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RESUMO

A Amazoénia atrai grande atencdo da comunidade cientifica internacional por ser um dos
principais centros de biodiversidade do planeta. Embora possua uma grande diversidade
vegetal, esse bioma se localiza em uma regido onde predominam solos de baixa fertilidade. Boa
parte da biomassa e energia armazenadas por esses vegetais ¢ perdida para os sistemas
decompositores presentes no solo, mantendo, dessa forma, uma camada orgéanica de grande
relevancia para manutencdo da nutricdo vegetal. A manutengdo desse ecossistema seria
impossivel sem a presenga de microrganismos transformadores e enriquecedores nas chamadas
formas de himus. Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) constituem uma fragao
importante desses microrganismos e sua diversidade e abundancia sdo diretamente relacionadas
com a diversidade e produc¢ao de sistemas florestais. Apesar de ter sido alvo de diversos estudos,
pouco se sabe sobre a dinamica das comunidades microbianas nas formas de humus da
Amazonia, principalmente tendo em vista sua importancia nesse ecossistema singular. Dessa
forma, esse trabalho teve o objetivo de avaliar a diversidade de FMA em um fragmento de
floresta da Amazonia oriental e um pasto adjacente, relacionando-a com a distribui¢@o vertical
da matéria organica. Adicionalmente, plantas micoheterotroficas foram coletadas na area de
estudo e as espécies de FMA associadas as suas raizes e de plantas adjacentes foram avaliadas
assim como os presentes nas raizes das plantas adjacentes. As amostras foram coletadas no
municipio de Baido (PA). Cinco pontos distanciados 50 m entre si foram coletados ao longo de
um transepto na floresta e no pasto. O solo da floresta foi estratificado em sete camadas, desde
a liteira até o horizonte A subjacente. Na pastagem, foram coletadas trés camadas incluindo o
solo mineral. A por¢do mineral dos solos e as camadas organicas que continham raizes foram
utilizadas para o preparo de vasos de cultivo armadilha com Uruchloa decumbens. Apds a
multiplicacdo dos fungos e obtencdo de esporos viaveis, os fungos foram identificados com
base em sua morfologia e ferramentas moleculares. Naofoi observada diferenga na composicao
de espécies de espécies de FMA entre as camadas e os sistemas de uso da terra avaliados.
Porém, a maior concentragdo de glomalina foi observada nas camadas FH, H; e H» da floresta,
que se caracterizam por serem ricas em raizes finas e, portanto, como sitios de infec¢do para
FMA. A planta micoheterotrofica foi classificada como Voyriella parviflora. Apenas duas
espécies, uma do género Glomus e, outra, de Racocetra estavam associadas a V. parviflora,
indicando que essa planta seleciona essas espécies dentre as demais existentes nas raizes das
plantas autotroficas da liteira circundante.

Palavras-chave: Formas de Himus. Micorrizas. Nutricdo vegetal. Ciclagem de nutrientes.



ABSTRACT

The Amazon attracts great attention from the international scientific community for being one
of the main biodiversity centers on the planet. Despite its high plant diversity, this biome is
located in a region where soils of low fertility predominate. Much of the biomass and energy
stored by these plants are lost to the decomposing systems present in the soil, thus maintaining
an organic layer of high relevance for the maintenance of plant nutrition. The maintenance of
this ecosystem would be impossible without the presence of microorganisms that transform and
enrich the so-called humus forms. Among them are the arbuscular mycorrhizal fungi (AMF),
whose diversity and abundance are directly related to the diversity and production of forest
systems. Despite having been the subject of several studies, little is known about the dynamics
of microbial communities in humus forms in the Amazon, mainly because of their importance
in this unique ecosystem. Thus, this work aimed to assess the diversity of AMF in a forest
fragment in the eastern Amazon and an adjacent pasture, relating the AMF diversity with the
vertical distribution of organic matter. Additionally, mycoheterotrophic plants were collected,
and the AMF associated with their roots and those of adjacent plants were evaluated. The
samples were collected in the city of Baido (PA). Five points, 50 m apart, were collected along
a transect in the forest and pasture. The forest floor was stratified into seven layers, from the
litter to the underlying A horizon. In the pasture, three layers were collected, including the
mineral soil. The mineral portion of the soils and the organic layers that contained roots were
used to prepare trap cultivation pots with Uruchloa decumbens. After the multiplication of
fungi and obtaining viable spores, the fungi were identified based on their morphological and
molecular characters. No difference in the composition of species of AMF species between the
layers and the land-use systems evaluated. However, the highest concentration of glomalin was
observed in the FH, Hi, and H: layers of the forest, which are characterized by being rich in
thin roots and, therefore, as infection sites for AMF. The mycoheterotrophic plant was classified
as Voyriella parviflora. Only two species, one of the genus Glomus and the other, of Racocetra,
were associated with V. parviflora, indicating that this plant selects these species among the
others existing in the roots of the surrounding autotrophic plants.

Keywords: Humus forms. Mycorrhiza. Plant nutrition. Nutrient cycling.
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PRIMEIRA PARTE
INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

O bioma Amazonia ¢ considerado um dos principais centros mundiais de biodiversidade
por se tratar de um ecossistema extremamente biodiverso e por possuir duas das maiores bacias
hidrograficas do Brasil: a bacia do rio Amazonas, que abrange uma area de 6,9 milhdes de km?
e a bacia dos rios Tocantins-Araguaia, que com 767 mil km? (CARVALHO, 2009). Nessa
regido predominam as classes Latossolo-Amarelo distrofico de textura argilosa e Argissolo
Vermelho-Amarelo (SANCHEZ et al., 1982; MOREIRA & MALAVOLTA, 2004; HERRERA
et al., 1978). Quimicamente esses solos sdo acidos, saturados por aluminio (Al) e pobres na
maioria dos nutrientes, o que parece ser contraditorio levando-se em consideracao que, nessas
condig¢des, se encontram os ambientes florestais com maior diversidade vegetal do planeta. O
que torna tal biodiversidade possivel ¢ o fato de, nesse ambiente, as plantas dependerem em
grande parte dos compostos nutricionais liberados pela liteira decomposta. Isso ocorre gracas a
interacdo de organismos transformadores e enriquecedores do solo (OLIVEIRA E OLIVEIRA,
2010; HERRERA et al., 1978).

Tendo em vista a importancia da liteira decomposta e das camadas orgéanicas e organo-
minerais dos diversos solos dos ecossistemas da floresta amazonica, os estudos de classificagao
das formas de hiimus nesse ambiente sdo de extrema relevancia. At¢ o momento, apenas um
estudo abordou as formas de hiimus na Amazoénia (CESARIO et al., 2015) ¢ apesar de sua
importancia para a dindmica dos nutrientes na floresta, estas t€ém sido desconsideradas dos
levantamentos de biodiversidade. Os humus descritos por Cesario et al. (2015) foram
classificados como do tipo Mull, sendo que uma das areas estudadas apresentou uma fina
camada de raizes na superficie do solo. Além disso, encontrou-se a presenca de fungo da
podridado branca, caracteristico de Moder em solos temperados, em humus do tipo Mull, o que
foi considerado atipico.

Os fungos sdo os principais decompositores de matéria organica, sendo os
microrganismos de maior relevancia na ciclagem de nutrientes, e ainda sdo microrganismos
frequentemente relacionados a fitopatologias (LINDAHL, 2007). Deste modo, eles tém um
papel relevante na decomposi¢do da matéria organica nas diferentes formas de himus, em
especial na Mor e na Moder, onde a atividade da fauna do solo ¢ desestimulada. Além de sua

importancia na transformacdo da matéria organica acumulada sobre o solo, existem ainda
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fungos que se associam simbioticamente com o sistema radicular das plantas formando as
chamadas micorrizas. Dentre eles, destacam-se os fungos micorrizicos arbusculares (FMA),
principais formadores de micorrizas em ambientes tropicais (DE SOUZA et al., 2008,
OLIVEIRA e OLIVEIRA, 2010). Nessa associacdo mutualistica a planta supre o fungo com
energia para crescimento e reproducao via fotossintatos. Por sua vez, o fungo prové a planta e
o solo com uma gama de servigos, sendo os principais realizados pelo micélio extra-radicular
como, por exemplo, a absor¢ao de nutrientes, o aumento da resisténcia da planta a ataques de
patdgenos do sistema radicular e o aumento da capacidade de absor¢ao de agua (SOUZA et al.,
2008). Estima-se que 80% das espécies vegetais formem micorrizas arbusculares, sendo entdo
essa relacdo considerada uma regra e ndo uma excecdo na natureza (MOREIRA, 2006;
SEQUEIRA et al., 2010).

Os FMA sao pertencentes ao filo Glomeromycota, classe Glomeromycetes, e tratam-se
de organismos biotroficos obrigatdrios que estabelecem uma simbiose de extrema importancia
nos ecossistemas tropicais, principalmente pelo seu papel na aquisicdo de nutrientes, sendo
relacionados a nutri¢do de fosforo (P), que € o nutriente mais limitante para o desenvolvimento
vegetal nos solos dos tropicos (SEQUEIRA et al., 2010; MOREIRA, 2006). Além disso, a
propria biodiversidade de fungos micorrizicos estd intimamente ligada a diversidade e
produtividade de comunidades vegetais (GOI & SOUZA, 2006).

