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Resumo

MOREIRA, Bruno Coutinho, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2011. Fungos micorrizicos arbusculares em rizosfera
de pinh&o-manso. Orientadora: Maria Catarina Megumi Kasuya.
Coorientadores: Denise Mara Soares Bazzolli e Sidney Luiz Stlrmer.

A cultura do pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) é considerada uma
importante fonte de matéria-prima para produgao do biodiesel. Esta espécie
possui uma alta adaptabilidade ecoldgica, permitindo seu crescimento em
uma grande variedade de condigdes ambientais, podendo ter um bom
desenvolvimento tanto em regides tropicais secas quanto em zonas
equatoriais umidas. Regidées onde a cultura do pinhdo-manso esta sendo
implantada apresentam um elevado numero de esporos de fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs) e as plantas apresentam relagdes
benéficas nas associa¢gdes com estes fungos. O objetivo deste trabalho foi
realizar um levantamento das espécies de FMAs em associacdo com
diferentes acessos de pinhdo-manso, bem como comparar a diversidade
desses fungos quando esta cultura € submetida a diferentes condi¢des
edafoclimaticas, utilizando métodos classicos de identificacdo para estes
micro-organismos, complementados com avaliagbes moleculares. Neste
contexto, um total de 19 espécies de FMAs foi identificado na rizosfera das
plantas de pinhdo-manso, além dos individuos apresentados somente em
nivel de género. Houve diferengas na ocorréncia destas espécies entre as
areas de Vicosa, Canad e Nova Porteirinha, bem como entre os diferentes
acessos cultivados nesta ultima area. Em todas as areas, o numero de
esporos de FMAs variou de 89 a 728 por 100 cm?® de solo e a porcentagem

de colonizagao micorrizica variou entre 50,67 a 72 %. As espécies do género



Glomus foram as mais abundantes. Individuos de pinhdo-manso de mesma
procedéncia, plantadas em regides distantes, mas, com condi¢des
edafoclimaticas semelhantes, possuem populacées de FMAs similares. Os
acessos diferentes apresentaram uma variagao na populagdao de FMAs no
solo rizosférico em uma mesma area. A soma das metodologias
morfolégicas e moleculares apresentou informagdes mais completas a
respeito da diversidade de FMAs presentes na rizosfera de pinhdo-manso.
Estes resultados representam os primeiros relatos sobre a composigao das
espécies de FMAs em povoamentos de pinhdo-manso em diferentes areas

geograficas de estudo.



Abstract

MOREIRA, Bruno Coutinho, M. Sc., Federal University of Vigosa, February
2011. Arbuscular mycorrhizal fungi in pinh&o-manso rhizosphere.
Adviser: Maria Catarina Megumi Kasuya. Co-advisers: Denise Mara
Soares Bazzolli and Sidney Luiz Sturmer.

The physic nut (Jatropha curcas L.) is an important source of raw
material for biodiesel production. This species has high ecological
adaptability and can grow in a wide variety of environmental conditions,
presenting good development in both dry tropical regions and humid
equatorial zones. In the regions where physic nut is being cultivated a large
number of spores of Arbuscular Mycorrhizal Fungi (AMF) has been found
and the plants have beneficial relationships in association with these fungi.
The objective of this work was to survey the AMF species in association with
different accesses of physic nut, as well as to compare the diversity of these
fungi when physic nut is subjected to different edaphoclimatic conditions,
using classical methods of identification for these microorganisms,
complemented with molecular techniques. In this context, a total of 19 AMF
species were identified in the rhizosphere of physic nut, besides individuals
identified only at the genus level. Differences in the occurrence of AMF
species among the areas of Vigosa, Canaad and Nova Porteirinha, as well
among the different accesses cultivated in this last area were observed. In all
areas, the numbers of AMF spores ranged from 89 to 728 per 100 cm® of soil
and the mycorrhizal colonization percentage ranged from 50,67 to 72 %. The
species of the genus Glomus were the most abundant. Individuals of physic

nut of the same origin, grown in remote regions but with similar

Xi



edaphoclimatic conditions, present similar AMF species. However, the
different accesses showed a variation in AMF population in the rhizospheric
soil from the same area. The sum of morphological and molecular methods
showed a more complete set of information on the diversity of AMF in the
rizosphere of physic nut. These results represent the first reports related to
the composition of AMF species in physic nut plantations in different
geographical areas.
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Introdugdo

1. Introducéo

A producao do biodiesel € uma ferramenta importante na busca por
fontes de energias alternativas e ambientalmente aceitaveis, com potencial
para substituicdo de derivados de combustiveis fésseis. Para que esta
substituicdo seja real, a introdugdo do biodiesel deve-se apresentar
tecnicamente viavel, economicamente competitiva € ambientalmente correta.

As caracteristicas encontradas nas plantas de pinhdo-manso
(Jatropha curcas L. — Familia Euphorbiaceae), tais como o bom crescimento
e desenvolvimento em regides com baixos indices de fertilidade natural,
resisténcia a condicdbes mais acentuadas de déficits hidricos e bom
rendimento do teor de 6leos nas sementes, bem como da qualidade desse
O0leo, fazem com que esta cultura se torne uma possivel opgcdo em
programas de incentivo para produgédo de biodiesel. O pinhdo-manso pode
ser implantado em grande escala, bem como, em areas marginais de
pequenas propriedades rurais, nao competindo com glebas férteis
destinadas a plantagdes de géneros alimenticios, tornando-se uma fonte de

renda extra para o setor de agricultura familiar.



Introdugdo

No entanto, a escassez de informagbes a respeito das
caracteristicas agronémicas da espécie ainda dificulta a exploracdo da
cultura de modo a se obter o maximo de seu potencial produtivo.

Assim como praticamente todas as plantas de interesse comercial, o
crescimento das plantas de pinhdo-manso é positivamente influenciado pela
associagdo micorrizica estabelecida com os fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs). Esta associagdo pode ser responsavel, em grande
parte, pela maior tolerancia da planta a condicdes ambientais mais
extremas. Contudo, pouco se conhece sobre as interacdes entre os FMAs e
o pinhdo-manso, bem como os efeitos da associagcdo no crescimento e
desenvolvimento desta espécie. Tal conhecimento pode ser utilizado em um
programa de manejo da cultura, com a intencdo de favorecer um maior
crescimento das plantas, aumentando, assim, a sua produtividade.

Uma das primeiras etapas para se viabilizar a utilizagdo das
associagbes micorrizicas e adaptabilidade comercial € conhecer as
comunidades de FMAs associados com esta planta em condi¢gdes de campo.
Assim, um estudo de ocorréncia das espécies de FMAs mais comumente
encontradas associadas a estas plantas e sua relagdo com as
caracteristicas locais nos quais a lavoura esta implantada é justificavel,
quando se procura identificar isolados fungicos que contribuam para o
desenvolvimento e crescimento dessa espécie.

Considerando-se que as caracteristicas genéticas das plantas e as
condicdes edafoclimaticas podem influenciar a diversidade e o potencial de
inéculo de FMAs em culturas de pinhdo-manso, este trabalho teve como
objetivo realizar um levantamento das espécies de FMAs em associagao
com diferentes acessos de pinhdo-manso, bem como comparar a
diversidade desses fungos em diferentes condigdes edafoclimaticas onde
esta cultura é encontrada, utilizando-se método classico de identificacdo
para estes micro-organismos (por caracteristicas  morfologicas)

complementados com avaliagbes moleculares dessas comunidades.
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2. Reviséo Bibliografica

2.1. O biodiesel

A necessidade atual de reduzir a dependéncia de utilizacdo de
combustiveis fésseis para obtengdo de energia tem intensificado as
pesquisas no ambito de desenvolver tecnologias para aquisicao de energia
renovavel obtida de varias fontes como: energia solar, edlica, geotérmicas,
energia térmica oceanica, hidraulicas dentre outras (SHARMA & SINGH,
2009), além da utilizacédo de 6leos e gorduras para a produgao de biodiesel.

O biodiesel é definido como ésteres monoalquil de acidos graxos de
cadeia longa (APOSTOLAKOU et al., 2009), provenientes tanto de 6leos
vegetais (DEMIRBAS, 2007), que podem ser extraidos de varias plantas
oleaginosas como: mamona, dendé, girassol, babagu, macauba, amendoim,
soja, pinhdo-manso dentre outras (PNPB, 2010), quanto de derivados de
gordura animal (DEMIRBAS, 2007). Considerado uma fonte de energia
renovavel, o biodiesel constitui-se de um combustivel biodegradavel,

utilizado na redugao da utilizagcdo de combustiveis fosseis e obtido por
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diferentes processos como craqueamento, esterificacao ou
transesterificagdo (PNPB, 2010).

A denominacdo de biodiesel € devido ao fato deste ser um
componente derivado de produtos biolégicos e possuirem desempenho
semelhante ao petrodiesel (SHARMA & SINGH, 2009). De acordo com os
mesmos autores, este biocombustivel pode, também, ser chamado de
combustivel limpo, por possuir conteudo de enxofre muitas vezes menor que
o apresentado pelo petrodiesel, além de que sua queima resulta em menor
quantidade de mondxido de carbono emitido a atmosfera quando comparado
a queima de hidrocarbonetos provenientes dos derivados do petroleo. Para
que haja a substituicdo ao petrodiesel, a introducdo do biodiesel deve-se
apresentar tecnicamente viavel, economicamente competitivo e
ambientalmente correto (DEMIRBAS, 2007).

Diante deste contexto, Januan e Ellis (2009) enfatizaram como
vantagens para producdo do biodiesel sua ampla gama de fontes para
extragcdo de o6leos, o que favorece a exploracdo das mais diversas areas
agricolas nos paises produtores com diferentes condigbes edafoclimaticas.
Além disto, estes autores ressaltam a importancia da maior taxa de
degradacdo do biodiesel, causando menor impacto ambiental sobre a
liberagao acidental destes compostos no ambiente. Apostolakou et al. (2009)
acrescentaram, ainda, como vantagens da produgao de biodiesel, que sua
queima emite 78 % menos diéxido de carbono a atmosfera, além de ser um
produto biodegradavel, ndo tdéxico e mais seguro.

Atualmente, os biocombustiveis sdo introduzidos como mistura no
diesel derivado do petrdleo, principalmente em paises como Alemanha e
Francga, nas proporcdes de 5, 20, e 100 %, mais conhecidos como B5, B20 e
B100, respectivamente, indicando as relagdes na misturas do biodiesel com
o petrodiesel (JANUAN & ELLIS, 2009). O biodiesel ja € usado em diversos
paises além dos ja citados, como: Estados Unidos, Malasia, Indonésia,
Brasil, Italia e outros paises europeus (SHARMA & SINGH, 2009). No Brasil,
de acordo com a lei N° 11.097 de 13 de janeiro de 2005, instituiu-se que a
partir do ano de 2008 havera, obrigatoriamente, a adicao de 2 % de biodiesel
(B2) no diesel produzido a partir de combustiveis fosseis e 5 % (BS) é a
meta para 2013 (BRASIL, 2005).
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O uso do Biodiesel em 2008 resultou em uma economia para o
Brasil em cerca de US$ 976 milhdes devido a ndo importacdo de 1,1 bilhdes
de litros de diesel, conferindo efeitos diretos nas economias regionais do
pais, tanto nos setores agricolas, quanto nas industrias de bens e servigos,
com introducdo de renda e empregos nestas regides (ANP, 2010). De
acordo com dados obtidos no Ministério do Desenvolvimento Agrario, cerca
de 600 mil postos de trabalho no setor agricola ja foram gerados com a
producdo de biodiesel, e com a ampliacdo do mercado para este produto
milhares de familias serdo beneficiadas com o plantio de oleaginosas,
principalmente as que vivem em regides semiaridas do pais (ANP, 2010).

Como incentivo para dinamizar a agricultura familiar, o Governo
Federal instituiu a cobranca diferenciada de impostos na producado de
matéria prima para producao de biodiesel, principalmente para os pequenos
produtores das regides norte e nordeste, bastando apenas o produtor
possuir o Selo Social, para garantir os beneficios assegurados por lei (LEITE
& LEAL, 2007).

A cultura do pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) € apontada como
uma importante fonte para producao do biodiesel (BEHERA et al., 2010). As
perspectivas sobre a cultura do pinhdo-manso no semiarido nordestino tém
se intensificado, uma vez que a planta se adapta bem as condi¢des locais,
como a alta insolagédo e por apresentar resisténcia a seca (ARRUDA et al.,
2004). Estas caracteristicas reforcam possibilidade de implantagdo desta
cultura em programas para producao de biodiesel direcionado a agricultura
familiar, além de possuir bom rendimento para a industria (ARRUDA et al.,
2004).

