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RESUMO: Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) formam associagdo simbidtica mutualistica com as raizes da maio-
ria das espécies de plantas que geralmente contribui para o crescimento e sustentabilidade da producao das plantas. O presen-
te trabalho teve como objetivo avaliar a densidade de esporos de FMAs depositados no banco de germo plasma de glomales
utilizando Brachiaria brizantha como planta hospedeira. Foram avaliados13 isolados (acessos) de FMAs fornecidos pela
Universidade Estadual de Londrina — UEL e Instituto Agronémico do Parana - TAPAR. Os indculos de FMAs avaliados
foram: Glomus clarum, Scutellospora calospora, S. heterogama, Gigaspora margarita, Paraglomus brasiliensis, Glomus
etunicatum, Gigaspora rosea e Acaulospora spp. A B. brizantha foi crescida em vasos com 3 Kg de solo estéril coletado do
Campus II da Universidade Paranaense — UNIPAR. O periodo de avaliagdo foi entre 2011/2012. Ap6s o periodo de um ano,
foram encontrados esporos de FMAs em todos os acessos avaliados, indicando sucesso na implementagdo e manutengao do
banco de germoplasma de glomales da UNIPAR. As espécies Paraglomus brasiliensis € Glomus etunicatum apresentaram
0,38 e 2,36 esporos g de solo seco respectivamente, representando as espécies de menor e maior frequéncia de esporos.
PALAVRAS-CHAVE: Micorrizas; Banco de germoplasma; Indculo; Simbiose.

SPORE DENSITY OF ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI IN Glomales GERMPLASM BANK OF UNIPAR

ABSTRACT: Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) form a mutualistic symbiotic association with the roots of most plant
species contributing to plant growth and environmental sustainability. The present study aims to evaluate the density of AMF
spores deposited in glomales germplasm bank using Brachiaria brizantha as host plant. 13 isolates (access) of AMF provi-
ded by Universidade Estadual de Londrina - UEL and the Agronomic Institute of Parana — IAPAR were assessed. Evaluated
AMF inocula were Glomus clarum, Scutellospora calospora, S. heterogama, Gigaspora margarita, Paraglomus brasiliensis,
Glomus etunicatum, Gigaspora rosea and Acaulospora spp. B. brizantha was grown in the Laboratory of Botany-II at the
Universidade Paranaense — UNIPAR in pots with 3 kg of sterile soil.The evaluation period was from 2011 to 2012. After a
one-year period, AMF spores were found in all access, indicating success of implementation and maintenance of glomales
germplasm bank of UNIPAR. Paraglomus brasiliensis and Glomus etunicatum presented 0.38 and 2.36 spores g dry soil,
respectively, representing the species of with the lowest and highest frequency of spores.

KEYWORDS: Arbuscular mycorrhizal fungi; Germplasm bank; Inoculum; Symbiosis.

DENSIDAD DE ESPORAS DE HONGOS MICORRIZAS ARBUSCULARES DEL BANCO DE GERMOPLASMA
DE Glomales EN UNIPAR

RESUMEN: Los hongos micorrizas arbusculares (HMA) forman asociaciéon mutualista simbidtica con las raices de la mayo-
ria de las especies de plantas, que generalmente contribuye al crecimiento y sostenibilidad de produccion de las plantas. Este
estudio tuvo como objetivo evaluar la densidad de esporas de HMAs depositados en el banco de germoplasma de glomales
utilizando Brachiaria brizantha como planta hospedera. Se ha evaluado 13 aislados (accesos) de HMAs proporcionados por
la Universidade Estadual de Londrina - UEL e Instituto Agrondmico do Parana - IAPAR. Los indculos HMAs evaluados
fueron: Glomus clarum, Scutellospora calospora, S. heterogama, Gigaspora margarita, Paraglomus brasiliensis, Glomus
etunicatum, Gigaspora rosea y Acaulosporas pp. B. brizantha, cultivados en macetas con 3 kg de suelo estéril colectado del
Campus II de la Universidad Paranaense - UNIPAR. El periodo de evaluacion fue entre 2011/2012. Tras el periodo de un
afio, se ha encontrado esporas de HMAs en todos los accesos evaluados, lo que indica éxito en la implementacion y mante-
nimiento del banco de germoplasma de glomales de la UNIPAR. Las especies Paraglomus brasiliensis y Glomus etunicatum
presentaron 0,38 y 2,36 esporas g del suelo seco respectivamente, representando las especies de menor y mayor frecuencia
de esporas.

