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INTRODUCAO

0 termo “micorriza” se refere a relagdo entre as raizes de plantas vasculares com diversos tipos de fungos onde € constatado o beneficio mituo entre os organismos.
Estima-se que essa relacao surgiu ha mais de 400 milhdes de anos (SchiiBler et al., 2009) e contribuiu para a adaptacao e crescimento das plantas terrestres e dos
préprios fungos, onde a planta oferece substancias energéticas ao fungo, que por sua vez, potencializa a absorcao de nutrientes do solo a hospedeira. Dentre os tipos
de micorrizas, o Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAs) é o mais disseminado e de maior importéncia econdmica (Siqueira, 1994).

0 fato de os FMAs dependerem da raiz metabolicamente ativa para o fornecimento de carboidratos impossibilita a manutencao desse organismo fora da planta
hospedeira, formando um empecilho na manutencao das colegdes, tanto de pesquisa como didatica e limitagdo para o desenvolvimento de inoculantes comerciais.
Uma alternativa é a multiplicacdo em vasos dos propagulos recolhidos no campo, processo chamado iscagem ou cultura-armadilha (Stutz e Morton, 1996). As plantas
mais conhecidas com potencial de multiplicacao de esporos dos FMA estao presentes nas Poaceae. Essa familia possui uma representante que esta sendo proposta
como modelo para a biologia molecular: a Setaria viridis (Brutnell et al., 2010) para estudos envolvendo plantas de metabolismo C4. Esta espécie é uma planta
origindria das regides mediterraneas, que tem seu ciclo de vida rapido, pequeno porte, facil reproducdo e genoma relativamente pequeno (510 Mb), o que favorece
0 uso desta planta como modelo genético (Brutnell et al., 2010). S.viridis estabelece associa¢des micorrizicas nas primeiras fases de crescimento (Boullard 1963). Os
fungos Glomus mosseae, G. coronatum e G.intraradices colonizaram S.viridis (Rinaudo et al. 2010). 0 estabelecimento da associagdo FMA-setdria poderd ser util para
a compreensao genética e molecular de sinalizacdo e desenvolvimento das associa¢oes micorrizicas em geral. O presente projeto visa estabelecer o cultivo de S.viridis
e verificar a capacidade de inoculagao por FMAs.

OBJETIVO

Esse projeto visa a padronizacao do sistema de cultura-armadilha no Laboratério de Biologia Molecular de Plantas e Fungos da UNIRIO, usando a espécie vegetal
S.viridis inoculada com o fungo micorrizico G. clarum. Este estudo objetiva dar suporte a outros projetos para multiplicacao de esporos provenientes de amostras
ambientais e futuramente, estudos moleculares sobre a interacao planta-FMAs.

METODOLOGIA

Antes de iniciar o experimento, foi necessdrio realizar a quebra de dorméncia das sementes de S.viridis. Este procedimento consistiu em deixar as
sementes descascadas embebidas em dgua destilada, dentro de uma placa de petri com papel filtro umedecido, durante duas semanas em geladeira.
Apds a quebra de dorméncia, as sementes foram germinadas em dois sistemas de cultivo: (A) em condi¢des controladas em incubadora (EletroLab EL
202/4) e (B) em condi¢des ambientais (casa de vegetacdo). No sistema A, as sementes foram germinadas em substrato comercial e cultivadas em tubos
de ensaios contendo 0 mesmo substrato, previamente autoclavados. Na casa de vegetacao (B), as sementes foram germinadas em tubetes contendo solo
argiloso padrdo utilizado para cultivo armadilha usando a planta capim brizantao pelo Laboratério de Micorrizas da Embrapa Agrobiologia.

Em ambos os sistemas, houve a inoculacdo de FMAs com 14 dias apds a semeadura, e inoculacao do substrato do inéculo filtrado no tratamento controle,
visando introduzir a microbiota do inoculo neste tratamento. No sistema A, a temperatura e o fotoperiodo foram controlados, sendo admitida uma
variacdo de 20°C a 25 °C; e tendo 16h de luz/8h de escuro. Houve a inoculacdo de apenas uma espécie de FMA (Glomus clarum), ja reportada como
associativa com S.viridis. Esta inoculacdo consistiu em 2g de indculo, contendo aproximadamente 132 esporos. No sistema B, dez espécies provenientes
da colecao de FMAs da Embrapa Agrobiologia foram testadas, sendo elas: Acaulospora leavis, A. morrowiae, A. delicata, Glomus etunicutum, Kuklospora
colombiana, K. spinosa, Scutellospora gregaria, S. heterogama, S. pellucida e Gigaspora calospora.

