DETECGAO DE FUNGOS MICORRiZICOS ARBUSCULARES EM RAIZES
DE CAFEEIRO E DE CROTALARIA CULTIVADA NA ENTRELINHA!

ARNALDO COLOZZI FILHO? e ELKE JURANDI BRAN NOGUEIRA CARDOSO?

RESUMO - Avaliou-se a ocorréncia de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) no solo rizostérico e
nas raizes de cafeeiro (Coffea arabica 1..) e de Crotalaria breviflora DC., cultivada na entrelinha como
adubo verde. Amostras de solo rizosférico e raizes foram coletadas em julho de 1997, em parte de um
experimento de longa duragéio conduzido no campo pelo Instituto Agronémico do Parana, no municipio
de Mirasselva, PR. Determinou-se a diversidade de FMAs, por meio da identificagdo morfoldgica dos
esporos, a freqiéncia de ocorréncia de popula¢des de FMAs por meio da contagem direta de esporos no
solo, ¢ a colonizagdo radicular. Extraiu-se DNA de raizes de cafeeiro colonizadas e ndo-colonizadas e de
esporos de Acaulospora longula e Scutellospora gilmorei, coletados na rizosfera, realizando-se a PCR
(“Polimerase chain reaction™) com primersITS (“Internal transcribed spacer™) e comparando os perfis
de bandas obtidos. O cultivo de crotalaria na entrelinha do cafeeiro aumentou a concentragdo de esporos
de FMAs na rizosfera do cafeeiro. A crotalaria e o cafeeiro estimularam populagdes diferentes de
FMAs. O género Acaulospora predominou na rizosfera do cafeeiro, e Scutellospora e Gigaspora na
rizosfera da crotalaria. Usando técnicas moleculares, foi possivel caracterizar FMAs na rizosfera e nas
raizes colonizadas do cafeeiro. O fungo micorrizico Scutellospora gilmorei, de ocorréncia comum em
cafeeiro e crotalaria, ndo foi encontrado colonizando as raizes do cafeeiro. O uso de técnicas moleculares
pode auxiliar no estudo da dindmica populacional de FMAs no campo.

Termos para indexagdo: Coffea arabica, Crotalaria breviflora, relagdo planta-solo, rizosfera, simbiontes,
fungos.

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

ABSTRACT - The sporulation and occurrence of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) was evaluated
in the coffee trees (Coffea arabica 1..) and Crotalaria breviflora DC. rhizosphere and roots. C. breviflora
was intercropped for green manure of the coffee plants. Samples of rhizosphere soil and roots were
collected in July of 1997 in a long-time experiment localized at the Instituto Agronémico do Parana
(IAPAR), in Mirasselva, PR, Brazil. The AMF diversity was determined through the morphologic
identification of spores, the AMF occurrence frequency by the direct counting of spores in the soil, and
the root colonization. To identify AMF in coftee roots, DNA from spores collected in the rhizosphere
and from colonized coffee roots was extracted and used for PCR (Polimerase chain reaction) with ITS
(Internal transcribed spacer) primers, comparing the obtained bands. The legume intercropping cultiva-
tion increased the spores concentration of AMF in the soil. Coffee and C. breviflora plants stimulated
populations of different AMF in their rhizospheres. Scutellospora spp. and Gigaspora spp. were
more abundant at the legume rhizosphere. Acaulospora spp. occurred more often in coffee plant
rhizospheres. Using molecular techniques, it was possible to characterize AMF in the rhizosphere and
in the colonized roots of the coffee plants. Scutellospora gilmorei, of common occurrence in coffee
plants and C. breviflora, was not found colonizing the roots of coffee plants. Molecular techiniques can
be of great help in the study of AM fungal dynamics in the field.

Index terms: Coffea arabica, Crotalaria breviflora, plant soil relations, rhizosphere, symbionts, fungi.
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patogenos ¢ desencadear no hospedeiro diversos
outros efeitos ainda nao de todo compreendidos.

Esta simbiose ¢ particularmente importante para
o cafeeiro, porque este apresenta elevada dependén-
cia aos fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) na
fase de produgao de mudas (Siqueira & Colozzi Fi-
l1ho, 1986). Entretanto, as informagdes sobre a ocor-
réncia de FMAs em cafeciros nio-inoculados em
producdo mostram a predominancia de espécies in-
digenas de baixa eficiéncia simbiotica (Fernandes,
1987; Balota & Lopes, 1996a). Espécies selecionadas
eficientes normalmente nao ocorrem no campo (Lopes
et al., 1983), ¢ quando introduzidas via inoculagao,
tém dificuldade de permanecer no agrossistema
(Balota & Lopes, 1996b). Por meio do manejo das
culturas ¢ possivel aumentar o potencial de indculo
natural do solo (Baltruschat & Dehne, 1988) ¢ a di-
versidade de espécies de FMAs, promovendo a
sustentabilidade do agrossistema (Bethlenfalvay &
Linderman, 1992).