2.2. O pinh&o-manso

Jatropha curcas L., popularmente conhecida como pinhdo-manso é
uma planta nativa da América tropical, com ampla dispersao por regides
tropicais e subtropicais da Africa e Asia (SCHMOOK & SERALTA-PERAZA,
1997; OPENSHAW, 2000). E uma espécie com caracteristicas arbustivas,
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perene, que pode atingir em torno de cinco a sete metros de altura
(ACHTEN et al., 2008; DRUMOND et al., 2009), sendo uma representante
da familia das euforbiaceas (OPENSHAW, 2000; DRUMOND et al., 2009;
BEHERA et al., 2010) com vida média de 50 anos (ACHTEN et al., 2008).

Esta espécie possui uma alta adaptabilidade ecologica permitindo
seu crescimento em uma grande variedade de condigcbes ambientais
(HELLER, 1996), podendo ter um bom desenvolvimento tanto em regides
tropicais secas, quanto em zonas equatoriais umidas (DRUMOND et al.,
2009), suportando uma ampla variagdo no regime pluviométrico local que
pode oscilar entre 200 a 1500 mm por ano (OPENSHAW, 2000) ou ainda,
3000 mm por ano (ACHTEN et al.,, 2008). Além disto, esta planta tem a
capacidade de crescer em solos aridos e pedregosos, suportando longos
periodos de secas e é encontrada desde o nivel do mar até uma faixa de
1.200 m de altitude (DRUMOND et al., 2009).

Em locais onde a competicdo com outras espécies de plantas por
agua, luz e nutrientes é limitada, como acontece em regides de clima
semiarido, o pinhdo-manso pode sobreviver e crescer bem nestas condi¢des
extremas (MAES et al.,, 2009). No entanto, em condicbes ambientais mais
umidas a planta apresenta um melhor desempenho no seu desenvolvimento
(BEHERA et al., 2010), provavelmente pela maior facilidade de obtencéo de
nutrientes.

Varias caracteristicas presentes no pinhdo-manso favorecem sua
implantacdo como planta promissora para producao de biodiesel. Esta planta
possui crescimento e desenvolvimento satisfatérios em solos marginais, o
que possibilita a recuperagcdo deste solo, e se desenvolve bem sob
condigdes de salinidades mais acentuadas (JONGSCHAAP et al., 2007).
Além disto, pinhdo-manso é tolerante a seca, possui um baixo requerimento
nutricional, apresenta sementes com elevado conteudo de dleos de alta
qualidade, requer menor quantidade de méo-de-obra para sua implantacao,
nao compete com géneros alimenticios e apresenta, geralmente, bons niveis
de tolerancia ou resisténcia a pragas e doengas (JONGSCHAAP et al.,
2007). Muitas destas caracteristicas foram também citadas por outros
autores (OPENSHAW, 2000; ARRUDA et al., 2004; ACHTEN et al., 2008;
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BEHERA et al., 2010), o que reforca a necessidade de observagcdes mais
detalhadas sobre o potencial desta cultura.

Por apresentar estas caracteristicas, o pinhdo-manso representa um
bom potencial econémico, pois pode se tornar uma fonte de renda extra para
0os agricultores, que nao necessitariam utilizar suas terras férteis, sendo
estas direcionadas para outras culturas com finalidades alimenticias
(JANUAN & ELLIS, 2009). Desta forma, esta cultura poderia ser explorada
por muitos dos agricultores de regides mais carentes do Brasil, habitantes do
semiarido nordestino e norte de Minas Gerais, que apresentam dificuldades
em sustentar altos investimentos em culturas muito exigentes em tratos
culturais, o que oneraria o custo de producao.

Em relacdo a qualidade do Odleo, avaliagdes realizadas para
verificagdo do potencial produtivo do 6leo extraido do pinhdo-manso para
producdo de biodiesel apresentaram teor médio de 42 % de 6leo nas
sementes, suportando uma variagdo de 3 % devido a caracteristicas
genéticas (MELO et al., 2006). A pesquisa apresentou também resultados
satisfatérios para testes de qualidade deste O6leo referente a massa
especifica, viscosidade cinematica, ponto de fulgor e indice de acidez
seguindo como parédmetro os padrdes estabelecidos pela ANP (Agéncia
Nacional do Petrdleo), o que corrobora para o incentivo do uso do pinhao-
manso na produgao de biodiesel (MELO et al., 2006).

No entanto, existe pouca informacao disponivel sobre ecossistemas
ou condi¢des culturais nos quais pinh&o-manso ocorre (BEHERA et al.,
2010), o que sugere que, para esta cultura atingir niveis mais expressivos de
produtividades em escala que possa atender efetivamente ao mercado de
biocombustivel, ha a necessidade de serem realizados mais estudos com a
finalidade de alcancar este patamar, visto que é uma cultura até entdo pouco
compreendida (LEITE & LEAL, 2007).

Estudos realizados por Carvalho (2008) demonstraram que em solos
onde a cultura do pinhdo-manso esta implantada pode se encontrar alto
numero de esporos de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) o que
representa uma relagao benéfica para ambos. De acordo com o mesmo
autor, as plantas de pinhdo-manso apresentam niveis consideraveis de

dependéncia da associagcdo simbidtica com os FMAs o que contribui para

7
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sobrevivéncia e seu desenvolvimento no campo, principalmente em
condicdes adversas. Esta dependéncia do pinhdo-manso por FMAs faz com
que parte das exigéncias nutricionais da planta sejam supridas,
principalmente pela absor¢gdo de fésforo (P), o que favorece o
desenvolvimento das plantas, ja que estas respondem positivamente a
absorcéo deste nutriente (CARVALHO, 2008).

A interagao simbidtica entre pinhdo-manso e FMAs demonstra que
esta planta é positivamente influenciada pela associacdo micorrizica
(OPENSHAW, 2000; ACHTEN et al., 2008; CARVALHO, 2008), no entanto,
ainda é limitada a quantidade de informagdes relacionadas aos niveis de
beneficios que esta associacdo pode trazer para esta espécie, além de nao
se conhecer a diversidade dos FMAs que se associam ao pinhdo-manso e
sua relagdo com as mais diferentes condi¢cdes edafoclimaticas presentes em

regides nas quais esta planta é cultivada.

2.3. Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAS)

A associacdo mutualista simbiodtica conhecida como Micorriza
Arbuscular (MA), que ocorre entre certos fungos de solo e a maioria das
plantas terrestres, esta presente na natureza a mais de 400 milhdes de anos
e €, atualmente, formada com aproximadamente 80% destas plantas,
incluindo a maioria das espécies agricolas, horticolas e florestais (POZO &
AZCON-AGUILAR, 2007). Por co-evoluirem com as plantas terrestres, os
FMAs podem apresentar intensa influéncia, de maneira direta ou indireta,
sobre a vida neste ambiente (SCHUBLER et al., 2001).

Esta associacdo simbidtica formada pelos FMAs com as plantas
terrestres é a mais frequentemente encontrada na natureza, que apresenta
como vantagens adaptativas, dentre outras, a de promover o crescimento
das plantas em solos de baixa concentracdo de fosforo (P) (SMITH, et al.,
2010) e pode ocorrer destes de regides articas até tropicais (REDDY et al.,
2005).
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Os FMAs estdao agrupados dentro do filo Glomeromycota,
distribuidos em quatro ordens (Archaeosporales, Diversiporales, Glomerales
e Paraglomales), totalizando 13 géneros: Acaulospora, Ambispora,
Archaeospora, Diversispora, Entrophospora, Gigaspora, Geosiphon, Glomus,
Otospora, Pacispora, Paraglomus, Racocetra, e  Scutellospora,

apresentando, cerca de 228 especies ja descritas

(www.Irz.de/~schuessler/amphylo, 2010).

A principal base fisiolégica para esta simbiose € possuir a
caracteristica de bidirecionalidade na transferéncia de substancias entre os
FMAs e as plantas colonizadas (SMITH, et al., 2010), nos quais os fungos,
através de suas hifas externas, absorvem maior quantidade de nutrientes do
solo como P, Zn e Cu e os direciona para a planta (HOOKER, et al., 1999,
SMITH, et al., 2010). Em troca, a planta fornece para os FMAs carbono
organico proveniente da fotossintese (SMITH et al.,, 2010), os quais
representa sua unica fonte de carbono para seu crescimento, diferenciagao
e reproducdo. Por possuir esta caracteristica os FMAs sido simbiontes
obrigatorios e nao podem sobreviver sem a obtencao deste carbono advindo
da planta (AZCON-AGUILAR, et al., 1997, SMITH, et al., 2010).

Os FMAs séo de grande interesse agronémico em decorréncia dos
efeitos benéficos da associagdo com diversas plantas. Aumento no
crescimento das plantas mediante o incremento na absor¢éo de nutrientes
resulta em plantas mais nutridas e vigorosas, e maior resisténcia as
condicbes ambientais adversas (HOOKER, et al, 1999). A forma e
distribuicdo das raizes no solo e a arquitetura desta estrutura sao de
fundamental importancia na sua funcédo de obter maior quantidade de agua e
nutrientes, sendo estas caracteristicas potencializadas pela associagao
micorrizica (LOCATELLI, et al., 2002). Uma série de mecanismos pelos
quais os FMAs contribuem para a protegao da planta contra patdgenos vem
sendo descritas: melhoria no estado nutricional da planta, o que resulta em
individuos mais vigorosos e assim se tornam mais resistentes ou tolerantes
ao ataque de patégenos; compensagao de danos causados as raizes pelos
fitopatdogenos pela maior absor¢ao de nutrientes; competicdo por sitios de

colonizagao no sistema radicular; mudangas anatdémicas ou morfolégicas do
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sistema radicular e ativagdo do sistema de defesa da planta (AZCON-
AGUILAR & BAREA, 1996).

Algumas evidéncias sugerem a combinacdo destes mecanismos
como efeitos bioprotetores nos ambitos tanto locais quanto sistémicos
(ALEJO-ITURVIDE et al., 2008). Além disto, estes mecanismos de defesa
podem ser efetivos contra multiplos patdgenos, pois, quando ativados,
podem proteger as plantas por longos periodos (POZO, et al., 2002). E de
extrema importancia, também, no aspecto econdmico, uma vez que podera
reduzir os custos produtivos com diminuigdes de aplicagdes com defensivos
agricolas.

Além de melhorar o estado nutricional da planta e conferir
resisténcia contra fitopatdbgenos, a associagdo micorrizica pode conferir
resisténcia a estresses hidricos e possibilitar maior tolerancia as condicbes
de secas (AUGE, 2001), uma vez que o volume de solo explorado pelos
FMAs é extremamente maior quando comparada a um sistema radicular que
nao apresenta esta associacao.

Estes beneficios adquiridos pela planta em associacdo com os
FMAs podem contribuir consideravelmente para o bom crescimento e
desenvolvimento de uma cultura que cresce em solos marginais, sujeitos a
deplecéo de nutrientes e estresses causados por fitopatégenos ou condi¢des
secas, como acontece com o pinhdo-manso em solos localizados em
regides do semiarido brasileiro.

Além disto, outra possivel contribuicdo da associacdo dos FMAs
para as plantas de pinh&do-manso é o incremento na percentagem de 6leo na
semente. Estudos realizados por Freitas et al. (2004) demonstraram que a
micorrizagdo possibilitou o incremento de 88 % de dleos essenciais em
plantas de Mentha arvensis. Este exemplo reforga ainda mais a necessidade
de realizacdo de estudos, visando compreender melhor a relagdo entre
FMAs e o pinhdo-manso.

Assim, é de grande importancia caracterizar a diversidade de FMAs
mais comuns em plantagdes de pinhdo-manso e identificar as espécies que
melhor contribuem para o desenvolvimento desta planta em diferentes
condicbes edafoclimaticas, visando obter beneficios mais expressivos

advindos desta associacéo.
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2.4. Avaliagcdo da diversidade de FMAs em plantios de
pinhdo-manso

Os FMAs constituem um importante componente da microbiota da
rizosfera em ecossistemas naturais (VERMA et al., 2008), sendo que sua
comunidade pode sofrer intensas alteragdes influenciadas por varios
fatores, dentre os quais se encontram: condicbes ambientais, planta
hospedeira e praticas agricolas (McGONIGLE & MILLER, 1996).

A distribuicdo geografica dos FMAs é também influenciada pelos
fatores edafoclimaticos que podem influenciar as comunidades indigenas em
uma determinada area. Para se entender melhor as variagbes que as
comunidades de FMAs sofrem, sua quantificacdo e determinacdo sdo de
extrema importancia (VERMA et al., 2008). Sabendo-se da
multifuncionalidade e importancia da diversidade destes FMAs no
funcionamento dos ecossistemas, grandes esforgos tém sidos realizados
para se identificarem as espécies que colonizam plantas em ecossistemas
naturais (RODRIGUES-ECHEVERRIA & FREITAS, 2006).

