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RESUMO

CHIQUETE, Adalberto Anténio Sukumula, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
Fevereiro de 2011. Diversidade de fungos em solos de florestas plantadas de
eucalipto. Orientadora: Maria Catarina Megumi Kasuya. Co-orientadores:
Denise Mara Soares Bazzolli, Olinto Liparini Pereira.

As mudancas ambientais e a consequente perda da diversidade em florestas
tropicais devido a préaticas de cultivo intensivas tém levado a necessidade de criar
planos de conservacdo e manejo sustentdvel do uso da terra em florestas. Este
trabalho teve como objetivo estudar a diversidade de fungos em plantios comerciais
de eucalipto, com diferentes idades e manejos, na regido sul de Angola, regido leste
de Minas Gerais no Brasil e em trés regides distintas de Portugal. As coletas foram
realizadas de janeiro a dezembro de 2009. A diversidade de fungos ectomicorrizicos
(FECM) na regido leste de Minas Gerais — Brasil foi avaliada pela caracterizagédo
morfolégica das ectomicorrizas, e pela caracterizagdo molecular das mesmas. A
ocorréncia de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) foi avaliada pela densidade e
caracterizacdo morfologica e molecular dos esporos presentes nos solos. Foi também
avaliada a diversidade de fungos totais do solo a partir da analise molecular do rDNA
18S em amostras de solo sob eucalipto nos trés paises. Observou-se a presenca de
ectomicorrizas em todas as plantas avaliadas, em todas as épocas e areas com
eucalipto de diferentes idades e manejo, na regido leste de Minas Gerais - Brasil,
havendo maior taxa de colonizagdo nas plantas mais velhas e na segunda época de
coleta, quando as condi¢fes climaticas eram de baixa precipitacdo e umidade
relativa. A caracterizacdo morfoldgica das ectomicorrizas mostrou a presenca de pelo

menos nove morfotipos. Foram encontrados basidiocarpos dos géneros Scleroderma



e Pisolithus, com predominancia do primeiro. Foram identificados FMA dos géneros
Glomus, Acaulospora e Scutellospora a partir dos esporos dos solos, tendo os dois
primeiros ocorrido em todos os solos avaliados. A caracterizagdo morfoldgica dos
esporos associada a analise molecular do gene 18S do rDNA dos esporos mostrou
haver semelhancas na composicdo da comunidade de FMA dos solos da Angola,
Brasil e Portugal. A andlise molecular do DNA, a partir da extracdo direta do solo,
mostrou a existéncia de uma diversidade considerdvel na composicdo das
comunidades de fungos nos solos de florestas plantadas de eucalipto dos trés paises
estudados, sendo que o solo do Brasil foi 0o que apresentou maior indice de
diversidade de espécies. Os resultados deste trabalho sugerem que ha grande
diversidade de fungos em plantios comerciais de eucalipto e que as técnicas
morfoldgicas classicas, aliadas as técnicas moleculares, permitem acessar melhor a

diversidade dos fungos presentes em ambientes florestais.
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ABSTRACT

CHIQUETE, Adalberto Anténio Sukumula, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February 2011. Fungal diversity in soils of eucalypt plantations. Adiviser:
Maria Catarina Megumi Kasuya. Co-Advisers: Denise Mara Soares Bazzolli
and Olinto Liparini Pereira.

The changes in the environment and the consequent reduction on the diversity
under intensive cultural practices have taken the people to develop plans of
conservation and sustainable use of land and forests management. The objective of
this work was to study fungal diversity in commercial plantations of eucalypt, with
different ages and management, in the South of Angola, East of Minas Gerais State
in Brazil and three regions of Portugal. Samples were collected from January to
December 2009. The ectomycorrhizal fungi diversity (ECMF) in the East of Minas
Gerais State was evaluated by morphological and molecular characterization, and the
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) occurrence was investigated by using spores.
The total fungal diversity in the three counties was performed by molecular analysis
of 18S rDNA of soil samples. All evaluated plants presented ectomycorrhizae, in all
the times and areas in the East of Minas Gerais State. The highest colonization was
settling in the oldest plants and in the second period time of sampling, suggesting the
importance of ectomycorrhizal association in stress conditions, like in low
temperature and water availability. At least nine different morphotypes of
ectomycorrhizae were characterized. Basidiomes of Scleroderma and Pisolithus were
found. The arbuscular mycorrhizal fungi Glomus, Acaulospora and Scutellospora

were observed under eucalypt plantations, and the first two species occurred in all
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evaluated soil. The morphological characterization of the spores associated to the
molecular analysis of the 18S rDNA showed to have high similarities in the
composition of the FMA community among soils of eucalypt plantations from
Angola, Brazil and Portugal. The analysis of fungal composition using 18S rDNA
showed considerable diversity in all three soils, and Brazilian’s presented greater
index of species diversity. The results of this work show that it has great diversity of
fungi in commercial plantations of eucalypt and the use of classic morphological and
molecular techniques allows to better access and understanding the fungal diversity

in forest environments.
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INTRODUCAO GERAL

As alteragcdes no ambiente e a irreparavel perda da diversidade em florestas
plantadas de regides tropicais, como consequéncia do cultivo intensivo, tém levado a
transformagdes com possiveis implicacdes globais, o que implica a necessidade de
criar planos de conservagdo e manejo do uso da terra e florestas. Atualmente existe
uma ampla discussdo no meio cientifico e na sociedade civil sobre as consequéncias
da destruicdo de florestas em grande escala, levando a alteragcdes nas condicdes
climaticas do globo. Entretanto, apesar da existéncia de varias idéias, projetos e
programas de conservacdo ambiental, pouco se sabe sobre os componentes,
processos e interagdes do solo, que exercem fungdo importante na regulagdo da
composicao, estrutura e funcionamento dos ecossistemas florestais. Uma das formas
de superar esta deficiéncia ¢ a realizacao de estudos de diversidade, visando conhecer
a estrutura das comunidades microbianas do solo, bem como as suas interagdes com
os demais elementos dos ecossistemas florestais.

Os estudos de diversidade s3o particularmente importantes quando
consideram a habilidade do ecossistema em responder a alteracdes das condicdes
ambientais, a necessidade de conservacao da diversidade e a manuten¢ao sustentavel
dos processos do ecossistema (PROSSER, 2002). Um dos grupos mais sensiveis as
alteracdes ¢ o dos microrganismos, os quais sdo essenciais para o funcionamento e a
sustentabilidade dos ecossistemas naturais, mas sdo frequentemente ignorados devido
ao seu tamanho diminuto e as dificuldades metodoldgicas para sua detecgdo e
avaliacdo da sua atividade. Assim, estima-se que apenas 10% dos microrganismos
presentes nos variados tipos de ambiente sejam conhecidos. No entanto, atualmente a
utilizagdo de técnicas moleculares, como a clonagem e sequenciamento genético, tem

tornado possivel os estudos sobre diversidade microbiana (PACE, 2008).



As técnicas tradicionais de estudo da diversidade microbiana tém-se baseado
no cultivo em laboratério de microrganismos isolados de ambientes naturais e
técnicas de identificagdo classica, incluindo a andlise morfolégica, andlise de
caracteristicas fisiologicas e propriedades bioquimicas (PROSSER, 2002). Estas
técnicas fornecem informacdes em pequena escala de diversidade, mas estdo sujeitas
a variagdes resultantes das condigdes do meio e de cultivo empregadas, ¢ da
incapacidade de crescimento em laboratério de determinados isolados
proporcionalmente significativos nas comunidades naturais (PROSSER, 2002). Uma
alternativa a estas técnicas ¢ a amplificacdo do DNA e de genes funcionais a partir de
acidos nucléicos extraidos diretamente de amostras do solo com subsequente analise
por métodos moleculares ou por sequenciamento e analise filogenética. Isto evita a
necessidade do cultivo laboratorial e permite uma melhor visualizagdo funcional da
comunidade microbiana (MUYZER, 1993; VAN ELSAS et al., 1997; PROSSER,
2002).

Em ecossistemas terrestres, a maioria das plantas apresenta-se em estreita
interacdo com fungos mutualistas, formando associagdes denominadas micorrizas
(ALLEN et al., 2003). Estima-se que cerca de 80% das plantas vasculares formam
algum tipo de associagdo micorrizica, sendo as micorrizas arbusculares (MA) e as
ectomicorrizas (ECM) as mais comumente encontradas (SMITH e READ, 1997). Em
angiospermas, 65% das espécies formam somente um tipo de micorriza, entretanto,
5% delas podem formar MA estritamente ou simultaneamente com ECM (SMITH e
READ, 1997). O eucalipto ¢ um dos exemplos que pode apresentar em seu sistema
radicular as MA e as ECM, havendo predominincia das MA em plantas mais jovens
e de ECM em plantas mais velhas (SCHWAN, 1993; YINGLONG et al., 2000;
SANTOS et al., 2001).

As interagdes mutualistas entre plantas e microrganismos ocorrem
predominantemente na rizosfera. Nesta regido, fungos ectomicorrizicos e
arbusculares transferem para as plantas nutrientes minerais e agua, recebendo por sua
vez fotoassimilados. Sob condigdes de estresse, esta associagdo pode ser essencial
para a sobrevivéncia da planta, assim como para o desenvolvimento micelial do
fungo (ATLAS e BARTHA, 1997). Assim, os amplos entendimentos de como estas
interacdes se ddo e que fatores norteiam a sua ocorréncia e disseminagdo ¢ de
extrema importancia para o delineamento de acdes que visem o manejo sustentavel

dos ecossistemas florestais.



Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) tém grande importancia
ecoldgica, uma vez que a maior parte das espécies de plantas associa-se com estes
fungos, incluindo grande parte das plantas agronémicas (SMITH e READ,1997;
2008). Esta interagdo ¢ uma simbiose mutualista bem estabelecida, em que o fungo ¢é
completamente dependente dos carboidratos fornecidos pela planta (BEVER, 2002).
Estes fungos sdo essencialmente biotroficos obrigatorios e o seu ciclo inclui o
crescimento e proliferacdo dentro da raiz da planta hospedeira e em torno das
particulas do solo (HUSBAND et al., 2002) e, espécies individuais, podem ter um
largo espectro de efeitos em diferentes plantas hospedeiras.

E uma das simbioses mais comum em plantas, melhorando a produtividade e
a resisténcia ao estresse nutricional das plantas (FEDDERMANN et al., 2010), além
da sua presenca influenciar na competicao inter-especifica, no processo de sucessdo e
na estabilizagdo dos agregados do solo (ALLEN e ALLEN, 1990; HARTNETT e
WILSON, 1999; MILLER e JASTROW, 2000). Eles facilitam o acesso das plantas
as fontes de nutrientes do solo (BEVER, 2002). Em alguns casos, as espécies que
melhor promovem o crescimento de determinada planta podem retardar o
crescimento de outra (STREITWOLF-ENGEL et al., 1997; VAN DER HEIJDEN et
al., 1998a). No entanto, uma mesma espécie de FMA pode diferir na resposta ao
crescimento em plantas diferentes (EOM et al., 2000).

A associagdo dos FMA com as plantas ¢ considerada altamente inespecifica
(SMITH e READ, 1997; HOEKSEMA, 1999). Contudo, ha evidéncias da existéncia
de diferencas hospedeiro-especificas na resposta da planta ao fungo e vice-versa
(BEVER, 2002). A aparente baixa diversidade dos FMA comparada as comunidades
de plantas com as quais se associam mostra que sdo um grupo homogéneo e as
espécies sao funcionalmente redundantes (HUSBAND et al, 2002).
Conseqlientemente, a presenca ou auséncia de determinada espécie de FMA, bem
como a diversidade geral, podem afetar a produtividade e diversidade de
comunidades de plantas tanto a nivel experimental como em ecossistemas naturais
(VAN DER HEIJDEN et al., 1998; KLIRONOMOS et al., 2000). De forma inversa,
a composi¢cdo da comunidade de plantas tem um efeito similarmente grande na
diversidade e composicao da comunidade de FMA (BEVER et al., 1996; EOM et al.,
2000). Esta mutua interdependéncia entre planta e fungo, pode gerar comunidades

dindmicas e complexas entre a planta e a malha fingica.



Mudangas hospedeiro-especificas na comunidade de FMA podem levar ao
aumento (controle positivo) ou reducdo (controle negativo) nas taxas relativas de
crescimento das espécies de plantas mais abundantes (BEVER, 1999). Estas duas
dinamicas levam a predi¢cdes muito diferentes da comunidade. O controle positivo
fortalece o mutualismo entre a planta e a malha fingica, mas causa redugdo na
diversidade de espécies. O controle positivo enfraquece o mutualismo, mas pode
contribuir para a coexisténcia de espécies de plantas em competicao.

Um dos aspectos importantes da biodiversidade ¢ o fato do aumento na
biodiversidade local poder atuar como forma de evitar a incidéncia de patdogenos
(KENNEDY et al., 2002) e o potencial que ela tem na regulacao do ecossistema de
forma previsivel em ambientes terrestres (McGRADY-STEED et al., 1997).

A diversidade de fungos micorrizicos pode ser usada para avaliar a sua
funcdo na manutengdo de biodiversidade de plantas e funcionamento do ecossistema
durante o processo de restauracao e conservacao de diversos ecossistemas naturais,
especialmente de ecossistemas quentes e secos (VAN DER HEIJDEN et al., 1998;
DIALLO et al., 1999; PANDE ¢ TARAFDAR, 2004). Neste contexto, técnicas
moleculares permitem caracterizar a diversidade, a dominancia, a composi¢ao de
espécies e a estrutura das comunidades de microrganismos em ambientes naturais.
Contudo, o valor da informacdo obtida por estas técnicas depende do qudo
significativo ¢ esta diversidade no funcionamento do ecossistema (PROSSER, 2002).

A técnica da reagdo de polimerase em cadeia (PCR), seguida pela eletroforese
em gel com gradiente desnaturante (DGGE) provou ser ttil em mostrar mudancas na
estrutura microbiana da comunidade do solo (MUYZER, 1993; VAN ELSAS et al.,
1997; Li et al., 2006; ROS et al., 2006a; 2006b; 2008). Desta forma, ¢ possivel obter
uma imagem da estrutura da comunidade microbiana de determinado solo, e avaliar
os processos que influenciam a riqueza e dominancia de espécies.

