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Apresentacao

Desde o inicio da década de 1970, hd uma crescente conscientizacdao mundial sobre a
necessidade de preservacdo dos recursos genéticos, que sao essenciais para o
atendimento das demandas de variabilidade genética dos programas de melhoramento,
principalmente aqueles voltados para alimentacéo.

No Brasil, essa necessidade é especialmente importante, uma vez que a maioria dos
cultivos que compdem a base alimentar do pais é de origem exdética. Observa-se, por
exemplo, que cerca de 95% dos acessos de cereais conservados em colecoes do Sistema
Nacional de Pesquisa Agropecudaria (SNPA) sdao de espécies exdticas. Portanto, a
manutencao e o enriquecimento continuo da variabilidade genética dessas colecoes sao
prioritarios e estratégicos, considerando, ainda, as atuais restricoes internacionais ao
intercambio de germoplasma.

Na década de 1970, a Food and Agriculture Organization (FAO), érgdo das Nacoes Unidas,
estimulou o estabelecimento de uma rede mundial de centros para a conservacao de
recursos genéticos situados em regides consideradas de alta variabilidade genética. Em
1974, o Consultative Group for International Agricultural Research (CGIAR) criou o
International Board for Plant Genetic Resources (IBPGR), hoje transformado no Bioversity
International. No mesmo ano, a Embrapa reconheceu a importancia estratégica dos
recursos genéticos com a criacdo do Centro Nacional de Recursos Genéticos (CENARGEN),
que mais recentemente adotou a assinatura-sintese Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia.

A criacdo da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e a consolidacdo do SNPA
estabeleceram ambiente propicio para a formatacdo da Rede Nacional de Recursos
Genéticos. A partir de entdo, paulatinamente, colecdes de germoplasma foram
estruturadas em diferentes Unidades Descentralizadas, predominantemente na area
vegetal.

Em 1993, por intermédio de deliberacdo da Diretoria Executiva, a Embrapa formalizou,
como ferramenta de gestdo das colecdes, o Sistema de Curadorias de Germoplasma e
definiu os papéis e as responsabilidades para os diversos atores envolvidos nesse Sistema,
tais como: curadores de colegcdes de germoplasma, chefes de Unidades Descentralizadas
que abrigavam as colecdes e a Supervisao de Curadorias. Os projetos em rede foram
definidos como figuras programatica e operacional, possibilitando o custeio de atividades
de coleta, intercambio, quarentena, caracterizacao, avaliacdao, documentacao, conservacao
e utilizacdo de germoplasma, além da manutencao das colecdes. De 1993 até a presente
data, muitas colecGes de germoplasma foram estabelecidas e, atualmente, o Sistema de
Curadorias da Embrapa retine 209 colecgdes, incluindo Bancos Ativos de Germoplasma
Vegetal (BAGs), Nucleos de Conservacao Animal, Colecdes Biolégicas de Micro-
organismos e Colecdes de Referéncia, as quais abrangem espécies nativas e exdticas. Nas



demais Instituicoes do SNPA, estima-se que sdo mantidos pelo menos outros 243 Bancos
Ativos de Germoplasma Vegetal.

Como duplicata de seguranca dos acessos mantidos nos BAGs, a Embrapa Cenargen
abriga a Colecado de Base (COLBASE) de germoplasma vegetal, projetada para conservar
sementes a temperatura de -20°C por longo periodo de tempo.

Como consequéncia desses 30 anos de atividades relacionadas ao manejo dos recursos
genéticos, os curadores adquiriram uma bagagem de conhecimentos praticos na area,
conhecimentos estes que foram, em parte, sistematizados e disponibilizados para a
sociedade por intermédio da presente obra: “Manual de Curadores de Germoplasma”.

Esperamos que esta publicacdo em série torne-se um guia para curadores de germoplasma
no Brasil e no exterior, e que contribua efetivamente para o aprimoramento da gestado dos
recursos genéticos deste pais.

Mauro Carneiro
Chefe Geral
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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Fungos Micorrizicos
Arbusculares

Orivaldo José Saggin Junior
Wardsson Lustrino Borges
Candido Barreto de Novais
Eliane Maria Ribeiro da Silva

Introducéao

No presente manual, estdo descritos os procedimentos bdasicos e as principais técnicas
utilizadas para coleta, isolamento, identificacdo, caracterizacao e preservacao de fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs) em colecao de culturas mantidas e multiplicadas em
plantas cultivadas em casa de vegetacao.

Os FMAs sao fungos do solo do filo Glomeromycota (SCHUBLER et al., 2001),
caracteristicamente microssimbiontes obrigatdérios de plantas. Diferenciam-se de outros
fungos endofiticos por apresentarem formagcao de arbusculos dentro das células de raizes
ou talos vegetais, hifas cenociticas (ou as vezes esparsamente septadas) e esporos
grandes (40-800 yM), com varias paredes em camadas contendo algumas dezenas de
milhares de nucleos. Os arblsculos sdao semelhantes a haustérios; entretanto, ndo rompem
o citoplasma e tém duracao efémera na vida celular, o que caracteriza uma simbiose nao
patogénica ao vegetal.

