Kelly Besen

AUTOECOLOGIA DE Gaylussacia brasiliensis (ERICACEAE),
EM RESTINGA DA ILHA DE SANTA CATARINA,
SUL DO BRASIL

Tese submetida ao Programa de Pos-
graduacdo em Recursos Genéticos
Vegetais Departamento de Fitotecnia,
do Centro de Ciéncias Agréarias da
Universidade Federal de Santa
Catarina, como requisito para obtencéo
do Titulo de Doutora em Ciéncias.

Orientador: Prof. Dr. Paulo E. Lovato

Florianépolis
2017



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragdo Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Besen, Kelly

Aut oecol ogi a de Gayl ussacia brasiliensis
(Ericaceae), emrestinga da |l ha de Santa Catarina,
sul do Brasil / Kelly Besen ; orientador, Paul o
Enilio Lovato, 2017.

205 p.

Tese (doutorado) - Universi dade Federal de Santa
Catarina, Centro de GCiéncias Agrarias, Prograna de
P6s- Graduagdo em Recursos Genéticos Vegetais,

Fl ori anépolis, 2017.

Inclui referéncias.

1. Recursos Genéticos Vegetais. 2. Valor
adaptativo. 3. Mutualisnmo. 4. Biologia reprodutiva.
5. Fungos endofiticos erico6ides. |I. Lovato, Paulo
Enmilio. Il. Universidade Federal de Santa Catarina.
Programa de P6s- G aduagdo em Recursos Genéti cos
Vegetais. I1l. Titulo.




Autoecologia de Gaylussacia brasiliensis (Ericaceae),
em restinga da Illha de Santa Catarina, Sul do Brasil

por

Kelly Besen

Tese julgada e aprovada em 18/12/2017, em sua forma final, pelo
Orientador e membros da Banca Examinadora, para obtengéo do
titulo de Doutora em Ciéncias. Area de Concentragdo Recursos

Geneéticos Vegetais, no Programa de Pds-Graduagdo em
Recursos Genéticos Vegetais, CCA/UFSC.

Banca Examinadora:

Prof.Dr.Pa% milio Lovato (Presidente - CCA/UFSC)
Prof. Dr%utra de Souza (Externo - UFRGS)
A
(I 0 - CCA/UFgC)
A
A & P AN
nso InaWA/UFSC =)

Prof. Dr. Paulo Emffio Lovato ( ('fo#enador do Programa)

Prof. Dr. /

Florianépolis, dezembro de 2017









Este trabalho é dedicado ao meu filho
Muni, companheiro de todas as horas.

Dedico



AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha familia que sempre me deu apoio,
principalmente aos meus pais Saulo e Laurita que me deram suporte e me
suportaram.

Ao meu maravilhoso filho Muni, que nunca desistiu de mim,
sempre ao meu lado, me ensinando o amor verdadeiro.

Ao meu Orientador Paulo Lovato que acreditou em mim. Assim
como os professores do RGV, Nodari, Guerra, Orth, Mauricio, Robson e
todos os outros.

As minhas amigas, mulheres maravilhosas, que partilharam seus
caminhos alegrando esta trajetdria, Fabiane, Marcia Regina, Maiby e
especial agradecimento a minha querida amiga Vanessa Tedesco, sem ela
eu ndo teria conseguido. As colegas, Marcia Patricia, Tassiane, Rosenilda,
e todas as mulheres cientistas guerreiras que ajudam umas as outras.

Aos colegas do Laboratério de Ecologia do Solo, Marcos, Marcelo
e Alceu, pela convivéncia e ajuda. Ao Edenilson e Douglas Cardoso pela
disponibilidade em ajudar com a extragcdo de DNA e as sequéncias.

A equipe do Laboratério Central de Microscopia Eletrénica
(LCME/UFSC), principalmente a super profissional e amiga Eliana
Medeiros, que me abriu as portas viabilizando meu estudo.

A equipe do Laboratério de Anatomia Vegetal (LAVEG/UFSC),
que gentilmente cederam espago e conhecimento, especialmente a
professora Marisa Santos, pela sua atengéo e ajuda na caracterizagdo da
minha estrutura subterranea.

A equipe da Cole¢do Brasileira de Micro-organismos de Ambiente
e Industria (CBMAI/Unicamp), por compartilhar conhecimentos, em
especial a querida Dra. Derlene Attili de Angelis, pela sua atencdo aos
meus fungos.

Todas as pessoas que me acompanharam nas interessantes jornadas
as dunas da Lagoa da Conceicdo. E as pessoas que passaram pela minha
vida nestes anos de trabalho intenso.

A todos 0s ndos que me mostraram como sou capaz de transpor 0s
desafios. Estes me fizeram forte e imbativel. A todos os sins que me
revigoraram nas horas mais dificeis. Estes me tornaram criativa e
confiante.



COURAGE

“Courage is the price that life exacts for granting peace.

The soul that knows it not, knows no release from little things;
Knows not the livid loneliness of fear, nor mountains heights
where bitter joy can hear the sound of wings.

How can life grant us boon of living, compensate for dull-grey
ugliness and pregnant hate, unless we dare the soul's dominion?
Each time we make a choice, we pay with courage to behold the
restless day, and count it fair.”

(Amelia Earhart, 1927)






RESUMO

A camarinha, Gaylussacia brasiliensis Meisn. (Ericaceae), é um recurso
genético de valor potencial e um importante alvo de estudo. Essa planta
arbustiva produz frutos comestiveis, semelhantes aos mirtilos, com
principios ativos funcionais e medicinais. Ela pode ainda ter importante
funcdo na restauracdo ambiental de areas degradadas. Essa espécie possui
caracteristicas que a tornam um modelo para estudos ecol6gicos, podendo
fornecer informagdes sobre como as relagdes mutualisticas influenciam
no valor adaptativo. A espécie estd presente em ambientes que possuem
em comum condicBes severas e possui plasticidade ecoldgica para
colonizar diversos biomas brasileiros, da costa litordnea a campos de
altitude, o que indica sucesso reprodutivo e adaptativo. A associa¢do com
fungos potencializa a absorgdo de nutrientes minerais pelo simbionte
hospedeiro, a termotolerancia, a resisténcia a agentes patogénicos e
herbivoria, além de protecdo conta condi¢Bes toxicas do ambiente. No
entanto, para a pesquisa desses complexos sistemas de interacdes, €
necessario que sejam contempladas diversas variaveis que direcionam
essa sutil e dinamica relacdo. Por este motivo, a presente pesquisa se
prop0s a adotar uma abordagem naturalista, realizando observagdes do
sistema natural, em escala de paisagem, com o minimo de intervencdo
possivel. Dois aspectos principais foram abordados: a biologia
reprodutiva, para buscar informagdes de como G. brasiliensis direcionou
sua estratégia evolutiva de disperséo e perenizagdo; e a associa¢do com
fungos endofiticos, pois essa interacdo parece ser a chave da capacidade
adaptativa em ericaceas. Para isto foi realizada pesquisa a campo, por
meio de observagGes e coleta e andlise de material biologico. Os
resultados indicam que a camarinha possui complexa relagdo com
polinizadores; a plasticidade da espécie em sua morfologia floral para a
adaptacdo a disponibilidade de polinizadores é possivelmente um
fendmeno epigenético. As sementes sdo ortodoxas, e a planta possui uma
estrutura subterrnea especializada para reserva e reproducdo vegetativa,
o lignotuber, que ainda ndo havia sido descrito para este género. Em
concluséo, o sucesso reprodutivo da camarinha é devido a um conjunto
de estratégias evolutivas. A importancia do mutualismo foi verificada no
sistema radicular de G. brasiliensis, onde foi documentada intensa
colonizagéo por fungos endofiticos, apresentando diferentes estruturas de
associacdo. Esta relagdo simbiotica é dinamica, e parece estar relacionada
com a mudanca da composicdo da comunidade vegetal, pela introdugédo
de planta exdtica ou pela a¢do da queimada, além de fatores climaticos.
As raizes capilares de G. brasiliensis apresentam ampla diversidade de



fungos, que podem ser isolados e cultivados in vitro. O estudo
morfoldgico e filogenético de alguns destes fungos, assim como da
interacdo fungo-planta, forneceu informagdes sobre a relevancia
funcional de tragos morfolégicos e similaridade genética dos fungos. Os
resultados deste trabalho de pesquisa revelam complexa relagdo de G.
brasiliensis com os organismos polinizadores e com a micobiota. Esses
fatos direcionam para a hip6tese de que, para a conservacgao desta espécie,
¢ fundamental a conservacdo do ecossistema no qual ela se insere. A
hiperdiversidade de fungos associados a raizes desta Ericaceae,
realizando fungdes ecoldgicas diversificadas em frente a situacdes
extremas, torna esse sistema potencialmente mutualistico um interessante
alvo de estudos e conservagdo. Esses organismos sdo potenciais
ferramentas biotecnoldgicas, para produgdo de alimentos, biorremediacéo
entre outras funcdes.

Palavras-chave: Biologia reprodutiva. Ericaceae neotropical. Estratégia
evolutiva. Fungos endofiticos ericoides. Mutualismo. Valor adaptativo.



ABSTRACT

Gaylussacia brasiliensis Meisn. (Ericaceae), is a genetic resource of
potential value and a major study subject. This shrub produces edible
fruits, similar to blueberries, with functional and medicinal active
principles. It may also play a relevant role in the restoration of degraded
areas. This species has characteristics that make it a model for ecological
studies and can provide information on how mutualistic relations
influence fitness. It is present in environments that have harsh conditions,
and its ecological plasticity makes it able to colonize several Brazilian
biomes, from coastal areas to altitude fields, which indicates reproductive
and adaptive success. The association with fungi improve uptake of
mineral nutrients by the host-symbiont, thermotolerance, resistance to
pathogens and herbivory, as well as protection against toxic conditions.
However, research is needed on these complex systems of interactions, so
that several variables that direct this subtle and dynamic relationship are
considered. The present research adopted a naturalistic approach, making
observations of the natural system, at a landscape scale, with the least
possible intervention. Two main aspects were addressed: reproductive
biology, to search information on how G. brasiliensis has directed its
evolutionary strategy of dispersion and perennialism; and the association
with endophytic fungi, since such interaction seems to be key to adaptive
capacity in Ericaceae. Field research was carried out through
observations, collection, and analysis of biological material. The results
indicate that the G. brasiliensis has a complex relationship with
pollinators. The species plasticity in floral morphology for adaptation to
pollinator availability is possibly an epigenetic phenomenon. The seeds
are orthodox, and the plant has specialized subterranean structures for
reserve and vegetative reproduction, the lignotubers, which had not yet
been described for this genus. In conclusion, reproductive success of this
plant species is due to a set of evolutionary strategies. The root system of
G. brasiliensis has intense colonization by endophytic fungi, presenting
different association structures. This symbiotic relationship is dynamic
and seems to be related to changes in plant community composition, the
introduction of exotic plants or fir, as well as climate factors. Hair roots
of G. brasiliensis harbor a wide diversity of fungi, which can be isolated
and cultured in vitro. Morphological and phylogenetic analyses of some
of the fungi, as well as fungus-plant interactions, provided information on
the functional relevance of morphological traits and genetic similarity of
fungi. The results reveal a complex mutual relationship of G. brasiliensis
with pollinating organisms and mycobiota. Those observations lead to the



hypothesis that conservation of this species requires ecosystem
conservation. The hiperdiversity of fungi associated with roots of this
Ericaceae, which have diverse ecological functions in extreme situations,
makes this potentially mutualistic system an interesting target for research
and conservation. Those organisms are potential biotechnological tools,
for food production and bioremediation, among other functions

Keywords: Reproductive biology. Neotropical Ericaceae. Evolutionary
strategy. Ericoid endophytic fungi. Mutualism. Fitness.
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agrupadores na parte positiva do eixo que explica 16,79 da distribuicéo.
O confrontamento com a modelagem por observacdo esta indicando
morfotipos circulado em azul, circulado em vermelho estdo os
representantes dos MOFfOtIPOS. .......covrierriierircie e 127



Figura 31 - Dendrograma da Analise de Cluster Aglomerativa
Hierarquica (CAH) de 140 colénias de fungos isolados de raizes de
Gaylussacia brasiliensis, gerado a partir de uma matriz composta por
varidveis macro morfoldgicas e culturais agrupadas por similaridade
utilizando coeficiente de correlacdo de Pearson e método de lincagem
simples. No indice de similaridade 0,89 sdo observados 20 agrupamentos.
As setas indicam as coldnias representantes dos morfotipos selecionados
para analise. Losango vermelho indica os nds e as linhas tracejadas o nivel
de similaridade quando confrontados com a modelagem por observacao.
(ProxXima PAGING) .....c.eeveiieieerieeee sttt 128

Figura 32 - Classificacdo dos fungos endofiticos das raizes de
Gaylussacia brasiliensis avaliados. Pertencentes ao filo Ascomycota,
subfilo Pezizomycotina. Foi representado por trés classes, seis ordens,
sete familias € 0It0 GENEIOS. ......ovieieiriire e 130

Figura 33 - Morfoespécie Gb47, Paraconiothyrium sp. em meio Agar
Malte Levedura (AML, 25 °C no escuro). (A) cultivos com 60 dias, placa
da esquerda isolado do campo, placa da direita reisolado do experimento;
(B) verso de cultivo com 28 dias; (C) conidiomata tipo picnidio complexo
(com azul de anilina); (D) cavidade do picnidio com numerosos conidios;
(E) parede conidiomatal com textura angular (seta) e conidios, (F) detalhe
de células conidiogénicas e conidios.. ..........cccevvevievieiiieiiie e 132

Figura 34 - Morfoespécie Gb209°, Curvularia sp. em meio agar malte
levedura (AML, 25 °C no escuro). (A) coldnia com 15 dias; (B)
conidi6éforos com conidios (setas pretas); (C) Células conidiogénicas com
inicio de formagdo de conidio (seta preta). Conexao de grampo de outro
fungo presente na cultura (seta branca); (D) conidio pigmentado, 4-
septado, elipsoide, fusiforme, CUrVO.. .......cccoceeiiiieiiccee e, 133

Figura 35 - Morfoespécie Gb09, Penicillium sp. (?), (A) cultivado em
Agar Malte Levedura (AML) com 15 dias. Imagens em microscopia
optica MO (B, C, D); (B) sistema de hifas; (C) acomata tipo cleistotécio
mostrando diferentes fases de maturacdo em 10 dias de incubacdo; (D)
cleistotécio contendo ascos com 60 dias; (E, F) imagens em microscopia
eletrénica de varredura, com 38 dias, ascosporos sendo liberado pelo
cleistotécio através de “poros” um a um (setas brancas). (G) Coldnia com
40 dias cultivada em Melin-Norkrans Modificado (MNM). (H) Em MO
agrupamento de hifas diferenciadas tipo esclerddio; (I, J) detalhe
mostrando células dilatas, talvez para formar conidios (Figs. 45F-45I).



