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Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAs) podem contribuir para o desenvolvimento vegetal de
diversas formas. A compreensdo da ecologia dos FMAs no sistema fungo-planta-meio ambiente ¢
fundamental para o desenvolvimento de um programa de manejo e inoculacdo destes microsimbiontes.
Porém, ¢ necessario que se estabelegam metodologias que permitam a diferenciacdo da colonizagdo de
uma espécie de FMA introduzida das ja existentes no meio.

Neste sentido, técnicas imunologicas tém sido utilizadas com sucesso na deteccao e identificagdo
de varios microrganismos tais como bactérias diazotréficas, como também para FMAs. No entanto, o
desenvolvimento e aperfeicoamento das técnicas ja existentes ainda ndo tiveram estudos aprofundados.

O presente trabalho teve como objetivos produzir e caracterizar soros policlonais que permitam a
diferenciag¢do de fungos micorrizicos arbusculares a nivel de género, bem como desenvolver metodologia
que permita a quantificacdo especifica destes fungos, tendo como base o método de ELISA indireto.

Utilizou-se a metodologia descrita por REIS et al. (1997) para produzir dois anti-soros policlonais
a partir de proteinas soluveis de esporos das espécies de FMAs, Gigaspora margarita (GM) e Glomus

clarum (GC).
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Baseando-se no método de ELISA indireto, descrito por Schloter et al. (1997), as placas foram
impregnadas para a caracterizacdo dos anti-soros produzidos, quanto ao nivel de reacdo cruzada diante de
outras espécies de FMAs, do mesmo género e de géneros diferentes, utilizando-se para isto, solu¢des de
macerados de esporos extraidos de vasos de cultivo, de acordo com a metodologia de Gedermann &
Nicolson (1963). As espécies utilizadas para caracterizar o anti-soro GM foram: Gigaspora albida,
Gigaspora margarita, Glomus clarum, Glomus etunicatum, Scutellospora gregaria e Scutellospora
heterogama, diluidos em solu¢cdo PBS com concentracdes finais respectivamente de 10; 10; 10 e 20; 10 e
20; 5, e 10 esporos por poco, respectivamente. Para caracterizagdo do anti-soro GC, utilizou-se as
seguintes espécies: Gigaspora margarita, Glomus clarum, Glomus etunicatum e Scutellospora gregaria,
com concentragdes finais respectivamente de 30; 30 e 60; 30 e 60, e 30 esporos por pogo.

O soro GM ainda foi testado contra o micélio de Gigaspora margarita e raizes colonizadas pela
mesma espécie e ndo colonizadas, utilizando para impregnar a placa uma solugdo de macerado de raizes
contendo quantidades finais de 2,5 ¢ 5,0 mg de raizes por pogo, tendo como controle positivo um
macerado contendo 30 esporos por pogo.

Apos a caracterizagdo dos anti-soros, um experimento com batata-doce e outro com sorgo foram
conduzidos em casa-de-vegetacdo a fim de testar o nivel de detec¢do dos anti-soros, a partir de raizes
oriundas de ambientes controlados. Ambos experimentos constaram de quatro tratamentos: solo sem
inoculo (controle), inoculado com esporos de Glomus clarum, Gigaspora margarita, € mistura de Glomus
clarum x Gigaspora margarita, com cinco repeti¢des e trés épocas de coleta de plantas.

A especificidade dos soros GM e GC foi determinada através de testes de reagdes cruzadas contra
esporos de outros FMAs. Na Figura 1, pode-se observar que para esporos de géneros diferentes ao de
Gigaspora margarita, as reagdes foram baixas e que para esporos do mesmo género as reagdes tenderam
a crescer, devido, provavelmente, a proximidade de caracteristicas, dentre elas, caracteristicas protéicas.
Na Figura 2, além destas observagdes, pdde-se constatar que o aumento no nimero de esporos por pogo,

nao foi correspondido, satisfatoriamente, com as reagdes representadas pela leituras.
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Figura 1: Teste preliminar de quantifica¢do de reac¢des cruzadas do soro GM contra outras
espécies de FMAs extraidos de vasos de cultivo. As leituras da placa foram feitas a 405 nm.
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Figura 2: Teste preliminar de quantificacdo de reacdes cruzadas do soro GC contra outras
espécies de FMAs extraidos de vasos de cultivo. As leituras da placa foram feitas a 405 nm.

O soro GM também foi testado contra esporos de Gigaspora margarita, além de micélio e raizes
obtidas de culturas monoxénicas colonizadas pelo mesmo fungo e ndo colonizadas (Figura 3). O
anticorpo apresentou reagdes imunologicas elevadas contra os esporos, decrescendo respectivamente,

para micélio e raizes colonizadas e ndo colonizadas, na concentragdes de 5,0 e 2,5 mg de raizes por pogo.
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Figura 3: Sensibilidade do método ELISA indireto contra estruturas do FMA e raizes
transformadas de cenoura, colonizadas ou ndo com Gigaspora margarita. As leituras da placa foram
feitas a 405 nm.
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