Os FMAs formam o tipo mais comum de micorriza na natureza, simbiose esta que teve
origem quando as primeiras plantas colonizaram o ambiente terrestre, ha pelo menos 460
milhdes de anos (REDECKER et al., 2000), sendo onipresentes em ecossistemas terrestres,
embora raras em ambientes com grande e longa cobertura de neve ou gelo.

Atualmente, o filo Glomeromycota é um dos sete filos descritos no reino Fungi, possuindo
em torno de 200 espécies descritas. Porém, essas espécies mostram uma enorme
variabilidade e adaptacao aos mais diferentes solos e plantas do planeta, apresentando
uma biodiversidade praticamente desconhecida, e com grande importancia para ser
preservada em colecao por seu potencial biotecnoldgico.

Historicamente, a maioria das espécies desse filo foi descrita pela morfologia de seus
esporos. Entretanto, uma mesma espécie de FMA pode apresentar diferentes morfotipos
de esporos (MORTON et a/., 1997) e nem sempre a semelhanca morfolégica dos esporos
indica a filogenia verdadeira acessada por métodos moleculares (SCHUBLER; WALKER,
2010). Porém, independentemente das grandes discussdes taxondmicas que estéo
ocorrendo sobre esse filo de fungos, a preservacao de sua biodiversidade em colecao
transpoOe essas questdes e se torna necessaria para fornecer material visando ao avanco
das pesquisas.

Dessa forma, o objetivo deste manual é fornecer informacdes basicas de procedimentos a
serem adotados para a manutencao de colegcbes de fungos micorrizicos arbusculares, a fim
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de dar suporte a curadores dentro do Sistema de Curadoria da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecudria — Embrapa.

Coleta de amostras

Fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) podem ser isolados tanto de solo quanto de
raizes colonizadas. Assim, em campo, podem ser coletadas amostras de solo da regido das
raizes (aqui denominado de solo rizosférico), de raizes ou plantas que suportem o
transplante para vasos. A época de coleta depende do objetivo e planejamento do estudo;
entretanto, é preferivel realizar a coleta em épocas de maxima atividade radicular, como na
floracdo das culturas anuais ou em estacdes de crescimento das perenes. As amostras
devem ser retiradas na profundidade em que se encontra a maior quantidade de raizes
crescendo.

Ao coletar, deve-se fazer anotacdes em uma caderneta de campo. E essencial para a
coleta de FMAs em campo a tomada da georeferéncia do local amostrado, a coleta de solo
suficiente para a caracterizacdo quimica da fertilidade e a anotacdo da planta hospedeira
amostrada. Caso seja uma planta desconhecida, faz-se necesséria a coleta de exsicata
para posterior identificacdo. Esses sdao os dados mais importantes para um “passaporte”
de FMAs em colegdes. Outras informacdes necessarias ao “passaporte” sao: responsavel
pela coleta; data da coleta; pais, estado, municipio, localidade e local detalhado da coleta;
histérico da area; e classificacao do solo, clima e bioma.

Para o transporte das amostras, embora a refrigeracdo aumente a conservacao, ela nao é
necessaria para garantir que o solo rizosférico e as raizes cheguem ao laboratério em
condicoes ideais para o isolamento. Entretanto, as amostras devem ser protegidas do sol
intenso no campo e durante o transporte. Para o transporte, utilizam-se sacos plasticos ou
vidros com tampa, devidamente identificados com marcador permanente ou lapis, em dois
locais, pois as identificacdes podem ser apagadas ou perdidas.

Quando o material coletado (solo rizosférico, raizes ou plantas) chega ao laboratério da
colecdo, as amostras devem ser registradas dentro do sistema de qualidade adotado e
armazenadas sob refrigeracdao, em geladeira, a 5°C. Devem ser estabelecidas culturas-
armadilha com as amostras de raizes e plantas num periodo maximo de 48 horas.

Isolamento

Esporos de FMAs podem ser isolados diretamente de solo coletado no campo ou de
substrato de vasos de culturas-armadilha estabelecidas a partir de solo, raizes ou plantas
coletadas em campo. Dentro da colecao da Embrapa Agrobiologia, o sucesso do
isolamento a partir de substrato de culturas-armadilha é maior do que o isolamento direto
de solo proveniente do campo.

Estabelecimento de culturas-armadilha

Culturas-armadilha de FMAs sao necessérias a fim de se obter esporos para o isolamento a
partir de amostras de plantas, raizes ou mesmo de solo com pequenas quantidades de
propagulos. As culturas-armadilha apresentam resultados muito diferentes, dependendo da
combinacdo solo-ambiente-fungo-planta a que estao submetidas, a qual interfere no
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estabelecimento e no funcionamento da simbiose micorrizica. Uma cultura-armadilha
ocasiona mudanca das condicoes em que a simbiose encontrava-se no campo, mudando
um ou mais dos seguintes fatores: planta hospedeira, solo, microbiota acompanhante,
temperatura, umidade e insolacdo. Assim, mesmo quando a riqueza de espécies de FMAs
for alta na amostra, poucos fungos autéctones esporulam com um ciclo de cultivo em
cultura-armadilha. Em geral, somente as espécies mais agressivas e com maior plasticidade
de adaptacao ambiental acabam esporulando, o que muitas vezes resulta em culturas com
apenas uma espécie de fungo (culturas monoespecificas). Dessa forma, algumas espécies
de FMAs sao frequentemente obtidas em culturas-armadilha e outras raramente sao
obtidas. Para minorar esse problema, pode-se utilizar a técnica de diluicdo em série do
in6culo dos vasos-armadilha (CAPRONI et al., 2003), que fornece maior oportunidade para
a multiplicacao de espécies raras ou pouco competitivas.