Para uma descrigdo completa da comunidade de FMAs em um
determinado solo sdo necessarias as avaliagdes da densidade de FMAs
presentes sob a forma de esporos, hifas no solo, hifas intrarradiculares e
vesiculas, bem como informacdes relativas a abundancia de cada espécie
em cada componente analisado (DOUDS Jr. & MILLNER, 1999). Esta
caracterizacao completa das comunidades de FMAs pode se tornar
laboriosa pelas técnicas normalmente utilizadas.

O método que se utiliza tradicionalmente para a identificacao
taxondmica das espécies de FMAs é a comparacgao entre as caracteristicas
morfolégicas dos seus esporos extraidos do solo (MOREIRA et al., 2007;
REDDY et al.,, 2005). Tais caracteristicas incluem tamanho, cor e
peculiaridades da parede dos esporos de cada espécie de FMA (SCHENCK
& PEREZ, 1990; MORTON & BENTIVENGA, 1994). Contudo, alteragbes
ocorridas nestes esporos decorrentes das interagcbes com o ambiente e com
a esporulacao diferenciada entre as proprias espécies de FMAs dificultam a

identificacdo destas espécies coletados em campo (RODRIGUES-
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ECHEVERRIA & FREITAS, 2006). Além disso, uma avaliagdo unicamente
relacionada a morfologia dos esporos oferece uma interpretagdo incompleta
sobre a estrutura da comunidade destes fungos no ambiente (MA et al.,
2005).

Mais recentemente, a utilizagdo de técnicas de biologia molecular
tem progredido substancialmente nas informacdes sobre os FMAs,
principalmente na obtencdo da identificagdo destas espécies
(KRAMADIBRATA et al.,, 2000). As técnicas que analisam diretamente a
comunidade de FMAs nos solos nao requerem, normalmente, passos
associados ao cultivo e producdo de esporos destes fungos em cultura
armadilha (KOWALCHUK et al.,, 2002). Neste contexto, a técnica de
Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE) tem sido
empregada em analises da comunidade de FMAs, permitindo acessos a
estes fungos nos sistemas radiculares das plantas, em amostras de solo ou
mesmo em um banco de esporos, sendo um método ja testado em alguns
isolados de espécies de FMAs com habilidade de distinguir entre as
diferentes espécies (KOWALCHUK et al., 2002). Contudo, associagdes entre
a identificagdo molecular e variabilidade genética das espécies de FMAs ja
identificadas pelas caracteristicas morfoldégicas sdo, ainda, pouco
conhecidas (NOVAIS et al., 2010).

Para estudos moleculares com FMAs, as regides mais utilizadas
para amplificagdes do DNA com a técnica de reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) s&o: espagadores transcricionais internos (ITS), os quais
séo regides entre os genes que codificam para rRNA (NOVAIS et al., 2010)
e os genes que codificam o rRNA 18S destes organismos (OPIK et al.,
2003). Em ambos os locais, sequéncias especificas de nucleotideos no DNA
tém sido utilizadas para analises filogenéticas neste grupo de micro-
organismos (OPIK et al., 2003; NOVAIS et al., 2010).

A biologia molecular tem contribuido muito para esclarecer a
filogenia dos FMAs em nivel de género ou em niveis superiores. No entanto,
pouco ainda contribui para a identificagdo em nivel de espécie (BERBARA et
al., 2006).

Para pinhdo-manso, apesar de ja ser identificada e observada certa

relagdo de dependéncia desta planta com a associagdo micorrizica
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(CARVALHO, 2008), até o0 momento nao foi realizado um levantamento das
especies de FMAs que mais frequentemente estdo associadas com esta
espécie e sua correlacdo com o ambiente no qual a planta é cultivada.
Verifica-se, portanto, que as micorrizas devem ser levadas em
consideragao quando se pretende maximizar a produtividade de uma
determinada area de maneira mais sustentavel, principalmente se for
empregado um manejo adequado, entendendo o perfil caracteristico da
associagao micorrizica com a planta cultivada (VERMA et al., 2008). Isto
demonstra a importancia de se conhecerem as espécies dos FMAs que mais
influenciam o crescimento e desenvolvimento das plantas de pinhdo-manso
para se estabelecer as técnicas de manejo que melhor favoregam esta
associacdo, com o intuito de proporcionar uma condicdo de maior
sustentabilidade da lavoura, principalmente em regides onde as condi¢des
de fertilidade natural e pluviométrica ndo favorecem o bom desenvolvimento

da planta.
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3. Material e Métodos

3.1. Locais de realizacdo das analises

O presente trabalho foi executado nos laboratérios de Associagdes
Micorrizicas e de Genética Molecular de Micro-organismos do Departamento
de Microbiologia, pertencente a Universidade Federal de Vigosa (UFV),
Vigosa/MG e no Laboratério de Micorrizas do Departamento de Ciéncias

Naturais, da Universidade Regional de Blumenau (FURB), Blumenau/SC.

3.2. Areas amostradas

Amostras de solo e sistema radicular de plantas de pinhdo-manso
foram coletadas na estagdo experimental da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais (Epamig), Unidade Regional Norte de Minas
(URENM) em Nova Porteirinha/MG e em lavouras comerciais nas cidades de
Vigosa/MG e Canaa/MG.
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A lavoura de pinhdo-manso, localizada na Epamig, esta implantada
em area com solos de classificagao textural franco arenosa. A regido possui
temperatura média anual em torno de 24,5 °C, apresentando indice
pluviométrico médio anual de 876 mm, com chuvas concentradas nos meses
de novembro a marco (ALMG, 2010). Ja as lavouras situadas nas regides de
Vigosa e de Canaéd apresentam solos com classificagdo textural argilo
arenosa e franco argilo arenosa, respectivamente, com temperaturas médias
anuais de 19,4 °C e indice pluviométrico médio anual de 1221,4 mm (ALMG,
2010).

3.3. Amostragem de solo e de sistema radicular

Na estacdo experimental da Epamig (Nova Porteirinha/MG), foram
selecionados 44 acessos (Tabela 1), dos quais 3 plantas por acesso foram
amostradas. Na cidade de Canaa/MG foram selecionadas, ao acaso, 6 de 12
plantas remanescentes de uma lavoura comercial, e na lavoura de
Vicosa/MG foram selecionadas ao acaso 9 plantas.

As amostras de solo, contendo sistema radicular, foram coletadas
com o auxilio de um anel cilindrico de 5 cm de didmetro a uma profundidade
de 0 a 20 cm no solo, para se obter volume padronizado das amostras
coletadas. Duas subamostras de solo e de sistema radicular por planta, sob
a projecao da copa, foram coletadas para obter-se uma amostra composta.

O sistema radicular foi coletado manualmente nos mesmos pontos
de amostragem dos solos, contudo procurando explorar maior volume de
solo por ponto amostrado até se obter um volume de raiz de pinhdo-manso
suficiente para posterior avaliacdo do percentual de colonizagdo micorrizica.

Amostras compostas foram preparadas pela homogeneizagdo de
cerca de 100 cm?® de solo coletados em cada ponto das respectivas areas e
enviadas para o Laboratoério de Analises de Solo Vigosa Ltda para realizagao

das analises fisico-quimicas.
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Tabela 1 - Acessos de pinhdo-manso, do campo experimental da Epamig em

Nova Porteirinha (MG), provenientes de diferentes regides
presentes no banco de germoplasma.

ACESSO

Regido de origem

MA 01
MA 02
MA 03
MA 04
MA 06
MA 10
MA 12
MA 13
MA 14
MA 15
MA 18
MA 19
MA 21
MA 22
PA 01
PA 03
PA 04
PA 05
PA 06
PA 07
PA 08
PA 09
PA 10
PA 11
PA 14
PA 15
PA 16
PA 17
PA 18
BR 01
BR 06
BR 12
BA 01
BA 02
BA 03
BA 04
BA 06
BA 09
BA 11
BA 14
BA 15
BA 16
BA 17
SE 04

Colonizagao Matinha-Janauba
Colonizagao Matinha-Janauba
Colonizagao Matinha-Janauba
Colonizagao Matinha-Janauba
Colonizagao Matinha-Janauba
Colonizagao Matinha-Janauba
Colonizagao Matinha-Janauba
Colonizagao Matinha-Janauba
Colonizagao Matinha-Janauba
Colonizagao Matinha-Janauba
Colonizagao Matinha-Janauba
Colonizagao Matinha-Janauba
Colonizagao Matinha-Janauba
Colonizagao Matinha-Janauba
Colonizagao Paciéncia-Janauba
Colonizagao Paciéncia-Janauba
Colonizagao Paciéncia-Janauba
Colonizagao Paciéncia-Janauba
Colonizacao Paciéncia-Janauba
Colonizagao Paciéncia-Janauba
Colonizagao Paciéncia-Janauba
Colonizagao Paciéncia-Janauba
Colonizagao Paciéncia-Janauba
Colonizagao Paciéncia-Janauba
Colonizagao Paciéncia-Janauba
Colonizagao Paciéncia-Janauba
Colonizacao Paciéncia-Janauba
Colonizagao Paciéncia-Janauba
Colonizagao Paciéncia-Janauba
Colonizagao Barbosa-Janauba
Colonizacao Barbosa-Janauba
Colonizagao Barbosa-Janauba
Colonizag¢ao Banavit-Janauba
Colonizagao Banavit-Janauba
Colonizag¢ao Banavit-Janauba
Colonizagao Banavit-Janauba
Colonizagado Banavit-Janauba
Colonizagao Banavit-Janauba
Colonizagado Banavit-Janauba
Colonizagao Banavit-Janauba
Colonizag¢do Banavit-Janauba
Colonizagao Banavit-Janauba
Colonizagao Banavit-Janauba
Sub-estagao-Janauba

16



Material e Métodos

3.4. Numero de esporos e caracterizagcdo morfolégica de FMAs

Esporos de FMAs foram extraidos do solo utilizando-se 100 cm® de
cada amostra composta referente a uma planta, pela técnica de
peneiramento umido (Gerdemann & Nicholson, 1963), seguida por
centrifugacdo em agua e depois em solugdo de sacarose 45 %.
Posteriormente, foram realizadas a quantificagdo e a separagao dos esporos
por caracteristicas morfologicas, sob lupa bilocular estereoscopica.

Para a identificacdo das espécies de FMAs a partir das
caracteristicas morfolégicas, esporos foram separados de acordo com seus
morfotipos e montados em laminas com polivinil-lacto-glicerol (PVLG) puro e
PVLG misturados com Melzer (1:1 v/v). A identificagdo foi realizada seguindo
as descricoes das culturas de referéncia presentes no International Culture
Collection of Arbuscular and Vesicular-Arbuscular Mycorrhizal Fungi- INVAM

(2010) e pelo site www.Irz.de/~schuessler/amphylo (2010).

3.5. Avaliacao da colonizag&o micorrizica

Para avaliagao da colonizacdo micorrizica, raizes de pinhdo-manso
foram submersas, primeiramente, em FAA (formol: alcool: acido acético
0,5:9:0,5), para conservacdo das estruturas fungicas e das raizes. Em
seguida, as raizes foram descoradas com solu¢gao de KOH 10 % (p:v) por 12
horas, lavadas em agua corrente e, posteriormente, imersas em HCI 1 %
(v:v) por 5 minutos, seguindo-se de coloragdo em azul de tripano 0,05 % em
lactoglicerol (v:v), a 70 °C. Ap6s a coloracéao, as raizes foram estocadas em
lactoglicerol (BRUNDRETT et al., 1996). A colonizagao radicular por FMAs
foi quantificada pelo método da contagem em placa quadriculada
(GIOVANNETTI & MOSSE, 1980).
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3.6. Andlises estatisticas

Cada tratamento composto pelo agrupamento de 3 plantas coletadas
em Vicosa e Canaa, bem como pelas 3 repeticdes de cada acesso obtido
em Nova Porteirinha, foi avaliado quanto ao numero de esporos € a
percentagem de colonizagdo e calculadas as médias e o desvio padréao entre
os parametros avaliados. Dado o elevado numero de amostras coletadas em
Nova Porteirinha foi realizado o calculo da frequéncia com que casa espécie
foi encontrada na area, com a seguinte formula: Freq=(n° de acessos que a

espécie foi encontrada/n® total de acessos)*100.

3.7. Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE)

Foram realizadas analises por eletroforese em gel com gradiente
desnaturante (DGGE) dos fragmentos de DNA correspondentes aos genes
rDNA 18S de FMAs presentes em cada amostra analisada. A metodologia

utilizada foi a descrita por Liang et al. (2008), com modificagoes.