Figura 36 - Morfoespécie Gb225, Cladophialophora sp., cultivada em
meio Agar Martin Rosa de Bengala (ARM, 25 °C no escuro); (A) 40 dias
em placa de 60 mm, (B) hifas generativas; (C) cadeia de células conidiais;
(D-F) microscopia eletronica de varredura; (D) sistema de hifas
agrupadas para formar conidios; (E) aglomerados de células conidiais
leveduriformes; (F) detalhe de vesicula terminal dilatada que origina 0s
conidios leviduriformes, trés aumentaram para formar conidios, plugue
septal na jungdo entre um conidio e uma célula subtendente (seta); (G)
conidios maduros que se separam da regido terminal de um ramo e
diminuem abruptamente na extremidade proximal (seta) .................... 136

Figura 37 - Morfoespécie Gb231, Diaporthe sp. cultivado em Agar Malte
Levedura (AML, 25 °C no escuro); (A) 15 dias incubacéo; (B, C) com 21
dias, ante verso e verso respectivamente; (D-G) possivel alongamento do
peritécio, (D, F) com 15 dias em microscopia eletrénica de varredura
(MEV); (E, G) com 30 dias em microscopia éptica (MO). (H) Massa
estromatica, possivelmente formando conidioma ou ascoma; (l) hifas, e
clamiddsporo (?) em MO corado com azul de anilina; (J) hifas com 7 dias
mostrando anastomose €M MEV. ... 138

Figura 39 - Morfoespécie Gb207, Arcopilus sp. (A) col6nia cultivada em
meio Agar Malte Levedura (AML, 25 °C no escuro), com 24 dias; (B) Em
Melin-Norkrans Modificado, mostrando exsudato difuso no meio, 7 dias;
(C) ascoma tipo peritécio (rompido artificialmente) mostrando ascos
(seta) e ascdsporos; (D) peritécio subgloboso liberando ascosporos pelo
ostiolo (setas) 20 dias; (E-G) com 24 dias, (E) ascomata com setas
flexiveis e curvadas; (F) ascomata com textura angularias e (G) no detalhe
ascogénese; (H) peritécio com ostiolo liberando ascésporos, com 28 dias,
() periécio contento ascosporos maduros, 50 dias; (H) sistema de hifas
com 7 dias (corado com azul de aniling). ........cc.ccoeveveeivevenenieninsnennne, 140

Figura 40 - Morfoespécie Gb260, Chaetomium sp., cultivado em Agar
Malte Levedura (25 °C no escuro), (A, B) col6nia com 28 dias, anteverso
e verso respectivamente; (C) cultivado em Melin-Norkrans Modificado,
exsudato difuso no meio (seta) 28 dias. (D) Peritécio liberando ascésporos
pelo ostiolo, 28 dias; (E) peritécio com esporos e hifas setosas
pigmentadas; (F-H) microscopia confocal de varredura, (F) ascoma com
setas na parte distal, ascdsporos em forma de disco com um sulco central
cdncavo, (G) detalhe dos ascosporos com hifas ornamentadas; (H) células
CONIAIOGENICAS. ...ttt 141



Figura 41 - indice de colonizacio de raizes de Gaylussacia brasiliensis
de experimento com inoculagdo de fungos endofiticos, isolados de raizes
de plantas da mesma espécie. Tratamentos: Controle negativo (-),
Controle positivo (+), inoculados com os isolados, Gb47, Gb209°, Gb09,
Gb225, Gb104, Gb231, Gb207, Gb260. .......ccccvvvrererreiniree e 143

Figura 42 - Padr@es de colonizacdo em raizes de Gaylussacia brasiliensis
do controle positivo de experimento em casa de vegetacdo, imagens em
microscopia Optica coradas com azul de anilina. (A) Colonizacdo com
estrutura tipica de micorriza ericéide (ErM); (B) colonizacdo por ErM e
intercelularmente por endofitico septado escuro (DSE); (C) padrdo
diferente de ErM; (D) colonizagdo intracelular por DSE. .................... 144

Figura 43 - Raizes de Gaylussacia brasiliensis de experimento em casa
de vegetacdo em microscopia confocal a laser, coradas com fucsina acida.
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Figura 44 - Raizes de Gaylussacia brasiliensis inoculadas com a
morfoespécie Gb47 (Paraconiothyrium sp.). Imagens em microscopia
confocal a laser mostrando, (A) células colonizadas de forma frouxa, (B)
no detalhe hifas passando através da parede celular (setas). (C-F) Imagens
em microscopia optica de (C) estruturas fungicas intracelulares maiores
(seta branca) e menores (seta preta), talvez corpos de frutificacdo em
diferentes estadios; (D) que atinge o tamanho correspondente a totalidade
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Figura 45 - Raizes de Gaylussacia brasiliensis inoculadas com a
morfoespécie Gb09 (Penicillium sp.). Imagens em microscopia confocal
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Figura 46 - Raizes de Gaylussacia brasiliensis inoculadas com a
morfoespécie Gb231 (Diaporthe sp.). Microscopia confocal a laser
mostrando (A) colonizacdo intensa de raizes capilares, (B) detalhe de
estrutura semelhante a observadas in vitro (Fig. 37) que pode ser um
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Figura 47 - Raizes de Gaylussacia brasiliensis, oriundas de experimento
de inoculagdo com fungos endofiticos. Imagens de microscopia confocal
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Figura 48 - Raizes de Gaylussacia brasiliensis inoculadas com fungos
endofiticos em microscopia confocal a laser. (A) Tratamento Gb104
(Fusarium sp.) colonizacéo intra e intercelular; (B) Tratamento Gb225
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Figura 49 - Teste de transmisséo horizontal por isolamento de fungos do
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33
1. INTRODUCAO

As acles da FAO (Food and Agriculture Organization), 6rgdo da
Nacdes Unidas sobre biodiversidade para alimentacdo e agricultura,
levam em consideracdo alguns desafios, e entre eles estd a perda de
recursos naturais e a incerteza associada as mudancas climaticas. Para
lidar com este tema se reconhece que, serd necessario um grande
reservatorio de diversidade bioldgica. A FAO considera ainda fatores
fundamentais que menos de 1% das mais de 80.000 espécies arbdreas,
foram estudadas para uso potencial, e que 0s micro-organismos sao
elementos-chave para 0s servigos ecossistémicos, no entanto, suas
contribuic¢Bes sdo ainda pouco conhecidas e reconhecidas. Um dos focos
adotados € a conservacdo e uso sustentavel de recursos genéticos de
plantas com fortes vinculos entre conservacéo, melhoramento de plantas
e desenvolvimento do setor de sementes (FAO, 2017).

A biodiversidade do solo é um foco importante, sabendo que estes
organismos vivos, entre eles os micro-organismos (bactérias, fungos,
protozodrios e nematoides) contribuem com uma ampla gama de servigos
essenciais para a funcao sustentavel de todos os ecossistemas. Eles atuam
como 0s principais agentes de direcdo da ciclagem de nutrientes,
regulando a dindmica da matéria organica do solo, o sequestro de carbono
e as emissdes de gases de efeito estufa, modificando a estrutura fisica do
solo e 0s regimes de agua, aumentando a quantidade e a eficiéncia da
aquisicdo de nutrientes pela vegetacdo e aumentando a salde vegetal.
Esses servicos ndo sdo apenas essenciais para o funcionamento dos
ecossistemas naturais, mas constituem um recurso importante para a
gestdo sustentavel dos sistemas agricolas (FAO, 2017).

Tendo em vista a importancia de contribuir para o conhecimento
da biodiversidade brasileira e sua complexa rede de relagbes se
desenvolveu a presente pesquisa. O principal objeto de estudo é a planta
da familia Ericaceae Gaylussacia brasiliensis Meisn., popularmente
chamada de camarinha. Esta espécie € um importante alvo para
conservagdo, por ser um recurso genético subutilizado, com potencial de
uso alimentar, medicinal e ornamental. Ela produz frutos com gosto
acidulo e pigmentacdo escura (Fig. 1), sendo popularmente utilizada na
alimentacdo humana (GANDOLFO; HANAZAKI, 2014). Estudos
indicam uso potencial como medicinal e nutracéutica pela presenca de
triterpenos, compostos fendlicos, vitamina C e bioflavondides
(AGGARWAL et al., 2004; ANTONIO, 2004; BRAMORSKI et al.,
2011; RODRIGUES et al., 2011; SOUZA-FAGUNDES et al., 2002).



34

Figura 1 - Parque municipal das Dunas da Lagoa da Conceigdo, Florianépolis.
(A) Vegetacdo de Restinga em dunas fixas, com Gaylussacia brasiliensis (setas).
(B a E) Aspectos de G. brasiliensis; (B) planta em solo arenoso; (C) flores e frutos
imaturos; (D) cachos com frutos imaturos, (E) e frutos maduros.
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G. brasiliensis é amplamente distribuida em diferentes biomas
brasileiros, fato que indica seu sucesso adaptativo. Fatores ecoldgicos e
tracos da histéria de vida podem afetar a distribuicdo da diversidade
genética dentro e entre populagdes de plantas. A manutencdo da
diversidade genética é um dos principais focos da biologia da
conservagdo, por fornecer a informagéo sobre o potencial adaptativo e
evolutivo de uma espécie (BARRETT; KOHN, 1991). Estudos
detalhados da ecologia, biologia populacional, genética, e biologia
reprodutiva da espécie-alvo so essenciais para o0 sucesso da conservagéo
(LANDE, 1988).

Autoecologia € um ramo da Ecologia introduzido por Carl Schroter
em 1886, e apresentado a comunidade cientifica em 1910, durante o “III
Congresso Internacional de Botanica”, em Bruxelas. A autoecologia
estuda as espécies a partir de suas relagdes com o meio ambiente, fatores
abidticos e bidticos, ou seja, as relagdes com seus organismos associados.
Este ramo da ecologia contribuiu com conceitos sobre a constancia da
interacdo entre um organismo e seu ambiente, e a adaptabilidade genética
de populag6es as condigdes ambientais do local onde vivem. Sendo assim,
estudos sobre a autoecologia de uma espécie, podem fornecer
informac@es interessantes acerca de como 0s organismos coevoluiram
permitindo a ocupacéo de nichos com caracteristicas que tornam dificil a
ocupacao por outras plantas.

Posto isto, a pergunta norteadora desta pesquisa &, o que fornece
valor adaptativo a G. brasiliensis e permite seu sucesso na ocupacao de
diversos biomas? A presente pesquisa objetivou a busca de informagdes
sobre as associacdes estratégicas com organismos, que fornecem
capacidade adaptativa a G. brasiliensis (Fig. 2). Buscou-se fornecer
subsidios para conservacao circa situm, ou seja, a conservagdo pelo uso
(BOSHIER et al., 2015; BOSHIER; GORDON; BARRANCE, 2004;
CHAZDON etal., 2009; DAWSON et al., 2013; ORDONEZ et al., 2014),
pois as populagdes desta espécie estdo em areas com influéncia antrépica,
se trata de uma espécie com uso potencial e principalmente a conservacédo
desta espécie aponta para a conservagdo do seu ecossistema. Em Santa
Catarina as populacdes de G. brasiliensis estdo localizadas em &reas
ameacadas pela pressdo antrépica, onde a vegetacdo vem sendo
fragmentada ou suprimida. Algumas dessas populagdes sdo constituidas
por poucos exemplares, a taxa de germinacdo das sementes parece ser
baixa e aparentemente a mais frequente forma de propagagdo no ambiente
natural é a vegetativa. A conservacdo pelo uso tem o potencial de fornecer
produtos e servigos ecologicos, além de mudar a relacdo do agente



36

humano com este tipo de ecossistema, possibilitando que a sucessao da
vegetacdo ocorra mesmo com a¢do antrdpica. Estas acbes podem ampliar
as areas remanescentes de vegetacdo em estadgios mais avancados, €
mesmo evitar supressoes, afinal s6 conservamos o que conhecemos.

Foram abordados nesta pesquisa a biologia reprodutiva, buscando
informagdes de como G. brasiliensis obteve sucesso em se estabelecer
amplamente em diversos biomas, e a associa¢do com fungos endofiticos
ericoides. Uma vez que se trata de um tema pouco explorado, este estudo
teve uma abordagem observacional, ficando o componente experimental
como suporte para alcancar os objetivos.

1.1. ESTRUTURA DA TESE

A presente pesquisa, aborda aspectos relacionados a autoecologia
de Gaylussacia brasiliensis. Primeiramente sdo descritos aspectos da
vegetacdo de Restinga. Entdo sdo introduzidos aspectos gerais da familia
Ericaceae, as associagdes estratégicas com polinizadores e fungos, e
como a coevolugdo com esses organismos que lhes proporcionaram
plasticidade ecolégica. Em seguida é apresentada a espécie estudada, com
foco na biologia reprodutiva e questfes a serem estudadas. Sdo também
introduzidos conceitos e informagdes sobre associagdo simbidtica com
fungos endofiticos e o estado da arte sobre este tema.

O capitulo 1, apresenta o estudo desenvolvido sobre biologia
reprodutiva, a interacdo com visitantes florais em Restinga, a estratégia
evolutiva, por meio de sementes ortodoxas e do lignotuber, estrutura
subterranea especializada para propagacdo vegetativa ainda ndo descrita
para esta espécie.

Nos capitulos seguintes é abordada a associacdo entre fungos
endofiticos ericoides e G. brasiliensis, no capitulo 2 a avaliacdo €
realizada diretamente nas raizes coletadas a campo, quantificando a
colonizacdo e analisando a estrutura das associacles, em &reas com
diferentes niveis de impacto antrépico na vegetacdo. Para estudar os
processos que ocorrem na escala de sistema radicular foi realizada
primeiramente a descri¢cdo anatdmica das raizes. Para a avaliacdo das
estruturas de associacdo e interfaces de fungos endofiticos foram
realizadas a analise de colonizacdo nas raizes com utilizando técnicas de
microscopia.

No capitulo 3, o estudo proposto é por meio do método de
isolamento e cultura, avaliando as caracteristicas estruturais da associacédo
e relacionando a tragos funcionais dos fungos isolados. Para verificar se
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0 estudo de fungos associados a raizes de G. brasiliensis pode fornecer
informac0es sobre a relevancia funcional das caracteristicas morfologicas
desta interacdo. E se é possivel estabelecer uma relagdo entre morfologia
e estilo de vida e/ou funcdo ecoldgica destes endofiticos.

Figura 2 - Fluxograma mostrando aspectos abordados na pesquisa sobre
autoecologia de Gaylussacia brasiliensis. Indicando as estratégias evolutivas da
espécie e suas possiveis consequéncias para a capacidade adaptativa.
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1.2. PERGUNTA DE PESQUISA E OBJETIVOS
Pergunta de pesquisa

Como as associacBes mutualisticas de Gaylussacia brasiliensis
afetam o seu valor adaptativo?

Objetivo geral

Investigar aspectos da autoecologia de Gaylussacia brasiliensis, as
associagdes estratégicas que incrementam o valor adaptativo,
contribuindo com informagdes para conservacdo da biodiversidade em
ambiente de Restinga.

Objetivos especificos

CAPITULO 1

1) Caracterizar a biologia reprodutiva de Gaylussacia brasiliensis,
analisando a relagéo funcional entre 0 comportamento de visitantes
e 0 sucesso reprodutivo pela formacdo de sementes com embrido;

2) Comparar os resultados com os do bioma Cerrado;

3) Avaliar a viabilidade das sementes ao longo do tempo;

4) Descrever a estrutura subterrdnea por meio da qual ocorre a
propagacao vegetativa.

CAPITULO 2

5) Caracterizar a associagdo entre fungos endofiticos e micorrizicos nas
raizes de Gaylussacia brasiliensis em &rea de Restinga, com
mudanca da composicdo da comunidade vegetal, avaliando a
estrutura de associag&o.

CAPITULO 3

6) Investigar fungos isolados das raizes de Gaylussacia brasiliensis,
avaliar as caracteristicas estruturais destas associacdes e relacionar
aspectos morfolégicos como indicativos de estilo de vida e/ou
funcdes ecologicas.

7) Avaliar a formacdo de associagdes endofiticas nas raizes de G.
brasiliensis, quando inoculados fungos isolados da mesma espécie.
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2. VEGETACAO DE RESTINGA, BIOMA MATA ATLANTICA

O Bioma Mata Atlantica é altamente impactado pela acdo
antrépica, atualmente esta entre as florestas tropicais mais ameacadas.
Sua conservacao é prioritaria a nivel global, principalmente por se tratar
de um dos hotspots da biodiversidade mundial.

De acordo com o mapa fitogeografico do Estado de Santa Catarina
a cobertura florestal do Estado, chamada de Mata Atlantica, esta
subdividida em Floresta Pluvial da Encosta Atlantica, Floresta de
Araucéria ou dos Pinhais e Floresta Subtropical da bacia do Rio Uruguai
(KLEIN, 1978).

A Floresta Pluvial da Encosta Atlantica, também conhecida como
Floresta Ombroéfila Densa (FOD), cobria originalmente 29.282,00 km?,
juntamente com seus ecossistemas associados, manguezais e restingas,
com 1.999,05 km?, correspondendo a aproximadamente 33% do territorio
catarinense. Da area original de Floresta Ombréfila Densa restam cerca
de 40,5%, distribuidos em remanescentes florestais primarios ou em
estagio avancgado de regeneracdo (VIBRASNS et al., 2012). A maior
extensdo da area ainda coberta por florestas no Estado de Santa Catarina
é representada por fragmentos de FOD.

A Restinga, ecossistema associado a FOD, é considerado um
escossistema fragil e de baixa capacidade de resiliéncia. Isso se deve
principalmente as condicdes edaficas, com solos arenosos e lixiviados.
Segundo a Resolu¢do 07 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA, 1996), entende-se por vegetacdo de Restinga o conjunto das
comunidades vegetais, fisionomicamente distintas sob influéncia marinha
e fluviomarinha. Essas comunidades, distribuidas em mosaico, ocorrem
em areas de grande diversidade ecoldgica, sendo consideradas
comunidades edaficas por dependerem mais da natureza do solo que do
clima.

