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RESUMO

Este estudo teve por objetivos realizar a caracterizacdo morfoldgica e molecular
dos fungos micorrizicos arbusculares (FMA) autoctones de parreirais da Serra Gautcha;
a otimiza¢dao do método de produgdo de indculos de FMA em plantas aromaticas; além
de verificar a eficiéncia destes in6culos em porta-enxertos de plantas frutiferas. Coletou-
se solo rizosférico e raizes secundarias de videira em vinte parreirais distribuidos em
cinco cidades da Serra Gaucha (Bento Gongalves, Caxias, Garibaldi, Nova Padua e
Farroupilha), amostrando-se quatro parreirais por municipio. A identifica¢ao
morfoldgica dos esporos presentes nas amostras foi realizada através de microscopia
optica. A caracterizardo molecular foi realizada por PCR-TTG e seqlienciamento da
regido rDNA 18S dos esporos previamente identificados pela microscopia. Para a PCR
foi utilizado DNA oriundo dos esporos isolados e também de macerado de raizes. Pelo
método morfolédgico, identificaram-se 33 espécies distribuidas em 8 géneros distintos de
FMA. Obtiveram-se quatro perfis moleculares por PCR -TTGE do rDNA 18S de raizes
e cinco perfis moleculares por PCR -TTGE do rDNA 18S de esporos das espécies.
Através do alinhamento de seqiiéncias obtidas da regido de rDNA 18S com as
seqiiéncias depositadas no banco de dados NCBI foi possivel identificar 7 espécies de
FMA. Foram testadas trés espécies de plantas aromaticas, hortela pimenta (Mentha
piperita L.), orégano (Origanum vulgare L.) e melissa (Melissa officinalis L.) como
multiplicadoras de trés espécies de FMA (Glomus clarum Nicol. & Schenck, Glomus
etunicatum Becker & Gerd. e Acaulospora sp.) em dois volumes de recipiente (bandeja
de isopor com alvéolo de 40 ml e bandeja de isopor com alvéolo de 100 ml). Verificou-
se a eficiéncia das plantas aromaticas para produzirem os indculos destas trés espécies
de FMA, na colonizacao do sistema radicular e no desenvolvimento vegetativo de porta-
enxertos de videira (cv. SO4), citros (cv. Citrange Troyer) e, como dados
complementares, em pessegueiro (cv. Okinawa). As plantas aromaticas estudadas
multiplicaram com sucesso as espécies de FMA, sendo o inoculo gerado pelas mesmas
eficiente em colonizar os porta-enxertos Citrange Troyer, SO4 e Okinawa, propiciando,
inclusive, melhor desenvolvimento vegetativo aos dois tltimos.

YTese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (149p.) Margo, 2006.
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ABSTRACT

The aim of this study was the morphological and molecular characterization of
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) isolated from grapevines growing in the ‘Serra
Gaticha’ region of the Brazilian state of Rio Grande do Sul (RGS); to optimize the
production of AMF inoculum in aromatic plants and to assess the efficiency of such
inocula in grafting-stock of fruiting plants. Soil was collected from rhizospheres from
20 vineyards in five municipalities (Bento Gongalves, Caxias, Garibaldi, Nova Padua
and Farroupilha) in the mountains of Southern Brazil, four vines being sampled in each
municipality. Optical microscopy was used to morphologically identify the AMF based
on reproductive structures and spores present in the soil samples. The spores of 16
species found in the samples were characterized by sequencing the 18S rDNA region.
The AMF-colonized roots from each of the five municipalities and the 18S rDNA of the
spores of six species of AMF were screened by polymerase chain reaction (PCR) and
temporal temperature gradient gel electrophoresis (TTGE). The morphological method
identified 33 AMF species from eight genera while 18S rDNA sequencing identified
seven AMF species based on alignment with sequences present in the NCBI databank.
PCR-TTGE 18S rDNA produced four fingerprints for the roots and five fingerprints for
the AMF species tested. The aromatic plants Mentha piperita L., Origanum vulgare L.
and Melissa officinalis L. were tested as hosts for the AMF Glomus clarum Nicol. &
Schenck, Glomus etunicatum Becker & Gerd. and Aculospora scrobiculata Trappe in
40 and 100 ml seedling trays. Results show that, under these growth conditions, all three
aromatic plants were able to produce inocula of the three AMF tested. It was also
evident that these inocula allowed the AMF to colonize the roots, which permitted the
vegetative development of grape cultivar S04, citrus cultivar Citrange Troyer and peach
cultivar Okinawa. The peach and vine cultivars showed enhanced vegetative
development.

YDoctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (149p.) March, 2006.
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CAPITULO |

INTRODUCAO GERAL

A cultura da videira tem relevancia sécio-econdmica no sul do pais, sendo o
Rio Grande do Sul o maior polo vitivinicola do Brasil, responsavel, em 2004, pelo
processamento de 578,8 mil toneladas de uva, em uma area de cerca de 34 mil hectares
de area de vinhedos, resultando em 356,6 milhdes de litros de vinho e derivados. Do
Estado saem em torno de 90% do vinho elaborado no pais. A principal regido produtora
¢ a Serra do Nordeste, em que seis municipios (Bento Gongalves, Caxias do Sul,
Farroupilha, Flores da Cunha, Garibaldi e Sdo Marcos) respondem por quase 90% do
volume total da producdo vinicola gatucha (APEX, 2006).

A fruticultura moderna exige-se a producao de frutos com qualidade. Para
tanto, torna-se fundamental a producdo de mudas sadias, o que pode ser obtido através
de um programa de multiplicacdo de matrizes de porta-enxertos e de produgdo de
mudas certificadas em locais controlados e em substratos apropriados.

Dentro desse contexto, os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) podem ser
utilizados como ferramenta bioldgica, visando aumentar a protecdo da muda contra a
infecg¢do por patdogenos de solo (Phytophthora spp., Fusarium spp. e Rhizoctonia spp.)
e interagindo sinergicamente com microrganismos benéficos a rizosfera, como

Rhizobium, bactérias solubilizadoras de fosforo, fungos saprofiticos do género



Trichoderma e outras rizobactérias (Powell & Bagyaraj, 1984; Calvet et al., 1992; Chu,
1997; Pinochet et al., 1998). Para que este efeito seja benéfico, ¢ necessario que o
fungo micorrizico se estabeleca nos tecidos das raizes antes dos patdgenos que atacam
o sistema radicular, dai a importancia da muda ser inoculada com FMA em nova fase
de formacao, antes de chegar ao pomar.

Este estudo insere-se em uma seqiiéncia de trabalhos com fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) do Departamento de Horticultura e Silvicultura (UFRGS), onde se
pretende viabilizar e otimizar o uso destes organismos na fruticultura. Até o presente
momento, resultados significativos foram obtidos no estudo da associagdo entre
espécies exoticas de FMA e espécies de citros (Schmitz, 1988; Souza et al., 2003;
Souza et al., 2005), abacateiro (Silveira, 1999; Silveira et al., 2002a) e videira
(Biittenbender, 2001; Agostini, 2002; Carniel, 2004). Também, de identificacdo de
espécies autdctones de FMA ocorrendo em cultivos de citros (Schmitz et al., 1999) e
pessegueiro (Nunes et al., 2003), ambos no Estado do Rio Grande do Sul.

Além disso, estdo sendo realizados trabalhos em conjunto com o
Departamento de Fitossanidade (UFRGS), para estabelecer um protocolo de
multiplicagdo de FMA, através do cultivo in vitro de raizes nao transgénicas de
tomateiro, hortela pimenta e videira (Lopes, 2003; Cardono, 2005).

A necessidade, em conhecer as espécies de fungos micorrizicos arbusculares
autoctones de uma determinada regido, reside no fato de que estas ja estdo adaptadas as
condigdes edafoclimaticas do meio onde se encontram e podem propiciar uma melhor
resposta da planta (Cabello, 1999; Vivas et al., 2003). Por este motivo, a determinagao
de FMA autéctones vem crescendo no mundo € no nosso pais nos ultimos anos.
Exemplos disso sdo os trabalhos realizados na Escécia com milho e triticale (Daniell et
al., 2001); na Franca, Suica e Alemanha, com milho e gramineas nativas (Oehl &

Sieverding, 2003); na Espanha com videira e em parques naturais (Bago, 2005; Barea,



2005; comunicagdes pessoais); €, na Argentina, em solos poluidos por metais pesados
(Cabello, 1999).

No Brasil, tém sido realizados levantamentos em zonas produtoras de
mandioca na Bahia (Alves et al., 1989); de café em Minas Gerais (Siqueira et al.,
1989); de araucaria em Sao Paulo (Bononi et al., 1989); de videira no Parana (Gerola,
1998); de videira, goiabeira, pessegueiro ¢ macieira em Santa Catarina (Lovato et al.,
1989, Franke et al., 1989, Scharf et al., 1989, Silva Filho et al., 1989, respectivamente).
No Rio Grande do Sul, além dos trabalhos ja citados nas areas de citros e pessegueiro,
ha estudos em areas de araucéria (Zandavalli, 2001) e erva-mate (Silveira, 2002).

Além do trabalho de identificagao das espécies autdctones de FMA faz-se
necessario a otimizagdo de um método eficiente de produgao de inoculo das mesmas e
que seja economicamente vidvel para ser aplicado pelo viveirista, j& que este
organismo nao se multiplica na auséncia de raizes vivas (Allen, 1991), o que tem
impossibilitado a produgdo comercial deste indculo em larga escala.

Atualmente, o método mais utilizado de multiplicacdo dos FMA ¢ realizado
através do cultivo de plantas de ciclo rapido como aveia, trevo e sorgo, cujo sistema
radicular e substrato servirdo, posteriormente, para inoculacdo das mudas frutiferas
(Cardoso & Lambais, 1992; Carniel, 2004). Porém, nestas condi¢des, o cultivo destas
plantas forrageiras serve apenas para a propagacdo dos FMA, sem que a parte aérea
redunde em lucro, pois seu principal produto, a massa verde, ¢ descartado. Nesse
sentido, o uso de certas espécies de plantas aromaticas na multiplicagdo de propagulos
de FMA representa uma alternativa vidvel, pois o viveirista podera utilizar o sistema
radicular como inoculo e comercializar a parte aérea como matéria prima para chd ou

condimento.



Este trabalho esta dividido em capitulos e os objetivos foram:
- a caracterizacdo morfoldgica e molecular dos FMA autdctones de parreirais
da Serra Gaucha,;
- a otimizacdo do método de producdo de inodculo de FMA em plantas
aromaticas (Mentha piperita L., Origanum vulgare L., Melissa officinalis
L.);
- verificar a eficiéncia destes inoculos em mudas de plantas frutiferas, com
énfase na cultura da videira.
As plantas aromaticas foram testadas na multiplicagdo de espécies exdticas de
FMA. Dessa forma, os resultados gerados nestes experimentos servirdo de subsidios
para complementar a proposta inicial, ou seja, estabelecer um protocolo de

multiplicagdo de espécies autdctones de FMA, através das plantas aromaticas.



CAPITULO Il

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DE
FUNGOS MICORRRIZICOS ARBUSCULARES ISOLADOS DE PARREIRAIS

DA SERRA GAUCHA

2.1 INTRODUCAO

O Brasil produziu em 2004 mais de 43 milhdes de litros de vinhos de Vitis
vinifera e a tendéncia é a ampliagdo de volumes, diante do aumento das regides de
plantio de 15% a 20% nos ultimos quatro anos. O Rio Grande do Sul ¢ o maior p6lo
vitivinicola do Brasil, sendo responsavel, em 2004 — a maior vindima da historia — pelo
processamento de 578,8 mil toneladas de uva. Portanto, a importancia social e
econdmica da vitivinicultura no Rio Grande do Sul e no Brasil ¢ inquestionavel,
proporcionando trabalho e renda a mais de 52 mil pessoas ligadas diretamente a sua
cadeia produtiva (Biitenbender, 2001; APEX, 2006)

Atualmente existem duas correntes principais de caracterizacao taxondmica de
fungos micorrizicos arbusculares (FMA), representadas por Joseph B. Morton e

Christopher Walker.



Segundo Morton, em INVAM (2005), os FMA pertencem ao reino Fungi, filo
Glomeromycota, ordem Glomales, subordens Gigasporineae ¢ Glomineae e familias
Glomaceae  (Glomus),  Acaulosporaceaec  (Entrophospora e  Acaulospora),
Archaeosporaceae (Archaeospora), Paraglomaceae (Paraglomus) e Gigasporaceae
(Gigaspora e Scutellospora).

Segundo Walker e colaboradores, em Schiifler et al. (2001), os FMA
pertencem ao reino Fungi, filo Glomeromycota, ordens Archaeosporales,
Diversisporales, Glomerales e Paraglomerales, e familias Archaecosporaceae
(Archaeospora) Glomeraceae (Glomus grupo A e Glomus grupo B), Acaulosporaceae
(Entrophospora e Acaulospora), Diversisporaceae (Glomus grupo C), Gigasporaceae
(Gigaspora ¢ Scutellospora), e Paraglomaceae (Paraglomus).

Por um lado, Joseph B. Morton baseia-se mais em uma taxonomia classica,
onde a evolugdo, morfologia e reproducao do fungo sao mais importantes (MORTON,
2005). Por outro lado, Christopher Walker e colaboradores, em Schiifler et al. (2001),
adicionaram a isso uma analise de filogenia, correlacionando as seqiiéncias de rRNA da
sub-unidade menor do ribossomo (SSU) entre 100 espécies de FMA. A conseqiiéncia
disso ¢ que estes autores removeram os FMA do filo Zygomycota € o colocaram em um
novo filo, Glomeromycota. Criaram trés novas ordens (Archaeosporales,
Paraglomerales e Diversisporales), além da ordem Glomerales ja existente. Por fim,
reorganizaram as familias e seus respectivos géneros dentro dessas quatro ordens,
criando nova chave de classificagdo. Um resultado pratico disso, por exemplo, ¢ que as
espécies do género Glomus foram divididas em trés Grupos (A, B e C), de acordo com
suas distancias filogenéticas. As espécies dos grupos A e B estdo dentro da familia
Glomeraceae pertencente a ordem Glomerales. Ja as espécies do grupo C estdo dentro

da familia Diversisporaceae, pertencente a ordem Diversisporales.



Apesar de apontar um caminho aparentemente logico para a caracterizagdo
dos FMA, ainda ha problemas a serem resolvidos. Um exemplo disso ¢ o fato de
Glomus etunicatum ter um isolado cuja seqiiéncia da subunidade menor (SSU) rRNA
estd mais proxima do grupo B e outro isolado com seqiiéncia da sub-unidade menor
(SSU) rRNA que se aproxima mais do grupo C (Schiifler et al, 2001).

Portanto, observam-se algumas divergéncias nas duas principais linhas de
caracterizacdo taxondmica de FMA. Nas condi¢des atuais, a melhor opg¢do ¢ a
associacao de ambas, ja que uma s6 linha de caracterizagdo taxondmica pode nao
contemplar todas as espécies presentes na area amostrada. Também, devem-se associar
os estudos moleculares e morfoldgicos, agregando exatiddo na identificacdo destes
organismos.

A técnica do temporal temperature gradient electrophoresis (TTGE) faz parte
das técnicas para deteccdo de mutacdo, em nivel de uma simples base, assim como
denaturing gradient gel electrophoresis (DDGE) (MA et al., 2005), porém sem a
necessidade de um gradiente quimico de desnaturagcdo (Bio-Rad Laboratories, 1996).
Portanto, se o teste tem potencial para detectar mutagdo, pode ser utilizado para
diferenciar espécies de FMA. A técnica do TTGE consiste em separar seqiiéncias
especificas de rDNA que foram amplificadas por PCR, utilizando-se primers
especificos que identificam FMA.

O principio de separacdo do TTGE estd baseado no comportamento da
molécula de DNA no momento da separagdo. Em uma desnaturacdo em gel de
poliacrilamida, a dupla fita de DNA ¢ sujeita as condi¢des que a separa em pequenos
fragmentos chamados dominios de separagdo, sendo a temperatura de separagao (Ts)
destes dominios especifica para cada seqiiéncia. Quando a (Ts) minima do dominio de
separacao ¢ alcangada, a molécula de DNA comega a separar-se, originando duas fitas

de DNA. O gel de poliacrilamida reduz a mobilidade de separagdo do DNA, tornando



possivel, a obtencdo de fragmentos de DNA de acordo com suas respectivas Ts e suas
respectiva bandas no gel.

A caracterizagdo molecular de FMA tem apresentado melhores resultados
quando aliam-se mais de uma técnica. O seqiienciamento do DNA ribossdmico de
esporos destes fungos tem-se revelado uma técnica eficiente para a identificagdo de
muitas espécies de FMA (Redecker, 2000; Daniell et al., 2001; Gollotte et al., 2004) e,
por isso mesmo, foi utilizada juntamente com a técnica do PCR-TTGE para a
caracterizagao molecular dos FMA autéctones da Serra Gaucha.

O objetivo deste capitulo ¢ a caracterizagdo morfoldgica e molecular dos

FMA autoctones de parreirais da Serra Gaucha.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Coleta de amostras de solo rizosférico de videira

Em janeiro de 2004 coletou-se solo rizosférico e raizes secundarias de videira
em vinte parreirais distribuidos em cinco cidades da Serra Gaucha (Bento Gongalves,
Caxias do Sul, Garibaldi, Nova Padua e Farroupilha), amostrando-se quatro parreirais
por municipio. Estas quatro amostras, uma por parreiral, originaram uma amostra
composta por municipio. As amostras foram coletadas na proje¢ao da copa das plantas
a uma profundidade de 0 a 20 cm em dois pontos distintos de cada parreiral escolhidos
a0 acaso.

Em cada parreiral amostrado, realizou-se uma entrevista com o proprietario a
respeito das caracteristicas do parreiral, como variedades cultivadas, idade do parreiral,
tratamentos fitossanitarios realizados ao longo doano, area cultivada e produtividade do
parreiral. Em cada local, também foram realizadas observagdes a respeito do perfil do

solo e do relevo, para caracterizacao do solo.



As amostras de solo coletadas foram secas a sombra, ao ar livre e temperatura
ambiente, e levadas ao laboratorio de Analises de Solo ¢ Tecidos da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) para determinar os niveis de matéria organica,
pH e macronutrientes, segundo metodologia proposta por Tedesco et al. (1995).

As amostras de solo rizosférico dos vinhedos, acondicionadas em sacos
pléasticos, foram levadas a Estacion Experimental del Zaidin (Espanha) para

determinagdo morfoldgica e molecular das espécies autoctones de FMA.

2.2.2 Multiplicacdo dos FMA em casa de vegetagdo

Em setembro de 2004, na Estacion Experimental del Zaidin (Granada, ES)
procedeu-se a andlise morfologica prévia dos morfotipos presentes nas areas dos
vinhedos. Para isso, retirou-se 50g de solo de cada amostra, seguindo-se a separacao
dos esporos mediante a técnica de peneiramento por via Umida e decantagdao
(Gerdemann & Nicolson, 1963).

Para cada morfotipo, montaram-se esporos em laminas, metade em PVLG e
metade em PVLG + Melzer, de acordo com protocolo descrito em INVAM (2005).

Em virtude de nao existir um numero suficiente de esporos de cada espécie de
FMA para obter uma caracterizagdo morfoldgica confiavel nas amostras originais, em
outubro de 2004, iniciou-se a multiplicagdo destas espécies em cultivo armadilha em
plantas cultivadas em casa de vegetacdo. O cultivo armadilha se estabeleceu em vasos
de 250 ml de volume usando como substrato uma mistura estéril de solo Zaidin, areia e
turfa (2:2:1; v:v:v; pH 6,3); e solo de Galicia e areia (1:1; v:v; pH 4,8). O solo Zaidin ¢
caracterizado como LUVISOL Ocrico (FAO, 1999) ¢ o solo de Galicia ¢ caracterizado
HUMBRISOL Humico (FAO, 1999). O substrato utilizado foi previamente esterelizado

em autoclave, a 105 °C por 1 hora, repetido trés vezes em intervalo de 24 horas. O



indculo micorrizico utilizado foi o solo nativo (25g/vaso), dispostos a uma

profundidade de 5 cm nos vasos.

Como plantas armadilhas utilizaram-se trevo (Trifolium repens L.) e sorgo
(Sorghum vulgare Pers.), semeando-se oito sementes da primeira cultura e duas
sementes da segunda em cada vaso. As plantas foram cultivadas durante quatro meses
em casa de vegetagao com condi¢ao controlada de temperatura do ar (25°C). Passado
este tempo, os cultivos foram transferidos para vasos de dois litros de volume, com a

finalidade de obter um maior nimero de esporos.

2.2.3 Caracterizacdo morfoldgica de FMA presentes nos solos rizosféricos
de videira e em cultivo armadilha

Para a caracterizacdo morfologica de FMA presentes nos solos rizosféricos de
videira tomaram-se 3 amostras de 50 g de solo rizosférico para realizar-se a extracao
dos esporos.

Seis meses apos o inicio dos cultivos armadilha, tomaram-se 3 amostras de 80
g de solo rizosférico de cada tratamento para realizar-se a extracdo dos esporos e
proceder-se a caracterizacdo morfologica e molecular dos FMA.

As metodologias descritas a seguir sao idénticas para as duas caracterizagdes
morfologicas prodedidas: diretamente de solos rizosféricos de videira e de cultivo
armadilha.

De cada amostra realizou-se a separagdo dos esporos pela técnica de
peneiramento por via umida e decantacdo (Gerdemann & Nicolson, 1963).

Para cada morfotipo, montaram-se esporos em laminas, metade em PVLG e a

outra metade em PVLG + Melzer. Também foram separados dois a trés esporos de cada

10



morfotipo, os quais foram postos em tubos de 0,2 ml de volume, para posterior anélise
molecular.

Procedeu-se a identificagdo morfoldgica dos esporos ao microscopio Optico
segundo o manual de Schenck & Pérez (1988), descrigdes contidas nos sites do
INVAM (2005), Blaszkowski (2005), artigos relacionados e, também, contou-se com 0
auxilio de taxonomistas da UNIBAS (Basiléia, Sui¢a). Avaliaram-se os seguintes
caracteres: diametro dos esporos, espessura das paredes externa e interna, numero de
paredes, tipo de ornamentacgdo, cor das paredes nos diferentes tipos de reativos (PVLG
e PVLG + Melzer), forma dos esporos, presenca de células auxiliares, vesicula-mae,
célula suspensoroide e placa de germinagdao. Além disso, foram avaliadas as principais
caracteristicas da hifa de sustentagdo, como forma, largura, cor, composicao de paredes

e oclusao do poro.

2.2.4 Caracterizacao molecular: sequenciamento do rDNA dos esporos
Para a obtenc¢do das seqiiéncias de rDNA 18S AM1-NS31 de esporos de FMA

seguiu-se o protocolo descrito a seguir.

Amplificacdo do rDNA 18S com primers universais
- Coloca-se o esporo em um tubo contendo 23 ul de agua e se macera.
- Adiciona-se 1 pl do primer NS31 (5> TTG GAG GGC AAG TCT GGT GCC 3°) (25
uM) e 1 pl do primer NS41 (5 CCC GTG TTG AGT CAA ATT A 3’) (25 uM).
- Agita-se em vortex, em velocidade maxima, durante 40 s.
- Adiciona-se uma solugio de Puretaq'™ que contém 200 uM DNTP, 10 mM Tris-Hel,
50 mM KCl e 1,5 mM Mg.

- Agita-se em vortex e aplica-se um pulso na centrifuga de 80 s.
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- Com isto, consegue-se um volume final de 25 pl e com esta solugdo ¢ feita a reagdo
de PCR, cujos tempos e temperaturas sdo as que seguem: desnatura¢ado inicial por cinco
minutos a 94 °C, seguido por 35 ciclos com desnaturagdo por 30 s a 94 °C, anelamento
por 45 s a 50 °C e extensdo por um minuto, a 72 °C e uma extensdo final por sete

minutos a 72 °C.

Visualizagédo dos produtos da amplificacéo (eletroforese)
- Para visualizacdo utilizou-se gel de agarose a 1,6 % em tampao TAE 1X.
- Coloca-se o gel em uma cubeta coberta com Tampao TAE 1X.
- Dessa forma, o gel esta pronto para ser carregado com o produto da PCR junto com o
tampao de carga.

- Realiza-se a eletroforese a 100 v, durante 45 min.

Purificacdo do DNA presente no gel de agarose
- O DNA no gel foi visualizado por coloracdo com brometo de etidio e visualizado sob
luz UV (260 nm).
- A banda de DNA de interesse foi cortada do gel com uma lamina fina.
- Utiliza-se o Kit QUIAEX II — Gel extragao Kit (150).
- Ao fragmento do gel de agarose contendo o DNA se adicionam 500 pl de Tampao
QX1.
- Adicionam-se 10 pl de resina ao fragmento do gel.
- Agita-se em vortex.
- Incuba-se a 50 °C, durante 10 min e agita-se a mistura a cada dois minutos.
- Centrifuga-se a maxima velocidade, durante 30 s.
- Retira-se o sobrenadante.

- O sedimento, que contém a resina com o DNA, ¢ lavado com 500 p de Tampao QXI1.
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- Agita-se em vortex.

- Centrifuga-se durante 30 s a maxima velocidade e retira-se o sobrenadante.
- Adicionam-se 500 pl do Tampao PE ao sedimento.

- Agita-se em vortex.

- Centrifuga-se durante 30 s, a méxima velocidade.

- Elimina-se o sobrenadante.

- Agregam-se mais 500 ul do Tampao PE.

- Agita-se em vortex e centrifuga-se.

- Retira-se o sobrenadante.

- Agita-se e elimina-se o resto de Tampao PE.

- Seca-se a resina durante meia hora a temperatura ambiente.

- Adicionam-se 10 pl de dgua estéril.

- Agita-se em vortex.

- Espera-se cinco minutos de incubacgao.

- Centrifuga-se durante 30 s, a maxima velocidade.

- O sobrenadante (10 pl), que contém o DNA, ¢ transferido a um tubo novo.
- Adicionam-se 10 pl de dgua a resina e agita-se em vortex.

- Incuba-se durante cinco minutos.

- Centrifuga-se durante 30 s e o sobrenadante retido ¢ transferido ao tubo que contém os

10 pl purificados anteriormente.

PCR com primers especificos
- O DNA purificado do gel ¢ diluido em 4gua, na proporg¢ao de 1:10.
- A reagdo de PCR ¢ preparada usando-se o Kit Ready-To-Go PCR. Para isso, em um
tubo do Kit se adiciona 1 ul do DNA eluido, 22 pl de 4gua, 1 ul do primer AMI1

(5°GTT CCC GTA AGG CGC CGA A3’) (5 um) e 1 pl do primer NS31 (5 pm).
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- Com isso consegue-se um volume final de 25 pl e com esta solugdo procede-se uma
rea¢do de PCR, cujos tempos e temperaturas sdo os que seguem: desnaturagdo inicial
por cinco minutos a 94 °C, seguido por 35 ciclos de desnaturagao durante 45 s, a 94 °C,
anelamemto por um minuto a 58 °C, extensdo por um minuto a 72 °C, e uma extensao
final durante sete minutos a 72 °C.

- As bandas obtidas apds migrar o produto do PCR em um gel de agarose foram
purificadas (segundo o protocolo descrito anteriormente) e enviadas para
seqlienciamento no instituto Lopez-Neyra (CSIC). As seqiliéncias obtidas foram
comparadas por BLASTn com seqiiéncias presentes na base de dados NCBI. O
alinhamento das seqiiéncias foi realizado pelo programa CLUSTALW. A éarvore
filogenética foi construida pelo método da maxima parcimonia pela interface do

programa BioEdit.

2.2.5 Caracterizagdo molecular: PCR-TTGE do rDNA de raizes
colonizadas por FMA

O objetivo principal da técnica de PCR-TTGE ¢ diferenciar espécies de FMA
pelas diferencas de seqiiéncias da regido 18s rDNA.

Com o objetivo de identificar os FMA que estavam colonizando as raizes das
plantas armadilhas, extraiu-se 0 DNA das mesmas, utilizando-se o Dneasy Plant Mini
Extraction Kit (Quiagen), e amplificou-se por PCR um segmento da subunidade
ribossomica 18S, utilizando-se os primers NS31 e AMI.

O produto obtido do PCR foi eluido e submetido a uma segunda PCR com os
primers NS31-GC (primer NS31 com um GC-clamp para dar estabilidade ao produto

de PCR na andlise de TTGE) e Glo1 (5 GCC TGC TTT AAA CACTCT A 3°).
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O DNA obtido nesta segunda reagdo de PCR foi carregado em um gel de
agarose 1,6% e o fragmento de DNA de interesse (+ 300 pb) foi eluido do gel, como
indicado anteriormente.

O DNA purificado foi analizado por Temporal Temperature Gradient
Electrophoresis (TTGE).

A analise do TTGE foi realizada utilizando-se o DCode universal mutation
detection Kit (BioRad Laboratories, 1996) ¢ gel de poliacrilamida com dimensdes de 16
cm X 16 cm x Imm. Para separagdo dos fragmentos de PCR NS31-GC/AMI realizou-
se a eletroforese em gel de poliacrilamida;bisacrilamida (37.1:1; w:v) com 6% de
concentracgdo e uréia (8M) com Tampao TAE 1,5X (1X TAE =40 mM Tris acetato, 20
mM é&cido acético, ImM EDTA, pH 8,3), em uma voltagem constante de 130 V. O
tempo necessario para realizagdo da analise do TTGE foi de sete horas, sendo que a
temperatura inicial foi de 54 °C e a final de 61 °C. Portanto, a variagao de temperatura
ao longo do processo foi de 1 °C por hora. A quantidade de produto de PCR depositado
nas células do gel foi de 3 ul por amostra.