Apds o desenvolvimento das plantas e término do experimento, o substrato de cada planta foi separado para extracdo de esporos pelo método de
peneiramento via imida (Gerdeman e Nicolson 1963), sequido de centrifugacao em gradiente de sacarose 50% (Lopes et al. 1983); depositados em
frascos de vidro com dgua e mantidos sob refrigeracao até o momento da montagem das laminas. As raizes foram fixadas e coradas sequndo o método
Philips e Hayman. (1970); Abbot e Robson(1981), com algumas modificagdes.
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RESULTADOS

0 experimento em incubadora resultou em 50% de germinacdo e foi finalizado quando as plantas completaram 66 dias apds semeadura. Em casa de vegetacao,
0 término do experimento ocorreu aos 52 dias. No experimento em incubadora, com condic6es controladas, as plantas cresceram atingindo alturas entre 10cm e
15em (Figura Ta). Em contrapartida, na casa de vegetacéo, o padrdo observado para todos os tratamentos com diferentes espécies de FMAs e plantas controle (ndo
inoculadas) foi um crescimento lento, de até 5cm do eixo principal da planta (Figura 1b). Desta maneira, foi perceptivel que as condi¢des padréo em casa de vegetacdo
adotada para cultivo armadilha com capim brizantao ndo sao adequadas para S. viridis. Sequndo Holm et al. (1991), a altura da S. viridis pode variar de 10cm até
100cm, dependendo das suas condicdes de crescimento.

Figura 1. (A) Plantas de S.viridis no sistema A (incubadora), (B) Plantas de S.viridis na casa de vegetacao da EMBRAPA.

Em fotoperiodos mais longos, a S. viridis tem apresentado ciclo de vida mais lento, levando mais tempo para florescer, sendo 62 dias com fotoperiodo de 16h e 64
dias com fotoperiodo de 20h, sendo que o florescimento ocorre em 28 dias com fotoperiodo de 8 horas (Halvorson 2003). Por ser um experimento com FMAs, nés
selecionamos o fotoperiodo longo (16h luz/8h escuro) com o objetivo de prolongar o ciclo de vida para aumentar a possibilidade de multiplicacao dos esporos. Além
disso, foram adicionadas lampadas fluorescentes tipo led, a fim de atingir 300 Lux.

No experimento A, as plantas apresentaram as folhas de aspecto saudavel durante todo o ciclo vegetativo, tornando-se amareladas na fase de senescéncia (a partir
do 28° dia). Neste experimento 90 plantas foram desenvolvidas, distribuindo-se entre os tratamentos (plantas controle ndo inoculadas e plantas inoculadas com
Glomus clarum).

Nas raizes das plantas pode ser observada a proliferacao de hifas (Figura 2), mas estruturas como vesiculas ndo se desenvolveram durante o experimento. A falta dessas
estruturas pode estar associada com a riqueza nutricional do substrato comercial utilizado e o curto ciclo de vida da S. viridis. A contagem avaliando a multiplicacao
dos esporos foi baixa, com um niimero muito perto do que foi inoculado, contendo apenas 135 esporos.

Figura 2. Raiz da S. viridis obtidas no experimento A, apds coloracao evidenciando hifas, vistas sob microscopio com aumento de 400x.

CONCLUSAO

0 experimento estabeleceu as condicdes ideais de crescimento da S. viridis no Laboratdrio de Biologia Molecular de Plantas e Fungos da Universidade Federal do
Estado do Rio de Janeiro, porém para a multiplicacdo satisfatria de esporos ainda se faz necessdrio a padronizacao das condicdes ideais do sistema setdria-FMAs. A
préxima etapa serd o crescimento de plantas de S.viridis em incubadora, nas mesmas condicdes de tempertura e luminosidade estabelecidas aqui, porém utilizando
de uma nova composicéo de substrato, visando para favorecer o FMA e aumentar a taxa de multiplicacao dos esporos.
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