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RESUMO

AZEVEDO, Gabriel Corradi. Analise molecular da inocula¢gio a campo do Fungo
Micorrizico Arbuscular (FMA) Glomus clarum CNPABS em plantas de milho, crotalaria
e batata-doce. 2010. 62p. Dissertacdo (Mestrado em Fitossanidade e Biotecnologia
Aplicada). Instituto de Biologia, Departamento de Entomologia e Fitopatologia, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

A maioria das familias de plantas estabel ece simbiose com fungos micorrizicos arbusculares
(FMA). Dentre os FMA, espécies de Glomus se destacam como promotoras do crescimento
de plantas cultivadas e predominam em solos agricolas brasileiros, dentre essas 0 Glomus
clarum. No entanto, estudos relativos a inoculacdo extensiva a campo e persisténcia do FMA
inoculado sdo escassos. O objetivo desse trabalho foi avaiar, através de PCR-DGGE e
sequenciamento, a capacidade de estabelecimento e a persisténcia da estirpe Glomus clarum
CNPAB5 ap6s sua inoculagdo a campo, bem como verificar o poder dessa técnica de
fingerprint na deteccdo de alteracOes temporais e espaciais na comunidade de espécies do
género Glomus . Plantas de milho e crotalaria foram inoculadas com quatro doses de inoculo
(0, 300, 900 e 1800 esporos/m linear de sulco de plantio) e apds cultivo, nas mesmas parcelas,
foi plantada batata-doce em rotagdo. O experimento foi conduzido em blocos ao acaso com
guatro repeticdes. Visando a deteccdo molecular da estirpe introduzida por PCR-DGGE,
inicialmente, a capacidade de discriminagdo de espécies do género Glomus foi avaliada
utilizando 17 estirpes pertencentes a 9 espécies. Parte do 18S rDNA, incluindo a regido V9,
até a I TS2 foram amplificadas utilizando-se trés combinagdes de iniciadores (NS7-GC/ F1Ra,
NS7-GC/ITS-2 e GLOM1310-GC/ITS-2). Praticamente todas as estirpes apresentaram perfis
distintivos e com multiplas bandas, principamente quando amplificada a regido ITS
indicando variacdo intraespecifica entre as copias do rDNA nas regides amplificadas e
capacidade de discriminacdo das estirpes por PCR-DGGE. Fragmentos obtidos com os
iniciadores NS7-GC/ITS-2 foram escolhidos para as analises do experimento de campo. Os
perfis obtidos das raizes ndo permitiram diferenciar os tratamentos, no entanto o DGGE
indicou variacdo temporal, espacial e com o plantio da batata-doce em rotacéo na estrutura da
comunidade de Glomus. Em relagdo a deteccdo e acompanhamento do FMA inoculado essa
técnica de fingerprint N0 se mostrou adequada, uma vez que, o padréo do G. clarum né&o foi
claramente identificado nas amostras de milho e crotaléria inoculadas, bem como na batata-
doce plantada em rotagdo. A comparacdo das sequéncias de raizes inoculadas com 1800
esporos de G. clarum CNPAB5 com sequéncias depositadas no GenBank indicaram a
presenca de G. clarum, porém, como somente foi realizado o sequenciamento das raizes
inoculadas com a maior dose de inéculo, diado ao fato de que espécie também foi
encontrado nos solos dos tratamentos ndo inoculados, ndo se pode afirmar que o fungo
inoculado foi capaz de colonizar e persistir no sistema apds sua inoculacdo.

Palavras-chave: Deteccdo Molecular, Polimorfismo, rDNA.
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ABSTRACT

AZEVEDO, Gabriel Corradi. Molecular analysis of the inoculation at field of the
Arbuscular Mycorrhizal Fungi (AMF) Glomus clarum CNPABS in maize plants, sunn
hemp and sweet potato. 2010. 62p. Dissertation (Master Science in Phytossanitary and
Applied Biotechnology). Instituto de Biologia, Departamento de Entomol ogia e Fitopatologia,
Universidade Federal Rura do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

Most plant families establishing symbiosis with arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). Among
the AMF, Glomus species stand out as growth promoter of cultivated plants and predominate
in Brazilian crop soils, among those the Glomus clarum. However, studies related to extensive
field inoculation and persistence of the inoculated AMF are scarce. The aim of this study was
to evaluate, by PCR-DGGE and sequencing, the ability of establishment and persistence of
Glomus clarum CNPABS strain after your inoculation at field and as verify the power of this
fingerprint technique to detect temporal and spatial changes in community of species of the
genus Glomus. Maize plants and sunn hemp were inoculated with four doses of inoculum (0,
300, 900 and 1800 spores/ linear meter of furrow) and after cultivation, in the same plots was
planted sweet potato in rotation. The experiment was conducted in a randomized block design
with four repeats. With the aim of the molecular detection of the strain introduced by PCR-
DGGE, initially, the ability to discriminate species of this genus was evaluated using 17
strainsthat belong to 9 species. Part of the 18S rDNA, including the V9 region until the ITS2
was amplified using three combinations of primers (NS7-GC / F1Ra, NS7-GC/ITS-2 and
GLOM1310-GC/ITS-2). Almost all strains showed distinctive profiles and with multiple
bands, especially when amplified ITS region, indicating intraspecific variation among rDNA
copies in the amplified regions and capacity of discrimination of the strains by PCR-DGGE.
The fragments obtained with the primers NS7-GC/ITS-2 were chosen for the analysis of field
experiment. The profiles obtained from the roots did not vary between treatments, but the
DGGE showed temporal variation, spatial and with the planting of sweet potato in rotation on
the community structure of Glomus. The profiles obtained from the roots did not vary
between treatments, but the DGGE showed temporal variation, spatial, and with the planting
of sweet potato in rotation on the community structure of Glomus. The profiles obtained from
roots did not allow differentiate the treatments, it is not possible to clearly detect the
inoculated AMF. The DGGE showed temporal variation, spatial, and with the planting of
sweet potato in succession to maize and sunn hemp in the structure of the community of
Glomus. Regarding the detection and monitoring of AMF inoculated this fingerprint
technique was not adequate, since the pattern of G. clarum not been clearly identified in
samples of maize and sunn hemp inoculated as well as sweet potatoes planted in rotation.
Comparing the sequences of roots inoculated with 1800 spores of G. clarum CNPAB5 with
GenBank segquences indicated the presence of G. clarum, however, as only the sequencing
was carried out of the roots inoculated with the higher dose of inoculum, coupled with the fact
that this species was also found in non-inoculated soil treatments, cannot say that the
inoculated fungus was able to colonize and persist in the system after inoculation.

Key words: Molecular detection, polymorphism, rDNA.
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1 INTRODUCAO

Fungos micorrizicos arbusculares (FMA), filo Glomeromycota, formam simbiose com
raizes da maioria das familias de plantas (SMITH & READ, 2008). Esses fungos atuam como
extensdes do sistema radicular, possibilitando uma exploragdo mais eficiente dos recursos do
solo, notadamente o fosforo (JAKOBSEN, 1999), resultando, em gerd, em aumentos no
desenvolvimento, na taxa fotossintética e na taxa de transferéncia de carboidratos para as
raizes (SIEVERDING et a, 1991; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Os FMA recebem em
troca acUcares, estabelecendo dessa forma uma relacdo de mutualismo nutricional, onde
ambos os simbiontes sdo, em geral, beneficiados (BERBARA et al, 2006).

Dentre os géneros de FMA, espécies de Glomus se destacam como promotores do
crescimento de plantas cultivadas e predominam em solos agricolas brasileiros (STURMER
& SIQUEIRA, 2008). Entre as espécies mais utilizadas no Brasil destaca-se 0 G. clarum que
apresenta resultados positivos para o crescimento de diversas culturas agricolas, tais como:
café, mandioca, soja, sorgo, goiaba, abacate, horteld, cedro, seringueira (COLOZZI-FILHO et
al, 1994; BALOTA et al, 1997; BRESSAN et a 2001; SCHIAVO & MARTINS, 2002;
SILVEIRA et a, 2002; FREITAS, et a, 2004).

Estudos anteriores avaliaram o estabelecimento e a competitividade de G. clarum, em
condicBes de casa de vegetacdo, apos inoculacdo (SANTOS et al, 2000; GOMIDE et 4,
2009). No entanto, estudos relativos a consisténcia, longevidade e custo-beneficio da
inoculagdo de FMA a campo séo poucos e precisam ser ampliados (SIQUEIRA et al, 2002).
Nesse sentido, € urgente o desenvolvimento de ferramentas para deteccéo e identificacdo dos
FMA durante todo seu ciclo de vida, considerando-se que para se ter certeza que determinado
FMA inoculado se associou, colonizando e influenciando o hospedeiro € necessario ter acesso
aos FMA que estdo presentes nas raizes da planta, uma vez que, os fungos detectados no solo
na forma de esporos, ndo necessariamente estéo colonizando as raizes das plantas (KJOLLER
& ROSENDAHL, 2001; CLAPP et a, 2002). No entanto, a identificacdo morfoldgica, no
nivel de espécie, a partir de micélio fungico intraradicular, ndo é possivel, em comunidades
complexas, o que dificulta estudos de diversidade dos FMA. Dessa forma, a utilizagdo de
técnicas que permitam 0 acesso a diversidade de FMA in planta surge como aternativa.
Nesse sentido as técnicas defingerprint podem ser utilizadas para superar esse obstaculo, uma
vez que permitem a caracterizacdo da diversidade de FMA presentes nas raizes de plantas
sendo desnecessarias etapas de cultivo (DANIELL et a, 2001; KOWALCHUK et a, 2002;
OPIK et a 2008; LI et al, 2010).

A maioria das técnicas moleculares empregadas em estudos de diversidade de FMA
baseiase na utilizagcdo da PCR (VANDENKOORNHUY SE et al, 2002; ALGUACIL et d,
2009). A PCR pode ser combinada com técnicas de fingerprint, entre os quais se tém o DGGE
(Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante). O DGGE pode diferenciar, em géis de
acrilamida com gradiente desnaturante, fragmentos de DNA com o mesmo tamanho, que
apresentem diferencas em relacdo a sua mobilidade apds a desnaturacdo quimica de seus
dominios, denominados “Melting Domains” (MUYZER & SMALLA, 1998; ROSADO &
DUARTE, 2002; FELSKE & OSBORN, 2005). Essa técnica permite a caracterizacdo da
diversidade microbiana (KOWALCHUK et al, 2002; MA et a, 2005; LIU et al, 2009;
OLIVEIRA et a, 2009; ZHANG et a, 2010) e discriminacdo de espécies de FMA (DE
SOUZA et a, 2004; SATO et a, 2005) a partir da amplificagdo por PCR de regites
selecionadas, tais como, 18S rDNA.



Em geral, as técnicas de fingerprint N80 permitem aidentificagdo direta dos organismos
presentes em uma comunidade. Essa identificacdo depende da associacdo entre a técnica de
fingerprint, sequenciamento de DNA e andlise filogenética. Essa sequéncia de procedimentos
tem sido utilizada de modo aidentificar os FMA presentes em raizes de plantas (KJOLLER &
ROSENDAHL, 2001; KOWALCHUK et al, 2002; SANTOS et a, 2006; SONJAK et a,
2009; LI et al, 2010) e no solo (MA et al, 2005; LIANG et al, 2008;), aém de verificar os
efeitos da inoculacdo de determinados FMA sobre a estrutura da populagdo de FMA
autoctone (ANTUNES et a, 2009; MUMMEY et a, 2009). No entanto, pelo nosso
conhecimento, ndo existem trabalhos que utilizaram PCR-DGGE para acompanhar a
introducdo de FMA em condigdes de campo apds sua inoculagdo, tampouco confirmaram sua
presenca atraves de clonagem e segquenciamento.

O efeito da inoculagdo da estirpe Glomus clarum CNPAB5 sobre o desempenho
agrondmico do milho, crotaléria e batata-doce em rotac&o a essas culturas e a capacidade de
estabelecimento do fungo foi avaliado em experimento de campo, em dois estudos
complementares. Plantas de milho e de crotalaria foram inoculadas com quatro doses de
inéculo (0, 300, 900 e 1800 esporos/m linear de sulco de plantio) e apos cultivo, nas mesmas
parcelas, foi plantada batata-doce em rotagéo.

O primeiro estudo, realizado por SOUZA (2010) avaliou aspectos agrondémicos sendo
observado que a inoculagdo com G. clarum CNPABS proporcionou ganhos da biomassa seca
e fresca da parte aérea e aumento nos teores e acumulacdo total de N, P e K na parte aérea do
milho e da crotaldria. Foram detectados esporos de G. clarum em todos os tratamentos,
inclusive no ndo inoculado, sendo observadas respostas lineares, com 0 aumento no nimero
de esporos a medida que a dose de inoculagcéo aumentou, paratodas as culturas avaliadas.

O presente estudo teve como objetivo a detecgdo do FMA inoculado através de PCR-
DGGE, clonagem e sequenciamento. No entanto, os perfis obtidos das raizes ndo permitiram
diferenciar os tratamentos, além de n&o possibilitarem detectar claramente o FMA inoculado.
Em contrapartida, o0 emprego dessa técnica de fingerprint possibilitou acessar a diversidade
temporal e espacial das comunidades de FMA do género Glomus.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fungos Micorrizicos Arbusculares

Os FMA sd0 os simbiontes mais comuns de raizes de plantas (SMITH & READ, 2008),
sendo considerados benéficos, uma vez que, em geral, favorecem o desenvolvimento ou a
sobrevivéncia do macrosimbionte, por atuarem como extensdes do sistema radicular,
possibilitando uma exploragdo mais eficiente dos recursos do solo (FITTER, 1985;
SIEVERDING 1991; MOREIRA & SIQUEIRA 2006), principamente o fosforo que € um
dos elementos mais criticos para a producdo agricola nos trépicos (NOVAIS & SMITH,
1999). Além disso, esses microrganismos atuam na estabilidade de agregados do solo
(WRIGHT & UPADHYAYA, 1998; BEARDEN & PETERSEN, 2000; RILLIG, 2004),
resisténcia ou protecdo a fitopatdgenos (FITTER & GARBAYE, 1994; FRITZ et a, 2006;
BORGES et al, 2007) e na protecéo ao estresse hidrico (RUIZ-LOSANO, 2003; SMITH &
READ, 2008).

Acredita-se que a conguista do ambiente terrestre pelas plantas vasculares foi favorecida
pela capacidade de estabelecer ssimbiose com os FMA (REMY et al, 1994, HECKMAN et d,
2001), visto que o descobrimento de estruturas fungicas fossilizadas, que se relacionam
fortemente as estruturas dos FMA modernos, data do periodo Ordoviciano (500-439 Ma
atrés), coincidindo com a origem das primeiras plantas terrestres (REDECKER et al, 2000).

Outro aspecto importante relacionado aos FMA sdo os estudos ligados a produtividade e
biodiversidade dos ecossistemas vegetais terrestres. Estudos apontam a diversidade de FMA
como um dos fatores-chave que contribuem para a produtividade e manutencdo da
diversidade das comunidades de plantas (van der HEIJDEN et al., 1998, 2006; O CONNOR
et al, 2002).

Atualmente os FMA sfo classificados no filo Glomeromycota (SCHUBLER et al. 2001;
Figura 1). Sendo reconhecidas aproximadamente 205 espécies (DE SOUZA et al. 2008),
distribuidas em 4 ordens, 10 familias e 13 géneros.

2.2 O Género Glomus

Glomus € caracterizado pela formagdo de esporos na porcéo terminal ou intercalar de
uma hifa esporogénica (DE SOUZA & BERBARA, 1999; DECLERCK et al, 2000). Na
maioria das espécies, a hifa esporogénica se desenvolve a partir de hifas extraradiculares. A
parede externa dos esporos apresenta superficie lisa ou raramente ornamentada. Em geral, os
esporos sdo produzidos isoladamente no solo, podendo também ocorrer em agregados e
esporocarpos, sendo que algumas espéecies produzem esporos intraradiculares. Todos 0s
membros do género Glomus apresentam uma Unica parede que possui de 2 a 4 camadas,
sendo que a camada continua a hifa de sustentagdo consiste de varias subcamadas (laminas).

Atualmente, o género Glomus € classificado como parafilético (Figura 1). Esse género
apresentava-se como polifilético, porém com a reclassificacéo das espécies Glomus C para
Diversispora (Figura 2) (WALKER & SCHURLER, 2004), passou a apresentar dois grupos:
Grupo Glomus A, subdividido em Aa e Ab e Grupo Glomus B (Figuras 1 e 2) originérios do
mesmo ancestral comum (Figura 1). Essa classificagdo é baseada em andlise molecular dos
gene ribossomais. Até o momento, essa caracterizacao foi feita com um pequeno nimero de
espécies descritas, sendo conhecido um maior nimero de espécies para o grupo A em relagdo
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ao grupo B. Considerando o levantamento da diversidade de FMA feito para ecossistemas

brasileiros por STURMER & SIQUEIRA (2008) e a caracterizagdo molecular disponivel da
pagina da web AMFphylogeny (http://www.lrz-muenchn.de/~schuessler/amphylo, em
24/08/2010), ja foram reportadas as seguintes espécies pertencentes ao grupo A: Glomus
clarum, G. coremioides, G. fasciculatum, G. geosporum, G. intraradices, G. mosseae e G.
sinuosum enguanto gque as espécies ja caracterizadas do grupo B foram: G. claroideum, G.
etunicatum € G. microaggregatum.

O género Glomus apresenta 0 maor nuimero de representantes dentre 0s
Glomeromycota, com cerca de 110 dentre as mais de 205 espécies de FMA descritas (DE
SOUZA et a, 2008). A partir de inventarios de espécies de FMA no Brasil e considerando o
nimero absoluto de espécies por género, STURMER & SIQUEIRA (2008) verificaram que

Glomus € predominante em agrossistemas, Cerrado, Floresta Atlantica, Amazonica e de
Araucaria, plantagdes de café e em areas degradadas.
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Figura 1. Arvore filogenética dos Glomeromycota mostrando as quatro ordens e parafilia em
Glomerales apresentando os grupos monofiléticos A e B. Note que o grupo A é subdividido
em Aa (Glomus mosseae) e Ab (Glomus

intraradices). Fonte:  eq.lrz-
muenchen.de/~schuessler/amphylo/.