Considerando que a formagdo da associa¢do micorrizica ¢ dependente de
fatores ambientais, da fisiologia do hospedeiro, do indculo presente no solo e da
populacdo dos outros microrganismos que podem influenciar o desenvolvimento e o
estabelecimento da simbiose com interagdes positivas, negativas ou neutras,
presume-se que, a interacdo entre os fatores bidticos e abidticos se refletird na
complexidade e variabilidade desses organismos (ALLEN et al., 2003). Sendo assim,

o estudo da diversidade e ecologia de fungos micorrizicos em florestas plantadas e



nativas ¢ de crucial importancia para se conhecer e aproveitar o potencial das
associagdes micorrizicas em viveiros e em plantagdes comerciais de cada regido.

As florestas plantadas de eucalipto cobrem 4,5 milhdes de hectares no Brasil.
Desse total, 1,62 milhdo sdo mantidos pela industria de celulose e papel, segundo
dados da Associacdo Brasileira de Produtores de Florestas Plantadas (ABRAF). O
eucalipto tem uso multiplo. Além da producdo de celulose, também ¢ fonte de carvao
vegetal para gerar energia e de madeira s6lida usada em moveis, pisos, revestimentos
e outras aplicagdes na construcao civil (BRACELPA, 2010).

Por atender as necessidades de consumo humano, o plantio de eucalipto assim
como o do pinus, também usado no Brasil para produzir papel, ajuda a preservar as
florestas nativas e, assim, contribui significativamente com o equilibrio ambiental.
Outro aspecto importante em tempos de aquecimento global ¢ o fato de seu rapido
crescimento ter implicagcdes no consumo do CO, atmosférico em taxas expressivas
(BRACELPA, 2010). As florestas plantadas sao cultivadas atendendo aos planos de
manejo sustentavel que tém como objetivo reduzir os impactos ambientais e
promover o desenvolvimento econdmico e social das comunidades vizinhas. Com
base em tecnologias avancadas de gestdo e controle, as empresas de celulose e papel
visam alcancar praticas de exceléncia em sustentabilidade na area ambiental
(BRACELPA, 2010).

O setor florestal brasileiro ¢ um dos mais desenvolvidos e competitivos do
mundo. O Pais detém uma parcela significativa dos plantios globais: 6,3 milhdes de
hectares. Cerca de um tergo dessa area corresponde as florestas para celulose e papel,
incluindo 374 mil hectares em mais de 21 mil propriedades de produtores
independentes — muitos deles integrantes de programas de parcerias florestais
(BRACELPA, 2010).

Os dez principais paises com florestas plantadas, incluindo o Brasil, somam
182 milhdes de hectares de plantagdes florestais, dos quais 132 milhdes sdo
produtivos e 50 milhdes tém funcdo exclusiva de prote¢ao (FAO, 2006). Um terco da
produgdo global de papel provém dessas areas cultivadas (BRACELPA, 2010).

A Reptblica de Angola, com cerca de 70% do territorio situado a uma
altitude entre 1.000 e 1.060 m, localiza-se na zona intertropical e subtropical do
hemisfério sul, e apresenta caracteristicas climaticas muito semelhantes as do sudeste
do Brasil, especialmente aos estados do Rio de Janeiro e Minas gerais (MINADER-

ANGOLA, 2007). Assim, varios aspectos ecoldgicos semelhantes podem ser
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observados em diversos locais dos dois paises, o que torna possivel haver
semelhancas na diversidade e populacdo microbiana que habita estas regides. Angola
¢ detentor de um potencial agroflorestal significativo, com terras férteis e uma
densidade demografica relativamente baixa. No entanto apresenta varios hectares de
florestas dizimados anualmente, fruto do grande €xodo rural provocado por longos
anos de instabilidade politica (MIREX-ANGOLA, 2007).

Passados os anos de conflito, o pais caminha para o desenvolvimento, e o
aquecimento econdmico impulsiona o desenvolvimento da indUstria nas suas
diversas vertentes ¢ com ela aumenta a magnitude da devastacdo florestal. Sdo
necessarias, portanto, politicas de desenvolvimento sustentavel da atividade
agroflorestal e programas de recuperacdo de areas degradadas e revegetacdo. Assim,
¢ importante conhecer a diversidade da microbiota existente nos solos angolanos,
para futuros estudos e desenvolvimento biotecnologico no pais (MIREX-ANGOLA,
2007).

Cerca de 50% do territorio angolano sdo cobertos por florestas, sendo que,
uma significativa parte desta area ¢ formada por Eucalyptus e Pinus introduzidos no
periodo colonial. Considerando que n3o ha qualquer informag¢do sobre a
biodiversidade microbiana em povoamentos florestais do pais, o estudo da ocorréncia
de fungos micorrizicos, bem como elementos da diversidade microbiana nessas
areas, ¢ de extrema importancia para futuros estudos e programas de conservagio e
desenvolvimento sustentavel (MINADER-ANGOLA).

Um aspeto interessante do desenvolvimento de florestas plantadas de
eucalipto no Brasil e em Angola ¢ o fato de a implantagdo nestes dois territorios ter
sido feita a partir de Portugal, durante o periodo colonial, o que implica em
caracteristicas intrinsecas das comunidades florestais que dai surgiram, apesar das
diferengcas marcantes no que tange os aspectos referidos de clima e solo entre os
paises.

Assim, uma avaliagdo comparativa da diversidade microbiana dos solos de
florestas plantadas de eucalipto fornecerd conhecimento sobre as comunidades
microbianas nestes ambientes, possibilitando um estreito intercambio de informagao

e difusdo de tecnologia.
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CAPITULOI

Diversidade de micorrizas em florestas plantadas de eucalipto em diferentes
areas da regido leste de Minas Gerais (Brasil), na regido sul de Angola e em trés

regides de Portugal
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RESUMO

Foram investigados a ocorréncia de associagdo ectomicorrizica (ECM) e seus
morfotipos em plantacdes de eucalipto da regido leste de Minas Gerais - Brasil,
assim como a ocorréncia de fungos micorrizicos arbusculares em povoamentos de
eucalipto de Angola, Brasil e Portugal. Foram estudadas plantagdes de Eucalyptus
grandis, Eucalyptus urograndis e Eucalyptus globulus com idades variando de 5 a 30
anos, submetidas a diferentes tipos de manejo e em diferentes condi¢des de clima e
solo. As coletas foram realizadas em trés épocas no periodo de janeiro a dezembro de
2009. Foram encontradas ECM em todas as areas e épocas avaliadas. A taxa de
colonizacdo média por fungos ectomicorrizicos variou de 15 a 43% dependendo da
area e ¢época de coleta. Foram observados nove morfotipos de ECM com
predominancia dos morfotipos de coloragdo preta e marrom. A andlise do perfil de
bandas obtido por eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) mostrou
identidade entre morfotipos de locais diferentes. A densidade de esporos de fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) foi maior nos solos de Portugal em relagdo aos
solos do Brasil e de Angola, sendo o maior valor (5478/100g de solo) observado na
amostra de solo de Aveiro. A densidade de esporos nos solos de mata foi maior que a
das florestas de eucalipto em Angola e no Brasil, como esperado, devido a maior
diversidade de espécies vegetais e da comunidade microbiana destes ecossistemas. A
caracterizagdo morfologica dos esporos permitiu a identificacdo de trés géneros de
FMA, sendo o Glomus ¢ o Acaulospora, observados em todos os solos avaliados.
Concluiu-se que a taxa de colonizagdo e diversidade de ectomicorrizas ¢ maior em
plantagdes mais velhas e que ha semelhangas na composi¢do das comunidades de

FMA dos solos de florestas de eucalipto de Angola, Brasil e Portugal.

Palavras-chave: Eucaliptos, micorrizas, rDNA 18S, Nested PCR, DGGE.
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1. INTRODUCAO

Os diferentes tipos de associagdes micorrizicas entre plantas e fungos
ocorrem de forma generalizada e em larga escala nos ecossistemas terrestres.
Historicamente estas associacdes tém sido consideradas principalmente na
perspectiva dos seus efeitos na absor¢do de nutrientes minerais pelas plantas.

Trabalhos recentes tém enfatizado uma perspectiva multifuncional mais
ampla, incluindo os efeitos da simbiose micorrizica na planta e nas comunidades
microbianas, e nos processos do ecossistema. Isto inclui: mobilizacdo de nitrogénio
(N) e fosforo (P) de polimeros organicos, liberacdo de nutrientes das particulas ou da
superficie de rochas minerais ao longo do tempo, efeitos na ciclagem do carbono,
interacoes com plantas mico-heterotroficas, mediacdo de respostas da planta aos
fatores de estresse tais como déficit hidrico, acidez do solo, metais toxicos e
patogenos, bem como uma variedade de interagdes possiveis com outros grupos de
microrganismos do solo (FINLAY, 2007).

Os fungos micorrizicos disponibilizam para as plantas os nutrientes
requeridos para seu crescimento, mas distribuidos de forma heterogénea no solo,
permitindo o fluxo de compostos ricos em energia necessarios para a mobiliza¢ao de
nutrientes limitantes. Simultaneamente a isto, provém canais para a translocagdo de
produtos mobilizados para a planta hospedeira. Além de aumentar a superficie de
absorcdo de nutrientes do sistema radicular da planta do hospedeiro, o micélio
extrarradicular dos fungos micorrizicos fornece uma via de translocagdo direta dos
derivados fotossintéticos do carbono para microssitios no solo ¢ uma grande area de

interacao com outros microrganismos (ONGUENE, 2000; FINLAY, 2007).
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As raizes de espécies florestais desenvolvem-se em associagao com fungos do
solo, formando estruturas simbioticas chamadas de micorrizas, sendo as
ectomicorrizas (ECM) e as micorrizas arbusculares (MA) os dois principais tipos
estudados (SMITH e READ, 1997). A simbiose micorrizica ¢ utilizada em
programas de reflorestamento para melhorar a nutrigdo, o crescimento e a adaptacao
das plantas ao solo e ao novo ambiente durante o transplantio (EL KARKOURI et
al., 2005).

A diversidade de FMA no campo ¢ tradicionalmente estimada com base na
contagem de esporos (HUSBAND et al., 2002). Contudo, este método pode ser
problematico, pois as taxas de esporulagdo fungica sdo afetadas por varios fatores e
0s esporos, por si s6, ndo sao uma medida direta da diversidade (EOM et al., 2000).
Além disso, a populacdo de esporos no solo pode mascarar a relagdo entre os FMA e
as raizes colonizadas (CLAPP et al., 1995).

Os avangos nas técnicas moleculares tornaram possivel a identificagdo direta
do fungo na planta, pelo uso da reagdo de polimerase em cadeia (PCR) para
determinadas sequéncias especificas dos FMA (CLAPP et al, 2002). Vérios
métodos, baseados em PCR, tém sido desenvolvidos nos tltimos anos, a maioria dos
quais com base nos genes do rDNA que codificam para o0 RNA ribossomico (rRNA).

Em relagdo as associacdes ectomicorrizicas (ECM), estd bem documentado o
seu efeito benéfico no crescimento e sobrevivéncia de grande parte das espécies
florestais tanto nos primeiros como nos ultimos estagios de desenvolvimento
(SMITH e READ, 1997; HORTON et al., 1999; LANDEWEERT et al., 2001,
HOGBERG ¢ HOGBERG, 2002; READ ¢ PEREZ-MORENO, 2003). Assim como
Inocybe, Cortinarius ou Russula spp., a maioria dos fungos ectomicorrizicos formam
ectomicorrizas com uma vasta gama de espécies florestais (HORTON e BURNS,
1998; MASSICOTTE et al., 1999). Uma comunidade micorrizica compartilhada
pelas espécies vegetais tem implicagdes importantes para a manutencdo do indculo
de fungos micorrizicos no local e no estabelecimento de mudas plantadas ou de
regeneragdo natural com micorrizas (NARA, 2006). Além disso, o micélio de fungos
ectomicorrizicos liga as mudas as plantas adultas. Contudo, a quantidade e
diversidade do inéculo de fungos ECM ¢ frequentemente reduzida apds o corte,
deslizamento de terra, avalanches ou erosdo (NARA, 2006).

A estrutura das comunidades de fungos ectomicorrizicos pode ser estudada

pela avaliacdo da colonizagdo micorrizica, caracterizagdo morfoldgica e molecular
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dos basidiocarpos e das ectomicorrizas (AGERER, 1992; BRUNDRETT et al.,
1996). A caracterizacdo morfoldgica permite a avaliacdo e a descri¢do de populacdes
de fungos ECM com base em caracteristicas macroscopicas, como a cor, a forma e as
dimensdes das ectomicorrizas; e caracteristicas microscopicas, como as dimensdes ¢
formas das hifas, a profundidade e organizagdao do manto, a presenga de conexdes
entre as hifas, a presenca de hifas externas, esclerdcitos e de rizomorfos e a
profundidade da rede de Hartig (AGERER, 1992; BRUNDRETT et al., 1996;
SALES, 2001; SAKAKIBARA et al., 2002).

Estudos feitos em plantacdes comerciais de eucalipto no Brasil mostraram
que a intensidade de colonizacao de fungos micorrizicos ¢ dependente da espécie
plantada, do tipo de solo e das condi¢des climaticas (GUIMARAES, 1993;
GRAZZIOTTI, 1995). Além disso, constatou-se que os fungos ectomicorrizicos mais
comuns em florestas plantadas de eucalipto sdo Pisolithus e Scleroderma, sendo
também encontradas ectomicorrizas formadas por Telephora sp. ¢ Clavaria sp.
(COELHO, 1993; GUIMARAES, 1993).

KASUYA et al. (2010) constaram a ocorréncia de duas espécies de fungos
ectomicorrizicos, Pisolithus microcarpus e Pisolithus marmoratus, pela
caracterizagdo morfoldgica e molecular de basidiomas coletados em povoamentos de
eucalipto no Brasil. CAMPOS (2004) observou uma grande diversidade de
ectomicorrizas em plantios comerciais de eucalipto da regido leste de Minas Gerais,
sendo maior no periodo chuvoso e em plantios mais velhos. Além disso, demonstrou
pela primeira vez a ocorréncia de ECM formadas pelo fungo Hydnangium sp., em
plantagdes de eucalipto.

