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RESUMO: O presente estudo teve o objetivo geral de definir uma edtratégia de
melhoramento genético do fungo ectomicorrizico Pisolithus microcarpus para a producéo de
in6culo comercia para mudas de Eucalyptus. Ap6s 0 mapeamento da distribuicdo espacia e
tempora das frutificagbes de Pisolithus microcarpus em duas unidades amosirais de sub-
bosgue de Eucalyptus spp., procedeu-se a coleta e & germinagdo de basidiosporos de seis
frutificagbes para obter genitores monocaridticos in vitro. ApOs a caracterizagdo e a
determinacdo da compatibilidade sexual desses genitores, pdde-se gerar hibridos intra-
especificos e definir um modelo aplicavel a andise didéica em fungos ectomicorrizicos
heterotdlicos e com sistema de compatibilidade sexud tetrapolar. O uso deste modelo
permitiu estimar, para a caracteristica de crescimento micelial, a magnitude da Capacidade
Gera de Combinacdo associada a cada genitor monocariotico e da Capacidade Especifica de
Combinacdo entre os genitores monocaridticos de Pisolithus microcarpus. As estimativas
dessas capacidades permitiram avaiar 0 potencia de uso de esporos ou de micélio na
congtituicdo de indculos comerciais.
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BREEDING OF MONOKARYOTICSGENITORS OF SYMBIOTIC FUNGUS
Pisolithus microcarpus FOR GENETIC STUDIES

ABSTRACT: This research developed a strategy for genetic improvement of the
ectomycor hizal f ungus Pisolithus microcarpusaiming at producing commercial innoculum
for Eucalyptus seedlings. After mapping the spatial and temporal distribution of fruiting
bodiesin two experimental plots of a Eucalyptus understory, basidiosporeswer e collected
from six basidiomata and germinated to produce parental monokaryonsisolatesin vitro.
After theidentification of the sexual compatibility system of monokaryons, some compatibles
parental isolateswere crossed in vitro to produce hybrid dikaryotic progenies andtodeve op
amodel applicableto adiallell mating design. Thediallell analyses were done for detrait of
mycelia growth. The use of such model allowed the estimation of the values of General
Combining Ability (GCA) of each parental monokaryonsisolates and the values of Specific
Combining Ability (SCA), for each one of the crossing system between parental
monokaryons. These combining abilities showed the potential use of basiosporesto produce
commercial innoculum.

Key words: Ectomycor hizae, Pisolithus, diallell analyses, mating type, sexual compatibility,
general and specific combining abilities.
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1INTRODUCAO

As edratégias mas promissoras paa
aumentar a sobrevivéncia e a produtividede de
arvores cultivadas em sitios de baixa quaidade
induem os programas de mehoramento
gendtico de plantas e a utilizacdo dos fungos
gmbidticos micorrizicos.

A mehoria da eficéncia dmbidtica
desses fungos podera, de forma complementar
a sdecédo e ap mehoramento das espécies
aboreas, maximizar a utilizacdo desses sitios.
As asociaghes micorrizicas sB0  essencias
para as avores, pois, em condices de
deficiéncias hidricas e nutricionals, 0 parceiro
fungico melhora a asor¢do e o trangporte de
agua e nutrientes do solo para as raizes da
planta (Skinner e Bowen, 1974a, 1974b ).
Além dessss  beneficios, ha  dgnificaivo
aumento da tolerdncia a acidez, a toxicidade
por metais pesados, a temperaturas elevadas
do solo (Marx, 1991) e também um expressivo
aumento na ressténcia as doencas do sSstema
radicular (Kope et a. 1990).

Os auas progranas de mehoramento
genético de avores envolvem técnicas de
polinizacdo controlada em ddineamentos de
cruzamentos inter e intra-especificos  que
permitem edimar 0S parametros genéticos
teis a sdecdo de genitores (linhagens,
variedades, clones etc) e a producdo de
hibridos capazes de gerar sementes meho-
radas. Entretanto, com relagdo aos programas
de mdhoramento genético de fungos micor-
rizicos, va&ios edudos anda necesstam ser
conduzidos para o entendimento da natureza e
da magnitude dos €feitos genéticos na
manifestacdo das caracteristicas de interesse
econbmico e ambienta. 1sso propiciard o nive
de conhecimento cientifico necessario a produ-
¢a0 de indculos fungicos eficientes em promo-
ver os beneficios associados a smbiose.

