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Resumo

O Filo Glomeromycota compreende um grupo de fungos que se considera no
geral serem biotroficos obrigatdrios e que se associam a cerca de 80% das plantas. O
fungo e a planta formam uma associacdo simbidtica conhecida como micorriza
arbuscular. Desta associagdo, o fungo absorve entre 5 a 20% do carbono
fotossintetizado pela planta e por outro lado a planta pode beneficiar do aumento da
absorcdo de nutrientes, nomeadamente de fosforo e azoto, promovido pela simbiose.
Adicionalmente, estes fungos podem melhorar a tolerancia a stresses bioticos e
abioticos. Os Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA) podem afetar um ecossistema
inteiro, devido as extensas redes de micélio e esporos produzidas, que podem conectar
um grande namero de diferentes plantas, para além de que sdo uma fonte de nutricdo
para outros microrganismaos.

Para a Madeira estdo descritas apenas duas espécies de FMA e ndo se conhecem
estudos sobre a biodiversidade destes microrganismos na ilha, nem a sua distribui¢do. A
fim de colmatar esta lacuna selecionou-se duas plantas endémicas (Teline maderensis
Webb & Berthel. e Genista tenera (Jacq. ex Murray) Kuntze) e duas agricolas (Vicia
faba L. e Phaseolus vulgaris L.), colhidas, cada uma delas em trés localizacGes
diferentes, para estudar a biodiversidade de FMA que as colonizam.

Os resultados indicam que a colonizacdo das raizes das plantas em estudo esta
correlacionada com as caracteristicas bioquimicas do solo, nomeadamente por P, N, K,
Cu, Mg, pH e Grau de saturacdo. Relativamente a diversidade e composi¢do das
comunidades de FMA das raizes das plantas, verificou-se que esta é também
influenciada pelas caracteristicas do solo, bem como pelo hospedeiro. Os dendrogramas
obtidos a partir das técnicas DGGE e RFLP distribuem as espécies agricolas em
diferentes clusters e colocam espécies endémicas, num Unico cluster, indicando que as
comunidades de FMA que colonizam as raizes destas Gltimas sdo muito proximas. Este
resultado é, possivelmente, consequéncia da similaridade das caracteristicas dos seus
solos, situacdo que ndo se verificou para os solos das plantas agricolas. A andlise
estatistica e molecular mostra que a altitude ndo teve influéncia nem nos indices de
colonizacao arbuscular micorrizica, nem na diversidade e composi¢do das comunidades
de FMA em estudo.



Palavras-chave: Biodiversidade, microbiologia do solo, culturas agricolas, plantas endémicas, fungos,

micorrizas arbusculares.
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Abstract

The phylum Glomeromycota comprises a group of fungi that are considered
generally to be obligate biotrophic and they can be associated to around 80% of vascular
plants on Earth. Fungi and plant form a symbiotic association known as arbuscular
mycorrhizae. The fungus absorb about 5 to 20% of the carbon photossintetized by the
plant and in the other hand plant can beneficiate by the enhancement of nutrient
assimilation, mainly phosphate and nitrogen. In addition, it can enhance the tolerance of
biotic and abiotic stresses. Arbuscular Micorrhizal Fungi (AMF) might impact an entire
ecosystem by producing extensive underground networks, composed by hyphae and
spores. These networks can connect a great number of unrelated plants and can be a
nutritional source for microbial communities.

To Madeira Island, it is described only two AMF species and there are no known
studies about FMA biodiversity to the island, neither about its distribution. Therefore,
we pick two endemic plants (Teline maderensis Webb & Berthel. and Genista tenera
(Jacg. ex Murray) Kuntze) and two crops (Vicia faba L. and Phaseolus vulgaris L.).
They were sampled on three different places to quantify and analyze the biodiversity of
the FMA that colonize the root of these plants.

The results show us that plant root colonization by AMF is correlated with soil
composition, mainly P, N, K, Cu, Mg, pH and soil’s degree saturation. Concerning to
biodiversity and composition of the AMF community colonizing roots, we found that
both soil factors and host plant has influence on it. Generated dendrograms from DGGE
and RFLP techniques distribute crop species in different clusters, and endemic species
were grouped in only one cluster, pointing that their communities are very similar. We
thought this was because of similar soil biochemical characteristics that haven’t been
seen in crop’s soil. Statistical and molecular analysis shows that altitude doesn’t
interfere with root colonization neither with biodiversity and composition of the AMF

community colonizing roots.

Key-words: Biodiversity, soil microbiology, crops, endemic plants, fungi, arbuscular mycorrhizae.
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Introducao
O solo alberga uma enorme diversidade de microrganismos, incluindo bactérias,

protozodrios, algas, e fungos (Prescott, 2002). Os fungos desempenham um papel
importante em varios processos microbiologicos e ecoldgicos, influenciando a
fertilidade do solo, decomposicdo, reciclagem de nutrientes e matéria organica, assim
como na nutricdo e sanidade das plantas. Estes seres heterotréficos requerem fontes
externas de carbono que os levam a adotar diferentes estratégias que vdo desde o
saprofitismo (decomposicdo de matéria organica) ao parasitismo ou a simbiose (Finlay,
2008). Este trabalho centra-se num dos tipos de simbiose mais comuns na natureza, as
micorrizas. O termo “mycorrhiza”, que significa “fungo + raiz”, foi usado pela primeira
vez em 1885 para descrever as associacbes mutualisticas que ocorrem entre raizes das
plantas e fungos (Harrison, 1997). Sete tipos de associagfes micorrizicas sdo descritos
na literatura, diferindo nas caracteristicas morfoldgicas e ainda nas espécies de fungos e
plantas envolvidos (Finlay, 2008). Os Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA)
compreendem a forma mais abundante de associacdo micorrizica, formando associacfes
mutualistas com mais de 80% das plantas vasculares (Brundrett, 2002). Esta associa¢ao
é relativamente ndo especifica, altamente compativel, representando um mutualismo de
longa duracéo, onde os dois intervenientes sdo beneficiados. A planta fornece ao fungo
0s acucares sintetizados como resultado da fotossintese e, por outro lado, o fungo
facilita a aquisicdo de &gua e nutrientes a planta, através do aumento da sua area de
absorcéo. Por esta razdo, os FMA tem um papel de grande importéncia na microbiota de

solos naturais e agricolas (Harrison, 1998; Cruz et al., 2009).

Posicao Taxondmica dos FMA
Os FMA terdo surgido entre 462 e 353 milhdes de anos atras, coincidindo o seu

aparecimento com a proliferacdo das plantas na superficie terrestre, o que leva a que se
acredite que estes fungos possam ter facilitado o processo de colonizagdo (Simon et al.,
1993; Redecker et al., 2000). Inicialmente os FMA foram colocados no Filo
Zygomycota, ordem Glomerales. No entanto, devido a dificuldade em classificar certos
FMA, nomeadamente Glomus macrocarpum, foi necessario reclassificar este grupo de
fungos. Uma analise filogenética das sequéncias génicas da subunidade 18S (SSU —
Small Sub-unit) do RNA ribossémico (rRNA) e a sua conjugacao com as caracteristicas
morfolégicas e ecologicas dos fungos foi possivel justificar a criagdo do Filo

Glomeromycota que engloba este grupo de fungos (Schiifler et al., 2001). O novo Filo



ficou caracterizado como sendo um grupo constituido por fungos que, na sua
generalidade, séo biotréficos obrigatorios, completando o seu ciclo de vida apenas na
presenca de um hospedeiro. A maioria destes fungos forma as j& mencionadas
micorrizas arbusculares (SchuBler et al.,, 2001; SchiRler and Walker, 2010). Os
Glomeromycota foram divididos em quatro Ordens: Glomerales, Diversisporales, e as
duas linhagens ancestrais descobertas na altura, Paraglomerales e Archaeosporales
(Schiifler et al., 2001). Mais tarde, a publicacdo de novos taxa dentro do Filo
Glomeromycota comecou a criar dificuldades operacionais para quem trabalha com
FMA, traduzindo-se numa classificacdo filogenética pouco robusta. No sentido de
ultrapassar estas dificuldades, um grupo de especialistas na biologia e taxonomia dos
FMA reuniu-se para chegar a um consenso e propor uma sistematica robusta e estavel
do Filo Glomeromycota a restante comunidade cientifica, baseada em critérios bem

definidos (Redecker et al., 2013). A classificacdo proposta é apresentada na figura 1.

Funneliformis

Septoglomus

Glomus GLOMERACEAE
Rhizophagus
Pacispora PACISPORACEAE
B Acaulospora ACAULOSPORACEAE
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DIVERSISPORACERE
Redeckera
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Scutellospora
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Claroideoglomus
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Archaeospora  ARCHAEOSPORACEAE

Ambispora

11LL

AMBISPORACEAE

Geosiphon

Figura 1 — Classificagdo do Filo Glomeromycota proposto recentemente por Redecker et al. (2013), (figura retirada
de Morton (2013)).

Embora algumas classes estejam bem caracterizadas, sendo apoiadas por dados
morfologicos e moleculares, continuam a existir classes que geram controversia,
levando a que a classificacdo seja continuamente revista pelos especialistas (Bills and
Morton, 2015).



Associacao Arbuscular Micorrizica
A troca de sinais e o reconhecimento entre plantas hospedeiras e FMA inicia-se

antes de estas entrarem em contacto fisico. As potenciais plantas hospedeiras exsudam
metabolitos, através das raizes que propiciam a germinacao dos esporos e o crescimento
fangico (Gianinazzi-Pearson, 1996). O fungo produz inicialmente uma hifa simples e
sem ramificacBes sustentada pelas reservas de triglicéridos e glicogénio existentes no
esporo. Quando a hifa entra em contato com o hospedeiro, forma-se 0 apressorio e todo
0 processo de penetracdo na raiz do hospedeiro é estritamente coordenado pela planta e
pelo fungo (Sawers et al., 2008b). As células das raizes em contacto com as estruturas
de colonizacdo ndo apresentam qualquer alteracdo citologica ou respostas tipicas de
defesa, deixando que o fungo invada a raiz inter e intracelularmente, embora sem nunca
atravessar a membrana citoplasmatica (Gianinazzi-Pearson, 1996; Sawers et al., 2008Db).

Os FMA possuem hifas asseptadas, pelo menos enquanto novas, que ao
penetrarem nas células da raiz formam estruturas ramificadas conhecidas como
arbasculos, atraves das quais se processam as trocas de elementos e compostos entre o
fungo e o hospedeiro. A maioria forma também vesiculas que se diferenciam dentro ou
fora das células, facto que levou, em tempos, a que se chamasse a esta associa¢ao de
“micorrizas vesiculares-arbusculares”. Estas estruturas séo locais de armazenamento
que mais tarde podem servir de estruturas de reproducao (Habte and Osorio, 2001). No
exterior, o0s FMA produzem no subsolo redes de hifas e esporos muito extensas, que
podem interconectar um grande nimero de espécies de plantas ndo relacionadas entre si,
provocando impacto na biodiversidade de um todo o ecossistema. Algumas espécies
sdo, também, capazes de formar esporos dentro das raizes do hospedeiro (Corradi and
Bonfante, 2012).

A relacdo entre custos e beneficios, e consequentemente a resposta da planta a
micorriza, pode depender das caracteristicas dos intervenientes e das condi¢Bes edaficas
e ambientais do habitat (Brundrett, 1991; Johnson et al., 1997; Chandrasekaran et al.,
2014).