O nimero de esporos de FMA por grama de solo variou em fung¢do da época
de amostragem, sendo maior em periodos de menor precipitacdo (BELLEI et al.,
1992; GRAZZIOTTI, 1995). Entretanto, ndo se observou variacdo na percentagem
de colonizacdo por FMA em func¢do da época do ano nem houve correlagdo com a
densidade de esporos no solo (COELHO, 1993; GUIMARAES, 1993;
GRAZZIOTTI; CAMPOS, 2004). PASQUALINI et al. (2007), estudando o efeito da
comunidade de FMA no crescimento e concentragao de P de espécies florestais da
mata atlantica, observaram uma variagdo de 34 a 67% na colonizacao radicular e
encontraram correlagdo inversa entre a colonizacdo e a massa da semente. Os FMA

mais comumente encontrados em florestas plantadas de eucalipto pertencem aos
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géneros Glomus, Acaulospora e Scutellospora (COELHO 1993; GUIMARAES,
1993; GRAZZIOTTI; CAMPOS 2004).

Levantamentos realizados em florestas de eucalipto tém constatado que a
idade da planta tem influéncia no tipo de micorriza predominante e,
consequentemente, sobre a diversidade de morfotipos formados, havendo,
inicialmente a colonizacdo por FMA, e progressiva substituicdo por ectomicorrizas
(BELLEI et al., 1992; SCHUWAN, 1993; SANTOS et al., 2001). Além disso, a
colonizacdo por fungos micorrizicos também pode ser influenciada pela espécie de
eucalipto (SCHUWAN, 1993). A inoculagdo concomitante dos dois tipos de fungos
micorrizicos (FECM e FMA) pode levar a competicdo, com consequente redugdo na
colonizacdo por ambos (YINGLONG et al., 1999).

A érea de florestas com eucalipto esta em franca expansdo na maioria dos
estados brasileiros com tradi¢ao na silvicultura deste grupo de espécies, ou em
estados considerados como novas fronteiras da silvicultura, com crescimento médio
no pais de 7,1% ao ano entre 2004-2009. Isto corresponde a uma expansdo de mais
de 1 milhdo de hectares na area plantada nos ultimos 5 anos (crescimento acumulado
de 41,1% no periodo). No pais existem 4,5 milhdes de hectares de florestas plantadas
de eucalipto (CIFLORESTAS, 2009). Nestas areas, a espécie predominante ¢ o
Eucalyptus grandis, ocupando 55% da area total, seguida de 17% com Eucalyptus
saligna, 9% com Eucalytpus urophylla, 2% com Eucalyptus viminalis, 11% com
hibridos de E. grandis x E. urophylla ¢ 6% com outras espécies (SBS, 2004). A
regido Sudeste do Pais comporta 57% dos plantios de eucalipto, sendo que o estado
de Minas Gerais detém cerca de 30% da area plantada total, correspondendo a
1.300.000 ha.

O grande sucesso desses plantios ¢ resultado da boa adaptabilidade do
eucalipto a solos com limitada disponibilidade de fosforo e nitrogénio (SPECHT,
1996) e pela formacdo de micorrizas em seu sistema radicular (SCHWAN, 1993;
YINGLONG et al., 1999).

O territério angolano ¢ recoberto em quase 50% por florestas, ainda pouco
exploradas. Arvores de espécies valiosas podem ser encontradas nas florestas do
norte, inexploradas desde a independéncia. Perto de 150.000 ha de eucalipto,
ciprestes e plantacdes de pinho precisam de reabilitagdo, principalmente no centro-

sul do pais. O desenvolvimento de programas de reflorestamento e a massificagdo do
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uso de ferramentas biotecnoldgicas sao de extrema importancia para 0 momento de
crescimento econdmico que o pais vive hoje.

Nao foi encontrada na literatura consultada informagao sobre a ocorréncia de
fungos micorrizicos, bem como da diversidade microbiana, no territério angolano.
Portanto, estudos de identificagdo e caracterizacdo s30 necessarios para o
desenvolvimento de programas biotecnologicos de desenvolvimento florestal. Apesar
de ja haver informagdo sobre a ocorréncia de micorrizas em plantios de eucalipto no
Brasil, ainda pouco se sabe sobre a diversidade e os indices de dominancia e riqueza
de espécies nestas florestas. Dado o fato de haver caracteristicas edafo-climaticas
semelhantes entre Brasil e Angola, e tendo em conta a introdug¢do do eucalipto ter
sido feita nos dois paises a partir da mesma fonte (Portugal), o presente trabalho teve
como objetivo constatar a ocorréncia e avaliar a diversidade de fungos micorrizicos
em florestas plantadas de eucalipto da regido leste de Minas Gerais (Brasil), da

regido sul de Angola e de Portugal.

17



2. MATERIAL E METODOS
2.1.  Caracterizacao das areas estudadas

Antes de se proceder a coleta de amostras, foi submetido ao Ministério da
Agricultura do Brasil - MAPA, um requerimento para importacdo de material para
pesquisa cientifica, tendo-se obtido a permissao de importacdo n°318/2008 de 29 de
outubro de 2008.

No Brasil, foram utilizados plantios comerciais de eucalipto, pertencentes a
empresa CENIBRA — Celulose Nipo-Brasileira S.A., MG, localizados na regido leste
do Estado de Minas Gerais. Foram selecionados trés locais distintos com altitude
média em torno dos 800 m, dois no Municipio de Belo Oriente, projeto Batinga
(Areas 1 e 2) e projeto Ipanema (Area 3) e um no Municipio de Guanhies, projeto
Sabindpolis IV (Area 4). O clima da regifio, segundo a classificagio de Koppen, ¢ do
tipo aw, tropical chuvoso, clima de savana, com chuvas no verdo e inverno seco
(OSAKI, 1994). As médias de precipitacdo, temperatura ¢ umidade relativa do ar,
durante as épocas de coleta, sdo apresentadas na Figura 1. Os plantios s3o originados
de regeneracao natural, onde os restos culturais sao deixados na plantagdo. O sistema
de colheita é mecanizado, intercalado com colheita manual em locais de maior
declive.

Os solos de Angola foram coletados na plantagdo comercial pertencente a
Companhia de Celulose e Papel de Angola, no municipio de Ganda (Area 1 - GAN),
Provincia de Benguela, no Poligono Florestal do Instituto de Desenvolvimento
Florestal (Area 2 — POL), no municipio do Lubango, Provincia da Huila e na reserva
florestal do Instituto Médio Agrario do Tchivinguiro — IMAT, municipio da

Humpata, Provincia da Huila (Area 3 - HLA). O clima ¢ tropical seco na provincia
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de Benguela, com precipitacdes que variam de 600 a 900 mm/ano bem distribuidas
ao longo do ano, com temperaturas médias anuais de 28 °C, caracteristica das zonas
litoraneas. Na provincia da Huila, o clima ¢ tropical de altitude, estando situada na
sua totalidade cima de 1.000 m de altitude, com precipitagcdes que variam de 900 a
1.200 mm/ano com distribui¢do irregular. Devido a elevada altitude sao observadas
trés variacdes climdticas caracteristicas, como clima temperado com inverno seco no
altiplano da Humpata, o clima mesotérmico com verdo umido e inverno seco de
planalto no Centro e Leste, e o clima seco de estepe do sul da Provincia. A média de
temperatura anual é de aproximadamente 18°C, com variagdes que vao de 0°C
(geadas no inverno) a 35°C (no verao).

Os solos de Portugal foram coletados nas localidades de Aveiro e Agueda, na
regido Nordeste, Montijo, na regido Sudeste e Penamacor, regido Noroeste. O clima
¢ do tipo mediterranico, temperado com influéncia oceanica, precipitacdo média
anual de 600 mm. Pela classificagdo de Koppen, o clima ¢ do tipo Csb, clima
temperado (mesotérmico) com inverno chuvoso e verdo seco (Cs), sendo do tipo (a),
onde a temperatura média no més mais quente ¢ superior a 22 °C.

As caracterizagdes da vegetacdo e dos solos das areas de coleta estdo

apresentadas nas Tabelas 1 e 2.
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Tabela 1 - Caracterizagdo das areas de estudo, abrangendo solos sob plantio de eucalipto com diferentes idades e manejos, no Brasil, em Angola
e em Portugal

Areas Idade do Espécie Coordenadas Material Maneio Tipo de solo Altitude Municinio
Povoamento P Geogréficas genético ! @ (m) P
Brasil
1 30 anos E. grandis 019°20°24.0” S Semente Cultivo minimo CXbd6+CXbd7 810 Belo Oriente
042°35726.0” WO
2 8 anos E. grandis 019°20°24.0” S Semente Rebrota CXbd6+CXbd7 810 Belo Oriente
042°35°26.0” WO
3 20 anos E. grandis 019°24°18.9” S Semente Cultivo minimo CXbd10 764 Belo Oriente
042°40°20.5” WO
4 6 anos E. urograndis 018°35°40.2” S Clone Cultivo minimo LAdI 855 Guanhaes
042°57°22.7” WO
Angola

. 12°56°44.6”S . L.
1 > 30 anos E. grandis 14°37°59 5°E Semente Cultivo minimo CXbd6 1398 Ganda

. 14°58°48.4”S . L.
2 > 20 anos E. grandis 13°26°59 3”E Semente Cultivo minimo LAd1 2003 Lubango

15°09°50.1”S

3 > 30 anos E. grandis 13°18°04.9”F Semente Cultivo minimo LAd1 1689 Humpata
Portugal

1 > 5 anos E. globulus - Clone Cultivo minimo CXbd6 - Agueda

2 > 5 anos E. globulus - Clone Cultivo minimo Arenossolo haplico - Aveiro

3 > 5 anos E. globulus - Clone Cultivo minimo Arenossolo haplico - Montijo

4 > 5 anos E. globulus - Clone Cultivo minimo  Leptossolo esquelético - Penamacor

@CXbd6+CXbd7: Cambissolo Haplico Tb Distrofico tipico, textura muito argilosa ou argilosa, A moderado, alico, caulinitico, hipoférrico ou mesoférrico; CXbd10: Héplico
Tb Distrofico latossolico, textura argilosa, A moderado, alico, caulinitico, mesoférrico; LAd1; Latossolo Amarelo Distrofico tipico, textura muito argilosa, A moderado,
alico, caulinitico, hipoférrico.
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Tabela 2 - Caracterizagdo fisico-quimica dos solos sob plantio de eucalipto com diferentes idades € manejos, no Brasil, Angola e Portugal

pH Matéria

Areas (H, 0 Organi032 P K Ca Mg Al H+Al SB t T Vv Arg SAilt/
1:2,5 dag dm”® = e mg dm”-------- cmol, dm™--ccmmeon %----- '8
Brasil
1 5,62 9,75 4,71 29,07 0,06 0,07 1,04 8,80 032 1,37 9,12 3,54 50 0,21
2 5,33 5,00 1,90 11,03 0,03 0,02 0,52 5,96 0,17 0,69 6,13 2,74 49 0,21
3 5,10 3,19 1,50 21,90 0,02 0,04 0,66 5,52 0,13 0,79 5,65 2,37 40 0,36
4 5,18 1,96 0,90 14,06 0,01 0,03 1,52 6,38 0,09 1,60 6,46 1,33 55 0,15
Angola
1 6,1 4,80 6,30 330,0 4,70 1,6 0,0 5,12 7,14 7,14 1226 58,0 24 1,5
2 5,8 1,90 4,90 62,0 0,90 0,6 0,0 1,98 1,66 1,66 3,64 46,0 8,0 1,0
3 6,0 2,40 4,70 140,0 2,60 1,3 0,0 2,31 426 426 6,57 65,0 33 1,6
Portugal
1 5,5 4,40 21,1 499,2 1,00 0,74 - 0,23 3,49 - 3,25 93,3 - -
2 6,1 1,60 24,0 93,60 3,07 0,27 - 0,38 3,74 - 3,69 98,9 - -
3 5,6 1,14 13,3 42,90 1,25 0,23 - 0,36 1,66 - 1,29 78,1 - -
4 5,1 1,92 14,0 124,8 0,72 0,36 - 0,83 1,56 - 0,73 47,0 - -

SB: Soma de bases; t: capacidade de troca catidnica efetiva (CTC efetiva); T: Capacidade de troca catidnica total (CTC total); V: Saturagdo por bases; Arg:
Argila; Silt : silte.
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2.2.  Amostragem

As coletas foram realizadas durante os meses de fevereiro, maio e setembro
em quatro areas selecionadas nas plantacdes de Minas Gerais € nos meses maio €
setembro em Angola e Portugal (Tabela 1), respectivamente.

A escolha das arvores foi feita aleatoriamente dentro de parcelas de 1 ha. Em
cada parcela foram selecionadas nove arvores, ¢ a cada coleta foram amostradas trés
das nove arvores selecionadas. Em cada arvore foram coletadas trés amostras simples
de solo e raizes até uma distancia de 1 m do tronco da planta, em forma triangular.

A amostragem do solo foi realizada a profundidade de 0 a 20 cm, apds a
retirada da serapilheira com auxilio de ancinhos. Apds a limpeza da area em torno da
planta, foi feita uma escavagao até expor o sistema radicular da planta. Exposta parte
do sistema radicular, foram coletados segmentos inteiros de raizes e separados do
solo, puxando-os a partir do tronco até a extremidade mais jovem. Estas raizes foram
armazenadas em sacos de polietileno ¢ mantidas em camara fria a 10°C até o
processamento, no maximo em 15 dias. Amostras de micorrizas tipicas observadas
durante a coleta foram acondicionadas em frascos contendo dgua e transportadas para
o laboratorio para observagdo e caracterizacdio de ectomicorrizas tipicas
(ALEXANDER e HOGBERG, 1986; AGERER, 1992).

As raizes foram lavadas e seccionadas em fragmentos com cerca de 6 cm que
foram armazenados em frascos de vidro contendo FAA (formaldeido 100%: etanol
70% : Acido acético 100% - 5:90:5) para a avaliagdo da colonizagio micorrizica.