Alguns estudos conduzidos sobre oS
fungos ectomicorrizicos Hebeloma (Debaud et
a, 1988, Gay e Debaud,1987), Laccaria
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bicolor (Kropp e Fortin, 1988) e Pisolithus
tinctorius (Rosado, Kropp e Piché1994;
Cavadho e d. 1997) evidenciaram a
posshilidade de se obter genitores monoca
ridticos e suas progénies dicaridticas in vitro,
demondrando, portanto, a posshilidade de
producdo de inéculos comerciais efetivos na
colonizacdo das raizes das &vores, condi-
tuidos de hibridos intra- especificos.

O presente estudo teve o0s seguintes
objetivos. 1) produzir genitores monocarioticos
por meio da germinacdo de esporos in vitro; ii)
caacterizar a compatibilidade sexud de
genitores monocaridticos para a geracéo de
hibridos intra-especificos e iii) propor um
modelo para estimar os efeitos da Capacidade
Gera de Combinacdo (CGC), associada a cada

genitor monocaridtico e da Capacidade
Especifica de Combinacdo (CEC), entre
genitores especificos de Pisolithus
microcar pus.

2MATERIAL E METODOS

2.1 Germinacao de esporos e obtencdo de
cultur as monocar iéticas monosporicas

Sas  frutificagdes  maduras  foram
coletadas em duas &ess didtintas, cultivadas
com Eucalyptus spp, em ltutinga, Minas
Gerais. Apés a extracdo dos basidiosporos de
Pisolithus microcarpus estes foram gemina-
dos e culturas monocaridticas foram obtidas,
conforme descrito por Kope e Fortin (1990).

2.2 ldentificacdo dos grupos de compa-
tibilidade sexual

Para  identificar o0s grupos de
compatibilidade sexud (mating types) das cul-
turas monocaridticas, dez culturas prove-
nientes de cada uma das sas frutificagbes
foram tomadas aeatoriamente e pareadas entre
s em meio dlido MMN (Max, 1969), usando
0 dispostivo de cruzamento em  fatorid
(10X10). ApGs quatro semanas, trés quadrados
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de agproximadamente 3,0 x 3,0 mm, contendo
micdio crexcido na interface das cultures
pareadas, foram transferidos para novas placas
com meio MMN. Apds 10 dias, as colbnias
foram examinadas microscopicamente para
condatar-se a presenca de grampos de
conexdo, indicativos da dicariotizacéo. Utili-
Zou-Se, para a caracterizacdo dos mating types,
ametodol ogia descrita por Rosado (1996).

Apés a conclusio das observacOes
microscopicas e reconhecimento dos mating
types dessass 40 culturas, duas culturas
compativeis (capazes de formar um dcario) de
cada uma das frutificagbes (total de 8 culturas
monocaridticas) foram  sdecionadas  para
srem cruzadas. Duas  outras  culturas
monocaridticas, cataogadas no Departamento
de Ciéncias Florestais da Universdade Federd
de Lavras, Minas Geas, foram induidas
neses cruzamentos para condituir um novo
ddineamento  fatorid, perfazendo-se um totd
de 10 culturas monocaridticas.

2.3 Selecdo de genitores monocariéticos e
escolha do modelo para andlise
dialdica
Ap6s o0 reconhecimento da compati-

bilidade sexual ou mating types deste novo

delineamento, foram sdecionadas, a0 acaso, 6

culturas  monocariticas genitoras que, @

serem cruzadas entre § formaram um conjunto
de culturas dicaridticas, definindo, dessa
manera, um ddineamento de cruzamento em
dialdo balanceado para a geracéo de culturas
dicaridticas hibrides. A partir desse ddine-
amento, defini-se 0 modelo biométrico de

Griffing (1956) paa rediza as andises

genéticas dos hibridos fungicos gerados. Essas

andises foram processadas com dados de
crecimento micdid, por ser uma caacte-
rigica rgpida e fécil de ser avdiada em fungos.

Os dados foram obtidos conforme experimento

aseguir.

