfo no memento disponiveis apenas para 12 espécies
de fungos endomicorrizicos.

Por ser baseado no PCR, a sensitividade deste procedimento de identificagdo €
teoricamente suficiente para ser usado ern amostras muito pequenas de raizes
colonizadas, Protocolos de extragdo podem precisar de para
consistentemente produzir DNA amplificdvel de fungos de raizes de urna variedade de

espécies de plantas que podem ser colonizadas por fungos endomicorrizicos

arbusculares.

2.4.2 PCR (reacdo em cadeia da polimerase)

PCR permite a amplificacdo in vitro de uma regifio de DNA entre dois segmentos
reconhecidos pelos primers especificos. Quantidades de picogramas de DNA podem ser
amplificadas a valores que podem ser detectados e malisados pelos métodos de biologia
molecular convencional. Por exemplo, Steffan & Atlas (1988) ap6s amplificar amostras
com PCR. detectaram DNA especifico de uma célula bacteriana (ex: 0.3 pg de DNA
inicial ) por grama de sedimento. Lee & Taylor (1990) usaram o método para analisar

seqiiéncia de genes de um tnico esporo de Neurospora tetrasperma. O método
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tem igual importancia tanto em biologia molecular como para o desenvolvimento de
hibridagdo e métodos de enzimas de restri¢cao.

A técnica tem aumentado grandemente a capacidade para analisar seqiiéncias
usadas para determinar variabilidade em regides de gene rDNA entre organismos, Se
invariavelmente seqiléncias em uma regido sd0 conhecidas, entdo primers para
amplifica¢dio podem ser Apds a regido ser amplificada é possivel mapear a
seqiiéncia para compara¢io oam fragmentos similares de outros individuos. Apds
comparadas, regides de variabilidade apropriada (especificidade) podem ser
identificadas e seqiiéncias reconstruidas para uso como sondas (para
primers adicionais (para PCR) para identificagdo individual ao nivel taxonémico
desejado (Bruns et &l, 1991; White et d., 1990) e sondas de DNA e RNA (Schowalter &
Sommer,1989). Devido ao desenvolvimento de PCR tornou-se possivel analisar e
caracterizar especies ao nivel de DNA a partir de pequenas quantidades de material, tal

como um apenas de FMA.

2.4.3 RAPD (polimorfismo pela amplifica¢io aleatoria do DNA)

Esta classe de marcadores moleculares permite identificar o grau de similaridade
entre gendtipos, aos niveis inter e intra-especifico, de maneira mais rapida. A téenica é
baseada na amplificagdo de fragmentos ndo especificos de DNA. A estratégia é utilizar
oligonucleotideos de 10-15 bases como iniciadores @rimers) para amplificar 0 DNA
gendmico, utilizando areagiio de polimerase em cadeia — PCR.

A técnica RAPD difere da PCR por utilizar apenas um primer de seqiiéncia
arbitraria, por reacdo, enquanto no outro se utilizam 2 primers com segiiéncia conhecida
de inser¢io. A amplificagdo ocorrera quando um primer desta mesma seqiiéncia
reconhecer um sitio de homologia ern urna das fitas e também o mesmo sitio, porém
corn orientacdo invertida, na outra fita da molécula de DNA, dentro do intervalo limite
da PCR - 4Kb (Williams et al.. 7990). O RAPD ¢é uma técnica altamente sensivel a
diferencas de nucleotideos entre o primer e 0 DNA molde, incluindo diferen¢as ern um
tnico nucleotideo. Além disso, marcadores podem ser mapeados para regides do

genoma que s3o0 inacessiveis para analise de RFLP pela existéncia de DNA repetitivo.
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Outras vantagens desta técnica sdo a rapidez, € 0 ndo envolvimento de hibridacio ou
radioatividade. Além disso, requer pequena quantidade de DNA.

As principais aplicacdes do RAPD sdo o mapeamento, classificagdo de linhagens
de uma espécie, caracterizacdo molecular de populacdes e espécies, identificacio de
ragas patogénicas, identificagdo de marcadores ligados a genes de interesse, e estudosde
genética de populacdes e epidemiologia.

Para fungos MA, dependendo do primer usado o padrio da banda de fragmentos
de DNA varia e pode ser especifico a nivel de espécie. Wyss & Bonfante (1993) usaram
RAPD para determinar o entre FMA. Eles mostraram que a similaridade
nos perfis da banda obtida depois da amplificagdo pelo RAPD foi maior nos esporos do
mesmo isolade e menor entre espécies diferentes. A vantagem desse método é que ele
ndo requer o conhecimento prévia da seqiiéncia do DNA. porque os fragmentos de DNA
sdo amplificados aleatoriamente. No entanto, esse método tem sérios problemas. Os
primers usados ndo sdo especificos e 0 DNA presente em qualquer organismo em
contaminag¢io pode levar a amplificacdo de um fragmento de DNA e resultar ern padrao
de banda nio especifico. Isto é de particular preocupagdo para pesquisa da micorriza
arbuscular. Como o fungo ndo pode geralmente ser produzido assépticamente, a
contaminag@o por bactérias € dificil de ser evitada. Ainda mais, esse método ndo pode
ser usado diretamente para identificar o fungo dentro das raizes, devido a interferéncia
do DNA da planta. Contudo. resultados recentes tém mostrado que esse método é mais
sensivel que o uso de isoenzimas (Wang, 1993) e ele pode levar ao isolamento de
fragmentos especificos de DNA, para os quais primers correspondentes podem ser
gerados. Estes primers podem entdo ser usados combinados corn analise de variabilidade

do PCR-RFPL ou. se espécie-especifico. na investigacdo para detectar um dado fungo.

2.4.4 Analises de isoenzimas

sobre a condicdo genética e nuclear do fungo isolado podem ser
obtidas através de analises de isoenzimas. Isoenzimas sdo proteinas que t€ém a mesma
atividade enzimadtica mas sdo codificadas por alelos diferentes do mesmo locus genético

{(aloenzimas), ou por loci genéticos separados. Isso dé origem a uma estrutura tercidria
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diferente da proteina e, consequentemente, mobilidades eletroforéticas diferentes no gel
(Micales et al., 1986). Bandas de aloenzimas migram rigorosamente juntas, embora
isoenzimas codificadas por loci diferentes ocorram em diferentes regides do gel.

Varios sistemas de isoenzimas tém sido estudados em FMA e tem sido sugerido,
a partir de analises de padrido de bandas, que esses fungos podem ser hapldides
(Rosendahl & Sen 1992). Corno os padrSes de banda representam diretamente 0s genes
do produto, eles podem revelar diferencas genéticas entre os fungos proximamente
relacionados. A analise de isoenzimas tem sido particularmente aplicada aos membros
do género Glomus, onde varia¢Ges no padréio de bandas do alelo e do locus da isoenzima
ocorrem entre espécies e isolados. Hepper et al. (1988) relata diversidade genética
aparente entre isolados reconhecidos como G.mosseae mas, de diferentes origens
geogréficas. Contudo, a amplitude da variabilidade da isoenzima depende da
enzima ern questdo. Uma analise genética ampla requer testes de um grande de
sistemas de diferentes enzimas. A utilidade de padrao de variabilidade da isoenzima
como um critério taxondmico em FMA, ern conjunto com caracteres morfolégicos é
discutida por Rosendahl & Sen (1992).

Atualmente tern sido largamente difundido o uso de leguminosas para
revegetacdo de solos degradados ou como adubagdo verde em culturas perenes ou 4reas
que permanecem longos periodos sem vegetacdo, Este conceito se baseia no fato das
leguminosas serem capazes de formar dois tipos de associagdes simbidticas
mutualisticas com microrganismos do solo, Rizobio fixadores de N; e micorrizas
arbusculares (Cardoso, 1985; Azcdn-Aguilar et al., 1979). Tal fato tern grande
significado ecolégico, porque, embora a fixagio de N, seja umn processo chave na
disponibilidade de N para a biosfera. € dependente do suprimento de fosfatos e outros
nutrientes. As micorrizas podem satisfazer esta demanda para ambos os simbiontes,
planta e fixador de N,, corn uma relagdo sinergistica entre 0 FMA e o Rizobio (Barea &

1983). Leguminosas noduladas e colonizadas com FMA sido bem
adaptadas a cultivos em situacdes de deficiéncia.

O potencial de indculo de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) relaciona-se

ao mimero de esporos e fragmentos de hifas presentes no solo e pode ser influenciado
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pela vegetacdo. Assim como o substrato para produgfio de mudas pode ser melhorado
através da inoculagdo , é possivel, através do manejo, aumentar o potencial de indculo
natural de FMA do solo. Plantas altamente micorrizicas introduzidas no agrossistema
como adubos verdes ou como cobertura de salo podem aumentar a diversidade de
espécies de FMA e a quantidade de propagulos e hifas no sola, elevando o potencial
infectivo natural e favorecendo a micorrizagéo das culturas.

A avaliagZo do potencial de indculo natural do solo e da dindmica das diferentes
popula¢des de FMA indigenas de cafeeiros, conduzidos com adubos verdes, permitira o
conhecimento dos possiveis efeitos desta pratica agricola sobre a ecologia dos FMA

indigenas e o potencial de indculo natural do solo.



3 MICORRIZAS ARBUSCULARES NO AGROSSISTEMA CAFEEIRO E
ADUBACAO VERDE COM LEGUMINOSAS

3.1 Resumo

Avaliou-se o efeito do cultivo intercalar de leguminosas de verao para adubagio
verde, sobre a ocorréncia de fungos micorrizicos arbusculares (MA) no cafeeiro. As
avaliagdes foram feitas ern um experimento de longa duragio, conduzido a campo pelo
Instituto Agrondémico do Parand- IAPAR. no municipio de Mirasselva PR. O
experimento estd instalado ha 10 anos, em uma éarea de vermelho escuro
distréfico (LEd) onde, nas linhas principais cultiva-se o cafeeiro 'Catuai Amarelo' e nas
entrelinhas as leguminosas Leucena (Leucaena leucocephala), Crotalaria spectabilis, C.
breviflora, Mucuna cinzenta (Stizolobium pruriens), Mucuna and (Stizolobium
deeringianum), Amendoim cavalo (Arachis e Caupi (Vigna para
adubacg@o verde. Amostras de solo rizosférico e raizes foram coletadas entre junho de
1996 ejulho de 1997. Determinou-sea diversidade de espécies de fungos MA através da
identificagdo morfolégica dos a freqiiéncia de ocorréncia das populagées de
fungos MA através da contagem direta de esporos no solo e¢ a colonizagdo radicular.
Também foram conduzidos bioensaios ern casa de vegetagfio, para estudar a composigio
das popula¢des de fungos MA que efetivamente estavam raizes do cafeeiro
a campo.

O cultivo de leguminosas na entrelinha de plantio do cafeeiro aumentou a
diversidade de espécies e o nimero de esporos de fungos MA na rizosfera do cafeeiro.
Cafeeiro cultivado com Crotalaria breviflora mostrou-se altamente micorrizado, corn
maior diversidade de espécies e numero de esporos de fungos MA no solo. ern todas as

avaliadas. Entretanto, parte da diversidade de fungos presentes na rizosfera do
cafeeiro ndo foi recuperada na rizosfera de milho (Zea mays L.) e sorgo (Sorghum

L.) quando se utilizaram raizes colonizadas de cafeeiro como indculo, indicando

que alguns fungos MA observados na rizosfera do cafeciro podem estar sendo



multiplicados nas leguminosas que crescem proximas, mas ndo estdo efetivamente em
simbiose com o cafeeiro. Estes resultados sugerem a ocorréncia de relagdes preferenciais
entre fungos e hospedeiros, que podem influenciar o estabelecimento e eficiéncia da
simbiose micorrizica e determinar a exclusfo de algumas espécies de fungos MA do

sistema solo-planta,

3.2 Summary: ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI INAN AGROSYSTEM
WITH COFFEE PLANTS INTERCROPPED WITH LEGUME AS GREEN
MANURE

Sporulation and occurrence of arbuscular fungi (AM) were evaluated on
coffee trees (Coffea arabica 1..) intercropped with legumes for green manure. Samples
of soil rhizosphere and roots were collected at three times between June of 1996 and
July of 1997, in a long te m experiment located at the Instituto do Paran4 -
at Mirasselva city, Parana state, Brazil. The AM diversity was determined

through the morphologic identification of spores, the AM occurrence frequency by the
direct counting of spores in the soil and the root colonizationevaluated with the grid-line
method using stained roots. Bioassays were also conducted at the green-house. to study
the AM composition inside of the coffee roots from the field. Legume intercropping
increased the AM diversity and the number of spores in the soil rizosphere of coffee
trees. Crotalaria breviflora showed a high mycorrhizal capacity, able to form symbiosis
with several species of AM fungi, resulting in more AM diversity and number of spores
in the soil, at all evaluation periods. This effect was also observed in the coffee
rhizosphere cultivated side by side to the legumes. However. part of the AM diversity in
the coffee trees rhizosphere was net recovered in corn (Zea mays L) and sorgum
(Sorghum bicolor 1L.) rhizosphere when colonized roots of coffee were used as
suggesting that some of the AM fungi observed in the coffee rizosphere were

originated from close legume roots, but they are 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 Introducgio

As miconizas arbusculares (MA) sdo associagdes simbiotréficas entre fungos da
ordem Glomales e raizes da maioria das plantas vasculares. As MA atuam como um
complemento do sistema radicular do hospedeiro, capaz de aumentar a absorgZo de P e
outros nutrientes, promover protecdo contra patdgenos e desencadear no hospedeiro
diversos efeitos ainda ndo de todo compreendidos. Os efeitos da para as
plantas podem ser tdo mais importantes quanto menos desenvolvido for o sistema
radicular, mais estressante o ambiente, mais pobre o sclo em nutrientes ou mais
competitivo para o estabelecimento das plantas. A simbiose micorrizica é
particularmente importante para o cafeeiro porque este apresenta elevada dependéncia
aos fungos MA na fase de mudas ern viveiros (Siqueira & Colozzi Filho, 1986). Em
plantas adultas no campo, embora a dependéncia micorrizica do cafeeiro ainda ndo
tenha sido determinada. Saggin Junior & Siqueira (1996) citam que a manutengido de
uma populacio de fungos MA diversificada e ativa pode aumentar a sustentabilidade do
agrossistema e diminuir os efeitos negativos que o0 monocultivo continuo pode ter sobre
a diversidade de espécies, conforme relatado por Johnson et al. (1992).