A metodologia basica de montagem de culturas-armadilha baseia-se no cultivo em vasos
plasticos. Recomendam-se vasos com capacidade de mais de 500 mL de substrato para
nao haver limitacado precoce do crescimento radicular, evitando competicdo entre espécies
de fungos por espaco de colonizacao das raizes.

Como substrato, pode-se utilizar o mesmo solo coletado no campo, quando o material é
coletado em quantidade suficiente. Entretanto, a opcao mais comum é colocar o inéculo
trazido do campo (solo, raizes ou planta) em um substrato esterilizado. Recomenda-se
como substrato uma mistura de solo argiloso:areia grossa:solo orgéanico (1:1:1), que deve
ser autoclavada durante 1 hora por dois dias consecutivos. A essa mistura pode-se
acrescentar alguns corretivos, como calcario ou matéria organica, para tornar o substrato
mais préximo das condicbes do solo do local da coleta. Sempre que possivel, no preparo
do substrato deve-se utilizar solo similar ao do local de coleta no campo.

Os vasos sdo cultivados principalmente com capim braquiaria (Brachiaria decumbens), mas
podem ser cultivadas outras espécies de plantas hospedeiras descritas em literatura, ou,
ainda, uma mistura de plantas hospedeiras para ampliar a diversidade de espécies flingicas
multiplicadas. Preferencialmente, deve-se cultivar na cultura-armadilha a planta amostrada
em campo.

Culturas-armadilha a partir de plantas coletadas no campo

Plantas coletadas inteiras no campo devem ter seu sistema radicular lavado em agua
corrente para eliminar esporos e hifas micorrizicas que estejam aderidas, sem a
colonizacao do cértex radicular. A seguir, as plantas com raizes nuas e lavadas devem ser
transplantas para substrato autoclavado, visando a multiplicacao apenas das espécies
micorrizicas que estejam colonizando as raizes.

Culturas-armadilha a partir de raizes ou solo coletados no campo

Neste caso, utilizam-se raizes ou solo como inoculantes do substrato autoclavado.
Colocam-se nos vasos 2/3 do volume de solo autoclavado, e em seguida uma camada de
raizes coletadas em campo, lavadas e picadas, ou uma camada de solo do campo. Coloca-
se mais uma camada de substrato autoclavado para completar o volume do vaso e faz-se a
semeadura das plantas hospedeiras (Figura 1).
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As culturas sdo mantidas em laboratdrio ou sala de crescimento e transferidas para casa
de vegetacado apds as plantas hospedeiras estiverem germinadas ou pegadas. As culturas
sdo mantidas em casa de vegetacdo por no minimo de 4 meses e no maximo de 24
meses.

Preencha +70% do vaso Toloque o solo natural ou
com o subslrato estéril; '5[295 picadas sobre o

ww W

k medida que as plantas vio crescende e desenvolvendo seu sistema
os propagulos de FMAs p no solo natural ou nas raizes picadas,
colonizam as raizes da B. decumbens e se multiplicam,

Complete o vaso com o substrato estéril,

Semeie B. decumbens e imigue
05 vasos com agua filtrada

L A |

Figura 1. Plantio de culturas-armadilha de fungos micorrizicos arbusculares. Fonte: NOVAIS et a/., 2010.

A aplicacao de fertilizantes somente é utilizada em culturas-armadilha quando as plantas
mostram sinais acentuados de deficiéncia de fésforo (arroxeamento das folhas) ou
deficiéncia de nitrogénio (clorose das folhas jovens). Utiliza-se solucdo nutritiva de
Hoagland, modificada por Sylvia e Hubbell (1986), para o sistema aeropénico de
multiplicacdo de FMAs. A concentracéo final de cada nutriente da solucdo em mg.L" é: N
= 62,8, P = 0,093; K = 58,7, Ca = 60,1, Mg = 14,5; S = 19,2; Cl = 1,79; Na =
1,72; Fe = 1,60; B = 0,15; Mn = 0,15; Zn = 0,015; Cu = 0,006 e Mo = 0,0018.

Apds quatro meses de cultivo, iniciam-se as avaliacGes das culturas-armadilha para tomar
decisdo sobre o momento da colheita ou do isolamento de espécies fungicas. Culturas-
armadilha com pequena ou nenhuma esporulagdo nao devem ser descartadas caso exista
colonizacao nas raizes da planta hospedeira. Uma ampliacdo da esporulacdao pode ser
obtida por ciclos de estresse hidrico e umedecimento ou com novos ciclos de cultura no
vaso. Neste ultimo procedimento, corta-se a parte aérea das plantas hospedeiras com uma
tesoura e deixa-se brotar novamente (no caso de capim braquidria ou outra planta que
rebrote) ou faz-se nova semeadura de plantas que nao rebrotam. Para isso, a superficie do
vaso € escarificada, semeada e coberta com substrato estéril. Deve-se ter clareza que uma
cultura de FMAs sem planta hospedeira fica estatica, pois o fungo ndo se multiplica sem o
fluxo de carbono fornecido pelas raizes.