As culturas hibridas obtidas no cruza-
mento em dialdo foram repicadas para placas

de petri com meo MMN, incubadas em
cAmara de crescimento a 25°C, no escuro,
durante 28 dias e aranjadas em um ddine-
anento  eddigico inteiramente  casudizado,
com 3 repeticdes para cada cultura. No fina
do periodo de incubacdo, obtiveramse os
dados de didmetro da coldnia, estimados pda
média aitméica de didmetros medidos em
quatro eixos com digribuicdo equidistante a0
longo do perimetro da colénia Os dados
obtidos foram submetidos a andise pedo
modelo de Griffing (1956), utilizando o
programa GENES (Cruz, 2001).

Moddo de Griffing: Yij = m+ G + §; +
ej; sendo, Yj; = média expeimentd; m =
gddto da média gad; G = efeto da
Capacidade Gerad de Combinagdo (CGC)
associados a i e j¥™ cultura monocaridtica
genitora; §; = efeito da Capacidade Especifica
de Combinagdo (CEC) entre as culturas
monocaridtices genitoras i e j; &; = ero
deatorio médio, associado ao tratamento de
ordemij.

3 RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1 Producdo de genitores monocarioticos
in vitro

O nimero de culturas monocarioticas
obtides pela geminacdo de  esporos
provenientes das seis frutificagbes amostradas
foi de 17, 11 e 17 nas frutificagdes 3, 4 € 5
(parcdla 1); e 15 culturas monocaridticas
obtidas nafrutificagdo 6 (parcda 2).

Os resultados da identificacdo dos grupos
de compatibilidede, mating types, mostraram
que a frutificagéo 6 (parcela 2) gpresenta todos
0S quatro grupos de compatibilidade sexud
gpresentados  pela  literatura  para  ogrupo
Pisolithus (Kope e Fortin, 1990; Rosado,
Kropp e Piché 1994; Carvalho et al., 1997).
Por outro lado, as frutificacbes 3, 4 e 5
(parcdla 1) apresentaram apenas dois dos
quatro grupos de compatibilidade.
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3.2 Sedlecdo de genitores monocarioticos e
escolha do modelo para andlise
dialdica

A Tabela 1 mostra 0 cruzamento entre
oito genitores monocaridticos escolhidos a0
acasn, dentre o conjunto de culturas
monocaridticas de cada frutificacdo, e de cada
um dos dois locais de amostragem, mas 0s
dois outros genitores monocarioticos (G 9 e
G10) pertencentes a colecdo de fungos
ectomicorrizicos da UFLA. Observa-se que
somente 0S cruzamentos entre as culturas
monocarioticas provenientes  das frutifi-
ccbes 3 e 4 foram incompaiveis. Edas
frutificagdes ocorreram no soloem posicoes
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muito proximas, indicando que se originaram
de um mesmo micdio ou de micdios
diferentes, porém, com um ceto grau de
parentesco. Isto  sugere que, hedtas
frutificagdes, peo menos um dos dois locas
gpresentaram o] mesmo fator de
compatibilidade sexud. Dessa forma, as
culturas monocaridticas de uma das duas
frutificacbes n&o participaram como genitoras,
no ddineamento de cruzamento em dideo
completo, para gerar as progénies dicaridticas.

A Tabda 2 gpresenta um deineamento
experimentd em diddo bdanceado, em que
0s genitores G1, G5, G6, G8, G9 e G10 s
cruzam para a geracéo de g(g-1)/2 progénies
dicaridticas, ou sgja, 15.

Tabela 1. Delineamento de cruzamento em fatorial para reconhecimento da compatibilidade sexual entre
culturas monocaridticas de diferentes frutificaces e locais de amostragem.

Table 1. Design of factorial crossing systemfor recognition of sexual compatibility, among monokaryotic
cultures from different basidiomata and sampling places.