O Papel dos FMA na Nutricdo das Plantas
As micorrizas mobilizam e transportam nutrientes para as raizes, aumentando,

desta forma, a capacidade de absorcéo do hospedeiro (Duponnois et al., 2008). Os FMA
absorvem N, P, K, Ca, S, Fe, Mn, Cu e Zn do solo e transportam-nos para as plantas
hospedeiras. No entanto, o seu efeito nutricional mais consistente e importante é o

aumento da absorcéo de nutrientes iméveis como P, Cu e Zn (Habte and Osorio, 2001).

3



Cu e Zn sao dois nutrientes que sdo necessarios as plantas, em pequenas quantidades
(Taiz, 2010), dai que ndo estejam tdo estudados os beneficios dos FMA na sua
aquisicéo.

O Fosforo (P) € um dos 17 nutrientes essenciais ao crescimento das plantas,
estando envolvido em varios processos bioquimicos, tais como a transferéncia de
energia, fotossintese, transformacdo de aglUcares e amido, transporte de nutrientes e
transferéncia de caracteristicas genéticas de geracdo para geracdo. As suas func¢des nao
podem ser substituidas por nenhum outro nutriente, dai que um fornecimento adequado
de P seja muito importante para o crescimento e desenvolvimento das plantas
(Sultenfuss and Doyle, 1999). A sua aquisi¢cdo é muitas vezes um fator limitante do
crescimento das plantas devido a sua baixa biodisponibilidade (solubilidade e
mobilidade) nos solos (Bever et al., 2001). O aumento da absorcdo deste nutriente como
consequéncia da formacdo de micorrizas traduz-se, portanto, numa melhoria do
desenvolvimento das plantas hospedeiras. As hifas fingicas sdo capazes de explorar um
volume enorme de solo e adquirir fosfato inorgénico (Pi) para além da zona de deplecao
que rapidamente se forma em torno da superficie das raizes das plantas, devido a baixa
mobilidade do P no solo e rapida absorcdo pelas raizes (Bucher, 2007; Hodge et al.,
2010). Um estudo levado a cabo por Harrison e Buuren (1995) demonstrou a existéncia
de transportadores trans-membranares, com alta afinidade para o fosfato no micélio
extra-radicular de FMA. O fosfato livre é captado para o seu interior através destes
transportadores e provavelmente transportado dentro do fungo como polifosfatos
(polyP). Dentro das hifas intra-radiculares, as cadeias longas dos polifosfatos séo
hidrolisadas facilitando a transferéncia para a planta hospedeira (Harrison and Buuren,
1995; Siddiqui and Pichtel, 2008; Hodge et al., 2010). O efeito positivo da simbiose
depende fortemente da disponibilidade de P no solo, podendo auxiliar também em
situacOes de utilizacdo a longo-termo de fertilizantes NPK, em que o P acumula-se no
solo devido a baixa disponibilidade para as plantas (Hu et al., 2010).

Tal como o fésforo, 0 azoto (N) também é um nutriente limitante no crescimento
das plantas, pois entra na constituicdo de elementos essenciais as plantas, tais como
aminoacidos, amidas, proteinas, acidos nucleicos, nucledtidos e coenzimas. (Taiz,
2010). A deficiéncia em N origina varias alteracbes morfologicas e fisioldgicas na
planta, resultando numa forte inibicdo do crescimento da planta. Guidi e colaboradores
(1997) reportaram alteracdes como a diminuicdo de matéria seca, diminuigdo da area

foliar ou alteracBes na capacidade fotossintética. O nitrogénio esta disponivel no solo
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sob a forma de amonio (NH,") e nitrato (NO3’). Embora a apeténcia das plantas para as
duas formas de nitrogénio varie devido a sua adaptagdo as condi¢des do solo, no geral,
as plantas tém um desenvolvimento mais adequado se tiverem acesso a NH;" e NOs,
porque a absorc¢do e assimilacdo das duas formas de nitrogénio promove um equilibrio
catido-anido dentro na planta (Masclaux-Daubresse et al., 2010; Taiz, 2010). No
entanto, quando estdo sujeitas a uma deficiéncia em N ou crescem em locais com
excesso de agua ou em solos &cidos, as plantas tém preferéncia para o ido amonio. Este
ido tem mobilidade no solo mais baixa do que o nitrato, o que faz com que se forme
uma zona de deplecdo a volta das raizes das plantas (Sawers et al., 2008a; Masclaux-
Daubresse et al., 2010). Esta situagdo poderd ser ultrapassada quando a planta esta
associada a um fungo micorrizico arbuscular, ja que o micélio extra-radicular dos AMFs
¢ capaz de absorver nitratos, amonio e aminoacidos do solo (Johansen et al., 1996;
Hawkins et al., 2000; Sawers et al., 2008a), sendo que 0 NH;" é considerado a forma
que é assimilada preferencialmente ou mais rapidamente (Jin et al., 2012). A
transferéncia de N do fungo para a planta foi confirmada por ensaios in vitro e em vasos
e demonstrou-se que a quantidade transferida para a planta pode ser significativa e
vantajosa (Ames et al., 1983; Frey and SchUEpp, 1993; Jin et al., 2005; Azcon et al.,
2008; Barrett et al., 2011). No entanto ndo se pode deixar de ter em atencdo que essa
transferéncia pode estar dependente das condi¢Ges a que as plantas e o fungo estdo
sujeitas. O processo pelo qual a transferéncia ocorre tem sido objeto de estudo de varios
investigadores (Jin et al., 2012; Hodge and Storer, 2015). Conhecer melhor a forma
como o N é assimilado, transportado e transferido para a planta numa associagao
arbuscular micorrizica e em que situacdes essa transferéncia é significativa, € um passo
importante para a utilizacdo destes microrganismos numa agricultura sustentavel
(Barrett et al., 2011; Criado et al., 2015).

A rede de hifas criada pela micorriza pode contribuir para satisfazer cerca de 80%
e 25% das necessidades de uma planta em fosforo e azoto, respetivamente (Marschner
and Dell, 1994). Por outro lado, apenas entre 5 a 20% de todo o carbono fixado pela
fotossintese da planta é consumido pelo FMA (Jakobsen and Rosendahl, 1990). No
entanto, dependendo das condigdes do solo pode considerar-se que os beneficios para a
planta sdo maiores. Esta economia pode estar na base da evolugdo desta simbiose
(Hodge et al., 2010).



Papel dos FMA na protec¢ao das plantas
Os FMA para além do seu papel na nutricdo das plantas, sdo capazes de melhorar

a tolerancia destas a stresses bidticos e abioticos. Alguns estudos demostram a
importancia dos FMA na mitigacdo dos efeitos das alteracdes climaticas. Um exemplo
disso é a capacidade que a simbiose arbuscular micorrizica tem de aliviar os efeitos
negativos do aumento da temperatura a noite na Medicago truncatula L. (Hu et al.,
2015).

Estudos relacionados com a tolerancia a stresses abidticos indicam que as plantas
inoculadas com FMA aumentam o crescimento, ttm um maior rendimento e a uma
melhor absorcdo dos nutrientes, quando comparadas com plantas controlo. No caso do
stress a seca, uma melhor absorcdo dos nutrientes, nomeadamente de P, leva a que as
plantas tenham uma melhor absorcdo de agua e consigam manter niveis de agua
adequados nas suas folhas. Por consequéncia, a capacidade fotossintética tende as
aumentar (Subramanian and Charest, 1999; Li et al., 2014). Adicionalmente, os estudos
efetuados sugerem que para aléem da melhor absorcdo da agua, a simbiose potencia um
uso mais eficiente da mesma (Boyer et al., 2015). O excesso de sais no solo é também
um problema que afeta as plantas, tendo implica¢fes quer numa agricultura sustentavel
(Chinnusamy et al., 2005), quer na adaptacdo e desenvolvimento das plantas em
determinadas zonas, como por exemplo sapais (Pennings and Bertness, 2001). Os
beneficios da associagdo arbuscular micorrizica nestes ambientes tém sido
demonstrados (Carvalho, 2003; Sannazzaro et al., 2007; Wu et al., 2010; Garg and
Pandey, 2015). Uma meta-anélise da agdo das micorrizas arbusculares em plantas
sujeitas a stress salino realizada recentemente, permitiu concluir que os FMA aliviam os
efeitos do stress salino melhorando a sua nutricdo, aumentando a atividade de enzimas
antioxidantes e a absorcdo de K* em detrimento de Na*. Em consequéncia destes
beneficios, a biomassa das plantas aumenta. A identidade do FMA e o tipo de
hospedeiro foram considerados de grande importancia na previsao da resposta da planta
ao stress salino (Chandrasekaran et al., 2014). Os paises industrializados sofrem com o
problema de excesso de “metais pesados” nos solos. Estes elementos existem
naturalmente no ambiente, no entanto devido a poluicdo podem acumular-se no solo
atingindo niveis toxicos quer para as plantas, quer para 0 Homem, quando entram na
sua cadeia alimentar (Giasson et al., 2008). Ultra e colaboradores (2007) demonstraram
gue o FMA Glomus aggregatum foi capaz de aliviar nos girassois 0 stress ao excesso de

Arsenio (As) no solo, melhorando a absor¢do de P sem que houvesse um aumento da



absorcdo de As e detetaram a acumulacdo de DMAA (dimetilarsinico - uma forma
menos toxica de arsénio) na rizosfera das plantas inoculadas, sugerindo que o fungo
participou na transformacdo deste semi-metal (Ultra et al., 2007). Outros trabalhos
sugerem beneficios semelhantes na tolerancia a metais ou a outras substancias toxicas
ou presentes em niveis toxicos no solo (Christie et al., 2004; Campagnac et al., 2010;
Briccoli Bati et al., 2015).

Grande importancia tem vindo a ser dada ao potencial papel das FMA no
biocontrolo de pragas e agentes patogénicos, uma vez que este € um dos grandes
problemas da agricultura. Uma alternativa ao uso de fungicidas e pesticidas passa pela
criacdo de métodos bioldgicos de controlo e é neste sentido que os estudos com FMA
tém vindo a ganhar espago (Garmendia et al., 2005). Babikova e colaboradores (2013)
mostraram evidéncias de que a rede de hifas pode transportar sinais moleculares de
plantas infestadas por afideos para plantas ndo infestadas. No estudo, as plantas nao
infestadas que receberam os sinais moleculares via micélio extrarradicular dos AMF
foram induzidas a emitir VOCs (compostos organicos volateis) repelentes dos afideos e
um atrativo para inimigos naturais dos mesmos. Estes resultados demonstraram que o
micélio extrarradicular ndo s6 aumenta a absorcdo de nutrientes como também serve de
comunicacgédo entre plantas (Babikova et al., 2013). Outros trabalhos demonstraram a
capacidade da associacdo MA para inibir ou diminuir a ac¢do de fungos causadores de
doencas nas plantas, como por exemplo o Verticillium dahliae na pimenta (Idoia et al.,
2004), Phytophthora nicotianae no tomate (Lioussanne et al., 2009) e Rhizoctonia
solani na alfafa. Uma lista dos efeitos dos FMA sobre as doencas fingicas e o
crescimento das plantas pode ser consultada em Akhtar & Siddiqui (2008). Esses
beneficios podem ter origem indireta se 0 FMA se estabeleceu na planta antes do agente
patogénico, pois a associacdo MA permite que a planta tenha um melhor
desenvolvimento, tornando-se mais resistente ou tolerante ao ataque dos agentes
patogénicos e ainda devido a existéncia de relagdes com outros microrganismos (ldoia
et al., 2004; Li et al., 2007; Lioussanne et al., 2009). Por outro lado, existem estudos
gue demonstram que plantas associadas a FMA sdo mais suscetiveis a determinados
agentes patogénicos, no entanto quando comparadas com outras plantas infetadas, mas
que ndo estdo associadas a FMA, os danos causados as primeiras sdo menores (Dugassa
et al., 1996; Gernns et al., 2001).

