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Introducéo

A avaliacdo da diversidade de fungos micorriziobsisaulares por meio de técnicas
moleculares tem sido preconizada como uma altanaiintajosa a avaliacdo baseada em taxonomia
cléssica devido a possibilidade de reduzir a suble envolvida na caracterizacdo morfolégica de
esporos, base da taxonomia classica , e de ichanépécies colonizando as raizes, impossivelrde s
realizada de outra forma. Para estimar a divessidadfungos MA associada as raizes de pupunha
cultivada em SAF, duas bibliotecas de regido doABS foram construidas e sequenciadas a partir de

duas amostras simples de raizes coletadas eniahias giferentes.

Material e Métodos

Amostras de raizes de pupunha, previamente lagantagyeladas a — 80°C, foram moidas
em almofariz na presenca de nitrogénio liquidooi3ege homogeneizados foi retirada uma aliquota de
cerca de 500 mg. O DNA total da amostra foi ekiradbm o uso do kit FastDNA Spin (Bio 101, Vista,
Califérnia), de acordo com as instrugdes do fatisc® material foi armazenado a -20°C, até smlous
Para a reacéo de PCR selecionaram-se os “pripggesamplificacéo da regido 18S dos fungos MA,
AML1 (5- GTT TCC CGT AAG GCG CCG AA- 3)), descrifmor Helgason et al. (1998), e o NS31 (5-
TTG GAG GGC AAG TCT GGT GCC -3) descrito por Simet al. (1992). A reacéo foi feita emubO
de volume final, contendo 0.2 mM de cada dNTPyiVbde MgC}, 10 pmol de cada “primer”, 1 U de
Tag DNA Polimerase (Invitrogen), |5 de tamp&o para PCR 10x @l2do DNA. A amplificacdo foi
realizada nas seguintes condi¢des: 94° C por Bmin(92 °C por30s, 60 °Cpor60s e 685CIH s
+ 1 s por ciclo); 68 °C por 5 min. Uma aliqueiita produtos da PCR (amplicons) foi analisadaéatidey
eletroforese em gel de agarose a 1,0% em TBE O¢#Xo padrao de quantidade e tamanho do DNA foi
utilizado o marcador de massa DNA Mass Ladder ¢sibc

Os produtos da PCR foram purificados utilizand@sKit GFX Purification System

(Amersham) antes da ligagdo em vetores de clonaetonagem foi feita com Kit pGem ®- Easy



Vector (Promega) de acordo com as recomendacdabraiante. O produto da reacéo de ligacao foi
utilizado para transformar células competentes. dali.. A introdugcdo do vetor contendo o inserto nas
células competentes de. coli DH5a. foi feita através de choque térmico (Sambrook.,e1289). As
células competentes foram entdo plaqueadas eniBieidido contendo Ampicilina e X-GAL, ambos
em concentracdes finais de 1@PmL™" de meio. As placas foram incubadas por cerca berad a 37°C.
Foram selecionadas 96 colbnias transformadas #sjaectransferidas para crescer em miniplacas
contendo 5 ml de meio LB liquido epR de ampicilina (0,05g.mt.), sendo cultivadas por cerca de 14 h
a 37°C sob 200 rpm de agitago.

O plasmideo foi extraido por lise alcalina e alglmses foram selecionados para anélise em
gel de agarose 1% em TBE 0,5X para quantificaca@mplificacdo dos insertos foi realizada por PCR
com a enzima Thermo Sequence || DNA polymeraseY&riamic Terminator” (Amersham) conforme
recomendagOes do fabricante, utilizando-se o “phirl3F. O sequenciamento foi feito em
sequenciador capilar Applied Biosystems (model Bt@0acordo com as recomendacdes do fabricante.

Resultados e Discussao

De cada amostra foram obtidas 96 seqiiéncias eaamagise da gqualidade, no programa
Phrep/Phrap (Ewing et al., 1998), foram selecig@fae 80 sequéncias validas das amostras um e dois
respectivamente. As sequiéncias obtidas foramaai@siem unidades taxondmicas operacionais (UTO),
com base na sua similaridade através do prograrR GAlang & Madan, 1999). Na amostra um e dois
(Tabela 1 e 2) foram obtidas sequéncias com soail a fungos MA e a outros fungos ndo micorgzico
Entre aquelas que apresentaram similaridade cogosuMlA, os maiores valores de similaridade
ocorreram apenas com espécies dos géonais e Acaulospora. Na amostra um, 13,92% das
sequéncias validas apresentaram similaridade eiesspi@Acaulogpora, enquanto que 73,42% foram
similares a espécies ddomus Na amostra dois, esses valores foram de 25,00%28% para
Acaulospora eGlomus, respectivamente.

Nesse estudo, apenas uma UTO em cada bibliotdisa@mapresentou indice elevado de
similaridade (> 97%) com sequéncias de espéciesgies MA previamente isoladas. Na amostra um, a
UTO FO3 11 apresentou similaridade de 98% Gmmus manihatis, j& na amostra dois, a UTO Contig
3 apresentou similaridade de 97% ¢@immus snuosum As demais UTO apresentaram indices baixos de
similaridade com sequéncias anteriormente depasitad indices elevados com seqiiéncias de espécies
nao isoladas (originadas de amostras ambientaispdSsario ressaltar que a identificacéo de fuvigos
a partir de regides do rDNA 18S ainda necessitstételecimento de parametros proprios, visto que o

carater heterocariético desses fungos confergpiaede variabilidade genética intraespecifica.