LOCAL 1 LOCAL 2 LOCAL 3
(Itutinga, MG) (Itutinga, MG) (Lavras, MG)
Frutificacédo 3 Frutificacéo 4 Frutificacdo 5 Frutificacdo 6 | Frutif. 7 | Frutif. 8
Genitores | AiB; | A:B; AzB; AxBy AsBs AsBs A7B; AsBs ArBr Az By

eMT G, G, Gs Gy Gs Ge G, Gs Gy Gio
AB; + + + + + + + + +
AB, - - + + + + + +
AB; + + + + + + +
A;By + + + + + +
AsBs + + + + +
AsBs + + + +
A;B; Cruzamentos reciprocos + + +
AeBs ndo realizados + +
A B +
Ay B,

Additional monokaryotic cultures from Lavras,MG, deposited at the Forest Breeding Laboratory. MT= Mating types

of the monokaryaotic cultures.

Culturas monocariéticas adicionais, provenientes de Lavras, MG e cadastradas no Laboratério de Melhoramento
Florestal, MT = Mating types das culturas monocarioticas.
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Escolherse 0 méodo de nimero 4,
decrito em Cruz e Regazzi (1994), para
andise do ddineamento em diddo. Nese
método inclui-se a andise dos F1 e excluem-se
0S Ccruzamentos reciprocos, que nd S0
possiveis de serem redizados em fungos
basidiomicetos ectomicorrizicos, e também os
autocruzamentos, pelo fato desses fungos
serem heterotdlicos.

As caacteridicas fungicas de impor-
tancia econdmica e ambienta, tas como as
relacionadas a mehoria do estado nutriciond
das plantas, a0 aumento da toleréncia as
condigdes adversas do meio e a sintese de
fodfatase &cida e de outras substéncias estimu-
ladoras do crescimento vegetal, podem ser
geneticamente estudadas pelo moddo biomé-
trico em dideo proposto por Griffing (1956).

Egde moddo pemite avdia o vdor
reprodutivo de cada cultura monocaridtica
genitora, bem como as interagbes entre eas,
paa formar progénies hibridas flungicas
superiores. A estimativa da CGC de cada um
dos genitores monocaridticos permite  a
sdecdo  dagueles que, quando cruzados
dedtoriamente  com qualquer outro genitor,
produzem progénies hibridas com média
superior a da populacéo. Por outro lado, a
edtimativa da CEC pemite a sdecdo de
genitores  especificos para  cruzamentos
controlados e a obtencdo de progénies hibridas
superiores. Assm, ambas as edimativas S0
necessrias paa a dedinicdo da mehor
edtratégia de sdecdo para a implementacéo de
programas de inoculagbes comerciais de
mudas no Vviveiro.

Tabela 2. Delineamento de cruzamento em dialelo balanceado para a geracdo de culturas dicaridticas

hibridas.

Table 2. Design of balanced diallell crossing system for producing hybrid dikaryotic cultures.

Genitores de
Pisolithus Gl G5 G8 G9 G10
Microcar pus
Gl X D1 D3 D4 D5
G5 - X D7 D8 D9
G6 - - D10 D11 D12
G8 - - X D13 D14
G9 - - - X D15
G10 - - - - X

A adaptacdo de modelos biométricos
paa andisss gendtices em  fungos
basidiomicetos € uma préica consderada
adequada e reativamente usud. O trabadho

gue iniciou este tipo de adaptacdo foi
conduzido por Simchen e Jnks (1964) em
Schizophillum commune. Esta aplicacdo foi
feita a partir do modelo North Carolina Design

Cerne, Lavras, v. 9, n.2, p. 205-212, jul./dez. 2003



210

[1, proposto por Comstock e Robinson (1952).
Pogteriormente, este modedlo foi aplicado em
fungos ectomicorrizicos para a conducdo de
edudos de componentes de vaiancia em
Hebeloma cylindrosporm (Gay e Debaud,
1987; Wagner, Gay e Debaud, 1988; 1989) e,
mais recentemente, em Pisolithus tinctorius
(Rosado, Kropp e Piché, 1994).

Os dados do crescimento micdid das
culturas dicaridticas hibrides  foram  subme-
tidos a andise de vaiancia, conforme o
moddo biométrico em diddo completo
anteriormente descrito.