Importa referir que na maioria dos trabalhos verifica-se uma variagdo no

desempenho dos isolados utilizados e nas plantas em estudo, dai que seja de grande
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interesse conhecer as comunidades de FMA dos locais e 0s seus aspetos ecologicos (Al-
Karaki et al., 2004; Idoia et al., 2004; Hu et al., 2015).

Estado dos conhecimentos sobre FMA na Madeira
Os FMA encontram-se em abundancia na natureza, contudo existe muito pouca

informacdo acerca da sua ocorréncia nos solos da ilha da Madeira. A listagem de
Fungos do Arquipélago da Madeira faz referéncia a apenas duas espécies do Filo
Glomeromycota (Melo and Cardoso, 2008).

A ilha da Madeira dettm uma enorme diversidade de plantas, muitas delas
endemismos do Arquipélago da Madeira ou comuns aos Arquipélagos que constituem a
Macaronésia. A Floresta da Laurissilva comporta grande parte desta biodiversidade, e
possui um elevado valor cientifico, sendo considerada um laboratério vivo. O valor
intrinseco da Laurissilva, aliado a beleza natural que torna a ilha num destino turistico
de exceléncia, tem vindo a consciencializar a populacéo e investigadores (Menezes et
al., 2004).

Por outro lado, a ilha da Madeira caracteriza-se também por ter uma forte tradicdo
na agricultura. Embora maioritariamente para autoconsumo, a agricultura tem um
grande impacto na regido, quer por questdes economicas, nomeadamente no que
respeita a diminuicdo da importacdo de alimentos e na preservacdo da paisagem que
atrai os turistas a ilha, quer por questées ambientais, como por exemplo na protecdo da
erosdo do solo (Dados ndo publicados). As praticas culturais influenciam as
propriedades do solo, a absorcdo dos nutrientes pelas plantas e a producédo das culturas.
Embora, as praticas agricolas convencionais tenham niveis de produtividade elevados,
tém também um grande custo ambiental (Chirinda et al., 2010), dai que nos dltimos
anos tem crescido o interesse por sistemas agricolas sustentaveis e com um reduzido uso
de quimicos.

O conhecimento sobre a diversidade e presenca de fungos micorrizicos
arbusculares ¢ um importante passo para o desenvolvimento de diversas aplicacGes,
nomeadamente em estudos de mitigagdo das alteracOes climaticas, reestruturacdo de

sistemas, controlo de pragas e melhoramento da producdo agricola.

Analise de Comunidades de FMA
Estudar as comunidades de fungos pode ser uma tarefa dificil devido a sua

grande diversidade, a complexidade do substrato em estudo e a dificuldade de observar

de forma direta estas comunidades (Bridge and Spooner, 2001). Os métodos tradicionais



para analisar comunidades de FMA baseiam-se na sua identificacdo atraves de
caracteristicas morfoldgicas e de desenvolvimento dos esporos e hifas (Singh et al.,
2008; Burni et al., 2011; Abdelhalim et al., 2014). Contudo este é um trabalho que
necessita grande experiéncia de forma a identificar e caracterizar adequadamente as
comunidades, para além de que se pode perder informacdo. Adicionalmente, sabe-se
que os FMA podem ter diferentes graus de seletividade em relagdo ao hospedeiro.
Portanto, a analise de comunidades de FMA baseada na anélise morfoldgica dos esporos
pode ndo se refletir na comunidade de FMA que coloniza as raizes da planta em estudo
(Abdelhalim et al., 2014; Wang and Wang, 2014; Bonfim et al., 2015). As técnicas
moleculares tém vindo a facilitar o estudo de comunidades de microrganismos e a
permitir avancos na investigacao (Redecker et al., 2003; Hoshino, 2012; Patreze et al.,
2012). A amplificacdo de regides variaveis do rRNA para posterior sequenciacdo tem
vindo a ser amplamente usado em estudos de comunidades de FMA. Sequéncias da
subunidade menor do rRNA (SSU — Small Sub-unit) (Clapp et al., 1999; Lee et al.,
2006; Liu et al., 2011; Wang and Wang, 2014), da subunidade maior (LSU — Large
Sub-unit) (Li et al., 2010; Carter et al., 2014) e das regiGes que separam ambas
subunidades (ITS — internal transcribed spacers) (Hempel et al., 2007; Galvan et al.,
2009; Paungfoo-Lonhienne et al., 2015) tém sido amplificadas, com este objectivo. A
clonagem das sequéncias amplificadas da informacéo acerca da diversidade de espécies
da comunidade em estudo (Patreze et al., 2012). Lee et al. (2008a) demonstraram que 0
par de primers AML1 e AML2 que amplifica um fragmento da subunidade menor do
rRNA apresenta vantagens significativas em relagdo a outros pares de primers
comummente utilizados em estudos de comunidades de FMA. Este par de primers
aumenta a especificidade para o grupo de fungos em estudo, evitando a amplificacdo de
fragmentos de DNA que ndo pertencam a FMA e ainda abrange a maioria dos fungos
pertencentes ao filo Glomeromycota, 0 que ndo acontece com muitos dos pares de
primers utilizados em trabalhos anteriores.

Apesar de a técnica de PCR associada a sequenciagdo nos trazer informacdes
mais precisas acerca das comunidades, podendo chegar a identificagdo especifica dos
FMA presentes na amostra em estudo, quando aplicada para comparagdo entre
comunidades, pode tornar-se laboriosa e de dificil analise. Contudo, as técnicas
baseadas em PCR sdo ferramentas muito Uteis no estudo da estrutura e biodiversidade
de comunidades e tém sido extensivamente utilizadas em conjunto com técnicas de

fingerprinting, como T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polymorfism)
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(Marsh, 1999), SSCP (Single Stranded Conformation Polymorphism) (Alguacil et al.,
2009), TGGE (Temperature Gradient Gel Electrophoresis) e DGGE (Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis) (Duarte et al., 2012; Patreze et al., 2012). DGGE é uma
técnica que se baseia na separacdo de fragmentos amplificados por PCR com o0 mesmo
tamanho, mas cuja sequéncia de nucledtidos é diferente (Duarte et al., 2012). Os
fragmentos séo separados consoante a estabilidade da dupla hélice ao longo do gel com
gradiente desnaturante linear formado por concentragdes otimizadas de ureia e
formamida (Patreze et al., 2012). O contetdo em GC dos fragmentos é determinante na
estabilidade da dupla hélice. A eficacia desta técnica é determinada pelo tamanho dos
fragmentos amplificados, que ndo deve exceder os 500 pb e a aplicacdo de um grampo
de GC a um dos primers (Muyzer and Smalla, 1998). A técnica de RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorfism) que utiliza enzimas de restricdo para criar
fingerprintings, embora largamente substituida pela técnica T-RFLP (Hoshino, 2012;
Patreze et al., 2012), tem aplicacdo no estudo de comunidades microbianas e em

conjunto com a técnica de DGGE pode ser capaz de produzir resultados mais fidveis.
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Objetivos
Tendo em atengdo a importancia e beneficios destes microrganismos e a

necessidade de conhecer a diversidade de FMA, o trabalho incidiu sobre o estudo e
comparacdo das comunidades de fungos presentes em duas espécies endémicas, Teline
maderensis Webb & Berthel. e Genistas tenera (Jacq. ex Murray) Kuntze, e em duas
espécies agricolas comumente cultivadas na Madeira, Vicia faba L. e Phaseolus
vulgaris L.. Todas as espécies em estudo pertencem as Fabaceae.
O objetivo geral centrou-se na avaliacdo da colonizacdo destas espécies por FMA
e na determinacdo da diversidade de fungos, tendo-se realizado as seguintes etapas do
trabalho:
e Detecdo e quantificacdo da colonizacdo das raizes das plantas por FMA,;
e Andlise das caracteristicas edaficas dos solos;
e Avaliacdo da existéncia da correlacdo entre as caracteristicas do solo e a
colonizacdo das plantas por FMA
e Determinacdo da relacdo entre a colonizacgdo e a altitude, tipo de solo (agricola e
florestal) e espécie;
e Avaliacdo da diversidade de FMA colonizadores das plantas com auxilio de
marcadores moleculares;
e Comparacdo dos padrdes de diversidade de FMA entre espécies ou locais de

colheita.
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Material e Métodos
Recolha de amostras

Fez-se uma prospecc¢édo dos locais de ocorréncia das plantas silvestres em estudo,
Teline maderensis e Genista tenera. A georreferenciacdo dos locais foi realizada,
utilizando o GPS da cdmara fotografica. As coordenadas e a latitude dos pontos foram
acertadas, com o programa Geotag 0.094° e transferiu-se toda a informacio para a
aplicacdo Fusion Tables, da Google Inc. Esta aplicagdo permitiu a criacdo de uma base
de dados, com toda a informacéo e fotografias e ainda a criacdo de um mapa com a
distribuicdo dos locais de ocorréncia (Figura 2). O documento gerado pode ser acedido
pelos restantes membros do grupo BG ISOPIlexis, de forma que a informacéo pode ser
utilizada para outras finalidades.
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Figura 2 — Mapa da ilha da Madeira indicando os locais onde foram encontradas as espécies endémicas em estudo,
Genista tenera e Teline maderensis.

Apbs georreferenciacdo dos locais das plantas, foram selecionados trés pontos de
recolha para cada espécie, tendo como critério a sua localizacdo geografica, 0 mais
perto possivel de areas agricolas, onde ocorresse o cultivo e fosse possivel recolher
amostras das plantas agricolas selecionadas, Vicia faba e Phaseolus vulgaris. Trés
altitudes diferentes foram amostradas para cada espécie (Tabela 1).

Em cada local de amostragem foram selecionados trés exemplares de cada
especie, colhendo-se as raizes, que foram guardadas em sacos de plastico limpos e
devidamente identificados. Uma amostra de solo de cada terreno ou local foi recolhida,
seguindo a norma I1SO 10381-1: “Qualidade do Solo - Amostragem — Parte 4”. Com

auxilio de uma pa pequena foram retiradas varias subamostras de solo em diferentes
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pontos dos terrenos, em ziguezague, a profundidade de cerca de 15-20 cm. As
subamostras foram misturadas em sacos devidamente identificados e transportadas para
o laboratdrio. As amostras de solo foram para analise da composic¢éo quimica.

Quanto ndo foi possivel realizar o tratamento das raizes no dia de recolha, estas

foram armazenadas a 4°C até o seu processamento.

Tabela 1 - Localizagdo e altitude em que foram colhidas as quatro espécies em estudo (Teline maderensis, Genista
tenera, Vicia faba e Phaseolus vulgaris).