PALABRAS CLAVE: Micorrizas; Banco de germoplasma; Inoculo; Simbiosis.
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Introducao

Micorriza arbusculares sdo associa¢des simbioticas
mutualistas formadas entre fungos do filo Glomeromycota
e raizes da maioria das plantas superiores (SMITH; READ,
2008; SIQUEIRA,et al., 2010). Plantas micorrizadas apre-
sentam maior atividade fotossintética, maior atividade en-
zimatica e produgdo de substincias reguladoras de cresci-
mento. Essas alteragdes metabodlicas conferem as plantas
micorrizadas maior resisténcia aos efeitos provocados por
estresses de natureza bidtica (pragas e doengas) ou abidtica
(déficits hidricos e nutricionais ou estresses térmicos) (SMI-
TH; READ, 2008; SIQUEIRA, et al., 2010).

Ecologicamente, a micorrizagdomelhora a utili-
zagdo e conservacdo dos nutrientes disponiveis no sistema
solo-planta, possibilita a planta uma melhor adaptagdo ao
ecossistema. Desse modo, plantas colonizadas por fungos
micorrizicosarbusculares (FMAs) tém suas necessidades nu-
tricionais reduzida a metade ou até a 1/10 quando compara-
das aquelas ndo micorrizadas (SIQUEIRA; FRANCO, 1988;
SIQUEIRA, et al., 2010). Esses efeitos sdo mais acentuados
para nutrientes que possuem baixa mobilidade no solo, como
P, Zn e Cu, para a maioria das plantas (SMITH; READ,
2008).

A importancia economica dos FMAs para agricul-
tura sustentavel, recuperagdo de areas degradadas (JASPER,
1994; SOUZA,; SILVA, 1996) e para uso eficiente de nutrien-
tes, como fosforo (BERBARA; SOUZA; FONSECA, 2006;
MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; SMITH; READ, 2008; SI-
QUEIRA, et al., 2010) tem sido amplamente aceita pela co-
munidade cientifica. No entanto, é necessario conhecer essa
simbiose em sistemas agro-florestais, e sua diversidade, por
meio de bancos ativos de germoplasma mantidos por institui-
¢oes de pesquisa e universidades (SOUZA, 2000; NOVAIS;
SOUZA; SIQUEIRA, 2010).

A multiplicagdo dos fungos ¢é efetuada, tradicional-
mente, pelo método de cultura em vasos (Bancos de Ger-
moplasma) (GILMORE, 1968; MORTON; BENTIVENGA;
WHEELER, 1993; SOUZA, 2000; NOVAIS; SOUZA; SI-
QUEIRA, 2010), cujo substrato pode ser utilizado, posterior-
mente como inoculantes.

Estudos de biodiversidade, diversidade genética e
de ecologia de Glomales sdo fundamentais para o avango das
pesquisas em micorrizas. No entanto, os FMA sdo biotroficos
obrigatorios e ndo se multiplicam em meios sintéticos (cul-
tivo axénico), mas podem ser multiplicados quando associa-
dos a raizes metabolicamente ativas de plantas compativeis,
formando esporos assexuados (MORTON; BENTIVENGA;
WHEELER, 1993; SOUZA, 2000). Devido a isto, a classi-
ficagdo taxondmica e afilogenia destes fungos esta baseada,
quase que exclusivamente, na morfologia e estruturade seus
esporos vegetativos (MORTON; BENNY, 1990). Além dis-
S0, 0s esporos sdo a principal fonte de material genético para
estudos baseados em técnicas de biologia molecular (NO-
VAIS; SOUZA; SIQUEIRA, 2010).

A manuteng@o de bancos ativos de germoplasma ¢
fundamental para o desenvolvimento de pesquisas basicas e
aplicadas, permitindo o acumulo de dados sobre os isolados,
mesmo que ndo caracterizados taxonomicamente (SOUZA,
2000).