11
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Isolamento de esporos de FMAs

Isolamentos de FMAs sao feitos a partir da separacao de esporos de uma Unica espécie de
fungo, diretamente de solo coletado no campo ou do substrato de vasos-armadilha
cultivados conforme descrito acima.

Os esporos sao extraidos do solo de campo ou do substrato de vasos-armadilha por
peneiramento Umido (GERDEMANN; NICOLSON, 1963) e centrifugacdo em gradiente de
densidade, utilizando-se dgua e sacarose 45% (JENKINS, 1964), conforme esquematizado
na Figura 2. Os esporos sao transferidos na dgua para uma placa de Petri e observados em
microscoépio estereoscépico; os que tém as mesmas caracteristicas morfolégicas sao
separados. O método de separacdo varia com a preferéncia e o treinamento individual.
Geralmente, utilizam-se estiletes de pontas finas (agulhas) para agrupa-los e pipetas tipo
“Pasteur” para transferi-los da placa de Petri para um vidro de relégio, onde todos os
esporos de mesmo morfotipo sdo reunidos. Opcionalmente, os esporos podem ser filtrados
em papel-filtro, de onde sao retirados delicadamente com uma pinca de ponta fina. A
vantagem da utilizacdo de vidro de relégio é a possibilidade de checagem adicional para
separacao de pedacos de hifas, que, caso sejam de outra espécie, serdao fontes de
contaminacao.

Amostra de 50 mL de solo
Transfere
Passa-se a mistura em ?0 com_auxilio
jogo de peneiras 3 de pisseta o
33 retido na
é peneira para
tubo de
NECEE> centrifuga
Agita com aguaem 0'0;5 mm Verte-se o
balde ou liquidificador
sobrenadante
.| em peneira
Balanca P
Adiciona-se | 22 centrifugagéo
a solucdo de 2000 rpm
3 = sacarose 2 minutos.
12 centrifugacgao
3000 rpm
3 minutos. 0.053mm
Lava-se os
Agita-se 00 esporos com
Descarta-se suspendendo 3 agua corrente e
aagua o precipitado 33 os transfere
sobrenadante na sacarose para placa de
Petri para
isolamento

Figura 2. llustracdo dos passos a serem seguidos para a extracdo de esporos de uma amostra de solo.

(Esquema de Orivaldo José Saggin Junior).

A quantidade de esporos isolados para serem inoculados nas culturas monoespecificas
varia de acordo com a disponibilidade deles no solo ou no substrato, podendo variar de 1 a
100 esporos. Utiliza-se um esporo quando a espécie é rara ou se deseja alta pureza
genética do isolado, obtendo-se cultura monospérica (Figura 3). No caso de colecao de
germoplasma, é desejavel inocular mais esporos para manter a variabilidade genética da
populagao original coletada. Quando o nimero de esporos nao é limitante, pode-se utilizar
até 50 esporos para os géneros Glomus, Gigaspora e Scutellospora, e entre 50 e 100 para
os outros géneros que podem apresentar problemas de dorméncia dos esporos.
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Os esporos isolados nos vidros de relégio devem ser transferidos para vasos com
substrato autoclavado, preferencialmente ja contendo uma planta hospedeira crescendo.
Para isso, cerca de 10 dias antes das culturas de isolamento monoespecificas serem
estabelecidas, é aconselhavel que se coloque a planta hospedeira para germinar nos vasos.
Os vasos podem ter capacidade varidvel de substrato. Quando se estabelecem isolamentos
monospodricos (apenas um esporo), geralmente utiliza-se grande nimero de repeticoes,
devido ao pouco sucesso alcancado. Neste caso, utilizam-se copos plasticos com
capacidade de 100 mL de substrato como vasos. Quando for observado o sucesso da
cultura monospdrica, todo o volume de 100 mL de substrato pode ser transferido para um
vaso de maior volume. Recomenda-se nos demais casos utilizar vasos de volume de
substrato de 500 mL, o que é suficiente para se estabelecer boa cultura em colecdes sem
ocupar demasiado espaco e com menos trabalho.

Culturas monospdricas de FMAs — técnicas de estabelecimento

a) Por pipetagem do esporo em orificio ao lado de plantulas germinadas no substrato estéril

b) Por pipetagem do esporo em papel higiénico fino, enrolando em raizes de plantulas

Pipeta o esporo em Enrola o papel com o
pedago de papel ‘esporoem raizes de Transplanta para
higignico fino plantulas pré-germinadas substrato estéril

em condigio estéril

c) Por pré-germinagédo do esporo em papel de filtro

Pedago de papel de filtro contendo
esporo pré-geminado & colocado
junto com a raizes de planta pré-

Esporo pré- germinada em substrato estéril

germinado em papel
de fitro reco rtado

Figura 3. Algumas técnicas de estabelecimento de culturas monospoéricas de fungos micorrizicos arbusculares —

FMAs. (Esquema de Orivaldo José Saggin Junior).