92, G. geosporum BEG11

G. verructiostm W3i295
+— &. 5p. WUM3 morph 2
. sp. WUM3 marph 1
G. fragifistratum Ex-Type W3238
G. caledonium BEG20
8. caledonium BEG15
G. sp. DACM225952
G. coronatum W3ais3
100" G. mosseae BEG12

G. mosseae FL156B

98 3 G. mossese DAOM212595

30— G. mosseae DADM221475

T4

(GIGrA)

= —— (5. mosseae BEG25
&5 L 6. mosseae DAOM198394
— G. mosseae BEGES
G. sp, Wa3d7 cf
100 & | G. manihotis EX-Type FLAT9
100 G. manihotis EX-Type W3z224
B6l
- G. clarum BR147B
%0 G. proliferum DAOM226389
- 100g= G. fascicufatum BEGS3 b
100 _|_gg_|:s intraradices DAOM197198
G. vesiculiferum
G. coremioides Biorize
i] G. sinuosum (D126
G Juteum SA104
@&, claroideumn BEG31
5. claroideum BEGA4
87} G. claroideumn BEG23
G. lamelosum W3161
G. lamellosum EX-Type W3160
G. etunicatum UT3ME
o G. 5p. W3234 Glomeraceae 2
G. microaggregatum DAOM215235  (GIGrB)
100 ‘IIJU'r G. claroideum W253T

s 100 pumm 5. 5p. W335
98 L 100 ™ gg E G. viscosum EX-Type BEG2T
. manihotis {clarum) BR212

9 G. versiforme BEGAT Diversisporaceae

99 G EX-T
) sal T‘%ﬂuﬁc@ﬁrﬂm Wia%3 fam. ined. [GIGrC)
Figura 2. Arvore filogenética dos FMA com foco no género Glomus. A arvore demonstra,
com exemplos, a divisdo desse género em 2 grupos monofiléticos A e B e a reclassificagdo

do grupo C para a Ordem Diversisporales, Diversisporaceae, Diversispora. Fonte: eq.lrz-
muenchen.de/~schuessler/amphylo/.
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A maior frequéncia de espécies pertencentes a Glomus em solos agricolas pode ser
explicada pela sua estratégia de vida (HART & READER, 2002; KLIRONOMOS & HART,
2002; DE SOUZA et a, 2005). A estratégia de vida pode ser descrita por uma série de
caracteristicas das espécies, tais como: habilidade de colonizacéo, habilidade de disperséo,
sobrevivéncia e modo de reproducéo (PIANKA, 1970). No caso dos FMA, a maioria dos
trabal hos foca na capacidade de colonizagéo das espécies. Com o objetivo de testar diferencas
da estratégia de colonizacdo de diferentes tdxons de FMA, KLIRONOMOS & HART (2002),
utilizaram diferentes fontes de propagulos infectivos (esporos, hifa extraradicular e
fragmentos de raiz colonizados) e verificaram claras evidéncias de diferencas entre espécies
de FMA em relacdo a habilidade de colonizacdo de raizes sob diferentes fontes de inéculo.
Espécies pertencentes a Glomus foram capazes de colonizar raizes com as 3 fontes de inéculo,
em detrimento a espécies pertencentes aos géneros Gigaspora € Scutellospora, capazes de
colonizar as raizes somente a partir de esporos. Os resultados sugerem que existem diferencas
na estratégia de vida entre os FMA em termos de colonizacéo, e essas diferencas se déo ao
nivel de familia. DE SOUZA e colaboradores (2005) avaliaram a esporulacdo ao longo do
ciclo de vida de Scutellospora reticulata, Glomus caledonium, Glomus proliferum e Glomus
intraradices, € verificaram que as espécies de Glomus testadas tiveram o pico de esforgo
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reprodutivo em 5 semanas, decrescendo rapidamente em seguida, jaas. reticulata apresentou
pico apds a 17° semana e manteve praticamente constante até a 34° semana. Esses resultados
sugerem que essas especies concentram seus esforgos reprodutivos em momentos diferentes,
demonstrando estratégias de vida distintas, onde Gigasporaceae favorece o crescimento
somético e Glomeraceae a reproducdo. O revolvimento frequente dos solos agricolas, o
emprego de culturas anuais e a auséncia de plantas por certos periodos do ano sdo préticas
agricolas que podem favorecer a selecdo de espécies que esporulam rapidamente, conforme
observado em Glomus.

O presente estudo visou avaliar o estabelecimento e a persisténciade G. clarum CNPAS
inoculado em plantas de milho e crotalaria, cultivadas em rotagdo com batata-doce. Conforme
observado por DE SOUZA e colaboradores (2005), essa espécie esporula concomitantemente
com o crescimento das raizes, favorecendo a reproducdo, colonizando rapidamente o
hospedeiro. Essa caracteristica confere maior tolerancia a perturbacdes no ambiente e, aliada a
alta capacidade infectiva dessa espécie (SANTOS et al, 2000), leva-nos a crer que as plantas
serdo colonizadas pela espécie inoculada, possibilitando a andlise da inoculacdo pela técnica
de fingerprint utilizada, que, aliada a clonagem e sequenciamento, tem a capacidade de
identificar os FMA in planta.

A tabela 1 apresenta respostas de plantas cultivadas a inoculagdo com espécies de
Glomus no Brasil. Entre as espécies mais utilizadas destaca-se 0 G. clarum, que apresenta
resultados positivos para o crescimento de diversas culturas agricolas (Tabela 1). Plantas de
café apresentaram maior sobrevivéncia e melhor desenvolvimento no campo, quando
inoculadas com G. clarum e G. etunicatum (COLOZZI-FILHO et a, 1994). Plantas de
mandioca, inoculadas com G. clarum, apresentaram acréscimos na parte aérea e nas raizes de
632% e 3091% respectivamente, em relagdo ao tratamento ndo inoculado (BALOTA et d,
1997). A inoculagdo de G. clarum em abacateiro promoveu melhor desenvolvimento
vegetativo na fase de porta enxerto, ao longo do periodo de producdo da planta e apos o
transplante para o pomar (SILVEIRA et al, 2002).

O estabelecimento e a competitividade de G. clarum ap0s inoculacdo foi avaliado por
SANTOS e colaboradores (2000) e GOMIDE e colaboradores (2009). No primeiro estudo,
com o objetivo de avaliar o estabelecimento e capacidade infectiva de FMA introduzidos em
relacdo & comunidade de FMA autdctones, constatou-se que G. clarum foi capaz de competir
com a comunidade de FMA autdctone de um solo sob erosdo (Podzélico Vermelho) mesmo
guando a comunidade apresentou um maior nimero de esporos do que a quantidade
inoculada. Os autores concluiram que, para o solo estudado, justificase a recomendacdo desse
isolado para a producéo de inoculante comercial para espécies responsivas a inoculagdo com
esse fungo. No segundo estudo, avaliando os efeitos do pré-cultivo de diferentes espécies
vegetais e de FMA na esporulacdo, colonizacdo e crescimento de braguiaria cultivada em
sucessao, sob condi¢des de casa de vegetacao, os autores verificaram que G. clarum dominou
a comunidade de FMA, e que houve efeito da espécie fungica, mas ndo das plantas na
composi ¢do da comunidade micorrizica.

Apesar dos resultados consistentes obtidos nos estudos de SANTOS e colaboradores
(2000) e GOMIDE e colaboradores (2009) citados acima, existem algumas consideracdes a
serem feitas em relacdo a metodol ogia adotada nesses trabalhos. Em ambos, a forma utilizada
para verificar o estabelecimento dos FMA inoculados foi a extracdo de esporos do solo apos o
cultivo do hospedeiro. No entanto, para se ter acesso aos FMA que estdo colonizando e
influenciando o hospedeiro é necessario ter acesso aos FMA in planta, uma vez que a
populacdo de esporos no solo pode néo refletir a populacéo de FMA daraiz (esse aspecto serd
abordado de forma mais abrangente na proxima secéo).



Tabela 1. Resposta de plantas cultivadas a inoculagdo com espécies de Glomus no Brasil
(Modificado de SIQUEIRA & KLAUBERG FILHO, 2000).

Culturas FMA eficientes Resposta a inoculacio Referéncias
Abacate G. etunicatum Maior desenvolvimento vegetativo. SILVEIRA et a, 2002
Acerola G. etunicatum Maior altura, aumento dabiomassadaparte  COSTA et a, 2001
aéreaedaareafoliar
Alecrim G. clarum Aumento na altura da planta e na massa RUSSOMANNO et al, 2008
fresca e seca da parte aérea
Banana G. clarum Incrementos na altura, na MSPA e no LEAL et al, 2005
acimulodeN, PeK
Batata-doce G. clarum Aumento na produtividade de ramas SOUZA, 2010
Café G. clarum; Melhor desenvolvimento de mudas, melhor ~ COLOZZI-FILHO et 4,
) sobrevivéncia no campo e maior producéo. 1994
G. etunicatum
Goiaba G clarum Aumento na producdo de matéria seca, SCHIAVO & MARTINS,
‘ MSPA eteor de N 2002
Citros G. clarum; Crescimento do porta enxerto NUNES, 2004
G. etunicatum
Feijdo G clarum: Aumento da matéria seca. SIQUEIRA &
G. o KLAUBERG- FILHO, 2000
. etunicatum,
G. manihots
L eguminosas G. clarum; Favoreci ment~0 da noglulagao, do axfumulo de SIQUEIRA &
. N, da producdo de gréos e datoleréncia ao KLAUBERG- FILHO, 2000
G. etunicatum déficit hidrico.
Maméo G. clarum Aumento daMSPA enoteor dePnaparte ~ WARTINSetal, 2000
aérea.
Mandioca G. clarum; Maior crescimento, vasos e campo, BALOTA et al, 1997
G. etunicatum;
G. manihots
Manjericio G. clarum Aumento naalturadaplantae namassaseca RUSSOMANNO et al, 2008
’ da parte aérea
Maracuja G. etunicatum Maior vigor para planta, reduzindo o tempo CAVALCANTE et al, 2002
de transplantio para 0 campo
Milho G. clarum; Aumento do crescimento e da produc&o. SOUZA etdl, 2010
G. etunicatum
Soja G. etunicatum. Aumento da matéria seca e na producdo de BRESSAN et a, 2001
‘ ’ réos
G. macrocarpum d
Sorgo G. clarum: Aumento da matéria seca e na producéo de BRESSAN et al, 2001
' ' gréos
G. etunicatum
Tomate G clarum Reducdo do indice de galhas ocasionadas SOUSA et d, 2010

por M. incognita.

Além disso, o estudo realizado por SANTOS e colaboradores (2000) utilizou o cultivo-
armadilha para verificar a capacidade infectivados FMA inoculados. No entanto, € sabido que
o resultado do cultivo-armadilha é influenciado pela espécie de planta utilizada, fonte de
propagulo, regime de fertilizacdo e irrigacdo e duracéo do periodo de cultivo (BRUNDRETT
et a, 1999a; BRUNDRETT, 1999b). Portanto, os resultados baseados no cultivo armadilha,
assim como 0s baseados na extracdo de esporos do solo, ndo refletem necessariamente a
estrutura da comunidade de FMA presente in planta e devem ser interpretados com cautela
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(SOUZA et a, 2007). Faz-se necessério 0 desenvolvimento de ferramentas que possibilitem o
acesso aos FMA in planta, tornando possivel a caracterizacgo das comunidades de FMA que
realmente estejam colonizando e influenciando o hospedeiro.

2.3 Técnicas Moleculares Aplicadas ao Estudo da Ecologia dos FMA

Em condi¢des naturais uma mesma planta pode estar colonizada por diversos FMA, e 0s
métodos de identificacdo desses fungos sdo laboriosos, imprecisos e lentos (SILVA &
COLOZZI-FILHO, 2007). Além disso, para determinar quais FMA estdo colonizando e
influenciando o0 hospedeiro é necessario acessar os FMA presentes nas raizes da planta, uma
vez gue invent&rios baseados em esporos coletados no solo podem ndo representar a
populacdo de FMA que estgja colonizando ativamente as raizes das plantas de interesse
(CLAPP et a., 2002; KOWALCHUK et a, 2002, HEMPEL et a, 2007). No entanto, a fase
vegetativa, micelial ndo pode ser discriminada a nivel de espécie em comunidades complexas,
dificultando a determinacdo das espécies de FMA colonizando raizes de plantas. Nesse
sentido, o estudo da ecologia da interagdo FMA-plantas tem sido revolucionado pelo uso de
técnicas de ecologia molecular microbiana, que permitem a caracterizagdo da comunidade
microbiana in planta sendo desnecess&rias etapas de cultivo (JACQUOT et al, 2000;
DANIELL et al, 2001; KOWALCHUK et al, 2002; SHEPERD et al, 2006; OPIK et al 2008;
LI et a, 2010; RY SZKA et al, 2010).

Um dos principais genes utilizados no estudo da diversidade dos FMA sdo os
ribossomais (RRS) nucleares (DANIELL et a, 2001; CLAPP et al, 2002; HIJRI et a, 2006).
Esses sdo constituidos por regides codificadoras de diferentes tamanhos (25S, 18S e 5,89),
separadas por 2 regides transcritas ndo codificantes, denominadas de “internal transcribed
spacers’ (ITS) que apresentam certo grau de variacdo e taxas de evolucdo mais rgpidas que 0s
genes ribossomais propriamente ditos, podendo ser utilizadas para diferenciar espécies
proximas (LANFRANCO et al, 2001). A utilizagdo do RRS para inferéncias filogenéticas e
andlise de comunidades microbianas tem-se fundamentado em uma série de vantagens, em
relacdo a outros genes, como: organizagdo conservada no genoma de todos 0s organismos e
presenca em unidades repetidas adjacentes;, aparente auséncia de transferéncia genética
lateral; presenca de regides atamente conservadas em grupos definidos de organismos
flanqueando regifes hipervariaveis, nimero elevado de cdpias, 0 gene que codifica a
subunidade menor do RRS tem um tamanho satisfatorio para andlises filogenéticas, cerca de
1.900 nucleotideos (AMANN & LUDWIG, 2000; LAMBAIS, et a, 2005). Outra vantagem
dos genes ribossomais é o0 grande nimero de sequéncias depositadas em banco de dados de
livre acesso, em relac&o a outros genes.

A maior parte das técnicas moleculares aplicadas a0 estudo dos FMA baseiase na
utilizacdo da PCR, que permite a amplificacdo, a partir de poucas cépias do DNA alvo, de
uma regido especificado DNA situada entre dois iniciadores (MULLIS, 1990; MULLIS et &,
1994). Uma vez amplificado, uma série de técnicas baseadas na discriminacéo de sequéncias
de DNA podem ser utilizadas, de modo a estudar a diversidade de sequéncias produzidas na
PCR (SANDERS et al, 1995; HUSBAND et d , 2002; ALGUACIL et a 2009; YAO et d,
2010).

Dentre as técnicas de fingerprint utilizadas em estudos de diversidade de FMA in
planta, destacam-se o RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism - Polimorfismo no
Tamanho de Fragmentos de Restricdo) (DANIELL et al, 2001; HUSBAND et a, 2002,
VANDENKOORNHYSE et a, 2002), T-RFLP (Termina - Restriction Fragment Length
Polymorphism - Polimorfismo no Tamanho de Fragmentos de Restricdo Terminais)
(MUMMEY & RILLIG, 2008, VAN DER VOORDE et a, 2010) e SSCP (Single Strand
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Conformation Polymorphism - Polimorfismo de conformagéo de filamento Unico (KJOLLER
& ROSENDAHL, 2001; ALGUACIL et al, 2009). Detalhes sobre as técnicas podem ser
obtidos em LAMBAIS e colaboradores (2005).

Além das técnicas citadas acima, tem-se 0 DGGE, que pode discriminar mutacdes
pontuais em fragmentos de DNA de mesmo tamanho, amplificados por PCR. A técnica se
baseia em diferencas no comportamento de desnaturacdo de fragmentos de DNA de cadeia
dupla que apresentem padrao de migracéo diferenciado em gel de poliacrilamida contendo um
gradiente linear de formamida e uréia. Os fragmentos de DNA que possuem maior conte(ido
de GC terdo menor tendéncia a desnaturacdo e consegquentemente, apresentardo maior
mobilidade, ficando mais concentrados na parte inferior do gel de poliacrilamida. Através
desta técnica € possivel detectar, aproximadamente, 50% das variagBes de seqUéncias em
fragmentos de DNA com até 500 pares de bases (MYERS et a, 1985). Quando se acrescenta
a extremidade 5 de um dos iniciadores um “grampo” de GC contendo de 30 a 50
nucleotideos, ha um impedimento da dissociacdo das fitas de DNA aumentando para 100% a
deteccdo das variagOes existentes (MUY ZER, 1993; MUY ZER & SMALLA, 1998; FELSKE
& OSBORN, 2005; ROSADO & DUARTE, 2002).