Considerando que ha muito erro de identificacésedééncias depositadas nos bancos de
dados e que essa UTO apresentou 0s maiores ealoresna espécie ainda nao isolada, é possivel que
todos do grupo pertencam a um grupo de espéciétoaies constatado na analise filogenética das
sequéncias obtidas (Dados ndo apresentados).

A partir da andlise de rarefagdo (Figura 1), pedessficar 0 nimero maximo de UTOs e a
quantidade de clones que necessitariam ser segl@npara a representacdo da diversidade de fungos
MA presentes nas raizes de pupunha. Pela analeefdgdo na amostra um o nimero maximo de UTOs
seriam de sete, sendo necessario o sequenciammenfabnes. Na amostra dois, esses valores ftaram
13 e 80, respectivamente. Nesse estudo foram seqlEn96 clones, portanto acima do numero de
clones necesséario a representacdo da diversidatentex concluindo-se que o nimero de clones
sequenciados se mostrou suficiente para o oletposto.

Verificou-se que o “primer’” AM1 (Helgason et aB98) foi capaz de amplificar regides do
rDNA 18S de outros fungos ndo micorrizicos assosiad raizes. Sendo assim, o uso desse “primar” par
avaliacdo da diversidade de fungos MA, em amaatrdigentais, deve ser cercada de certo cuidado.
Nessas condi¢des, o uso do “primer” AM1 deve senpanhado, obrigatoriamente, do sequenciamento,
com 0 objetivo de confirmar se os amplicons obtisio de fungos MA. Do contrario, ha risco de

superestimativa da diversidade avaliada.
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Figura 1 —Analise de rarefacdo de sequiéncias de rDNA 188ndes MA colonizando raizes de pupt
culivada em SAF. A - amostra um e B —amosts doi



Tabela 1. NUmeros de sequéncias obtidas e siadaritbm seqiéncias depositadas no GenBank de cada
unidade taxondmica operacional (UTO) da mini sl de amplicons de 18S das raizes de pupunha
cultivada em SAF, amostra um

Caddigo Organismo mais Préximo Similarida N°
uToO de (%) Seq.
Contigl Glomus sp. ndo isolado, simbionte da espécie veyetaia 98 7
corymbosa
Contig 2 Acaulospora sp néo isolada, simbionte da espécie vegetal 98 11
Graffenrieda emarginata (Melastomataceae) em floresta tropical
amida
Contig 3 Glomus sp. nao isolado 97 11
Contig 6 Glomus sinuosum 96 37
A0501 Glomussinuosum 92 1
FO3 11 Glomusmanihotis 98 1
G03 13 Glomus sinuosum 95 1
Contig 4 Hyponectria buxi (Ascomycota; Pezizomycotina; Sordariomycetes; 99 7

Xylariomycetidae; Xylariales; Hyponectriaceae)
Contig 5 Coniosporium sp., Ascomicota mitospérico isolado do solo 96 2
C03 Ascomiceto de rizosfera ndo cultivado 99 1
Contig refere-se a sequiéncias consenso formaekdis dgogrupo de sequéncias que apresentaraanidawi maior que
97%.

Tabela 2. NUmeros de sequéncias obtidas e siadarithm seqliéncias depositadas no GenBank de cada
unidade taxondmica operacional (UTO) da mini lvéatia de amplicons de 18S das raizes de pupunha
cultivada em SAF, amostra dois

Cddigo Organismo mais préximo Similarida N° Seq

uTo de (%)

Contig 1 Acaulospora sp. nado isolada, simbionte da espécie vegetal 98 4
Graffenrieda emarginata (Melastomataceae)

Contig 2 Glomus sinuosum 96 23

Contig 3 Acaulospora sp. nado isolada, simbionte da espécie vegetal 98 11
Graffenrieda emarginata (Melastomataceae)

Contig4 Glomus sp ndo isolado, simbionte da espécie veg®mfria 98 20
corymbosa

Contig 5 Glomus sp. nao isolado 97 5

Contig 6 Glomus sinuosum 97 5

Contig 7 Acaulospora sp. nado isolada, simbionte da espécie vegetal 94 3
Graffenrieda emarginata (Melastomataceae)

Al11 01 Acaulosporasp. 92 1

C04 6 Acaulospora sp. ndo isolada, simbionte da espécie vegetal 99 1

Graffenrieda emarginata (Melastomataceae)

D11 07 Glomussp. ndo isolado 95 1
EO06 10 Glomus sinuosum 94 1
G07 13 Glomus sp. nado isolado, simbionte da espécie vegetal 95 1
Chasmanthium sessiliforum
HO1 15 Glomussp. ndo isolado 92 1
B08 04 Fusarium merismoides 99 1
EO1 09 Gibberella pulicaris 98 1
FO7 11 Colletotrichum lindemuthianum 99 1

Contig refere-se a sequiéncias consenso formaekiis dgpgrupo de sequéncias que apresentaraanidawi maior que
97%.