A coleta do solo foi feita no mesmo local em que as raizes foram coletadas.
Com a utilizacdo de uma enxada e uma p4, foi aberto o perfil do solo e coletadas
nove amostras simples em torno da planta, sendo peneiradas e misturadas em grupos
de trés para compor trés amostras compostas por planta distribuidas em forma
triangular at¢ uma distancia de Im da base do tronco. As amostras foram
armazenadas em sacos de polietileno e mantidas em camara fria 10 °C até o

processamento.
2.3.  Colonizagdo ectomicorrizica

Para a avaliagdo da colonizagdo por ectomicorrizas, amostras de fragmentos
de raizes armazenadas em FAA (5: 90: 5) tiveram entdo seu tamanho reduzido para

cerca de 2 cm e espalhadas em placa quadriculada, sendo a contagem de micorrizas
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feita sob lupa binocular com aumento de 40 vezes (GIOVANNETTI e MOSSE,
1980). Os segmentos que apresentavam manto fungico foram considerados como

colonizados por fungos ectomicorrizicos.
2.4.  Caracterizacdo macroscépica das ectomicorrizas

Os tipos de ectomicorrizas foram caracterizados macroscopicamente
baseando-se nas caracteristicas morfologicas das ectomicorrizas frescas. Foram
utilizadas a cor, a forma, o tipo de ramificagdo e a estrutura superficial das

micorrizas, observadas sob lupa binocular (INGLEBY et al., 1990; AGERER, 1992).
2.5. Extracdo e amplificacdo do DNA total das ectomicorrizas

Para a analise molecular das comunidades de fungos ectomicorrizicos, foi
extraido o DNA total das ectomicorrizas utilizando o Nucleospin 96 Plant I DNA
extraction kit (Macheray-Nagel inc., Bethlehem, PA, USA) de acordo com as
recomendagdes do fabricante. As amostras foram submetidas a andlise por
eletroforese em gel de agarose 0,8% e por espectrofotometria para quantificacio e
certificagdo da qualidade para as demais andlises. O DNA extraido foi entdo
armazenado a -20 °C. As amostras de DNA foram entdo submetidas a técnica de
amplificacdo Nested-PCR. Neste sentido, cada reacdo de PCR com volume de 50 pl
continha 1X tampao Go taq reaction, 0,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dANTP, 0,16
mg/ml de soro albumina bovina (BSA), 0,2 uM do oligonucleotideo EF4f
(GGAAGGGATGTATTTATTAG; SMIT et al. 1999), 0,2 uM do oligonucleotideo
EF3r (TCCTCTAAATGACCAGTTTG; SMIT et al. 1999), 0,5 ul de formamida e
1,25 U de Go Tag DNA polimerase. Os oligonucleotideos utilizados foram
desenhados por e produzem fragmentos com cerca de 1540 pares de base.

As especifica¢des de amplificacdo foram as seguintes: desnaturacdo inicial a
94°C por 3 min., seguida por 35 ciclos a 94 °C por 1 min., anelamento a 47 °C por 1
min. e extensdo a 72 °C por 1 min.; Em seguida uma etapa de extensao final a 72 °C
por 10 min. Para a segunda rodada de PCR foi utilizada uma aliquota de 5 pL do
produto obtido na primeira rodada de PCR com as mesmas especificagdes do
primeiro com excecao do oligonucleotideo reverso utilizado que foi substituido pelo
Fung5r (GTAAAGTCCTGGTTCCC; SMIT et al. 1999) com o grampo GC na sua
extremidade 5 (MUYZER et al., 1993) formando o par EF4f/Fung5r-GC, que

produz um fragmento com cerca de 603 pares de bases na sequéncia do rRNA 18S.
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Os fragmentos obtidos foram diluidos na propor¢ao de 1:3 para aplicacao no
DGGE (eletroforese em gel com gradiente desnaturante) e para avaliacdo da
diversidade de FMA. O gel de poliacrilamida para DGGE foi preparado da seguinte
forma: duas solugdes de gel, com 100% de desnaturante HI e 0% de desnaturante
LO, foram preparadas a partir da combinacdo de uma solucdo estoque de
bisacrilamida 40%, uma solu¢ao de TAE 50X, formamida e ureia. Foi formado um
gel com concentragao de 6% e desnaturagdo variando de 40% a 60% do topo para a
base do gel. Este gel foi montado em suporte de DGGE Bio Rad e as amostras de
PCR diluidas foram aplicadas nas canaletas do gel e submetidas a uma corrida com
60 V por 15 h em tampao TAE 1X a 60 °C. Apos a corrida, o gel foi corado com
Syber Gold 1X por 45 min e observado em transiluminador e a imagem do gel foi

registrada.
2.6. Extracédo e contagem de esporos de FMA

Para a extracdo dos esporos, 100 g de solo foram misturados em &gua,
assegurando que todos os agregados do solo estivessem devidamente destorroados e,
deixados para decantar por algum tempo para a sedimentagdo de particulas maiores e
pesadas. Apds a decantagdo, a suspensdo de solo foi passada por uma série de
peneiras (350, 150 e 50 pm). O material foi entdo lavado varias vezes em agua
corrente até que a agua ficasse transparente. Raizes e restolhos foram coletados na
peneira de 350 um de didmetro, enquanto os esporos foram coletados em peneiras de
150 um (considerados grandes) e 50 um (considerados pequenos). Apds a lavagem
com agua corrente, o material coletado nas peneiras de 150 e 50 um foi centrifugado
em agua a 5000 x g por 3 minutos, para remover os restos organicos dispersos, € 0
sobrenadante descartado. Apds esta centrifugagdo, o pellet foi ressuspendido em
solugdo de sacarose 50% por forte agitacdo em tubos bem fechados. As amostras
foram entdo centrifugadas novamente a 3000 x g por 2 minutos para separar os
esporos dos componentes densos do solo.

Apbs a centrifugacdo, os esporos foram entdo purificados em peneiras de 150
e 50 um e cuidadosamente lavados com dgua para remover a sacarose. A suspensao
contendo os esporos foi entdo colocada em placa circular para a contagem

(BRUNDRETT et al., 1996).
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2.7. Identificacdo microscopica dos esporos de FMA

Para a caracterizagdo morfoldgica e identificagdio dos esporos, foram
preparadas laminas microscopicas com uma gota de reagente de PVLG pura, e outra
com o PVLG adicionada do reagente de Melzer, nas quais foram colocados esporos
tipicos e cobertos com laminula, secas a temperatura ambiente por 72 h e em estufa a
30 °C por 48 h. As preparagdes em laminas foram analisadas sob microscopio e os
esporos identificados pelo método de identificagdo de fungos micorrizicos

arbusculares do INVAM.
2.8. Extracéo e amplificacdo do DNA dos esporos de FMA

Para a anélise molecular da diversidade de FMA, os esporos coletado do solo
foram submetidos a extracdo de DNA, pelo Kit MoBio Power Soil, de acordo com as
especificagdes do fabricante. As amostras de DNA foram entdo submetidas a técnica
de amplificacdo Nested-PCR. Neste sentido, cada reacdo de PCR com volume de 50
ul continha 1X tampao Go taq reaction, 0,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada ANTP,
0,16 mg/ml de soro albumina bovina (BSA), 0,2 uM do oligonucleotideo AM1 (5'-
GTTTCCCGTAAGGCGCCGAA- 3'; HELGASON et al., 1998), 0,2 uM do
oligonucleotideo NS31 (5- TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC-3'; SIMON et al.,
1992) e 1,25 U de Go Tag DNA polimerase, gerando fragmentos de 580 pares de
base de genes do rDNA que codificam para o rRNA 18S.

As especificacdes de amplificagdo foram as seguintes: desnaturacdo inicial a
94 °C por 5 min.; desnaturagdo secundaria a 94 °C por 45 s.; anelamento a 57 °C por
45 s. e extensao a 72°C por 1 min.; extensao final a 72°C por 30 min.; 35 ciclos de
amplificacgdo.

Para a segunda rodada de PCR foi utilizada uma aliquota de 5 pL. do produto
obtido na primeira ronda, com as mesmas especificacdes do primeiro com excegao
da temperatura de anelamento que neste caso foi reduzida para 52 °C. A reacao foi
preparada da mesma forma que a primeira com substitui¢do dos oligonucleotideos
anteriores pelo par constituido pelo NS31-GC (5'-
CGCCCGGGGCGCGLCCCCGGGCGGGGCGGGGEGCACGGGGGTTGGAGGGC
AAGTCTGGTGCC- 3'; KOWALCHUK et al, 2002) e Glol (5'-
GCCTGCTTTAAACACTCTA- 3'; CORNEJO et al., 2004). Os fragmentos obtidos

foram diluidos na propor¢do de 1:3 para aplicagdo no DGGE (eletroforese em gel
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com gradiente desnaturante) e para avaliagao do perfil de diversidade de FMA. O gel
para DGGE foi preparado da seguinte forma: duas solu¢des de gel, com 100% de
desnaturante (HI) e 0% de desnaturante (LO), foram preparadas a partir da
combinagdo de uma solucdo estoque de bisacrilamida 40%, uma solucdo de TAE
50X, formamida e uréia. Foi formado um gel de poliacrilamida com concentracao de
8% e desnaturagdo variando de 40% a 60%, do topo para a base do gel. Este gel foi
montado em suporte de DGGE Bio Rad e as amostras de PCR diluidas foram
aplicadas nas canaletas do gel e submetidas a uma corrida com 60 V por 15 h em
tampao TAE 1X a 60 °C. Apos a corrida, o gel foi corado com Syber Gold 1X por 45

min. e observado sob luz ultravioleta, em transiluminador.
2.9. Analises estatisticas

Os dados de percentagem de colonizagao micorrizica, apds transformagao por
arcsen (X/100)"?, e de densidade de esporos de FMA foram submetidos 8 ANOVA e
as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. O perfil de bandas
foi submetido a analise de agrupamentos pelo método UPGMA, pelo sistema
Bionumerics®, para determinagdo dos indices de identidade de nucleotideos e

construcao do dendrograma.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na regido leste de Minas Gerais — Brasil observou-se a presenca de
ectomicorrizas em todas as areas e em todas as amostras de sistema radicular de
eucalipto avaliadas, o que vai ao encontro da teoria de que a associa¢do micorrizica é
regra e ndo exce¢do na natureza. A percentagem de colonizacdo das raizes variou de
acordo com o morfotipo de ectomicorriza formado, as condigdes climaticas do
periodo de coleta (taxa de precipitacdo, temperatura e umidade relativa do ar), e as
caracteristicas fisico-quimicas dos solos das areas de estudo, como o pH, o teor de
nutrientes ¢ de matéria organica no solo (Figuras 1; Tabelas 1 ¢ 2).

A colonizagao total por ectomicorrizas foi maior na segunda época de coleta,
em todas as areas avaliadas (Figura 2), indicando um possivel efeito da alteragdo nas
condigdes climaticas na interagdo fungo-planta, uma vez que nesta ¢época
observaram-se baixas taxas de precipitacdo e redugdo na temperatura e umidade
relativa do ar (Figura 1). E dificil, entretanto, determinar a influéncia relativa das
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas do solo na comunidade de fungos
ectomicorrizicos, pois elas sdo interrelacionadas (JONES et al., 2003). Alteragdes na
comunidade microbiana do solo podem ter efeito direto na formagdo de
ectomicorrizas (GARBAYE e BOWEN, 1987; SUMMERBELL, 1987; FRIEDMAN
et al., 1989) ou indireto, através de alteragdes na taxa de decomposicdo e
mineralizagdo de nitrogénio (JURGENSEN et al., 1997; FORGE e SIMARD, 2000;
PRESCOTT et al., 2000). PARKER et al. (1983), estudando especificamente o efeito
dos fatores fisicos, demonstrou a existéncia de um efeito significativo da temperatura

do solo na abundéncia de determinados FECM em Pseudotsuga menziesii. Em geral,
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a temperatura 6tima para a formacado da associagdo micorrizica varia de 18 a 40 °C,
sendo o 6timo para muitos fungos e espécies hospedeiras em torno de 30 °C (SMITH
e READ, 1997). Entretanto, os efeitos da temperatura na colonizagdo sdo complexos
e as respostas podem variar com a planta hospedeira, o fungo e o ambiente (MILLER
e SHARITZ, 2000; ENTRY et al., 2002). Nao se observou o efeito do pH na
colonizagdo por ectomicorrizas em Pinus banksiana (McAFEE e FORTIN, 1987).

Em geral, as areas com planta¢des mais velhas (BAT30 e I[PA) apresentaram
maiores percentagens de colonizag@o por fungos ectomicorrizicos em relagdo as mais
novas (BATS e SAB) (Figura 2). CAMPOS (2004) observou baixas percentagens de
colonizagdo por ectomicorrizas em plantagdes com idades entre 4 e 6 anos na sub-
regido adjacente as areas aqui estudadas em relacdo a plantacdes com até 18 meses
de idade. Dados observados em outras regides do Brasil (BELLEI et al., 1992;
SCHWAN, 1993) ¢ na China (YINGLONG et al., 1998) também mostram a
ocorréncia de maior percentagem de colonizagdo por ectomicorrizas em plantacdes
mais velhas.

As plantas mais velhas possuem uma taxa de crescimento reduzida, e em
condi¢des de déficit hidrico aumentam a translocagdo de carboidratos para as raizes,
o que além de produzir maior densidade de raizes finas pode aumentar a percentagem
de colonizagdo, visto que o principal beneficio que o fungo obtém da planta nesta
simbiose ¢ a translocacdo de fotoassimilados para o seu crescimento (SOARES,
1993; KATTERER et al., 1995). De acordo com LYNCHAND WHISPPS (1990),
MARSCHNER (1998) e BAREA et al. (2005), os exsudatos radiculares influenciam
de forma determinante a diversidade de microrganismos na rizosfera. Plantas que se
desenvolvem em solos com baixo teor de P, o que ocorre nos solos de Angola e
Brasil (Tabela 2), podem exsudar compostos funcionais como acidos organicos,
acido jasmonico, fosfatases e compostos fenolicos que estimulam a colonizagdo e o
desenvolvimento das micorrizas e influenciar a especificidade fungo-hospedeiro
(GIANINAZZI-PEARSON et al., 1989; SIQUEIRA et al., 1991; LAMBAIS, 2000;
HINSINGER, 2001; KOIDE e MOSSE, 2004).