Fm viveiros, a inoculagfio do cafeeiro corn espécies de fungos MA eficientes
estimula o estabelecimento da simbiose no inicio do desenvolvimento das plantas,
proporcionando mudas sadias e mais resistentes aos estresses causados pelo transplantio,
o que pode se transformar em aumento de produtividade nas plantas adultas. Entretanto,
as informagdes sobre a ocorréncia de fungos MA em cafeeiros ndo inoculados em
producdo mostram a ocorréncia predominante de espécies indigenas de baixa eficiéncia
simbidtica (Balota & Lopes, 1996a). Espécies selecionadas eficientes normalmente nio

ocorrem no {Lopes et al., 1983a) e quando introduzidas via inoculagdo, tém
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dificuldade de permanecer no agrossistema (Balota & Lopes, 1996b).
Comequentemente, € necessario entender como espécies individuais afetam as plantas
sob condigdes de campo ¢ que fatores controlam sua populagdo nos agrossistemas
(Abbott & Robson, 1982, Hall, 1988).

Diversos estudos tém examinado os efeitos de rotacdes de cultivos e pré-cultivos
na micorrizica ¢ nas populagies de esporos ( Sieverding & Leihner, 1984;
Dood et al., 1990b; Johnson et d., 1992), mas pouco se conhece dos cfeitos destas
préticas sobre a comunidade de fungos micorrizicos em cafeeiros adultos.

O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito de cultivo intercalar do cafeeiro
com leguminosas de verfio para adubacdo verde, sobre a ocorréncia de fungos MA e a

micorrizac¢io.

3.4 Material e Métodos

Este estudo foi realizada em amostras de solo rizosférico e raizes coletadas a
campo e ern ensaios complementares conduzidos ern casa de vegetacdo, conforme

descritos a seguir.

3.4.1 campo

Amostras de solo rizosférico e raizes de cafeeiros (Coffea arabica L.) e
leguminosas foram coletadas em um experimenta de longa duracdo conduzido pelo
Instituto Agrondmico do TAPAR, no municipio de Mirasselva, PR. 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. O
experimento esta instalado em urna drea de latossolo vermelho escuro distréfico (LEd).
Nas linhas principais cultiva-se o cafeeiro 'Catuai Amarelo' e nas entrelinhas as
leguminosas Leucena (Leucaena leucocephala), Crotalaria spectabilis, C. breviflora,
Mucuna cinzenta (Stizolobium pruriens), Mucuna and (Stizolobium deeringianum),

Amendoim cavalo (Arachis hipogeae) e Caupi (Vigna unguiculata). No tratamento
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controle, conduz-se o cafeeiro no limpo, sem leguminosas e invasoras na entrelinha. O
delineamento experimental a campo € de ao acaso. cum 3 repeticdes. O cafeeiro é
cultivado no espagamento 4,0 x 2,0 m por cova de 2 plantas e cada parcela possui 32
covas (4 linhas de 8 covas), sendo as 8 plantas centrais a area 1til da parcela. Corn
exce¢do das Jeucenas que sfo perenes, as leguminosas sdo plantadas anualmente, sendo
a semeadura feita na primeira quinzena de outubro. A densidade de sementes varia em
fungdo b espécie. No tratamento controle, o cafeeciro é conduzido no limpo,
procedendo-se a capinas manuais durante o mo, conforme o desenvolvimento das
invasoras. As leguminosas sdo cortadas na altura do solo, por ocasifio da que
ocorre ern ¢pocas diferentes para cada espécie, deixando-se os residuos amontoados na
area para cobertura do solo e decomposigdo. Para a Leucena, sdo feitos 4 cortes ao ano,
normalmente nos meses de outubro, janeiro, € maio.

Foram feitas 3 amostragens, sendo a primeira em julho de 1996, e as duas seguintes
em fevereiro e junho de 1997, compreendendo um ano agricola. Coletaram-se amostras
compostas (4 sub-amostras por parcela) cem aproximadamente 1 kg de material cada,
contendo raizes e solo rizosférico a uma profundidade de 0 a 20 cm. Para o cafeeiro, as
sub-amostras foram coletadas em 4 pontos eqiiidistantes sob a projecio da copa e
orientados para as dire¢Ges norte, sul. leste e oeste. Nas leguminosas. as subamostras
foram coletadas alternadas na linha de plantio.

Do material amostrado (solo e raizes), 100g de solo foram utilizadas para analises
quimicas de rotina e 50g de solo para determinagdes quantitativas de esporos) ¢
qualitativas (diversidade de especies) de fungos IMA O restante do solo foi utilizada para a
montagem do ensaio de casa de vegetagdo.

A analise quimica do solo no campo, nas trés mostradas é apresentada

na Tabela 1.

3.4.2 Casa de vegetacao
Na tentativa de multiplicar os fungos que efetivamente estavam colonizando as
raizes das plantas no experimento a campo, foram montados vasos de multiplicagdo

usando comb indculo raizes de cafeeiro e leguminosas coletadas a campo. Seguiu-se ©
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mesmo delineamento experimental do experimento a campo, coM 3 repeti¢Ses, tendo
sido montados vasos de multiplicagio correspondentes as trés épocas amostradas.
Entretanto, devido ao ciclo rapido de algumas leguminosas no foi possivel obter raizes

destas or ocasido da 1° e 3° amostragens, que portanto ndo foram avaliadas em
p £

casa de vegetaciio nestas épocas,

Tabela 1. Andlise quimica de solo coletado na profundidade de 0 a 20 cm em
experimento de cafeeiro e adubagdo verde com leguminosas de verdo,
conduzido pelo Instituto Agronémico da no municipio de

Mirasselva, PR. Média de 72 repetigoes.

pH C P K Ca Mg Al

(g dm™) (mg dm'Bj (cmol. dm™ de solo
Cafeeiro 4,06 8,19 2823 0,18 0,7 0,44 0,4
Leguminosas 5,00 7,92 546 0,21 1,9 1,10 0,0

Como substrato nos vasos de cultivo utilizou-se uma mistura de solo latossolo
vermelho escura distréfico (Led) e areia, na proporcio de 3: 1 desinfestado com
brometo de metila. Como planta hospedeira utilizou-se milho (Zea mays 1L.) e sorgo
(Sorghum bicolor L.) cultivados simultaneamente. O indculo constou de 100g de raizes
recém colhidas, lavadas e picadas em fragmentos de aproximadamente | cm. Estas
raizes foram colocadas abaixo do de plantio, no momento da semeadura. Os
vasos foram conduzidos em casa de vegetacdo, por § meses. tempo suficiente para que
as plantas completassem seu ciclo, quando entio foram avaliadas.

Para estudar o efeito seletivo da planta sobre os fungos MA nativos. cultivou-se a
mesma espécie de cafeeiro utilizada no experimento a campo, em casa de vegetagao,
porém em solos coletados a campo. na proje¢io da copa do cafeeiro e na linha de plantio
das leguminosas. Utilizou-se solo da primeira coleta (Junho de 1996) sendo o ensaio
montado no mesmo delineamento experimental do campo, com 3 repeticdes.

Para o cultivo do cafeeiro ern casa de vegetagfio utilizou-se sacos de polietileno

para produ¢do de mudas, com capacidade para 600 ml de solo. As plantulas foram
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obtidas de sementes desinfestadas e pré-germinadas em vermiculita estéril, sendo
transplantadas em estadio de “orelha de onga”. O ensaia foi conduzido por onze meses.
tenda sido colhido quando o cafeeiro estava com trés pares de e desenvolvimento

vegetativo suficiente para ser transplantado no campo,

3.4.3 Avaliagles

Os esporos foram extraidos do solo por peneiramento Umido, conforme
Gerdemann & Nicolson (1963) e centrifugados em dgua a 3000 rpm por 3 min e ern
sacarose 50% a 2000 rpm por 2 min. Apds a extra¢dio os esporos foram transferidos para
placas de Petri e contados sob microscépio estereoscdpio (40X). Para as determinagdes
qualitativas (identificagfo de espécies) os esporos foram fixados com PVL (Polivinil-
alcool) em microscopicas e observados em microscopio Gptico composto. A
identificagdo das especies foi feita baseando-se em critérios morfologicos,
descrito em Schenck & Perez (1987) e Morton & Beny (1990).

Para a determinag@o da coloniza¢do radicular por fungos MA as raizes foram
separadas de sole rizosférico ern 4gua corrente, lavadas e aquecidas a 60°C ern KOH
10% por 10 muinutos para clarificagdo. Apés a clarificacdo as raizes foram lavadas ern
agua destilada 4 vezes, acidificadas com HCl 1% por 2 minutas e fervidas por 10
minutos ern solugdo de glicerol-acido + azul de tripano 0.05% para as estruturas
fingicas internas, segundo Phillips & Hayman (1970). A determinagdo da percentagem
de colonizagio radicular foi feita em microscodpio estereoscopio, pelo método da placa
quadriculada, segundo Giovannetti & Mosse (1980).

Os dados obtidos form transformados sendo os de porcentagem de colonizagdo
radicular previamente transformados para arc sen ( x / 100 )'? e o nitmero de esporos
para ( x + Estes dados foram entdo submetidos & analise de varidncia com a

aplicagdo do teste de F, sendo as médias comparadas pelo teste de Duncan,
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3.5 Resultados

A dos fungos MA a campo, M rizosfera do cafeeiro e das

leguminosas cultivadas nas entrelinhas, nas trés épocas estudadas, sdo apresentados na
Tabela 2.

Tabela 2 Esporulacio de fungos micorrizicos arbusculares na rizosfera de cafeeiro
(Coffea arabica L.) e de leguminosas cultivadas de modo intercalar a

Média de 3 repeticdes.

Cafeeiro Cultivo intercalar

Leguminosas Jun./96 Fev./97 Jul/97 Jun./96 Fev./97 Jul/97

Numero de esporos. 50 g de

Leucena 61AB" 21Babc 46Ab  82Abc  51Aa  56Aabc
Crotalaria spectabilis  72Ab  24Babc  85Aab  123Aab 68Aa  70Aab
C.breviflora 131Aa 39Ba  128Aa 167Aa 69Ba 106Aba

Mucuna cinzenta. 80Ab  24Babc  55Ab 60Ac 65Aa 22Bd

M. ani 67Ab  19Bbc  61ADb 68Ac  40Aba  23Bd
Amendoim cavalo 50Ab  19Bbc 84Aab 67Abb  70Aa 33Bbcd
Caupi 58Ab 15Bc 50Ab  78Abc 66Aba 33Bbcd
Controle 49Ab  30Bab 63Aab  6lAc 62Aa  29Acd

Total 68A 23B 68A 75A 60A 40B

C.V. % 8.4 106

1.Médias seguidas de mesma letra maiusculas na linha e minisculas na coluna nio

diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.

O cultivo de Crotalaria breviflora nas entrelinhas de plantio aumentou a
concentragdo de esporos na rizosfera do cafeeiro em todas as épocas analisadas embora
ern fevereiro este efeito ndo tenha sido estatisticamente significativo. Em cafeeiros

cultivados com outras leguminosas na entrelinha observou-se tendéncia de efeitos
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variados sobre a esporula¢do no solo. Por exemplo, Caupi estimulou a esporula¢io na
rizosfera do cafeeiro em julho. mas em fevereiro 0 nimero de esporos observados foi
significativamente menor. Na rizosfera das. leguminosas (Tabela 2}, o maior nimero de
esporos também foi observado em Crotalaria breviflora, em junho e julho, seguido pela
C.spectabilis ern Junho e C. spectabilis e Leucena ern julho. No verdo (Fev./96), ndo se
observaram diferengas entre © de esporos recuperados na rizosfera das
leguminosas. As maiores esporulagdes foram observadas ernjunho e julho no cafeeiro e
emjunho nas leguminosas.

A percentagem de colonizagio radicular no cafeeiro (Figura 1A) e m Leucena

(Figura 1B} cultivados a campo ¢ apresentada na Figura 1.

80 - 100 - .

Figura 1. Colonizagdo radicular de fungos arbusculares em A): cafeeiro
cultivado a campo corn leguminosas na entrelinha e B): Leucena cultivada na
entrelinha do cafeeciro. Média de trés repeticdes. 1 a 7 referem-se aos
tratamentos onde se cultiva cafeciro cam as leguminosas Leucena, Crotalaria
spectabilis, C. breviflora, Mucuna cinzenta, M. and, Amendoim cavalo e
Caupi na entrelinha. respectivamente. 8 cafeeiro cultivado na auséncia de
leguminosas (Controle).
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Néo se observaram diferengas significativas na colonizagao radicular do cafeeiro
quando cultivado com diferentes leguminosas na entrelinha. Entretanto, esta foi
significativamente maior no més de junho, minima em fevereiro e intermediaria em
julho do outro ano. Para a Leucena, tinica leguminosa na qual a colonizagao ser
avaliada em todas as épocas por ser perene, observou-se resultado semelhante, corn
valores maximos no inverno e minimo no verio. As demais leguminosas foram
avaliadas apenas na amostragem de fevereiro, e todas apresentavam colonizagdo com
valores semelhantes aos observados para a Leucena (dados nao apresentados).

Os fungos MA recuperados na rizosfera do cafeeiro e das Jeguminosas a campo,
sua freqiiéncia e classe de ocorrénciasio apresentados na Tabela 3. No total, em todas as
épocas avaliadas foram identificadas 12 espécies de fungos MA, que sdo: Scutellospora
gilmorei, S.pellucida, S.heterogama, Gigaspora margarita, Gi.decip fens, Acaulospora
scrobiculata, A.appendicula, A.longula, Acaulospora sp., Glomus sp. e
G.diaphanum.

