DETECCAO DE FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES EM RAIZES
DE CAFEEIRO E DE CROTALARIA CULTIVADA NA ENTRELINHA?
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RESUMO - Avaliou-se a ocorréncia de fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) no solo rizosférico e
nas raizes de cafeeil@dffea arabicd..) e deCrotalaria brevifloraDC., cultivada na entrelinha como

adubo verde. Amostras de solo rizosférico e raizes foram coletadas em julho de 1997, em parte de um
experimento de longa duracéo conduzido no campo pelo Instituto Agronémico do Parana, no municipio
de Mirasselva, PR. Determinou-se a diversidade de FMAs, por meio da identificacao morfolégica dos
esporos, a frequéncia de ocorréncia de populagbes de FMAs por meio da contagem direta de esporos no
solo, e a colonizagéo radicular. Extraiu-se DNA de raizes de cafeeiro colonizadas e ndo-colonizadas e de
esporos décaulospora longula Scutellosporailmorei, coletados na rizosfera, realizando-se a PCR
(“Polimerase chain reaction”) copnimersITS (“Internal transcribed spacer”) e comparando os perfis

de bandas obtidos. O cultivo de crotalaria na entrelinha do cafeeiro aumentou a concentragdo de esporos
de FMAs na rizosfera do cafeeiro. A crotalaria e o cafeeiro estimularam populacdes diferentes de
FMAs. O génerdAcaulosporgpredominou na rizosfera do cafeeir&@itellosporae Gigasporana

rizosfera da crotalaria. Usando técnicas moleculares, foi possivel caracterizar FMAs na rizosfera e nas
raizes colonizadas do cafeeiro. O fungo micorridicatellospora gilmorede ocorréncia comum em

cafeeiro e crotalaria, ndo foi encontrado colonizando as raizes do cafeeiro. O uso de técnicas moleculares
pode auxiliar no estudo da dindmica populacional de FMAs no campo.

Termos para indexa¢&0offea arabicaCrotalaria breviflorg relacéo planta-solo, rizosfera, simbiontes,
fungos.

DETECTION OF ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI IN ROOTS OF COFFEE PLANTS
AND CROTALARIA CULTIVATED BETWEEN ROWS

ABSTRACT - The sporulation and occurrence of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) was evaluated

in the coffee treegJoffea arabica..) andCrotalaria breviflora DC. rhizosphere and rootS. breviflora

was intercropped for green manure of the coffee plants. Samples of rhizosphere soil and roots were
collected in July of 1997 in a long-time experiment localized at the Instituto Agronémico do Parana
(IAPAR), in Mirasselva, PR, Brazil. The AMF diversity was determined through the morphologic
identification of spores, the AMF occurrence frequency by the direct counting of spores in the soil, and
the root colonization. To identify AMF in coffee roots, DNA from spores collected in the rhizosphere
and from colonized coffee roots was extracted and used for PCR (Polimerase chain reaction) with ITS
(Internal transcribed spacer) primers, comparing the obtained bands. The legume intercropping cultiva-
tion increased the spores concentration of AMF in the soil. Coffe€ amevifloraplants stimulated
populations of different AMF in their rhizospheré&xutellosporaspp. andGigasporaspp. were

more abundant at the legume rhizosphéwmaulosporaspp. occurred more often in coffee plant
rhizospheres. Using molecular techniques, it was possible to characterize AMF in the rhizosphere and
in the colonized roots of the coffee plargutellospora gilmoreiof common occurrence in coffee
plants ancC. breviflorg was not found colonizing the roots of coffee plants. Molecular techiniques can

be of great help in the study of AM fungal dynamics in the field.

Index termsCoffea arabicaCrotalaria breviflorg plant soil relations, rhizosphere, symbionts, fungi.
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patégenos e desencadear no hospedeiro diverso® objetivo deste trabalho foi estudar a

outros efeitos ainda néo de todo compreendidosesporulacéo, a freqliéncia de ocorréncia e a compo-
Esta simbiose € particularmente importante pasigdo das populagdes de FMAs na rizosfera do cafe-

o cafeeiro, porque este apresenta elevada depend#iy e daCrotalaria brevifloracultivada na entreli-

cia aos fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) iitha como adubo verde, e a colonizag&o radicular do

fase de producéo de mudas (Siqueira & Colozzi Fiafeeiro.