A presenca ou auséncia de bandas no gel foi analizada por trés pessoas

separadamente. Apds, o gel foi fotogratado com camera digital (Nikon, 5.0 ).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Caracteristicas dos parreirais amostrados

Na Tabela 2.1 observa-se que nao ha variagdes importantes nos niveis
nutricionais nas amostras de solo dos distintos municipios analisados neste estudo.

Essa homogeneidade provavelmente estd relacionada com as corre¢des de
fertilidade que os agricultores efetuam normalmente para obter melhores

produtividades.
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TABELA 2.1 Niveis de argila, pH, matéria organica (MO), fésforo (P), potéssio (K),
aluminio (Al), calcio (Ca) e magnésio (Mg) dos solos dos parreirais de
videira amostrados para a andlise da diversidade dos FMA nos cinco
municipios estudados da Serra Gatcha, Rio Grande do Sul. 2004.

Localidade Argila pH MO P K Al Ca Mg
% (H,0) % mgdm”® mgdm> (cmol, dm™)
Farroupilha 25 6,3 9,5 >100 251 25 6,3 6,3
Garibaldi 22 6,3 9,7 <100 297 22 6,3 6,5
Caxias do Sul 39 6,6 7,6 >100 224 39 6,6 6,6
Bento Gongalves 29 6.4 8,7 >100 304 29 6.4 6.4
Nova Padua 38 6,1 9,8 >100 307 38 6,1 6,2

Na tabela 2.2 consta a interpretagdo dos niveis de fosforo “extraivel” no solo
de acordo com a Comissao de fertilidade do solo - RS e SC (1994). Analisando os dados
da Tabela 2.1, através da Tabela 2.2, verificamos que para todas as amostras de solo os
niveis de fosforo sdo elevados. A absor¢cdo do fosforo tem ralagdo direta com o
crescimento da planta, sendo que quando este atinge concentragcdes proximas da
adequada, a colonizacdo das raizes ¢ inibida por mecanismos auto-regulatorios da
simbiose, tornando os FMA desnecessarios e imcompativeis com as condigdes de
excesso de nutrientes no solo (Powell & Bagyaraj, 1984; Siqueira & Franco, 1988).
Portanto, nestas condi¢des, pode-se esperar uma supressio dos FMA, tanto pela
diminui¢ao do numero de espécies de FMA presentes no habitat, quanto nos nimeros de
€sporos por espécie.

Vérios autores destacam a importancia dos FMA na absor¢do de P,
principalmente, em condigdes tropicais, onde os solos apresentam baixos teores de P
disponivel, devido a sua alta capacidade de fixagdo nos coldides do solo (Colozzi-
Filho & Balota,1994; Rosand & Dias, 1985). Este trabalho, no entanto, propicia o
estudo dos FMA em niveis elevados de P no solo, em conseqiiéncia das correcdes de

fertilidade que os agricultores efetuam normalmente em seus parrreirais. Servindo,
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portanto, de referéncia para comparacdes com estudos deste organismo em dareas de
baixa fertilidade, principalmente no que diz respeito a riqueza de espécies e géneros de

FMA.

TABELA 2.2 Interpretacdo dos resultados de fosforo “extraivel” do solo para as
principais culturas no Rio Grande do Sul e Santa Catarina (Adaptado de
Comissao de fertilidade do solo - RS e SC, 1994).

Classes de solo*

1 2 3 4 5 6
mg Tt

Limitante <1,0 <15 <20 <30 <40 -

Muito Baixo 1,1-2,0 1,6-3,0 2,1-40 3,1-6,0 4,1- 8,0 -
Baixo 2,1-40 3,1-60 41-90 6,1-12,0 8,1-16,0 <3,0

Médio 4,1-6,0 6,1-90 9,1-14,0 12,1-18,0 16,1-24,0 3,1-6,0

Suficiente > 6,0 >9,0 > 14,0 > 18,0 > 24,0 > 6

Alto > 8,0 > 12,0 > 18,0 > 24,0 > 30,0 -

* Classe 1: >55 % argila e/ ou solos Erexim, Durox, Vacaria, Santo Angelo, Acegud, Pouso Redondo,
boa Vista etc.

Classe 2 : 41 a 55 % de argila e/ ou solos Passo Fundo franco-argiloso ¢ argiloso, Estagdo, Oasis,
Ciriaco, Associacdo Ciriaco-Charrua, Sdo Borja, Vila, Farroupilha, Rancho Grande, Igara etc.

Classe 3 : 26 a 40 % de argila ¢/ ou solos Passo Fundo franco-arenoso e arenoso, Jilio de Castilhos,
Sao Jeronimo, Alto das Canas, Sdo Gabriel, Canoinhas, Jacinto Machado, Lages etc.

Classe 4 : 11 a 25 % de argila e/ ou solos Cruz Alta, Tupanciretd, Rio Pardo, Camaqua, Bagé,
Bexigoso, Pelotas, Sdo Pedro, Santa Maria, Pinheiro Machado, etc.

Classe 5 : <10 % argila e/ ou solos Bom Retiro, Tuia, Vacacai etc.

Classe 6 : solos alagados ( arroz irrigado por inundagao).

Na tabela 2.3 consta a interpretacdo dos niveis de pH, matéria organica,
calcio, magnésio e potassio no solo de acordo com a Comissdo de fertilidade do solo -
RS e SC (1994). Analisando os dados da Tabela 2.1, através da Tabela 2.3, verifica-se
que, para todas as amostras de solo, os niveis de potassio, calcio, magnésio e matéria
organica, que ¢ fonte de nitrogénio para as plantas, estdo muito acima do que seria
necessario, o que também contribui para a inibicdo do desenvolvimento dos FMA

(Siqueira & Franco,1988; Silveira,1992; Berbara & Fonseca, 1996).
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TABELA 2.3 Interpretagdo geral dos resultados de andlise do solo para o Rio Grande
do Sul e Santa Catarina (Adaptado de Comissao de fertilidade do solo -
RS e SC, 1994).

Determinacoes
Teor pH Matéria Cations trocaveis
no solo Agua Organica Ca Mg CatMg K
%(m/v)  —mmmee-- cmol, dm™--------—-- (mg dm™)
Limitante o L L L o <20
Muito Baixo <5.0 . o o o 21-40
Baixo 5,1-5,5 <2,5 <2,0 <0,5 <2,5 41-60
Médio 5,6-6,0 2,6-5,0 2,1-4,0 0,6-1,0 2,6-5,0 61-80
Suficiente L o L L o 81-120
Alto >6,0 >5,0 >4,0 >1,0 >5,0 >120
Unidades: % (m/v) = relagdo massa/volume; cmol /1 (centimol de carga por litro de
solo) = me/100 ml ou me/L ; mg/L (miligrama por litro de solo) = ppm

(massa/volume).

A analise das caracteristicas dos parreirais onde se retiraram as amostras de
solo rizosférico indica que os parreirais amostrados nos municipios de Farroupilha e
Garibaldi apresentavam menor niimero de variedades do enxerto de videira, enquanto
os parreirais amostrados nos municipios de Nova Padua e Bento Gongalves possuiam
maior numero de variedades do enxerto (Tabela 2.4). Além disso, os parreirais dos
diferentes municipios receberam aplicagdes em diferentes quantidades de produtos
quimicos na parte aérea. Assim, os de Nova Padua foram os que receberam menores
quantidades destes compostos, enquanto os de Garibaldi foram os que receberam

quantidades maiores.

Em relagdo aos tipos de solos predominantes nas areas amostradas, observa-se
a ocorréncia de dois tipos de solos: CHa,= CAMBISSOLO HUMICO aluminico e
RLd1= NEOSSOLO LITOLICO distréfico. Enquanto os dois tipos de solos foram
identificados nas areas amostradas nos municipios de Nova Padua e Garibaldi, nos
parreirais amostrados no municipio de Farroupilha identificou-se somente o tipo CHa,,

enquanto nos municipios de Bento Gongalves e Caxias do Sul identificou-se somente o
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tipo RLd;,. Apesar de serem solos muito semelhantes em suas caracteristicas
pedolégicas, o tipo RLd, foi identificado em 4reas com solso mais rasos, presenca mais
acentuada de afloramentos rochosos ¢ relevo mais fortemente ondulado, em relacao as

areas onde se identificou os solos do tipo CHa,,

TABELA 2.4 Caracteristicas dos parreirais de onde se retiraram as amostras de solo
rizosférico nos cinco municipios amostrados da Serra Gaucha, Rio
Grande do Sul. 2004.

Farroupilha Nova Padua Bento Gongalves Caxias do Sul ~ Garibaldi
Variedade do Isabel Isabel Isabel Isabel Isabel
enxerto ! C. Sauvignon  C. Sauvignon C. Sauvignon  Nidgara
Niagara Branca Couderc noir Niagara Branca Branca
Merlot Pirovano 65
Variedade do porta- Isabel Isabel Isabel Isabel Isabel
enxerto > 101-14 Paulsen 1103 101-14 101-14 Paulsen 1103
Paulsen Niagara Paulsen 1103 SO4
1103 Couderc Paulsen 1103
Média de Idade dos 39,25 11 22 19,25 12,7
parreirais (anos)
Tipo de cobertura Vegetagdo Azevém, Trevo Vegetagao Vegetagdo Vegetagdo
Nativa branco,Cornich Nativa Nativa, Trevo ~ Nativa, Aveia
a0, Aveia branco branca,
branca Azevém
Meédia de aplicagdes 2X 1,25X 1X 2,5X 1,5X
de herbicida/ano
Tipo de solo CHa, RLd; e CHa, RLd, RLd, RLd; e
predominante’ CHAa,
Numero de 7,5 3,5 7,8 8,5 9,7
pulvrizagdes/ano’
Sistema de condug¢do Latada (4) Latada (2) Latada (4) Latada(4) Latada(4)
do parreiral® Espaldeira (2)
Area do parreiral (hd) 0,85 0,81 0,42 0,40 0,29
Produtividade (t/ha) 24,2 39,0 17,0 21,0 45,3

! Isabel (Vitis labrusca L.); Cabernet Sauvignon (Vitis vinifera L.); Couderc (V. rupestris Scheele x V. vinifera de
acordo com Galet, 1985; V. labrusca x V. vinifera x V. rupestris de acordo com Pommer, 2003); Niagara branca
(Provavel hibridagé@o entre V. labrusca x V. vinifera de acordo com Pommer, 2003); Pirovano 65 (cv. Bicane X cv.
Muscat de Hambourg, de acordo com Galet, 1985; V. vinifera x espécie desconhecida, de acordo com Pommer,
2003); Merlot (Vitis vinifera segundo Pommer, 2003; origem desconhecida segundo Galet, 1985). * Paulsen 1103
(Vitis berlandieri Planc. x V. rupestris); SO4 (V. berlandieri Planchon x V. riparia Michaux); 101-14 (V. riparia x V.
rupestris). > CHa,= CAMBISSOLO HUMICO aluminico; RLd;= NEOSSOLO LITOLICO distréfico. *
Média anual de aplicagdes de glifosato/parreiral. > Média do numero de vezes ao ano em que se aplicaram produtos
quimicos para o controle de doencas da parte aérea/parreiral. *Ntmero de parreirais amostrados que utiliza o referido
sistema de condugdo.
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2.3.2 Espécies de FMA presentes nos solos rizosféricos de videira

Na Tabela 2.5 observa-se um grande numero de espécies de FMA encontrados
nos solos dos vinhedos dos cinco municipios amostrados. O nlimero de espécies nestas
amostras variou pouco, de 13 a 15, assim como variou pouco o nimero de esporos por
espécie entre as amostras. Porém ha uma variacdo maior na ocorréncia das espécies de
FMA, onde algumas aparecem em todas as areas € outras em poucas ou apenas uma

area.

TABELA 2.5 Espécies de FMA e niimero de esporos isolados nas amostras de solo
rizosférico dos parreirais dos cinco municipios da Serra Gaucha, Rio
Grande do Sul. 2005'.

Espécies de FMA Municipios

Caxias Bento Gongalves Nova Padua Farroupilha Garibaldi
Acaulospora capsicula 5 3 4
A. laevis 4 3 5 4
A. mellea 5 5 3
A. morrowiae 6
A. rehmii 5
A. scrobiculata 3 4 2 3
A. spinosa 3
Archaeospora gerdemannii 4
A. trappeii 6 5
Archaeospora sp. 3
Entrophospora infrequens 5 3 6 4
Gigaspora gigantea 4
Glomus aggregatum 9
G. aureum 3 4 2
G. brohultii 4
G. claroideum 5 8
G. constrictum 5 6
G. etunicatum 9
G. fasciculatum 5 2 3
G. geosporum 12
G. hoi 4
G. macrocarpum 4 2 5 3 7
G. mosseae 6 9
G. sinuosum 3 2 3
Pacispora coralloidea 3 4 1 4
P. dominikii 1 3 2
Paraglomus occultum 8 12
Scutellospora calospora 5
S. heterogama 4
S. pellucida 3 6 2
Numero de esporos 69 61 59 58 50
Total de espécies (30) 15 13 13 14 13

! Esporos isolados em 50 g de substrato. Média de trés repeti¢des.
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As espécies de FMA encontradas estdo divididas em 8 géneros, destacando-se
o género Glomus, com 12 espécies; o género Acaulospora com 7 espécies, além de
Archaeospora, Pacispora e Scutellospora com 3 espécies cada; e Entrophospora,
Gigaspora e Paraglomus com uma espécies cada. Estes resultados indicam que existe
uma boa diversidade destes organismos na regido tradicional viticola do sul do Brasil.
Isto sugere um excelente potencial para produgdo de indculos puros destes fungos e seu
posterior emprego na producdo de mudas, posto que uma planta micorrizada apresenta
uma melhor nutricdo mineral ¢ uma melhor resisténcia tanto a estresses biodticos como

abioticos (Barea et al., 2005).

Esses dados, por si so, evidenciam a grande riqueza de espécies presentes na
regido e devem estimular o surgimento de novos trabalhos de identificacao de espécies

autoctones de FMA associadas a outras culturas na regiao.

A riqueza de fertilidade dos solos amostrados (Tabela 2.1) ndo influenciou
negativamente no numero de espécies e de géneros de FMA por area amostrada (Tabela
2.5), posto que foi identificado um grande nimero de espécies e de gé€neros destes
fungos por amostra, comparando-se com outros trabalhos de identificacio de FMA
autoctones de espécies frutiferas (Schmitz et al., 1999; Avila, 2004; Focchi et al.,
2004). No entanto, a alta fertilidade ¢ a causa mais provavel para o baixo niumero de
esporos por espécie verificado (Tabela 2.5), j& que incrementos nos niveis de fosforo,
superiores aos requeridos pelas plantas, podem prejudicar a producao de esporos e a

colonizagdo das raizes (Powell & Bagyaraj, 1984; Siqueira & Franco, 1988).

2.3.3 Espécies de FMA multiplicados em casa de vegetacao
A Tabela 2.6 apresenta as espécies de FMA, bem como o nimero de esporos

em 80 g de substrato obtidos a partir do cultivo das plantas armadilha. Observa-se que o
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namero de esporos por amostra foi baixo em geral e que se destaca o género Glomus,
apresentando 10 espécies dentre os isolados. Outro fator a destacar ¢ que nenhuma
espécie ocorreu em todas as amostras, somente Glomus caledonium esteve presente em
4 municipios e, as demais, apareceram em 1, 2 ou 3 municipios.

Além disso, observa-se um menor numero de espécies nos solos dos cultivos
armadilha (Tabela 2.6) que nos solos nativos (Tabela 2.5). Nos cultivos armadilha
encontrou-se 18 espécies, contra 30 isolados originalmente. O pouco tempo de cultivo
(6 meses) desde a implantagdao dos cultivos das plantas nos vasos até a avaliagdo ¢ a
causa mais provavel para este efeito. Também se observa que houve uma variagao no
numero de esporos de acordo com as espécies de FMA, onde as espécies pertencentes a
Glomus (em especial Glomus geosporum e Glomus etunicatum) apresentam maior

numero de esporos em comparagdo com os demais géneros.

TABELA 2.6 Espécies de FMA e niimero de esporos isolados nas rizosferas das plantas
armadilha inoculadas com solos dos parreirais dos cinco municipios da
Serra Gatcha, Rio Grande do Sul. 2005".

Espécies de FMA Municipios

Caxias Bento Gongalves Nova Padua Farroupilha Garibaldi
Acaulospora laevis 3 2 4
A capsicula 9
A mellea 6
Archaeospora trappei 5 6
Entrophospora schenkii 4
E. infrequens 6 2 5
Glomus geosporum 20 17
G. mosseae 6 5 5
G. macrocarpum 5 3
G. etunicatum 10 8
G. claroideum 4 4
G. intraradices 3 4 2
G. fasciculatum 3 2
G. caledonium 2 3 2 3
G. hoi 3
G. constrictum 6
Pacispora dominikii 4
Paraglomus occultum 15
Numero de esporos 64 51 19 33 24
Total de espécies 6 8 5 9 6

! Esporos isolados em 80 g de substrato. Média de trés repeti¢des.
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Comparando-se a Tabela 2.6 com a tabela 2.5, evidencia-se a importancia de
realizar duas andlises morfologicas em conjunto: uma nos solos rizosféricos; outra em
plantas inoculadas com estes solos e cultivadas em estufa. Com essa pratica foi possivel
detectar mais espécies e mais géneros de FMA do que com as andlises em separado.
Assim, no total, identificaram-se 33 espécies, distribuidas em 8 géneros. O fato de
surgirem espécies em cultivo armadilha que nao foram identificadas nos solos
rizosféricos (Entrophospora schenkii, Glomus intraradices e Glomus caledonium), pelo
reduzido nimero de esporos das mesmas, deve-se ao estimulo das plantas, através de
exudados radiculares, em propiciar a germinagao de esporos de FMA, a colonizagao
das raizes das plantas € o surgimento de novos esporos passiveis de serem
identificados ao microscopio. Os FMA sao simbiontes obrigatorios, com reprodugao
assexuada e ainda ndo foram cultivados na auséncia de raizes vivas. Estruturas
reprodutivas, como esporos e hifas, sobrevivem como propagulos na auséncia de raizes
e, na presenca destas, colonizam o cortex radicular e estabelecem relacao mutualistica,
que garante a producdo de novos propagulos (Powell & Bagyaraj, 1984; Siqueira,
1994). Diversos estudos sugerem que a germinacao dos esporos de FMA ocorre por
estimulo de hormonios produzidos pelas raizes das plantas. Dentre esses hormdnios
destaca-se o flavondide formononetina, identificado como fator estimulante de

colonizagdo micorrizica (Silva-Junior & Siqueira, 1998).

2.3.4 Caracterizacdo morfologica das espécies de FMA encontradas nos
solos rizosféricos de videira e nos cultivos armadilha

A seguir descrevem-se todas as caracteristicas morfoldgicas dos esporos
isolados em area de vinhedos da serra gaucha, destacando-se a coloragao e diametro
dos esporos, bem como caracteristicas das paredes dos esporos e das hifas de

sustentagdo dos esporos; caracteristicas estas empregadas na taxonomia de FMA.
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1- Acaulospora capsicula Blaszk. (Figura 2.1 A)

Ocorréncia: esporos isolados no solo.

Cor: laranja-avermelhado.

Forma: globoso.

Diametro: 169-305 um.

Vesicula-mae: ndo observada.

Cicatriz: concolor ao esporo, semicircular, 10,2—16,4 um de diametro.

Parede externa: formada por trés camadas (A1, A2, A3).

Al: hialina, evanescente, com 0,7—1,3 um de espessura (esp.).

A2: laranja-escuro, laminada, 3,0—4,2 um esp. Nao apresentou reagdo em meio Melzer.
A3: hialina, unitaria, 0,8-1,4 um esp. Laranja claro em meio Melzer.

Paredes Internas: Constam de dois grupos (B e C).

O grupo B esta formado por duas camadas (B1 e B2).

B1: hialina, membranosa, flexivel, 0,5-0,8 um esp. Nao apresentou reagdo em meio
Melzer.

B2: hialina, membranosa, semiflexivel, 1,0-2,0 um esp. Nao apresentou reacdo em
meio Melzer.

O grupo C esta formado por duas camadas (C1 e C2)

C1: hialina, membranosa, 0,8-1,2 um esp. Presenca de pequenos granulos (“beads”) na
superficie da parede (“beaded wall”). Nao apresentou reacdo em meio Melzer.

C2: hialina, amorfa, 1,2-2,1 um esp. Apresentou coloragao vermelho-escura em meio
Melzer.

Murénimo: A(ELU) B(IMM) C(MyA)

Comentarios: Os caracteres observados nos esporos desta espécie apresentam boa

concordancia com a descri¢ao original (Blaszkowski, 1990). No entanto, este autor nao
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descreve a segunda camada da parede central (B2), talvez por estas em geral ficarem

muito aderidas uma a outra, dificultando sua individualizacao.
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2- Acaulospora laevis Gerd. & Trappe (Figura 2.1 B)

Ocorréncia: esporos isolados no solo.

Cor: amarelo-escuro a marrom.

Forma: globoso.

Diametro: 133-210 um.

Vesicula-mae: ndo observada.

Cicatriz: circular, 6,0-6,5 pm de diametro.

Os esporos estao formados por trés grupos de paredes (A, B, C).

Parede externa: formada por trés camadas (A1, A2, A3).

A1l: Hialina, evanescente, com 1,0—1,3 um esp.

A2: Castanha-escura, laminada, 1,5-2,0 pum esp.

A3: Amarela, unitaria, <1,0 um esp.

Paredes Internas: constam de dois grupos (B e C).

O grupo B esta formado por duas camadas (B1 e B2).

B1: Hialina, membranosa, unitaria, flexivel, < 0,5um.

B2: Hialina, membranosa, flexivel, < 0,5um.

O grupo C esta formado por duas camadas (C1 e C2)

C1: Hialina, membranosa, flexivel, 0,4-0,6 um esp. Presenca de pequenos granulos
(“beads”) na superficie da parede (“beaded wall”).

C2: Hialina, membranosa, semiflexivel, 0,5-1,0 um esp.

Murénimo: E(ELU) C(MM)I(M,M)

Comentarios: Ha boa correspondéncia com a descri¢ao presente no banco de dados do
INVAM (Morton, 2005), exceto para a tltima camada da parede externa, que, segundo
Morton, ¢ laminada, e divergem das observacdes feitas por Gerdemann & Trappe
(1974) (apud Schenck & Pérez, 1988), no que se refere a classificacdo das paredes

internas.
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3- Acaulospora mellea Spain & N.C. Schenck (Figura 2.2 A)

Ocorréncia: esporos isolados no solo.

Cor: amarelo-amarronzado.

Forma: globoso.

Diametro: 97-129 pm.

Vesicula-mae: ndo observada.

Cicatriz: circular, 6,0— 8,0 um de didmetro.

Parede externa: formada por um grupo de trés camadas (A1, A2, A3).

Al: hialina, evanescente, com presenca de detritos aderidos e menos de 0,5 um esp.

A2: castanha-escura, laminada, 1,5-3,8 um esp.

A3: amarela-palha, finas laminag¢des, 1,2-3,0 um esp.

Paredes Internas: constam de dois grupos (B e C).

O grupo B esta formado por uma camada (B1).

B1: hialina, unitéria, flexivel, 1,0 um esp.

O grupo C esta formado por duas camadas (C1 e C2)

Cl1: hialina, membranosa, 1,0-1,5 um esp. Presenca de granulagdes circulares de
tamanho médio na superficie da parede (“beadwall”). Leve reagdo em meio Melzer,
passando a apresentar coloragdo amarela-palha.

C2: hialina, amorfa, 0,5-1,0 um esp. Forte reagdo em meio Melzer, passando a
apresentar coloracao marrom-avermelhada.

Murénimo: A(ELL*) B(U ) C(MpA)

Comentarios: Em geral houve boa correspondéncia entre os caracteres observados e os
contidos nas descrigdes de Schenck et al. (1984) (apud Schenck & Pérez, 1988) e
Morton (2005). A parede central apresentou somente uma camada, como na descrigao

original, ao invés de duas como observadas por Morton.
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4- Acaulospora morrowiae Spain & N.C. Schenck (Figura 2.2 B)

Ocorréncia: esporos isolados no solo.

Cor: amarelo-claro a amarelo-palha.

Forma: globoso.

Diametro: 64—88 um.

Vesicula-mae: ndo observada.

Cicatriz: circular, 2,0-4,0 um de diametro.

Parede externa: formada por trés camadas (A1, A2, A3).

A1l: Hialina, evanescente, com presenga de detritos aderidos e 0,3-0,5 um esp.

A2: Amarelo-claro, unitéria, 1,5-2,5 um esp. Nao apresentou reagdo em meio Melzer.
A3: Amarelo-escuro, unitaria, 0,5-0,8 um esp. Nao apresentou reagdo em meio Melzer.
Paredes Internas: constam de dois grupos (B e C).

O grupo B esta formado por uma camada (B1).

B1: Hialina, unitaria, membranosa, 0,5 pm esp.

O grupo C esta formado por duas camadas (C1 e C2)

C1: Hialina, membranosa, flexivel, 0,5-0,8 um esp. Presen¢a de pequenos granulos
circulares (“beads”) na superficie da parede (“beaded wall”).

C2: Hialina, membranosa, 0,5 um esp. Coloragdo alaranjada em meio Melzer.
Murénimo: A(EUU*) B(M) C(MM)

Comentarios: Em geral houve boa correspondéncia entre as caracteristicas registradas
nos esporos isolados neste levantamento e as contidas nas descri¢des de Schenck et al.
(1984) (apud Schenck & Pérez, 1988) e Morton, 2005. Na descrigdo do Morton (2005),
registra-se a ocorréncia de mais uma camada na parede central (B2), e ¢ muito possivel
que ela exista e seja de dificil visualizagdo. A segunda camada da segunda parede
interna, normalmente torna-se inchada na presenca de PVLG (amorfa); no entanto, nos

esporos analisados, esta reacao nao foi detectada.
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5- Acaulospora rehmii Sieverd. & S. Toro (Figura 2.3 A)

Ocorréncia: esporos isolados no solo.

Cor: amarelo-claro

Forma: globoso a subgloboso.

Diametro: 133—-150 pm.

Vesicula-mae: ndo observada.

Cicatriz: circular, 3,0—6,0 um de diametro.

Os esporos estdo formados por trés grupos doe paredes (parede externa, central e
interna).

Parede externa: formada por trés camadas (A1, A2, A3).

Al: hialina, evanescente, 0,4-0,6 um esp.

A2: amarelo-palha, laminada, 1,5-3,6 um esp., presenca de ornamentacdo na forma de
labirintos que recobrem toda superficie externa do esporo. Modifica para amarelo-
claro em reagente de Melzer

A3: hialina, unitéria, 0,5-1,0 um esp. Apresenta coloracao amarelo-clara em Melzer.
Paredes Internas: constam de dois grupos (B e C).

O grupo B esta formado por duas camadas (B1 e B2).

B1: hialina, unitaria, membranosa, 0,5 um esp. Nao apresentou reacdo em meio Melzer.
B2: hialina, unitaria, membranosa, em torno de 1,0 um esp. Nao apresentou reagao em
meio Melzer.

O grupo C esta formado por duas camadas (C1 e C2).

C1: hialina, membranosa, flexivel, 0,5-1,5 um esp. Presenca de granulos circulares na
superficie da parede (“beadwall”). Leve reagdo em meio Melzer, passando a apresentar
coloragao amarelo-palha.

C2: hialina, membranosa, flexivel, 0,5 pum esp. Forte reagdo em meio Melzer, passando

a apresentar colora¢ao vermelha.
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Murénimo: A(ELU) B(MM) C(MpM)
Comentarios: Boa correspondéncia com as descrigdes de Sieverding & Toro (1987)

(apud Schenck & Pérez, 1988) e do site do INVAM (2005).
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6- Acaulospora scrobiculata Trappe (Figura 2.3 B)

Ocorréncia: esporos isolados no solo.

Cor: branco a amarelo-claro.

Forma: globoso a subgloboso.

Diametro: 105-170 pm.

Vesicula-mae: ndo observada.

Cicatriz: circular, 11,3 um de didmetro.

Parede externa: formada por trés camadas (A1, A2, A3).

Al: hialina, unitéria, evanescente, 1,5-2,5 um esp.

A2: amarela-palha, laminada, 2,0-3,5 pum esp.; possui ornamentagdo na forma de
depressoes circulares (1-1,5 um o) e ddo o aspecto de *“casca-de-laranja” ao esporo.
A3: hialina, unitaria, em torno de 0,5 um esp. Amarela em meio Melzer.

Paredes Internas: constam de dois grupos (B e C).

O grupo B esta formado por duas camadas (B1 e B2).

B1: hialina, membranosa, flexivel, 0,5 um esp.

B2: hialina, membranosa, flexivel, 1,5-2,5 um esp.

O grupo C esta composto por duas camadas (C1 e C2).

C1: hialina, membranosa, flexivel, 0,5-1,5 um esp. Leve reagdo em meio Melzer,
passando a apresentar coloragdo laranja a rosa.