Essa técnica foi inicialmente utilizada em estudos de ecologia microbiana por
MUY ZER e colaboradores (1993) amplificando a regido 16S de genes ribossomais para
avaliar a estrutura de comunidades bacterianas. Atuamente, o DGGE vem sendo utilizado em
estudos que visam avaliar mudangas na estrutura e diversidade de comunidades microbianas
in planta. ParaFMA, o PCR-DGGE foi utilizado, inicialmente, para o estudo de comunidades
de FMA associadas a gramineas crescendo em dunas costeiras na Holanda (KOWALCHUK
et a, 2002). Os autores citam que essa estratégia permitiu uma rapida comparacdo das
comunidades de FMA no solo e nas raizes colonizadas, sem 0 uso de culturas-armadilha.
Foram observadas diferencas entre a comunidade de fungos dominantes, detectada em &areas
contendo plantas saudaveis e plantas em declinio. Os autores observaram tambéem diferencas
entre a comunidade de fungos no solo e a comunidade de fungos colonizando as raizes,
avaliada pela andlise do 18S rDNA dos esporos e das raizes colonizadas. Os resultados
obtidos reforcam que a diversidade de esporos na rizosfera pode ndo representar a estrutura da
comunidade gque esta colonizando as raizes e que o PCR-DGGE € uma ferramenta poderosa
para se estudar a ecologia dos FMA. Utilizando PCR-DGGE, OLIVEIRA e colaboradores
(2009) detectaram diferencas nas comunidades de FMA na rizosfera de gendtipos de milho
contrastantes em relacéo ao uso de P em solos com ato e baixo nivel desse macronutriente.
Os autores concluiram que a eficiéncia na aquisicdo de P dos gend6tipos de milho e o nivel de
P no solo, podem influenciar a comunidade de FMA narizosfera

O PCR-DGGE também pode ser utilizado para discriminagéo de especies de FMA (DE
SOUZA et a, 2004; SATO et a, 2005). O primeiro estudo avaliou diferentes regides do
rDNA 18S para determinar a diversidade de fungos micorrizicos arbusculares do género
Gigaspora por meio de PCR-DGGE. Os padrdes de DGGE obtidos revelaram que a regido
V3-V4 ndo apresentava variagdo suficiente para separar as espécies desse género, dividindo-
as somente em 2 grupos. Por outro lado, a regido V9 possibilitou a separacdo de todas as
espécies desse género, inclusive estirpes de Gigaspora albiba, Gi. margarita e Gi. gigantea.
Os autores concluiram que o PCR-DGGE é um método rapido e confiavel para discriminar
espéecies de Gigaspora. NO outro estudo, foi desenvolvido um par de iniciadores que foi
utilizado com sucesso para separar as espécies Glomus clarum, G. etunicatum, G. claroideum,
Gi. margarita € Archaeospora leptoticha por PCR-DGGE. Os autores concluiram que o PCR-
DGGE foi €efetivo na separacao das espécies de FMA, mostrando que pode ser Util em estudos
de diversidade de FMA em pastagem.

Como qualquer técnica de fingerprint, 0 PCR-DGGE apresenta algumas limitacoes,
como por exemplo, o aparecimento de bandas denominadas heteroduplex, resultado do
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pareamento de fitas simples complementares obtidas de diferentes organismos ou genes
homdélogos durante a PCR, que podem influenciar na andlise dos géis utilizados para
avaliacdo de diversidade, quando o nimero de bandas é utilizado como indicativo de riqueza.
Um aspecto a ser ressaltado nesse sentido € que, apesar dos FMA apresentarem polimorfismo
entre copias do gene ribossomal, alguns trabal hos utilizaram o nimero de bandas apresentadas
no DGGE como indicativo deriqueza (YAO et a, 2010, ZHANG et al 2010). Além disso, por
ser baseada na PCR, essa técnica de fingerprint nd0 detecta populagdes em menor nimero
(MUYZER & SMALLA, 1998) o que pode levar a uma subestimativa da diversidade redl.
Apesar desses problemas, a técnica molecular apresenta vantagens, como por exemplo, baixo
custo, facil execucdo, permitindo com isso a andlise de vérias amostras a um custo reduzido.

Em geral, as técnicas de fingerprint ndo permitem a identificacdo direta dos organismos
presentes em uma comunidade. Essa identificacdo depende da associacdo entre a técnica de
fingerprint, a andlise filogenética e sequenciamento (KJOLLER & ROSENDAHL, 2001;
KOWALCHUK et al, 2002; SANTOS et al, 2006; LIANG et al, 2008; OLIVEIRA et d,
2009; SONJAK et al, 2009; LI et al, 2010). Utilizando sequenciamento das bandas obtidas no
DGGE, SANTOS et a (2006) caracterizaram a composicdo e mudancas na comunidade de
FMA ao longo de um gradiente de fertilizacdo e em relacdo a variagdo sazonal em uma
pastagem seminatural na Suécia. Para tanto, analisaram 2 espécies de plantas comuns e com
ampla distribuicdo nas pastagens, porém com sistemas radiculares distintos. Os autores
detectaram 10 grupos de sequéncias de DNA, com 7 pertencentes a0 Glomus, 2 a
Scutellospora e 1 a Diversispora. Os autores ndo observaram nenhum padrdo de
especificidade em relacéo a planta hospedeira. SONJAK e colaboradores (2009) utilizaram
TGGE (Temperature Gradient Gel Electrophoresis) para estudar os FMA associados a raizes
de plantas selecionadas de ambientes salinos e poluidos com metais. Foram observadas
diferencas na comunidade de FMA das plantas estudadas, mesmo quando essas pertenciam ao
mesmo ambiente. As sequéncias das bandas de TGGE foram agrupadas com Glomus
mosseae, G. intraradices € uma espécie de Glomus ndo identificavel, ou sgja, todas as raizes
das 4 plantas estudadas apresentaram associacdo com 0 género Glomus. Os autores
concluiram que o TGGE associado a sequenciamento € aplicavel para andlise da diversidade
de FMA em raizes coletadas a campo e para estudos da diversidade natural dos FMA.

O monitoramento, bem como os efeitos de organismos inocul ados cobre a populagédo de
organismos autéctones podem ser avaliados por técnicas de fingerprint. BOA SORTE (2008)
monitorou o efeito de um inoculante composto pela mistura de 5 estirpes de bactérias
diazotréficas endofiticas (BR11505, BR11335, BR11115, BR11281 e BR11366) em 2
variedades de cana-de-agUcar (RB867515 e RB72454) por PCR-DGGE. O autor verificou que
houve um baixo estabelecimento das bactérias inoculadas, e ndo foi possivel a deteccéo de
todas as bactérias presentes no inoculante. Em relacdo aos FMA, os efeitos da inoculacéo de
espécies de FMA sobre a estrutura e funcionalidade da comunidade de FMA aut6ctone foram
avaliados pela combinacdo de sequenciamento e T-RFLP (ANTUNES et a, 2009;
MUMMEY et a, 2009). O primeiro estudo simulou a introducéo de G. intraradices em um
solo agricola sujeito a diferentes condi¢Bes de perturbacdo. Foi verificado que o FMA
inoculado pode interagir de forma direta ou indireta com os FMA autdctones e a perturbacdo
do solo teve um impacto negativo sobre os FMA gue estavam colonizando as raizes de milho.
Os autores concluiram que a perturbacéo do solo pode, em certas condicdes, ter maior efeito
sobre a estrutura da comunidade de FMA nativa em solos agricolas do que a inoculagdo com
G. intraradices. O segundo estudo avaliou a inoculagéo de espécies de FMA, pertencentes a
Glomeraceae e Gigasporaceae. Foi observado que a inoculacéo com Gigasporaceae foi menos
impactante na comunidade de FMA nativas do que Glomeraceae. Os autores concluiram que a
identidade do inoculante influencia a riqueza dos ribotipos detectados nas raizes.
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Apesar da existéncia de estudos que avaliaram a diversidade de FMA in planta, pelo
nosso conhecimento, ndo existem estudos relativos ao estabelecimento e deteccdo de FMA
inoculados em campo, por técnicas de fingerprint. Portanto, avangos nessa area Ssao
necessarios e oportunos, uma vez que possibilita avaliar de forma concreta, se o FMA
inoculado se associou a planta hospedeira, além de elucidar aspectos da biologiado FMA.
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3 MATERIALE METODOS

3.1 Estirpes de FMA Utilizadas

Estirpes de FMA foram selecionadas com o objetivo de se obter representantes dos
grupos alvo Glomus-A e Glomus-B e de espécies pertencentes a outros géneros consideradas
como ndo alvo para os iniciadores utilizados nesse estudo (Tabela 2). Essas estirpes foram
utilizadas como controle para gjuste das condigdes de amplificagdo por PCR, na padronizagdo
da técnica do PCR-DGGE, bem como, para testar o nivel de discriminacdo entre espécies e
isolados geograficos de uma mesma espécie.

As estirpes foram obtidas de colecfes de culturas na forma de solo indculo ou envoltas
em papel filtro dentro de tubos de microcentrifuga. Esporos foram extraidos pelo método do
peneiramento umido (GERDEMANN & NICOLSON, 1963), onde o solo foi suspenso em
agua e passado por uma peneira com malha de 425um encaixada sobre outra com malha de
53um. O solo retido na peneira de menor malha foi transferido para tubos falcon de 50mL
sendo centrifugado com égua por 4 minutos a 3000rpm (HETTICH, Rotofix 32A, Tipo 1206,
Rotor 4097). O sobrenadante foi descartado e o sedimento resultante solto da parte inferior do
tubo, sendo misturado em sacarose (60%), e novamente centrifugado por 2 minutos a
1000rpm (HETTICH, Rotofix 32A, Tipo 1206, Rotor 4097). O sobrenadante foi passado
através de uma peneira de 53um e lavado com agua. Por fim os esporos foram transferidos
para uma placa de petri, onde foram examinados em microscopio esteroscopio, para verificar
a pureza e a qualidade dos mesmos. Os esporos passaram entdo por um processo de limpeza
por ultrasom visando a remocéo de hifas e sujidades aderidas a parede dos esporos. A limpeza
foi executada em aparelho de ultrasom (BRANSON 3210) e consistiu de 4 ciclos de 15
segundos, intercalando com lavagem com agua destilada estéril. Por fim, os esporos foram
reexaminados ao microscopio esteroscopio, e 0s que se apresentavam visua mente perfeitos e
sadios, foram selecionados, separados e transferidos, individualmente ou em grupos de 10 e
50 esporos, para tubos de microcentrifuga de 1,5mL, identificados com o codigo do isolado e
nuimero de esporos, sendo armazenados a -20°C até serem utilizados.

3.2 Producao de Inoculo de Glomus clarum CNPABS e Preparo do Inoculante

Osinodculos de G. clarum foram produzidos a partir de solo indculo do acesso CNPABS
depositado no Banco de Germoplasma de Glomales da Embrapa Agrobiologia. O acesso foi
multiplicado durante 5 meses individual mente em cubas plasticas contendo 20kg de substrato
composto pela mistura de solo e arelade 1:1 (v:v) e tendo como planta hospedeira Brachiaria
decumbens. Quinze dias antes do final da multiplicacdo do inéculo airrigacéo das cubas foi
cessada, possibilitando a secagem das plantas e do substrato. A parte aérea da braquiaria foi
cortada e o0 substrato contendo esporos foi peneirado em malha de 2mm. As raizes retidas pela
peneira foram descartadas. Apés esta etapa, procedeu-se a quantificacdo de esporos apds
extracdo conforme descrito anteriormente.

Foram detectados em média 114 esporos de FMA por 50g de substrato. O preparo do
inoculante foi feito de acordo com essa densidade, onde a quantidade de substrato utilizada foi
calculada de modo a atender a dose de esporos determinada para cada tratamento.
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Tabela 2. Espécies, codigo das estirpes, fonte ou pesquisador, origem geogréfica e bancos de
germoplasma dos isolados utilizados nesse estudo.

Banco de
N°  Espécie Cadigo Fonte/Pesquisador Origem Germoplasma®
1 Glomus clarum CNPAB5 F.A. deSouza EUA° CNPAB
2 Glomus clarum DCS9 J. O. Siqueira EUA® DCS-UFLA
3 Glomus clarum DCS10 J. O. Siqueira Brasil® DCS-UFLA
4 Glomus intraradices ESALQ E. J. N. Cardoso Brasil® ESALQ
5 Glomus intraradices Biorize - - Biorize
6 Glomus mosseae DCS28 J. O. Siqueira Brasil® UFLA
7 Glomus mosseae BEG12 V. Gianninazzi-Person  Inglaterra BEG
8 Glomus Sp. CNPAB12 F. A.de Souza Brasil' CNPAB
9 Glomus geosporum BEG11 V. Gianninazzi-Person  Inglaterra BEG
10  Glomus coronatum BEG22 V. Gianninazzi-Person  Austrdia BEG
11 Glomus formosanum ESALQ E. J. N. Cardoso Brasil® ESALQ
12 Glomus caledonium BEG20 V. Gianninazzi-Person ReinoUnido BEG
13 Glomus claroideum BEG23 V. Gianninazzi-Person Rep. Tcheca BEG
14  Glomus etunicatum DCs11 J. O. Siqueira Brasil? DCS-UFLA
15  Glomus etunicatum DCs12 J. O. Siqueira Brasil" DCSUFLA
16  Glomus etunicatum DCs13 J. O. Siqueira Brasil® DCSUFLA
17 Glomus etunicatum DCS14 J. O. Siqueira Brasil DCSUFLA
18  Gigaspora margarita WV205A F. A.de Souza EUA’ INVAM
19  Gigaspora rosea FL105 F. A. de Souza EUAX INVAM
20  Scutellospora heterocama CNPAB2 F. A. de Souza Brasil CNPAB

% CNPAB, Centro Nacional de Pesquisa de Agrobiologia, Seropédica, RJ, Brasil; ESALQ, Escola
Superior de Agricultura“Luiz de Queiroz”, Sdo Paulo, Brasil; UFLA, Universidade Federal de Lavras,
Minas Gerais, Brasil; BEG, The International Bank for Glomeromycota, Dijon, Franca; INVAM,
International Culture Collection of Arbuscular and Vesicular-Arbuscular Mycorrhizal Fungi,
Morgantown, W.V.

® Proveniente da Flérida; © Trés Pontas, MG; ¢ Piracicaba, SP; ®Rio de Janeiro, RJ;  Barrado Pirai, RJ;
9 Patrocinio, MG; " Sd0 Sebastido do Paraiso, MG; ' Lavras, MG; ! West Virginia; “ Flérida; ' Sao
Paulo, SP.

- sem informagao.

3.3 Descricio e Coleta do Experimento do Campo

Com o objetivo de estudar a persisténcia do Glomus clarum CNPAB5 apls sua
inoculagdo a campo, foi realizado experimento conduzido na Area Experimental da Embrapa
Agrobiologia, Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil (latitude 22° 44’S, longitude 43° 42W’ e
atitude de 26 ms), no periodo de dezembro de 2008 a setembro de 2009. O delineamento
experimental adotado foi de blocos ao acaso, com oito tratamentos dispostos em arranjo
fatorial 2 x 4 com 4 repeticdes. O experimento foi instalado em um talhdo de 32 x 33m,
totalizando uma &rea de 1056 m’ com uma area (til de 576 m°. As parcelas apresentavam
dimensdes de 4 x 3 m sendo separadas por intervalos de 1 m.

Foram semeadas plantas de milho (M) e crotal&ria (C) em monocultivos, inoculados
com a espécie de FMA Glomus clarum CNPAB5, na ocasido da semeadura, constituindo os
tratamentos T1, T2, T3 e T4, com as seguintes doses de inoculagdo: 0, 300, 900 e 1800
esporos por m linear, respectivamente. A inoculagdo do G. clarum a campo foi feita com o
semeio do substrato nas linhas de plantio de milho e crotaléria, antes de plantar as sementes,
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ou sgja, essas ficaram sobre o substrato. A profundidade da inoculagdo foi de 5cm. A
guantidade de substrato foi 0 seguinte para cada tratamento: 0, 132, 395 e 790 g de substrato
por mlinear, para os tratamentos T1, T2, T3 e T4, respectivamente.

O solo foi preparado inicialmente com aragdo e gradagem. As caracteristicas quimicas
do solo da &rea experimental encontram-se natabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas quimicas do solo da area experimental.

Bloco  pHem Al Ca"™ + Mg Pmg/dm® K mg/dm®
H,0 cmol J/dm® cmol /dnm®

1 49 0,21 1,00 46,00 20,00

2 51 0,12 1,70 31,40 13,00

3 5,48 0,06 2,50 25,20 27,00

4 5,38 0,05 1,40 49,60 22,00

Tendo como base a andlise inicial do solo e as recomendagdes contidas no Manual de
Adubacdo para o Estado do Rio de Janeiro (ALMEIDA et a, 1988), foram realizadas
adubacbes para fornecimento de nitrogénio (20 kg ha) e de potéssio (40 kg ha) na época de
plantio e duas coberturas de N (20 kg ha) aos 30 e 45 DAP (dias ap6s o plantio) somente para
as linhas de milho, sendo fontes respectivamente, uréia e sulfato de potassio. Tanto a
crotalaria como o milho, foram semeados em sulcos distanciados de 0,40 m, com as seguintes
densidades de plantio: 30 plantas/m linear para crotalaria e 10 plantas/m linear para o milho.

Visando detectar a estratégia de colonizacdo do G. clarum CNPABS inoculado e a
diversidade temporal dos FMA foram redlizadas 2 coletas durante a conducéo da primeira
fase do experimento. A primeira procedeu-se no 35° DAP e a segunda no 95° DAP. Em ambas
foram coletadas raizes de 3 amostras por parcela de modo a representar de forma mais fiel a
diversidade espacial da comunidade micorrizica. As raizes pré selecionadas no campo foram
acondicionadas em sacos plésticos e armazenadas em caixa térmica até o transporte ao
laboratério, onde foram lavadas com agua corrente e secas em papel toalha. Visando remover
particulas de solo aderidas, apOs a secagem, as raizes mais finas foram selecionadas e
transferidas para tubos de 50 mL, contendo 0,1% de pirofosfato de sodio, onde ficaram sob
agitacdo constante por 30 minutos. Ap0Os esse processo, as raizes foram submetidas a um
processo de lavagem com agua destilada e armazenadas em élcool etilico 70% para posterior
realizacdo das analises moleculares e determinacdo nataxa de colonizacdo micorrizica.

No 105° DAP, em funcéo da época do estadio fisioldgico de floracdo da crotaaria, as
plantas de cobertura foram cortadas com o auxilio de catana e picadeira tratorizada. ApGs o
corte, os residuos vegetais (fitomassa) foram incorporados nas leiras empregadas para o
plantio da batatardoce (BD). Doze dias ap06s a incorporacdo, realizou-se o plantio de ramas de
batata-doce, variedade Rosinha do Verdan, no espacamento de 0,20 m entre plantas e 0,80 m
entre leiras.