O estudo de ocorréncia e dindmica das popula-
¢oes de FMAS no solo ¢ um desafio, dada a dificul-
dade de identificacdo destes fungos, tanto livres no
solo como no interior das raizes. Estudos com cultu-
ras-armadilhas sdo dificeis de serem executados, ¢
muitas vezes fornecem resultados nao-conclusivos.
Este desafio, entretanto, esta sendo vencido com o
auxilio de novas técnicas de biologia molecular. Es-
tas técnicas tém permitido identificar fungos a partir
de esporos coletados diretamente do campo ¢ tam-
bém identificar FMAs colonizando raizes de plantas.

Andlises de fragmentos de restricao de DNA ampli-
ficados por PCR (Polimerase chain reaction) constitu-
em uma ferramenta poderosa que permite a deteccao
de moléculas de acidos nucléicos especificos presen-
tes em pequenas quantidades (Steffan & Atlas, 1991) ¢
tem sido aplicada com sucesso na identificagio de
FMAs. O uso da PCR com primers que flanqueiam a
regido gendmica do ITS (Internal transcribed spacer)
(Redecker et al., 1997) ou mesmo primers especificos
como os desenvolvidos para Glomus mosseae
(Lanfranco et al., 1995) e para Scutellospora castanea
(Zeze et al, 1996), tem permitido a identificagio
taxondmica destes fungos sem os problemas de varia-
¢des nos caracteres morfoldgicos que dificultam a
taxonomia tradicional. Estas técnicas também tém sido
aplicadas como ferramenta auxiliar para a identificagio
de FMAs internamente as raizes (Bonito et al., 1995;
Edwardset al., 1997).
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O objetivo deste trabalho foi estudar a
esporulacio, a freqiiéncia de ocorréncia ¢ a compo-
sicdo das populagdes de FMAs na rizosfera do cafe-
eiro e da Crotalaria breviflora cultivada na entreli-
nha como adubo verde, e a colonizagio radicular do
cafeeiro.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado em amostras de solo rizostérico
¢ de raizes coletadas em um experimento de 12 anos de
duragdo, conduzido no campo pelo Instituto Agronémico
do Parana (IAPAR), no municipio de Mirasselva, PR, com
o objetivo de estudar os efeitos do cultivo intercalar de
adubos verdes sobre as propriedades do solo e a produti-
vidade do cafeeiro.

O experimento foi instalado em uma area de Latossolo
Vermelho-Escuro distrofico (LEd), onde se cultiva o
cafeeiro ‘Catuai Amarelo’ nas linhas principais, ¢ nas en-
trelinhas, as leguminosas leucena (Leucaena
leucocephala Benth.), Crotalaria spectabilis Roth,
C. breviflora DC., mucuna-cinzenta (Stizolobium cinereum
Piper & Tracy), mucuna-and (Stizolobium
deeringianum Bort.), amendoim-cavalo (Arachis
hipogeae 1..), e caupi (Vigna unguiculata Endl.) para fins
de adubagdo verde. Como controle, cultiva-se o cafeeiro
conduzido no limpo. O delineamento experimental foi o
de blocos ao acaso, com trés repetigdes.

No presente estudo, avaliou-se a micorrizagéio apenas
nos tratamentos sob efeito do cultivo da C. breviflora,
considerando-se os efeitos positivos do cultivo desta
leguminosa sobre a esporulagdo e a diversidade de espécies
de FMAs, conforme relatados por Colozzi Filho (1999).
Para tanto, em julho de 1997 coletaram-se amostras de
solo e de raizes, na linha de cafeeiro conduzido com cultivo
intercalar de C. breviflora, na linha de cultivo da
C. breviflora, e na linha de cafeeiro conduzido sem cultivo
intercalar (controle), constituindo trés tratamentos.

Em cada local de amostragem foram coletadas trés amos-
tras compostas (uma por bloco) contendo aproximada-
mente 1 kg de solo rizosférico e raizes. As amostras foram
compostas por quatro subamostras coletadas na profun-
didade de 0 a 20 cm. No cafeeiro, as subamostras foram
coletadas em quatro pontos equidistantes sob a projegdo
da copa e orientados para as dire¢des norte, sul, leste e
oeste. Na linha de plantio da crotalaria, as subamostras
foram coletadas em lados alternados (direito ¢ esquerdo).