Iho, 1986). Entretanto, as informagdes sobre a ocor-

réncia de FMAs em cafeeiros ndo-inoculados em MATERIAL E METODOS

producédo mostram a predominancia de espécies in-

digenas de baixa eficiéncia simbictica (Fernandes, gste estudo foi realizado em amostras de solo rizosférico

1987; Balota & Lopes, 1996a). Espécies selecionadage raizes coletadas em um experimento de 12 anos de

eficientes normalmente nao ocorrem no campo (Lop@isracao, conduzido no campo pelo Instituto Agrondmico

et al., 1983), e quando introduzidas via inoculac¢ége Parana (IAPAR), no municipio de Mirasselva, PR, com

tém dificuldade de permanecer no agrossistemabijetivo de estudar os efeitos do cultivo intercalar de

(Balota & Lopes, 1996b). Por meio do manejo daslubos verdes sobre as propriedades do solo e a produti-

culturas é possivel aumentar o potencial de in6culigade do cafeeiro.

natural do solo (Baltruschat & Dehne, 1988) e a di- O experimento fo? ins}glado emuma area de Lat_ossolo

versidade de espécies de FMAs, promoVendoVQrmelho-Escuro distréfico (LEd), onde se cultiva o

sustentabilidade do agrossistema (Bethlenfalvayt‘zi‘fﬁeiéo ‘Catual A;marelo.’ nas ”nh?s princrais, € nas en-
Linderman,1992). relinhas, as leguminosas leucen elﬁcaena

O estudo de ocorréncia e dinamica das pc)pu&?ucocephaIaBenth.), Crotalaria spectabilisRoth,

~ . . "€ brevifloraDC., mucuna-cinzentéStizolobium cinereum
¢6es de FMAs no solo € um desafio, dada a dificy; o, ¢ Tracy) mucuntfané Sfizolobium
dade de identificacao destes fungos, tanto livres BQeringianurrBort.)‘, amendoim-cavalo(Arachis

solo como no interior das raizes. Estudos com CU'Wpogead_.), e caupi Vigna unguiculateEndl.) para fins
ras-armadilhas sao dificeis de serem executadogjeadubacio verde. Como controle, cultiva-se o cafeeiro
muitas vezes fornecem resultados néo-conclusivesnduzido no limpo. O delineamento experimental foi o
Este desafio, entretanto, est4 sendo vencido comeblocos ao acaso, com trés repeticdes.
auxilio de novas técnicas de biologia molecular. Es- No presente estudo, avaliou-se a micorrizagéo apenas
tas técnicas tém permitido identificar fungos a partios tratamentos sob efeito do cultivo @abreviflorg
de esporos coletados diretamente do campo e téipRsiderando-se os efeitos positivos do cultivo desta
bém identificar FMAs colonizando raizes de plantal§guminosa sobre a esporulacdo e a diversidade de espécies
Andlises de fragmentos de restrico de DNA ampﬁ-e FMAs, conforme relatados por Colozzi Filho (1999).
ficados por PCR (Polimerase chain reaction) constity2'2 2nto, ém julho de 1997 coletaram-se amostras de
em uma ferramenta poderosa que permite a detecsalo e deraizes, na Ilnha de cafeel_ro conduzido com cultivo
. . 'p ,_q P P ¥ft8rcalar deC. breviflora na linha de cultivo da
de moléculas de aC|dos_ nucléicos especificos pres nbreviflora,e na linha de cafeeiro conduzido sem cultivo
tes em pequenas quantidades (Steffan & Atllffls’ 19913@rcalar (controle), constituindo trés tratamentos.
tem sido aplicada com sucesso na identificacdo degm cada local de amostragem foram coletadas trés amos-
FMAs. O uso da PCR coprimersque flanqueiam a tras compostas (uma por bloco) contendo aproximada-
regido gendmica do ITS (Internal transcribed spaceiignte 1 kg de solo rizosférico e raizes. As amostras foram
(Redecker et al., 1997) ou mespnionersespecificos compostas por quatro subamostras coletadas na profun-
como os desenvolvidos paBlomusmosseae didade de 0 a 20 cm. No cafeeiro, as subamostras foram
(Lanfranco et al., 1995) e paBautellosporaastanea coletadas em quatro pontos equidistantes sob a projecéo
(Zeze et al, 1996), tem permitido a identificaca8? copa € orientados para as diregbes norte, sul, leste e
taxondmica destes fungos sem os problemas de vapgste- Na linha de plantio da crotalaas subamostras
cBes nos caracteres morfolgicos que dificultamf%{am coletadas em lados alternados (direito e esquerdo).

taxonomia tradicional. Estas técnicas também tém sigo . . ~ .