A variacao da colonizacao ectomicorrizica total foi de 32% e 43% na érea 1
(BAT30), enquanto na area 2 (BAT®8) a variag¢do da colonizagdo ficou entre 15 a 24%
(Figura 2). Estes dados indicam a possivel influéncia da idade da planta no processo
de associag@o, uma vez que estas areas se encontram em locais proximos, com o

mesmo tipo de solo, mesmas condi¢des climaticas, e igual sistema de manejo
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Figura 2 - Colonizacdo de raizes por fungos ectomicorrizicos em plantagdes comerciais de eucalipto (Cenibra) em diferentes locais com diferentes idades
[Projeto Batinga (BAT) 8 e 30 anos de idade; Projeto Ipanema (IPA) 20 anos de idade; Projeto Sabindpolis IV (SAB) 6 anos de idade], em trés
épocas do ano (1 — Jan/Fev; 2 — Abr/Mai e 3 — Set/Out) na regido leste de Minas Gerais.
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(Tabelas 1 e 2). Na area 3 (IPA), a maior percentagem de colonizacao foi observada
na segunda época de coleta, variando de 19 a 40%, o mesmo acontecendo na area 4
(SAB) com valores entre 24 e 38% (Figura 2), indicando a possibilidade da
existéncia de interagcdo entre as caracteristicas de solo e a idade das plantas no
processo de micorrizagdo. Alguns FECM sao restritos a plantas mais velhas, sendo
incapazes de colonizar plantas jovens (JONES et al., 2003). Alguns tipos de
ectomicorrizas associadas as mudas aumentam na medida em que a planta torna-se
madura (DANIELSON, 1991; RICHTER e BRUHN, 1993; BRADBURY et al.,
1998; BRADBURY, 1998; JONSSON et al., 1999). Alguns FECM observados em
plantagdes mais velhas podem também ser encontrados em plantagdes mais jovens,
mas ndo persistem na auséncia de conexdes com plantas mais velhas
(KRANABETTER e FRIESEN, 2002). Portanto, a idade da planta pode ter efeito nas
diferengas encontradas entre as comunidades de FECM de plantacdes mais velhas e
mais jovens (JONES et al., 2003).

Nove morfotipos de ectomicorrizas foram observados nas areas estudadas,
sendo de cor preta, marrom, dourada e branca (Tabela 3; Figura 3). Observou-se
maior incidéncia do morfotipo preto na segunda época de coleta, em todos os locais,
e menor incidéncia na terceira época de coleta (Figura 2). Isto pode ser atribuido a
sua maior, ou melhor, adaptabilidade as condi¢des climéaticas nesta época do ano,

favorecendo assim o seu desenvolvimento e interagdo com a planta.

Tabela 3 - Caracterizacdo macroscopica das ectomicorrizas encontradas nas raizes de
plantas de eucalipto coletadas na regido leste de Minas Gerais — Brasil e
sua indicagdo na ilustracao da Figura 3.

Morfotipo Cor Ramificacéo Figura
1 dourada monopodial simples 3a
2 branca monopodial pinada 3b
3 preta ramificacdo simples 3c
4 marrom ramificacdo simples 3d
5 marrom pinada irregular 3e
6 preta monopodial pinada 3f
7 preta monopodial simples 3g
8 preta pinada irregular 3h
9 marrom monopodial simples 3i
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Figura 3 — Morfotipos de ectomicorrizas encontrados em povoamentos de eucalipto
da regido leste de Minas Gerais — Brasil. Escala = 0,5 mm

A maior colonizacdo dos morfotipos pretos (20%) foi observada na area 1 e
época 2, enquanto a menor (6%) foi observada na area 2, épocas 1 e 3 (Figura 2). Na
area 2, ndo se observou diferenca na colonizagao entre as épocas 1 e 3 (Figura 2).

Em relacdo aos morfotipos marrom-dourados, a maior colonizac¢do (25%) foi
observada na area 4 e época 2, ndo havendo porém diferenga em relacdo a encontrada
na area 1 e época 2 (24%). A area 1 apresentou a maior colonizag¢do por este tipo de
ectomicorrizas (Figura 2; Tabela 4). A colonizagdo por ectomicorrizas do morfotipo
branco foi inexpressiva, tendo sido observada uma ocorréncia esporadica e sem
qualquer tendéncia aparente (Figura 2). Entretanto, a maior colonizagdo apresentada
por este morfotipo (0,8%) foi observada na area 4 e época 2.

A avaliacdo da taxa de colonizagdo por fungos ectomicorrizicos mostrou uma
predominancia dos morfotipos marrom-dourados em relacdo aos demais em

praticamente todas as condi¢des observadas (Figura 2; Tabela 4). Estes dados,
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associados ao fato de terem sido observados no campo basidiocarpos de fungos do
género Pisolithus, indicam a possibilidade de ocorréncia de ectomicorrizas formadas
por fungos deste género nesta regido, dado que CAMPOS (2004) constatou a
ocorréncia de varios basidiocarpos do género Pisolithus spp. em plantagdes de
eucalipto que haviam sido areas de pastagens, de sub-regides adjacentes as areas aqui
estudadas, e KASUYA et al. (2010) constataram a ocorréncia de duas espécies deste
fungo em plantacdes de eucalipto de Minas Gerais, tendo sido caracterizadas como
Pisolithus microcarpus e Pisolithus marmoratus. As ectomicorrizas entdo
encontradas tinham coloracdo predominantemente amarela-dourada, tendo ainda
observado a ocorréncia de grande numero de ectomicorrizas nas areas que
apresentavam mais camadas de serrapilheira. A presenga desta camada pode
aumentar a disponibilidade de nutrientes para as plantas, principalmente em solos de

baixa fertilidade (CONN e DIGHTON, 2000).

Tabela 4 — Médias da percentagem de colonizagdo ectomicorrizica pelos morfotipos
encontrados em relagdo ao tipo de solo das areas plantadas com eucalipto.
Comparacdes pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Area
Morfotipos 1 2 3 4
%
Pretos 0,38a 0,29b 0,36a 0,33a
Marrom-douradas 0,49a 0,33 ¢ 0,43b 0,43 b
Brancos 0,02 a 0,02 a 0,00a 0,02 a

Diferenca ndo significativa para médias seguidas pela mesma letra na mesma linha

A andlise do perfil de bandas gerado pelo DGGE mostrou que as
ectomicorrizas do morfotipo branco encontradas nos povoamentos mais novos
(BAT8 e SAB) tém alto indice de identidade formando um clado que possui,
igualmente, alta identidade com o fungo ectomicorrizico Scleroderma sp. (Figura 4).
De igual forma, o perfil de bandas das micorrizas e morfotipo branco do povoamento
mais velho (BAT30) mostrou-se altamente idéntico ao perfil do fungo Hydnangium
sp. € ambos formaram um clado com o fungo Laccaria laccata (Figura 4), mostrando

a possivel ocorréncia destes fungos formando ectomicorrizas nas areas estudadas.
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COELHO (1993) ¢ CAMPOS (2004) observaram a presenca de trés espécies
distintas de Scleroderma em plantagdes comerciais de ecucalipto de diferentes
espécies e diferentes regides de Minas Gerais. Além disso, foi demonstrada pela
primeira vez a ocorréncia do fungo ectomicorrizico Hydnangium sp. em
povoamentos de E. grandis na regido lestes de Minas Gerais (CAMPOS, 2004).

O fato de ter-se observado uma diferenciagdo no perfil de bandas das
ectomicorrizas de povoamentos mais jovens em relacdo a povoamentos mais velhos
indica a possivel influéncia da idade da planta no estabelecimento da associag@o. As
micorrizas marrom-douradas coletadas nos trés povoamentos avaliados, com excegao
do povoamento Ipanema (IPA), mostraram identidade no perfil de bandas, tendo
formado um clado com o isolado PT5 do fungo Pisolithus sp., € com menor
identidade com o isolado FOF do mesmo fungo. De igual forma, observou-se
identidade entre os perfis de bandas ectomicorrizas pretas dos povoamentos BATS,
BAT30 e SAB, tendo-se agrupado com o fungo Cenococum graniforme (Figura 4),
mostrando a possivel ocorréncia destes fungos associados as raizes de eucalipto
nestes povoamentos. Dado interessante foi observado entre as ectomicorrizas dos
morfotipos marrom e preto coletadas no povoamento IPA, tendo formado um clado,
apesar da marcante diferenga morfoldgica observada (Figura 3), sem associagdo

aparente com quaisquer dos fungos marcadores utilizados (Figura 4).
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Figura 4 — Agrupamentos do perfil de bandas gerado pela técnica de DGGE, do
produto do PCR a partir do rDNA 18S, no gel de poliacrilamida 6%. Em cada
canaleta foram aplicados Sul. do produto do PCR nested, com o par de
oligonucleotideos EF4f/Fung5r+GC gerando um fragmento de 603 bp.
Marcadores — Pisolithus sp.(PT5), Cenococum graniforme, Pisolithus
sp.(FOF), Scleroderma sp.(SCLO1), Laccaria laccata (S444), Hydnangium
sp.(D21); Amostras: BAT8— Projeto Batinga 8 anos de idade; BAT30 —
Projeto Batinga 30 anos de idade; IPA — Projeto Ipanema 20 anos de idade;
SAB — Projeto Sabinopolis IV 6 anos de idade.

O alto indice de identidade no perfil observado neste agrupamento pode-se
dever ao fato de serem espécies diferentes do mesmo género ou as diferentes
respostas fisioldgicas provocadas pela diferentes caracteristicas do solo.

A caracterizagdo morfologica dos esporos de fungos micorrizicos
arbusculares (FMA), mostrou haver semelhangas na composi¢do das comunidades

dos solos estudados (Tabela 5). Entretanto, a ocorréncia de um grande niimero de
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esporos em estado avancado de degradacao reduziu o nimero de espécies passiveis
de serem identificadas. A andlise molecular da diversidade de FMA mostrou
semelhancas na composi¢cdo das comunidades de FMA dos solos avaliados (Figura
5). O perfil de bandas gerado pela DGGE mostrou a existéncia de quatro bandas no
solo do poligono florestal do Lubango — Angola; sete bandas nos solos do Montijo -
Portugal, da Humpata — Angola e do projeto Batinga com plantas de 30 anos de
idade — Brasil; dez bandas no solo do projeto Batinga com plantas de 8 anos de idade
- Brasil, projeto Sabindpolis IV - Brasil e no solo de Aveiro — Portugal; nove bandas
nos solos de Ganda — Angola, Ipanema - Brasil ¢ Agueda - Portugal, e treze bandas
no solo de Penamacor - Portugal (Figura 5).

A andlise de agrupamento do perfil de bandas mostrou maior indice de
identidade entre os solos de Aveiro e Batinga como povoamento de 8 anos em
relacdo aos demais agrupamentos encontrados. O agrupamento mais dissimilar foi o
formado entre os solos de SAB e IPA (Figura 5), fato que se justifica por terem tipos
de solo diferentes, com consequente diferenca nas caracteristicas fisico-quimicas,
além da diferenca de altitude que pode influenciar os fatores climaticos locais
(Figura 1, Tabela 2). Os solos dos povoamentos de Angola e do Brasil mostraram
maior similaridade no perfil de bandas do DGGE em relagao aos solos de Portugal
(Figura 5). Estes resultados corroboram com o fato de a composi¢do e estrutura das
comunidades de fungos do solo serem influenciadas pelas condigdes climaticas e
caracteristicas do solo (CLAPP et al., 1995, 2002; ENTRY et al., 2002), pois, hd uma
grande semelhanga entre as caracteristicas do clima e solo de Angola e Brasil,
quando comparados com Portugal.

Os dados do dendrograma mostram ainda que, apesar da tendéncia de
agrupamento entre as amostras de Angola e Brasil, hd diferencas claras na
composi¢do de FMA de alguns solos dentro de cada pais (Figura 5). As amostras de
Portugal mostraram-se todas diferentes entre si, sendo o solo de Penamacor o mais
dissimilar em relagdo aos demais povoamentos (Figura 5). Apesar de ndo serem
observadas bandas comuns a todos os solos estudados, existem varias bandas que
ocorrem em solos de pelo menos dois dos trés paises, indicando que hé semelhangas
na estrutura das comunidades destes fungos em alguns dos locais estudados sendo,
porém, os povoamentos de Portugal mais dissimilares em relacdo aos de Angola e

Brasil.
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A analise de variancia mostrou diferencas na densidade de esporos das areas

de estudo em funcao do local de coleta.

Tabela 5 — Identificagdo morfolégica dos esporos de FMA extraidos dos solos de
florestas plantadas de eucalipto em Angola, Brasil e Portugal.

Pais Epoca Local Identificagéo

1 Batinga 30 Scutellospora sp.
Glomus sp. (formag@o de esporos em
agregados, esporos de 53 pm, camada
laminada de 2,5 -5,0 um)

2 Batinga 30 Acaulospora morrowiae
3 Batinga 30 Acaulospora morrowiae
Acaulospora mellea
Batinga 8
Batinga 8 Acaulospora mellea
Brasil 3 Batinga 8
Ipanema Glomus sp.(com caracteristicas de bastonetes)
Ipanema Glomus sp.
Ipanema
1 Sabinopolis IV Acaulospora mellea
2 Sabinopolis IV
3 Sabinopolis IV
2 Ganda Glomus sp.

Acaulospora mellea
Acaulospora sp.

2 Lubango Glomus sp.

Angola Acaulospora mellea
2 Humpata Glomus sp.
Acaulospora mellea
Acaulospora sp.
Portugal 3 Montijo Glomus sp.

Epocas de Coleta: 1- Janeiro/Fevereiro; 2 — Abril/Maio; 3 — Setembro/Outubro
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Figura 5 — Agrupamento do perfil de bandas gerado pelo DGGE, a partir do rDNA
18S de esporos de fungos micorrizicos arbusculares, no gel de poliacrilamida
8%. Em cada canaleta foram aplicados SuL. do produto do PCR nested, com o
par de oligonucleotideos Glo1/NS31+GC gerando um fragmento de 230 bp.
Amostras — Angola (Poligono florestal do Lubango, Povoamento do IMAT —
Humpata e de Ganda); Brasil (Projeto Sabinopolis IV, Projeto Ipanema,
Protejo Batinga 8 anos e Projeto Batinga 30 anos); Portugal (Montijo, Aveiro,
Agueda e Penamacor).