Espécie Locais Coordenadas Altitude (metros)
Encumeada VI\\II?;2799 l(l)i ?;g?; 1093
Teline maderensis Ginjas I\\:V312;-’ 9426_' ;f' '8 ; 86 612
Encumeada V'\\l/?’1272 251 ?;2?; 1093
Genista tenera Cruzinhas \AN/SEZ 1;52 iiiiz 470
Faial N 32247.9,061 101

W 162 51. 5,227

N 322 44, 36,084
Encumeada W 172 1. 48,895 788

N . N 32° 44. 48,079
Vicia faba Ginjas W 172 2. 35,011 205

N 322 46. 38,024

Faial W 162 51. 21,647 221
N 322 44. 13,566
Encumeada W 172 1. 39,838 598
. - N 322 44. 48,079
Phaseolus vulgaris Ginjas W 172 2. 35,011 505
o
Faial N 322 46. 38,024 991

W 162 51. 21,647

Processamento das raizes
As raizes foram tratadas assim que chegaram ao laborat6rio ou no maximo até um

dia depois. Todas as amostras foram identificadas, sendo atribuido um cddigo,
constituido por numero de entrada, pelas iniciais da espécie e a inicial do local de
recolha, ap6s um hifen (ex: 1TM-E, amostra 1, Teline maderensis, Encumeada). As
raizes foram lavadas, a fim de remover toda a terra e cortaram-se em pedagos com cerca

de 1 cm de comprimento. Parte das raizes de cada exemplar foi armazenada a -20°C,
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para posterior extracdo de DNA, enquanto a restante foi usada para quantificar a

colonizagdo radicular por FMA.

Coloracao das raizes
Trinta a quarenta fragmentos aleatorios das raizes limpas e cortadas foram

separadas e procedeu-se a coloracdo, segundo Koske & Gemma (1989). Os fragmentos
foram colocados em tubos de 15 ml devidamente identificados, contendo KOH (10%)
suficiente para cobrir todas as raizes, de seguida colocou-se hum banho-maria a 90°C,
por 60 min. Este passo foi repetido para as amostras, com raizes muito pigmentadas.
Apos este periodo, 0 KOH foi descartado e passou-se duas vezes por dgua destilada, a
fim de remover o excesso de KOH. As raizes foram colocadas em HCI (1%) e deixou-se
atuar por 10 min, descartando-se de seguida a solucdo. Adicionou-se uma solucao de
glicerol acidificada (acido lactico, glicerol e 4gua destilada 4:5:1), com 0,05 % de azul
de trypan (SIGMA) e deixou-se a corar, durante a noite. O corante foi entdo descartado,
passando-se as raizes 2 a 3 vezes, por dgua destilada. As amostras com as raizes coradas
foram mantidas em agua destilada, a 4°C, durante uma semana, de forma a remover o

excesso de corante.

Quantificacdo da colonizacio micorrizica
As raizes coradas foram dispostas em Iaminas com meio de montagem PVLG,

cobertas por uma lamela e devidamente identificadas. Cada fragmento de raiz foi
analisado segundo o método de McGonigle, et al. (1990) representado pela figura 3. A
cada interseccdo da linha vertical com a raiz registou-se a presenca ou auséncias de
hifas, arbdsculos ou vesiculas. As colonizacdes arbusculares (CA) e vesiculares (CV)
foram calculadas, dividindo o numero total de arbusculos ou vesiculas pelo n° de
interseccdes examinadas. A colonizacdo por hifas (CH) foi calculada pela proporcéo de

intersec¢Oes ndo-negativas.

RS

[/ AN

Figura 3 — Esquema ilustrativo do exame microscépico das raizes colonizadas por Fungos Micorrizicos Arbusculares

(Figura retirada de Brundrett (2008)).
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Extracdao de DNA
A extracdo de DNA das raizes foi feita de acordo com Chao e Somers (2006),

com modificagbes. As amostras foram maceradas em azoto liquido, com ajuda de um
pildo e almofariz e 200 mg de amostra foram usadas para extragdo. A amostra macerada
foi colocada, em tubos de 1,5 ml, sendo adicionados 500 pl de tamp&o de extragdo
(0,AM Tris-HCI pH 7,5; 0,05 EDTA pH 8,0; 1,25% SDS)?, previamente aquecido a
65°C. As amostras foram homogeneizadas por agitacdo ou recorrendo a um bastéo
quando necessario e colocadas em banho-maria a 65°C, durante 30 min. Apds este
periodo, as amostras foram retiradas do banho e deixadas a arrefecer até a temperatura
ambiente. Ao extrato adicionou-se 250 pl de acetato de amoénia frio (7,5M)?, agitou-se e
deixou-se no frio, durante 15 min. Os tubos foram depois levados a centrifugar a 2380
g, durante 15 min. O sobrenadante das amostras foi recolhido para novos tubos e
adicionou-se um volume igual da mistura de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1). A
mistura foi agitada e efetuou-se nova centrifugacdo a 2380 g, durante 15 min, tendo-se
transferido o sobrenadante para novos tubos, com 360 pl de isopropanol. A mistura foi
agitada gentilmente e deixou-se repousar, durante 15 min, para precipitacdo do DNA a
temperatura ambiente ou durante cerca de 1h, a -20°C. O sedimento foi recolhido, apds
centrifugacdo a 2380 g, durante 15 min. O sobrenadante foi descartado e efetuaram-se 2
lavagens do sedimento, com etanol a 70% e centrifugacdo a 2380 g, durante 15 min.
Descartou-se novamente o sobrenadante e finalmente, o DNA foi ressuspendido em TE®
apos estar bem seco, ficando a dissolver a 4°C, durante a noite.

A eficicia da extracdo foi comprovada, através da quantificacdo do DNA,
utilizando o equipamento NanoDrop 2000c (ThermoScientific), e da eletroforese em gel
de agarose a 0,8%, 110V, durante 30 min, utiliznado-se o tampdo TAE 1x". Apds a
corrida o gel foi colocado numa solucdo de Brometo de Etideo®, durante 45 min para
revelacdo das bandas. A confirmacdo da integridade do DNA foi realizada, através de
visualizacdo das bandas a luz UV, utilizando um transiluminador com cdmara acoplada
(Modelo GVM20, Syngene). As amostras de DNA foram armazenadas a -20°C até o seu

processamento.

% Ver preparac3o de solucdes no anexo |.

b ~ ~
Ver preparagdo de solugdes no anexo |.
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Purificacdo do DNA
Sempre que necessario procedeu-se a uma purificacdo extra do DNA, seguindo o

protocolo de Fang et al. (1992). Adicionou-se a quantidade necesséria de NaCl 5MP ao
DNA dissolvido em TE, para uma concentracdo final de 2.0M. Deixou-se repousar,
durante 10 min, e precipitou-se 0 DNA, em 2 volumes de etanol absoluto a temperatura
ambiente, durante 15 min. O sedimento foi recolhido, através de centrifugacéo a 2380 g,
durante 15 min. O sobrenadante foi descartado e efetuou-se 2 lavagens do sedimento,
com etanol a 70%, seguido de centrifugagdo a 2380 g, durante 15 min. O sobrenadante
foi descartado, deixou-se o precipitado a secar ao ar e por fim, o DNA foi ressuspendido
em TE, ficando a dissolver, a 4°C, durante a noite.

A eficacia da purificacdo foi comprovada, utilizando o equipamento NanoDrop

2000c. As amostras de DNA foram armazenadas a -20°C até o seu processamento.

Analise Nested-PCR
Para efetuar a andlise da diversidade de FMA recorreu-se a técnica de Nested-

PCR, de acordo com Lee et al. (2008b).

Em primeiro lugar, utilizou-se, um par de primers universais para eucariotas NS1
(5> GTA GTC ATA TGC TTG TCT C 3”) e NS4 (5> CTT CCG TCA ATT CCT TTA
AG 3”) para amplificacdo de um fragmento com 1100 pb do gene correspondente a
subunidade 18S do rRNA (SSU). A reacdo de PCR foi realizada, utilizando a Master
Mix iProof™ High-Fidelity (BIO-RAD), com as concentracdes de reagentes indicadas
pelo fabricante para um volume final de 20 ul (1x iProof Master Mix, 1,0 UM de cada
primer, 50-500 ng de DNA e H,O ultrapura). As condi¢des de amplificacdo foram as
seguintes: desnaturacdo inicial 98 °C, 1 min; 35 ciclos de 98 °C, 10 s, 49,7 °C, 30 s, 72
°C, 35 s; passo final de extensdo 72 °C, 10 min. Terminada a reacdo procedeu-se a
confirmacédo da amplificagcdo do fragmento esperado, através de uma eletroforese em gel
de agarose a 1,2%, utilizando como referéncia o0 marcador molecular de 50 - 2.000 pb
AmpliSize® (BIO-RAD). A eletroforese correu, durante 35 min, a 110V. O gel foi
revelado em brometo de etideo e a visualizagdo foi feita, sob luz UV e os géis foram
fotografados.

As amostras amplificadas corretamente foram diluidas, na proporgdo 1:10 ou
1:100, conforme necessario, e efetuou-se uma segunda PCR, utilizando os primers
especificos para o Filo Glomeromycota, AML1 (5’ATC AAC TTT CGA TGG TAG
GAT AGA 3* ) e AML2 (5 GAA CCC AAA CAC TTT GGT TTC C 3’). A reacdo de

PCR foi preparada conforme exposto em cima e as condi¢des de amplificagdo foram as
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seguintes: desnaturacdo inicial 98 °C, 1 min; 35 ciclos de 98 °C, 10 s, 65 °C, 30's, 72 °C,
30 s; passo final de extensédo 72 °C, 10 min. Uma eletroforese foi realizada para
confirmacgéo da amplificacdo do fragmento, com cerca de 795 pb. A concentragcdo do
gel foi de 1,2% e as condicdes da corrida 110 V, durante 35 min. A revelacdo foi feita
com brometo de etideo e a visualizacdo e fotografia das bandas, utilizando o
transiluminador com camara acoplada. Apds a PCR, foram descartadas as amostras que

ndo amplificaram, ao fim de pelo menos trés tentativas.

PCR/DGGE
Para utilizacdo da técnica de DGGE realizou-se a amplificacdo das amostras que

amplificadas, com o par AML1/AML2, desta vez com o par nu-SSU-0817 (5’
TTAGCATGGAATAATRRAATAGGA 3’) e AML2 (5> GAA CCC AAA CAC TTT
GGT TTC C 3°). Ao primer reverse (AML2) foi adicionado uma cauda de GC. Na
reagdo de PCR utilizou-se a mistura Master Mix iProof™ High-Fidelity (BIO-RAD),
seguindo-se as recomendacdes para um volume final de 20 pl. As condicGes de
amplificacdo foram as seguintes: desnaturacao inicial 98 °C, 1 min; 35 ciclos de 98 °C,
10, 61,7 °C, 30s, 72 °C, 30 s; passo final de extensdo 72 °C, 10 min. A confirmacao da
amplificacdo foi feita, atraves de eletroforese em gel de agarose, a 1,5%. A electroforese
correu a 110 V, durante 45 min e a revelagdo feita, com brometo de etideo, seguido de
visualizacdo e fotografia do gel, sob luz UV.

Para visualizar a diversidade de FMA procedeu-se a preparacdo das solucdes® de
acrilamida/bis-acrilamida (ABA), a 8%. A solucdo A foi preparada, juntando ureia e
formamida e a solucdo B foi preparada sem desnaturantes.

Dois tubos cérex foram envolvidos em papel de aluminio e identificados. As
solucdes A e B foram misturadas nas proporcdes corretas para obter 25 ml de uma
solucdo 40% desnaturante e 25 ml de uma solucdo 60% desnaturante. A estas solucdes
adicionou-se 105 pl de 10% APS® e 21 ul de TEMED para promover a polimerizagio
da acrilamida. O gradiente de desnaturacdo que varia entre os 40 e os 60% foi formado,
preenchendo o suporte do gel, com auxilio do formador de gradientes Hoefer SG50
(Amersham Pharmacia Biotech Inc.), deixando-se a polimerizar, durante cerca de 2h.