. . . .. IStorico da area e conducéo do experimento a campo
aplicadas como ferramenta auxiliar para a identificacao
de FMAs internamente as raizes (Bonito et al., 1995; O experimento foi instalado em 1988. O cafeeiro foi

Edwards et al., 1997). cultivado no espacamento 4,0 x 2,0 m por cova de duas
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plantas e cada parcela possuia 32 covas (4 linhas dee8trifugados em agua a 3.000 rpm, por trés minutos e em
covas), sendo as 8 covas centrais a area Util da parcsdearose 50% a 2.000 rpm, por 2 minutos. Apoés a extra-
Anualmente, as leguminosas foram semeadas na primgi&a dos esporos, estes foram lavados por quatro vezes em
quinzena de outubro, sendo que a densidade de semefges destilada estéril e entdo submetidos ao ultra-som por
variou de acordo com a espécie. Por ocasido da floracdd,segundos, na poténcia maxima, para eliminar esporos
qgue ocorre em épocas diferentes para cada espécievaedsos e também particulas de solo e microrganismos
leguminosas foram cortadas, deixando-se os residuos antmmtaminantes aderidos superficialmente. Em seguida
toados na area para cobertura do solo e decomposi¢amam lavados por quatro vezes em agua destilada estéril.
No controle foram feitas capinas manuais durante o ano,Para as determinac¢des qualitativas (identificacdo de
sempre que necessario. espécies) e quantitativas (contagem), os esporos foram
Para correcdo da acidez do solo, foram realizadas dtisados com PVL (Polivinil-alcool) em laminas microsco-
calagens na area: a primeira, por ocasido da instalacd@b@as e observados em microscopio Optico composto.
experimento, e a segunda, em 1997. Em ambas foram agilidentificacao das espécies foi feita com base em critérios
cadas duas toneladas de calcéario dolomitico por hectamorfoldgicos, conforme Schenck & Perez (1987) e Morton
Anualmente, entre os meses de setembro a marco,8oBenny (1990).
ram realizadas fertilizacdes com NPK sob a projecéo da Para extracéo de DNA, esporosfaaulospordongula
copa do cafeeiro, de modo a fornecer por cova 400 g ei8cutellospora gilmorebbservados na rizosfera do cafe-
sulfato de aménio, 60 g de superfosfato triplo e 100 g d&o, foram obtidos em uma nova extragao e separados por
cloreto de potassio, com aplicages de N e K parceladspécie do restante da populacdo de FMAs, sob micros-
em quatro e duas vezes, respectivamente, e o P aplicadipio estereoscépico (aumento de 80x) com luz refletida.

em dose Unica. Os esporos foram selecionados pela aparéncia externa,
considerando-se a coloracdo uniforme, forma globosa
Caracterizacdo quimica das amostras de solo regular e auséncia de solo aderido externamente. Esporos

Do material amostrado (solo e raizes), 100 g de sigm caracteristicas discrepantes foram descartados.
foram utilizadas para analises quimicas de rotina (pH, C, O DNA foi extralgo medlgr_]te a que_bra de_um un~|co
P, K, Ca, Mg e Al). Os resultados estdo apresentados%QOrO em 5 pL de agua estéril, garantindo a liberacdo de

Tabela 1. O pH foi determinado em solugdo de gadpdo seu conteldo na 4gua para formacao do extrato cru,
0,01 mol .. P e K foram extraidos pelo extratordue foi rapidamente colocado no mix para a reagdo de PCR.

Mehlich-1. Os teores de P foram determinados p@ajzes
colorimetria, e os de K, por fotometria de chama. Ca, Mg

e Al foram extraidos com KCI 1 motLe determinados . . . L.
. . a . . Raizes do cafeeiro foram separadas do solo rizosférico
por titulometria. O carbono orgéanico foi extraido com

N2,Cr,0; 2 mol L+ H,SQ, 5 mol L e determinado por & agua corrente, e lavadas. Para a determinacao da coloni-
colorimetria. zacao radicular por FMAs, as raizes foram aq_u_emd?s a
60°C em KOH 10% por 10 minutos, para clarificacao;
lavadas em agua destilada quatro vezes; acidificadas com
HCI 1% por 2 minutos; e fervidas por 10 minutos em
solucéo de glicerol &cido e azul de tripano 0,05% (Phillips
Os esporos foram extraidos do solo por peneirame@dayman, 1970). A determinacéo da porcentagem de co-
umido, conforme Gerdemann & Nicolson (1963) éonizacgao radicular foi feita em microscépio estereoscopico,

Esporos de FMAs

TABELA 1. Caracteristicas quimicas do solo cultivado com cafeeiro €dgffea arabical.) e com crotalaria
(Crotalaria breviflora DC.) cultivada na entrelinha como adubo verde. Média de trés repeticdes.