C2: hialina, membranosa, semiflexivel, 1,0-2,5 um esp. Forte reagdo em Melzer,
passando a apresentar coloragdo laranja a rosa.

Murénimo: A(ULoU*) B(MM) C(MM)

Comentarios: No geral, houve boa correspondéncia entre os caracteres observados e os
descritos por Morton (MORTON, 2005). A excecao foi a nao visualizacao dos granulos

(“beads”) na camada C1, citado por estes autores.

31



7- Acaulospora spinosa C. Walker & Trappe

Ocorréncia: esporos isolados no solo.

Cor: amarelo-amarronzado.

Forma: globoso a subgloboso.

Diametro: 220-280 pm.

Vesicula-mae: ndo observada.

Cicatriz: circular, 6,3-9,6 um de didmetro.

Parede externa: Formada por trés camadas (A1, A2, A3).

A1l: amarela-palha, unitaria, evanescente, 0,5-0,8 um de espessura.

A2: amarela-amarronzada, laminada, 6,4-9,3 um esp,, ornamentada com pequenos
espinhos em toda a superficie externa do esporo. N@o apresentou reagdo em meio
Melzer.

A3: amarela, unitaria, 0,8-1,0 um esp. Nao se verificou reagdo em meio Melzer.
Paredes Internas: constam de dois grupos (B e C).

O grupo B esta formado por uma camada (B1)

B1: hialina, membranosa, semiflexivel, 0,5 um esp. Nao apresentou reacdo em meio
Melzer.

Grupo C esta composto por duas camadas (C1 e C2)

C1: hialina, membranosa, <0,5 um esp. Leve reacao em meio Melzer, passando a
apresentar coloracao amarela palha.

C2: amarela-escura, membranosa, semiflexivel, 0,7-1,3 um esp. Coloracao vermelha
em Melzer.

Murénimo: A(ULoU*) B(M) C(MM)

Comentarios: Observa-se boa correspondéncia entre os caracteres observados e os
descritos por Walker & Trappe (1981) (apud Schenck & Pérez, 1988) e Morton (2005).

Na descri¢ao de Morton, a primeira parede interna possui duas camadas, mais ou menos
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resistentes, que ficam geralmente unidas. Como nao foi possivel observa-las separadas
uma da outra, nem individualizé-las sob microscopio, optou-se por descrever apenas

uma camada.
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8- Archaespora gerdemanii (S.L. Rose, B.A. Daniels & Trappe) J.B. Morton & D.
Redecker, com. nov.

Ocorréncia: esporos isolados no solo.

Cor: hialino a branco.

Forma: globoso a subgloboso.

Diametro: 175-210 pum.

Vesicula-mae: hialina, 100-120 um diametro.

Cicatriz: circular, cor amarela.

Os esporos estao formados por 2 grupos de paredes (externa e interna).

Parede externa: formada por trés camadas (A1, A2 e A3).

Al: hialina no geral, porém amarela em esporos mais velhos, evanescente, unitaria, 3,5-
5,6 um esp

A2: hialina, semiflexivel, 2,0 — 3,5 um. esp., que se separa em maior ou menor
extensdo da camada anterior, podendo ser considerada como parede interna.

A3: hialina, rigida 2,0 — 3,5 um. esp., que se separa em maior ou menor extensao da
camada anterior, podendo ser considerada como parede interna.

Parede interna esta formada por uma camada (B1)

B1: hialina, laminada, 2,5 — 3,5 um. esp.

Muroénimo: A(E,U,U) B(L) ou A(E) B(B1,B2) C(C1)

Comentarios: Morton & Redecker (2001) descrevendo esta espécie, citam que a mesma
pode formar esporos com o morfotipo acaulosporoide ou com o morfotipo glomoide.
Neste trabalho, os esporos visualizados apresentam as carcteristicas do primeiro
morfotipo. No entanto, neste artigo ndo ha uma clara classificacdo das camadas quanto
ao grupo a que pertencem. Morton, no site do INVAM (2005), evidencia a presenga de

trés paredes externas € uma interna.
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9- Archaeospora trappei (R.N. Ames & Linderman) J.B. Morton & D. Redecker
(Figura 2.4 A)

Ocorréncia: esporos isolados no solo.

Cor: hialino.

Forma: globoso a subgloboso.

Diametro: 56—78 pum.

Vesicula-mae: hialina, subglobosa a irregular, 40x60um (menor X maior distancia).
Cicatriz: hialina, 6,5 — 8,2 um diametro.

Parede do esporo: formada por trés camadas (A1, A2, A3).

Al: hialina, unitaria, semi-flexivel, evanescente, 0,8-1,0 um esp., continua com a
parede do pescogo da vesicula mae.

A2: hialina, unitéria, flexivel, 1,0—1,2 pm esp. Em meio Melzer apresenta cor amarela.
A3: hialina, laminada, flexivel, 2,0-2,5 um esp., que se destaca com facilidade da
camada anterior. Em meio Melzer apresenta cor amarela.

Murénimo: A(EUL)

Comentarios: Boa concordancia com as descrigdes de Morton & Redecker (2001) e
INVAM (2005). No entanto, nestas referéncias, ndo existe definicido da camada
laminada (A3), embora nas fotos presentes no site do INVAM, pode-se verificar que
esta camada possui espessura mais avantajada e indicios de laminag¢des. Como o esporo
¢ muito claro, ndo ¢ possivel afirmar que o fendtipo ocorra apenas por comparagao.
Como as outras duas espécies do género apresentam esta camada laminada, por
correspondéncia, assume-se que houve esquecimento na hora de descrever a espécie, e

as informagdes contidas estdo incompletas.
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10- Archaeospora sp. (sp. nov.)

(Figura 2.4 B)

Ocorréncia: esporos isolados no solo.

Cor: amarelo-fosco.

Forma: subgloboso.

Diametro: 130-180 pum.

Vesicula-mae: ndo observada.

Cicatriz: semicircular, Sum no maior diametro, concolor ao esporo, porém mais clara.
Parede do esporo: formada por trés camadas, que se separam com facilidade (A1, A2,
A3).

Al: hialina, unitdria, com detritos aderidos, porém mais rigida que uma camada
tipicamente evanescente, 0,8-1,2 um esp.

A2: hialina, unitéria, 1,5-2,2 um esp. Coloragado rosa claro em meio Melzer.

A3: hialina, semiflexivel, laminada, 2,0-2,5 um esp. Apresenta cor rosa em meio
Melzer. Apresenta ornamentacdo em forma de gomos de bola de futebol. Essas
ornamentacdes, no conjunto, dao ao esporo o aspecto de uma carapaga de tartaruga.
Murénimo: A(EUL )

Comentarios: Como se desconhece até o presente momento a existéncia de
Archaeospora com ornamentagdo ¢ com coloragdo rosa em meio Melzer é que se

propoe a criagao de um novo taxon.
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11- Entrophospora infrequens (I.R. Hall) R.N. Ames & R.W. Schneid. (Figura 2.5 A)
Ocorréncia: esporos isolados no solo.

Cor: amarelo-amarronzado.

Forma: globoso a subgloboso.

Diametro: 116145 pm.

Vesicula-mae: hialina, 41-69 pm didmetro.

Cicatriz: visualizado uma cicatriz na superficie da parede externa, de forma irregular,
amarronzada, 6,0 x 9,0 um (largura x comprimento) (larg. x comp.). Outra na superficie
da parede interna, hialina, ovalada, 13 x 15 um (larg. x comp.).

Parede: Formada por quatro camadas (A1, A2, A3, A4).

Al: hialina, evanescente, 1,5-2,6 um esp., continua com a parede do pescoco da
vesicula-mae.

A2: amarelo-amarronzada, 1,5-2 um esp., ornamentada com proje¢des em forma de
“graos de milho” com depresséao central. Parede e ornamentagao medem juntas 3,0-6,5
pm.

A3: amarelo-amarronzada, unitaria, flexivel, nem sempre visualizada, 1,5 pm.

A4: hialina, membranosa, flexivel, 1,5-2,6um esp., que se separa em maior ou menor
extensdo da camada anterior, podendo ser considerada como parede interna.

Murénimo: A(EUoU*M) ou A(EUoU*) B(M)

Comentarios: A ornamentacdo presente nos esporos desta espécie facilita sua
identificacao, porém dificulta a analise das paredes internas. Ames & Schneider (1979)
(apud Schenk & Pérez, 1988) descrevem esta espécie como tendo trés paredes com
uma camada em cada parede. INVAM (2005), no entanto, descreve a presenga de uma
sO0 parede, composta por 4 camadas, sendo a ultima de natureza incerta, ou seja pode
fazer parte da parede do esporo (considerado atualmente por Morton) ou ser uma

parede interna, de ontogenia independente
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12- Entrophospora schenckii Sieverd. & S. Toro (Figura 2.5 B)

Ocorréncia: esporos isolados no solo.

Cor: hialino.

Forma: globoso a subgloboso.

Diametro: 5471 pm.

Vesicula-mae: hialina a amarela, 36—62 um diametro.

Cicatriz: visualizado duas cicatrizes. Uma no ponto de inser¢ao do pescoco da vesicula-
mae com o esporo, medindo 6,3-8,0 um de diametro. Outra, no ponto de inser¢ao do
esporo com a hifa, medindo 18,8-20,6 pm.

Parede externa: formada por duas camadas.

Al: hialina, evanescente, delgada, <1,0 um esp., continua com a parede do pescoco da
vesicula-mae.

A2: hialina, unitaria, rigida, <1,0 um esp. Apresenta cor amarela em meio Melzer.
Parede Interna: Formada por uma camada (B1)

B1: hialina, com espessura variando de 1,0-3,1 um.

Murénimo: A(EU) B(M)

Comentarios: As caracteristicas observadas nos esporos isolados no levantamento
guardam melhor correspondéncia com as descritas por Sieverding & Toro (1987) (apud
Schenk & Pérez, 1988), do que com as descritas em INVAM (2005), principalmente

em relacdo ao numero de paredes.
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13- Gigaspora gigantea (T.H. Nicol. & Gerd.) Gerd. & Trappe

Ocorréncia: esporos isolados no solo.

Cor: amarelo-palha.

Forma: globoso a subgloboso.

Diametro: 352450 pm.

Célula suspensoroide: concolor ao esporo ou mais clara, 47,0x 57,62 um larg.

Parede do esporo: formada por trés camadas (A1, A2, A3).

Al: amarela, unitéria, rigida, 2,0-2,5 um esp.

A2: amarela, laminada, 18,0-28,0 um esp.

A3: amarela-palha, <0,5 pm esp. Observa-se presenca de numerosas papilas
germinativas delicadas em quase toda a superficie desta camada.

Murénimo: A(ULG)

Comentarios: Boa concordancia entre as caracteristicas aqui observadas e as descrigcdes

de Bentivenga & Morton (1995), INVAM (2005) e Blaszkowski (2005).

39



14- Glomus aggregatum N.C. Schenck & G.S. Sm.

Ocorréncia: esporos isolados.

Cor: amarelo-palha.

Forma: globoso a subgloboso.

Diametro: 50-125 pm.

Hifa de sustentacdo: concolor ao esporo, 5-6 um larg.

Parede do esporo: formada por um grupo de trés camadas (A1, A2, A3).

Al: evanescente, unitaria, semiflexivel, <1,0 um esp.

A2: unitaria, amarela, semiflexivel, 1,5-2,0 um esp.

A3: laminada, amarela, 2,0-5,0 um esp.

Murénimo: A(EUL)

Comentarios: Nas descricdes de Koske (1985) (apud Schenck & Pérez, 1988),
Blaszkowski (2005) e INVAM (2005) esta espécie, além de esporos isolados no solo,
pode apresentar agregados de esporos, tanto no solo como nas raizes. No entanto, foram
observados apenas esporos solitarios. Em Morton (MORTON, 2005) nao ha descrigao
da parede unitaria (A2). No entanto, na descricdo de Blaszkowski a mesma também

esta descrita, havendo total correspondéncia entre os caracteres avaliados.
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15- Glomus aureum Oehl & Sieverd. (Figura 2.6 A)

Ocorréncia: esporos isolados no solo.

Cor: amarelo-dourado.

Forma: subgloboso.

Diametro: 45-65 um.

Hifa de sustentacdo: amarela-dourada; apresenta forte bifurcagdo junto ao esporo, 10,0-
12,0 um larg. depois da bifurcagao.

Parede do esporo: formada por duas camadas (A1, A2).

Al: hialina, evanescente, < 1.0 pum esp.

A2: amarela-dourada, laminada, 3,0-4,0 um esp., continua com a parede da hifa de
sustentacao.

Murénimo: A(EL)

Comentérios: Boa correspondéncia entre os caracteres observados e os descritos por

Ohel et al. (2003).
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16- Glomus brohultii Sieverd. & R.A. Herrera (Figura 2.6 B)

Ocorréncia: esporos isolados no solo.

Cor: marrom.

Forma: subgloboso a irregular.

Diametro: 95-120 pm.

Hifa de sustentagdo: hialina, com bifurcacdo no ponto de inser¢do ao esporo, 6-8 um
larg.

Parede do esporo: formada por um grupo de duas camadas (A1, A2).

Al: hialina, evanescente, unitaria, 0,5-1,0 pm esp.

A2: amarela-marrom, semi-rigida, laminada, 810 um esp. Presenca de perfuracgdes na
camada, tipicas desta espécie.

Murénimo: A(EL)

Obs.: As caracteristicas observadas neste trabalho para G. brohultii apresentam boa

correspondéncia com as descri¢des contidas em Herrera-Peraza et al. (2003).
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17- Glomus caledonium (T.H. Nicol. & Gerd.) Gerd. & Trappe (Figura 2.7 A)
Ocorréncia: esporos isolados no solo.

Cor: amarelo-palha.

Forma: globoso a subgloboso.

Diametro: 180-215 um.

Hifa de sustentacdo: concolor ao esporo, 9,0-16,0 um de largura.

Parede do esporo: formada por quatro camadas (A1, A2, A3, A4).

Al: hialina, evanescente, com 1,0-3,0 um esp.

A2: hialina, laminada, 1,8-3,4 um esp.

A3: subhialina, laminada 2,0-3,4 um esp. Quebra-se facilmente, apresentando
interrupgoes na seqiiéncia da parede.

A4: amarela, unitaria, <1,0 pm.

Murénimo: A(ELLU)

Obs.: Os esporos dessa espécie se parecem com esporos da espécie G. claroideum.
Porém, em maior aumento, a cor da hifa, o tamanho do esporo e a estrutura das

camadas permitem diferencid-los bem.
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18- Glomus claroideum N.C. Schenck & G.S. Sm. (Figura 2.7 B)

Ocorréncia: esporos isolados no solo.

Cor: amarelo-palha, quase hialino.

Forma: globoso a subgloboso.

Diametro: 75-121 pm.

Hifa de sustentacdo: hialina, reta ou, as vezes, recurvada, 5,0-6,5 pm de largura.

Parede do esporo: formada por trés camadas (A1, A2, A3).

Al: hialina, evanescente, 0,8-3,1 um esp., continua com a parede da hifa de
sustentacao.

A2: amarela-clara, laminada, 2,6—6,8 um esp.

A3: hialina, flexivel, 2,2-3,1 um esp.

Murénimo: A(ELU)

Comentarios: A coloragdo clara e o tamanho do esporo, ¢ a hifa fina e hialina facilitam
a identificacdo dos esporos desta espécie. No entanto, observam-se diferencas na
descricdo de estrutura e no nimero das camadas da parede do esporo na literatura
disponivel. Na descri¢do original (Schenck & Smith, 1982 apud Schenck & Pérez,
1988) nao ha referéncias da presenca das camadas evanescente nas superficies externa.
Nas descri¢des de Stiirmer & Morton (1997) e do INVAM (2005), ao invés de uma
camada evanescente, sdo descritas duas camadas intimamente unidas acima da
laminada, ambas evanescentes. Além de verificar a presenca de uma camada semi-
flexivel depois da camada evanescente, somente vista por ele, Blaszkowski (2005)
também cita a presenca de uma camada flexivel apds a camada laminada, também

verificada neste trabalho.
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19- Glomus constrictum Trappe (Figura 2.8 A)

Ocorréncia: esporos isolados no solo.

Cor: marrom-avermelhado.

Forma: globoso a subgloboso.

Diametro: 141 —183 um .

Hifa de sustentag¢do: concolor ao esporo, forte constricdo na base da hifa junto ao
esporo, 6,0-7,0 na constrigdo e antes da costri¢do (na parte inchada da hifa) 15,4-16,5
um de largura.

Parede do esporo: formada por um grupo de duas camadas (A1, A2).

Al: hialina, evanescente, 0,5-1,0 um esp.

A2: marrom-avermelhada, laminada, 4-6,25 pm esp.

Murénimo: A(E,L)

Obs.: A constrigdo da hifa de sustentagdo e a cor do esporo ajudam na identificacao dos
esporos desta espécie, apesar de que essa constrigdo ndo estd presente em todos os
esporos de Glomus constrictum. Existe divergéncias na literatura, no entanto, acerca da
composi¢ao da parede celular desta espécie. Enquanto Schenck & Pérez (1988) citam a
presenca de somente uma camada laminada, Blaskowski (2005) adiciona uma camada

evanescente anterior a laminada.

45



20- Glomus etunicatum W.N. Becker & Gerd.

Ocorréncia: esporos isolados no solo.

Cor: marrom-avermelhado nos esporos mais jovens, € marrom nos esporos mais velhos.
Forma: globoso a subgloboso.

Diametro: 89—132 pm.

Hifa de sustentagdo: hialina, 8,5-11,9 um de largura.

Parede do esporo: formada por duas camadas (A1, A2).

A1: hialina, mucilaginosa, evanescente, 0,5-1,0 um esp.

A2: marrom, laminada, 3,2—4,0 um esp.

Murénimo: A(EL)

Comentarios: Observou-se boa correspondéncia dos caracteres com a descrigao original
(Becker & Gerdemann, 1977 apud Schenck & Pérez, 1988) A camada laminada
apresenta uma lamina mais interna, com 0,8-1,2um esp., ¢ coloragdo mais clara, que
sugere uma terceira camada. Stiirmer & Morton (1997) observaram que em alguns
esporos esta camada se separa ocasionalmente, assemelhando-se a camada interna
flexivel de Glomus. claroideum. No entanto, ao quebrar-se o esporo, esta ndo se
separou do restante da camada. A coloragcdo do esporo aliada a hifa fina de cor hialina

facilita a identificacdo dos esporos desta espécie.
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21- Glomus fasciculatum (Gerd. & Trappe) C. Waslker & Koske (Figura 2.8 B)
Ocorréncia: esporos isolados no solo.

Cor: Amarelo-palha.

Forma: globoso a subgloboso.

Diametro: 73-119 pm.

Hifa de sustentagdo: hialina, 6,5-9,8 um de largura.

Parede do esporo: formada por um grupo de trés camadas (A1, A2, A3).

Al: hialina, unitéria, detritos aderidos, 0,8—1,4 um esp.

A2: amarela-palha, laminada, 3,0—7,0 um esp.

A3: hialina a amarela, flexivel, unitaria, <1,0 um esp.

Murénimo: A(U*LU)

Comentarios: As trés camadas reagem em meio Melzer, apresentando coloragdo
avermelhada. Na descrigdo de Walker & Koske (1987), que ¢ a mais completa no
manual de Schenck & Pérez (1988), ha citacao de reacdo ao Melzer apenas da camada
mais interna. As descrigdes de Morton (MORTON, 2005) e de Blaszkowski (2005),
relatam a reacdo para as camadas 1 e 2, embora Morton ressalte que embora nao
observada, ocorra. A primeira camada ¢ de dificil determinacdo em relagdo a sua
estrutura, pois apesar de ter um aspecto rigido como em paredes permanentes, como ¢
classificada por Blaszkowski (2005), apresenta mucilagens e detritos aderidos, como
em paredes evanescentes. Optou-se pela denominagdo de camada unitaria neste

trabalho, assim como a descreveram Schenck & Pérez (1988).
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22- Glomus geosporum (T.H. Nicol. & Gerd.) C. Walker

Ocorréncia: esporos isolados no solo.

Cor: castanho-avermelhado.

Forma: globoso a subgloboso.

Diametro: 120-175 pm.

Hifa de sustentacdo: amarela, 12-15 um de largura.

Parede do esporo: constituida de trés camadas (A1, A2, A3).

Al:, hialina, evanescente, 0,5um esp.

A2: marrom, laminada, 6,4-9,5 um esp.

A3: hialina, unitaria, semi-rigida, 0,5 um esp. Essa ¢ a camada que fecha o poro
existente entre o esporo e a hifa de sustentagao.

Murénimo: (ELU)

Comentarios: Boa correspondéncia com as descrigdes contidas em Blaszkowski (2005),
INVAM (2005) e Walker (1982) (apud Schenck & Pérez, 1988). A cor do esporo, a
largura da hifa de sustentagdo, a espessura da parede € o septo membranoso sao boas

ferramentas para a identificagdo desta espécie.
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23- Glomus hoi S.M. Berch & Trappe (Figura 2.9 A)

Ocorréncia: esporos isolados no solo.

Cor: amarelo.

Forma: subgloboso.

Diametro: 61-80 um.

Hifa de sustentacdo: bastante ramificada, hialina, 10—12 pm de largura. A parede da
hifa apresenta coloragdo amarela e ¢ espessa (2,5-2,8 um).

Parede do esporo: formada por duas camadas (A1, A2).

A1: hialina, mucilaginosa, evanescente, 0,5 pm esp.

A2: amarela-escura, laminada, 4,0-5,0 um esp.

Murénimo: A(EL)

Obs.: Berch & Trappe (1985) descreveram esta espécie como sendo composta por duas
camadas, deixando subtendida a camada mais externa como evanescente, que, no
entanto, ¢ visivel nas proprias fotos desta espécie presentes na referida publicagdo. As
demais observagdes destes autores estdo de acordo com o que foi observado neste

trabalho.
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24- Glomus intraradices N.C. Schenck & G.S. Sm (Figura 2.9 B)

Ocorréncia: esporos isolados no solo e em agrupamento.

Cor: amarelo-palha.

Forma: globoso a subgloboso.

Diametro: 90-120 pm.

Hifa de sustentacdo: concolor ao esporo, com 10—16 um larg., recurvada e ramificada.
Parede do esporo: formada por trés camadas (A1, A2, A3).

A1: hialina, mucilaginosa, evanescente, 1,0-1,5 um esp.

A2: amarela-clara (difere acentuadamente da cor do restante do esporo), laminada, 2,4—
5,0 um esp., continua com a parede da hifa.

A3: amarela, unitaria, <1,0 pm esp. Continua como parede da hifa

Murénimo: A(ELU)

Comentarios: No geral houve boa correspondéncia com os caracteres descritos por

Smith (1982) (apud Schenck & Pérez, 1988) e INVAM (2005).
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25- Glomus macrocarpum Tul. & C. Tul. (Figura 2.10 A)
Ocorréncia: esporos isolados no solo.

Cor: amarelo, castanho-avermelhado.

Forma: globoso a subgloboso.

Diametro: 95-125 pm.

Hifa de sustentagcdo: amarela-clara, 15-22 pm larg.

Parede do esporo: formada por duas camadas (A1, A2).
Al: hialina, evanescente, semi-flexivel, 0,6—-0,9 pm esp.
A2: castanha, laminada, 8,0—11,0 um.

Murénimo: A(EL)

Comentarios: Observou-se boa concordancia com as descricoes de Berch & Fortin

(1983) (apud Schenck & Pérez, 1988) e Blaszkowski (2005).
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26- Glomus mosseae (T.H. Nicol. & Gerd.) Gerd. & Trappe (Figura 2.10 B)
Ocorréncia: esporos isolados no solo.

Cor: amarelo-claro.

Forma: globoso.

Diametro: 137-187 pm.

Hifa de sustentagdo: amarela-clara, junto ao esporo apresenta forma de funil, 18-36 um
de largura, proximo ao esporo. A camada mais interna da parede forma um septo curvo
que penetra na hifa, e fecha o poro de comunicagao citoplasmatica.

Parede do esporo: formada por trés camadas (A1, A2).

Al: hialina, evanescente, com 1,2-2,1 um esp.

A2: amarela, laminada, 2,1-3,2 um esp., continua com a parede da hifa.

Murénimo: A(E,L)

Comentarios: A forma afunilada da hifa junto ao esporo e o septo curvo facilitam a
identificacao da espécie. De modo geral, hd boa correspondéncia com as descrigdes de
Nicolson & Gerdemann (1968), Gerdemann & Trappe (1974), incluidas no manual de
Schenck & Pérez (1988). Na descri¢ao presente no Site do INVAM (2005) ha a
descricdo de trés camadas, mas Morton salienta que a camada 2 parece ndo ser

sintetizada em todos os esporos de um mesmo isolado, a semelhanca do registrado aqui.
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27- Glomus sinuosum (Gerd. & B.K. Bakshi) R.T. Almeida & N.C. Schenck

(Figura 2.11 A)

Ocorréncia: em esporocarpos.

Esporocarpo

Cor: castanho-avermelhado.

Forma: subgloboso.

Diametro: 320— 430 pm .

Esporo

Cor: amarelo-claro.

Forma: clavado.

Diametro: 30-40 x 60-70 um (larg. x comp.).

Hifa de sustentagcdo: amarela clara, quase hialina, 2,5-6,0 um larg.

Parede do esporo: envolvida por uma densa camada de hifas cenociticas (0,8-1,0um
esp.) do manto. Os esporos apresentam uma Unica parede, amarela-clara a castanha,
com finas laminas e 2,2—-3,0 um esp.

Murénimo: A(PL)

Comentarios: A identificacdo de G. sinuosum ¢ bastante facil devido a trama sinuosa
das hifas do manto e a forma dos esporos. Boa correspondéncia com a descrigao
original (Gerdemann & Bakshi, 1976 apud Schenck & Pérez, 1988), e as descri¢des de

Morton em INVAM (2005).
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28- Pacispora coralloidea Sieverd. & Oehl (Figura 2.11 B)

Ocorréncia: esporo isolado no solo

Cor: hialino, amarelo-rosado

Forma: globoso a subgloboso

Diametro:101 — 148 pum.

Hifa de sustentagdo: hialina, 6,3—12,5 pm larg. Em alguns esporos, a ornamentagdo da
parede externa estende-se a parede da hifa.

Parede externa: formada por trés camadas (A1, A2, A3).

Al: hialina a amarela, unitaria, <1,0 um esp., ornamentada com verrugas hialinas (3,0-
4,0 um diam.), densamente agrupadas e distribuidas por toda a superficie do esporo,
apresenta coloracdo amarela em meio Melzer.

A2: hialina, finamente laminada e fortemente aderida a primeira camada, 3,3—7,8 um
esp. Apresenta coloracdo amarela em meio Melzer.

A3: hialina, laminada, 0,6-1,0 um esp. Apresenta coloragdo amarela em meio Melzer.
Parede interna: composta de trés camadas (B1, B2, B3).

B1: hialina, membranosa, flexivel, 0,5-1,0 pm esp.

B2: hialina, membranosa, flexivel, 1,2-2,6 um esp. Apresenta coloragdo alaranjada em
meio Melzer.

B3: hialina, membranosa, flexivel, <1,0 um esp.

Murénimo: A(U,LL*) B(MMM)

Comentarios: Observou-se boa concordancia com as descri¢des de Oehl & Sieverding

(2004).
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29- Pacispora dominikii Sieverd. & Oehl (Figura 2.12 A)

Ocorréncia: esporo isolado no solo

Cor: branco

Forma: globoso a subgloboso

Diametro: 82—137 pm.

Hifa de sustentacdo: coloracdo hialina, sem ornamentacdo, medindo 3,8-8,2 um de
largura.

Parede externa: formada de trés camadas (A1, A2, A3).

Al: branca, unitaria, 0,8-1,2um esp., ornamentada com verrugas hialinas (0,5-1,0 um
larg.). Coloracdao amarela em reagente de Melzer.

A2: branca, laminada, 1,1-2,9 um esp. Coloragao amarela em Melzer.

A3: hialina, unitaria, 0,3-0,5 um esp. Coloracao amarela em Melzer.

Parede interna: composta por trés camadas (B1, B2, B3).

Todas hialinas, membranosas, medindo juntas 2-2,5um de espessura. A segunda
camada tinge-se de amarelo forte em reagente de Melzer.

Murénimo: A(U,LU) B(MMM)

Comentarios: As caracteristicas morfologicas dos esporos de Pacispora dominikii sao
muito semelhantes aos de P. coralloidea. A diferenga principal reside no tamanho da
ornamentacao, que na primeira espécie ¢ menor. Com relagdo a descrigao desta espécie
contida em Oehl & Sieverding (2004), a tnica divergéncia diz respeito a coloragao da
parede interna em Melzer, que eles citam como purpura € no presente trabalho

verificou-se uma forte coloracao amarela.
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30- Paraglomus occultum (C. Walker) J.B. Morton & D. Redecker (Figura 2.12 B)
Ocorréncia: esporos isolados no solo.

Cor: hialino.

Forma: subgloboso.

Diametro: 51-60 pm .

Hifa de sustentagdo: hialina, 4,3—5,2 um esp.

Parede do esporo: formada por trés camadas (A1, A2, A3).

Al: hialina, evanescente, 0,8-1,0 um esp.

