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RESUMO

Nobre, Camila Pinheiro. Fungos micorrizicos arbusculares em bridofitas e raizes
modificadas de manjericao (Ocimum basilicum L.) in vitro. 2011. 75f. Dissertacdo
(Mestrado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

O objetivo do trabalho foi observar a germinacdo e producdo de glomalina e acompanhar
desenvolvimento de espécies de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) do banco de
germoplasma da Embrapa em raizes geneticamente modificadas de manjericdo e em bridfitas
in vitro. Ainda, avaliar sua interacdo com os hospedeiros e a influéncia de meio de cultura
enriquecido com 4cidos himicos no crescimento do fungo e da bridfita Lunularia cruciata.
Para isso algumas espécies de FMAs foram selecionadas e tiveram seus glomerosporos
extraidos e submetidos ao processo de desinfestacdo superficial, colocados em meio Agar-
dgua e camara com temperatura controlada para germinar. Realizou-se teste de germinacdo
por 15 dias e os resultados foram submetidos a andlise de variincia e aplicado teste de Tukey
a 5% de probabilidade. Espécies com glomerosporos germinados (Gigaspora margarita,
Glomus manihots, Scutellospora heterogama e Glomus proliferum) foram colocadas em
raizes modificadas de manjericao roxo onde tiveram seu crescimento observado até 100 dias
apos a inoculagdo. Ainda como parte da caracterizacdo de espécies de FMAs foi realizado a
quantificacdo dos teores de glomalina nas amostras de multiplicacio sendo os resultados
submetidos a andlise de varidncia e aplicado teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. No
segundo capitulo foi verificado o efeito da associagio FMAs em raizes modificadas de
manjericao roxo e no terceiro capitulo a influéncia da associag@o acido himico em diferentes
concentracodes, bridfita Lunularia cruciata (drea e comprimento) e FMAs. Os resultados
foram submetidos a andlise de varidncia e teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Scutellospora heterogama foi a espécie com maiores taxas de germinagdo de glomerosporos,
seguida da Gigaspora margarita. As espécies de Glomus esporularam logo apds a formacao
da simbiose. A quantidade de glomalina produzida pelos diferentes FMAs foi distinta, em
especial na fracdo glomalina total. As diferentes espécies de FMAs ndo apresentaram
distin¢@o na eficiéncia de promover o desenvolvimento das raizes transformadas de Ocimum
basilicum. O crescimento de raizes transformadas de manjericio em meio MSR foi ampliado
a partir dos 15 dias apds a inoculacdo de fungos micorrizicos. O uso de dcidos himicos no
meio de cultura em concentragdes de 20 e 80 mg C.L"! incrementou o crescimento da bridfita
Lunularia cruciata e sua associacdo com fungos micorrizicos arbusculares, assim como
promoveram a maior esporulacdo de Gl. proliferum. A associacdo Lunularia cruciata e FMAs
foi caracterizada como mutualista j4 que ambos apresentaram beneficios em crescimento e
esporulacdo. Gigaspora margarita € Glomus proliferum promoveram maior crescimento de
Lunularia cruciata.

Palavras-chave: Cultivo. Monoxénico. Substancias Himicas. Esporulagao.



ABSTRACT

Nobre, Camila Pinheiro. Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) in bryophytes and basil
(Ocimum basilicum L.) genetic modified roots in vitro. 2011. 75p. Dissertation (Master
Sceince in Agronomia, Soil Science). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

The aim of this study was to observe the germination, production of glomalin and monitor
development of species of mycorrhizal fungi (AMF) of the germplasm bank of Embrapa in
root organ culture (ROC) of basil and bryophytes in vitro, analyzing their interaction with the
hosts and the influence of the culture medium enriched with humic acids on fungal growth
and bryophyte Lunularia cruciata. For this, some AMF species were selected and had their
glomerospores extracted and subjected to surface disinfection process, placed in water-agar
medium and temperature-controlled chamber to germinate. A germination test was conducted
for 15 days, and the results were analyzed by ANOVA and Tukey test applied to 5%
probability. Species with germinated glomerospores (Gigaspora margarita, Glomus
manihots, Scutellospora heterogama and Glomus proliferum) were placed in ROC of purple
basil where they had their growth observed until 100 days after inoculation. Also as part of
the characterization of AMF species it was quantified the level of glomalin in the samples of
multiplication and the results were subjected to analysis of variance and Scott-Knott test at
5% probability. In the second chapter it was investigated the effect of mycorrhizal association
in ROC of purple basil, and in the third chapter the influence of different concentrations of
humic acid and association with growth of Lunularia cruciata (area and length). The results
were submitted to ANOVA and Tukey test at 5% probability. Scutellospora heterogama was
the species with higher germination rates of glomerosporos, followed by Gigaspora
margarita. The species of Glomus sporulated after formation of symbiosis. The amount of
glomalin produced by different AMF was distinct, especially in total glomalin fraction.
Different AMF species did not show difference in efficiency to promote development of
Ocimum basilicum transformed roots. The growth of basil transformed roots in the MSR was
extended from 15 days after inoculation with mycorrhizal fungi. The usage of humic acids in
the culture medium in concentrations of 20 and 80 mg CL™' enhanced growth of bryophyte L.
cruciata, and its association with mycorrhizal fungi, as well as promoted the highest number
of spores of Gl proliferum. The association L. cruciata and AMF was characterized as
mutualistic, since both had advantages in growth and sporulation. Gigaspora margarita and
Glomus proliferum increased growth of Lunularia cruciata.

Key words: Monoxenic culture. Humic Substances. Sporulation.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA), pertencentes ao filo Glomeromycota,
estabelecem simbiose com a maioria dos vegetais superiores e inferiores das mais diversas
familias e tém sido apontados como um grupo de organismos chave na produtividade dos
ecossistemas terrestres € para a manuten¢do da diversidade floristica. Esses fungos sao
biotréficos obrigatérios, necessitando do estabelecimento da simbiose com 6rgaos vegetais
compativeis e metabolicamente ativos para que possam completar seu ciclo de vida. A
importancia desses fungos na agricultura se deve a melhora na capacidade nutricional das
plantas além de amenizacdo a estresses bidticos e abidticos.

Entretanto, esses fungos ainda tém limita¢des quanto seu uso em larga escala devido a
deficiéncia na produgdo de inoculantes. H4 necessidade de grandes espacos em casas de
vegetacao para o cultivo em potes e os esporos produzidos nao sao em condi¢des axénicas.
Algumas solucdes t€m sido propostas para solucionar tal problema, dentre elas o cultivo in
vitro. Neste sistema os problemas enfrentados sdo: a biotrofia obrigatéria e a dificildade de
estabelecer a maioria das espécies de FMAs in vitro.

Diversas pesquisas objetivando o desenvolvimento de tecnologias que permitam o
crescimento de FMAs em meio de cultura (axenicamente) sdo de grande importancia para o
desenvolvimento dos estudos na micorrizologia. O uso de raizes modificadas através de
Agrobacterium rhizogenes vem permitindo a multiplicagdo de FMAs in vitro, contudo,
poucos laboratérios possuem licenca e condicdes fisicas para trabalhar com tais organismos
modificados. Outra solucdo encontrada é o uso de planta ‘inferiores’ tais como as bridfitas.
Esses vegetais conseguem realizar associacdes com os FMAs e seria uma grande vantagem na
producdo de inoculantes in vitro devido a sua baixa taxa de crescimento quando comparadas
com as raizes modificadas, o material propagativo € de obteng¢do mais facil e nao ha
necessidade de certificacdo e fiscalizacao de 6rgaos de biosseguranca.

O objetivo desse trabalho foi verificar a germinacdo e acompanhar desenvolvimento
de diferentes espécies de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) em raizes geneticamente
modificadas de manjericao roxo e bridfitas em meio de cultura com diferentes dosagens de
dcido himico.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA)

Dentre os organismos do solo, os pertencentes ao Reino Fungi representam a maior
biomassa total do solo. Eles estdo envolvidos em vérios processos, tais como: decomposi¢ao
da matéria organica (CROMACK & CALDWELL, 1992), amonificagdo e nitrificagdo do
nitrogénio organico (READ, 1989), intemperismo dos solos através da excrecdo de acidos
organicos e siderdéforos e influéncia na estrutura do solo pelo crescimento hifédlico e produgdo
de proteinas (MILLER & JASTROW, 1992; WRIGHT & UPADHYAYA, 1998).

Um grupo de fungos do solo, em especial, possui um papel chave no processo
evolutivo das plantas. Pertencentes ao filo Glomeromycota, os fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) sdo uns dos mais importantes organismos do planeta (READ, 1992).
Estes fungos sdo considerados muito importantes para a nutricdo das plantas afetando sua
saide e sua capacidade de competir nos ecossistemas. Influencia também a ciclagem de
nutrientes, a estrutura do solo e, particularmente, permite a sustentabilidade dos ecossistemas
baseados em solo de baixa fertilidade ou da agricultura de baixo uso de insumos
(BETHENFALVY & LINDERMAN, 1992).

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) formam simbiose obrigatéria com raizes
de um grande nimero de familias vegetais, melhorando desde o desenvolvimento até a
tolerancia aos vegetais afetados por estresses bidticos ou abidticos, causada pelas melhorias
na absorc¢ao de ions de baixa mobilidade no solo, como o fésforo (Tabela 1). Caracterizam-se
por produzir, no cortex das raizes hospedeiras, estruturas ramificadas responsaveis pela troca
de nutrientes entre os simbiontes, conhecidas como arbusculos (SMITH & READ, 1997).
Além disso, produzem estruturas reprodutivas tipicas, de natureza assexual, denominadas
glomerosporos, que apresentam alta diversidade estrutural (GOTO & MAIA, 2006),
relacionada principalmente a parede, que geralmente varia em nimero de camadas, em
aparéncia, cor e espessura (MORTON, 1988). Estes glomerosporos sdo unidades bioldgicas
em estado de dorméncia que precisam ser ativados para desencadear os processos celulares e
as funcdes metabdlicas responsdveis pela germinagcdo e o subsequente crescimento da fase
filamentosa (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Tabela 1 — Principais caracteristicas diferenciais dos tipos de micorrizas (Adaptado de Smith &

Read, 1997).
Tipo de Micorriza  Arbuscular  Ecto Ectendo Arbutéide Monotropéide  Ericédide Orqui-
daceae
Taxa de Fungo Glomero Basidi  Basidio Basidio Basiodio Asco Basidio
Asco Asco
Zygo
Taxa de planta Brio Gymno Gymno Ericales Monotro- Ericales  Orqui-
Pterido Angio Angio poideae Brio daceae
Gymno
Angio
Colonizagdo + - + + + + +
intracelular
Manto Fingico - + +/- +/- + - -




Os FMAs sao simbiontes obrigatérios, pois, para completar seu ciclo de vida,
precisam estar associados as raizes de plantas vivas as quais provéem nutrientes necessarios
para seu desenvolvimento (SIQUEIRA et al., 1985). Este fato vem dificultando tanto estudos
basicos como sua aplicacdo em escala comercial na agricultura, como a produ¢do de um
in6culo de qualidade e livre de impurezas (SYLVIA & JARSTFER, 1994).

WANG & QIU (2006) relatam a ocorréncia da simbiose micorrizica em plantas
terrestres, o qual indicou que, respectivamente 80% e 92% das plantas e familias avaliadas
formam micorrizas € que a simbiose micorrizica arbuscular € a predominante e também a
mais ancestral. A ocorréncia da simbiose micorrizica na grande maioria das familias de
plantas terrestres e nas linhagens primordiais das hepdticas (classe Hepaticae, divisdo
Bridfita) também suporta a hipdtese de que os glomeromicetos foram fundamentais para a
colonizag¢do inicial do ambiente terrestre das plantas.

Essa associacdo pode ser detectada em raizes de pteriddfitas, gimnospermas e
magnolidfitas e é encontrada na maioria dos ambientes terrestres naturais (dunas, florestas
tropicais, savanas, pastagens), assim como em agroecossistemas e areas degradadas. Contudo,
ndo apenas plantas vasculares sdo capazes de formar associacdo micorrizica. Estruturas
andlogas as associagdes micorrizicas foram encontradas em complexos de bridfitas taldides,
indicando a possibilidade de exercer funcdo similar aquela das plantas superiores (READ et
al., 2000; NEBEL et al., 2004; LIGRONE et al., 2007).

O registro f6ssil mais antigo de esporos de fungos e hifas similares aos atuais FMAs é
do segundo periodo da Era Paleozdica, Ordoviciano, e data de 460 milhdes de anos atras,
periodo no qual a flora possivelmente estava no nivel evolutivo das briéfitas (REDECKER,
KODNER, & GRAHAM, 2000). Estudos no sitio aqueoldgico datado do inicio do Devoniano
(cerca de 400 milhdes de anos), ‘Rhynie chert’ na Escécia demonstraram um dos primeiros
registros da simbiose de membros do filo Glomeromycota com plantas terrestres (REMY et
al. 1994; REDECKER, 2002). DOZTLER et al. (2006), também verificaram associacao
micorrizica trabalhando nesse sitio aqueoldgico. Esporos de um ancestral de fungo
micorrizico arbuscular com escudo de germinacdo, provavelmente um antecessor de
Scutellospora, foram encontrados no tecido cortical parcialmente degradado de Asteroxylon
mackiei, uma licofita ancestral. Esse fato, além de contribuir para o registro da simbiose
micorrizica permite um melhor entendimento da evolugcdao do filo, sugerindo uma maior
diversificagdo dentro do grupo antes do Devoniano mais remoto. Além de antencessores de
individuos do género Scutellospora, DOZTLER et al. (2009), ainda observaram a presenca de
esporos similares a esporos do género Acaulospora.

2.1.1 Classificacao dos glomeromicetos

A classificacdo desse grupo de fungos ja teve diversas modificagdes. Primeiro foram
incluidos na familia Endogonaceae dentro do filo dos Zygomicetos por TAXTER (1922) na
primeira revisdo realizada sobre esse grupo de fungos. Em 1974, GERDEMAN & TRAPPE,
revisando Endogonaceae, propuseram as bases até hoje utilizadas para a identificagdo e a
classificacdo dos FMA. Ainda descreveram Acaulospora e Gigaspora, mas matendo todos
esses géneros em Endogonaceae. Assim, a partir de 1974 os FMA foram representados pelos
géneros Acaulospora, Gigaspora, Glomus e Sclerocystis.

WALKER & SANDERS (1986) estudando algumas espécies do género Gigaspora,
observaram que alguns representantes possuiam parede interna (germinativa sensu Morton) e
uma placa germinativa. Separaram entdo essas espécies em um novo género (Scutellospora),
levando em consideragao principalmente seu modo de germinacao.

MORTON & BENNY (1990), proporam a ordem Glomales para agrupar os fungos
que formavam micorrizas arbusculares, a qual era caracterizada pela formacao de arbusculos
no cortex das plantas hospedeiras. Essa ordem possuia duas subordens, Glomineae com duas
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familias: Glomaceae e Acaulosporaceae, e Gigasporinae com apenas uma familia
Gigasporaceae. A diferenga entre as subordens consistia na formacao de vesiculas no cortex
das raizes dos vegetais e na capacidade do fungo em apresentar o micélio (Glomineae)
enquanto Gigasporineae se caracteriza pela auséncia de vesiculas no cortex e presenca de
células auxiliares ao longo do micélio externo, no solo.

Com o advento da biologia molecular, novas familias foram criadas
(Archaeosporaceae e Paraglomaceae) (MORTON & REDECKER, 2001). Em 2001,
SCHUSSLER et al. proporam a criacao do filo Glomeromycota (monofilético) constituido por
uma classe: Glomeromycetes e quatro ordens: Diversisporales (Acaulosporaceae,
Diversisporaceae, Gigasporaceae), Archaeosporales (Archaeosporaceae, Geosiphonaceae),
Paraglomerales (Paraglomeraceae) e Glomerales (Glomeraceae). Essa classificacdo se baseou
no sequenciamento da subunidade menor do DNA ribossomal e estudos filogenéticos
posteriores, onde se usou sequenciamento de outros genes (JAMES et al., 2006; HIBBETT et
al., 2007), que confirmaram evidéncias apontadas por SCHUSSLER et al. (2001) (Figura 1).

Com os avangos nas pesquisas e nas técnicas moleculares, mais géneros e espécies
foram propostas e antes que fossem consolidades foram derrubadas por trabalhos posteriores.
Um exemplo disto é o trabalho de OEHL et al. (2008) unindo dados moleculares e
morfoldgicos (nimero de paredes e complexidade das placas germinativas) revisaram muitas
espécies de Scutellospora descritas e concluiram que a maioria desses representantes poderia
ser realocada em cinco novos géneros. As espécies foram agrupadas nos seis géneros que
foram distribuidos em trés novas familias Scutellosporaceae (Scutellospora com apenas 10
representantes), Racocetraceae (Racocetra e Cetraspora) e Dentiscutataceae (Fuscutata,
Dentiscutata e Quatunica). MORTON & MSISKA (2010) testaram a classificagdo em
vigéncia através da construcao de arvores filogenéticas reconstruidas através do 25S do rRNA
e de sequéncias do gene da B-tubulina, além de verificar essas informac¢des com a morfologia
dos escudos germinativos. Como conclusdao os autores verificaram que apenas trés clados
(Gigaspora e Racocetra e Scutellospora) conseguiam ser bem diferenciados nas arvores
filogenéticas e que dos cinco tipos morfolégicos de escudos germinativos propostos, apenas
trés conseguiram ser diferenciados nas andlises moleculares, discordando, portanto do
trabalho de OEHL et al., 2008.

GLOMACEAE ACAULOSPORACEAE GIGASPORACEAE

Glomus Entrophospora Acaulospora Gigaspora Scutellospora

ARCHAEOSPORACEAE \_

# y LAY LI
) {rchaeospora

£
7 PARAGLOMACEAE

#

GLOMINEAE GIGASPORINEAE

e —
ZYGOMYCOTA

Figura 1 - Arvore filogenética proposta por Morton & Benny (1990) e modificado por
Morton & Redecker (2001) tendo como base dados morfoldgicos e moleculares.
(Fonte: http://invam.caf.wvu.edu).
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Figura 2 - Filogenia de fungos baseadas na sequéncia SSU do rRNA mostrando a separac¢do
dos fungos micorrizicos arbusculares (FMA) em um clado diferente dos Zygomicetos.
(fonte: SCHUESSLER et al. 2001)

Até meados do ano de 2010, os fungos micorrizicos arbusculares estavam distribuidos
em quatro ordens (Archaeosporales, Diversisporales, Paraglomerales e Glomerales) com treze
familias  (Geociphonaceae, = Archaeosporaceae, Diversisporaceae, Paraglomeraceae,
Glomeraceae, Acaulosporaceae, Entrophosporaceae, Scutellosporaceae, Gigasporaceae,
Racocetracea, Dentiscutataceae, Pacisporaceae e Ambisporaceae) e 19 géneros: Acaulospora,
Diversispora, Entrophospora, Archaeospora, Gigaspora, Scutellospora, Pacispora,
Paraglomus, Intraspora, Kuklospora, Glomus, Ambispora, Otospora, Racocetra, Fuscutata,
Cetraspora, Quatunica, Dentiscutata e Geosiphon (SCHUESSLER et al., 2001; OEHL et al.,
2006; OEHL et al., 2008; PALENZUELA et al., 2008; WALKER, 2008; SILVA et al., 2008)

Em recente trabalho, KAONONBUA et al. (2010) propdem a transferéncia de espécies
do género Kuklospora para Acaulospora. Os autores realizaram andlises moleculares de
sequéncias do gene nrLSU e observaram o surgimento do esporo em relacdo ao saculo
esporifero, verificarando que diferenca entre esses dois géneros consistiria apenas na posi¢ao
do esporo em relacdo ao siculo esporifiero, sendo as etapas seguintes de formacdo e
desenvolvimento do esporo idénticas. Com essas duas informagdes, o género Kuklospora foi
rejeitado como um grupo monofilético vdlido e integrado taxonomicamente ao género
Acaulospora.