As amostras misturadas com tampdo Azul Bromofenol® e glicerol foram
carregadas no gel utilizando uma seringa. A eletroforese foi realizada numa tina vertical

(Hoefer SE600 series, Amersham Pharmacia Biotech Inc.), a 80V, utilizando o tampéo

“Ver preparacio de solu¢des no anexo I.
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TAE 1x, durante 16h. As bandas foram reveladas numa solucdo de brometo de etideo,
visualizando-se e fotografando-se o gel, utilizando o transiluminador UV com camara

acoplada.

RFLP
A mistura reagente foi preparada em tubos de PCR, com 2 ul de tampé&o de reacdo

adequado a enzima, 1 pl de enzima de restricdo (Alul ou Hinfl), 5 pul de DNA e 12 pl de
H,O ultrapura. A mistura reagente foi incubada num banho-maria a 37 °C, durante 6h.
Apds este periodo, inativou-se a reacdo, atraves de incubacdo, a 80°C, durante 20 min.
Uma eletroforese para cada uma das reagdes foi realizada em gel de agarose, a 2,5%,
revelarando-se as bandas com brometo de etideo e fotografaram-se os géis, utilizando o

transiluminador UV com a camara acoplada.

Tratamento dos dados
Os resultados foram submetidos a analise estatistica, com recurso ao programa

SPSS versdo 22, para detetar a existéncia de diferencas significativas na colonizagédo
arbuscular, vesicular e por hifas (CA, CV e CH) entre as espécies, tipo de solo (agricola
e florestal) e altitude. A analise de variancia (ANOVA) dos resultados foi realizada. E a
existéncia de correlacbes paramétricas e ndo paramétricas entre CA, CV e CH e os
dados da anélise bioquimica do solo foi analisada.

Os padrdes obtidos pelas técnicas de DGGE e RFLP foram analisados, através do
programa Fingerprinting 11 3.0 (Informatix™ Software, BIO-RAD), usando 0 método
hierarquico UPGMA (Unweighted Pair Group With Mathematical Averages) e
coeficiente de Dice.

18



Resultados e Discussao

Colonizac¢ao micorrizica arbuscular
A andlise das raizes de Teline maderensis, Genista tenera, Vicia faba e Phaseolus

vulgaris confirmou a presenca da associacdo MA nas 4 espécies e nos trés sitios
amostrados (Tabela 2, Figura 4). A tabela demonstra, que a média mais elevada de
colonizacdo foi determinada para uma amostra de Vicia faba, colhida no Faial, a 221
metros de altitude. Embora a espécie Phaseolus vulgaris tenha tido as médias de
colonizacdo mais baixas, verifica-se que é também no terreno do Faial, que a
colonizacdo atingiu maior percentagem. Os valores de colonizacdo de Phaseolus
vulgaris sdo consideravelmente inferiores as restantes plantas (Tabela 2, Figura 4), com
p < 0,05 para a CH (Anexo Il, Tabelas 5 e 6). Esta situacdo pode dever-se a colheita
prematura desta espécie dado que as planta¢fes tinham no geral entre duas semanas a
um més. Outra explicacdo pode passar pelo uso de pesticidas que podem inibir a
colonizac&o das raizes por FMA (Abd-Alla et al., 2000; Zaller et al., 2014). No entanto
ndo temos nenhuma evidéncia da aplicacdo de pesticidas nos campos. Os legumes sdo
plantas que apresentam frequentemente associacdes simbioticas, quer com bactérias
fixadoras de N,, quer com FMA e muitas vezes apresentam as duas associa¢fes em
simultaneo (Ciftci et al., 2010; Muleta, 2010). Scheublin et al. (2004) detetaram niveis
médios de colonizacdo de 85% e 91%, nas plantas leguminosas L. corniculatus e T.
repens, respetivamente. Tajini et al. (2012) obtiveram niveis médios de colonizagédo por
Glomus intraradices em Phaseolus vulgaris de cerca de 80% para CH e CV e apenas
para CA a percentagem média foi mais baixa, cerca de 10%. Também Ibijbijen, et al.
(1996) apresentaram niveis de colonizacdo entre 50 e 75% de trés espécies de Glomus e
uma de Gigaspora em Phaseolus vulgaris. Por outro lado, Scheublin et al. (2004)
mostram que existem espécies de FMA que apresentam mais afinidade para
determinadas leguminosas que para outras e Tajini & Devron (2012) apresentam niveis
de colonizacdo em Phaseolus vulgaris que variam consideravelmente consoante o
género de FMA inoculado. Estes resultados indicam-nos que ha também a possibilidade
de que a baixa colonizag¢do encontrada em Phaseolus vulgaris neste trabalho se deva ao
tipo de FMA existente nos solos agricolas. Vicia faba destacou-se em termos de CA,
com uma diferenca significativa em relacdo a CA das restantes especies, p < 0,001
(Anexo Il, Tabelas 5 e 7). Phaseolus vulgaris apresenta diferengas significativas na CV,
com as plantas Teline maderesensis e Genista tenera, com p < 0,05, mas ndo com Vicia
faba (Anexo Il, tabelas 5 e 8).
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As espécies endémicas Teline maderensis e Genista tenera sdo parentes selvagens
das espécies agricolas em estudo, apresentam raizes mais lenhosas e desenvolvem-se em
escarpas e solos rochosos (Press and Short, 1994; Jardim et al., 2006). Estas espécies
apresentaram niveis de colonizacdo interessantes. A média mais alta de colonizagéo
verificou-se em plantas de ambas as espécies colhidas nas Cruzinhas, a uma altitude de
470 metros (Tabela 2). Estudos sobre a colonizacdo MA para ambas as espécies nao sao
conhecidos. No entanto, Sanchez-Castro et al. (2012) observaram uma percentagem
média de colonizacdo de 63% numa espécie do género Genista (G. cinerea). Navarro-
Fernandez et al. (2013) detetaram uma colonizacdo de 55,4% na Genista hirsuta. Estas
percentagens sdo semelhantes as encontradas neste estudo (Tabela 2).

Tabela 2 — Valores da colonizagdo das espécies em estudo por MA. A tabela apresenta as espécies, o local de

amostragem e a percentagem média de coloniza¢do. As taxas de colonizagdo equivalem a colonizagdo por hifas
(CH), o seu calculo efetua-se pela divisdo das interse¢Ges ndo-negativas pelo total de interse¢des analisadas.

Espécie Local % Colonizagao
Cruzinhas 75,27%
Teline maderensis Ginjas 38,32%
Encumeada 29,41%
Faial 33,46%
Genista tenera Cruzinhas 59,97%
Encumeada 43,06%
Faial 83,01%
Vicia faba Ginjas 26,15%
Encumeada 53,70%
Faial 17,92%
Phaseolus vulgaris Ginjas 13,96%
Encumeada 1,78%

A analise de variancia (ANOVA) ndo detetou a existéncia de diferencas
significativas na CH e CA nas espécies provenientes dos solos agricolas e florestais. Por
outro lado, diferencgas significativas foram detetadas na CV, com p < 0,05 (Anexo II,
Tabela 9). As raizes da Vicia faba e Phaseolus vulgaris apresentaram percentagens
médias de CV inferiores as plantas endémicas (Teline maderensis e Genista tenera),
estas diferencas podem ser observadas na figura 6.

O mesmo teste foi realizado para detetar a existéncia de diferencas significativas
nas CH, CV e CA relacionadas com a altitude de amostragem das plantas. O teste de

Tukey mostrou que ndo ha diferencas significativas de colonizacdo entre as diferentes
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altitudes (Anexo Il, Tabela 10). Este resultado difere dos resultados de Navarro-
Fernandez et al. (2013), que indicam haver uma maior colonizacdo nas plantas de zonas
de maior altitude. Estes resultados sdo justificados pelo facto de serem zonas com
condicdes de maior stress, sendo a associacdo MA uma forma de adaptacdo das plantas
em estudo ao meio ambiente (Barea et al., 2011; Navarro-Fernandez et al., 2013). Na
figura 5 podemos verificar que a Genista tenera obedece a tendéncia observada por
Navarro-Fernandez et al. (2013) no que respeita a CA. No entanto, nas demais espécies

alvo esta situacdo ja ndo se verifica para nenhum tipo de colonizacéo.
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Figura 4 — Percentagem média de colonizagdo por FMA nas espécies Teline maderensis, Genista tenera, Vicia faba e
Phaseolus vulgaris. CA representa a colonizagdo por arbusculos, CV colonizagdo por vesiculas e CH colonizagdo por
hifas. No topo de cada grafico é apresentada a altitude dos locais de recolha.
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As amostras de solo colhidas foram enviadas para analise quimica e bioquimica e
os resultados obtidos foram correlacionados com as percentagens de colonizagdo das
plantas (Tabela 3).

Para os parametros fisicos foi possivel observar algumas correlacbes
significativas, nomeadamente com o pH e o grau de saturacdo (parametro que relaciona
o0 volume de 4gua, com os espacos vazios do solo). Uma correlagdo positiva (p < 0,05)
foi obtida entre CV e o pH do solo. Vérios trabalhos detetaram correlagdes positivas
entre o pH do solo e a colonizacdo por FMA (Panwar and Tarafdar, 2006; Burni et al.,
2011). Um estudo levado a cabo por Nilsson et al. (2005) mostrou que a producdo de
micélio dos FMA era maior em solos com pH mais alto e P assimilavel mais baixo. No
presente trabalho, observou-se que de entre as amostras de solo colhidas, os solos que
apresentaram pH mais alto correspondem as plantas que obtiveram indices de
colonizacdo também mais elevados. Este resultado vai de encontro com os dados de
Nilsson et al. (2005). Para o grau de saturagdo encontrou-se uma correlagdo positiva
com CV (p < 0,05). Neste caso verifica-se que quanto maior € o grau de saturacao,
maior é a colonizacdo das raizes das plantas por vesiculas. No entanto, ndo se observou
qualquer correlacdo com CA e CH, nem correlacdes significativas entre a colonizacéo e
a matéria organica do solo.