Essas formacdes, para efeito da Resolugcdo 07 CONAMA (1996),
sdo divididas em: Vegetacgdo de Praias e Dunas, Vegetacao Sobre Corddes
Arenosos e Vegetacdo Associada as Depressdes. Na Restinga os estagios
sucessionais diferem das formagdes ombrofilas e estacionais, ocorrendo
notadamente de forma mais lenta, em funcdo do substrato que ndo
favorece o estabelecimento inicial da vegetacdo, principalmente por
dessecagdo e auséncia de nutrientes. O corte da vegetagdo ocasiona uma
reposicao lenta, geralmente de porte e diversidade menores, e algumas
espécies passam a predominar. Dada a fragilidade desse ecossistema, a
vegetacdo exerce papel fundamental para a estabilizacdo de dunas.
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Segundo Gomes e Pereira (2011), as principais evidéncias de fragilidade
ou vulnerabilidade natural dessas areas estdo associadas, principalmente,
a aspectos fisicos, quimicos e biolégicos do solo. As perturbagdes naturais
causam alteracdo ou mudanca de padrdes, contribuindo para o
desequilibrio do ambiente de uma forma sistematica.

As areas de praias e dunas estdo em continua modificacdo pela
acdo dos ventos, chuvas e ondas. A vegetacdo se caracteriza como em
constante e rapido dinamismo, mantendo-se sempre como vegetacdo
pioneira de primeira ocupagdo (climax edéafico), também determinado por
marés, ndo sendo considerados estadgios sucessionais. Nas dunas
normalmente ndo ocorre dominancia e a diversidade de espécies é baixa,
e na lista de espécies indicadoras esta G. brasiliensis: ela é indicadora de
vegetacdo primaria/original e estagio avangado de regeneracéo do escrube
na Vegetacao sobre Corddes Arenosos (CONAMA, 1996).

A resolucdo 447 CONAMA (2011) cita G. brasiliensis como
indicadora de vegetacdo de climax em Vegetacdo Herbacea e
Subarbustiva de Restinga, e de estagios primario e avangado de
regeneracdo em Vegetacdo arbustiva de Restinga no Estado do Parana.
Também na resolucdo 423 CONAMA (2010), G. brasiliensis aparece
como espécie indicadora de vegetacdo priméria e dos estagios médio e
avancado de regeneracdo nos Campos de Altitude associados ou
abrangidos pela Mata Atlantica.

2.1.PARQUE MUNICIPAL DAS DUNAS DA LAGOA DA
CONCEICAO

Nas dunas da llha de Santa Catarina foi criado o Parque Municipal
das Dunas da Lagoa da Conceicdo, por meio dos Decretos n°® 1.261 de
23/05/1975 e n° 213 de 14/12/1979 e n° 231 de 16/09/1988, (CECCA,
1997), com aproximadamente 500 ha de Restinga, possui fitofisionomias
herbaceo subarbustivas, arbustivas e arboreas. A criagdo do parque foi
importante para a conservacao, pois esse ecossistema tem sido ameacado
pela pressdo antropica a algumas décadas. Além disso tem sido
desenvolvido estudos cientificos nesse ecossistema com caracteristicas
peculiares (CORDOBA et al., 2001; GUIMARAES, 2006; STURMER;
BELLEI, 1994; STURMER; STURMER; PASQUALINI, 2013).

Parque Municipal das Dunas da Lagoa da Conceicdo (Lat.
27°37'48"S Long. 48°27'56"0 e Lat. 27°36'33"S Long. 48°27'20"0), em
Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil (Fig. 3).



41

O setor leste de Floriandpolis, onde estd localizado o parque, se
caracteriza por ser um sistema aberto, de alta energia, sujeito diretamente
a dindmica do Oceano Atlantico. A area do parque se caracteriza por ser
uma extensa planicie costeira, com dois campos de dunas, o das Aranhas
(Nordeste) e o da Joaquina (Sudeste) (CASTELLANI, 2003), este com
aproximadamente 3,5 km de comprimento e largura entre 1,2 a 2,0 km.
Esses depositos arenosos sdo de origem pleistocénica e holocénica e
formam o principal complexo de dunas méveis e semifixas da llha da
Santa Catarina (BRESOLIN, 1979; CECCA, 1996).

Figura 3 - (A) Brasil, mostrando o Estado de Santa Catarina; (B) Ilha de Santa
Catarina, onde esta o (C) Parque Municipal das Dunas da Lagoa da Conceicao.
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As dunas se caracterizam por ter solo Neossolo Quartzarénico e
vegetacdo de Restinga. As estacdes do ano na llha de Santa Catarina séo
bem definidas. De acordo com a classificacdo de Strahler, a Ilha possui
clima do tipo subtropical Umido e estd inserida na regido de clima
temperado de categoria subquente (CECCA, 1996). O parque esta entre 0
e 30 m de altitude e abrange campo de dunas mdveis, fixas e semifixas.

O clima é Cfa mesotérmico Umido com verdes quentes e chuvas
bem distribuidas ao longo do ano, com precipitacio média anual de
aproximadamente 1600 mm, segundo a classificagdo de Koppen-Geiger
(KOTTEK et al., 2006). A média anual de umidade relativa do ar é de
82%. A média da temperatura anual é de 21 °C, sendo janeiro 0 més mais
guente com temperaturas maximas variando de 28 a 33 °C, e julho 0 més
mais frio com temperaturas minimas variando de 7,5 a 12 °C.

Guimaraes (2006), observou a floristica na Restinga do Parque das
Dunas da Lagoa da Concei¢do, avaliando por habitat e classe de
abundancia, nos habitats praia, dunas frontais, internas méveis e baixadas
alagadas. O autor ndo encontrou G. brasiliensis, em dunas internas fixas
apareceu de forma ocasional, em dunas internas semifixas foi comum, e
baixadas secas foi abundante, néo foi avaliada a abundancia dessa planta
em baixadas Umidas.
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3. AUTOECOLOGIA DE Gaylussacia brasiliensis

Gaylussacia brasiliensis Meisn. é uma planta eudicotileddnea,
pertencente & familia Ericaceae, subfamilia Vaccinioideae, tribo
Vaccinieae. Essa espécie é nativa do Brasil, popularmente conhecida
como camarinha, é uma planta arbustiva com capacidade de colonizar e
se adaptar a ambientes diversos com caracteristicas edaficas e climaticas
severas, tais como solo acido e pobre em nutrientes, salinidade alta e
vento constante. As ericaceas sdo em geral oportunistas de habitats
perturbados, e podem possuir fungédo ecoldgica como colonizadoras ou
pioneiras em ambientes instaveis.

As ericaceas neotropicais sofreram especiacdo dindmica e extensa
radiacdo adaptativa (LUTEYN, 2002). A elevacdo das montanhas andinas
causou um processo geoldgico complexo, que ocasionou isolamento de
populagdes, resultando na grande biodiversidade de espécies (GENTRY,
1982). A formacdo da Cadeia Andina, juntamente com as mudangas
climaticas do pleistoceno, ofereceu a oportunidade para a especiacdo
explosiva entre as familias, com as pré-adaptacdes evolutivas necessarias
para a exploracdo dos nichos arbustivo, epifitico e sub-bosque (LUTEYN,
2002). Cullings (1996) formulou a hipdtese de que a formacdo de
micorrizas ericoides ocorreu em um Unico evento evolutivo em Ericaceae.

Segundo Gentry (1982), espécies da tribo Vaccinieae coevoluiram
com organismos polinizadores, dando suporte para o argumento de que
mudangas nos polinizadores especificos estéo ligadas a um modo comum
de especiacdo e coevolugéo.

A regido andina tropical abriga aproximadamente 73% de todas as
ericaceas neotropicais descritas, sendo que 95% das ericaceas andinas sao
endémicas e pertencem & monofilética Clade Andina (KRON et al.,
2002). A Clade Andina é considerada um grupo jovem, que evoluiu na
América do Sul durante a elevagdo das montanhas andinas com a
diversificagdo desde o final do Mioceno (LUTEYN, 2002; KRON;
LUTEYN, 2005). Os ancestrais sdo presumivelmente Vaccinioideae
norte-americanos de areas abertas (KRON; LUTEYN, 2005). As
ericaceas deste grupo colonizaram o sub-bosque da floresta tropical de
montanha, e crescem preferencialmente como epifitas ou hemiepifitas.

Segundo Luteyn (2002), as ericaceas neotropicais sdo adaptadas a
ambientes Umidos e frios entre 1.000 e 3.000 metros acima do nivel do
mar. Elas evoluiram com uma toleréncia a intensidades de luminosidade
alta e baixa, umidade constante, temperaturas amenas e solos acidos,
condi¢des encontradas principalmente em regiGes de clima tropical de
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altitude e Umidos, particularmente na regido biogeografica Andino
Tropical. As ericiceas sdo frequentes em habitats com solos acidos na
regido neotropical, amostras de solos andinos que suportam ericaceas tém
normalmente pH de 4 a5 (LUTEYN; SYLVA S, 1999).

Ericiceas neotropicais sdo caracteristicamente heliofilas, nas
condicdes de pouca luz, dentro de floresta primaria, normalmente nédo
florescem nem produzem frutos (LUTEYN, 2002). Elas florescem onde
héa clareiras, bordas da floresta ou margens dos rios. Algumas populacdes
dentro da floresta podem se tornar escandente ou liandides para atingir as
maiores intensidades de luz do dossel superior. Em ambientes florestais
elas sdo mais abundantes ao longo das bordas, nas encostas expostas
recentemente por deslizamentos de terra ou cortes de estrada, ou como
epifitas nas arvores remanescentes em pastagens. Além disso, nos
tropicos a folhagem tende a ser escleréfila, mais resistente a danos, e com
vida mais longa do que em regides temperadas.

O crescimento vegetativo e floracdo sdo mais continuos ao longo
do ano em habitats sem estacBes definidas. A faixa de temperatura
preferida pelas ericaceas neotropicais € mais fria, mas nao toleram
congelamento, como é evidenciado pela ocorréncia de apenas algumas
espécies abaixo de 1.000 m e acima de 3.000 m (LUTEYN, 2002).

A precipitacdo é um fator chave para explicar a distribui¢do de
ericaceas neotropicais, por elas terem dependéncia ecofisioldgica a
umidade (LUTEYN, 2002). Dentro de géneros do grupo Clade Andina,
existem também algumas adaptacGes morfoldgicas relacionadas as
condicbes de estresse hidrico moderado, como epifitismo ou em
pastagens, clareiras, topos de morro, e outros locais sazonalmente secos
ou onde os ventos podem ser constantes e h dessecacdo. Estas adaptacoes
incluem folhas coriaceas, com cuticulas espessas e uma superficie
superior brilhante, flores que sdo suculentas e muitas vezes possuem
lignotuberes (LUTEYN, 2002). Algumas espécies com ovarios inferos,
do género Vaccinium e Gaylussacia (Vaccinioideae: Vaccinieae) parecem
preferir locais xéricos.

O género Gaylussacia é tipicamente americano e relne 63
espécies, sendo 52 delas nativas do Brasil. Entre as espécies do género no
Brasil, apenas G. brasiliensis apresenta um padrdo mais amplo de
distribuicdo geografica, em altitudes de 0 até 2.035 metros (ROMAO,
2011). G. brasiliensis ocorre na regido norte em Tocantins, na regido
nordeste em Alagoas, Bahia, Pernambuco, na regido centro-oeste no
Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, na regido
sudeste no Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, e na
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Regido Sul no Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina (Anexo A). Os
biomas de ocorréncia de camarinha sdo Caatinga, Cerrado e Mata
Atlantica. Esta espécie aparece nas vegetacGes do tipo Campo de Altitude,
Campo Rupestre, Carrasco, Cerrado, Floresta Ciliar ou Galeria, Restinga
e vegetagio sobre afloramentos rochosos (ROMAO, 2011).

Em Santa Catarina estdo relatadas quatro espécies do género
Gaylussacia: G. brasiliensis, G. angustifolia, G. pseudogaultheria e G.
corvensis, sendo essa Gltima endémica do estado (ROMAO;
KINOSHITA, 2010). Reitz (1961) relatou G. brasiliensis e enfatizou que
“¢ notavel o fendmeno da presenca, na Restinga, de plantas do planalto”,
incluindo G. brasiliensis. No Inventério Floristico de Santa Catarina G.
brasiliensis é citada na lista geral floristica da floresta ombrofila densa
(VIBRANS et al., 2013a), e também na lista de espécies coletadas na
Restinga e na floresta ombréfila mista (VIBRANS et al., 2013b) (Anexo
B). O primeiro registro em herbario, de coleta de G. brasiliensis para
Santa Catarina foi em Floriandpolis no ano de 1938 (HERBARIUM
ANCHIETA PACA-AGP, 2016).

O género Gaylussacia é monofilético, sendo provaveis
sinapomorfias o ovario decalocular, os léculos uniovulados e o fruto tipo
nuculanio (ROMAO, 2011). Marques e Klein (1975) caracterizam o
género Gaylussacia por possuir ovario infero aderido as paredes do
receptaculo e anteras bifidas com apice tubuloso-acuminado (Fig. 4). As
flores sdo pentameras, rosas ou escarlates, dispostas em racemos axilares,
pedicelo protegido por bréactea subfolidcea, e uma ou duas bractéolas.
Estames em nimero de 10, inclusos na altura do estigma ou superando-o.
O ovario com 10 léculos monospemos, fruto drupa subglobosa, glabra,
circundada no apice, pelos lébulos do calice, azul-escuro, com 10 (ou 8
por aborto) sementes lenticulares, suborbiculares e endocarpo liso. A
espécie G. brasiliensis esta definida por possuir corola urceolada constrita
no apice.

Roméo (2011) destacou que G. brasiliensis possui grande
plasticidade ecoldgica e fenotipica. A plasticidade fenotipica dessa
espécie se expressa através do tamanho e arquitetura diversa, a planta é
descrita com altura entre 0,15 a 4,0 m. Possui folhas com diferentes
tamanhos e formas, que variam de glabras, pubescentes a setosas. O
tamanho e forma refletem o estresse experimentado pelos individuos da
espécie, sendo mais importantes que a idade para determinar as chances
de sobrevivéncia de uma planta jovem até o estadio adulto.

Ao longo do tempo G. brasiliensis foi classificada
taxonomicamente de diversas formas, entre espécies e variedades. Romao
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(2011) sugere duas variedades G. brasiliensis var. brasiliensis e G.
brasiliensis var. nervosa, e ainda a forma “glandulosa”. O autor indica
que este Ultimo taxon necessita mais estudos, pois pode ser apenas uma
variacdo morfoldgica da variedade brasiliensis.

Figura 4 - Gaylussacia brasiliensis Meisn. (1) aspecto geral da enervagdo da
lamina foliar; (2) flor; (3) estame; (4) calice ovario estilete; (5) fruto; (6) semente;
(7) habito.
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Fonte: Marques e Klein (1975).

Natureserve (2017) relata espécies de Gaylussacia com estatos
global, de dez espécies avaliadas, duas estdo com algum nivel de risco.
Nos Estados Unidos, G. orocola esta classificado como criticamente em
perigo (G1), pelo endemismo e alteracdo e destruicdo do habitat. A
espécie G. brachycera (box huckleberry) estd classificada como
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vulnerdvel (G3), foi encontrado baixo ndmero de individuos genéticos
(<100), o que é de alguma forma compensado pelo tamanho substancial
e persisténcia da maioria dos clones, no entanto, a taxa de germinacao é
muito baixa e as mudas ndo tem vigor, sendo sua reproducgdo
aparentemente apenas assexuada (NATURESERVE, 2017).

No Brasil, de treze espécies do género Gaylussacia avaliadas, onze
estdo em diferentes niveis de situacdo de risco, dentre elas estdo
criticamente em perigo (CR), G. pruinosa, G. retivenia e G. setosa; estdo
em perigo (EN), G. angulata, G. caparoensis, G. centunculifolia e G.
oleifolia; esta vulneravel (VU), G. harleyi; e estdo quase ameagadas (NT)
G. decipiens, G. retusa e G. vitis-idaea (CNCFLORA, 2017). As razdes
para o0 risco sdo basicamente o endemismo e a distribuicdo restrita,
geralmente em areas com atividade antropica impactante.

N&o existe informag6es de risco para G. brasiliensis, mas acredita-
se que pela ampla distribuicéo e alta capacidade adaptativa, ela a principio
ndo esteja em risco de forma geral, pode sim estar ameada de desaparecer
em alguns lugares, pois as populacfes sdo suprimidas pela agéo antropica.