No final de 2010, SCHUSSLER & WALKER publicaram uma lista de espécies com
novas familias e géneros do filo Glomeromycota. Sua reclassifica¢ao foi baseada nas recentes
andlises filogenéticas relizadas por seus grupos de pesquisa e a combinagdo de caracteres
morfoldgicos (quantidades e tipos de paredes, escudo germinativo, hifas e cicatrizes). As
espécies que ndo possuiam essas evidéncias foram incluidas como ‘espécies em posicao
incerta’. Os autores ainda afirmam que a classificacdo proposta pode sofrer alteracdo a
medida que forem elucidadas as dividas em relagdo a essas espécies. Contudo, optou-se por
continuar utilizando a classifica¢io proposta por OEHL et al. (2008) (Tabela 2).



Tabela 2 — Classificacdo dos FMAs, atualizada em novembro de 2010. (Fonte: http://www.Irz-
muenchen.de/~schuessler/amphylo/)

Ordem Familia Géneros
Glomerales Glomeraceae Glomus
Gigasporaceae Gigaspora
Scutellosporaceae Scutellospora
Racocetraceae Racocetra
Diversisporales Cetraspora
Dentiscutataceae Dentiscutata
Fuscutata
Quatunica
Acaulospora
Acaulosporaceae Kuklospora
Entrophosporaceae Entrophospora
Pacisporaceae Pacispora
Diversisporaceae Diversispora
Otospora
Paraglomerales Paraglomeraceae Paraglomus
Geosiphonaceae Geophison
Archaeosporales Ambisporaceae Ambispora
Archaeosporaceae Archaeospora
Intraspora

2.1.2 Fungdo e importancia

Micorrizas arbusculares sao associa¢des mutualistas entre as raizes da maioria das
plantas terrestres e os fungos do filo Glomeromycota. Além do crescimento intercelular,
tipico nas ectomicorrizas, o processo de colonizacdo das raizes pelos fungos micorrizicos
arbusculares é caracterizado pelo crescimento intercelular das hifas no tecido cortical e pela
diferenciacdo de hifas intracelular terminais em estruturas efémeras e semelhantes a
haustérios, chamadas arbisculos (BONFANTE-FASOLO, 1984). Segundo MOREIRA &
SIQUEIRA (2006) a associacdo de fungos micorrizicos arbusculares com as plantas nao é
uma excecao e sim uma regra ja que a maioria das familias vegetais conhecidas formam a
associacao.

Para que a micorriza (associagdo entre fungos micorrizicos e raizes de plantas) se
forme € necessdrio que ocorram uma sequéncia de eventos. Segundo SIQUEIRA (1994), a
colonizagdo se inicia com o crescimento de uma hifa infectiva proveniente de qualquer
propagulo do fungo. Estas hifas, quando em contato com as raizes, emitem apressorios para
que a penetracdo seja permitida. Apds o reconhecimento celular, na superficie da raiz, ocorre
a infeccdo propriamente dita com a diferenciacdo da hifa em apressério seguida da
penetracado, a qual se dd através da combinagao da pressao mecanica e degradacao parcial da
parede celular vegetal por enzimas produzidas pelo fungo. Logo apds a penetracdo nas células
das raizes, o fungo forma enovelamentos simples e coloniza o apoplasto e células do cortex,
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formando estruturas conhecidas como arbusculos, os quais sdo responsaveis pelas trocas de
carbono entre a planta e o fungo. A planta fornecera carbono para o fungo e, em contrapartida,
este fornecerd ao vegetal dgua e nutrientes, em especial fosforo.

Segundo NUNES (2004), a eficiéncia da simbiose ¢é influenciada por fatores
ambientais no qual o sistema micorrizico (fungo e planta) estd inserido. No solo, fatores
nutricionais influenciam a germinacdo dos esporos, a taxa de coloniza¢do radicular, o
crescimento micelial e a esporulacdo. Para que simbiose possa alcancar seu objetivo €
necessario que o solo tenha niveis equilibrados de nutrientes.

A principal contrapartida dos fungos micorrizicos arbusculares € a absor¢do e
transporte de nutrientes as plantas, principalmente o fésforo, elemento de baixa mobilidade
em solos tropicais. Com a melhora do equilibrio nutricional da planta, esta se torna mais
tolerante a doengas e estresses abidticos (NUNES, 2004).

2.1.3 Cultivo in vitro de FMA

Atualmente ainda ndo se obteve o crescimento de FMAs em meio sintético com
auséncia de raizes, sendo este o maior entrave para os estudos desses fungos (STRULLU,
ROMAND & PLENCHETTE, 1991). Além disso, o ciclo de vida da maioria das espécies dos
fungos do filo Glomeromycota € desconhecido.

O desenvolvimento de técnicas de DNA recombinante e a decorrente producdo de
raizes transformadas permitiu o cultivo in vitro de FMAs e t€ém possibilitado o monitoramento
ndo destrutivo da simbiose micorrizica por longos periodos, suficientes para acompanhar o
estabelecimento e desenvolvimento, desde a colonizagdo radicular até a formagao completa de
novos glomerosporos e, especificamente, para identificacdo dos compostos produzidos antes,
durante e apds o estabelecimento da simbiose (AZCON-AGUILAR & BAREA, 1991). O uso
de culturas de FMAs nestas raizes também permite avaliar interacdes metabdlicas (SOUZA et
al., 2006; SOUZA et al.,, 2002). A possibilidade de monitoramento in vivo permite a
observacao e descricao de esporos e a formacao de outras estruturas permitindo acompanhar a
ontogenia destes fungos simbidticos.

Um dos primeiros relatos sobre o estabelecimento in vitro de FMA foi no inicio dos
anos 1960 (MOSSE, 1962) quando a presenca de Pseudomonas foi considerada necessaria
para garantir a colonizagdo. Contudo, no inicio dos anos 1970 uma simbiose sem bactérias foi
relatada (PHILLIPS, 1971; MOSSE, 1972).

O trabalho pioneiro de infeccdo de FMAs em culturas de raizes in vitro foi
desenvolvido por MOSSE & HEPPER (1975) utilizando raizes de tomate (Lycopersicum
esculentum Mill.) e trevo (Trifolium pratense L.) estabelecendo coloniza¢do de Glomus
mosseae. Porém, as raizes nao modificadas apresentavam pouco crescimento em meio com
pouco agucares, necessario para nao inibir o crescimento dos FMAs. Este problema foi
reduzido com a utilizagdo de culturas de raizes transformadas pelos genes Ri ("root-
inducing") da bactéria fitopatogénica Agrobacterium rhizogenes (MUGNIER & MOSSE,
1987).

Apés o desenvolvimento da técnica de transformacdo pelo genes Ri e com o
desenvolvimento dos meios de cultura, varios pesquisadores obtiveram esporulacdo de FMA
em raizes transformadas cultivadas axenicamente em meio de cultura definido, permitindo
assim a obtencdo de culturas monospéricas de FMAs (DECLERCK et al., 2006; BECARD &
PICHE, 1992: BERBARA, 1995; BERBARA et al., 2006), tal fato tem possibilitado avangos
substanciais em novos campos do conhecimento como biologia molecular.

A grande maioria dos trabalhos realizados com FMA se limitam a espécies do género
Glomus e Gigaspora (SOUZA & DECLERCK, 2003). HEPPER (1981) em trabalho pioneiro
com Trifolium sp. associado com Glomus mosseae € Glomus caledonium usando agar, papel,
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ou vidro para suporte conseguiu acompanhar o estdgio inicial da penetracdo radicular pelos
fungos.

Recentemente, VOETS et al. (2005) e DUPRE de BOULOIS et al. (2006)
desenvolveram dois novos sistemas autotroficos associados com o cultivo in vitro de esporos
de FMA com Solanum tuberosum L. e Medicago truncatula Gaertner, respectivamente.
Grande producdo de glomerosporos foi obtida (cerca de 12.000 em 22 semanas) com batata
(VOETS et al. 2005), e o transporte de C da parte aérea de Medicago truncatula para o fungo
(VOETS et al. 2008) e do foésforo e césio para a parte aérea via micélio extraradicular
(DUPRE de BOULIS et al., 2006) foi demonstrado. Contudo, vdrias semanas se passaram
para que os niveis de infeccao fossem altos. Uma razdo para tal pode ser atribuida ao tempo
necessario para o inéculo do fungo germinar, crescer, entrar em contato e colonizar a raiz
(VOETS et al., 2009).

A técnica de cultivo de FMAs em raizes transformadas possibilita a obten¢do de
material padrao inicial axénico, de alta pureza e consequentemente permitird o
desenvolvimento de metodologias que servirdo como ferramentas para estudos bdsicos e
aplicados sobre micorrizas. O entendimento dos fendmenos que controlam a esporulacdo em
sistemas micorrizicos permitird, eventualmente, a producdo de um meio de cultura onde
FMASs possam ser multiplicados in vitro na auséncia de raizes, retirando-se, com isso, um dos
maiores obstiaculos para sua utilizacdo em larga escala na agricultura.

2.1.4 Glomalina

A identificacao dos FMAs sempre foi um dos grandes entraves nos estudos ecologicos
desse grupo de fungos. Tendo em vista esse problema WRIGHT e colaboradores iniciaram
estudos com anticorpos para a detec¢do de FMAs, mas os resultados obtidos demonstraram
que os anticorpos ndo eram capazes de reconhecer sequéncias que possibilitassem a
diferenciacdo de espécies (WRIGHT et al., 1987).

Os estudos avangaram nesse campo com a intenc¢ao de entender as propriedades desses
antigenos. WRIGHT et al. (1996) utilizaram o anticorpo monoclonal MAb32B11, obtido de
Glomus intraradices para visualizar o antigeno. Usando imunofluorescéncia indireta com este
anticorpo, a glomalina foi revelada em hifas fingicas de FMA, em raizes colonizadas, matéria
organica, particulas do solo e dentro das células das raizes (WRIGHT et al., 1996; WRIGHT
& UPADHYAYA, 1999; WRIGHT, 2000). No mesmo estudo sugeriu-se que a glomalina
fosse uma proteina e se iniciou a busca por metodologias de extracdo tanto de solo quanto de
micélio (WRIGHT et al., 1996; WRIGHT & UPADYAYA, 1998). Os autores ainda
demonstraram que tal antigeno possuia natureza protéica por este possuir bandas
eletroforéticas similares as bandas observadas em proteinas do solo extraidas pelo método de
Bradford (WRIGHT & UPADHYAYA, 1999) e pelo antigeno apresentar resultado positivo
para lectina ligadora (WRIGHT et al., 1996) e eletroforese capilar (WRIGHT et al., 1998).

PURIN & RILLIG (2008) trabalhando com Glomus intraradices, em culturas in vitro
e utilizando anticorpo monoclonal, MAb32B11, detectaram produgdo de glomalina em células
citoplasmaticas das paredes das hifas e dos esporos de FMA.

A quantidade de glomalina é abundante (normalmente, 2-15 mg. g'1 de proteina reativa
por no solo) e ja foi detectada em diversos ambientes (WRIGHT & UPADHYAYA, 1998;
WRIGHT et al., 1999; RILLIG et al., 2001).

De acordo com as diferentes formas de quantificagdo, RILLIG (2004) introduziu nova
nomenclatura para identificar a glomalina do solo, substituindo a entdo proposta por
WRIGHT & UPADYAYA (1998). Se ela for quantificada via método de ELISA é chamada
de GRSP (glomalin related soil-protein - proteina do solo relacionada com a glomalina). Caso
ela seja quantificado pelo método de Bradford, a concentracdo de glomalina total &



denominada BRSP (Bradford related soil protein - proteina do solo relacionada com
Bradford) e representa a concentracao de glomalina total no solo. (Tabela 3)

A principal funcao atribuida a glomalina é a de agregacdo do solo e essa proteina é
bastante sensivel as alteragdes no uso do solo, podendo ser utilizada como bom indicador de
qualidade. Contudo, alguns autores (RILLIG et al. 2003; PURIN, 2005) conferem papel
secunddrio da glomalina na agregacdo do solo. Devido a ligagdo da GRSP com os FMAs,
varios estudos utilizam os teores dessa substancia para identificar a presenca desses fungos
em culturas de casa de vegetacao (WRIGHT et al., 1996).

A ecologia dos FMAs é um campo com limitada amplitude de mensuracdo da
abundancia e atividade. Isso é feito através da identificacdo dos esporos de campo, do
comprimento do micélio externo, a colonizagdo radicular e do potencial de inoculagdo. Todas
essas varidveis tem limitacOes técnicas. A inclusdo da GRSP dentre as varidveis de ecologia
dos FMAs € interessante, pois a quantificacdo da proteina € rdpida, objetiva, barata e
relativamente facil de ser conduzida (PURIN & RILLING, 2007).

Tabela 3 — Terminologias utilizadas para as diversas fra¢des protéicas do solo e glomalina. Adaptado
de Rillig (2004).

Termos propostos por
Wright

Termos atuais

Justificativa

TG (glomalina total)

EEG (Glomalina facilmente
extraivel)

IRTG (Glomalina total
imunoreativa)

IREEG (Glomalina
facilmente extraivel imuno-
reativa)

Glomalina

BRSP (proteina total reativa
pelo método de Bradford)

EE-BRSP (proteina
facilmente extraivel reativa
pelo método de Bradford)
IRSP (fragdo de BRSP reativa
com MAb32bl1)

EE-IRSP (fracdo de EE-
BRSP reativa com
MADb32b11)

GRSP (glomalina e proteinas
do solo relacionadas)

O método de Bradford ndo é
especifico para uma tnica
proteina

O método de Bradford ndo é
especifico para uma tnica
proteina

Possibilidade de reatividade
cruzada com o anticorpo
Possibilidade de reatividade
cruzada com o anticorpo

O termo glomalina deve ser
utilizado apenas para o nome

da proteina como produto do
gene.

2.2 Raizes Modificadas Geneticamente

Culturas de 6rgaos e tecidos vegetais sdo técnicas que permitem O crescimento e a
manutencdo destes materiais em solugdes nutritivas, sob condi¢des axénicas. A producdo
destas culturas in vitro € uma idéia antiga (século XIX) e partiu do principio de que as células
vegetais teriam a habilidade de totipoténcia, ou seja, eles poderiam regenerar uma planta
inteira (LIMA, 2008).

A descoberta de bactérias do solo capazes de causar modificagdes nas raizes foi um
passo importante para o processo de producdo desses Orgdos vegetais in vitro. Bactérias
pertencentes ao género Agrobacterium, em especial A. rhizogenes (Riker) Conn que sao
agentes patogénicos responsaveis pela proliferacdo excessiva de raizes em cabeleira ou A.
tumefaciens Smith & Townsend que causam tumores no ponto de infec¢do sdo os
responsaveis pela producdo das raizes modificadas. Quando as células sdo infectadas por A.
rhizogenes, o DNA de transferéncia (T-DNA) oriundo do plasmideo bacteriano (indutor de
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raizes - Ri) é transferido, integrado e expresso na célula vegetal do hospedeiro (FLORES,
1992; ZAMBRYSKI et al., 1989). As raizes transformadas sao chamadas de ‘hairy roots’.

O vegetal infectado passa por sucessivas modificagdes em seu metabolismo,
produzindo enzimas que sintetizam substincias usadas como fonte de energia pela bactéria
(opinas) e de hormdnios que alteram a produgdo e a sensibilidade das células vegetais a
auxinas (e citocininas) provocando um desbalanco no metabolismo celular, induzindo a
proliferacdo de raizes adventicias de rdpido crescimento na regiao de infeccao (SAITO et al.,
1992). O processo de integracdo do T-DNA no genoma da planta faz do plasmideo Ri, vetor
importante para a transferéncia de genes para as plantas. O processo de integragao do T-DNA
na célula vegetal é chamado de “transformacdo genética” e a raiz produzida, “raiz
transgénica”(LIMA, 2008).

Existe uma certa especificidade entre as bactérias do género Agrobacterium e as
espécies vegetais. Em linhas gerais, as Agrobacterium vém sendo utilizadas para a producao
de uma ampla variedade de dicotiledoneas transformadas. As gramineas, entretanto, sao
menos suscetiveis as transformacdes devido a diferencas no processo de resposta a infecgao.
Apesar da Agrobacterium poder transferir T-DNA as gramineas, as células transformadas nao
se dividem e, portanto, ndo sdo usadas para a regeneracdo de plantas transformadas (FISK &
DANDEKAR, 1993).

As raizes transformadas com o T-DNA do plasmideo Ri de A. rhizogenes, por ser uma
doenga de ocorréncia natural em vdrias plantas nao serd designada no presente estudo como
raizes transgénicas, termo este que estd sendo usado para insercdes artificias de genes,
inclusive genes exoéticos ao reino vegetal. Serd, portanto, utilizado neste estudo os termos
raizes modificadas ou transformadas. Estas podem ser prontamente sub-cultivadas in vitro
como culturas axénicas de raizes.

Esses “clones radiculares” sao capazes de crescimento indefinido in vitro (SOUZA et
al., 2002; BERBARA et al., 1995; FLORES, 1992). A partir destas culturas, plantas inteiras
podem entdo ser regeneradas. Partindo-se de um material inicial com apenas alguns
miligramas (uma ou duas pontas de raizes de dois a trés centimetros), uma tipica raiz
transformada pode produzir aumentos em sua biomassa de vdrias centenas de vezes em
apenas 3-4 semanas (SOUZA et al., 2006, SOUZA et al., 2002; BERBARA, 1995).

A sintese de metabdlitos secunddrios por estas raizes € bastante estdvel e a taxa de
producgdo destes compostos pode ser significativamente superior as encontradas em raizes nao
transformadas (FLORES & CURTIS, 1992; FLORES & FILNER, 1985). As raizes
transformadas oferecem uma grande contribui¢ao para o entendimento de importantes eventos
relacionadas a fisiologia de plantas e a trocas de sinais entre simbiontes, como o registrado em
fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) durante os processos de colonizacio e esporulacdo
(DECLERCK et al., 2006; SOUZA et al., 2002; BERBARA et al., 1995).

Através do estudo das raizes modificadas, pode-se entender os mecanismos genéticos
e fisiol6gicos envolvidos nos processos de colonizagdo e esporulacdo micorrizica, ja que se
pode monitorar todos os estdgios de desenvolvimento do simbionte in vivo, de forma nao
destrutiva por longo periodo. Como consequéncia, o uso de raizes transformadas como
sistema modelo para o estudo de associa¢des micorrizicas, vem se tornando cada vez mais
comum (DECLERCK et al., 2006; LIMA, 2004; SOUZA et al., 2002; BECARD et al., 1992;
BERBARA et al., 1995; FONSECA, 1994; BENHAMOU et al., 1994; SIMONEAU et al.,
1994; BECARD & FORTIN, 1988; MUGNIER & MOSSE, 1987).

A possibilidade de utilizacdo de raizes transformadas de espécies vegetais com
dependéncia micorrizica tem sido proposta para a ontogenia dos glomerosporos (BERBARA
et al., 1999), para o estudo do processo de colonizagdo radicular e, especificamente, para a
identificacdo dos compostos produzidos antes, durante e apds o estabelecimento da simbiose
(SOUZA et al., 2002; AZCON-AGUILAR & BAREA, 1991). Utilizando as raizes
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modificadas em estudos de FMAs, reduz-se os efeitos das varidveis ambientais envolvidas na
simbiose, permitindo avaliar suas interacdes metabdlicas.