A2: hialina a amarela-clara, rigida, unitaria, 1,0-1,5 um esp. Amarela- clara em meio
Melzer.

A3: branca, finas laminag¢des, rigida, 0,4-0,9 um esp. Amarela-clara em meio Melzer.
Murénimo: A(EU*L)

Comentarios: Observou-se boa correspondéncia com a descricoes de Morton &
Redecker (2001) e INVAM (2005). A determinacdo da estrutura da camada A2 ¢
dificil, pois ela ¢ muito clara. Talvez, por esse motivo, ndo tenha sido observado as
finas laminagdes desta camada citada pelos primeiros autores. Infelizmente, ndo ha
mencéo no site do INVAM (2005) com respeito ao carater unitario ou laminado dessa
camada, sendo denominada, somente, como camada permanente. Na chave de
classificagdo para espécies de FMA em Schenck & Pérez(1988), quando os esporos
dessa espécie ainda eram classificados como Glomus occultum, essa camada, quando

presente, € caracterizada como unitaria, assim como neste trabalho.
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31- Scutellospora calospora (T.H. Nicol. & Gerd.) C. Walker & F.E. Sanders

(Figura 2.13 A)

Ocorréncia: esporos isolados no solo.

Cor: hialino.

Forma: globoso a oval.

Diametro :160-240 pum.

Célula suspensoroide: hialina, 22-30 pum larg.

Placa de germinagdo: ndo visualizada.

Paredes: dividem-se em trés grupos (A, B, C).

Parede externa: composta por trés camadas (A1, A2, A3)

A1l: amarelo-palha, rigida, unitéria, 1,0-1,2 um esp.

A2: amarela-clara, laminada, 2,2-4,0um esp.

Parede interna esta formada por dois grupos de paredes (B e C)

Grupo B esta formado por duas camadas (B1 e B2).

B1: hialina, membranosa, flexivel, 0,5 um esp.

B2: hialina, membranosa, flexivel, 0,8-1,2um esp

O grupo C esta foramado por duas camadas (C1, C2):

C1: hialina, membranosa, 1,5-3,0 um esp.

C2: hialina, amorfa, , 2,5-6,2 um esp. Apresenta coloracao vermelho-escuro em meio
Melzer.

Murénimo: A(UL) B(MM) C(MA)

Comentarios: A camada C1 ndo apresentou reacdo em Melzer, que, segundo Morton
(MORTON, 2005), pode ocorrer em alguns casos. No restante, houve boa
correspondéncia entre os caracteres descritos por este autor e os verificados nesse
trabalho. Em relagdo as descri¢des citadas por Koske & Walker (1986) (apud Schenck

& Pérez, 1988), houve divergéncias no nimero de paredes, ja que estes autores citam
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apenas dois grupos de paredes. A estrutura das camadas destes dois grupos ¢
semelhante ao que foi citado, acima, para as camadas dos grupos A e C,

respectivamente.
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32- Scutellospora heterogama (T.H. Nicol. & Gerd.) C. Walker & F.E. Sanders
(Figura 2.13 A)

Ocorréncia: esporos isolados no solo.

Cor: marrom-alaranjado.

Forma: globoso a subgloboso.

Diametro: 200- 250 pum.

C¢lula suspensoroide: ndo visualizada.

Placa de germinagdo: circular, pouco mais escura que o resto do esporo, 22 — 28 um
diam.

Parede externa: divide-se em trés camadas (A1, A2, A3).

A1l: amarela, uinitaria, rigida, 0,4 - 0,9 um esp., ornamentada com verrugas circulares e
hialinas.

A2: amarela, laminada, 2,8 - 7,1 um esp.

A3: amarela, flexivel, 0,5-0,8 um esp.

Parede interna esta formada por dois grupos de paredes (B e C)

Grupo B esta foramado por duas camadas (B1 e B2).

B1: hialina, membranosa, <0,5 um esp.

B2: hialina, membranosa, 0,5-1,0 um esp.

Grupo C esta foramado por duas camadas (C1 e C2).

C1: hialina, membranosa, 0,6-1,1 um esp.

C2: hialina, membranosa, 0,5-1,0 um esp.

Murénimo: A(U,LM) B(MM) C(MM)

Comentarios: Na descrigdo original de Nicolson & Gerdemann (1977) (apud Schenck
& Pérez, 1988), ha referéncia a dois grupos de paredes apenas. Provavelmente devido a
proximidade das camadas do grupo B e C. Assim, ¢ possivel que os referidos autores

tenham unido as camadas dos grupos B e C, em um tnico grupo. Morton (MORTON,

59



2005), ao contrario, cita a presenga de trés grupos de paredes a semelhanga do
observado neste trabalho.  No geral, houve boa concordancia entre os caracteres

observados e os contidos na descri¢gdo de Morton (MORTON, 2005).
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33- Scutellospora pellucida (Nicol. & Schenck) C. Walker & F.E. Sanders

(Figuras 2.14 A e 2.14 B)

Ocorréncia: esporos isolados no solo.

Cor: hialino.

Forma: globoso a oval.

Diametro:150-258 pm.

C¢lula suspensoroide: amarela-palha, 24-28 pum larg.

Placa de germinacao: amarela-palha, irregular, 54x75 pum larg.x comp.

Paredes: dividem-se em trés grupos (A, B, C).

Parede externa: composta por trés camadas (A1, A2, A3)

Al: hialina, rigida, unitaria, 1,5— 2,0um esp.

A2: amarela-clara, com finas laminagdes, 4,0-6,2um esp. Vermelha em Melzer.

A3: hialina, unitéria, flexivel, 0,8-1 um esp.

Parede interna esta formada por dois grupos de paredes (B e C)

Grupo B esta formado por duas camadas (B1 e B2).

B1: hialina, membranosa, flexivel, <1,0 um esp.

B2: hialina, membranosa, rugosa, flexivel, 1,5-2,0um esp

O grupo C esta foramado por duas camadas (C1, C2):

C1: membranosa, rugosa, hialina a amarelada, 1,5-2,0 pm esp.

C2: unitaria, membranosa, hialina a amarelada, 1,0—1,5 um esp. Coloragdo vermelha
em Melzer.

Murénimo: A(UL) B(MM) C(MM)

Comentarios: A estrutura dos grupos de paredes B e C ¢ de dificil determinagdo, nao
tendo sido observado o carater amorfo para a camada mais interna do grupo C, descrito
por Koske & Walker (1986) (apud Schenck & Pérez, 1988) ¢ Morton (MORTON,

2005). No restante, existe boa correspondéncia entre os caracteres.
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Na continuag@o sdo apresentadas as figuras da maioria das espécies de FMA

identificadas neste trabalho.

SILVEIRA, S0

FIGURA 2.1 (A) Esporo de Acaulospora capsicula. PE= parede externa; PI;=
parede interna um; PI,: parede interna dois. (B) Esporo de
Acaulospora laevis. PE= parede externa; PI;= parede interna um;
PI,= parede interna dois. Basiléia, Suiga. 2005.

SILYEIRS, S,

SILVEIRA, 5V

75

FIGURA 2.2 (A) Esporo de Acaulospora mellea. PE= parede externa; PI;= parede
interna um; Pl,: parede interna dois. Basel, Suiga. 2005. (B) Esporo
de Acaulospora morrowiae. PE= parede externa; PI;= parede interna
um; PI,: parede interna dois. Basiléia, Suica. 2005.
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LB
SILVEIRA, 5.0,

PI;+FP12

SILWVEIRA, 5.0

FIGURA 2.3 (A) Esporo de Acaulospora rehmii. PE= parede externa; PI;+PI,==
parede interna um + parede interna dois; OR= Ornamentacdo. (B)
Esporo de Acaulospora scrobiculata. PE= parede externa; PI;=
parede interna um; PI,= parede interna dois; OR= Ornamentaco.
Basiléia, Suiga. 2005.

SILVEIRA, S0

FIGURA 2.4 (A) Esporo de Archaeospora trappei. PE= parede externa; VM=
Vesicula mae. (B) Esporo de Archaeospora sp. (Nov. esp.); PE=
parede externa. Basiléia, Suiga. 2005.
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SILVEIRA, S50,

SILYERS, SV,

FIGURA 2.5 (A) Esporo de Entrophospora infrequens. PE= parede externa; PI= parede
interna; OR= Ornamenta¢do; CI= Cicatriz. (B) Esporo de Entrophora
schenckii. PE= Parede externa; HS= Hifa de sustentacdo; VM= vesicula
mae. Basiléia, Suicga. 2005.

SILVEIRA, S.%.

SILVERS, 5.

FIGURA 2.6 (A) Esporo de Glomus aureum. PE= parede do esporo; HS= Hifa de
sustentagdo. (B) Esporo de Glomus brohultii. PE= parede do esporo;
P= perfuragdes na parede; HS= Hifa de sustentacdo. Basiléia, Suica.
2005.
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SILVEIRA, 5.V,

FIGURA 2.7 (A) Esporo de Glomus caledonium. PE= parede do esporo. (B)
Esporo de Glomus claroideum. PE= parede do esporo; C;+C,=
camada um + camada dois da parede do esporo; Cs= camada trés
da parede do esporo. Basel, Suica. 2005. Basiléia, Suica. 2005.

SILVEIFA, 3.V.

SILVEIRA, 3.V

FIGURA 2.8 (A) Esporo de Glomus constrictum. PE= parede do esporo;
CO= constrigdo da hifa de sutentacdo; HS= hifa de
sustentagdo. (B) Esporo de Glomus fasciculatum. PE=
parede do esporo. Basiléia, Suica. 2005.
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SILVEIR&, 5.

SILVEIRA, 3.V

FIGURA 2.9 (A) Esporo de Glomus hoi. PE= parede do esporo; HS R= hifa de
sutentacdo ramificada. (B) Esporo de Glomus intraradices. PE=
parede do esporo. Basiléia, Suica. 2005.

SILVEIRA, 5.7 A SILVEIFA, ..

FIGURA 2.10 (A) Esporo de Glomus macrocarpum. PE= parede do esporo. Basel,
Suiga. 2005. (B) Esporo de Glomus mosseae. PE= parede do esporo. F=
funil da hifa de sutentacao; HS= hifa de sustentag¢do. Basiléia, Suica.
2005.
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Silveira, S.V.

FIGURA 2.11 (A) Esporocarpo de Glomus sinuosum. M= manto de hifas
cenociticas que recobrem todo o esporocarpo; E= esporo. (B)
Esporo de Pacispora coralloidea. PE= parede externa; PI= parede
interna. Basiléia, Sui¢a. 2005.

Silveira SV
Silveira SV y

FIGURA 2.12 (A) Esporo de Pacispora dominikii PE= parede externa; PI= parede
interna. (B) Esporo de Paraglomus occultum. PE= parede externa;
HS= hifa de sutentagdo. Basiléia, Suiga. 2005.
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SILVEIEA, 5.7

PG

FIGURA 2.13 (A) Esporo de Scutelospora calospora PE= parede externa; PI;=
parede interna um + parede interna dois. (B) Esporo de
Scutelospora heterogama. PE= parede externa; PI;= parede interna
um; Pl,= parede interna dois; PG= placa de germinagdo. Basiléia,

Suica. 2005.
.'..|J_\
SILYERIA, 5.4,
PG
'- Cs "
SILVEIRA, 5. /
PE i PL+PI2
A |_ B .
—0pm o211

FIGURA 2.14 (A) Esporo de Scutelospora pelucida. PE= Parede Externa; PI1 +
PI2= parede interna um + parede interna dois; CS= célula

suspensorodide. (B) Esporo de Scutelospora pelucida. PG= placa de
germinagdo. Basiléia, Suica. 2005.
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As 33 espécies identificadas, com média de 14 espécies por municipio
amostrado, denotam a grande riqueza de espécies presentes nos parreirais da Serra
Gautcha. Devido a isso, fez-se necessario a utilizacdo das duas linhas principais de
caracterizagdo taxondmica de FMA, presentes em Morton (2005) e em Schiifler et al.
(2001), além da consulta de outras fontes bibliograficas (Schenck & Perez, 1988; Oehl
& Sieverding, 2004) pois algumas espécies, como as do género Pacispora e do género
Glomus (G. aureum, G. brohultii, G. hoi), identificadas neste trabalho, ainda nao estdo

descritas nestas duas principais correntes taxondmicas.

Também, a identificagio de uma nova espécie do género Archaeospora
(Figura 2.4 B) reforca a importancia deste trabalho e aumenta ainda mais as opgoes
futuras que as espécies autoctones de FMA de parreirais da Serra Gaucha propiciaram
na inoculacdo de porta-enxertos de videira, no sentido de obter-se plantas mais

adaptadas a esta regido e com um grau maior de resisténcia as moléstias.

Se por um lado a riqueza de fertilidade dos solos amostrados (Tabela 2.1) nao
influenciou negativamente no numero de espécies e de géneros de FMA por area
amostrada (Tabela 2.5), por outro, a mesma ¢ a causa mais provavel para o baixo
numero de esporos por espécie verificado (Tabela 2.5), ja que em condi¢des de elevada
fertilidade a micorrizacdo e a germinagdo de esporos ¢ inibida (Siqueira & Franco,
1988; Allen, 1991). Dessa forma, o fato de ralizar-se a caracterizagao taxondmica de
espécies isoladas diretamente de solos rizosféricos, aliado ao baixo ntimero de esporos
por espécie de FMA presentes nas amostras, dificultou muito o trabalho de
identificacdo morfologica das mesmas, tornando imprescindivel a colaboragdao de

taxonomistas experientes (Fritz Ohel e Ewald Sieverding) na realizagao deste estudo.

69



2.3.5 Caracterizacao molecular: sequenciamento do DNA de esporos

Das 18 espécies de FMA presentes nos cultivos armadilhas, foi possivel isolar
esporos em condi¢des apropriadas para realizar-se a amplificagdo do DNA por PCR de
14 espécies (Glomus mosseae, Glomus etunicatum, Glomus intraradices, Glomus
constrictum, Glomus fasciculatum, Glomus geosporum, Glomus claroideum, Glomus
caledonium, Pacispora dominikii, Paraglomus occultum, Entrophospora infrequens,
Entrophospora shenkii, Acaulospora laevis, Acaulospora mellea). Esta amplificagao de
DNA por PCR permitiu a posterior obtencdo de seqiiéncias de 7 espécies de FMA
(Glomus mosseae, Glomus etunicatum, Glomus caledonium, Glomus fasciculatum,
Glomus constrictum, Glomus intraradices, Acaulospora laevis), sendo que para a
espécie Glomus mosseae foram obtidas seqiiéncias de dois isolados: uma do municipio
de Farroupilha e outra do municipio de Bento Gongalves.

O principal motivo pelo qual ainda ndo € possivel obter as seqiiéncias de todas
as espécies encontradas é que ndo se dispde de primers especificos que amplifiquem
DNA para todas as espécies de FMA, motivo pelo qual tentou-se a construgdo de
primers especificos para espécies do género Paraglomus e Archaeospora. No entanto, o
tempo de estagio nao foi suficiente para se obterem tais resultados. Por outro lado, ¢
comum esporos de FMA ndo amplificarem por PCR em virtude de ndo encontrar-se no
estadio de desenvolvimento apropriado. Nesse sentido, também seria necessario mais
tempo de trabalho, pois com isso ter-se-ia a oportunidade de obter esporos da mesma
espécie em diferentes estadios de desenvolvimento e, assim, aumentar
consideravelmente a probabilidade de amplificar seus respectivos DNAs.

As percentagens de similaridade das seqiiéncias obtidas com a presente na
base de dados NCBI sdo, 79% para Glomus etunicatum (Isolado Caxias do Sul), 98%
para Glomus mosseae (Isolado Farroupilha), 99% Glomus mosseae (Isolado Bento

Gongalves), 97% para Glomus constrictum (Isolado Farroupilha), 99% para Glomus
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fasciculatum (Isolado Caxias do Sul), 99% para Glomus caledonium (Isolado Nova
Padua), 95% para Glomus intraradices (Isolado Bento Gongalves), 97 % para
Acaulospora laevis (Isolado Nova Padua).

O alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos da regido rDNA 18S AMI1-

NS31 de parte das espécies em estudos estdo mostradas na Figura 2.15.
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G.etunicatum [CcTad freceaTad [rTTATGGTTEAG ACGACGqJ¥H#CTGATCGTCTTCGATCCCCTAACTTTCGTT
G.mosseae fcoTad [receoaTaq TTTATGS TTAAG YT ACGACGGCTATITGATCGTC TTCGATC CCALC TTTCGTT
G.mosseael oo Taq [T GGCATAR TTTATGGTTARG YT AC GAC G JTATTGATCGTC TTCGATCCCIRACTTTCGTT
G.constrictum fCCTARATCGGCATAGATTTATGG TTAAGYITACGACGGCTATITGATCGTC TTCGATC CCALC TTTCGTT
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G.caledonium e TaYreGeCaTad ITTATGG TTAAG YT ACGACGGC TATITGATCGTC TTCGATC CC L C TTTCG T
G.intraradices fcoTad [reoeoaTaqd ITTATGG TTAAG YT ACGACGGCTATITGATCGTC TTCGATC CCALCTTTCGTT
A_laevris fcTad [reGeeaTAGATTTATGG TTAAG YT ACGACGGCTATITGATCGTC TTCGATCCCTA LC TTTCGTT
20 100 110 1z0 130 140 150 le0
l- leeoeloewaloeealoeealeeealoeealeeeoloeealenaoleeealeeeoloeealoeeolees]
G.etunicatum CTTGATTAATG AL ATCCTTGEaaTEC TTTCoCAEGTTEGTC T T A TELATCC ARG AT T TC ACCTC TGAC AL
G.mosseae T TGATTAATGALARC ATCCTTGRQRAATGC TTTCGCARIAGTTAGTC TTYA TAL A TCCARGRATTTC ACC TC TGAC L)
G.mosseael T TGATTAATGAAARC ATCCTTGRARAATGC TTTCGCARIAGTTAGTCTTYATALATCCAAGAATTTC ACC TC TGACLE
G.constrictum [CTTGATTAATGALRACATCCTTGHYLALTGCTTTCGC AIRGTTAGTCTTH A TALATCCAAGRATTTCACCTC TGAC LY
G.fasciculatum [CTTGATTAATGARLACATCCTTGRILALTGCTTTCGCAFIRGTTAGTCTTATALATCCAAGAATTTCACCTC TGACLY
G.caledonium T TGATTAATGALARC ATCCTTGRALAATGC TTTCGCARIAGTTAGTCTTYATALATCCALGAATTTC ACC TC TGACLE
G.intraradices [CTTGATTAATGALAACATCCTTGAJLALTGCTTTCGCAFIRGTTAGTCTT BAATCCARGALTTTCACCTC TGACAY
A.laevis T TGATTAATGALARCATCCTTGRAARAATECTTTCECARYAGTTAGTCT T A TALLTCCALGAATTTC ACCTC TGACLE
170 180 120 Z00 210 Z2Z0 Z320 40
L T TP TP P TPt IS U IS I Iy [Py
G.etunicatum T TGALTACTLATGCCCCCARCTATCCCTATTAATCATTade o TdETCCTEG Aadfe Aac JiraT coTeCGTOC T
G.mosseae [T TGALTACTAATGCCCCCAAC TATCOCTATTAATCATTAQATCQAToCTaGA e anc slula aTa CGGAT [FTCCT]
G.mosseael [T TGALTACTAATGCCCCCAAC TATCOCTATTAATCATTAQATCdAaToCcTaG AL e anc sluda aTa CGEAT JETCCT]
G.constrictum [TTGAATACTAATGCCCCCARCTATCCCTATTAATCATTAQRTCARTCCTAGALMNYC AaculsaTa GCOGAT JFTCCT]
G.fasciculatum [[TGAATACTAATGCCCCCARCTATCCCTATTAATCATTAQSTCYaTCoTAGRL M il aTa coLrc-JGTCCT|
G.caledonium T TG AATACTAATGCCCCCAAC TATCOCTATTAATCATTAQATCQaToCcTaG AL dcanc slulaaTa CGGAT 3TCCT]
G.intraradices [TTGRATACTAATGCCCCCARCTATCCCTATTAATCATTAQGTCYATCCTAGRAMIC Aac MdaaT CGRAC ch%
A.laevis [T TG AL TACTAATGCCCCCAAC TATCOCTATTALTCATTAQECTAAToCTaG ALY dcanc sl nTa cracdeeToC
ZED Ze0 270 2 200 210 2E0
R T S T I I A N I I
G.etunicatum LrriferraTTecfeoTadrdraTTroancd ﬁﬁﬁ d JraaTrrTrTC ens Hrec
G.mosseae LrTaTTaTTCo s TaTETATY e aksd ] B e ofe JrAATTTTTTC JaGG qqrrin
G.mosseael brTdaTTaTTCC e TayTTATT oA acd - MTAATTTTTTC YuGe qqran
G.constrictum RTTHJaTTATTCCYfeCTANTHTLTT foAnsd E d JrAATTTTTTC JLGG qqran
G.fasciculatum RTTYJRTTATTCCY)FCTANTHTLTT [cALns] Fc Tl JrAATTTTTTC JanG Ts o I0N
G.caledonium orTc JrraTTocc s TaTATATY oAb d - JrLATTTTTTC H3GG {s o 1%
G.intraradices RTTYJRTTATTCCY)GCTANTHTLTT [cALE] - JrAATTTTTTC JanG Ts o I0N
A_laeris LrTlaTTaTTCC s c TR A gTAT T oA acd E s JrasTTTTTTC JaGG igrec
350 360 370 380 320 400
. l-- sl NI R | e
G.etunicatum drcecd CGEGH Tod GGGAGAAATGACTACCTTTCCCCTAGGCGanGAnGG
G.mosseae Treced TLCGHTTCTTT GTGAGAALTCALTGATALCAGTGCATACCE — LCGGC
G.mosseael Treced TLOGATTCTTT GTGAGAALTCAATGATALCAGTGCATACCE — LCGGC
G.constrictum  Ifrcccd TLTGHITCCTT GTGAGAL CCRATATGACCAGTACACACCE —TCGGC
G.fasciculatum TToCCd TLOGATTCLTC LG GAGGRATCAGTGAGACCAGTACATACCA GAGGC
G.caledonium freccg GGIC AGGG LARCGAGGGTGCACAGGGECLAGTC L iFeccee
G.intraradices TToCCG TLOGATTCLTC LG GAGGAATCAGTGAGACCAGTACATACCA — GAGGC
A.laevis Treccd GCTGRITATTC G NAGGALTTCATCAGGCCAGTGCGGACLGT GALGC
410 4z0 430
- [ I T I
G.etunicatum ATHCCGLLATACTCRASTTTTALATGGAS
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G.constrictum ATGACCAATCCATTGATCCCGAAGTT
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G.caledonium TTTTTTACCGCAALAATTTGGNTGGGGHG
G.intraradices ATGALCCA CCTACTAACCCCGALRTTCRL
&L.laeris CCGACCAACCGACAMLATTCCGALR

FIGURA 2.15 Alinhamento multiplo das seqiiéncias das espécies de FMA realizado
através do programa CLUSTALW (1.83), por similaridade.
Seqiiéncias coloridas indicam regides que ndo apresentam homologia
devido a substituicdes de bases. Regides com gap (-) indicam regides
com inser¢des ou delegdes de bases. Glomus mosseael (Isolado Bento
Gongalves). Granada, Espanha, 2005.

71



E possivel observar varias regides coloridas onde ndo ocorre homologia de
seqiiéncias, sendo estas as regides responsaveis pela variabilidade genética e que

permitem a distin¢do entre as espécies de FMA (Figura 2.15).

A partir do alinhamento multiplo realizado pelo programa ClustalW foi

construida a avore filogenética utilizando o método da méaxima parcimoénia (Figura

2.16).

Alaevis

Foaledonium

. constrictim

Hiniraradices

3 fascicidzium

masseas

Fmasseas

CFefunicatim

FIGURA 2.16 Arvore filogenética entre as espécies de FMA construida através do
método da méxima parsimdnia, pelo programa ClustalW. Glomus
etunicatum (Isolado Caxias do Sul), Glomus mosseae’ (Isolado Farroupilha),
Glomus mosseae (isolado Bento Gongalves), Glomus constrictum (Isolado
Farroupilha) , Glomus fasciculatum (Isolado Caxias do Sul), Glomus caledonium
(Isolado Nova Padua), Glomus intraradices (Isolado Bento Gongalves),

Acaulospora lagevis (Isolado Nova Padua). Granada, Espanha. 2005.
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TABELA 2.7 Indices de similaridade entre as seqiiéncias de tDNA 18S de FMA,
calculados através do programa Clustal W. Granada, Espanha. 2005.

1 2 3 4 5 6 7 8
1 - 0,78 0,77 0,76 0,77 0,75 0,76 0,77
2 0,78 - 0,98 0,93 0,93 0,80 0,92 0,82
3 0,77 0,98 - 0,92 0,92 0,79 0,91 0,80
4 0,76 0,93 0,92 - 0,90 0,74 0,89 0,85
5 0,77 0,93 0,79 0,90 - 0,74 0,98 0,86
6 0,75 0,80 091 0,74 0,74 - 0,72 0,67
7 0,76 0,92 091 0,89 0,98 0,72 - 0,84
8 0,77 0,82 091 0,85 0,86 0,67 0,84 -

1= Glomus etunicatum (Isolado Caxias do Sul), 2= Glomus mosseae (Isolado Farroupilha),
3= Glomus mosseae isolado (Bento Gongalves), 4= Glomus constrictum (Isolado Farroupilha),
5= Glomus fasciculatum (Isolado Caxias do Sul), 6= Glomus caledonium (Isolado Nova
Padua), 7= Glomus intraradices (Isolado Bento Gongalves), 8= Acaulospora laevis (Isolado
Nova Padua).

Na Figura 2.16 ¢ Tabela 2.7 observa-se que as espécies Glomus intraradices,
Glomus fasciculatum, Glomus mosseae, Glomus constrictum e Glomus caledonium
estdo mais proximas, a exemplo do que obtiveram Schiifler et al. (2001), que
dividiram as espécies do Género Glomus em trés diferentes grupos (A, B e C) e
agruparam estas espécies dentro do grupo A. Glomus constrictum, no entanto, ndo ¢
citada no referido trabalho e, portanto, seus resultados ndo podem ser comparados.

O maior afastamento da espécie Acaulospora laevis das outras espécies ja era
esperado por ser esta uma espécie pertencente a outro género de FMA e por estar, de
acordo com Schiifler et al. (2001), mais distanciada das espécies do grupo A , em
relagdo as espécies dos grupos B e C. Outro ponto em comum com este trabalho ¢ o
maior distanciamento da espécie Glomus etunicatum das outras espécies do género
Glomus, pois Schiifler et al. (2001) agruparam-na no grupo B ou C. O fato dos dois
isolados de Glomus mosseae manterem-se proximos na arvore revela que a regido
seqiienciada, rDNA 18S AMI1-NS31 da sub-unidade menor 18S, ¢ conservada a nivel

de isolados de uma mesma espécie.
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2.3.6 Caracterizagdo molecular: PCR-TTGE do rDNA de raizes

colonizadas por FMA

A Figura 2.17 mostra a anélise por TTGE da regido 18S rDNA NS31GC-Glol
de FMA oriundos das raizes de trevo (Trifolium repens) e sorgo (Sorghum vulgare),
inoculados com solos rizosféricos oriundos dos municipios de Bento Gongalves
(Coluna 1), Caxias do Sul (Coluna 2), Nova Padua (Coluna 3), Farroupilha (Coluna 4)
e Garibaldi (Coluna 5). Também mostra a andlise por TTGE da regido 18S rDNA
NS31-NS41 de esporos de FMA. Glomus mosseae (Coluna 6), Paraglomus ocultum
(Coluna 7), Pacispora dominikii (Coluna 8), Entrophospora infrequens (Coluna 9),
Entrophospora schenkii (Coluna 10), Glomus etunicatum isolado Caxias do Sul

(Coluna 11), Glomus etunicatum isolado Bento Gongalves (Coluna 12).

Observa-se que, a excecao das amostras de raizes de sorgo e trevo colonizados
por solo rizosférico de parreirais de Bento Gongalves (Coluna 1), as amostras de raizes
das culturas armadilhas estavam colonizadas por FMA (Coluna 2 a Coluna 5). Como
varias espécies de FMA presentes na amostra de Bento Gongalves reproduziram novos
individuos, deduz-se que essas espécies colonizaram o sistema radicular das plantas

cultivadas em vasos, mas por algum problema com reagentes seu DNA nao amplificou.