3.1. BIOLOGIA REPRODUTIVA EM ERICACEAE

As flores da grande maioria das ericaceas sdo perfeitas, tendo
estames e pecas pistiladas aparentemente funcionais (LUTEYN;
PEDRAZA-PENALOSA, 2012). As sindromes de polinizacdo das
ericaceas neotropicais, indicam tendéncia para que ocorra polinizacéo
cruzada, onde o polen de uma flor fecunda o estigma da flor de outro
individuo, pois em vérias espécies sdo necessarias visitas de polinizadores
para a reproducdo. Segundo Aradjo et al. (2011) ericiceas séo fortemente
protandricas, com pdlen maduro na pré-antese, que por vezes derrama
dentro do botéo, com o estigma receptivo na pré-antese e depois das flores
abertas.

Segundo Gentry (1982) espécies da tribo Vaccinieae coevoluiram
com aves beija-flores, sendo assim, 0 aumento do nimero de espécies e a
porcentagem de endemismo de Vaccinieae estdo relacionados a
diversidade de beija-flores. Beija-flores s@o polinizadores confiaveis
porque podem se alimentar mesmo em condicbes adversas, com vento,
frio e chuva (LUTEYN; SYLVA, 1999). Em geral, a morfologia e padrao
de cores de flores de Vaccinieae neotropicais séo tipicas da sindrome de
plantas polinizadas por beija-flores, visto que elas tendem a ser brilhantes,
coloridas, tubulares e inodoras.
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Segundo Luteyn (2002), a polinizacdo de Ericaceae nas latitudes
temperadas e subtropicais é principalmente entomdfila, com insetos em
busca de néctar, de pélen, ou ambos. Cane et al. (1985) verificou que
Vaccinium stamineum requer visitas florais por insetos e, concluiu que
Melitta americana é o polinizador primario dessa espécie, varias abelhas
visitam as flores, mas a maioria das espécies sdo: infrequentes,
polipépticas (ampla gama de hospedeiros para o p6len), ou vdo em busca
de néctar e ndo sdo importantes como vetores de pélen. Em Restinga do
Rio de Janeiro, foi observado Agarista revoluta (Ericaceae), sendo
polinizada por insetos noturnos e diurnos (MOREIRA; MIRANDA;
LIMA, 2017). Kraemer (2001) observou em Bejaria resinosa um alto
grau de autocompatibilidade, longo periodo de antese, e flores visitadas
por abelhas, com frequéncias muito mais altas do que por beija-flores, e
as abelhas parecem ser os polinizadores mais efetivos. No entanto, os
beija-flores, ainda podem desempenhar um papel importante para a
polinizacdo de longa distancia, o pico de floragdo na estagdo seca e 0
néctar altamente concentrado podem ser julgados como pré-condigdes
para uma mudanca para polinizacdo por abelhas grandes (KRAEMER,
2001).

Segundo Aradjo et al. (2011) as flores de G. brasiliensis sdo
autocompative e hercogamicas, mas exigem polinizadores ativos, por nao
apresentarem autopolinizacdo espontanea e nem apomixia. Elas possuem
anteras poricidas, mas apresentam poros amplos que sdo relativamente
grandes quando comparado aos das anteras de flores melitofilas. Em G.
brasiliensis, a posicdo pendente da flor por si sé é um facilitador da
liberacdo de poélen, ocorrendo a sindrome de polinizacdo por vibracgdo.
Desta forma, os visitantes florais precisam produzir vibragGes e alcangar
a cAmara nectarifera para liberar pequenas cargas de pdlen e transportar
esse para outras flores.

Quanto a fenologia reprodutiva, G. brasiliensis floresce e frutifica
0 ano todo (SILVA; CERVI, 2006), no entanto isso parece depender de
condi¢bes ambientais especificas, pois a literatura mostra periodos
diferentes de frutificagdo. Em Florianépolis, nas Dunas da Lagoa da
Conceicéo, (GUIMARAES, 2006), observou G. brasiliensis florescendo
todos 0s meses do ano. Zamith e Scarano (2004) observaram frutificacdo
de agosto a abril em Restingas do Rio de Janeiro. Na Bahia, Moraes
(2011) observou G. brasiliensis florescendo de junho a abril e classificou
0 padrao fenoldgico e frutificacdo como anual intermediario.

Segundo Aradjo et al. (2011), em borda de mata de galeria em
Minas Gerais, a sindrome de polinizacdo é ornitéfila e a dispersdo
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zoocorica, eles observaram floracdo do tipo continuo com pequenas
pausas ao longo do ano e a duracdo de floracdo estendida, por mais de
cinco meses. O padrdo de distribuicdo de floragéo estendida, assim como
a longevidade das flores, de até 4 dias, sdo estratégias para manutencdo e
atracdo dos polinizadores, permitindo uma previsibilidade (ARAUJO et
al., 2011).

No municipio de Morro do Pilar, Minas Gerais, Rodrigues (2011)
observou em campo rupestre G. brasiliensis sendo visitada pela espécie
Augastes scutatus (Throchilinae), beija-flor. Em bordas de mata de
galeria em Minas Gerais, Araljo et al. (2011) observaram flores de G.
brasiliensis sendo visitadas pelos beija-flores Chlorostlibon lucidus
(Shaw), Amazilia fimbirata (Gmelin), Hylocharis chrysura (Shaw)
(Throchilinae) e Phaethornis pretrei (Lesson & De Lattre)
(Phaethornithinae).

Kohler (2011) observou G. brasiliensis na cota entre 850 e 1.100
m em Mata Atlantica no municipio de Nova Trento, Santa Catarina, sendo
visitada por Stephanoxis lalandi (Vieillot) (Throchilinae). Aradjo et al.
(2011) colocam que o comportamento dos beija-flores pode ser variavel,
dependendo da oferta de flores, ficando mais restrito a um grupo de flores,
guando este oferece as calorias necessarias, ou sendo mais amplo, com
visitas a flores em diferentes grupamentos.

Araljo et al. (2011), observaram também abelhas Trigona sp. e
Bombus sp. e sugeriram que estas estavam pilhando néctar pela base da
flor. Segundo Navarro (1999), o roubo do néctar significa um alto custo
energeético para a planta, pois a planta precisa repor o néctar removido
pelos pilhadores o que resulta em menos néctar disponivel para os
polinizadores. O resultado pode ser um aumento no fitness da planta se os
polinizadores respondem a diminuicdo de recursos buscando por flores
mais distantes.

Em relagdo aos dispersores, poucas informagdes foram
encontradas para G. brasiliensis. Frutos das ericiceas neotropicais séo
geralmente pequenos, carnosos e geralmente azul-escuros a pretos, sendo
provavelmente dispersos por aves ou mamiferos (LUTEYN; PEDRAZA-
PENALOSA, 2012). Moraes (2011) indicou que, quanto as sindromes de
dispersdo, G. brasiliensis apresentou caracteristicas de seus diasporos
associadas a zoocoria. Cestari e Pizo (2013) encontraram os frutos de G.
brasiliensis na dieta do passaro Manacus manacus (Linnaeus) em
Restingas no estado de S&o Paulo. Manhé&es (2003) observou passaros de
espécies da familia Emberizidae, a subfamilia Thraupinae, se
alimentando dos frutos de camarinha.
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Uma baixa taxa de germinacéo de sementes tem sido observada em
G. brasiliensis (SANTOS; HEBERLE; LOVATO, 2013; ZAMITH;
SCARANO, 2004). O tempo médio de germinacdo foi de 60 dias e a
média de germinacao foi de 22 a 26 % com polpa e 6 % sem polpa, com
percentual médio de sobrevivéncia de 43 % (CARRASCO et al., 2012).
Santos, Heberle e Lovato (2011), realizaram testes de germinag&o in vitro,
caixas Gerbox e casa de vegetacdo, obteve 10 %, 4,5 % e 24 %
respectivamente. Nao observaram quebra de dorméncia em testes in vitro
com 4cido giberélico e acido sulfirico e concluiu que a forma mais
eficiente de multiplicar G. brasiliensis é pelo método de estaquia de
ramos herbaceos retirados de caules subterrdneos, com aplicagdo do
fitormonio acido Indolbutirico (AIB).

Luteyn (2002) cita que a reproducdo vegetativa em ericaceas
neotropicais, em ambientes muito Umidos, é por meio de rizomas ou
raizes adventicias ao longo do caule, ou lignotuberes. Extensivos sistemas
de rizomas em algumas espécies podem formar grandes clones, e muitas
espécies formam coldnias extensas desta forma.

A principal forma de propagacdo de G. brasiliensis em
ecossistemas naturais parece ser a reproducdo vegetativa por meio de
lignotuberes, no entanto, ndo foi encontrado informacdo sobre essa
estrutura nessa espécie. A propagacdo vegetativa pode ndo estar
garantindo a variabilidade genética, formando populagdes clonais. Por
outro lado, sementes vazias e baixa germinagdo, podem estar indicando
problemas reprodutivos. Sendo assim, parte dessa pesquisa se
desenvolveu buscando avaliar caracteristicas reprodutivas, apontando
para estratégias evolutivas da camarinha.

3.2. FUNGOS ASSOCIADOS A ERICACEAE

Inicialmente, a descricdo da estrutura de “micorriza ericoéide” por
Harley (1959) reforcou a ligacdo desses fungos com uma estrutura
anatdbmica particular, exclusiva da ordem de angiospermas Ericales
(Ericaceae, Epacridaceae e Empetraceae). No entanto, diversos fungos
tém sido relatados em raizes de ericiceas, os mais frequentes pertencem
aos filos Ascomycota e Basidiomycota, formando associa¢des dos tipos
micorrizica ericoide (ErM), endofitica (DSE e EF), e micorrizica
arbuscular (AMF).

A familia Ericaceae é caracterizada por possuir associacdo
simbidntica com fungos formadores de micorrizas ericdides (SMITH;
READ, 2008). Cabe aqui ressaltar que, simbiose é considerado uma
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interacdo fisiolégica ou estruturalmente intima entre organismos
filogeneticamente ndo relacionados, sem implicar um efeito especifico da
aptiddo em nenhum dos organismos, pode ser mutualista, antagdnica ou
comensal (AGUILAR-TRIGUEROS et al., 2014).

As ErMs caracterizam um tipo especializado de
ectendomicorrizas, em que se formam novelos densos de hifas, contidos
nas células rizodermais ou corticais em raizes capilares, que possuem uma
anatomia simples e vida util efémera. As células epidérmicas que contém
complexos de hifas, possuem nicleo alargado e sdo ricas em organelas,
incluindo mitocondrias, plastidios e componentes do sistema
endomembranar (PETERSON; MASSICOTTE; MELVILLE, 2004). O
micélio extra radicular de fungos ErM ndo atinge mais do que alguns
milimetros da superficie da raiz para o solo circundante. Micorrizas
ericoides normalmente ndo tém rede de Hartig e haustorios, nem mantos
com varias camadas de hifas (PETERSON; MASSICOTTE;
MELVILLE, 2004). No entanto, foram observadas bainha de hifas,
colonizagdo intercelular e intracelular em diferentes ericaceas
neotropicais (MASSICOTTE; MELVILLE; PETERSON, 2005z;
RAINS; NADKARNI; BLEDSOE, 2003; SETARO; KOTTKE;
OBERWINKLER, 2006).

Nas ultimas trés décadas varios estudos sobre micorrizas ericoides
tem fornecido informagdes sobre a natureza destes fungos. As principais
linhas de pesquisa focam a capacidade infecciosa de certos fungos, a
receptividade dos potenciais hospedeiros, as caracteristicas morfolégicas
Unicas para determinadas espécies, as relacoes filogenéticas das espécies
de fungos e estirpes, as funcBes ecoldgicas de espécies estreitamente
relacionadas e fungos ericdides potenciais. No entanto, Luteyn (2002)
observou que existem poucos estudos sobre micorrizas em ericaceas
neotropicais. Essas plantas dependam fortemente de fungos endofiticos,
principalmente para aquisi¢do de nutriente da matéria organica do solo.
Existem poucos estudos sobre o género Gaylussacia, Bacheler (2014),
observou a dominancia do fungo ericoide Oidiodendron sp. nas raizes de
G. baccata em relacdo a Rhizoscyphus ericae e utilizou métodos de
cultivo de raizes extraidas do campo em experimentos de inoculacéo.

As raizes das ericAceas estdo distribuidas em padrédo
essencialmente superficial no perfil do solo, no qual os fungos estdo em
contato intimo com residuos organicos do solo (READ, 1996). Quanto
maior a restricdo de nutrientes no solo, mais importante é o envolvimento
da associacdo com fungos nas raizes para os processos de mobilizacdo
dos nutrientes. Pesquisas sobre Rhizoscyphus ericae, o mais conhecido e
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bem estudado dos fungos micorrizicos ericdide, revelou a capacidade das
espécies de fungos de captacdo e utilizacdo de muitas formas de
nitrogénio (READ, 1996), fosforo inorganico e organico (LEAKE;
MILES, 1996) aos quais as ericaceas simbiontes ndo teriam acesso de
outra forma. Os fungos formadores de micorrizas ericoides tém
capacidade saprofitica, 0 que permite a concorréncia com
microrganismos decompositores, e a possibilidade de envolvimento
direto das micorrizas na mobilizacdo de N e P dos residuos organicos, o
principal repositério de ambos elementos em alguns ecossistemas em que
ocorrem ericaceas (KERLEY; READ, 1995).

Existem alguns relatos sobre a colonizacdo de fungos micorrizicos
arbusculares (AMF) em ericaceas. No Havai, observaram trés espécies do
género Vaccinium (Ericaceae) formando micorrizas arbusculares
(KOSKE; GEMMA; ENGLANDER, 1990). No Japéo, Fukuchi e Obase
(2011), avaliaram a colonizagdo das ericaceas, Empetrum nigrum, Ledum
palustre, Vaccinium vitis-idaea e Loiseleuria procumbens, elas estavam
associadas com ErM e com DSE em todos os locais, e em locais
dominados por Sasa senanensis (Poaceae) observaram também
colonizacdo por AMF. Enkianthus campanulatus (Ericaceae) foi
colonizada predominantemente por AMF e DSE e ndo tinham associagfes
com fungos ErM (FUKUCHI; OBASE, 2011; OBASE; MATSUDA;
ITO, 2013).

A diversidade do habitat e caracteristicas especificas determinam
a funcdo adaptativa da associacdo mutualistica. Read (1996) ressalta que
é importante relacionar a diversidade de tipos de habitats com as funces
das raizes de ericaceas.

Enquanto ha uma ldgica aparente no pressuposto de que, uma
estrutura uniforme morfologicamente, deve ser uniforme em sua funcéo,
também deve-se considerar que estas estruturas tém uma vasta gama de
atributos funcionais. Alguns destes atributos sdo importantes em
determinada circunstancia ecoldgica, pois as raizes com micorrizas
ericéides fazem parte de uma regulacdo em solos com baixos teores de
nutrientes. Sabe-se que as micorrizas influenciam diretamente na
capacidade adaptativa das plantas, além de melhorar o crescimento.

O efeito de associacdes micorrizicas pode levar a melhorias no
condicionamento fisico geral da planta (DIGHTON, 2003), esta aptiddo
melhorada pode proporcionar uma vantagem competitiva para as plantas,
espécies ou individuos, que respondem mais aos efeitos da colonizacédo
fangica.
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Segundo Rodriguez et al. (2009), os beneficios adaptativos que séo
conferidos as plantas como resultado da simbiose com fungos endofiticos,
as tornam altamente reativas, podendo aumentar a dominancia nas
comunidades vegetais. Os beneficios da simbiose para as plantas podem
ser divididos em: ndo-adaptativos ao habitat (NHA), tolerancia a seca e
melhoria do crescimento, sdo comuns entre os endofiticos,
independentemente do habitat de origem; e beneficios de adaptacdo ao
habitat (HA), tais como, niveis de pH, temperatura e salinidade, entres
outros que resultam em pressdes seletivas especificas (RODRIGUEZ et
al., 2009).

Apesar da ocorréncia comum de fungos endofiticos e micorrizicos,
existe pouco conhecimento de importancia ecoldgica desses simbiontes.
Dada a sua distribuicdo global e papel proeminente na ciclagem de
nutrientes em alguns dos maiores biomas terrestres, a relagdo mutualistica
de ericaceas com fungos associados permanecem pouco estudadas. Isso
se justifica, de alguma forma, pela complexidade dessas relagdes, que
podem envolver muitos taxons fangicos, e pelo desenvolvimento recente
de ferramentas que permitem estudos moleculares com o minimo de
material genético em amostras ambientais.