Viérios pesquisadores obtiveram recentemente esporulacio de FMA em raizes
transformadas cultivadas axenicamente em meio de cultura definido, permitindo assim a
obtencdo de culturas monosporicas de FMAs (DECLERCK et al., 2006; LIMA, 2004;
SOUZA & BERBARA, 1997; BERBARA et al., 1995; BECARD & PICHE, 1992). Cerca de
25 espécies de FMAs tem sido cultivadas com sucesso em culturas monoxénicas (FORTIN et
al., 2002). Entretanto, a maior parte dessas espécies pertencem aos géneros Glomus e
Gigaspora. Contudo, espécies do género Scutellospora comegam a apresentar resultados em
observacoes in vitro com raizes modificadas (SOUZA & DECLERCK, 2003; SOUZA et al.,
2005; KANDULA et al., 2006).

Tal fato tem possibilitado avancos substanciais em novos campos do conhecimento,
superando um dos principais entraves ao uso de técnicas imunoldgicas e moleculares em
trabalhos com FMAs que consistia na falta de material puro, com estabilidade genética e
fenotipica, o que permitird o desenvolvimento de metodologias que servirdo como
ferramentas para estudos bdsicos e aplicados de micorrizas arbusculares. Por outro lado,
espera-se que estudos basicos, acerca dos mecanismos ligados as vias de fixagdo do carbono
pelo hospedeiro, possibilitem aumentos na producao de esporos in vitro (LIMA, 2008).

2.3 Bridfitas

Bridfitas é a nomenclatura geral dada a uma divisao de plantas que ndao possuem vasos
condutores e cujo transporte de dgua e nutrientes se dd através de difusdo celular. Estes
vegetais estdo inseridos em trés divisdes - hepaticas (Hepatophyta), antdceros
(Anthocerotophyta) e musgos (Bryophyta) (RAVEN, 2003; GOFFINET & SHAW, 2009).

As hepaticas (“liverworts”) sdo compostas por pequenos vegetais herbaceos com cerca
de 5000 espécies distribuiidas em 391 géneros. Ocupam diversos ambientes como rochas e
troncos de arvores, ocorrendo em todos os continentes, incluindo a Antartida, mas sdo mais
diversas em florestas imidas do hemisfério Sul (GOFFINET & SHAW, 2009).

Seu ciclo de vida € heteromoérfico assim como os musgos e antdceros; com um
espordfito de vida curta e dependente nutricionalmente do gametéfito de vida livre e,
geralmente, perene. Entretanto, estes diferem dos demais grupos em vdrias caracteristicas
citologicas, anatomicas e bioquimicas (CRANDRALL-STROLLER, 1984).

De acordo com CRANDALL-STROLLER et al. (2008) as caracteristicas diagndsticas
da divisao sdo possuir aparéncia achatada mesmo quando frondosa, devido a organizacao de
suas ‘folhas’ em linhas, nunca em espiral; rizdéides unicelulares, com parede espessa e,
normalmente, hialino; ambas as formas (frondosa ou taldide) frequentemente desenvolvem
simbiose com fungos endosimbidticos; os espordfitos maduros estdo fechados no tecido do
gametofito e ndo realizam fotossintese; as cerdas do espordfito sdo parenquimatosas e se
alogam pela expansacao das células, dificilmente por divisdo celular; estruturas comuns em
musgos e antoceros estdo ausentes (estdmatos, cuticulas e columelas).

Em relacdo a sua evolugao, julga-se que as hepdticas formam um grupo irmao com
todas as outras plantas terrestres (QIU et al., 2006). Fésseis de esporos semelhantes aos de
hepaticas datam de 475 milhdes de anos atrds (WELLMAN et al., 2003) e estimativas do
tempo de divergéncia baseadas em evidéncias moleculares sugerem que o filo tenha se
originado no final do periodo Ordoviciano (HEINREICHS et al., 2007). As bridfitas tipo
hepaticas estdo entre os organismos colonizadores do habitat terrestre e parecem ter mantido
suas caracteristicas primitivas de forma inalterada através do tempo, provavelmente é peca
chave para a colonizacdo pioneira da terra e diversificagdo das plantas terrestres (READ et al.,
2000; RENZAGLIA et al., 2007).
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As hepdticas sdo, tradicionalmente, subdivididas em dois subgrupos: Marchantiéides
ou taléides complexas; e Jungermannidide que, por sua vez € subdividido em dois grupos
morfolégicos (anacrogineos ou taldides simples e acrogineos ou hepaticas frondosas)
(CRANDALL-STOTLER et al., 2008).

Fungos micorrizicos sdo conhecidos por utilizar as briéfitas como fonte de nutrientes e
parecem se aproveitar das plantas. Periodos alternados de alagamento e seca resultam numa
perda de nutrientes por lixiviagdo dos gametofitos das bridfitas, os quais serdo usados pelos
fungos micorrizicos para proliferar nas superficies das camadas do solo (CARLETON &
READ, 1991).

Musgos, o maior grupo de bridfitas, sdo geralmente ndo micorrizicos, mas sempre
contém hifas endofiticas de FMA (RABATIN, 1980). Hepaticas e Antéceros formam
associacOes similares a micorrizas com fungos do filo Glomeromycota. Espécies desse filo
com hifas finas sdo comuns em bridfita, mas outros FMAs, como os do género Glomus,
também estdo presentes (SCHUSSLER, 2000). Algumas bridfitas taléides (Marchantiales)
s@o conhecidas por formarem associag¢des similares a micorrizas (FONSECA et al., 2009).

Uma das espécies de hepaticas capazes de formar associagdo com fungos micorrizicos
€ a Lunularia cruciata (L.) Lindb. Pertencente ao filo Marchantiophyta (STOTLER &
CRAND.-STOTLER), ordem Lunulariales (D.G. Long), familia Lunulariacea (CRANDALL-
STOTLER et al., 2008).

O uso de bridfitas para a produ¢do de FMAs in vitro também € uma opg¢ao para os
estudos sobre desenvolvimento e producao de glomerosporos ja que esses vegetais também
sdo capazes de formar associacdo micorrizica e sdo de facil multiplicacdo em cultivo in vitro
(LIGRONE et al. 2007; NEBEL et al. 2004; READ et al. 2000).

Portanto, para se entender as associagdes micorrizicas sao necessarios estudos, nao
apenas sobre o sistema de producao in vitro com o uso de raizes transformadas geneticamente,
mas também devem ser avaliadas as modificacdes metabdlicas que ocorrem neste sistema de
cultivo, ja que elas podem influenciar a esporulacao dos FMA. Além disso, a op¢ao por outros
vegetais em cultivo in vitro pode favorecer os estudos da simbiose e reduzir os custos de
producdo e manutencdo de um banco de germoplasma in vitro.

2.4 Substancias Hamicas e Acidos Hamicos

As substancias himicas sio macromoléculas de alto peso molecular, sem férmula
definida e geralmente composta de cadeias aromdticas e alifaticas, grupos cetOnicos,
fenodlicos, endlicos, entre outros; estdo presentes no solo e vermicompostos (SANTOS &
CAMARGO, 1999). Sao constituidas por varios compostos de elevado peso molecular,
coloracdo escura e separdveis pelo uso de bases. Geralmente, sdo divididas em trés fragdes:
humina (insoldveis em meio alcalino); acidos huimicos (fragdo escura extraida em meio
alcalino e insolivel em meio 4cido diluido) e 4cidos fuilvicos (fracdo colorida alcalino-soldvel
que se mantém em solucdo apds a remog¢do dos dcidos hudmicos por acidificacdo)
(STEVENSON, 1994).

As substancias himicas desempenham um papel importante na qualidade dos sistemas
agricolas, pois interferem na disponibilidade de nutrientes para as plantas, sdo fontes de
energia para os microrganismos do solo, influenciam de maneira decisiva nas caracteristicas
quimicas, fisicas e bioldgicas do solo (MIELNICZUK, 2008) e exercem efeitos diretos sobre
o desenvolvimento das culturas (STEVENSON & COLE, 1999).

Em relacdo aos dcidos himicos, varios autores acreditam que essa fracdo influenciem
na fertilidade do solo por meio de uma melhoria geral das condi¢cdes quimicas e fisicas para a
atividade bioldgica tendo, além disso, substancias ativas fisiologicamente (NARDI et al.,
2007; ZANDONADI et al., 2007; RODDA et al., 2006 a ¢ b; FACANHA et al., 2002;
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CANELLAS et al., 2001; SONNTAG, 1995; STEVENSON, 1994; GUMINSKI et al, 1968)
podendo influenciar também a biota rizosférica, particularmente os FMAs (LIMA, 2008).

Os efeitos dos acidos himicos (AH) sobre as micorrizas ainda € pouco estudado.
Entretanto, ja foi observado acréscimo na densidade de esporos em solos quando submetidos
a incorporagao de matéria organica (ZAMBOLIM et al., 1992), provavelmente devido ao
favorecimento da aeragdo e aumento do desenvolvimento radicular. JOHNSON (1998)
verificou que a colonizagcao micorrizica era favorecida por aumentos no conteido de matéria
organica do solo.

GRYNDLER et al. (2009) em estudos sobre a influéncia da decomposicdo da materia
organica do solo (MOS) por FMAs e seu efeito no crescimento de hifas e colonizagao
radicular verificaram que pequenas quantidades de matéria organica do solo podem
influenciar o desenvolvimento dos fungos micorrizicos € que os componentes produzidos
durante a decomposi¢cdo da matéria organica estdo envolvidos na resposta ao crescimento do
micélio dos fungos.

Em outro trabalho, GRYNDLER et al. (2005) estudaram o crescimento de hifas e
formacdo de micorriza arbuscular de Glomus claroideum (BEG 23) estimulado por substancia
himicas e verificaram que a adi¢cdo dessa substancia himica promove o desenvolvimento
intra e extraradicular.

LIMA (2008) avaliou a intera¢do micorriza/nitrato redutase/acido himico na atividade
de bombas de protons e no metabolismo de N em raizes transformadas de manjericdo e trevo
e verificou que a adi¢do de dcidos himicos na solucdo de cultivo (20 mg C L") estimulou a
colonizagao de Glomus clarum nas raizes de manjericao e trevo, e também na atividade das
bombas de prétons (P-H'- ATPase e H'-PPase), nos teores de N-NOs e na atividade da
nitrato redutase nas raizes colonizadas ou nao pelos FMAs e a presenca de dcido himico
proporcionou as maiores taxas de colonizacdo micorrizica em ambas as raizes estudadas,
sendo mais expressivas em baixos niveis de N-NOs™ (0,5 mmol L'l).
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CAPITULO 1

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE GLOMEROSPOROS,
PRODUCAO DE GLOMALINA, GERMINACAO E
DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE DIFERENTES ESPECIES DE
FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES
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RESUMO

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) sdo organismos presentes na maioria dos
ecossistemas, sao simbiontes obrigatérios e produzirem de uma proteina responsavel,
principalmente, pela agregacdo do solo. Sua identificagdo é feita baseada em caracteres
morfoldgicos e em biologia molecular. Estudos in vitro de FMA ainda sao restritos devido a
inimeras limitacdes nas técnicas, mas sdo de grande importancia para o conhecimento da
biologia desses organismos. Com o objetivo de verificar diferencas entre a quantidade dos
teores de glomalina produzida pelas diferentes espécies de FMA, suas caracteristicas
morfoldgicas e sua capacidade e forma de desenvolvimento in vitro, foram estudadas
diferentes espécies de fungos micorrizicos do banco de germoplasma da Embrapa
Agrobiologia. Para a quantificacdo dos teores de glomalina Foram utilizados oito isolados das
seguintes espécies: Acaulospora morrowiae (A19), Acaulospora scrobiculata (A38),
Kuklospora colombiana (A87), Glomus formosanum (A20), Glomus manihots (A83),
Scutellospora heterogama (A2) e duas linhagens de Gigaspora margarita (Al e A49). Foram
realizadas extra¢des com citrato de sédio 20 mM e 50 mM, respectivamente, para glomalina
facilmente extraivel (GFE) e glomalina total (GT). A proteina foi quantificada pelo método de
Bradford. Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia e teste de Scott-Knott a 5%
de probabilidade. Para o teste de germinacao, glomerosporos de Gi. margarita (Al e A49), S.
heterogama (A2), A. scrobiculata (A38), G. manihots (A83) e K. colombiana (A87) foram
extraidos, desinfestados superficialmente e colocados em placa Petri com meio Agar-dgua
(1%) em camaras termostaticas com temperatura controlada a 26 °C e na auséncia da luz para
germinacdo. O teste de germinagdo das espécies de FMAs foi montado em delineamento
inteiramente casualizado em arranjo fatorial 6x4 (6 espécies de FMAs e 4 periodos de
avaliacdo: 5 , 7, 10 e 15 dias apds a inoculacdo) e seis repeticdes, sendo a parcela
experimental constituida de um compartimento de placa contendo 15 glomerosporos. A
porcentagem de germinacdo obtida em relagdo ao total de esporos presentes no
compartimento foi submetida a andlise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Os glomerosporos de Gi. margarita, G. manihots e G.
proliferum (esta espécie em cultivo in vitro com bridfita Lunularia cruciata) germinados
foram colocados em placas com raizes de manjericio modificadas e seu desenvolvimento in
vitro foi observado até os 100 dias apds a inoculagdo. A quantidade de glomalina produzida
pelos diferentes FMAs € distinta, sendo mais eficiente evidenciar essas diferengas na extragao
da glomalina total. H4 necessidade de mais estudos para caracterizar espécies de FMAs
quanto a producdo de glomalina, mas ha indicios que esta distin¢do seja possivel pelo menos
até género. S. heterogama foi a espécie com maiores taxas de germinagao de glomerosporos,
seguida da Gi. margarita. O padrdo de desenvolvimento das espécies de FMAs in vitro foi
semelhante aos estudos anterior sendo a forma de desenvolvimento do G. manihots similar a
entrofospordide. As espécies de Glomus possuem ciclo de vida mais curto, com a esporulacdo
ocorrendo logo apds a formacdo da simbiose.

Palavras chave: Ontogenia. Proteina relaciona a glomalina do solo. Taxonomia.
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ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are organisms present in most ecosystems, they are
obligatory symbionts and produce a protein primarily responsible for soil aggregation. The
identification of the group is based on morphological and molecular biology. In vitro studies
of AMF are still restricted due to numerous limitations in the techniques, but have great
importance for the understanding of the biology of these organisms. Aiming to assess the
differences between the quantity of the contents of glomalin produced by different AMF
species, their morphological characteristics and their ability and form of development in vitro,
we studied different species of mycorrhizal fungi of the germplasm bank of Embrapa
Agrobiologia. To quantify the levels of glomalin were used eight strains of the following
species: Acaulospora morrowiae (A19), Acaulospora scrobiculata (A38), Kuklospora
colombiana (A87), Glomus formosanum (A20), Glomus manihots (A83), Scutellospora
heterogama (A2) and two strains of Gigaspora margarita (A1 and A49). The extraction was
made using 20 mM sodium citrate and 50 mM, respectively, to easily extractable glomalin
(GFE) and total glomalin (TG). The protein was quantified by Bradford method. The results
were subjected to analysis of variance and Scott-Knott test at 5% probability. To test
germination of Gi. margarita glomerospores (Al and A49), S. heterogama (A2), A.
scrobiculata (A38), G. manihots (A83) and K. colombiana (A87) were extracted, superficially
disinfested and placed in Petri plate with Agar-water (1%) in chambers with temperature
thermostatically controlled at 26 °© C and in the absence of light for germination. The
germination of the AMF species was assembled in a randomized design in factorial
arrangement 6x4 ( 6 AMF and four assessment periods: 5, 7, 10 and 15 days after inoculation)
and six replications, and the plot was constituted of a compartment plate containing 15
glomerospores. The germination percentage obtained in relation to total spores in the
compartment was subjected to analysis of variance and means were compared by Tukey test
at 5% probability. The glomerosporos of Gi. margarita, G. proliferum and G. manihots (this
species in cultivation in vitro with bryophyte Lunularia cruciata) germinated were placed on
plates with modified basil roots and their development in vitro was observed until 100 days
after inoculation. The amount of glomalin produced by different AMF is distinct, being more
efficient highlight these differences in the extraction of total glomalin. There is a need for
further studies to characterize AMF species on the production of glomalin, but evidence
suggests that such distinction is possible at least to genus. Scutellospora heterogama was the
species with higher germination rates of glomerospores, followed by Gi. margarita. The
pattern of development of AMF in vitro was similar to previous studies and the development
of form similar to G. manihots entrophosporoide. Glomus species have a shorter life cycle,
with sporulation occurring shortly after the formation of symbiosis.

Key words: Ontogeny. Glomalin related soil protein. Taxonomy
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1- INTRODUCAO

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sdo abundantes na maioria dos biomas
(TRESEDER & CROSS, 2006) e formam associa¢do mutualista com mais de 80% de todas as
familias de plantas conhecidas (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Esses fungos produzem
uma glicoproteina denominada glomalina (DRIVER et al., 2005; WRIGHT & UPADYAYA,
1996), cujo principal papel é o de agregacao do solo. Nas pesquisas iniciais com essa
proteina, acreditava-se que ela era apenas produzida nas hifas dos fungos micorrizicos, porém,
estudo de PURIN & RILLIG (2008) com a espécie Glomus intraradices (Schenck & Sm.), em
culturas in vitro e com anticorpo monoclonal, MAb32B11, detectaram producdo de glomalina
também em células citoplasmaéticas das paredes das hifas e dos esporos de FMA.

Devido a relagdo da glomalina com os FMAs, vérios estudos utilizam os teores dessa
substancia para identificar a presenca desses fungos em culturas mantidas em casa de
vegetacdo (WRIGHT et al.,, 1996). Sugere-se que a producdo de glomalina seja afetada
diretamente pela abundancia e composicao da comunidade de FMAs e, indiretamente pelo
balanco de nutrientes na planta, pelo comprimento das raizes e pela planta hospedeira
presente. (TRESEDER & TURNER, 2007). Dentro destes aspectos, merece particular estudo
a possibilidade que diferentes espécies de FMA colonizando uma mesma planta hospedeira
possam produzir quantidades varidveis de glomalina.

A ecologia dos FMAs € um campo com limitada quantificacdo da abundancia e
atividade das comunidades, sendo que estas caracteristicas quantitativas ecoldgicas somente
sao aferidas através de andlise taxonomica cldssica, por caracteres morfolégicos, dos
glomerosporos no solo, estimativa do comprimento do micélio extrarradicular, colonizacgdo
micorrizica das raizes e estimativa do potencial de inoculacdo. Todas essas varidveis tem
limita¢des das técnicas de andlise resultando em dados com alta variabilidade. A inclusdo da
andlise da proteina do solo relacionada a glomalina’ (PSRG) dentre as varidveis de ecologia
dos FMAs ¢ interessante e sua quantificagcao € rapida, de leitura direta em espectrofotdmetro,
barata e relativamente facil de ser conduzida em laboratério (PURIN & RILLING, 2007).

Estudos com FMA sao de dificil conducao, pois esses organismos, como simbiontes
obrigatérios, ndo crescem em meios tradicionais, dificultando os trabalhos taxondmicos
(morfoldgicos e moleculares) e fisiolégicos. Estudos de multiplicacao in vitro sao restritos a
algumas espécies. A viabilidade dos glomerosporos, pureza e estabilidade sdo os principais
entraves encontrados. A viabilidade é confirmada a partir do crescimento do FMA em meio
de cultura adequado. Os testes de viabilidade sao feitos pela germinagdo dos glomerosporos
ou da colonizagdo radicular apds certos periodos de cultivo. A pureza da estirpe € um dos
pontos cruciais para o estabelecimento das culturas. Além disso, muitas bactérias e
propagulos de fungos ndo micorrizicos habitam as paredes dos glomerosporos e o processo de
desinfestacao superficial com fungicidas e bactericidas € ineficiente ou prejudicial aos FMAs.