As outras quatro amostras de DNA de raizes colonizadas por FMA (Caxias do
Sul, Nova Padua, Farroupilha e Garibaldi) e amplificadas por PCR apresentaram mais
de uma banda cada. Esse efeito tanto pode ser devido a suas raizes estarem colonizadas
por mais de uma espécie de FMA (cada banda sendo representativa de uma espécie) ou
devido ao polimorfismo que os FMA apresentam (uma espécie do fungo originando
varias bandas), ou, ainda, amplificacdo de regides de DNA da planta similares aos do

fungo.
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FIGURA 2.17 Andlise por TTGE da regido 18S rDNA NS31GC-Glol de FMA
colonizando raizes de trevo (Trifolium repens) e sorgo (Sorghum
vulgare). Coluna 1 a Coluna 5, refere-se a analise de raizes inoculadas
com solo rizosférico de Bento Gongalves (Coluna 1), Caxias do Sul
(Coluna 2), Nova Padua (Coluna 3), Farroupilha (Coluna 4), e Garibaldi
(Coluna 5). Coluna 6 a Coluna 12, refere-se a andlise por TTGE da
regidao 18S rDNA NS31-NS41 de esporos de FMA. Glomus mosseae
(Coluna 6), Paraglomus ocultum (Coluna 7), Pacispora dominikii
(Coluna 8), Entrophospora infrequens (Coluna 9), Entrophospora
schenkii (Coluna 10), Glomus etunicatum isolado Caxias do Sul,
(Coluna 11), Glomus etunicatum isolado Bento Gongalves (Coluna 12).
Granada, Espanha. 2005.
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A andlise da Figura 2.17 foi realizada, pela primeira vez neste trabalho, com o
intuito de testar previamente a potencialidade do método na caracteriz¢do molecular
dos FMA. Nao havia, no entanto, esporos vidveis na época para proceder a
amplificacdo do DNA dos mesmos com primers especificos. No sentido de testar o
método também para geragdo de fingerprints de DNA de esporos, aproveitou-se 0s
produtos disponiveis da amplificagdo do rDNA de esporos de FMA com primers
universais, que vinham sendo obtidos em uma das etapas do  trabalho de
seqlienciamento desses esporos. Trabalho este, realizado em paralelo.

Portanto, na figura 2.17 a andlise do perfil molecular através dos esporos nao
¢ confiavel, pois nao foi obtida a partir de primers especificos de FMA, podendo a
resposta ser atribuida a amplificacdo do DNA de algum microrganismo contaminante.
No entanto, a andlise demonstra a potencialidade do método em gerar padrdes
moleculares diferenciados entre cada amostra, a excegdo das colunas C11 ¢ C12,
referentes as analises moleculares de dois isolados de Glomus etunicatum, onde os
perfis moleculares similares indicam que, nestes casos, a amplificagdo foi do DNA
ribossomico dos esporos € ndo de contaminantes.

Importante salientar que, no caso do material genético analisado nas raizes
(cinco primeiras colunas), utilizaram-se primers especificos de FMA e, portanto, os
padrdes moleculares obtidos para estas amostras podem ser atribuidos ao DNA de
fungos micorrizicos arbusculares.

Devido a este problema, a andlise foi repetida quando se obtiveram novos
esporos de FMA, procedendo-se a amplificagdo rDNA dos mesmos com primers
especificos para FMA (NS31GC-Glol1), juntamente com a amplificacdo do rDNA das

raizes, também com primers especificos (NS31GC-Glol) (Figura 2.18).
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FIGURA 2.18 Anadlise por TTGE da regiao 18S rDNA NS31GC-Glol de FMA
colonizando raizes de trevo (Trifolium repens) e sorgo (Sorghum
vulgare). Coluna 1 a Coluna 4 (da esquerda para direita) refere-se a
analise de raizes inoculadas com solo rizosférico, Caxias do Sul
(Coluna 1), Nova Padua (Coluna 2), Farroupilha (Coluna 3),
Garibaldi (Coluna 4). Coluna 5 a Coluna 10, refere-se a analise por
TTGE da regido 18S rDNA NS31GC-Glol de esporos de FMA.
Entrophospora schenkii (Coluna 5), Glomus constrictum  (Coluna
6), Glomus mosseae (Coluna 7), Acaulospora laevis (Coluna 8),
Glomus fasciculatum (Coluna 9), Glomus etunicatum (Coluna 10).
Granada, Espanha. 2005.

Nessa nova andlise de TTGE (Figura 2.18) o produto de PCR de rDNA
extraido das raizes da amostra de Bento Gongalves nio foram carregados no gel, ja que
havia apresentado problema na andlise anterior (Tabela 3). Também, as espécies de

FMA para as quais se obteve produto de PCR do rDNA de esporos foram diferentes dos
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utilizados anteriormente, a exce¢do de Glomus etunicatum e Entrophospora schenkii.
Além destas, utilizaram-se nesta nova analise as espécies Glomus constrictum, Glomus

mosseae, Acaulospora laevis ¢ Glomus fasciculatum.

A similaridade do perfil molecular do esporo com o perfil das raizes, dada
pela mesma posi¢do da banda no gel de poliacrilamida, indica as espécies que estdo
colonizando as respectivas raizes. A Figura 2.18, no entanto, permite observar uma
baixa similaridade no perfil molecular dos esporos e das raizes. Somente a posi¢ao de
duas bandas geradas a partir do rDNA de esporos de Glomus constrictum, coluna 6, ¢
Acaulospora laevis , coluna 8, coincidiram com a posi¢do de duas bandas geradas no
municipio de Caxias do Sul, coluna 1. A baixa similaridade entre o perfil molecular dos
esporos e das raizes indica que a analise por PCR-TTGE da regido 18S rDNA
NS31GC-Glol das raizes requer um aperfeigoamento pois ¢ provavel que esteja

amplificando rDNA da planta juntamente com o rDNA dos FMA.

Para a analise molecular dos esporos, no entanto, a técnica possibilita uma
avaliacdo mais precisa dos resultados obtidos, na medida em que nao ha competi¢ao
entre 0 DNA da planta e do fungo pelo sitio de anelamento com os primers e, portanto,
as bandas obtidas podem ser atribuidas a espécie analisada, pois se estdo utilizando
primers especificos para FMA. A utilizagdo de outros primers, também especificos para
FMA, mas que amplifiquem outras regides do DNA dos fungos micorrizicos, como as
da subunidade maior do ribossomo 28S, ¢é uma das alternativas viaveis a serem testadas
no futuro para a analise molecular por PCR-TTGE de raizes colonizadas por FMA. O
motivo pelo qual a maior parte dos trabalhos de analise molecular em FMA restrinja-se
a subunidade menor 18S (Cornejo et al., 2004; Schiifler et al., 2001), € que essa parece
ser uma regido mais conservada do que a subunidade maior 28S. No entanto,

Rodriguez et al. (2001) e Gollotte et al. (2004) trabalharam com a sub-unidade
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ribossomal maior 28S em FMA e obtiveram seqiiéncias de algumas espécies dos
géneros Glomus, Acaulospora e Scutellospora, as quais podem ser utilizadas para a

construcdo de novos primers especificos de FMA.

Os produtos de PCR da regido 18S rDNA NS31GC-Glol da maioria dos
esporos produziram mais de uma banda por espécie, ratificando o carater polimorfico

dos FMA, ja citado na literatura (Allen, 1991, Kuhn, 2001; Pavloska & Taylor, 2004).

A grande variabilidade genética que apresentam os FMA ¢ atribuida,
normalmente, a anastomose entre hifas de espécies distintas de FMA que ocorre no
solo. Como as hifas de FMA nao sao septadas, hd troca de nucleos entre espécies
diferentes, fazendo com que as células de FMA contenham centenas de ntcleos. No
entanto, dois modelos sdo utilizados para explicar a variacdo genética em FMA:
primeiro, a variabilidade genética ¢ devida a heterocariose, isto €, a coexisténcia de
muitos nucleos diferentes na mesma célula; segundo, que pode ser chamada de
homocariose, a variabilidade esta dentro de cada nucleo e os nicleo sdo idénticos entre
si Pawloska & Taylor (2004). A primeira hipotese implica em que o fungo mantém um
conjunto estavel de diferentes genomas durante seu ciclo de vida e o transmite de
geracdo a geracdo. A hipdtese alternativa da homocariose envolve o conceito de co-

evolugdo do rDNA de uma estirpe.

Co-evolugdo ¢ um fendomeno universal responsavel pela homogeneizacao de
seqliéncias repetitivas dentro do rDNA, através da recombinagdo. Pawloska & Taylor
(2004) estudando a transmissao de nucleos entre populagdes de FMA, chegaram a
conclusao de que a transmissdo de nucleos ¢ baixa e que mutagdes ndo sdo transmitidas
de geracdo a geragao, sendo favoravel, portanto, a teoria da homocariose. Kuhn et al.
(2001), no entanto, utilizando-se da técnica de hibridizagdo in situ (DNA-DNA)

deduziram que nucleos geneticamente diferentes co-existem em um fungo micorrizico
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individual.

Devido a esse polimorfismo e aos poucos dados de perfis moleculares gerados
por PCR-TTGE na literatura disponivel (Cornejo, et al. 2005) ¢ aconselhavel a
utiliza¢do conjunta do seqiienciamento do rDNA de FMA e da analise PCR- TTGE do
rDNA destes fungos, para a obtencdo de uma melhor caracterizacio molecular das

espécies de FMA.

2.4 CONCLUSOES
Existe um grande niimero de espécies e de géneros de FMA nos parreirais da
Serra Gaticha.

Além de espécies ja descritas na literatura, este trabalho permitiu a
identificag@o de uma nova espécie do género Archaeospora na amostra do municipio de

Caxias do Sul.

Para avaliar as diversas espécies encontradas faz-se necessaria a utilizacdo

em conjunto dos métodos morfologico e molecular.

A analise molecular por seqiiénciamento do rDNA 18S tem maior eficiéncia

na caracterizacdo dos FMA em comparagdo com o teste TTGE.
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CAPITULO 11l

USO DE PLANTAS AROMATICAS COMO PRODUTORAS DE

INOCULO DE FMA

3.1 Introducao

Os beneficios maximos da inoculacdo de plantas horticolas por fungos
formadores de micorrizas arbusculares (FMA) somente sao obtidos através da selegao
de uma combinagdo compativel de substrato/fungo/hospedeiro (Azcon-Aguilar &
Barea, 1997).

Normalmente, a atividade dos FMA ¢é 6tima em uma mistura de varios
materiais. Os fatores que podem afetar sua efetividade em um substrato sao o pH, o
conteudo nutricional, a matéria organica, a atividade biologica, a textura, estrutura e
agregacao, densidade, umidade e as caracteristicas de espacos intermatriciais (Siqueira,
1994; Nemec, 1987, apud Souza, 1995; Silveira et al., 2002b).

Os FMA sao de ocorréncia generalizada e ndo sdo especificos, o que significa
que um fungo isolado de determinada espécie de planta pode colonizar qualquer outra
espécie capaz de formar associagdo com FMA. Embora nao ocorra especificidade,
existem graus diferenciados de eficiéncia simbiotica entre as espécies de FMA, que ¢ a

capacidade do fungo em promover crescimento ou outro beneficio qualquer a planta,
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em condi¢des definidas. Vdrias espécies de FMA ou isolados dos mesmos exibem
infectividade elevada, porém podem ser pouco efetivos em promover crescimento,
absorver e translocar nutrientes para a planta, ou mesmo reduzir os danos causados por
fitopatdgenos (Siqueira & Franco, 1988; Silveira, 1992).

Nos ultimos anos tem-se notado um grande interesse por parte de centros de
pesquisa e grandes redes de laboratorios na descoberta de novos medicamentos
provenientes de plantas medicinais e aromaticas, principalmente pelo elevado valor
econdmico que os principios ativos dessas plantas t€ém alcangado no mercado (Freitas et
al., 2002). Dentre estas estdo a hortela pimenta (Mentha piperita L.), orégano
(Origanum vulgare L.), e melissa (Melissa officinalis L.).

Horteld pimenta apresenta em sua composi¢do quimica o cineol, mentol,
limoneno alfa-mentona, mentofurano, principio amargo, metilacetato, pulegona,
jasmoneno, piperitona, vitaminas C e D, terpenos, sesquiterpenos, cetonas, taninos,
flavonoides e outros. Tanto seu 6leo essencial quanto seu extrato fluido sao largamente
utilizados pela induastria farmacéutica e a espécie ¢ dotada de propriedades
expectorante, anti-séptica, carminativa, digestiva, tonica, colagoga, estimulante, entre
outras (Freitas et al., 2002). Além de ser muito utilizado na culinaria como
condimento, orégano possui substancias antioxidantes como o campferol que tem
propriedades anticancerigenas e colabora para o rejuvenescimento ¢ o acido quinico
que evita a formacao de tumores no organismo. O dleo essencial de orégano € rico em
timol, carvacrol, sesquiterpeno, etc. (Agéncia Fapesp, 2005). Como planta medicinal,
melissa ¢ usada para diminuir gases e colicas, estimular a transpiracdo, como calmante,
sedativa, digestiva, contra a insOnia, enxaqueca, tensao nervosa, ansiedade e ajuda nos
casos de traumatismo emocional, entre outras. O Oleo essencial da melissa tem
predominancia de compostos terpénicos, nerol, citrol, linalol, além de eugenol, pineno,

mirceno, limoneno (Blanco, 2006).
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Pela importancia econdonomica que a parte aérea das plantas aromaticas
possuem e por serem plantas de rdpida propagacdo, a sua utilizacdo como plantas
multiplicadoras de FMA pode propiciar aos viveiristas um ganho duplo: uso do sistema
radicular como indculo de FMA para as mudas de plantas frutiferas; e, aproveitamento
da parte aérea para obtencdo de matéria-prima para cha ou erva condimentar de valor
comercial. Portanto, o objetivo desse trabalho foi testar trés espécies de plantas
aromaticas, hortela pimenta, orégano e melissa como mulltiplicadoras de trés espécies
de FMA (Glomus clarum Nicol. & Schenck, Glomus etunicatum Becker & Gerd. ¢
Acaulospora sp. Trappe) cultivadas em dois volumes de recipiente (bandeja de isopor
com alvéolo de 40 ml e bandeja de isopor com alvéolo de 100 ml). A finalidade ao
testar volume de recipiente, € verificar a viabilidade de utiliza¢ao de alvéolos menores
para enraizar os ramos das plantas aromaticas, economizando, dessa forma, substrato,

irrigacao e espago fisico.

3.2 Material e Métodos

Realizaram-se trés experimentos, um para cada espécie de planta aromatica,
sendo que cada um teve duas etapas. Na primeira, realizou-se a estaquia de ramos em
bandejas alveoladas de isopor e, na segunda, o transplante das mudas para sacos de
polietileno com 5 litros de volume. Os experimentos foram conduzidos no Laboratério
de Biotecnologia do Departamento de Horticultura e Silvicultura, da Faculdade de

Agronomia, UFRGS, Porto Alegre, RS.

Plantas de hortela pimenta e de orégano, obtidas da Colecdo de Plantas
Aromaticas do Centro Agricola Demonstrativo da Prefeitura de Porto Alegre, e de
melissa, obtida de sementes doadas pela empresa Isla S.A., foram clonadas por estaquia
de ramos, proporcionando um numero suficiente de plantas para a instalacdo dos

experimentos. Em fevereiro de 2003, coletaram-se ramos juvenis destas plantas que
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originaram estacas com aproximadamente 5 cm de comprimento, com duas gemas
vegetativas e duas folhas. Estas estacas foram colocadas em bandejas alveoladas de
isopor (bandeja de isopor com alvéolo de 40 mL e bandeja de isopor com alvéolo de
100 ml), contendo substrato formulado com casca de arroz carbonizada e fibra de coco
(1:1; v:v), em casa de vegetagdo, sob irrigagdo por aspersdo. O substrato utilizado foi
previamente esterilizado em autoclave, a 120°C, sendo o procedimento repetido por trés
vezes em intervalos de 24 horas. Antes da estaquia, foram adicionados, na por¢ao
intermediaria de cada alvéolo, 10 g de inoculo, na forma de raizes e solo rizosférico de
aveia (Avena strigosa Schreb.) contendo propagulos dos seguintes FMA (Glomus
clarum; Glomus etunicatum e Acaulospora sp.), separadamente.

Os inoculos de FMA utilizados procederam do Departamento de Engenharia
Rural do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Santa Catarina.

Para cada planta aromatica, utilizaram-se 12 estacas por parcela, 4 repeticoes,
8 tratamentos, em um total de 384 estacas. O delineamento experimental adotado foi
parcela sub-dividida em esquema fatorial 2X4, sendo a parcela principal formada pelo
volume de substrato e a parcela secundaria formada pela espécie de FMA.

Os tratamentos aplicados foram os seguintes:

1 - Testemunha, sem FMA, em 40 ml de volume;

2 - Inoculagdo com Glomus clarum, em 40 ml de volume;

3 - Inoculagdo com Glomus etunicatum, em 40 ml de volume;

4 - Inoculagdo com Acaulospora scrobiculata, em 40 ml de volume;

5 - Testemunha, sem FMA, em 100 ml de volume;

6 - Inoculagdo com Glomus clarum, em 100 ml de volume;

7 - Inoculagdo com Glomus etunicatum, em 100 ml de volume;

8 - Inoculagdo com Acaulospora scrobiculata, em 100 ml de volume.
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Aproximadamente duas semanas apds o enraizamento das estacas e 30 dias
apods a inoculagdo, realizou-se a primeira avaliagdo, analisando-se quatro plantas por
parcela, nas quais mediu-se a matéria fresca da parte aérea e das raizes, o niimero de
folhas por planta e a andlise qualitativa das raizes (AQR), usando uma escala de 1-9
(1= sem radicelas, 3= poucas radicelas, 5= moderado nimero de radicelas, 7= bom
numero de radicelas, 9= excelente numero de radicelas) para classificar as mesmas.

O restante das plantas (8 plantas/ parcela) foi repicado para sacos plasticos de
5 litros de volume, contendo substrato constituido de areia: solo argiloso: residuo
decomposto de casca de acacia negra : casca de arroz carbonizada (2:2:1:1; viv:iviv). A
areia utilizada possuia granulometria média (entre 0,6 ¢ 1 mm) e o solo foi coletado na
Estacao Experimental Agrondmica (E.E.A.) da UFRGS, no setor do Departamento de
Horticultura e Silvicultura. Este solo ¢ caracterizado como ARGISSOLO VERMELHO
Distréfico tipico, unidade de mapeamento Sao Gerdnimo, com teor de argila no
horizonte B em torno de 43% (Embrapa, 1999). O residuo decomposto de casca de
Acacia-negra (Acacia mearnsii De Wild.), apos retirada do tanino, foi coletado em um
deposito a céu aberto da empresa Ecocitros/SA, localizada no municipio de
Montenegro, RS. Todo substrato foi previamente desinfestado com solugdo de
formolaldeido a 7%, e foi submetido a prévia andlise quimica no Laboratério de
Andlises de Solos e Tecidos da Faculdade de Agronomia, UFRGS. Com base nesse
laudo (vide tabela em anexo), nao houve necessidade de corrigir os niveis nutricionais
e de pH do substrato.

A segunda avaliagdo de orégano, horteld pimenta e melissa foram realizadas
em 17/6/2003, 24/6/2003 ¢ 17/09/2003, aos 125, 132 ¢ 127 dias apds a inoculagdo das
plantas, respectivamente. Nestas datas, foram mensurados o nimero de nos/ramo, o
numero de ramos/planta, nimero de folhas/ramo, a 4area foliar, o peso da matéria fresca

e seca da parte aérea e de raizes e a colonizagdo radicular por FMA.

85



A avaliacdo da area foliar foi realizada destacando-se as folhas dos ramos de
cada planta e passando-as em um medidor de superficie foliar de marca Li-Cor,
modelo LI - (3000). Para a medicao da matéria fresca e seca da parte aérea e das raizes,
a parte aérea de cada planta (folhas e ramos) e o sistema radicular foram pesados em
balanga de precis@o. Logo apods, o material foi acondicionado em sacos de papel e
levado a uma sala de desumidificacdo, para viabilizar a posterior secagem do material
em estufa a 36° C, até peso constante. Ap6s, foi feita nova pesagem do material.

Para determinagdo da colonizagdo radicular com FMA, foi utilizada técnica de
coloragdo de raizes, descrita por Phillips & Hayman (1970), apud Colozzi-Filho &
Balota (1994). A intensidade de colonizagdo por FMA foi determinada segundo a
técnica de contagem descrita por Nemec (1992), que consiste em quantificar e
classificar a presenca de hifas, vesiculas e arbusculos. Para o caso das hifas atribuiu-se
o indice 0 para inexisténcia; 1, para escasso desenvolvimento de hifas no segmento; 2,
para moderado e 3, para intenso desenvolvimento de hifas. As vesiculas e os arbusculos
por sua vez, foram classificados como 0, para inexisténcia de estruturas; 1, para a
presenga de 1 até 50 estruturas; 2, para 51 até 100 estruturas e 3, para mais de 100
estruturas. A porcentagem de colonizacgdo de raizes por FMA, foi obtida pela divisao do
nimero de segmentos de raizes colonizados pelo numero total de segmentos de raizes
observadas.

Para a contagem do niimero de esporos, retirou-se uma quantidade de 100g de
substrato por amostra de cada repeti¢do e tratamento. Procedeu-se sua secagem ao ar
livrte e a sombra, até peso constante. Apos, realizou-se a separagdo dos esporos
mediante a técnica de peneiramento por via Umida e decantagdo (Gerdemann &
Nicolson, 1963). Em seguida, realizou-se a contagem de esporos em

estereomicroscopio, em placas de Petri.
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Para a interpretacdo dos resultados, primeiramente verificou-se a premissa
basica da ANOVA de normalidade e homocedasticidade através da anélise dos graficos
de probabilidade normal de residuos e de residuos vs. valores preditos. Apos, foi
realizada a andlise de variancia, sendo a significancia das diferencas entre as médias
avaliada pelo teste de Duncan. Os dados referentes a quantificagdo de estruturas de
FMA nas raizes (presenca de hifas, arbtsculos e vesiculas) foram transformados pela

aplicacdo da formula Vx+1 .

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 3.1 ¢ apresentado o nimero de folhas por planta e andlise
qualitativa de raizes (AQR) para as plantas de orégano, horteld pimenta e melissa,
cultivadas em alvéolos pequenos e grandes, aos 30, 37 ¢ 29 dias ap6s a inoculagao,

respectivamente.

TABELA 3.1 Numero de folhas por planta (N.F./Planta) e analise qualitativa de raizes
(AQR) em mudas de orégano (Origanum vulgare), horteld pimenta
(Mentha piperita) e melissa (Melissa officinalis), inoculadas com trés
espécies de FMA em dois volumes de substrato. Porto Alegre, RS. 2003.

Espécie de FMA Orégano Horteld pimenta Melissa
N.F./Planta AQR"” N.F./Planta AQR” N.F.Planta AQR"
Glomus clarum 14,8 42 B 9,6 6,3A 7,1 5,5
Glomus 14,6 52 A 9,9 5,5AB 6,9 5,2
etunicatum
Acaulospora sp. 14,5 51 A 10,2 6,2 A 7,6 5,3
Testemunha 14,5 42 B 8,9 4,6B 6.8 4,9
C.V. (%) 9,1 3,9 8,9 3,6 9,7 10,3
Volume de substrato N.F./Planta AQR'” N.F./Planta AQR"’ NJF./Planta AQR"
40 mL 14,2 4.6 9,5 52 B 7,1 49 B
100 mL 15,0 4,8 9,9 6,1 A 7,1 5,6 A
C.V. (%) 12,4 7,0 13,1 8,5 14,94 12,3

‘Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5%, pelo teste de Duncan.
(I)AQR = escala de 1-9 (1= sem radicelas, 3= poucas radicelas, 5= moderado numero de radicelas, 7= bom nimero
de radicelas, 9= excelente nimero de radicelas).
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Nao ocorreu interacdo significativa entre os fatores avaliados. Tampouco
foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos para o numero de
folhas/planta para as trés espéies e entre plantas cultivadas em 40 ml de volume e em
100 ml de volume (Tabela 3.1).

Observaram-se diferencas significativas entre os tratamentos para analise
qualitativa de raizes (AQR) (Tabela 3.1) para as culturas de horteld pimenta e melissa,
na média de plantas cultivadas em volumes de 40 ml de substrato e em 100 ml de
substrato, onde as plantas cultivadas nestes ultimos mostraram indices maiores. As
plantas de orégano ndo sofreram influéncia do volume de substrato. Com relacao a
inoculagio com FMA, a presenca de Glomus etunicatum e Acaulospora sp.
proporcionaram uma qualidade do sistema radicular superior a testemunha e as plantas
inoculadas com Glomus clarum em orégano. Para a cultura da horteld pimenta plantas
inoculadas com Glomus clarum e Acaulospora sp. apresentaram melhor qualidade do
sistema radicular em relagdo a testemunha. As inoculadas com Glomus etunicatum
apresentaram comportamento intermediario. A melissa ndo sofreu influéncia
significativa dos FMA no tocante a analise qualitativa de raizes.

O tempo transcorrido entre a inoculagao e as primeiras avaliagdes do orégano,
da horteld pimenta e da melissa, em torno de 30 dias, pode ter sido insuficiente para
medir a resposta dos FMA sobre o desenvolvimento vegetativo das plantas, indicando a
necessidade de um maior tempo de cultivo para possam ser melhor evidenciadas as
respostas aos tratamentos, principalmente volume de substrato condicionado ao
tamanho dos alvéolos.

Na Tabela 3.2 consta os valores da matéria fresca da parte aérea e de raizes de
mudas de orégano, horteld pimenta ¢ melissa, inoculadas ou ndo por Glomus clarum,

Glomus etunicatum e Acaulospora sp., 30, 37 ¢ 29 dias apds a inoculagdo,
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respectivamente. Observa-se que o orégano colonizado por Acaulospora sp apresentou
matéria fresca da parte aérea significativamente superior aos demais tratamentos, que
ndo diferiram entre si, enquanto que para melissa ndo houve diferencgas significativas
entre os tratamentos para esta variavel.

Conforme a Tabela 3.2, o cultivo de hortela pimenta em 100 ml de substrato
propiciou matéria fresca da parte aérea, na média, superior ao cultivo em 40 ml de
substrato, ndo sendo verificado este comportamento nas raizes. Nas outras duas culturas

o volume de substrato ndo influiu sobre a matéria fresca da parte aérea e das raizes.

TABELA 3.2 Matéria fresca da parte aérea e de raizes de mudas de orégano
(Origanum vulgare), hortela pimenta (Mentha piperita) e melissa
(Melissa officinalis), inoculadas com 3 espécies de FMA em dois
volumes de substrato. Porto Alegre, RS. 2003.

Espécie de FMA Orégano Horteld pimenta Melissa
Matéria fresca Matéria fresca Matéria fresca
(g)/planta (g)/planta (g)/planta
Parte aérea Raizes Parte aérea Raizes Parte aérea Raizes

Glomus clarum 1,18 B 1,08 1,02 0,68 0,79 0,92 B
Glomus 1,16 B 1,18 0,95 0,64 0,69 0,93 B
etunicatum
Acaulospora sp. 1,38 A 1,13 1,08 0,98 0,79 1,15 A
Testemunha 1,18 B 1,12 0,93 0,68 0,73 0,96 B
C.V. 3.8 8,99 6,8 4,5 7.5 3,7
Volume de substrato

40 mL 1,15 1,08 0,91 B 0,63 0,70 0,86
100 mL 1,08 1,18 1,08 A 0,86 0,79 1,12
C.V. 15,8 17,31 9,5 12,3 17,9 18,4

Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5%, pelo teste de Duncan.

Dentre os FMA, somente Acaulospora sp. incrementou a matéria fresca da
parte aérea em orégano e das raizes em melissa (Tabela 3.2). As demais espécies de
FMA ndo influiram sobre a matéria fresca das plantas aromaticas, provavelmente

devido ao curto espaco de tempo entre a inoculagdo e a avaliagdo.

&9



O orégano apresentou, em valores absolutos, melhores resultados em termos
de matéria fresca da parte aérea e de raizes, tanto em 100 ml de substrato, quanto em 40
ml de substrato. O mesmo ja tinha sido observado para a variavel nimero de
folhas/planta (Tabela 3.1), o que indica uma maior produ¢do de massa vegetal para esta
cultura em relagdo as outras duas.

Os resultados da primeira fase, cultivo em bandejas (Tabelas 3.1 e 3.2),
indicam que o volume do recipiente influiu na resposta das plantas, independentemente
de estarem ou ndo micorrizadas. Este efeito pode ser atribuido a fatores quimico, pois
com maior volume de substrato ha maior disponibilidade de nutrientes e a planta pode
crescer mais, e fisico, pois a altura do recipiente influi na economia hidrica e a
velocidade das trocas gasosas (Schmitz, 1998; Kampf, 2000).

Comparado ao cultivo a campo (no solo in situ), o recipiente limita o volume
disponivel as raizes, alterando especialmente as propriedades fisicas do substrato, como
a economia hidrica e a velocidade das trocas gasosas. A capacidade de retencao de agua
de um substrato depende de trés forgas: a matricial, a gravitacional e a osmotica. Dessas
trés forcas, o recipiente influi diretamente na forca gravitacional, sendo que quanto
menor a altura do recipiente, maior sera, proporcionalmente, a retencao de umidade do
meio (Schmitz, 1998; Kampf, 2000).

Dessa forma, atribui-se o melhor desempenho em crescimento vegetativo das
plantas cultivadas em alvéolos grandes (100 ml de substrato), em comparacao as
plantas cultivadas em alvéolos pequenos (40 ml de substrato), ao fato de que o
recipiente de maior volume tinha também uma altura superior. Quanto maior a altura de
um recipiente, maior ¢ a for¢a gravitacional que atua sobre o substrato, aumentando a
drenagem (Schmitz, 1998; Kiampf, 2000). Deduz-se que o substrato de menor volume
ficou mais encharcado, diminuindo as trocas gasosas e reduzindo a capacidade

fotossintética e, portanto, o desenvolvimento da parte aérea. Refor¢ando esta hipotese,
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Goss (1977) e Dexter (1987) relatam a importancia da relagdo ar:dgua, pois a baixa
disponibilidade de oxigénio, em difusdo no espago de aeragdo, afeta o crescimento das
raizes e, conseqiientemente, o crescimento e desenvolvimento das culturas. Monette
(1983) verificou maior proliferagdo de partes aéreas de videira (Vitis vinifera L.) em
recipiente de 438 ml quando comparados com recipientes de 125 ¢ 250 ml.