Os resultados da andlise de varidncia sfo
gpresentados na Tabela 3. Obsarva-se que
houve diferengas dgnificativas  entre  as
culturas hibridas, entre as CGC dos genitores
monocaridticos e entre as CEC dos diferentes
cruzamentos. Também observa-se que o
coeficiente de variacdo (CV) experimenta foi
baxo (11,02%), revelando dta preciséo
experimenta. O dto vador do CV genctipico
(22,81%), comparado com o CV experimental,
e os niveis de dgnificancia da CGC e CEC
indicam a posshilidade de se dcancar ganhos
gendticos dgnificativos pea selecdo de geni-

SALES, N.L.P. et al.

tores com os maiores vaores de CGC elou de
cruzamentos  especificos com 0s  maiores
valores de CEC.Os valores de CGC de cada
genitor e de CEC so gpresentados na Tabela
4. Observa-se que o genitor G5 foi 0 que teve
0 maor vdor de CGC (7,5), o que sgnifica
gue, independente do outro genitor com quem
de cruzar, produzird culturas hibridas com
média superior a da populacéo. Neste caso,
poder-se-a optar pela producéo de indculo
congtituido por esporos, desde que um dos
genitores sga G5. Observa-se também que a
maor CEC foi dcancada peo cruzamento
entre os genitores G6 e G9 (7,4), seguida pelo
cruzamento entre os genitores G5 e G8
(49). Neste caso, estes cruzamentos
epecificos  produzirdo média superior a da
populacdo e o inbculo poderd ser condituido
de esporos, porém, provenientes de
frutificacbes geradas a  patir  destes
cruzamentos  especificos redizados em
condigBes controladas em laboratorio. Nestas
Stuagbes de inoculos condtituidos por esporos
destacamse as vantagens de facilidade de
operacéo e custo de producdo de inéculo em
escdacomercid.

Tabela 3. Andise de varidncia do crescimento miceliad das culturas dicaridticas hibridas de Pisolithus

microcarpus

Table 3. Variance analysis of mycelia growth of Pisolithus Microcarpus hybrid cultures.

F.V. G.L. S.Q. QM. F
Culturas hibridas 14 167293 11950 13,89**
C.G.C. 5 948,51 189,70 22,05**
C.E.C. 9 72442 80,59 9,36**
Residuo 30 258,00 8,6
Média gera 26,62mm

CV experimenta = 11.02%

CV genatipico = 22.81%

**: Teste de F com efeito significativo (p<0,01), considerando genitores com efeito fixo.
**: F test with asignificant effect (p<0,01), considering parents with afixed effect.
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Tabela 4. Matriz de médias e estimativas da Capacidade Gera de Combinagdo (CGC) e Capacidade
Especifica de Combinacdo (CEC) obtidas pela andlise diadélica do crescimento micdia das culturas

dicaridticas hibridas de Pisolithus microcar pus.

Table4. Matrix of means of the General Cross Ability (GCC) and Specific Cross Ability (SCC) obtained by
the diallellic analysis of the mycelia growth of Pisolithus microcarpus dikaryotic hybrid culturesf.

Genitores  GL(-04)* G5 (7.5) G6 (0.5) G8(-40)  GO(15  GIlO(2J)
G1 X 36023  260(07) 2875  2L7(31) 243002
G5 - X 260(-86) 35049  303(-23 3B7(37)
G6 - - X 257(26)  380(74)  243(-07)
G8 - - - X 173(-38)  153(-52)
G9 - - - - X 250 (2,0

G10 - - - - - X

()* Vaoresda Capacidade Geral de Cruzamento de cada genitor
()** Vaores da Capacidade Especifica de Cruzamento entre os genitores

()* Vaues of the General Cross Ability of each parental

()**Values of the Specific Cross Ability between parental

4 CONCLUSOES

A patir de esporos coletados de
frutificagbes amodtradas no campo foi possivel
obter genitores monocariéticos in vitro para
proceder estudos genéticos de fungos ectomi-
corrizicos.

A caracterizagdo e a determinacdo da
compatibilidade sexuad de genitores monoca
ridticos permitiram produzir hibridos intra-
especificos e definir um moddo golicive a
andie diddica em fungos ectomicorrizicos
heterotdicos e com dSsema de competibi-
lidade sexual tetrapolar.

Este modelo poderd ser aplicavel a outras
vaiavels, para, assm, propiciar uma mehor
condituicdo de inéculos, ou sga utilizando
edruturas  fungicas sexuadas  (esporos) ou
edtruturas vegetativas (micdio).
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