No campo, foi identificada a existéncia de uma forma de humus semelhante ao tipo Mor
em uma floresta no estado do Pard. Esta forma de humus foi encontrada em solos muito
arenosos, classificados como espodossolos (DOS SANTOS, et al. 2018). Algumas arvores
localizadas nessa floresta sdo de grande porte, o que ¢ incomum nesses tipos de solo. Na
Amazodnia, os espodossolos sdo encontrados em campinas e campinaranas e, quando sob
floresta, esta tem arvores com caule de pequeno diametro, o que nao € o caso da floresta em
questdo (TADINI, A. M. et al., 2017; DO VALLE, C. M. et al., 2005). Em alguns pontos, as
camadas organicas alcangam mais de 20 cm de profundidade, com uma grande quantidade de
raizes envolvidas por matéria organica decomposta. Este fato levou a hipotese de que FMA
estdo presentes nessa camada uma vez que estdo densamente ocupadas pelas raizes das plantas
deste fragmento florestal. Além disso, plantas micoheterotroficas do género Voyriella, que se
associam a FMA (IMHOF & WEBER, 1997) foram observadas na serapilheira, o que indica
que esses fungos também estdo se associando a outras plantas da floresta na camada organica

do solo.
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Dentro desse contexto, o presente trabalho teve como objetivo (1) estudar a diversidade
e distribuicdo de FMA nas diferentes camadas organicas e no solo dessa floresta; e (2) estudar
os fungos micorrizicos associados as plantas micoheterotroficas presentes nesse fragmento. A
floresta foi contrastada com uma pastagem adjacente, visando identificar o impacto da

conversao da floresta a pasto.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Fungos Micorrizicos Arbusculares

Os FMA sao organismos do solo que estabelecem a simbiose mais comum entre plantas
e microrganismos. Estes fungos pertencem ao filo Glomeromycota e sdo encontrados nas raizes
da grande maioria das plantas terrestres, formando uma associacdo mutualistica. Existem
inumeras espécies de FMA, incluindo espécies com grande valor econdmico, sendo que estes
fungos sdo registrados em todos os ecossistemas terrestres, desde polares até tropicais imidos
ou desérticos (SMITH & READ, 2008). As micorrizas arbusculares sdo indicadas como um dos
possiveis fatores que possibilitaram o sucesso da transi¢cdo das plantas para o ambiente terrestre
e foram registradas ocorrendo em angiospermas, pteridofitas e bridfitas (REDECKER, 2000).
Como organismos simbiotroficos obrigatérios, estes fungos dependem de raizes
metabolicamente ativas para manter seu ciclo de vida. Existem trés principais formas de
propagulos de FMA no solo: segmento de raizes infectada, hifas ou micélio extraradicular ou
os esporos, que podem ser considerados os principais (SMITH & READ, 2008; REDECKER,
2000). Dessa forma o ciclo se inicia com o prolongamento da hifa a partir de um desses tipos
de propagulo em dire¢do a uma raiz metabolicamente ativa. Havendo o contato entre o fungo e
a raiz, um apressorio ¢ formado e ocorre a coloniza¢do interna da raiz, com a formacao de
estruturas intrarradiculares conhecidas como arbusculos, através das quais o fungo passa a
receber fotoassimilados para conduzir seu desenvolvimento. Ocorre a emissdo de hifas
extraradiculares, que atuam na absor¢ao de nutrientes e 4gua para a planta. Com a colonizagao
bem estabelecida, o fungo comega a produzir esporos, que sdo as estruturas morfologicamente
mais caracteristicas de cada espécie (GIOVANNETTI, 2010; SMITH & READ, 2008).
Algumas formam o esporo dentro das raizes colonizadas, outras a partir do micélio
extraradicular, podendo ocorrer de forma individual ou em estruturas conhecidas como
esporocarpos (GUPTA, 2017).

As micorrizas arbusculares beneficiam os vegetais pois, através das hifas

extrarradiculares, o fungo coloniza a rizosfera em busca de nutrientes e atua como um
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competidor para microrganismos possivelmente patdgenos que ocorram proximos as raizes
(SMITH & READ, 2008; PFEFFER et al. 2004). Além disso, o micélio externo aumenta a
capacidade da planta em explorar o solo, pois aumenta a area superficial de contato e o volume
do sistema radicular, possibilitando, assim, um suprimento de 4gua e nutrientes que ndo seriam
alcangados pelas raizes da planta hospedeira. Como as hifas possuem didmetro muito menor
que as raizes, elas sdo capazes de penetrar em poros do solo que ndo estariam acessiveis para
as raizes da maioria das plantas, ampliando a absor¢ao dos nutrientes presentes nestes ambientes
(SMITH & READ, 2008). Nesse processo de formagdo de micélio extraradicular, os FMAs
ainda promovem a agregacdo do solo pela acdo mecénica de suas hifas e pela liberacdo de
substancias que sdo exsudadas ou liberadas pela decomposi¢do da parede celular de suas hifas
e esporos. Um exemplo, ¢ a glomalina, que ¢ uma glicoproteina hidrofébica que serve como
um agente agregador das particulas de solo, diminuindo a erosdo do solo (SILVA, C. F. et al,
2014; PURIN & RILLING, 2007). O fésforo é o macronutriente com maior €nfase nesta
simbiose, pois trata-se de um nutriente com baixa mobilidade no solo, sendo encontrado em
formas insoluveis, o que dificulta sua absor¢do pelos vegetais (PFEFFER et al, 2004). O fésforo
¢ tdo importante dentro do contesto dos FMA que, hoje, ja se sabe que o fluxo de carbono da
planta para o fungo varia em relag@o a concentrag¢do desse nutriente em formas disponiveis no
solo (KONVALINKOVA, et al, 2017). Uma planta que se encontra em um solo com baixa
concentracdo de fosfato, ird investir mais carbono na sua relagdo com os FMA. Esse
investimento da planta na micorrizagdo de suas raizes pode chegar até a 20% de todo carbono
fotoassimilado, existindo evidencias de que os FMA também colaboram como um dreno do
carbono atmosférico, aumentando a biomassa e o carbono disponiveis no solo para outros
organismos que nele habitam (KONVALINKOVA, et al, 2017). Desta forma, é possivel
afirmar que as micorrizas arbusculares possuem um papel relevante na ciclagem de fosfato e
carbono, influenciando drasticamente a produtividade de ecossistemas terrestres. O micélio dos
FMA ¢ capaz de interconectar o sistema radicular de plantas vizinhas distintas ou da mesma
espécie, fazendo com que a maioria das plantas em ecossistemas terrestres estejam interligadas
por uma rede de hifas em comum (GIOVANNETTI, 2010). Portanto, sdo evidentes os
beneficios promovidos pelos FMA, o que se reflete em um grande interesse biotecnologico e

ecoldgico ainda a ser explorado.



15

2.2 Classificacao de FMA

Os primeiros trabalhos que tentaram classificar os FMA, feitos com base na morfologia
de suas hifas e esporos, datam do final do século XIX e inicio do século XX. Estes fungos
foram, inicialmente, incluidos na familia Endogonaceae, dentro do filo Zigomycota, devido a
semelhanca de seus esporos com os de Zigomycetos (GERDEMANN; TRAPPE, 1974). A
partir de estudos mais recentes com abordagem molecular associados com as caracteristicas
morfologicas foi possivel a criagdo de um filo exclusivo para os fungos formadores de
micorrizas arbusculares, sendo o filo Glomeromycota (SCHUBLER; SCHWARZOTT;
WALKER, 2003; STURMER, 2012). Nos tltimos anos, os estudos baseados principalmente
no gene 18S RNATr destes organismos provocaram inimeras modificagdes em sua filogenia.
Desta maneira, foram descritas trés classes (Archeosporomycetes, Glomeromycetes e
Paraglomeromycetes), cinco ordens (Archaeosporales, Diversisporales, Gigasporales,
Glomerales e Paraglomerales), 14 familias e 29 géneros (Tabela 1) com aproximadamente 333
espécies como indicado na lista do site http://www.amf-phylogeny.com (REDECKER et al.
2013).

A grande maioria das espécies de plantas investigadas até hoje sdo colonizadas por
FMA, sendo que existem poucos dados experimentais que evidenciam especificidade por
hospedeiro por parte destes fungos, uma vez que uma Unica espécie de fungo pode colonizar
diversas espécies de plantas. Estudos que buscaram tracos de DNA destes fungos em raizes de
uma planta colonizada revelaram que uma Unica planta pode se associar com mais de 20
diferentes espécies de FMA (FITTER, 2005). A auséncia de especificidade hospedeira por parte
dos FMA foi refor¢ada em estudos mais recentes. Entretanto nao se pode excluir a possibilidade
da especificidade ocorrer por parte do vegetal, podendo existir compatibilidade simbiotica

diferenciada (CAMPOS et al., 2018).



Tabela 1 - Classificagdo dos FMA

Classe Ordem Familia Géneros
Glomeromycetes Glomerales Glomeraceae Glomus
Funneliformis
Simiglomus
Septoglomus
Claroideoglomeraceae
Claroideoglomus
Entrophosporaceae
Viscospora
Entrophospora
Albahypha
Diversisporales  Diversisporaceae Diversispora
Redeckera
Otospora
Tricispora
Acaulosporaceae Acaulospora
Kuklospora
Sacculosporaceae Sacculospora
Pacisporaceae Pacispora
Gigasporales Gigasporaceae Gigaspora
Scutellosporaceae Scutellospora
Orbispora
Racocetraceae Racocetra
Cetraspora
Dentiscutataceae Dentiscutata
Fuscutata
Quatunica
Archaeosporomycetes Archaeosporales Archaeosporaceae Archaeospora
Intraspora
Ambisporaceae Ambispora
Geosiphonaceae Geosiphon
Paraglomeromycetes =~ Paraglomerales  Paraglomeraceae Paraglomus

Fonte: Redecker et al. 2013
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2.3 FMA no bioma Amazonia

Como ja elucidado anteriormente, o bioma Amazdnia tem a predominédncia de solos
relativamente pobres em nutrientes, sendo que sua diversidade vegetal depende principalmente
da decomposicdo da liteira para o estabelecimento e manutencdo das plantas existentes nesse
habitat, que sdo, em sua maioria, perenes e de porte arboreo (OLIVEIRA E OLIVEIRA, 2010;
HERRERA et al., 1978). Levando em consideracdo as caracteristicas do solo e das formas de
himus do bioma Amazdnia, dando énfase no que se diz respeito a nutri¢do vegetal, fica claro
que os FMA se constituem numa importante fragao da riqueza biologica dos solos da Amazonia
(OLIVEIRA & OLIVEIRA, 2010).

A ocorréncia de FMA na Amazonia ja foi estudada tanto em plantas nativas de
importancia ecoldgica como em espécies frutiferas, medicinais, ornamentais e madeireiras, que
possuem importancia economica para o local (OLIVEIRA & OLIVEIRA, 2010; OLIVEIRA &
OLIVEIRA, 2016; DA SILVA JUNIOR & CARDOSO, 2006; OLIVEIRA & DE OLIVEIRA,
2005; STUMER & SIQUEIRA, 2011). Os diferentes trabalhos realizados revelaram que os
FMA ocorrem naturalmente nesse ecossistema, tanto em ambientes de varzea quanto em terra
firme, sendo os FMA extremamente abundantes e apresentando elevada diversidade de espécies
em todos os ambientes estudados (OLIVEIRA & OLIVEIRA, 2010). Os estudos realizados
foram capazes de observar um padrdo de relag@o entre os géneros de plantas estudadas e a taxa
de colonizag¢do das raizes, sendo que algumas espécies vegetais foram, inclusive, descritas
como nao micorrizadas, sendo o caso da familia das Lecitidaceas que representa um das poucas
excecoes na Amazonia (MOREIRA et al., 1997).