De modo geral, todos os fungos identificados na area foram de ocorréncia
comum no cafeeiro e nas leguminosas. Entretanto. foram observadas algumas variacdes
nas freqii€ncias de ocorréncias de determinadas espécies ern fungio da época e da planta
hospedeira. conforme discutido no capitulo 3. Por exemplo. emjunho de 96 observou-se
a ocorréncia de A.longula, Acaulospora sp. e Glomus sp. somente em cafeeiro e
Gi.margarita. Gi.decipiens e A.appendicula apenas na Crotalaria (Figura 2 do capitulo
5). Neste trabalhe, a riqueza de espécies (Riqueza de espécies = nimero de espécies
recuperadas) foi maior no solo cultivado corn leguminosas ou sob a influéncia do cultivo
destas. Gi.decipiens e Acaulospora sp nido foram encontrados na rizosfera do cafeeiro
cultivado sem adubo verde e S.Aererogama e A.appendicula ndo ocorreram em areas
onde o cafeeiro ou leguminosas ndo foram cultivados (Tabela 3. A.scrobiculata,
A.longula e G.diaphanum apresentaram maior classe de ocorréncia no cafeeiro (Classe
5). Nas leguminosas, além de A.scrobiculata, A.longula e G.diaphanum, S.gilmorei
também apresentou classe 5 de ocorréncia. Os resultados de classe de freqiiéncia
mostraram que, nas parcelas onde cresce a vegetacdo nativa ou onde se cultivaram

leguminosas a maioria das espécies apresentaram classe de ocorréncia mais alta que na
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cafeeiro, 0 que mostra populagdes mais representativas dentro de um mesmo indice de
riqueza. No cafeeiro. embora tenham sido identificadas 12 espécies, com exce¢fo de
A.scrobiculata, e G.diaphanum que apresentam classe 5 de freqiiéncia (quase
sempre presentes), a maioria das espécies ocorrem com pouca freqii€ncia (classe 2) ou

rara (classe 1).

Tabela 3. Ocorréncia, freqiiéncia de ocorréncia® (F) e classe de (C) de
espécies de fungos micorrizicos arbusculares na rizosfera de e

leguminosas cultivadas de modeo intercalas a campo.

Ocorréncia’ Cafeeiro Cultura intercalar
de cafeeiro' Controle’

espécies F.% C F.% C F,% C F,% C
Scutellospora gilmorei 48 3 33 2 100 5 100 5
S.pellucida 24 2 33 2 T 4 33 2
S.heterogama 4,8 1 33 2 28,5 2 0 i
Gigaspora margarita 19 1 33 2 62 4 66 4
Gi.decipiens 9.5 1 0 1 28,5 2 33 2
Acaulospora scrobiculata 90 5 66 4 100 5 100 5
A.appendicula 19 1 33 2 38 2 0 -
100 5 100 5 90 ] 66 4
A.spinosa 24 2 66 4 62 4 66 4
Acaulospora sp. 4.8 1 0 - 19 1 0 -
Glomus sp. 9,5 1 66 4 52 3 66 4
G.diaphanum 100 5 100 5 86 5 100 5

1. Ocorréncia = presenca na amostra. 2. Freqiiéncia de Ocorréncia = presenca pelo total
de amostras. Classe de ocorréncia segundo Braun-Blanquet (1979): 0 = esporadica

1= rara (2<20%); 3 = pouca frequéncia (20<40%); 4 = presente na maioria (6040%); §
= quase sempre presente (80-100%); 4 e 5, média de 63 e 27 repeticies.

respectivamente.
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A freqiiéncia de ocorréncia de Glomales no cafeeiro e nas leguminosas é
apresentada na Figura 2. Acaulosporaceae e Gigasporaceae predominam no cafeeiro e
nas leguminosas, respectivamente. Para o cafeeiro, a relacdo de ocorréncia do dominante
corn as demais foi de 2,3:1 para e 2,2:1 para
Acaulosporaceae/Glomaceae. No cafeeiro controle a representatividade das populacdes
apresentou-se mais equilibrada, indicada pela menor relagdo entre a ocorréncia das
familias  (1,3:1 nos dois  casos). Nas leguminosas, a  relagfo

e Gigasporaceae/Glomaceae foi de 1,7:1 e 2,0:1,
respectivamente, No controle das leguminosas (area sem cultivo mas de crescimento
freqiente de invasoras), ndo se observou relagdo de de ocorréncia, embora

Glomaceae tenha ocorrido corn freqiiéncia menor.

Cafeeiro Testemunha Leguminosas Testemunha

Figura 2. Freqiiéncia de ocorréncia de Glomales em cafeeiros e leguminosas cultivadas
de modo intercalar a campo. Média de 63 repeticoes para cafeciros e

leguminosas e 21 repetigdes para. os controles.
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Em casa de vegetacdio, em vasos de cultivo tendo milho e sorgo como planta
hospedeira. mas com raizes de cafeeiro ou leguminosas cultivadas a campo,
observou-se ocorréncia e freqiiéncia de ocorréncia de espécies diferente de observado a
campo (Tabela 4). Gigasporaceae ndo foram recuperadas na rizosfera de milho e sorgo
quando o in6culo utilizado foi rakes de café, ern nenhuma das épocas estudadas. Destas
raizes somente se recuperou A.scrobiculata. A.longula, Glomus sp. e G.diaphanum,
sendo este com alta freqiiéncia de ocorréncia. Entretanto, Gigasporaceae,

especialmente S.gilmorei foram freqlientemente recuperados de raizes das leguminosas.

Tabela 4. Ocorréncia e freqiiéncia de ocorréncia de espécies de fungos micorrizicos
arbusculares, na rizosfera de milho e sorgo, inoculados em casa de vegetagido

com raizes de cafeeiro ou leguminosas cultivadas de modo intercalar no

campo.
Ocorréncia’ Freqtliéncia de ocorréncia’, %.
de espécies. Cafeeiro” Controle" Leguminosas’
Scutellospora gilmorei - - 42
S. pellucida - : 4
S. heterogama - - 4
89 33
78 21
Glomus sp. 21 0 12
G.diaphanum 90 100 83

1.Ocorréncia = presenca no tratamento; 2. Freqiléncia de ocorréncia = ocorréncia da
espécie no total de amostras avaliadas; 3, 4 e 5 = Média de 63, 9 e 63 repeticdes;

respectivamente.

A esporulagdo observada nos vasos de cultivo com milho e sorgo em casa de
vegetagdo variou, independentemente das épocas mostradas. de 136 a 512 esporos por
50 g de solos (Figura 3) e ndo foram observadas diferencas significativas. A producao de

esporos em vasos de cultivo € normalmente alta, refletindo as condi¢des favoraveis ao
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desenvolvimento da simbiose ¢ do fungo. Embora nfo tenha sido determinada a
percentagem de de espécies com base na contagem de espores. observou-se
estreita relacdo entre a ocorréncia de esporos de G.diaphanum e sua freqiiéncia de

ocorréncia no campo (Figura 3). A presenc¢a de G.diaphanum em quase todas as épocas
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Figura 3. Esporulagfio de fungos micorrizicos arbusculares na rizosfera de milho e sorgo
em casa de vegetacdo e ocorréncia de Glomus diaphanum a campo. 1 a 7
referem-se ao cafeeiro cultivado a campo com as leguminosas Leucena,
Crotalaria spectabilis. C. breviflora, Mucuna cinzenta. M. an3. Amendoim
cavalo ¢ Caupi na entrelinha, respectivamente. 8 corresponde ao cafeeiro
cultivado na auséncia de leguminosas (Controle). Média de 3 repeticdes. | =

Numero de esperos da espécie pelo total de esporos observados na amostra.
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e tratamentos avaliados e o grande numero de esporos produzidos mostraram sua alta
adaptabilidade ao ambiente e agressividade em colonizar as plantas.

Para investigar a possibilidade de que variaveis de solo (P disponivel, pH)
estivessem atuando sobre a nio do cafeeiro por Gigasporaceae, em casa de
vegetagdo cultivou-se o cafeeiro ern solo coletado na linha de plantio das leguminosas a
campo. Os resultados mostraram ocorréncia e frequéncia de ocorréncia de
Gigasporaceae menor quando se cultivou cafeeiro no solo original em que foram
observadas (Tabela 5). No mesmo sole onde se observou 100% de Freqiiéncia de
ocorréncia de S.gifmorei quando cultivado corn leguminosas a campo (Tabela 33, se
observou no maximo 25% de ocorréncia deste mesmo fungo apds o cultivo do cafeeiro
(Tabela 5B). Também S. heterogama e Gi. decipiens, de ocorréncia baixa no campo, nio
foram mais recuperadas. Per outro lado, observou-se freqiiéncia de ocorréncia de
G.diaphanum, que mais uma vez confirma sua condicdo de oportunista agressivo, capaz
de se estabeleces em situagdes de soto e hospedeiro variada, estressantes para a maioria
dos outros fungos MA. Quando se cultivou o cafeeiro em solo proveniente de areas
cultivadas corn cafeeiro, A.scrobiculata, e (G.diaphanum apresentaram maior
freqliéncia de ocorréncia, concordando com os resultados obtidos no campo (Tabela 3.
Espécies de menor freqiiéncia de ocorréncia no campo como S.heterogama.
A.appendicula, ndo foram mais recuperadas

A colonizagao radicular e a esporulagio foram maiores em cafeeiros cultivados

em solo proveniente da linha de plantio das leguminosas a campo, sendo este efeito

maior para e M.and, respectivamente (Tabela 6). Em cafeeiros cultivados
em solo de café, a radicular ndo diferiu e a esporulagdo foi maior quando se
cultivou na entrelinha (Tabela 6), 0 que concorda com os dados obtidos no

(Tabela2).
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Tabela 5. Ocorréncia e freqiiéncia de ocorréncia de fungos micorrizicos arbusculares em
cafeeiro (Coffea arabica L.) cultivado em casa de vegetacio em A): solo
proveniente de experimento a campo, coletado na projeciio da copa de cafeeiro
cultivado com adubos verdes e B): solo proveniente da linha de cultivo dos

adubos verdes. Média de 3 repetigges.

Ocorréncia’ Freqiiéncia de ocorréncia®, %
de Tratamentos
espécies [ 2 3 4 5 6 7 8
A - solo da projegdo da copa do cafeeiro.
Scutellospora gilmorei 5,7 33 6
S. pellucida 7 4,5
Gigaspora decipiens 1.5
Acaulospora scrobiculata 40 50 40 54 375 40 64 20
244 7 18 19 E7 15 20
Acaulospora sp. 4,5
Glomus sp. 1,5 4,2 3
G.diaphanum 28 196 24 8 29 27 16 60
Nio identificado 7.3 8.9 9 19 125

B - solo da linha de cultivo das leguminosas.
Scutellospora gilmorei 0,9 9,5 6.5 25 9.7 1S 1,8 143

0,6 1,4 1,5 1,3

Gigaspora margarita 13 14 1,3
Acaulospora scrobiculata 18,9 14,6 11 13 9 28 11,8 11,7
19.8 1.9 14 44 156
Glomus sp. 6,4
G.diaphanum 47 63 65 52 52 68 529 49
Nio identificado 94 129 174 10 9 69 176 6,5

1.Ocorréncia = presenga no tratamento; 2. Freqiiéncia de ocorréncia = % de ocorréncia
da espécie no total de amostras avaliadas; 1 a 7 referem-se aos tratamentos onde se
cultiva o cafeeiro corn as leguminosas Leucena, Crotalaria spectabilis, C.

Mucuna cinzenta, M. and, Amendoim cavalo e Caupi na entrelinha, respectivamente. 8
(Controle) corresponde ao cafeeiro cultivado na ausencia de leguminosas.
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Tabela 6. Esporulagio e coloniza¢do radicular de fungos micorrizicos arbusculares em
cafeeiro (Coffea arabica L.) cultivado em casa de vegetagio em A): sola
proveniente de experimento a campo, coletado na projecdo da copa de
cafeeiro cultivado com adubos verdes e B): sola do campo proveniente da

linha de cultivo dos adubos verdes. Média de 3 repeticdes.

Leguminosas Esporos, n°® . 50g de solo" %

A B A B

Leucena 34ab 23a 58a
Crotalaria spectabilis 28ab 38ab 33a 37b
C. breviflora 34a 32ab 22a Sla
Mucuna cinzenta. Tc 38ab 22a 20bc
M. ana E9b Sla 24a 24c¢
Amendoim cavalo 5¢ 22b 25a 31bc
Caupi 21ab 42ab 27a 36bc
Controle 3d 25b 27a 30bc
CV. % 9,5 9,5 13,7 8,8

1.Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de

Duncan a §% de probabilidade.

3.6 Discussio

O cultivo de plantas diferentes em uma mesma area, na forma de pré-cultivo,
rotagdo efou associa¢do de culturas ou cultivo intercalar, pode aumentar a diversidade de
espécies e o indculo de fungos micorrizicos arbusculares do solo, aumentando seu
potencial (Dood e al.. 1990a; Baltruschat & Dehne. 1988; Gomes-da-Costa, 1993).
Neste trabalho relata-se 0 aumento da diversidade de espécies ¢ do nimero de esporos
de fungos MA na rizosfera do cafeeiro, quando cultivado com leguminosas de verdo na
entrelinha para adubagiio verde. Crotalaria breviflora mostrou-se altamente micorrizica,

capaz de formar simbiose com varias espécies de fungos micorrizicos. 0 que resultou ern
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maios diversidade de espécies e numero de esporos de fungos MA no solo, ern todas as
épocas avaliadas. Este efeito foi observado também na rizosfera do cafeeiro cultivado ao
lado. Entretanto, parte dos fungos presentes na rizosfera do cafeeiro niao foram
recuperados na rizosfera de milho e sorgo quando se utilizou raizes colonizadas como
indculo, evidenciando que parte da diversidade de espécies e concentragdo de esporos
observada na rizosfera de cafeeiro sdo provenientes de raizes de leguminosas que
crescem sob a projegio da copa do cafeeiro. Estes resultados sugerem também a
ocorréncia de relagdes preferenciais entre fungos e hospedeiro. Estas relagdes sdo
importantes ¢ podem determinar o estabelecimento e a eficiéncia da simbiose e a
exclusfo de algumas espécies do sistema radicular da plantas. A ocorréncia de relagdes
prefernciais entre fungo e hospedeiro, associadas as variagdes no niimero de e
no potencial de inoculo, precisam ser conhecidas quando se pensa em manejo como
alternativa para aumentar o efeito biofertilizante das micorrizas.

