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“Results! Why, man, I have gotten a lot of results! I know several thousand things 

that won’t work.”  
Thomas Edison 

  



iv 
 

Agradecimentos 

À Faculdade de Ciências da Universidade de Lisboa e aos professores do 

Mestrado em Microbiologia Aplicada, pelo excelente trabalho e por proporcionarem aos 

alunos uma pós-graduação de excelência. 

À Universidade da Madeira e ao BG ISOPlexis pelo acolhimento que permitiu a 

realização deste trabalho. 

Ao Professor Doutor Miguel Ângelo de Carvalho, orientador externo, por me ter 

acolhido no grupo, pela orientação e incentivo no desenvolvimento deste tema. Pelas 

oportunidades proporcionadas de aprendizagem e novos desafios. E pelo 

aconselhamento e revisão da escrita deste trabalho. 

À Professora Doutora Margarida Barata, orientadora interna, pelo seu contributo 

no meu gosto pela micologia. Pelo acolhimento e orientação na disciplina de Iniciação à 

Investigação. Pelo incentivo e disponibilidade que demonstrou, quer no primeiro ano de 

curso, quer durante o ano de dissertação, e pela revisão crítica deste manuscrito. 

À Vera, Cássia, Elizabete, Mara e Aurélio pela amizade, boa companhia, diversão 

e passeios, momentos indispensáveis à minha estadia em Lisboa e dos quais só ficaram 

boas memórias. 

Aos meus colegas e amigos de laboratório, pelas conversas, discussões e 

sugestões durante a execução do trabalho experimental e escrita da dissertação. Pelas 

conversas descontraídas de café e pelo bom ambiente de trabalho. 

Um especial OBRIGADA ao Humberto, Gregório e Gonçalo, por me 

acompanharem e orientarem nas saídas de campo, pelos ensinamentos sobre plantas e 

por sempre acreditarem no meu trabalho. 

Aos meus pais, por sempre me incentivarem nos estudos e por acreditarem nas 

minhas capacidades. Pelo carinho, conselhos, conversas nesta fase e por todo o apoio e 

amor que me deram ao longo de toda a minha vida. 

E por último, mas sem dúvida não menos importante, aos meus irmãos, porque 

sem eles não teria chegado até aqui com certeza. 



v 
 

Resumo 

O Filo Glomeromycota compreende um grupo de fungos que se considera no 

geral serem biotróficos obrigatórios e que se associam a cerca de 80% das plantas. O 

fungo e a planta formam uma associação simbiótica conhecida como micorriza 

arbuscular. Desta associação, o fungo absorve entre 5 a 20% do carbono 

fotossintetizado pela planta e por outro lado a planta pode beneficiar do aumento da 

absorção de nutrientes, nomeadamente de fósforo e azoto, promovido pela simbiose. 

Adicionalmente, estes fungos podem melhorar a tolerância a stresses bióticos e 

abióticos. Os Fungos Micorrízicos Arbusculares (FMA) podem afetar um ecossistema 

inteiro, devido às extensas redes de micélio e esporos produzidas, que podem conectar 

um grande número de diferentes plantas, para além de que são uma fonte de nutrição 

para outros microrganismos. 

Para a Madeira estão descritas apenas duas espécies de FMA e não se conhecem 

estudos sobre a biodiversidade destes microrganismos na ilha, nem a sua distribuição. A 

fim de colmatar esta lacuna selecionou-se duas plantas endémicas (Teline maderensis 

Webb & Berthel. e Genista tenera (Jacq. ex Murray) Kuntze) e duas agrícolas (Vicia 

faba L. e Phaseolus vulgaris L.), colhidas, cada uma delas em três localizações 

diferentes, para estudar a biodiversidade de FMA que as colonizam. 

Os resultados indicam que a colonização das raízes das plantas em estudo está 

correlacionada com as características bioquímicas do solo, nomeadamente por P, N, K, 

Cu, Mg, pH e Grau de saturação. Relativamente à diversidade e composição das 

comunidades de FMA das raízes das plantas, verificou-se que esta é também 

influenciada pelas características do solo, bem como pelo hospedeiro. Os dendrogramas 

obtidos a partir das técnicas DGGE e RFLP distribuem as espécies agrícolas em 

diferentes clusters e colocam espécies endémicas, num único cluster, indicando que as 

comunidades de FMA que colonizam as raízes destas últimas são muito próximas. Este 

resultado é, possivelmente, consequência da similaridade das características dos seus 

solos, situação que não se verificou para os solos das plantas agrícolas. A análise 

estatística e molecular mostra que a altitude não teve influência nem nos índices de 

colonização arbuscular micorrízica, nem na diversidade e composição das comunidades 

de FMA em estudo.  
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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 

(Jacq. 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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Introdução 

O solo alberga uma enorme diversidade de microrganismos, incluindo bactérias, 

protozoários, algas, e fungos (Prescott, 2002). Os fungos desempenham um papel 

importante em vários processos microbiológicos e ecológicos, influenciando a 

fertilidade do solo, decomposição, reciclagem de nutrientes e matéria orgânica, assim 

como na nutrição e sanidade das plantas. Estes seres heterotróficos requerem fontes 

externas de carbono que os levam a adotar diferentes estratégias que vão desde o 

saprofitismo (decomposição de matéria orgânica) ao parasitismo ou à 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 associações mutualísticas que ocorrem entre raízes das 

plantas e fungos (Harrison, 1997). Sete tipos de associações micorrízicas são descritos 

na literatura, diferindo nas características morfológicas e ainda nas espécies de fungos e 

plantas envolvidos (Finlay, 2008). Os Fungos Micorrízicos Arbusculares (FMA) 

compreendem a forma mais abundante de associação micorrízica, formando associações 

mutualistas com mais de 80% das plantas vasculares (Brundrett, 2002). Esta associação 

é relativamente não específica, altamente compatível, representando um mutualismo de 

longa duração, onde os dois intervenientes são beneficiados. A planta fornece ao fungo 

os açúcares sintetizados como resultado da fotossíntese e, por outro lado, o fungo 

facilita a aquisição de água e nutrientes à planta, através do aumento da sua área de 

absorção. Por esta razão, os FMA tem um papel de grande importância na microbiota de 

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

Posição Taxonómica dos FMA 
Os FMA terão surgido entre 462 e 353 milhões de anos atrás, coincidindo o seu 

aparecimento com a proliferação das plantas na superfície terrestre, o que leva a que se 

acredite que estes fungos possam ter facilitado o processo de colonização (Simon et al., 

1993; Redecker et al., 2000). Inicialmente os FMA foram colocados no Filo 

Zygomycota, ordem Glomerales. No entanto, devido à dificuldade em classificar certos 

FMA, nomeadamente Glomus macrocarpum, foi necessário reclassificar este grupo de 

fungos. Uma análise filogenética das sequências génicas da subunidade 18S (SSU – 

Small Sub-unit) do RNA ribossómico (rRNA) e a sua conjugação com as características 

morfológicas e ecológicas dos fungos foi possível justificar a criação do Filo 

Glomeromycota que engloba este grupo de fungos (Schüβler et al., 2001). O novo Filo 
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ficou caracterizado como sendo um grupo constituído por fungos que, na sua 

generalidade, são biotróficos obrigatórios, completando o seu ciclo de vida apenas na 

presença de um hospedeiro. A maioria destes fungos forma as já mencionadas 

micorrizas arbusculares (Schüßler et al., 2001; Schüßler and Walker, 2010). Os 

Glomeromycota foram divididos em quatro Ordens: Glomerales, Diversisporales, e as 

duas linhagens ancestrais descobertas na altura, Paraglomerales e Archaeosporales 

(Schüβler et al., 2001). Mais tarde, a publicação de novos taxa dentro do Filo 

Glomeromycota começou a criar dificuldades operacionais para quem trabalha com 

FMA, traduzindo-se numa classificação 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 sistemática robusta e estável 

do Filo Glomeromycota à restante comunidade científica, baseada em critérios bem 

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

 
Figura 1 – Classificação 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 

morfológicos e moleculares, continuam a existir classes que geram controvérsia, 

levando a que a classificação seja continuamente revista pelos especialistas (Bills and 

Morton, 2015). 
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Associação Arbuscular Micorrízica 
A troca de sinais e o reconhecimento entre plantas hospedeiras e FMA inicia-se 

antes de estas entrarem em contacto físico. As potenciais plantas hospedeiras exsudam 

metabolitos, através das raízes que propiciam a germinação dos esporos e o crescimento 

fúngico (Gianinazzi-Pearson, 1996). O fungo produz inicialmente uma hifa simples e 

sem ramificações sustentada pelas reservas de triglicéridos e glicogénio existentes no 

esporo. Quando a hifa entra em contato com o hospedeiro, forma-se o apressório e todo 

o processo de penetração na raiz do hospedeiro é estritamente coordenado pela planta e 

pelo fungo (Sawers et al., 2008b). As células das raízes em contacto com as estruturas 

de colonização não apresentam qualquer alteração citológica ou respostas típicas de 

defesa, deixando que o fungo invada a raiz inter e intracelularmente, embora sem nunca 

atravessar a membrana citoplasmática (Gianinazzi-Pearson, 1996; Sawers et al., 2008b).  

Os FMA possuem hifas asseptadas, pelo menos enquanto novas, que ao 

penetrarem nas células da raiz formam estruturas ramificadas conhecidas como 

arbúsculos, através 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 associação de 

“micorrizas vesiculares-arbusculares”. Estas estruturas são locais de armazenamento 

que mais tarde podem servir de estruturas de reprodução (Habte and Osorio, 2001). No 

exterior, os FMA produzem no subsolo redes de hifas e esporos muito extensas, que 

podem interconectar um grande número de espécies de plantas não relacionadas entre si, 

provocando impacto na biodiversidade de um todo o ecossistema. Algumas espécies 

são, também, capazes de formar esporos dentro das raízes do hospedeiro (Corradi and 

Bonfante, 2012).  