Local pH Carbono P K Ca Mg Al
orgéanico
(Okg") - (Mg dnt®) --m- e (cmol. dn®) ------------
Cafeeiro sem crotalaria 3,9 8,0 29,5 0,18 0,70 0,45 0,58
Cafeeiro com crotalaria 3,9 7,9 28,5 0,17 0,70 0,48 0,60
Crotalaria 511 8,0 4.8 0,21 1,90 1,14 0,00

1 Amostras coletadas na projegdo da copa do cafeeiro e na linha de cultivo da crotalaria, na profundidade de 0 a 20 cm.
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pelo método da placa quadriculada, segundo Giovannéts a 50°C para anelamento, 1 minuto a 72°C para exten-
& Mosse (1980). sé&o e 5 minutos a 72°C para extenséo final. Em todos os
Para tentar conhecer se esporos de ocorréncia rizosfégicperimentos foram usados tratamentos-controle, em que
comum colonizam ambas as plantas, quando cultivadas)dé@ahum DNA foi colocado. Todos os tubos e materiais
modo intercalar, selecionaram-se raizes do cafeeiro culiiilizados na composi¢do das solugdes e no manuseio fo-
vado com crotalaria na entrelinha, para, por meio da extram esterilizados.
¢éo do DNA e amplificacé@o coprimersITS, tentar obter  Os produtos obtidos foram separados por eletroforese
correspondéncia entre o padréo de bandeamento de DéYAgel de agarose 1,4%. Os fragmentos de DNA resultan-
dos FMAs que colonizavam as raizes e o padréo de bgs-foram visualizados mediante coloragdo com brometo
das obtido do DNA extraido de esporos na rizosfera. Ugle etideo e fotografados sob luz U.V.
lizaram-se 50 mg de raizes colonizadas e 50 mg de raize®s dados de producdo de esporos foram tabulados e

néo-colonizadas coletadas nas amostras compostas regigtisados segundo sua distribuigéo de freqiiéncia.
sentativas de cada repeti¢do, para extracao do DNA.

As raizes foram selecionadas em microscopio composto, -

sendo a colonizacdo evidenciada pela presenca de RESULTADOS E DISCUSSAO

arbusculos ou vesiculas coradas em azul de tripano.

Na selecéo procurou-se amostrar diferentes tipos de micéliop ocorréncia, a esporulagédo no solo e a freqiién-
interno (fino e grosso) ou a presenca de vesiculas. O DN de ocorréncia de FMAs na rizosfera do cafeeiro e
foi extraido segundo metodologia proposta por Bonito et gk C. previflora sio apresentadas na Tabela 2. Fo-
(1995), onde, para a retirada de agua, as raizes foraf, opservadas dez espécies de FMAs na area, sen-
centrifugadas a 12.009 durante 1 minuto e entao, yq cinco no cafeeiro com crotalaria, cinco na crotalaria
maceradas em 800 uL de tampao de extra¢ao (TriSzete no cafeeiro sem adubo verde. No cafeeiro com

HCI 1M, pH 8,5). Ao extrato foi adicionada a resing,i»14ria ocorreranscutellospora gilmorei

. o | .
Chelex 100, a uma concentracao final de 5% do volume %aulospora scrobiculata  A. longula

tampdo de extragdo. A mistura foi homogeneizada em vorteX . .
aulosporasp. eGlomus diaphanugcom maior

e entdo fervida em banho-maria por 15 minutos. Aresi N ~ | 0
e os fragmentos das raizes foram removidos p8forréncia de esporos do génaoaulosporg60%

centrifugacéo a 12.0apor 30 segundos, coletando-se §0Pre O total). Na crotalaria, a populagéo foi com-
sobrenadante. O material coletado foi imediatamente utfiosSta porS. gilmorej Gigaspora margarita
zado ou armazenado a -20°C. Para a PCR foram fefasdecipiensA. scrobiculatee A. appendiculacom
séries de diluigbes em agua com concentracdes de 1:10&ior freqiiéncia de ocorréncia de esporos dos gé-
1:10.000 (vol:vol). nerosScutellospora e Gigaspora que, somados,
representaram 81% do total (Tabela 2). No cafeeiro
sem adubo verde, foram observadagilmorej

S. heterogamaA. scrobiculata, A. longula

Areacgédo da PCR consistiu de 5 pL do extrato cru cdﬁi appendiculaA. spinos G. diaphanumsendo

tendo DNA de esporos ou raizes, adicionados ao mix pg}cdaulospora) género de maior frequiéncia (61%).
um volume final de 50 pL. A concentracdo final na reagio A+ SPiN0sa  S. heterogama A. longula
foi de 125 uM de cada dNTP, 20 pmol de cpdmer, Acaulosporasp. €G. diaphanunioram observadas
7,5 mM de MgGl, 1,5 unidades de Taq polimerase Goldstd°Mente em cafeeiro, semidongulacom frequén-
(Eurogentecy Seraing, Bé|g|ca), sendo 0 tampéo fcgrl_a de ocorrencia SuperIOI’ a de tOdOS 0S Ou'FrOS com-
necido com a enzima e usado nas concentracdes ddp0entes das populacdes (36,3%)margaritae
forme indicacdes do fabricante. @gmers ITS 4 G. decipiengoram observadas apenas na crotalaria.
(5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') e ITS 5 (5'- Entretanto, nesta, a espécie de maior ocorréncia foi
GGAAGTAAAAGTCGTAACAA GG-3') (MWG- S. gilmorei(45,3%), que também foi observada no
Biotech, Ebersberg, Alemanha) foram utilizados combingafeeiro com até 19,3% de frequéncia de ocorréncia
dos. (Tabela 2). A esporulacéo dos FMAS na rizosfera do
O DNA ribossomal da regido ITS foi amplificado pocafeeiro com adubo verde e na rizosfera da crotalaria
um termociclador Perkin-Elmer System 2400, programé&i maior que no controle.
do para 95°C por trés minutos para desnaturagéo inicial,Os produtos da PCR de DNA genbémico de
40 ciclos de 1 minuto a 94°C para desnhaturacgéo, 40 seghiniongulg observado apenas na rizosfera do cafe-