Historico da area e conducao do experimento a campo

O experimento foi instalado em 1988. O cafeeiro foi
cultivado no espagamento 4,0 x 2,0 m por cova de duas



DETECCAO DE FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES

plantas e cada parcela possuia 32 covas (4 linhas de 8
covas), sendo as 8 covas centrais a area util da parcela.
Anualmente, as leguminosas foram semeadas na primeira
quinzena de outubro, sendo que a densidade de sementes
variou de acordo com a espécie. Por ocasido da floragéo,
que ocorre em épocas diferentes para cada espécie, as
leguminosas foram cortadas, deixando-se os residuos amon-
toados na area para cobertura do solo e decomposigéo.
No controle foram feitas capinas manuais durante o ano,
sempre que necessario.

Para corrego da acidez do solo, foram realizadas duas
calagens na area: a primeira, por ocasido da instalagdo do
experimento, e a segunda, em 1997. Em ambas foram apli-
cadas duas toneladas de calcario dolomitico por hectare.

Anualmente, entre os meses de setembro a margo, fo-
ram realizadas fertiliza¢cdes com NPK sob a projegio da
copa do cafeeiro, de modo a fornecer por cova 400 g de
sulfato de amdnio, 60 g de superfosfato triplo ¢ 100 g de
cloreto de potassio, com aplicagdes de N e K parceladas
em quatro e duas vezes, respectivamente, ¢ o P aplicado
em dose unica.

Caracterizacio quimica das amostras de solo

Do material amostrado (solo e raizes), 100 g de solo
foram utilizadas para analises quimicas de rotina (pH, C,
P, K, Ca, Mg e Al). Os resultados estdo apresentados na
Tabela 1. O pH foi determinado em solugdo de CaCl,
0,01 mol L-1. P ¢ K foram extraidos pelo extrator
Mehlich-1. Os teores de P foram determinados por
colorimetria, ¢ os de K, por fotometria de chama. Ca, Mg
€ Al foram extraidos com KCI 1 mol L! e determinados
por titulometria. O carbono orgénico foi extraido com
Na,Cr,07 2 mol L' + H,SO, 5 mol L! e determinado por
colorimetria.

Esporos de FMAs

Os esporos foram extraidos do solo por peneiramento
umido, conforme Gerdemann & Nicolson (1963) ¢
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centrifugados em agua a 3.000 rpm, por trés minutos e em
sacarose 50% a 2.000 rpm, por 2 minutos. Apos a extra-
¢do dos esporos, estes foram lavados por quatro vezes em
agua destilada estéril e entdo submetidos ao ultra-som por
30 segundos, na poténcia maxima, para eliminar esporos
velhos e também particulas de solo e microrganismos
contaminantes aderidos superficialmente. Em seguida
foram lavados por quatro vezes em agua destilada estéril.

Para as determinag¢des qualitativas (identificagdo de
espécies) e quantitativas (contagem), os esporos foram
fixados com PVL (Polivinil-alcool) em laminas microsco-
picas ¢ observados em microscopio optico composto.
A 1dentificacio das espécies foi feita com base em critérios
morfologicos, conforme Schenck & Perez (1987) e Morton
& Benny (1990).

Para extragdo de DNA, esporos de Acaulospora longula
e Scutellospora gilmorei, observados na rizosfera do cafe-
eiro, foram obtidos em uma nova extragéio e separados por
espécie do restante da populagdo de FMAs, sob micros-
copio estereoscopico (aumento de 80x) com luz refletida.
Os esporos foram selecionados pela aparéncia externa,
considerando-se a coloragdo uniforme, forma globosa
regular e auséncia de solo aderido externamente. Esporos
com caracteristicas discrepantes foram descartados.

O DNA foi extraido mediante a quebra de um tnico
esporo em 5 puL. de agua estéril, garantindo a liberagdo de
todo seu conteudo na agua para formagéo do extrato cru,
que foi rapidamente colocado no mix para a reagdo de PCR.

Raizes

Raizes do cafeeiro foram separadas do solo rizostérico
em agua corrente, ¢ lavadas. Para a determinagio da coloni-
zaco radicular por FMAs, as raizes foram aquecidas a
60°C em KOH 10% por 10 minutos, para clarifica¢do;
lavadas em agua destilada quatro vezes; acidificadas com
HCI1 1% por 2 minutos; e fervidas por 10 minutos em
solugdo de glicerol acido e azul de tripano 0,05% (Phillips
& Hayman, 1970). A determinagdo da porcentagem de co-
lonizagdo radicular foi feita em microscopio estereoscopico,

TABELA 1. Caracteristicas quimicas do solo cultivado com cafeeiro e (Coffea arabica L.) e com crotalaria
(Crotalaria breviflora DC.) cultivada na entrelinha como adubo verde. Média de trés repeticoes.