Assim, as principais fun¢des do banco de germo-
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plasma € manter culturas viaveis, preservar caracteristicas
genéticas dos acessos depositados, catalogar, registrar infor-
magdes sobre 0s acessos, propagar e distribuir para comuni-
dade cientifica. Além dessas fungdes, a geragdo de conheci-
mento em areas afins tais como, técnicas de manutengao de
germoplasma, taxonomia e apoio a pesquisa basica (SOU-
ZA, 2000; NOVAIS; SOUZA; SIQUEIRA, 2010).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
densidade de esporosde 13 acessos de FMAs depositados no
banco de germoplasma de glomales utilizando Brachiaria
brizantha como planta hospedeira.

Materiais e Métodos

O estudo foi realizado no Laboratério de Botanica
II da Universidade Paranaense — UNIPAR Campus Sede. Fo-
ram separados vasos com 3 Kg de solo estéril coletado na
camada de 0 — 20 cm de profundidade do Campus II da UNI-
PAR - Unidade de Umuarama — PR. O solo é de formagéo
arenito Caiuad, pertencente a classe LVd19 — Latossolo ver-
melho distréfico, cuja a analise granulométrica foi feita pelo
laboratorio Solo Fértil estabelecido na cidade de Umuarama
— PR, pelo método de densimetro, seguindo os padrdes pre-
conizados pela comissdo estadual de laboratorios de analises
agronomicas (CELA/PR). A andlise quimica do solo também
foi feita pelo laboratorio Solo Fértil. As caracteristicas deter-
minadas foram: pH em CaCl,, Ca*> Mg*" e AP’* extraidos em
KCI IN e P e K" extraidos em Mehlich-1. Todas as analises
realizadas seguiram os padrdes preconizados pela CELA/PR,
obtendo assim uma maior confiabilidade nos resultados.

Foi realizada uma mistura de solo com areia lavada
2:1 (v/v), e esterilizado em autoclave por 1 hora a 121 °C,
resfriado por uma noite e novamente esterilizado em autocla-
ve por | horaa 121 °C. O substrato estéril foi transferido para
os vasos ¢ preenchido até a metade e inoculado com um dos
13 acessos diferentes de FMAs atualmente depositados no
banco de germoplasma da UNIPAR (Tabela 1), sendo cada
um dos acessos em um vaso, apos o vaso completado com
substrato estéril. Sobre o substrato foi semeado de 20 a 25
sementes de Brachiaria brizantha cv. Toledo (CIAT 26110,
também conhecida como MG-5 Vitoria e Xaraés) cuja, as se-
mentes foram previamente desinfetadas em solugdo de hipo-
clorito a 2% por 10 min e lavadas 3 vezes em agua destilada.
Os vasos foram irrigados sempre que necessario com agua
destilada para manter o subtrado sempre imido ndo deixando
a planta com excesso nem com escassez de agua.

Tabela 1: Ntimero na colegdo, procedéncia, género e espécie
dos FMAs depositados no banco de germoplasma ativo de
glomales na Universidade Paranaense — UNIPAR.

Numero do Género ¢ espécie do FMAs Procedéncia #
acesso
01 Glomusclarum IAPAR
02 Glomusclarum IAPAR
03 Glomusclarum IAPAR
04 Scutellospora calospora IAPAR
05 Scutellospora calospora IAPAR
06 Scutellospora heterogama IAPAR
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07 Scutellospora heterogama IAPAR
08 Gigaspora margarita IAPAR
09 Paraglomus brasiliensis IAPAR
10 Glomusclarum UEL
11 Glomus etunicatum UEL
12 Gigaspora rosea UEL
13 Acaulospora spp. UEL

"Universidade Estadual de Londrina — UEL; Instituto Agronémico
do Parana — IAPAR.