A planta hospedeira e o substrato podem ser diversos, adaptados regionalmente, sendo
utilizado geralmente capim braquiaria (Brachiaria decumbens) e a mistura de solo argiloso:
solo arenoso:solo orgénico (1:1:1), com ajuste do pH para aproximadamente 6,5,
dependendo da espécie de fungo. E importante o registro da analise de cada lote do
substrato como parte do controle de qualidade das atividades da colecao.

A partir de quatro meses de cultivo, deve-se iniciar a avaliacdo das culturas de isolamento
para verificar o sucesso da multiplicacdo. Se nao ocorrer a esporulacdo, mas houver a
colonizacao das raizes, ciclos de estresse hidrico ou de poda da planta hospedeira sdo
realizados para estimular a esporulacao. Quando a esporulacao for obtida, devem ser
extraidos esporos do solo e montados em |aminas para microscopia (Figura 4), a fim de
verificar a pureza da espécie isolada e fazer a caracterizacao e identificacdo com base na
morfologia do esporo. Caso a cultura nao esteja pura, pode-se fazer uma nova tentativa de
isolamento dos esporos, separando novamente os esporos e comec¢ando novas culturas
monoespecificas.
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Caso a cultura de isolamento esteja pura, ela é submetida a uma primeira repicagem, isto
é, seus esporos sao colocados para mais um ciclo de multiplicacdao em planta hospedeira
em casa de vegetacdo. Caso o fungo isolado puro continue multiplicando-se nessa primeira
repicagem, deposita-se o isolado na colecdao de FMAs como uma nova linhagem.

Separe esporos e agrupe-os em duas porgdes e com uma pipeta de
Pasteur transfira cada porgéo de esporo para dois pontos sobre uma

Iamina para microscopia limpa; /
i‘.’ },.;
7N\
Espere a gota secar sem que haja ) Em seguida coloque sobre um dos grupos de
desidratacdo dos esporos; ~, b esporos uma gota de Polivinil
Ly \ lactoglicerol (PVLG),
R

Sobre o outro grupo de esporos coloque uma gota

da mistura de PVLG + Reagente de Melzer (1:1);
Coloque laminulas sobre cada grupo de esporos e

__/ "‘-.1 espere até que os montantes se espalhem sob ela;

( 2
NN

Na laminula sobre a gota de PVLG + Reagente

de Melzer faga uma leve pressdo até que . P .
i idos: Deixe a lamina sobre uma superficie plana para os montantes
08 esporos sejam rompidos; endur por 5 dias ( i ) ou 2 dias

(a 60°C) e em s;quida sele-as com esmalte,

G,
— — (13-4
08¢

Figura 4. Montagem de |laminas para microscopia com esporos de fungos micorrizicos arbusculares, conforme
Morton (1988). Fonte: NOVAIS et al., 2010.

Identificacao e caracterizacao

Como a maioria das descricdes de espécies de FMAs foram feitas com base na morfologia
dos esporos e somente recentemente comecam a ser descritos com base molecular
(SCHUBLER; WALKER, 2010), a identificacdo das espécies com base no fenétipos dos
esporos ainda é essencial para uma colecao desses fungos, apesar dos esporos sofrerem
considerdveis alterac6es com o meio ambiente e das caracteristicas como cor, tamanho e
forma diferirem em cada tipo de solo.

Para a identificacdo de uma linhagem de FMA, seus esporos sdo montados em ladminas
para microscopia (Figura 4) e as caracteristicas morfolégicas de seus esporos sao
confrontadas com as descricdes de espécies de FMAs disponiveis em literatura ou na
internet. Existe disparidade entre as informacdes disponiveis e muitas espécies nao sao
claramente identificadas pela morfologia dos esporos. Na atual fase de conhecimento da
taxonomia desses fungos, as espécies com duvidosas caracteristicas morfolégicas do
esporo sao identificadas apenas até o nivel de género.

Caracterizacao genotipica

A caracterizacao genotipica de FMAs tem sido desenvolvida com base no gene que
codifica a subunidade menor (small subunit — SSU) do ribossomo, o gene18S rDNA. Este
gene é um dos mais frequentemente utilizados em FMAs em estudos filogenéticos com o
emprego da técnica da reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction —
PCR). Em FMAs, o gene 18S rDNA permite identificar fungos dentro e fora das raizes e



Manual de Curadores de Germoplasma — Micro-organismos: Fungos Micorrizicos Arbusculares 15

também distinguir isolados de uma mesma espécie (AVIO et al., 2009). Além desse gene,
podem ser utilizados dados da sequéncia génica da subunidade maior (/arge subunit —
LSU) do gene rDNA e da regido espacadora interna transcrita (transcribed spacer internal
— ITS), que é a sequéncia espacadora intergénica.

A variabilidade no gene 18S rDNA pode ser observada por diversas técnicas, entre elas
DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), clonagem e sequenciamento. Desse modo, sequéncias do gene 18S rRNA
podem ser utilizadas em estudos de caracterizacdo de linhagens em colecdes por
comparacado com sequéncias génicas depositadas em base de dados como a do “SILVA
ribossomal RNA database project” (SILVA, 2011). Esses métodos de identificacao
genética podem ser utilizados como uma forma mais segura para se obter a caracterizacao
genotipica de FMAs em colecoes de culturas.