Foram realizadas 2 coletas nos 80° e 140° DAP. Os procedimentos realizados com as
plantas de batata-doce, em relacdo a coleta da parte aérea, das raizes e do solo seguiram o
mesmo procedimento utilizado nas coletas do milho e crotalaria.

3.4 Colonizagao Micorrizica Intrarradicular

Para a avaliacdo da colonizacdo intrarradicular pelos FMA, raizes de milho foram
lavadas em agua corrente e imersas em KOH 5% por uma noite. Depois, foram novamente
lavadas em é&gua corrente e imersas em HCI (1%) por uma noite. Em seguida, as raizes foram
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aguecidas a 60°C por 1 hora em solugéo de glicerol acidificada (1% HCl) com Azul de Metila
0,01%. As estruturas fungicas foram observadas em lupa e a colonizagdo micorrizica foi
estimada segundo GIOVANNETTI & MOSSE (1980).

Os dados de colonizagdo micorrizica foram submetidos a testes para verificacdo de
normalidade e homogeneidade com o auxilio do programa SAEG. Como os dados
apresentavam-se ndo balanceados, para comparacao de médias, foi utilizado o programa SAS,
onde foram avaliados os contrastes entre as amostras pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade.

3.5 Extracdo de DNA de Raizes

As raizes armazenadas em alcool etilico 70% foram secas em estufa a 60°C. Apos a
eliminacdo dos residuos de etanol as raizes foram maceradas em almofariz, com auxilio de um
pistilo e N2 liquido. Cerca de 50mg do macerado foi transferido para um tudo de
microcentrifuga de 2,0mL, onde ocorreu a adicdo de 800uL de tampdo CTAB 2% (Brometo
de cetiltrimetilaménio), originalmente desenvolvido para extragdo do DNA vegetal
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998), e 0,dmg/ml de proteinase K. Os passos até a
completa extracdo do DNA, foram: (i) agitacdo em vortex por 3 segundos; (ii) incubacdo
durante 1 hora a 65°C; (iii) precipitacdo das proteinas com adi¢cdo de 800uL de fenol :
cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1); (iv) homogeneizagao por inversao; (v) centrifugacéo
a 13000 rpm por 10 minutos, (vi) transferéncia da fase aguosa (superior) para um novo
microtubo; (vii) lavagem com 500pL de cloroférmio:dcool isoamilico (24:1) a fim de se
retirar os residuos de fenol; (viii) centrifugacdo a 13.000 rpm por 10 minutos; (iX)
transferéncia da fase aguosa (superior) para um novo microtubo; (x) precipitacdo do DNA
com adicdo de 1ImL de isopropanol e incubagéo a -20°C por uma noite; (xi) centrifugagcdo a
13000 rpm durante 25 minutos; (xii) remogdo do isopropanol; (xiii) lavagem do pellet com
150uL de etanol 70%; (xiv) centrifugacdo a 13000 rpm por 15 minutos; (xv) remocao do
etanol; (xvi) secagem do pellet a temperatura ambiente; (xvii) ressuspensdo do DNA em
100pL tampédo TE estéril. O DNA extraido foi armazenado a -20°C.

3.6 Extracao de DNA de esporos de FMA

A extragdo de DNA de esporos de FMA foi feita segundo o procedimento descrito
anteriormente por DE SOUZA e colaboradores (2004). Inicialmente, esporos previamente
selecionados e armazenados em microtubos a -20°C foram transferidos para banho de gelo.
Em seguida, os esporos foram macerados com o auxilio de um micro-pestilo (Treff AG,
Degershein, Suica). Imediatamente apds a maceracdo adicionou-se 40 pl de tampédo TE (Tris
EDTA, 10:1) e 10ul de resina Chelex 20% (Bio-Rad, Hercules, Califérnia, EUA) em cada
tubo. Os tubos contendo esporos foram entdo submetidos a trés ciclos de congelamento e
descongelamento (N, liquido — 90°C), seguido de uma incubacdo a 95°C por 15 min. Apos
essa etapa, material foi centrifugado a 14000 rpm por 1 minuto. O sobrenadante foi
cuidadosamente transferido para novos tubos de 1,5mL. O produto de extracdo foi
armazenado a-20°C, e utilizado quando necessario.

3.7 Condicoes do PCR para Amplificacio do DNA dos Esporos de FMA e das Raizes

Inicialmente, foram adotadas trés estratégias para a amplificacdo do DNA dos FMA e
das raizes. Nas trés abordagens foi utilizado um sistema de nested-PCR, onde o produto dessa
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reacdo foi utilizado no DGGE, que permite a comparacdo em relagdo a0 comportamento
migratorio, separacdo e resolucdo das bandas. O DNA de raizes foi diluido 30 vezes em &gua
autoclavada de modo a ser utilizado como molde na PCR. O DNA extraido dos esporos de
FMA foi utilizado diretamente na PCR.

Duas das estratégias utilizaram na 12 PCR iniciadores especificos para Glomus, Glomus-
A (modificado de REDECKER, 2000) ou Glomus-B (DE SOUZA, néo publicado) de acordo
COm 0 grupo que pertencia a espécie analisada. Para ambos os grupos foi utilizado o iniciador
ITSA (WHITE et a, 1990) como reverso, produzindo um fragmento com aproximadamente
980pbh. Uma terceira estratégia utilizou na primeira reacdo os iniciadores NS5 e ITS4, que
produziu fragmentos com aproximadamente 1515pb (WHITE et a, 1990). Os fragmentos
amplificados e as sequéncias dos iniciadores utilizados nesse estudo estdo indicados na Figura
3 e Tabela4, respectivamente.

Para os pares de iniciadores Glomus-A ou Glomus-B [ 1TS-4, foi utilizado nareacdo um
volume final de 20ul, com aproximadamente 20ng de DNA molde, sendo 0 “mix” composto
de 0,3um de cada iniciador, 2,5mM de cada dNTP, 2,0mM de MgCl,;, BSA 0,1% (Soro
albumina bovina - 3 mg/mL), formamida 1% (v/v) e 1 unidade de Tag DNA Polimerase
(Fermentas Life Sciences). O tamp&o de reacéo foi utilizado de acordo com as recomendacoes
do fabricante. Todas as PCR desse trabalho foram realizadas em termocicladores MJ MiniTM
Gradient Thermal Cycler (BIO RAD). As reagdes seguiram 0s passos. 94°C por 3 min; 2
ciclos de 94°C por 45 s; 60°C por 1 min; 72°C por 1 min; 2 ciclos de 94°C por 45 s; 59°C por
1 min; 72°C por 1 min; 28 ciclos de 94°C por 45 s; 58°C por 1 min; 72°C por 1 min; com um
passo final deextensdo a 72°C por 5 minutos.
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Figura 3. Representagdo esguematica do gene ribossomal (rDNA), indicando a poscéo de
anelamento dos iniciadores utilizados nesse estudo. Em vermelho: iniciadores utilizados na 1°
de PCR. Em azul: iniciadores utilizados no nested-PCR.

Tabela 4. Sequéncias dos iniciadores utilizados, grupo alvo e combinagfes utilizadas no
presente estudo.

. a . Iniciador

Iniciador Sequéncia Grupo Alvo complementar
Glomus-A 5-AGCTAGGYYTAACATTGTTA-3 Glomus grupo A ITS4
Glomus-B 5-TGCTAAATAGTTAAACCTGATT-3 Glomus grupo B ITS4
GLOM1310-GC 5-AGCTAGGYCTAACATTGTTA-3 Glomus grupo A ITS2
NS5 5-AACTTAAAGGAATTGACGGAAG-3 Universal Eucariotos ITSA4
NS7-GC® 5-GAGGCAATAACAGGTCTGTGATGC-3*  Universa Eucariotos FiRa
1. Fonte dos iniciadores. Glomus A (de Souza ndo publicado, modificado de Redecker, 2000); Glomus B
(de Souza ndo publicado); NS7-GC e F1Ra (DE SOUZA et a, 2004); NS5, ITS2 eI TS4 (WHITE et a, 1990).
2. Grampo de GC: 5'-CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGG CACGGGGG-3' (DE

SOUZA et a, 2004).
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Ja na terceira estratégia (NS5 e ITS-4) o volume final foi de 20uL, com 20ng do DNA
molde, sendo o “mix” composto por 0,2uM de cadainiciador, 2,5mM de cadadNTP, 2,0 mM
de MgCl, e 1 unidade de Taq Polimerase (Fermentas Life Sciences). O tamp&o de reacdo foi
utilizado de acordo com as recomendagOes do fabricante. As reagOes seguiram 0S passos.
95°C por 3 min; 30 ciclos de 95°C por 30 s; 51°C por 1 min; 72°C por 2 min; com um passo
final de extensdo a 72°C por 10 min.

Para a amplificacdo do DNA a ser utilizado no DGGE o produto obtido na 12 PCR foi
diluido em &gua estéril na razéo de 1:100 quando ndo apresentavam bandas no 1° PCR ou na
razédo de 1:1000 quando as bandas apareciam na primeira reacdo. A diferenciacdo entre as
estratégias que utilizaram os iniciadores Glomus-A ou Glomus-B | ITS4 na primeira PCR
ocorreu no nested PCR. Em uma, foram utilizados os iniciadores NS7-GC e F1RA, enquanto
na outra utilizou-se os iniciadores NS7-GC e ITS-2, produzindo fragmentos com 344 e 515pb,
respectivamente, seguindo as mesmas condicdes descritas acima, diferindo somente no
volume final que foi de 50 uL com 7 L do produto da 12 reacéo diluido. As reacfes seguiram
0S passos, respectivamente: 94°C por 2 min; 34 ciclos de 94°C por 45 s; 62°C por 1 min; 72°C
por 28 s; com um passo final de extensdo a 72°C por 5 minutos e 94°C por 2 min; 34 ciclos de
94°C por 45 s; 60°C por 1 min; 72°C por 35 s; com um passo final de extensdo a 72°C por 5
minutos.

Ja 0 nested, da reagdo que utilizou os iniciadores NS5 / ITS4, foi redizado com os
iniciadores Glomus1310 (REDECKER, 2000) com grampo GC e ITS-2, que produziu um
fragmento de 600pb, apresentando as mesmas condi¢Oes descritas na 12 PCR, diferindo
somente no volume final que foi de 50uL com 7L do produto da 12 PCR diluido, seguindo
0S passos. 95°C por 1 min; 34 ciclos de 94°C por 20s; 55°C por 35 seg; 72°C por 1 minutos;
com um passo final de extensdo a 72°C por 10 min. Os produtos do nested-PCR foram
utilizados no PCR-DGGE. Nas trés estratégias, os produtos gerados pela PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% (90 V, 80 minutos) a fim de se verificar a
eficiénciados iniciadores, além de se detectar eventuais problemas na amplificacéo.

3.8 Analises por DGGE

As anélises de DGGE foram realizadas en DCODE™ (Universal Mutation Detection
System — BIORAD), e variaram de acordo com a estratégia adotada. Na estratégia em que
foram utilizados os iniciadores NS7-GC / F1Ra o gradiente desnaturante foi de 30% a 50%
em géis de acrilamida 7% (37:1; acrilamidabis-acrilamida) ou de 32% a 42% em géis de
acrilamida 8% (37,5:1; acrilamidabisacrilamida). Nas estratégias que utilizaram 0s
iniciadores NS7-GC /ITS2 e Glomus A | ITS-2 o gradiente foi de 25% a 45% e de 35% a
45%, respectivamente, em gés de acrilamida 6% (37,5:1; acrilamida:bis-acrilamida). Em
todas as estratégias os géis tinham 1,8mm de diametro e 20 cm de comprimento. Apés a
aplicagdo de 20pL de cada amostra, a eletroforese foi iniciada a 200 volts por 10 minutos e
seguida por 16 horas a 80v com o tampéo de corrida TAE 0,5 X (10 mM trisacetato [pH
7,4], 5 mM de acetato de sddio, 0,25 mM EDTA dissodico) a60° C de temperatura.

Os géis foram corados em brometo de etidio e digitalizados em transiluminador de UV
com capturador de imagem (Kodak — Gel Logic 200 IMAGING SYSTEM). Quando a
resolucéo do perfil de bandas do gel ndo era considerada ideal, procedia-se a coloragcdo com
nitrato de prata (AgNOs) segundo a metodologia descrita por CRESTE (2001) com
modificages. Para isso, os géis foram imersos em solucdo fixadora (&cool etilico 10% +
acido acético 1%) e mantido sob agitacdo por 10 minutos, seguido de lavagem de 1 minuto
em agua destilada. Ap0s alavagem o gel foi imerso em AgNQOz e mantido sob agitacdo por 15
minutos. Os géis foram entdo lavados em agua destilada e imersos em solucéo reveladora
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(NaOH 3% + formaldeido 0,5 %) onde foi mantido até o aparecimento das bandas. Por fim,
os géis foram transferidos para solucdo de blogueio (&cido acético 5%) para evitar o
escurecimento excessivo e lavados por 1 minuto em &gua destilada para serem fotografados.

Os géis foram analisados no programa Gel Compar 2 (Versao 3.1), com o coeficiente de
similaridade de Jaccard e método de agrupamento UPGMA (MUELLER-DOMBOIS &
ELLEMBERG, 1974). Foram gerados dendrog de similaridade e uma matriz binaria de
presenca e auséncia de bandas. O dendrograma permitiu fazer agrupamentos e a matriz
binérialocalizar bandas correspondentes as do FMA inoculado.

3.9 Purificacdo e Clonagem do Gene Ribossomal de FMA Presentes nas Raizes e do
Glomus clarum CNPABS Inoculado

Com o intuito de identificar as espécies de Glomus e verificar se o FMA inoculado
estava presente nas raizes das plantas de milho, crotaldria e batata-doce foi realizado um
sistema de nested-PCR, utilizando na 12 reacéo os iniciadores NS5 / ITS4 e no nested 0S
iniciadores Glomus A | 1TS-2, de acordo com as condi¢bes descritas acima, utilizando
amostras dessas culturas inoculadas com 1800 esporos Paralelamente, foi desenvolvido um
marcador a partir de clones que representassem as variantes do rDNA do G. clarum CNPABS,
de modo a ser utilizado no DGGE. Nesse sentido, foi realizada a amplificagdo do DNA de
esporos de G. clarum CNPABS, utilizando os iniciadores Glomus A e ITS-4, seguindo as
mesmas condic¢des citadas acima. O produto de ambas as reagdes foi aplicado em gel de
agarose 1% afim de se verificar a eficiéncia da amplificaco.

Os amplicons, tanto os obtidos a partir da amplificacdo de DNA das raizes, quanto dos
esporos de G. clarum CNPABS, antes da clonagem, foram purificados, para eliminacéo dos
iniciadores e sais, utilizando-se o kit comercial Wizard® DNA Clean-Up System (Promega),
seguindo as recomendagdes do fabricante, modificando-se apenas o nimero de lavagens com
isopropanol 80% de 1 para 2 vezes.

A clonagem dos amplicons foi feita no vetor pJET1.2 (Fermentas Life Sciences), de
acordo com as recomendagdes do fabricante. A reacdo de ligagdo foi incubada a temperatura
ambiente por uma noite. As células bacterianas foram transformadas quimicamente,
adicionando-se 10uL da ligacdo e 40uL do tamp&o de transformacdo (KCM 10x; PEG 10%;
H,O MilliQ) em um tubo de microcentrifuga de 1,5mL, colocado em gelo por 20 minutos.
Ap6s esse periodo, foram adicionados 100uL de células ultra-competentes e o produto foi
homogeneizado com o auxilio de uma pipeta, retornando ao gelo por 30 minutos. Apds essa
etapa, 0 tubo foi deixado a temperatura ambiente por 10 minutos. Foram adicionados 700uL
do meio Luria Bertani (LB — 1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 1% NaCl) ao tubo que
ficou sob agitacdo a temperatura constante de 37°C por 1 hora. Por fim os tubos foram
centrifugados rapidamente e 100uL do produto plagueados em meio LB-&gar, contendo
ampicilina (50ug/ml), seguido de incubacdo a temperatura de 37°C por 22 horas.

As colbnias formadas foram individualizadas em novas placas contendo meio LB-agar
com ampicilina (50ug/ml) utilizando palitos de dente, previamente esterilizados em autoclave.
O periodo de incubagéo foi de 22 horas a temperatura constante de 37°C.

3.10 Extracido do DNA Plasmidial

Colénias individualizadas foram inoculadas em microplacas de 96 pocos contendo 1mL
de meio de cultivo LB e 100uL de ampicilina (50ug/ml) por poco e incubadas a temperatura
de 37°C por 22 horas a 200 rpm (LAB-LINE® Incubator-Shaker). Apos esse periodo de
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crescimento, as suspensdes celulares foram centrifugadas a 20° C por 5 minutos a 4000rpm
(Eppendorf, Centrifuge 5804R, Rotor: A-2-MTP) de modo a sedimentar as células
bacterianas. O sobrenadante foi descartado, invertendo-se a microplaca e colocando-a sobre
papel absorvente por 5 minutos. O pellet foi lavado pela adicdo de 200pL de GET (Glicose
20%, 0,5M EDTA, 1M Tris-HCIl), a microplaca foi selada, e 0 pellet ressuspendido por
agitacdo. As microplacas foram centrifugadas a 20°C por 5 minutos e 4000rpm. O
sobrenadante foi descartado como descrito acima e adicionou-se ao pellet 80 pL de GET +
RNAse (10pg/ml). A microplaca foi novamente selada e as células bacterianas foram
ressuspendidas por agitacdo e 60uL da suspensdo foram transferidos para microplacas de
fundo redondo (composta por 96 pocos). A cada poco foram adicionados 80puL de solugdo de
lise composta por NAOH 0,2M e SDS 1%, a microplaca foi selada, homogeneizada por
inversdo e incubada a temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida foi adicionado a
cada poco 80uL de solucdo de acetato de potassio KOAc 3M. A microplaca foi mantida a
temperatura ambiente por 10 minutos e incubada aberta em estufa de ventilagdo constante
(TECHNE, Hybridiser HB-1D) por 30 minutos. A microplaca foi selada e esfriada em banho
de gelo por 10 minutos e centrifugada a 20°C por 9 minutos a 4000 rpm. O sobrenadante foi
transferido para uma placa de 96 pocos Milipore (MAGV N22) fixada no topo de uma
microplaca de fundo redondo. Esse conjunto foi centrifugado a 20°C por 3 minutos a 4000
rpm. A placa Milipore foi removida e adicionou-se 100uL de isopropanol gelado ao filtrado
na microplaca de fundo redondo que foi selada e centrifugada a 20°C por 45 minutos a 4000
rpm. Descartou-se 0 sobrenadante e adicionaram-se 100puL de etanol 70% gelado a
microplaca, que foi submetida a centrifugacd a 20°C por 5 minutos a 4000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e a microplaca invertida sobre papel absorvente e centrifugada
até atingir 900 rpm. Apds secar durante 1 hora em temperatura ambiente o DNA foi
ressolubilizado em 30uL de &gua ultrapura autoclavada, quantificado em gel de agarose e
armazenado a-20° C.