Sendo uma regido de predominancia de espécies vegetais perenes e sujeita a dois
periodos climaticos distintos, um com maior precipitagdo pluviométrica no chamado inverno
regional (ocorrendo de dezembro a maio) e, outro, com menor precipitacdo no chamado verao
regional (ocorrendo de agosto a outubro), a sazonalidade foi considerada como um fator
significativo na ocorréncia e colonizacdo de FMA, sendo observada maior coloniza¢ao durante
o periodo do verdo regional para a maioria das espécies estudadas, considerando espécies
vegetais avaliadas em mata nativa e sistemas agroflorestais (DE OLIVEIRA & OLIVEIRA,
2004; DA SILVA JUNIOR & CARDOSO, 2006; OLIVEIRA & DE OLIVEIRA, 2016). Essa
variagdo sazonal pode ser relacionada ao fato de que, no periodo de maior colonizagdo, as
plantas podem estar emitindo mais raizes novas e finas, altamente suscetiveis a nova

colonizacdo (DA SILVA JUNIOR & CARDOSO, 2006; OLIVEIRA & OLIVEIRA, 2010).
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2.4 As formas de humus e sua relacao com a floresta amazonica

O termo “formas de hiimus” refere-se as camadas de material organico ndo decomposto
acumulado sobre o0 solo, assim como ao material organico ja misturado com particulas minerais
do horizonte A (KROGH, 2010). A vista disso, pode-se subdividir as formas de humus em
horizontes exclusivamente organicos, sendo também chamados de horizontes holorgénicos; e
horizontes organo-minerais, denominados de hemiorganicos (KINDLEL & GARAY, 2001). A
diferenciagdo entre a composicdes e perfis das formas de hiimus, leva em consideracdo a
presenga ou auséncia de alguns horizontes e serve como base para sua classificacdo (KINDLEL
& GARAY, 2001; KINDLEL & GARAY, 2002; KROGH, 2010; GARAY et al., 2016).

A camada organica do solo ja ¢ reconhecida como o local onde ocorre 0 maior nimero
de processos bioldgicos e de carater fisico-quimico responsaveis pela formacao do solo e pelo
funcionamento de ecossistemas terrestres (KROGH, 2010). A estrutura e composi¢gdes dos
perfis de forma de himus refletem um conjunto de processos bastante complexos que envolvem
diversas espécies de microrganismos e animais que conduzem a decomposi¢do bioquimica e
mecanica da matéria organica presente sobre o solo, de modo a transforma-la em diversos tipos
de nutrientes (KINDEL & GARAY, 2001; KINDLEL & GARAY, 2002; GARAY et al.,2016).
Grande parte da producdo primadria, relativa a matéria e energia estocadas pelos vegetais, ¢
perdida para os subsistemas decompositores (KINDLEL et al., 2003).

Existem algumas estratégias utilizadas pelos ecossistemas para melhor aproveitamento
dos nutrientes disponiveis nas camadas organicas sobre o solo, estratégias estas que se refletem
na forma de humus e que sdo dependentes de fatores como a biodiversidade do solo, o clima do
local, o tipo de solo subjacente, a composi¢ao da matéria organica e a geologia do local. Dessa
forma, existem trés principais formas de himus que ocorrem em ecossistemas terrestres, sendo
elas chamadas de Mull, Moder ¢ Mor (KINDLEL & GARAY, 2002; KINDLEL et al., 2003;
ZANELLA et al., 2010; KROGH, 2010).

A forma Mor ¢ descrita como uma forma de himus onde a decomposi¢do ocorre
lentamente, ocorrendo um grande acumulo de matéria organica sobre uma camada inorgénica,
havendo nitida transi¢do entre os horizontes organicos e mineral. Essa forma de humus ¢
predominantemente descrita em ambientes com temperaturas mais baixas ou ocorrendo sobre
solos com menos nutrientes, acidos e com menor biodiversidade, principalmente no que se diz
respeito a fauna do solo, levando em consideracdo que o papel de misturar o solo ¢ realizado

pela mesofauna edafica (GARAY, et al., 2016).
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A forma de himus classificada como Moder ¢ um estado intermediario entre Mor e
Mull, no qual a decomposi¢do da matéria organica ja ocorre em um ritmo um pouco mais
acelerado, havendo presenca de fauna no solo e tendo a decomposi¢do da matéria organica
principalmente mediada por fungos; entretanto, ainda ocorre o acimulo de uma camada
nitidamente composta por matéria organica distinta do solo mineral, podendo existir uma
camada organo-mineral entre o hlimus e o solo.

A classe Mull ¢ descrita como uma forma de himus que ocorre em ambientes ricos em
nutrientes no solo, onde existe uma maior producdo de matéria organica com consequente
acumulo sobre o solo. Contudo, sua decomposi¢@o acontece mais rapidamente, havendo uma
melhor distribuicdo dos nutrientes liberados pela decomposi¢do entre as por¢des do solo
mineral (ZANELLA et al., 2010; KROGH, 2010). No Mull, a fauna do solo mistura a matéria
organica no horizonte mineral superficial de modo que ndo existe a estratificacdo da matéria
organica observada nas formas Mor e Moder.

Em florestas temperadas e boreais as formas de himus ja foram bem descritas e
classificadas, sendo a base para todo o conhecimento para a classificagdo das formas de himus.
Entretanto ao estender os conhecimentos dessas classificacdes para os ecossistemas tropicais,
observou-se que a diversidade e caracteristicas morfologicas das formas encontradas

acompanham a grande diversidade de situagdes proprias a esses ecossistemas e suas dindmicas

(GARAY etal., 2016).

2.5 Glomalina

A identificagdo de FMA em amostras ambientais de estudos ecologicos sempre
apresentou dificuldades. Por isso, diferentes abordagens foram utilizadas para facilitar esse
processo. Uma destas tentativas foi realizada por Whight ez al. (1987), que utilizaram anticorpos
para detectar FMA, obtendo resultados positivos no registro de ocorréncia embora ndo tenha
tido bons resultados na identificagcdo de espécies. Os estudos neste campo avancaram tentando
entender a natureza dos antigenos ligantes com estes anticorpos utilizados. Whight et al. (1996)
utilizaram o anticorpo monoclonal MAb32B11 isolado de Glomus intraradices, obtendo
resultado de imunofluorescéncia indireta e revelando a glomalina em amostras de solo, raizes
colonizadas, esporos, e em matéria organica. Destacou-se nestes trabalhos a natureza proteica
da glomalina, a busca por técnicas para sua extracdo do solo e do micélio dos FMA e a
correlacdo dos resultados com proteinas ja antes descritas no solo pelo método de Bradford

(WHIGHT & UPADHYAYA, 1996; WHIGHT & ANDERSON, 2000; PURIN & RILLING,
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2007). O termo glomalina s6 pode ser utilizado quando se fala do produto de um gene, quando
no solo costuma ser referida como proteina do solo relacionada a glomalina (PSRG), pois tanto
a metodologia de ELISA quanto o método de Bradford sdo sensiveis as diversas formas que
estas proteinas podem se encontrar no ambiente.

A principal atividade no solo atribuida a glomalina ¢ a agrega¢@o de particulas do solo,
podendo ser até utilizada como um indicador de boa qualidade do solo, uma vez que ¢ uma
caracteristica sensivel a qualquer alteracdao proveniente do uso do solo (SCHINDLER, F. V.,
2007). A ecologia de FMA ¢ um campo limitado a mensuracdo de abundancia e atividade de
FMA, que normalmente depende da identificagdo e quantificagdo dos esporos de amostras de
campo e da avaliagdo de potencial de inoculagdo e colonizagdo radicular, tendo limitagdes em
todas as técnicas. Neste contexto, a quantificagdo da glomalina e proteinas relacionadas ¢ uma
metodologia rapida, objetiva e pratica de ser conduzida (PURIN & RILLING, 2007; SILVA,
C.F.etal, 2014).

2.6 Micoheterotrofismo na familia das Gentianaceae

A familia Gentianaceae possui 1.100 espécies pertencentes a 75 géneros distribuidas
pelo mundo. No Brasil, a Familia est4 representada por 31 géneros e 121 espécies, sendo 14
pertencentes ao género Voyria e uma pertencente ao género Voyriella. As espécies desses dois
géneros sdo plantas micoheterotroficas especializadas em se relacionar com FMA
(GUIMARAES et al., 2018; BIDARTONDO ef al., 2002). O micoheterotrofismo ¢ uma
estratégia nutricional utilizada por plantas que perderam sua capacidade fotossintetizante ou
ndo possuem condi¢des de manter sua propria nutricdo durante um certo periodo (MERCKX,
etal.,2013b). Algumas plantas, como ¢ o caso das pertencentes a familia Orchidaceae, possuem
caracteristicas micoheterotréficas de forma obrigatoria pelo menos em uma fase de sua vida;
outras espécies dependem de fontes de carbono disponibilizadas pelos fungos durante todo o
seu ciclo de vida, como ¢ o caso dos géneros Voyriella e Voyria que se relacionam
2002). Desta forma, essas plantas podem ser consideradas parasitas de FMA ou epiparasitas,
pois parasitam outros vegetais autotréficos que estdo, por sua vez, nutrindo os FMA associados
(BIDARTONDO et al., 2002).

Fatores que influenciam na atividade dos fungos como, por exemplo, a concentracao de
fosfato solivel, também acabam influenciando a dispersdo dos vegetais da familia

Gentianaceac (SHELDRAKE et al., 2017). Sheldrake et al. (2017) observaram uma correlagao
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entre menores concentracdes de fosfato e a ocorréncia de plantas do género Voyria. Levando
em consideragdo que os vegetais autotroficos regulam o investimento nos FMA em forma de
carbono fotoassimilado de acordo com a concentracio de fosfato (KONVALINKOVA et al.,
2017) e que a planta micoheterotrofica dependa de carbono disponibilizado por esses fungos, ¢
facil entender por que a dispersio destes vegetais est4 relacionada a este nutriente. E importante
salientar que a relagdo mais comum entre vegetais e FMA ndo envolve a troca de carbono entre
individuos vegetais distintos, sendo um fluxo unidirecional de carbono no sentido planta-fungo
(PFEFFER, et al., 2004). Entretanto, esses vegetais micoheterotroficos trapaceiam esse
mecanismo para obterem carbono dos FMA, demonstrando que alguns vegetais podem ser

capazes de inverter esse fluxo.