3.7.1. Extracdo de DNA do solo e dos marcadores de

referéncia

Aproximadamente 9 g de solo foram depositados em recipientes tipo
cadinho, formando uma amostra composta representando cada tratamento.
O solo foi macerado com auxilio de pistilo até se atingir a caracteristica de
po, a fim de se obter particulas desagregadas e o rompimento dos esporos
dos FMAs. Destas amostras compostas apenas 1 g foi utilizado para
extracao do DNA total do solo para cada tratamento.

Para a extracdo do DNA do solo foi utilizado o kit UltraClean™ Soil
DNA Isolation (MO BIO Laboratories, Solana beach, CA, USA), de acordo
com as instrucbes do fabricante. As amostras de DNA total foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose (0,8 %), seguindo-se de

coloracdo com brometo de etidio e visualizagao sob luz UV, para verificagao
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da presenca de bandas indicativas da presenca de DNA gendmico do solo
utilizado e também analisadas por espectrofotometria.

O DNA total dos marcadores de referéncia foi extraido da mesma
forma como realizado para as amostras de campo. A unica diferencga foi a
concentracdo dos esporos de FMAs contidos em 50 ¢cm® de solo ou todo
conteudo de esporos presentes em uma placa de Petri da cultura in vitro, do
fungo Glomus clarum, a fim de, concentrar os esporos e garantir
quantidades de DNA suficientes para serem usados como parametros nos

estudos subsequentes.

3.7.2. Amplificacdo da sequéncia de DNA correspondente ao
gene rDNA 18S utilizando a estratégia de Nested PCR

As reacgdes de PCR foram realizadas em tubos de PCR de paredes
finas com volume de 0,5 mL, utilizando-se a enzima Go Taqg® Flex DNA
Polimerase (Promega, Madison, USA) em um volume de 50 uL de tampéo
(20mM Tris-HCI; 50mM KCI; pH 8,4) de acordo com as recomendacgdes do
fabricante. Os controles negativos consistiram de 1 pL de agua MilliQ, em
substituicido a amostra de DNA, para se checar a presenca de possiveis
contaminantes. Todo o material utilizado no preparo das reagdes foi
previamente esterilizado.

Os primers utilizados para amplificagdo dos fragmentos
correspondentes ao rDNA 18S na primeira rodada foram: AM1
(5- GTTTCCCGTAAGGCGCCGAA-3') (HELGASON et al, 1998), em
combinagdo com o primer universal para eucariotos NS31 (5
TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC-3’) (SIMON et al., 1992).

As amostras de DNA utilizadas para amplificacdo da regido desejada
consistiram de 5 yL do DNA extraido dos esporos de FMAs utilizados como
marcadores e do DNA extraido do solo. A mistura de reagao para realizagao
do PCR foi composta de 200 uM de cada um dos quatro desoxinucleosideos
trifosfatados, 1,5 mM MgCl,, 0,2 uM de cada primer e 1,25 U de Go Taq
DNA polimerase. Foi adicionada, também uma aliquota de 0,8 uL (0,8 pg pL”

") de albumina bovina acetilada (BSA, Promega) para cada reagdo, com a

19



Material e Métodos

finalidade de potencializar a acdo da polimerase. As amplificagdes do PCR
foram conduzidas em um termociclador (Mastercycler epgradient,
Eppendorf), utilizando-se as seguintes etapas: um primeiro ciclo de 1 min a
94 °C, 1 min a 66 °C e 1 min e 30s a 72 °C, seguido de mais 30 ciclos de
30s a94 °C, 1 min a 66 °C e 1 mine 30s a 72 °C e para finalizar com a
extensao final de 10 min a 72 °C. Para a confirmagdo da presencga do
produto amplificado, aliquotas dos produtos das reagdes de PCR foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose (0,8 % p/v), corado com
brometo de etidio e visualizado sob luz UV.

A amplificacdo do fragmento de DNA que corresponde ao rDNA 18S
dos FMAs, a partir destes dois primeiros primers descritos (AM1 e NS31),
resultou em fragmentos de DNA de aproximadamente 580 pb. Com a
finalidade de se obter um fragmento de DNA menor para realizagdo da
técnica de eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE), e
melhor observagéo das bandas no gel, foi realizada uma segunda rodada de
reagdes de PCR (Nested PCR).

O produto da reagéo do primeiro PCR foi diluido 10 vezes em agua
Millig estéril. Para as amostras com maior concentracdo de DNA
(marcadores e amostras de Vigcosa/MG e Canaa/MG), uma aliquota de 1uL
desta diluicio foi utilizada como amostra para o Nested PCR, enquanto que
para a demais amostras com menor concentracdo de DNA (amostras de
Nova Porteirinha/MG), a aliquota de DNA utilizada foi de 7 yL. Em ambos os
casos, foram utilizados 0s primers NS31-GC (5-
CGCCCGGGGLCGBLCGCLCLCCGGGCGGGGLCGGGGGCACGGGGGTTGGAG
GGCAAGTCTGGTGCC-3') (KOWALCHUK et al., 2002) e Glo1 (5-
GCCTGCTTTAAACACTCTA) (CORNEJO et al., 2004), empregando-se a
mesma reagao de mistura utilizada na primeira rodada de PCR. Foi realizada
a desnaturacao inicial do DNA da amostra por 5 min a 94 °C, seguidos por
35 ciclos com desnaturagao por 45s a 94 °C, pareamento por 45s a 52 °C e
extensdo por 1 min a 72 ° C e para a extensao final dos fragmentos a 72 °C
por 30 min. Para a confirmagao da presencga dos produtos, 5 yL da reagao
de PCR foram verificados por eletroforese em gel de agarose (1,5 % p/v)

corados com brometo de etidio, e visualizados sob luz UV no sistema de
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fotodocumentacao Eagle Eye (Il Still Video System (Stratagene — Califérnia
USA).

Na verificagdo dos produtos do Nested PCR, algumas amostras
apresentaram bandas inespecificas, as quais foram excluidas das amostras
com a excisdo das bandas desejadas do gel, purificadas com Kit especifico
(Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System, Promega) e reamplificadas
com o mesmo procedimento para a segunda PCR, a fim de homogeneizar
todas as amostras para a realizagdao do DGGE. Posteriormente os produtos
obtidos a partir da segunda rodada de realizagdo do PCR foram

armazenados a -20 °C para subsequente analise por DGGE.

3.7.3. Espécies de FMAs utilizadas como marcadores de

referéncia

Para realizar a comparagao entre as bandas encontradas nos géis,
foram preparados marcadores de referencia de DGGE a partir das espécies
Glomus clarum da colegdo in vitro do Laboratério de Associagdes
Micorrizicas (UFV) e das espécies Acaulospora koskei |SCT406A |,
Acaulospora tuberculata |SCT250B|, Gigaspora albida |PRN201A[,
Gigaspora decipiens | SCT304A| e Scutellospora heterogama | PNB102A |
obtidas da Colegao Internacional de Culturas de Glomeromycota (CICG) da
Universidade Regional de Blumenau (FURB), Blumenau, SC.

A preparagao dos marcadores foi realizada da mesma forma descrita
para as amostras de campo e um volume de 15 pyL deste preparado foi

utilizado como marcador para analise de DGGE.

3.7.4. Anadlise dos produtos de PCR por DGGE
Dos produtos obtidos pela técnica de Nested PCR a partir dos

primers Glo1 e NS31-GC foram recolhidos uma aliquota de 10 uyL das

amostras de Vigosa e Canaa e 20 uL das amostras de Nova Porteirinha para
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serem analisados por DGGE (Modelo Dcode™ System — BIO-Rad Califérnia,
USA).

O gel utilizado continha poliacrilamida (37,5:1 acrilamida:
bisacrilamida) a 8% (p/v) em tampao Tris-acetato-EDTA (TAE) 1X (Tris/
Acido acético/ EDTA, pH 8,0). Um gradiente desnaturante linear formado
com o auxilio do Formador de Gradiente Hoefer SG50 (Amersham
Biosciences) e pela mistura de duas solugbes estoque de poliacrilamida,
para obter um gradiente final variando de 35 % para 55 % foi usado para
todas as andlises, onde a condicado de 100 % de agentes desnaturantes era
composta de uréia 7 mol L™ (Sigma, Cat#U5378) e formamida a 40 % (v/v)
(Sigma, Cat#F9037) e a outra solugdo sem a presencga destes agentes.

O reservatédrio utilizado para eletroforese foi acomodado sobre um
agitador para distribuicdo uniforme do calor durante o procedimento da
eletroforese. Toda analise do DGGE foi realizada em tampao TAE 1X a uma
temperatura constante de 60 °C a 80 V por um periodo de 10 minutos,
seguidos de 60 V por 20 horas. Os géis foram corados, apds o término da
eletroforese, por 30 a 40 minutos em solugao 1X de SYBR GOLD ® (Sigma-
Aldrich), conforme as recomendacdes do fabricante. As imagens dos géis
foram observadas sob luz UV e posteriormente, capturadas e digitalizadas
pelo sistema de fotodocumentagdo Eagle Eye (Il Still Video System
(Stratagene — Califérnia USA).

As imagens obtidas dos géis foram analisadas com o auxilio do
programa Bionumerics, para estudos sobre o perfil das populagdes de FMAs
nestes solos e gerar o dendrograma representando a distancia e o padréo

de bandas correspondentes ao gene 18S rDNA de FMAs.
3.8. Selecao e sequenciamento dos fragmentos de DNA obtidos
pela técnica de Nested PCR
ApOs a realizagao da técnica de DGGE, as bandas mais frequentes

e que apresentaram maior intensidade nos géis foram selecionadas e seus

fragmentos de DNA coletados com o auxilio de ponteiras estéreis e
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transferidos para microtubos de 0,5 mL contendo 30 uL de agua milliQ
estéril, para reamplificacdo destes fragmentos pela técnica de PCR.

Esta nova reacdo de PCR foi realizada de maneira idéntica a
utilizada no Nested PCR, incluindo a utilizagdo dos mesmos primers (NS31 e
Glo1, exceto pela exclusdo do grampo GC). Posteriormente, estes
fragmentos de DNA foram sequenciados e analisados com o auxilio da
ferramenta BLASTn, do NCBI. Os fragmentos selecionados foram
submetidos ao sequenciamento utilizando-se o primer Glo1, com o
procedimento realizado pela empresa Macrogen, Inc. (Korea). Os resultados
foram analisados a partir da comparacdo com outras sequéncias
depositadas nos bancos de dados através da ferramenta BLASTn (NCBI)
para a identificacdo de algumas espécies de FMAs aumentando a

diversidade de FMAs encontradas nas amostras estudadas.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Abundéancia de esporos e coloniza¢gdo micorrrizica

As médias do numero de esporos de FMAs quantificados nas areas
de Vigosa, Canaa e em todos os acessos coletados em Nova Porteirinha
apresentaram amplitude 640,67 esporos com coeficiente de variagcéo
calculado de 53,54 % (tabela 2). Grandes variagbes no numero de esporos
nas repeticoes de um mesmo tratamento indicam que 0s mesmos
distribuem-se de forma nao-uniforme no solo. Ja é relatado que alguns
fatores podem influenciar a distribuicdo desigual de FMAs e de seus esporos
no solo, a exemplo de exsudados radiculares de diferentes plantas e
fertilidade do solo (MARTINEZ-GARCIA et al., 2011), além de propriedades
fisico- quimicas dos solos (VERMA, et al., 2008).

As percentagens de colonizagdo micorrizica identificadas no sistema
radicular de pinhdo-manso, apresentaram diferencas entre as amostras
coletadas nas areas de Vigosa e Canaa, assim como encontrado entre os
acessos coletados em Nova Porteirinha (tabela 2), porém, apresentando um
conjunto de dados mais homogéneos com o coeficiente de variacdo de
12,69 %.
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Tabela 2-Numero de esporos no solo sob a copa das plantas e colonizagao
micorrizica em pinhdo-manso nas areas coletadas em Vigosa,
Canaa e Nova Porteirinha.