3.11 Selecao de Clones Via PCR-DGGE e Sequenciamento

Os clones sequenciados foram selecionados previamente por PCR-DGGE. O DNA
plasmidial foi diluido em agua ultrapura autoclavada (1:250; DNA:Agua) e utilizado como
“molde” para a PCR que utilizou os iniciadores NS7-GC / ITS-2, conforme as condigdes
descritas acima. Para auxiliar a selecdo de clones o perfil de bandas de DGGE obtido a partir
da amplificac8o de esporos de G. clarum CNPABS foi utilizado com padrdo (marcador). A
selecdo dos clones foi baseada na posicdo das bandas apresentada no DGGE, sendo
selecionados aqueles que migraram para posi¢oes diferentes no gel de acrilamida, de modo a
representar as variaveis do rDNA dos FMA.

As reacOes de sequenciamento foram preparadas utilizando-se 2L de DNA plasmidial,
2uL de Big Dye V3.1 (Applied Biosystems, Forter City, CA), 2uL de tamp&o de diluicdo
(200mM Tris-HCI pH 9,0; 5mM MgCl2.6H20), 0,5uL do iniciador PJET 1.2 (10puM) e agua
ultrapura, com volume final de 10uL. As reacdes foram submetidas a 96°C por 20 segundos,
50°C por 15 segundos, 60°C por 4 minutos, repetidos por 30 ciclos.

Ao término da reacdo, foram adicionados ao produto 40uL de isopropanol 75% (v/v),
seguido de homogeneizacdo e incubacdo no escuro a temperatura ambiente por 15 minutos.
Apébs a incubacdo, as placas foram centrifugadas a 4000 rpm durante 45 minutos. O
isopropanol foi retirado, vertendo-se diretamente as placas. Foram adicionados 10uL de
etanol gelado 70% (v/v) e centrifugou-se a 4000 rpm por 10 minutos. Retirou-se o etanol,
vertendo novamente a placa e deixando o pellet secar em estufa a 65° C por 3 minutos. Por
fim, adicionou-se ao pellet 10uL de formamida HI-DI que foi submetido a desnaturagcéo no
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termociclador a 95° por 5 minutos. O sequenciamento foi realizado em sequenciador capilar
automético ABI 3100 (Applied Biosystems) de acordo com as recomendactes do fabricante.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Especificidade dos Iniciadores

A especificidade dos iniciadores Glomus-A e Glomus-B utilizados no presente estudo
foi confirmada, uma vez que, tendo como reverso I TS-4, possibilitou a amplificacdo do DNA
somente dos grupos avo (Glomus A ou Glomus B), com tamanho esperado (em torno de
980phb), ndo ocorrendo amplificagdo inespecifica (dados ndo mostrados). No teste de
especificidade, para o iniciador Glomus A, aém das espécies utilizadas por REDECKER
(2000), adicionou-se G. mosseae, G. coronatum, G. caledonium € G. intraradices, dém de
espécies ndo avo. Ja para o iniciador Glomus B foram utilizadas quatro isolados de G.
etunicatum e um de G. claroideum, aém das espécies de Glomus A e de outros géneros, como
controle negativo. O iniciador Glomus A (DE SOUZA néo publicado) possui 1 base
degenerada a mais em relagdo ao iniciador GLOM1310 (ver Tabela 4) desenvolvido por
REDECKER (2000). Conforme observado nafigura 4, as espécies de Glomus A, apresentam,
na regido onde se anelam esses iniciadores, 2 bases degeneradas, que variam entre CC, CT ou
TC. Logo, o iniciador Glomus A, por possuir também duas bases degeneradas, é mais
abrangente, uma vez que permite a amplificacdo do DNA de espécies com ambas as
variagoes.

A figura 4 ilustra a homologia da sequéncia dos iniciadores Glomus A e Glomus B em
relacdo a sequéncias avo e ndo avo. Repare no iniciador Glomus A as 2 bases degeneradas,
representadas por Y. Os FMA pertencentes a outros géneros e também os representantes de
outros filos de fungos, ndo possuem sequéncia complementar a esses iniciadores, o que vem a
corroborar com a especificidade dos mesmos e garantir a amplificagdo somente de
representantes do género Glomus.

Nesse trabalho foram utilizadas diferentes estratégias de nested-PCR. Primeiramente,
foram empregados iniciadores especificos para Glomus no 1° PCR — Glomus A ou Glomus B
— seguido de nested com iniciadores universais acrescidos de uma seguéncia grampo
utilizados no DGGE — NS7-GC / F1Ra ou ITS-2. Essa estratégia permite que somente
material genético de membros do género Glomus, possam ser amplificados no nested-PCR,
uma vez que esses ja foram selecionados pelo uso de um iniciador especifico na primeira
PCR. No entanto, é necessério salientar que essas estratégias podem ndo funcionar quando a
populacéo de Glomus for baixa no material analisado, como em raizes ou solo, por exemplo.
Em outra estratégia, foram utilizados iniciadores universais no 1° PCR — NS5/ ITS4 —
seguido de nested com iniciadores especificos para Glomus — GLOM1310. A utilizacdo dessa
abordagem resultou em grande quantidade de material genético para ser usado como molde no
nested- PCR, onde ocorria a selecdo dos membros de Glomus grupo A. Esse tipo de
abordagem mostra-se interessante quando a populacéo de FMA de determinado género no
material analisado for baixa. A utilizacéo de iniciadores grupo-especifico mostra-se pertinente
guando se desgja selecionar determinado grupo de amostras ambientais, onde ndo se tem o
conhecimento dos FMA presentes nas raizes das plantas etudadas.
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Glomus A
G. clarum AJ276084

B TIAGCTAGGCT

GCTAGGYYTAACA - TTGIT
TRGCTAGGCTTAACA TIGTT

G. geosporum FJ009622 ] TRACA T '"G 7T
G. coremioides AJ249715 RTIAGCTAGGCTTAACA G' T
G. verruculosum AJ301858 JAGCTAGGCTTAACA T _G“ g

G. proliferum AF213462

B GCTAGGCTTAACA - TTGIT
N TAGCTAGGCT

G. fragislatum AJ276085 TAACA--TTG
G. mosseae AY635833 B TIAGCTAGGCTTAACA ~TTGT
G. coronatum AJ276036 R TIAGCTAGGCTTAACA "G_“
G. intraradices AY635831 R TIAGCTAGGCCTAACA - TTGTT
G. fasciculatum Y17640 BTAGCTAGGCCTAACA TTGIT
G. vesiculiforme 1.20824 e TIAGCTAGGCCTARCR TTGT
G. sinuosum AJ133706 R TIAGCTAGGCCTAACA T 'G I'T
G. manihots GMU36590 B IAGCTAGGCCTAACE T "G"'

G. G. caledonium AJ301853
G. badium AJ871990

ETAGCTAGGCCTAACA  TTGTT
R TIAGCTAGGCCTAACA

OO0 0O0nn o 0
81 3 &

B GCTAGGCCTAACA
GCTAGGTCTAACA
GCTAGGTCTAACA

G. irregulare FJ009618
G. sp AM992822
G. sp AM992838

Glomus B

G. lamellosum AJ276083
G. etunicatum AJ852598
G. luteum AJ276089

Y TAGTTARACCTGATT
ST AGTTAAACCTGATTf 77T
AGTTARACCTGATTfTTT
BB T AGTTAAACCTGATT| TTT

R TAGTTAAGCCTGATT

AACETG
aacdre
AaCqTG

”GAC‘AA:‘T I

G. viscosum Y17652 cOERAACETG Ui C
G. claroideum AF139732 COBMBAACETG BT AGTTAAACCTGATTHTT! TGACAACTTCT
G. deserticola EU164968 CCEEAACQYTG AGTTARACCTGAT IGACAACTTCT
G. sp EF136908 CORBAACY TGO TAGT TAAACCTGAT T TTT TGACAACTTCT
G. sp EF136915 CORBAACHTGOEERY TAGTTAAACCTGATT)TTT TGACAACTTCT
FMA Nao-Alvo

Acaulospora scrobiculata AJ306442 COMEAACCCGUEREY TAGTTAGGCC C1 3 I CTCGGGAGGGECGTCAACTT
Diversispora spurca Y17650 CORRAACCTGORE: AGTTAGGTC C I'TTGG AGGGETGACAACTT
Gigaspora margarita AM181143 CCERAACCTGCHYY: CT-AT Z A GAATGGECGACGACTTCTI
Pacispora scintillans AJ619955 c ARCCTG CT-ATT Z‘A" TGRAATAGECGGCAACTTCTI
Archaespora trappei AM114274 c AACCTG I GCTC CTAGAGTGGECGTCAGCTTCTT
Geosiphon pyriformis AM183923 Ct AACCTG TAGCTAGGCG GCTC CTTGAGCCGRCGTCAGCTTCTT
Paraglomus brasilianum AJ301862 CCORRAACCTG BTAGCCAGGCT GTTCTCCCGAACG “'G_«GG%_""
Fuscutata heterogama FM876839 C AACCTG AG" TAGGCC-GCTC-CTTGAGCGGRCGTCAGCTTCTT
Ambispora fenica AM268195 CCHAACCTG ITCTT TGAATGGRCGACGACTTC
Dentiscutata reticulata AJ871272 COBBAACCTG IC-CTCCTTCGGGAGGTMCGTCAACTT

Nao Glomeromycetos
Endogone pisiformis DQ322628
Saccharomyces cerevisiae ABSV0100

CCEBAACCTG "AG"‘AGG:: AACT TTGGT G CGT TTCTT
iil GGAAAEG I'GACCACCAAT ::"GG:‘:': ZZZAA..G:‘ZG
Figura 4. Sitios de anelamento dos iniciadores Glomus-A e Glomus-B na subunidade
ribossomal 18S de FMA pertencentes aos grupos A e B do género Glomus. Foram colocados

FMA ndo avo e ndo Glomeromycetos para indicar a especificidade dos iniciadores. As
sequéncias foram alinhadas de modo a facilitar a visualizacéo.

4.2 Perfil de PCR-DGGE de FMA

O emprego da técnica de PCR-DGGE possibilitou diferenciar as espécies de Glomus
utilizadas, com essas apresentando comportamento migratério caracteristico. Praticamente
todos os isolados avaliados produziram perfis com mudltiplas bandas, independente do
conjunto de iniciadores utilizados no DGGE (Figura5A, B e C), confirmando o polimorfismo
intragenémico do gene ribossomal para as regifes avaliadas (DE SOUZA et al., 2004, 2005;
NOVAIS et a, 2010). Para as estratégias em que os amplicons possuiam a regido ITS, a
variabilidade entre copias do rDNA das regides analisadas, possibilitou diferenciar espécies
a0 nivel de isolados, por exemplo, duas estirpes de G. mosseae (DCS28 e BEG12). Essa
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variabilidade ao nivel de isolados mostrou alta especificidade e consisténcia, uma vez que se
apresentou sempre com o mesmo padréo de bandas nos inimeros DGGE realizados, podendo
ser util naidentificacdo especifica destas estirpes em experimentos envolvendo competicéo ou
em estudos de estabelecimento, além de experimentos que avaliam os efeitos de FMA sobre
as plantas, considerando que os FMA sdo altamente especificos em relacdo ao seu efeito no
hospedeiro, inclusive a nivel de isolados (KOCH et a, 2006). De modo a indicar a
reprodutibilidade do método adotado, todas as andlises foram feitas com amostras em
duplicatas independentes com essas sempre apresentando o mesmo padréo.
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Figura 5. Perfis de DGGE das espécies de Glomus utilizadas nesse estudo. (A) NS7-GC / ITS-2. Foi utilizado
um gradiente de 25% - 45%, em gel de acrilamida 6%, com 16 horas de corrida a 80 Volts (aahis— 37,5:1). 1.
G. formosanum ESALQ; 2. G. geosporum BEG1l; G. caledonium BEG 20; 4. G. mosseae DCS28; 5. G.
mosseae BEG12; 6. G. intraradices Biorize; 7. G. intraradices ESALQ; 8. Glomus. sp CNPAB12; 9. G. clarum
DCS10; 10 G. clarum DCS9; 11. G. clarum CNPABS. As setas indicam as bandas nas estirpes de G. clarum
CNPAB5 e DCS9 que so ausentes na estirpe UFLA170. (B) GLOM1310-GC / ITS-2; Foi utilizado um
gradiente de 25% - 35%, em gel de acrilamida 6%, com 16 horas de corrida a 75 Volts (aahis — 37,5:1). 1.
Glomus clarum CNPAB 5; 2. G. clarum DCS9; 3. G. clarum DCSI10; 4. Glomus. sp CNPAB 12; 5. G. mosseae
BEG 12; 6. G. mosseae DCS28; 7. G. coronatum BEG22; 8. G. intraradices Biorize; 9. G. intraradices ESALQ;
10. G. caledonium BEG 20; 11. G. geosporum BEG 11.As setas amarelas indicam as bandas presentes nas
estirpes de G. clarum CNPAB5 e UFLA306 ndo detectadas na estirpe UFLA170. As setas vermelhas indicam
bandas detectadas na estirpe de G. clarum UFLA170 que sdo ausentes em CNPAB5 e UFLA306. (C) NS7-GC /
F1Ra Foi utilizado um gradiente de 30% - 50%, em gel de acrilamida 7%, com 16 horas de corrida a 75volts
(aabis— 37:1). 1 - G. clarum CNPABS; 2 - G. intraradices BIORIZE; 3 - 4 - G. mosseae DCS28; 5 -7 -
Glomus. sp. CNPAB12; 8 -9 - G. etunicatum UFLA 221.
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A utilizac&o dos iniciadores NS7-GC / F1Ra ndo possibilitou a separacdo entre isolados
de uma mesma espécie (Dados ndo mostrados). Considerando que 0s genes ribossomais
apresentam regides atamente conservadas (18S, 5,8S e 25S5) flangueando regides
hipervariaveis (ITS), uma explicagcdo para esse resultado se deve a regido amplificada por
esses iniciadores ndo incluir aregido ITS, logo apresenta menor variabilidade, o que torna a
separacdo de espéecies com padrdo genético similar mais dificil pela técnica adotada. Ja a
utilizacdo dos pares de iniciadores NS7-GC / ITS-2 e Glom1310-GC / ITS-2, amplifica, além
da regido V9 do 18S rDNA, aregido ITS1, que, devido a sua hipervariabilidade, permite a
separacdo de organismos geneticamente proximos, como por exemplo, isolados de uma
mesma espécie (Figura5 A e B).

Um ponto a ser destacado nas estratégias que utilizaram os iniciadores que
amplificavam aregido ITS, foi que a diferenciagédo entre os isolados DCS28 e BEG12 de G.
mosseae € Biorize e ESALQ de G. intraradices, foi bem mais evidente que a diferenciacéo
entre os isolados de G. clarum DCS10, CNPAB5 e DCS9 (Figura 5A e 5B) — esses dois
ultimos representam o mesmo isolado, com a mesma origem, porém, por terem sido mantidas
no Brasil em laboratorios diferentes, receberam codigos de identificacdo distintos — (ver
tabela 2). Os perfis de bandas obtidos para os diferentes isolados geograficos de Glomus
indicam variagdo genética entre esses isolados, sendo mais similar entre os isolados de G.
clarum, em relacdo aos isolados de G. intraradices € G. mosseae.Um fato a se destacar € que,
como os FMA sofrem variabilidade genética ao longo do tempo, mesmo organismo de origem
comum podem ser diferenciados. 1sso é exemplificado na se¢do 4.3, onde a variabilidade do
rDNA entre esporos de G. clarum CNPABS foi elevada a ponto de ter sua sequéncia
relacionadaaG. irregulare.

Variabilidade genética entre isolados geogréaficos de uma mesma espécie ja tinha sido
observado anteriormente em outros estudos (GIOVANNETTI et al, 2003; AVIO et a, 2009).
Em ambos foram analisados isolados de G. mosseae. O primeiro estudo verificou a ndo
ocorréncia de anastomose entre hifas de diferentes isolados geograficos, ocorrendo retracdo
do protoplasma e formagcdo de septos, indicando incompatibilidade vegetativa e,
consequentemente, variabilidade genética entre os isolados. Os autores observaram atraves de
PCR-RFLP maior nivel de diversidade molecular entre 2 isolados europeus (IMA1 e BEG25),
do que entre um europeu (IMA1) e isolados com origem nos EUA. No segundo estudo, os
autores avaliaram a variabilidade morfoldgica e genética de isolados de G. mosseae
provenientes de quatro continentes. Foi verificado que todos os isolados apresentaram um
unico perfil de restricdo com a enzima Hinfl. Em contrapartida, através de ISSR-PCR, a
magnitude da divergéncia genética entre isolados geogréficos foi superior a 50%, sugerindo
gue a diversidade intraespecifica € muito superior que o previsto pela morfologia e por
regides do rDNA, e deve ser investigado usando outros genes, tais como os relacionados a
diversidade funcional. Apesar disso, 0 presente estudo demonstrou que, desde que analisados
amplicons que possuam aregido ITS, é possivel discriminar claramente isolados geograficos
de uma mesma espécie, utilizando-se regides do rDNA.