A relação entre custos e benefícios, e consequentemente a resposta da planta à 

micorriza, pode depender das características dos intervenientes e das condições edáficas 

e ambientais do habitat (Brundrett, 1991; Johnson et al., 1997; Chandrasekaran et al., 

2014). 

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

desta forma, a capacidade de absorção 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 absorção de nutrientes imóveis como P, Cu e Zn (Habte and Osorio, 2001). 
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Cu e Zn são dois nutrientes que são necessários às plantas, em pequenas quantidades 

(Taiz, 2010), daí que não estejam tão estudados os benefícios dos FMA na sua 

aquisição.  

O Fósforo (P) é um dos 17 nutrientes essenciais ao crescimento das plantas, 

estando envolvido em vários processos bioquímicos, tais como a transferência de 

energia, fotossíntese, transformação de açúcares e amido, transporte de nutrientes e 

transferência de características genéticas de geração para geração. As suas funções não 

podem ser substituídas por nenhum outro nutriente, daí que um fornecimento adequado 

de P seja muito importante para o crescimento e desenvolvimento das plantas 

(Sultenfuss and Doyle, 1999). A sua aquisição é muitas vezes um fator limitante do 

crescimento das plantas devido à sua baixa biodisponibilidade (solubilidade e 

mobilidade) nos solos (Bever et al., 2001). O aumento da absorção deste nutriente como 

consequência da formação de micorrizas traduz-se, portanto, numa melhoria do 

desenvolvimento das plantas hospedeiras. As hifas fúngicas são capazes de explorar um 

volume enorme de solo e adquirir fosfato inorgânico (Pi) para além da zona de depleção 

que rapidamente se forma em torno da superfície das raízes das plantas, devido à baixa 

mobilidade do P no solo e rápida absorção pelas raízes (Bucher, 2007; Hodge et al., 

2010). Um estudo levado a cabo por Harrison e Buuren (1995) demonstrou a existência 

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 são 

hidrolisadas facilitando a transferência 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 

situações de utilização a longo-termo de fertilizantes NPK, em que o P acumula-se no 

solo devido à baixa disponibilidade para as plantas (Hu et al., 2010).  

Tal como o fósforo, o azoto (N) também é um nutriente limitante no crescimento 

das plantas, pois entra na constituição de elementos essenciais às plantas, tais como 

aminoácidos, amidas, proteínas, ácidos nucleicos, nucleótidos e coenzimas. (Taiz, 

2010). A deficiência em N origina várias alterações morfológicas e fisiológicas na 

planta, resultando numa forte inibição do crescimento da planta. Guidi e colaboradores 

(1997) reportaram alterações como a diminuição de matéria seca, diminuição da área 

foliar ou alterações na capacidade fotossintética. O nitrogénio está disponível no solo 
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sob a forma de amónio (NH4
+
) e nitrato (NO3

-
). Embora a apetência das plantas para as 

duas formas de nitrogénio varie devido à sua adaptação às condições do solo, no geral, 

as plantas têm um desenvolvimento mais adequado se tiverem acesso a NH4
+ 

e NO3
-
, 

porque a absorção e assimilação das duas formas de nitrogénio promove um equilíbrio 

catião-anião dentro na planta (Masclaux-Daubresse et al., 2010; Taiz, 2010). No 

entanto, quando estão sujeitas a uma deficiência em N ou crescem em locais com 

excesso de água ou em solos ácidos, as plantas têm preferência para o ião amónio. Este 

ião tem mobilidade no solo mais baixa do que o nitrato, o que faz com que se forme 

uma zona de depleção à volta das raízes das plantas (Sawers et al., 2008a; Masclaux-

Daubresse et al., 2010). Esta situação poderá ser ultrapassada quando a planta está 

associada a um fungo micorrízico arbuscular, já que o micélio extra-radicular dos AMFs 

é capaz de absorver nitratos, amónio e aminoácidos do solo (Johansen et al., 1996; 

Hawkins et al., 2000; Sawers et al., 2008a), sendo que o NH4
+ 

é considerado a forma 

que é assimilada preferencialmente ou mais rapidamente (Jin et al., 2012). A 

transferência 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 SchÜEpp, 1993; Jin et al., 2005; Azcón et al., 

2008; Barrett et al., 2011). No entanto não se pode deixar de ter em atenção que essa 

transferência pode estar dependente das condições a que as plantas e o fungo estão 

sujeitas. O processo pelo qual a transferência ocorre tem sido objeto de estudo de vários 

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 associação 

arbuscular micorrízica e em que situações essa transferência é significativa, é um passo 

importante para a utilização destes microrganismos numa agricultura sustentável 

(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 fósforo e azoto, respetivamente (Marschner 

and Dell, 1994). Por outro lado, apenas entre 5 a 20% de todo o carbono fixado pela 

fotossíntese da planta é consumido pelo FMA (Jakobsen and Rosendahl, 1990). No 

entanto, dependendo das condições do solo pode considerar-se que os benefícios para a 

planta são maiores. Esta economia pode estar na base da evolução desta simbiose 

(Hodge et al., 2010). 
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Papel dos FMA na proteção das plantas 
Os FMA para além do seu papel na nutrição das plantas, são capazes de melhorar 

a tolerância destas a stresses bióticos e abióticos. Alguns estudos demostram a 

importância dos FMA na mitigação dos efeitos das alterações climáticas. Um exemplo 

disso é a capacidade que a simbiose arbuscular micorrízica tem de aliviar os efeitos 

negativos do aumento da temperatura à noite na Medicago truncatula L. (Hu et al., 

2015).  

Estudos relacionados com a tolerância a stresses abióticos indicam que as plantas 

inoculadas com FMA aumentam o crescimento, têm um maior rendimento e a uma 

melhor absorção dos nutrientes, quando comparadas com plantas controlo. No caso do 

stress à seca, uma melhor absorção dos nutrientes, nomeadamente de P, leva a que as 

plantas tenham uma melhor absorção de água e consigam manter níveis de água 

adequados nas suas folhas. Por consequência, a capacidade fotossintética tende as 

aumentar (Subramanian and Charest, 1999; Li et al., 2014). Adicionalmente, os estudos 

efetuados sugerem que para além da melhor absorção da água, 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 implicações quer numa agricultura sustentável 

(Chinnusamy et al., 2005), quer na adaptação e desenvolvimento das plantas em 

determinadas zonas, como por exemplo sapais (Pennings and Bertness, 2001). Os 

benefícios da associação arbuscular micorrízica nestes ambientes têm sido 

demonstrados (Carvalho, 2003; Sannazzaro et al., 2007; Wu et al., 2010; Garg and 

Pandey, 2015). Uma meta-análise da ação 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 nutrição, aumentando a atividade de enzimas 

antioxidantes e a absorção de K
+
 em detrimento de Na

+
. Em consequência destes 

benefícios, a biomassa das plantas aumenta. A identidade do FMA e o tipo de 

hospedeiro foram considerados de grande importância na previsão da resposta da planta 

ao stress salino (Chandrasekaran et al., 2014). Os países industrializados sofrem com o 

problema de excesso de “metais pesados” nos solos. Estes elementos existem 

naturalmente no ambiente, no entanto devido à poluição podem acumular-se no solo 

atingindo níveis tóxicos quer para as plantas, quer para o Homem, quando entram na 

sua cadeia alimentar (Giasson et al., 2008). Ultra e colaboradores (2007) demonstraram 

que o FMA Glomus aggregatum foi capaz de aliviar nos girassóis o stress ao excesso de 

Arsénio (As) no solo, melhorando a absorção de P sem que houvesse um aumento da 
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absorção de As e detetaram a acumulação de DMAA (dimetilarsínico - uma forma 

menos tóxica de arsénio) na rizosfera das plantas inoculadas, sugerindo que o fungo 

participou na transformação deste semi-metal (Ultra et al., 2007). Outros trabalhos 

sugerem benefícios semelhantes na tolerância a metais ou a outras substâncias tóxicas 

ou presentes em níveis tóxicos no solo (Christie et al., 2004; Campagnac et al., 2010; 

Briccoli Bati et al., 2015).  

Grande importância tem vindo a ser dada ao potencial papel das FMA no 

biocontrolo de pragas e agentes patogénicos, uma vez que este é um dos grandes 

problemas da agricultura. Uma alternativa ao uso de fungicidas e pesticidas passa pela 

criação de métodos biológicos de controlo e é neste sentido que os estudos com FMA 

têm vindo a ganhar espaço (Garmendia et al., 2005). Babikova e colaboradores (2013) 

mostraram evidências de que a rede de hifas pode transportar sinais moleculares de 

plantas infestadas por afídeos para plantas não infestadas. No estudo, as plantas não 

infestadas que receberam os sinais moleculares via micélio extrarradicular dos AMF 

foram induzidas a emitir VOCs (compostos orgânicos voláteis) repelentes dos afídeos e 

um atrativo para inimigos naturais dos mesmos. Estes resultados demonstraram que o 

micélio extrarradicular não só aumenta a absorção de nutrientes como também serve de 

comunicação entre plantas (Babikova et al., 2013). Outros trabalhos demonstraram a 

capacidade da associação MA para inibir ou diminuir a acção de fungos causadores de 

doenças 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 doenças fúngicas e o 

crescimento das plantas pode ser consultada em Akhtar & Siddiqui (2008). Esses 

benefícios podem ter origem indireta se o FMA se estabeleceu na planta antes do agente 

patogénico, pois a associação MA permite que a planta tenha um melhor 

desenvolvimento, tornando-se mais resistente ou tolerante ao ataque dos agentes 

patogénicos e ainda devido à existência de relações com outros microrganismos (Idoia 

et al., 2004; Li et al., 2007; Lioussanne et al., 2009). Por outro lado, existem estudos 

que demonstram que plantas associadas a FMA são mais suscetíveis a determinados 

agentes patogénicos, no entanto quando comparadas com outras plantas infetadas, mas 

que não estão associadas a FMA, os danos causados às primeiras são menores (Dugassa 

et al., 1996; Gernns et al., 2001). 