A manuten¢do da estabilidade da cultura é fator importante. Com diversos ciclos de
multiplicacdo dos glomerosporos pode haver perda de caracteristicas morfologicas ou de
infectividade (DECLERCK et al.,, 2005). Algumas culturas ndo tiveram sucesso na
manutencdo, tais como Acaulospora rehmii (DALPE & DECLERCK, 2002) e espécies de
Gigaspora (FORTIN et al., 2002). Assim devem ser aprimoradas as técnicas de germinagao e
desenvolvimento de varias espécies FMAs in vitro, para ampliar a disponibilidade de material
axénico para estudos moleculares e biotecnolégicos.

O objetivo deste trabalho foi estimar a produ¢do de glomalina, caracterizar
morfologicamente os glomerosporos e estimar taxa de germinacdo e desenvolvimento in vitro
para espécies de FMAs, multiplicadas sob a mesma planta hospedeira.

17



2- MATERIAL E METODOS

As espécies de FMA foram obtidas da Cole¢ao de Fungos Micorrizicos Arbusculares
da Embrapa Agrobiologia (COFMEA), sendo Acaulospora morrowiae (A19), Acaulospora
scrobiculata (A38), Kuklospora colombiana (A87), Glomus formosanum (A20), Glomus
manihots (A83), Scutellospora heterogama (A2) e duas linhagens de Gigaspora margarita
(A1 e A49), num total de oito isolados.

Os fungos foram multiplicados em casa de vegetacdo com temperatura e umidade
controladas em vasos com substrato esterilizado composto de areia e solo argiloso na
propor¢ao (1:1) e como planta hospedeira foi utilizada Brachiaria decumbens Stapf. Os vasos
foram irrigados uma vez por semana para que a graminea apresentasse estresse, induzindo a
esporulacdo dos fungos. Cada vaso foi mantido por cerca de um ano em casa de vegetacao
quando suspendeu-se a irriga¢ao até a completa desidratacao da planta. Entdo os vasos foram
armazenados e o solo utilizado como inoculante nos experimentos. Foram utilizados fungos
multiplicados em dois anos diferentes, 2008 e 2009. Os vasos de multiplicagdo foram
considerados num delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2X8 (dois anos
de multiplicacdo e oito espécies de FMA) sendo tomadas duas amostragens por vaso
consideradas como repeticoes.

2.1 Extracdo e Quantificacdo de Glomalina

A extragdo da proteina do solo relacionada a glomalina (PSRG) foi realizada segundo
metodologia de WRIGHT & UPDAHYAYA, 1998. Foram estimadas duas fracdes da PSRG,
a glomalina facilmente extraivel (GFE) e a glomalina total (GT).

Para cada fracdo pesou-se 1g de terra fina seca ao ar (TFSA) dos in6culos de cada
fungo em cada ano de multiplicacdo. A GFE foi obtida utilizando-se 8 mL de solucao citrato
de s6dio 20mM, pH 7,0 a temperatura de 121° C por 30min. A GT foi obtida adicionando-se 8
mL de citrato de s6dio 50 mM, pH 8,0 a 121° C, por 60 min. Foram necessarios dois ciclos
para a extracdo completa da fracdo GT até que as amostras apresentassem coloracdo amarelo-
claro. A fracdo GFE foi centrifugada por 15 min a 5000 rpm e a fragdo GT, por 10 min a 5000
rpm.

Os sobrenadantes foram coletados e foi quantificado o teor de proteina através do
método de Bradford (1976) modificado por WRIGHT et al. (1996), usando como padrao soro-
albumina bovina. As concentragdes de glomalina foram corrigidas para mg. g'1 de solo,
considerando o volume total de sobrenadante e o peso seco do solo.

Os dados foram testados quanto a normalidade e submetidos a andlise de variancia
com a aplicac@o nas médias do teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

2.2 Desinfestacao Superficial dos Glomerosporos e Teste de Germinagao

Os glomerosporos de Gigaspora margarita (Al e A49), Scutellospora heterogama
(A2), Acaulospora scrobiculata (A38), Glomus manihots (A83) e Kuklospora colombiana
(A87) foram extraido do solo dos vasos de multiplicagdo através das técnicas de peneiramento
umido e centrifugacdo com sacarose a 50% (GERDEMAN & NICHOLSON, 1963;
DANIELS & SKIPPER, 1982). Estes foram levados a lupa e os de melhor aparéncia
selecionados. Apds a selecdo, procedeu-se a desinfestacdo superficial (BECARD &
PICHE,1992) onde os glomerosporos foram lavados com 4gua e trés gotas de TWEEN 20 por
um minuto, depois foram lavados e sonicados por 10 minutos, duas vezes, em cloramina T
2%. Na sequéncia, foram lavados cinco vezes com uma solu¢do de antibidticos (gentamicina
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0,05% e estreptomicina 1,0%). Apds essa etapa os glomerosporos foram levados a geladeira
na solucdo de antibidticos por 16 horas. Em seguida repetiu-se o processo de desinfestacdo a
partir da cloramina T. Os glomerosporos ndo foram lavados com dgua destilada autoclavada
apods contato com a solucao de antibidticos.

Placas com dois compartimentos foram preenchidas com meio Agar-dgua 1% (pH 7,0)
onde os glomerosporos foram inoculados e incubados em camaras termostdticas com
temperatura controlada a 26 °C e na auséncia da luz para germinacado. O teste de germinagao
das espécies de FMA foi montado em delineamento inteiramente casualizado em arranjo
fatorial 6x4 (6 espécies de FMAs e 4 periodos de avaliagdo: 5 , 7, 10 e 15 dias apds a
inoculagdo) e seis repeti¢des, sendo a parcela experimental constituida de um compartimento
de placa contendo 15 glomerosporos; Consideraram-se germinados os glomerosporos com
tubo germinativo de 2 vezes o seu diametro. A porcentagem de germinacao obtida em relagdo
ao total de esporos presentes no compartimento foi submetida a andlise de variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

2.3 Desenvolvimento in vitro das Espécies de FMA

As espécies de FMA que conseguiram se desenvolver in vitro tiveram seu ciclo de
vida avaliados. Cinco dias apds a germinagao dos glomerosporos, estes foram removidos com
pedaco de dgar com auxilio de bisturi e colocados em placas com meio MSR e segmentos de
raizes de manjericio modificadas através do plasmideo Ri transferido pela bactéria A.
rhizogenes. As culturas foram mantidas por 100 dias e avaliadas quanto ao desenvolvimento
dos FMAs a cada 10 dias com auxilio de estereosmicroscopio € microscopio invertido.

2.4 Caracterizacdo Morfoldgica das Espécies de FMAs

Para a caracterizacao morfoldgica, glomerosporos extraidos do solo foram montados
em laminas sob resina polivinil dlcool glicerol (PVLG) e PVLG+Reagente de Melzer (1:1).
As laminas foram analisadas em microscépico atentando para os principais caracteres
morfolégicas dos glomerosporos, tais como forma, tipo e nimero de paredes, presenca ou
auséncia de cicatrizes e hifas de sustentacdo, presenca e forma do bulbo suspensor, nimero de
hifas no glomerosporo, estruturas de germinacao (placas germinativas e orbs) e reacdo ao
Melzer. Os dados foram comparados com descricoes das espécies disponiveis na internet e
nas descricodes originais.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Teores de Glomalina

Os teores de glomalina facilmente extraivel (GFE) variaram entre 0,51 ¢ 0,79 mg g’
(Figura 3). No primeiro ano (2008) verificaram-se maiores teores de GFE, sendo Kuklospora
colombiana (A87) a espécie com maior produgdo da proteina e A. scrobiculata (A38), com as
menores. No segundo ano de amostragem (2009) os teores de GFE diminuiram exceto nos
acessos G. margarita (Al) e Gl. formosanum (A38) que ndo diferiram entre as duas
amostragens. A. scrobiculata (A38) apresentou maiores teores de proteina na segunda
amostragem. No segundo ano, observou-se que Gigaspora margarita (Al) produziu maiores
teores de GFE seguido de Acaulospora morrowiae e A scrobiculata (A19 e A38,
respectivamente) e Scutellospora heterogama (A2) apresentou 0os menores teores.

WRIGHT & UPADHYAYA (1996) observaram que isolados de Gigaspora rosea e
Glomus caledonium produziam 30 a 43% a mais de GFE que Glomus intraradices.
LOVELOCK et al. (2004) observaram altos teores de GFE produzidos por Acaulospora
morrowiae (0,036 pgm” de hifa) quando comparados com Gigaspora rosea, Glomus
etunicatum e Glomus intraradices (0,026; 0,022 e 0,007 ug m! de hifa, respectivamente).

B Col2008
W Co12009

GFE mg.g-1

Al A2 Al9 A20 A38 A49 A83 A87
Espécies de FMA

Figura 3 - Teores de Glomalina Facilmente Extraivel nas diferentes espécies de FMA da

colecao da Embrapa Agrobiologia em duas épocas de coletas dos inoculos.
Meédias seguidas pela mesma letra maidscula demonstram diferencas estatisticas pelo teste de Scott-Knott a 5%
entre épocas e letras mindsculas diferencas entre as espécies na mesma época de coleta.

Analisando os teores de glomalina total (Figura 4) verifica-se que na segunda coleta
(2009) os teores desta proteina foram inferiores em todas as espécies de FMA estudadas. Esse
efeito pode ter sido causado por uma maior esporulacdo dos acessos na segunda coleta,
confirmando a teoria de DRIVER et al. (2005) que os maiores teores de glomalina sdo
produzidos nas paredes das hifas.

Na primeira amostragem (2008) verificou-se que Gigaspora margarita (Al) foi a
espécie que apresentou maior teor de GT e Glomus fornosanum (A20), o menor. As demais
espécies tiveram valores intermedidrios entre esses dois acessos sendo Ac. morrowiae (A19)
e Glomus manihots (A83) iguais entre si. A38 e A87 ndo diferiram estatisticamente entre si.

Na segunda amostragem (2009) a Ac. morrowiae (A19) produziu maiores teores de
GT seguida por Gigaspora margarita (Al), enquanto Glomus formosanum (A20),
Acaulospora scrobiculata (A38) e Glomus manihots (A83) foram as espécies que produziram
menor teor de GT.
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Tanto para GFE quanto GT houve diferencas entre os dois acessos de Gigaspora
margarita (Al e A49). Sendo Al sempre superior na produg¢do da proteina exceto nos teores
de GFE de 2008. Essa diferenca nos teores de glomalina produzida pode estar relacionada
com a taxa de esporulacao das espécies.

De forma geral, foi observado que as espécies de Glomus produziam menores teores
de GT (média de 1,09 mg g') comparado com os demais géneros (média de 1,30 mg g™). Isso
pode ser explicado pela diferente estratégia de vida dos individuos desse género. Os Glomus
investem mais em colonizacdo radicular e menos em micélio externo que Gigaspora,
Acaulospora e Scutellospora (DODD et al., 2000; TRESEDER, 2005).

0 Col2008
= Col2009

GT mg.g-1

Al A2 Al9 A20 A38 A49 A83 A87
Espécies de FMA

Figura 4 - Teores de Glomalina Total nas diferentes espécies de FMA da colecdo da Embrapa

Agrobiologia em duas épocas de coletas dos indculos.
Meédias seguidas pela mesma letra maidscula demonstram diferencas estatisticas pelo teste de Scott-Knott a 5%
entre épocas e letras mindsculas diferencas entre as espécies na mesma época de coleta.

3.2 Germinag¢ao de Glomerosporos

Durante os quinze dias de avaliacdo da germinacdo dos glomerosporos pode-se
observar que a germinacdo de Scutellospora heterogama e os dois acessos de Gigaspora
margarita, se iniciava em cinco dias (Figura 5).

A partir do sétimo dia apds a inoculagdo, S. heterogama apresentou um aumento ha
germinacdo e essa tendéncia continuou até o 15° dia, onde hd uma diminicdo na taxa de
germinacdo. Os dois acessos de Gigaspora margarita possuem germinacao também em niveis
ascendentes até o 15° dia.

Observa-se também que Acaulospora scrobiculata inicia sua germinacdo a partir do
sétimo dia com tendéncias, aumentando com o passar do tempo. Ja Glomus manihots nao
apresenta incremento nas taxas de germinacdo apds o sétimo dia. Kuklospora colombiana
possuiu germina¢do nula, fato que se deve pela inibicdo da germinacdo ocasionada pelo
processo de desinfestacdo, pelos glomerosporos estarem em fase de dorméncia.
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Figura 5 - Taxa de germinagdo (%) de glomerosporos de fungos micorrizicos arbusculares apds
desinfestacdo superficial.

Os niveis de germinacdo em Gigaspora atingem de 80 a 100% (KOSKE, 1981;
BECARD & PICHE, 1989; DIOP et al., 1992; ROMERO & SIQUEIRA, 1996; MAIA &
YANO-MELO, 2001). comparados com 60% de Scutellospora (SOUZA & DECLERCK,
2003). Esses dados diferem dos obtidos no presente trabalho, mas se deve levar em
consideragdo que as condi¢des de desinfestacao dos glomerosporos foram diferentes. Sugere-
se que a nao remocao da solucdo de antibidtico antes da inoculacdo em meio de cultura tenha
servido como importante etapa para quebra de dorméncia nessa espécie de Scutellospora.
Além disso, a baixa taxa de germinagao da espécie do género Glomus poder estar relacionada
a nao lavagem dos esporos apds a imersao em antibidtico.

Virios fatores podem ter influenciado a germinacdo tais como: glomerosporos
invidveis ou velhos, dorméncia das espécies e inibicdo da germinacdo pelo processo de
desinfestacgao.

A dorméncia dos glomerosporos é um fendmeno bastante reportado (TOMMERUP,
1983; SIQUEIRA et al., 1985; CHABOT et al., 1992). Um esporo € considerado dormente
quando falha na germinacdo e crescimento de hifa apds ser submetido a condi¢des fisicas e
quimicas que garantam germinacdo (TOMMERUP, 1983). JUGE et al. (2002) acreditam que
a dorméncia seja conferida por um estagio fisiolégico interno, o qual é quebrado por uma
ativacdo critica, que resulta na germinacdo do esporo. Diversos trabalhos tém demonstrado
que estocar os glomerosporos no frio favoreceria a quebra da dorméncia (ELIAS & SAFIR,
1987, GEMMA & KOSKE, 1988; CHABOT et al., 1992). Para SIQUEIRA et al. (1985)
outros fatores além da temperatura podem favorecer a quebra da dorméncia.

O pH do meio de cultura é um fator a ser considerado como responsivel pela
dorméncia dos glomerosporos. A temperatura na qual os propdgulos do fungo sao mantidos
para germinar também € uma condi¢do que pode favorecer ou ndo a dorméncia. A
temperatura Otima varia de acordo com o fungo micorrizico em questio. SAFIR (1986)
mostrou que Glomus mosseae € Acaulospora leavis germinam a niveis 6timos entre 20 e 25°
C. Espécies de Gigaspora possuem temperatura 6tima de germinag¢ao variando entre 20 e 30°
C. BECARD et al. (1989), BECARD & PICHE (1989), BECARD et al. (1992) e POULIN et
al. (1993) evidenciaram que o CO, leva a aumentos nos niveis de germinacdo dos
glomerosporos.
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3.3 Caracterizagao Morfologica das Espécies de FMA

As espécies de FMAs foram identificadas com base nos caracteres morfoldgicos dos
glomerosporos. Essas estruturas (esporos) sdo formados repetidamente nas hifas extra-
radiculares e, em algumas espécies, também nas intra-radiculares. Um esporo retine o sistema
de informagdes gendmicos de um fungo em um pacote que resiste as variacdes ambientas. E
responsavel por dispersar informacdes para outras dreas e iniciar a formacdo de uma nova

simbiose (MORTON et al., 1992).

3.3.1 Gigaspora margarita W.N. Becker & I.R. Hall

Os glomerosporos apresentaram coloragdo creme a amarelo-escuro na lupa e
amarelada nas laminas. Formato, geralmente globoso. Os esporos apresentavam um grupo de
paredes (apenas o estrutural) composta por trés camadas. A primeira camada é permanente,
rigida, aderida a segunda, com coloracio marron-amarelado. E laminada, apresentando
plasticidade quando quebrada. E amarela podendo variar para o amarronzado. Essa camada
apresenta reacdo ao Melzer adquirindo coloracdo marron-avermelhado a vermelho purpura. A
terceira camada € hialina e aderida a segunda. Nela sdo encontradas papilas que se encontram
concentram proximas aos tubos germinativos (Figura 6).

Essa espécie apresenta hifa com bulbo sendo esta septada e com coloragdo menos
intensa que a parede do esporo. A insercao da hifa a parede do esporo € feita por um ‘plug’.

Figura 6 - Glomerosporo de Gigaspora margarita: detalhe da hifa bulbosa e das papilas
proximas a hifa. Foto:Goto, 2009.

De acordo com a descri¢ao original da espécie, BECKER & HALL (1976) relataram
que os esporos possuiam parede com varias laminagdes (de 4 a 8, podendo chegar até 10
laminas), as quais aumentam com a idade do esporo. Também foram observadas papilas
distribuidas por toda a superficie do esporo, as quais tendiam a coalescer, principalmente nas
regides germinativas, com a maturidade do esporo.

3.3.2 Scutellospora heterogama (T.H. Nicolson & Gerd.) C. Walker & F.E. Sanders

Os glomerosporos tém coloracdo laranja escuro a castanho. Quando jovens, 0s esporos
sdo claros (creme ou rosados) porém, quando em contato com Melzer ficam quase pretos.
Forma subglobosa variando até oblonga.

A parede do esporo é subdividida em trés camadas: a primeira € rigida, de coloracao
amarronzada. A segunda camada € laminada, tem coloracdo laranja-escuro podendo chegar a
castanho; quando em contato com Melzer a coloracdo dessa camada fica vermelho-escura. A
terceira camada € hialina e flexivel (Figura 7).
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Essa espécie possui verrugas na segunda camada da parede do esporo e essa € uma das
caracteristicas morfologicas que facilita a identificacio da mesma. Segundo KOSKE &
WALKER (1985), as diversas verrugas pequenas na superficie do esporo e na parede
estrutural diferenciam a S. heterogama das demais espécies.

Figura 7 - Glomerosporo de Scutellospora heterogama. Foto: Goto, 2009.

O escudo germinativa (placa) € simples, com formato de violino e possui dois
compartimentos, dando origem a dois tubos germinativos.

3.3.3 Acaulospora morrowiae Spain & N.C. Schenck

Os glomerosporos sdo globosos a subglobosos. A parede do esporo dividida em dois
grupos: o estrutural com formada por trés camadas e a germinativa com duas camadas. No
grupo estrutural, a camada mais externa da parede do glomerosporo € hialina em 4gua, esta
aderida a segunda camada e € expansiva em PVLG; a segunda parede tem coloracdo amarelo-
clara a amarelo e é laminada; a terceira camada € quebradica e hialina. No grupo germinativo,
a primeira parede € membranosa e, usualmente, aderente a segunda parede; esta, por sua vez,
possui duas camadas sendo a primeira membranosa (‘beaded’) e reagindo com Melzer
adquirindo coloragdo rosada; a segunda camada da segunda parede do grupo germinativo €
hialina adquirindo coloracdo amarronzada quando em contato com Melzer (Figura 8).