Em relagdo as espécies de Glomus B, 0 guste da concentragdo de desnaturantes,
acrilamida e condi¢cdes da eletroforese ndo foram obtidas para amplicons desse grupo que
continham parte daregido ITS. O fragmento com aregido V9 separou claramente das espécies
do grupo A (Figura 5C), porém as estirpes DCS11, DCS12, DCS13 e DCS14 de G.
etunicatum, aém de ndo apresentarem variagdo no padrdo de bandas entre si, também
apresentaram comportamento migratorio idéntico a G. claroideum, nd sendo separadas
(Dados ndo mostrados). Visando determinar se a ndo separacao indicava gue as sequéncias
comparadas eram semelhantes ou se a técnica ndo apresentava poder de resolugdo para
diferenciar os fragmentos amplificados, a similaridade entre sequéncias depositadas no
Genbank para espécies desse grupo foi determinada. Essa analise mostrou que as sequéncias
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das espécies G. claroideum AJ276075 e G. etunicatum AJ855298 apresentavam, para a regido
do fragmento analisado, 99,42% de similaridade. Esse resultado sugere que a mobilidade
eletroforética semelhante foi devido a alta similaridade entre as sequéncias na regiao
analisada e que, nesse caso, 0 DGGE nédo apresentou poder de separacdo para diferenciar
polimorfismos tnicos.

E necessario ressaltar que, mesmo néo apresentando variagao suficiente para separar 0s
isolados de G. clarum e de G. etunicatum, além de ndo separar as espécies do grupo Glomus
B utilizadas no presente trabaho, a regido V9 foi utilizada para caracterizagdo molecular de
outros FMA, conforme demonstrado por DE SOUZA e colaboradores (2004), que
encontraram diferencas claras no padréo de bandas de varios isolados de Gigaspora albida,
Gigaspora margarita e Gigaspora gigantea, €ssa com 2 estirpes isoladas do mesmo sitio
experimental, demonstrado o poder do PCR-DGGE em diferenciar espécies de Gigaspora,
inclusive ao nivel deisolados. DE SOUZA e colaboradores (2005) utilizaram com sucesso a
mesma regido para discriminar Scutellospora reticulata das outras espécies desse género,
porém ndo conseguiram separar as espéciesSc. calospora € Sc. coralloidea, que apresentavam
sequéncias proximas. Também analisando a mesma regido para caracterizar 36 isolados
fingicos mantidos em vasos de cultivo na colecdo do Departamento de Ciéncia do Solo
(DCS) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), NOVAIS e colaboradores (2010)
obtiveram a separacdo de todas as espécies, inclusive as pertencentes ab mesmo género,
porém, da mesma forma ocorrida no presente trabalho, ndo foi observada qualquer diferenca
entre os isolados geogréficos de G. clarum, e entre os de G. etunicatum.

Até o momento poucas espécies de Glomus foram caracterizadas filogeneticamente
guanto ao seu grupo (Aa, Ab ou B) correspondente. Os iniciadores utilizados nesse estudo
permitem uma répida caracterizacao das espécies de Glomus quanto ao grupo A ou B sem que
Sgja necessario sequenciamento.

Devido a condicdo de ssimbionte obrigatorio dos FMA, a identificacdo desse grupo
basei a-se principalmente na andlise da morfologia dos esporos. Dessa maneira, aidentificacdo
taxondmica precisa, € extremamente dependente da habilidade e interpretacdo do
taxonomista, ou sgja, uma mesma especie pode ter identificagbes distintas de acordo com o
taxonomista que a avaliou (REDECKER, 2003). Nesse sentido a utilizacdo de uma ferramenta
molecular que permita a caracterizagdo dos FMA, possibilitando a separacéo néo sb ao nivel
de espécie, mas também de isolado, uma vez que os FMA sdo especificos em relacdo a seus
efeitos nas plantas (PAULA et al, 1988; KOCH et al, 2006), surge como alternativa para
superar os obstéculos da identificagdo morfolégica. Os resultados obtidos indicaram que o
PCR-DGGE representa uma ferramenta répida e confidvel para identificac8o e caracterizagéo
de espécies de FMA do género Glomus, considerando que os perfis das especies testadas
foram reprodutivels, e que a consisténcia do polimorfismo entre copias do rDNA para uma
mesma espécie, pode ser utilizada como uma caracteristica vantajosa para a geragcdo de perfis
de rDNA estirpe-especificos paraidentificacdo e deteccéo de FMA.

4.3 Desenvolvimento de Marcador para DGGE e Caracteriza¢io da Heterogeneidade do
rDNA de Glomus clarum CNPABS

Para comparar diferentes DGGE, faz-se necessario a utilizacdo de um marcador padréo,
comum a todos os géis, uma vez que uma das limitagbes dessa técnica é a baixa
reprodutibilidade entre géis (ROSADO & DUARTE, 2002). Para que 0 marcador possa ser
util nessa comparacdo, € necessario que ele possua um padréo de bandas bem definido e, de
preferéncia, apresente bandas distribuidas ao longo do gel. Possuindo essas caracteristicas, um
marcador pode ser uma amostra ambiental, uma espécie de FMA ou, como no presente
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estudo, ser obtido a partir de clones que representam variantes do rDNA no genoma de uma
determinada estirpe de FMA. Nesse sentido, DNA de G. clarum CNPABS foi amplificado
com os iniciadores Glomus A | 1TS4, sendo o produto da reacéo purificado e clonado no
vetor pJET1.2. Os clones foram amplificados com os iniciadores NS7-GC / ITS2 de modo a
serem utilizados no DGGE. Um aspecto importante observado no DGGE com os clones do G.
clarum CNPABbS, foi 0 aparecimento de um numero superior de bandas, adém de mais
intensas, quando comparadas com o perfil obtido diretamente de esporos (Figura 6). Esse
resultado era esperado, porque as bandas no DGGE representam os amplicons mais
abundantes, ja a clonagem pode revelar sequéncias em menor quantidade dentro de uma
populacdo, considerando que cada clone representa apenas uma das variantes do rDNA. A
selecdo dos clones sequenciados por PCR-DGGE, possibilita o desenvolvimento de uma
estratégia de avaliagdo do polimorfismo do rDNA e estudar em detalhes o polimorfismo entre
copias do rDNA em um individuo (esporo) (DE SOUZA et al., 2004). Clones que
apresentaram posi¢oes distintas no DGGE, representam variantes do rDNA do G. clarum
CNPABS, foram sequenciados, sendo relacionados, independente da posicdo no gel, a G.
clarum quando comparadas com sequéncias no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
através do programa BlastN, com excegdo de um clone que apresentou sequéncia relacionada
a G. irregulare, evidenciando gque a heterogeneidade entre copias do rDNA de G. clarum
CNPABS se mostra tdo elevada a ponto de se relacionar a outra espécie (Tabela 5). Essa
caracteristica ja havia sido reportada para Gigaspora € Scutellospora sensu stricto por DE
SOUZA e colaboradores (2004 e 2005, respectivamente) indicando, possivelmente, sinais de
hibridizag&o entre as espécies (DE SOUZA 2007). Por fim, foram selecionados 5 clones para
formar o marcador a ser utilizado no DGGE para andlise de comunidade de FMA (Figura 6).
E necessério frisar que para serem utilizados como marcador, os clones foram sempre
amplificados separadamente, sendo reunidos somente no momento da aplicagéo no gel.

Tabela 5. Andlise do BLAST de sequéncias obtidas das bibliotecas esporos de G. clarum
CNPABS, utilizando osiniciadores Glomus A / 1ITS4.%

Codigoclones?  Sequénciamais Acesso Similaridade (%)@  Cobertura (%)“
similar
7TE/7G/8C/8E G. clarum FN423697 96 —99 91-100
8F/ 9C/9D/ 10B
10C/11A /1 12A/
12B
TA/7F/8D/9A/ G. clarum FN423696 95 -98 91 -99
10A /10D / 12C/
12E
8A / 12F
G. clarum FM 865544 98 85 -98
7D G. irregulare FJ009617 94 99

1. Disponivel em http://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast no dia 24/08/2010.

2. Cl serefere ao nimero da coldnia onde se obtiveram os clones.

3. Os E-values de todas as comparacdes foram iguais a zero.

4. Quando aparecem 2 valores separados por um— significa que a faixa de variac&o entre os clones.

O perfil de bandas do marcador foi condizente com o gradiente desnaturante crescente e
a porcentagem nucleotidica da regido amplificada, onde os clones com maior contetido de GC
migraram para as regides do gel com maior concentragcdo de desnaturantes e 0s com menor
GC tiveram comportamento oposto (Tabela 6 e Figura 6).
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Figura 6. Perfil de DGGE utilizando os iniciadores NS7-GC / ITS2 dos clones de G. clarum
CNPABS. Foai utilizado um gradiente de 25% - 45%, com 16 horas de corridaa 75 volts. 1-8 e
10-18 — Clones de G. clarum CNPAB5; 9 — Esporo de G. clarum CNPABS. Os clones
selecionados para o0 marcador estdo identificados com uma letra e destacados por um circulo.

Tabela 6. Porcentagem das bases nucleotidicas GC da regido amplificada com os iniciadores
NS7-GC/1TS-2 dos clonesde G. clarum CNPABS utilizados para formagdo do marcador.

Espécie Cadigo dos clones % GC da regido
(de acordo com a Figura 6) amplificada

G. clarum CNPABS A 41,14

G. clarum CNPAB5 B 42,86

G. clarum CNPABS5 C 43,24

G. clarum CNPAB5 D 43,68

G. clarum CNPAB5 E 43,81

O marcador foi utilizado, também, com o intuito de se obter um padrdo de bandas
correspondente ao organismo inoculado e permitir a localizagdo do FMA correspondente nas
raizes, realizando, dessa maneira, 0 monitoramento do FMA inoculado. No entanto, quando se
realiza a amplificacdo a partir de esporos de FMA, mesmo que sgja a partir de um anico
esporo, dependendo da regido amplificada, esse produzir4 inimeras bandas, devido a
heterogeneidade entre copias do rDNA, fazendo que a eficiéncia da amplificacdo de um
ribotipo especifico diminua, resultando em bandas menos intensas e em numero inferior
guando comparadas a perfis obtidos a partir de clones. Como consequéncia disso, o perfil
obtido a partir dos esporos de G. clarum CNPABS, apresentava sempre uma banda a menos
gue o marcador. Dessa maneira, com o intuito de representar de forma mais fiel o organismo
inoculado, foi utilizado no DGGE das raizes, aém do marcador, uma amostra de G. clarum
CNPABS.

4.4 Anailise da Inoculacio a Campo de G. clarum CNPABS em Plantas de Milho,
Crotalaria e Batata-Doce Cultivada em Rota¢ao por PCR-DGGE

A avaliagéo do estabelecimento e persisténcia do FMA inoculado G. clarum CNPABS,
bem como das variagOes temporais e espaciais nas comunidades de FMA do género Glomus,
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foi realizada em raizes coletadas aos 35 e 95 DAP para o primeiro ciclo do experimento, e aos
80 DAP para 0 segundo ciclo, sempre utilizando trés plantas por parcela. Da mesma maneira
adotada para os FMA, foram utilizadas trés estratégias de PCR-DGGE para as raizes, de
modo a selecionar a mais adequada para detectar o FMA inoculado, bem como identificar
eventuais alteragdes da comunidade dos FMA nativos. Foram utilizadas amostras de milho da
12 coleta, que representavam os 4 tratamentos. controle e/ou inoculados com 300, 900 ou
1800 esporos de G. clarum CNPABS5/m linear. A estratégia adotada para avaliar ainoculagéo
de G. clarum CNPABS5, bem como seus efeitos sobre outras populaces de FMA, foi a que
utilizou os iniciadores NS7-GC / ITS-2, uma vez que os perfis produzidos pelos pares de
iniciadores NS7-GC / F1Ra e Glom1310-GC /ITS-2 foram muito semelhantes entre os
tratamentos.

De modo a facilitar a visualizagdo do perfil de bandas apresentado por cada amostra,
foram construidos dendrogramas de similaridade por coleta, sendo aplicados a todas as
culturas analisadas no presente estudo (ver Anexos A-F). Com as informagdes da matriz
binaria gerada pelo programa Gel Compar 11, foi montada uma tabela relacionando a cultura,
a época de coleta e a dose de inoculagdo com o0 numero de bandas apresentado por cada
tratamento (Tabela?).

Tabela 7. NGmero total de bandas detectadas'” por tratamento nos perfis de DGGE das raizes
de milho, crotaéria e batata-doce, cultivada em sucessdo, submetidos a diferentes doses de

inocul agéo.

1°Ciclo 2°Ciclo
Milho Batata-doce
Tratamentos @ 12 Coleta 22 Coleta
N° bandas N° bandas N° bandas
T1 42 30 17
T2 46 33 25
T3 47 33 18
T4 52 31 21
Crotalaria Batata-doce
T1 19 14 22
T2 32 13 26
T3 38 20 24
T4 33 17 21

1. O nimero de bandas apresentado por cada tratamento na tabela é resultado do somatério
das bandas dos tratamentos dos 3 blocos analisados do experimento.

2. T1, T2, T3 e T4, representam o tratamento ndo inoculado e inoculado com 300, 900 ou
1800 esporos de G. clarum CNPABS5/m linear, respectivamente.

A andlise das plantas do 1° ciclo do experimento revelou padrdo de bandas
heterogéneo entre e dentro dos tratamentos para ambas as culturas, ndo sendo possivel
estabelecer relacéo entre esse padréo e a dose de inoculagdo (Figuras 7 e 8; Anexo A - D).
Para alguns casos, foi observada elevada similaridade entre plantas submetidas a diferentes
doses de inoculagdo, inclusive o tratamento controle com amostras dos tratamentos
inoculados. E importante ressaltar que a ocorréncia natural de G. clarum foi observada em
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parcelas ndo inoculadas desse experimento, inclusive na batata-doce cultivada em rotagéo
(SOUZA, 2010), ocorrendo um aumento significativo no nimero de esporos em resposta a
inoculacdo até as doses de 1300 a 1400 esporos respectivamente por m linear (SOUZA,
2010), sugerindo que ainoculagdo favoreceu 0 aumento de propagul os do fungo inoculado.
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Legenda:

Epoca de coleta: - 12Coleta
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Figura 7. Dendrograma mostrando a similaridade (Jaccard-UPGMA) entre perfis de bandas
de PCR-DGGE referente as 2 coletas de plantas de milho submetidas a diferentes doses de
inoculagdo com G. clarum CNPABS. A escala indica a similaridade entre perfis de bandas.
Numeros indicam o coeficiente cofenético de correlacéo.
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Legenda:

Epoca de coleta: - 12Coleta

Dose de inoculacio: - Seminoculacdo [ - 300 esporos - 900 esporos - 1800 esporos
Bloco e Repeticio: B8 - 1 4 -2 EH-3

= S S 8
a ~ 2 ® —
180

=x

e

TT)

—— -

N
3
=
E f
E I =
E X
I =
Il r 3
Ll y: B
T = |
I [
I |
Il |
1 1N
¢ =
1l ]
£I i
I L
1 -
=
il
£l
i
|
i
I
L
|
|
I
i 11
Il i
1l sl
| [
| | =
1l N
Il x
¥ oo i
: =
e
F T
=
= T
N
|-
E ]
= 3
%
¥
i
; | 13
I rEr
[ | )
5
Il -

Dose de
inoculacao

Bloco

e seriear]

Repeticao

| CnCaZn e |

S
R N

Figura 8. Dendrograma mostrando a similaridade (Jaccard-UPGMA) entre perfis de bandas
de PCR-DGGE referente as 2 coletas de plantas de crotalaria submetidas a diferentes doses de
inoculacdo com G. clarum CNPABS. A escala indica a similaridade entre perfis de bandas.

Numeros indicam o coeficiente cofenético de correlacdo.
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Na primeira coleta do milho, observou-se um elevado nimero de bandas relacionadas a
outras espécies do género Glomus, dém do Glomus clarum (Figura 7 — Anexo A). A
indicacdo da presenca de outros representantes desse género, adém do FMA inoculado, se
deve, possivelmente, a estratégia de vida de algumas espécies desse género, por exemplo, G.
proliferum, G. caledonium e G. intraradices, que colonizam rapidamente o hospedeiro (DE
SOUZA et a, 2005). Conforme observado nos estudos realizados por SANTOS e
colaboradores (2000), SANTOS (2008) e GOMIDE e colaboradores (2009), G. clarum
apresenta alta capacidade infectiva e agressividade em colonizar o hospedeiro, 0 que
evidencia boa capacidade competitiva. Considerando que G. clarum tenha maior capacidade
competitiva que outros membros de Glomus, com 0 passar do tempo, podera levar a excluséo
dos outros fungos desse género, uma vez que a competicdo € maior entre espécies proximas
(ODUM, 1988). Isso pode ser evidenciado para algumas amostras da segunda coleta do
milho, realizada aos 95 DAP, onde o0 niUmero de bandas de outros FMA reduziu drasticamente
para todos os tratamentos, predominando o perfil de G. clarum (Figura 7 — Anexo B). E
muito importante frisar, que, mesmo com Vé&ias amostras apresentando bandas
correspondentes ao FMA inoculado, em virtude da competicdo com outras espécies proximas,
o perfil de bandas obtido diretamente de esporos do FMA inoculado pode ndo ser
completamente detectado no DGGE das raizes. Um resultado a ser destacado foi a presenca
de uma espécie de Glomus que, para algumas amostras, predominou sobre as outras espécies,
inclusive G. clarum, mostrando boa capacidade competitiva (Figura 7).