Em estudos de caracterizagcdao molecular de FMAs, pode ser necessaria a realizacdo de
vérias reacoes de PCR com diferentes pares de iniciadores (NOVAIS et a/., 2010), o que
permite a obtencao do gene 18S rDNA completo. Entretanto, os avancos nesse campo
estao sendo constantes, e outros genes possiveis de serem utilizados como marcadores
filogenéticos alternativos em FMAs podem ser ainda estudados, como outros genes
ribossomais, utilizacdo do espaco intergénico (IGS) ou o sequenciamento de l6cus
multiplos de varios genes constitutivos em sequéncia, denominados de “housekeeping”.

Realiza-se a caracterizacdo genotipica de linhagens de FMAs por meio da observacéao de
polimorfismo com o emprego das seguintes técnicas: polimorfismo de comprimento de
fragmentos de restricao — PCR-RFLP (MERGULHAO et al., 2008: AVIO et al., 2009):
eletroforese em gel com gradiente desnaturante — DGGE (SANTOS, 2008; NOVAIS et al.,
2010); e sequenciamento. Para isso, sdo amplificadas sequéncias dos genes ribossomais
que codificam a subunidade menor (18S) e maior (25S), bem como sequéncias das regioes
espacadoras (ITS). A combinacdo dessas ferramentas permite a identificacao de
polimorfismo dentro e entre as diferentes espécies e a geracao de um grupo de sequéncias
de genes que codificam os RNAs ribossomais, proporcionando incremento no
conhecimento da ecologia desse grupo de micro-organismos.

Para a realizacdo das andlises, os esporos sao extraidos do solo por meio de peneiramento
umido (GERDEMANN; NICOLSON,1963), seguido de centrifugacdo em agua e sacarose
(JENKINS, 1964), conforme representado na Figura 2. Os esporos sao limpos mediante
sessoes de sonicagem por 15 segundos, intercaladas por lavagens em agua destilada
estéril, e selecionados em microscépio estereoscépico. Cerca de 100 esporos sao
utilizados para a extracdao do DNA total. O DNA é extraido por meio de um protocolo
modificado no laboratério de Micorrizas da Embrapa Agrobiologia (Figura 5), o qual
combina a maceracao em nitrogénio liquido com resina Chelex e o método CTAB (Brometo
de Cetil Trimetil Amoénio).

Inicialmente, o DNA das linhagens de FMAs é amplificado com a utilizacdo dos iniciadores
NS1-ITS4, conforme descrito em Novais et a/. (2010). Para a anélise de PCR-RFLP, o
produto da reacdo de PCR, com aproximadamente 2300 pb, € utilizado para a restricao
com 5 endonucleases de restricao (Hinfl, Mspl, Taqgl, Ddel e Hpall). Para a analise de
DGGE, um fragmento de aproximadamente 600 pb é amplificado com o emprego dos
iniciadores NS31 contendo grampo de GC e AM1 (SIMON et a/., 1992; KOWALCHUK et
al., 2002; HELGASON et a/., 1998). Para essa reacdo, utiliza-se como DNA molde uma
diluicdo do produto com os iniciadores NS1-ITS4. A reacdo de PCR e a eletroforese
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contendo gradiente desnaturante, composto por formamida e ureia, sdo realizadas
conforme descrito em Santos (2008).

Esporos limpos, perfeitos e

sadios sdo selecionados e Promover 5 ciclos de congelamento
transferidos para tubos de M ¢ao com r istil (N2 liquido) e descongelamento
microcentrifuga de 1,5mL; & com 30 pL de lampéu TE (thermomixer a 65°C),

e 40 pL de resina Chelex 100 ; com 0s tubos no N2 liquido;

I N liquido
ongahmanto t 5X
em N liquido;
65°C
Adicionar 500 pL de tampdo Transferir o sobrenadante para um
CTAB 2% com posterior novo tubo e adicionar 500 pL de fenol:
incubagao a 65°C por 60 min Centnfugar por 10 min cloroférmio: dlcool isoamilico (25:24:1);

sob agitagio constante;
Incubar os tubos
a 95°C por 10 min; § 1

Remover o sobrenadante

. para um novo tubo e adicionar
Centrifugar por 500 plL de cloroférmio: Centrifugar por 10 minutos a 13200g;
10 min a 132009 alcool isoamilico (24:1) Remover o sobrenadante para um novo tubo

Agitar por inversdo 10x;

)

Adicionar 1 mL isopropanol gelado; Na di int Descartar o sobrenadante  Secar os tubos & temperatursy
Incubar a -20°C durante a noite; ; _‘;’ \a seg:ngoe. e lavar o precipitado com  ambiente e ressuspender o
o;g ri Iug?r 08 1u32(? POT 450 L de etanol 70% (viv), DNA em 50 pL de TE.
minutos a 0g; centrifugar por Smin a 16000g;

il

Figura 5. Protocolo de extracdo de DNA de esporos de fungos micorrizicos arbusculares, modificado pela

combinacdo da maceracdao em N liquido com resina Chelex e o método CTAB. Fonte: NOVAIS et al., 2010.