Os solos de Portugal apresentaram, em geral, os maiores valores de densidade
de esporos, com excecao do solo do Montijo, cuja densidade foi inferior ou igual aos
solos do Brasil e de Angola (Figura 6, Tabela 6). O maior valor foi observado no
solo de Aveiro (5478 esporos/100g de solo) € o menor no solo de Sabindpolis (312
esporos/100g de solo). Com excecdo de Sabindpolis, os valores observados nos solos
de mata, foram maiores que os observados nas florestas de eucalipto em Angola e no
Brasil (Figura 6), como se poderia esperar, devido a maior diversidade de espécies
vegetais e da comunidade microbiana destes ecossistemas. Entretanto, estes valores
foram inferiores aos observados para os solos de Portugal, com exce¢ao dos valores
do Montijo, fato que pode ser relacionado a diferencas de clima e solo ao nivel de

microssitios, devido a diferencas de altitude, temperatura e umidade relativa, além do
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Figura 6 - Densidade de esporos totais de FMAs em solos sob plantacdo de eucalipto
na regido leste de Minas Gerais - Brasil (BAT8, BAT30, IPA e SAB), no
sul de Angola (GAN, POL e IMAT) e em Portugal (Aveiro, Agueda,
Montijo e Penamacor).

Tabela 6 — Densidade de esporos de FMA entre as areas plantadas com eucalipto em
Angola, Brasil e Portugal.

Pais n° esporos.g'1 solo
Angola 150,1 a
Brasil 110,9 a
Portugal 403,0 b
Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente (p<0,01)
pelo teste de Tukey.
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indice de precipitagdao pluviométrica entre os locais de estudo dos paises em questao.

Na comparacao dentro de cada pais, observou-se maior densidade de esporos
nos solos de Ipanema, no Brasil, em relagdo aos demais. A segunda época de coleta
foi a que mostrou os maiores valores em relacdo as outras duas épocas avaliadas
(Figura 6; Tabelas 7 e 8). Estes dados mostram uma clara relagao entre as condigdes
climaticas e o aumento na densidade de esporos, pois, com estruturas de resisténcia e
reproducao, sua produ¢do tende a aumentar em situacdes de estresse ambiental, o que
caracteriza esta época (Figura 1). Em rela¢do aos solos de Angola, observou-se a
influéncia da interagdo entre as caracteristicas climatica e o tipo de solo na densidade
de esporos (Figura 1; Tabelas 1, 2 e 9), sendo claramente maior nos solos da
Humpata (caracterizado pela elevada altitude e pluviosidade média anual superior a
1200 mm/ano) e Ganda (cuja precipitagdo pluviométrica média ¢ de 900 mm/ano),
em relagdo ao solo do Lubango. Um aspecto importante € o fato de o solo de Ganda
apresentar maior teor de matéria organica e consequente maior disponibilidade de
nutrientes no solo, o que reduz a incidéncia de fungos micorrizicos, justificando
assim, os valores de densidade observados menores do que os do solo da Humpata.
Para os solos de Portugal, observou-se uma clara diferenga na densidade de esporos
entre os locais estudados, sendo o solo de Aveiro o de maior densidade ¢ o de
Montijo o de menor densidade de esporos (Figura 6; Tabela 10).

A caracterizacdo fisico-quimica dos solos mostra que, de forma geral, os
solos de Angola apresentam maior teor de nutrientes que os solos do Brasil, mas nao
os maiores valores de matéria organica (Tabela 2). O solo de Portugal apresenta os
maiores valores de matéria organica e fosforo (P). A colonizagdo e o nimero de
esporos de FMA em solos de plantagdo de eucalipto tém uma correlagdo negativa
com o teor de nutrientes dos solos, mostrando que o aumento no teor de nutrientes
reduz a colonizacao e o numero de esporos no solo (CAMPOS, 2004). O nitrogénio
(N) e o fosforo (P) sdo considerados os principais nutrientes que podem afetar a
colonizacdo, ndo por si s6, mas pela combinagdo de varios fatores, como a forma em

que sdo aplicados. A dependéncia micorrizica da planta, a habilidade de absor¢do de
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Tabela 7 — Densidade de esporos de FMA, em fun¢do da época de coleta, entre as
areas plantadas com eucalipto na regido leste de Minas Gerais, Brasil.

Epoca n® esporos.g'1 solo
Jan/Fev 110,9 a
Abr/Mai 105,7 a
Set/Out 69,5b

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem
significativamente (p<0,01) pelo teste de Tukey.

Tabela 8 — Densidade de esporos de FMA, em funcdo do local de coleta, entre as
areas plantadas com eucalipto na regido leste de Minas Gerais, Brasil.

Local n° esporos.g” solo
Ipanema 167,0a
Sabinopolis 95,9b
Batinga30 70,4Bc
Batinga8 48,1c

Me¢dias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem
significativamente (p<0,01) pelo teste de Tukey

Tabela 9 — Densidade de esporos de FMA entre as areas plantadas com eucalipto na
regido sul de Angola.

Local n° esporos.g” solo
Humpata 264,0a

Ganda 136,3ab
Lubango 49.9b

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem
significativamente (p<0,01) pelo teste de Tukey.

Tabela 10 — Densidade de esporos de FMA entre as areas plantadas com eucalipto

em Portugal.
Local n° esporos.g” solo
Aveiro 547,8a
Agueda 464,1b
Montijo 408,5¢
Penamacor 191,5d

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nf3o diferem
significativamente (p<0,01) pelo teste de Tukey.
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nutrientes, a habilidade do fungo em responder ao N e P, e 0 maximo de colonizagao
micorrizica e esporulacdo por FMA ocorrem em condi¢des de baixa fertilidade do
solo (JONSSON et al., 2000; TRAJANO et al., 2001; PAMPOLINA et al., 2002;
AZCON et al., 2003). Em florestas de Salix alba com mais de 10 anos de idade, as
variaveis do solo ndo tiveram uma relacdo significativa com a média de raizes
micorrizadas. Contudo, observou-se uma tendéncia de maior frequéncia de raizes
micorrizadas em baixas concentragdes de nutrientes e alto pH do solo entre locais
com diferentes idades (PARADI ¢ BAAR, 2006).

A caracterizagdo e identificagdo morfologica dos esporos mostraram a
ocorréncia de géneros Glomus e¢ Acaulospora em quase todos os solos avaliados
(Tabela 5). Foi observada a ocorréncia do género Scutellospora apenas no solo do
projeto Batinga — Brasil, com povoamento de 30 anos de idade. Duas espécies foram
identificadas: Acaulospora morrowiae nos solos o projeto Batinga — Brasil e
Acaulospora mellea nos solos do Brasil e Angola (Tabela 5), corroborando com a
hipdtese de que, dado o fato de haver caracteristicas edafo-climaticas semelhantes,
haveria semelhancas na estrutura da comunidade microbiana dos solos sob
povoamento de eucalipto, especialmente de fungos micorrizicos.

CAMPOS (2004) constatou a presenga de FMA associados as raizes de
eucalipto em plantagdes comerciais de eucalipto na regido leste de Minas Gerais,
com taxas de coloniza¢do oscilando entre 3 a 77% e densidade de esporos entre 61 a
1100 esporos/100g de solo, estando o nimero de esporos correlacionado
positivamente com a temperatura. Nas raizes colonizadas por FMA ndo foram
encontrados arbusculos, mas apenas vesiculas e micélio. Sendo assim, uma vez que
nas micorrizas formadas por fungos dos géneros Gigaspora e Scutellospora nao se
observam vesiculas (SMITH e READ, 1997), CAMPOS (2004) concluiu que ha
predominancia de géneros distintos destes formando associagdo com eucalipto na
regido leste de Minas Gerais, a exemplo de Glomus e Acaulospora.

A identificacdo de espécies e a quantificacdo da diversidade, riqueza e
dominancia s3o ainda limitadas a espécies esporulantes (DOUDS et al., 1999).
Espécies nao esporulantes podem ser detectadas através da técnica de culturas
armadilhas, o que ndo fornece informacao sobre a abundancia relativa de espécies na
amostra original. A descricdo da comunidade, baseada na contagem e identificagdo

de esporos ¢ util, mas ainda ndo reflete a contribuicdo total da biomassa de cada
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espécie da comunidade (DOUDS et al., 1999). Assim, as técnicas moleculares podem
fornecer informacao mais acurada sobre a estrutura das comunidades.

A utilizagdo do método de PCR-DGGE com oligonucleotideos especificos
para a regido ITS do rDNA, mostrou-se eficiente para o estudo de espécies das
familias Acaulosporaceae e Glomaceae na rizosfera de plantas de milho (OLIVEIRA
et al., 2009). Os dados obtidos por este método, associados a andlise visual da
colonizacdo por FMA, mostrou que tanto o genotipo como o nivel de P no solo
tiveram influéncia na densidade total da populagdo (niimero de esporos e colonizagao
radicular) bem como na diversidade de espécies de FMA (ntimero de bandas do
DGGE). De forma geral, os resultados sugeriam que o nivel de P pode influenciar na
comunidade de FMA na rizosfera, além do que, a diferenga na ocorréncia de espécies
micorrizicas pode depender do nivel de exsudacdo radicular e da sinalizagdo do
genotipo sob condigdes de estresse de P (OLIVEIRA et al., 2009).

O método utilizado para a extracdo do DNA dos esporos, apesar de nao ser
especifico, permitiu a extracdo de DNA suficiente para o processo de PCR, mesmo
sem um grande rendimento. O kit mostrou-se rapido e de facil manejo garantindo a

obtencdo de material genético suficiente para as analises moleculares desejadas.
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4. CONCLUSOES
A colonizacao por fungos ectomicorrizicos ¢ maior em periodos mais secos.

Existe uma interacdo positiva entre as condi¢des de clima e solos com a
associacdo micorrizica, sendo a percentagem de colonizacdo e a diversidade de

ectomicorrizas maiores em plantagdes mais velhas.

Pelo menos quatro espécies de fungos micorrizicos arbusculares estdo
associadas ao eucalipto na regido leste de Minas Gerais — Brasil, no sul de Angola ¢
em Portugal, com predominancia dos géneros Glomus e Acaulospora, sendo que as
caracteristicas do solo e clima associadas a idade da planta influenciam na densidade

de esporos de fungos micorrizicos arbusculares.

Ha semelhancas na composi¢do das comunidades de fungos micorrizicos

arbusculares em florestas plantadas de eucalipto de Angola, Brasil e Portugal.
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CAPITULO 11

Estrutura e composicdo das comunidades de fungos totais em solos de florestas

plantadas de eucalipto do Brasil, de Angola e de Portugal
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RESUMO

A introducdo de plantacdes florestais de eucaliptos em Angola e no Brasil
ocorreu durante o periodo colonial, a partir de Portugal, para facilitar a obtencao de
produtos florestais de primeira necessidade. Considerando as condigdes em que o
processo de introducdo do eucalipto ocorreu, provavelmente parte da populacao
microbiana dos locais de origem foi transportada para as areas de introducdo das
plantacdes. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar comparativamente o
perfil da comunidade fingica de solos florestais na regido sul de Angola, sudeste do
Brasil (leste de Minas Gerais), e da regido de Montijo, Portugal. Para analisar a
diversidade fungica, solos de cada regido foram amostrados e submetidos a andlises
fisico-quimicas. Apds a caracterizagdo dos solos, estes foram submetidos a extragdo
de acidos nucléicos totais. O DNA total obtido foi quantificado e submetido a técnica
de Nested-PCR, onde foram obtidos fragmentos de DNA de aproximadamente 1540
pb na primeira rodada e 603 pb na segunda, ambos correspondendo ao rDNA 18S. O
fragmento de 603 pb foi purificado e ligado ao vetor plasmidial pPGEM T-easy, para
transformag@o das células ultracompetentes de E. coli e obtencdo das bibliotecas
plasmidiais, um total de 1800 clones, correspondendo 600 clones a cada comunidade
regido-especifica, € uma parcela destes clones foi submetida ao sequenciamento. A
analise dos dados mostrou a ocorréncia de 34 espécimes de fungos do solo,
distribuidas em 28 géneros, dentre os quais cinco de fungos micorrizicos. O solo de
Angola apresentou o maior nimero de individuos (44) e o solo de Portugal o menor
numero (26). Entretanto, o solo do Brasil foi o que apresentou a maior diversidade de
fungos. Dois fungos ocorreram em todos os solos avaliados, um dos quais ¢ o fungo
micorrizico arbuscular, Glomus sp. Concluiu-se que a comunidade de fungos do solo
do municipio de Guanhaes, regido leste de Minas Gerais no Brasil, apresenta maior
diversidade de espécies em relacdo as comunidades dos solos do municipio de
Lubango, regido sul de Angola e Montijo — Portugal, apresentando em comum uma
significativa abundéancia de fungos micorrizicos arbusculares do género Glomus nas

florestas plantadas de eucalipto de Angola, Brasil e Portugal.

Palavras-chave: Eucalipto, rDNA18S, Diversidade, Glomus sp., Nested-PCR.
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1. INTRODUCAO

O estabelecimento de plantagdes florestais em areas previamente utilizadas
para a agricultura pode contribuir para restabelecer a biodiversidade
(LINDENMAYER e HOBBS, 2004; BHAGWAT et al., 2008). Os ecossistemas
florestais cobrem aproximadamente 40% da superficie terrestre (WARING e
RUNNING, 2007) e as florestas plantadas ocupam cerca de 5% desta area (FAO
2002). Espera-se que de forma geral as areas de reflorestamento tenham um aumento
de 140 milhdes de hectares em 2005 para mais de 180 milhdes de hectares até 2020
(FAO, 2006). As plantagdes florestais, particularmente com Eucalyptus e Pinus, tém
sido tradicionalmente promovidas pelo seu potencial de reduzir a salinidade em solos
secos (HARPER et al.,, 2007) e as concentracoes de CO, ¢ N,O atmosférico
(LIVESLEY et al., 2009). Além disso, tem sido amplamente reconhecida a sua
contribuicdo global na conservagdo de mamiferos, passaros e anfibios
(LINDENMAYER e HOBBS, 2004, BHAGWAT et al., 2008). O efeito do
reflorestamento nas comunidades bacterianas do solo é bem conhecido, contudo
sabe-se relativamente pouco sobre o seu efeito nas comunidades fungicas (JESUS et
al., 2009).