Local' pH Carbono P K Ca Mg Al
orginico
(gkgh = (mg dm?) - - (emol, dn1?) —e-emmmee-
Cafeeiro sem crotalaria 39 8.0 295 0,18 0,70 045 0,58
Cafeeiro com crotalaria 39 79 28,5 0,17 0,70 0,48 0,60
Crotalaria 511 8,0 4,8 0,21 1,90 1,14 0,00

! Amostras coletadas na projegio da copa do cafeeiro e na linha de cultivo da crotaléria, na profundidade de 0 a 20 cm.
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pelo método da placa quadriculada, segundo Giovannetti
& Mosse (1980).

Para tentar conhecer se esporos de ocorréncia rizosférica
comum colonizam ambas as plantas, quando cultivadas de
modo intercalar, selecionaram-se raizes do cafeeiro culti-
vado com crotalaria na entrelinha, para, por meio da extra-
¢do do DNA e amplificagdo com primers ITS, tentar obter
correspondéncia entre o padrdo de bandeamento de DNA
dos FMAs que colonizavam as raizes ¢ o padrdo de ban-
das obtido do DNA extraido de esporos na rizosfera. Uti-
lizaram-se 50 mg de raizes colonizadas e 50 mg de raizes
ndo-colonizadas coletadas nas amostras compostas repre-
sentativas de cada repeti¢do, para extragdo do DNA.
As raizes foram selecionadas em microscopio composto,
sendo a colonizagfio evidenciada pela presenga de
arbusculos ou vesiculas coradas em azul de tripano.
Na selegio procurou-se amostrar diferentes tipos de micélio
interno (fino e grosso) ou a presencga de vesiculas. O DNA
foi extraido segundo metodologia proposta por Bonito et al.
(1995), onde, para a retirada de agua, as raizes foram
centrifugadas a 12.000 g durante 1 minuto e entdo,
maceradas em 800 pl. de tampdo de extragdo (Tris-
HCI 1M, pH 8.5). Ao extrato foi adicionada a resina
Chelex 100, a uma concentra¢do final de 5% do volume do
tampao de extragdo. A mistura fot homogeneizada em vortex
¢ entdo fervida em banho-maria por 15 minutos. A resina
¢ os fragmentos das raizes foram removidos por
centrifugagdo a 12.000 g por 30 segundos, coletando-se o
sobrenadante. O material coletado foi imediatamente utili-
zado ou armazenado a -20°C. Para a PCR foram feitas
séries de diluigdes em agua com concentragdes de 1:10 a
1:10.000 (vol:vol).

PCR de esporos e raizes

A reagdo da PCR consistiu de 5 plL do extrato cru con-
tendo DNA de esporos ou raizes, adicionados a0 mix para
um volume final de 50 pL.. A concentrag@o final na reagéo
foi de 125 uM de cada ANTP, 20 pmol de cada primer,
7.5 mM de MgCl,, 1,5 unidades de Taq polimerase Goldstar
(Eurogentec, Seraing, Bélgica), sendo o tampdo for-
necido com a enzima e usado nas concentra¢des con-
forme indica¢des do fabricante. Os primers ITS 4
(5°-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") ¢ ITS 5 (5°-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAA GG-3°) (MWG-
Biotech, Ebersberg, Alemanha) foram utilizados combina-
dos.

O DNA ribossomal da regifo ITS foi amplificado por
um termociclador Perkin-Elmer System 2400, programa-
do para 95°C por trés minutos para desnaturago inicial,
40 ciclos de 1 minuto a 94°C para desnaturagéio, 40 segun-

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.35, n.10, p.2033-2042, out. 2000

A. COLOZZI FILHO e E.J.B.N. CARDOSO

dos a 50°C para anelamento, 1 minuto a 72°C para exten-
sdo e 5 minutos a 72°C para extensdo final. Em todos os
experimentos foram usados tratamentos-controle, em que
nenhum DNA foi colocado. Todos os tubos e materiais
utilizados na composic¢éo das solu¢des e no manuseio fo-
ram esterilizados.

Os produtos obtidos foram separados por eletroforese
em gel de agarose 1,4%. Os fragmentos de DNA resultan-
tes foram visualizados mediante coloragdo com brometo
de etideo e fotografados sob luz U. V.