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

desempenho dos isolados utilizados e nas plantas em estudo, daí que seja de grande 
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interesse conhecer as comunidades de FMA dos locais e os seus aspetos ecológicos (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 abundância na natureza, contudo existe muito pouca 

informação acerca da sua ocorrência nos solos da ilha da Madeira. A listagem de 

Fungos do Arquipélago da Madeira faz referência a apenas duas espécies do Filo 

Glomeromycota (Melo and Cardoso, 2008).  

A ilha da Madeira detém 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 científico, sendo considerada um laboratório vivo. O valor 

intrínseco da Laurissilva, aliado à beleza natural que torna a ilha num destino turístico 

de excelência, tem vindo a consciencializar a população e investigadores (Menezes et 

al., 2004). 

Por outro lado, a ilha da Madeira caracteriza-se também por ter uma forte tradição 

na agricultura. Embora maioritariamente para autoconsumo, a agricultura tem um 

grande impacto na região, quer por questões económicas, nomeadamente no que 

respeita à diminuição da importação de alimentos e na preservação da paisagem que 

atrai os turistas à ilha, quer por questões ambientais, como por exemplo na proteção da 

erosão do solo (Dados não publicados). As práticas culturais influenciam as 

propriedades do solo, a absorção dos nutrientes pelas plantas e a produção das culturas. 

Embora, as práticas agrícolas convencionais tenham níveis de produtividade elevados, 

têm também um grande custo ambiental (Chirinda et al., 2010), daí que nos últimos 

anos tem crescido o interesse por sistemas agrícolas sustentáveis e com um reduzido uso 

de químicos.  

O conhecimento sobre a diversidade e presença de fungos micorrízicos 

arbusculares é um importante passo para o desenvolvimento de diversas aplicações, 

nomeadamente em estudos de mitigação das alterações climáticas, reestruturação de 

sistemas, controlo de pragas e melhoramento da produção agrícola.  

Análise de Comunidades de FMA 
Estudar as comunidades de fungos pode ser uma tarefa difícil devido à sua 

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

de forma direta estas comunidades (Bridge and Spooner, 2001). Os métodos tradicionais 
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para analisar comunidades de FMA baseiam-se na sua identificação através de 

características morfológicas 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 experiência de forma a identificar e caracterizar adequadamente as 

comunidades, para além de que se pode perder informação. Adicionalmente, sabe-se 

que os FMA podem ter diferentes graus de seletividade em relação ao hospedeiro. 

Portanto, a análise de comunidades de FMA baseada na análise morfológica dos esporos 

pode não se refletir na comunidade de FMA que coloniza as raízes da planta em estudo 

(Abdelhalim et al., 2014; Wang and Wang, 2014; Bonfim et al., 2015). As técnicas 

moleculares têm vindo a facilitar o estudo de comunidades de microrganismos e a 

permitir avanços na investigação (Redecker et al., 2003; Hoshino, 2012; Patreze et al., 

2012). A amplificação de regiões variáveis do rRNA para posterior sequenciação tem 

vindo a ser amplamente usado em estudos de comunidades de FMA. Sequências 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 regiões que separam ambas 

subunidades (ITS – internal transcribed spacers) (Hempel et al., 2007; Galván et al., 

2009; Paungfoo-Lonhienne et al., 2015) têm sido amplificadas, com este objectivo. A 

clonagem das sequências amplificadas dá informação acerca da diversidade de espécies 

da comunidade em estudo (Patreze et al., 2012). Lee et al. (2008a) demonstraram que o 

par de primers AML1 e AML2 que amplifica um fragmento da subunidade menor do 

rRNA apresenta vantagens significativas em relação 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 amplificação de 

fragmentos de DNA que não pertençam a FMA e ainda abrange a maioria dos fungos 

pertencentes ao filo Glomeromycota, o que não acontece com muitos dos pares de 

primers utilizados em trabalhos anteriores.  

Apesar de a técnica de PCR associada a sequenciação nos trazer informações 

mais precisas acerca das comunidades, podendo chegar à identificação específica dos 

FMA presentes na amostra em estudo, quando aplicada para comparação entre 

comunidades, pode tornar-se laboriosa e de difícil análise. Contudo, as técnicas 

baseadas em PCR são ferramentas muito úteis no estudo da estrutura e biodiversidade 

de comunidades e têm 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 separação de fragmentos amplificados por PCR com o mesmo 

tamanho, mas cuja sequência de nucleótidos é diferente (Duarte et al., 2012). Os 

fragmentos são separados consoante a estabilidade da dupla hélice ao longo do gel com 

gradiente desnaturante linear formado por concentrações otimizadas de ureia e 

formamida (Patreze et al., 2012). O conteúdo em GC dos fragmentos é determinante na 

estabilidade da dupla hélice. A eficácia desta técnica é determinada pelo tamanho dos 

fragmentos amplificados, que não deve exceder os 500 pb e a aplicação 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 restrição para criar 

fingerprintings, embora largamente substituída pela técnica T-RFLP (Hoshino, 2012; 

Patreze et al., 2012), tem aplicação no estudo de comunidades microbianas e em 

conjunto com a técnica de DGGE pode ser capaz de produzir resultados mais fiáveis.  
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Objetivos 
Tendo em atenção a importância e benefícios destes microrganismos e a 

necessidade de conhecer a diversidade de FMA, o trabalho incidiu sobre o estudo e 

comparação das comunidades de fungos presentes em duas espécies endémicas, Teline 

maderensis Webb & Berthel. e Genistas tenera (Jacq. ex Murray) Kuntze, e em duas 

espécies agrícolas comumente cultivadas na Madeira, Vicia faba L. e Phaseolus 

vulgaris L.. Todas as espécies em estudo pertencem às Fabaceae.  

O objetivo geral centrou-se na avaliação da colonização destas espécies por FMA 

e na determinação da diversidade de fungos, tendo-se realizado as seguintes etapas do 

trabalho: 

 Deteção e quantificação da colonização das raízes das plantas por FMA; 

 Análise das características edáficas dos solos; 

 Avaliação da existência da correlação entre as características do solo e a 

colonização das plantas por FMA 

 Determinação da relação entre a colonização e a altitude, tipo de solo (agrícola e 

florestal) e espécie; 

 Avaliação da diversidade de FMA colonizadores das plantas com auxílio de 

marcadores moleculares;  

 Comparação dos padrões de diversidade de FMA entre espécies ou locais de 

colheita.  
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Material e Métodos 

Recolha de amostras 
Fez-se uma prospecção dos locais de ocorrência das plantas silvestres em estudo, 

Teline maderensis e Genista tenera. A georreferenciação dos locais foi realizada, 

utilizando o GPS da câmara fotográfica. As coordenadas e a latitude dos pontos foram 

acertadas, com o programa Geotag 0.094
©
 e transferiu-se toda a informação para a 

aplicação Fusion Tables, da Google Inc. Esta aplicação permitiu a criação de uma base 

de dados, com toda a informação e fotografias e ainda a criação de um mapa com a 

distribuição dos locais de ocorrência (Figura 2). O documento gerado pode ser acedido 

pelos restantes membros do grupo BG ISOPlexis, de forma que a informação pode ser 

utilizada para outras finalidades.  

 

Figura 2 – Mapa da ilha da Madeira indicando os locais onde foram encontradas as espécies endémicas em estudo, 
Genista tenera e Teline maderensis. 

Após georreferenciação dos locais das plantas, foram selecionados três pontos de 

recolha para cada espécie, tendo como critério a sua localização geográfica, o mais 

perto possível de áreas agrícolas, onde ocorresse o cultivo e fosse possível recolher 

amostras das plantas agrícolas selecionadas, Vicia faba e Phaseolus vulgaris. Três 

altitudes diferentes foram amostradas para cada espécie (Tabela 1).  

Em cada local de amostragem foram selecionados três exemplares de cada 

espécie, colhendo-se as raízes, que foram guardadas em sacos de plástico limpos e 

devidamente identificados. Uma amostra de solo de cada terreno ou local foi recolhida, 

seguindo a norma ISO 10381-1: “Qualidade do Solo - Amostragem – Parte 4”. Com 

auxílio de uma pá pequena foram retiradas várias 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 laboratório. As amostras de solo foram para análise da composição química. 

Quanto não foi possível realizar o tratamento das raízes no dia de recolha, estas 

foram armazenadas a 4ºC até o seu processamento. 