No que diz respeito aos macronutrientes a correlacdo de Pearson indica que ha
uma correlacdo parameétrica significativa entre a concentracdo de P assimilavel e CV (p
<0,01) e também com CH (p < 0,05), o mesmo se observa para K de troca. Quanto aos
nitratos verificamos que existe uma correlacdo negativa, com CH (p < 0,01), CV (p <
0,01) e CA (p < 0,05). O N amoniacal s6 apresenta correlagdo negativa com CH (p <
0,05). No caso de Mg de troca, a correlacdo encontrada com CH (p < 0,01) e CV (p <
0,01) é positiva. Com Ca ndo ha correlagdes significativas. As correlacdes negativas
indicam-nos que quando a concentragdo do macronutriente é menor, a colonizacao
micorrizica das raizes atinge maiores percentagens. O solo do terreno agricola do Faial,
aquando da colheita da Vicia faba, apresentava uma concentracdo de 101 ppm de P
assimilavel, a mais baixa entre todas as amostras de solo. E, como foi referido em cima,
as plantas colhidas nestes terrenos apresentaram a percentagem média de colonizacdo
maior (Tabela 2). O solo que foi colhido, no mesmo terreno, mas desta vez com
Phaseolus vulgaris como cultura, apresentou uma concentracdo de P assimilavel
ligeiramente maior (169 ppm), continuando a ser, de entre os trés terrenos de amostras

para a espécie, aquele que apresentava menor concentragdo de P e maior de
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percentagem de colonizacdo (Tabela 2). Estes resultados sdo apoiados por estudos que
indicam que o fosforo regula a simbiose entre os FMA e as plantas, e que a extensdo da
colonizacgdo correlaciona-se inversamente com o estado da planta em relacdo a este
nutriente (Harrison, 1998). Por outro lado, um estudo efetuado por Schultz (1996)
mostra que a abundancia e distribuicdo do FMA Acaulospora colossica estavam
associadas negativamente, com a concentracdo de P, enquanto a abundéncia e
distribuicdo de G. gigantea estavam correlacionadas positivamente. Koske, (1981) e
Johnson, et al., (1992) obtiveram resultados semelhantes. Zangaro et al. **" **’ (2013)
sugere que a correlacdo entre o P e a colonizacdo MA pode depender também da textura
do solo e da altitude. Diferentes correlacfes entre colonizagdo e concentracdo de P no
solo tém sido encontradas nos diversos estudos, indicando que a relagdo entre
colonizacdo e fosforo no solo é complexa (Koide and Li, 1990; Gupta et al., 2002;
Lingfei et al., 2005). Os nutrientes P e N sdo requeridos pelas plantas em grandes
quantidades e sdo normalmente os nutrientes que limitam o seu crescimento. Varios
trabalhos indicam que a sua absor¢do pode ser melhorada, através do aumento da area
de absorc¢do criada pela rede de hifas dos FMA (Habte and Osorio, 2001; Tajini et al.,
2012), portanto quando as concentraces de P e N no solo sdo menores a planta
beneficia da associacdo micorrizica, 0 que pode levar a que a planta esteja mais
suscetivel a colonizacdo. Por outro lado, um estudo efetuado por Blanke et al. (2005)
mostra que baixas concentragdes de N em ambientes extremamente ricos em P
estimulam a colonizacdo micorrizica e que concentracdes mais altas de N inibem a
micorrizagéo.

Os micronutrientes também apresentaram algumas correlagdes. O Cu apresenta
uma correlagéo negativa com CH (p <0,05) e CV (p <0,01) ¢ o Fe com CA (p <0,05).
Por outro lado, o Mn apresenta correlacdo positiva com CV (p < 0,05). Os restantes
micronutrientes analisados ndo apresentaram correlagdes significativas.

No trabalho de Zangaro et al. (2013) verificou-se que a concentragdo dos
nutrientes N, K, Ca, Mg e Mn nas raizes das plantas estavam correlacionadas
inversamente com a colonizacdo micorrizica e densidade de esporos no solo, apoiando
em parte os resultados obtidos neste estudo. Lingfei et al. (2005) detetaram correlagdes
negativas entre a colonizacdo e os fatores edaficos como P e N e positivas com o pH,
corroborando também com os dados deste trabalho. No entanto, outros estudos

apresentam correlacdes diferentes que podem depender das relagdes complexas entre as
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plantas e a biodisponibilidade dos nutrientes no solo (Giasson et al., 2008; Karanika et
al., 2008).

Tabela 3 — Andlise estatistica da relagdo entre as taxas de colonizagdo pelo FMA e os parametros fisicos, matéria
organica e macro e micronutrientes dos solos nos locais de amostragem das espécies estudadas. Na tabela sdo
apresentadas as correlagdes significativas entre a colonizagdo por hifas (CH), arbuscular (CA) e vesicular (CV) e os
valores da andlise dos solos.

Correlagdo de Pearson

CH cv CA
pH (H20) - 0,365* -
sgfli‘:aggo i bl i

CEC - - -
Matéria Organica - - -
P assimilavel -0,402* -0,461** -
K assimilavel - - -
K de troca -0,443** -0,366* -

N (nitratos) -0,579** -0,458** -0,364*
N (amoniacal) -0,399* - -
Ca de troca - - -
Mg de troca 0,492** 0,633** -
Na de troca - - -
Cu -0,362* -0,504** -
Mn - 0,403* -

Fe - - -0,401*
Boro = - -
Zn - - -

(**) A correlagdo é significativa no nivel 0,01 (2 extremidades). (*) A correlagdo é significativa no nivel 0,05 (2
extremidades). (-) Ndo ha correlagdo.

Quantificacao da coloniza¢do micorrizica
A quantificagdo da colonizacdo foi realizada, utilizando a coloracdo das raizes

pelo método de Koske e Gemma (1989), obtendo-se uma coloracdo uniforme e
adequada para a quantificacdo da colonizacdo por FMA (Figura 5). A coloracdo das
raizes de Vicia faba e Phaseolus vulgaris foi realizada, de acordo com as indicacGes de
McGonigle et al. (1990). Nas raizes de Teline maderensis e Genista tenera, a remogao
do conteudo citoplasmatico foi mais dificil de realizar, tendo sido necessaria a repeticdo
do passo de clarificacéo das raizes (KOH 10%, 90°C, 60 min).
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Figura 5 — Raizes de Vicia faba coradas com Azul de Trypan. A) Visdo ampla da raiz colonizada por FMA (ampliagdo
100x). A seta aponta para o apressoério; B) Arbusculos no interior das células (ampliagdo 400x); C) Clamidosporos
formados no interior da raiz (ampliagdo 1000x).

Extracdo de DNA das raizes
O método mais utilizado na extracdo de DNA de plantas é o de Doyle & Doyle

(1990), que utiliza uma solucéo de extracdo com CTAB. Este método foi testado para as
raizes de Teline maderensis, Genista tenera, Vicia faba e Phaseolus vulgaris. No
entanto verificou-se uma co-precipitacdo elevada de polissacarideos, que deixava 0
DNA viscoso e dificil de trabalhar. As amostras mais problematicas foram as espécies
silvestres. A anélise do DNA em gel de agarose e por quantificagdo no NanoDrop
confirmaram a presenca de contaminacdo. Para além deste problema, o método requer a
utilizacdo de compostos téxicos (cloroférmio e B-mercaptoetanol), o que exige cuidados
extra no manuseamento das amostras. A extracdo com CTAB foi comparada com a
extracdo proposta por Chao e Somers (2006) e verificou-se que no Ultimo método a
viscosidade do DNA era consideravelmente menor. No entanto, foi necessario adicionar
0 passo de desnaturacdo de proteinas com cloroférmio-alcool isoamilico para a
obtengdo de um DNA com pureza mais elevada. Ainda assim, algumas amostras
apresentaram uma co-precipitacdo de polissacarideos elevada, comprovada pelo baixo
racio das absorvancias 260/230. Para ultrapassar este problema, efetuou-se uma
purificacdo extra do DNA para estas amostras, com utilizacdo de uma concentragdo
elevada de NaCl (Fang et al., 1992). No geral, houve um aumento do valor do racio
260/230, contudo nem sempre se conseguiram resultados positivos na amplificacdo por
PCR. Na tabela 4 podemos observar para duas amostras, a titulo de exemplo, as
situacOes acima referidas. Em termos de concentracdo de DNA, obteve-se valores bons
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para os dois métodos. A diferenca verifica-se essencialmente para o racio 260/230: as
amostras extraidas pelo método de Chao e Somers, embora ndo estejam dentro do
intervalo considerado puro (1,8 - 2,2), apresentam valores mais elevados que as
amostras extraidas, com CTAB. Nas Gltimas duas colunas é possivel observar o efeito
da purificacdo de DNA, com NaCl, observando-se um aumento nos valores do racio
260/230 e também do racio 260/280, embora no Gltimo caso a diferenca em duas das
amostras tenha sido muito pouco significativa. No entanto, os valores obtidos
continuam muito aquém do intervalo de valores, em que se considera que 0 DNA esta
puro e € possivel que por esta razdo ndo se tenha conseguido resultados positivos na

amplificacdo de varias amostras.

Tabela 4 — Comparagdo dos método de extracdo de DNA através da tabela gerada pelo software do NanoDrop,
utilizando duas amostras diferentes com elevada concentragdo de polissacarideos. O prefixo da identidade das
amostras indica o método de extragdo que foi utilizado (CTAB — extragdo com CTAB; CS — extragdo pelo método de
Chao e Somers). As ultimas duas colunas apresentam os racios de absorvancias apds uma purificagdo extra com
NaCl.

Amostras Sem purificacao Purificacao com NaCl
Métodosde  \r o | 260/280 @ 260/230 @ 260/280 260/230
extra(,‘ao
CTAB-13 5014,2 1,57 0,7 1,71 0,79
CTAB-6 957,9 1,64 0,69 1,65 0,73
Cs-13 2354,3 1,57 0,78 1,61 0,79
CS-6 562,8 1,65 1,14 1,77 1,28

Shepherd e McLay (2011) comparam os protocolos de extracdo de DNA com o
objetivo de evitar a co-precipitacdo de polissacarideos. O método que utiliza um pré-
tratamento das amostras com STE (Sacarose, Tris e EDTA) parece ser o mais eficiente,
conseguindo-se utilizar as amostras na amplificacdo por PCR e degradacao enzimatica,
com enzimas de restricdo. Este pode ser um método a ser considerado num futuro
trabalho.

Analise Molecular
Estudos sobre a diversidade e estrutura das comunidades de FMA requerem a

utilizagdo de primers que amplifiquem todos os FMA presentes nas amostras. O par de
primers AML1 e AML2 demostrou ser transversal a todas as ordens conhecidas do Filo
Glomeromycota e foram eficientes ao evitar a amplificacdo de DNA de outra origem
(Lee et al., 2008b). Por estas razbes optou-se por utilizar este par de primers na
avaliacdo da diversidade de FMA em Teline maderensis, Genista tenera, Vicia faba e

Phaseolus vulgaris. Para alem disso, amplifica uma zona do gene da subunidade menor
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do RNA ribossomal (SSU), dando origem a um produto de amplificagdo com um
tamanho relativamente longo e de grande variabilidade, o que permite obter uma melhor
resolucéo entre diferentes sequéncias de FMA (Lee et al., 2008b). Optou-se entéo por
uma Nested-PCR, em que se iniciou com a amplificacdo de um fragmento com cerca de
1100 pb, utilizando o par de primers NS1/NS4 (Figuras 6 e 7A), e a partir deste
fragmento fez-se uma nova amplificagdo com o par de primers especifico para o Filo
Glomeromycota AML1/AML2 que amplifica um fragmento com cerca de 795 pb
(Figuras 6 e 7B).

No entanto, na analise pela técnica de DGGE foi necessario utilizar uma
sequéncia mais pequena. Segundo Borneman e Hartin (2000) o primer forward nu-
SSU-0817 é uma ferramenta Gtil na identificacdo de fungos de amostras ambientais,
como solo e plantas, e pode ser usado com éxito em técnicas como o DGGE. As
ferramentas informaticas BLAST e TestPrime foram utilizadas para analisar a utilidade
deste primer no trabalho. O acesso padrdo selecionado como referéncia para andlise
BLAST foi Glomus etunicatum (nimero de acesso no GenBank: Y17639.2); tendo em
atencdo os acessos utilizados por Lee et al. (2008b). O alinhamento, utilizando a
ferramenta BLAST permitiu verificar que o primer nu-SSU-0817 se encontra
posicionado dentro da sequéncia amplificada pelo par de primers AML1/AML2. Outros
dois primers (nu-SSU-1196 e nu-SSU-1536), ambos reverse, desenhados pelos mesmos
autores (Borneman e Hartin), foram também tidos em conta, mas nao foram escolhidos
para este trabalho por, em conjunto com o primer nu-SSU-0817, amplificarem
fragmentos de tamanho considerado demasiado grande para a técnica de DGGE, para
além de que as suas posicOes estdo fora do fragmento amplificado por AML1/AML2.
Os dados obtidos na analise anterior foram validados pela ferramenta TestPrime, com o
par de primers nu-SSU-0817/AML2, testando-se nos acessos da base de dados “Silva”.
O par de primers nu-SSU-0817/AML2 amplifica um fragmento, com cerca de 300 pb
(Figuras 6 e 7C), um tamanho que pode ser separado por DGGE, com mais eficacia do
que fragmentos com maior peso molecular. Os resultados obtidos pela simula¢do, com a
ferramenta TestPrime mostraram que o par tem especificidade para o Filo
Glomeromycota, apresentando valores de especificidade que variam entre 99,9% e
100%, enquanto para sequéncias de outros Filos essa especificidade é de 0%. Para além
deste Filo, o par de primers apresenta apenas especificidade para com os Holozoa, um
grupo constituido por animais e seus parentes unicelulares (Lang et al., 2002). O par de

primers AM1/NS31 é o que é mais comum encontrar referido na literatura para estudo
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das comunidades de FMA, contudo este par ndo € transversal a todas as especies
conhecidas de FMA, para além de que amplifica sequéncias de DNA que ndo pertencem
a FMA (Helgason et al., 2002; Husband et al., 2002; Liang et al., 2008). Por outro lado,
a ferramenta TestePrime indica-nos que € possivel amplificar o fragmento da zona 18S
do rDNA com o par nu-SSU-0817/AML2 em todas as familias conhecidas de FMA.