Segundo et al., (1984) essa espécie é muitas vezes confundida com Acaulospora
mellea mas, se difere da mesma por apresentar coloragdo mais clara e maior nimero de
camadas nas paredes. Esses autores também afirmaram que a parede estrutural do esporo €
composta por trés camadas, sendo a primeira evanescente e as demais unitdrias, enquanto o
componente germinativo era composto por uma unitiria € uma membranosa. Porém,
MORTON (http://invam.caf.wvu.edu) reinterpretou essa caracteristica morfologica dos
glomerosporos afirmando que o componente germinativo apresentava duas camadas flexiveis
aderentes (unitdria segundo SCHENCK et al., 1984) e duas camadas mais internas: a primeira
granulosa na superficie (‘beaded’) e aderida a uma camada interna amorfa (membranosa, em
SCHENCK et al., 1984).
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Figura 8 - Glomerosporo de Acaulospora morrowiae com reacdo no Melzer no
componente germinativo. Foto: Goto, 2009.

3.3.4 Acaulospora scrobiculata Trappe

Os glomerosporos sao formados isoladamente no solo. Sdao globosos a ovalados.
Possuem coloragao hialina quando novos, ficando verde-claro a laranja com a maturidade. A
camada externa é ornamentada com depressdes. A parede estrutural possui trés camadas: (1)
hialina e normalmente ausente em glomerosporos maduros; (2) possui depressdes ovoides e
concavas, coloracdo hialina a amarelo esverdeada; (3) aderente mas separdvel da anterior,
flexivel e hialina. A parede germinativa possui dois grupos de camadas. O primeiro grupo de
camadas possue duas paredes fortemente aderidas, hialinas e sem reagcdo com Melzer. O
segundo grupo de paredes também é fortemente aderidos, € do tipo ‘beaded’ e tem reacdo
com Melzer adquirindo coloragdo levemente rosa a vermelho amarronzado (Figura 9).

Segundo TRAPPE (1977), a reagdo ao Melzer no componente germinativo € tnica
para essa espécie dentro do género Acaulospora. E, essa reagdo combinada com a
ornamenta¢ao na camada estrutural podem facilmente levar a distingao da espécie.

GOTO (2009) revisando os caracteres morfolégicos dessa espécie verificou uma
diferenca no nimero de paredes, observando que o componente estrutural possuia trés
camadas (uma evanescente e as demais finas e hialinas) e no componente germinativo quatro
camadas (duas hialinas e flexiveis, a terceira rugosa (‘beaded’) e pléstica e a quarta hialina e
flexivel, reagindo com Melzer).

Figura 9 - Ornamentacdo de Acaulospora scrobiculata.Foto: Goto, 2009.
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3.3.5 Glomus manihots R.H. Howeler, Sieverd. & N.C. Schenck

Glomerosporos com coloracdo do branco ao amarelo-amarronzado. Forma globosa,
subglobosa ou eliptica. Parede estrutural com trés camadas. A primeira € mucilaginosa e
evanescente, reagindo ao melzer e ficando résea. A segunda camada € hialina. A terceira
camada € laminada (duas ldminas) e conferem coloragdo ao glomerosporo. A hifa de
sustentacao € cilindrica e possui trés camadas na parede (Figura 10)

Essa espécie € bastante similar ao Glomus clarum, sendo muitas vezes confundida
com essa espécie. Contudo, segundo SCHENCK et al. (1984), a parede interna e o
componente do esporo sdo amarelados e a hifa de sustentacdo € facilmente perdida no solo.

Figura 10 - Glomerosporo de Glomus manihots. Fonte: Ignécio, 2011

3.3.6 Kuklospora colombiana (Spain & N.C. Schenck) Oehl & Sieverd

Coloracao laranja amarronzado, forma globosa a subglobosa. Sao Desenvolvimento
entrofospordide (no meio da hifa, entre a base do sdculo esporifero e a ponta da hifa; por esse
motivo apresentam duas cicatrizes). Possuem dois grupos de parede: estrutural e germinativa.

A parede estrutural € composta por trés camadas. A primeira € hialina e tem origem a
partir da parede do saculo esporifero; a segunda € amarelo-amarronzado e a terceira € unitdria,
provavelmente sem cor (Figura 11).

A parede germinativa € hialina e apresenta duas camadas: a primeira é bastante fina e
sempre aderida a segunda, sendo esta ultima com aspecto granular, caracterizada como
camada ‘beaded’. Apresenta reagdo ao Melzer ficando com coloracdo vermelho-purpura a
vermelho escuro.

O saculo esporifero possui coloracdo mais clara que os esporos, sendo perdido com a
maturidade dos propagulos. Tem formato subgloboso a oblongo e tem uma parede com uma
camada hialina.

GOTO (2009) afirma que o esporo apresenta a parede formada por cinco camadas: a
primeira hialina e evanescente; a segunda laminada; a terceira hialina e flexivel; a quarta
hialina, amorfa e ‘beaded’ e; a quinta flexivel, hialina e com forte reacdo no Melzer.
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Figura 11 - GlomeroSporo de Kuklospora colombiana. Fonte: Ignicio,2011.

3.3.7 Glomus proliferum Dalpé & Declerck

Glomerosporos hialinos, globosos a subglobosos, facilmente quebraveis sob pressao.
Possuem uma parede estrutural com 4 camadas. Primeiras e segundas camadas hialina e
unitéria, respectivamente, fortemente aderidas. Camada 3 laminada e camada 4 membranosa e
aderida a anterior (Figura 12).

Hifa de sustentagdo é cilindrica, com coloragao variando de hialina a amarelo pélido.

Segundo DECLERCK et al. (2000), as caracteristicas morfologicas da espécie
(pequeno tamanho, coloragdo hialina e as quatro camadas permanentes) sdo capazes de serem
distinguidas facilmente.

Figura 12 - Glomerosporos de G. proliferum em PVLG. Foto: Ignéicio, 2011.

3.4 — Desenvolvimento in vitro de Espécies de FMA

As espécies de fungos micorrizicos que conseguiram se desenvolver em condigdes in
vitro com raizes transformadas de manjericao foram: Gigaspora margarita, Glomus manihots
e Glomus proliferum.
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Os glomerosporos de Gigaspora margarita apresentaram como principal caracteristica
a emissdo de vdrios tubos germinativos concentrados na regido préxima ao bulbo, na regido
das papilas (Figura 13).

Figura 13 - Tubos germinativos (TG) de Gigaspora margarita.

O micélio externo possuia coloracdo similar a do glomerosporo e padrao de
crescimento em espiral, com a presenca de algumas células auxiliares (Figura 14). O micélio
externo apresentava-se parcialmente septados.

Nao foram observados esporulagcdo dessa espécie. GADKAR & ADHOLEYA (2000)
trabalhando com essa espécie em raizes de cenoura, verificaram que a esporulacio se iniciava
ap6s a 10® semana e sugerem que essa espécie sO manifesta essa propriedade (esporulagdo)
um determinado periodo apds o estabelecimento da simbiose.

Figura 14 - Micélio externo (ME) de Gigaspora margarita e célula auxiliar (AUX).

As células auxiliares foram formadas em poucas ramificagcdes em ambos os lados da
hifa. As hifas proximas as células auxiliares apresentavam septos (Figura 15). O formato das
células auxiliares variava entre oval a circular. Possuiam coloragdo amarela-amarronzada e
sua superficie apresentava ondulagdes suaves.
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A funcido bioldgica das células auxiliares ainda é controversa. Alguns autores relatam
que como foram observadas grandes quantidades de lipideos no interior dessas células, sua
func¢ao seria armazenamento (JABAJI-HARE, 1988); outros autores relacionam essas células
ao processo reprodutivo (PONS & GIANINAZZI-PEARSON, 1985). Para SOUZA &
DECLERCK (2003) as células auxiliares possuem papel no estoque de carbono que é
utilizado como energia para o inicio da formacdo de glomerosporos e/ou producdo e
manuten¢do do micélio.

Figura 15 - Célula auxiliar de Gi margarita e detalhe dos septos das hifas.

Durante os periodos de avaliagdo das placas ndo foram observados glomerosporos
jovens. SOUZA & DECLERCK (2003) trabalhando com Scutellospora reticulata,
verificaram que a formagdo dos primeiros ‘glomerosporos filhos’ se dava entre 10 a 12
semanas apds colonizacdo e que a esporulacdo macica se dava entre o 5° ¢ o 8° més de
estabelecimento da cultura. Os mesmo autores sugerem que as espécies que fazem parte das
familias Gigasporaceae, Scutellosporaceae, Dentiscutataceae e Racocetraceae (antigamente
inseridas na familia Gigasporaceae) apresentam uma longa fase vegetativa antes da
esporulacdo. Essa demora na formagdo de glomerosporos e investimento no crescimento
micelial pode estar relacionado a estratégia de vida dessas espécies, que € do tipo ‘K’
estrategista.

A espécie Glomus manihots foi a inica que conseguiu completar seu ciclo de vida. O
glomerosporo apresentou germinacdo a partir da hifa de sustentagdo (Figura 16) e vasto
crescimento micelial por todas as direcdes.

Os novos glomerosporos foram visualizados ainda na fase assimbidtica e, por esse
fato, recebem o nome de esporos vegetativos (“spore-like vesicles”) e podem ser considerados
glomerosporos na fase inicial de desenvolvimento.
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Figura 16 - Desenvolvimento de Glomus manihots in vitro com crescimento de micélio (ME)
e formacao de novo glomerosporo (S). (HS = Hifa de sustentacao).

Os glomerosporos formaram-se intercalarmente nas hifas esporogénicas (Figura 17) o
que difere da forma glomdide de desenvolvimento e assemelha-se a forma descrita por
SOUZA & BERBARA (1999).

Conforme sugerido pelos autores para o desenvolvimento do Glomus clarum, a Figura
18 ilustra a fase de transi¢do entre o estdgio 2 e 3. Esse estdgio transitorio estaria relacionado
ao entumecimento da hifa de sustentacdo e inicio da formagdo de septos na parte apical da
hifa (ME). A parede externa do glomerosporo ja se encontra formada e as camadas mais
internas em processo de formacao.

Figura 17 - Detalhe da formacao intercalar de novo glomerosporo (S) de Glomus manihots.
(ME = micélio externo; HS = Hifa de sustentacdo).
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Figura 18 - Representacdo esquemdtica da ontogenia de esporos de Glomus clarum. Estagio 1.
Note a formagdo de septos (s) na parte apical da hifa (ah) esporogénica. O fluxo citoplasmatico (cf)
continuo através da hifa basal (bh) permite que o esporo se desenvolva. A linha pontilhada mostra onde a
parede da hifa (hw) ird entumecer. Estdgio 2. Observe o entumecimento da hifa esporogénica. Nesta fase
somente a parede da hifa estd presente. Estdgio 3. Nesta fase a parede do esporo (sw) e da hifa de
sustentacdo (sh) sdo sintetizadas na parte interna a partir da hifa de esporogénica. Estdgio 4. Esporo
maduro, sem a parede da hifa. (Adaptado de Souza & Berbara, 1998).

A espécie Glomus proliferum completou seu ciclo de vida. O micélio externo
apresenta crescimento vasto e sempre direcionado a raiz. A formacdo dos glomerosporos
acontece através do entumecimento da ponta da hifa e a espécie € caracterizada por formar
esporocarpos a partir de ramificacdes de uma hifa e ndo possuem perideo (Figura 19). Os
glomerosporos imaturos apresentam forma de elipse e com o tempo vao atingindo a forma
circular. As camadas da parede interna também ficam mais espessas a medida que o esporo

atinge a maturidade.

Figura 19 - Glomerosporos de Glomus proliferum: A — fotografia em lupa de diferentes
estdgios de desenvolvimento (SM = glomerosporos maduros; SI = glomerosporos
imaturos; ME = micélio externo). B — fotomicrografia de esporocarpo de Gl. proliferum.

A capacidade das espécies do género Glomus formar glomerosporos mais rapidamente
que os demais gé€neros esta relacionado a sua estratégia de vida. Estes diferem das espécies da
antiga familia Gigasporaceae como citado anteriormente (SOUZA & DECLERCK, 2003),
sendo ‘r’ estrategistas. Possuem glomerosporos de menor tamanho e complexidade quando
comparado aos ‘K’ estrategistas e capacidade de esporulagdo mais rdpida e em maior
quantidade.
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4. CONCLUSOES

A quantidade de glomalina produzida pelos diferentes FMAs € distinta, sendo mais
eficiente evidenciar essas diferencas na extracdo da glomalina total.

H4 necessidade de mais estudos para caracterizar espécies de FMAs quanto a
producdo de glomalina, mas ha indicios que esta distingao é possivel pelo menos até o nivel
taxondmico de género.

Scutellospora heterogama foi a espécie com maiores taxas de germinacdo de
glomerosporos, seguida da Gigaspora margarita.

O padrao de desenvolvimento das espécies de FMAs in vitro foi semelhante aos
estudos anteriores sendo a forma de desenvolvimento do Glomus manihots similar a

entrofospordide.

As espécies de Glomus possuem ciclo de vida mais curto, com a esporualcao
ocorrendo logo apds a formacdo da simbiose.
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CAPITULO II

DESENVOLVIMENTO DE RAIZES TRANSFORMADAS DE
MANJERICAO ROXO (97 UM BASILICUM 1..) ASSOCIADAS A
DIFERENTES FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES
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RESUMO

Raizes modificadas s@o bastante utilizadas para estudo de metabolismo vegetal e como
hospedeiro para o cultivo in vitro de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs). Além de
permitir verificar o desenvolvimento dos glomerosporos ainda possibilita o estudo da
simbiose. Contudo, pouca atencdo é dada aos efeitos provocados pelos fungos nas raizes
hospedeiras. Tendo como objetivo verificar o crescimento de raizes transformadas de
manjericdo roxo (Ocimum basilicum L.) inoculadas com diferentes espécies de fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs), foram monitorados drea e comprimento radicular aos 0,
15, 30, 45 e 60 dias apds a inoculagdo dos FMAs. Apdés o processo de desinfestacao
superficial, glomerosporos foram colocados em placas Petri e, apds germinacdo, foram
inoculados em placas com segmentos de raizes de manjericao roxo. Quatro espécies de FMAs
foram utilizadas (Glomus proliferum, Glomus manihots, Kuklospora colombiana e Gigaspora
margarita), sendo a primeira mantida em cultivo in vitro com Lunularia cruciata (bridfita) e
as demais oriundas do banco de germonplasma da Embrapa agrobiologia. Area e
comprimento das raizes foram estimadas através de programa de editoracdo de imagens. Ao
fim do experimento foi estimada a porcentagem de colonizacdo micorrizica das raizes e a
abundancia dos arbusculos. Glomus proliferum foi mais eficiente na colonizacdo das raizes.
As diferentes espécies de fungos micorrizicos arbusculares ndo apresentam distingdo na
eficiéncia de promover o desenvolvimento das raizes transformadas de Ocimum basilicum.
Kuklospora colombiana foi a espécie mais eficiente na producdo de arbusculos e micélio
externo. O crescimento de raizes transformadas de manjericio em meio SRV é ampliado a
partir dos 15 dias apds a inoculag@o de fungos micorrizicos.

Palavras chave: Cultivo Monoxénico. Colonizagdo Micorrizica.Cultivo in vitro.
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ABSTRACT

Roots organ cultures (ROC) are used in the studies of plant metabolism and as hosts for in
vitro cultivation of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). Besides this ROC allow the
observation of the development of the glomerospores and also can evaluate development also
allows the study of symbiosis. However little is known about the effects caused by fungus on
host roots. With the aim of verify the growth of roots transformed purple basil (Ocimum
basilicum L.) inoculated with different species of mycorrhizal fungi (AMF) were monitored
area and root length at 0, 15, 30, 45 and 60 days after inoculation AMF. After the process of
surface disinfection, glomerospores were placed in Petri dishes and, after germination were
inoculated on plates with segments of the roots of purple basil. Four species of AMF were
used: Glomus proliferum, Glomus manihots, Kuklospora colombiana and Gigaspora
margarita, the first was kept in vitro with Lunularia cruciata (bryophyte) and the others were
provinient from germoplasm bank of Embrapa Agrobiologia. Area and root length were
estimated using image editing program. At the end of the experiment was estimated the
percentage of mycorrhizal colonization of roots and the abundance of arbuscules. Glomus
proliferum was more efficient in colonizing the roots. The different species of mycorrhizal
fungi have no distinction in the effectiveness of promoting the development of transformed
roots of Ocimum basilicum. Kuklospora colombia was the most efficient in the production of
external mycelium and arbuscules. The growth of transformed roots of basil in the SRV
medium is extended from 15 days after inoculation with mycorrhizal fungi.

Key words: Monoxenic cultures. Mycorrhizal colonization. In vitro cultures
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1. INTRODUCAO

O cultivo monoxénico de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) envolvendo cultura
de raizes foi realizado pela primeira vez por MOSSE (1962) e MOSSE & HEPPER (1975).
Entretanto, estes resultados evidenciaram a necessidade de protocolos mais simples que
permitissem a manutengdo de cole¢des de FMAs por longos periodos de tempo (SIQUEIRA,
1989). Culturas monoxénicas com o uso de raizes transformadas (RTs) foram entido
desenvolvidas no fim da década de 80 (BECARD & FORTIN, 1988) com forte uso no Brasil
(BERBARA & FONSECA, 1995; BERBARA & FONSECA, 1996, BERBARA et al., 2001).
Nestes artigos foi estabelecido sistemas com RTs para sustentar estudos de ontogenia bem
como taxonomicos (SOUZA & BERBARA, 1999) e fisiol6gicos (BERBARA et al., 2006).

Linhas de pesquisa fundamentais no estudo de FMAs no Brasil foram abertas com o
uso intensivo de culturas monoxénicas (SOUZA et al., 2008). Pode-se destacar os
relacionados a diversidade molecular de FMA e eventos associados a anastomose encontrada
em algumas espécies (de LA PROVIDENCIA et al., 2005) bem como efeitos sobre o
metabolismo radicular (SOUZA et al.,, 2002; SOUZA et al., 2006). Estes estudos tém
garantido o avango da pesquisa com estes simbiontes no Brasil e no mundo.

O objetivo desse trabalho foi verificar o crescimento de raizes transformadas de

manjericao roxo (Ocimum basilicum L.) quando inoculadas com diferentes espécies de fungos
micorrizicos arbusculares.

36



2. MATERIAL E METODOS

Os in6culos de FMA foram obtidos da Colecao de Fungos Micorrizicos Arbusculares
da Embrapa Agrobiologia (COFMEA). Trés espécies foram selecionadas: Gigaspora
margarita (Al, CNPAB 001), Glomus manihots (A83, CNPAB 041) e Kuklospora
colombiana (A87, CNPAB 043). Além das espécies da colecdo da Embrapa Agrobiologia,
uma espécie de FMA ja mantida in vitro no laboratério de Biologia do solo da UFRRIJ,
Glomus proliferum (MUCL 43204), também foi utilizada. Oriunda do GINCO (Micoteca da
Universidade Catdlica de Louvain, Laboratério de Micologia, Bélgica) é multiplicada e
mantida em culturas monoxénicas da bridfita Lunularia cruciata.

Os glomerosporos foram separados do solo por metodologia de peneiramento imido
(GEDERMANN & NICOLSON, 1963) e centrifugacdo com sacarose (DANIELS &
SKIPPER,1982). Estes foram separados em placa Petri com auxilio de lupa estereoscopica.