Segundo Abbott & Robson esporos sdo estruturas de resistencia e de
propagacao dos fungos MA ¢ juntamente com outras estruturas produzidas externamente
as rakes (micélio e células auxiliares) ¢ fragmentos de rakes colonizadas e hifas nas
raizes e no solo compdem o indculo do solo. A infectividade destes propagulos
determina o potencial de inéculo do solo. Entretanto. ndo se conhece relacdo quantitativa
entre os componentes do do solo e sabe-se que sua infectividade é bastante
variavel. Considerando-seos esporos como parte do indculo natural do solo e analisando
seu comportamento na rizosfera do cefeeiro em fung¢do do cultivo de adubos verdes,
observou-se aumenta no numero de esporos na rizosfera e portanto e possivel que tenha
ocorrido aumento no potencial de indculo natural do solo. O nimero médio de esporos
recuperados no cafeeiro cultivado sem adubos verdes foi de 63 esporos em 50 g de
solos, 0 que concorda corn dados de esporulacdo ern cafeeiro obtidos a campo por Balota
& Lopes (1996a} e Siqueira et al. (1989). Nas parcelas em que C.breviflora foi cultivada
na entrelinha 0 mimero médio de esperos foi de 99 em 50 g de solos, correspondendo a
um aumento de¢ 645%.

A produgdo de esporos no solo € possivelmente uma resposta do fungo a

mudancas fisiolégicas ocorridas na planta hospedeira. e pode estar relacionada &
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diminuicao no fluxo de carboidratos soliveis das raizes para o que OCOrITe no
final do ciclo da planta. E a intensidade da esporula¢fio depende da espécie de fungo MA
e da capacidade da planta hospedeira em fornecer carboidratos ao fungo (Douds &
Schenck, 1990). Leguminosas tropicais possuem elevada capacidade fotossintética e
independente da disponibilidade de nutrientes no solo sdo capazes de disponibilizar
grandes quantidades de compostos assimilados para a microbiota (Graham & Eissenstat,
1994). Além disso, leguminosas tern sido citadas como plantas altamente micorrizicas
(Cardoso, 1985; Herrera et al., 1984) podendo portanto influenciar a ocorréncia dos
fungos MA Entretanto, a maneira como isto acontece nio € conhecida A maior
diversidade de espécies e concentracdo de esporos no solo observada nas leguminosas
pode ser pela producfio de metabdlitos secundarios como por exemplo compostos
aromaticos bioldégicamente ativos como os flavonodides (Siqueira et al. 1991) que tern
capacidade de estimular ou inibir popula¢des de fungos MA na atuando sobre
sua ocorréncia e distribuicdo. E possivel também que, com ciclo médio de 120 dias e
din&mica de ciclagem rapida, compostos liberados pelas crotalarias estimulem os fungos
aproduzirem mais esporos no solo e garantirem sua sobrevivéncia até o verao seguinte.

Dados de campo sugerem que a dinimica da esporulacdo esta relacionada aos
processos de desenvolvimento fisiolégico da planta. No verao época de maior
crescimento vegetativo das culturas, a esporulagdo no solo foi menor. Ao final da ciclo
das leguminosas ou apos o florescimento do cafeeiro, o numero de esporos recuperados
no solo foi maior. Estes resultados concordam com os de Balota (1989), que observou
numero de esporos crescente no cafeeiro a partir de margo/abril, atingindo valores
maximos ern setembro/outubro .Também Smith (1980), estudando o efeito de épocas e
de rotagdo de culturas sobre a esporulacio de fungos MA relatou maior nimero de
esporos recuperados da rizosfera de trigo ao final do ciclo da cultura, na maturagio do
hospedeiro.

Embora ndo existam evidéncias consistentes que relacionem e
esporulagio em FMA C necessario que haja um minimo de colonizagdo para que a
esporulagdo ocorra. Frankie & Morton (1994) citaram como condi¢o para esporulagio

de Acaulospora e Scutellospora, colonizagdo de no minima trés vezes 0 comprimento
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radicular. Neste trabalho observou-se que as maiores esporulagdes ocorreram em
periodos de maior colonizagdo radicular (junho ejulho), no cafeeiro e nas leguminosas.

A colonizagdo radicular tern sido freqiientemente relacionada corn pH €
concentragfo de nutrientes no solo (Koide & Li, 1990; Siqueira & Saggin Jinior, 1995).
Acidez e baixa concentra¢do de nutrientes no solo correlacionam-se positivamente corn
a colonizacfo radicular, indicando que o ao mesmo tempo em que favorece o
crescimento das plantas, aumenta sua atividade metabolica nas raizes. Entretanto, em
situagdes de maior disponibilidade de nutrientes as plantas tendem a dificultar a
colonizagio, para ndo perder carboidratos drenados pelos fungos (Graham & Eissenstat,
1994) que podem chegar a 39% do total do produto da fotossintese (Peng et al., 1993).
Mas algumas plantas tém a habilidade ou a necessidade de manterem alta
radicular mesmo em situacdo de elevada fertilidade de solo (Porter et. AL, 1987;
Bethlenfalvay et al.,, por serem micotréficas obrigatdrias e possuirem algum tipo
de deficiéncia de natureza fisiolégica ou mesmo morfolégica (Janos, 1988; Manjunath &
Habte, 1990; Koide, 1991; Smith et al., 1994). Por outro lado, alguns fungos tem
habilidade de se associarem as raizes indiscriminadamente, produzindo efeitos que
variam de neutros a negativos para as plantas, sendo por isso denominados oportunistas
ou comensalistas (Peng et al.. 1993).

Neste trabalho observaram-se altas taxas de coloniza¢fio no cafeeiro (70% emn
julho) crescendo em substrata comn alta concentragio de P disponivel (28 e

grande esporulagio de G.digphanum quando se cultivou milho e sorgo,

inoculados com raizes de cafeeiro provenientes do campo. em solo coletado na linha de
plantio das leguminosas. Portanto, acredita-se que neste experimento possa estar
ocorrendo tanto a colonizagio facilitada pelo cafeeiro quanta a multiplicagio
indiscriminada do cportinista G.diaphanum, pela sua elevada freqiiéncia de ocorréncia e
representatividade nas amostras. Entretanto. corn a metodologia utilizada neste trabalho
nio foi possivel identificar a origem da radicular do cafeeiro.

Nao se observaram diferengas na ocorréncia de espécies de fungos MA entre a
rizosfera do cafeeiro e das leguminosas cultivadas na entrelinha. Nestas plantas foram

identificadas 12 espécies de fungos MA. No cafeeiro crescendo sem adubagfio verde e
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na parcela nfo cultivada somente 10espécies foram recuperadas. Segundo Saggin Jinior
& Siqueira (1996), em levantamentos feitos ern lavouras cafeeiras no sudeste brasileiro
ja foram identificadas 45 espécies de Glomales, sendo 12 do género Acaulospora, 17
Glomus, 6 Scutellospora, 4 Sclerocystis e 2 Entrophospora, além de vérias espécies nio
descritas. Neste trabalho identificou-se Scutellospora gilmorei, S.pellucida,
S.heterogama, Gigaspora margarita, Gi.decipiens. Acaulospora scrobiculata.
A.appendicula, A.longula, A.spinosa, Acaulospora sp., Glomus sp. e G.diaphanum.

A fregiiéncia de ocorréncia de espécies, analisada a campo e em casa de
vegetagdo mostrou que na rizosfera do cafeeiro foram estimuladas populagdes diferentes
daquelas encontradas corn maior freqiiéncia nas Esporos de A.longula e
G.diaphanum ocorreram com 100% de freqiiéncia em cafeeiro enquanto que S.gilmorei
e A.scrobiculata foram as mais freqtientes (100%) nas leguminosas. Fernandes (1987) e
Balota & Lopes (1996b) também relataram maior ocorréncia de Acaulospora e Glomus
em cafeeiros a Ainda segundo Fernandes (1987), o indice de ocorréncia de
Gigaspora e Scutellospora em lavouras do sudeste brasileiro foi de aproximadamente I5
e 12% respectivamente, bem inferior ao indice de ocorréncia de Acaulosporas
De maneira geral, na rizosfera do cafeciro predominaram Acaulosporaceae, enquanto
que ma rizosfera das leguminosas predominaram as Gigasporaceae. Entretanto, e vasos
de cultivo ern casa de vegetagdo utilizando como indculo raizes de cafeeiro cultivados
no campo, nenhuma Gigasporaceae foi recuperada. Foram multiplicadas A.scrobiculata,

Glomus sp. e G.diaphanum, sendo o ltimo os mais fregiientes, seguido das
Acaulosporas. Quando o indéculo foi raizes de leguminosas. foram recuperadas
S.gilmorei, Spellucida, S.heterogama, A.scrobiculata, A.longula, Glomus sp. e G.
diaphanum. sendo a primeira e a tltima as mais freqiientes. Estes resultados mostraram
que, apesar de ocorrerem na rizosfera do cafeeiro, as Gigasporaceae ndo estdo
colonizando suas raizes. Quando se cultivou o cafeeiro em solo previamente cultivado
com leguminosas contendo varias espécies de Gigasporaceae, poucos esporos destes
fungos foram recuperados sendo possivel que alguns deles sejam ainda resultantes do

cultivo anterior, porque se apresentavam velhos e parasitados.
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Gigaspora margarita, que tern sido citada como eficiente em aumentar o
crescimento do cafeeiro (Lopes et al.. 1983b; Antunes et al., 1988, Colozzi Filho et al.,
1985), foi encontrada na rizosfera das leguminosas e da cafeeiro, mas nio 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 esporula¢do evidente desta espécie foi observada,
mas observou-se multiplicagio de 4.scrobiculata, e abundante esporulagio de
G.diaphanum.

Segundo Johnson et al. (1992), monoculturas prolongadas selecionam espécies
de fungos MA mais adaptadas ao ecossistema. que nem sempre sdo as mais eficientes
ern promover os efeitos da micorrizagdo. Neste trabalho observou-se a ocorréncia de

e A.scrobiculata com maior frequéncia no cafeeiro, e Gigasporaceae nas
leguminosas. G.diaphanum se mostrou um oportunista agressivo e ndo especifico,
colonizando na mesma intensidade cafeeiro e leguminosas. Conforme relatado por
Balota & Lopes {1986b), populagdes de fungos MA podem se influenciar na rizosfera,
de forma variada e dependente das condic¢des de solo e planta. Os resultados obtidos
neste experimento sugerem que G.diaphanum esteja influenciando negativamente a
colonizacdo do cafeeiro por Gigasporaceae. mas este aspecto ndo foi investigado.

Portanto, espécies de fungos MA nativas altamente adaptadas ao ecossistema e
que exibem relacdes preferenciais com as plantas podem estar atuando negativamente
sobre a freqtiéncia de ocorréncia de outras espécies nativas mas menos adaptadas,
diminuindo sua representatividade. E possivel que a ocorréncia de relagdes preferenciais
entre fungo e hospedeiro seja urn dos mecanismos através dos quais fungus sdo

excluidos do sistema solo planta.
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3.7 Conclusoes

- O cultivo de leguminosas aumentou a diversidade de fungos micorrizicos arbusculares
e a concentracdao de esporos no solo.

- O cultivo de leguminosas para adubacao verde na entrelinha do cafeeiro, aumentou a
diversidade de espécies e 0 numero de esporas de fungos micorrizicos arbusculares na
rizosfera da cafeeiro.

- O Cafeeiro e as leguminosas estimularam de fungos micorrizicos diferentes
na sua rizosfera. Acaulosporaceae foram mis freqiientes no cafeeiro e Gigasporeceae,
principalmente Scutellospora gilmorei, nas leguminosas,

- diaphanum mostrou-se um oportunista agressiva e inespecifico.

Em bioensaios em casa de vegetagio, Gigasporaceae ndo foram encontradas
colonizando as raizes do cafeeiro.

- A adubagdo verde pode ndo ser eficiente em aumentar o efeito biofertilizante da

micorriza¢do, devido a ocorréncia de relagdes preferencias entre fungo e hospedeiro.



4 METODOLOGIA SIMPLIFICADA PARA ISOLAMENTO DE DNA
GENOMICO DE UM ESPORO DE FUNGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES

4.1 Resuma

O desenvolvimento de novas técnicas de biologia molecular tern facilitado a
taxonomia e estudos ecolégicos dos fungos micorrizicos arbusculares através da
comparaciio de seu DNA gendmico amplificado pela PCR (Polimerase chain reaction).
Diversos pesquisadores tem utilizado a PCR para amplificar regioes ITS (Internal
transcribed spacer) do DNA ribossomal destes fungos como uma técnica auxiliar para
sua detec¢io e identificacdo no solo ou em simbiose com raizes em diferentes
ecossistemas. Entretanto, os métodos pasa extra¢gio de DNA disponiveis sdo
complicados e trabalhosos. de dificil aplicagdo quando se utiliza grande nimero de
amostras. Neste trabalho relata-se um método simples e rapido para o isolamento de
DNA gendémico de um tnico esporo de fungos MA de diferentes géneros. Com este
método, 0 DNA gendmico obtido foi de qualidade e em quantidade suficiente para a

da PCR e a amplificacdo de fragmentos da regifo de ITS. usando os primers ITS
4 e 5. Este procedimento mostrou-se altamente reproduzivel. Fragmentos de PCR foram
obtidos de 86 a 22% dos esporos estudados. comprovando a eficiéncia do
Tamanhos de fragmentos de DNA idénticos e de mesma seqiiéncia parcial de DNA
foram obtidos de muitos dos esporos. previamente selecionados por critérios
morfolégicos. Portanto, acreditamos que este procedimento rapido e ficil é ideal para
projetos que objetivam estudos de dindmica da populagio de fungos MA no solo visto

que permite o estudo de grande nimero de amostras.
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4.2 Summary: A SIMPLE METHOD FOR ISOLATION OF GENOMIC DNA
FROM A SINGLE SPORES OF ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI.