3 CONSIDERACOES FINAIS

Devido a importancia do bioma Amazodnia, sua conservagdo e estudos que busquem
compreender as dindmicas ecologicas que ocorrem nestes ambientes sdo fundamentais para
direcionar planos de recuperacdo de areas degradadas, assim como conservacdo € manejo
florestal. A produgdo primdria por parte dos vegetais que ocorrem na Amazonia depende dos
nutrientes ¢ dos microrganismos enriquecedores do solo presentes no material organico
depositado sobre o solo. E, dentre os microrganismos responsaveis pela promocdo do
crescimento vegetal, os FMA possuem destaque pela grande variedade de espécies vegetais que
se relacionam com esses organismos que estdo inseridas neste ecossistema, existindo espécies
que compdem a diversidade da Amazdnia que dependem de sua ocorréncia para conduzirem
seu ciclo de vida, como ¢ o caso das plantas da familia Gentianaceae dos géneros Voyria e
Voyriella. Desta forma, entender melhor o papel ecolégico da comunidade de FMA que ocorre
na camada organica da floresta amazodnica justifica-se pelo fato de nesta camada ocorrerem a

maior parte dos processos responsaveis pela manutencao deste ecossistema.
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SEGUNDA PARTE - ARTIGOS

ARTIGO 1
FUNGOS MICORRICICOS ARBUSCULARES E SUA DISTRIBUICAO NAS
CAMADAS ORGANICAS DO SOLO DA AMAZONIA

RESUMO

Embora possua uma grande diversidade vegetal, a floresta amazonica se localiza em uma regiao
onde predominam solos de baixa fertilidade. Pode-se afirmar que a manutengdo desse
ecossistema seria impossivel sem microrganismos transformadores e enriquecedores presentes
nas chamadas formas de humus, que incluem matéria organica vegetal em diferentes estadios
de decomposi¢do. Dentre esses microrganismos estdo os fungos micorrizicos arbusculares
(FMA), que formam a associacdo mutualistica mais comum dentre os seres vivos. Sua
diversidade e abundancia sdo diretamente relacionadas com a diversidade e produtividade de
sistemas florestais. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar a diversidade e
distribui¢do de FMA em camadas organicas de um fragmento de floresta no municipio de Baido
(PA), Amazodnia Oriental. Adicionalmente, avaliou-se a diversidade desses fungos em area
onde a cobertura organica foi perdida com a conversao da floresta a pastagem. O horizonte
organico foi dividido em camadas de acordo com a sua composi¢ao. O material foi coletado e
utilizado para montagem de vasos de cultivo armadilha e quantificagdo de proteinas do solo
relacionadas a glomalina (PSRG). A identificagdo dos FMA foi realizada com base em
caracteres morfologicos e moleculares. Foram observadas 26 espécies na area de floresta e 18
na area de pastagem; entretanto, ndo foi encontrada diferenca significativa na riqueza e na
distribuicao das espécies entre as camadas e areas avaliadas. A quantificagdo de PSRG mostrou
que a maior concentracdo dessas proteinas estd nas camadas organicas FH, H; e Ha, que sao
dominadas por raizes finas das plantas da floresta. Os resultados mostram que as camadas
organicas na area avaliada sdo colonizadas por esses fungos e tem uma grande importancia para
o sequestro de carbono realizado por estes organismos.

Palavras chaves: Formas de Himus, Micorrizas, Nutri¢do vegetal, Ciclagem de nutrientes.
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ABSTRACT

Despite its great plant diversity, low fertility soils predominate in the Amazon Forest. The
maintenance of this ecosystem would be impossible without the presence of transforming and
enriching microorganisms in the so-called humus forms, which include decaying plant material
at different decomposition stages. Among these microorganisms are arbuscular mycorrhizal
fungi (AMF), which form the most common mutualistic association in nature. Its diversity and
abundance are directly related to the diversity and productivity of forest systems. Thus, the
objective of this work was to evaluate the diversity and distribution of AMF in organic layers
of a forest fragment in the municipality of Baido (PA), eastern Amazon. Additionally, the
diversity of these fungi was evaluated in an area where the organic cover has been lost after the
conversion of the forest into pasture. The organic horizon was divided into layers according to
its composition. The material was collected and used to capture AMF with Uruchloa
decumbens. Soil proteins related to glomalin were also quantified. AMF identification was
carried out based on morphological and molecular characters. Twenty-six an eighteen species
were observed in the forest and pasture, respectively. Nevertheless, no significant differences
were found in species richness and distribution between the layers and areas evaluated.
Glomalin quantification showed that the highest concentration of these proteins is in the organic
layers FH, Hi, and H», which are dominated by thin roots of forest plants. The results show that
the organic layers in the evaluated area are colonized by these fungi and are of great importance
for the carbon sequestration carried out by these organisms.

Key words: Humus forms, mycorrhizae, plant nutrition, nutrient cycling.
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1 INTRODUCAO

O bioma amazonico ¢ reconhecido mundialmente por ser um dos ecossistemas mais
diversos e de maior importancia ecologica. Embora seja formado em sua maior parte por uma
floresta tropical densa e de alta diversidade vegetal, ele ocorre predominantemente sobre solos
acidos, saturados em aluminio (Al) e de baixa fertilidade (SANCHEZ et al., 1982; MOREIRA
EMALAVOLTA, 2004). Desta forma, atribui-se o papel de sustentar a nutricdo desse ambiente
a uma complexa rede de relacdo entre plantas e microrganismos transformadores e
enriquecedores do solo que atuam principalmente utilizando nutrientes depositados na liteira e
material organico em decomposicdo (OLIVEIRA E OLIVEIRA, 2010; JANZEN, 1980). A
camada organica do solo ¢ reconhecida como o ambiente onde ocorrem processos fisicos e
quimicos importantes para a formagao do solo, e nela também ocorrem inimeros processos
biologicos que contribuem com a ciclagem de nutrientes dentro deste contexto (GARAY et al.,
2016; KROGH, 2010; KINDLEL & GARAY, 2002).

Alguns autores relataram a formagao, na Amazonia, de uma densa camada de raizes que
se misturam a matéria organica em diferentes estddios de decomposicdo (HERRERA et al.,
1978). Essa formacgao se assemelharia as formas de humus do tipo Mor, observadas em florestas
de regides temperadas, as quais se caracterizam por um acumulo abundante de matéria organica
devido a lenta decomposi¢ao desse material (HERERRA et al., 1978). A distribuicdo das raizes
em meio a liteira bem como a associacdo dessas raizes a fungos simbidticos, sdo alguns dos
mecanismos propostos como forma de se aumentar a eficiéncia das plantas na utilizagdo dos
nutrientes. Uma floresta com tais caracteristicas foi encontrada na Amazonia Paraense, sobre
solos arenosos classificados como espodossolos (DOS SANTOS, et al., 2018). A transi¢ao
entre a matéria organica acumulada e o solo mineral ocorre de forma abrupta, indicando uma
decomposicdo lenta, havendo pouca mistura entre as por¢des organicas e minerais do solo
(TADINI, A. M. et al., 2017). Algumas arvores localizadas nessa floresta sdo de grande porte,
0 que ¢ incomum nesses tipos de solo. Na Amazodnia, os espodossolos sdo encontrados em
campinas e campinaranas, ¢ quando sob floresta, esta tem arvores com caule de pequeno
didmetro, o que ndo € o caso da area em questdo (DO VALLE, C. M. et al., 2005). Em alguns
pontos, as camadas organicas alcangam mais de 20 cm de profundidade, com uma grande
quantidade de raizes finas inseridas na matéria organica, formando uma cobertura fofa sobre o
solo. Este fato levou a formulagao da hipotese de que FMA estdo presentes nessa camada uma
vez que estd densamente ocupada pelas raizes das plantas do fragmento florestal. Além disso,

plantas micoheterotréficas do género Voyriella, que se associam a FMA (IMHOF & WEBER,
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1997) foram observadas na serapilheira, o que indica que esses fungos também estdo se
associando a outras plantas da floresta na camada organica do solo.

Neste contexto o presente estudo teve como objetivo avaliar a distribuicdo da
comunidade de FMAs presente nesse fragmento florestal, realizando um levantamento da
riqueza de espécies distribuidas em um gradiente vertical. A fim de compreender o papel da
camada organica sobre o ecossistema dessa regido, a riqueza de espécies de FMAs também foi
avaliada em uma area de pastagem proxima ao fragmento florestal, uma vez que no processo

de conversao da floresta em pastagem, as camadas mais superficiais do solo sdo removidas.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Coleta do material e area de amostragem

As amostras foram coletadas em um sitio localizado no distrito de Sdo Joaquim de
Ituquara, municipio de Baido (PA). Trata-se de uma propriedade que possui uma area de floresta
nativa além de uma érea de pastagem adjacente, o que a torna um local ideal para a observacgao
da influéncia antrdpica na diversidade microbiana do solo por se tratar de uma area de fronteira
agricola.

A coleta das amostras foi realizada seguindo o protocolo descrito por Muys e Wandeler,
(2013) para descrigao e coleta de formas hiimicas no campo. Para isso, foram delimitados dois
transectos, um na floresta e outro no pasto, cada um contendo 250 metros e cinco pontos de
amostragem com 50 metros de distancia entre si, sendo o georreferenciamento dos pontos
realizado no momento da coleta. Em cada ponto de coleta foram dispostos 3 gabaritos (25 x 25
cm), sendo cada um equidistante 40 cm um do outro. As camadas de material orgéanico e de
solo foram coletadas dentro dessa area de forma manual e distribuidas em sacos plasticos de
polietileno devidamente identificados. Na floresta, as camadas foram separadas,de acordo com
seu nivel de decomposicao em:
o Camada L: Constituida por folhas inteiras recém depositadas sobre a serapilheira;
o Camada F: Constituida por folhas com inicio de decomposicdo, j& com sinais de
fragmentacao por agdo da microbiota e da fauna edafica;
o Camada FH: Camada de folhas decompostas contando fragmentos de aproximadamente
1,5 cm onde raizes finas podem ser encontradas crescendo junto as folhas depositadas nessa

camada. Inicio da colonizacdo por raizes;
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o Camada H;: Camada com amplo crescimento de raizes que formam um emaranhado que
pode ter entre 10 a 15 cm de profundidade. Entre as raizes, encontra-se matéria organica na
forma de particulas finas de cor escura.
J Camada H>: Camada de raizes mais espagadas entre si, menos abundantes e com
didmetro maior do que aquelas encontradas na camada H;. Também com matéria organica na
forma de particulas finas de cor escura entre as raizes.
o Camada H3: Camada de transi¢do onde a matéria organica decomposta comeca a se
misturar com particulas arenosas do solo subjacente.
o Solo mineral da floresta (SM): Primeiros 10 cm do horizonte mineral superficial.
No pasto, as camadas foram divididas em:
o Camada Lp: Constituida por folhas inteiras recém depositadas;
J Camada Fp: Constituida por folhas com inicio de decomposi¢cdo j4 com sinais de
fragmentacao por acdo da microbiota e da fauna edafica;
o Solo mineral pastagem (SP): Primeiros 10 cm do horizonte mineral superficial.