Os dados de produgdo de esporos foram tabulados e
analisados segundo sua distribui¢dio de freqiiéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAOQO

A ocorréncia, a esporulacdo no solo ¢ a freqiién-
cia de ocorréncia de FMAs na rizosfera do cafeeiro e
de C. breviflora sdo apresentadas na Tabela 2. Fo-
ram observadas dez espécies de FMAs na area, sen-
do cinco no cafeeiro com crotalaria, cinco na crotalaria
e sete no cafeeiro sem adubo verde. No cafeeiro com
crotalaria ocorreram Scutellospora gilmorei,
Acaulospora scrobiculata,  A. longula,
Acaulospora sp. e Glomus diaphanum, com maior
ocorréncia de esporos do género Acaulospora (60%
sobre o total). Na crotaldria, a populagao foi com-
posta por S. gilmorei, Gigaspora margarita,
G decipiens, A. scrobiculata e A. appendicula, com
maior freqiiéncia de ocorréncia de esporos dos gé-
neros Scutellospora e Gigaspora, que, somados,
representaram 81% do total (Tabela 2). No cafeeiro
sem adubo verde, foram observadas S. gilmorei,
S. heterogama, A. scrobiculata, A. longula,
A. appendicula, A. spinosa e G. diaphanum, sendo
Acaulospora o género de maior freqiiéncia (61%).

A. spinosa, S. heterogama, A. longula,
Acaulospora sp. e G diaphanum foram observadas
somente em cafeeiro, sendo A. longula com freqii¢n-
cia de ocorréncia superior a de todos os outros com-
ponentes das populacdes (36,3%). G margarita ¢
G decipiens foram observadas apenas na crotaldria.
Entretanto, nesta, a espécie de maior ocorréncia foi
S. gilmorei (45,3%), que também foi observada no
cafeciro com até 19,3% de freqiiéncia de ocorréncia
(Tabela 2). A esporulagdo dos FMAs na rizosfera do
cafeeiro com adubo verde e na rizosfera da crotalaria
foi maior que no controle.

Os produtos da PCR de DNA gendmico de
A. longula, observado apenas na rizosfera do cafe-
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TABELA2. Ocorréncia, esporulacao no solo (E) e freqiiéncia de ocorréncia (F) de fungos micorrizicos
arbusculares em solo cultivado com cafeeiro (Coffea arabica L.) intercalado ou nao com crotalaria
(Crotalaria breviflora) cultivada na entrelinha como adubacao verde, em experimento de longa
duracao conduzido no campo. IAPAR, Mirasselva, PR. Média de trés repeticaes.
Fungos Cafeeiro com crotalaria Crotalaria Cafeeiro sem crotalaria
micorrizicos B! F (%) E F (%) E F (%)
Scutellospora gilmorei 26 19,3 48 453 3 49
S. heterogama - - - - 3 4,9
Gigaspora margarita - - 9 8,5 - -
G. decipiens - - 29 273 - -
Acaulospora scrobiculata 26 19,3 9 8,5 3 49
A. appendicula - - 11 10,4 7 11,3
A. longula 49 36,3 - - 13 21,0
A. spinosa - - - - 14 223
Acaulospora sp. 6 4.4 - - - -
Glomus diaphanum 28 20,7 - - 19 30,7
Total 135 100,0 106 100,0 62 100,0
! Namero de esporos 50 g™ de solos.
% Porcentagem de ocorréncia sobre o total de esporos observados.
eiro, e de S. gilmorei, observado na rizosfera das 1 2 3 4 5 6 7 8
duas plantas mas com freqiiéncia de ocorréncia mai- ] by g u o e
or na crotaldria, sdo apresentados na Fig. 1. Obser- :

vou-se fragmentos de DNA de peso molecular dife-
rentes nas duas espécies de FMAs estudadas.
A. longula apresentou fragmentos amplificados de
aproximadamente 580 bases pares (bp), e S. gilmorei,
de aproximadamente 540 bp. As amplificacoes obti-
das de esporos diferentes da mesma espécie de FMA
apresentaram bandas com o mesmo peso molecular,
mas de intensidades diferentes (Fig. 1).

Testes de diluicdo com extratos crus, obtidos de
fragmentos de raizes de cafeeiro colonizadas e nao-
colonizadas mostraram que, no extrato obtido ¢ nas
condigdes do experimento, a melhor dilui¢do para a
obtengio de produtos de amplificacdo de PCR usan-
do primers ITS 4 ¢ 5 foi a dilui¢do 1:100 (Fig. 2). En-
tretanto, a freqiiéncia de amplificagdes positivas foi
baixa. Extratos nio diluidos ou diluidos de 1:1000
nao apresentaram amplificagdes. Em todos os PCR
realizados, ndo se observaram amplificagdes em ex-
tratos de raizes nao-colonizadas e¢ na testemunha
(sem DNA).