Amostras Média do Numero de Esporos (100 mL) Média da Colonizagdo Micorrizica (%)
Vigosa 258,22 + 153,66 58,88 £ 7,06
Canaa 624,67 £ 93,7 59,63 £ 14,12

P. Acesso 01 124 +4 62,33 +£11,02
. Acesso 02 321,33 +153,48 64,67 £ 11,72
. Acesso 03 393,33+ 90 57,33+2,52
. Acesso 04 205,33 £ 48,88 66,00 + 8,89
. Acesso 05 574 + 426,38 62,67 +3,21
. Acesso 06 146 £72,19 61,67 +5,77
. Acesso 07 728 + 577,43 70,00 + 8,19
. Acesso 08 188 £ 50,12 50,67 £11,02
. Acesso 09 248 £ 98,31 56,00 £ 6
. Acesso 10 329,33 £ 159,82 61,67 £7,09
. Acesso 11 190,67 + 46,36 62,67 £4,04
. Acesso 12 205,33 £ 40,07 55,33 +£3,79
. Acesso 14 281,33 + 156,68 52,33+7,37
. Acesso 15 244 + 137,58 54,33 +3,51
. Acesso 16 281,67 +17,56 67,67 + 8,08
. Acesso 17 269,33 +91,77 59,00+ 12,12
. Acesso 18 302,67 £ 20,53 65,33 +5,51
. Acesso 19 205,33 £ 66,25 61,67 £12,01
. Acesso 20 329,33 +£20,13 72,00+ 5,57
. Acesso 21 89,33 + 48,06 58,67 + 3,06
. Acesso 22 471+ 204,72 75,67 +7,51
. Acesso 23 317,33 £ 86,29 63,00 £ 8
. Acesso 24 421,67 £ 248,76 63,00+7,21
. Acesso 25 190 + 82 57,67 £ 8,74
. Acesso 26 650,33 £ 390,95 62,33+12,10
. Acesso 27 87,33+ 14,19 59,33 +4,51
. Acesso 28 194,33 + 6,03 55,33 +1,53
. Acesso 29 260,67 £47,5 53,00 £ 3,46
. Acesso 30 214,67 £ 14,05 54,33+1,15
. Acesso 31 249,33 + 207,47 66,33 +3,79
. Acesso 32 308 + 100,48 65,00 + 6,24
. Acesso 34 213,67 £ 124,52 50,67 £ 6,43
. Acesso 35 278,67 £72,92 51,33 £4,62
. Acesso 36 172 £12,00 55,00+ 7,81
. Acesso 37 197,33 + 68,04 53,33+6,11
. Acesso 38 222,67 £ 20,53 51,67 £1,53
. Acesso 40 174,67 + 32,58 56,33+7,57
. Acesso 42 220,33 £ 15,04 57,00 + 4,00
. Acesso 43 234,67 £ 195,15 54,00 + 6,00
. Acesso 44 148 £ 52,46 60,67 + 11,59
. Acesso 45 253,33 +15,14 62,67 £3,51
. Acesso 46 361,33 £122,14 59,33 +3,79
. Acesso 47 312 £ 165,55 70,00 £ 7,55
N. P. Acesso 48 315,67 £ 24,70 62,67 £4,51

2222222222222 2222222222222222222222zggzzzeeze
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Coeficiente de Variagéo (C.V.): 53,41 % e 12,69 % para numero de esporos e percentagem
de colonizag&o micorrizica,respectivamente e seus desvios padrao para cada amostra.
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Os valores de colonizagao micorrizica nos acessos de pinhdo-manso
variaram de 51 a 75 %. Todas as plantas analisadas apresentaram
estruturas tipicas da colonizagcdo micorrizica e em todos os solos
amostrados foram observados esporos de FMAs morfologicamente distintos
(Figura 1).

A variagdo da percentagem na colonizagdo micorrizica pode estar
relacionada a diversidade de espécies de FMAs presentes proximos ao
sistema radicular da planta (BERBARA et al., 2006). Isto significa que pouca
variagdo na porcentagem de colonizagao nao implica em menor eficacia na
relacdo fungo/planta, visto que a eficiéncia da associagdo pode estar
intimamente relacionada com o isolado fungico e o cultivar da planta, como
relatado, por exemplo, para oliveiras (PORRAS-SORIANO et al., 2009), e
mesmo pela compatibilidade simbidtica fungo-planta (POUYU-ROJAS et al.,
2006).

A comparagéo entre a porcentagem de colonizagdo por FMAs em
plantas presentes em diferentes ecossistemas sugere que varias espécies
que crescem em regides com climas tipicamente de semiarido ou arido,
podem ser mais dependentes da associagao micorrizica (TAO & ZHIWEI,
2005). Tal dependéncia micorrizica para a planta de pinhdo-manso ja havia
sido sugerida por Carvalho (2008).

Fatores climaticos e de solo influenciam também a colonizacéo
micorrizica € o numero de esporos, mas a sua intensidade varia com a
espécie de FMA (MUTHUKUMAR & UDAIYAN, 2002). Neste sentido, os
resultados das analises fisico-quimicas do solo apresentaram caracteristicas
distintas entre as areas estudadas (Tabela 3). No entanto, tais
caracteristicas pouco influenciaram na composicdo do numero de esporos
de FMA nas areas ou na percentagem de colonizagdo micorrizica nas
plantas.

Os fatores do solo que exerceram influéncia sobre a comunidade de
FMAs foram o teor de P no solo que apresentou um coeficiente de
correlagado de Pearson de -0,9894 a 5 % de significancia e a saturagao por
base (SB) com coeficiente de correlagao de 0,9619 a 10 % de probabilidade,

ambos relacionados ao numero de esporos no solo.

26



Resultados e Discussdo

Esporos

4
.
-

3
&
N

Figura 1. Estruturas tipicas de fungos micorrizicos arbusculares
encontradas no sistema radicular de pinhdo-manso. (A) visdo geral
do coértex radicular micorrizado -fv- regidao dos feixes vasculares;
(B) Arbusculo -a- no interior da célula; (C) Vesicula -v- entre as
células do cortex; (D) Esporos morfologicamente distintos
coletados do solo sob a projegéo da copa da planta.

Tabela 3- Caracteristicas fisico-quimicas dos solos coletados das areas de
Vicosa, Canaa e Nova Porteirinha.

Area pH P K Cca> Mg? Al H+Al SB CTC(t)
H,0 ----mg/dm’---- P T (oY T e ———
Canai/MG 4,40 45,70 65,00 3,00 0,40 0,40 5,78 3,57 3,97
Nova Porteirinha/MG 6,65 30,00 290,00 3,10 1,80 0 1,49 5,64 5,64
Vigosa/MG 5,20 19,60 158,00 4,00 1,20 0,0 2,81 5,60 5,70
CTC(T) Vv m MO P-rem Argila Silte Areia
cmolc/dm®  --------- U dag/Kg mg/L %
Canai/MG 9,35 38,00 10,00 3,70 33,20 36 10 54
Nova Porteirinha/MG 7,13 79,00 0 0,80 50,9 12 22 66
Vigosa/MG 8,41 67,00 2,00 290 29,60 33 17 50

SB: soma de bases. CTC,: capacidade de troca catidnica efetiva. CTC): capacidade de
troca catibnica a pH 7,0. V: indice de saturacdo por bases. m: indice de saturacédo por
aluminio. MO: matéria organica. P-rem. Fosforo remanescente.
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Ha relatos de correlagbes significativas entre fatores quimicos do
solo e influéncias sobre a dindmica da micorrizacdo em diferentes plantas
como matéria organica e disponibilidade de P no solo em espécies arbdreas
(VERMA, et al.,, 2008), além de matéria orgénica e razdo entre N:P em
arbustos crescendo em ambientes semiaridos (MARTINEZ-GARCIA et al.,
2011).

A correlagdo negativa entre o numero de esporos e o teor de P no
solo pode apresentar efeitos indiretos, porém discretos, relacionados a
colonizacdo micorrizica, uma vez que houve baixa correlagdo entre a
abundancia de esporos e colonizagdo micorrizica, como ja demonstrado por
Carvalho (2008). Contudo, outros trabalhos n&o apresentaram correlagdo
entre estes fatores mesmo em ambientes aridos (UHLMANN et al., 2006).

A variagdo na porcentagem de colonizacdo micorrizica nestas
plantas, dentro de uma mesma area, entre diferentes acessos sugere que
pode haver compatibilidade genética diferenciada entre os acessos de
pinhdo-manso e os FMAs. Alguns relatos ja demonstraram que a resposta
da planta a micorrizagcdo depende, além da compatibilidade genética e
funcional entre os organismos, de condicbes ambientais (BERBARA et al.,
2006).

4.2. Diversidade de FMAs por caracteristicas morfologicas

A analise morfoldgica dos esporos de FMAs coletados no campo nas
areas de Vicosa, Canaa e Nova Porteirinha resultou na identificagcao de 27
especies, sendo que a area de Nova Porteirinha apresentou 0 maior numero
de espécies e géneros encontrados, 21 e 6, respectivamente (figura 2). Isto
pode ser resultado do maior numero de pontos amostrados nesta area, no
entanto, as caracteristicas locais, também, contribuem para favorecer um
elevado numero de espécies de FMAs.

As espécies do género Glomus foram mais abundantes em todas as
areas pesquisadas. Contudo, espécies de Acaulospora apresentaram
significativa representatividade em Nova Porteirinha, onde foram

encontrados com 7 das 8 espécies do género.
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Figura 2. Numero de géneros e espécies de FMAs nas areas de Cana3,
Vigosa e Nova Porteirinha associados a cultura do pinhdo-manso.

Alteragbes ambientais diversas, como fertilidade do solo, sdo fatores
indutores de disturbios na comunidade de FMAs que promovem uma
selecao natural em direcdo a prevaléncia de espécies com esporos de
tamanho reduzido (BERBARA et al., 2006). A predominancia das espécies
de Glomus em todas as trés areas estudadas pode estar relacionada a alta
adaptabilidade deste género as variagbes de temperatura e solo, além de
sua capacidade de sobreviver em uma escala de pH desde condi¢cdes acidas
até alcalinas (HO, 1987) e apresentar melhor habilidade de se adaptar a
disturbios no solo (OEHL et al., 2010).

Espécies de FMAs com esporos de tamanho reduzido tendem a ser
mais adaptados a ecossistemas com temperatura média elevada e aridos, o
que sugere que estes micro-organismos desempenham fung¢des cruciais no
desenvolvimento e sustentacédo da vegetacéo nestes locais (TAO & ZHIWEI,
2005).

Dos 27 diferentes representantes de FMAs que foram encontrados

na rizosfera de pinhdo-manso, apenas 14 puderam ser identificados em nivel
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de espécie, e 13 foram identificados apenas em nivel de género, contudo,
com diferencas suficientes para afirmar que estes esporos nao pertenciam
as mesmas espécies. A incapacidade de se identificar alguns esporos em
nivel de espécies foi devida ao estado de degradacdo da maioria dos
esporos coletados, com alteragbes destas estruturas inviabilizando a
classificagdo morfolégica das paredes dos esporos e germinativas.

A identificacdo das espécies de FMAs baseada na avaliagcdo de
esporos coletados no campo pode apresentar problemas, uma vez que a
esporulacado é dependente de caracteristicas particulares de cada espécie e
sua interagdo com o ambiente, além de que os esporos obtidos de uma
amostra de campo podem se apresentar em processo de decomposi¢ao, o
que dificulta a analise (RODRIGUES-ECHEVERRIA & FREITAS, 2006).

As espécies identificadas por meio das caracteristicas morfologicas
dos esporos presentes nas areas de estudo estdo representadas na tabela 4
com as respectivas areas as quais foram coletadas.

A frequéncia com que cada espécie de FMA foi encontrada em Nova
Porteirinha associada com os acessos avaliados, variou de 2,3 %
(Archaeospora trappei, Glomus etunicatum, Glomus sp, Glomus sp 7 e
Glomus sp 10) até 93 % (Acaulospora morrowiae) (tabela 4).

Além das diferentes frequéncias apresentadas entre as espécies de
FMAs, o numero destas espécies associados aos acessos também
apresentou variagdo (Tabela 5). Entretanto, maior niumero de espécies
encontradas por acesso nao refletiu em maiores quantidades de esporos no
solo ou em maiores percentagens de colonizagdo micorrizica (tabela 2). No
entanto, sabendo-se que a composigdo da vegetagdo pode afetar a
diversidade de FMAs (JOHNSON et al., 2003), sugere-se que materiais
genéticos distintos de uma mesma espécie possam proporcionar efeitos
semelhantes.

Esta variagao entre os acessos de pinhdo-manso quanto ao numero
de espécies pode ser atribuida a distribuicdo espacial desuniforme dos
FMAs ou a influéncia dos exsudados radiculares, dos diferentes acessos

avaliados na comunidade destes simbiontes.
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Tabela 4- Fungos Micorrizicos Arbusculares encontrados em rizosfera de
pinhdo-manso nas areas de (Vi.) Vigosa, (Ca.) Canaa e (N.P.) Nova
Porteirinha e a frequéncia com que as espécies foram identificadas
nos acessos avaliados em Nova Porteirinha.