3.2.1. Fungos endofiticos e micorrizicos

Micologistas tem utilizado o termo fungos endofiticos para
designar fungos que habitam plantas simbiontes em algum momento da
sua vida, colonizando tecidos internos sem causar sintomas visiveis de
doencas na planta. Inicialmente o termo endofitico refere-se aos fungos e
outros organismos no momento da deteccdo, sem levar em conta o estado
futuro ou resultado da interacdo. No entanto, em razdo do aumento do
reconhecimento da importancia dos fungos especializados que habitam
plantas, o termo fungo endofitico tem sido utilizado para designar uma
categoria especifica, que engloba uma vasta gama de microfungos que
habitam as raizes e partes aéreas, sem formar as caracteristicas
anatdmicas tipicas de micorrizas ou causando sinais evidentes de
patogénese (SCHULZ; BOYLE; SIEBER, 2006).

Estudos mais detalhados de interacdes entre fungos endofiticos e
plantas simbidnticas sdo necessarios para elucidar a base funcional das
relagbes ecoldgicas. Pode ser necessério olhar para além do paradigma
tradicional das associacGes, micorrizicas e patogénica, para compreender
0s papéis ecoldgicos desses fungos. Estes fungos endofiticos representam
um continuum de fungos em relacdo ao estado fisioldgico, modo de
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infeccdo, padrdo de colonizacéo, metabolismo secundario, estratégia do
ciclo de vida, e estagios de desenvolvimento e evolutivos, mas também
em relacdo ao hospedeiro e tdxon fldngico envolvido nas simbioses
(SCHULZ; BOYLE, 2005).

Dada a complexidade destas associa¢fes, os taxons fungicos tém
sido classificados em categorias de acordo com critérios especificos.
Esses critérios podem ser baseados no aspecto nutricional (biotréfico,
necrotrofico ou saprofitico), presenca de melanizacao de hifas e formagdo
de septos (endofiticos septos escuros), ou em uma combinacdo de
caracteristicas taxonémica, morfologica e fisioldgica (micorrizica
arbuscular, ectendomicorrizica ou ectomicorrizica). Essas abordagens
classificadoras tém sido importantes para a destilacdo de generalidades a
partir da combinacdo rica de interacdes de plantas e fungos (AGUILAR-
TRIGUERQS et al., 2014). No entanto, esses esquemas de classificacdo
podem fornecer um quadro inicial Gtil para entender as interagdes
fangicas-fungicas mal estudadas, mas as generalizacdes resultantes
geralmente incluem a lista de tantas exce¢fes ao esquema proposto que a
estrutura ndo se torna Gtil operacionalmente.

A atribuicdo de categorias fixas € problematica para espécies
chamadas endofiticas, alguns dos critérios utilizados na delineagdo de
classes de endofiticos sdo quantitativos (nimero de hospedeiros
potenciais, nimero de co-infec¢Bes dentro de um hospedeiro ou grau de
colonizacéo de tecido), mas sua delineacdo é imprecisa (faixa estreita de
hospedeiro versus amplo , baixo versus alto na diversidade de plantas,
extensa versus limitada na colonizacdo de planta) (RODRIGUEZ et al.,
2009). Da mesma forma, a classificagdo com base em seus efeitos sobre
a aptidao do hospedeiro resultou em conclusdo insatisfatéria de que
"alguns endofitos podem ser patdgenos latentes, alguns podem ser
derivados de agentes patogénicos e outros podem ser saprafitos latentes,
mas muitos ndo sdo nem um destes (PORRAS-ALFARO; BAYMAN,
2011).

Tipos e categorias de micorrizas sdo definidos por critérios
morfolégicos, devem designar-se como fungos micorrizicos somente
aqueles isolados a partir de uma micorriza, por meios confiaveis, e que
pertencem a grupos conhecidos de simbiontes micorrizicos
(BRUNDRETT, 2004). Para potenciais fungos micorrizicos, é necessario
confirmar a formac&o de estruturas tipicas de micorriza por ressintese. Ou
seja, reinocular o isolado na planta e formar determinada colonizagdo, se
isso ndo acontecer, ndo estard claro se sdo fungos endofiticos ou
micorrizicos. Para evitar uma classificacdo morfolégica equivocada,
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devem ser analisadas porcbes de plantas que representem o tecido de
interesse. E necessério ainda o emprego de técnicas adequadas para a
identificagdo morfoldgica, como a utilizagéo de corantes especificos para
quitina, principal componente da parede fungica.

A distingdo entre atividades de endofiticos e de associagdes
micorrizicas causados pelo mesmo fungo é muitas vezes problematica,
especialmente para fungos multifuncionais, que podem se expressar como
endofiticos ou como micorrizas. Isso reforca a necessidade de usar
definicbes consistentes de associagfes micorrizicas, com base na
estrutura e desenvolvimento de associacbes (SCHULZ; BOYLE;
SIEBER, 2006).

Segundo Schulz et al. (2002) o estado do endofitico é regulado por
varias etapas nos diferentes niveis fisioldgicos, e a interacdo entre fungo
endofitico e planta hospedeira é caracterizada por um delicado equilibrio
entre a viruléncia do fungo e a defesa da planta. Em associacdo
mutualistica os fungos endofiticos produzem as enzimas necessarias para
penetrar e colonizar seus hospedeiros extensivamente, sistemicamente, e
inter e intracelularmente.

Schulz e Boyle (2005) defendem a hip6tese de que ndo existem
interacdes neutras, mas que as interagcbes endofitico-hospedeiro
envolvem um equilibrio de antagonismos, independentemente do 6rgéao
da planta infectada. Ha sempre, pelo menos, um grau de viruléncia por
parte do fungo permitindo a infec¢do, enquanto a defesa da planta limita
0 acolhimento ligados ao desenvolvimento de doengas pelos fungos
invasores. Estes autores propdem que os endofiticos, em contraste com 0s
agentes patogénicos conhecidos, geralmente tém maior plasticidade
fenotipica, e assim mais opc¢Bes que 0s patdgenos. Isso inclui infeccéo
local, mas também extensiva colonizacdo, laténcia, viruléncia,
patogenicidade e saprofitismo.

Parecem ser raros casos de interacdes antagonistas causadas pela
atividade endofitica por fungos micorrizicos por ndo-acolhimento nas
plantas. Os danos as raizes de plantas ndo-hospedeiras causada pela
tentativa de colonizagdo por fungos micorrizicos arbusculares ou
ericéides podem levar a uma redugdo substancial de crescimento alguns
metabdlitos flngicos biologicamente ativos podem inibir a fotossintese
da planta hospedeira (ALLEN, 1989; PLATTNER; HALL, 1995).

Rodriguez et al. (2009), sistematizaram os fungos endofiticos em
guatro classes, compostas por endofiticos clavicipitaceous (Classe 1); e
endofiticos ndo-clavicipitaceous que representam trés grupos funcionais
distintos com base no hospedeiro, colonizagdo, modo de transmisséo, em
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biodiversidade de plantas e beneficios de fitness (Classes 2, 3 e 4).
Podemos esperar encontrar em raizes de ericaceas os endofiticos classes
2 (EF) e 4 (DSE).

Os endofiticos Classe 2 (EF) compreendem uma diversidade de
espécies (Dikarya), a maioria Ascomycota (Pezizomycotina), e menos
frequente Basidiomycota (Agaricomycotina e Pucciniomycotina). Os EF
em geral colonizam raizes, caules e folhas, sdo transmitidos vertical e
horizontalmente por meio de cascas de sementes e/ou rizomas, tem baixa
abundéancia na rizosfera, sugerindo que alguns deles sdo incapazes de
competir fora dos hospedeiros enquanto outros podem ter estilos de vida
simbidticas ou saprofiticas. Eles tém tipicamente frequéncias alta de
infeccdo (90 - 100 %) em plantas que crescem em habitats de alta-pressao
e conferem beneficios de fitness HA e NHA (RODRIGUEZ et al., 2009).

A primeira descri¢cdo detalhada de um endofitico Classe 2 foi
Phoma sp. em Calluna vulgaris (Ericaceae) por Rayner (1915 apud
RODRIGUEZ et al, 2009). Embora tenha sido descrito como
micorrizico, esse fungo é um endofitico que coloniza todas as partes da
planta e ndo forma estruturas micorrizicas intracelulares. Os endofiticos
colonizam plantas através de estruturas de infeccéo, tais como apressorios
ou por penetragdo direta nos tecidos vegetais através de hifas (ERNST;
MENDGEN; WIRSEL, 2003) com crescimento através de tecidos
vegetais e intercelular. Em plantas sadias apresenta um baixo nivel de
esporulacdo ou formagéo apressorial (FREEMAN; RODRIGUEZ, 1993;
NEWSHAM, 1994). No entanto, Weber et al. (2004) observaram que
esses fungos emergem rapidamente e esporulam durante a senescéncia do
simbionte.

Os endofiticos Classe 4, também chamados endofitico septado
escuro (DSE), parecem ocorrer de forma onipresente e abundante em
varios ecossistemas, sendo prevalente em ambientes de alta-pressao
(RODRIGUEZ et al., 2009). Atualmente, a presenca de colonizagéo de
endofiticos septados e pigmentados em tecido radicular, é o principal
critério para a designacdo DSE. Sendo assim, o termo DSE é usado para
indicar similaridade fisiol6gica e taxondmica, embora uma diversidade de
tdxon forme hifas pigmentadas endofiticas nas raizes. Por isso, a
classificacdo de fungos como DSE deve ser abordada com alguma
precaucdo, visto que a identificacdo se baseia em critérios bastante
amplos e ambiguos.

Os fungos DSE representam uma classe grande e interessante de
endofiticos que ndo foram bem definidos taxonomicamente e
ecologicamente. Um nimero desconhecido de taxén estdo envolvidos, e
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pode haver uma consideravel sobreposicdo funcional e ecoldgica entre
fungos do solo, saprofitos do rizoplano, estritamente patogénicos,
micorrizicos e endofiticos (JUMPPONEN; TRAPPE, 1998). No entanto,
a base da relacdo de DSEs com as plantas continua desconhecida, as
observacfes sugerem que os DSE podem desempenhar um papel
importante na ecofisiologia das plantas (RODRIGUEZ et al., 2009).

Os endofiticos Classe 4 sdo principalmente fungos ascomicetos
com conidios ou estéreis, que formam estruturas melanizadas, tais como
hifas inter e intracelular e microesclerddios nas raizes. Embora ainda ndo
esteja estabelecida as conexdes entre anamorfos e teleomorfos em DSE,
a possibilidade de reproducdo sexual deve ser considerada. Devido a
presenca de DSE em solos e nas raizes das plantas, a transmissao mais
provavel é horizontal. A fragmentacdo micelial e a disperséo de conidios
parecem ser 0s meios de transmissdo, como demonstrado em condigdes
de laboratério (JUMPPONEN; TRAPPE, 1998).

DSEs tém pouca especificidade de hospedeiro e habitat, foram
relatados em associa¢do com 600 plantas, em diversos ecossistemas, entre
eles: antartico, artico, alpino, subalpino, zonas temperadas, planicies
africanas, regides litoraneas, terras baixas e tropicais (JUMPPONEN;
TRAPPE, 1998; JUMPPONEN, 2001). DSEs foram observados em cinco
espécies de ericaceas, independentemente do habitat (MASSICOTTE;
MELVILLE; PETERSON, 2005a).

Embora DSEs ndo formem micorrizas ericoides tipicas, sua
ocorréncia frequente em raizes de muitas espécies de ericaceas merece
mais estudo (PEROTTO et al., 1996; HAMBLETON; CURRAH, 1997;
VRALSTAD; FOSSHEIM; SCHUMACHER, 2000), especialmente
porque sua funcdo em ambientes naturais ndo foi bem estabelecida
(MASSICOTTE; MELVILLE; PETERSON, 2005a). O fungo DSE
Phialocephala fortinii foi isolado a partir de raizes de praticamente todas
as espécies de ericaceas examinadas nos ecossistemas alpinos, de dunas
de areia e areas de pantano em Alberta no Canadd (HAMBLETON;
CURRAH, 1997).

Vohnik e Albrechtova (2011) observaram, em Rhododendron,
associagdes dos tipos ErM e DSE simultaneamente presentes nas plantas
avaliadas; os seus niveis foram negativamente correlacionados; maior
colonizacdo ErM ocorreu em locais na Europa meridional e central,
enquanto a maior coloniza¢do DSE foi encontrado em um local subartico
no norte da Finlandia e subalpino, sugerindo uma mudanca nas
associacdes de fungos em raizes de Ericaceae em relacdo a latitude e
altitude. Alguns micélios podem formar simultaneamente estruturas
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correspondentes a associacdo ErM e DSE, o que ocasionalmente resultara
uma colonizagcdo ectendomicorrizica, compreendendo uma rede
intercelular parenquimatosa e novelos de hifas intracelulares (VOHNIK;
ALBRECHTOVA, 2011).

Quando colonizam raizes, os endofiticos sdo caracterizados
morfologicamente pela presenca de hifas simples, intra ou intercelular,
alguns formam estruturas semelhantes a dedos, sobre a superficie das
células da raiz, outros desenvolvem estruturas especializadas, como
microesclerédios intracelular com fungdo de armazenamento e de
dispersdo (JUMPPONEN; MATTSON; TRAPPE, 1998). Segundo
Schulz, Boyle e Sieber (2006), ao contrario de fungos micorrizicos,
fungos endofiticos ndo produzem interfaces especificas para o transporte
de nutrientes.

No entanto, Usuki e Narisawa (2007) observaram fluxo
bidirecional de nutrientes, entre plantas hospedeiras ¢ o DSE
Heteroconium chaetospira, sugerindo a existéncia de interfaces
fisiologicamente ativas também em associa¢des endofiticas. Baseado em
observacOes morfoldgicas, uma interface deste tipo pode ser uma rede
pseudoparenquimatosa intercelular, que se assemelha a uma rede de
Hartig (O’DELL; MASSICOTTE; TRAPPE, 1993; PETERSON;
WAGG; PAUTLER, 2008; WURZBURGER; BLEDSOE, 2001). Um
estudo mais recente mostrou que os endofiticos sdo capazes de transferir
nitrogénio fosforo e nutrientes ndo limitantes do solo para as plantas
simbiontes (BEHIE; BIDOCHKA, 2014).

3.2.2. Estudos sobre diversidade de fungos endofiticos

Analises moleculares realizadas com o objetivo de detectar e
identificar fungos das raizes de ericaceas, tanto por método direto, no qual
0 DNA é extraido diretamente das raizes, quanto por método indireto,
dependente de isolamento dos fungos, tém demonstrado que o sistema
radicular de uma ericacea pode conter uma populacédo diversa e complexa
de fungos (CHAMBERS; LIU; CAIRNEY, 2000; GORZELAK;
HAMBLETON; MASSICOTTE, 2012; KIZLLER; OLSRUD;
MICHELSEN, 2010; MATSUDA et al., 2012; TIAN et al., 2011). No
entanto, para os estudos de associacdo fungo e planta, tanto método de
extracdo direta de DNA, quanto métodos indiretos, existem possibilidade
de vieses, podendo levar a resultados incoerentes.

Sendo assim, alguns pontos devem ser considerados dependendo
do método utilizado. Deve-se verificar se categorias de fungos foram
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favorecidas, como por exemplo os fungos que crescem facilmente em
agar, ou se 0 DNA flngico foi amplificado a partir da rizosfera (SETARO
et al., 2006). Na maioria dos casos, a extracdo do DNA detecta varios
fungos diferentes em uma amostra de raiz, mas pode néo ser claro quais
sdo os fungos mais abundantes, ou se deixar de detectar 0s mais
importantes nas raizes, e podem excluir espécies raras ou desconhecidas
(GORZELAK; HAMBLETON; MASSICOTTE, 2012).