The development of new molecular techniques has facilitated taxonomic and
ecological field studies of arbuscular-mycorrhizal fungi by comparison of
amplified genomic DNA. Several researchers have been using PCR (Polimerase chain
reaction) amplified ITS (Internal transcribed spacer) region of the ribosomal DNA as an
auxilliary technique for identification of these fungi in the soil or in symbiosis in
different ecosystems.Nevertheless, currently used methods for DNA extraction are very
elaborate and thus difficult to apply with large sample numbers.

In this work. we thus report on a simple and quick method for isolation of
genomic DNA from single spores of AM fungi of different genera. The obtained
genomic DNA was of sufficient quality for PCR-amplification of the ITS-region using
ITS 4 and 5 primers. The procedure was highly reproduceable. PCR fragments were
obtained from 86 to 22 % of the investigated spores revealing the efficiency of the
method. Identical DNA-fragment sizes and partial DNA sequences were obtained from
most spores preselected by morphological criteria. This easy and quick procedure is thus

ideally suited for large scale projects dealing with population dynamics of AM fungi i

soil.

A associagéio simbidtica entre fungos micorrizicos arbusculares (MA) e raizes de
plantas ¢ comum na natureza. Os efeitos positivos da inoculagdo de MA em
sistemas de cultivo agricolas tém sido intensivamente demonstrados e comprovados e
incluem melhoria do estado nutricional e efeitos benéficos na regulagfio do crescimento
de plantas, reducgdo nos efeitos provocados em plantas por estresses de natureza bidtica
(pragas e doengas) ou abiotica (déficit hidrico, nutricional ou térmico) e também melhor

e conservagao dos nutrientes no sistema solo-planta.



Entretanto, a utilizagio destes fungos a nivel comercial e também a realizacdo de
estudas mais aprofundados sobre fisiologia e bioquimica do simbionte e da simbiose tern
sido dificultados devido a impossibilidade de cultivo destes microrganismos em sistemas
artificiais (in-vitro), na auséncia de raizes vivas. Esporos assexuados produzidos no solo
sd0 a principal fonte de indculo e também a base para descricio taxonémica das
aproximadamente 130 espécies identificadas (Morton & Benny, 1990). Atualmente, a
identificag@o baseia-se ern caracteristicas morfolagicas e estruturais dos esporos, que
consome muito tempo e muitas vezes niio € possivel porque estas caracteristicas podem
ser influenciadas por condigdes ambientais ou mesmo por diferentes fases de maturidade
dos esporos (Morton & Bentivenga, 1994).

O desenvolvimento de novas e avangadas técnicas de biologia molecular tem
possibilitado estudos taxondmicos de fungos MA através da comparagéo de seu DNA
gendmico. A introdugdo e aplicagdo da técnica de amplificagdo do DNA por PCR
(Polymerase chain reaction) White et al. (1990) reduziu a quantidade de DNA isolado
necessaria para estudos genéticos, permitindo que organismos de dificil multiplica¢do e
obteng¢do de DNA como os fungos MA pudessem ser estudados. A partir dai, diversos
pesquisadores tem utilizado a PCR como técnica auxiliar para identificagio destes
fungos no solo (Gardes & Bruns. 1993; Lanfranco et al.,, 1993; Henrion et al, 1992;
Egger & Fortin, 1990) ou mesmo quando em simbiose colonizando as raizes ( Simon et
al.. 1992;Bonito et al.. 1995). em diferentes ecossistemnas.

A partir da PCR, dentre varias técnicas, a utiliza¢do de primers especificos que
permitem a amplificacdo de Fragmentos de DNA obtidos a partir da regifio ITS (Internal
transcribed spacer) tem sido usada para estudar as filogenéticas entre grupos de
fungos. Os primers universais ITS1 e ITS4 amplificamo gene 5.88 rRNA e duas regides
de ITS que flanqueiam este gene (White et al, 1990). O gene 5.85 ¢é altamente
conservado e tern possibilitado que a andlise das seqiiéncias da regido ITS seja usada
com sucesso para a identificacdo de relagdes filogenéticas entre fungos ectomicorrizicos
(Gardes & Bruns, 1993, Bruns & Gardes, 71993; Gardes et al, 1991). A regido ITS de
Pleurofus tem uma taxa de substituicio genética sete vezes maior que aquela da maior

sub-unidade rRNA. e revelou variacio genética entre isolados de diferentes localidades
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geograficas. Para fungos MA, recentemente Sanders et al. (1995) relataram a observagao
de trés seqiiéncias de ITS em um tnico esporo de mosseae. Lloyd-Macgilp et al.
(1996) confirmaram a ocorréncia de seqiiéncias heterogéneas de ITS em um mesmo
esporo de fungo MA e ndo encontraram rela¢des claras entre esta divergéncia genética e
a morfologia dos esporos. Por outro lado, Zeze et al. (1996) publicou seqiiéncias para
Scutellospora castanea e tem descrito primers especificos para deteccdo destes fungos
em raizes colonizadas.

Diante das dificuldades e potencialidades que a técnica da PCR representa para o
estudo dos fungos MA, é importante o desenvolvimento ou adaptacdo de metodologias
que facilitem o trabalho e tornem os resultados mais precisos. Nds utilizamos a maioria
dos protocolos para extragdo de DNA de esporos publicados e observamos que sdo
complexos, envolvendo a execugdo de diferentes procedimentos de centrifugacio e ou
aquecimento, utilizando diferentes solugdes para extragdo tais como Tris CI' pH 8.0
(Sanders et al., 1995), tampao de extragdo CTAR ( Lloyd-Macgilp et al., 1996) e Chelex
para a retirada de fons da solugdo (Wyss & Bonfante, 1993; Harney et al, 1997).
Também a quantidade de esporos utilizada para extragdo de DNA nos trabalhos
publicados varia de 1 esporo ou de grupos de 5 a 10 esporos (Wyss & Bonfante,
1993) para 10 esporos (Hamey et al., 1997) ou até grupos de 20 a 60 esporos (Simon et
al., 1992).

Neste trabalho relata-se o isolamento e amplificagdo com primers ITS de DNA
de um tnico esporo de espécies de diferentes géneros de fungos MA, a partir de uma
metodologia simples, rapida e eficiente de extracfio. considerando que o DNA extraido
de um dnico esporo pode permitir estudos de variagdes intra-especificas e também que,
quanto mais simples e eficiente for o protocolo, maior sera o rendimento do trabalho e

menores serdo as interferéncias sobre a e sequenciamento.
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4.4 Material c Métodos

4.4.1 Os esporos de fungos MA
esporos de Acaulospora sp. provenientes da rizosfera de cafeeiros
(Coffea arabica L.), Scutellospora sp. darizosfera de Crotalaria breviflora ¢ Glomus sp.
e Entrophospora sp. provenientes da rizosfera de araucéria (Araucaria angustifolia
[Bert.] O. Ktze). Para as coletas de esporos no cafeciro e leguminosas utilizou-se um
experimento instalado no campo e conduzido a 10 anos pelo Instituto Agronémico do
em Mirasselva, PR. Os esporos provenientes da Araucaria foram coletados na
rizosfera de plantas cultivadas em substrato misto contendo solo e matéria organica (1:1
vol:vol) e conduzidos a 12 meses em casa de vegetagdo do Instituto de Botdnica da
em Tiibingen, Alemanha. A campo, os esporos foram
extraidos de amostras de solo compostas coletadas a profundidade de 0 a 20 cm sob a
projecao da copa do cafeeiro e da Crotalaria. O solo indculo foi seco 20 ar e armazenado
em sacos plasticos em cAmara fria (6°C) até sua utilizacdo. Fim casa de vegetagdo os
esporos foram obtidos de amostras de substrato coletadas diretamente no vaso de
cultivo. Os esporos foram extraidos do solo por peneiramento umido, conforme
Gerdemann & Nicolson (1963) e centrifugados em édgua a 300 rpm por 3 min e em
sacarose 50% a 2000 rpm por 2 min. Apds a extragdo os esporos foram lavados por
quatro vezes em agua destilada estéril e entdo submetidos ao ultra-som por trinta
segundos, na poténcia maxima, para eliminar esporos velhos e também particulas de
solo e microrganismos contaminantes aderidos superficialmente aos esporos. Para
eliminar os debris resultantes da sonicagio, os esporos sio novamente lavados por
quatro vezes em &gua destilada estéril e entdo selecionados morfologicamente. Os
esporos foram selecionados baseando-se em critérios como cor, forma,
contetido visivel ¢ Forma da hifa de sustentacdo, de modo que aqueles de aparencia
similar formassem um grupo. Através deste critério foram selecionados esporos de
Scutellospora sp, Glomus sp, Entrophospora sp. e Acaulospora sp. A escolha destes

géneros foi em fungdo da maior disponibilidade de esporos no solo.
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Observagoes sobre a morfologia externa dos esporos foram feitas em
microscopio estereoscdpio (aumento de 80x) com luz refletida. Somente esporos de
forma globosa, de aparénciasaudével e com vactiolos visiveis foram selecionados dentro
do mesmo grupo de esporos. Estes critérios puderam ajudar na de esporos uma
vez que sdo facilmente observiveis nestas espécies, mas podem ndo ser aplicaveis a
outras espécies como por exemplo algumas scutellosporas de coloragfio escura. Esporos

de forma irregular e corn caracteristicas diferentes foram eliminados.

4.4.2 Extra¢do, amplificacdo e sequenciamento do DNA

Para a extracdo do DNA, utilizou-se um tinico esporo para um volume final de
reacio de 50ul. Com o auxilio de urna pinga de ponta ultra fina e sob microscopio
estereoscopio de luz refletida, os esporos foram coletados individualmente e

transferidos para Sul de dgua estéril (Figura 1).

Figura 1. Esporo de Scutellospora sp sendo transferido para 0 mix da PCR com pinga de

ponta ultra fina (Aumento de 20x).
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Uma vez transferidos, foram entdo cuidadosamente quebrados com as pontas da
pinga, garantindo a liberagfio de seu conteitdo na compondo entdo o extrato cm.
Este extrato contendo Sul de dgua mais o protoplasma fiingico e pedagos de parede dos
esporos foi entdo rapidamente coletado e colocado em tubos de microcentrifuga
contendo 0 mix para a reagdo de PCR, completando o volume final da reagiio 50 pl
Nenhum tratamento ou procedimento adicional foi aplicado ao extrato cru ou a reagio
até esta ser colocada no termociclador para amplificagdo. Toda material utilizado para e
manuseio dos esporos foi esterilizado. A dgua para obten¢do do extrato cru deve ser
bidestilada estéril.

A reacdo da PCR consistiu de 125 pM de cada ANTP, 20 pmol de cada primer,

7,5 mM MgCh, 1,5 unidades de Tag polymerase (Eurogentec, Seraing,
Belgica) sendo o tamp#o fornecido com a enzima e usado nas concentrages conforme
as indica¢&es do fabricante. Os primers [TS 4 e
ITS 5 Ebersberg,

Alemanha) foram utilizados combinados.

O DNA ribossomal da regido ITS foi amplificado usando um termociclador
Perkin-Elmer System 2400 programado para 95°C por 3 minutas para desnaturagdo
inicial. 40 ciclos de 1 minuto a 94°C para desnaturagdo, 40 segundos a 50°C para
anelamento, 1 minuto a 72°C para extensdo e 5 minutos a 72°C para extensdo final. Em
todos os experimentos foram usados tratamentos onde nenhum DNA foi
colocado. Todos os tubos e materiais utilizados na composi¢do das solugGes e no
manuseio dos esporos foram esterilizados.

Os produtos obtidos foram separados por eletroforese em gel de agarose 7.4%.
Os fragmentos de DNA resultantes foram visualizados através de coloracdo com
brometo de etideo e fotografados sob luz U.V.. Os produtos da PCR foram purificados
usando o kit Quiagen para purificagio (Quiagen. Hilden. Alemanha). Para subclonagem
dos fragmentos da PCR foi usado o kit T-cloning (Promega, USA). O
sequenciamento (Sanger et al.,, 1977) foi feito usando os primers ITS 4 ¢ 5 ¢ o kit para
sequenciamento da Amersham (Branschweig, Alemanha), em sequenciador automdtico

373, Perkin Elmer, Forster City, USA).
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4.5 Resultados

Usando o protocolo descrito foi possivel obter um estrato cru que contém DNA em
quantidades suficientes e de qualidade para amplificagdo. através da PCR, de fragmentos
de DNA daregiZo ITS de um tnico esporo de fungos MA.

A ciclagem e as concentragdes dos componentes usados na PCR foram
otimizadas testando-se diferentes reagentes em diferentes concentragdes e condi¢des de
incubagdo, inclusive Tag-polymerases de diversos fornecedores (dados ndo
apresentados). Foram obtidos melhores resultados com a Tag-polymerase “Goldstar”
sob as condicdes descritas no material e métodos.

Interferéncias na amplificagdo freqilentemente causadas pelo uso de EDTA, SDS
¢ outras combinac¢es de substancias quimicas utilizados para extracdo de DNA foram
eliminadas por este procedimento.

DNA de esporos diferentes mas de mesma espécie de fungos MA (de acordo com
critérios morfologicos) apresentaram fragmentos de ITS de tamanhos quase idénticos,
ap0s eletroforese da DNA amplificado (Figura 2).

Somente para Entrophospora sp., dois ern 10 originaram fragmentos de
ITS de tamanhos diferentes. Algumas variacdes na intensidade das bandas produzidas
(Figura 2) e na freqiiéncia de amplificagdes de ITS de esporos (Tabelal) foram
obscrvadas.