Produtos da amplificacio de fragmentos de DNA
de esporos de A. longula ¢ de raizes de cafeeiros
colonizadas, usando primers de ITS 4 ¢ 5 combina-
dos, mostraram padrao de bandeamento semelhan-
te, ¢ este padrao foi diferente do observado nos

560 bp

FIG.1. Produtos de amplificacao de PCR com primers
ITS 4 e 5 combinados, usando trés diferentes
extratos crus obtidos de esporo nico de fun-
gos micorrizicos arbusculares. Linha 1,
marcador molecular A digerido com HindIII;
linhas 2 a 4, Acaulospora longula; linhas 5 a

7, Scutellospora gilmorei; linha 8, Controle.
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FIG.2. Produto da amplificacao de PCR usando os
primers ITS 4 e 5 combinados, obtidos de ex-
trato cru de raizes de cafeeiro colonizadas
ou nao, em diferentes diluicoes (vol.:vol.).
Linha 1, marcador molecular A digerido com
HindlIII; linha 2, raizes colonizadas (C) sem
diluicao; linha 3, C 1:10; linha 4, C 1:100;
linha 5, C 1:1000; linha 6, nao-colonizada
(NC) sem diluicao; linha 7, NC 1:10; linha 8,
NC 1:100; linha 9, NC 1:1000; linha 10, Con-
trole (sem DNA e sem dilui¢cao).

esporos de S. gilmorei (Fig. 3). Fragmentos de DNA
amplificados de A. longula e de raizes colonizadas
apresentaram aproximadamente 580 bp. S. gilmorei
apresentou segmentos amplificados de aproximada-
mente 540 bp, portanto diferente das raizes coloniza-
das, o que comprova que S. gilmorei nio colonizava
as raizes do cafeeiro amostradas. Nestas raizes ob-
servou-se também uma segunda banda, de peso
molecular ligeiramente superior ao observado no
A. longula. Raizes ndo colonizadas ¢ a testemunha
sem DNA nfo apresentaram amplificaco.

O cultivo de leguminosas altamente micorrizicas
pode aumentar o potencial de inéculo de FMAs no
solo, tanto da regido do cultivo como também de
dreas vizinhas, e isto pode ser particularmente im-
portante em situagdes de monocultivos permanen-
tes, como ¢ o caso do cultivo do café e de citros.
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FIG.3. Produto de amplificacio de PCRs obtidos de
extrato cru de esporo unico de fungos
micorrizicos arbusculares e de raizes de ca-
feeiro colonizadas ou nao, usando os primers
ITS 4 e 5 combinados. Linha 1, marcador
molecular L digerido com HindIII; linhas 2 e
3, Acaulospora longula; linhas 4 e 5,
Scutellospora gilmorei; linhas 6 e 7, extrato
de raizes colonizadas (dil. 1:100); linhas 8 e
9, extrato de raizes nao colonizadas (dil.
1:100); linha 10, Controle (sem DNA e sem
diluicao).

Potencial de indculo natural do solo ¢ o conjunto de
estruturas fngicas (esporos, células auxiliares
vesiculas e fragmentos de hifas) presentes no solo,
livres ou associadas a matéria organica ou agrega-
dos, capazes de infectar plantas, promover coloniza-
¢ao radicular ¢ estabelecer micorrizas. Monoculturas
prolongadas diminuem o potencial de indculo natu-
ral do solo e a diversidade de espécies de FMAs.
Segundo Johnson et al. (1992), monoculturas conti-
nuas tém efeito negativo sobre o potencial de indculo
de FMAs, porque geralmente selecionam espécies
mais adaptadas ao agrossistema, mas de eficiéncia
simbidtica menor. Smith (1980) observou reducio no
potencial de indculo de FMAs apo6s cultivo perma-
nente com trigo. Entretanto, este efeito se reverteu
gradualmente apos trés rotagdes na area com pasta-
gens. Baltruschat & Dehne (1988) relatam efeito se-
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melhante sobre o potencial de inéculo de FMAs em
solos cultivados continuamente com trigo. Neste tra-
balho, os autores relatam também que o uso de adu-
bagido verde com plantas ndo-micorrizicas
(Brassica napus ¢ Rhaphanus sativus) teve efeito
negativo ainda maior sobre o potencial de indculo
de FMAs. Os resultados do presente trabalho mos-
tram que o cultivo de Crotalaria breviflora na en-
trelinha de plantio do cafeeiro aumentou a densida-
de de esporos de FMAs, tanto na entrelinha quanto
na linha de plantio do cafeeiro. E possivel que este
aumento na concentracio de esporos possibilite tam-
bém aumentos no potencial de indculo natural do
solo. Entretanto, isto nao foi avaliado neste experi-
mento.