O método direto pode detectar uma diversidade maior, pois
abrange os fungos de dificil isolamento e cultivo. Sendo assim, a
metagendmica é uma importante ferramenta para estudos ecol6gicos e
deteccdo de fungos ndo isolados e cultivados. Estudos com
sequenciamento de alto rendimento (HTS) tem revelado amplo espectro
de fungos associados a raizes capilares de Ericaceae (ZHANG et al.,
2016). No entanto, a pesquisa baseada apenas na extragio direta de DNA
pode induzir a vieses potenciais inerentes ao processo de sequenciamento
(TEDERSOO; LINDAHL, 2016). Em estudo de diversidade de fungos
em Cassiope tetragona (Ericaceae), no arquipélago de Svalbard no Alto
Artico, Lorberau et al. (2017), usando HTS, encontraram provavelmente
um grande viés contra 0s ascomicetos, que sdo conhecidos por
corresponderem aos principais grupos de fungos ErM, mas que
corresponderam apenas a 6% do total. Quando se utiliza apenas o método
direto, pode acontecer de polarizar contra alguns taxons, como em
Lorberau et al. (2017), que detectaram poucos OTUs de Ascomycota,
guando esses eram esperados por serem comuns ErMs. Neste caso ficou
a davida se estes fungos ndo estdo mesmo presentes, e 0 método indireto
poderia ser conclusivo.

Alguns autores vém utilizando ambos os métodos, obtendo dados
consistentes, Sakakibara et al. (2002) constataram que a identificacdo
microscopica de fungos por morfologia e métodos moleculares (PCR-
RFLP) foram concordantes, mas foram obtidos varios fungos a partir de
muitos tipos de micorrizas. Outros detectaram dissimilaridade entre os
métodos, o que pode ser explicado pelos vieses descritos por Allen et al.
(2003). O avango em estudos de simbiose em Ericaceae tem mostrando
gue os fungos ndo estdo restritos ao tipo micorrizico ericdide, mas co-
ocorrem frequentemente com outros tipos de fungos (BOUGOURE et al.,
2007; SELOSSE et al., 2007). Além disso, a classificacdo baseada em
estrutura morfoldgica ou funcdo ecoldgica, na tentativa de distinguir
fungos micorrizicos e endofiticos em raizes, pode causar equivocos, uma
vez que essa questdo é complexa em razéo da versatilidade morfolégica
e funcional e a ocorréncia comum desses fungos.
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Hambleton e Sigler (2005) verificaram que muitos fungos isolados
a partir de ErM e EcM, sdo agora considerados como constituindo o
agregado Rhizoscyphus ericae, indicando que ele pode abranger varios
tdxons. Esse agregado inclui varios outras clades supostamente nomeados
como espécies de Meliniomyces. Alguns membros do agregado R. ericae
foram encontrados formando ectomicorrizas (BRUNDRETT, 2004,
VRALSTAD; SCHUMACHER; TAYLOR, 2002). Fungos que formam
EcM, como Piceirhiza bicolorata, estdo relacionados com fungos que
formam ErM (VRALSTAD; FOSSHEIM; SCHUMACHER, 2000).
Lukesova et al. (2015) comprovaram o potencial de fungos septados
escuros (DSEs) do complexo de espécies Acephala applanata formar
estrutura de simbiose simultaneamente se assemelhando a ErM e DSE em
Vaccinium. Isolados semelhantes a Capronia, frequentemente isolados e
considerados como provaveis formadores de ErM, foram obtidos a partir
de raizes de Gaultheria shallon (ALLEN et al., 2003).

A formacéo de micorrizas por diferentes grupos de fungos parece
ser de ocorréncia maior do que se acreditava inicialmente. As vezes 0s
papéis dos fungos sdo incertos, Allen et al. (2003), verificaram que
sequéncias de DNA de Sebacina spp. dominaram raizes de Gaultheria
shallon, mas ndo se formaram micorrizas ericoides. A ocorréncia de
espécies de fungos Sebacinales em associagfes ericOides tém sido
relatadas com frequéncia, como componentes dominantes de
comunidades fungicas associadas a ErM na América do Norte e nos
Neotrdpicos (BERCH; ALLEN; BERBEE, 2002; ALLEN et al., 2003;
BRUZONE; FONTENLA; VOHNIK, 2015).

O complexo Sebacina inclui uma ampla gama de genoétipos
estreitamente relacionadas as ErM (ALLEN et al., 2003) e EcM
(SELOSSE; BAUER; MOYERSOEN, 2002). Alguns taxons do grupo
Himenomiceto, semelhantes a Sebacinales, formaram ErM em ericaceas
(SELOSSE et al., 2007; SETARO et al., 2006). A biodiversidade criptica
dos Sebacinales é das maiores dentre os Basidiomycota, e sua atual
inacessibilidade é um desafio (OBERWINKLER et al., 2013). Também
tem sido encontradas em raizes de ericiceas outros fungos
Basidiomycota, Vohnik et al. (2012) observaram um basidiomiceto com
afinidade com Trechisporales, até entdo nao descrito, formando simbiose
ErM morfologicamente distinta.

No Canadé, Berch, Allen e Berbee (2002), usando métodos direto
e indireto encontraram as ordens Leotiales, Onyginales, Rhytismatales,
Xylariales, Pleosporales e Chaetothyriales, mas concluiram que estes
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correspondem a no maximo 10% dos fungos de Gaultheria shallon, e que
65% sdo basidiomicetos que ndo foram passiveis de cultivo.

Apesar do crescente aumento nos Ultimos anos no interesse pela
simbiose ErM, a diversidade e distribuicdo global de fungos ErM ¢ ainda
mal compreendida (VAN DER HEIJDEN et al., 2015). Segundo Leopold
(2016), a amostragem limitada de ErM de muitas regides em relacdo a
distribuicdo geografica de plantas ericiceas atualmente exclui a
identificacdo conclusiva de padrdes biogeograficos da composicdo da
comunidade de micobiontes ErM. Isto contrasta fortemente com a
diversidade e distribuicdo global das plantas da familia Ericaceae, as suas
fungdes no ecossistema, valor econdmico potencial por meio da
introducdo de inoculagdes com fungos ErM em esquemas de cultivo
comercial (KRON; LUTEYN, 2005; KRON; POWELL; LUTEYN,
2002; VOHNIK; ALBRECHTOVA; VOSATKA, 2005).

Em grande parte do Hemisfério Sul e particularmente em pontos
de diversidade de Ericaceae existe caréncia de dados, alguns estudos
indicam que pode haver diferenca na composicdo das comunidades de
fungos em ericiceas na América do Sul em relago ao Hemisfério Norte
(BRUZONE; FONTENLA; VOHNIK, 2015), a0 passo que outros
detectam semelhancas (BRUZONE et al.,, 2017; SETARO; KRON,
2011). Essas diferencgas parecem ter relagdo com a origem das plantas e
historias de vida, Kohout (2017) levanta hipétese de que as comunidades
de fungos de ErM na Australia diferem das de outros continentes, mas
destaca que, sdo necessarios muito mais dados, especialmente da América
do Sul, Africa e Asia, para tirar conclusdes mais gerais.

Entre os fungos ja sabidamente formadores de associacdo com
ericaceas, métodos de sequenciamento direto podem ajudar a definir
padrdes biogeograficos e também a diversidade em diferentes escalas
(BAHRAM; PEAY; TEDERSOO, 2014). Os membros do agregado R.
ericae, incluindo R. ericae e M. variabilis, parecem ser dominantes em
muitos habitats boreais, subarticos e da Eurasia temperada (GORZELAK;
HAMBLETON; MASSICOTTE, 2012; GRELET et al., 2010;
KJZLLER; OLSRUD; MICHELSEN, 2010).

Na Australia, fungos associados a alguns de géneros de Ericaceae
endémicos foram investigados, revelando diversas associa¢des de fungos
ascomicetos, e espécies relacionadas a Oidiodendron maius e
Rhizoscyphus  ericae, grupos de  Helotiales,  Xylariales,
Chaetosphaeriales, entre outros agrupamentos taxondmicos similares aos
ja identificados como associados a ericaceas em zonas da Australia e
outras partes do mundo (BOUGOURE; CAIRNEY, 2005; CHAMBERS;
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LIU; CAIRNEY, 2000; MCLEAN; CUNNINGTON; LAWRIE, 1999;
MIDGLEY; CHAMBERS; CAIRNEY, 2004). Na Africa do Sul,
Bizabani (2015) utilizando abordagens direta e indireta, encontrou
Meliniomyces, Phialocephala, Cadophora, Cryptosporiopsis, O. maius e
Chaetothyriales.

Na América do Sul, especificamente no Noroeste da Patagénia, a
avaliacdo, por método indireto, de fungos associados a duas espécies de
Gaultheria, sugeriu que R. ericae pode ter baixa abundancia ou ser
ausente nas raizes de Ericaceae no Hemisfério Sul, enquanto se
detectaram  Helotiales, Hypocleales, Pleosporales, Mucorales,
Mortierellales, Diasportales, as espécies mais frequentes foram
Phialocephala fortinii, Pochonia suchlasporia, llyonectria radicicola; e
na amplificacdo do DNA das raizes, Sebacinales estiveram presentes em
todas as amostras (BRUZONE; FONTENLA; VOHNIK, 2015). No
entanto, em ambiente alpino, com maior altitude em relagdo ao local
anteriormente estudado, e caracterizada pela ndo ocorréncia de arvores,
R. ericae foi isolado com maior frequéncia (37%). A maioria dos
agrupamentos (OTUSs) e isolados pertenciam as ordens aos Helotiales,
seguido por Sordariales, Agaricales, Cantharellales, Capnodiales,
Pleosporales, Russulares (BRUZONE et al., 2017). Esses resultados
sugerem que a distribuicdo de R. ericae é influenciada, entre outros
fatores, pela altitude, tipo de solo e e tipo de vegetacéo.

Outra questdo é que com o aumento da capacidade de gerar
informacGes por meio de sequéncias, 0s depositos de MOTUs (molecular
operational taxonomic units) a partir de amostras ambientais nos bancos
de dados vem aumentando. Hibbett et al., (2011), comparando o0s
depdsitos de sequéncias ambientais e baseadas em espécime obtiveram
91.225 sequéncias, das quais 30.217 (33%) eram de origem ambiental, o
agrupamento com uma identidade média de 93% nas sequéncias ITS1 e
ITS2 extraidas gerou 16.969 clusters, incluindo 6.230 (37%) clusters com
sequéncias apenas ambientais e 2.223 (13%) com sequéncias ambientais
e baseadas em espécimes.

Embora tenha aumentado extraordinariamente a capacidade de
gerar informacGes genéticas, se estas ndo estiverem de alguma forma
conectadas as espécies, serdo informacdes com utilidade reduzida, e
sujeitas a erros devido a vieses e conhecimento limitado em relacdo a
realidade. Isso ndo proverd conhecimento sobre as estruturas
morfoldgicas, ciclos de vida, assim como sobre fungdes ecoldgicas dos
fungos e tantas outras informacdes.
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A integracdo de dados de ambas as fontes, ambiental e baseadas
em espécimes, fornece qualidade e consisténcia as informacdes, de modo
gue a falta de conexdo entre estas informagdes limita a compreenséo da
diversidade taxonémica e propriedades metabdlicas das comunidades de
fungos. No entanto, conectar OTUs a nomenclatura binomial classica,
baseada em espécimes, ndo parece ser uma tarefa tdo simples,
principalmente devido a diversidade e ao desconhecimento da grande
maioria das espécies de fungo, e também em raz&o dos vieses decorrentes
de uso de um barcoding universal (BELLEMAIN et al., 2010; SCHOCH
etal, 2012; YAHR; SCHOCH; DENTINGER, 2016).

Algumas iniciativas tem focado em conectar o fluxo de dados da
sistematica tradicional baseada em espécimes e cultura, e amostras
ambientais de metagendmica e estudos metatranscriptdmica dentre elas
estdo SBCI (Sequence-Based Classification and ldentification)
(HIBBETT et al., 2016), NCBI (National Center for Biotechnology
Information) (SCHOCH et al., 2014), e UNITE (Unified system for the
DNA based fungal species linked to the classification), sendo este ultimo
uma ferramenta que pode ser utilizada para analisar taxonomicamente
OTUs de fungos por uma alianga ecoldgica independente da plataforma
de seqiienciamento ou do canal de analise (NGUYEN et al., 2015).

Embora o sequenciamento de alto rendimento permita detectar
comunidade de fungos nas raizes e solos, a interpretacdo dos dados de
HTS quanto a presenca de fungos nessas matrizes, exige outras perguntas-
chave, além de se dever aumentar o grau de replicabilidade e desenvolver
estratégias de amostragem padronizadas, que permitam comparagdes
(LINDAHL et al., 2013; TEDERSOO et al., 2015; BALINT et al., 2016).
Muitas questBes talvez possam ser resolvidas de forma eficiente pelo
desenvolvimento de abordagens integradas, combinando as técnicas
diretas, com extracBes de DNA flngico a partir das plantas, e pelo
isolamento e identificagdo molecular e morfolégica de espécimes, bem
como por analises das estruturas de associagao.
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CAPITULO 1

BIOLOGIA REPRODUTIVA E VISITANTES FLORAIS DE
Gaylussacia brasiliensis EM RESTINGA DA ILHA DE SANTA
CATARINA

RESUMO

Gaylussacia brasiliensis (Ericaceae) é uma planta nativa do Brasil e
amplamente distribuida em diferentes biomas. Geralmente as populacfes
de camarinha estdo estabelecidas em ambientes semi-perturbados, com
condicdes adversas de clima e solo. G. brasiliensis comumente ocorre na
vegetacdo de Restinga, que possui solo arenoso e influéncia maritima,
associada ao bioma Mata Atlantica. O estabelecimento em ecossistemas
diversos esta provavelmente relacionado ao valor adaptativo, expresso em
plasticidade morfoldgica nesta espécie. O objetivo deste estudo foi avaliar
as estratégias reprodutivas de G. brasileinsis nas dunas da llha de Santa
Catarina. O sucesso reprodutivo foi avaliado pela proporcéo de sementes
com embrido e sem contelido (seed set), e foi verificada a permanéncia da
viabilidade das sementes no tempo. Também foram analisadas
caracteristicas florais, e realizadas observacdes de visitantes florais, a
partir das informacdes obtidas sdo sugeridos polinizadores potenciais. As
sementes sdo ortodoxas e apresentam viabilidade em torno de 34% + 15
apo6s varios anos de armazenamento. Em Restinga da Ilha de Santa
Catarina, a polinizacdo se mostrou primariamente entomofila, sendo os
seus principais polinizadores Aellopos ceculos (Sphingidae), Bombus
morio e Xylocopa brasilianorum (Apidae). Os resultados de morfologia
floral e sindrome de polinizacdo diferem de resultados encontrados no
bioma Cerrado. Isto provavelmente indica um fendbmeno epigenético,
onde a morfologia floral se moldou a disponibilidade de polinizadores.
Além disso, G. brasiliensis possui lignotuber, uma estrutura especializada
para armazenagem e reproducdo vegetativa em condicdes severas. Essas
caracteristicas indicam um estilo de vida misto em relagdo a capacidade
de regeneracdo, comportamento de semeador e rebrotador.

Palavras-chave: Aellopos ceculus. Epigenética. Lignotuber. Polinizagéo
por vibracdo. Sindrome de polinizacéo.
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1.1. INTRODUCAO

Gaylussacia brasiliensis Meisn (Ericaceae) ocorre diferentes biomas
do Brasil, ao longo de cadeias montanhosas e regides costeiras, no dominio
da Floresta Atlantica de Pernambuco até o Rio Grande do Sul, no Cerrado
ao longo da Serra do Espinhaco e na regido Centro-Oeste brasileiro, do
nivel do mar até altitudes de 2.035 m (ROMAO, 2011). G. brasiliensis
ocorre em grande parte da costa litornea em vegetacdo de Restinga,
associada a Floresta Ombrdéfila Mista do bioma Mata Atlantica.

A camarinha, como é popularmente chamada, é uma planta
silvestre, que pertence a tribo VVaccinieae, a mesma dos mirtilos comercias.
Possui uso potencial como alimento funcional e outras aplicacdes por suas
caracteristicas antioxidantes e nutricionais (BRAMORSKI et al., 2011).
G. brasiliensis possui também importancia ecoldgica, por suas
caracteristicas de colonizacdo de ambientes severos, podendo ser utilizada
para restauracdo de ambientes degradados e repovoamento em areas que
sofreram agdo antrdpica.

Estudos para caracterizar o sistema reprodutivo de G. brasiliensis
podem revelar as estratégias usadas para garantir 0 sucesso reprodutivo
pela capacidade adaptativa. Além disso, tanto para a conservacao in situ
(circa situ) quanto ex situ é necessario conhecer 0 comportamento
reprodutivo, incluindo as relagbes desta com polinizadores e
caracteristicas das sementes. As sementes de espécies silvestres carecem
de informacdes sobre comportamento de estocagem, quebra de dorméncia
e outras peculiaridades (HAY; PROBERT, 2013).