! |100 |200 o [400 |S00 |s00 |700 & |soo0 [TK M[],ZOO |,300 1,400 1,500 1,600 1,772

Binst | Aamct [l nu-ssu-0817 [l AamL2 [ NS4

Figura 6 — Parte do gene correspondente a subunidade 18S do rRNA com a posi¢do de ligagdo dos primers utilizados
neste trabalho. A seta Il assinala os primers forward e a seta Kl assinala os primers reverse.

Figura 7 — Eletroforese em gel de agarose. A) Primers universais NS1/NS4; B) Primers AML1-AML2; C) Primers nu-
SSU-0817/AML2-GC. Identificagdo das amostras: 1) Teline maderensis (Encumeada), 2) Genista tenera (Faial), 3)
Vicia faba (Faial), 4) Phaseolus vulgaris (Faial), 5) Teline maderensis (Ginjas).

Os fragmentos amplificados com o par de primers nu-SSU-0817/AML2-GC
foram submetidos a uma eletroforese com gradiente de desnaturacdo (DGGE). Em
resultado da separacdo foram detetadas onze bandas diferentes ou OTUs, num total de 2
a 5 bandas em cada amostra, sendo que as amostras com maior diversidade apresentam
3 ou 4 bandas diferentes. Estas bandas tém diferentes sequéncias de nucleotidos, visto
que o método DGGE separa-as, consoante o seu contedo de GC. Entdo, bandas
diferentes pertencerdo a grupos diferentes de FMA. Em teoria, cada banda deveria
corresponder a uma sO espécie ou estirpe, no entanto ndo é possivel afirmar com
certeza, pois espécies/estirpes diferentes poderdo ter conteddo de GC muito préximo,
sendo dificil a sua separacdo em gel de poliacrilamida. A diversidade encontrada nas
raizes das amostras ndo € muito grande, mas devemos ter em atencdo que esta nédo €
representativa da diversidade de FMA no solo. Alguns trabalhos mostraram haver uma
diversidade maior de FMA na rizosfera do que aquela que se encontra nas raizes das
plantas (Miras-Avalos et al., 2011; Bonfim et al., 2015).

Os padroes de bandas obtidos foram analisados, utilizando o programa

Fingerprinting 11, tendo-se construido o dendrograma apresentado na figura 8. A anélise
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do dendrograma permite-nos verificar que a diversidade de OTUs separa as amostras
em dois grandes grupos, em que 0s integrantes de cada grupo apresentam similaridade
superior a 70% entre si, ficando apenas a amostra 31PV-E isolada. O primeiro grupo é
constituido pelas amostras de origem agricola (PV — Phaseolus vulgaris; VF — Vicia
faba), a excecédo de 31PV-E, e o0 segundo grupo € constituido pelas amostras das plantas
silvestres. A similaridade a nivel de diversidade e composi¢do de FMA entre estes dois
grupos é inferior a 70%. As amostras organizadas em subgrupos na sua maioria por
locais de recolha apresentam similaridades de 100% entre as amostras, indicando que ha
diferencas na composicdo de FMA que colonizam estas espécies, consoante o local.
Esta situacdo é mais evidente para as espécies agricolas do que para as plantas
silvestres. Nas espécies silvestres é possivel observar que amostras de locais diferentes
apresentam padrdes semelhantes. Este resultado pode dever-se a uma menor diversidade
de FMA existente no habitat de Genista tenera e Teline maderensis que, como foi dito
anteriormente, ocorre em locais rochosos e com declive acentuado, ou ainda pela

proximidade apresentada por estes dois géneros.
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Figura 8 — Dendrograma obtido pelo método hierdrquico UPGMA e coeficiente de Dice. Opt. 0,5 e Tol. 1,0%-1,0%
foram os valores estipulados para normalizagdo das bandas. As amostras estdo identificadas consoante indicado nos
métodos, ao nimero acrescentaram-se as iniciais das espécies (TM — Teline maderensis; GT — Genista tenera; VF —
Vicia faba; PV — Phaseolus vulgaris) e apos o hifen a inicial do local de recolha (E — Encumeada; F — Faial; G — Ginjas;
C - Cruzinhas).

Para complementar a analise e porque ndo se conhecem trabalhos que tenham
utilizado o par de primers nu-SSU-0817/AML2-GC na andlise de diversidade de FMA
pelo método de DGGE, realizou-se uma analise, com a técnica de RFLP utilizando os
fragmentos amplificados pelo par de primers AML1/AML2. Os géis gerados pelas duas
enzimas de restricdo utilizadas (Alul e Hinfl) foram submetidos a andlise, utilizando o
programa Fingerprinting Il. Os géis foram conjugados e obteve-se um dendrograma

consensual para a diversidade de padrdes moleculares (Figura 9).
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Figura 9 — Dendrograma de consenso entre os padrdes obtidos pelas duas enzimas de restricdo. Opt. 0,5 e Tol.
1,0%-1,0% foram os valores estipulados para normalizagdo das bandas. As amostras estdo identificadas consoante
indicado nos métodos, ao nimero acrescentaram-se as iniciais das espécies (TM — Teline maderensis; GT — Genista
tenera; VF — Vicia faba; PV — Phaseolus vulgaris) e apés o hifen o local de recolha (E — Encumeada; F — Faial; G —
Ginjas; C — Cruzinhas).

As amostras agruparam-se em trés clusters com similaridades igual ou superiores
a 65%. Embora ligeiramente diferente do dendrograma obtido, através da técnica de
DGGE, mantém-se a separacdo das espécies agricolas das silvestres. No entanto,
existem algumas excecdes, nomeadamente 10GT-F que aparece entre amostras das
espécies agricolas e a 19VF-F que se agrupou com as espécies silvestres. A espécie
Phaseolus vulgaris separou-se quase totalmente das outras espécies, a excecao de
29PV-F, apresentando uma similaridade inferior a 50% com os outros dois grupos,
indicando que a diversidade e composi¢do da comunidade de FMA encontrada nas suas
raizes tém pouca similaridade com a encontrada nas raizes das outras espécies. O

agrupamento dos padrdes por local de recolha é menos evidente neste dendrograma.
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Dadas as diferencas encontradas entre as duas técnicas, construiu-se um

dendrograma de consenso entre ambas as técnicas (Figura 10).
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Figura 10 — Dendrograma de consenso entre os padrdes obtidos pelas duas técnicas. Opt. 0,5 e Tol. 1,0%-1,0%
foram os valores estipulados para normalizagdo das bandas. As amostras estdo identificadas consoante indicado nos
métodos, ao numero acrescentaram-se as iniciais das espécies (TM — Teline maderensis; GT — Genista tenera; VF —
Vicia faba; PV — Phaseolus vulgaris) e apds o hifen o local de recolha (E — Encumeada; F — Faial; G — Ginjas; C —
Cruzinhas).

Com similaridade igual ou superior a 65% observa-se 3 grupos. O grupo mais
afastado, com similaridade inferior a 55% em relacéo aos restantes grupos, agrupa todas
as espécies silvestres. Novamente, temos um grupo composto pela espécie Phaseolus
vulgaris, com excecdo de 29PV-F, e outro composto maioritariamente pela espécie
Vicia faba. A diversidade e composicdo das comunidades existente nas raizes de Vicia
faba estdo claramente agrupada por local de recolha, sugerindo que ha diferencas nas
comunidades de FMA que colonizam as raizes desta espécie de local para local.

Contudo, quando analisamos as restantes espécies, verificamos que essas diferencas
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entre locais ndo sdo tdo evidentes, sendo dificil tirar uma conclusdo acerca desta
questéo.

A diversidade de FMA do Phaseolus vulgaris seria de esperar que fosse similar a
Vicia faba, ja que foram colhidas nos mesmos terrenos (Ginjas e Faial), embora em
alturas diferentes, para além de que sdo plantas da mesma familia. No entanto essa
similaridade n&o foi observada. Jansa et al. (2003) observaram alteracbes na
comunidade de FMA que colonizam as raizes de Zea mays L. ap0s aplicacdo de
diferentes técnicas de lavoura. Os autores sugeriram que estas alteracGes podem ter a
ver com a tolerancia dos diferentes taxa em relacdo as técnicas de lavoura, ou devido a
alteracbes na concentracdo dos nutrientes no solo, na composicdo da comunidade
microbiana ou da populagdo de ervas daninhas. Embora ndo haja informagéo acerca da
mobilizacdo do solo dos terrenos, onde as amostras destas duas plantas foram
recolhidas, é possivel afirmar que houve alteracdo na concentracdo de nutrientes,
podendo ter sido esta a causa da baixa similaridade entre a diversidade de FMA nas
raizes de Phaseolus vulgaris e Vicia faba. As alteragdes mais evidentes ocorreram com
a concentracdo de nitratos, fosforo assim ilavel, potassio assimilavel, ferro e grau de
saturacdo. O cobre também apresentou uma alteracdo consideravel, embora ndo téo
acentuada. Para além disto, o facto de serem géneros diferentes também pode
influenciar. Bainard, et al. (2014), embora tenham encontrado semelhancas no nivel de
riqueza e diversidade de FMA nas raizes de dois legumes diferentes (lentilha e ervilha)
e que se afastava consideravelmente de outra cultura ndo-leguminosa (trigo),
perceberam que em termos de composicdo das comunidades de FMA havia diferencas.

No que diz respeito as plantas silvestres, ndo ha uma separacao evidente entre as
duas espécies, o que decerta forma contraria os resultados obtidos para Vicia faba e
Phaseolus vulgaris. No entanto, os dados da composicdo dos solos, onde foram colhidas
mostra que ndo héa diferencas muito acentuadas. Este facto pode justificar a distribuicdo
das duas espécies num sé grupo, apresentando similaridade nos padrdes de FMA igual
ou superior a 65%. Estes dados sdo suportados por varios trabalhos que mostram que 0s
fatores edaficos (Schultz, 1996; Bainard et al., 2014; Bonfim et al., 2015), e o
hospedeiro (Johnson et al., 1992; Bainard et al., 2014) tém influéncia na composicao
das comunidades de FMA. Contudo, Genista tenera e Teline maderensis sdo géneros
muito proximos, tendo sido inicialmente colocados no mesmo género (Genista)
(Menezes, 1914), podendo esta também ser uma razdo para a sua proximidade em

termos de composicdo de FMA nas suas raizes.
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Conclusoes
Os resultados deste trabalho mostram que a composigéo do solo influencia quer a

percentagem de colonizacdo micorrizica arbuscular, quer a composicdo e diversidade
das comunidades de FMA nas raizes. Embora, o P assimilavel tenha sido o nutriente
que se correlacionou mais fortemente com a colonizagdo AM, apresentando uma
correlacdo negativa, outros nutrientes também apresentaram correlagdes negativas (K de
troca, N, Cu e Fe) ou positivas (Mg de troca e Mn). O grau de saturacdo e o pH também
parecem influenciar a colonizacdo, apresentando uma correlacdo positiva
essencialmente com CV.