 

Tabela 1 – Localização 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) 

Teline maderensis  

Encumeada 
N 32º 45. 303 
W 17º 01. 539 

1093 

Ginjas 
N 32º 46. 28,026 
W 17º 2. 37,088 

612 

Cruzinhas 
N 32º 45. 48,188 
W 16º 52. 22,438 

470 

Genista tenera  

Encumeada 
N 32º 45. 303 
W 17º 01. 539 

1093 

Cruzinhas 
N 32º 45. 48,188 
W 16º 52. 22,438 

470 

Faial 
N 32º 47. 9,061 
W 16º 51. 5,227 

101 

Vicia faba  

Encumeada 
N 32º 44. 36,084 
W 17º 1. 48,895 

788 

Ginjas 
N 32º 44. 48,079 
W 17º 2. 35,011 

505 

Faial 
N 32º 46. 38,024 
W 16º 51. 21,647 

221 

Phaseolus vulgaris  

Encumeada 
N 32º 44. 13,566 
W 17º 1. 39,838 

598 

Ginjas 
N 32º 44. 48,079 
W 17º 2. 35,011 

505 

Faial 
N 32º 46. 38,024 
W 16º 51. 21,647 

221 

 

Processamento das raízes 
As raízes foram tratadas assim que chegaram ao laboratório ou no máximo até um 

dia depois. Todas as amostras foram identificadas, sendo atribuído um código, 

constituído por número de entrada, pelas iniciais da espécie e a inicial do local de 

recolha, após um hífen (ex: 1TM-E, amostra 1, Teline maderensis, Encumeada). As 

raízes foram lavadas, a fim de remover toda a terra e cortaram-se em pedaços com cerca 

de 1 cm de comprimento. Parte das raízes de cada exemplar foi armazenada a -20ºC, 



14 
 

para posterior extração de DNA, enquanto a restante foi usada para quantificar a 

colonização radicular por FMA.  

Coloração das raízes 
Trinta a quarenta fragmentos aleatórios das raízes limpas e cortadas foram 

separadas e procedeu-se à coloração, segundo Koske & Gemma (1989). Os fragmentos 

foram colocados em tubos de 15 ml devidamente identificados, contendo KOH (10%) 

suficiente para cobrir todas as raízes, de seguida colocou-se num banho-maria a 90ºC, 

por 60 min. Este passo foi repetido para as amostras, com raízes muito pigmentadas. 

Após este período, o KOH foi descartado e passou-se duas vezes por água destilada, a 

fim de remover o excesso de KOH. As raízes foram colocadas em HCl (1%) e deixou-se 

atuar por 10 min, descartando-se de seguida a solução. Adicionou-se uma solução de 

glicerol acidificada (ácido láctico, glicerol e água destilada 4:5:1), com 0,05 % de azul 

de trypan (SIGMA) e deixou-se a corar, durante a noite. O corante foi então descartado, 

passando-se as raízes 2 a 3 vezes, por água destilada. As amostras com as raízes coradas 

foram mantidas em água destilada, a 4ºC, durante uma semana, de forma a remover o 

excesso de corante. 

Quantificação da colonização micorrízica 
As raízes coradas foram dispostas em lâminas 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 intersecção da linha vertical com a raiz registou-se a presença ou ausências de 

hifas, arbúsculos ou vesículas. As colonizações arbusculares (CA) e vesiculares (CV) 

foram calculadas, dividindo o número total de arbúsculos ou vesiculas pelo nº de 

intersecções examinadas. A colonização por hifas (CH) foi calculada pela proporção de 

intersecções não-negativas.  

 

 
Figura 3 – Esquema ilustrativo do exame microscópico das raízes colonizadas por Fungos Micorrízicos Arbusculares 
(Figura retirada de Brundrett (2008)). 
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Extração de DNA 
A extração de DNA das raízes foi feita de acordo com Chao e Somers (2006), 

com modificações. As amostras foram maceradas em azoto líquido, com ajuda de um 

pilão e almofariz e 200 mg de amostra foram usadas para extração. A amostra macerada 

foi colocada, em tubos de 1,5 ml, sendo adicionados 500 µl de tampão de extração 

(0,1M Tris-HCl pH 7,5; 0,05 EDTA pH 8,0; 1,25% SDS)
a
, previamente aquecido a 

65ºC. As amostras foram homogeneizadas por agitação ou recorrendo a um bastão 

quando necessário e colocadas em banho-maria a 65ºC, durante 30 min. Após este 

período, as amostras foram retiradas do banho e deixadas a arrefecer até à temperatura 

ambiente. Ao extrato adicionou-se 250 µl de acetato de amónia frio (7,5M)
a
, 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 clorofórmio: álcool isoamílico (24:1). A 

mistura foi agitada e efetuou-se nova centrifugação a 2380 g, durante 15 min, tendo-se 

transferido o sobrenadante para novos tubos, com 360 µl de isopropanol. A mistura foi 

agitada gentilmente e deixou-se repousar, durante 15 min, para precipitação do DNA à 

temperatura ambiente ou durante cerca de 1h, a -20ºC. O sedimento foi recolhido, após 

centrifugação a 2380 g, durante 15 min. O sobrenadante foi descartado e efetuaram-se 2 

lavagens do sedimento, com etanol a 70% e centrifugação a 2380 g, durante 15 min. 

Descartou-se novamente o sobrenadante e finalmente, o DNA foi ressuspendido em TE
b
 

após estar bem seco, ficando a dissolver a 4ºC, durante a noite.  

A eficácia da extração foi comprovada, através da quantificação 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 tampão TAE 1x
b
. Após a 

corrida o gel foi colocado numa solução de Brometo de Etídeo
b
, durante 45 min para 

revelação das bandas. A confirmação da integridade do DNA foi realizada, através de 

visualização das bandas à luz UV, utilizando um transiluminador com câmara acoplada 

(Modelo GVM20, Syngene). As amostras de DNA foram armazenadas a -20ºC até o seu 

processamento. 

 

                                                           
a
 Ver preparação de soluções no anexo I. 

 
b
 Ver preparação de soluções no anexo I. 
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Purificação do DNA 
Sempre que necessário procedeu-se a uma purificação extra do DNA, seguindo o 

protocolo de Fang et al. (1992). Adicionou-se a quantidade necessária de NaCl 5M
b 

ao 

DNA dissolvido em TE, para uma concentração final de 2.0M. Deixou-se repousar, 

durante 10 min, e precipitou-se o DNA, em 2 volumes de etanol absoluto à temperatura 

ambiente, durante 15 min. O sedimento foi recolhido, através de centrifugação a 2380 g, 

durante 15 min. O sobrenadante foi descartado e efetuou-se 2 lavagens do sedimento, 

com etanol a 70%, seguido de centrifugação 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 4ºC, durante a noite.  

A eficácia da purificação foi comprovada, utilizando o equipamento NanoDrop 

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

Análise Nested-PCR 
Para efetuar a análise da diversidade de FMA recorreu-se à 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 amplificação de um fragmento com 1100 pb do gene correspondente à 

subunidade 18S do rRNA (SSU). A reação de PCR foi realizada, utilizando a Master 

Mix iProof
TM 

High-Fidelity (BIO-RAD), com as concentrações de reagentes indicadas 

pelo fabricante para um volume final de 20 µl (1x iProof Master Mix, 1,0 µM de cada 

primer, 50-500 ng de DNA e H2O ultrapura). As condições de amplificação foram as 

seguintes: desnaturação inicial 98 ºC, 1 min; 35 ciclos de 98 ºC, 10 s, 49,7 ºC, 30 s, 72 

ºC, 35 s; passo final de extensão 72 ºC, 10 min. Terminada a reação procedeu-se à 

confirmação da amplificação do fragmento esperado, através de uma eletroforese em gel 

de agarose a 1,2%, utilizando como referência o 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 etídeo e a visualização foi feita, sob luz UV e os géis foram 

fotografados. 

As amostras amplificadas corretamente foram diluídas, na proporção 1:10 ou 

1:100, conforme necessário, e efetuou-se uma segunda PCR, utilizando os primers 

específicos 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 reação de 

PCR foi preparada conforme exposto em cima e as condições de amplificação foram as 
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seguintes: desnaturação inicial 98 ºC, 1 min; 35 ciclos de 98 ºC, 10 s, 65 ºC, 30 s, 72 ºC, 

30 s; passo final de extensão 72 ºC, 10 min. Uma eletroforese foi realizada para 

confirmação da amplificação do fragmento, com cerca de 795 pb. A concentração do 

gel foi de 1,2% e as condições da corrida 110 V, durante 35 min. A revelação foi feita 

com brometo de etídeo e a visualização e fotografia das bandas, utilizando o 

transiluminador com câmara acoplada. Após a PCR, foram descartadas as amostras que 

não amplificaram, ao fim de pelo menos três tentativas. 

PCR/DGGE 
Para utilização da técnica de DGGE realizou-se a amplificação 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 

reação de PCR utilizou-se a mistura Master Mix iProof
TM 

High-Fidelity (BIO-RAD), 

seguindo-se as recomendações para um volume final de 20 µl. As condições de 

amplificação foram as seguintes: desnaturação inicial 98 ºC, 1 min; 35 ciclos de 98 ºC, 

10 s, 61,7 ºC, 30 s, 72 ºC, 30 s; passo final de extensão 72 ºC, 10 min. A confirmação da 

amplificação foi feita, através de eletroforese em gel de agarose, a 1,5%. A electroforese 

correu a 110 V, durante 45 min e a revelação feita, com brometo de etídeo, seguido de 

visualização e fotografia do gel, sob luz UV.  

Para visualizar a diversidade de FMA procedeu-se à preparação das soluções
c
 de 

acrilamida/bis-acrilamida (ABA), a 8%. A solução A foi preparada, juntando ureia e 

formamida e a solução B foi preparada sem desnaturantes. 

Dois tubos córex foram envolvidos em papel de alumínio e identificados. As 

soluções A e B foram misturadas nas proporções corretas para obter 25 ml de uma 

solução 40% desnaturante e 25 ml de uma solução 60% desnaturante. A estas soluções 

adicionou-se 105 µl de 10% APS
c
 e 21 µl de TEMED para promover a polimerização 

da acrilamida. O gradiente de desnaturação que varia entre os 40 e os 60% foi formado, 

preenchendo o suporte do gel, com auxílio do formador de gradientes Hoefer SG50 

(Amersham Pharmacia Biotech Inc.), deixando-se a polimerizar, durante cerca de 2h. 