Muitas espécies de ericaceas precisam receber visitas de animais
para a polinizacdo efetiva, os visitantes produzem vibragdo nas anteras
para liberar pequenas cargas de pdlen das anteras poricidas e séo
hercogamicas. A necessidade de sonicacdo por algum visitante floral age
como um mecanismo eficaz de distribuicdo de pdlen, restringindo a
remocao por polinizadores e liberagdo de acordo com a taxa de visitagdo
(BUCHMANN; HURLEY, 1978; CANE; PAYNE, 1988). As anteras
tubulares protegem os grdos de pdlen de riscos ambientais
(BUCHMANN; HURLEY, 1978) e os poros amplos garantem uma
descarga consideravel de polen.

Segundo Gentry (1982), na evolucdo da tribo Vaccinieae,
processo de especiagdo que aconteceu com colonizagdo das regides
temperadas para tropicais, a sindrome de polinizacdo acompanhou a uma
mudanga de insetos para beija-flores. Algumas ericaceas neotropicais séo
ornitofilas, enquanto outras sdo melitofilas, (ARAUJO; FARIAS;
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OLIVEIRA, 2011; FREITAS; GALETTO; SAZIMA, 2006; MOREIRA,;
MIRANDA; LIMA, 2017), apesar das caracteristicas florais nem sempre
serem marcadamente especializadas (NAVARRO; GUITIAN; AYENSA,
2008). A polinizacéo de Ericaceae nas latitudes temperadas e subtropicais
é principalmente entomoéfila (LUTEYN, 2002).

No Cerrado, G. brasiliensis foi observada sendo polinizada por
beija-flores, e os insetos visitantes foram considerados pilhadores dos
recursos florais. Nos testes de polinizagdo a campo, polinizacdo cruzada
e autopolinizacdo, observaram desenvolvimento de tubo polinico,
utilizando como indicativo de sucesso reprodutivo a formacédo de frutos
(fruit  set). Concluiram que a espécie ndo apresenta
autoincompatibilidade, mas ndo apresentou autopoliniza¢do espontanea e
nem apomixia, necessitando da acio dos visitantes florais (ARAUJO;
FARIAS; OLIVEIRA, 2011).

Em habitats com algum nivel de perturbagdo, ocorre certa
variacdo na interacdo entre plantas e polinizadores. Sendo assim, ocorre
tendéncia a imprevisibilidade da quantidade e do espectro de visitantes
florais de determinada espécie de planta (KEARNS; INOUYE; WASER,
1998). Quando uma planta é visitada por varios grupos funcionais, as
pressdes seletivas relativas que exercem sao susceptiveis de diferir muito,
sendo que as caracteristicas florais das espécies de plantas que habitam
areas semidisturbadas, podem mostrar sistemas de polinizacdo mista
(FENSTER et al., 2004).

A forma da corola tubular a urceolada, escondendo o néctar, é
uma forma paralela de reducéo do leque de potenciais coletores de néctar,
para aqueles que possuem aparelho bucal longo (KNUDSEN; OLESEN,
1993). No entanto, as flores tubulares das ericaceas, estao sujeitas a roubo
de néctar, e os pilhadores de recursos florais podem ter influéncia sobre o
valor adaptativo da planta. Eles desempenham um papel importante ao
gerar modificacGes e evolugdo nos tracos florais, moldando a estrutura da
populacéo e influenciando a dindmica da comunidade (ROJAS-NOSSA;
SANCHEZ; NAVARRO, 2016).

Segundo Navarro (1999), o roubo do néctar significa um alto
custo energético para a planta, pois precisa repor o contelido removido
pelos pilhadores, e isso ainda resulta em menos néctar disponivel aos
polinizadores efetivos. No entanto, o resultado pode ser um aumento no
fitness da planta, se os polinizadores respondem a diminuicdo de recursos
buscando outras flores mais distantes e se movimentando mais entre
plantas.



68

Na espécie Disterigma stereophyllum, a corola é curta, branca e
urceolada, caracteristicas tipicas de plantas melitéfilas, mas a composicéo
e a quantidade de néctar sdo similares as observadas em espécies
polinizadas por beija-flores, por flor em 24 horas foi 48 + 49 pl, e
concentracdo de acUcar foi 21.2 + 6.6% (NAVARRO; AYENSA;
GUITIAN, 2007).

Existem pouca pesquisa sobre G. brasiliensis, a biologia
reprodutiva foi caracterizada, quanto a morfologia floral e visitas florais,
no Cerrado, na vegetacio de Mata de Galeria em Minas Gerais (ARAUJO;
FARIAS; OLIVEIRA, 2011).

Espécies do género Gaylussacia possuem ovario decalocular, 0s
l6culos sdo uniovulados e o fruto tipo nuculdnio, sendo estas
caracteristicas sinapomorfias indicadoras de que provavelmente este
género é monofilético (ROMAO, 2011). Sendo assim, neste género 0s
frutos possuem sementes em ndmero de dez (MARQUE; KLEIN, 1975).
Em G. brasiliensis, independentemente de ter ocorrido polinizagdo, 0s
frutos possuem dez sementes. Se os dvulos ndo foram fecundados, as
sementes ficam vazias. Sendo assim, um parametro adequado para
avaliacdo do sucesso reprodutivo nessas ericaceas € seed set, em
detrimento a fruit set.

A falta de conhecimento sobre a quebra de dorméncia e requisitos
para a germinacéo dificulta testes de germinacdo. Em espécies de plantas
silvestre é esse 0s periodos de incubacdo podem se prolongar até muitas
semanas ou meses, ocasionando perdas de sementes que ndo pela néo
viabilidade. Uma maneira de contornar esse problema é realizar teste de
tetrazolio, em que os tecidos de sementes viaveis se tornam coloridos um
vermelho, indicando a viabilidade ((HAY; PROBERT, 2013). Em
Ericaceae sdo frequentemente observadas sementes ortodoxas (ELLIS;
HONG; ROBERTS, 1985). O comportamento ortodoxo é indicado pela
longevidade das sementes, uma vez que, 0 periodo de estocagem é
inversamente  proporcional a umidade da semente (CHIN;
KRISHNAPILLAY, 1989).

Este estudo se desenvolveu com os seguintes objetivos: (1)
estudar caracteristicas reprodutivas, a relacdo funcional entre morfologia
floral, visitas legitimas, ilegitimas e roubo de néctar; e (2) avaliar o
potencial reprodutivo em Restinga; (3) caracterizar a estrutura
especializada que responsavel pela propagacdo vegetativa. Foi ainda
realizada uma analise comparativa entre caracteristicas florais e visitantes
em outro bioma.
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Para isso foram realizadas observagdes de visitantes florais, e
coletas de campo de flores e sementes. Os insetos, visitantes florais, foram
avaliados quanto ao comportamento e presenca de polen. Para a avaliacao
do sucesso reprodutivo foi aplicado como indicador a formacdo de
sementes com embrido e viaveis (seed set). Em amostragens ao longo de
um periodo de doze anos, foi avaliada a viabilidade dessas sementes,
revelando que as sementes sdo ortodoxas, capazes de manter a viabilidade
por mais de uma década.

Foram encontradas diferencas na morfologia floral e na sindrome
de polinizacdo entre as plantas da vegetacdo de Restinga (Floresta
Ombrofila Densa), das flores observadas no Cerrado. Indicando que a
pressdo de polinizacdo pode estar desencadeando um fendmeno
epigenético.

Foi ainda realizada a caracterizacdo do lignotuber, estrutura com
a qual a planta se reproduz vegetativamente. Esta estrutura especializada
a torna eficiente para se propagar e garantir que os rebentos atingirdo a
fase de reproducdo sexual. E para suportar condi¢Ges e eventos severos,
como seca, alagamento, fogo e rebrotar para regeneracao.

1.2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Parque Municipal das Dunas da Lagoa da
Conceicdo, na llha de Santa Catarina, formado por dunas de areia e
vegetacdo de Restinga. O parque esta entre 0 e 30 m de altitude e entre as
coordenadas 27°37'46"S, 48°27'52"W e 27°36'37"S, 48°27'15"W.

O clima é mesotérmico Umido, segundo a classificacdo de Képpen-
Geiger (KOTTEK et al., 2006), a média da temperatura anual é de 21°C, a
umidade relativa média anual do ar é de 82% e o indice pluviométrico em
torno de 1.600 mm.

O estudo foi conduzido de campo de novembro de 2014 a janeiro
de 2017, no entanto parte das sementes ja estavam armazenada no
laboratério desde o ano 2005. Foram registrados os dias, horarios de
observacdo, coleta e outras atividades, assim como as condigdes
climaticas (Apéndice A). Foi solicitada autorizacdo para a realizacdo de
atividades cientificas (SISBIO 46847-2; Prefeitura de Floriandpolis
E068045/2014.

Todas as imagens de microscopia confocal a laser (MCL) e
microscopia eletrbnica de varredura (MEV) foram realizadas no
Laboratério Central de Microscopia Eletrénica da Universidade Federal
de Santa Catarina (LCME-UFSC).
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1.2.1. Andalise de sementes

O sucesso da polinizacdo foi avaliado por meio da taxa de sementes
viaveis. O numero de sementes em G. brasiliensis é praticamente fixo e a
planta parece ser capaz de formar frutos mesmo sem que ocorra a
polinizagdo. Sendo assim, a formacdo de sementes com embrido e
endosperma foi aplicado como indicativo de polinizacéo.

Foram analisadas sementes coletadas, de pelo menos 30 plantas
por amostragem em diferentes anos: 2005 (margo), 2006 (maio e
dezembro), 2009 (fevereiro, abril, junho e novembro), 2014 (dezembro),
2015 (janeiro e maio) e 2016 (janeiro, fevereiro, margo e junho). Foram
coletados frutos maduros, que logo foram despolpados, as sementes
separadas da polpa, lavadas e secas a 40 °C por 24 h. As sementes
coletadas entre os anos 2005 a 2009, estavam armazenadas
(possivelmente a maior parte do tempo) a 4 °C por diferentes periodos no
refrigerador do laboratdrio, foram coletadas durante um experimento
anterior (SANTOS; HEBERLE; LOVATO, 2013). Em janeiro de 2016,
as sementes foram avaliadas (n=26.521), separadas entre cheias (com
embrido e endosperma) e vazias (sem contelido). A separagéo ocorreu por
depositando as sementes em um béquer de 250 mL, contendo 100 mL de
agua, as sementes com contetdo afundavam, enquanto que as vazias
permaneciam na superficie.

A viabilidade das sementes com endosperma e embrido foi
avaliada pelo teste de tetrazélio (ELLIS; HONG; ROBERTS, 1985a),
realizando as adaptacOes necessarias para as especificidades das sementes
de Ericaceae (ELLIS; HONG; ROBERTS, 1985b). Este teste é frequente
mente utilizado avaliacdo de sementes de plantas silvestres, pequenas e
com dorméncia, fatores que impedem os testes tradicionais de
germinagdo. As sementes, embebidas em agua por 48 h, foram cortadas
longitudinalmente através de quase todo o embrido, desde o centro da
parte curva posterior, até os extremos da radicula e dos cotilédones. As
sementes foram mantidas em solucdo de tetrazélio a 0,075% por 24 horas
a 30 °C, e avaliadas quanto aos danos no embrido e endosperma, e entdo
verificada a viabilidade, observando a coloracdo do embrido e
endosperma. A relagdo entre sementes com embrido e sementes vazias
(seed set) foi quantificada.

Para analise estatistica os dados foram submetidos ao teste de
normalidade Shapiro-Wilk, a seguir foi aplicado analise de variancia
ANOVA (Andlise de variancia).
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1.2.2. Caracteristicas de recursos florais — néctar e polen

A morfologia floral foi avaliada em 30 plantas, tomando as
medidas do comprimento do tubo da corola, do didmetro da abertura
principal da corola, comprimento do pistilo, e comprimento do estame.
Em outras dez flores foram registrados o nimero de dvulos e estames por
flor.

Para a avaliagdo do néctar potencial, foram ensacados cachos florais
de 30 plantas, que possuiam flores em fim de pré-antese, ap6s
aproximadamente 24 horas foram determinados o volume e a concentracao
de agUcar do néctar das flores que haviam entrado em antese (n = 81), no
periodo entre as 8:00 e 11:00h. Para isto, o0 néctar foi coletado com tubos
micro capilares de vidro com capacidade de 5 uL (DAFNI, 1992).

A concentragdo de aglcar no néctar foi medida em flores cujo
volume atingiu uma quantidade minima que viabilizasse a avaliagdo com
refratbmetro portatil (Bellingham & Stanley, Eclipse). O néctar
instantaneo foi avaliado em dois horarios distintos, entre 8:00 e 9:00h e
entre 17:00 e 18:00h, coletando-se o néctar de flores abertas (n = 76). E
em avaliacdo de hora em hora, sendo coletado as 6, 7, 8 e 9:00h (n = 128).

Para realizar o teste de receptividade do estigma foi avaliada uma
flor por planta, de 12 flores por classe fase fenoldgica, classificadas em
flor baldo, pré-antese, antese e corola senescente. Foi utilizada a técnica
gue relaciona a atividade da enzima peroxidase no estigma com o
aumento da adesdo e germinacdo dos grdos de podlen (GALEN;
PLOWRIGHT, 1987). Para isso foi utilizado perdxido de hidrogénio
(H202 10 volumes) para detectar a acdo da enzima peroxidase, cuja
presenca foi indicada pela formacéo de pequenas bolhas nos estigmas
receptivos.

Estimou-se o0 nimero de grdos de polen (tétrades) produzido por
flor por meio da diluigdo, em micro tubos com 0,5 mL de &gua destilada,
de 4 anteras em tubos micro tubos com 0,5 mL de &gua destilada, de
quatro flores ensacadas na pré-antese em cinco individuos, totalizando 20
flores. Realizou-se a contagem do numero de tétrades por flor em quatro
amostras de 1,5 pL de cada micro tubo, separadas em laminas reticuladas
e observadas sob microscopio Optico com objetiva de 40 vezes
(KEARNS; INOUYE, 1993). Seguindo a técnica de Petri (1976),
calculou-se 0 nimero de tétrades por antera, a partir da formula N =
Xx500/1,5%1/4, onde 'N' é 0 nimero de graos de pélen por antera; X' é o
nimero médio de gréos de pdlen das 4 amostras; 500 é o volume de &gua
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em mm? (1 mL =1 mm?®); 1,5 é o volume (uL) de solucdo transferida para
a lamina; 4 é o nimero de anteras por suspensao.

Determinou-se o numero de 6vulos através do corte da parede do
ovario de 20 flores de cinco plantas distintas, seguindo a contagem dos
mesmos sob estereomicroscopio com 16 vezes.

A viabilidade das tétrades foi avaliada pela germinacdo do pélen
in vitro. Polen fresco, obtido de anteras que foram mantidas em
temperatura ambiente por 24 horas para liberagdo das tétrades. Estas
foram postas para germinar em meio de cultura preparado com 1 g de agar
em 100 mL de agua destilada, com diferentes concentragdes de sacarose
(0, 10, 20, 30 € 40) e acido horico (0 e 40 mg/L).

O meio foi aquecido para dissolver completamente o agar sem
chegar a ebulicdo, e ainda quente foi dispensado 10 mL por placa de Petri.
O pdlen foi aspergido levemente sobre a superficie do meio de cultura,
com auxilio de um pincel fino. As placas foram observadas nos tempos
de 1, 2, 3, 4, 6 e 18 horas. Para avaliacdo da germinacdo do polen, foi
considerando germinado cujo comprimento do tubo polinico tivesse
ultrapassado o diametro do grdo de polen (KEARNS; INOUYE, 1993).

1.2.3. Visitantes florais

As sessOes de observagdo ocorreram entre 0s meses de novembro
de 2014 e maio de 2015, totalizando 28 horas de observacao.

Foram acompanhados e anotados diretamente no campo a
presenca, frequéncia de visitas e o comportamento dos visitantes florais
conforme método adaptado (ARAUJO; FARIAS; OLIVEIRA, 2011;
LENZI; MATOS; ORTH, 2006). Em algumas das sessfes de observacao
foram realizadas também coletas de insetos com redes entomolégicas, 0s
guais foram foto documentados, armazenados em alcool 70%, dissecados
em algumas ocasides, e posteriormente identificados. Dados de
temperatura e umidade relativa foram coletados in loco utilizando
higrémetro digital SH 122. Foram registradas medidas de temperatura e
estimativa da velocidade do vento durante as coletas, utilizando
termohigrémetro e a escala de Beaufort (LAROCA, 1995).