PCR de esporos e raizes
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TABELA2. Ocorréncia, esporulagdo no solo (E) e freqiiéncia de ocorréncia (# fungos micorrizicos
arbusculares em solo cultivado com cafeeir@pffea arabical.) intercalado ou ndo com crotalaria
(Crotalaria breviflora) cultivada na entrelinha como adubacgéo verde, em experimento de longa
duracéo conduzido no campo. IAPAR, Mirasselva, PR. Média de trés repeticdes.
Fungos Cafeeiro com crotalaria Crotalaria Cafeeiro sem crotalaria
micorrizicos E F (%) E F (%) E F (%)
Scutellospora gilmorei 26 19,3 48 45,3 3 4,9
S. heterogama - - - - 3 4,9
Gigaspora margarita - - 9 8,5 - -
G. decipiens - - 29 27,3 - -
Acaulospora scrobiculata 26 19,3 9 8,5 3 4,9
A. appendicula - - 11 10,4 7 11,3
A. longula 49 36,3 - - 13 21,0
A. spinosa - - - - 14 22,3
Acaulosporasp. 6 4,4 - - - -
Glomus diaphanum 28 20,7 - - 19 30,7
Total 135 100,0 106 100,0 62 100,0
1 Numero de esporos 5¢ gle solos.
2 Porcentagem de ocorréncia sobre o total de esporos observados.
eiro, e deS. gilmorej observado na rizosfera das 1 2 3 4 5 6 7 8
duas plantas mas com freqiiéncia de ocorréncia mai-= H o A g g e

or na crotaléaria, sdo apresentados na Fig. 1. Obser- *
vou-se fragmentos de DNA de peso molecular dife-
rentes nas duas espécies de FMAs estudadas
A. longulaapresentou fragmentos amplificados de
aproximadamente 580 bases pares () gdmorej

de aproximadamente 540 bp. As amplifica¢des obti-
das de esporos diferentes da mesma espécie de FM/
apresentaram bandas com o mesmo peso molecular
mas de intensidades diferentes (Fig. 1).

Testes de diluicdo com extratos crus, obtidos de
fragmentos de raizes de cafeeiro colonizadas e néo-
colonizadas mostraram que, no extrato obtido e nas
condigdes do experimento, a melhor diluicdo para a
obtencao de produtos de amplificacdo de PCR usaay bp
doprimersITS 4 e 5 foi a diluigdo 1:100 (Fig. 2). En-
tretanto, a frequéncia de amplifica¢des positivas foi
baixa. Extratos n&o diluidos ou diluidos de 1:1000
ndo apresentaram amplificagBes. Em todos os PCR
realizados, ndo se observaram amplificacdes em ex-
tratos de raizes ndo-colonizadas e na testemunhe
(sem DNA). FIG.

Produtos da amplificacéo de fragmentos de DNA
de esporos d@. longulae de raizes de cafeeiros
colonizadas, usandwimersde ITS 4 e 5 combina-
dos, mostraram padrao de bandeamento semelhan-
te, e este padréo foi diferente do observado nos
esporos d&. gilmoreiFig. 3). Fragmentos de DNA

Pesq. ag

i S e -

Produtos de amplificacéo de PCR comprimers
ITS 4 e 5 combinados, usando trés diferentes
extratos crus obtidos de esporo Unico de fun-
gos micorrizicos arbusculares. Linha 1,
marcador molecularA digerido com Hindlll;
linhas 2 a 4,Acaulospora longulalinhas 5 a
7, Scutellosporagilmorei; linha 8, Controle.
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FIG.2. Produto da amplificagdo de PCR usando os Qh&&% S , 4

primers|ITS 4 e 5 combinados, obtidos de ex-

trato cru de raizes de cafeeiro colonizadas FIG. 3.
ou nao, em diferentes dilui¢des (vol.:vol.).