Ja na crotaléria, houve predominancia de outras espécies sobre 0 G. clarum, visto que
para a maioria das amostras néo foi detectada sua banda principal. O sinal detectado pelo
DGGE reflete o nimero relativo de moléculas de DNA alvo de uma dada espéde presente na
amostra. Assim, em uma amostra ambiental, pode ocorrer competicdo entre sequéncias avo
de espécies amplificadas pelo mesmo par de iniciadores. Portanto, no caso dos FMA que
possuem polimorfismo de copias do rDNA, em competicdo com outras espécies proximas,
poder& ocorrer a ndo deteccdo daquel es ribotipos menos frequentes no seu genoma, refletidos
por sinais mais fracos no DGGE, em relagdo aos ribotipos mais frequentes, geralmente
representados por bandas mais fortes. Resumindo, mesmo que as amostras apresentem
algumas bandas que estejam em posicdes semelhantes ao obtido do perfil de esporos de G.
clarum, se essas bandas néo estiverem refletindo as bandas mais fortes, possivelmente se trata
de outra espécie de FMA. Outro resultado a ser destacado, para a crotaléria, foi o fato de que
a reducéo drastica do nimero de bandas, da primeira para a segunda coleta, € caracterizada a
presenca de bandas Unicas em véarias amostras inoculadas, que apresentaram multiplas bandas
na primeira coleta (Tabela7 e Figura 8).

Apesar de recentes trabal hos relacionarem diretamente o nimero de bandas de um perfil
de DGGE ariqueza de espécies (YAO et a, 2010, ZHANG et a 2010), os resultados obtidos
no presente estudo ndo permitem afirmar se houve uma diminui¢do ou aumento nariqueza de
espécies - além disso as ateracdes observadas no padrédo de bandas seriam indicativo de
alteragbes na estrutura da comunidade, porém ndo houve consisténcia dos tratamentos
possivelmente devido a alta variabilidade espacial apresentada pelos FMA.

A amostragem realizada em diferentes épocas de coleta possibilitou inferir sobre a
variacdo temporal de FMA colonizando as raizes avaliadas, bem como verificar a partir de
gual época o sina molecular do FMA inoculado se fez presente. A analise de trés plantas por
parcela possibilitou avaliar a diversidade espacial dos FMA, evidenciada pela grande
heterogeneidade dentro dos tratamentos, inclusive amostras pertencentes a um mesmo bloco
(Figuras 7, 8,9 e 10). Variabilidade em funcéo do espaco e do tempo em populagdes de FMA
j& havia sido observada por HUSBAND e colaboradores (2002) que determinaram a
diversidade e identidade dos FMA colonizando raizes de mudas de espécies endémicas de
uma floresta tropical no Panama e acessaram a sua distribuicdo entre locais e épocas de
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coleta. Os autores verificaram que a populacéo dos FMA apresentou significativa
variabilidade espacial, além de fortes mudancas ao longo do tempo. Ao comparar as
comunidades de FMA que colonizavam raizes de plantas herbaceas que coexistem
naturalmente, através de RFLP e sequenciamento, VANDENKOORNHUYSE e
colaboradores (2002) verificaram que a comunidade de FMA diferia geneticamente entre as
plantas hospedeiras, indicando especificidade, e sofria alteracdes ao longo do tempo,
evidenciando variagcdo tempora nas comunidades de FMA. MUMMEY & RILLIG (2008)
caracterizaram espaciamente a diversidade molecular de FMA em peguena escala em uma
pastagem sob clima temperado. A variabilidade da composicdo da comunidade dos FMA foi
analisada por T-RFLP e a abundancia através do comprimento da hifa extraradicular. Foi
observado que o comprimento da hifa radicular variou muito entre amostras, apresentando
estruturacdo espacial em escalas menores que 30 cm. A composicdo dos FMA também
apresentou alta correlacdo espacial, sugerindo estrutura em escala menor que 50 cm. Os
autores concluiram que a diversidade e abundancia dos FMA podem ser espacialmente
estruturadas em escalas inferiores a 1m e esses resultados tem um importante impacto direto
sobre a amostragem representativa de popul agbes de FMA a campo.

Como em qualquer estudo de diversidade de amostras ambientais, o procedimento de
amostragem adotado é crucia e frequentemente um fator limitante na deteccdo de
microrganismos especificos devido ao seu cardter-nao representativo. No presente estudo, a
distancia entre as 3 plantas avaliadas foi de 1,5 m, possibilitando a avaliacéo da variabilidade
espacial dos FMA dentro de cada parcela. Uma estratégia que poderia representar essa
diversidade, de formaainda mais real, seria aumentar o nimero de plantas avaliadas de 3 para
5, por exemplo. No entanto, isso aumentaria muito 0 nimero de amostras, ocasionando
maiores custos e tempo, aém de ndo ser garantia de que seria mais eficiente. Outra
abordagem que poderiater sido utilizada seria a amostragem de um maior nimero de plantas,
formando uma amostra composta, que representaria a média da parcela. No entanto, essa
abordagem n&o possibilitaria a avaliacdo da diversidade espacial dos FMA. Outra
desvantagem estaria relacionada a uma limitacéo da PCR, que ndo detecta populagdes raras,
ou sgja, a andlise de uma amostra composta poderia ndo representar a estrutura da populagéo
de FMA de forma completa. Em contrapartida, como no presente estudo foram utilizadas
diferentes doses de inoculagdo, essa abordagem poderia representar melhor o perfil
apresentado por cada uma dessas doses, uma vez que a andlise de plantas de forma individual
pode ndo refletir o perfil geral da parcela, dém de ter maior custo, considerando que o
numero de amostras analisadas seriamaior.

O fato dos perfis de DGGE obtidos ndo serem caracteristicos de cada tratamento,
possivelmente, em virtude da forma de amostragem e da variabilidade espacial dos FMA, néo
permite afirmar que a inoculagdo com G. clarum aterou a comunidade de FMA nativa. Um
aspecto importante a ser considerado, foi a deteccdo de esporos de G. clarum nas parcelas
onde ndo houve inoculacdo (SOUZA, 2010), o que pode ter ocasionado os perfis de DGGE
com elevada similaridade com tratamentos inoculados, dificultando a avaliagdo do efeito da
inocul agdo sobre as populacdes nativas do género Glomus.

No estudo realizado por MUMMEY e colaboradores (2009) foi verificado que a
inoculacdo com FMA pode afetar a riqueza e a diversidade das comunidades de FMA
residentes nas raizes, ap0s plantio em solo misturado com o inéculo. A identidade do
inoculante influencia a riqueza dos ribotipos detectados nas raizes, com os tratamentos
inoculados com as espécies de Glomus apresentando o menor numero de ribotipos, asvezes a
niveis ndo detectaveis. JA nos tratamentos inoculados com as espécies de Gigaspora, O
nimero de ribotipos foi similar ao tratamento que ndo recebeu inoculacdo. Essa diferenca
pode ser explicada pela estratégia de colonizacdo dos membros de Gigasporaceae e
Glomaceae. Nesse caso a inoculacdo com Gigasporaceae foi menos impactante na
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comunidade de FMA nativas do que Glomaceae, provavelmente por possuir a maior parte da
sua biomassa fora das raizes, competindo menos com as espécies nativas, dominadas por
espécies de Glomus (MUMMEY et a, 2009).

A andlise da batata-doce, cultivada em rotagdo ao milho e a crotal&ria, foi baseada na
construcdo de dendrogramas que comparavam os padrées de DGGE dessa cultura, com os
padrdes da segunda col eta das plantas do primeiro ciclo do experimento (Figuras 9 e 10). Essa
abordagem foi adotada de modo a identificar ateragbes nos FMA detectados no milho e
crotalaria, aém de verificar a persisténcia do FMA inoculado ap6s o plantio da nova cultura.

O perfil de DGGE obtido tanto do milho quanto da crotaléria sofreu grandes alteractes
com o plantio da batatadoce em rotacdo (Figuras 9 e 10). Na batata-doce cultivada em
rotacdo a crotaléria (Figura 9 — Anexo E), somente algumas amostras — essas inoculadas com
1800 esporos — nédo tiveram seu padréo de bandas do DGGE aterado em relagdo ao cultivo
anterior. Um aspecto interessante foi a ndo deteccdo das bandas Unicas caracteristicas nas
duas coletas realizadas durante o cultivo da crotalaria, prevalecendo o perfil de bandas de G.
clarum na maioria das amostras, em detrimento das outras espécies de FMA detectadas na
segunda coleta da crotalaria. Na batata-doce cultivada em sucessdo ao milho (Figura 10 e
Anexo F), somente uma amostra — inoculada com 300 esporos — ndo teve seu padrdo de
bandas do DGGE alterado em relagdo ao cultivo anterior. Um fato a ser destacado foi que a
maioria das amostras apresentou bandas muito intensas concentradas na por¢do inferior dos
géis de acrilamida, que possivelmente correspondiam a banda principal obtido a partir de
esporosdeG. clarum.
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Legenda:

Cultura: - Batata-doce - Crotaléria

Dose de inoculagio: Bl - Sem inoculaggo - 300 esporos - 900 esporos - 1800 esporos
Bloco e Repeticio: BE-1 -2 EE-3
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Figura 9. Dendrograma mostrando a similaridade (Jaccard-UPGMA) entre perfis de bandas
de PCR-DGGE referentes a 22 coleta da crotaldria e batata-doce cultivada em rotacdo. A
escalaindica a similaridade entre perfis de bandas. Numeros indicam o coeficiente cofenético

de correlacéo.
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Legenda:

Cultura: EZ - Batata-doce Milho

Dose de inoculacio: Bl - Sem inoculacdo - 300 esporos - 900 esporos - 1800 esporos
Bloco e Repeticiao: B -1 B - 2 -3
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Figura 10. Dendrograma mostrando a similaridade (Jaccard-UPGMA) entre perfis de bandas
de PCR-DGGE referentes a 22 coleta do milho e batata-doce cultivada em rotagdo. A escala
indica a similaridade entre perfis de bandas. Numeros indicam o coeficiente cofenético de

correlacéo.
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A alteracdo do padréo de DGGE na batata-doce, em relagdo ao milho e crotalaria,
ocorreu independentemente da inoculacdo, podendo indicar que a planta exerceu maior
influéncia sobre a comunidade de FMA que a inoculacdo, uma vez gque € possivel que as
comunidades de FMA tenham sua diversidade e estrutura influenciada pelas plantas. O estudo
realizado por MUMMEY & RILLIG (2006) evidenciou o efeito de plantas sobre
comunidades de FMA. Os autores utilizaram T-RFLP para examinar a estrutura de
comunidades de FMA em uma area dominada por Centaurea maculosa, considerada uma
espécie invasora, e &eas adjacentes com vegetacdo nativa. Os resultados indicaram
significativa alteracdo da comunidade de FMA ap0s 0 estabelecimento da espécie invasora,
com reducdo da diversidade. A diversidade da hospedeira também pode influenciar as
comunidades de FMA. JOHNSON e colaboradores (2003) observaram que a diversidade de
FMA foi maior em um microssitio, com uma comunidade de plantas hospedeiras, do que em
um microssitio de monocultura e que a diversidade ocorreu, também, entre plantas
micotrdéficas e ndo micotroéficas.

Mesmo com o desenho experimental do experimento de campo néo permitindo inferir
sobre o efeito da perturbacdo do solo sobre a estrutura da comunidade dos FMA, esse tipo de
perturbacdo pode exercer influéncia sobre a estrutura da comunidade dos FMA. Néo
necessariamente a introducdo de um FMA afeta a populacdo dos FMA nativos no solo,
conforme demonstrado por ANTUNES e colaboradores (2009), que estudaram os efeitos da
inoculagdo de G. intraradices em solo perturbado e ndo perturbado e verificaram que,
contrastando com a inoculagdo, a perturbagdo do solo teve um impacto negativo sobre os
FMA que estavam colonizando as raizes de milho. Um trabalho recente realizado por
SCHNOOR e colaboradores (2010) também evidenciou que distarbios causados no solo
levam a alteracéo da populagdo de FMA. Estes autores verificaram que a perturbagéo no solo
reduziu a rigueza e aterou a comunidade de FMA, ndo sendo encontrada nenhuma
sobreposi¢cdo das espécies apds a perturbacdo. Os autores concluiram que a perturbacdo impde
uma for¢a maior sobre a estruturacdo das comunidades de FMA do que o hospedeiro, em
pastagens semi-naturais.

De acordo com os resultados obtidos a partir dos perfis de DGGE, néo podemos indicar
gue o FMA inoculado colonizou o hospedeiro, uma vez que os padrdes apresentados por cada
tratamento ndo os diferenciaram. Essa técnica permitiu somente detectar alteracOes temporais
e espaciais das comunidades dos FMA, ndo sendo adequada para a deteccdo e
acompanhamento do FMA inoculado, além de detectar alteracGes na populacdo de FMA na
batata-doce cultivada em rotacdo, indicando que o plantio de uma nova cultura, afeta a
comunidade dos FMA presentes na cultura anterior.

Para confirmar a identidade dos FMA presentes nas raizes avaliadas foi realizada
clonagem e sequenciamento. Nesse sentido, 0 DNA das plantas de milho, crotaléria e batatar
doce, que receberam a maior dose de inoculacéo, foi amplificado com os iniciadores NS5 /
ITS4, seguido de nested-PCR com os iniciadores Glomus A | 1TS2. A utilizagdo de
iniciadores universais no primeiro PCR, aumentou a quantidade de DNA alvo para o nested-
PCR, onde foi utilizado um iniciador especifico para Glomus, garantindo que somente
espécies desse género presentes nas raizes analisadas fossem detectadas. O produto de PCR
foi clonado e os clones sequenciados, seguindo as mesmas condicdes utilizadas para os clones
gue continham as variantes do rDNA de G. clarum CNPABS. As sequéncias dos clones das
raizes de plantas inoculadas foram relacionadas a G. clarum quando comparadas com
sequéncias no GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) através do programa BlastN, com
excecao de um clone gue apresentou sequéncia relacionada a Glomus irregulare (Tabela8). O
resultado do Blast confirma a presenca do G. clarum, porém, como somente raizes inoculadas
com 1800 esporos foram avaliadas, ndo € possivel afirmar que essa presenca de G. clarum
deveurse ainoculacdo, principalmente quando se analisa os perfis de DGGE gerados, que néo
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diferenciaram os tratamentos, aliado ao fato de que esporos de G. clarum foram encontrados
no solo onde n&o ocorreu inoculagdo (SOUZA, 2010).

Tabela 8. Anadlise do BLAST de sequéncias obtidas das bibliotecas de raizes de milho,
crotaléria e batata-doce, inoculadas com 1800 esporos de G. clarum CNPABS, utilizando os
iniciadores Glomus A 1 1TS-2.®

Codigoclones”  Sequénciamais Acesso Similaridade (%)Y Cobertura (%)
similar

Bicl16/ Blcl24

B1cl36/B2cl1

B2cl18 / B2cl43 G. clarum FN423697 93-98 82 -99

B3cl9/B3cl16

B3cl28 / B4cl1l

B4cl25 / B4cl26

Blcl21 G. irregulare FJ009617 88 100

1. Disponivel em http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast no dia 24/08/2010.

2. B serefere a biblioteca das raizes, onde B1:Milho, B2: Crotaléria; B3: Batata-doce, cultivada em sucessdo ao
milho; B4: batata-doce cultivada em sucessdo a crotalaria. Cl se refere ao nimero da col6nia onde se obtiveram
0s clones.

3. Os E-values de todas as comparacdes foram iguais a zero.

4. Quando aparecem 2 valores separados por um— significa que a faixa de variac&o entre os clones.

4.5 Coloniza¢ao Micorrizica Intrarradicular

A colonizag8o micorrizica, avaliada aos 35 e 95 DAP para o primeiro ciclo e aos 80
DAP para o segundo ciclo do experimento, encontra-se na tabela 9. Independente da época de
coleta, cultura avaliada e dose de inoculacdo, todas as plantas apresentaram colonizagdo
elevada com valores superiores a 40% para praticamente todos os tratamentos, principal mente
na batata-doce cultivada em rotagdo ao milho e a crotalaria.

Foi observada resposta a inoculagdo para o0 milho e a crotalaria, uma vez que 0s
tratamentos inoculados foram superiores ao controle, com excegdo da segunda coleta da
leguminosa (Tabela9). Quando se compara os tratamentos dentro de cada cultura, verifica-se
gue, para o milho, o tratamento inoculado com 300 esporos proporcionou maior colonizagao,
porém esse sO diferiu estatisticamente dos outros inoculados na segunda coleta, sendo o Unico
gque aumentou entre coletas. Para o tratamento controle e o inoculado com 900 esporos a
colonizagdo micorrizica diminuiu da primeira para a segunda coleta, enquanto o tratamento
com amaior dose de inoculacdo ndo diferiu significativamente entre coletas (Tabela 9). Jana
crotalaria, para a primeira coleta, s foi observada resposta a inoculagdo a partir de 900
esporos. Um aspecto interessante foi que o Unico tratamento que apresentou elevagdo da
primeira para a segunda coleta foi o controle, que passou a ser o tratamento com maior taxa
de colonizac&o, enquanto o inoculado com 1800 esporos apresentou a menor taxa (Tabela 9).
Quando cada coleta é analisada como um todo, ou sgja, comparando a média geral dos
tratamentos, ndo houve diferenca significativa entre elas, para ambas as culturas (Tabela 9).
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Tabela 9. Colonizagdo micorrizica intrarradicular em plantas de milho, crotaléria e batata-
doce cultivada em rotacsio V.

1°Ciclo 2°Ciclo
Milho Batata-doce
Tratamentos* 12 Coleta 22 Coleta -
Colonizac80% Colonizac80% Colonizacao%
T1 42 a 38,16 a 55,33 ¢c
T2 48,16 b 51d 48,66 a
T3 46,66 b 44 b 51,33b
T4 47b 45,7 ¢ 50 ab
Média Gera 4595 A X 4471 A X 51,33BY
Crotalaria Batata-doce
T1 42 a 46,3 b 4533 a
T2 43 a 42,6 a 47,66 b
T3 45,66 b 44 a 47,66 b
T4 47b 43,6 a 53,33¢c
Média Geral 4441 A X 4416 A X 485B X

a—d —Compara entre colunas os tratamentos dentro de cada culturg;

A — B — Compara as médias gerais das culturas por coleta e com a cultura em rotacao;

X =Y —Comparaentre colunas as médias gerais coletas de uma cultura com outra;

* T1, T2, T3 e T4, representa o tratamento ndo inoculado e inoculado com 300, 900 e 1800 esporos de G.
clarum CNPAB / m linear, respectivamente.