Os esporos foram extraidos do solo por meio de Pe-
neiramento Umido conforme Gerdemann e Nicolson (1963)
que consistiu em retirar 50 g de solo de cada vaso. Foi reti-
rada a camada superficial e coletando o solo proéximo a raiz
da planta. As amostras foram peneiradas em duas peneiras de
solo com malhas de 0,42 e 0,053 mm, repetindo o processo
trés vezes sob agua, a cada troca de amostra as peneiras eram
lavadas com esponja e detergente para evitar a contaminac@o
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entre as amostras. Ao término da lavagem do solo, o material
restante na peneira foi transferido para um tubo de centrifuga
de 50 mL, preenchido com agua destilada e centrifugado (3
mim, 3000 rpm). Ap6s descartou-se cuidadosamente o sobre-
nadante. O tubo foi novamente preenchido com solugdo de
sacarose a 50% centrifugados (2 min, 2000 rpm). Nesse pro-
cedimento os esporos ficam suspensos no sobrenadante, que
¢ revertido cuidadosamente para a peneira de 0,053mm, e
com uma piseta com agua destilada os esporos de FMAs sdo
transferidos para uma placa de Petri, dividida em quadran-
tes para facilitar a contagem em microscopico estereoscopio
(40X) para determinar a densidade de esporos de cada um
dos acessos de FMAs do banco de germoplasma.

Resultados e discussio
Os resultados das analises quimica e granulométrica

do solo utilizado como subtrato no banco de germoplasma se
encontram na tabela 2.

Tabela 2: Analise quimica e granulométrica do solo experimental para pH em CaCl, (pH), fésforo (P), carbono (C), aluminio
(AP*"), acidez potencial (H+AI*"), calcio (Ca*"), magnésio (Mg?*), potassio (K*), soma de bases (SB), capacidade de troca

catidnica (CTC) e saturagao por bases (V).

pH P C AP* H™+AP* Ca* Mg® K SB  CTC v Areia  Silte  Argila
mg dm?® gdm? Cmolcdm™ % %
480 19,08 7,02 0,00 3,97 0,88 038 0,18 4,77 447 36,39 364 33,6 300

O maior nimero de esporos foi encontrado no aces-
so 11 (Glomus etunicatum), com 118 esporos 50 g de solo
que corresponde a 2,36 esporos g de solo, onde o cresci-
mento das plantas foi maior visualmente comparando-se com
os demais acessos de FMAs. Ja o acesso 09 (Paraglomus
brasiliensis) apresentou apenas 19 esporos 50 g de solo,
com uma densidade de 0,38 esporos g de solo (Tabela 3).

Tabela 3: Espécies de fungos micorrizicos arbusculares
(FMAs) utilizadas em cada vaso, densidade de esporos em
50 g de solo (DE 50), densidade de esporos no solo (DE)
¢! de solo dos FMAs depositados no banco de germoplasma
ativo de glomales na Universidade Paranaense — UNIPAR.

Numero

de acesso Espécies de FMAs DE50g DEg!
01 Glomusclarum 31 0,62
02 Glomusclarum 33 0,66
03 Glomusclarum 43 0,86
04 Scutellospora calospora 25 0,50
05 Scutellospora calospora 50 1,00
06 Scutellospora heterogama 29 0,58
07 Scutellospora heterogama 74 1,48
08 Gigaspora margarita 71 1,42
09 Paraglomus brasiliensis 19 0,38
10 Glomusclarum 64 1,28
11 Glomus etunicatum 118 2,36
12 Gigaspora rosea 59 1,18
13 Acaulospora spp. 52 1,04

Todos os 13 acessos de FMAs contribuiram para um

crescimento rapido das plantas, alguns vasos com uma quan-
tidade menos numerosa de plantas, porém mesmo com me-
nor quantidade de plantas, todos os vasos continham esporos.
Estudos feitos por Sylvia e Williams (1992) em estufas mos-
tram que o fungo micorrizico atua como um mecanismo bio-
logico benéfico para as plantas, principalmente em situagdes
de estresse edafoclimatico. Além de aumentar a sobrevivén-
cia das plantas em periodos de seca (LINDERMAN, 2000;
AL-KARAKI; MCMICHAEL; ZAK, 2004) e, sobretudo em
condigdes de estresse, ou em fases especificas de seu ciclo de
vida (HARTNETT; WILSON, 2002; MIRANDA; VILELA;
MIRANDA, 2005; SIQUEIRA, et al., 2010).