Para Scutellospora sp., aproximadamente 81% dos esporos originaram
fragmentos de ITS. A freqiiéncia de amplificagio destes fragmentos para Entrophospora
sp., Glomus sp. e Acaulospora sp. foi de 86, 22, e 35% respectivamente (Tabela 1).

Os produtos da amplificacdo da regido ITS revelaram diferengas no peso
molecular entre géneros de fungos MA. DNA de Scutellospora sp. resultou ern
fragmentos de PCR de aproximadamente 540 bases pares (bp), Entrophospora sp. e

sp. aproximadamente 580 bp e Acawlospora sp. aproximadamente 560 bp.
(Figura 2).
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Figura 2. Produtos de amplificagdo de I0 PCRs obtidos a partir de extratos crus
preparados de um Unico esporo de fungos micorrizicos arbusculares usando
os primers de ITS 4 e 5 combinados. A = Scutellospora sp; B = Glomus sp ;
C = Entrophospora sp; D = Acaulospora sp; M = marcadores (DNA de fago
lambda digerido com HindTIl e pBR322 digerido com Mval).

A andlise da seqiiéncia dos fragmentos do DNA amplificado, obtida pelo
sequenciamento direto dos fragmentos ou apds subclonagem em um plasmidio vetor, e 0

alinhamento com seqiiéncias de ITS conhecidas e registradas em bancos de dados,
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confirmaram a identificacdo morfoldgica dos géneros de FMA estudados (dados nao

apresentados).

Tabela 1. Freqiiéncia de obtencao de produtos da PCR de DNA de um tnico esporo de

fungos micorrizicos arbusculares usando os primers ITS 4 e 5
combinados.

FMA Esporos,n®  Amplificagdes positivas, n° Freqiiéncia, %
Scutellospora sp. 32 26 81
Entrophospora sp. 44 38 86
Glomus sp. 36 8 22
Acaulospora sp. 43 15 35

46 Discussao

O estudo da dindmica das populacdes de fungos MA é importante para o
entendimento da simbiose endomicorrizica sob de campo.

Para contribuir corn este estudo, métodos moleculares que possibilitam a
identificacdo de espécies de FMA tern sido recentemente desenvolvidos. O ponto de
partida foi 0 isolamento de DNA gendémico de um unico esporo ou grupos de § a 60
esporos (Simon et al., 1992; Wyss & Bonfante, 1993; Harney et al., 1997). Entretanto, a
extragio de DNA consistia-se, até o presente momento, em um processo laborioso, que
consumia muito tempo e trabalho, procedimentos de extracdo complexos e caros
(Sanders et al., 1995; Lloyd-Macgilp et al,, 1996; Wyss & Bonfante, 1993; Harney et al.,
1997).

Neste trabalho descreve-se um método extremamente simples, rapido e eficiente
para extracdo de DNA de um tnico espose de Scutellospora sp.. Acaulospora sp..
Glomus sp. e Entrophospora sp., capaz de permitir a amplificagiio de regides de ITS

através da PCR. Este método elimina a necessidade de procedimentos de aquecimento,
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centrifuga¢des e incubagdes em varias solugdes como tem sido feito', sendo portanto
ideal para estudos em larga escala de populagées de FMA ern campo.

Com este procedimento de extragio de DNA observou-se diferencas na
eficiencia de amplificacdo de ITS entre espécies de FMA, produzindo-se fragmentos de
PCR que variaram de 86% a 22% dos esporos investigados. Porém, nio se observou
correlagio entre eficiéncia de amplificagiio e origem dos esporos. Para esporos isolados
do campo (Scuteliospora sp e Acaulospora sp), obtiveram-se taxas de amplificacdio de
81 e 35% respectivamente. Similarmente, de esporos obtidos de substratos em casa de
vegetagdo {Entrophospora sp. e Glomus sp.) observou-se taxas de amplificacfo de 86 e
22%.respectivamente.

Também diferencas no tamanho dos esporos e portanto no niimero de nucleos,
ndo puderam explicar a diferente eficiéncia de amplificacdo de ITS entre Entrophospora
sp. e Scutellospora sp., que, com tamanho de esporos significantemente diferentes,
resultaram em rendimento de amplificagdo de ITS de aproximadamente 85 %. De acordo
corn Wyss & Bonfante (1993), a quantidade de DNA de fungos MA requerida para
amplificacio normalmente € muito pequena (15 a 20 pg) e um tinico esporo destes
fungos contem em média aproximadamente 1.5 a 2.0 ng de DNA. Portanto, até mesmo
os esposos de tamanho menor contém DNA suficiente para a PCR, e ndo deveriam
apresentar freqiiéncias baixas de amplifica¢des positivas.

Sobre a grande variacdo em eficiéncia de amplificaciio de regides de ITS entre

espécies (Tabelal) assume-se duas razoes principais:

1) A variabilidade na viabilidade dos de diferentes espécies de fungos MA no
solo (isso ndo foi determinado antes da daPCR) ou

2) Inibidores contidos nos extratos de Fatores de solo tais como fons aderidos
superficialmente aos podem agir como inibidores da PCR, como sugerido por

varios autores. Eles recomendam a uso de resinas para a eliminag¢do de ions de solo
presentes no extrato (Wyss & Bonfante, 1993; Bonito et d, 1995). Porém, obteve-se
taxas de amplificacio excelentes e baixas no mesmo solo. sem a adi¢do de resinas ou

qualquer outro componente no extrato. Assim, provavelmente as baixas taxas de
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amplificacdo de regides de ITS observadas para Glomus sp. e Acaulospora sp. estejam
relacionadas a presenga de inibidores espécie-dependentes internos.

O wuso do ultra-som nos esporos por 30 segundos foi eficiente para livrar os
esporos de particulas de solo e microorganismos aderidos superficialmente. Este
procedimento é importante e necessdrio porque os esporos nio foram superficialmente
desinfestados antes de extracdo do DNA.

Solugdes esterilizantes como Cloramina-T ou o antibidtico estreptomicina podem
inibir a reagio de PCR (Sanders et al., 1995) além de ndo serem suficientemente
eficientes para eliminarem os BLO’s (Bacterial like organisms) freqlientemente
presentes no citoplasma de fungos MA (Scannerini & Bonfante, 1991). Contaminantes
de esporos tern side citados como produtores de fragmentos de ITS de tamanhos
diferentes dos observados em fungos MA (Sanders et al., 1995). A possibilidade que
contaminantes produzam fragmentos de ITS do mesmo tamanho daqueles produzidos
por fungos MA e que estes produtos de amplifica¢sio se confundam com os de fungos
MA parece pouco provavel uma vez que o DNA de possiveis contaminantes representa
uma pequena parte de DNA total do esporo, tendo portanto menor possibilidade de
amplificagfio. Nos experimentos descritos aqui, nio se encontrou amplificagdes de DNA
de contaminantes urna vez que nenhuma banda dupla foi observada nos géis. Além
disso, a analise do sequenciamento de fragmentos de ITS do DNA amplificado e ©
alinhamento destes resultados cum seqiiéncias de ITS descritas em bancos de dados
confirmaram a identificacdo morfolégica dos FMA estudados.

Corno outros autores (Sanders et al., 1995: Lloyd-Macgilp et al., 1996), neste
trabalho também se observou variabilidade genética na seqiiéncia de ITS amplificada de
um unico esporo. Fragmentos de ITS amplificados de Scutellospora sp., por exemplo.
precisaram ser subclonados para se obter uma seqiiéncia clara.

Portanto. corn a metodologia descrita neste trabalho pode-se, de maneira simples.
auxiliar na identificacdo de fungos MA e acelerar os estudos de populacdes destes

fungos em condi¢des de campo. utilizando-se técnicas de biologia molecular.
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4.7 Conclusdes

- A metodologia desenvolvida para extragdo de DNA de fungos micorrizicos
arbusculares permite a extracdo de DNA de um tnico esporo, de forma rapida e de
maneira simplificada.

- O DNA de fungos micorrizicos arbusculares obtido através da metodologia de extragio
desenvolvida neste trabalho é de qualidade e em quantidade suficiente para amplificacio
e sequenciamento.

- A eficiéncia da amplificagdo de fragmentos de DNA da PCR varia em fungio

da espécie de fungo arbuscular.



5 OCORRENCIA DE FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES EM
CAFEEIRO (COFFEA ARABICA L.) CULTIVADO COM CROTALARIA
BREVIFLORA NA ENTRELINHA E SUA DETECCAO EM RAIZES ATRAVES
DA PCR

5.1 Resumo

Avaliou-se a ocorréncia ¢ a frequéncia de ocorréncia de fungos micorrizicos
arbusculares no solo rizosférico e nas raizes de cafeeiro arabica L.) e de
Crotalaria brevifora cultivada na entrelinha como adubo verde. Amostras de solo
rizosférico e raizes foram coletadas em julho de 1997, em parte de um experimento de
longa duragdo conduzido a pelo Instituto Agronémico do no
municipio de Mirasselva, PR. O experimento esta instalado a 10 anos, em uma Area de
latossolo vermelho escuro distrofico (LEd) onde, nas principais cultiva-se o
cafeeiro 'Catuai Amarelo' e nas entrelinhas as leguminosas Leucena (Leucaena
leucocephala), Crotalaria spectabilis, C. breviflora, Mucuna cinzenta (Stizolobium
pruriens), Mucuna ani (Stizolobium deeringianum), Amendoim cavalo (Arachis
hipogeae) e Caupi (Vigna unguiculata), para fins de adubagio verde. O delineamento
experimental é de blocos ao acasc com 3 repeticSes. Para este trabalho utilizou-se
somente o tratamento de adubacdo verde do cafeeiro com Crotalaria breviflora e o
controle. Determinou-se a diversidade de espécies de fungos MA através da
identificagdo morfologica dos esporos, a freqiiéncia de ocorréncia de populagbes de
fungos MA através da contagem direta de esporos no solo e a colonizagiio radicular.
Para identificar os fungos MA em raizes do cafeciro extraiu-se DNA de esporos
coletados na rizosfera e de raizes de cafeeiro colonizadas. realizando-se a PCR
(Polimerase chain reaction) com primers I'TS (Internal transcribed spacer) e comparando
os perfis das bandas obtidas.

O cultivo de Crotalaria breviflora na entrelinha do cafeeiro aumentou a

concentragdo de esporos de fungos MA na rizosfera do cafeeiro. Cafeeiro e Crotalaria
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breviflora estimularam populacGes de fungos MA diferentes. Fungos MA dos géneros
Acaulospora predominaram na rizosfera da cafeeiro e Scutellospora e Gigaspora na
rizosfera dm leguminosas. Usando técnicas moleculares foi possivel caracterizar fungos
na rizosfera e nas rakes colonizadas do cafeeiro, o que pode auxiliar no estudo da
dinamica destes fungos a campo. O fungo Scutellospora gilmorei, de
ocorréncia comum em cafeeiro e em Crotalaria breviflora, ndo foi encontrado

colonizando as raizes do cafeeiro.

52 Summary: OCCURRENCE OF ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI IN
COFFEE (COFFEA ARABICA L.) INTERCROPPED WITH CROTALARIA
BREVIFLORA AND DETECTION OF THESE FUNGI IN ROOTS USING
PCR

The sporulation and occurrence of arbuscular mycorrhizal (AM) fungi was
evaluated in the coffee trees (Coffea arabica L ) and Crotalaria breviflora rhizosphere
and roots. Crotalaria breviflora is intercropped for green manure between rows of the
coffee plants. Samples of rizosphere soil and roots were collected in July of 1997. in a
long time experiment localized at the Instituto Agrondémico do - IAPAR, in
Mirasselva. PR. The AM diversity was determined through the morphologic
identification of spores, the AM occurrence frequency by the direct counting of spores in
the soil and the root colonization evaluated with the grid-line method using stained
roots. To identify AM in coffee roots, DNA from spores collected in the rizosphere and
from colonized coffee roots was extracted and used for PCR (Polimerase chain reaction)
with ITS (Internal transcribed spacer) primers, comparing the obtained bands.

The legume intercropping cultivation increased the potential of
arbuscular mycorrhizal fungi in the soil. Coffee plants and Crotalaria breviflora
stimulated populations of different AM fungi in their rhizospheres. Scutelfospora spp.
and Gigaspora spp. were more abundant at the legume rizosphere. Acaulospora spp.

occurred more often in coffee plant rhizospheres. Using molecular techniques. it was
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possible to characterize AM fungi in the rhizosphere and in the colonized roots of the
coffee plants. which is of great help in the study of AM fungal dynamics in the field.
Scutellospora  gilmorei, of common in coffee plants and Crotalaria

breviflora, was not found colonizing the roots of coffee plants.

53 Introducio

As micorrizas arbusculares (MA) sao associagdes simbiotréficas entre fungos da
ordem Glomales e raizes da maioria das plantas vasculares. As MA atuam como um
complemento do sistema radicular da planta hospedeira, capaz de aumentar a absorg¢éo
de P e outros nutrientes, promover a das plantas contra patégenos e
desencadear no hospedeiro diversos outros efeitos ainda ndo de todo compreendidos.

A simbiose micorrizica é particularmente importante para o cafeeiro porque este
apresenta elevada dependéncia aos fungos MA na fase de produgdo de mudas (Siqueira
& Colozzt Filho, 1986). Entretanto, as informagdes sobre a ocorréncia de fungos MA
em cafeeiros adultos ndo inoculados e em producdo, mostram a predominancia de
espécies indigenas de baixa eficiéncia simbidtica (Fernandes, 1987; Balota & Lopes.
1996a). Espécies selecionadas eficientes normalmente ndo ocorrem no campo (Lopes et
al., 1983a) e quando introduzidas via inoculagio. tém dificuldade de permanecer no
agrossistema (Balota & Lopes, 1996a). Através do manejo das culturas é possivel
aumentar a diversidade de espécies e o potencial de inéculo natural do solo (Baltruschat
& Dehne, 1988), promovendo populagido de fungos MA diversificada no solo e maior
sustentabilidade do agrossistema (Bethlenfalvay & Linderman, 1992).