As amostras misturadas com tampão Azul Bromofenol
c
 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 tampão 

                                                           
c
 Ver preparação de soluções no anexo I. 
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TAE 1x, durante 16h. As bandas foram reveladas numa solução de brometo de etídeo, 

visualizando-se e fotografando-se o gel, utilizando o transiluminador UV com câmara 

acoplada. 

RFLP 
A mistura reagente foi preparada em tubos de PCR, com 2 µl de tampão de reação 

adequado à enzima, 1 µl de enzima de restrição (AluI ou HinfI), 5 µl de DNA e 12 µl de 

H2O ultrapura. A mistura reagente foi incubada num banho-maria a 37 ºC, durante 6h. 

Após este período, inativou-se a reação, através de incubação, a 80ºC, durante 20 min. 

Uma eletroforese para cada uma das reações foi realizada em gel de agarose, a 2,5%, 

revelarando-se as bandas com brometo de etídeo e fotografaram-se os géis, utilizando o 

transiluminador UV com a câmara acoplada.  

Tratamento dos dados 
Os resultados foram submetidos a análise estatística, com recurso ao programa 

SPSS versão 22, para detetar a existência de diferenças significativas na colonização 

arbuscular, vesicular e por hifas (CA, CV e CH) entre as espécies, tipo de solo (agrícola 

e florestal) e altitude. A análise de variância (ANOVA) dos resultados foi realizada. E a 

existência de correlações paramétricas e não paramétricas entre CA, CV e CH e os 

dados da análise bioquímica do solo foi analisada.  

Os padrões obtidos pelas técnicas de DGGE e RFLP foram analisados, através do 

programa Fingerprinting II 3.0 (Informatix
TM 

Software, BIO-RAD), usando o método 

hierárquico UPGMA (Unweighted Pair Group With Mathematical Averages) e 

coeficiente de Dice.  
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Resultados e Discussão 

Colonização micorrízica arbuscular 
A análise das raízes de Teline maderensis, Genista tenera, Vicia faba e Phaseolus 

vulgaris confirmou a presença da associação MA nas 4 espécies e nos três sítios 

amostrados (Tabela 2, Figura 4). A tabela demonstra, que a média mais elevada de 

colonização 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 

colonização mais baixas, verifica-se que é também no terreno do Faial, que a 

colonização atingiu maior percentagem. Os valores de colonização de Phaseolus 

vulgaris são consideravelmente inferiores às restantes plantas (Tabela 2, Figura 4), com 

p ≤ 0,05 para a CH (Anexo II, Tabelas 5 e 6). Esta situação pode dever-se à colheita 

prematura desta espécie dado que as plantações tinham no geral entre duas semanas a 

um mês. Outra explicação pode passar pelo uso de pesticidas que podem inibir a 

colonização das raízes por FMA (Abd-Alla et al., 2000; Zaller et al., 2014). No entanto 

não temos nenhuma evidência da aplicação de pesticidas nos campos. Os legumes são 

plantas que apresentam frequentemente associações simbióticas, quer com bactérias 

fixadoras de N2, quer com FMA e muitas vezes apresentam as duas associações em 

simultâneo (Ciftci et al., 2010; Muleta, 2010). Scheublin et al. (2004) detetaram níveis 

médios de colonização de 85% e 91%, nas plantas leguminosas L. corniculatus e T. 

repens, respetivamente. Tajini et al. (2012) obtiveram níveis médios de colonização 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 níveis de colonização entre 50 e 75% de três 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 níveis 

de colonização em Phaseolus vulgaris que variam consideravelmente consoante o 

género de FMA inoculado. Estes resultados indicam-nos que há também a possibilidade 

de que a baixa colonização encontrada em Phaseolus vulgaris neste trabalho se deva ao 

tipo de FMA existente nos solos agrícolas. Vicia faba destacou-se em termos de CA, 

com uma diferença significativa em relação a CA das restantes espécies, p ≤ 0,001 

(Anexo II, Tabelas 5 e 7). Phaseolus vulgaris apresenta diferenças significativas na CV, 

com as plantas Teline maderesensis e Genista tenera, com p ≤ 0,05, mas não com Vicia 

faba (Anexo II, tabelas 5 e 8).  
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As espécies endémicas Teline maderensis e Genista tenera são parentes selvagens 

das espécies agrícolas em estudo, apresentam raízes mais lenhosas e desenvolvem-se em 

escarpas e solos rochosos (Press and Short, 1994; Jardim et al., 2006). Estas espécies 

apresentaram níveis de colonização interessantes. A média mais alta de colonização 

verificou-se em plantas de ambas as espécies colhidas nas Cruzinhas, a uma altitude de 

470 metros (Tabela 2). Estudos sobre a colonização MA para ambas as espécies não são 

conhecidos. No entanto, Sánchez-Castro et al. (2012) observaram uma percentagem 

média de colonização de 63% numa espécie do género Genista (G. cinerea). Navarro-

Fernández et al. (2013) detetaram uma colonização de 55,4% na Genista hirsuta. Estas 

percentagens são semelhantes às encontradas neste estudo (Tabela 2). 

Tabela 2 – Valores da colonização das espécies em estudo por MA. A tabela apresenta as espécies, o local de 
amostragem e a percentagem média de colonização. As taxas de colonização equivalem à colonização por hifas 
(CH), o seu cálculo efetua-se pela divisão das interseções não-negativas pelo total de interseções analisadas. 

Espécie Local % Colonização 

Teline maderensis 

Cruzinhas 75,27% 

Ginjas 38,32% 

Encumeada 29,41% 

Genista tenera 

Faial 33,46% 

Cruzinhas 59,97% 

Encumeada 43,06% 

Vicia faba 

Faial 83,01% 

Ginjas 26,15% 

Encumeada 53,70% 

Phaseolus vulgaris 

Faial 17,92% 

Ginjas 13,96% 

Encumeada 1,78% 

 

A análise de variância (ANOVA) não detetou a existência de diferenças 

significativas na CH e CA nas espécies provenientes dos solos agrícolas e florestais. Por 

outro lado, diferenças significativas foram detetadas na CV, com p ≤ 0,05 (Anexo II, 

Tabela 9). As raízes da Vicia faba e Phaseolus vulgaris apresentaram percentagens 

médias de CV inferiores às plantas endémicas (Teline maderensis e Genista tenera), 

estas diferenças podem ser observadas na figura 6.   

O mesmo teste foi realizado para detetar a existência de diferenças significativas 

nas CH, CV e CA relacionadas com a altitude de amostragem das plantas. O teste de 

Tukey mostrou que não há diferenças significativas de colonização entre as diferentes 
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altitudes (Anexo II, Tabela 10). Este resultado difere dos resultados de Navarro-

Fernández et al. (2013), que indicam haver uma maior colonização nas plantas de zonas 

de maior altitude. Estes resultados são justificados pelo facto de serem zonas com 

condições de maior stress, sendo a associação MA uma forma de adaptação das plantas 

em estudo ao meio ambiente (Barea et al., 2011; Navarro-Fernández et al., 2013). Na 

figura 5 podemos verificar que a Genista tenera obedece à tendência observada por 

Navarro-Fernández et al. (2013) no que respeita a CA. No entanto, nas demais espécies 

alvo esta situação já não se verifica para nenhum tipo de colonização.   
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Figura 4 – Percentagem média de colonização por FMA nas espécies Teline maderensis, Genista tenera, Vicia faba e 
Phaseolus vulgaris. CA representa a colonização por arbúsculos, CV colonização por vesículas e CH colonização por 
hifas. No topo de cada gráfico é apresentada a altitude dos locais de recolha. 
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As amostras de solo colhidas foram enviadas para análise química e bioquímica e 

os resultados obtidos foram correlacionados com as percentagens de colonização das 

plantas (Tabela 3).  

Para os parâmetros físicos foi possível observar algumas correlações 

significativas, nomeadamente com o pH e o grau de saturação (parâmetro que relaciona 

o volume de água, com os espaços vazios do solo). Uma correlação positiva (p ≤ 0,05) 

foi obtida entre CV e o pH do solo. Vários trabalhos detetaram correlações positivas 

entre o pH do solo e a colonização por FMA (Panwar and Tarafdar, 2006; Burni et al., 

2011). Um estudo levado a cabo por Nilsson et al. (2005) mostrou que a produção de 

micélio dos FMA era maior em solos com pH mais alto e P assimilável mais baixo. No 

presente trabalho, observou-se que de entre as amostras de solo colhidas, os solos que 

apresentaram pH mais alto correspondem às plantas que obtiveram índices de 

colonização também mais elevados. Este resultado vai de encontro com os dados de 

Nilsson et al. (2005). Para o grau de saturação encontrou-se uma correlação positiva 

com CV (p ≤ 0,05). Neste caso verifica-se que quanto maior é o grau de saturação, 

maior é a colonização das raízes das plantas por vesículas. No entanto, não se observou 

qualquer correlação com CA e CH, nem correlações significativas entre a colonização e 

a matéria orgânica do solo. 