Linha 1, marcador molecularA digerido com

Hindlll; linha 2, raizes colonizadas (C) sem
dilui¢éo; linha 3, C 1:10; linha 4, C 1:100;

linha 5, C 1:1000; linha 6, ndo-colonizada

(NC) sem diluicao; linha 7, NC 1:10; linha 8,

NC 1:100; linha 9, NC 1:1000; linha 10, Con-

trole (sem DNA e sem dilui¢&o).

Produto de amplificacdo de PCRs obtidos de
extrato cru de esporo Unico de fungos
micorrizicos arbusculares e de raizes de ca-
feeiro colonizadas ou néo, usando @simers
ITS 4 e 5 combinados. Linha 1, marcador
molecular A digerido com Hindlll; linhas 2 e

3, Acaulospora longula linhas 4 e 5,
Scutellospora gilmoreilinhas 6 e 7, extrato
de raizes colonizadas (dil. 1:100); linhas 8 e
9, extrato de raizes ndo colonizadas (dil.
1:100); linha 10, Controle (sem DNA e sem
diluicao).

amplificados deA. longulae de raizes colonizadasestruturas fangicas (esporos, células auxiliares
apresentaram aproximadamente 5808bgilmorei vesiculas e fragmentos de hifas) presentes no solo,
apresentou segmentos amplificados de aproximadiares ou associadas a matéria organica ou agrega-
mente 540 bp, portanto diferente das raizes colonizips, capazes de infectar plantas, promover coloniza-
das, o que comprova qBe gilmorenao colonizava ¢ao radicular e estabelecer micorrizas. Monoculturas
as raizes do cafeeiro amostradas. Nestas raizesmbiongadas diminuem o potencial de in6culo natu-
servou-se também uma segunda banda, de pesodo solo e a diversidade de espécies de FMAs.
molecular ligeiramente superior ao observado r&egundo Johnson et al. (1992), monoculturas conti-
A. longula Raizes nao colonizadas e a testemunhaas tém efeito negativo sobre o potencial de in6culo
sem DNA néo apresentaram amplificacéo. de FMAs, porque geralmente selecionam espécies
O cultivo de leguminosas altamente micorrizicamais adaptadas ao agrossistema, mas de eficiéncia
pode aumentar o potencial de inéculo de FMAs reimbioética menor. Smith (1980) observou reducéo no
solo, tanto da regido do cultivo como também dmtencial de indculo de FMAs apo6s cultivo perma-
areas vizinhas, e isto pode ser particularmente imente com trigo. Entretanto, este efeito se reverteu
portante em situacdes de monocultivos permanagradualmente apés trés rotagGes na area com pasta-
tes, como é o caso do cultivo do café e de citraggens. Baltruschat & Dehne (1988) relatam efeito se-
Potencial de in6culo natural do solo é o conjunto aeelhante sobre o potencial de indculo de FMAs em
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solos cultivados continuamente com trigo. Neste tra- Além de caracteristicas de solo, a compatibilida-
balho, os autores relatam também que o uso de ade-entre os simbiontes precisa ser considerada como
bacdo verde com plantas n&o-micorrizicasn fator decisivo para a micorriza¢éo e a permanén-
(Brassica napug Rhaphanus sativligeve efeito cia do fungo no agrossistema. Segundo Abbott &
negativo ainda maior sobre o potencial de inécuRobson (1991), a abundancia de fungos micorrizicos
de FMAs. Os resultados do presente trabalho mas ecossistemas naturais esta relacionada ao nivel
tram que o cultivo d€rotalaria breviflorana en- de infec¢éo das raizes das plantas, bem como a abun-
trelinha de plantio do cafeeiro aumentou a densiddéncia de espécies de plantas, o que sugere a ocor-
de de esporos de FMAs, tanto na entrelinha quaméncia de associacdes preferenciais entre fungo e
na linha de plantio do cafeeiro. E possivel que estespedeiro. Costa (1993), estudando soja e milho
aumento na concentracdo de esporos possibilite tamakivados em monoculturas ou rotacao, observou
bém aumentos no potencial de in6culo natural eoudancas quantitativas e qualitativas na comunida-
solo. Entretanto, isto n&o foi avaliado neste expede de FMAs relacionadas as plantas hospedeiras.
mento. S. coralloidesS. calospora S. heterogaméoram