A eficiéncia da associacdo micorrizica no cresci-
mento e produtividade das culturas esta vinculada a disponi-
bilidade de nutrientes no solo e sua absorgao pelas plantas, as
quais podem ser alteradas pelas multiplas praticas agricolas
efetuadas durante seu cultivo (SMITH; READ, 2008; SI-
QUEIRA, et al., 2010). A resposta da planta hospedeira asso-
ciada ao fungo ¢ atribuida principalmente a sua maior absor-
¢do de P, que ¢ um nutriente pouco moével no solo (BOLAN,
1991; O’KEEFE; SYLVIA, 1991; SIQUEIRA, et al., 2010).
De modo geral, a presenca da FMAs no solo e na planta po-
tencializa a acdo de corretivos e fertilizantes, beneficiando
assim a produgdo vegetal (MIRANDA, 2008).

A densidade de espécies de FMAs em diferentes
solos nativos na regido do cerrado varia em média de 2 a 63
esporos 50 g de solo (FERREIRA; CARNEIRO; SAGGIN-
-JUNIOR, 2012; MIRANDA; SOUZA; MIRANDA, 1984,
MIRANDA; VILELA; MIRANDA, 2005; MIRANDA,
2008; SIQUEIRA; COLOZZI-FILHO; OLIVEIRA, 1989).
Nos agroecossistemas, os fungos apresentam, em geral, uma
densidade de espécies mais elevada, que pode variar em fun-
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¢30 das culturas utilizadas, dos fatores edafoclimaticos, do
tempo de cultivo, bem como das praticas agricolas utiliza-
das (MIRANDA; VILELA; MIRANDA, 2005; MIRANDA,
2008), ja a densidade apresentada no banco de germoplasma
variou entre 19 e 118 esporos 50 g! de solo.

Em um solo de formag@o arenito Caiua regido No-
roeste do Estado do Paran4, a espécie de FMAs que predo-
minou foi Glomus etunicatum, como foi observado por Car-
neiro et al. (1999), o que indica certa adaptagdo desta espécie
ao ambiente do solo degradado estudado com o cultivo de
forrageiras como B. brizantha, utilizada neste estudo. Esco-
lhemos a B. brizantha por ser uma das espécies de plantas
mais recomendadas e utilizadas em banco de germoplasma
ativo de Glomales, segundo Souza (2000).

Miranda (2008) recomenda trés espécies de FMAs
para o uso na produgdo de inoculantes, dentre eles o Glomus
etunicatum no topo, Entrophospora colombiana ¢ Glomus
manihotis. O emprego dessas espécies em substratos, para a
produgdo de mudas beneficia o crescimento de diversas plan-
tas hospedeiras em diferentes condi¢des de acidez e fertili-
dade do solo, agregando valor a muda e tornando o processo
de inoculagdo mais pratico e econdmico. Em uma reviséo,
Siqueira; Lambais e Stiirmer (2002) recomenda o FMA Glo-
mus clarum como inoculante devido esta espécie ser respon-
siva e associada a um grande nimero de plantas de interesse
agricola.

Conclusao

Os FMA s contribuem para o crescimento das plan-
tas, fornecendo nutrientes essenciais, € diminuindo os estres-
ses, tanto bidticos como abidticos.

Foram encontrados esporos de FMAs em todos os
acessos avaliados, indicando um sucesso na implementagéo e
manutencdo do banco de germoplasma de glomales da UNI-
PAR, sendo as espécies Paraglomus brasiliensis ¢ Glomus
etunicatum de menor e maior frequéncia de esporos, respec-
tivamente no solo cultivado com B. brizantha.

Devido a importancia econdmica dos FMAs para
agricultura sustentavel, ¢ preciso manter bancos ativos de
germoplasma por instituigoes de pesquisa e universidades
como a UNIPAR.

A manuteng@o de bancos ativos de germoplasma ¢
fundamental para o desenvolvimento de pesquisas basicas e
aplicadas, permitindo o acimulo de dados sobre os isolados,
sendo os esporos de FMAs, aprincipal fonte de material ge-
nético para estudos baseados em técnicas de biologia mole-
cular com micorrizas.
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