No que diz respeito aos macronutrientes a correlação de Pearson indica que há 

uma correlação paramétrica significativa entre a concentração de P assimilável 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 correlação negativa, com CH (p ≤ 0,01), CV (p ≤ 

0,01) e CA (p ≤ 0,05). O N amoniacal só apresenta correlação negativa com CH (p ≤ 

0,05). No caso de Mg de troca, a correlação encontrada com CH (p ≤ 0,01) e CV (p ≤ 

0,01) é positiva. Com Ca não há correlações significativas. As correlações negativas 

indicam-nos que quando a concentração do macronutriente é menor, a colonização 

micorrízica das raízes atinge maiores percentagens. O solo do terreno agrícola do Faial, 

aquando da colheita da Vicia faba, apresentava uma concentração de 101 ppm de P 

assimilável, 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 colonização 

maior (Tabela 2). O solo que foi colhido, no mesmo terreno, mas desta vez com 

Phaseolus vulgaris como cultura, apresentou uma concentração de P assimilável 

ligeiramente maior (169 ppm), continuando a ser, de entre os três terrenos de amostras 

para a espécie, aquele que apresentava menor concentração de P e maior de 
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percentagem de colonização (Tabela 2). Estes resultados são apoiados por estudos que 

indicam que o fósforo regula a simbiose entre os FMA e as plantas, e que a extensão da 

colonização correlaciona-se inversamente com o estado da planta em relação a este 

nutriente (Harrison, 1998). Por outro lado, um estudo efetuado por Schultz (1996) 

mostra que a abundância e distribuição do FMA Acaulospora colossica estavam 

associadas negativamente, com a concentração de P, enquanto a abundância e 

distribuição de G. gigantea estavam correlacionadas positivamente. Koske, (1981) e 

Johnson, et al., (1992) obtiveram resultados semelhantes. Zangaro et al.
 117 117 

(2013) 

sugere que a correlação entre o P e a colonização MA pode depender também da textura 

do solo e da altitude. Diferentes correlações entre colonização e concentração de P no 

solo têm sido encontradas nos diversos estudos, indicando que a relação entre 

colonização e fósforo no solo é complexa (Koide and Li, 1990; Gupta et al., 2002; 

Lingfei et al., 2005). Os nutrientes P e N são requeridos pelas plantas em grandes 

quantidades e são normalmente os nutrientes que limitam o seu crescimento. Vários 

trabalhos indicam que a sua absorção pode ser melhorada, através do aumento da área 

de absorção criada pela rede de hifas dos FMA (Habte and Osorio, 2001; Tajini et al., 

2012), portanto quando as concentrações de P e N no solo são menores a planta 

beneficia da associação micorrízica, o que pode levar a que a planta esteja mais 

suscetível à colonização. Por outro lado, um estudo efetuado por Blanke et al. (2005) 

mostra que baixas concentrações de N em ambientes extremamente ricos em P 

estimulam a colonização micorrízica e que concentrações mais altas de N inibem a 

micorrização. 

Os micronutrientes também apresentaram algumas correlações. O Cu apresenta 

uma correlação negativa com CH (p ≤ 0,05) e CV (p ≤ 0,01) e o Fe com CA (p ≤ 0,05). 

Por outro lado, o Mn apresenta correlação positiva com CV (p ≤ 0,05). Os restantes 

micronutrientes analisados não apresentaram correlações significativas.  

No trabalho de Zangaro et al. (2013) verificou-se que a concentração dos 

nutrientes N, K, Ca, Mg e Mn nas raízes das plantas estavam correlacionadas 

inversamente com a colonização micorrízica e densidade de esporos no solo, apoiando 

em parte os resultados obtidos neste estudo. Lingfei et al. (2005) detetaram correlações 

negativas entre a colonização e os fatores edáficos como P e N e positivas com o pH, 

corroborando também com os dados deste trabalho. No entanto, outros estudos 

apresentam correlações diferentes que podem depender das relações 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 – Análise estatística da relação entre as taxas de colonização pelo FMA e os parâmetros físicos, matéria 
orgânica e macro e micronutrientes dos solos nos locais de amostragem das espécies estudadas. Na tabela são 
apresentadas as correlações significativas entre a colonização por hifas (CH), arbuscular (CA) e vesicular (CV) e os 
valores da análise dos solos.  

Correlação de Pearson 

 
CH CV CA 

pH (H20) - 0,365* - 

Grau de 
saturação 

- 0,436* - 

CEC - - - 

Matéria Orgânica - - - 

P assimilável -0,402* -0,461** - 

K assimilável - - - 

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 correlação é significativa no nível 0,01 (2 extremidades). (*) A correlação é significativa no nível 0,05 (2 
extremidades). (-) Não há correlação.  

Quantificação da colonização micorrízica 
A quantificação da colonização foi realizada, utilizando a coloração das raízes 

pelo método de Koske e Gemma (1989), obtendo-se uma coloração uniforme e 

adequada para a quantificação da colonização por FMA (Figura 5). A coloração das 

raízes de Vicia faba e Phaseolus vulgaris foi realizada, de acordo com as indicações de 

McGonigle et al. (1990). Nas raízes de Teline maderensis e Genista tenera, a remoção 

do conteúdo citoplasmático foi mais difícil de realizar, tendo sido necessária a repetição 

do passo de clarificação das raízes (KOH 10%, 90ºC, 60 min).  
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Figura 5 – Raízes de Vicia faba coradas com Azul de Trypan. A) Visão ampla da raiz colonizada por FMA (ampliação 

100x). A seta aponta para o apressório; B) Arbúsculos no interior das células (ampliação 400x); C) Clamidosporos 
formados no interior da raiz (ampliação 1000x). 

Extração de DNA das raízes 
O método mais utilizado na extração de DNA de plantas é o de Doyle & Doyle 

(1990), que utiliza uma solução de extração com CTAB. Este método foi testado para as 

raízes de Teline maderensis, Genista tenera, Vicia faba e Phaseolus vulgaris. No 

entanto verificou-se uma co-precipitação elevada de polissacarídeos, que deixava o 

DNA viscoso e difícil de trabalhar. As amostras mais problemáticas foram as espécies 

silvestres. A análise do DNA em gel de agarose e por quantificação no NanoDrop 

confirmaram a presença de contaminação. Para além deste problema, o método requer a 

utilização de compostos tóxicos (clorofórmio e β-mercaptoetanol), o que exige cuidados 

extra no manuseamento das amostras. A extração com CTAB foi comparada com a 

extração proposta por Chao e Somers (2006) e verificou-se que no último método a 

viscosidade do DNA era consideravelmente menor. No entanto, foi necessário adicionar 

o passo de desnaturação de proteínas com clorofórmio-álcool isoamílico para a 

obtenção de um DNA com pureza mais elevada. Ainda assim, algumas amostras 

apresentaram uma co-precipitação de polissacarídeos elevada, comprovada pelo baixo 

rácio das absorvâncias 260/230. Para ultrapassar este problema, efetuou-se uma 

purificação extra do DNA para estas amostras, com utilização de uma concentração 

elevada de NaCl (Fang et al., 1992). No geral, houve um aumento do valor do rácio 

260/230, contudo nem sempre se conseguiram resultados positivos na amplificação por 

PCR. Na tabela 4 podemos observar para duas amostras, a título de exemplo, as 

situações acima referidas. Em termos de concentração de DNA, obteve-se valores bons 
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para os dois métodos. A diferença verifica-se essencialmente para o rácio 260/230: as 

amostras extraídas pelo método de Chao e Somers, embora não estejam dentro do 

intervalo considerado puro (1,8 - 2,2), apresentam valores mais elevados que as 

amostras extraídas, com CTAB. Nas últimas duas colunas é possível observar o efeito 

da purificação de DNA, com NaCl, observando-se um aumento nos valores do rácio 

260/230 e também do rácio 260/280, embora no último caso a diferença 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 o DNA está 

puro e é possível que por esta razão não se tenha conseguido resultados positivos na 

amplificação de várias amostras.  

 

Tabela 4 – Comparação dos método de extração de DNA através da tabela gerada pelo software do NanoDrop, 
utilizando duas amostras diferentes com elevada concentração de polissacarídeos. O prefixo da identidade das 
amostras indica o método de extração que foi utilizado (CTAB – extração com CTAB; CS – extração pelo método de 
Chao e Somers). As últimas duas colunas apresentam os rácios de absorvâncias após uma purificação extra com 
NaCl.  

Amostras Sem purificação Purificação com NaCl 

Métodos de 
extração 

DNA, ng 260/280 260/230 260/280 260/230 

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 extração de DNA com o 

objetivo de evitar a co-precipitação de polissacarídeos. 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 amplificação por PCR e degradação enzimática, 

com enzimas de restrição. Este pode ser um método a ser considerado num futuro 

trabalho. 

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

utilização 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 amplificação de DNA de outra origem 

(Lee et al., 2008b). Por estas razões optou-se por utilizar este par de primers na 

avaliação da diversidade de FMA em Teline maderensis, Genista tenera, Vicia faba e 

Phaseolus vulgaris. Para além disso, amplifica uma zona do gene da subunidade menor 
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do RNA ribossomal (SSU), dando origem a um produto de amplificação com um 

tamanho relativamente longo e de grande variabilidade, o que permite obter uma melhor 

resolução entre diferentes sequências de FMA (Lee et al., 2008b). Optou-se então por 

uma Nested-PCR, em que se iniciou com a amplificação 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 amplificação com o par de primers específico para o Filo 

Glomeromycota AML1/AML2 que amplifica um fragmento com cerca de 795 pb 

(Figuras 6 e 7B).  

No entanto, na análise pela técnica de DGGE foi necessário utilizar uma 

sequência mais pequena. Segundo Borneman e Hartin (2000) o primer forward nu-

SSU-0817 é uma ferramenta útil na identificação de fungos de amostras ambientais, 

como solo e plantas, e pode ser usado com êxito em técnicas como o DGGE. As 

ferramentas informáticas BLAST e TestPrime foram utilizadas para analisar a utilidade 

deste primer no trabalho. O acesso padrão selecionado como referência para análise 

BLAST foi Glomus etunicatum (número de acesso no GenBank: Y17639.2); tendo em 

atenção 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 sequência 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 não 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 posições estão fora do fragmento amplificado por AML1/AML2. 