Os efeitos de varidveis edaficas, principalmentdbservadas apenas na rizosfera de milho em
pH e disponibilidade de P, Ca e Mg, tém sido amplaronocultura, sendo eliminadas do solo quando a
mente citados como importantes sobre a ocorrénsiga foi cultivada em rotagd@. ramisporophordoi
de FMAs, sua germinacéo no solo e colonizacdo faorecida pela soja cultivada em monocultéa
plantas (Siqueira et al., 1989; 1990). Entretanto, a dengulando apresentou preferéncia de hospedeiro,
terminacéo de correlacdes entre ocorréncia de FMAgsao foi afetada pelo manejo. No presente trabalho
e estes fatores é dificil. O que se observa nos trafimam observadas diferengas qualitativas na ocor-
Ihos de levantamento séo tendéncias de ocorréngi@scia de FMASG. margaritaeG. decipienscorre-
de FMAs em func¢é&o de algumas variaveis de solam apenas na crotalarf, heterogama. spinosa
Por exemplo, Siqueira et al. (1989), estudando a océicaulosporasp., G. diaphanume A. longulaape-
réncia de FMAs em agro e ecossistemas, relatamas no cafeeiro, sendo este Ultimo observado com
tendéncia a ocorrerem espéciefdaulosporeem 36,3% de frequiéncia de ocorréncia. Por outro lado,
solos com pH inferior a 6,5, e comportamento varié. scrobiculataA. appendiculasS. gilmoreiforam
do em relacdo ao teor de P disponi@fasporas observadas tanto na crotalaria como no cafeeiro
foram observadas em faixa de pH mais ampla, e noedtivado adjacente, 8. gilmoreiocorreu com
nor concentracdo de P disponivelGdomus frequéncia de 45,3% na crotaléria e 19,3% no cafeei-
etunicatunrocorreram predominantemente em solags (Tabela 2). A maior diversidade de espécie de
com pH maior que 6,5 e concentrag&o de P acimafldAs observada no cafeeiro sem adubo verde pode
12 mg/kg. ser explicada pela presenca de invasoras que cres-

No presente trabalho néo foram observadas reteam na area, entre uma capina e outra, estimulando
¢cOes claras entre as variaveis de solo e a ocorréreisdAs diferentes. Como a maioria destas invasoras
de FMAs. Espécies d&lomus diaphanuppor exem- sdo gramineas, geralmente de sistema radicular agres-
plo, tradicionalmente citadas como de baixa tolerasivo, elas favorecem a micorrizacéo e possibilitam
cia a acidez, ocorreram preferencialmente na rizosfenae diferentes espécies de FMAs se mantenham no
do cafeeiro, onde o pH observado foi de 3,9. Por ousolo, aumentando sua diversidade.
lado, Gigasporasfrequientemente citadas como de Por meio da andlise de fragmentos de restricdo de
ocorréncia em solos de maior acidez e baixo P, octFS amplificados pela PCR foi possivel saber que
reram preferencialmente nas parcelas cultivadas c&ngilmorej embora presente na rizosfera do cafeei-
crotaléria, onde a acidez do solo observada foi nte, ndo estava de fato colonizando suas raizes.
nor (pH = 5,1). Por outro ladécaulosporagoram A analise de fragmentos de restricdo de ITS tem sido
observadas no cafeeiro e crotaléria, independent#ada como uma valorosa ferramenta para caracteri-
mente da acidez e do teor de P disponivel, o quagdo de fungos (Gardes et al, 1991; Lee & Taylor,
confirma sua maior adaptabilidade a diferente992; Zambino & Szabo, 1993; Henrion et al., 1994) e
agrossistemas. também deGlomales na qualidade de género ou

espécie (Redecker et al., 1997). kdamalesentre-
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tanto, as sequéncias de ITS tém se mostrado emcalqueS. gilmorej apesar de ocorrer na rizosfera do
guns casos heterogéneas, como por exemplo eafieeiro, ndo se estabeleceu efetivamente nas suas
esporos d6&. mosseagSanders et al., 1995; Lloyd-raizes. E possivel que. gilmoreitenha sido
MacGilp et al., 1996) €igasporasp. (Redecker et al., introduzida na rizosfera do cafeeiro através das raizes
1997). Por isso , tem sido também sugerido o usodie crotalaria ou de invasoras (tratamento controle)
primersde ITSespecificos (Abbas et al., 1996). Enerescidas na entrelinha, que se estenderam até a re-
tretanto, com@. gilmoreifoi aGinicaScutellospora giéo de crescimento radicular do cafeeiro em busca
observada no cafeeiras diferencas no padrdo dele maior disponibilidade de P. Entretanto, a hipotese
bandasobservadas foram suficientes para se podée quesS. gilmoreiesteja presente nas raizes do ca-
concluir queS. gilmoreindo estava colonizando ageeiro em concentragdes tdo baixas que nao pude-
raizes do cafeeiro, sem a necessidade de anali€es ser detectadas pela amostragem, precisa ser con-
complementares usangamersespecificos. siderada. Contudo, a auséncia de colonizagdo
No estudo de raizes, testes preliminares das am@etectavel d&. gilmoreino cafeeiro mostra sua bai-
tras de extrato de raizes de cafeeiro, colonizadasx@capacidade competitiva por sitios de colonizagéo
nao, indicaram a necessidade de diluigdes e do tgoraiz do cafeeiro, em condicbes de campo.
da resina Chelex. Diluicbes sdo procedimentos As evidéncias de que FMAs multiplicados em
freqiientemente utilizados em PCR para tentar otimiZar brevifloraestéo presentes na rizosfera do cafeei-
arelacaprimer. concentracéo de DNA, para que o0&, mas ndo estdo efetivamente colonizando suas
sitios de anelamento se adeqiiem a concentragadaiees, mostram a importancia de se conhecerem as
primersutilizada. DiluicBes de amostras também s@ppulacdes destes fungos que determinada espécie
eficientes em eliminar inibicées da PCR por substae planta pode estimular, quando se pensa em bene-
cias fendlicas, polissacarideos ou &cidos hamicdios do pré-cultivo ou cultivo intercalar como prati-
que tém sido freqiientemente encontrados em asgd-de manejo para aumentar o potencial de inéculo
ciacdo com DNA de tecidos de plantas e associadigural destes fungos no solo.
com inibicdes da PCR (Egger & Sigler, 1993; E possivel que o uso de seqléncias de ITS
Bentivenga & Morton, 1994). Chelex é uma resin@mplificadas de extratos de raizes colonizadas usan-
catidnica capaz de eliminar contaminantes de sél@ PCR erimersespecificos para FMAs possibilite
capazes de inibirem a PCR. O uso do Chelex, ass@cfkaracterizacdo das populagdes ativas destes fun-
ado as diluicBes, foi suficiente para eliminar ess88S N0 campo, e permita uma melhor compreenséo das