Apés a separacdo dos glomerosporos se procedeu a desinfestacdo superficial
utilizando tween 20, cloramina T e antibiGticos conforme metodologia descrita por BECARD
& PICHE (1992), adaptada por LIMA (2008), com as seguintes modificacdes. Os
glomerosporos foram sonicados com 2 gotas de tween 20, depois lavados 2 vezes com
cloramina T por 10 minutos e 5 vezes com antibidticos (gentamicina e estreptomicina) por 2
minutos. Foram reservados 16 horas a 4° C em solucao de antibiéticos. Apds esse periodo, o
processo de desinfestacdo foi repetido a partir da cloramina T. Nao houve lavagem dos
glomerosporos com dgua apds sua passagem pelos antibidticos.

Os glomerosporos desinfestados foram colocados em placas Petri contendo solucao
Agar-dgua (10 g L' pH 5,8) acondicionadas em cimaras termostdticas com temperatura
controlada a 26 °C e na auséncia da luz para aguardar a germinagdo. O tempo médio de
germinacdo dos glomerosporos foi de dez dias, variando entre as espécies. Somente para o
Glomus proliferum nao se realizou a desinfestacdo superficial ja que esta espécie ja crescia
em condi¢des axénicas com Lunularia cruciata.

As raizes modificadas foram obtidas através da técnica do uso de Agrobacterium
rhizogenes, um patdgeno de sistema radicular, é capaz de transferir parte de seu material
genético (T-DNA) para o genoma da planta hospedeira.

Os tecidos vegetais injuriados produzem, principalmente, compostos fendlicos, como a
acetoseringona, que sao detectados pelo Agrobacterium, desencadeando a expressao de uma
sequéncia de genes, agrupados em uma regido denominada vir, presentes no plasmidio Ri. Os
genes da regido vir codificam proteinas (endonucleases) que cortam e removem uma das fitas
do DNA plasmidial, na regiao T-DNA (T=transferido), que é flanqueada por seqiiéncias de 25
pb (extremidades direita e esquerda). A fita de DNA removida da regido T-DNA ¢ transferida
para o nucleo da célula vegetal, auxiliada pelas proteinas codificadas pela regido vir,
incluindo uma proteina de direcionamento nuclear, que se liga a extremidade 5’ da fita
simples a ser transferida e garante seu enderecamento para o nucleo da célula hospedeira.
Ap6és a retirada da fita simples a regido T-DNA € completada, pelas DNA polimerases da
bactéria restabelecendo a dupla hélice do plasmidio (NICOMEDES JUNIOR, 2003).

Uma vez integrado ao genoma do vegetal hospedeiro o T-DNA € transcrito e produz
enzimas responsaveis pela sintese de hormonios e opinas (SAITO et al., 1992). As opinas sdo
aminodcidos modificados utilizados pelo Agrobacterium como fonte de energia, enquanto que
os hormonios produzidos provocam um desbalan¢o no metabolismo das células vegetais, que
passam agora a se propagar desordenadamente, induzindo a formacao de galhas das quais
crescem raizes (dai o plasmidio receber a sigla Ri, indutor de raizes). Essas raizes podem ser
cultivadas por longos periodos em meio adequado, sem adi¢do de promotores de crescimento.
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As raizes transformadas de manjericao roxo (Ocimum basilicum L.) (NICOMEDES
JUNIOR, 2003) foram multiplicadas em erlenmeyers contendo meio MM liquido por um
periodo de 30 dias antes da montagem do experimento, este procedimento proporcionou a
padronizacao das raizes.

Foram repicados dois segmentos de raiz de manjericdo, com aproximadamente cinco
centimetros de comprimento, em cada placa de Petri contendo meio MSR (BECARD &
FORTIN, 1988) com pH ajustado para 5,8. Uma semana apds a repicagem das raizes foi
realizada a inoculacdio dos FMAs nas placas. Trés glomerosporos pré-germinados foram
colocados sob cada segmento de raiz para assegurar que os mesmo colonizariam as raizes. As
placas foram mantidas em BOD sob temperatura controlada (25° C) e sem luminosidade.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 4 (espécies de FMA) X 6 (épocas de coleta) e 4 repeti¢des (placa Petri). A parcela
experimental foi constituida de uma placa de Petri contendo 2 segmentos de raizes inoculadas
com 6 esporos.

As placas foram monitoradas aos 7,15, 30, 45 e 60 dias ap6s a inoculagdo dos fungos
micorrizicos através de fotos digitais de onde foram estimados o crescimento de raizes (cm),
area de raizes (cmz), através do software SIARCS (citac¢do), utilizando a metodologia de
LIMA et al. (2006) de prévia editoracdao de imagens com o software photoshop.

Na ultima época de avaliacao (60 dias ap6s a inoculagdo) as raizes foram coletadas e a
taxa de coloniza¢do micorrizica estimada pela metodologia de GIOVANNETI & MOSSE
(1980) e os arbtisculos foram quantificados conforme TROUVELOT (1972).

Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia com o software SAEG (citacao)
e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As raizes de manjericdo roxo apresentaram desenvolvimento semelhante a raizes de
cenoura e trevo descritos por SOUZA (1998). Verificou-se que o segmento repicado inicia a
emissao de raizes secunddrias entre 3 e 5 dias apds a repicagem. Esse tempo varia de acordo
com o estado fisiolégico da raiz e quanto mais jovem o segmento transplantado, mais rapida é
a brotagdo. A raiz transplantada inicia um processo de escurecimento, entumecimento de
gemas laterais e emissdo de raizes novas que possuem colora¢do esbranquicada e tendem a
ficar amareladas com o passar dos dias. Varias ramificacoes podem surgir das raizes primérias
repicadas assim como das secunddrias. Foram observados muitos pélos absorventes nas
raizes.

Os resultados de drea ocupada pelas raizes estimada através de andlise de imagens sao
apresentados na Figura 20. Observa-se que durante o primeiros dias pds inoculaciao (7 e 15
dias) o crescimento das raizes € bastante lento e similar em todas as espécies de fungos
micorrizicos. Somente a partir de 30 dias apds a inoculacdo, percebe-se o grande do
incremento de drea radicular e com tendéncia a ser influencia pelas espécies de FMAs
inoculadas. Entretanto nao foram verificadas diferengas estatisticas entre as raizes inoculadas
com as diferentes espécies de fungos micorrizicos. Trabalhou-se com poucas repeti¢cdes de
forma que ndo foram suficientes para superar a variabilidade dos dados e permitir a
diferenciacdo dos FMAs. A tendéncia dos dados sugere que Glomus proliferum poderia ser
mais eficiente que Glomus manihots em promover aumento da drea ocupada pelas raizes de
manjericao.
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Figura 20 - Area ocupada por raizes de manjericdo roxo em placas Petri inoculadas com

quatro espécies de fungos micorrizicos arbusculares em diferentes épocas apds a
inoculagao.
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LIMA (2008), ao estudar o desenvolvimento de raizes de manjericio quando o meio
foi enriquecido por dcidos himicos observou que o tratamento com 20 mg C L™ favorece o
aumento da 4drea radicular a partir dos 45 dias apds a repicagem e sugere que o aumento do
periodo amostral pode conferir diferencas significativas para o incremento de drea radicular.

O comprimento das raizes (cm) mostrou resultados similares a area (Figura 21). Os
FMAs nao apresentaram diferengas estatisticas entre si segundo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. A partir do 15° dia apds a repicagem um aumento acentuado do comprimento
das raizes foi observado sendo que Glomus manihots esbogca menor tendéncia de estimular o
crescimento radicular.
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Figura 21 - Comprimento (cm) de raizes transformadas de manjericdo roxo inoculadas com
quatro espécies de fungos micorrizicos arbusculares em diferentes épocas apds a
inoculagao.

Os presentes resultados corroboram com os trabalhos realizados anteriormente
utilizando raizes transformadas (RTs) e FMAs onde ndo se verificaram a influéncia dos
fungos micorrizicos no crescimento radicular, mas sim sob o metabolismo. LIMA (2008)
utilizou Glomus clarum associado com doses de dcido humico e doses de nitrato e avaliou a
atividade das bombas de prétons e o metabolismo do nitrogénio. SOUZA (1998), também
trabalhando com RTs avaliou o metabolismo do nitrogénio em raizes de cenoura e trevo
inoculadas com Glomus clarum.

Demais trabalhos da literatura apenas utilizam as RTs como hospedeiro para que os
FMAs possam completar seu ciclo de vida, pouco importando com os efeitos causados ao
hospedeiro.

A taxa de coloniza¢do micorrizica das raizes e a abundancia de arbusculos no
fragmentos radiculares nao apresentaram diferencgas estatisticas entre os tratamentos flingicos
(Tabela 4). A porcentagem de colonizagdo variou entre 29 e 36 %. Nao se sabe ao certo como
€ regulada a intensidade da colonizagdo radicular. Sabe-se que é uma relacdo complexa entre
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hospedeir, fungo e disponibilidade de nutrientes, entre outros fatores (GRYNDLER et al.,
2009).

A abundancia de arbusculos variou entre 8% e 17% (Tabela 4). Kuklospora
colombiana foi a espécie que apresentou maior abundancia de arbuisculos nas RTs, seguida do
Gl. proliferum, Gi. margarita e Gl. manihots. As células do cértex radicular colonizadas sao
invadidas por ramificacOes terminais das hifas internas, os arbusculos, produzindo a interface
por onde ocorrem as trocas da associacdo mutualistica (SMITH & GIANINAZZI-PEARSON,
1988). Geralmente, a colonizacdo micorrizica € correlacioanda positivamente com a
abundancia dos arbisculos (RHEINHEIMER & KAMINSKI, 1995). Contudo no presente
estudo a abundancia de arbusculos pareceu ndo estar relacionada com a porcentagem de
colonizagdo radicular ja que espécies com maiores valores de taxa de colonizagdo
apresentaram abundancia de arbusculos intermedidrias.

Foram quantificados apenas os arbusculos por serem chaves para o funcionamento da
simbiose micorrizica ji que sdo os princiapis sitios de troca de metabdlitos. Sua formacao
depende da completa interacdo genética e funcional entre as combinagdes fungo-planta
(HARRISON, 1999). A formacdo de arbuisculos dentro das células do hospedeiro estd
associada a mudancas morfoldgicas e fisiologicas em ambos os parceiros (PASZKOWSKI,
20006).

Tabela 4 - Coloniza¢do micorrizica das raizes, abundancia de arbusculos e comprimento de
micélio (cm.cm™) de diferentes espécies de fungos micorrizicos arbusculares em raizes
transformadas de manjericao roxo.

Colonizacdo  Arbusculos  Comprimento de micélio

(%) (%) (cm.cm™)
Glomus manihots 29,5™" 7,80™ 445"
Gigaspora margarita 33,3 11,4 20
Kuklospora colombiana 31,65 19,18 45
Glomus proliferum 36,16 17,27 28,5

*Teste de Tukey a 5% de probabilidade

Apo6s avaliacdes da RTs inoculadas com FMAs, verificou-se que comprimento dos
micélios ndo apresentaram diferengas estatisticas entre si. Kuklospora colombiana e Glomus
manihots possuiram maiores comprimentos de micélio. Gigaspora margarita foi a espécie
com menor dimensdo de micélio.

O desenvolvimento micelial de FMAs constitui um fator importante para a
determinagdo da capacidade desses fungos aumentar seu crescimento vegetativo (MELLONI
& CARDOSO, 1999) e na exploracdo do ambiente em busca de nutrientes para os vegetais.
Quanto maior o comprimento do micélio, maior drea de exploragdo pelos FMAs e maior
capacidade de absorver nutrientes.
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4. CONCLUSOES

Glomus proliferum foi mais eficiente na colonizagdo das raizes.

As diferentes espécies de fungos micorrizicos arbusculares nao apresentaram distingao
na eficiéncia de promover o desenvolvimento das raizes transformadas de Ocimum basilicum.

Kuklospora colombiana foi a espécie mais eficiente na producdo de arbtisculos e
micélio externo.

O crescimento de raizes transformadas de manjericio em meio SRV foi ampliado a
partir dos 15 dias ap6s a inoculac@o de fungos micorrizicos.
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CAPITULO III

DESENVOLVIMENTO IN VITRO DA BBIOFITA LUNULARIA
CRUCIATA SOB O EFEITO DE ACIDOS HUMICOS E ESPECIES DE
FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES
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RESUMO

Fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sdo capazes de formar associagdo com uma vasta
quantidade de vegetais, dentre eles as bridfitas, vegetais sem vasos condutores. Além do
hospedeiro, fatores ambientais como a disponibilidade de nutrientes interfere na forma e
eficiéncia da simbiose. Este trabalho teve o objetivo de verificar a influéncia da adicdo de
acidos humicos associados ou ndo com fungos micorrizicos arbusculares no crescimento de
Lunularia cruciata in vitro. Foram conduzidos dois experimentos associando diferentes doses
de dacido hiimico e espécies de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs). No primeiro ensaio
foram testados trés doses de dcidos himicos (0, 40 e 80 mg C.L™") e trés espécies de FMAs
(Scutellospora heterogama, Glomus proliferum e Gigaspora margarita) além de um
tratamento sem inoculacdo de FMA, com quatro repeti¢des cada. No segundo ensaio quatro
doses de acidos humicos (0, 20, 40 e 80 mg C.L'l) foram acrescidas ao meio para crescimento
de Lunularia cruciata associadas ou nao com GI. proliferum também com quatro repeticoes.
Os glomerosporos foram desinfestados superficialmente, germinados em meio agar-agua e
colocados em placas Petri com pequenas gemas da bridfita. Foi realizada a andlise do
crescimento do vegetal (drea e comprimento) em oito épocas (0, 7, 14, 21, 28, 43, 52, 60 dias
ap6s a inoculacao dos FMAs). Além do crescimento da bridfita, para o ensaio dois foram
contabilizados o nimero de glomerosporos produzidos durante quatro avaliagdes (25, 43, 60 e
70 dias apds inoculagdo). Os resultados foram submetidos a andlise de variancia e teste de
Tukey a 5% de probabilidade. O uso de 4cidos hiimicos no meio de culturas em dose de 20 e
80 mg C.L"' incrementou o crescimento da bridfita L. cruciata e sua associacio com fungos
micorrizicos arbusculares. A dose de 40 mg C.L"' favoreceu o crescimento de L. cruciata
somente quando associada a fungos micorrizicos arbusculares;A dose de 80 mg C.L™ foi a
que proporcionou maior crescimento da bridfita.A associacdo L. cruciata e FMAs foi
caracterizada como mutualista ji4 que ambos apresentaram beneficios em crescimento e
esporulacdo. A espécie Glomus proliferum apresentou maior esporulacdo que as demais
espécies de FMAs testadas, sendo favorecida pelos dcidos hiimicos.As doses de 20 e 80 mg
C.L" de 4cido himico ao meio SRV promoveram a esporulacdo de Gl. proliferum. Gigaspora
margarita e Gl. proliferum promoveram maior crescimento de Lunularia cruciata.

Palavras chave: Esporulacdo. Crescimento. Micorriza
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ABSTRACT

Mycorrhizal fungi (AMF) are able to form an association with a large quantity of plants,
including the bryophytes, plants without vessels. Besides the host, environmental factors such
as nutrient availability influence the form and efficiency of the symbiosis. This study aimed to
assess the effect of addition of humic acids associated or not with arbuscular mycorrhizal
fungi on growth of Lunularia cruciata in vitro. Two experiments were conducted involving
different doses of humic acid and species of mycorrhizal fungi (AMF). In the first trial were
tested three doses of humic acid (0, 40 and 80 mg CL'I) and three species of AMF
(Scutellospora heterogama, Glomus proliferum and Gigaspora margarita) and a treatment
without AMF inoculation with four replications. In the second trial four doses of humic acid
(0, 20, 40 and 80 mg CL'I) were added to the medium for growth of the L. cruciata or not
with Gl. proliferum also with four replications. The glomerospores were surface desinfected,
germinated in water agar in Petri dishes and placed with the bryophyte small gems. Plant
growth (area and length) was analyzed in eight different times (0, 7, 14, 21, 28, 43, 52, 60
days after inoculation with AMF). Besides the growth of bryophyte, in the second assay were
counted the density of glomerospores produced during the four evaluations (25, 43, 60 and 70
days after inoculation). The results were submitted to ANOVA and Tukey test at 5%
probability. The use of humic acids in the culture medium in a dose of 20 mg and 80 cL!
enhanced the growth of bryophyte L. cruciata and its association with mycorrhizal fungi. The
dose of 40 mg C.L"' favored the growth of L. cruciata only when associated with mycorrhizal
fungi. The dose of 80 mg C.L"' was found to be the largest growth in bryophyte. The
association L. cruciata and AMF was characterized as mutualistic because both had
advantages in growth and Glomus proliferum esporulation. Gl. proliferum showed greater
sporulation than the other AMF species tested, being favored by humic acid. The doses of 20
mg and 80 CL"' of humic acid to the medium promoted the sporulation of SRV Gl.
proliferum. Gigaspora margarita and Gl. proliferum increased growth of L. cruciata.

Key Words: Sporulation. Growth. Mycorrhiza.
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1. INTRODUCAO

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) do filo Glomeromycota estabelecem
simbiose com vegetais superiores e inferiores das mais diversas familias e t€m sido apontados
como organismos chave para a manutencdo da diversidade floristica e produtividade nos
ecossistemas terrestres (SMITH & READ, 1997). Esses fungos sdo simbiotréficos
obrigatdrios, necessitando do estabelecimento da simbiose com vegetais compativeis para que
possam completar seu ciclo de vida. Assim, para sua multiplicacdo in vitro é necessario o
cultivo conjunto de tecidos vegetais aptos a serem colonizados pelos FMAs e
metabolicamente ativos.

Em vegetais avasculares pouco ainda € conhecido sobre sua associagdo com FMAs.
Alguns estudos demonstram a capacidade de bridfitas se associarem com fungos (READ et
al., 2000). O desenvolvimento de relacdes micorrizicas arbusculares neste grupo de plantas
confirma, conforme discutido por FONSECA et al. (2008), o carater ancestral desta simbiose.
Funcionalmente, entretanto, ainda é motivo de debate a sua condi¢ao mutualistica, pois apesar
de morfologicamente apresentar todas as estruturas presentes em raizes de plantas, a relacao
mutualistica FMA — Bridfitas ndo estd determinada.

As bridfitas, do tipo hepdtica, possuem a caracteristica de estabelecer associacdo com
fungos que formam micorrizas. Contudo, levando em consideracdo que seus rizdides e talos
ndo sdo raizes, ndo se pode denominar essa simbiose de micorriza (READ et al., 2000).
Entretanto, se considerarmos a definicao de micorriza de TRAPPE (1996): “6rgaos de dupla
absor¢do formados quando fungos simbidticos colonizam tecidos vegetais sadios da maioria
das plantas terrestres”, podemos denominar a associagdo entre fungos do filo Glomeromycota
e hepéaticas como micorrizica.

Culturas de bridfitas in vitro sao desenvolvidas com plantas coletadas diretamente do
solo com diferentes niveis de esterilizacdo (FONSECA et al., 2006). Alternativamente, pode-
se cultivd-las de maneira monoxénica, a partir de germinacdo de esporos (gamet6fitos).
Trabalhos recentes t€ém demonstrado que sistema de bridfitas e FMAs in vitro apresentam
resultados de maneira tdo pratica e eficiente quanto os obtidos com raizes transformadas para
a finalidade de producao de in6culos (FONSECA & BERBARA, 2008).

