ISSN 1414-1345
LU ARTUOIUE T

Ministério da Agricultirs e do Abastecimento - P E S Q U | S A ‘ E M

Caixa Postal 74503 - CEP 23851-970 - Seropédica, RV ) . . : '

Fone (021) 682-13500 Fax (021) 682-1230 . _ .
E-mail: acrffdenpab.embrapa.br ; L i ‘

N* 25, nov/99, p.1-3

-/

| ' C Ministério
, da Agricutura

i & do Ahastecimento

Caracterizacio de Isolados de Gigaspora Margarita Através da

Técnica do Elisa Indireto’

Simdo Lindoso de Souza®
Francisco Adriano de Souza’
Verénica Massena Reis®

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) pertencem a ordem Glomales, a qual engloba trés
familias com dois géneros cada: Glomaceae (Glomus e Sclerocystis), Acaulosporacea (Acaulospora e
Entrophespora), Gigasporacea (Gigaspora e Scutellospora). Estes fungos sdo componentes importantes
da microbiota do solo, sendo fundamentais para o desenvolvimento de indmeras espécies de plantas. Os
FMA sido biotroficos obrigatérios ¢ se multiplicam somente apds o estabelecimento de simbiose com
raizes metabolicamente ativas. Esta caracteristica dificulta a identifica¢do taxondmica das espécies, uma
vez que entre o estabelecimento da simbiose e a formagio de esporos, € necessario um periodo de tempo
consideravel (2 a 6 meses). A taxinomia de espécies de FMA ¢ baseada em caracteres morfolégicos dos
esporos, como cor, tamanho, espessura e tipo de parede, necessitando de especialistas. Neste sentido, o
uso de técnicas imunoldgicas pode contribuir de forma eficiente para a identificag@o correta de isolados

na auséncia de taxonomistas, através do reconhecimento antigeno-anticorpo.
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Este trabalho teve por objetivo a caracterizagdo de isolados de Gigaspora de diferentes origens e
espécies com um anti-soro policlonal obtido a partir de proteinas soliveis extraidas de esporos (PSE) de
Gigaspora margarita (acesso CNPAB 001) (GMC) através da técnica do ELISA Indireto.

Produziu-se¢ um anti-soro policlonal a partir de proteinas solaveis de esporos de G. margarita
(acesso CNPAB 001) (GMC). Para a inoculagdo, extragdo e conservagdo do anti-soro, utilizou-se da
metodologia descrita por Reis et al. (1997). O anti-soro obtido foi testado contra 9 isolados/espécies: G.
margarita (acessos: IES 32 (GMV); CNPAB 015 (GMT); CNPAB 016 (GMP)); G. albida (INVAM 927)
(GA); G. rosea (IES 19) (GR); Glomus clarum (CNPAB 005) (GC), Glomus etunicatum (CNPAB 006)
(GE); Scutellospora gregaria (CNPAB 007) (SG) e S. heterogama (CNPAB 002) (SH). As placas de
ELISA foram impregnadas com macerados de 20 esporos dos diversos isolados/espécies.

O titulo do anti-soro testado foi de 1:1000, este foi incubado com o anti-soro secundario (1:1000)
por um periodo de 45 minutos, conforme Li & Macrae (1992). O anti-soro também foi testado contra
micélio extra-radicular e raizes de sorgo e batata doce cultivadas em casa de vegetagéio, assim como em
raizes transformadas de cenoura cultivadas em placas de Petri, em meio “M” (Bécard & Fortin, 1988).
Todas as raizes estavam colonizadas pelo mesmo isolado de fungos utilizado na produgfio do anti-soro.
Estes testes seguiram a metodologia de Schloter et al. (1997). As placas foram impregnadas com tampdo
carbonato-bicarbonato ¢ incubadas por uma noite, para este teste o anti-soro foi utilizado na mesma
diluigdo anterior (1:1000) .

O anti-soro apresentou baixa reagdo cruzada contra espécies pertencentes ao género Scutellospora
e Glomus (Figura 1). Isolados/espécies pertencentes ao género Gigaspora apresentaram valores de reagio
cruzada que variaram de 42,3 a 98,5% em relagdo ao isolado do qual o anti-soro foi produzido. De trés
acessos classificados morfologicamente como sendo G. margarita (GMT, GMV e GMP), dois
apresentaram nivel de detecgiio bem proximo do obtido para a . margarita empregada na produgéo do
anti-soro (GMV 98,5 ¢ GMT 86,4%). O acesso GMP apresentou sinal menor (54,1%), 0 que pode sugerir
uma revisdo na identificagio morfologica deste acesso, visto que o valor obtido foi mais proximo de dois
acessos classificados como G. albida (63,6%) G. rosea (42,3%). Este anti-soro pode ser empregado na
diferenciagdio taxondmica de espécies pertencentes ao género Gigaspora, as quais apresentam pequenas
vaniagdes morfologicas entre espécies. O sinal obtido para raizes e micélio nio permitiu uma detecgdo
acima do nivel minimo, o que sugere que o anti-soro produzido a partir de proteinas de esporos ndo

permite a detecgfio positiva destas estruturas do fungo, uma vez que a composicéo protéica é diferente.
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Figura 1: Percentagem de reagles cruzadas do anti-soro produzido a partir de proteinas soliveis de
esporos de Gigaspora margarita (GMC) contra espécies/isolados de FMA :Gigaspora
margarita (GM), G. albida (GA), G. rosea (GR), Glomus clarum (GC), G. etunicatum (GE),
Scutellospora gregaria (SG) € S. heterogama (SH).
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