A necessidade em realizar o transplante das mudas para recipientes maiores,
em um espago de tempo em torno de trinta dias ap6s a inoculagdo com FMA,
determinou a realizacao da avaliagdo da primeira fase dos experimentos nesta mesma
época. Devido a esse reduzido espaco de tempo entre a inoculagdo e a avaliacdo ja era
esperado auséncia de efeito dos FMA nas plantas aromadticas testadas, o que de fato foi
verificado em horteld pimenta e melissa. Devido, talvez, a uma maior velocidade de
colonizagdo, propiciada por uma boa afinidade colonizador-hospedeiro, ja verificada
em outros estudos (Siqueira & Franco, 1988; Gianinazzi, 1991, apud Siqueira, 1994;
Silveira et al. 2002a), Acaulospora sp. induziu maior matéria fresca em orégano, ja na
primeira fase.

Na segunda fase dos experimentos (Tabela 3.3), observa-se auséncia de efeito
dos FMA e dos volumes de substrato sobre o numero de folhas e a area foliar para
orégano e melissa. No entanto, mudas de hortela-pimenta confirmaram a tendéncia da
primeira etapa (Tabela 3.1), com as plantas inoculadas com as espécies Glomus clarum,
Glomus etunicatum e Acaulospora sp. apresentando um nimero de folhas por planta e,
também, uma area foliar por planta significativamente superior a testemunha. Neste
caso, observa-se um efeito de interacdo, ao nivel de 5% de probabilidade, entre os
fatores espécie de FMA e volume de substrato, sendo que para plantas cultivadas
inicialmente em 40 ml de substrato as espécies Glomus etunicatum e Acaulospora sp.
apresentaram maior nimero de folhas/planta em relacdo as plantas inoculadas com

Glomus clarum, enquanto que para plantas cultivadas inicalmente em 100 ml de
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substrato ocorreu o inverso. Para a varidvel area foliar também ocorreu efeito de
interagdo entre os fatores espécie de FMA e volume de substrato, sendo que plantas
inoculadas com Glomus clarum apresentaram resultado superior as plantas inoculadas
com Glomus etunicatum no cultivo inicial em 40 ml de substrato, ocorrendo o inverso

no cultivo inicial em 100 ml de substrato.

TABELA 3.3 Numero de folhas por planta e area foliar por planta de mudas de
orégano (Origanum vulgare), horteld pimenta (Mentha piperita) e
melissa (Melissa officinalis), inoculadas com 3 espécies de FMA em
dois volumes iniciais de substrato, aos 125, 132 e 127 dias apds a
inoculagdo, respectivamente. Porto Alegre, RS. 2003.

Orégano
Tratamentos Numero de folhas/planta Area foliar/planta (cm?)
Volume inicial Volume inicial
de substrato de substrato
Espécie de FMA 40 ml 100 ml  Média 40 ml 100 ml Média
Glomus clarum 36,2 37,2 36,7 76,6 78,9 71,7
Glomus etunicatum 35,3 35,5 35,4 72,9 78,1 75,5
Acaulospora sp. 35,3 37,2 36,3 75,6 78,1 76,8
Testemunha 35,3 40,1 37,7 76,4 79,5 77,9
Média 35,6 37,5 75,4 78,9
Hortela-pimenta
Tratamentos Numero de folhas/planta Area foliar/planta (cm®)
Volume inicial Volume inicial de
de substrato substrato
Espécie de FMA 40 ml 100 ml 40 ml 100 ml
Glomus clarum 29,0 Bb 38,6 Aa 33,9 Ab 47,8 Ba
Glomus etunicatum 31,2 Ab 34,1 Ba 31,5 Bb 52,3 Aa
Acaulospora sp. 32,2 Aa 32,6 Ba 27,8 Cb 41,7 Ca
Testemunha 25,1 Cb 32,2 Ca 25,3 Db 34,3 Da
Efeito de interacdo * *
Melissa
Tratamentos Numero de folhas/planta Area foliar/planta (cm?)
Volume inicial de Volume inicial de
substrato substrato

Espécie de FMA 40 ml 100 ml  Média 40 ml 100 ml Média
Glomus clarum 41,5 42,0 41,8 203,5 244 .4 224,0
Glomus etunicatum 30,2 43,6 36,9 201,6 252,9 227,0
Acaulospora sp. 39,5 40,7 40,1 193,6 221,0 207,3
Testemunha 41,0 45,9 434 196,2 221,6 208,9
Média 38,0 43,0 198,7 235,0

Médias seguidas de mesma letra mafuscula na coluna e minticscula na linha, ndo diferem entre si, ao nivel de
5%, pelo teste de Duncan.
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Viarias espécies de FMA ou isolados dos mesmos exibem infectividade
elevada e podem ser pouco efetivos em promover crescimento, absorver e translocar
nutrientes para a planta, (Siqueira & Franco, 1988; Silveira, 1992). Neste experimento,
¢ provavel a existéncia de uma maior afinidade das espécies de FMA testadas com
horteld pimenta do que com melissa e orégano, o que possibilitou a obten¢do de
diferencas significativas, em termos de nimero de folhas e area foliar, entre plantas
micorrizadas € ndo micorrizadas de horteld pimenta € nao obtencdo das mesmas
diferencas para melissa e orégano.

Na Figura 3.1 ¢ apresentado o numero de ramos por planta de plantas
aromaticas inoculadas ou ndo com FMA. Em mudas de orégano nao houve diferencga
significativa no nimero de ramos/planta entre os tratamentos. Em horteld pimenta
Glomus etunicatum induziu maior nimero de ramos/planta em relagdo as plantas
inoculadas com Glomus clarum e Acaulospora sp., que ndo diferiram entre si e com a
testemunha. Em melissa, Glomus etunicatum induziu maior nimero de ramos/planta em

relagdo a testemunha, ndo diferindo, no entanto, das plantas inoculadas com Glomus

clarum e Acaulospora sp. Estas, por sua vez, ndo diferiram da testemunha.

10 17.2 a
B Flomus clarum

16 141c
14

B Zlomus etunicatum

O Acaulospora sp.

8 Testemunha

Mimero de ramosiplanta
[ww]
|

Crégano Horteld Melissa
pimenta

FIGURA 3.1 Numero de ramos/planta de plantas aromaticas inoculadas ou ndo com
FMA. Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si ao nivel de
5%, pelo teste de Duncan. Porto Alegre, RS. 2003.
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Na Tabela 3.4 ¢ apresentada a matéria fresca da parte aérea e de raizes/planta
para as trés plantas aromaticas aqui estudadas. Nao houve interagdo significativa entre
os fatores. Nesta fase notou-se uma semelhanga estatistica entre as plantas cultivadas,
inicialmente, em 100 ml de substrato e em 40 ml de substrato. Para horteld pimenta isso
indica uma maior velocidade de crescimento daquelas plantas inicialmente cultivadas
em 40 ml de substrato, pois na primeira fase observou-se maior matéria fresca da parte
aérea nas plantas cultivadas em 100 ml de substrato e, na segunda etapa, esta diferenga
nao se manteve. Nesse caso, o volume de recipiente foi moderador do desenvolvimento,
havendo uma relacao direta entre o volume de raizes e parte aérea. Ou seja, ao limitar-
se o crescimento das raizes em hortela pimenta, houve efeito direto na parte aérea. Para
orégano ¢ melissa 0 mesmo raciocinio ndo se aplica, pois nao houve diferencas
significativas na matéria fresca da parte aérea para o cultivo inicial em menor e maior
volume de substrato.

Para hortela-pimenta (Tabela 3.4), mudas inoculadas com Glomus etunicatum
apresentaram matéria fresca da parte aérea e de raizes significativamente superior a
testemunha, enquanto as outras duas espécies de FMA induziram a uma matéria fresca
intermediaria a estas. O fato de uma espécie de FMA induzir maior peso da matéria
fresca da parte aérea e de raizes, em relacdo a testemunha, ¢ um fator econdomico
importante, pois significa para o viveirista mais matéria prima para cha ou maior
quantidade de esséncia da planta aromadtica para vender a induastria farmacéutica e de
cosméticos. Também ¢ sindnimo de eficiéncia na produgdo de indéculo de FMA, pois
assim ¢ garantida a producao significativa de raizes, as quais sao fontes importantes de
propagulos deste simbionte.

Cabello et al. (2005), estudando o efeito da inoculagdo de Glomus mosseae em
Mentha piperita em substrato constituido de perlita : vermiculita (1:1; v:v), verificaram

que esta espécie de FMA propiciou aumento na biomassa e na concentragao de fosforo
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nos tecidos de M. piperita. Vierheilig et al. (2004), citam que os FMA sdo capazes de
promover maior desenvolvimento vegetativo da parte aérea em orégano e salvia e

aumentar a producdo de 6leo essencial de orégano.

TABELA 3.4 Matéria fresca da parte aérea ¢ de raizes de plantas de orégano (Origanum
vulgare), horteld pimenta (Mentha piperita) ¢ melissa (Melissa officinalis),
inoculadas com 3 espécies de FMA em dois volumes de substrato, aos 125, 132
e 127 dias apos a inoculacdo, respectivamente. Porto Alegre, RS. 2003.

Espécie de FMA Orégano Hortela pimenta Melissa
Matéria fresca Matéria fresca Matéria fresca
(g)/planta (g)/planta (g)/planta
Parte aérea Raizes Parte aérea Raizes Parte aérea  Raizes
Glomus clarum 13,51 7,25 10,42 AB 5,82 AB 37,27 11,42
Glomus etunicatum 13,00 6,72 14,56 A 7,72 A 38,44 12,41
Acaulospora sp. 14,01 7,06 12,01 AB 6,36 AB 35,01 13,09
Testemunha 12,74 6,65 928 B 5,70 B 34,30 10,85
C.V. 10,1 5,6 9,6 5,1 10,9 17,5
Volume de
substrato
40 mL 12,74 6,22 10,80 6,02 34,87 11,55
100 mL 13,91 7,61 12,33 6,79 38,14 12,33
C.V. 17,4 19,4 12,5 15,4 13,4 18,6

Meédias seguidas de mesma letra, letra maiuscula na coluna e mintcscula na Coluna, ndo diferem entre si ao nivel de
5%, pelo teste de Duncan.

A planta medicinal Hyoscyamus niger L ¢ muito utilizada na India e Pandey et
al. (1999), inocularam mudas desta espécie, infectadas ou ndo por Meloidogyne
incognita, com Glomus aggregatum, Glomus fasciculatum e Glomus mosseae. Além de
reduzir a infeccdo das plantas por este nematoide, as trés espécies de FMA propiciaram
aumento significativo da materia seca da parte aérea em relagdo as plantas ndo
micorrizadas, independentemente da presenga do referido nematodide. Estes resultados
confirmam que a inoculagdo de plantas aroméaticas e medicinais com FMA pode
aumentar a producdo de biomassa das mesmas.

Nao houve interacdo significativa entre os fatores espécie de FMA e volume

inicial de substrato para matéria seca da parte aérea e de raizes (Tabela 3.5). A
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semelhanca do verificado para matéria fresca (Tabela 3.4), na matéria seca nao houve
diferencas significativas entre as plantas inicialmente cultivadas em 40 ml de substrato

e em 100 ml de substrato.

TABELA 3.5 Matéria seca da parte aérea e de raizes e analise qualitativa de raizes (AQR)
de mudas de orégano (Origanum vulgare), horteld pimenta (Mentha piperita)
e melissa (Mellissa oficinalis), inoculadas com 3 espécies de FMA em dois
volumes iniciais de substrato, aos 125, 132 e 127 dias apds a inoculagio,
respectivamente. Porto Alegre, RS. 2003.

Espécie de FMA Orégano Horteld pimenta Melissa
Matéria seca Matéria seca Matéria seca
(g)/planta (g)/planta (g)/planta

Parte Raizes Parte aérea Raizes Parte Raizes
aérea aérea

Glomus clarum 2,19 3,51 2,49 B 1,3 5,53 3,07 AB

Glomus etunicatum 2,06 3,04 3,18 A 1,25 544 320 A

Acaulospora sp. 2,30 3,46 2,61 AB 1,19 5,16 2,94 AB

Testemunha 2,12 3,48 241 B 1,18 5,08 2,74 B

C.V. 6,2 13,4 7.8 6,4 8,1 5,69

Volume de substrato

40 mL 2,12 3,31 2,49 1,11 4,85 2,82

100 mL 2,22 3,44 2,86 1,35 5,75 3,15

C.V. 15,6 19,3 11,4 12,5 9,3 11,9

Médias seguidas de mesma letra, letra maiuscula na coluna e minucscula na Coluna, ndo diferem entre si ao
nivel de 5%, pelo teste de Duncan.

Observa-se na Tabela 3.5 a auséncia de diferencas significativas na matéria
seca da parte aérea e de raizes entre os tratamentos aplicados ao orégano. Porém, para
horteld pimenta observa-se que plantas inoculadas com Glomus etunicatum
apresentaram resposta superior a testemunha e as plantas inoculadas com Glomus
clarum. Nas raizes, no entanto, ndao houve diferengas significativas entre os

tratamentos.

Para melissa ndo houve diferencas significativas entre tratamentos na matéria
seca da parte aérea, porém, houve para matéria seca de raizes, onde, novamente,
Glomus etunicatum propiciou resposta superior a testemunha, com as outras duas

espécies de FMA induzindo uma massa intermediaria de raizes (Tabela 3.5).
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Fazendo-se a relacdo matéria fresca da parte aérea de mudas micorrizadas/
matéria fresca da parte aérea da testemunha (Tabela 3.4), para as trés culturas,
encontrou-se que a matéria fresca da parte aérea de plantas micorrizadas foi 11,5%
maior do que da testemunha. Fazendo a mesma relagdo para matéria seca da parte aérea
(Tabela 3.5), verificou-se que a diferenca entre plantas micorrizadas e a testemunha cai
para 7,5%. Nas raizes, essa proporcao passa de 12% na matéria fresca, para 3,24% na
matéria seca. Isso significa que as plantas micorrizadas absorveram mais agua,
ratificando o efeito dos FMA em propiciar maior absor¢ao de agua (Read & Boyd,
1986; Allen, 1991). Em termos de desenvolvimento vegetativo da parte aérea, um
acréscimo na producdo de matéria fresca da ordem de 11,5% propiciada pela
inoculagdo com FMA ¢ expressivo, considerando-se que o objetivo maior ¢ a obtengao
do in6culo deste fungo.

Freitas et al. (2002) testaram o efeito da inoculagdo de FMA em Mentha
arvensis L. ¢ doses diferenciadas de P no desenvolvimento vegetativo da planta, na
producdo de 6leo essencial e na colonizagdo da mesma por este fungo. Somente na
auséncia de adubacdo fosfatada, com niveis abaixo de 50 mg Kg”' de P no substrato
original, ¢ que Glomus clarum e Gigaspora margarita propiciaram maior produgdo de
matéria fresca em relagdo a plantas nao inoculadas. Concluiram, ainda, que o teor de
oleo essencial foi maior nos tratamentos com FMA na auséncia de adubacao fosfatada e
que, com a elevacdo das doses de P, os teores de oleo essencial e colonizagdo

micorrizica decresceram para os tratamentos com os fungos G. clarum e G. margarita.
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Nas Figuras 3.2 A, B e C, observa-se o aspecto geral das plantas obtidas

nestes experimentos.

FIGURA 3.2 Aspecto geral das plantas medicinais. (A) Plantas de melissa
(Melissa officinalis) inoculadas ou ndo com FMA, com 86
dias. (B) Plantas de orégano (Origanum vulgare) inoculadas ou
nao com FMA, com 118 dias. (C) Plantas de hortela pimenta
(Mentha piperita) inoculadas ou ndo com FMA, com 125 dias.
Porto Alegre, RS. 2003.
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Os resultados obtidos por Freitas et al. (2002) indicam que o puro e simples
aumento da producao de biomassa de planta aromatica inoculada com FMA, através do
uso de adubag@o mineral, ¢ uma questdo complexa. Uma forma de aumentar a producdo
de biomassa obtida neste trabalho (Tabelas 3.4 e 3.5), seria, tendo como base de partida
o substrato utilizado nestes experimentos, a realizagdo de curvas independentes de
calibracao para N, P e K, aplicados as plantas aromaticas, com o objetivo de verificar
seu efeito no aumento do desenvolvimento vegetativo destas plantas e na colonizagao
do sistema radicular por FMA. Com isso, se obteria uma concentragdo otima de cada
um desses macronutrientes para serem utilizados pelos viveiristas na produgao de
plantas aromaticas e de inoculo de FMA.

Gupta & Janardhanan (1991) verificaram que palmarosa (Cymbopogon
martinii var. Motia) colonizada por Glomus aggregatum produziu maior biomassa do
que palmarosa sem FMA e que, como o 0leo essencial de palmarosa ¢ retirado das
folhas e das inflorescéncias, este incremento na biomassa propiciada pelas micorrizas
resulta em maior quantidade de 6leo. Da mesma forma, podemos supor que horteld
pimenta colonizada por Glomus etunicatum deve produzir mais o6leo essencial em
relagdo a horteld pimenta nao colonizada, por ter sua biomassa aumentada. O fato de
hortela pimenta apresentar resposta diferenciada de acordo com a espécie de FMA
deve-se a afinidade colonizador-hospedeiro, j& citada por outros autores (Menge et
al., 1980; Haas & Menge,1990).

Através dos dados das Tabelas 3.6 e 3.7, percebe-se que todas as espécies de
FMA formaram estruturas de colonizagdo nas raizes das trés plantas aromaticas
testadas, independentemente do volume inicial de substrato. No caso de horteld pimenta
e melissa nao houve diferencas na formagao de arbusculos entre espécies de FMA, no
entanto para orégano, Glomus clarum e Glomus etunicatum apresentaram quantidades

superiores de arbusculos no sitema radicular em relagdo a Acaulospora sp. (Tabela
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3.6). Quanto a formagao de vesiculas, para horteld pimenta a espécie Glomus clarum
apresentou maior presen¢a desta estrutura, ndo se verificando diferengas significativas
nas demais espécies de FMA. Em orégano e melissa a presenca de vesiculas foi
semelhante entre os FMA. As vesiculas sdo estruturas de armazenamento de lipidios
dos FMA e servem para nutrir o fungo, quando os arbusculos senescem, propiciando,
portanto, um maior tempo de vida aos FMA.

Neste experimento, a formagao de vesicula nao teve correlagdo com os pesos
da matéria fresca e seca da parte aérea e de raizes, mas teve correlagao significativa (r =
0,71, p < 0,05) com namero de folhas e darea foliar (r= 0,76, p < 0,05), ambas para
hortela pimenta, indicando, talvez, que a maior longevidade dos FMA, propiciada por
uma maior quantidade de substancias de reserva armazenada nas vesiculas, propiciem
maior niumero de folhas e maior area foliar.

Importante destacar que varias espécies de FMA exibem infectividade elevada
e podem ser pouco efetivas em promover crescimento, absorver e translocar nutrientes
para a planta (Haas & Menge, 1990). Neste caso, as mudas de horteld pimenta
inoculadas com G. clarum e Acaulospora sp. apresentaram infectividade elevada, mas
foram menos eficientes do que Glomus etunicatum, em propiciar melhor
desenvolvimento vegetativo da parte aérea nos parametros nimero de ramos (Figura
3.1), peso seco da parte aérea (Tabela 3.5) e peso da matéria fresca da parte aérea e de
raizes (Tabela 3.4).

Costa et al. (2001), inocularam dois geno6tipos de acerola ('‘Barbados' e 'Mird'),
com duas espécies de FMA (G. margarita ¢ G. etunicatum) e concluiram que estas duas
espécies propiciam maior crescimento das plantas 'Mird', mas as plantas do gendtipo
'Barbados' foram mais beneficiadas pela inoculagdo de G. margarita. Este exemplo
vem ao encontro dos resultados deste experimento, reforcando a idéia de que a

eficiéncia da associagdao entre FMA e as plantas ¢ regulada pelos gen6tipos dos dois
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parceiros da simbiose.

TABELA 3.6 Presenca de arbusculos e vesiculas no sistema radicular de mudas de orégano
(Origanum vulgare), horteld pimenta (Mentha piperita) e melissa (Melissa
officinalis), inoculadas com 3 espécies de FMA em dois volumes iniciais de
substrato, aos 125, 132 e 127 dias ap6s a inoculagdo, respectivamente. Porto

Alegre, RS. 2003.

Espécie de FMA Orégano Hortela pimenta Melissa
Arbusculo®  Vesicula® ~ Arbusculo®  Vesicula®  Arbusculo™ Vesicula®

Glomus clarum 22 A 0,8 A 1,2 A 12 A 14 A 07 A
Glomus etunicatum 2,0 A 1,1 A 0,8 B 0,8 B ,L7A 10A
Acaulospora sp. 1,6 B 1,1 A 0,6 B 0,6 B 1,6 A 0,7 A
Testemunha 03 C 0,1 B 0 C 0C 03 B 00B
C.V. 3,6 5,2 4.0 4.8 53 5,7
Volume de substrato

40 mL 1,5 0,7 1,5 0,7 1,1 0,6
100 mL 1,6 0,8 1,6 0,6 1,4 0,7
C.V. 11,3 18,1 10,1 9,6 11,5 8,9

Meédias seguidas de mesma letra, letra maiuscula na coluna e mintcscula na Coluna, ndo diferem
entre si ao nivel de 5%, pelo teste de Duncan.

Dindice de presenca de arbiisculos de FMA, segundo Nemec (1992):

0 = inexisténcia de arbusculo no segmento de raiz; 1 = presenga de 1 até 50 arbusculos por segmento
de raiz;

2 = presenga de 51 até 100 arbusculos por segmento de raiz; 3 = presenca de mais de 100
arbusculos por segmento de raiz.

@ fndice de presenca de vesiculas de FMA, segundo Nemec (1992):

0 = inexisténcia de vesiculas no segmento de raiz; 1 = presenga de 1 até 50 vesiculas por segmento
de raiz;

2 = presenga de 51 até 100 vesiculas por segmento de raiz; 3 = presenga de mais de 100 vesiculas
por segmento de raiz.

Através da Tabela 3.7, verifica-se que ndo houve diferencas significativas na

presenca de hifas entre as espécies de FMA aqui testadas nas culturas do orégano e da

melissa.

Para hortela-pimenta, no entanto, a espécie Glomus clarum apresentou

quantidades superiores desta estrutura (Tabela 3.7). Juntamente com a maior presenga

de vesiculas, essa quantidade superior de hifas ajuda a explicar a maior area foliar em

alvéolo pequeno (Tabela 3.3) e maior nimero de ramos (Figura 3.1) propiciados por G.

clarum em hortela pimenta.
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TABELA 3.7 Presenca de hifas internas e colonizag¢do (Col.) no sistema radicular de
mudas de orégano (Origanum vulgare), horteld pimenta (Mentha
piperita) e melissa (Melissa officinalis), inoculadas com 3 espécies de
FMA em dois volumes iniciais de substrato, aos 125, 132 ¢ 127 dias
apos a inoculagdo, respectivamente. Porto Alegre, RS. 2003.

Espécie de FMA Orégano Hortela pimenta Melissa
Hifa® Col.@ Hifa® Col.® Hifa® Col.®
Glomus clarum 1,52 A 87,06 A 2,05 A 90,17 A 1,26 A 83,37 A
Glomus etunicatum 1,79 A 81,16 A 1,10 B 90,50 A 1,54 A 86,15 A
Acaulospora sp. 1,52 A 85,78 A 1,LI8 B 87,86 A 1,33 A 8325 A

Testemunha 0,49 B 11,88 B 0,31 C 11,97 B 0,45 B 07,53 B
C.V. 6.9 2,7 6,3 4,2 5,7 3,0
Volume de substrato

40 mL 1,28 63,93 1,27 67,73 B 1,08 62,15 B
100 mL 1,38 69,00 1,05 74,43 A 1,21 68,00 A
C.V. 13,2 10,1 9.8 7,0 12,7 6.2

‘Médias seguidas de mesma letra, letra majuscula na coluna e minuscula na Coluna, ndo diferem entre si ao nivel
de 5%, pelo teste de Duncan.
Mindice de presenga de hifas de FMA, segundo Nemec (1992):

0 = inexisténcia de hifas de FMA ; 1 = escasso desenvolvimento de hifas de FMA ;2 = desenvolvimento
moderado de hifas de FMA; 3 = intenso desenvolvimento de hifas.

2 . ~ ’ o~ , i .
@ Porcentagem de colonizagio de raizes por FMA = divisio do niimero de segmentos de raizes colonizados
(hifas, arbusculos ou vesiculas) pelo nimero total de segmentos de raizes observadas.

Em termos de colonizac¢do do sistema radicular de orégano, horteld pimenta e
melissa por FMA (Tabela 3.7), observaram-se excelentes percentagens de colonizag¢ao
propiciadas pelas espécies Glomus clarum, Glomus etunicatum e Acaulospora sp.,
todas acima de 80%. Nao se observaram diferencas significativas entre as espécies de
FMA para percentagem de colonizacdo nas trés espécies de plantas aromaticas
estudadas.

No caso da percentagem de raizes colonizadas, encontrou-se uma maior
colonizacdo naquelas plantas inicialmente cultivadas 100 ml de substrato,
principalmente, no caso de horteld pimenta e melissa. A explicagdo para tal
comportamento, provavelmente, ¢ devido a existéncia de um maior volume de raizes na
as condi¢des fisicas do substrato, que, em alvéolos pequenos, em fun¢do de um maior

teor de humidade, pode ter prejudicado a colonizagao inicial.
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Houve efeito de interagdo, significativa a 1% de probabilidade pela analise de
varidncia, para nimero de esporos entre os fatores espécies de FMA e volume de
substrato onde as plantas foram cultivadas inicialmente, para as trés espécies de plantas
aromaticas (Tabela 3.8). No cultivo inicial em 40 ml de substrato observa-se que
Acaulospora sp propiciou uma producao de esporos em horteld pimenta ¢ melissa
superior as espécies Glomus etunicatum ¢ Glomus clarum. No cultivo inicial em 100
ml de substrato, no entanto, nao houve diferencas significativas no nimero de esporos
produzidos pelas trés espécies de FMA em horteld pimenta, e, no cultivo de melissa, as
espécies Glomus clarum e Acaulospora sp. apresentaram um numero de esporos
superior a Glomus etunicatum.

No cultivo inicial de orégano em 40 ml de substrato (Tabela 3.8), Glomus
etunicatum produziu um numero de esporos inferior a Acaulospora sp. e semelhante a
Glomus clarum. No cultivo inicial de orégano em 100 ml de substrato, tanto
Acaulospora sp. quanto Glomus etunicatum produziram um numero de esporos superior
a Glomus etunicatum.

De uma maneira geral, o numero de esporos ¢ pequeno em todos os
tratamentos, levando-se em consideragdo a producao de esporos (Elfstrand et al., 2005;
Vestberg, et al., 2005). Explica-se pelo fato de que quando o interesse € a producao de
esporos, deve-se provocar um estresse hidrico as plantas na fase final de cultivo,
visando provocar a esporulacdo, pois os esporos sao estruturas de resisténcia dos
fungos.

No entanto, mais do que quantidades absolutas de esporos produzidos por
espécie de FMA interessa saber que estes esporos estdo viaveis, sendo capazes de
germinar ¢ colonizar novas raizes da planta hospedeira e isso foi verificado neste
trabalho através das percentagens de colonizacdo e presencas de hifas, arbusculos e

vesiculas nas raizes das plantas estudadas (Tabelas 3.7, 3.8, 3.9) (Figuras 3.3 a 3.7).
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TABELA 3.8 Numero de esporos em 100 g de substrato de cultivo de mudas de
orégano (Origanum vulgare), horteld pimenta (Mentha piperita) e
melissa (Melissa officinalis), inoculadas com 3 espécies de FMA em
dois volumes iniciais de substrato, aos 125, 132 e 127 dias ap6s a
inoculacdo, respectivamente. Porto Alegre, RS. 2003.

Orégano
Espécie de FMA Volume inicial de substrato
40 ml 100 ml
Glomus clarum 92,5 ABb 106,0 Aa
Glomus etunicatum 85,2 Ba 90,2 Ba
Acaulospora sp. 100,5 Ab 109,2 Aa
Testemunha 3,8 Cb 24,7 Ca
Interacao *
Horteld pimenta
Espécie de FMA Volume inicial de substrato
40 ml 100 ml
Glomus clarum 85,2 Bb 96,5 Aa
Glomus etunicatum 72,5 Cb 91,2 Aa
Acaulospora sp. 92,0 Ab 109,2 Aa
Testemunha 11,0 Db 31,0 Ba
Interacao *
Melissa
Espécie de FMA Volume inicial de substrato
40 ml 100 ml
Glomus clarum 79,0 Bb 103,5 Aa
Glomus etunicatum 79,2 Bb 95,2 Ba
Acaulospora sp. 93,0 Ab 110,0 Aa
Testemunha 0,2 Cb 8,2 Ca
Interacao *

YMédias seguidas de mesma letra, mafuscula na coluna e minuscula na Coluna, ndo diferem entre si ao
nivel de 5%, pelo teste de Duncan.
@ Numero de esporos de FMA presentes em 100 g de substrato.
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FIGURA 3.3 (A) Vista geral da raiz de orégano (Origanum vulgare) colonizada por
Glomus etunicatum. a= arbtisculos colonizando o interior das células
do cortex (Aumento de 200x). (B) Vista do cértex da raiz de orégano
(Origanum vulgare) colonizado por Acaulospora sp. a = arbusculos;
h= hifas.(Aumento de 400x). Porto Alegre, RS. 2003.