Os efeitos de varidveis edaficas, principalmente
pH e disponibilidade de P, Ca e Mg, tém sido ampla-
mente citados como importantes sobre a ocorréncia
de FMAs, sua germinagao no solo ¢ colonizagao de
plantas (Siqueira et al., 1989; 1990). Entretanto, a de-
terminagao de correlacdes entre ocorréncia de FMAs
¢ estes fatores ¢ dificil. O que se observa nos traba-
lhos de levantamento sdo tendéncias de ocorréncias
de FMAs em fungio de algumas variaveis de solo.
Por exemplo, Siqueira et al. (1989), estudando a ocor-
réncia de FMAs em agro ¢ ecossistemas, relatam a
tendéncia a ocorrerem espécies de Acaulospora em
solos com pH inferior a 6,5, ¢ comportamento varia-
do em relacdo ao teor de P disponivel. Gigasporas
foram observadas em faixa de pH mais ampla, ¢ me-
nor concentragdo de P disponivel e Glomus
etunicatum ocorreram predominantemente em solos
com pH maior que 6,5 e concentragio de P acima de
12 mg/kg.

No presente trabalho ndo foram observadas rela-
¢Oes claras entre as varidveis de solo ¢ a ocorréncia
de FMAs. Espécies de Glomus diaphanum, por exem-
plo, tradicionalmente citadas como de baixa toleran-
cia a acidez, ocorreram preferencialmente na rizosfera
do cafeeiro, onde o pH observado foi de 3.9. Por outro
lado, Gigasporas, freqiientemente citadas como de
ocorréncia em solos de maior acidez ¢ baixo P, ocor-
reram preferencialmente nas parcelas cultivadas com
crotalaria, onde a acidez do solo observada foi me-
nor (pH = 5.1). Por outro lado, Acaulosporas foram
observadas no cafeeiro ¢ crotaldria, independente-
mente da acidez ¢ do teor de P disponivel, o que
confirma sua maior adaptabilidade a diferentes
agrossistemas.
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Além de caracteristicas de solo, a compatibilida-
de entre os simbiontes precisa ser considerada como
um fator decisivo para a micorrizagao ¢ a permanén-
cia do fungo no agrossistema. Segundo Abbott &
Robson (1991), a abundancia de fungos micorrizicos
nos ecossistemas naturais esta relacionada ao nivel
de infecgao das raizes das plantas, bem como a abun-
dancia de espécies de plantas, o que sugere a ocor-
réncia de associagdes preferenciais entre fungo ¢
hospedeiro. Costa (1993), estudando soja ¢ milho
cultivados em monoculturas ou rotacido, observou
mudangas quantitativas ¢ qualitativas na comunida-
de de FMAs relacionadas as plantas hospedeiras.
S. coralloides, S. calospora e S. heterogama foram
observadas apenas na rizosfera de milho em
monocultura, sendo climinadas do solo quando a
soja foi cultivada em rotagdo. G ramisporophora foi
favorecida pela soja cultivada em monocultura. A.
longula ndo apresentou preferéncia de hospedeiro,
¢ ndo foi afetada pelo manejo. No presente trabalho
foram observadas diferencas qualitativas na ocor-
réncia de FMAs. G margarita e G decipiens ocorre-
ram apenas na crotalaria, S. heterogama, A. spinosa,
Acaulospora sp., G diaphanum e A. longula ape-
nas no cafeeiro, sendo este ultimo observado com
36,3% de freqiiéncia de ocorréncia. Por outro lado,
A. scrobiculata, A. appendicula e S. gilmorei foram
observadas tanto na crotalaria como no cafeeiro
cultivado adjacente, ¢ S. gilmorei ocorreu com
freqiiéncia de 45,3% na crotalaria e 19,3% no cafeei-
ro (Tabela 2). A maior diversidade de espécie de
FMAs observada no cafeeiro sem adubo verde pode
ser explicada pela presenca de invasoras que cres-
cem na drea, entre uma capina ¢ outra, estimulando
FMAs diferentes. Como a maioria destas invasoras
sdo gramineas, geralmente de sistema radicular agres-
sivo, elas favorecem a micorrizacdo e possibilitam
que diferentes espécies de FMAs se mantenham no
solo, aumentando sua diversidade.

Por meio da analise de fragmentos de restri¢ao de
ITS amplificados pela PCR foi possivel saber que
S. gilmorei, embora presente na rizosfera do cafeei-
ro, nio estava de fato colonizando suas raizes.
A analise de fragmentos de restri¢do de ITS tem sido
citada como uma valorosa ferramenta para caracteri-
zagao de fungos (Gardes et al, 1991; Lee & Taylor,
1992; Zambino & Szabo, 1993; Henrion et al., 1994) ¢
também de Glomales, na qualidade de género ou
espécie (Redecker et al., 1997). Nas Glomales, entre-
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tanto, as seqiiéncias de ITS t€ém se mostrado em al-
guns casos heterogéneas, como por exemplo em
esporos de G mosseae (Sanders et al., 1995; Lloyd-
MacGilp et al., 1996) e Gigaspora sp. (Redecker et al.,
1997). Por isso , tem sido também sugerido o uso de
primers de I'TS especificos (Abbas et al., 1996). En-
tretanto, como S. gilmorei foi a tnica Scutellospora
observada no cafeeiro, as diferencas no padrio de
bandas observadas foram suficientes para se poder
concluir que S. gilmorei ndo estava colonizando as
raizes do cafeeiro, sem a necessidade de analises
complementares usando primers especificos.