Pouco € conhecido sobre a influéncia dos 4dcidos himicos na producdo de FMAs in
vitro e seus benéficios para culturas de bridfitas. Para NARDI et al. (2002), as substancias
himicas podem afetar as plantas de varias maneiras. Eles possuem uma atividade bioldgica
comparada a hormodnios reguladores de crescimento (O’DONNELL, 1973; NARDI et al.,
1994) e os efeitos podem depender da ativacdo por exudacao radicular (NARDI et al., 2002).
Para FMAs, GRYNDLER et al. (2005) observaram que a adi¢ao de dcido humico estimula a
colonizagao radicular e a producao de micélio extraradicular de Glomus claroideum.

O objetivo desse capitulo foi verificar a influéncia da adi¢cdo de diferentes
concentracdes de dcidos humicos associados ou ndao com espécies de fungos micorrizicos
arbusculares no crescimento de Lunularia cruciata in vitro.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Isolamento e Purificacao dos Acidos Hiimicos

Os acidos himicos (AHs) foram obtidos de um vermicomposto de esterco bovino com
70 dias de maturacdo. O processo de extracdo seguiu metodologia da sociedade internacional
de substancias himicas (IHSS) (SWIFT,1996) com adaptacdes (BENITES et al., 2003).

O 4acido humico foi extraido com NaOH 0,1 mol L'l, na razao vermicomposto:extrator
de 1:10 (v/v) permanecendo em repouso por 16 horas, sob atmosfera inerte de N,. A
separagdo do 4dcido humico foi feita por precipitagcao através da diminuicao do pH da solucao
até 1,0 com HCI 6 mol L. Novamente, o AH foi solubilizado e precipitado por mais duas
vezes, alterando-se o pH e lavando-o com dgua destilada. Em seguida, adicionou-se 200 mL
de uma solucdo aquosa diluida contendo HF 0,25 mol L™ e HCI 0,1 mol L' agitando a
amostra por 8 horas. Apds essa etapa, o dcido hiimico foi separado do residuo por decantacao
e sifonacdo, sendo o excesso de ions retirado através de didlise com dgua deionizada. O
extrato contendo o AH alcalino soldvel foi seco por liofilizacdo e realizada sua caracterizagdo
quimica e fisico-quimica.

2.2 Caracterizacéo dos Acidos Himicos

A acidez total foi determinada pela titulagdo com solucao concentrada de Ba(OH), em
atmosfera de N,, seguida de titulagdo com HCIl (0,1 M). Os grupos carboxilicos foram
determinados por agitacdo durante 24 horas com solu¢do de AHs saturada com
Ca(CH3COO),. O CH3COOH liberado foi titulado com NaOH a 0,1 M (SCHNITZER,1965).
Os grupos fendlicos foram obtidos por diferenca.

A razdo E4/E¢ (indice de humificacdo) foi determinada pela dissolu¢do de 1 mg de AH
em 5mL de NaHCO; (0,05 mol.L") e ajustada para pH 8,3 com NaOH. A absorbancia foi
medida em comprimentos de onda de 465 nm e 665 nm (RayLihght espectrofotdmetro UV-
2100), a relacdo entre o valor de absorbancia correspondente a Es/Eq. A composi¢ao
elementar dos AHs (C, H, N, S) foi determinada (LECO CHNS-932 analisador elementar) e
oxigénio determinado por diferenca. Os espectros de infravermelho com transformada de
Fourier (IV-TF) dos AHs foram obtidos na faixa de 400 cem” a 4000 cm’, utilizando-se
pastilhas com 1 mg de AHs em 100 mg de KBr (TAN,1995).

2.3 Extracao e Desinfestacao Superficial dos Glomerosporos

Os in6culos de FMA foram obtidos da Colecao de Fungos Micorrizicos Arbusculares
da Embrapa Agrobiologia (COFMEA). Duas espécies foram selecionadas: Gigaspora
margarita (Al, CNPAB 001) e Scutellospora heterogama (A2, CNPAB 002). Além das
espécies da colecdo da Embrapa Agrobiologia, uma espécie de FMA ja estudada no
laboratério de Biologia do solo da UFRRI, Glomus proliferum (MUCL 43204), também foi
utilizada. Oriunda do GINCO (Micoteca da Universidade Catdlica de Louvain, Laboratério de
Micologia, Bélgica) € multiplicada e mantida em culturas monoxénicas da briofita Lunularia
cruciata.

Os glomerosporos, com excessao dos de Glomus proliferum, foram extraidos segundo
a metodologia de peneiramento umido (GEDERMANN & NICOLSON, 1963) e
centrifugacdo com sacarose (DANIELS & SKIPPER,1982). Estes foram separados em placa
Petri com auxilio de lupa estereoscopica.
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Apés a separagdo dos glomerosporos se procedeu a sua desinfestagdo superficial
utilizando tween 20, cloramina T e antibidticos (gentamicina e estreptomicina) conforme
metodologia descrita por BECARD & PICHE (1992), adaptada por LIMA (2008), com
algumas modificagoes: Os glomerosporos foram sonicados com 2 gotas de tween 20, depois
lavados 2 vezes com cloramina T por 10 minutos e 5 vezes com antibidticos por 2 minutos.
Foram reservados 16 horas a 4° C. Apds esse periodo, o processo de desinfestacao foi repetido
a partir da cloramina T. Nao houve lavagem dos glomerosporos com dgua apds sua passagem
pelos antibidticos.

Os glomerosporos desinfestados foram colocados em placas Petri contendo solucdo
Agar-dgua (10 g L! pH 5.8) acondicionadas em camaras termostaticas com temperatura
controlada a 26 °C e na auséncia da luz para aguardar a germinagao

O tempo médio de germinacao dos glomerosporos foi de dez dias, variando entre as
espécies. Somente para o Glomus proliferum nao se realizou esse procedimento ja que esta
espécie crescia em meio monoxénico (inoculada em Lunularia cruciata).

2.4 Preparo do Meio de Cultura e Instalacao dos Experimentos

O meio de cultura utilizado para o crescimento de Lunularia cruaciata € o SRV
(FONSECA et al., 2006) com pH ajustado para 5,80. O meio foi acrescido com diferentes
concentracoes de 4cidos humicos (caracterizado anteriormente). Foram instalados dois
experimentos combinando doses de AH, espécies de FMA e épocas de amostragem. As
bridfitas fora repicadas para os meios de cultura e armazenadas em camara de crescimento
para verificar contaminacdo. As placas nido contaminadas foram inoculadas com fungos
micorrizicos ou nao e avaliadas periodicamente.

2.4.1 Experimento I - Influéncia de doses de acido himico e inoculacao de fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) no crescimento in vitro de Lunularia cruciata

Esse experimento consistiu na modificagdo do meio de cultura SRV com trés
diferentes doses de dcido himico (0, 40 e 80 mg C.L™), inoculacdo de trés espécies de FMAs
(Glomus proliferum, Scutellospora heterogama e Gigaspora margarita) € o controle (sem
inoculacdo de FMA). Para inoculacdo dos FMAs, glomerosporos de S. heterogama (3), Gi.
margarita (3) e Gl. proliferum (15) foram colocados em cada placa o mais préximo possivel
dos rizéides do vegetal.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 3 (doses de AH) X 4 (3 espécies de FMA e controle sem FMA) com quatro repeti¢des
cada.

Efetuaram-se as avaliacdes aos 0, 7, 14, 21, 28, 43, 52 e 60 dias apds a inoculagdo dos
FMAs. Foram tomadas fotos de cada unidade amostral (placa de Petri) para avaliacdo do
crescimento das bridfitas. Essa avaliacdo consistia na determinacdo da drea de cobertura (cm?)
e comprimento (cm) da hepadtica, através de editoracdo de imagens em Photoshop e tomada
das medidas no software SIARCS, conforme proposto por LIMA et al. 2006.

Os valores obtidos foram submetidos a testes de homogeneidade e normalidade e
entdo submetidas a andlise de variancia . As médias foram comparadas pelo teste de Tukey
(p<0,05).

2.4.2 Experimento II - Influéncia de diferentes doses de acido himico (AH) e inocula¢ao
de Glomus proliferum no crescimento in vitro de Lunularia cruciata
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Adicionaram-se quatro diferentes doses de dcido himico (0, 20, 40 e 80 mg C.L") ao
meio de cultura SRV para bridfitas com e sem inoculacdo de Glomus proliferum. Cerca de 15
glomerosporos de Gl. proliferum foram colocados em cada placa Petri (unidade experimental)
0 mais proximo possivel dos rizéides.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 4 (doses de AH) X 2 (inoculag¢do ou nao de Gl. proliferum) X 8 (épocas amostrais que
consistiam em dias apds a inoculagdo dos fungos micorrizicos) com quatro repeti¢des cada.

Efetuaram-se as avaliacdes aos 0, 7, 14, 21, 28, 43, 52 e 60 dias apds a inoculagdo dos
FMAs. Foram tomadas fotos de cada unidade amostral (placa de Petri) para avaliacdo do
crescimento das bridfitas. Essa avaliacio consistia na determinacdo da drea de cobertura (cm?)
e comprimento (cm) da hepadtica, através de editoracdo de imagens em Photoshop e tomada
das medidas no software SIARCS, conforme proposto por LIMA et al. 2006.

A esporulacdo dos tratamentos inoculados com Glomus proliferum foram
acompanhadas aos 25, 43, 60 e 70 dias. Os glomerosporos foram contabilizados através de
lupas estereoscdpica e microscopio invertido.

Os valores obtidos foram submetidos a testes de homogeneidade e normalidade e
entdo submetidas a andlise de variancia . As médias foram comparadas pelo teste de Tukey
(p<0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacao dos Acidos Hiimicos

A Tabela 5 mostra a composi¢ao elementar dos dcidos hiimicos obtidos e algumas de
suas propriedades quimicas. Os teores dos elementos quimicos, assim como o conteido de
grupos dcidos (carboxilico e fendlico) foram consistentes com os relatados na literatura
(RITCHIE et al., 2003). Os baixos valores da relagdo H/C indicam alto grau de condensacao
da estrutura aromadtica presente nos substratos alifaticos. A relagdo O/C foi ligeiramente mais
elevada do que outras ja reportadas (CANELLAS & FACANHA, 2004). A relacdo atdomica
C/N obtida foi de 18,4 o que a caracteriza como sendo de um composto organico ja
estabilizado.

Uma das propriedades mais estiveis dos dcidos himicos € a sua composi¢ao elementar
(RICE & MACCARTHY, 1991) pois permite sugerir o grau de evolug¢do desta fracdo da
matéria organica. Aceita-se que com o aumento do grau de evolucdo das substancias himicas
ocorra aumento no teor de carbono (C) e nitrogénio (N) nestas substdncias (KONONOVA,
1982).

Desta forma, relacdes atdomicas C/N, H/C e O/C sao utilizados com frequéncia para
identificar a procedéncia das substancias hiimicas e acompanhar suas mudangas estruturais
nos diferentes ambientes (STEELINK, 1985). De maneira geral, compostos com relacdo C/N
entre 10 e 15 sdo considerados relativamente estaveis (TAN, 2003; BERNA et al., 1996), o
que significa que a decomposi¢do da matéria organica estd em equilibrio entre a sintese e a
acumulagdo de novos materiais.

Os valores da relagdo E4/Eg, os quais reafirmam o elevado grau de condensacdo
estrutural indicado pela baixa relagdo H/C. Isso pode indicar a presenca de quinonas ou
estruturas similares a quinonas (CALDERIN et al., 2007)

Tabela 5 - Composicao elementar, relacido entre elementos, razdo E4/E6 e acidez por grupos
funcionais e total dos AHs.

Teores Relacdo Acidez Razdo

H/C O/C C/N Carboxilica Fendlica Total EJEg

- mol kg" (C) ----
56,7 4,84 34,6 3,07 0,72 0,08 0,61 184 9,24 2,03 11,27 4,22

Na Figura 22 é mostrado o espectro de transmitancia do infravermelho com
transformada de Fourier (IV-TF) dos dcidos himicos que mostra algumas semelhangas com
outros espectros de AH extraidos de solo e vermicompostos de outros materiais (AMIR et al.,
2010; DROUSSI et al., 2009; CALDERIN et al., 2007).

No espectro hd uma banda de absor¢ao larga e intensa com minima transmitancia em
3399,9 centimetros ' correspondente ao estiramento dos grupos OH (carboxilicos, fendlicos e
alcodlicos) associado a pontes de hidrogénio inter e intramoleculares, contribuindo também
para este estiramento o grupo NH das amidas. Os estiramentos em 2921,6 centimetros' e
2850,3 centimetros’ podem estar associados as bandas simétricas e assimétricas do
alongamento dos sistemas alifaticos (CH).
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A banda com minima em 1720,2 cm™ pode ser atribuida ao estiramento do grupo C=0
de aldeidos ou cetonas. Além disso a banda em 16334 cm’! pertence ao estiramento C=0,
mas de quinonas e amidas. Em 1506,16 cm’ e 1456,02 cm™! sdo faixas de estacionamento
caracteristicas de estiramentos C=C e C=N de estruturas arométicas e deformacdo de amidas
e N. Em 14213 cm™ é a zona de deformacdo do CH; adjacente a carbonila, deformacao e
estiramento COOH de fendis. As bandas de 1220,7 cm’ e 1124,7 cm’ sdo atribuidas ao
estiramento dos grupos CO e OH, deformacdo de dcidos carboxilicos e estiramento do CO de
fenois e ésteres e as bandas em 1067,6 cm’le 1024,0 cm’! sdo atribuidas ao estiramento dos
grupos dos éster e de restos de polissacarideos.
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Figura 22 - Espectro de transmitancia de Infravermelho com transformada de Fourier do
acido hiimico por nimero de ondas (frequéncia).

3.2 Influéncia de Doses de Acido Hiamico e Inoculacio de Fungos Micorrizicos
Arbusculares (FMA) no Crescimento in vitro de Lunularia cruciata

As substancias humicas s@o capazes de estimular o crescimento vegetal (NARDI et al.,
2007; ZANDONADI et al., 2007; RODDA et al., 2006 a,b; QUAGGIOTTI et al., 2004;
LIMA, 2004; NARDI et al., 2002; FACANHA et al., 2002; MASCIANDARO et al., 1999),
por ser fonte renovdvel de matéria organica, possibilitando as plantas se estabelecer em
ambientes de baixa fertilidade. Contudo, raros sdo os relatos envolvendo substincias himicas
e fungos micorrizicos arbusculares.

Avaliando o crescimento da bridfita L. cruciata em relagdo a area de cobertura da
placa foram observados efeitos significativos das doses de AH e dos tratamentos de
inoculagao de FMA. No controle sem inoculacdo de FMA, verificou-se que a dose AH de 40
mg C.L"' apresentava menor drea de cobertura do vegetal e a dose de 80 mg C.L’
proporcionou drea de cobertura superior ao controle absoluto (ndo inoculado e sem acidos
himicos) (Figura 23).

Nos tratamentos onde se inoculou Scutellospora heterogama nao foram observados
efeitos das doses de AH na drea de cobertura das bridfitas, apenas uma pequena tendéncia de
que na dose de 80 mg C.L" a drea desses vegetais seja maior. O mesmo comportamento foi
observado para os tratamentos inoculados com Glomus proliferum. Para o tratamento com
inoculacdo de Gigaspora o meio sem AH promoveu menor cobertura que o meio enriquecido
com AH.

Observando a influencia da inoculacdao dos FMAs dentro de cada dose de AH,verifica-
se que ndo houveram diferencas significativas na dose de 0 mg C.L™"' entre o tratamento sem
inoculacdo de fungos e os com fungos micorrizicos. Entretanto, todos os tratamentos
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inoculados apresentaram tendéncia de magnitude de valores de drea de bri6fita superiores ao
tratamento sem FMA. (Figura 23).

Ja na dose de 40 mg C.L", o tratamento sem FMAs apresentou menor drea de
cobertura sendo inferior a das bridfitas inoculadas. Quando inoculou-se Gi margarita o
incremento de drea foi superior (3,52 cm?) aos demais (S. heterogama e Gl. proliferum) que
nao diferiram estatisticamente entre si.

J4 para a dose de 80 mg C.L™ os tratamentos sem inoculacio de FMA e inoculados
com S. heterogama e Gl. proliferum ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si. Tal
como na dose de 40 mg C.L"' Gigaspora margarita foi o fungo que favoreceu o crescimento
de 4rea de cobertura das bri6fitas quando na maior dose de dcido himico.

4 —_
P
= aA
e —
= =
‘E 3 aB
= aB aB B g
E‘ —
p e b aA BN Controle
::,_ T [ ] ] [ 5. heterogama
= 2 N . proliferum
.i._'_" 1 &, margarita
- cC
E
=
S 1
-
=
‘a‘-:
-
O - | — | — | —
omg C.L™ 40mg C.L' S0mg CL"'

Figura 23 - Area de cobertura da placa com a bridfita Lunularia cruciata cultivada in vitro
em meio contendo doses de dcidos hiimicos e inoculacdo com diferentes espécies de

fungos micorrizicos arbusculares.
*Barras encimadas de letras mindsculas demonstram diferencas significativas entre as doses de dcido himico
para o mesmo tratamento de inoculagdo de FMA ou controle e barras encimadas de letras maidsculas diferem
entre a mesma dose de AH entre os diferentes tratamentos com FMAs, segundo teste de tukey a 5% de
probabilidade.

Para o comprimento das bridfitas, observou-se que sem AH no meio (0 mg C.L™") ndo
houve efeito no tamanho das hepéticas independente de inoculacdo com FMA (Figura 24).

A dose de 40 mg C.L™" influenciou de forma negativa o crescimento da hepdtica no
tratamento sem fungo e a dose de 80 mg C.L" o favoreceu. Para as bridfitas inoculadas com
S. heterogama, Gl proliferum e Gi margarita ndao houve diferenga estatistica significativa no
comprimento em funcdo das doses de AH.

Analisando a inoculacdo dos FMAs dentro das doses de AH, ndo foi observada
diferenca significativa na dose 0 mg C.L"'. Para a dose de 40 mg C.L"' o tratamento sem
inoculacdo de fungos micorrizicos apresenta os menores tamanhos da hepéatica, porém nao
diferindo de S. heterogama. Gi margarita e Gl proliferum promoveram o crescimento das
bridfitas nessa dose de AH superior ao da testemunha ndo incoulada (Figura 25).

Entretanto, quando se observa a dose de 80 mg CL' ¢ possivel verificar que o
tratamento com Sc heterogama apresentou menores valores de comprimento de bridfita que
as hepdticas inoculadas com Gi margarita.
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Figura 24 - Comprimento (cm) de cobertura da placa com a bridfita Lunularia cruciata
cultivada in vitro em meio contendo doses de acidos himicos e inoculacio com

diferentes espécies de fungos micorrizicos arbusculares.
*Barras encimadas de letras mindsculas demonstram diferencas significativas entre as doses de dcido himico
para o mesmo tratamento de inoculagdo de FMA ou controle e barras encimadas de letras maidsculas diferem
entre a mesma dose de AH entre os diferentes tratamentos com FMAs, segundo teste de tukey a 5% de
probabilidade.

Comprimento de cobermra de placa com briéfica (cm)

Foram encontradas poucas diferengas significativas entre as doses de dcido himico
adicionado ao meio. De modo geral quanto maior a dose de AH, maior a drea e comprimento
das bridfitas. E a dose de 40 mg C.L" tende a ser inferior ao do tratamento sem 4cido hdmico
(Tabela 6)

Em relacdo a inoculagdo de FMAs, houve efeito positivo no crescimento de bridfitas.
Gigaspora margarita foi a espécie que conferiu maiores vantagens as bridfitas em relacao ao
crescimento, seguida de Glomus proliferum e Scutellospora heterogama, a qual,
estatisticamente, ndo apresentou diferencas em relacio ao tratamento sem inoculagao.