FIGURA 3.4 (A) Vista do cortex da raiz de orégano (Origanum vulgare) colonizado
por Acaulospora sp.. a= arbusculos colonizando; h= hifas (Aumento de
400x). (B) Vista do cortex da raiz de orégano (Origanum vulgare)
colonizado por Glomus etunicatum. v= vesicula e h= hifas presentes no
espaco intercelular (Aumento de 200x). Porto Alegre, RS. 2003.
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FIGURA 3.5 (A) Vista do cortex da raiz de orégano (Origanum vulgare) colonizada
por Glomus clarum.(Aumento de 200x). (B) Vista do cortex de hortela
pimenta (Mentha piperita)colonizado por  Glomus clarum. V=
vesiculas presentes no espago intercelular (Aumento de 400x). (C)
Vista do cortex da raiz de hortela pimenta (Mentha piperita)colonizada
por Acaulospora sp. a= arbtisculos no interior das celulas (Aumento de
200x). Porto Alegre, RS. 2003.
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FIGURA 3.6

FIGURA 3.7

(A) Vista do cortex da raiz de melissa (Melissa officinalis) colonizado
por Glomus clarum. v= Vesiculas presentes no espacgo intercelular
(Aumento de 400x). (B) Vista do cortex da raiz de melissa (Melissa
officinalis) colonizado por Acaulospora sp. a= arbusculos colonizando o
interior das células (Aumento de 400x). Porto Alegre, RS.

(A) Vista de raiz de melissa (Melissa officinalis) colonizada por Glomus
clarum. a = arbusculo colonizando o interior da célula do cortex.;v =
Vesicula presente no espaco intercelular do cortex. (Aumento de 400x).
(B) Vista do cortex da raiz de melissa (Melissa officinalis) colonizada
por Glomus etunicatum. v=vesicula e h= hifa presentes no espago
intercelular (Aumento de 400x). Porto Alegre, RS. 2003.
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3.4 CONCLUSOES

Origanum vulgare, Mentha piperita ¢ Melissa officinalis podem ser
utilizadas como plantas multiplicadoras das espécies de FMA Glomus clarum,
Acaulospora sp. e Glomus etunicatum.

A influéncia no desenvolvimento vegetativo de Origanum vulgare, Mentha
piperita e Melissa officinalis varia de acordo com a espécie de FMA estudada e de
acordo com o parametro estudado.

O cultivo inicial em 100 mL de substrato propicia melhor coloniza¢do do
sitema radicular em Mentha piperita e Melissa officinalis do que o cultivo inicial em
40 mL de substrato.

O cultivo inicial de Mentha piperita em 100 mL de substrato propicia melhor
desenvolvimento vegetativo da parte aérea do que o cultivo inicial em 40 mL de

substrato.
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CAPITULO IV

EFICIENCIA DOS INOCULOS DE FMA PRODUZIDOS A PARTIR
DE PLANTAS AROMATICAS EM PORTA-ENXERTOS DE PLANTAS

FRUTIFERAS

4.1 Introducgéao

Os porta-enxertos sao largamente utilizados na fruticultura em virtude de sua
resisténcia a fatores bidticos (resisténcia a moléstias e pragas) e abioticos (tolerancia a
sais e a solos encharcados).

Além disso, varios estudos tém demonstrado a eficiéncia dos FMA em
acelerar o desenvolvimento vegetativo e a resisténcia a moléstias em mudas frutiferas
(Azcon-Aguilar & Barea, 1997; Chu, 1997; Pinochet et al., 1998; Pozo et al., 2002;
Souza et al., 2005).

A funcionalidade da simbiose estd baseada na troca bi-direcional de
nutrientes. Carboidratos sintetizados pelo sistema fotosintético das plantas sdo liberados
pelas células das raizes do hospedeiro para o fungo, melhorando os recursos de carbono
para o mesmo. Em contrapartida, os nutrientes minerais sao absorvidos do solo pelo
micélio extraradical dos FMA e sdo transportados para a planta (Bago et al., 1998a;
Bago et al., 2003). Este micélio ¢ compreendido por uma rede de hifas muito finas, que

se ramificam no solo, exploram o ambiente e absorvem nutrientes minerais.
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Mosse & Hepper (1975) descobriram que estas hifas sdo capazes de
ramificarem-se a semelhanca de um “arblsculo”™ e de formar esporos. Bago et al.
(1998b), nomearam esse conjunto de hifas por BAS (Branched Absorbing Strutures) e
os esporos nelas formadas por BAS esporos. Primeiramente essas estruturas foram
verificadas somente em cultivo in Vvitro, mas recentemente comprovou-se sua presenga
em condi¢cdes naturais (Bago et. al., 2005). Portanto, estas estruturas aumentam
significativamente a area de absor¢ao de nutrientes e agua no solo para a planta, na
medida em que comportam-se como uma extensao do sistema radicular.

Mecanismos ativos e passivos estdo envolvidos na transferéncia de nutrientes
do FMA para o hospedeiro. O mecanismo se inicia com um transporte ativo no
plasmalema da hifa externa, sendo seguido de um transporte passivo até o plasmalema
do arbusculo, terminando com outro transporte ativo no plasmalema da célula do
hospedeiro (Woolhouse, 1975, apud Siquiera,1985). Rausch et al. (2001), identificaram
uma proteina de membrana especificas de células de raizes colonizadas por FMA, o
transportador de fosforo StPt3. Este transportador estd situado na membrana da célula
do coértex da planta, na interface com o arbusculo e € responsavel por fazer a passagem
dos nutrientes do arbusculo para a célula da planta. Essas informacdes, por um lado
justificam a capacidade dos FMA em absorver e translocar nutrientes as plantas
(Rosand & Dias, 1985; Allen, 1991) e, por outro, evidenciam a grande afinidade
existente entre os dois parceiros da simbiose. Nesta relagdo, embora ndo haja
especificidade, existem graus diferenciados de eficiéncia simbiotica entre as espécies de
FMA e as espécies de plantas, que ¢ a capacidade do fungo em promover crescimento
ou outro beneficio qualquer a planta, em condi¢des definidas. Varias espécies de FMA
ou isolados dos mesmos exibem infectividade elevada e podem ser pouco efetivos em
promover crescimento, absorver e translocar nutrientes para a planta, ou mesmo reduzir

os danos causados por fitopatogenos (Siqueira & Franco, 1988; Silveira, 1992).
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Dessa forma, o objetivo deste capitulo consiste em verificar a eficiéncia dos
inoculos de Glomus clarum, Glomus etunicatum e Acaulospora sp., produzidos em
plantas aromadticas (Capitulo 3), sobre colonizagdo do sistema radicular e o
desenvolvimento vegetativo de porta-enxertos de videira cv. SO4 (Vitis berlandieri X
Vitis riparia), citros citrangeiro ‘Troyer’ (Poncirus trifoliata L. RAF. X Citrus sinensis
L. Osb.) e, como dados complementares, pessegueiro cv. Okinawa (Prunus persica L.

Bats. variedade vulgaris).

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Experimento 1: Inoculacédo do porta-enxerto SO4 com FMA.

Porta-enxertos de videira SO4 foram multiplicados por micropropagagao no
Laboratorio de Biotecnologia do Departamento de Horticultura e Silvicultura, Fac.
Agronomia da UFRGS, a partir de explantes fornecidos pelo Departamento de
Engenharia Rural do Centro de Ciéncias Agrarias da UFSC. As mudas foram
micropropagadas em tubos de ensaio, fechados com papel aluminio e filme plastico,
contendo 15ml de meio de cultura DSDI1 (Silva & Doazan, 1995) com sacarose (20 g L
" e agar (6,0 g L), isento de reguladores de crescimento e com pH 5.8. Partes lenhosas
da planta foram utilizadas como explantes para multiplicacdo, com duas gemas cada.
As culturas in vitro foram mantidas em camara de crescimento durante 80 dias a 25 £ 2
°C, fotoperiodo de 16 horas e umidade relativa do ar de 60 a 70%. O experimento
propriamente  dito iniciou-se na fase de aclimatizacdo das plantas em casa de
vegetacdo. Para tanto, as plantas do cultivo in vitro foram lavadas com agua destilada
para retirar os restos de meio de cultura e eliminou-se o excesso de raizes, deixando-se
a parte aérea com uma altura em torno de 5 cm e 4 folhas. Em seguida, as plantas foram

transplantadas para copos plasticos de 300 ml com dois orificios de 0,5cm cada na sua
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base, para permitir a irrigag¢ao por capilaridade. O substrato utilizado nesta fase foi uma
mistura do substrato comercial Plantmax ® + vermiculita (2:1; v:v). Ao substrato
adicionou-se 4gua na propor¢do (substrato:agua) 3:1 v:v.

No momento da transferéncia para aclimatizacdo as plantas receberam os
respectivos tratamentos, constituidos da adicdo de 20 g do inoculante de trés espécies
de FMA, multiplicados em plantas aromadticas (Capitulo 3) adicionado no ter¢o médio
do recipiente. Ap6s a adi¢ao do indculo o recipiente foi completado com substrato até a
sua borda.

Os tratamentos aplicados foram os seguintes:

1- Testemunha, sem FMA;

2- Inoculagdo com Glomus clarum produzido em orégano (Origanum vulgare

L.);

3- Inoculagdo com Glomus etunicatum produzido em orégano (Origanum

vulgare);

4- Inoculagdo com Acaulospora sp. produzido em orégano (Origanum

vulgare);

5- Inoculagao com Glomus clarum produzido em horteld pimenta (Mentha

piperita L.);

6- Inoculagao com Glomus etunicatum produzido em horteld pimenta (Mentha

piperita );

7- Inoculagdo com Acaulospora sp. produzido em horteld pimenta (Mentha

piperita);

8- Inoculagdo com Glomus clarum produzido em melissa (Melissa officinalis

L.);
9- Inoculagdo com Glomus etunicatum produzido em melissa (Melissa

officinalis);
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10- Inoculagdo com Acaulospora sp. produzido em melissa (Melissa

officinalis).

Em seguida, os porta-enxertos foram transplantados para estes copos, 0s quais
foram dispostos em bandejas plasticas redondas, uma para cada tratamento e repeti¢do a
fim de evitar contaaminagdo. Estas bandeijas possuiam um didmetro de 35 cm e 5 cm
de altura e foram posicionados em bancadas na casa de vegetagao do Laboratorio de
Biotecnologia do Departamento de Horticultura e Silvicultura, Faculdade de
Agronomia da UFRGS. Logo apds o transplante e sobre os copos contendo as plantas,
colocaram-se copos plasticos transparentes, dispostos com a abertura para baixo. No
inicio este copos continham 1 orificio pequeno e, a cada 2 dias, faziam-se mais dois
furos de dimensodes semelhantes, até¢ chegar-se a 30-32 orificios, a partir do qual os
mesmos foram removidos, concluindo-se a aclimatizagdo em um periodo em torno de
35 dias.

Apos este periodo, os porta-enxertos de videira, com seus respectivos
tratamentos, foram transferidos para sacos plasticos pretos de 4 litros contendo
substrato autoclavado a 105 °C por trés vezes seguidas em intervalo de 24horas e de
constituicdo idéntica ao utilizado para cultivar as plantas aromaticas apos o transplante
(Capitulo 3).

Aproximadamente seis meses apds a inoculacdo mediram-se altura das
plantas, do colo até o apice do ramo principal; didmetro do ramo principal, na altura do
colo; nimero de folhas por planta; area foliar; teores de macro e micronutrientes dos
tecidos da parte aérea e colonizagao do sistema radicular. As metodologias utilizadas
para estas analises sao as mesmas descritas no Capitulo 3 para as plantas aromaticas.

Para a andlise de macro e micronutrientes, a parte aérea de cada planta (folhas
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e ramos) foi lavada com agua destilada e, em seguida, pesada em balanca de precisao.
Logo apos, o material foi acondicionado em sacos de papel e levados a estufa, onde
procedeu-se sua secagem, a 60° C, até peso constante. Apos, pesou-se o material em
balanga de precisdo. As amostras de parte aérea foram moidas em moinho, acoplado
com peneira de 20 malhas por polegada. Em seguida, todas as partes aéreas
constituintes de uma parcela foram misturadas e homogeneizadas, formando uma
amostra composta. Este material foi encaminhado ao Laboratorio de Andlises de Solos
e Tecidos da Faculdade de Agronomia - UFRGS, para a realizacdo das referidas
analises.

Utilizou-se o delineamento experimental em blocos casualizados em arranjo
fatorial, com 10 plantas por parcela e 3 repeti¢des.

Na interpretagdo dos resultados, primeiramente verificou-se a premissa basica
da ANOVA de normalidade e homocedasticidade através da analise dos graficos de
probabilidade normal de residuos e de residuos vs. valores preditos. Apds,

Na interpretagdo dos resultados, primeiramente verificou-se a premissa basica
da ANOVA de normalidade e homocedasticidade através da analise dos graficos de
probabilidade normal de residuos e de residuos vs. valores preditos. Apos, foi realizada
analise de variancia, sendo a significancia das diferengas entre as médias avaliada pelo
teste de Duncan, através do programa estatistico SAS. Também, utilizou-se analise de
correlacdo entre as varidveis estudadas. Os dados referentes a quantificacdo de
estruturas de FMA nas raizes (presenca de hifas, arbusculos e vesiculas) foram
transformados pela aplicacdo da férmula \ x + 1, dada a presenca, ndo elevada, de

valores zero nos resultados.
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4.2.2 Experimento 2: Influéncia da quantidade de indculo de FMA sobre
0 crescimento de citrangeiro ‘Troyer’.

Para a producdo de porta-enxertos de citrangeiro ‘Troyer’, utilizaram-se copos
platicos de 500ml de volume. Adicionou-se substrato autoclavado a 105 °C por trés
vezes seguidas em intervalo de 24horas e de constituicdo idéntica ao utilizado para
cultivar as plantas aromaticas apos o transplante (Capitulo 3), até¢ a metade do copo. Na
seqliéncia adicionou-se, ou nao, os indéculos de FMA na porcao intermedidria dos
copos, completando-se o volume dos mesmos com substrato estéril. Em seguida foram
semeadas 6 sementes de citrangeiro ‘Troyer’ por copo plastico e, depois de 14 dias da
germinagdo das mesmas, fez-se o desbaste deixando-se 1 plantula por vaso. Apos dois
meses de cultivo fez-se o transplante para sacos de polietileno preto de 4 litros,
contendo o mesmo substrato utilizado nos copos.

O delineamento experimental adotado foi em blocos casualizados, em arranjo
fatorial, com 10 plantas por parcela e 4 repeti¢des.

Os tratamentos utilizados foram:

1- Inoculag¢do com 10g de indculo de Acaulospora sp. produzido em Mentha

piperita;

2- Inoculag@o com 20g de indculo de Acaulospora sp. produzido em Mentha

piperita;
3- Inoculagao com 10g de indculo de Glomus etunicatum produzido em
Mentha piperita;

4- Inoculagdo com 20g de inoculo de Glomus etunicatum produzido em
Mentha piperita;

5- Testemunha, sem inoculagao com FMA.

ApoOs seis meses da inoculagdo das plantas com os FMA fez-se avaliacdao da

matéria fresca e seca da parte aérea e das raizes, presenga de estruturas do fungo no
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sistema radicular (arbusculos, vesiculas, hifas), e colonizacdo radicular por FMA,
conforme metodologia descrita no Capitulo 3.

Para realizacdo da andlise de substancias de reservas, as amostras de parte
aérea (folhas e caule) e de raizes foram secas a 65°C até peso constante, foram moidas,
separadamente, em moinho, acoplado com peneira de 20 malhas por polegada. De cada
amostra coletou-se aproximadamente 1 g, as quais foram acondicionadas
individualmente em saquinhos feitos com tela especial para filtragem de alimentos e,
novamente levadas para estufa a 65 °C, até peso constante, anotando-se o peso de cada
saquinho. Estes foram submetidos a digestdo, segundo adaptagcdes ao método descrito
por Priestley (1965), apud Souza (1990). Este método tem a finalidade de extrair toda e
qualquer substincia de reserva e produtos sintetizados pelas plantas, tais como,
carboidratos, gorduras, acidos graxos, etc, permanecendo somente as fibras. As
amostras foram colocadas em Erlenmeyer de 1 litro, contendo uma solug¢do aquosa com
5% de acido tricloroacético (99%) e 35% de metanol (99,8%), permanecendo sob
aquecimento em bico de Bunsen, em capela com exaustor, por 8 horas. A partir da 3°
hora, até completar 8 horas, foi adicionada dgua destilada a solug¢do, a medida que a
mesma ia evaporando, visando manter sempre o mesmo volume de liquido, suficiente
para manter as amostras imersas na solugao.

Concluido o processo, as amostras foram lavadas com 4gua destilada e postas
novamente a secar em estufa, a 65°C, até peso constante. A diferenca de peso das
amostras antes ¢ apds a digestdo consistiu o teor de substidncias de reserva que as
amostras continham.

Na interpretagao dos resultados, primeiramente verificou-se a premissa basica
da ANOVA de normalidade e homocedasticidade através da andlise dos graficos de

probabilidade normal de residuos e de residuos vs. valores preditos. Apos, foi realizada
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analise de variancia, sendo a significincia das diferencas entre as médias avaliada pelo
teste de Duncan, através do programa estatistico SAS. Também, utilizou-se analise de
regressdo e correlacdo entre as variaveis estudadas. Os dados referentes a quantificagdo
de estruturas de FMA nas raizes (presenca de hifas, arbusculos e vesiculas) foram
transformados pela aplicagio da formula Vx + 1, dada a presenca de valores zero nos

resultados, o que inviabiliza a realizagao da analise de variancia.

4.2.3 Experimento 3: Inoculacdo do porta-enxerto de pessequeiro
'Okinawa’' com FMA.

Este experimento foi implantado, conduzido e avaliado por Jos¢ Luiz da Silva
Nunes, dentro do seu projeto de Doutorado, porém, utilizando o inoculo de FMA
produzido em plantas aromadticas estudado nesta Tese de Doutorado. Os dados parciais
deste experimento, com a concordancia do referido autor, estdo sendo aqui utilizados
para ratificar a eficiéncia dos inoculos produzidos em plantas aromaticas.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo e em telado de sombrite
(50%), situados no setor de Horticultura da Estacdo Experimental Agrondmica da
UFRGS, Eldorado do Sul, RS. Carogos do porta-enxerto 'Okinawa’' foram semeados
em areia esterilizada, em geladeira a temperatura de 4 °C, em bandejas plasticas,
visando interromper a dorméncia do embrido e facilitar a germinacdo, por um periodo
de 90 dias. A areia foi previamente desinfestada em autoclave a 120 °C por uma hora.
Logo apos, quando os carogos comecaram a se abrir, as sementes foram retiradas do
caroco e semeadas em leito de areia, também previamente desinfestada em autoclave a
120°C por uma hora, situado em casa de vegetagao.

Apoés ocorrer a germinagdo e emergéncia das plantulas, quando o epicotilo

apresentava aproximadamente 5 cm de comprimento (+ 15 dias), as mesmas foram
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repicadas para sacos plésticos pretos (5 litros), contendo substrato constituido de terra
argilosa: areia: residuo decomposto de casca de acécia negra (2:2:1, v:v:v). Esta fase foi
conduzida em telado de sombrite (50%). A areia utilizada tinha granulometria média
(entre 0,6 e 1 mm) semelhante a comumente empregada na construgao civil. O solo
utilizado na composicao do substrato foi coletado na Estacdo Experimental de Eldorado
do Sul, da UFRGS, na camada B. Este solo ¢ caracterizado como ARGISSOLO
VERMELHO Distrofico tipico, unidade de mapeamento Sao Jeronimo (Embrapa,
1999). O residuo decomposto de casca de Acacia-negra foi coletado em um depdsito a
céu aberto da empresa Ecocitrus, localizada no municipio de Montenegro, RS. Este
material foi peneirado em malha de 5 mm, para uniformizar a sua granulometria. O
substrato também foi previamente desinfestado com solucao de formaldeido, 10%.

No momento da repicagem, as plantas receberam os respectivos tratamentos,
constituidos da adi¢do de 30 g do inoculante de trés espécies de FMA, multiplicados em
orégano (Capitulo 3) adicionado no terco médio do recipiente. Apds a adigdo do
in6culo o recipiente foi completado com substrato até a sua borda.

O delineamento experimental utilizado foi fatorial, em blocos casualizados,
com 20 plantas por parcela e quatro repetigdes.

Os tratamentos aplicados para o porta-enxerto 'Okinawa' foram os seguintes:

1 - Testemunha, sem FMA;

2 - Inoculagdo com Glomus clarum;

3 - Inoculagdo com Glomus etunicatum;

4 - Inoculagdo com Acaulospora sp.

Apo6s 360 dias da instalacdo do experimento, mediu-se a altura das plantas, do
colo até o apice da haste principal, o diametro da haste principal, na altura do colo, das
20 plantas de cada parcela. Para tanto, foi utilizada uma régua graduada e um

paquimetro, da marca RS Baty, respectivamente. Para determinagdo da area foliar e da
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colonizacdo radicular com FMA foram coletadas 5 plantas por parcela e repeticdo e

utilizou-se a mesma metodologia descrita no Capitulo 3 para plantas aromaticas.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Experimento 1: Inoculacédo de Porta-enxerto SO4 com FMA.

Na da Tabela 4.1 sdo apresentadas a altura da parte aérea, o nimero de folhas
por planta e area foliar por planta de porta-enxertos de videira (SO4), inoculados com
3 espécies de FMA multiplicados em trés espécies de plantas aromaticas. Observa-se
que, para altura, independentemente da planta medicinal utilizada como multiplicadora
de FMA, as espécies Glomus clarum e Glomus etunicatum propiciaram, na média,
resultados significativamente superiores a testemunha, enquanto plantas inoculadas
com Acaulospora sp. nao diferiram dos demais tratamentos. Para numero de folhas por
planta ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos, porém todas as espécies

de FMA testadas induziram, na média, area foliar por planta superior a testemunha.

Os resultados da Tabela 4.1 indicam que os FMA propiciaram
desenvolvimento vegetativo da parte aérea do porta-enxerto SO4 superior a testemunha,
propriedade essa ja verificada em porta—enxertos de videira por outros pesquisadores

(Agostini, 2002; Carniel, 2004).

Por outro lado, esse melhor desenvolvimento vegetativo dos porta-enxertos
micorrizados indicam que a colonizag@o das raizes dos mesmos por FMA foi efetiva, o
que pode ser comprovado, também, pela Tabela 4.2, onde constam os valores para
presenga de hifas, arbusculos, vesiculas e percentagem de colonizagdo por FMA dos

porta-enxertos de videira SO4.
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TABELA 4.1 Altura da parte aérea, nimero de folhas e area foliar por planta de porta-
enxertos de videira SO4, inoculados com 3 espécies de FMA
multiplicados a partir de plantas aromaticas, aos 105 dias apos a
inoculacdo. Porto Alegre, RS. 2004.

Altura (cm)

Espécie de FMA
Planta Aromatica Glomus clarum Glomus etunicatum  Acaulospora sp. Testemunha Média
Origanum vulgare 53,1 61,8 55,8 56,9
Mentha piperita 56,5 55,0 55,7 55,7
Mellissa oficinalis 55,1 56,8 45,0 52,3
Média 54,9 a 57,8 a 52,1 ab 49,7 b

Numero de folhas/planta

Espécie de FMA
Planta Aromatica Glomus clarum Glomus etunicatum  Acaulospora sp. Testemunha Média
Origanum vulgare 12,2 12,1 12,4 12,2
Mentha piperita 12,8 12,5 12,4 12,6
Mellissa oficinalis 12,0 12,3 11,5 11,9
Média 11,1 11,1 12,1 11,1

Area foliar (cm?)

Espécie de FMA
Planta Aromatica Glomus clarum Glomus etunicatum  Acaulospora sp. Testemunha Média
Origanum vulgare 957,2 958.0 1114,4 1009,9
Mentha piperita 963,7 1014,5 9942 990.,8
Mellissa oficinalis 1029,2 1074,9 9242 1009.4
Média 983,4 a 1015,8 a 1010,9 a 723,5 b

Me¢dias seguidas de mesma letra, letra minuscula na Coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5%, pelo teste de
Duncan.

Através da Tabela 4.2, verifica-se que nao houve diferencas significativas
entre as espécies de FMA, para hifas, vesiculas, arbusculos e percentagem de
colonizagdo do sistema radicular de SO4. Entre as espécies de plantas aromaticas
multiplicadoras do indculo, verifica-se que Melissa oficinalis propiciou um ntimero de
hifas significativamente superior a Mentha piperita e Origanum vulgare e uma
quantidade de vesiculas significativamente superior a Origanum vulgare. Mentha
piperita propiciou um numero superior de hifas em relagdo a Origanum vulgare, porém
nao diferiu desta em relagdo ao nimero de vesiculas. Para percentagem de colonizagao
do sistema radicular e presenca de arbusculos nas raizes de SO4, nao houve diferengas

significativas entre as espécies aromaticas multiplicadoras de FMA.
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TABELA 4.2 Presenca de estruturas de FMA (hifas, arbusculos, vesiculas) e
colonizacdo das raizes de porta-enxertos de videira SO4, inoculados
com 3 espécies de FMA multiplicados a partir de plantas aromaticas,
aos 105 dias apo6s a inoculagdo. Porto Alegre, RS. 2004.

Hifas"

Espécie de FMA
Planta Aromatica Glomus clarum Glomus etunicatum  Acaulospora sp. Testemunha Média
Origanum vulgare 0,67 0,83 0,92 0,81 C
Mentha piperita 0,92 1,33 1,33 1,19B
Mellissa oficinalis 1,75 1,75 1,5 1,67 A
Mé¢dia 1,2 a 1,34 a 1,27 a 023D

Arbusculos?

Espécie de FMA
Planta Aromatica Glomus clarum Glomus etunicatum  Acaulospora sp. Testemunha Média
Origanum vulgare 0,8 1,42 0,87 1,03
Mentha piperita 0,92 1,03 1,17 1,04
Mellissa oficinalis 1,42 1,17 1,17 1,25
Média 1,04 a 1,21 a 1,07 a 0,18b

Vesiculas®

Espécie de FMA
Planta Aromatica Glomus clarum Glomus etunicatum  Acaulospora sp. Testemunha Média
Origanum vulgare 0,42 1 0,42 0,61 B
Mentha piperita 0,42 1 1,5 0,97 AB
Mellissa oficinalis 1,67 1,58 1,5 1,8 A
Média 0,83 b 1,19 a 1,14 ab Oc

Colonizagido™ (%)

Espécie de FMA
Planta Aromatica Glomus clarum Glomus etunicatum  Acaulospora sp. Testemunha Média
Origanum vulgare 75,67 82,33 77,33 78,47
Mentha piperita 79,67 82,33 79,67 80,56
Mellissa oficinalis 82,33 86,67 82,33 83,78
Média 79,22 a 83,78 a 79,78 a 17,33 b

Meédias seguidas de mesma letra, letra maitscula na coluna e minuscula na linha, ndo diferem entre si ao nivel de
5%, pelo teste de Duncan.

Yindice de presenca de hifas de FMA, segundo Nemec (1992):

0 = inexisténcia de hifas de FMA ; 1 = escasso desenvolvimento de hifas de FMA ;2 = desenvolvimento moderado
de hifas de FMA; 3 = intenso desenvolvimento de hifas.

@fndice de presenga de arbusculos de FMA, segundo Nemec (1992):

0 = inexisténcia de arbisculo no segmento de raiz; 1 = presenca de 1 até 50 arbusculos por segmento de raiz;

2 = presencga de 51 até 100 arbusculos por segmento de raiz; 3 = presenga de mais de 100 arbusculos por segmento
de raiz.

@ [ndice de presenca de vesiculas de FMA, segundo Nemec (1992):

0 = inexisténcia de vesiculas no segmento de raiz; 1 = presenca de 1 até 50 vesiculas por segmento de
raiz; 2 = presenga de 51 até 100 vesiculas por segmento de raiz; 3 = presenca de mais de 100 vesiculas
por segmento de raiz.

® Porcentagem de colonizagio de raizes por FMA = divisio do numero de segmentos de raizes colonizados (hifas,
arbusculos ou vesiculas) pelo nimero total de segmentos de raizes observadas.
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As plantas aromaticas permitiram boas percentagens de colonizacdo do sitema
radicular de SO4, todas acima de 75%. No entanto, a intensidade de colonizacdo, dada
pelos indices de presencas de hifas, arblisculos e vesiculas nas raizes desta planta, ndo
foram elevadas para as plantas que foram colonizadas a partir de indculos produzidos
em orégano e horteld pimenta. J& verificou-se em trabalho anterior (Silveira, 1999) que
a infectividade na fase de porta-enxerto ndo ¢ muito elevada, porém com o passar do
tempo, ja na fase de muda enxertada, os indices de presenga de arbusculos, hifas e
vesiculas se intensificam. E provavel que o mesmo tenha ocorrido com o porta-enxerto
SO4 micorrizado com inoculo de orégano e horteld pimenta, sendo necessario mais
tempo de colonizagdo do sistema radicular para apresentar uma intensidade mais

elevada dessas estruturas.