A andlise de variancia entre CH, CV e CA e as altitudes a que foram colhidas ndo
foi significativa, o que nos indica que a altitude a que foram colhidas néo influencia nos
indices de colonizacdo das raizes. Relativamente a andlise feita entre espécies, 0
resultado ndo foi conclusivo, visto diferenciar apenas Phaseolus vulgaris das restantes
espécies em estudo. A analise de varidncia para o tipo de solo (agricola ou florestal) foi
significativa apenas para a colonizacdo vesicular (CV). Este resultado pode indicar que
existem mais taxa de FMA que formam vesiculas nos solos florestais do que nos solos
agricolas. Uma analise mais aprofundada e recorrendo a técnicas moleculares para
identificacdo dos taxa existentes neste tipo de solo poderd dar-nos dados mais
consistentes.

A diversidade e composicdo das comunidades de FMA que colonizam as raizes
das plantas em estudo parecem ter sido influenciadas pelos parametros edaficos do solo,
mas também pelo hospedeiro. Esta conclusdo parte do facto de os clusters que se
formaram nos dendrogramas terem separado Phaseolus vulgaris e Vicia faba, no
entanto terem agrupado Teline maderensis e Genista tenera. A comparacdo das
caracteristicas quimicas do solo mostra que ha diferencas consideraveis entre os solos
agricolas, mas ndo entre os solos de origem florestal.

No que diz respeito as técnicas moleculares utilizadas neste trabalho, verifica-se
que o par de primers nu-SSU-0817/AML2, utilizado na técnica de DGGE gerou um
dendrograma com algumas diferencas, em termos de clusters, do dendrograma gerado
pela técnica de RFLP, o que pode indicar que a técnica sO por si ndo é capaz de separar
todos os taxa existentes nas amostras de DNA de raizes. Esta situacdo pode dever-se a
uma baixa variabilidade na concentracdo de GC do fragmento amplificado. No entanto,
um trabalho mais aprofundado usando este par de primers, passando pela sequenciagédo

das bandas obtidas em DGGE, devera ser feito de forma a validar este resultado. A
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utilizacdo deste par de primers seria Util dado que é transversal a todas as familias de
FMA, o que ndo acontece com a maioria dos pares de primers utilizados por outros
autores na técnica de DGGE.

Perspetivas Futuras
Na ilha da Madeira s&o poucos os estudos sobre micorrizas arbusculares, pelo que

é importante que continue a ser feito trabalho no sentido de perceber as caracteristicas
ecologicas dos FMA que colonizam as plantas da ilha, bem como os taxa existentes.
Sendo assim, deverdo ser desenvolvidos esforcos no sentido de complementar este
estudo com a identificacdo dos FMA que colonizam estas plantas e analisar ndo s6 as
raizes de outras plantas de interesse, mas também as comunidades de FMA existentes
no solo. Um melhor conhecimento deste grupo de fungos e a sua identificacdo sdo
fundamentais para que se possa tirar proveito das vantagens desta simbiose, visto que a
utilizacdo de FMA bem adaptados as condicBes edaficas e ambientais dos locais onde
séo desenvolvidos os estudos pode ser crucial na obtencédo dos resultados desejados.

Um outro aspeto a ter em conta € o par de primers nu-SSU-0817/AML2 que deve
ser comparado com outros pares de primers utilizados com frequéncia em estudos de
biodiversidade de comunidades de FMA a fim de verificar a sua utilidade na técnica de

DGGE ou em outras que necessitem de fragmentos pequenos, como TGGE e SSCP.
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Anexos
Anexo |

Preparacao de solucoes

A - Quantificacdo de raizes

PVLG (Polivinil-Lacto-Glicerol)

Agua destilada 100 ml
Acido lactico 100 ml
Glicerol 10 mi
Alcool Polivinil (PVA) 16,69

B - Extracdao de DNA

Tris-HCI 1M (100 ml)

Tris base 12,112 g
ddeO 70 ml
HCI Ajustar o pH

Adicionar ddH,0 até perfazer os 100 ml. Autoclavar.

EDTA 0.5M (100 ml)

2Na.EDTA.2H,0
NaOH
ddH,0

18,608 g

29
70 ml

Ajustar pH com NaOH e perfazer o volume com ddH,0. Autoclavar.

Tris-EDTA (TE) pH 8.0 (100 ml)

1M Tris-HCI
0.5M EDTA pH 8.0
ddH,0

1ml
0,2 ml
98,8 ml

SDS (S6dio-Dodecil-Sulfato) 10% (100

SDS
ddH,0 estéril

109
70 ml

ml)

Dissolver a 68°C. Adicionar ddH,O estéril até perfazer os 100 ml.

Tampao de extracdo de DNA (100 ml)

AM Tris-HCI pH 7.5
0.5M EDTA pH 8.0
10% SDS

ddH,0

10 ml
10 ml
125 mi
675 ml
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Acetato de Amonia 7.5M (100 ml)

NH4OAc
ddH,0

57,81¢
50 ml

Apos a dissolugdo do acetato de amonia, perfazer até os 100 ml.

C - Eletroforese

TAE 50x (1L)

Tris base 242 g

Acido acético glacial 57,1 ml
0.5M EDTA pH 8.0 100 ml

Adicionar ddH,0 até perfazer 1L. Autoclavar.

Solucdo de Brometo de etideo

Brometo de Etideo
(SIGMA)

TAE 1x

50pl
200 ml

Tampéo Azul Bromofenol (50 ml)

Azul de Bromofenol
Xileno Cianol
FICOLL 400

TAE 1x

0,05¢

0,059
59

50 ml

D - Técnica DGGE

Solucdo A 0% desnaturante (Acrilamida/Bis-Acrilamida) (100 ml)

ABA 40% (ReadySol,
HE Healthcare)

TAE 50x

Formamida desionizada
Ureia

Glicerol (87%)

20 ml
2 ml
0ml

0g
2,3 ml

Adicionar ddH,0 estéril até perfazer os 100 ml.

Solucéo B 100% desnaturante

(Acrilamida/Bis-Acrilamida) (100 ml)

ABA 40% (ReadySol,
HE Healthcare)
TAE 50x

Formamida desionizada
Ureia
Glicerol (87%)

20 ml

2ml
40 ml
42 g
2,3 ml

Adicionar ddH,0 esteril até perfazer os 100 ml.
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Solucdo 40% desnaturante (25 ml)

1)

Solucdo A 15 ml
Solucéo B 10 ml
Solucdo 60% desnaturante (25 ml)
Solucédo A 10 ml
Solucédo B 15 ml
APS (Persulfato de Amonia) 10% (1 m
APS 01lg
ddeO 1ml
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Tabela 5 — Teste ANOVA para a variavel independente “espécies”. A diferenca média é significativa no nivel 0,05,

assinalada a negrito.

Anexo Il

Analise Estatistica

Soma dos
Quadrados df Quadrado Médio Z Sig.
Entre Grupos ,916 4 ,229 3,701 ,014
CH Nos grupos 1,919 31 ,062
Total 2,835 35
Entre Grupos ,803 3 ,268 8,534 ,000
CA Nos grupos 1,004 32 ,031
Total 1,807 35
Entre Grupos ,213 4 ,053 7,441 ,000
cv Nos grupos ,222 31 ,007
Total 435 35

Tabela 6 — ComparagGes multiplas entre espécies, com varidvel dependente CH. Espécies: 1) Teline maderensis, 2)

Genista tenera, 3) Vicia faba, 4) Phaseolus vulgaris. A diferenga média é significativa no nivel 0,05, assinalada a

negrito.

Variavel dependente | (I) Espécie | (J) Espécie Erro Padrédo Sig.
2,0 ,112617 ,997

1,0 3,0 ,112617 ,935

4,0 , 112617 ,014

1,0 ,112617 ,997

2,0 3,0 , 112617 ,863

4,0 , 112617 ,023

CH Tukey HSD

1,0 , 112617 ,935

3,0 2,0 , 112617 ,863

4,0 , 112617 ,003

1,0 , 112617 ,014

4,0 2,0 , 112617 ,023

3,0 , 112617 ,003
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Tabela 7 — Comparag&es multiplas entre espécies, com variavel dependente CA. Espécies: 1) Teline maderensis, 2)

Genista tenera, 3) Vicia faba, 4) Phaseolus vulgaris. A diferenga média é significativa no nivel 0,05, assinalada a

negrito.
Varavel dependente | (|) Espécie | (J) Espécie Erro Padréo Sig.
2,0 ,083497 ,999
1,0 3,0 ,083497 ,004
4,0 ,083497 ,729
1,0 ,083497 ,999
2,0 3,0 ,083497 ,006
CcA Tukey HSD 4,0 ,083497 ,645
1,0 ,083497 ,004
3,0 2,0 ,083497 ,006
4,0 ,083497 ,000
1,0 ,083497 ,729
4,0 2,0 ,083497 ,645
3,0 ,083497 ,000

Tabela 8 — Comparagdes multiplas entre espécies, com variavel dependente CV. Espécies: 1) Teline maderensis, 2)

Genista tenera, 3) Vicia faba, 4) Phaseolus vulgaris. A diferenga média é significativa no nivel 0,05, assinalada a

negrito.

Variavel dependente | (I) Espécie | (J) Espécie Erro Padréao Sig.
2,0 ,046577 ,996

1,0 3,0 ,046577 ,425

4,0 ,046577 ,018

1,0 ,046577 ,996

2,0 3,0 ,046577 ,555

4,0 ,046577 ,031

CcVv Tukey HSD

1,0 ,046577 425

3,0 2,0 ,046577 ,555

4,0 ,046577 ,397

1,0 ,046577 ,018

4,0 2,0 ,046577 ,031

3,0 ,046577 ,397
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Tabela 9 — Teste ANOVA para a variavel independente “tipo de solo”. A diferenga média é significativa no nivel 0,05,
assinalada a negrito.

Sortee | o O] ¢ [ e
Entre Grupos ,100 1 , 100 1,982 , 168
CA Nos grupos 1,708 34 ,050
Total 1,807 35
Entre Grupos ,097 1 ,097 9,779 ,004
Ccv Nos grupos ,338 34 ,010
Total ,435 35
Entre Grupos 172 1 172 2,197 ,148
CH Nos grupos 2,663 34 ,078
Total 2,835 35

Tabela 10 — Teste ANOVA para

a variavel independente “altitude”. A diferenga média é significativa no nivel 0,05.

Somater | g | Ol | sg
Entre Grupos ,132 2 ,066 1,300 ,286
CA Nos grupos 1,675 33 ,051
Total 1,807 35
Entre Grupos ,025 2 ,012 1,004 377
cv Nos grupos ,410 33 ,012
Total ,435 35
Entre Grupos ,297 2 , 148 1,927 ,162
CH Nos grupos 2,539 33 ,077
Total 2,835 35
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