Uma possivel explicacdo para os altos indices de colonizacdo no tratamento controle
pode estar relacionado com a presenca dos esporos de G. clarum e dos fungos nativos
existentes na area experimental (SOUZA 2010), indicando que esses microrganismos
indigenas sdo capazes de promover a colonizagdo de raizes dessa leguminosa, como também
demonstrado por ESPINDOLA (1996), que estudou a influéncia da adubac&o verde sobre a
simbiose micorrizica e a producéo de batata doce.

A avaliac8o da colonizacdo micorrizica em 2 épocas durante o cultivo do hospedeiro,
reside no fato de que, em geral, diferencas no potencial de inéculo de solos ou inoculantes,
sobre a taxa de colonizacdo radicular, sdo detectados no inicio do ciclo de crescimento das
plantas. Nesta fase, solos que apresentem maior potencial de inéculo proporcionam uma
colonizagdo primaria mais intensa. Posteriormente, com o desenvolvimento da colonizagdo
secundaria estas diferencas tendem a se igualar (WALKER & SMITH, 1984; FRANSON &
BETHLENFALVAY, 1989). Apesar disso, avaliando a colonizagdo micorrizica nas plantas
de milho e crotaléria, observase que ndo necessariamente as maiores dose de inoculante, ou
sgja, as que possuem maiores potenciais de inoculo, promoveram uma colonizacdo mais
intensa e que houve um aumento da diferenca entre os tratamentos na segunda coleta,
principal mente no milho.

A colonizagdo micorrizica na batata-doce aumentou em relacdo ao cultivo anterior,
sendo a rotagdo com a graminea a que proporcionou as maiores taxas de colonizacdo. No
entanto, para a batata-doce cultivada em rotagdo com o milho, ndo foram detectados efeitos
relacionados a inoculacdo, uma vez que o maior nivel de colonizacdo foi obtido nas plantas
cultivadas em parcelas que ndo receberam inoculagdo no cultivo anterior. Ja para a batata
doce em rotagdo com a crotadria, a colonizagdo aumentou de acordo com a dose de
inoculagdo recebida pela leguminosa. O aumento da colonizagdo a batata-doce pode estar
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relacionado ao estimulo que a rotagdo com milho e crotalaria possam ter dado ao nimero de
propagulos infectivos de FMA, como observado para a mandioca cultivada apds sorgo e
crotalaria, aém de outras culturas (DE SOUZA et a, 1999).

Mesmo a rotacdo com o milho proporcionando maiores taxas de colonizagdo na
batata-doce, quando comparada a rotagdo com a crotaldria, esse Ultima proporcionou
produtividades de biomassa fresca e seca de batata doce superiores aguelas al cangadas apés o
cultivo do milho (SOUZA, 2010), indicando que uma taxa de colonizacdo intrarradicular
maior Nao necessariamente implica em maior produtividade. Mesmo com o controle da planta
hospedeira sobre a taxa de colonizagdo micorrizica, essa parece ndo ter a capacidade de
controlar a colonizacdo por fungos ndo eficientes. Assm a taxa de colonizagdo indica
somente que a condic¢do edafoclimética e fisiol6gica da planta eram favoréveis a formagéo de
micorrizas, mas ndo indica o beneficio (MOREIRA & SIQUEIRA 2006; SMITH & READ
2008). Uma possivel explicacdo da superacdo da leguminosa em relacdo a graminea seria a
elevada capacidade no aporte de N e na ciclagem de P e K, disponibilizando estes nutrientes
para cultura subsequente.

Outro aspecto importante observado em relacéo a taxa de colonizagdo, foi que essa ndo
tem relagdo com o nimero de bandas detectadas no DGGE. 1sso pode ser exemplificado pela
primeira coleta do milho, onde, apesar do tratamento n&o inoculado ter apresentado o menor
niumero de bandas no DGGE e taxa de colonizagdo intrarradicular, a maior taxa de
colonizagdo se deu no tratamento que recebeu a menor dose de inoculante e que apresentou
nimero de bandas inferior aos tratamentos inoculados com 900 e 1800 esporos. Outro
exemplo é abatata-doce cultivada em rotacdo com o milho, onde o tratamento que apresentou
0 maior nimero de bandas foi o0 inoculado com 300 esporos, e em contrapartida apresentou a
menor taxa de colonizagao.
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5 CONSIDERA COES FINAIS

A utilizagdo de técnicas de ecologia molecular microbiana para estudos relativos aos
FMA tem se mostrado extremamente pertinente, uma vez que permitem estudar a diversidade
de FMA em amostras de campo, sendo desnecessdrias etapas de cultivo, além de possibilitar a
discriminacdo de espécies, devido a heterogeneidade entre copias do rDNA dos FMA. Esse
polimorfismo entre copias do rDNA foi utilizado para discriminaco de espécies do género
Glomus, inclusive a nivel de isolados. Os iniciadores utilizados nesse estudo permitiram a
amplificacdo especifica e eficiente das espécies de Glomus A e B, e o DGGE possibilitou uma
boa separacdo das espécies avaliadas, mostrando ser eficiente para avaliacdo da diversidade
deste importante género. Em relacdo ao experimento de campo, mesmo com a ndo
estruturacdo do padréo de bandas em relacdo as doses de inoculagéo, além da impossibilidade
de detectar o FMA inoculado pela técnica proposta, foi demonstrado, apesar da necessidade
de maiores estudos, que o0 DGGE pode ser uma ferramenta a ser utilizada para detectar
alteragbes temporais e espaciais na estrutura de comunidades de FMA do género Glomus,
podendo ser aplicavel a outros géneros. Também foram detectadas alteracfes na estrutura das
comunidades do género Glomus, com 0 plantio da batata-doce em sucessdo ao milho e a
crotaléria, independente da dose de inoculagdo, o que pode ser um indicio que a planta
exerceu maior influéncia sobre a comunidade de FMA que a inoculagdo. Em relacdo a
deteccdo e acompanhamento do FMA inoculado essa técnica de fingerprint nd0 se mostrou
adequada, umavez que o padréo do G. clarum ndo foi claramente identificado nas amostras, e
ndo houve separacdo dos tratamentos inoculados com diferentes doses de inéculo. A
comparagdo das sequéncias de raizes inoculadas com 1800 esporos de G. clarum CNPAB
com sequéncias depositadas no GenBank confirmou a presenca de G. clarum, porém, como 0
sequenciamento foi realizado somente nas raizes inoculados com 1800 esporos, aliado ao fato
de que G. clarum também foi detectado no solo onde ndo ocorreu inoculagdo, ndo podemos
afirmar que o FMA inoculado colonizou e persistiu no hospedeiro.

42



6 CONCLUSOES
Os iniciadores grupo-especificos (Glomus A e Glomus B) utilizados possibilitaram a
amplificacdo especifica e eficiente das espécies de Glomus A e B;

O DGGE testado possibilitou uma boa separacdo das espécies avaliadas a partir de
esporos, mostrando ser promissor para avaliacdo da diversidade do género Glomus;

O polimorfismo da regido V9 entre copias do rDNA dos FMA se mostrou Util na
discriminacdo de espécies do género Glomus, e aregido V9 mais a ITS, possibilitou que
essa fosse ao nivel deisolados, com excecdo das estirpes de G. etunicatum testadas

O DGGE é um método €ficiente para detectar alteracOes temporais e espaciais na estrutura
de comunidades de FMA do género Glomus;

O numero de bandas detectadas no DGGE ndo tem relacdo com a colonizagdo
intrarradicular.
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8 ANEXOS
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Dendrograma mostrando a similaridade (Jaccard-UPGMA) entre perfis de bandas de PCR-
DGGE referente a 12 coleta do milho submetido a diferentes doses de inoculagéo com G. clarum
CNPABS. A escala indica a similaridade entre perfis de bandas. NUmeros indicam o coeficiente
cofenético de correlagéo.



ANEXO B
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Dendrograma mostrando a similaridade (Jaccard-UPGMA) entre perfis de bandas de PCR-
DGGE referente a 22 coleta milho submetido a diferentes doses de inoculagdo com G. clarum
CNPAB5. A escala indica a similaridade entre perfis de bandas. NUmeros indicam o
coeficiente cofenético de correlacdo.
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ANEXO C
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Dendrograma mostrando a similaridade (Jaccard-UPGMA) entre perfis de bandas de PCR-
DGGE referente a 12 coleta de crotalaria submetida a diferentes doses de inoculagdo com G.

clarum CNPABbS. A escala indica a similaridade entre perfis de bandas. NUmeros indicam o
coeficiente cofenético de correlagéo.
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ANEXO D
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Dendrograma mostrando a similaridade (Jaccard-UPGMA) entre perfis de bandas de PCR-
DGGE referente a 22 coleta de crotalaria submetida a diferentes doses de inoculagdo com G.
clarum CNPABbS. A escala indica a similaridade entre perfis de bandas. NUmeros indicam o
coeficiente cofenético de correlacéo.
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Dendrograma mostrando a similaridade (Jaccard-UPGMA) entre perfis de bandas de PCR-
DGGE referente batata-doce cultiva em sucessdo a crotaléria submetidas a diferentes doses de
inoculagdo com G. clarum CNPABS. A escala indica a similaridade entre perfis de bandas.
Numeros indicam o coeficiente cofenético de correl agéo.
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Dendrograma mostrando a similaridade (Jaccard-UPGMA) entre perfis de bandas de PCR-
DGGE referente a batata-doce cultiva em sucessdo ao milho submetida a diferentes doses de
inoculagdo com G. clarum CNPABS. A escala indica a similaridade entre perfis de bandas.
NUmeros indicam o coeficiente cofenético de correl agcao.
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Tabela 9. Andlise de variancia da taxa de colonizagdo micorrizica em plantas de milho,
crotal&ria e batata-doce

FV Gl SO MS Fvadue Pr>F
Bloco 8.926 4.463 424  0.0204
Cultura 326.8 10893 103,55 [1.0001

2

3

Coleta 1 6.75 6.75 6.42  0.0148

Cultura* Coleta 1 29 29 2.76  0.1036
6

Dose (Coleta) 133.8 22.3 21.2  11.0001
Dose (Cultura* Coleta) 12 42731 356 33.85 [1.0001
Erro 46 48.39 1.05
Total Corrigido 71 954.876

Tabela 10. Contrastes pelo teste Tukey em plantas de milho e batata-doce cultivada em
rotacdo.

Contraste ¥ Valor do Contraste Probabilidade®
(M Col 1- NI /M Col 1- 300 esp) 6,16 1.0001*
(M Col 1- NI /M Col 1 - 900 esp) 4,66 7.0001%
(M Col 1- NI /M Col 1 - 1800 esp) 5 1.0001%
(M Col 1-300esp/M Col 1- 900 esp) 15 0.0799
(M Col 1-300esp/ M Col 1-1800 esp) 1,16 0.1703
(M Col 1-900esp/ M Col 1-1800 esp) 0,34 0.6925
(M Col 2- NI/ M Col 2 - 300 esp) 12,84 1.0001*
(M Col 2- NI / M Col 2 - 900 esp) 5,84 7.0001%
(M Col 2- NI / M Col 2 - 1800 esp) 7,54 1.0001*
(M Col 2-300 esp/ M Col 2- 900 esp) 7 7.0001%
(M Col 2- 300 esp/ M Col 2- 1800 esp) 53 1.0001*
(M Col 2 - 900 esp/ M Col 2 - 1800 esp) 1,7 0.0482*
(M Col 1- NI /M Col 2- NI) 3,84 1.0001%
(M Col 1-300esp/M Col 2- 300 esp) 2,84 0.0015*
(M Col 1-900esp/ M Coal 2-900 esp) 2,66 0.0026*
(M Col 1- 1800 esp/ M Col 2 - 1800 esp) 13 0.1274
(BDM NI / BDM 300 esp) 6,67 1.0001*
(BDM NI / BDM 900 esp) 4 7.0001%
(BDM NI / BDM 1800 esp) 533 7.0001*
(BDM 300 esp/ BDM 900 esp) 2,67 0.0026*
(BDM 300 esp/ BDM 1800 esp) 1,34 0.1182
(BDM 900 esp / BDM 1800 esp) 1 0.1182
(M Col 2- NI/ BDM - NI) 17,17 [1.0001*
(M Col 2-300 esp/ BDM - 300 esp ) 2,34 0.0077*
(M Col 2 - 900 esp/ BDM - 900 esp) 7,33 .0001*
(M Col 2- 1800 esp/ BDM - 1800 esp) 43 [1.0001*

1- X Col Y —Z, onde X se refere a cultura (M — Milho; BDM — Batata-doce em rotac8o ao milho), Y serefere a
coleta (Col 1 ou 2 — Coleta 1 ou 2) e Z a dose de inoculacdo (NI — N&o inoculado. 300, 900 ou 1800 esp —
inoculado com 300, 900 ou 1800 esporos de G. clarum CNPABDS, respectivamente).
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2-* Significativo a 5% no teste Tukey.

Tabela 11. Contrastes pelo teste Tukey em plantas de crotal&ria e batata-doce cultivada em
rotacao.

Contraste (1) Valor do Contraste  Probabilidade (2)
(CCol 1-NI/CCal 1-300esp) 0,97 0.2543
(CCol 1-NI/CCal 1-900 esp) 3,53 1.0001*
(CCol 1-NI/CCal 1-1800 esp) 4,97 11.0001*
(CCol 1-300esp/ CCol 1-900 esp) 2,56 0.0036*
(CCol 1-300esp/ CCol 1-1800esp) 4 11.0001*
(CCol 1-900esp/CCol 1-1800 esp) 1,44 0.0937
(CCol 2-NI/CCal 2 -300 esp) 3,57 0.0001*
(CCol 2-NI/C Cal 2 -900 esp) 2,23 0.0105*
(CCol 2-NI/CCal 2 -1800 esp) 2,57 0.0036*
(CCol 2-300esp/ C Col 2-900 esp) 1,34 0.1182
(CCol 2-300esp/ C Col 2-1800 esp) 1 0.2386
(CCol 2-900esp/ C Col 2 - 1800 esp) 0,34 0.6925
(CCol 1-NI/CCal 2-NI) 4,2 11.0001*
(CCol 1-300esp/ C Col 2-300 esp) 0,34 0.6925
(CCol 1-900esp/ C Col 2 -900 esp) 1,56 0.0678
(CCol 1-1800esp/ C Col 2 - 1800 esp) 3,34 0.0002
(BDC NI / BDC 300 esp) 2,43 0.0056*
(BDC NI / BDC 900 esp) 2,13 0.0143*
(BDC NI / BDC 1800 esp) 8 11.0001*
(BDC 300 esp/ BDC 900 esp) 0,3 0.7218
(BDC 300 esp/ BDC 1800 esp) 5,57 11.0001*
(BDC 900 esp/ BDC 1800 esp) 5,87 11.0001*
(CCoal 2-NI/BDC-NI) 0,9 0.2881
(CCol2-300esp/BDC-300esp) 51 71.0001*
(C Col 2-900esp/ BDC - 900 esp) 3,46 0.0001*
(C Col 2-1800esp/ BDC - 1800 esp) 9,67 11.0001*

1- X Col Y —Z, onde X se refere a cultura (C — Crotalaria; BDC — Batatadoce em rotacéo a crotaléria), Y se
refere a coleta (Col 1 ou 2— Coleta 1 ou 2) e Z adose de inoculagdo (NI — N&o inoculado. 300, 900 ou 1800 esp
—inoculado com 300, 900 ou 1800 esporos de G. clarum CNPABS, respectivamente).

2 - * Significativo a 5% no teste Tukey.
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Tabela 12. Contrastes pelo teste Tukey comparando plantas de milho e crotalaria.

Contraste Valor do Contraste  Probabilidade
(M Col 1-NI/CCoal 1-NI) 0,03 0.9684
(M Col 1-300esp/ C Col 1-300esp) 5,16 1.0001*
(M Col 1- 900 esp/ C Col 1- 900 esp) 11 0.1955
(M Col 1- 1800 esp / C Col 1 - 1800 esp) 0 1,000
(M Col 2- NI/ C Col 2-NI) 8,07 .0001*
(M Col 2- 300 esp/ C Col 2- 300 esp ) 8,34 1.000%
(M Col 2- 900 esp/ C Col 2- 900 esp) 0 1,000
(M Col 2 - 1800 esp / C Col 2- 1800 esp) 2,04 0.019*

1- X Col Y —Z, onde X serefere a cultura (C — Crotalaria; M - Milho), Y serefere a coleta (Col 1 ou 2 — Coleta
1 0u 2) e Z adose de inoculagdo (NI —N&o inoculado. 300, 900 ou 1800 esp — inoculado com 300, 900 ou 1800
esporos de G. clarum CNPABS, respectivamente).

2-* Significativo a 5% no teste Tukey.

Tabela 13. Contrastes pelo teste Tukey comparando a batata-doce em cultivada em rotacéo ao
milho e acrotaléria.

Contraste (1) Valor do Contraste  Probabilidade (2)
(BDM - NI / BDC - NI) 10 [1.0001*
(BDM - 300 esp/ BDC - 300 esp) 09 0.2881
(BDM - 900 esp/ BDC - 900 esp) 3,87 71.0001*
(BDM - 1800 esp / BDC - 1800 esp) 3,33 0.0002*

1- X = Z, onde X se refere a cultura (BDC — Batata-doce cultivada em rotagdo a crotalaria; BDM — Batata-doce
cultivada em rotacéo ao milho) e Z a dose de inoculagéo (NI — Nao inoculado. 300, 900 ou 1800 esp — inoculado
com 300, 900 ou 1800 esporos de G. clarum CNPABS, respectivamente).

2 - * Significativo a 5% no teste Tukey.
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