Leguminosas fixam nitrogénio, sio micorrizicas e desenvolvem-se bem ern solos
com baixos teores de P (Cardoso, 1985; Herrera et al, 1984). O seu cultivo na
entrelinha do cafeeiro para fins de adubagdo verde pode promover aumento na
densidade de raizes por unidade de drea, devido ao crescimento vigoroso de seu sistema
radicular, o que estimula a micorrizagio, aumenta a diversidade de espécies de fungos

M A e o potencial infectivo natural do solo. Esta pratica de agricultura sustentavel pode
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evitar que o monocultiva selecione espécies de fungos MA pouco eficientes, conforme
citado por Johnson & Pfleger (1992).

Entretanto, além de aumentar a diversidade de espécies e 0 potencial de inéculo
natural, as leguminosas devem também ser capazes de introduzir no agrossistema
espécies de fungos MA que sejam efetivas ern e eficientes ern promover os
beneficios da micorriza¢io no cafeeiro.

O estudo de ocorréncia e dinamica das populagdes de fungos MA no solo é um
desafio devido a dificuldade de identificagdo destes fungos, tanto livres no solo como
internamente as raizes. Estudos com culturas armadilha sdo dificeis de serem executados
e muitas vezes fornecem rcsultados nfio conclusivos. ‘Este desafio entretanto est6 sendo
vencido com o auxilio de novas técnicas de biologia molecular. Estas técnicas tem
permitido identificar fungos a partir de esporos coletados diretamente do campo e
também identificar fungos MA raizes de plantas (Bonito et al., 1995)

Analises de fragmentos de restri¢do de DNA amplificadas por PCR (Polimerase
chain reaction) sdo uma ferramenta poderosa que permitem a detec¢io de moléculas de
acidos nucleicos especificos presentes em pequenas quantidades (Steffan & Atlas. 1991)
e tern sido aplicada com sucesso m identificacdo de fungos MA.. O uso da PCR com
primers que flanqueiam a regido gendémica do ITS (Internal transcribed spacer)
(Redecker et al., 1997) ou mesmo primers especificos como os desenvolvidos para
Glomus mosseae et al, 1995) e para Scutellospora castanea (Zeze et al,
1996), tem permitido a identificagfio taxonémica destes fungos sem os problemas de
variagdes nos caracteres morfolégicos que dificultam a taxonomia tradicional. Estas
técnicas também tern sido aplicadas como ferramentas auxiliares para a identificacéio de
fungos MA internamente as raizes (Bonito et al., 1995; Edwards et al., 1997).

Neste trabalho estudou-se a composi¢do das populacdes de fungos MA, sua
esporulacio e frequéncia de ocorréncia na rizosfera do cafeeiro e da Crotalaria
breviflora cultivada na entrelinha como adubo verde, e a colonizacdo radicular do
cafeeiro. utilizando-se metodologias tradicionais de identificacdo de espécies ¢ também

através da PCR com primers de ITS.
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Este estudo foi realizado e amostras de solo rizosférico e rakes de cafeeiro
(Coffea arabica 1.) e de Crotalaria breviflora, cultivados a campo, como parte de um
experimento de longa dura¢fio que tem como objetivo estudar os 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 Agrondémico
do Parana- TAPAR, no municipio de Mirasselva, PR, e esta instalado em uma area de
latossolo vermelho escuro distréfico (LEd) cujo solo apresentava as seguintes

caracteristicas quimicas na época da amostragem:

pH C P K Ca Mg al
gdm”  mgdm” de solo
Cafeeiro 3,90 7.87 2855 0,17 0,7 0,48
Leguminosas 5.11 7,97 4,8 0,21 1.9 1,14 0,0

No experimento cultiva-se o cafeeiro 'Catuai Amarelo’ nas linhas principais e
nas entrelinhas as leguminosas Leucena (Leucaena leucocephala), Crotalaria
spectabilis, C. breviflora, Mucuna cinzenta (Stizolobium pruriens), Mucuna and
(Stizolobium deeringianum), Amendoim cavalo (Arachis hipogeae) e Caupi
unguiculata) para fins de adubagfio verde. Como controle cultiva-se o cafeeiro na
limpo. O delineamento experimental C de blocos ao acaso com 3 repeti¢des. Q cafeeiro
C cultivado no espagamento 4,0 X 2,0 m por cova de 2 plantas e cada parcela possui 32
covas (4linhas de 8 covas), sendo as 8 plantas centrais @ area util da parcela. Para as
leguminosas. a data de semeadura € na primeira quinzena de outubro e a densidade de
sementes varia em fungdo da espéceie. Por ocasido da florago, que ocorre em épocas
diferentes para cada espécie. as leguminosas sdo cortadas. deixando-se os residuos
amontoados na drea para cobertura do solo e decomposi¢do. No controle sdo feitas
capinas manuais durante o ano, sempre que nescessario

Para as avaliacdes, ern julho de 1997 coletaram-se amostras nos tratamentos: a)

cafeeiro cultivado com Crotalaria breviflora 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 0 a 20 cm, contendo aproximadamente 1 kg de solo rizosférico e
raizes. Para o cafeeiro, as subamostras foram coletadas em 4 pontos eqitidistantes sob a
projecdo da copa e orientados pata as direcdes norte, sul, leste ¢ oeste, Na Crotalaria
breviflora as sub-amostras foram coletadas alternadas na linha de plantio.

Do material amostrado e raizes), 100g de solo foram utilizadas para anilises
quimicas de rotina (pH, C, P, K, Ca, Mg e Al) e 50g de solo para determinag¢des
quantitativas {(mimero de esporos) e qualitativas (diversidade de espécies) de fungos MA.

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

colonizagdo radicular e extragdo de DNA.

5.4.1 Esporos de fungos M A

Os esporos foram extraidos do solo por peneiramento Umido,
Gerdemann & Nicolson (1963) e centrifugados em dgua a 3000 rpm por 3 min e em
sacarose 50% a 2000 rpm por 2 min. Apos a extragdo.. estes foram lavados por quatro
vezes em agua destilada estéril e entdo submetidos ao ultra-som por trinta segundos, na
poténcia maxima. para eliminar esporos velhos e também particulas de solo e
microrganismos contaminantes aderidos superficialmente, sendo entio novamente
lavados por quatro vezes em 4gua destilada estéril.

Para as determinagbes qualitativas (identificagfio de espécies) e quantitativas
(contagem} os esporos form fixados com PVL (Polivinil-alcool} em laminas
microscopicas e observados em microscopio 6ptico composto. A identificagdo das
espécies foi feita baseando-se em critérios morfoldgicos. conforme Schenck & Perez
(1987) e Morton & Beny (1990).

Para de DNA. esporos de Acaulospora lomgula ¢ Scutellospora
gilmorei, observados na rizosfera do cafeeiro, foram obtidos em urna nova extra¢do e

separados por espécie do restante da populagdo de MA, sob microscopio estereoscoépio
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(aumento de 80x) com luz refletida. Os esporos foram selecionados pela aparéncia
externa, considerando-se a coloragdo uniforme, forma globosa regular e ausencia de solo
aderido externamente. Esporos com caracteristicas discrepantes foram descartados.

O DNA foi extraido através da quebra de um tnico esporo em Sul de dgua
estéril, garantindo a libera¢do de todo seu contetido na para formagao do extrato
cru, que foi rapidamente colocado no mix para a reacdo de PCR, conforme detalhado no

capitulo 4 desta tese,

5.4.2 Raizes

Raizes do cafeeiro foram separadas do solo rizosférico em 4gua corrente e
lavadas. Para a determinagdo da coloniza¢fio radicular por MA as raizes foram
aquecidas a 60°C em KOH 10% pos IO minutos para clarificacdo; lavadas em
destilada 4 vezes, acidificadas corn HCI 1% por 2 minutos e fervidas por 10 minutos em
solucdo de glicerol-acido + azul de tripano 0,05% (Phillips & Hayman, 1970). A
determina¢fio da percentagem de colonizagdo radicular foi feita em microscopio, pelo
método da placa quadriculada, segundo Giovannetti & Mosse (1980).

Para do DNA de raizes do cafeeiro, coletaram-se 50 mg de raizes
colonizadas ou ndo nas amostras compostas representativas de cada repeticiio As raizes
foram selecionados ern microscépio composto, sendo a colonizagdo evidenciada pela
presenca de arbiisculos e/ou vesiculas coradas em azul de tripano. Na selecdo procurou-
se .amostrar diferentes tipos de micélio interno (fino e grosso) ou mesmo a presen¢a de
vesiculas. O DNA foi extraido segundo metodologia proposta por Bonito et al. (1995)
onde, para a retirada de agua as raizes foram centrifugadas a 12000 g durante 1 min. e
entdo maceradas ern 800 pl de tampdo de extragdo (Tris-HCI 1M, pH 8,5). Ao extrato
foi adicionada a resina Chelex 100, a uma concentracao final de 5% do volume do
tampdo de extracio. A misturafoi homogeneizada em vértex e entdo fervida em banho-
maria por 15 min. A resina e os fragmentos das raizes foram removidos por
centrifugacdo a 12000 g por 30 seg.. coletando-se o sobrenadante. O material foi
imediatamente utilizado ou entdo armazenado a —20°C. Para a PCR foram feitas séries

de dilui¢cdes em dgua com concentragoes de 1:E0 a 1:10.000 (vol:vol).
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5.4.3 PCR de DNA de esporos e raizes

A da PCR consistiu de 5pl do extrato cm contendo DNA de esporos ou
raizes, adicionados a0 mix para um volume final de 50ul. A concentragdo final na
rea¢do foi 125 pM de cada 20 pmol de cada primer, 7,5 mM de MgCl,, 1,5
unidades de Tag polymerase Goldstar (Eurogentec, Seraing, Bélgica), sendo o tampao
fornecido coM a enzima e usado nas concentragdes conforme indicagdes do fabricante.
Os primers ITS 4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') e ITS 5 (5'-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3') (MWG-Biotech, Ebersberg, Alemanha)
foram utilizados combinados,

O DNA ribossomal da regido ITS foi amplificado usando um termociclador
Perkin-Elmer System 2400 programado para 95°C por 3 minutos para desnaturagio
inicial, 40 ciclos de 1 minuto a 94°C para desnaturacio, 40 segundos a 50°C para
melamento, I minuto a 72°C para extensdo e 5 minutos a 72°C para extensdo final. Em
todos os experimentos foram usados tratamentos controle onde menhum DNA foi
colocado. Todos os tubos e materiais utilizados na composi¢io das solugdes e no
manuseio esterilizados.

Os produtos obtidos foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,4%.
Os fragmentos de DNA resultantes foram visualizados através de colora¢do corn
brometo de etideo e fotografadossob luz U.V.

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

distribui¢do de frequéncia

5.5 Resultados

A ocorréncia de fungos MA, a esporulagio no solo e a freqiiéncia de ocorréncia
de fungos MA na rizosfera do cafeeiro e de Crotalaria breviflora sdo apresentados na

Tabela P.
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Tabela 1. Ocorréncia, esporula¢do no solo (E) e frequéncia de ocorréncia (F) de fungos
micorrizicos arbusculares em solo cultivado com Cafeeiro (Coffea L.)

e comn Crotalaria brevifora na entrelinha para adubagio verde, Média de 3

repetigdes,
Fungos Cafeeiro Crotalaria Controle
breviflora
E! F-.% E F.% E F.%

Scutellospora gilmorei 26 20 48 45 3 4
S heterogama - 3 4
Gigaspora margarita - - 9 9 -
Gi.decipiens - 29 27 -
Acaulospora scrobiculata 26 20 9 9 3 4
A appendicula - - 11 10 7 11
A. 49 38 - - 13 20
A.spinosa - - 14 26
Acaulospora sp 6 5 - - - -
Glomus diaphanum 28 22 - - 19 31
Total 128 £00 106 100 62 100

1 = namero de esporos , 50g solos”; 2 = Porcentagem de ocorréncia sobre o total de
esporos observados na tratamento.

Foram observadas 10 espécies de fungos MA na drea, que sdo: Scutellospora
gilmorei, Sheterogama. Gigaspora margarita. Gi.decipiens, Acaulospora scrobiculata.
A.longula, A.spinosa, A.appendicula, Acaulospora sp. e Glomus diaphanum. Entretanto,
apenas 5 das 10 espécies foram observadas no cafeeiro e 5 na Crotalaria. No cafeeiro

S.gilmorei, A.scrobiculata, Acaulospora sp. e G.diaphanum, com
maior ocorréncia de esporos dos géneros Acaulospora (60 % sobre o total). Na crotalaria
ocorreram S.gilmorei, Gi.margarita, Gi decipiens, A.scrobiculata e A.appendicula, com
maior frequéncia de ocorréncia de dos géneros Scutellospora e Gigaspora , que
somados representaram 81% sobre o total (Tabela § No cafeeiro sem adubo verde

foram observadas 7 espécies: A.scrobiculata, A.appendicula,
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Acaulospora sp. e Glomus sp foram observados somente em cafeeiro,
senda A.longula com freqiiéncia de ocorréncia superior a de todos os outros
componentes das populagoes (36%). Gi.margarita, Gi.decipiens e A.appendicula foram
observados apenas na Crotaldria. Entretanto, nesta. o fungo MA de maior ocorréncia foi
S.gilmorei (45%), que também foi observado no cafeeiro corn 19% de freqiiéncia de
ocorréncia (Tabela 1). A esporulacdo dos fungos MA, na rizosfera do cafeeiro comn
adubo verde e na rizosfera da Crotalaria, foi maior que no controle.

Os produtos da PCR de DNA genémico de espécie que mostrou
ocorréncia especifica no cafeeiro, e S.gilmorei, de ocorréncia comum mas com
frequéncia de ocorréncia maior na Crotalaria, sfo apresentados na Figura 1.