L . Frequéncia
Espécies de FMAs Vi. Ca. N.P. N. P. (%)
Acaulospora delicata (Walker, Pfeiffer & Bloss) + - + 18,6
Acaulospora excavata (Ingleby & Walker) - - + 9,3
Acaulospora mellea (Spain & Schenck) -+ + 74,4
Acaulospora morrowiae (Spain & Schenck) - - + 93
Acaulospora paulinae (Blaszkowski) + - - -
Acaulospora scrobiculata (Trappe) + - + 25,6
Acaulospora sp - - + 4,6
Acaulospora walkeri (Kramadibrata & Hedger) - - + 9,3
Archaeospora trappei

(Ames & Linderman) Morton & Redecker - - + 2,3
Glomus diaphanum (Morton & Walker) + o+ + 69,8
Glomus etunicatum (Becker & Gerdemann) + - + 2,3
Glomus mosseae

(Nicol. & Gerd.) Gerd. & Trappe + - + 4,6
Glomus sp - - + 2,3
Glomus sp 1 + - - -
Glomus sp 2 + 4+ + 72,1
Glomus sp 3 + o+ - -
Glomus sp 4 + - - -
Glomus sp 5 + o+ - -
Glomus sp 6 -+ + 7
Glomus sp 7 -+ 4 2,3
Glomus sp 8 - - + 34,9
Glomus sp 9 - - + 11,6
Glomus sp 10 - - + 2,3
Glomus viscosum (Nicol.) + - - -
Pacispora sp - - + 72,1
Paraglomus occultum

(Walker) Morton & Redecker + - + 7
Scutellospora pellucida

(Nicol. & Schenck) Walker & Sanders + 4+ + 4,6

(+) presenca da espécie na area; (-) auséncia da espécie na area.
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Tabela 5- Numero de espécies de fungos micorrizicos arbusculares
presentes no solo sob a copa de pinhdo-manso pertencentes ao
banco de germoplasma da Epamig localizada no municipio de Nova

Porteirinha/MG.
Acesso Ac.01 Ac.02 Ac.03 Ac.04 Ac.05 Ac.6 Ac.07 Ac.08 Ac.09 Ac.10 Ac.11
espécies/acesso 7 6 6 5 7 5 4 4 5 5 7
Acesso Ac.14 Acl15 Acl6 Acl7 Acl1l8 Acl19 Ac20 Ac21 Ac22 Ac23 Ac24
espécies/acesso 4 7 4 6 5 4 3 5 5 2 6
Acesso Ac.25 Ac.26 Ac.27 Ac.28 Ac.29 Ac.30 Ac.31 Ac.32 Ac.34 Ac.35 Ac.36
espécies/acesso 6 5 4 8 6 6 5 4 6 8 6
Acesso Ac.37 Ac.38 Ac.40 Ac.42 Ac.43 Ac.44 Ac.45 Ac.46 Ac.47 Ac.48
espécies/acesso 6 5 6 6 4 2 8 7 5 3

(Ac) acesso

O fato de um acesso com menor numero de espécies de FMAs na
rizosfera da planta ndo apresentar redugcdo quanto ao numero de esporos e
a percentagem de colonizagdo micorrizica pode estar relacionado as
caracteristicas de FMAs considerados mais especialistas na colonizagao de
plantas em comparagdo com as espécies mais generalistas (OEHL et al.,
2010) que, por sua vez, devem apresentar menor competitividade em
relagdo a colonizacdo das plantas. Para melhor correlacionar as espécies
encontradas no solo com as localizadas nas raizes das plantas, bem como
com a proporgao com que cada uma esta presente no sistema radicular, a
identificacdo destes fungos dentro da raiz se torna necessaria. Tal
procedimento ja foi realizado por outros autores (OPIK, et al., 2003;
RENKER et al., 2005; MARTINEZ-GARCIA et al., 2011), mas até entdo néo

ha relatos de trabalhos com este foco envolvendo plantas de pinhdo-manso.

4.3. Diversidade de FMAs avaliadas por ferramentas

moleculares

A extracdo de DNA do solo e dos esporos de FMAs utilizados como
marcadores de referéncia foi realizada com sucesso. Na primeira reacdo de
PCR utilizando-se o par de primers AM1/NS31, apenas foi possivel a
visualizagdo de bandas em gel de agarose (0,8 %) correspondentes aos
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FMAs utilizados como marcadores de referéncia, provavelmente, devido a
maior concentracdo de DNA pertencente ao filo Glomeromycota, livres de
outros contaminantes.

Contudo, a partir da diluicdo dos produtos desta primeira rodada de
amplificacées e a subsequente amplificacdo destes produtos com o par de
primers Glo1/NS31-GC (nested-PCR), resultou na obtengdo de produtos de
PCR de tamanho esperado (cerca de 230 pb) em todas as amostras, como
observado por Cornejo et al. (2004) e Liang et al. (2008). Os produtos da
segunda amplificagdo foram analisados em eletroforese em gel com

gradiente desnaturante (DGGE).

4.3.1. Analise das espécies de FMAs marcadoras de
referéncia por PCR-DGGE

Os produtos obtidos por nested-PCR gerou um perfil de diversas
bandas no gel de DGGE caracteristico para cada espécie de referéncia
analisada, em uma escala de gradiente de desnaturagdo variando de 36 a
50 % (figura 3). O resultado confirma o polimorfismo dos genes 18S rDNA
destes micro-organismos (OPIK et al., 2003; RENKER et al., 2005).
Comportamento semelhante foi observado por Liang et al. (2008)
trabalhando com as espécies marcadoras Acaulospora scrobiculata,
Gigaspora gigantea, Glomus intraradices, Glomus mosseae e Scutellospora
heterogama. O perfil de multiplas bandas apresentadas em todas as
espécies representa um fator de dificuldade para se inferir sobre a
identificacdo em nivel de espécie destes micro-organismos em amostras de
campo por comparagao entre os perfis de migragdo das bandas no DGGE,
uma vez que a posi¢cao de muitas bandas no gel de acrilamida é coincidente

e varias espécies diferentes sdo encontradas em campo (figura 3).
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Figura 3. Perfil de bandas dos fragmentos correspondentes ao rDNA 18S
das espécies de FMA utilizadas como marcadores de referéncia
obtidos pela técnica de DGGE. Gel com gradiente desnaturante 36-
50 %. Colunas a, n: mistura dos marcadores; colunas b, c: Glomus
clarum; colunas d, e: Gigaspora albida| PRN201A|; colunas f, g:
Gigaspora decipiens| SCT304A| ; Colunas h, i: Scutellospora
heterogama| PNB102A|; Colunas j, k: Acaulospora koskei
| SCT406A | ; Colunas I, m: Acaulospora tuberculata| SCT250B| . Os
retdngulos demonstram exemplos de algumas bandas com perfil de
migracgao idéntico, mesmo pertencendo a espécies diferentes.

No entanto, o perfil de bandas diferiu entre as espécies marcadoras
de referéncia, apresentando, no gel, uma distribuicdo caracteristicas para
cada espécie analisada. A reprodutibilidade para cada espécie indica que o
gradiente foi corretamente formado e a metodologia utilizada obteve sucesso
na separagao dos fragmentos 18S do rDNA para FMAs.

Algumas bandas predominantes nos perfis das espécies utilizadas
como referéncia foram eluidas e sequenciadas. As sequéncias obtidas foram
analisadas com o auxilio da ferramenta BLASTn (NCBI) o que revelou se
tratar das espécies identificadas por técnicas morfologicas, ou pelo menos a

identificacdo da mesma familia, o que pode ser reflexo que estes micro-
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organismos apresentam um menor numero de sequéncias depositadas no
GenBank (tabela 6).

Tabela 6- |dentidade das bandas selecionadas e eluidas do gel de DGGE
das espécies-referéncia de fungos micorrizicos arbusculares.

Posicéo da Correspondénpi_a m'ais préxima no GenBank codigo de acesso no GenBank
banda no Gel (% de similaridade pelo BLAST)

B3 Glomus clarum (99 %) AJ852597.1

D5 Gigaspora sp (98 %) EF447242.1

G5 Gigaspora decipiens (100 %) AY641812.1

H2 Scutellospora heterogama (100 %) NG_017177.1

K2 Acaulospora sp (96 %) AY919854.1

M5 Acaulosporaceae (98 %) GU198548.1

Os cddigos B3, D5, G5, H2, K2, M5, indicam a coluna e a posicdo na mesma das bandas
eluidas do gel apresentado na figura 3.

Na avaliagdo da separagédo das bandas dos fragmentos dos genes
18S rDNA para outras espécies estudadas, utilizando TTGE, Cornejo et al.
(2004) também verificaram a presencga no padrao de formagao de multiplas
bandas para Glomus viscosum. Esse polimorfismo apresentado entre
esporos da mesma espécie pode ocorrer, também, no interior de um unico
esporo (CLAPP et al., 1999; SCHURLER et al., 2001; RENKER, et al., 2005),
tal caracteristica pode ser explicada pelo fato de que um esporo pode conter
milhares de nucleos e eventualmente alguns podem sofre algumas
modificagdes nestes genes em questdo (SANDERS & CROLL, 2010). De
Souza et al. ( 2004) argumentaram que o polimorfismo entre as copias de
um mesmo gene no genoma pode ser uma opgao para se diferenciar
espécies estreitamente relacionadas. A utilizagdo da técnica do PCR-DGGE
aplicadas a estas regides pode fornecer impressdo digital molecular
detalhada e adequada que pode ser usada na avaliagdo da pureza de
espécies em colegdes de cultura de FMAs (NOVAIS et al., 2010).

Apesar da caracteristica polimérfica dos genes rDNA 18S em FMAs
a técnica de DGGE prové uma boa estimativa da estrutura da comunidade

destes fungos no solo em estudos ecoldgicos (OPIK et al., 2003).
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4.3.2. Analise da estrutura da comunidade de FMAs nas
amostras de solo por PCR-DGGE

A técnica de nested PCR utilizando-se o par de primers Glo1/NS31-
GC resultou na obtengcdao de fragmentos de DNA correspondentes a
sequéncia parcial do rDNA 18S em todas as amostras analisadas. Os perfis
de separacdo das bandas destes fragmentos nos géis de DGGE séao
apresentados na figura 4.

O padrao diferenciado na distribuicdo das bandas foi observado nas
amostras de cada regidao. Os posicionamentos das bandas obtidas das
amostras de Vigosa foram diferentes entre si, da mesma forma como
ocorrido com as amostras de Canaa. Esta caracteristica pode estar
relacionada a distribuicdo desigual dos FMAs, devido a maior
heterogeneidade do solo, relacionadas a composicao fisico-quimica e
relevos mais desuniformes.

Por sua vez, mesmo que as amostras obtidas em cada acesso de
pinhdo-manso em Nova Porteirinha tenham apresentado diferencas quanto a
presenca ou auséncia de algumas espécies de FMAs previamente
identificadas na avaliagdo morfoldgica, o padrédo de distribuicdo das bandas
nos géis de DGGE, foi bastante homogéneo, com a presenga de bandas
dominantes na mesma posigao (figura 4). Vale, no entanto, ressaltar que
para identificacdo morfologica foram utilizados 100 cm® de solo, enquanto
que para analises moleculares utilizou-se apenas 1g, o que certamente
dificultaria a identificagcdo de espécies de FMAs menos abundantes.

Um fator que pode influenciar a analise da comunidade de FMAs
com a visualizacdo das bandas nos géis do DGGE para cada amostra
analisada € a especificidade do primer AM1 que € especifico para as ordens
Glomerales e Diversisporales e nao especifico para Archaeosporales e
Paraglomerales (MA, et al., 2005). Isto contribui para subestimar a avaliagéo
da diversidade de FMAs nos campos avaliados, uma vez que representantes
destas ordens foram identificados por analises morfolégicas em nossos
estudos. Uma série de primers esta sendo desenhada para resolver estes

problemas, no entanto, eles ainda ndo foram exaustivamente testados por
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muitos pesquisadores para aumentar sua confiabilidade quanto ao grau de
especificidade para os FMAs (GASPAROTTO et al., 2010).