Nesse sentido, os resultado indicam que in6culos de Glomus clarum, Glomus
etunicatum e Acaulopsora sp. produzidos em melissa apresentam uma maior velocidade
de formagao de hifas do sitema radicular de SO4, em relacao aos indculos produzidos
em orégano e horteld pimenta e maior velocidade de formagao de vesiculas em relagao

aos in6culos produzidos em orégano.

Importante ressaltar que, analisando-se as percentagens de colonizacao das
raizes por FMA de todas as espécies testadas e os resultados de area foliar destes
tratamentos, encontrou-se uma correlagdo significativa a 5% de probabilidade e com
um coeficiente de correlagao igual a 62, entre percentagem de colonizagdo e area foliar.
Portanto, 62% da érea foliar do porta-enxerto SO4 ¢ devido ao efeito da colonizagdo
por FMA, confirmando que estes fungos induziram maior desenvolvimento vegetativo
da parte aérea em SO4.

Na Tabela 4.3 apresenta-se as quantidades de N, P ¢ K na parte aérea de

porta-enxerto SO4 inoculados ou ndo com FMA. Nao verificou-se diferengas

122



significativas nos teores destes nutrientes entre os tratamentos testados. Talvez pelo
bom nivel de nutrientes do substrato (tabela em anexo) e pelo curto tempo de cultivo
dos porta-enxertos até a data da avalia¢do, os FMA nao tenham propiciado um aumento
significativo no conteudo destes nutrientes na parte aérea das plantas. Importante
ressaltar, no entanto, que plantas inoculadas com Glomus etunicatum tenderam em
apresentar maior conteudo destes macronutrientes na parte aérea em relacdo aos demais
tratamentos.
TABELA 4.3 Quantidade de N, P, K (mg/planta) na parte aérea de porta-enxertos de
videira SO4, inoculados com 3 espécies de FMA multiplicados a partir de

plantas aromaticas, aos 105 dias apds a inoculagdo. Porto Alegre, RS.
2004.

N
Espécie de FMA
Planta Aromatica  Glomus clarum  Glomus etunicatum  Acaulospora sp. Testemunha
Multiplicadora

Origanum vulgare 16,15 17,65 17,37
Mentha piperita 15,88 17,04 15,89
Mellissa oficinalis 16,85 19,35 15,44
Média 16,29 18,01 16,23 16,29
P
Espécie de FMA

Planta Aromatica  Glomus clarum  Glomus etunicatum  Acaulospora sp. Testemunha
Multiplicadora

Origanum vulgare 1,33 1,32 1,25
Mentha piperita 1,16 1,23 1,25
Mellissa oficinalis 1,19 1,39 1,05
Média 1,23 1,31 1,18 1,24
K
Espécie de FMA

Planta Aromatica Glomus clarum  Glomus etunicatum  Acaulospora sp. Testemunha
Multiplicadora

Origanum vulgare 9,13 9,56 9,03
Mentha piperita 7,33 8,86 8,61
Mellissa oficinalis 8,42 10,06 8,03
Média 8,29 9,49 8,56 8,47

Através da Tabela 4.4 observa-se que nao houve diferengas significativas
entre tratamentos para os contetidos nutricionais de Ca, Mg e S na parte aérea do porta-

enxerto SO4.
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TABELA 4.4 Quantidade de Ca, Mg e S (mg/planta) na parte aérea de porta-enxertos
de videira SO4, inoculados com 3 espécies de FMA multiplicados a
partir de espécies de plantas aromaticas, aos 105 dias apoés a
inoculacdo. Porto Alegre, RS. 2004.

Ca
Espécie de FMA
Planta Aromatica  Glomus clarum  Glomus etunicatum  Acaulospora sp.  Testemunha
Multiplicadora

Origanum vulgare 11,94 13,24 11,81
Mentha piperita 11,60 13,93 11,12
Mellissa oficinalis 12,64 13,93 11,12
Média 12,06 13,70 11,35 11,73
Mg
Espécie de FMA

Planta Aromatica ~ Glomus clarum  Glomus etunicatum  Acaulosporasp.  Testemunha
Multiplicadora

Origanum vulgare 2,74 2,87 2,71
Mentha piperita 2,62 2,74 2,52
Mellissa oficinalis 2,74 3,10 2,47
Média 2,70 2,90 2,57 2,61
S
Espécie de FMA

Planta Aromatica ~ Glomus clarum  Glomus etunicatum  Acaulosporasp. Testemunha
Multiplicadora

Origanum vulgare 2,11 1,98 1,88
Mentha piperita 1,83 1,57 1,88
Mellissa oficinalis 1,96 2,01 1,48
Média 1,97 1,85 1,75 1,89

Esperava-se  encontrar conteudos significativamente superiores de
macronutrientes nas parte aérea das plantas micorrizadas, especialmente de P. As hifas
micorrizicas externas as raizes funcionam como extensdo do sistema radicular,
aumentando sua capacidade em explorar maior volume de solo. Estas hifas podem
atingir at¢ 8 cm além da superficie da raiz, possibilitando a absorcdo daqueles
nutrientes de baixa mobilidade, além da zona de deplecao. Esta capacidade de aumento
na absorcao de nutrientes ¢ responsavel pelo aumento no crescimento da planta. Varios
autores destacam a importancia dos FMA na absor¢cdo de P, principalmente, em

condigdes tropicais, onde os solos apresentam baixos teores de P disponivel, devido a
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sua alta capacidade de fixacdo nos coloides do solo (Rosand & Dias, 1985; Colozzi-
Filho & Balota,1994). Através da Tabela 4.5 observa-se que este efeito de maior
absorcdo de nutrientes pelas plantas micorrizadas ocorreu, neste experimento, com o0s

micronutientes.

TABELA 4.5 Quantidade de Zn, Fe, Mn e B (mg/planta) na parte aérea de porta-
enxertos de videira SO4, inoculados com 3 espécies de FMA
multiplicados a partir de plantas aromaticas, aos 105 dias apds a
inoculacdo. Porto Alegre, RS. 2004.

Zn
Espécie de FMA
Planta Aromatica Glomus clarum Glomus etunicatum  Acaulospora sp. Testemunha
Origanum vulgare 0,11 0,13 0,10
Mentha piperita 0,10 0,13 0,11
Mellissa oficinalis 0,11 0,16 0,10
Média 0,11 b 0,14 a 0,10 b 0,11 b
Fe
Espécie de FMA
Planta Aromatica Glomus clarum Glomus etunicatum  Acaulospora sp. Testemunha
Origanum vulgare 1,26 1,45 1,17
Mentha piperita 1,08 1,30 1,25
Mellissa oficinalis 1,26 1,42 0,98
Média 1,20 b 1,40 a 1,13 ¢ 1,13 ¢
Mn
Espécie de FMA
Planta Aromatica Glomus clarum Glomus etunicatum Acaulospora sp. Testemunha
Origanum vulgare 0,78 0,85 0,72
Mentha piperita 0,71 0,80 0,65
Mellissa oficinalis 0,67 0,94 0,67
Média 0,72 b 0,86 a 0,68 b 0,94 a
B
Espécie de FMA
Planta Aromatica Glomus clarum Glomus etunicatum Acaulospora sp. Testemunha
Origanum vulgare 0,33 0,40 0,33
Mentha piperita 0,31 0,31 0,30
Mellissa oficinalis 0,33 0,39 0,35
Média 0,32 b 0,37 a 0,33 b 0,32 b

Médias seguidas de mesma letra minucscula na linha ndo diferem entre si ao nivel de 5%, pelo teste de Duncan.

Observa-se que Glomus etunicatum induziu maior absor¢ao de Zn em relagio
aos demais tratamentos. Glomus etunicatum e Glomus clarum induziram maior

absorc¢do de Fe em rela¢do a testemunha. Glomus etunicatum induziu maior absorcéo de
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B em relagdo a testemunha ¢ aos demais tratamentos. Em concordancia com estes
resultados, Silveira (1992), cita que os FMA possibilitam uma maior absor¢ao de outros
nutrientes, além do P, que movimentam-se também por difusdo e que sdo, portanto, de
baixa mobilidade. Como exemplo, este autor cita os elementos Zn, Cu, Ca, S, Br, I, Cl,
Al Si (Tabela 4.5).

Em relagdo ao Mn esta tendéncia nao foi observada, com a Testemunha
apresentando, inclusive, quantidades mais elevadas deste nutrientes em relacdo as
plantas colonizadas por Acaulospora sp. ¢ Glomus etunicatum. Pode-se imaginar que
1Ss0 ocorra por ser este um metal pesado, ja que diversos autores afirmam que os FMA
podem “proteger” as plantas micorrizadas de efeitos toxicos dos metais pesados (Al,
Mn, Zn, Cd, Cu, Pb) no solo (Gonzales-Chaves et al., 2003) ou induzir tolerancia a
planta a estes elementos (Pouyu et al., 1998; Vivas et al., 2003; Gonzales-Guerrero,
2005). Gonzales-Chaves et al. (2003), estudaram a fun¢do da glicoproteina insolavel,
Glomalina, produzida pelas hifas dos fungos micorrizicos, no seqiiestro de elementos
potencialmente toxicos (PTEs), denominacgao também utilizada para metais pesados. Os
autores concluiram que a glomalina pode ser considerada uma substincia
bioestabilizadora em solos poluidos, pois retém PTEs. No entanto, ndo existem dados
suficientes neste trabalho para comprovar que os FMA protegeram as plantas dos
metais pesados.

Para comprovar este efeito, faz-se necessario a realizacdo de um experimento
de porta-enxertos inoculados com varias espécies de FMA e cultivados em substrato
contaminado e nao contaminado por metais pesados. Através de analises nutricionais
nos tecidos dos porta-enxertos e nos respectivos substratos, além das analises de
desenvolvimento vegetativo, € possivel saber quais espécies de FMA sao eficientes em

induzir resisténcia aos metais pesados e por quanto tempo.

126



4.3.2 Experimento 2: Influéncia da quantidade de indculo de FMA sobre
0 crescimento do citrangeiro ‘“Troyer’.

Através da Tabela 4.6 visualiza-se a altura da parte aérea, matéria seca da
parte aérea e de raizes e o contetido em substancias de reserva da parte aérea e de raizes
do citrangeiro ‘Troyer’ inoculado ou ndo com FMA. Nem as espécies de FMA, nem a
quantidade de indculo influiram significativamente sobre a altura do citrangeiro
‘Troyer’.

TABELA 4.6 Altura da parte aérea, matéria seca da parte aérea e de raizes e conteudo
em substancias de reserva da parte aérea e de raizes do citrangeiro

‘Troyer’, inoculados com 2 espécies de FMA multiplicados em hortela
pimenta, aos 145 dias apds a inoculacdo. Porto Alegre, RS. 2004.

Altura/planta (cm) Matéria seca da parte aérea(g)
Quantidade de indculo'” Quantidade de in6culo'”
Espécie de FMA 10g 20g Média 10g 20g Média
Glomus etunicatum 12,74 13,92 13,33 0,38 0,36 0,37 A
Acaulospora sp. 14,02 13,72 13,87 0,25 0,26 0,25 B
Testemunha 12,74 0,36 A
Média 13,97 14,14 0,31 0,31

Matéria seca de raizes (cm)
Quantidade de inoculo™

Espécie de FMA 10g 20g M¢édia
Glomus etunicatum 0,14 0,16 0,15
Acaulospora sp. 0,12 0,11 0,12
Testemunha 0,16
Média 0,15 0,13
Substéncias de reserva (g/planta)
Parte aérea Raizes
Quantidade de inoculo"” Quantidade de inoculo"”

Espécie de FMA 10g 20¢g Média 10g 20 g Média
Glomus etunicatum 14,52 15,95 1523 A 4,52 4,27 4,39
Acaulospora sp. 10,71 12,53 11,62 B 3,72 3,53 3,62
Testemunha 12,92 AB 5,41
Média 13,11 14,24 4,12 3,90

Meédias seguidas de mesma letra, letra maiuscula na coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5%, pelo teste de
Duncan. PIndculo seco a sombra.

Em relagdo a matéria seca da parte aérea (Tabela 4.6), porta-enxertos
inoculados com Acaulospora sp. apresentaram resposta inferior a Glomus etunicatum e

a Testemunha, sendo que estes dois Ultimos tratamentos nao diferiram entre si para esta
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variavel. Nao foram verificadas diferencas significativas entre os tratamentos para
matéria seca de raizes, apesar da testemunha apresentar uma ligeira superioridade.

Plantas inoculadas com Glomus etunicatum apresentaram um contetido em
substancias de reserva superior as plantas inoculadas com Acaulospora sp., sendo que a
testemunha ndo diferiu entre estes dois tratamentos. Verifica-se a tendéncia de plantas
inoculadas com 20 g de indculo de Glomus etunicatum e Acaulospora sp. apresentarem
maior conteido em substancias de reserva em relacdo as plantas inoculadas com 10 g,
mesmo que ndo seja estatisticamente significativo. Para o contetdo de substancias de
reservas nas raizes do citrangeiro ‘Troyer’ ndao houve diferencas significativas, no
entanto a testemunha apresentou uma tendéncia de melhor resposta para esta variavel
em relagdo as plantas inoculadas com Glomus etunicatum e Acaulospora sp.

Souza et al. (2003) inocularam citrangeiro ‘Troyer’ com Glomus clarum e
com Acaulospora scrobiculata, cultivado em dois substratos distintos (S1: solo + areia,
1:1, viv; S2: solo + areia + residuo decomposto de casca de Acacia- negra, 2:2:1,
v:v:v). Os autores verificaram que somente para aqueles porta-enxertos cultivados no
substrato mais pobre nutricionalmente (S1) houve efeito dos FMA em promover maior
desenvolvimento vegetativo da parte aérea e de raizes em citrangeiro ‘Troyer’ e
somente a espécie Acaulospora scrobiculata propiciou este efeito. Importante salientar
que o substrato utilizado neste experimento possui uma constituicdo semelhante ao
substrato S2, do referido trabalho.

Portanto, o mais provavel ¢ que o bom contetido nutricional do substrato tenha
possibilitado um bom desenvolvimento do sistema radicular do citrangeiro ‘Troyer’
diminuindo sua dependéncia micorrizica para absorver agua e nutrientes e o efeito dos

FMA em propiciar maior desenvolvimento vegetativo das plantas colonizadas.

Em mudas micorrizadas o mais comum ¢ um maior desenvolvimento
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vegetativo da parte aérea em detrimento do sistema radicular, pois este tende a
translocar nutrientes e dgua para a parte aérea. Em contrapartida, a parte aérea realiza
mais fotossintese e envia fotoassimilados para o sistema radicular, onde os FMA
gastam na producdo de estruturas (arblisculos e vesiculas) e de hifas, as quais ndo s@o
totalmente detectadas na pesagem, pois ha perdas das raizes mais finas no processo de
lavagem das raizes antes da pesagem. Dessa forma, espera-se que a relacdo peso seco
de raizes/peso seco da parte aérea seja menor em mudas inoculadas com FMA em
relagdo as plantas ndo inoculadas. Neste trabalho, isso se verifica, utilizando-se os
dados da Tabela 20, para plantas inoculadas com G. etunicatum, porém nao se verifica
para plantas inoculadas com Acaulospora sp.

Através da Tabela 4.7 verifica-se elevada intensidade de hifas e arbusculos de
Glomus etunicatum e de Acaulospora sp. em raizes do citrangeiro ‘Troyer’, tanto para
aplicacdo de 10 quanto de 20 g de in6culo. Também sao verificadas boas percentagens
de colonizac¢do do sistema radicular do porta-enxerto para as duas espécies de FMA
testadas. A presenga de vesiculas nas raizes do porta-enxerto nao foi elevada, porém
essa € uma estrutura de reserva de lipidios deste fungo e, existem espécies de alguns
géneros de FMA, como Gigaspora e Scutelospora (Siquiera, 1994), que sequer as
formam, sem comprometer, com isso, 0o processo de colonizagdo. Portanto, ndo sao
imprescindiveis para o processo de simbiose entre o colonizador e o hospedeiro. Além
disso, algumas espécies necessitam de mais tempo para formar estas estruturas de

reserva (Siqueira & Franco, 1988).
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TABELA 4.7 Presenca de estruturas de FMA (Hifas, Arbusculos, Vesiculas) e
colonizacdo das raizes de porta-enxertos de citros (citrangeiro
‘Troyer’), inoculados com 3 espécies de FMA multiplicados a partir
de plantas aromaticas, aos 145 dias apds a inoculagdo. Porto Alegre,

RS. 2004.
Arbusculo® Hifa®

Espécie de FMA Quantidade de indculo®® Quantidade de inéculo®

10 g 20g Média 10 g 20g Média
Glomus etunicatum 2,40 2,68 2,54 A 1,35 1,51 1,55 A
Acaulospora sp. 2,73 2,60 2,66 A 1,66 1,44 1,55 A
Testemunha 0,70B 0,62 B
Média 2,56 2,64 1,51 1,47

Vesicula® Colonizacéo (%) @

Espécie de FMA Quantidade de in6culo®® Quantidade de inoculo®

10g 20g Média 10g 20g Média
Glomus etunicatum 0,05 0,11 0,08 B 81,75 82,25 82,00 A
Acaulospora sp. 0,36 0,27 0,31A 87,0 83,0 85,00 A
Testemunha 0 16,75 B
Média 0,21 0,19 84,37 82,62

Meédias seguidas de mesma letra, letra maiuscula na coluna e minucscula na Coluna, ndo diferem entre si ao
nivel de 5%, pelo teste de Duncan.

(indice de presenga de arbusculos de FMA, segundo Nemec (1992):

0 = inexisténcia de arbusculo no segmento de raiz; 1 = presenga de 1 até 50 arbusculos por segmento de raiz;

2 = presencga de 51 até 100 arbusculos por segmento de raiz; 3 = presenca de mais de 100 arbusculos por
segmento de raiz.

@Jndice de presenga de hifas de FMA, segundo Nemec (1992):

0 = inexisténcia de hifas de FMA ; 1 = escasso desenvolvimento de hifas de FMA ;2 = desenvolvimento
moderado de hifas de FMA; 3 = intenso desenvolvimento de hifas.

@ fndice de presenca de vesiculas de FMA, segundo Nemec (1992):

0 = inexisténcia de vesiculas no segmento de raiz; 1 = presenca de 1 até 50 vesiculas por segmento de raiz;

2 =presenga de 51 até 100 vesiculas por segmento de raiz; 3 = presenga de mais de 100 vesiculas por segmento
de raiz.

@ Porcentagem de colonizagdo de raizes por FMA = divisdo do numero de segmentos de raizes colonizados
(hifas, arbusculos ou vesiculas) pelo niimero total de segmentos de raizes observadas.

Verifica-se a ndo significancia do efeito da quantidade de in6culo na presenga

de estruturas de FMA e na percentagem de coloniza¢do de raizes do citrangeiro

‘Troyer’ por Glomus etunicatum e Acaulospora sp. Como também ndo houve

diferencas no desenvolvimento vegetativo da parte aérea do citrangeiro ‘“Troyer’ entre a

aplicacao de 10 ou 20 g de in6culo, conclui-se que o melhor ¢ a aplicagdo de 10 g de

indculo destas duas espécies de FMA, visando reduzir gastos com as quantidades

necessarias a serem produzidas de indculo de FMA (Tabela 4.7).

A resposta de crescimento da planta a simbiose com FMA pode ter relagao

com a propor¢do de micélio fungico intra e extraradicular, o que, por sua vez, pode
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estar relacionado a espécie do FMA. Dessa forma, mesmo que haja uma grande
colonizacdo intrarradicular, pode ocorrer uma baixa eficiéncia simbiotica decorrente da
auséncia de micélio extrarradicular suficiente para explorar o substrato.

Nogueira et al. (1998) avaliaram a producdo de micélio externo por duas
espécies de FMA, em mutualismo com soja, e verificaram que Gigaspora margarita
Becker & Hall produziu menor quantidade de micélio externo e apresentou menor
eficiéncia micorrizica em relacdo a Glomus intraradices. Uma analise de correlagio
indicou alta correlacdo entre producdo de micélio externo e percentagem de
colonizagdo radicular para G. margarita (r = 0,90) e para G. intraradices (r = 0,89).
Também houve boa correlagao entre micélio externo dos FMA e a eficiéncia relativa da
micorrizacao (r = 0,60). Portanto, a boa fertilidade do substrato pode ter inibido o
desenvolvimento do micélio extraradical do citrangeiro ‘Troyer’ micorrizado,
prejudicando a propor¢ao micélio fingico intra e extraradicular.

Em virtude disso, e mesmo apresentando elevada percentagem de
colonizagdo, citrangeiro ‘Troyer’ micorrizado nao apresentou desenvolvimento

vegetativo superior aqueles ndo micorrizados.

4.3.3 Experimento 3: Inoculacao do porta-enxerto ‘Okinawa’ com FMA.

As avaliagdes deste experimento foram realizadas por José Luiz da Silva

Nunes.

Dentre os porta-enxertos avaliados o pessegueiro foi o que mostrou uma
maior dependéncia com as espécies de FMA produzidas em orégano (Tabela 4.8). O
referido porta-enxerto quando inoculado com Acaulospora sp., Glomus clarum ou
Glomus etunicatum apresentou maior altura, maior didmetro e maior area foliar em

relagdo a testemunha, confirmando a eficiéncia do in6culo aqui estudado.
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TABELA 4.8 Altura, didmetro do caule e 4area foliar do porta-enxerto de pessegueiro
cv. Okinawa no momento da enxertia (360dias), inoculados com trés
espécies de FMA multiplicados em orégano (Origanum vulgare). Porto
Alegre, RS. 2004.

Tratamentos Altura (cm)  Diametro (mm) Area foliar (cm?/planta)
Acaulospora sp. 136,21 a 8,22 a 879,78 a
Glomus clarum 126,63 bc 7,67 739,82 b
Glomus etunicatum 129,04 b 7,75b 764,31
Testemunha 119,23 d 7,24 ¢ 657,14 ¢

Meédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Duncan ao nivel de 5% de significancia.

Dentre as espécies de FMA a mais eficiente foi Acaulospora sp, repetindo o
verificado com o porta-enxerto de videira SO4 (Tabela 4.1), onde esta espécie de FMA
multiplicada em orégano apresentou melhores resultados em termos de numero de
folhas por planta e area foliar do que as espécies Glomus clarum e Glomus etunicatum.
Esses dados podem indicar uma maior afinidade de orégano com Acaulospora sp., em
relacdo as outras duas espécies de FMA. Os dados de colonizagdo radicular, esporos e
de estruturas de FMA (Figura 4.1, 4.2 e 4.3) em ‘Okinawa’, confirmam esta hipotese,
onde Acaulospora sp. promoveu um maior colonizagdo, nimero de esporos, hifas,
vesiculas e arbusculos.

No entanto, as trés espécies de FMA apresentaram excelentes percentagens
de colonizacdo e presenca de esporos nas raizes do porta-enxerto ‘Okinawa’.
Confirmando, mais uma vez, a eficiéncia destes indculos (Figuras 4.1 e 4.2).

A través da Figura 4.3 observa-se, também, que as trés especies de FMA
multiplicadas em orégano apresentaram boa intensidade de hifas, vesiculas e arbusculos

nas raizes do porta-enxerto ‘Okinawa’, ratificando a eficiéncia destes indculos.
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FIGURA 4.1 Colonizagdo radicular (%) por espécie de FMA (Acaulospora sp.,
Glomus clarum e Glomus etunicatum) de plantas dos porta-enxertos
de pessegueiro cv. Okinawa, no momento da enxertia (360 dias).
Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si
pelo teste de Duncan ao nivel de 5% de significancia.
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FIGURA 4.2 Numero de esporos/100g de substrato por espécie de FMA (Acaulospora
sp., Glomus clarum e Glomus etunicatum) de plantas dos porta-enxertos
de pessegueiro cv. Okinawa, no momento da enxertia (360 dias). Médias
seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Duncan ao nivel de 5% de significancia.
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FIGURA 4.3 Hifas, vesiculas e arbusculas presentes no sistema radicular de plantas dos
porta-enxertos de pessegueiro cv. Okinawa, no momento da enxertia (360
dias). Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de
Duncan ao nivel de 5% de significancia.

Os resultados obtidos com os porta-enxertos de plantas frutiferas deste
capitulo indicam que as plantas aromaticas poderdo ser utilizadas futuramente para
multiplicar as espécies autoctones de FMA de parreirais da Serra Gaucha identificadas
nesta Tese, permitindo assim, a inoculagdo de porta-enxerrtos de videira com estes
fungos. Tudo indica que, além da videira, este protocolo de produgcdo de FMA e
inoculagdo em porta-enxertos poderd ser utilizado em outras espécies de plantas
frutiferas, ja que os inoculos de FMA produzidos em plantas aromaticas (Capitulo 3)
também colonizaram com eficiéncia porta-enxertos de citros e de pessegueiro.
Todavia, deve-se levar em consideragdo que ha graus diferenciados de afinidade entre
os FMA e as espécies de plantas hospedeiras, sendo necessarios estudos prévios para

escolha da melhor combinacao de espécies destes dois simbiontes.
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4.4 CONCLUSOES

Ha viabilidade de uso de inoculos de FMA produzidos a partir de plantas

aromaticas na producdo de mudas frutiferas.

A eficiéncia dos FMA ¢ variavel com a espécie de fungo e do hospedeiro.
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CAPITULO V

CONCLUSOES GERAIS

A caracterizagdo de espécies de FMA nos parreirais da Serra Gaucha ¢ mais

exata com a utilizagdo em conjunto dos métodos morfoldgico e molecular.

A analise molecular de maior eficiéncia na caracterizagdo dos FMA ¢ o
seqliénciamento do rDNA 18S de esporos em comparacao com o teste TTGE.

Origanum vulgare, Mentha piperita ¢ Melissa officinalis podem ser
utilizadas como plantas multiplicadoras das espécies de FMA Glomus clarum,
Acaulospora sp. ¢ Glomus etunicatum.

A influéncia dos FMA no desenvolvimento vegetativo de Origanum vulgare,
Mentha piperita e Melissa officinalis varia de acordo com a espécie inoculada deste

fungo.

Os inoculos testados colonizaram com eficiéncia, apesar de diferentes
intensidade, as raizes de porta-enxertos de videira (cv. SO4), de citros (citrangeiro

"Troyer") e de pessegueiro (cv. Okinawa).
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APENDICE 1. Teores de matéria organica, macronutrientes e de pH encontrados no
substrato utilizado nos experimentos dos capitulos 3 e 4. Porto
Alegre, RS. 2003.

M.O. Fosforo  Potéssio Ca Mg pH
(%) (mgdm™) (mgdm®) (cmol.dm™) (cmol.dm™) H,O
Substrato 6.4 16 98 8.5 0.9 6.4

APENDICE 2. Teores de micronutrientes ¢ Capacidade de Troca de Cations (CTC)
encontrados no substrato utilizado nos experimentos dos capitulos 3
e 4. Porto Alegre, RS. 2003.

S Zn Cu B Mn
(mg dm™) (mg dm™) (mg dm™) (mg dm™) (mg dm™)
Substrato 8.0 24 0.9 0.9 7

APENDICE 5. Interpretagdo dos resultados das determinagdes de enxofre, cobre, zinco
e boro para os solos e condi¢des do Rio Grande do Sul e de Santa
Catarina (Comissao de fertilidade - RS e SC, 1994).

Teor no solo Enxofre Cobre Zinco Boro
mg dm”

Baixo <2,0 <0,15 <0,20 <0,1

Meédio 2,0-5,0 0,15-0,40 0,20-0,50 0,1-0,3

Suficiente >5,0%* >0,40 >0,50 >0,3

*10mg/L para leguminosas e culturas exigentes em enxoftre (brassicas, lilidceas, etc.).
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APENDICE 6. Teor total de sais soluvies (TTSS) e caracteristicas fisicas substrato
utilizado nos experimentos dos capitulos 3 e 4. Porto Alegre, RS.

2003.

Tratamentos

TTSS (gL ™) 0.97
DU (Kg m™) 1010
DS (Kg m™) 841
MS (g 100g™) 83
PT (m’m?) 0.71
EA (m’m?) 0.21
AFD (m’m™) 0.24
AD (m’m™) 0.27
AT (m’ m™) 0.02
CRA (10) (m’m™) 0,50
CRA (50) (m’ m™) 0,25
CRA (100) (m’ m™) 0,23
CE (1:0) (dS m™) 0,18

Teor Total de Sais Soluveis (TTSS); Densidade tmida (DU); Densidade Seca (DS);

Porosidade Total (PT); Espaco de Aeragdo (EA); Agua Disponivel (AD); Agua
Facilmente Disponivel (AFD); Agua Tamponante (AT); Agua Remanescente (AR-100);

CRA (10)= capacidade de retencdo de 4gua na pressao de suc¢do de 10 cm; CRA (50)=
capacidade de reten¢do de dgua na pressao de suc¢do de 50 cm CRA (100)= capacidade
de retengdo de dgua na pressao de sucgdo de 100 cm; CE= condutividade elétrica.
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