As plantacdes florestais de eucaliptos em Angola e no Brasil foram
introduzidas durante o periodo colonial, pelos portugueses, para facilitar a obtengao
de produtos florestais de primeira necessidade em menor espago de tempo, além de
reduzir a pressdo sobre a exploragdo de florestas nativas, reservando-as a exploragdo
madeireira. Tendo em conta as condigdes em que o processo de introdugdo do

eucalipto ocorreu, ¢ possivel que parte da populacdo microbiana dos locais de origem
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do material introduzido tenha igualmente sido transportada para as novas areas de
plantagdo ou que as espécies vegetais estimulem determinados grupos de
microrganismos. Além dos fatores de escala local, o padrao espacial das populagdes
microbianas do solo ¢ influenciado por processos populacionais como reproducao e
dispersao (ETTEMA e WARDLE, 2002).

Assume-se ainda que os microrganismos tenham distribui¢do cosmopolita
devido a sua grande populacdo, curto tempo de geracdo e capacidade de dispersdo
(GREE e BOHANNAN, 2006). Assim, sugere-se que, tendo em conta as
particularidades edafo-climaticas intrinsecas (BRACELPA, 2010; MINADER,
2009), as comunidades microbianas hoje encontradas em plantagcdes de eucalipto
nestes trés paises apresentam aspectos semelhantes na sua composi¢do e estrutura.
Estudos recentes, baseados em técnicas moleculares, apresentam evidéncias da
diversidade microbiana do solo em larga escala (GREEN ¢ BOHANNAN, 2006;
ZHOU et al., 2008).

A medida da estrutura genética de fungos ectomicorrizicos em média escala
(< 2 km) foi relacionada a limitagdo na dispersdo dos esporos (PEAY et al., 2007;
CARRICONDE et al., 2008), sustentando assim predicdes de que populagdes
fungicas do solo estariam particularmente suscetiveis a perdas em habitat de grande
escala devido a sua pequena dispersdo e colonizacdo em relagdo as bactérias, e
mantendo a no¢do de que a conservacao da diversidade genética de fungos requer a
conservacdo do habitat de cada hospedeiro em uma grande faixa geografica
(GEHRING et al., 1998; HEDLUND et al., 2004).

Apesar de ja haver estudos sobre a diversidade microbiana do solo, ainda
pouco se sabe sobre as reais consequéncias destas agdes para as comunidades
fungicas, contudo, a conversdo de florestas nativas mistas em plantacdes de
monocultura parece exercer influéncia na diversidade de fungos micorrizicos
(CHAPELA etal., 2001; BASTIAS et al., 2007).

As comunidades de fungos do solo exercem fungdes essenciais nos processos
biogeoquimicos como a ciclagem de carbono e nutrientes nas florestas (DIGHTON,
2003). Recentes estudos indicam uma fun¢ao dominante dos fungos em processos-
chaves em solos secos (BENNETT et al, 2009). COLLINS et al. (2008)
apresentaram evidéncias do envolvimento de fungos na decomposi¢do,
transformagdo de nitrogénio e translocacdo de nutrientes entre plantas e crostas

biologicas do solo semi-arido, argumentando que os fungos assumem importancia
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funcional particular em solos secos, pois podem manter o seu metabolismo mesmo
em altas temperaturas e em baixo potencial de agua em relacdo as bactérias. No
Brasil ja tém sido feitos estudos visando entender a estrutura das comunidades de
fungos micorrizicos arbusculares (FMA) do solo, para um efetivo manejo sustentavel
de sistemas agro-florestais, especialmente em solos acidos e com baixo teor de P
(PASQUALINI et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009).

Apesar de a compreensdo atual da dindmica e estrutura das comunidades de
fungos de solos florestais ser ainda relativamente limitada, a extra¢do direta do DNA
e a observagdo do perfil molecular das comunidades do solo pela amplificagdo por
PCR dos genes correspondentes ao rRNA e das regides espacadoras tém fornecido
dados interessantes (ANDERSON e CAIRNEY, 2004). A extra¢do direta de RNA do
solo, seguida pela sintese de cDNA pela transcriptase associada a técnica de PCR
(reagdo de polimerase em cadeia) ¢ o perfil da comunidade fornecem informagdes
significativas especialmente para fungos ativos no solo. Para isso sdo utilizados
oligonucleotideos especificos tanto para genes que codificam para o rRNA 188,
como para a regido ITS do rDNA (GIRVAN et al., 2004; PENNANEN et al., 2004;
ANDERSON e PARKIN, 2007).

Pelo fato de as comunidades de fungos do solo constituirem uma reserva
significativa de biodiversidade em ecossistemas florestais e por sustentarem
processos vitais para o funcionamento dos ecossistemas como a decomposi¢do de
residuos de plantas, ciclagem de nutrientes e estimulo ao crescimento das plantas
(BRIDGE e SPOONER, 2001; OLIVEIRA et al.,, 2009), ¢ necessario maior
conhecimento sobre a influéncia do reflorestamento sobre as comunidades de fungos
para um manejo e produgdo sustentavel de florestas (CARSON et al., 2010). O
objetivo deste trabalho foi avaliar comparativamente o perfil da comunidade fingica
de solos florestais na regido sul de Angola, leste de Minas Gerais —, Brasil e de
Montijo — Portugal, que tém em comum extensas areas de eucalipto e algumas

semelhancas nas caracteristicas climaticas e do solo.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Caracterizacao das areas estudadas

Antes de se proceder a coleta de amostras, foi submetido ao Ministério da
Agricultura do Brasil — MAPA, um requerimento para importagdo de material para
pesquisa cientifica, tendo-se obtido a permissao de importacao n°318/2008 de 29 de
outubro de 2008.

Foram coletadas amostras de solo de trés locais, sendo uma para cada pais,
selecionadas de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas do solo, como valor de
pH e tipo de solo. Dos plantios comerciais de eucalipto, pertencentes a empresa
CENIBRA — Celulose Nipo-Brasileira S.A., localizados na regido leste do Estado de
Minas Gerais foi selecionado o solo do Municipio de Guanhaes (projeto Sabinopolis
IV). O clima da regido, segundo a classificacdo de Kdppen, ¢ do tipo aw, tropical
chuvoso, clima de savana, com chuvas no verdo e inverno seco (OSAKI, 1994); De
Angola foi selecionado o solo do Poligono Florestal do Instituto de Desenvolvimento
Florestal (area 2 — POL). O clima da regido ¢ altitude com chuvas no verao e inverno
seco, com altitude média de 1800 m, precipitagdo média anual de 1000 mm,
temperatura média de 18 °C e umidade relativa média de 75%. Dos solos de Portugal
foi selecionado o solo do Montijo, originario do plantel e eucalipto da Portucel -
Soporcel de clima mediterraneo, temperado com influéncia oceénica e precipitacao
média anual de 600 mm, altitude de 14 m, temperatura média anual de 16 °C e
umidade relativa de 80%, com verdo seco e quente e inverno umido. O sistema de
amostragem foi 0 mesmo apresentado nas se¢des 2.1, 2.2 do capitulo 1. As amostras

do solo foram armazenadas em camara fria a 10 °C até o processamento.
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2.2. Extracao e amplificagdo do DNA total do solo

Para a analise molecular das comunidades de fungos do solo, as amostras de
cada solo foram homogeneizadas para formagdo de uma amostra composta para cada
local e retirada uma aliquota de 1 g para extragdo do DNA total do solo. A extracao
foi realizada com a utilizacdo do Kit MoBio Power Soil, de acordo com as
recomendacdes do fabricante. As amostras foram submetidas a andlise por
eletroforese em gel de agarose 0,8% e por espectrofotometria para quantificacdo e
certificacdo da qualidade para as demais andlises. O DNA extraido foi entdo
armazenado a -20 °C. As amostras de DNA foram entdo submetidas a técnica de
amplificacdo Nested-PCR. Neste sentido, cada reagao de PCR com volume de 50 pl
continha 1X tampao Go taq reaction, 0,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada ANTP, 0,16
mg/ml de soro albumina bovina (BSA), 0,2 puM do oligonucleotideo EF4f
(GGAAGGGATGTATTTATTAG; SMIT et al. 1999), 0,2 uM do oligonucleotideo
EF3r (TCCTCTAAATGACCAGTTTG; SMIT et al. 1999), 0,5 ul de formamida e
1,25 U de Go Tag DNA polimerase, produzindo fragmentos do rRNA 18S com cerca
de 1540 pares de base.

As especifica¢des de amplificacdo foram as seguintes: desnaturacdo inicial a
94 °C por 3 min., seguida por 35 ciclos a 94 °C por 1 min., anelamento a 47 °C por 1
min. e extensdo a 72 °C por 1 min. Em seguida uma etapa de extensao final a 72 °C
por 10 min. Para a segunda rodada de PCR foi utilizada uma aliquota de 5 pL do
produto obtido na primeira rodada de PCR com as mesmas especificagdes do
primeiro com excec¢ao do oligonucleotideo reverso utilizado que foi substituido pelo
Fung5r (GTAAAGTCCTGGTTCCC; SMIT et al. 1999) formando o par
EF4{/Fung5r, produzindo um fragmento com cerca de 603 pares de bases na

sequéncia do rRNA 18S (Figura 1).
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Figura 1 — Localizacdo dos oligonucleotideos e do produto da amplificagdo na
sequéncia do rDNA 18S de fungos (SMIT et al., 1999).

Os fragmentos de DNA obtidos na segunda rodada de PCR foram extraidos
do gel e purificados utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-UP System de
acordo com as especificacdes do fabricante. Os fragmentos eluidos foram

armazenados a -20 °C para as analises subsequentes.

2.3. Obtencdo das bibliotecas plasmidiais correspondentes as comunidades

fangicas de cada solo

Para a constru¢do das bibliotecas de clones correspondentes a cada amostra
de solo analisada, os fragmentos de 603 pb purificados foram clonados em vetor
pGEM T-easy (Promega), de acordo com as recomendagdes do fabricante. A reacdo
foi incubada overnight a 16 °C, posteriormente, processou-se a transformag¢do com
células ultra-competentes (INOUE et al., 1990). Uma aliquota de 100 puL das culturas
de células transformantes foi plaqueada em meio LB/Ampicilina/X-Gal e incubada
em camara de crescimento a 37 °C overnight. Em seguida foram selecionadas as
colonias brancas e transferidas para novas placas com meio LB para construgdo da
biblioteca clonal. As placas da biblioteca foram incubadas em camara de crescimento
a 37 °C overnight e em seguida armazenadas a 4 °C para analises subsequentes. Para
obtencdo de material para sequenciamento, foram escolhidos clones da biblioteca de
forma aleatéria, sendo entdo, submetidos a amplificagdo por PCR, pela transferéncia
uma célula/colonia de cada clone para uma solucdo de reagdo de 50 pl constituida
por 1X tampao Go tag reaction, 0,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada ANTP, 0,16
mg/ml de albumina bovina (BSA), 0,2 uM de cada oligonucleotideo M13F (5'-
GTAAAACGACGGCCAG-3'; SCHABEREITER-GURTNER et al. 2001), 0,2 uM
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do oligonucleotideo M13R (5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3"; SCHABEREITER-
GURTNER et al. 2001) e 1,25 U de Go Taq DNA polimerase. As especificacdes de
amplificacdo foram as seguintes: desnaturacdo inicial a 94 °C por 3 min., seguida por
35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 min., anelamento a 48 °C por 1 min. e
extensdo a 72 °C por 1 min.; Em seguida, uma etapa de extensao final a 72 °C por 10
min. Apos a amplificacdo, uma aliquota de 5 pL do produto do PCR foi analisada
por eletroforese em gel de agarose 1,5% para avaliar a qualidade e quantificar o
DNA amplificado. As amostras que apresentaram apenas uma banda foram entdo

selecionadas para sequenciamento.

2.4. Analises estatisticas

As sequéncias foram analisadas pela ferramenta BLAST, disponivel no banco
de dados do NCBI para avaliacdo de homologia das sequéncias. A partir dos dados
de homologia foi feita uma curva de rarefa¢do para avaliagcdo de robustez. A andlise
de diversidade foi feita utilizando-se os indices de riqueza de espécies (H’) e
equitabilidade (J) de Shannon Weiner e, os indices de dominancia (D) e diversidade

(Ds) de Simpson.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 4cidos nucléicos foram extraidos com sucesso das amostras de solo das
trés florestas plantadas de eucalipto avaliadas. A amplificacdo por PCR gerou
produtos de RNA 18S de 1540 pb no primeiro ciclo e 603 pb no segundo ciclo. O
processo de purificacdo do produto do PCR foi eficiente para produzir DNA
suficiente para os processos de transformacdo e sequenciamento (Figura 2). O
processo de transformagdo possibilitou a criacdo de uma biblioteca clonal,
permitindo a selecdo 600 clones para cada um dos trés solos avaliados, tendo-se ao
final um total de 1800 clones na biblioteca. A anélise dos dados do sequenciamento
mostrou a ocorréncia de 34 espécimes de fungos do solo, distribuidas em 28 géneros,
dentre os quais cinco de fungos micorrizicos. A extragdo de DNA do solo tem sido
empregada com sucesso para demonstrar alteragdes nas comunidades de fungos do
solo e/ou em comunidades de fungos ectomicorrizicos em resposta a praticas de
manejo como a remog¢ao da serapilheira e do hiimus ou repetidos ciclos de queimada
(SMIT et al., 2003; BASTIAS et al., 2006a, 2006b). Esta técnica também tem
permitido revelar como os compostos derivados da planta podem influenciar as
comunidades fungicas da rizosfera e identificar diferencas nas comunidades de
fungos de solos florestais e povoamentos vegetais adjacentes (KOWALCHUK et al.,
2006). Além disso, atualmente tem sido aplicada para analisar comunidades fungicas
do solo sob florestas nativas mistas e plantacdes florestais de espécies nativas
(ANDERSON et al., 2003; HE et al., 2005; SINGH et al., 2006). A persisténcia de

rDNA de fungos metabolicamente inativos indica que as comunidades avaliadas
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Figura 2 — Eletroforese em gel de agarose 1,5% do produto do PCR Nested
(A) e do DNA purificado partir do produto do PCR Nested (B), de
amostras do solo de Angola (1), Brasil (2) e Portugal (3) amplificadas
com os oligonucleotideos EF4f e Fung5r. M — Marcador ¢X174
DNA/Hae III (100ng); B — branco.