Durante a condu¢do do experimento as placas foram observadas em lupa
estereoscopica e microscopio invertido para o acompanhamento do crescimento dos fungos e,
pode-se afirmar que S. heterogama produziu grande quantidade de micélio, que crescia para
todas as dire¢des nas placas sem enovelar e algumas células auxiliares. Ja a espécie Gi.
margarita também teve bastante crescimento micelial, células auxiliares com superficie sem
projecdes, diferenciando-se de S. heterogama (Figura 25). Provavelmente ocorreu uma
modificagdo no padrdao das células auxiliares de Gi. margarita devido ao meio ou ao
hospedeiro, jd que estas possuem projecdes por toda camada externa das células. O mesmo
padrdo de desenvolvimento das células auxiliares pra Gi. margarita foi observado por Souza
& Berbara (1998).

Além disso, ao 70 dias apds a inoculacdo percebeu-se o inicio de esporulagdo para de
Gi margarita, com algumas estruturas similares a esporos (Figura 26). Glomus proliferum
teve esporulagdo observada a partir dos 25 dias apds a inoculacdo e até os 70 dias ainda
haviam glomerosporos sendo produzidos (dados apresentados no préximo item). O
crescimento micelial também ocorreu de forma intensa e distribuido por toda a placa.
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Tabela 6 - Efeito das diferentes doses de dcidos himicos (0,0; 40,0 e 80,0 mg C.L'l) e das
espécies de FMAs no crescimento de Lunularia cruciata (drea e comprimento).

Doses de AH Area Comprimento
(mg C.L'™" (cm?) (cm)
0 2,30 b 15,16 ab
40 2,48 b 14,57 b
80 2,86 a 16,14 a
Espécie de FMA

Controle (sem FMA) 2,09 ¢ 13,47 b
Sc heterogama 2,36 bc 14,07 b
Glomus proliferum 2,70 ab 16,74 a
Gigaspora margarita 3,04 a 16,88 a

Figura 25 - Células auxiliares de Scutellospora heterogama (A) e Gigaspora margarita (B).

Figura 26 - Micélio externo de Gigaspora margarita e células suspensorias.
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3.3 Influéncia de Diferentes Doses de Acido Himico (AH) e Inoculacao de Glomus
proliferum no Crescimento in vitro de Lunularia cruciata.

Analisando o crescimento das bridfitas em meio com e sem Gl proliferum,
verificaram-se diferencas estatisticas entre estes tratamentos de inoculacdo (Tabela 7). Tanto a
drea de cobertura quanto o comprimento dos vegetais foram superiores quando havia
associacdo com o fungo micorrizico. Esses resultados demonstram que a associacdo
micorrizica para a L. cruciata tem carater simbidtico e ndo parasitico/oportunistico como
proposto anteriormente por FONSECA & BERBARA (2008).

Tabela 7 - Crescimento de Lunularia cruciata (area de cobertura e comprimento) inoculada
ou nao com Glomus proliferum.

Area (cmz) Comprimento (cm)
Controle 2,05b 16,38 b
Glomus proliferum 2,64 a 26,38 a

Estudos anteriores de FONSECA & BERBARA (2008) ¢ FONSECA et al. (2009)
comprovaram que existe estabelecimento de associagdo micorrizica entre Lunularia cruciata
e Glomus proliferum e observaram a morfologia da simbiose (tipo paris) e a esporulagido da
espécie de FMA. Contudo, nenhum estudo ainda foi realizado verificando a influencia de
acidos himicos no crescimento das bridfitas e na simbiose micorrizica.

Analisando a influéncia das doses de AH no crescimento das bridfitas para a drea,
apenas foram observados diferencas significativas aos 52 e 60 dias. A dose de 80 mg C.L™
possibilitou as hepdticas maiores valores de area, seguidas pelo tratamento controle e pela
dose de 20 mg C.L". O tratamento com dose de 40 mg C.L"' conferiu vegetais com menores
areas (Figura 27).
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Figura 27 - Area de cobertura da placa com a bridfita Lunularia cruciata cultivada in vitro
em meio contendo doses de dcidos hiimicos e inoculacdo com diferentes espécies de

fungos micorrizicos arbusculares aos 0, 7, 14, 21, 28, 43, 52 e 60 dias apds a repicagem.
*Letras diferentes demonstram diferenca estatistica entre as diferentes doses na mesma época de avaliagdo,
segundo o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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O incremento de drea de bridfitas proporcionado pela maior dose de acido himico
provavelmente estd relacionado a maior disponibilidade de C no meio de cultura o qual é
convertido em massa vegetal. J4 o desfavorecimento no crescimento das briéfitas na dose de
40 mg C.L" pode estar relacionado com a acidificacio do pH na 4rea de influéncia dos
rizéides e influéncias na absor¢ao dos nutrientes.

LIMA (2008), ao trabalhar com raizes de trevo e manjericao modificadas e doses de
AH, observou que doses de 20 e 160 mg C L' favoreceram o crescimento das raizes e doses
de 40 ¢ 80 mg C L' levaram a um reducio do tamanho das mesmas. Através do
monitoramento do pH rizosférico, o autor verificou uma alcaliniza¢io da rizosfera e associou
esse fato a uma resposta adaptativa das raizes ao meio de cultivo com alta concentracao de
acido himico e que esta alcalinizacdo do pH na rizosfera provocou redug¢io na absor¢do de
ions da solugdo acarretando em menor desenvolvimento radicular.

Além do crescimento da bridfita foi avaliado a esporulagao de Glomus proliferum. Foi
verificado que as doses de dcido himico influenciaram na esporulacdo da espécie estudada,
sendo a dose de 80 mg C.L' a que proporcionou maiores quantidades de
glomerosporos(Figura 28). Na dose 20 mg C.L" o nimero de propagulos foi superior aos da
dose 40 mg C.L" e o tratamento controle.
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Figura 28 - Numero de glomerosporos de Glomus proliferum produzidos in vitro em cultura
de L. cruciata em meio com diferentes de 4cido himico.

Analisando o efeito das doses nas épocas amostrais, pode-se observar que apenas aos
70 dias as doses comegaram a influenciar a produgao de glomerosporos, sendo a dose 80 de
mg C.L"" a que possibilita maior esporulacdo. Nesta época as doses 20 e 40 mg C.L" ainda
nao apresentam diferencgas estatisticas para a produgao de glomerosporos (Tabela 8).

Durante as épocas de avalicdo, verifica-se que a quantidade de glomerosporos foi
crescente mesmo que as andlises estatisticas ndo tenham indicado efeito significativo.

O desenvolvimento dos glomerosporos apresentou diferenca, principalmente entre as
doses de 20 e 80 mg C.L". Na dose de 20 mg C.L™' o crescimento micelial ocorreu em todas
as direcoes e os glomerosporos mais dispersos. Quando em placas com meio enriquecido com
80 mg C.L"', os glomerosporos se desenvolveram nas placas com agrupados. Caracteristicas
similares foram observadas por DECLERCK et al. (2001) quando descreveram a espécie e
observaram a forma da esporulacdo e o crescimento do micélio. A maior diferenca observada
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foi a produgcdo dos glomerosporos, os quais para trabalhos anteriores superaram 1000
propdgulos (DECLERCK et al., 2001; FONSECA et al., 2009).

Tabela 8 - Esporulacdo de Glomus proliferum em meio com diferentes doses de acidos
himicos (0, 20, 40 e 80 mg C.L-1)

Doses AH (mg C.L'l) Tempo (dias)
25 43 60 70
0 14,75 aA 42 aA 57,75 aA 69,75bA
20 38,25 aB 59,25 aAB 121,50 aAB 189 abA
40 38 aA 47,25 aA 60,75 aA 108,75 abA
80 66,25aB 97,75 aAB 142,75 aAB 199,25 aA

*Letras minudsculas diferentes demonstram diferencas significativas entre as diferentes doses durante 0 mesmo

dia de avaliagdo e letras maitsculas segundo demonstram diferencas entre a mesma dose nos diferentes dias de
avaliacdo segundo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4. CONCLUSOES

s . , . . _1

O uso de 4cidos humicos no meio de culturas em dose de 20 e 80 mg C.L

incrementou o crescimento da bridfita Lunularia cruciata e sua associacdo com fungos
micorrizicos arbusculares.

-1 . . .
A dose de 40 mg C.L~ favoreceu o crescimento de Lunularia cruciata somente
quando associada a fungos micorrizicos arbusculares;

A dose de 80 mg C.L™ foi a que proporcionou maior crescimento da briéfita.

A associa¢do Lunularia cruciata e FMAs foi caracterizada como mutualista ja que
ambos apresentaram beneficios em crescimento e esporulagdo.

A espécie Glomus proliferum apresentou maior esporulacdao que as demais espécies de
FMAG s testadas, sendo favorecida pelos dcidos himicos.

As doses de 20 e 80 mg C.L"' de 4cido hdmico ao meio SRV promoveram a
esporulacdo de Gl. proliferum.

Gigaspora margarita e Glomus proliferum promoveram maior crescimento de
Lunularia cruciata.
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CONCLUSOES GERAIS

A caracterizagdo de fungos micorrizicos arbusculares utilizando os teores de glomalina
pode ser uma importante ferramenta na identificacdo de espécies. Contudo, se faz necessario
aumentar os estudos em relacdo a caracterizacdo dessa proteina jd que apenas os teores da
mesma no solo nao sao capaz de fazé-lo.

O crescimento de raizes modificadas de manjericio roxo e da bridfita Lunularia
cruciata sdo afetados pela inoculacdo dos FMAs assim como pelas espécies escolhidas.

. . . L, . L. -1 .
Lunularia cruciata associada com 4cido hiimico na dose de 80 mg C.L" foi a que teve
maior resposta de crescimento. O mesmo aconteceu quando associadas com Gigaspora

margarita € Glomus proliferum.

A associacdo de fungos micorrizicos arbusculares e bridfita apresentou cardter
mutualista e ndo parasitico.
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ANEXOS

ANEXO A - Meio de cultura MSR (Strullu-Romand) — Raizes

(mM) (mM)
N(NH4") 180 N(NO3) 3800
K 1650 P 30
Mg 3000 Ca 1520
Cl 870 S 3013
Fe 20 Na 20
Zn 1 Mn 11
Mo 0.22 B 30
Panthotenato Ca 1,88 Cu 0.96
Piridoxina 4,38 Biotina 0,004
Cianocabalamina 0,29 Thiamina 2,96
Sacarose (g/L) 10 Acido Nicotinico 8,10
Gel gro (g/L) 3 pH (antes de autoclavar) 5,5

* Strullu & Romand (1986) modificado por Declerck et al. (1998).

ANEXO B - Meio de cultura SRV - Briofitas

Macronutrientes (Concentrada 10X)

MgS0O,.7H,O 7,39 g

KCl 0,65¢

KH2PO4 0,041 g

KNO; 0,76 g

Ca(NO3),.4H,0 39¢g
Micronutrientes (10.000X)

MnSO,. H,0 18,566¢g

H3B03 18,6 g

NazMOO4. 2H20 0,024 g

ZnS0O,. TH,O 29¢g

(NH4)6MO7024. 4H20 0,35 g

CoS0O4.7H20 2,38 g ou CoCl2.6H20
NaFeEDTA 0,8 g (Concentrado 100X)
Vitaminas (Concentrado 1000X)

Biotina (H) 0,0009¢g
Pantotenato de Ca (B5) 09¢g

Thiamina-HCI (B1) 1,0g

Cyanocobalamina (B12) 04¢g
Pyrodoxina — HCI (B6) 09¢g
Acido Nicotinico (B) 1,0g

Sacarose 10g pH5,5-5,8
GelGro 38¢g

2,022 ¢
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Para cada litro de meio usar 100 mL.L™' da solucdo Stock de macronutrientes, 0,1 mL.L"' da
solucdo Stock de micronutrientes, 10 mL.L"! da solucdo Stock de NaFeEDTA e 0,1 mL.L"' da
solucdo Stock de vitaminas.

Colocar sacarose, aferir pH e adicionar Gel Gro.

Ap6s essa etapa levar para a autoclave por 20 minutos a 1 atm.

ANEXO C - Desinfestacao superficial dos esporos de FMAs: Metodologia modificada de
BECARD & PICHE (1992) & LIMA, 2008.

1. Materiais necessarios:

- Seringas plastica com capacidade de 10 mL;

- Agulhas

- 2 beckers com capacidade de 50 mL (onde serdo colocadas as solugdes de cloramina T e o
outro com antibidticos para encher as seringas plésticas);

- 1 becker de 200 mL (utilizado para descartar as solugdes dentro da capela);

- Agitador de tubos (tipo vortex);

- Bico Biinsen;

- Tubos “vacum tanner” com capacidade de 15 mL (1 para cada espécie de FMA);

- Tampas de borracha estéreis para os tubos “vacum tanner” (4 tampas para cada tubo)

- Pin¢a anatomica (18 cm);

- capela de fluxo laminar com ldmpada de UV (ultravioleta)
. limpar o interior da capela com algoddao e dlcool e em seguida deixar a ldmpada

ultravioleta ligada por 30 minutos.

Todas as vidrarias e materiais devem ser esterilizados em autoclave a 121° C por 20 minutos
antes de serem utilizados no processo de desinfestacao.

2. Preparo das solucgoes:

Solucao 1. TWEEN 20 (0,05% v/v)
- pipetar 500uL do reagente “Tween 20 (PA)” em um baldo volumétrico com capacidade de
100mL e completar o volume com 4dgua destilada.
Obs: a solugdo deve ser armazenada em geladeira (4°C) apds o seu preparo.

Soluc¢io 2. CLORAMINA T (2% p/v)
- pesar 2g do reagente CLORAMINA T e transferir para um baldo volumétrico com capacidade
de 100mL e completar o volume com 4gua destilada.
Obs: a solugdo deve ser armazenada em geladeira (4°C) apds o seu preparo.

Solucéio 3. ANTIBIOTICOS (Estreptomicina + Gentamicina)
- pesar 50mg de estreptomicina e 25mg de gentamicina e transferir para baldao volumétrico de
250mL e completar o volume com dgua destilada.
Obs: a solucdo deve ser armazenada em geladeira (4°C) ap6ds o preparo (periodo maximo de
30 dias).

3. Procedimentos:

A) Extrair e selecionar os esporos visualmente viaveis;

B) Transfira os esporos selecionados para os tubos “vacum tanner” devidamente identificados
(um para cada espécie);

C) Retire a d4gua (que transportou os esporos) dos tubos com auxilio de agulha;

D) Adicionar £ 10 mL da solucdo 1 (Tween 20) em cada tubo;
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E) Tampar com rolhas de borrachas (apropriadas, ndo estéreis);

F) Agitar os tubos (vortex ou manualmente) por 1 minuto;

G) Retirar a solugdao com agulha, recolhendo a solug¢do nos becker de 200 mL;

H) Adicionar £10 mL da solug@o 2 (Cloramina T) em cada tubo;

I) Tampar com novas rolhas de borrachas (apropriadas, ndo estéreis);

J) Agitar os tubos (vortex ou manualmente) por 5 minuto;

K) Retirar a solucdo com as pipetas Paster de extremidades afinadas, recolhendo a solucio
nos becker de 200 mL;
Repetir etapas H até K por 5 vezes;

L) Adicionar + 10 mL da solucdo 3 (Gentamicina + Estreptomicina) em cada tubo;

M) Tampar com novas rolhas de borrachas (apropriadas, estéreis);

N) Agitar os tubos (vortex ou manualmente) por 10 minutos;

O) Retirar a solugdao com agulha, recolhendo a solug¢do nos becker de 200 mL;
Repetir etapas L até O por 3 vezes. Apds essa etapa armazenar os tubos tampados em
geladeira por 16 horas ou deixar pernoitar.Apds esse periodo, repetir as etapas de
cloramina T e antibi6ticos.

P) Adicionar aproximadamente 10 mL de dgua destilada estéril em cada tubo;

Q) Tampar com novas rolhas de borrachas (apropriadas, estéreis);

R) Agitar os tubos (vortex ou manualmente) por 10 minutos;

S) Retirar a 4gua com agulha, recolhendo-a nos becker de 200 mL;
Repetir a etapa de lavagem 2 vezes.

T) Transferir os esporos, com auxilio de pipetas, para as placas contendo meio agar-dgua
aproximadamente 100 esporos por placa e que estejam bem distribuidos (evitar
agrupamento dos esporos);

Obs: este procedimento € realizado dentro da capela logo ap6s o procedimento de
desinfestacdo superficial dos esporos, devendo-se ter o cuidado de limpar
novamente a capela com 4dlcool e deixar a 1ampada de UV ligada por 30 minutos,
juntamente com as placas Petri (contendo o meio agar-dgua).

U) Armazenar as placas em local apropriado (camara termostatica) para oferecer condi¢des
adequadas para a germinagao dos esporos.

Obs: o ideal seria a 25 °C de temperatura constante e no escuro.

A medida que os esporos vio germinando eles podem ser repicados para placas Petri
contendo raizes transformadas sub-cultivadas. Quantificar os esporos germinados para célculo
da taxa de germinacao (até 30 dias).

As placas serdo entdo incubadas a 25 °C, no escuro, e avaliadas diariamente quanto a
producdo de novos esporos e células auxiliares (dependendo da espécie).
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ANEXO D - Editoracio de imagens e calculo de drea e comprimento através do SIARCS

Essa metodologia foi proposta por LIMA et al., (2006) e consiste na captura de
imagens utilizando cameras digitais e uso do software “Sistema Integrado para Andlise de
Raizes e Cobertura do Solo” 3.0 (SIARCS 3.0) JORGE & CRESTANA, 1996).

Resumidamente, com uma camera digital sdo capturadas imagens das placas Petri com
raizes ou bridfitas, no formato JPEG, com mesma altura e zoom. Na base do aparato utilizado
para tomar as fotos, existe um gabarito marcando 1 cm que é a escala a ser usada no
programa.

Para ser possivel a editoracdo das imagens no SIARCS foi necessdria uma
modificacdo para um formato aceito pelo software conforme metodologia descrita por
OLIVEIRA et al., (2003). As imagens foram processadas usando o programa Adobe
Photoshop 2010. A escala original da foto foi mantida, para isso foi recortada e anexada apds
a preparacdo da imagem. Foi necessdrio separar a parte da bridfita/raizes do resto da foto.
Tornava-se necessdrio entdo a selecdo da drea da bridfita/raizes separando o limite externo do
restante da imagem. Para isto utilizou-se a ferramenta borracha.

Depois de feito o contorno, a parte contornada juntamente com a parte central da
bridfita foram selecionadas. Para isso foi utilizada a ferramenta Varinha Mdgica.

Para a utilizacdo posterior do programa Siarcs a imagem deveria estar na cor preta para
afericdo de sua drea.

A seguir entdo foi feito o preenchimento da imagem em cor preta, com o comando
"Menu: editar/preencher/contetido/usar cor do primeiro plano/preto”. Esse evento foi
repetido 2 a 3x para garantir um melhor preenchimento da imagem. Para o preenchimento do
restante da imagem, (segundo plano-fundo) foi utilizada cor branca. O comando utilizado foi:
“Menu: editar/preencher/contetido/usar cor do segundo plano/branco”. O resultado foi a
imagem da bridfita/raizes em preto, sob fundo branco, o que demarcou apenas o conteido a
ser analisado pelo Siarcs. Em seguida foi adicionada a escala original previamente cortada a
imagem j4 processada. Logo apds a imagem foi salva no formato bmp 32bits.

Apés o preparo das imagens, estas foram analisadas no programa SIARCS tendo
mensuradas sua drea e comprimento.
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