Os géis gerados pelas andlises de PCR-RFLP e DGGE séo utilizados para a construcao de
dendrogramas de similaridade, com o emprego do coeficiente de Jaccard e do método de
agrupamento UPGMA, disponiveis no programa GelComparll (Applied Maths).

Para o sequenciamento, o produto da PCR com os iniciadores NS1-ITS4 é purificado com a
utilizacdo do kit adequado para purificacdo do produto da PCR (marca Wizard), clonado em
vetor apropriado (marca Promega) e células de Escherichia coli termocompetentes sao
utilizadas para a transformacao. Os plasmideos sdo extraidos e os insertos sao
sequenciados em sequenciador modelo Megabace. Para as reacdes de sequenciamento,
sdo utilizados os iniciadores NS1, ITS4 e iniciadores intermediarios.

As sequéncias obtidas sdo verificadas com relacao a identidade por meio de comparacdes
na ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (Blast), disponivel no National Center for
Biotechnology Information (NCBI) e, caso necessério, editadas manualmente.
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Posteriormente, as sequéncias sao alinhadas com o emprego do algoritmo ClustalW,
disponivel no programa ClustalX, e arvores filogenéticas sdo construidas com a utilizacao
do programa Mega v 3.0.

Preservacao

Para que as linhagens de uma colecdao de FMAs sejam preservadas, elas devem ser
repicadas, no minimo, a cada 24 meses em uma planta viva, a fim de garantir sua
viabilidade. Para isso, utiliza-se in6culo proveniente de uma cultura de repicagem ou
isolamento anterior (cultura-mae). Os vasos sao preenchidos com 2/3 do volume com
substrato autoclavado, seguido de uma camada de indculo da cultura-mae, recoberto com
mais uma camada de substrato autoclavado para completar o volume do vaso. Em
seguida, faz-se a semeadura das plantas hospedeiras. Esse método é semelhante ao
apresentado para a cultura-armadilha na Figura 1.

Algumas linhagens mais procuradas para estudos devem ser repicadas em maior
quantidade para pronta prestacao de servico de intercAmbio de germoplasma. Outras
linhagens menos procuradas para intercambio devem ser repicadas em maior quantidade
somente por demanda, sendo que os prazos para seu fornecimento podem demorar entre 4
e 12 meses.

Armazenamento

Quando as culturas de repicagem sado obtidas com sucesso (presenca de abundante
esporulacdo e monoespecificas), a irrigacao dos vasos é suspensa e estes sdao mantidos
em casa de vegetacdo até a completa desidratacdo da planta hospedeira. Esse processo
demora entre 7 e 14 dias, dependendo das condicdes climaticas. A parte aérea das plantas
hospedeira é cortada com tesoura, rente ao solo, e os vasos sdo tampados, identificados e
armazenados em sala sob temperatura de 23°C (Figura 6).

O armazenamento dos FMAs no préprio substrato de repicagem é a forma mais comum de
preservacao de uma colecao desses fungos. Quando esse armazenamento € feito
conforme descrito acima, mantendo-se o torrdo do vaso, os propagulos do fungo ficam
menos expostos a atmosfera livre e a oxidacado. Isso aumenta o tempo de preservacao
desses propagulos.

CNPAB 043 Figura 6. Vaso onde foi repicado a linhagem A87 (CNPAB 043) de

mbia™
fungo micorrizico arbuscular e que serve de recipiente para seu

| 24 Repicagem

Entrophospora ¢/

armazenamento e preservacao no proprio substrato de multiplicacao.
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Criopreservacao

Técnicas de criopreservacado de FMAs a longo prazo sdo pouco desenvolvidas, mas devem
ser estabelecidas em colecbes desses fungos. Esporos no solo podem ser armazenados em
geladeira. Isso conserva bem algumas espécies, como Glomus intraradices, mas nao
outras, como Gigaspora margarita, Glomus mosseae e Acaulospora longula
(INTERNATIONAL..., 2010).

Alguns crioprotetores, como dimetil sulféxido (DMSO), glicerol, manitol e sacarose,
mostraram-se ineficazes para preservar G. margarita congelada (DOUDS JR.; SCHENCK,
1990). Os melhores resultados de crioprotecao foram obtidos com a incubacao dos
esporos por dois dias em trehalose 1 M. Isso permitiu a germinacdao de um sexto dos
esporos congelados de G. margarita, em relacao ao controle ndo congelado. Esses autores
concluiram que o melhor método de crioprotecao e criopreservacao foi o de secagem lenta
do vaso de cultivo e do congelamento dos esporos /n situ (no substrato), sendo este
método satisfatério para os cinco géneros de FMAs avaliados.