inibicGes. relacdes fungo-planta-solo e sistemas de producéo.
SomenteA. longulafoi detectada em amostras
de raizes de cafeeiro contendo 68% de colonizagéo. CONCLUSOHES

A. longulaeS. gilmoreinunca foram detectadas em
segmentos de raizes néo-colonizadas e no controleg o cafeeiro e a crotalagatimulam populagdes

Produtos nao-especificos, entretanto, foram ampliffiterentes de fungos micorrizicos arbusculares na
cados nas amostras de raizes C°|°”'Zad§§arizosfera.

A presenca destes produtos de DNA em raizes colo-, a amplificacéo de fragmentos de DNA através

nizadas sugerem a presenca de outra especieyd@cR mrimersITS possibilita a caracterizagéo de

FMAS’,O.U entao, que qEImersnao foram taxon: fungos micorrizicos na rizosfera e nas raizes do cafe-
especificos e puderam amplificar DNA nao

: o . ““eiro.

) rv n ? - — o

micorrizico. Entretanto, essas observagdes ndo 1o 3. Técnicas moleculares auxiliam no estudo da
ram estudadas.

X ~ . : dindmica populacional de fungos micorrizicos
A colonizacdo de raizes do cafeeiro por .
fbusculares em agrossistemas.

A. longulg detectada pela PCR, ja era esperada G
vido & alta freqiiéncia de ocorréncia de esporos des-

te fungo observados na sua rizosfera. Entretanto, a AGRADECIMENTOS

néo-colonizag&o do cafeeiro rgilmorej eviden-

ciada pela auséncia de bandas especificas deste furAos pesquisadores Dr. R. Hampp, Dr. U. Nehls e
go nas raizes do cafeeiro, surpreendentemente indi-Breuninger, do Instituto de Botanica da Eberhard-
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Karls-Universitat, Tibingen, Alemanha, pelo auxili®@ONITO, R.D.; ELLIOT M.L.; DES JARDINS, E.A.
na execug&o da parte do trabalho relacionada a apli- Detection of an arbuscular mycorrhizal fungus in
cacéo das técnicas de biologia molecular aos fungos "0°ts of different plant species with the P@@plied
micorrizicos; & professora Dra. Sandra Maria Gomes 3%‘1 i“‘z’ggggg%a' 1“;“905f0b'0|09y. Washington,
da Costa, da Universidade Estadual de Maringa,em '™ ' '
Maringa, PR, pela identificacdo dos fungo§€OLOZZI FILHO, A. Dinamica populacional de fun-
micorrizicos; aos colegas Oswaldo Machinesk, 90s micorrizicos arbusculares no agrossistema
Aresmundinei Dias e Clarice Correia André, funcio- ~ cafeeiro e adubacdo verde com leguminosas.
nérios do Laboratério de Microbiologia do Instituto - racicaba : ESALQ, 1999. 106p. Tese de Doutora-
Agronémico do Parana, pelo auxilio na execucéo dos
trabalhos relacionados ao campo. COSTA, S.M.G. daFungos micorrizicos arbusculares
em monoculturas e rotagbes de milhoZea
-~ maysL.) e soja Glycine max(L.) Merrill). Rio
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