Os dados obtidos na análise 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 eficácia do 

que fragmentos com maior peso molecular. Os resultados obtidos pela simulação, 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 sequências 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 constituído 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 não é transversal a todas as espécies 

conhecidas de FMA, para além de que amplifica sequências de DNA que não pertencem 

a FMA (Helgason et al., 2002; Husband et al., 2002; Liang et al., 2008). Por outro lado, 

a ferramenta TestePrime indica-nos que é possível amplificar o fragmento da zona 18S 

do rDNA com o par nu-SSU-0817/AML2 em todas as famílias conhecidas de FMA.  

Figura 6 – Parte do gene correspondente à subunidade 18S do rRNA com a posição de ligação dos primers utilizados 
neste trabalho. A seta  assinala os primers forward e a seta   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. Identificação 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 desnaturação (DGGE). Em 

resultado da separação 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 têm diferentes sequências de nucleótidos, visto 

que o método DGGE separa-as, consoante o seu conteúdo de GC. Então, bandas 

diferentes pertencerão a grupos diferentes de FMA. Em teoria, cada banda deveria 

corresponder a uma só espécie ou estirpe, no entanto não é possível afirmar com 

certeza, pois espécies/estirpes diferentes poderão ter conteúdo de GC muito próximo, 

sendo difícil a sua separação em gel de poliacrilamida. A diversidade encontrada nas 

raízes das amostras não é muito grande, mas devemos ter em atenção que esta não é 

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 raízes das 

plantas (Mirás-Avalos et al., 2011; Bonfim et al., 2015). 

Os padrões de bandas obtidos foram analisados, utilizando o programa 

Fingerprinting II, tendo-se construído o dendrograma apresentado na figura 8. A análise 
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do dendrograma permite-nos verificar que a diversidade de OTUs separa as amostras 

em dois grandes grupos, em que os integrantes de cada grupo apresentam similaridade 

superior a 70% entre si, ficando apenas a amostra 31PV-E isolada. O primeiro grupo é 

constituído pelas amostras de origem agrícola (PV – Phaseolus vulgaris; VF – Vicia 

faba), à exceção de 31PV-E, e o segundo grupo é constituído pelas amostras das plantas 

silvestres. A similaridade a nível de diversidade e composição 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 há 

diferenças na composição de FMA que colonizam estas espécies, consoante o local. 

Esta situação é mais evidente para as espécies agrícolas do que para as plantas 

silvestres. Nas espécies silvestres é possível observar que amostras de locais diferentes 

apresentam padrões 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 hierárquico UPGMA e coeficiente de Dice. Opt. 0,5 e Tol. 1,0%-1,0% 
foram os valores estipulados para normalização das bandas. As amostras estão identificadas consoante indicado nos 
métodos, ao número acrescentaram-se as iniciais das espécies (TM – Teline maderensis; GT – Genista tenera; VF – 
Vicia faba; PV – Phaseolus vulgaris) e após o hífen a inicial do local de recolha (E – Encumeada; F – Faial; G – Ginjas; 
C – Cruzinhas). 

 

Para complementar a análise e porque não se conhecem trabalhos que tenham 

utilizado o par de primers nu-SSU-0817/AML2-GC na análise de diversidade de FMA 

pelo método de DGGE, realizou-se uma análise, com a técnica de RFLP utilizando os 

fragmentos amplificados pelo par de primers AML1/AML2. Os géis gerados pelas duas 

enzimas de restrição utilizadas (AluI e HinfI) foram submetidos a análise, utilizando o 

programa Fingerprinting II. Os géis foram conjugados e obteve-se um dendrograma 

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

As amostras agruparam-se em três clusters com similaridades igual ou superiores 

a 65%. Embora ligeiramente diferente do dendrograma obtido, através da técnica de 

DGGE, mantém-se a separação das espécies agrícolas das silvestres. No entanto, 

existem algumas exceções, nomeadamente 10GT-F que aparece entre amostras das 

espécies agrícolas e a 19VF-F que se agrupou com as espécies silvestres. A espécie 

Phaseolus vulgaris separou-se quase totalmente das outras espécies, à exceção de 

29PV-F, apresentando uma similaridade inferior a 50% com os outros dois grupos, 

indicando que a diversidade e composição da comunidade de FMA encontrada nas suas 

raízes têm pouca similaridade com a encontrada nas raízes das outras espécies. O 

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

dendrograma de consenso entre ambas as técnicas (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 – Dendrograma de consenso entre os padrões obtidos pelas duas técnicas. Opt. 0,5 e Tol. 1,0%-1,0% 

foram os valores estipulados para normalização das bandas. As amostras estão identificadas consoante indicado nos 
métodos, ao número acrescentaram-se as iniciais das espécies (TM – Teline maderensis; GT – Genista tenera; VF – 
Vicia faba; PV – Phaseolus vulgaris) e após o hífen 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 relação aos restantes grupos, agrupa todas 

as espécies silvestres. Novamente, temos um grupo composto pela espécie Phaseolus 

vulgaris, com exceção de 29PV-F, e outro composto maioritariamente pela espécie 

Vicia faba. A diversidade e composição das comunidades existente nas raízes de Vicia 

faba estão claramente agrupada por local de recolha, sugerindo que há diferenças nas 

comunidades de FMA que colonizam as raízes desta espécie de local para local. 

Contudo, quando analisamos as restantes espécies, verificamos que essas diferenças 
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entre locais não são tão evidentes, sendo difícil tirar uma conclusão acerca desta 

questão.  

A diversidade de FMA do Phaseolus vulgaris seria de esperar que fosse similar à 

Vicia faba, já que foram colhidas nos mesmos terrenos (Ginjas e Faial), embora em 

alturas diferentes, para além de que são plantas da mesma família. No entanto essa 

similaridade não foi observada. Jansa et al. (2003) observaram alterações na 

comunidade de FMA que colonizam as raízes de Zea mays L. após aplicação de 

diferentes técnicas de lavoura. Os autores sugeriram que estas alterações podem ter a 

ver com a tolerância dos diferentes taxa em relação às técnicas de lavoura, ou devido a 

alterações na concentração dos nutrientes no solo, na composição da comunidade 

microbiana ou da população de ervas daninhas. Embora não haja informação acerca da 

mobilização do solo dos terrenos, onde as amostras destas duas plantas foram 

recolhidas, é possível afirmar que houve alteração na concentração de nutrientes, 

podendo ter sido esta a causa da baixa similaridade entre a diversidade de FMA nas 

raízes de Phaseolus vulgaris e Vicia faba. As alterações mais evidentes ocorreram com 

a concentração de nitratos, fósforo assim ilável, potássio assimilável, ferro e grau de 

saturação. O cobre também apresentou uma alteração considerável, embora não tão 

acentuada. Para além disto, o facto de serem géneros diferentes também pode 

influenciar. Bainard, et al. (2014), embora tenham encontrado semelhanças no nível de 

riqueza e diversidade de FMA nas raízes de dois legumes diferentes (lentilha e ervilha) 

e que se afastava consideravelmente de outra cultura não-leguminosa (trigo), 

perceberam que em termos de composição das comunidades de FMA havia diferenças. 

No que diz respeito às plantas silvestres, não há uma separação evidente entre as 

duas espécies, o que decerta forma contraria os resultados obtidos para Vicia faba e 

Phaseolus vulgaris. No entanto, os dados da composição dos solos, onde foram colhidas 

mostra que não há diferenças muito acentuadas. Este facto pode justificar a distribuição 

das duas espécies num só grupo, apresentando similaridade nos padrões de FMA igual 

ou superior a 65%. Estes dados são suportados por vários trabalhos que mostram que os 

fatores edáficos (Schultz, 1996; Bainard et al., 2014; Bonfim et al., 2015), e o 

hospedeiro (Johnson et al., 1992; Bainard et al., 2014) têm influência na composição 

das comunidades de FMA. Contudo, Genista tenera e Teline maderensis são géneros 

muito próximos, tendo sido inicialmente colocados no mesmo género (Genista) 

(Menezes, 1914), podendo esta também ser uma razão para a sua proximidade em 

termos de composição de FMA nas suas raízes.  
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Conclusões 
Os resultados deste trabalho mostram que a composição do solo influencia quer a 

percentagem de colonização micorrízica arbuscular, quer a composição e diversidade 

das comunidades de FMA nas raízes. Embora, o P assimilável tenha sido o nutriente 

que se correlacionou mais fortemente com a colonização AM, apresentando uma 

correlação negativa, outros nutrientes também apresentaram correlações negativas (K de 

troca, N, Cu e Fe) ou positivas (Mg de troca e Mn). O grau de saturação e o pH também 

parecem influenciar a colonização, apresentando uma correlação positiva 

essencialmente com CV.  

A análise de variância entre CH, CV e CA e as altitudes a que foram colhidas não 

foi significativa, o que nos indica que a altitude a que foram colhidas não influencia nos 

índices de colonização das raízes. Relativamente à análise feita entre espécies, o 

resultado não foi conclusivo, visto diferenciar apenas Phaseolus vulgaris das restantes 

espécies em estudo. A análise de variância para o tipo de solo (agrícola ou florestal) foi 

significativa apenas para a colonização vesicular (CV). Este resultado pode indicar que 

existem mais taxa de FMA que formam vesículas nos solos florestais do que nos solos 

agrícolas. Uma análise mais aprofundada e recorrendo a técnicas moleculares para 

identificação dos taxa existentes neste tipo de solo poderá dar-nos dados mais 

consistentes. 