Um outro estudo quantificou a habilidade de esporos de FMAs, produzidos axenicamente
in vitro associados a raizes transformadas de cenoura, em germinarem apds a
criopreservacado (DECLERCK; COPPENOLLE, 2000). Os autores nao verificaram germinacao
alguma em esporos incubados com glicerol e manitol depois de congelados a -70°C,
independente da concentracao testada desses crioprotetores. Jd a incubacdo por um dia
em sacarose 0,5 M ou por 1 e 2 dias em trehalose 0,5 M permitiu a germinacao de
esporos apés o congelamento a -70°C. Utilizando-se a incubacédo em trehalose 0,5 M por
um dia e congelamento a -100°C, foram obtidos 95 e 100% de esporos potencialmente
infectivos, germinados em meio agar-agua e meio Strullu-Romand, respectivamente.
Entretanto, essa taxa de germinacao decresceu rapidamente com temperaturas de
congelamento de -140 e -180°C. Os autores ainda checaram que os esporos incubados
por 1 dia em trehalose 0,5 M e congelados a -100°C conseguiram colonizar altamente
raizes de cenoura transformadas /n vitro e produzir abundante esporulacdo, demonstrando
a habilidade dos esporos de se reproduzirem apdés o ciclo de criopreservacao.

Dados, comprovantes e intercambio das
linhagens

Dados das linhagens da Colecéo

Os dados de cada linhagem de FMAs devem ser armazenados em planilhas e base de
dados prépria da Colecao, além da base de dados Infomicro, que é utilizada por todas as
Colecoes da Rede de Colecdes de Micro-organismos da Embrapa. Em uma Colecéo de
FMAs, devem ser mantidas as seguintes informacodes:

Identidade

® Cédigo de identificacdo na Colecao.

® Cddigo original no isolamento ou em outra Colecao.

® |dentificacdo complementar original (no isolamento ou em outra Colecéo).
® Género.

® Espécie.
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Depésito

® Nome do depositante.

® Endereco do depositante.
® £-mail do depositante.

® Nome do depositério.

® Data de depdsito.

Isolamento

® Nome do responsavel pelo isolamento.

® Instituicdo de origem.

® Data de isolamento.

® Numero de esporos utilizados no isolamento.
® Referéncias bibliograficas sobre a linhagem.

Coleta
® Nome do responsavel pela coleta.
® Planta de origem.
® Pais.
® Estado.
® Municipio.
® | ocalidade.
® | ocal detalhado da coleta.
® Histdérico do local.
® Classificacao do solo do local.
® Andlise quimica e granulométrica do solo do local.
® | atitude.
® | ongitude.
® Altitude.
® Clima (Koeppen).
® Bioma do local de coleta.

Comprovantes fisicos de cada repicagem das linhagens

As linhagens de uma colecdo de FMAs devem ser repicadas periodicamente em plantas
vivas para garantir sua viabilidade. Esse fato torna grande o risco de haver contaminacao
da linhagem com outras espécies de FMAs ou de haver uma alteracao genética na
linhagem por selecdo ao hospedeiro/solo/ambiente utilizado na repicagem. Assim, a cada
ciclo de repicagem, é necessario criar comprovantes fisicos das linhagens para que dentro
de um sistema de qualidade, no futuro, possa ser rastreada qualquer alteracao genética ou
fenotipica no acervo da colecao. Os comprovantes fisicos mais utilizados sao:

Laminas permanentes para microscopia

A cada ciclo de repicagem da linhagem de um FMA na Colecao, seus esporos devem ser
extraidos e montados em laminas permanentes para microscopia (Figura 4), a fim de
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permitir a caracterizacdo de sua morfologia, a checagem da espécie e da pureza e servir
como referéncia fisica de modificacées morfolégicas que a linhagem pode sofrer.

Depois de prontas, as laminas permanentes devem ser submetidas a identificacao
morfolégica da linhagem e ao controle da pureza da repicagem mediante verificacdo de
FMAs contaminantes e registro fotografico. As ldaminas devem ser identificadas com uma
etiqueta padronizada da Colecdo e guardadas permanentemente.

Esporos de referéncia

A cada ciclo de repicagem da linhagem de um FMA na Colecao, seus esporos devem ser
extraidos, separados, limpos e armazenados em glicerina 50%, formando uma referéncia
genética do material repicado. Isso permite, no futuro, a caracterizagcdo molecular da
linhagem e a verificacdo de alteracdes genotipicas com a repicagem. Esse armazenamento
dos esporos deve ser realizado a cada ciclo de repicagem, de forma a garantir a
possibilidade de rastreamento e a recuperacao de linhagens alteradas.

Fotos digitais

A cada ciclo de repicagem da linhagem de um FMA na Colecéo, seus esporos montados
em laminas para microscopia sao fotografados sob microscépio 6ptico. Essas imagens
podem ser montadas em um banco de imagens ou impressas num catéalogo, como
referéncia fisica da linhagem naquele ciclo de repicagem.

Intercambio das linhagens

Toda transferéncia de material genético de uma colecao de FMAs deve ser feita com base
na legislacado vigente. Atualmente, somente sao efetuadas remessas entre instituicdes de
pesquisa nas areas bioldgicas e afins, sediadas no Brasil, conforme a Medida Proviséria n°
2.186-16, de 23 de agosto de 2001, o Decreto n°® 3.945, de 28 de setembro de 2001,
alterado pelo Decreto n® 4.946, de 31 de dezembro de 2003, e a Resolucdo n°® 20, de 29
de junho de 2006, do Conselho de Gestdo do Patriménio Genético. Para isso, sdo firmados
termos de transferéncia de material (TTM) genético entre as instituicdes que estao
intercambiando as linhagens.
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