No estudo de raizes, testes preliminares das amos-
tras de extrato de raizes de cafeeiro, colonizadas ou
ndo, indicaram a necessidade de diluigdes e do uso
da resina Chelex. Dilui¢des sdo procedimentos
freqiientemente utilizados em PCR para tentar otimizar
arelagao primer: concentragio de DNA, para que os
sitios de anclamento se adeqiiem a concentragio de
primersutilizada. Diluigdes de amostras também sao
eficientes em eliminar inibi¢oes da PCR por substan-
cias fendlicas, polissacarideos ou acidos humicos,
que tém sido freqiientemente encontrados em asso-
ciacdo com DNA de tecidos de plantas ¢ associados
com inibicdes da PCR (Egger & Sigler, 1993;
Bentivenga & Morton, 1994). Chelex ¢ uma resina
cationica capaz de eliminar contaminantes de solo
capazes de inibirem a PCR. O uso do Chelex, associ-
ado as diluicdes, foi suficiente para climinar essas
inibicdes.

Somente A. longula foi detectada em amostras
de raizes de cafeeiro contendo 68% de colonizacio.
A. longula e S. gilmorei nunca foram detectadas em
segmentos de raizes nao-colonizadas ¢ no controle.
Produtos nao-especificos, entretanto, foram amplifi-
cados nas amostras de raizes colonizadas.
A presenga destes produtos de DNA em raizes colo-
nizadas sugerem a presenga de outra espécic de
FMAs, ou entdo, que os primers ndo foram taxon-
especificos ¢ puderam amplificar DNA nao-
micorrizico. Entretanto, essas observagdes nio fo-
ram estudadas.

A colonizagido de raizes do cafeeiro por
A. longula, detectada pela PCR, ja era esperada de-
vido a alta freqiiéncia de ocorréncia de esporos des-
te fungo observados na sua rizosfera. Entretanto, a
nao-colonizacdo do cafeeiro por.S. gilmorei, eviden-
ciada pela auséncia de bandas especificas deste fun-
go nas raizes do cafeeiro, surpreendentemente indi-
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ca que S. gilmorei, apesar de ocorrer na rizosfera do
cafeeiro, nao se estabeleceu efctivamente nas suas
raizes. E possivel que S. gilmorei tenha sido
introduzida na rizosfera do cafeeiro através das raizes
de crotalaria ou de invasoras (tratamento controle)
crescidas na entrelinha, que se estenderam até a re-
gido de crescimento radicular do cafeeiro em busca
de maior disponibilidade de P. Entretanto, a hipotese
de que S. gilmorei esteja presente nas raizes do ca-
feeiro em concentragdes tao baixas que nao pude-
ram ser detectadas pela amostragem, precisa ser con-
siderada. Contudo, a auséncia de colonizacdo
detectavel de S. gilmorei no cafeeiro mostra sua bai-
xa capacidade competitiva por sitios de colonizagao
na raiz do cafeciro, em condi¢oes de campo.

As evidéncias de que FMAs multiplicados em
C. breviflora estao presentes na rizosfera do cafeei-
ro, mas nio estao cfetivamente colonizando suas
raizes, mostram a importancia de se conhecerem as
populagdes destes fungos que determinada espécie
de planta pode estimular, quando se¢ pensa em bene-
ficios do pré-cultivo ou cultivo intercalar como prati-
ca de mancjo para aumentar o potencial de indculo
natural destes fungos no solo.

E possivel que o uso de seqiiéncias de ITS
amplificadas de extratos de raizes colonizadas usan-
do PCR ¢ primers especificos para FMAs possibilite
a caracterizagdo das populagoes ativas destes fun-
£0s no campo, € permita uma melhor compreensao das
relagdes fungo-planta-solo ¢ sistemas de produgio.

CONCLUSOES

1. O cafeciro ¢ a crotalaria estimulam populagdes
diferentes de fungos micorrizicos arbusculares na
sua rizosfera.

2. A amplificacdo de fragmentos de DNA através
da PCR e primers ITS possibilita a caracterizagio de
fungos micorrizicos na rizosfera e nas raizes do cafe-
eiro.

3. Técnicas moleculares auxiliam no estudo da
dindmica populacional de fungos micorrizicos
arbusculares em agrossistemas.
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