A diversidade e composição das comunidades de FMA que colonizam as raízes 

das plantas em estudo parecem ter sido influenciadas pelos parâmetros edáficos do solo, 

mas também pelo hospedeiro. Esta conclusão 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 comparação das 

características químicas do solo mostra que há diferenças consideráveis entre os solos 

agrícolas, mas não entre os solos de origem florestal. 

No que diz respeito às 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 diferenças, em termos de clusters, do dendrograma gerado 

pela técnica de RFLP, o que pode indicar que a técnica só por si não é capaz de separar 

todos os taxa existentes nas amostras de DNA de raízes. Esta situação pode dever-se a 

uma baixa variabilidade na concentração de GC do fragmento amplificado. No entanto, 

um trabalho mais aprofundado usando este par de primers, passando pela sequenciação 

das bandas obtidas em DGGE, deverá ser feito de forma a validar este resultado. A 
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utilização deste par de primers seria útil dado que é transversal a todas as famílias de 

FMA, o que não acontece com a maioria dos pares de primers utilizados por outros 

autores na técnica de DGGE. 

Perspetivas Futuras 
Na ilha da Madeira são poucos os estudos sobre micorrizas arbusculares, pelo que 

é importante que continue a ser feito trabalho no sentido de perceber as características 

ecológicas dos FMA que colonizam as plantas da ilha, bem como os taxa existentes. 

Sendo assim, deverão ser desenvolvidos esforços no sentido de complementar este 

estudo com a identificação dos FMA que colonizam estas plantas e analisar não só as 

raízes de outras plantas de interesse, mas também as comunidades de FMA existentes 

no solo. Um melhor conhecimento deste grupo de fungos e a sua identificação são 

fundamentais para que se possa tirar proveito das vantagens desta simbiose, visto que a 

utilização de FMA bem adaptados às condições edáficas e ambientais dos locais onde 

são desenvolvidos os estudos pode ser crucial na obtenção dos resultados desejados.  

Um outro aspeto a ter em conta é o par de primers nu-SSU-0817/AML2 que deve 

ser comparado com outros pares de primers utilizados com frequência 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 I 

Preparação de soluções 

A – Quantificação de raízes 

PVLG (Polivinil-Lacto-Glicerol) 

Agua destilada 100 ml 

Ácido láctico 100 ml 

Glicerol 10 ml 

Álcool Polivinil (PVA) 16,6g 

B – Extração de DNA 

Tris-HCl 1M (100 ml) 

Tris base 12,112 g 

ddH2O 70 ml 

HCl  Ajustar o pH 

Adicionar ddH2O até perfazer os 100 ml. Autoclavar. 

EDTA 0.5M (100 ml) 

2Na.EDTA.2H2O 18,608 g 

NaOH 2 g 

ddH2O 70 ml 

Ajustar pH com NaOH e perfazer o volume com ddH2O. Autoclavar. 

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

1M Tris-HCl 1 ml 

0.5M EDTA pH 8.0 0,2 ml 

ddH2O 98,8 ml 

SDS (Sódio-Dodecil-Sulfato) 10% (100 ml) 

SDS 10 g 

ddH2O estéril 70 ml 

Dissolver a 68ºC. Adicionar ddH2O estéril até perfazer os 100 ml. 

Tampão de extração de DNA (100 ml) 

1M Tris-HCl pH 7.5 10 ml 

0.5M EDTA pH 8.0 10 ml 

10% SDS 125 ml 

ddH2O 675 ml 
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Acetato de Amónia 7.5M (100 ml) 

NH4OAc 57,81 g 

ddH2O 50 ml 

Após a dissolução do acetato de amónia, perfazer até os 100 ml. 

C - Eletroforese 

TAE 50x (1L) 

Tris base 242 g 

Ácido acético glacial 57,1 ml 

0.5M EDTA pH 8.0 100 ml 

Adicionar ddH2O até perfazer 1L. Autoclavar. 

Solução de Brometo de etídeo 

Brometo de Etídeo 

(SIGMA) 
50µl 

TAE 1x 200 ml 

Tampão Azul Bromofenol (50 ml) 

Azul de Bromofenol  0,05g 

Xileno Cianol 0,05g 

FICOLL 400 5g 

TAE 1x 50 ml 

D – Técnica DGGE 

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

ABA 40% (ReadySol, 

HE Healthcare) 
20 ml 

TAE 50x 2 ml 

Formamida desionizada 0 ml 

Ureia 0 g 

Glicerol (87%) 2,3 ml 

Adicionar ddH2O estéril até perfazer os 100 ml. 

Solução B 100% desnaturante  

(Acrilamida/Bis-Acrilamida) (100 ml) 

ABA 40% (ReadySol, 

HE Healthcare) 
20 ml 

TAE 50x 2 ml 

Formamida desionizada 40 ml 

Ureia 42 g 

Glicerol (87%) 2,3 ml 

Adicionar ddH2O estéril até perfazer os 100 ml. 
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Solução 40% desnaturante (25 ml) 

Solução A 15 ml 

Solução B 10 ml 

Solução 60% desnaturante (25 ml) 

Solução A 10 ml 

Solução B 15 ml 

APS (Persulfato de Amónia) 10% (1 ml) 

APS 0,1 g 

ddH2O  1 ml 
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Anexo II 

Análise Estatistica 
Tabela 5 – Teste ANOVA para a variável independente “espécies”. A diferença média é significativa no nível 0,05, 
assinalada a negrito. 

 
Soma dos 

Quadrados 
df Quadrado Médio Z Sig. 

CH 

Entre Grupos ,916 4 ,229 3,701 ,014 

Nos grupos 1,919 31 ,062   

Total 2,835 35    

CA 

Entre Grupos ,803 3 ,268 8,534 ,000 

Nos grupos 1,004 32 ,031   

Total 1,807 35    

CV 

Entre Grupos ,213 4 ,053 7,441 ,000 

Nos grupos ,222 31 ,007   

Total ,435 35    
 
Tabela 6 – Comparações múltiplas entre espécies, com variável dependente CH. Espécies: 1) Teline maderensis, 2) 
Genista tenera, 3) Vicia faba, 4) Phaseolus vulgaris. A diferença média é significativa no nível 0,05, assinalada a 
negrito. 

Variável dependente (I) Espécie (J) Espécie Erro Padrão Sig. 

CH Tukey HSD 

1,0 

2,0 ,112617 ,997 

3,0 ,112617 ,935 

4,0 ,112617 ,014 

2,0 

1,0 ,112617 ,997 

3,0 ,112617 ,863 

4,0 ,112617 ,023 

3,0 

1,0 ,112617 ,935 

2,0 ,112617 ,863 

4,0 ,112617 ,003 

4,0 

1,0 ,112617 ,014 

2,0 ,112617 ,023 

3,0 ,112617 ,003 
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Tabela 7 – Comparações múltiplas entre espécies, com variável dependente CA. Espécies: 1) Teline maderensis, 2) 
Genista tenera, 3) Vicia faba, 4) Phaseolus vulgaris. A diferença média é significativa no nível 0,05, assinalada a 
negrito. 

Varável dependente (I) Espécie (J) Espécie Erro Padrão Sig. 

CA Tukey HSD 

1,0 

2,0 ,083497 ,999 

3,0 ,083497 ,004 

4,0 ,083497 ,729 

2,0 

1,0 ,083497 ,999 

3,0 ,083497 ,006 

4,0 ,083497 ,645 

3,0 

1,0 ,083497 ,004 

2,0 ,083497 ,006 

4,0 ,083497 ,000 

4,0 

1,0 ,083497 ,729 

2,0 ,083497 ,645 

3,0 ,083497 ,000 

 
 
Tabela 8 – Comparações múltiplas entre espécies, com variável dependente CV. Espécies: 1) Teline maderensis, 2) 
Genista tenera, 3) Vicia faba, 4) Phaseolus vulgaris. A diferença média é significativa no nível 0,05, assinalada a 
negrito. 

Variável dependente (I) Espécie (J) Espécie Erro Padrão Sig. 

CV Tukey HSD 

1,0 

2,0 ,046577 ,996 

3,0 ,046577 ,425 

4,0 ,046577 ,018 

2,0 

1,0 ,046577 ,996 

3,0 ,046577 ,555 

4,0 ,046577 ,031 

3,0 

1,0 ,046577 ,425 

2,0 ,046577 ,555 

4,0 ,046577 ,397 

4,0 

1,0 ,046577 ,018 

2,0 ,046577 ,031 

3,0 ,046577 ,397 
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Tabela 9 – Teste ANOVA para a variável independente “tipo de solo”. A diferença média é significativa no nível 0,05, 
assinalada a negrito. 

 
Soma dos 
Quadrados 

gl 
Quadrado 

Médio 
F Sig. 

CA 

Entre Grupos ,100 1 ,100 1,982 ,168 

Nos grupos 1,708 34 ,050 
  

Total 1,807 35 
   

CV 

Entre Grupos ,097 1 ,097 9,779 ,004 

Nos grupos ,338 34 ,010 
  

Total ,435 35 
   

CH 

Entre Grupos ,172 1 ,172 2,197 ,148 

Nos grupos 2,663 34 ,078 
  

Total 2,835 35 
   

Tabela 10 – Teste ANOVA para a variável independente “altitude”. A diferença média é significativa no nível 0,05. 

 
Soma dos 
Quadrados 

gl 
Quadrado 

Médio 
F Sig. 

CA 

Entre Grupos ,132 2 ,066 1,300 ,286 

Nos grupos 1,675 33 ,051 
  

Total 1,807 35 
   

CV 

Entre Grupos ,025 2 ,012 1,004 ,377 

Nos grupos ,410 33 ,012 
  

Total ,435 35 
   

CH 

Entre Grupos ,297 2 ,148 1,927 ,162 

Nos grupos 2,539 33 ,077 
  

Total 2,835 35 
   

 