Apesar de algumas variaveis interferirem nas analises moleculares
de comunidades microbianas do solo é possivel realizar uma comparacao
entre a composicdo das comunidades destes micro-organismos nas areas
em estudo com o auxilio do programa Bionumeric, que realiza analises de
agrupamento comparando quantidade, intensidade e posicionamento das

bandas nos géis (figura 5).
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Figura 4- Perfis de bandas dos fragmentos dos genes 18S do rDNA de FMAs encontrados no solo das areas coletadas de Vigosa,
Canaa e nos solos dos diferentes acessos do Banco de Germoplasma da Epamig, Nova Porteirinha, obtidos pela técnica de
DGGE. Gel com gradiente desnaturante 36-50%. M: Mistura dos marcadores de referéncia. V: amostras coletadas em
Vicosa. C: amostras coletadas em Canaa. 01 a 48 numeros de identificacdo de cada acesso coletado em Nova
Porteirinha/MG. As bandas sublinhadas pelas linhas vermelhas indicam as bandas que foram eluidas, amplificadas em PCR,
sequenciadas e analisadas pelo BLASTn.
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O agrupamento realizado demonstrou que as populagdes de FMAs
apresentam maior semelhanca entre os acessos que foram obtidos nas
mesmas regides ou regides proximas, o que demonstra que, em uma mesma
area, plantas de pinhdo-manso com caracteristica genéticas distintas, podem
ser um fator que influencia diretamente a populacdo de FMAs no solo
rizosférico. Da mesma forma, as amostras Canaa 01 e 02 e as de Vigosa 01 e
03 formaram um agrupamento mais proximo, indicando que o material genético
de mesma procedéncia ocorrendo em regides razoavelmente distantes, porém,
com condigdes edafoclimaticas semelhantes, resulta em comunidades de
FMAs analogas na rizosfera de pinhao-manso.

Contudo, para realizacao destas analises, o preparo das amostras € de
fundamental importancia, por haver a possibilidade de ocasionar a diluicdo do
numero de esporos de FMAs, em razédo de sua distribuicdo desigual nos solos
(SMITH & READ, 1997). Tal fato pode ter ocorrido com a amostra Vigosa 02,
gue n&o agrupou com as demais amostras da mesma area.

Como o perfil de bandas foi gerado por material coletado diretamente
da rizosfera e os esporos de FMAs formam multiplas bandas no gel do DGGE,
o numero de FMAs encontrados no campo, representados pelas bandas do gel,
pode ser representativo de menos da metade destes micro-organismos
presentes na area (MA et al., 2005). Além disso, como fragmentos de rDNA de
populagdes menos abundantes podem apresentar mesmas posi¢des no do gel
que fungos de populagbes maiores, o que pode mascarar a presenga de
algumas populagdes de FMAs nestas areas (KOWALCHUK et al., 2002).

No entanto, esta estratégia permite rapidas comparagbes entre as
comunidades de FMAs de diversas regides e a andlise de multiplas amostras
ao mesmo tempo, sem a necessidade de cultivo destes fungos em plantas
hospedeiras, tornando-se uma boa ferramenta para estudos ecoldgicos destes
micro-organismos (KOWALCHUK et al., 2002). Além disso, quando comparada
com outros métodos moleculares, a técnica de PCR-DGGE apresenta-se como

uma metodologia rapida, facil e menos onerosa (DE SOUZA et al., 2004).
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Figura 5- Dendrograma representando a distancia e o padrdao de bandas
correspondentes ao gene 18S rDNA obtido pela técnica de PCR-DGGE
das amostras de solo de Vigosa, Canaa e de todos os acessos de
pinhdo-manso coletados no Banco de Germoplasma da Epamig, Nova
Porteirinha/MG. A escala mostra semelhangas entre o padrdao de
bandas. Os numeros indicam a correlagdo cofenética, que sao
estimativas da fidelidade de cada subgrupo no dendrograma.
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4.3.3. Identificagdo das  espécies de FMAs pelo
sequenciamento das bandas eluidas do gel do DGGE

A partir da analise da sequéncia feita pela ferramenta BLASTn foi
verificado valores de identidade variando de 81 a 100%, sendo que, a maioria
apresentou média superior a 93% (tabela 7).

Um amplo numero de representantes de FMAs pdde ser identificado
apos o sequenciamento dos fragmentos dos genes 18S do rDNA (Gigaspora
decipiens Hall & Abbott, Gigaspora gigantea (Nicol. & Gerd.) Gerd. & Trappe,
Glomus clarum Nicol. & Schenck, Scutellospora dipapillosa (Walker & Koske)
Walker & Sanders e Scutellospora heterogama (Nicol. & Gerdemann) Walker &
Sanders), além dos identificados, pelo menos, em nivel de género,
aumentando a riqueza de espécies, em combinagdo com a analise morfolégica
até entdo encontradas na rizosfera de plantas de pinhao-manso.

As espécies identificadas pelas analises moleculares diferiram da
maioria das espécies identificadas pela analise morfolégica, exceto, pelas
espécies de Glomus que em ambas as metodologias, muitos representantes
foram identificados apenas em nivel de género. Esta diferenca pode ser
atribuida ao sequenciamento de apenas algumas bandas do gel de DGGE, ao
reduzido numero de esporos de algumas espécies encontradas em campo, a
diluicdo dos esporos no momento da formacédo dos tratamentos (SMITH &
READ, 1997) ou, ainda, a baixa especificidade do primer AM1 para algumas
especies de FMAs (MA et al., 2005).

Algumas dificuldades em relagédo a eluicdo das bandas se referem ao
variado numero de bandas produzidas por uma mesma espécie e a elevada
quantidade das mesmas em géis corridos com amostras de campo, o0 que
oneraria o custo com sequenciamento se todas fossem analisadas. Além disto,
a dificil visualizagao das bandas mais fracas no gel de DGGE sob luz UV infere
que o numero de bandas que poderiam ser amostradas para sequenciamento é
menor que o numero de bandas capturadas pelo sistema de captura de
imagem utilizado.

A amplificacdo dos fragmentos dos genes 18S rDNA de FMAs
utiizando o primer AM1 foi satisfatério. No entanto, houve também a

amplificacdo de representantes de outros grupos de fungos, como
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Apotolamprus cyanescens, Carinispora nypae, Hepatozoon sp. e Lophiotrema
brunneosporum. Ja foi relatado que este primer pode, também, amplificar
fragmentos de alguns ascomicetos e basidiomicetos (HELGASON et al., 1998;
DOUHAN et al., 2005). No entanto, em nosso trabalho foi identificado um
oomiceto (Pythium cylindrosporum) com este primer. Contudo, com a estratégia
de nested-PCR, que combina a especificidade parcial para FMAs do primer
AM1 com o poder de resolugédo no gel de DGGE com o par de primers NS31-
GC/Glo1 (CORNEJO et al., 2004), é possivel verificar um perfil das espécies
de FMAs presentes na rizosfera de pinhdo-manso.

O sequenciamento de bandas de uma mesma amostra, contudo em
posi¢cdes diferentes no gel indicou a presenga de mesmas espécies como no
caso de V1-3 e V1-4; V1-5 e V1-6; V2-1 e V2-2 (tabela 7), confirmando o
polimorfismo dos fragmentos dos genes 18S rDNA dentro de mesmas espécies
de FMAs como ja relatado por outros autores (OPIK et al., 2003; CORNEJO et
al., 2004; LIANG et al., 2008).

Bandas eluidas da mesma posi¢gdo no gel, das amostras obtidas em
diferentes acessos coletados em Nova Porteirinha, representaram, na maioria
das vezes, espécies de FMAs relacionadas entre si, principalmente em nivel de
género (por exemplo; bandas 1 com 1, 2 com 2 ou 3 com 3 de cada acesso)
(tabela 8).

Curiosamente, esporos de Acaulospora foram detectados
constantemente pela avaliagdo morfolégica, sem, no entanto, ter sido
encontrado qualquer sequéncia, pela analise molecular, que apresentasse
identidade com este género. Esse fato também foi relatado por Kowalchuk et
al. (2002), o que pode ser atribuido a escolha de somente algumas bandas a
serem sequenciadas, uma vez que neste mesmo trabalho, espécies
marcadoras de referéncia apresentaram sequéncias identificaveis para estes
micro-organismos, pelo menos em niveis de familia e género.

Ainda que nem todas as bandas tenham, sido sequenciadas, os perfis
dos géis obtidos e as analises preliminares das sequéncias sugerem que
comunidades de FMAs nas trés regides analisadas, com condi¢des

edafoclimaticas diferentes, sao distintas.
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Tabela 7- Identidade das bandas selecionadas, eluidas dos géis de DGGE e sequenciadas das amostras obtidas em Vigosa,
Canaa e para cada acesso avaliado na area de Nova Porteirinha.

Identificacdo da banda

Correspondéncia mais préxima no GenBank (% de identidade pelo BLASTn)

codigo de acesso no GenBank

V1-1
V1-5
V1-6
V1-7
V18
V1-10
V2-1
V2-2
V2-4
V2-5
V3-1
V3-2
V3-3
V3-4
V3-5
V3-6
V3-7
V3-10
V3-11
V3-12
C1-1
C1-2
C1-5
c1-7
c1-8
c1-9
C1-10
c2-1
C2-2

Uncultured Glomus clone NES17#G16 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (94 %)

Uncultured Glomus partial 18S rRNA gene, clone 30_14.S-NT (95 %)

Uncultured Glomus clone HDALG14 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (98 %)

Uncultured Glomus clone HDALG14 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (97 %)

Glomus sp. CH3263078 partial 18S rRNA gene, isolate CH3263078 (94 %)

Glomus sp. CH3263078 partial 18S rRNA gene, isolate CH3263078 (96 %)

Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (96 %)

Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (99 %)

Gigaspora decipiens isolate DGGE band AU102-5 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (100 %)
Uncultured Gigaspora clone K15c2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (100 %)

Uncultured Glomus isolate DGGE band 123 14.c2.1.1.14c2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (97 %)
Uncultured Glomus clone T22L1SP 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence (97 %)
Uncultured Glomus clone T22L1SP 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence (94 %)
Uncultured Glomus clone K179c6 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (95 %)

Uncultured Gigasporaceae clone FVDWSEPO1EBOIKY 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (92 %)
Uncultured Glomus partial 18S rRNA gene, isolate PS41G (81 %)

Uncultured Glomus clone G1C4A1Z 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence (92 %)

Uncultured Glomus clone G10_2L2SP 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence (93 %)
Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (94 %)

Uncultured Glomus clone HDAMG10 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (89 %)

Uncultured Glomus clone DNA62_3 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (96 %)

Carinispora nypae strain BCC 36316 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence (92 %)
Uncultured Glomus clone K230c5 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (89 %)

Uncultured Glomus partial 18S rRNA gene, isolate PS41G (94 %)

Uncultured Gigasporaceae clone FVDWSEPO1CE9TJ 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (87 %)
Lophiotrema brunneosporum strain CBS 123095 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (89 %)
Uncultured Glomus clone 14 group 5 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence (93 %)
Uncultured Gigasporaceae clone FVDWSEPO1EBOIKY 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (91 %)
Uncultured Glomus small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence (97 %)

GU353935.1
AM412085.1
GQ336527.1
GQ336527.1
FR690122.1
FR690122.1
AJ852609.1
AJ852609.1
AY641812.1
EF447242.1
HQ323622.1
EF177648.1
EF177648.1
DQ336464.1
GU198545.1
FM955850.1
EF177562.1
EF177547.1
AJ852609.1
GQ340787.1
HM440265.1
GU479749.1
DQ336521.1
FM955850.1
GU198546.1
FJ795487.1
EF109875.1
GU198545.1
DQ371697.1
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Identificacdo da banda

Correspondéncia mais préxima no GenBank (% de identidade pelo BLASTn)

codigo de acesso no GenBank

Ac- 01-1
Ac- 01-2
Ac- 01-3
Ac- 02-1
Ac- 02-2
Ac- 02-3
Ac- 03-1
Ac- 03-2
Ac- 03-3
Ac- 05-1
Ac- 05-2
Ac- 05-3
Ac- 07-2
Ac- 07-3
Ac- 08-1
Ac- 08-2
Ac- 08-3
Ac- 09-2
Ac- 09-3
Ac- 10-2
Ac- 10-3
Ac- 11-2
Ac- 11-3
Ac- 12-2
Ac- 12-3
Ac- 13-2
Ac- 13-3
Ac- 17-1
Ac- 17-2
Ac- 17-3

Gigaspora gigantea partial 18S rRNA gene, clone G-5 (90 %)

Scutellospora heterogama partial 18S rRNA gene, clone pWD163-2-6 (92 %)

Uncultured Glomus clone NES01#D16 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (90 %)
Pythium cylindrosporum isolate 275 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (94 %)
Scutellospora heterogama strain INVAM FL225 18S ribosomal RNA, partial sequence (98 %)
Uncultured Glomus partial 18S rRNA gene, isolate PS41G (82 %)

Uncultured Gigaspora clone K15¢2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (98 %)
Scutellospora heterogama strain INVAM FL225 188 ribosomal RNA, partial sequence (99 %)
Uncultured Gigaspora clone K15c2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (98 %)
Scutellospora heterogama strain INVAM FL225 188S ribosomal RNA, partial sequence (99 %)
Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (100 %)

Uncultured Gigaspora clone K15¢2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (97 %)

?