Observaram-se fragmentos de DNA de peso molecular diferente para as duas
espécies de fungo MA estudadas. apresentou fragmentos amplificados de
aproximadamente 580 bases pares (bp) e S.gilmorei de aproximadamente 540 bp. As
amplificagdes obtidas de esporos diferentes. mas da mesma espécie, apresentaram
bandas coM 0 mesmo peso molecular, mas de intensidades diferentes.

Testes de diluigdo com extratos crus obtidos de raizes de cafeeiro colonizadas e
ndo colonizadas por fungos MA mostraram que, para ¢ extrato obtido e nas condi¢des do
experimento. a melhor dilui¢io para se obter produtos de amplificagdo de PCR usando
primers ITS 4 e 5 foi a diluicdo E:100 (Figura 2). Entretanto, a freqiiéncia de
amplificacdes positivas foi baixa (dados nfo apresentados). Extratos ndo diluido ou
diluido de [:1000 ndo apresentaram amplificagdes. Emn todas as PCR realizadas ndo se
observaram amplificagcées em extratos de raizes ndo colonizadas e na testemunha (sem

DNA).
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Figura 1. Produtos de amplificagiio de PCR comn “primers” ITS 4 e 5 combinados,
usando 3 extratos crus obtidos de esporo tinico de fungos micorrizicos
arburculares. Linha 1, marcador molecular % digerido com HindlII; Linhas 2
a 4, Acaulospora longula; linhas 5 a 7, Scutellospora gilmorei. e linha 8,

Controle.

Produtos da amplificac8o de fragmentos de DNA de esporos de e de
raizes de cafeeiros colonizadas, usando primers de ITS 4 ¢ 5 combinados, mostraram
padrio de bandeamento semeclhante e este padrio foi 'completamente diferente do
observado para esporos de (Figura 3). Fragmentos de DNA amplificados de

e de raizes colonizadas apresentaram aproximadamente 580 bp. S.gilmorei
apresentou segmentos amplificados de aproximadamente 540 bp, portanto diferente das

colonizadas. Para estas raizes observou-se uma segunda banda, de peso
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molecular ligeiramente superior ao observado para 4.longula. Raizes ndo colonizadas e

a testemunha sem DNA niio apresentaram amplificagao.

Figura 2. Produto da amplificagdo de PCR usando os primers ITS 4 ¢ 5 combinados,
obtidos de extrato ¢ru de raizes de cafeeiro colonizadas ou nfo, em diferentes
diluigdes (vol.:vol.). Linha 1, marcador molecular / digerido com Hindlll;
Linha 2, Raizes colonizadas (C)sem dilui¢&o; Linha 3, C 1:10; linha 4, C
E:100; linha 5, C 1:1000; linha 6, N3o colonizada sem diluig3o; linha 7,
NC 1:10; linha 8, NC 1:100; linha 9, NC 1:1000; linha 10, Controle (sem
DNA e sem dilui¢do).
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Figura 3. Produto de de PCRs obtidos de extrato cru de esporo tnico de

fungos micorrizicos arbusculares e de raizes de cafeeiro colonizadas ou ndo,
usando os primers ITS 4 e 5 combinados. Linha 1, marcador molecular /4
digerido corn Hindlll;, Linhas 2 e 3, Acaulospora longula; Linhas 4 e 5,
Scutellospora gilmorei; Linhas 6 e 7, extrato de raizes colonizadas (dil. 1:100);
Linhas 8 e 9, extrato de raizes néio colonizadas (dil. 1:100); Linha 10, Controle

(sem DNA e sem diluigfo).
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5.6 Discussio

O cultivo de leguminosas altamente micorrizicas pode aumentar o potencial de
indculo de fungos MA no solo tanto da regifo do cultivo como também de &reas
vizinhas, e isto pode ser particularmente importante em situagdes de monocultivos
permanentes, como € o caso do cultivo do café e de citros. Potencial de inéculo natural
do solo é o conjunto de estruturas fingicas (esporos, células auxiliares vesiculas e
fragmentos de hifas) presentes no solo, livres ou associadas & matéria organica ou
agregados, capazes de infectar plantas, promover radicular e estabelecer
micorrizas. Monoculturas prolongadas diminuem o potencial de inéculo natural do solo
¢ a diversidade de espécies de FMA. Segundo Johnson et al, (1992), monoculturas
continuas tém efeito negativo sobre o potencial de indculo de fungos MA porque
geralmente selecionam espécies mais adaptadas ao agrossistema, mas de eficiéncia
simbibtica menor. Smith (1980) observou redugiio no potencial de indculo de fungos
MA apés cultivo permanente com trigo. Entretanto, este efeito se reverteu gradualmente
apos trés rotagdes na area corn pastagens.

Baltruschat & Dehne (1988) relatam efeito semelhante sobre o potencial de
indeulo de FMA ern solos cultivados continuamente corn trigo. Neste trabalho os autores
relatam também que o uso de adubag¢fo verde com plantas nio micorrizicas (Brassica
napus e Raphanus sativus) teve efeito negativo ainda maior sobre o potencial de
de FMA. Nossos resultados mostram que o cultivo de leguminosas altamente
micorrizicas na entrelinha de plantio do cafeeiro aumentou a concentragdio de esporos de
fungos MA, tanto na entrelinha quanto na linha de do cafeeiro. E que
este aumento na concentracdo de esporos ocasione também aumento no potencial de
inéculo natural do solo. Entretanto, isto nio foi avaliado neste experimento.

Além de caracteristicas de solo. a compatibilidade entre os simbiontes precisa ser
considerada como um fatos decisivo para a micorrizagéo ¢ a permanéncia de fungo no
agrossistema. Segundo Abbott & (1991}, a abundancia de fungos
nos ecossistemas naturais estd relacionada & abundancia de especies de plantas, bem

como ao nivel de infecgdio das raizes destas plantas. Gomes-da-Costa (1993) estudando
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soja e milho cultivados ern monoculturas ou rotag¢do, observou mudangas quantitativas e
qualitativas na comunidade de FMA relacionadas as plantas hospedeiras. Scutellospora
coralloides, S.calospora e S.heterogama foram observadas apenas na rizasfera de milho
em monocultura, sendo eliminadas do solo quando a soja foi cultivada em rotagdo
(Games-&Costa, 1993). Gigaspora ramisporophora, foi favorecida pela soja cultivada
ern monocultura A.Jongula ndo apresentou especificidade de hospedeiro, ndo sendo
afetada pelo manejo. Neste trabalho emn discussfo, observou-se a ocorréncia de
Gi.margarita e Gi.decipiens apenas na Crotaldria e A./longula com alta freqiiéncia (36%)
apenas no cafeeiro. Entretanto, S.gilmorei foi observada com alta freqiiéncia em
Crotalaria (45%) e também no cafeeiro (1 cultivado adjacente (Tabela 1).

Através da analise de fragmentos de de ITS amplificados pela PCR foi
possivel detectar que S.gilmorei, embora presente na rizosfera do cafeeiro, nfo estava de
fato colonizando suas raizes.

A andlise de fragmentos de restri¢do de ITS tem sido citada como uma valorosa
ferramenta para caracterizagdo de (Gardes et al., 1991; Henrion et al., 2994;Lee
& Taylor, 1992; Zambino & Szabo, 1993) e também de Glomales, a nivel de género ou
espécie (Redecker et al., 1997). Para Glomales, entretanto, as seqiiéncias de ITS tem se
mostrada em alguns casos heterogéneas, como por exemplo e esporos de Glomus
mosseae (Lloyd-MacGilp, 1996; Sanders et al., 1995) e Gigaspora sp. (Redecker et d.,
1997). Por isso, tern sido também sugerido o uso de primers de I'TS especificos (Abbas
et al, 1996). Entretanto, como S.gilmorei foi a tinica scutellospora observada no
cafeeiro, as diferengas no padrio de bandas observadas foram suficientes para se poder
concluir que ndo estava colonizando as raizes do cafeeiro, sem a necessidade
de analises complementares usando primers especificos.

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

ou ndo indicaram a necessidade de dilui¢des e¢ do uso da resina Chelex.
Dilui¢des sdo procedimentos fregiientemente utilizados em PCR para tentar otimizar a
relagdo primer:concentracio de DNA para que os sitios de anelamento se adequem a
concentragdo de primers utilizada. Diluigdes de amostras também sdo eficientes em

eliminar inibi¢des da PCR por substancias fendlicas. polissacarideos ou 4cides humicos,
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que tém sido freqlientemente encontrados ern associagio corn DNA de tecidos de plantas
e associados com inibigdes da PCR (Bentivenga & Morton, 3994; Egger & Sigler,
1993). Chelex ¢ uma resina catidnica capaz de eliminar contaminates de solo capazes de
inibirem a PCR. O uso do Chelex, associado a&s dilui¢des, foi suficiente para eliminar
essas inibi¢des.

Somente foi detectada em amostras de raizes de cafeeiro contendo
68% de colonizagio. A.Jlongula e S.gilmorei nunca foram detectadas ern segmentos de
raizes ndo colonizadas e no controle. Produtos ndo especificos, entretanto, foram
amplificados nas amostras de raizes colonizadas. A presenca destes produtos de DNA
ernraizes colonizadas indicam a presenga de outra espécie de fungo MA colonizando as
rakes ou ent3o que os primers ndo foram taxon-especificos e puderam amplificar DNA
ndo micorrizico. Entretanto, essa observagdes ndo foram estudadas.

Com a técnica utilizada foi possivel detectar que as raizes de cafeeiro nao
estavam colonizadas por S.gilmorei mas por A.Jongula. A colonizagio de raizes do
cafeeiro por era esperada devido a alta freqiiéncia de ocorréncia de esporos
deste fungo observada na sua rizosfera. Entretanto, a auséncia de bandas de S.gilmorei
nas raizes do cafeeiro surpreendentemente sugere que este fungo, apesar de ocorrer na
rizosfera, nfio se estabeleceu cfetivamente nas raizes do cafeeiro. Uma possivel
explicacio para este fato ¢ que S gilmorei pode ter sido introduzido na rizosfera do
cafeeiro através das raizes de Crotalaria. que se estenderam até o cafeeiro, em busca de
maios disponibilidade de P.

As evidéncias de que fungos MA multiplicados em Crotalaria hreviflora estao
presentes na rizosfera do cafeeiro, mas nio estdo efetivamente colonizando suas raizes,
sugerem a importancia de se conhecer as populagdes de MA que determinadas espécies
de plantas podem estimular, quando se pensa ern rotagdes de culturas, pré cultivos ou
cultivo intercalar corno prética de manejo para aumentar o potencial de indculo natural
destes fungos no sole.

E possivel que o uso de seqiiéncias de ITS amplificadas de extratos de raizes
colonizadas usando PCR e primers especificos para fungos MA possibilite a

caracterizagdo das populagdes ativas destes fungos no campo, a nivel de espécies,
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5.7 Conclusdes

- Cafeeiro (Coffea arabica 1.) e Crotalaria breviflora populagdes
diferentes de fungos micorrizicos arbusculares na sua rizosfera.

- Acaulospora longula e Scutellospora gilmorei produziram fragmentos de DNA de
pesos moleculares diferentes (580 e 540 pares de bases. respectivamente).

- Usando primers da regido ITS 4 e 5 combinados e amplificando fragmentos obtidos
através da PCR foi possivel identificar fungos micorrizicos ¢olonizando as rakes do
cafeeiro.

- Através de técnicas molecutares foi possivel detectar que o fungo micorrizico
Scutellospora gilmorei, de ocorréncia comum e rizosfera de cafeeiro (Coffea arabica
L.) e Crotalaria breviflora, ndo colonizou as raizes do cafeeiro.

- O uso de técnicas moleculares fern potencial para auxiliar no estudo da dinimica dos

fungos micorrizicos arbusculares no sistema solo-planta.



Os resultados obtidos permitem as seguintes conclusoes:

- O cultivo de leguminosas aumentou a diversidade de fungos micorrizicos arbusculares
e aconcentracfo de esposos de fungos micorrizicos arbusculares no sob.

- O cultivo de leguminosas para adubag¢io verde na entrelinha do cafeeiro aumentou a
diversidade de espécies e 0 numero de esporos de fungos micorrizicos arbusculares na
rizosfera do cafeeiro.

- O cafeeiro e as leguminosas estimularam populag¢des de fungos micorrizicos diferentes
na sua rizosfera. Acaulosporaceae sio mis freqiientes no cafeeiro e Gigasporeceae,
principalmente Scutellospora gilmorei, nas leguminosas.

- Em bioensaios em casa de vegetacdo, Gigasporaceae ndo foram encontradas
colonizando asraizes do cafeeiro.

- A adubacio verde pode ndo ser eficiente ern aumentar o efeito biofertilizante da
micorrizagdo, devido a ocorréncia de relagdes preferencias entre fungo e hospedeiro.

- A metodologia desenvolvida para extra¢io de DNA de fungos micorrizicos
arbusculares permite a extracio de DNA de um (nice esporo, de forma rapida e de
maneira simplificada.

- O DNA de fungos micorrizicos arbusculares obtido através da metodologia de extragdo
desenvolvida neste trabalho ¢ de qualidade e em quantidade suficiente para amplificagéo
e sequenciamento.

- A eficiéncia da amplificagdo de fragmentos de DNA através da PCR varia em fungéo
da espécie de fungo micorrizico arbuscular.

- Acaulospora longula e Scutellospora gilmorei produziram fragmentos de DNA de
pesos moleculares diferentes (580 e 540 pares de bases, respectivamente).

- primers da regido ITS 4 e 5 combinados e amplificando fragmentos obtidos
através da PCR foi possivel identificar fungos micorrizicos colonizando as raizes do

cafeeiro.
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- Através de técnicas moleculares constatou-se que o fungo micorrizico Scutellospora
gilmorei, de ocorréncia comum ern Cafeeiro (Coffea arabica L.) e Crotalaria breviflora,
ndo estava colonizando as raizes do cafeeiro.

- O uso de técnicas moleculares pode auxiliar no estudo da dinamica dos fungos

micorrizicos arbusculares no solo e na planta.
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