Taxa (95% confianga)

0 I \ I \ T T I I
5 10 15 20 25 30 35 40

n° specimens

Figura 3 — Curva de rarefagdo para andlise da diversidade de fungos de
amostras do solo de Angola (AO), Brasil (BR) e Portugal (PT)
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compreendem fungos ativos e inativos (PENNANEN et al., 2004; ANDERSON e
PARKIN, 2007).

O solo de Angola apresentou o maior nimero de espécimes (44) e o solo de
Portugal o menor numero (26). O solo do Brasil foi o que apresentou a maior
diversidade de fungos (Figura 3). Foi observada ainda, a ocorréncia de 11 espécies

nos solos de Angola, 23 espécies no solo do Brasil e 12 espécies no solo de
Portugal. Trés espécies de fungos ocorreram em todos os solos avaliados, sendo um
deles o fungo micorrizico arbuscular Glomus sp. (Tabela 1), mostrando a sua grande
dispersdao. Além disso, cinco espécies mostraram-se comuns aos solos de Angola ¢
Brasil (Tabela 1).

Os dados aqui obtidos revelam uma maior identidade na composi¢do de
fungos dos solos de Angola e do Brasil, em relagdo ao solo de Portugal, sugerindo
que as caracteristicas do clima e do solo afetam a estrutura e composi¢ao das
comunidades microbianas do solo (CARSON et al., 2010; BENNETT et al., 2009;
ALLISON et al., 2007), apesar da ocorréncia de alguns géneros, Laccaria, Glomus,
Sclerotium, Aspergilus e Ganoderma comuns a dois ou a todos solos avaliados.

A despeito de terem espécies de fungos em comum, observa-se uma
diferenca significativa nos indices de diversidade dos solos de Angola e do Brasil,
com o solo do Brasil apresentando melhores indices, estando os indices do solo de
Portugal, de forma geral mais proximo dos do Brasil do que de Angola (Tabela 2). O
solo de Angola apresenta menor indice de diversidade de espécies e
consequentemente maior indice de dominancia, o que implica menor equitabilidade
da comunidade, sendo alta a probabilidade de que dois individuos selecionados
aleatoriamente na comunidade pertengam a mesma espécie. Fatores como a idade do
plantio, a espécie de eucalipto plantada, as caracteristicas climaticas na época de
coleta e diferencas de altitude influenciam na diversidade de fungos do solo
(TURNER et al., 1999; SMITH et al., 2002; JONES et al., 2003; CHEN e XU, 2006;
BASTIAS et al., 2007), o que aqui pode ser observado analisando as caracteristicas
dos locais avaliados e as diferengas dos indices de diversidade obtidos (Tabelas 2 e
3). Os baixos valores de pH, e no teor de P, K, Ca e Mg no solo do Brasil em relagao
aos solos de Angola e de Portugal (Tabela 4), podem ser consequéncia da sua maior
diversidade de espécies e consequentemente alta competicao por nutrientes, fruto da
maior atividade metabolica neste solo em relagdo aos outros (SMITH et al., 2002;

JONES et al., 2003).
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Tabela 1 — Fungos que ocorrem em solos de florestas plantadas de eucalipto em
Angola (AO), Brasil (BR) e Portugal (PT), identificados a partir da
analise de homologia de sequéncias.

Identificagdo por Identidade  N° acesso
Homologia AO BR PT (%) NCBI Referéncia
99 AB015788 Sugiyama et
Aphanoascus cinnabarinus - - al.(2002)
Armillaria ostoyae - - o8 AJ307598
Ascomycete sp. MV_19C 100 EF638698
strain LMSA1.08.027 - - + Burgaud et al.(2009)
Aspergillus ndo cultivavel 94 FN394533 Michaelsen et al.
clone neuFun19 + + + (2010)
Byssolophis sphaerioides - - 100 GU456296
Chaetothyriales sp. - - 100 F1538969 Mayer et al.(2009)
Coriolopsis byrsina + - - 100 FN666089
Fungo ectomicorrizico sp. 99 AY884238
AR-Ny2 - + -
Eimeriidae sp. clone 100 EF023285 Lesaulnier et
Amb_595 - + - al.(2008)
Elaphomyces sp. LoBuglio 99 ELZRGOAA LoBuglio et
100* - + - al.(1996)
99 AF106015 Gernandt et
Fabrella tsugae - - al.(1999)
Ganoderma australe + - 100 AF026629 Hibbett et al. (1997)
Ganoderma tsugae - » AY705969
Glomus sp. ndo cultivavel 100 FN645959
clone R6-17 + + +
99 DQ521604 Narisawa et
Heteroconium chaetospira - - + al.(2007)
Laccaria amethystina + + - 99 AF287837 Hibbett et al.(2000)
Laccaria ochropurpurea - + - %8 AY654886
Mortierella hyalina - + - 100 AY1574931 Weber et al.(2003)
99 EU736292 Hoffmann et
Mortierella minutissima - + - al.(2009)
Paecilomyces javanicus - + - 100 AB099944
Penicillium glabrum - + - 100 GU227342
Penicillium lagena - + - 98 AB032070
Phacellium paspali - - + 98 GU214669 Crous et al.(2009)
Ramularia acroptili - - 100 GU214689
Readeriella mirabilis + + - 100 EU754110 Gruyter et al.(2009)
98 AY219398 Greslebin et
Rhizochaete filamentosa + - - al.(2004)
Rhizoctonia fragariae - + - 100 AJ863511
Rhizoctonia sp. AG-A + - - 3 RHZSN2R
Sarcinomyces sp. - - + 98 AJ888458
Sclerotium sp BSC-97. + + - » AFOT0303 ek et al (1997)
Talaromyces 99 AY526476
byssochlamydoides - - +
100 EF023881 Luangsa-ard et
Tremellaceae sp. - + - al.(2004)
Tremellaceae n&o cultivavel 100 EF023881 Lesaulnier et
clone Amb_1333 - + - al.(2008)
Trichoderma viride - - + » AJ783929 Berg et al.(2005)
Fungo néo cultivavel 98 EU657225
Hardwood2C12F + + + Lauber et al. (2008)
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Tabela 2 — Indices de diversidade de fungos dos solos de Angola, Brasil e Portugal
identificados por homologia de sequéncias.

indice Angola Brasil Portugal
Simpson_1-D 0,69 0,94 0,82
Dominancia_D 0,31 0,06 0,18
Shannon_H 1,56 3,03 2,05
Equitabilidade_J 0,68 0,95 0,85

ALLISON et al. (2007) mostraram que uma pequena diferenca no pH por si s6
pode influenciar significativamente a composi¢do de fungos do solo. Assim, os
valores de pH dos solos aqui avaliados (Figura 2) podem ser considerados como um
dos fatores determinantes para as diferencas encontradas na composi¢cdo das
comunidades de fungos obtidos. Além disso, parece plausivel que diferengas na
composi¢ao das comunidades de fungos do solo estejam relacionadas a localizagdo
geografica das plantagdes florestais (BENNETT et al., 2009).

Em geral, as plantagdes de eucalipto pelo mundo foram introduzidas em areas
anteriormente povoadas por florestas nativas e ¢ evidente que esta alteragdo no uso
da terra traz alteragdes no teor de matéria organica do solo e resulta em mudangas
quantitativas e qualitativas no “pool” de carbono e nitrogénio, assim como nas
propriedades biologicas do solo (BAUHUS et al.,, 1998; TURNER et al., 1999;
SMITH et al., 2002; CHEN et al., 2005; CHEN e XU, 2006; BASTIAS et al., 2007).

A técnica de extragdo direta e clonagem do DNA do solo, associada a
amplificacdo por PCR e ao sequenciamento, mostrou-se eficiente para acessar a
diversidade de fungos do solo, sendo recomendédvel para avaliar a estrutura da
composi¢ao das comunidades de fungos do solo. HE et al (2005) constataram que,
apesar de um numero limitado de clones investigado, a extragdo direta do DNA
associada a clonagem do rDNA 18S e a técnica de sequenciamento, mostra
diferengas nas comunidades de fungos do solo sob florestas subtropicais naturais e a
primeira rotagdo da plantacdao de Araucaria cunninghamii. Além disso, PENNANEM
et al. (2004) e ANDERSON e PARKIN (2007) verificaram que os perfis gerados a
partir de regido ITS de varios solos foram significativamente diferentes, sugerindo
diferencas entre a comunidade fungica total do solo e aqueles fungos que estavam

ativos no momento da amostragem.
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Tabela 3 - Caracterizag¢do das areas de estudo, abrangendo solos sob plantio de eucalipto com diferentes idades, na regido leste de Minas Gerais —

Brasil, regido sul de Angola e regido do Montijo em Portugal

Pais Idade do Esoécie Coordenadas Material Maneio Tipo de solo Altitude Municinio
Povoamento p Geograficas genético . @) (m) P
Brasil 6 anos E. urograndis 018°35°40.2” S Clone C1’11t'1v0 LAd1 855 Guanhies
042°57°22.7” WO minmo
. 14°58°48.4”’S Cultivo
Angola >20 anos E. grandis 13926°59.3"F Semente minimo LAd1 2003 Lubango
Cultivo 1 ..
Portugal > 5 anos E. globulus - Clone g Arenossolo haplico - Montijo
minimo

@ 1. Adl; Latossolo Amarelo Distrofico tipico, textura muito argilosa, A moderado, alico, caulinitico, hipoférrico.

Tabela 4 - Caracterizagdo fisico-quimica dos solos sob plantio de eucalipto com diferentes idades, na regido leste de Minas Gerais — Brasil,

regido sul de Angola e regido do Montijo em Portugal

pH Matéria
’ . P K Ca Mg Al H+Al SB t T A% Arg Silt/
Area/Pais (H,O'  Orgénica A
g
1:2,5 dag dm® - mg dm-------- cmol, dm” %
Guanhies(BR) 5,18 1,96 0,90 14,06 0,01 0,03 1,52 6,38 0,09 1,60 6,46 1,33 55 0,15
Lubango(AO) 5,8 1,90 4,90 62,0 0,90 0,60 0,0 1,98 1,66 1,66 3,64 46,0 8,0 1,0
Montijo(PT) 5,6 1,14 13,3 42,90 1,25 0,23 - 0,36 1,66 - 1,29 78,1 - -

SB: Soma de bases; t: capacidade de troca catidnica efetiva (CTC efetiva); T: Capacidade de troca catidnica total (CTC total); V: Saturagao por bases;

Arg: Argila; Silt : silte.
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Apesar de ndo ser absoluto, o perfil da comunidade de fungos do solo
baseado na extracdo direta do RNA do solo ¢ tido como método til para indicar
aqueles fungos que sdo metabolicamente ativos (ANDERSON e PARKIN, 2007). A
analise do perfil do rRNA 18S gerado pelo DGGE de varios solos mostrou diferengas
significativas nas comunidades de fungos do solo de diferentes florestas nativas de
Eucalyptus e Pinus, indicando quais dos fungos do solo estavam ativos no momento
da amostragem (BASTIAS et al., 2007). Entretanto, o DGGE pode ndo separar
devidamente fragmentos que apresentam mobilidade similar e, assim, ndo detectar o
taxa dominante em uma amostra de solo (KOWALCHUK et al., 2006). PENNANEN
et al. (2004) observaram nao haver diferencas entre o perfil gerado pelo DGGE do
rDNA de fungos de solos, mostrando que as comunidades de fungos totais e fungos
ativos do solo pode ser altamente similar sob certas circunstancias.

A conversdao de florestas mistas em monocultura reduz a diversidade de
fungos ectomicorrizicos (DUNSTAN et al.,, 1998). BASTIAS et al. (2007),
investigando as comunidades de fungos do solo em dois tipos de florestas por varias
técnicas moleculares, observaram que a conversao da floresta nativa de Eucalyptus
para plantagdo de Pinus pode alterar significativamente a estrutura da comunidade

total e de fungos ativos do solo.
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4. CONCLUSOES

A estrutura das comunidades de fungos sob plantios comerciais de eucalipto
em solos de Angola, Brasil e Portugal ¢ diferente, apesar de apresentarem algumas

espécies em comum.

A comunidade de fungos do solo do municipio de Guanhaes, regido leste de
Minas Gerais no Brasil, apresenta maior diversidade de espécies em comparagao
com as comunidades fingicas dos solos do municipio do Lubango, regido sul de

Angola e Montijo, Portugal.

A técnica de extracdo direta e clonagem do DNA do solo, associada ao
sequenciamento ¢ util e eficiente para acessar a diversidade das comunidades de

fungos de solos florestais.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

H4 grande diversidade de fungos em plantios comerciais de eucalipto,
incluindo os fungos micorrizicos. Esta diversidade, entretanto, ¢ influenciada pelas
condi¢des de clima e solo, pela idade das plantas e pelo tipo de manejo. A
colonizagdo por fungos ectomicorrizicos mostrou-se maior em periodos mais secos,

indicando a importancia desta associacdo para a planta em condi¢des de estresse.

Apesar da estrutura geral das comunidades de fungos sob plantios comercias
de eucalipto em solos de Angola, Brasil e Portugal ser diferente, observou-se a
existéncia de espécimes em comum, sendo que a comunidade de fungos do solo do
Brasil apresenta maior diversidade de espécies em relacdo as comunidades dos solos
de Angola e Portugal. Além disto, os dados obtidos mostraram semelhangas na
estrutura das comunidades de fungos micorrizicos arbusculares nas trés florestas
estudadas, com a ocorréncia de pelo menos quatro espécies em comum, com

predominancia dos géneros Glomus e Acaulospora.

A técnica de extracdo direta e clonagem do DNA do solo, associada ao
sequenciamento, ¢ util e eficiente para acessar a diversidade das comunidades de

fungos de solos florestais.

Este trabalho permitird o delineamento de projetos de parceria visando o
manejo e desenvolvimento sustentdvel dos povoamentos de eucalipto, nos trés
paises, pela ampliacdo das amostragens em escala e a associagdo das técnicas
classicas e moleculares permitindo um conhecimento ainda maior da estrutura e

composi¢ao das comunidades de fungos neste ecossistema.
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