Destas, todas as camadas contendo raizes ou solo foram secas ao ar e utilizadas na
montagem de culturas armadilha para recuperacdo e esporulacio de FMA. Desta forma as

camadas L e F nao foram avaliadas.



31

SN

Figura 1 — Camadas organicas coletadas na floresta (L, F, FH, Hi, H», H3 e solo mineral) e na pastagem
(Lp, Fp e solo mineral). Os painéis PF e PP mostram o perfil vertical no solo da floresta e
da pastagem, respectivamente. Fonte: Do Autor (2020).
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2.2 Cultivo armadilha de FMA

As culturas armadilha foram estabelecidas em vasos de 500 mL, onde as amostras das
camadas coletadas formam dispostas entre duas camadas de substrato esterilizado (Novais et
al., 2017). Resumidamente, foi utilizado um substrato consistindo de uma mistura de solo
superficial de mata, solo argiloso (Cambissolo Vermelho Amarelo) e solo arenoso (Planossolo)
(1:1:1 v/v) autoclavado por dois dias consecutivos por 60 minutos a 120°C, 1,2 kgf/cm?, e
mantidos por 15 dias em repouso para oxidagao de possivel manganés soltivel. Utilizou-se como
planta hospedeira isca Urochloa decumbens (Stapf) R.D.Webster (syn. Brachiaria decumbens)
a partir de sementes previamente desinfestadas (LEAL, et al., 2009). Os vasos foram mantidos
em casa de vegetacdo na Embrapa Agrobiologia, em Seropédica, RJ, durante dois ciclos de seis

mescs.

2.3 Extracio de esporos e identificacio morfologica de FMA

Ap6s cada ciclo de multiplicagdo, amostras de 50 mL foram tomadas e os esporos foram
extraidos do solo por peneiramento Umido (GERDEMANN; NICOLSON, 1963) e
centrifugacdes em agua e solucdo de sacarose. Apods verificagdo microscopica da presenga de
esporos de FMA, os esporos foram fixados em laminas para microscopia com PVLG (polivinil
lacto glicerol) e/ou PVLG + reagente de Melzer (1:1). A identificacdo das espécies foi realizada
por meio de andlise morfoldgica dos esporos utilizando das descri¢des originais das espécies
publicadas na literatura especializada e sites especializados como, INVAM, (international
culture collection of arbuscular mycorrhizal fungi), BLASZKOWSKI e TWAMF (the world
of arbuscular mycorrhizal fungi). Os resultados obtidos da identificacio dos FMA foram
utilizados para construir um dendograma utilizando o programa R com indice Jaccard (R Core
Team, 2019) a fim de observar o padrdo de dispersdo das espécies encontradas entre as camadas

e os pontos avaliados.

2.4 Identificacdo molecular de FMA

A fim de apoiar a prévia identificacdo morfoldgica dos morfotipos obtidos nas culturas
armadilha, o DNA foi extraido de esporos inicos ou amostras de esporos multiplos (de 5 a 10
esporos) e o gene 18S RNAr foi sequenciado. Os esporos foram separados de acordo com seu
morfotipo (cor, forma, tamanho, presenga de hifa de sustentacdo ou célula esporogénica,
cicatriz e escudo germinativo) selecionados sob microscopio estereoscopico e limpos por meio

de quatro sessdes de ultrassom de 15 s, intercaladas por lavagens em 4gua destilada estéril.
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Esporos limpos, intactos e saudaveis pertencentes a um mesmo morfotipo, foram esmagados
dentro de um tupo de centrifica de 1000 pL com um micropistilo estéril, adicionando-se
imediatamente 10 uL de PrepMan Ultra" Sample Preparation Reagent. Ap6s a maceracao dos
esporos, os tubos foram incubados a 95°C por 10 minutos sem agitacao e, em seguida, mantidos
a temperatura ambiente por 2 minutos. Finalmente, os tubos foram centrifugados a 15000 rpm
por 5 minutos e 5-8 pL de sobrenadante foram cuidadosamente pipetados e transferidos para
um novo tubo. Esses sobrenadantes foram diluidos na propor¢ao de 1:10 v:v de tampao TE e,
posteriormente, armazenados a -20°C.

O DNA obtido foi quantificado em espectrofotometro “Nano-Drop” e em seguida as
sequéncias parciais do gene 18S RNAr foram amplificadas em 25 pL. de um mix de reacdo de
PCR contendo 2 pL. de DNA extraido. Para rea¢cdo de PCR, utilizou-se a enzima JumpStart™
Taq DNA Polymerase, seguindo as recomendagdes do fabricante. Para amplificagdo parcial do
18S rDNA, utilizou-se o protocolo de amplificagdes Nested-PCR, onde, na primeira reagdo o
DNA extraido foi amplificado utilizando os pares de iniciadores descritos por Lee ef al. (2008)
AMLI (5’-ATCAACTTTCGATGGTAGGATAGA-3) e AML2 (5°-
GAACCCAAACACTTTGGTTTCC-3’) produzindo um fragmento com aproximadamente 800
pares de base (pb). A reagdo foi conduzida no termociclador com as seguintes condi¢des: 94°C
por 3min seguidos de 30 ciclos de 94°C por 1min, 50°C por 1min, 72°C por 1min com extensao
final de 72°C por 10 minutos.

Em seguida, uma nova reacdo, denominada de Nested-PCR foi realizada, usando 2puL
dos produtos de PCR da primeira reagdo (AML1-AML2) como DNA molde. Para a segunda
reagdo utilizou-se o par de iniciadores NS31 ¢ AM1 em um volume final de 25uL. A PCR foi
conduzida com as seguintes condig¢des: 95 °C por 5 min; 35 ciclos a 95 °C por 30seg, 55 °C por
30 seg, 72 °C por 1 min e extensdo final a 72 °C por 10 min. Os produtos de PCR foram
examinados por eletroforese em gel de agarose a 1% apds coloracdo com brometo de etidio (0,5
mg / mL). Os produtos de PCR foram purificados e o sequenciamento de Sanger foi conduzido
no aparelho Hitachi Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer. As sequencias obtidas foram
confrontadas com as disponibilizadas nos bancos de dados GenBank e MAARJAM utilizando

a ferramenta BLASTn para caracterizacdo molecular dos esporos dos morfotipos encontrados.

2.5 Proteina do solo relacionada a glomalina
A glomalina foi quantificada através de uma metodologia sensivel a proteina do solo

relacionada a glomalina (PSRQG). Foi extraido e quantificada a glomalina total (PSRG — GT)
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das camadas organicas e das amostras de solo coletadas. Para a extracdo foi realizada no
autoclave utilizando 1 g de solo e 8 ml de citrato de s6dio SOmM com pH 8,0 a 121°C por 60
min. S3o necessarios diversos ciclos de autoclavagem seguidos por centrifugagao a 15.000 Rpm
por 20 minutos para extrair a GT (SILVA et al. 2014; RILLIG, 2004; WRIGHT &
UPDAHYAYA, 1998). No caso das amostras avaliadas foram necessarios de 3 a 18 ciclos até
que a amostra atingisse uma cor amarelo-clara que indica que se atingiu o maximo resultado da
extracdo. O sobrenadante proveniente de cada ciclo foi recolhido e armazenado a -20°C até que
todas as amostras tivessem atingido a coloracdo desejada. Posteriormente o material
proveniente dos diversos ciclos para cada amostra foram misturados e homogeneizados, seu
volume foi avaliado e uma amostra da solu¢do de cada ponto avaliado foi utilizada para a
quantificagdo. A quantificagdo da PSRG foi realizada pelo método de Bredford (1976)
modificada por Wright et al. (1996), usando soro-albumina bovina (BSA) como padrido para
construcdo da curva. As concentragdes de glomalina foram corrigidas para mg/g de solo
considerando o volume de sobrenadante obtido nos ciclos, a massa seca e o volume de amostra

utilizado no preparo da placa que foi avaliada em espectrofotdmetro.

3 RESULTADOS
3.1 FMA observados nas camadas orgéanicas e no solo da Amazonia

Foi possivel recuperar, através do método de cultivo armadilha, fungos micorrizicos
arbusculares mesmos nas camadas humicas mais superficiais do solo, logo abaixo da liteira,
demonstrando sua presenca em forma de propagulos vidveis presentes na area amostrada.
Foram obtidas 26 espécies distintas pertencentes aos principais géneros de FMAs sendo que
destas 24 ocorreram em area da floresta e 18 na pastagem (Tabela 1). Importante destacar a
ocorréncia das espécies 4. excavata, A. Foveata, Acaulospora sp.1, Ambispora leptoticha, G.
aggregatum ¢ G. multicaule que ocorreram em todas as camadas avaliadas, sendo que Glomus
multicaule ocorreu em quase todos os vasos. Algumas espécies nao puderam ser identificadas
nem por sua morfologia nem por métodos moleculares, sendo possivel que algumas destas

sejam espécies ainda a serem descritas (Figura 2).
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Tabela 1 — Registro da ocorréncia de FMAs nas camadas avaliadas. R (espécie rara com

ocorréncia <20%); C (espécie comum com ocorréncia entre 20 e 40%); MC (espécie

mais comum ocorrendo entre 40 e 60%); D (espécie dominante ocorrendo entre 60

a 100%). Camadas FH, Hi, H», H3, SM (solo mata), SP (solo pastagem)
Espécies FH HI H2 H3 SM
Acaulospora brasiliensis R -

Acaulospora excavata C D

Acaulospora foveata C C

Acaulospora laevis - R

R

C

w2
o

C
C
MC
Acaulospora scrobiculata -
Acaulospora sp.1 MC
Acaulospora spinosa -
Acaulospora tuberculata C -
Ambispoira leptoticha D
Ambispora sp.1 - -
Ambispora sp.2 - -
Archeospora sp. - -
Diversispora sp.1 - -
Gigaspora sp. - R
Glomus aggregatum MC R
Glomus microagregatum - -
Glomus multicaule D MC
Glomus sp.1 - - - -
Glomus sp.2
Glomus sp.3 -
Glomus sp.4
Racocetra persica
Rhizophagus fasciculatum MC -
Scutelospora sp. - - - R MC
Sp. ndo identificada (parede grossa
laminar)
Sp. ndo identificada
Riqueza total de espécies
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Figura 2 — Prancha esporos observados em microscopio. Acaulospora brasiliensis (A); Acaulospora
excavata (B); Acaulospora foveata (C); Acaulospora laevis (D); Acaulospora scrobiculata
(E); Acaulospora sp.1 (F e G); Ambispora sp.2 (H e I); Archeospora sp. (J e K); Diversispora
sp. (L); Glomus aggregatum (M); Glomus microagregatum em A. laevis (N); Glomus
multicaule (O e P); Glomus sp.1 (K); Glomus sp.4 (R); Racocetra persica (S); Rhizophagus
fasciculatum (T); espécie nao identificada com parede grossa laminar (U). Fonte: Do Autor
(2020).
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Os resultados obtidos através do sequenciamento do fragmento da regido SSU do rDNA
dos morfotipos observados serviram para corroborar com o observado na avaliagdo morfoldgica
(Tabela 2). Entretanto, o sucesso na amplificagdo do fragmento NS31-AMI1 e em obter
sequencias confidveis ndo ocorreu para todos os morfotipos encontrados na analise
morfoldgica. A tabela 2 indica os resultados mais relevantes do BLASTn que foi realizado entre
as sequencias obtidas quando comparadas ao banco de dados do MAARJAM.