Apotolamprus cyanescens voucher Ara.cya.6.1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (96 %)
Uncultured Gigasporaceae clone LES13#121 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (96 %)
Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (100 %)

Uncultured Gigaspora clone K15c2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (99 %)
Scutellospora dipapillosa rDNA for small subunit rRNA (87 %)

Apotolamprus cyanescens voucher Ara.cya.6.1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (96 %)
Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (94 %)

Uncultured Glomus clone FVDWSEPO1EPGB8A 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (85 %)
Uncultured Glomus clone NES34#D30 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (96 %)

Glomus clarum 18S rRNA gene, isolate UFPEO8 (93 %)

Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (99 %)

Glomus clarum 18S rRNA gene, isolate UFPE08 (100 %)

Glomus clarum 18S rRNA gene, isolate UFPE08 (100 %)

?

Scutellospora heterogama strain INVAM FL225 188 ribosomal RNA, partial sequence (99 %)
Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (100 %)

Uncultured Gigaspora clone K15¢2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (97 %)

AM746154.1
AJ306434.1
GU353768.1
EU199112.1
NG_017177.1
FM955850.1
EF447242.1
NG_017177.1
EF447242.1
NG_017177.1
AJ852609.1
EF447242.1
?
GQ341958.1
GU353712.1
AJ852609.1
EF447242.1
714013.1
GQ341958.1
AJ852609.1
GU198598.1
GU353956.1
AJ852597 .1
AJ852609.1
AJ852597 .1
AJ852597 .1
NG_017177.1
AJ852609.1
EF447242.1
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Tabela 7- Continuacgao

Identificacdo da banda Correspondéncia mais préxima no GenBank (% de identidade pelo BLASTn) codigo de acesso no GenBank
Ac- 19-1 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (97 %) AJ852609.1
Ac- 19-2 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (100 %) AJ852609.1
Ac- 19-3 Uncultured Gigaspora clone K15¢2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (98 %) EF447242.1
Ac- 20-1 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (97 %) AJ852609.1
Ac- 20-2 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (100 %) AJ852609.1
Ac- 20-3 Uncultured Gigaspora clone K15¢2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (98 %) EF447242 1
Ac- 21-1 Uncultured Gigasporaceae clone LER04#P36 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (93 %) GU353463.1
Ac- 21-2 Scutellospora heterogama strain INVAM FL225 188 ribosomal RNA, partial sequence (100 %) NG_017177.1
Ac- 21-3 Uncultured Gigaspora clone K15c2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (96 %) EF447242.1
Ac- 21-4 Uncultured Gigaspora clone K15c2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (99 %) EF447242.1
Ac- 22-1 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (98 %) AJ852609.1
Ac- 22-2 Hepatozoon sp. CCS-2010 isolate V9 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (92 %) HM585204.1
Ac- 22-3 Uncultured Gigaspora clone K15¢2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (97 %) EF447242 1
Ac- 24-1 Scutellospora heterogama strain INVAM FL225 18S ribosomal RNA, partial sequence (99 %) NG_017177.1
Ac- 24-2 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (95 %) AJ852609.1
Ac- 24-3 Uncultured Gigaspora clone K15c2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (98 %) EF447242 1
Ac- 24-4 Uncultured Gigaspora clone K15c2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (99 %) EF447242.1
Ac- 25-1 Scutellospora heterogama partial 18S rRNA gene, clone pWD163-2-6 (96 %) AJ306434.1
Ac- 25-2 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (99 %) AJ852609.1
Ac- 25-3 Uncultured Gigaspora clone K15¢2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (97 %) EF447242.1
Ac- 26-1 Scutellospora heterogama partial 18S rRNA gene, clone pWD163-2-6 (97 %) AJ306434.1
Ac- 26-2 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (92 %) AJ852609.1
Ac- 26-3 Uncultured Gigaspora clone K15¢c2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (97 %) EF447242 .1
Ac- 27-1 Scutellospora heterogama strain INVAM FL225 188 ribosomal RNA, partial sequence (96 %) NG_017177.1
Ac- 27-2 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (99 %) AJ852609.1
Ac- 27-3 Scutellospora heterogama strain INVAM FL225 18S ribosomal RNA, partial sequence (96 %) NG_017177.1
Ac- 27-4 Scutellospora heterogama strain INVAM FL225 18S ribosomal RNA, partial sequence (95 %) NG_017177.1
Ac- 28-1 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (98 %) AJ852609.1
Ac- 28-2 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (100 %) AJ852609.1
Ac- 28-3 Scutellospora heterogama strain INVAM FL225 18S ribosomal RNA, partial sequence (92 %) NG 0171771
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Tabela 7- Continuacgao

Identificacdo da banda Correspondéncia mais préxima no GenBank (% de identidade pelo BLASTn) codigo de acesso no GenBank
Ac- 29-1 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (98 %) AJ852609.1
Ac- 29-2 Uncultured Gigaspora clone K15c2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (96 %) EF447242.1
Ac- 29-3 Scutellospora heterogama strain INVAM FL225 18S ribosomal RNA, partial sequence (95 %) NG_017177.1
Ac- 30-1 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (97 %) AJ852609.1
Ac- 30-2 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (96 %) AJ852609.1
Ac- 30-3 Uncultured Gigaspora clone K15¢2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (96 %) EF447242 1
Ac- 31-1 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (93 %) AJ852609.1
Ac- 31-2 Scutellospora heterogama strain INVAM FL225 188 ribosomal RNA, partial sequence (97 %) NG_017177.1
Ac- 31-3 Uncultured Gigaspora clone K15c2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (96 %) EF447242.1
Ac- 32-1 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (96 %) AJ852609.1
Ac- 32-2 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (98 %) AJ852609.1
Ac- 32-3 Uncultured Gigaspora clone K15¢2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (97 %) EF4472421
Ac- 34-1 Scutellospora heterogama partial 18S rRNA gene, clone pWD163-2-6 (97 %) AJ306434.1
Ac- 34-2 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (95 %) AJ852609.1
Ac- 34-3 Uncultured Gigaspora clone K15¢2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (98 %) EF447242 .1
Ac- 35-1 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (98 %) AJ852609.1
Ac- 35-2 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (93 %) AJ852609.1
Ac- 35-3 Scutellospora heterogama strain INVAM FL225 18S ribosomal RNA, partial sequence (91 %) NG_017177.1
Ac- 36-1 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (96 %) AJ852609.1
Ac- 36-2 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (97 %) AJ852609.1
Ac- 36-3 Uncultured Gigaspora clone K15¢2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (99 %) EF447242 1
Ac- 37-1 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (98 %) AJ852609.1
Ac- 37-2 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (97 %) AJ852609.1
Ac- 37-3 Uncultured Gigaspora clone K15¢c2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (98 %) EF447242 .1
Ac- 38-1 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (98 %) AJ852609.1
Ac- 38-2 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (99 %) AJ852609.1
Ac- 38-3 Uncultured Gigaspora clone K15¢2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (98 %) EF4472421
Ac- 40-1 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (97 %) AJ852609.1
Ac- 40-2 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (97 %) AJ852609.1
Ac- 40-3 Uncultured Gigaspora clone K15¢2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (96 %) EF447242 1
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Tabela 7- Continuacgao

Identificac@o da banda Correspondéncia mais préxima no GenBank (% de identidade pelo BLASTn) codigo de acesso no GenBank
Ac- 44-1 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (97 %) AJ852609.1
Ac- 44-2 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (96 %) AJ852609.1
Ac- 44-3 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (96 %) AJ852609.1
Ac- 45-1 Scutellospora heterogama partial 18S rRNA gene, clone pWD163-2-6 (98 %) AJ306434.1
Ac- 45-2 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (100 %) AJ852609.1
Ac- 45-3 Uncultured Gigasporaceae clone FVDWSEPO1EBOKY 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (96%) GU198545.1
Ac- 46-1 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (98 %) AJ852609.1
Ac- 46-2 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (96 %) AJ852609.1
Ac- 46-3 Uncultured Gigaspora clone K15¢c2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (94 %) EF447242 .1
Ac- 47-1 Scutellospora heterogama strain INVAM FL225 188S ribosomal RNA, partial sequence (98 %) NG_017177.1
Ac- 47-3 Uncultured Gigaspora clone K15c2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (97 %) EF447242 1
Ac- 48-1 Scutellospora heterogama 18S rRNA gene, isolate UFPE19 (97 %) AJ852609.1
Ac- 48-3 Uncultured Gigaspora clone K15¢2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (96 %) EF447242 1
Ac- 48-4 Glomus clarum 18S rRNA gene, isolate UFPE08 (96 %) AJ852597.1

Obs: O ultimo numero de cada identificagao indica a ordem (de cima para baixo) das bandas eluidas em cada amostra (Bandas
sublinhadas na figura 4). Os nomes em vermelho indicam a presencga de fungos nao-micorrizicos.
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4.4. Consideragdes finais sobre a diversidade de FMAs em

plantios de pinhdo-manso

A avaliacdo da diversidade de FMAs presentes na rizosfera de
plantas de pinhdo-manso nas trés areas estudada s possibilitou a
identificacdo de 19 espécies diferentes destes fungos, sendo 14 identificadas
por caracteristicas morfologicas e as 5 restantes pelo sequenciamento dos
fragmentos dos genes 18S do rDNA, além de varios individuos classificados
apenas em nivel de género, totalizando 7 géneros.

O género Glomus foi o que mais se destacou na avaliagao
morfologica, enquanto que o0s géneros Gigaspora e Scutellospora
prevaleceram na identificacdo pela analise molecular. Tal predominancia de
esporos de Glomus pode estar ligada a sua versatil propagacao e
estratégias de sobrevivéncia (LIANG et al, 2008). Além destes, foram
encontrados os géneros Acaulospora, Archaeospora, Pacispora e
Paraglomus na rizosfera desta planta. A diversidade de FMAs é um fator
chave para melhorar a sustentabilidade em diversos ecossistemas,
principalmente aqueles relacionados a baixas condi¢des de fertilidade (MA et
al., 2005). Somando-se esta caracteristica a dependéncia desta planta pela
associagao micorrizica (CARVALHO, 2008), favorece para que o pinhao-
manso possa ser cultivado no mais diversos habitats.

Apenas a quantidade relativa dos esporos de FMAs presentes no
solo nao reflete sua importancia funcional, ou seja, ndo permite inferir sobre
a intensidade de colonizag&o micorrizica ou sobre a distribuicdo das hifas no
solo (DOUDS Jr. & MILLNER, 1999). Contudo, esta informagéo nos permite
a realizagcdo de estudos, a fim de compreender a composicdo destas
populagdes de fungos e acompanhar sua alteragdo em decorréncia de
eventuais disturbios ambientais ou antrépicos.

Até o momento, ndo ha relatos sobre a descricdo das espécies de
FMAs presentes na rizosfera de plantas de pinhdo-manso. Este € um passo
fundamental para compreensdo da dindmica e influéncia destes fungos
sobre esta espécie de planta em nivel de campo. Contudo, pelo fato da
diversidade de espécies de FMAs presentes no solo poder diferir da

diversidade de espécies que colonizam o sistema radicular das plantas em
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um determinado momento (MARTINEZ-GARCIA et al., 2011) a proxima
etapa do estudo é realizar uma avaliagdo da diversidade destes fungos
associados ao sistema radicular de pinhdo-manso e analisar a influéncia de
cada espécie de FMA sobre o pinhdo-manso em cada regidao na qual a
planta € cultivada.

Nossos estudos revelaram que, a regido de Nova Porteirinha,
caracterizada pelo clima semiarido, apresentou maior diversidade de
espécies destes micro-organismos na rizosfera de pinhdo-manso quando
comparada as regides de Vigosa e Canaa. Tal fato pode estar relacionado a
maior diversidade de plantas presentes em locais com regides de clima
semiarido apresentando caracteristicas de maior dependéncia da

associagao micorrizica, como relatado por Tao & Zhiwei (2005).
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5. Conclusodes

O género Glomus parece ser 0 mais abundante em numero de
espécies entre os FMAs na rizosfera de pinhdo-manso nas areas

estudadas.

Plantas de pinhdo-manso ocorrendo em regides distantes, porém,
com condi¢cdes edafoclimaticas semelhantes, possuem populacdes de

FMAs semelhantes préximas as raizes.

Plantas de pinhdo-manso de diferentes acessos podem influenciar a
composi¢cao da comunidade de FMAs no solo rizosférico em uma

mesma area.

A utilizagdo em conjunto das metodologias morfolégica e molecular
fornece informagdes mais completas a respeito da diversidade de

FMAs presentes na rizosfera das plantas em campo.

Plantas de pinhdo-manso, independente da comunidade de FMAs
presentes na area de cultivo, apresentam elevada percentagem de
colonizagdo micorrizica, bem como, relativa abundancia no numero

de esporos na rizosfera desta planta.
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