Ao analisar o padrao de dispersdao das espécies nos pontos avaliados, observou-se que
ndo hd um efeito das camadas na dispersdo das espécies encontradas. O dendograma
apresentado na Figura 3 apresenta a dissimilaridade entre as diferentes amostras e foi construido
com base na presenca ou auséncia de cada espécie nas amostras avaliadas e utilizando o

programa R (R Core Team, 2019).

Tabela 2 — Resultados mais relevantes obtidos no BLASTn para as sequencias geradas

Resultado Cobertura Identidade Tamanho

Morfologia BLASTn n° acesso (%) (pares de base)
Acaulospora laevis  Acaulospora sp. LT216810  100.0 95.6 229
Acaulospora sp.1  Acaulospora sp. KC588984  52.0 98.2 545
Acaulospora Acaulospora 1y 4619039 508 98.3 531

spinosa spinosa
f;zgzizzll’;’;" Acaulospora sp. LT216810  92.3 96.1 203
Ambispoira Ambispora— po47300 1000 98.8 515
leptoticha leptoticha

Ambispora sp.1 Ambispora sp.  LT158717  100.0 99.3 402
Archeospora sp.  Archaeospora sp. HG975690  100.0 92.1 355
Gigaspora sp. Gigaspora sp. LN622303 99.8 99.8 519
Glomus aggregatum Glomus sp. LT935650 46.1 100.0 482
Glomus sp.2 Glomus sp. LT158705 99.3 99.5 553

Scutelospora sp.  Scutellospora sp. LN890625 51.4 99.8 539
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Figura 3 — Dendograma de dissimilaridade construido tendo como base a distribuicdo das espécies nos
pontos avaliados. A distancia de Jaccard e o algoritmo “average linkage” foram utilizados
para a construgdo do dendrograma. FH, Hi, H», H3 ¢ SM se referem as camadas FH, Hi, Ho,
H; e do solo da floresta. SP se refere ao solo da pastagem. Os numeros de 1 a 5 indicam o
ponto de coleta das amostras. Fonte: Do Autor (2020).

3.2 Proteina no solo relacionada a Glomalina (PSRG)

As PSRG totais extraidas a partir do material coletado indicaram uma concentracio de
GT por grama de solo maior nas camadas organicas do que na fragdo mineral dos solos, tanto
da floresta quanto da pastagem. As amostras que possuiam material organico precisaram de 18
ciclos para esgotarem o rendimento da reacao e foi possivel observar que a camada H» foi a que
possuiu maior concentragdo média de GT. Nao houve diferenca estatisticas entre as camadas
FH, H; e H>. Contudo, a diferenca da concentragdo de GT nas camadas organicas em relagao
ao solo foi significativa (Figura 4), sendo que a maior concentragdo encontrada no solo mineral
ocorreu na floresta e foi de 7,15 mg g'!'; as concentragdes obtidas nas camadas FH, H; ¢ H»

foram ao menos dez vezes maiores.
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Figura 4 — Concentragdo de proteinas no solo relacionadas a glomalina totais (PSRG-GT) nas diferentes
camadas organicas e no solo analisados. FH, Hi, H,, Hs ¢ SM se referem as diferentes
camadas organicas e ao solo (SM) da floresta e SP se refere ao solo da pastagem. Fonte:
Do Autor (2020).

4 DISCUSSAO

Com base nos resultados aqui obtidos, a atividade de FMA se refletiu em um actimulo
de glomalina (PSRG) significativamente maior nas camadas organicas com maior abundancia
de raizes. Embora sua concentracdo ndo seja suficiente para inferir a abundancia de uma tnica
espécie de FMA, neste caso a glomalina pode ser usada para confirmar que nas camadas
organicas ha uma maior abundancia de FMA de uma forma geral (PURIN & RILLING, 2007).
Essa proteina se acumula no solo através da decomposi¢ao das hifas e tem uma grande
importancia na estabilizacdo de agregados, atuando como um ligante organico (SILVA, C. F.
etal,2014; SCHINDLER, F. V., 2007). Os fatores que interferem em sua producao nos diversos
ambientes ainda ndo foram elucidados. Entretanto o clima, a biota do solo, a disponibilidade de
nutrientes, a planta hospedeira e a produtividade geral do sistema, assim como a diversidade de
FMA, sdo fatores que podem influencid-la (SILVA, C. F. et al, 2014). Existe, também, uma
correlacdo positiva entre o contetido de carbono orgéanico e a PSRG, havendo relatos de que
essa proteina pode contribuir com até 52% do carbono organico encontrado no solo
(SCHINDLER, F. V., 2007). Desta forma, levando-se em consideracdo o fato de possuir

camadas densamente ocupadas por raizes, os resultados encontrados sdo compativeis pois sao
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camadas onde o crescimento de micélio extrarradicular ocorre de forma mais acelerada
(GIOVANNETTI, M., 2008).

A diferenga em abundancia nas camadas com mais raizes nao se refletiu na distribuicao
e riqueza de espécies, que foram similares para todas as camadas, incluindo a por¢ao mineral
do solo. Do mesmo modo, a floresta e a pastagem compartilharam as mesmas espécies,
indicando que a conversdo da floresta para pastagem afetou a abundancia, mas ndo a riqueza de
FMAs. Embora, o nimero de espécies de FMA tenha sido levemente menor no solo da
pastagem, deve-se ser cauteloso ao afirmar uma que houve uma reducio na riqueza visto que
esta variavel ¢ sensivel ao esfor¢o amostral, que foi maior na floresta (RICKLEFS e RELYEA,
2016). A rede micelial destes organismos pode se estender muito além da rizosfera, podendo
chegar a um comprimento de hifa total de 54 metros por grama de solo e até 40 cm de hifas por
centimetro de raiz colonizada em um intervalo de apenas 7 dias, havendo uma correlagao
positiva entre a quantidade de raiz colonizada e o comprimento do micélio disperso no solo
(GIOVANNETTI, M., 2008). Por isso sua atividade ndo se restringe as camadas ocupadas pelas
raizes mais finas. Como as camadas se encontravam bem préximas no solo, € possivel que as
espécies de FMA que estivessem colonizando as raizes em uma camada, tenham alcancado as
outras através do micélio extraradicular, depositando nelas fontes de propagulos viaveis que
foram multiplicados nos vasos armadilha.

A identificacdo das espécies recuperadas dos vasos armadilha ¢ compativel com aquela
observada em outros trabalhos realizados no bioma Amazonia, em sistemas de uso de terra
similares (LEAL etal., 2009; LEAL et al., 2013). Os géneros de FMA mais representados foram
Glomus e Acaulospora, que totalizaram 57% das espécies encontradas neste trabalho.
Acaulospora foveata foi uma espécie comum a todos os sistemas de uso de terra avaliados por
Stlirmer et al. (2011) e foi encontrada em todas as camadas aqui avaliadas.

Os trabalhos realizados na Amazdnia por meio da extragdo de esporos diretamente da
amostra de campo encontraram uma riqueza de espécies maior do que aquela aqui descrita
(STURMER et al., 2011). Porém, outro trabalho que observou a abundancia de esporos em area
de floresta priméria obteve uma baixa contagem de esporos em relagdo a area de pastagem,
registrando maior dificuldade para multiplicacdo em vasos armadilha de amostra proveniente
da floresta (LEAL, P. L., SIQUEIRA, J. O., STURMER, S. L, 2009). Ambos os trabalhos
demonstraram uma grande discrepancia entre as técnicas utilizadas. O exame direto das
amostras de campo permitiu se detectar uma riqueza maior de espécies, indicando que a

metodologia de cultivo armadilha pode nio representar a diversidade alfa da area estudada



41

(LEAL et al., 2009). Essa tecnologia foi utilizada aqui em fun¢do da natureza do material
coletado e da dificuldade logistica de se amostrar um volume maior de amostras, de modo que
o método de cultura armadilha foi o mais adequado.

Desta forma, conclui-se que ndo existe uma distribui¢do de espécies diferente de FMA
entre as camadas e sistemas de uso avaliados. Entretanto os resultados para PSRG
demonstraram uma diferenca significativa na liberagdo destas proteinas nas camadas organicas,
indicando que as camadas organicas do solo da floresta sdo importantes neste contexto, servido
como um sitio atuante no sequestro de carbono atmosférico e na ciclagem de nutrientes na

floresta amazonica.
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ARTIGO 2
FUNGOS MICORRICICOS ARBUSCULARES ASSOCIADOS A UMA PLANTA
MICOHETEROTROFICA DA AMAZONIA ORIENTAL

RESUMO

A relagdo com fungos micorrizicos arbusculares (FMA) € a simbiose mais comum entre plantas
vasculares e microrganismos. O registro fossil indica que estes fungos foram essenciais para a
colonizacdo do ambiente terrestre por plantas primitivas. Os FMA promovem o crescimento
vegetal através da mobilizacdo de nutrientes e dgua, enquanto as plantas fornecem carbono
fotoassimilado aos fungos. Algumas plantas tomaram um caminho evolutivo alternativo, no
qual perderam sua capacidade fotossintetizante para depender exclusivamente do carbono
disponibilizado pelos FMA que, por sua vez, dependem de uma planta fotossintetizante. Este
tipo de nutri¢do ¢ chamado de micoheterotrofismo. Plantas microheterotroficas de Voyriella
parviflora e o material organico diretamente associado ao seu sistema radicular foram coletadas
no municipio de Baido, Pard, na regido amazonica, a fim de isolar e caracterizar os FMA
associados. Utilizando-se do método de cultivo armadilha, vasos foram preparados utilizando
raizes de V. parviflora e o material de liteira ao seu redor. Replicatas foram utilizadas para cada
fonte de inoculo, e Urochloa decumbens foi utilizada como planta isca. Apenas duas espécies
de Glomus e Racocetra foram recuperadas a partir das raizes. Por outro lado, diferentes
representantes de Glomus, Acaulospora e Gigaspora foram recuperados do material de liteira.
Baseado neste relado, pode-se concluir que, embora outros fungos estejam presentes na liteira,
a habilidade de promover a conexdo entre uma planta fotossintetizante e as raizes de V.
parviflora ¢ atribuida a estas espécies de Glomus e Racocetra. Além disso, este € o primeiro
relato de FMA isolados desta planta micoheterotréfica no estado do Para.

Palavras-chave: Micoheterotrofismo. Voyriella parviflora. Fungos micorrizicos arbusculares.
Amazonia.
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ABSTRACT

The relationship with arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) is the most common symbiosis
between vascular plants and microorganisms. The fossil record indicates that these fungi were
essential for the successful colonization of terrestrial environments by primitive plants. AMF
promote plant growth through the mobilization of nutrients and water, while the plant provides
fungi with photoassimilated carbon. Some plants took an alternative evolutionary path in which
they lost their photosynthetic capacity to depend exclusively on carbon supplied through AMF,
which in turn, depend on a photosynthetic plant. This type of nutrition is called
mycoheterotrophism. Microheterotrophic plants of Voyriella parviflora and the organic
material directly associated with their root systems were collected in the county of Baido, Para,
in the Amazon region, to isolate and characterize their associated AMF. By using the trap
cultivation technique, pots were prepared using the roots of V. parviflora and their surrounding
litter material. Replicates were used for each inoculum source, and Urochloa decumbens was
used as a trap host. Only two species of Glomus and Racocetra were recovered from the roots.
On the other hand, different representatives of Glomus, Acaulospora, and Gigaspora were
recovered from the litter material. Based on these findings, we can conclude that, although other
fungi are present in the litter, the ability to promote the connection between a photosynthetic
plant and the roots of V. parviflora is attributed to species of Glomus and Racocetra. Besides,
this is the first report of AMF isolation from this mycoheterotrophic plant in the state of Para.

Keywords: Mycoheterotrophism. Voyria parviflora. Mycorrhizal arbuscular fungi. Amazon.
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1 INTRODUCAO

A associa¢do com fungos micorrizicos € o tipo de simbiose mais comum entre plantas
terrestres e microrganismos (MOREIRA, 2006; SEQUEIRA et al., 2010). Essa simbiose possui
uma grande relevancia para o funcionamento de ecossistemas e pode formar redes complexas
de interdependéncia entre dezenas ou até centenas de individuos (GIOVANNETTI, 2010;
SMITH & READ, 2008). Normalmente, a planta disponibiliza carbono fotoassimilado para os
fungos em um fluxo unidirecional. Como contrapartida, o fungo atua promovendo o
crescimento vegetal pela mobilizagdo de 4gua e nutrientes, sendo o fosfato o nutriente de maior
relevancia quando a micorrizagdo ¢ promovida por FMAs (SMITH & READ, 2010;
OLIVEIRA et al. 2010). Esse tipo de microrganismo possui ainda maior importancia em
biomas como a Amazdnia, que ocorre predominantemente sobre solos pobres e onde se atribui
a matéria organica e aos microrganismos que atuam nessa camada a sustentacdo desse
ecossistema tdo importante a nivel mundial (HERRERA, R. ef al. 1978; MOREIRA E
MALAVOLTA, 2004; OLIVEIRA et al. 2010).

Slavikova et al. (2017) e Pfeffer et al. (2004) utilizaram is6topos estaveis de carbono
para monitorar o fluxo de carbono na relagdo micorrizica, ¢ descobriram que, além de
unidirecional, o fluxo de carbono ndo ocorre entre plantas préximas. Esse €, de certa forma, um
processo regulado pela planta hospedeira, uma vez que se observou uma resposta a
concentragdo de fosforo disponivel. O investimento da planta na forma de fotoassimilados
aumentou quando a concentragdo de fosfatos era baixa no solo (KONVALINKOVA et al.,
2010). Como os FMAs sdo organismos cosmopolitas e estdo presentes em todos os ecossistemas
terrestres, algumas plantas tomaram um caminho evolutivo no qual passaram a depender desses
fungos para a obten¢do de carbono em um metabolismo que trapaceia a intera¢do micorrizica
convencional. Essas plantas foram, durante muito tempo, consideradas saprofiticas, sendo que
o termo micoheteretrofismo sé veio a ser sugerido por Jonathan Leake, em 1994, para esse tipo
de nutricdo (apud. MERCKX, et al. 2013).

O micoheterotrofismo ¢ uma estratégia nutricional utilizada por plantas que perderam
sua capacidade fotossintetizante ou ndo possuem condi¢cdes de manter sua propria nutri¢ao
durante certo periodo de seu ciclo de vida (Leake, J. R., 1994). Algumas espécies vegetais,
como ¢ o caso daquelas pertencentes a familia Orchidaceae, possuem caracteristicas
micoheterotréficas de forma obrigatdria pelo menos em uma fase de sua vida; outras, dependem
de fontes de carbono disponibilizadas através dos fungos durante todo o seu ciclo, sendo

consideradas micoheterotroficas estritas, como ¢ o caso de algumas espécies da familia



47

Gentianaceae. Das 1.100 espécies pertencentes a essa familia, 121 ocorrem no Brasil
(GUIMARAES et al., 2018). Quatorze delas pertencem ao género Voyria e uma ao género
Voyriella. Os géneros Voyria e Voyriella e sua distribuicdo sdo geralmente associados a
ambientes tropicais da América do sul, oeste Africano e Africa central, geralmente ocorrendo
sob a floresta (GUIMARAES et al., 2018, MERCKX, 2013b). Esse tipo de metabolismo que
obtém carbono dos FMAs possibilitou o sucesso destes vegetais na ocupacao de ambientes com
baixa incidéncia de luz solar (GUIMARAES, et al. 2018; IMHOF, S. et al. 2000). Segundo
Bidartondo et al. (2002), estes géneros se associam preferencialmente a FMAs do género
Glomus.

Além de existirem poucos estudos sobre o micoheterotrofismo como estratégia
nutricional, ainda ndo existem relatos quanto aos fungos associados a estas espécies de plantas
no Brasil. Dentro deste contexto, o objetivo desse trabalho foi investigar a relagdo entre fungos
micorrizicos arbusculares e a Voyriella parviflora, uma espécie de planta micoheterotrofica que
ocorre na Amazodnia oriental. Adicionalmente, foi avaliada a presenca de outras espécies de
fungos nas raizes do entorno destas plantas de modo a comparar a comunidade de fungos

disponiveis aqueles capazes de se relacionar com a planta micoheterotréfica em questao.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Coleta do material

O material foi coletado em um fragmento da floresta Amazdnica localizado no distrito
de Sao Joaquim do Ituquara, no municipio de Baido, estado do Para (Brasil). As coordenadas
do local de amostragem sdo 2°59°13”’S 49°33°30°’W. O clima do local é caracterizado pela
classificagdo de Koppen como AFI segundo Bastos (1982). A floresta estudada possui um
grande acimulo de matéria organica sobre o solo, havendo uma transi¢do abrupta entre o
material orgénico e o solo mineral. Este acimulo ocorre devido ao tipo de solo presente no
local, caracterizado como espodossolo. Além disso, foi observado que, nesta area, a camada
organica possui uma densa quantidade de raizes finas que formam um emaranhado de raizes e
material organico decomposto sobre o solo.

As plantas amostradas foram observadas proximas umas das outras e sobre a liteira,
sendo que suas raizes estavam inseridas na matéria organica logo abaixo da liteira, estando a
uma profundidade que permite o contato com a camada de raizes finas de outras espécies
dotadas de metabolismo fotossintetizante. As amostras vegetais, assim como o material

organico e as raizes de plantas proximas a seu sistema radicular, foram coletados e armazenados



48

em tubos de centrifuga estéreis de 50 mL e mantidos em temperatura de 4°C. Os exemplares de
plantas coletados foram separados e armazenados de duas formas distintas. Alguns individuos
foram imersos em alcool 70% e mantidos a -10°C para posterior extragdo de DNA; outros foram

apenas mantidos a 4°C até o momento do preparo dos vasos armadilha.

2.2 Preparo de vasos armadilha

Parte do material coletado foi utilizado para o preparo de vasos de cultivo armadilha, a
fim de multiplicar os fungos micorrizicos arbusculares associados ao sistema radicular da planta
micoheterotroéfica em questdo. Para isso, quatro plantas tiveram suas raizes desinfestadas
superficialmente em imersao por 1 minuto em alcool 70% seguido por 30 segundos em soluc¢ao
de hipoclorito de sddio a 10M. O material desinfestado foi entdo colocado em vasos de 300 mL
contendo solo estéril, sendo entdo montados 4 vasos com a raiz desinfestada, além de quatro
vasos com raizes que ndo passaram pela desinfestagdo e foram apenas lavadas com agua
corrente. Outros quatro vasos armadilhas foram preparados utilizando as raizes de plantas
autotroficas presentes na liteira e o material organico que estava junto as raizes amostradas.
Como planta isca foram utilizadas a Urochloa sp. e Mimosa pudica, que tiveram suas sementes
desinfestadas superficialmente. Os vasos entdo foram colocados em casa de vegetagdo, onde
ficaram de junho de 2018 a marco de 2019 sendo molhados apenas com dgua filtrada. As plantas

isca foram submetidas a estresse hidrico e podas periodicamente (De Novais, C. B. et al. 2017).

2.3 Extracio e identificacdo de esporos multiplicados nos vasos armadilhas

A fim de obter propagulos viaveis de FMA, o solo proveniente dos vasos armadilha
comegou a ser avaliado sete meses apos o desenvolvimento dos fungos. Foram entdo
amostrados 50 mL de solo do vaso armadilha. O solo foi suspendido em 4gua e peneirado
utilizando-se peneiras de 0,5 mm e 38 pm, seguido de duas centrifuga¢cdes, uma em agua e outra
em uma soluc¢do de 60% de sacarose, conforme descrito por Gerdemann e Nicolson (1963). O
material extraido foi submetido a um outro peneiramento em agua passando por um conjunto
de peneiras com diferentes tamanhos de malha variando de 400 um a 38 pm. Os esporos com
caracteristicas morfoldgicas similares foram entdo agrupados em morfotipos e armazenados em
tubos de centrifuga de 1 ml a temperatura de -20°C. Os esporos foram utilizados para montar
laminas com PVLG e PVLG acrescido de reagente de Melzer, onde foram rompidos. As
laminas foram secas em temperatura ambiente durante 7 dias e observadas em microscopio

Zeiss® AXIO scope Al. As fotos foram obtidas utilizando-se uma cdmera AxioCam ERc5S e
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o software AxioVision Rel. 4.8.2. As estruturas observadas foram comparadas com as imagens
e as descricdoes depositadas no INVAM (International Culture Collection of Vesicular

Arbuscular Mycorrhizal Fungi), além das descri¢des disponiveis na literatura.

2.4 Analise molecular das plantas coletadas

A extragdo de DNA foi realizada com o DNeasy® PowerPlant® Pro Kit (Qiagen)
conforme as especificagdes do fabricante. A identificacdo das plantas seguiu a metodologia
proposta por Merckx (2013). A regido mitocondrial matR foi amplificada utilizando-se os pares
de oligonucleotideos iniciadores matR26F-matR1002R e matR879F-matR1858R nas seguintes
condi¢des da PCR: 1 min a 94°C seguido por 35 ciclos com 30s a 94°C, 45s a 52°C e | min a
72°C, seguido por 7 min a 72°C. O gene atpl foi amplificado com os primers AtplF-Atp1R
nas seguintes condic¢des: 3 min a 95°C seguido por 35 ciclos com 1 min a 95°C, 1 min a 55°C
e 2 min a 72°C, seguido por 10 min a 72°C de extensao final. O sequenciamento foi realizado

com a metodologia Sanger no aparelho Hitachi Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer.

2.4.1 Analise filogenética

As sequéncias foram editadas no programa ChromasPro, onde os contigs foram
construidos utilizando os dois sentidos do sequenciamento e a transformacao para o formato
fasta. A sequéncias dos genes matR e atpl foram comparadas com as existentes no banco de
dados do NCBI utilizando a ferramenta BLASTn otimizando por Highly similar sequences
(megablast).

As sequéncias do gene atpl foram utilizadas para construir a arvore filogenética a fim
de confirmar a identificacdo dos vegetais coletados. As sequéncias utilizadas para construgao
da arvore filogenética para a familia das Gentianaceae por Merckx et al. (2013) foram utilizadas
como base para a construcdo da filogenia das plantas coletadas. O programa MEGA X (Kumar,
S. et al., 2018) foi utilizando para definir a filogenia e 0 método de maxima parcimonia foi
empregado com bootstrap e 500 replicatas da arvore filogenética foram criadas gerando uma

arvore consenso (Kumar, S. et al., 2018; Felsenstein, J., 1985; Nei M. e Kumar S., 2000).

3 RESULTADOS
3.1 Filogenia e identificacio molecular de Voyriella parviflora
Os resultados do sequenciamento para as regides codificantes dos genes MatR e Atpl,

ao serem confrontados com a base de dados do NCBI através da ferramenta BLASTn,
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confirmaram a identificacdo das plantas coletadas como Voyriella parviflora. As sequéncias
geradas foram analisadas em conjunto com aquelas utilizadas por Merckx et al. (2013) para
descrever a filogenia da familia das Gentianaceae. A andlise filogenética do gene atpl
confirmou os resultados do BLASTn, posicionando as plantas amostras em um clado separado

juntamente com o individuo de Voyriella parviflora (KC535916.1) (Figura 1).

32

EE Sebaea thomasii (KC535904.1)
Centaurium erythraea (KC535880.1)
Chironia baccifera (KC535882.1)
Exacum paucisquamum (KC535885.1)
Exochaenium debile (KC535887.1)
_|: Exochaenium teucszii (KC535889.1)

93 Exochaenium oliganthum (KC535888.1)
Gentiana asclepiadea (KC535890.1)
Gentiana dinarica (KC535891.1)
Gentiana lutea (KC535892.1)

Gentiana tibetica (KC535893.1)
Lisianthius silenifolius (KC535896.1)
Macrocarpaea arborescens (KC535898.1)
Macrocarpaea noctiluca (KC535899.1)
Orphium frutescens (KC535900.1)
Schultesia crenuliflora (KC535903.1)
61 |: Voyria clavata (KC535908.1)
Voyria caerulea (KC535907.1)
Symbolanthus mathewsii (KC535905.1)
39 Voyria rosea (KC535913.1)
10 Halenia umbellata (KC535895.1)
Voyria primuloides (KC535912.1)

Voyria tenella (KC535914.1)
37
EE Voyria obconica (KC535910.1)

Voy 2
Voyriella parviflora (KC535916.1)
67
i Voy 1

Luculia pinceana (KC535897.1)

a4 _E Posoqueria latifolia (KC535901.1)
93 Emmenopterys henryi (KC535884.1)

Figura 1 — Arvore filogenética com representantes da familia Gentianaceae inferida pelo método da
maxima parcimdénia. A primeira das sete arvores mais parcimoniosas ¢ apresentada
(comprimento = 63). Os indices de consisténcia, de relacionamento ¢ composto foram,
respectivamente, 0,710526; 0,770833; e 0,636243 (0,547697) para todas as posigoes
informativas. O algoritmo Subtree-Pruning-Regrafting (SPR) foi utilizado (Nei M. e Kumar
S., 2000). Todas as posigdes de codons foram incluidas na analise. Utilizou-se um total de
441 posicdes. Fonte: Do Autor (2020).

3.2 FMAs associados a planta micoheterotroéfica e disponiveis na camada orginica
Foi possivel observar esporos de FMAs em apenas dois vasos preparados utilizando a
raiz de Voyriella como fonte de propagulo. Ambos os vasos foram montados com a raiz sem o

processo de desinfestagdo superficial. Em um desses vasos foi observada uma cultura pura de
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Glomus aggregatum, enquanto no outro foi registrada a presenca de Racocetra fulgida além de
G. aggregatum. Os vasos montados com as raizes das plantas circundantes e a matéria organica
associada tiveram rendimento similar quanto a multiplicagdo de FMA, embora a riqueza de
espécie tenha sido maior. Foram observadas seis espécies pertencentes aos géneros Glomus,
Acaulospora e Gigaspora (Tabela 1 e Figura 2). Ao se examinar a raiz da planta sob
microscopio estereoscoOpio € microscopio optico foi possivel observar uma maior presenga de
hifas na parte superficial do que no interior das raizes. Isso justifica o fato de ndo ter ocorrido
multiplicagdo nos vasos montados com raizes que passaram pela desinfestacao superficial.
Estes resultados demonstram que entre uma comunidade de fungos disponiveis, apenas Glomus
aggregatum ¢ Racocetra fulgida foram capazes de criar a ponte necessaria entre a planta

micoheterotrofica e outros vegetais autotroficos ao seu redor.

Tabela 1 — Registro de presenca de FMAs observados nos vasos preparados utilizando a raiz
de Voyriella parviflora e o material organico como fonte de propagulos

Espécies Liteira Voyriella
Glomus multicaule X
Acaulospora laevis X
Acaulospora brasiliensis X
Glomus aggregatum X X
Racocetra fulgida X
Gigaspora sp. X

Glomus microagregatum X
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Figura 2 — Fotos dos esporos das espécies observadas. Glomus multicaule (A, B e C); Acaulospora laevis
(D, E e F); Acaulospora brasiliensis (G, H e 1); Glomus aggregatum (J, K, L), Racocetra
fulgida (M e N), Glomus microagregatum dentro do esporo de uma Gigaspora sp. (O). Hifas
sobre as raizes de Voyriella parviflora (P, K e R). Fonte: Do Autor (2020).
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4 DISCUSSAO

Nossos resultados confirmam a presenca do género Voyriella no municipio de Baido no
estado do Pard ocorrendo na serapilheira de uma floresta sobre um espodossolo, o que favoreceu
a formag@o de uma camada espessa de raizes com aciimulo de matéria organica. A consulta ao
banco de dados Flora do Brasil 2020, gerido pelo Jardim Botanico do Rio de Janeiro apresentou
cinco registros de ocorréncia de Voyriella parviflora ja existentes no estado do Para. Entretanto,
esse € o primeiro trabalho que registra a ocorréncia de FMA associados a essa planta no Brasil.

Plantas micoheterotréficas da familia Gentianaceae foram, até o momento, pouco
estudadas em sua simbiose com FMAs. Os resultados aqui apresentados mostram que a espécie
estudada apresenta preferéncia por fungos dos géneros Glomus e Racocetra, enquanto outros
géneros foram observados nas raizes de plantas autotrdéficas adjacentes, os quais ndo foram
multiplicados quando a raiz de V. parviflora foi utilizada como fonte de propagulo no vaso
armadilha. A preferéncia por fungos do género Glomus ja foi descrita para espécies
micoheterotroficas dos géneros Voyria e Voyriella, ambos pertencentes a familia Gentianaceae,
existindo apenas uma descri¢do de espécies de FMAs associadas a Voyriella (BIDARTONDO
et al.,2002). Esta ¢ a primeira descri¢do de Racocetra associada a Voyrella. Cabe destacar que
este género de FMA pertence a familia Gigasporaceae, que inclui géneros como Gigaspora e
Scutellospora, enquanto Glomus taz parte da familia Glomeraceae (REDECKER et al., 2013).

O estudo da relagao de plantas micoheterotroficas e FMAs pode se mostrar promissor,
uma vez que essas plantas sdo capazes de trapacear estes fungos e inverter o fluxo de carbono
que costuma ocorrer exclusivamente no sentido planta-fungo, ndo ocorrendo fluxo de carbono
entre plantas distintas em condi¢des normais, como descrito por Pferffer et al. (2004). Desta
forma esse tipo de estratégia nutricional pode no futuro auxiliar no entendimento que temos
sobre a interacdo e os mecanismos de transporte de nutrientes que estdo presentes na interface
entre os fungos e as plantas.

Estudos que investigaram a morfologia e a colonizagao das raizes de plantas do género
Voyria observaram pouca colonizacdo interna das raizes, sendo que a colonizagdo ocorreu
apenas em locais de contato imediato entre as raizes da planta micoheterotrofica e um vegetal
autotréfico (IMHOF, S. et al. 2000). As raizes desse género ndo costumam se desenvolver
muito, sendo realmente curtas e possuindo pouca superficie de contato (IMHOF, S. et al. 2000).
Entretanto, observou-se que o desenvolvimento radicular ocorre em direcdo a raizes de plantas
autotroficas associadas com FMAs (IMHOF, S. ef al. 2000). No caso das plantas coletadas,

observou-se um sistema radicular curto, se desenvolvendo com um geotropismo negativo e
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inserido em uma camada contendo folhas em decomposi¢ao e raizes finas de outras espécies de
plantas crescendo sobre elas. Isso sugere que estas raizes sejam novas devido ao pouco tempo
em que as folhas deveriam estar na serrapilheira para estarem neste estado de decomposi¢ao.

A ocorréncia de G. aggregatum associado a Voyriella parviflora corrobora os resultados ja
obtidos em plantas micoheterotroficas da familia das Gentianaceae, enquanto a relacdo entre V.

parviflora e Racocetra fulgida ainda ndo havia sido descrita.
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