A andlise do comportamento dos visitantes florais foi realizada por
meio da observacao do tempo de permanéncia de cada visitante, se o ato
do inseto pousar na planta produzia vibragcdo e se tocava o estigma,
classificando-os como possiveis polinizadores efetivos, ocasionais ou
pilhadores. O comportamento foi analisado com o auxilio de registros
fotogréficos e videos digitais.
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Quando capturados, os insetos foram medidos (envergadura das
asas, aparelho bucal, térax, abdémen), foi verificada a presenga de polen
aderido ao corpo, utilizando estereomicroscdpio binocular e microscopia
eletrobnica de varredura (MEV). Para MEV, os espécimes foram
desidratados por 72 horas a 40 °C em estufa, e entdo foram submetidos a
metalizagdo com ouro (AZEVEDO FILHO et al., 2008). Quando
necessario os insetos observados tiveram as partes extraidas para uma
melhor observacao.

1.2.4. Analises anatémicas por microscopia

Para analise das partes florais, estigma e estilete, foi utilizada MEV
e MCL. Para MEV, o material bioldgico foi desidratado em série etilica
gradual a cada 10% até 100%, por 30 min em cada graduacdo. Apds a
desidratacdo, as amostras foram secas em equipamento de ponto critico
Leica EM CPD300. Foram entdo aderidas sobre suportes de aluminio com
fita de carbono dupla face, e cobertas com 20 nm de ouro, em metalizador
Leica SCD 500. As partes florais foram analisadas e documentadas em
Microscopio Eletrénico de Varredura Jeol JSM-6390LV.

Para microscopia confocal a laser (MCL) do pdlen e estigma, o
material fresco foi submerso em fucsina cida 0,05% em &cido latico
85%, colocado em laminas com agua. Para MCL foi utilizado
Microscopio Leica DMI6000 B. A faixa de fluorescéncia
excitacdo/emissdo utilizada foi excitacdo 543 nm (verde) e filtro de
emissdo na faixa de 600-739 nm (vermelho). O programa Lite LAS-AF
(Leica) foi usado para o processamento final das imagens confocais.

1.2.5. Analise da estrutura subterranea

Para caracterizacdo da estrutura de propagacdo vegetativa, foi
coletado a campo um fragmento de aproximadamente 10 cm, logo abaixo
da planta mde. A analise morfolégica e anatdbmica do lignotuber
realizadas com microscopia de varredura e microscopia Optica, foram
seccionados transversal e longitudinalmente em pedacos de
aproximadamente 3 mm. Este material foi preparado para MEV de forma
semelhante ao processo ja descrito no item anterior. Passou por
desidratacdo alcodlica e cobertura de ouro em Leica SCD 500, e foi
observado em Microscépio Eletronico de Varredura Jeol JSM-6390 LV.

Também foi feita seccdo transversal com ldamina manual, 0 mais
fina possivel, para visualizagdo em microscépio optico Olympus BX40.
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1.3. RESULTADOS
1.3.1. Analise de sementes

As sementes de Gaylussacia brasiliensis (Meisn.) de todo o
periodo avaliado, oito em um periodo de doze anos, apresentaram uma
viabilidade de 34 + 15%. A percentagem média de sementes com
contetido, embrido e endosperma, foi de 44 + 12% sendo que, 76 + 25%
estavam viaveis (Fig. 6A-6D, 6G), e o restante embora tivesse contelido
ndo estava viavel (6E, 6F, 6H, 61).

Os dados de viabilidade se mostraram paramétricos, sendo que a
relacdo das sementes com embrifes vidveis, indicou que os fatores
estacdo do ano (p = 0,610) e ano de coleta (p = 0,833), ndo interferem na
presenca de embrido. Da mesma forma, estagcdo do ano (p = 0,186) e 0
ano (p = 0,448) ndo interferiram na viabilidade das sementes. Foram
observadas sementes viaveis em todos os periodos de armazenamento
avaliados (Fig. 5).

Figura 5 - Analise de viabilidade e longevidade de sementes de Gaylussacia
brasiliensis. Percentagem de sementes cheias (com embrido e endosperma); de
sementes vazias (sem embrido e endosperma); e viabilidade total (sementes
cheias com potencial de germinagdo, analisado com o teste tetraz6lio). Sementes
coletadas nos anos 2005, 2006, 2007, 2009, 2014, 2015 e 2016, e armazenadas a
4 °C por periodos 11, 10, 9, 8, 2 anos e menos de 1 ano.
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Figura 6 - Sementes de Gaylussacia brasiliensis, cortadas longitudinalmente
expondo o endosperma e embrido, submetidas a teste de tetrazélio. (A-D e G)
Sementes viadveis, mostrando tons avermelhados da reducdo oxidativa do
tetrazélio que ocorre em tecidos vivos (setas pretas). (E) Semente viavel e (F, H,
1) sementes ndo viaveis nas quais existe indicagao de tecido danificado, pela ndo
coIQLa_géto seta branca), ou coloracdo parcial com o sal tetrazolio.
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1.3.2. Caracteristicas e recursos florais

As flores possuem corola urceolada com estreita abertura apical de
2,0 £ 0,01 mm, mostrando hercogamia (Fig. 9A, 9B), comprimento do
pistilo 9,0 £ 0,20 mm e estame 8,0 £ 0,20 mm, com baixo desvio padrdo
(Tab. 1). A pilhagem de recursos florais ndo foi quantificada, mas foi
observada com muita frequéncia (Fig. 9D, 9E, 9F).

Tabela 1- Morfologia floral de Gaylussacia brasiliensis, comprimento e abertura
da corola, do pistilo, do estame, nimero de anteras, de 6vulos e pélen por flor.

Comprimento Abertura Pistilo Ovulos Estame Anteras Pélen
mm mm mm unidade mm unidade  unidade
Média 10,0 2,0 9,0 10,0 8,0 10,0 11.215
DP +0,1 + 0,01 +0,1 +0,1 +0,1 +0,3 -

Foi observada protandria, o estigma estava receptivo em todas as
fases fenoldgicas analisadas: baldo, pré-antese, antese e corola
senescente. Isto indica protandria. N&o foi avaliada a maturidade do pdlen
para indicar uma possivel protogenia.

As flores de G. brasiliensis apresentaram em média 11.215
tétrades e dez dvulos por flor (Fig. 9C), ou seja, a razdo poélen: 6vulo
encontrada foi de 1.121.

O volume de néctar potencial, acumulado em 24 horas por flor, e
a concentracdo de agucar foram respectivamente 1,70 + 0,90 pL e 22,14
+ 5,44%. No mesmo momento, as 8:00 h, o volume e concentracdo do
néctar instantaneo foram 1,00 £ 0,96 uL e 18,51 + 6,12%; e no fim da
tarde o volume foi 0,12 + 0,16 pL (Fig. 7A). Os dados de volume de
néctar potencial e instantaneo as 8:00h (Fig. 7A) ndo sdo paramétricos e
foram submetidos ao teste Mann-Whitney que indicou diferenga
significativa (a = 0,5) entre eles (p <0,001). J4 os dados de concentracdo
de acucar sdo paramétricos, foi aplicado o teste T, ndo apontando
diferenca significativa, entre concentracdo de acucar no néctar potencial
e no instantaneo (p <0,05).

O néctar instantaneo coletado de hora em hora entre as 6:00 e 9:00h
apresentou respectivamente os volumes de 1,35 + 1,89 uL; 1,48 + 1,47
uL; 1,57 +1,80 pL; e 1,17 + 1,66 L (Fig. 7B).

O néctar é produzido em tecido subepidérmico, liberado através de
estdbmatos modificados (Fig. 8H), e armazenado na camera nectarifera
(Fig. 8G), localizada topo dos ovarios, no fundo da corola. O volume
méaximo de néctar coletado foi 6,25 uL, indicando possivelmente a
capacidade aproximada de armazenamento.
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Figura 7 - Caracterizagdo de néctar de Gaylussacia brasiliensis em Floriandpolis.
(A) Volume (uL/ flor) de néctar potencial e concentracdo de agucar (%) por flor
(em 24 horas); e néctar instantaneo as 8:00 e 17:00h em dezembro de 2014; (B)
volume de néctar e instantaneo (pL/ flor), e concentracdo de aglcar no néctar
instantaneo (%) em coleta horaria 6:00, 7:00, 8:00 e 9:00h em janeiro de 2016.
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Figura 8 - Microscopia eletronica de varredura mostrando (A) disco nectarifero
no topo do ovario; (B) detalhe de poro necta ifero, estomatos modlflcados

10kV X85 200pm LCME-UFSC

O polen é do tipo tétrade, com aproximadamente 40 um, liberado
através de anteras poricidas em pequenas descargas (Fig. 10A-10D).
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Figura 9 - Morfologia floral de Gaylussacia brasiliensis. (A) Flor exibindo
abertura da corola e hercogamia, estigma com pdlen aderido; (B) flor apés a visita
por beija-flor, abertura da corola com danos. (C) ovarios decalocular; (D) corola
danificada por Trigona spineps; (E, F) inflorescéncias danificadas por pilhadores.

Figura 10 - Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia
confocal a laser (MCL) mostrando detalhes das estruturas masculina e feminina
das flores de Gaylussacia brasiliensis: (A) antera poricida com poro amplo; (B)
detalhe de gréos de pdlen sendo liberados pelo poro; (C) caracterizagdo de tétrade
com aproximadamente 40 um de diametro; (D) p6len em MCL, corado com
fucsina &cida; (E) MEV do estigma; (F) MCL do estigma.

10kV X100 WllTn LCME-UFSC 10KV X400  50pm LCME-UFSC LCME-UFSC

Skv X100 |E’ar‘ﬂ LCME-UFSC
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A germinacdo in vitro dos grdos de polen fresco diferiu quanto a
concentracgdo de sacarose no meio de cultura e ocorreu emissdo de tubos
polinicos a partir da primeira hora de observacdo. O meio considerado
ideal foi aquele contendo 10 % de sacarose e 40 mg de &cido bodrico,
apresentando germinacédo superior a 95 % (Fig. 11B). N&o foi observada
germinacdo de tétrades nos meios contendo 30 e 40 % de sacarose. Nos
meios com 0 % de sacarose e 0 mg de acido borico foi aproximadamente
70 % (Fig. 11A) e 20 % de sacarose e 40 mg de acido bérico a germinagéo
observada foi 60 % (Fig. 11C).

Figura 11 - Germinacdo in vitro de polen de Gaylussacia brasiliensis seis horas
apos a semeadura. (A) meio 0 % de sacarose e 0 mg de acido bérico; (B) 10 % de
sacarose e 40 mg de &cido borico; (C) 20 % de sacarose e 40 mg de acido bdrico.

1.3.3. Visitantes florais

Os principais visitantes florais observados foram das ordens
Hymenoptera e Lepidoptera (Tab. 2). Algumas espécies sdo listadas como
potenciais polinizadoras, pois sdo capazes de produzir sonicagdo ao tocar
0 estigma, e foi observado pdlen em alguma parte do corpo (Tab. 3).

Os visitantes observados mais frequentemente foram as abelhas
grandes, Xylocopa brasilianorum (Linneus) e Bombus morio (Swederus)
e a mariposa beija-flor Aellopos ceculos (Cramer), ambas produzem
sonicacdo. No entanto as abelhas grandes exibiram comportamento
variado, alcangando o néctar pela abertura da corola (Fig. 12A), tocando o
estigma com partes do corpo (Fig. 12B), perfurando a corola para chegar
ao néctar (Fig. 12C) ou aproveitando aberturas ja existentes feitas por
pilhadores. Pélen de camarinha e de outras espécies foram observados em
partes do corpo desses insetos (Fig. 12D, 15A-15H), portanto, as visitas
das abelhas grandes podem ser legitimas ou pilhagem (Tab. 2).

Algumas espécies da ordem Lepidoptera foram observadas
visitando as flores (Fig. 13A), geralmente buscando o néctar pela abertura
da corola, mas a maioria ndo parece capaz de produzir vibracéo nas flores.
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Tabela 2 - Comportamento e frequéncia de visitantes florais Gaylussacia
brasiliensis em Restinga de Floriandpolis, SC, por periodo de 28 horas de
observacdo. Pilhagem = Pi; Polinizacdo = Po.

Ordem Visitante Visita Recurso Entre Toca Produz Acio
plant: estigma vibracio
Hymenoptera Apis mellifera 3 Néctare Sempre Ocasional Nao Pi
polen
Odontomachus spp. - Néctare Sempre Sim Nao Po,Pi
Polen
Trigona spineps 15 Néctar Frequente Nao Nao Po,Pi
Abelhas grandes! 35 Néctare Sempre Ocasional Sim Po,Pi
Polen
Lepidoptera 3 Frequente Nao Nao Pi
Aellopos ceculus 9  Néctar Sempre Sim Sim Po
Lepidoptera spp? 8  Néctar Frequente Sim Nao
Apodiforme
Trochilidae  Amazilia fimbriata 1 Néctar ? Sim Sim Po

!Bombus morio e Xylocopa brasilianorum

Figura 12 - Comportamento variado de Xylocopa brasilianorum (A, C) e Bombus
morio (B, D) visitando Gaylussacia brasiliensis. (A) X. brasilianorum
produzindo sonicagdo; (B) B. morio coletando néctar pela abertura da corola; (C)
X. brasilianorum perfurando a base da corola para roubar néctar; (D) B. morio
com polen espalhado por todo o corpo, com aglomerados no abdémen e aparelho
bucal (setas Iarn'as .

Foram observadas Trigona spinipes (Fabricius) (Fig. 13C), Apis
mellifera (Linnaeus) e diferentes espécies de formigas (Fig.13D). Estas
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abelhas tém comportamento variado, raramente tocam o estigma.
Geralmente aproveitam de aberturas feitas por outros pilhadores, mas
algumas vezes podem tentar alcancar néctar e pdlen pela abertura da
corola (Fig. 13B). Foram encontrados poucos gréos de p6len nas amostras
de A. mellifera analisadas (Fig. 16).

Tabela 3 - Espécies de insetos potenciais polinizadores coletados em Gaylussacia
brasiliensis, comprimento das partes do inseto, térax, abdémen, comprimento do
aparelho bucal medido a partir do labro, comprimento total, envergadura da asa
(Enver.), localizacéo de pdlen e relacdo possivel.

Espécies Ap. bucal Toérax Abddmen Total Enver. Localizagio Relacido
mm mm mm mm mm__ do pélen possivel
Hymenoptera
Apididae
Xvlocopa 9,7 (£0,8) 8,0 15,0 30,2 52,6 Patas, torax e Pol/
brasilianorum (*2,2) (+2,8) abdomen. pil
Bombus morio 9,5 (+1.3) 11,0 16,0 26,8 40,0 Cabega, patas ~ Pol/
(*5,3) (*1,2) e abdémen. pil
Lepidoptera
Sphingidae
Aellopos ceculus 17,0 (?) 9,0 15,0 24,0 49,0 Proboscide Pol

Figura 13 - Visitantes florais de Gaylussacia brasiliensis que ndo produzem
sonicacédo. (A) Espécie de Lepidoptera, coletando néctar pela abertura da corola;
(B) Apis mellifera, coletando pela abertura da corola; (C) Trigona spinipes,
pilhando; (D) Formigas (Odontomachus spp.) pilhando recursos florais.
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A mariposa beija-flor, Aellopos ceculus Cramer (1777), possui
habitos diurnos, foi observada no periodo da manha e no fim da tarde
entre 16:00 e 18:00h, quando foram coletados dois espécimes (Figs. 14C,
14D). Esta mariposa coleta néctar pairando em torno das flores e toca o
estigma com a proboscide. Nesta estrutura foi observada carga pura de
pélen de G. brasiliensis (Figs. 14A, 14B), ndo se observou pélen em
outras partes do corpo (Figs. 14E, 14F), pilhagem de néctar, danos a
corola, nem desperdicio de recursos florais, diferentemente dos outros
visitantes florais observados nas flores de camarinha.

Figura 14 - Espécie de Lepidoptera, Sphingidae, mariposa Aellopos ceculus,
espécimes coletados na Restinga em 11/02/2015, visitando flores de Gaylussacia
brasiliensis. (A, B) pblen concentrado na probéscide; (C, D) individuos com
possivel dimorfismo sexual macho e fémea respectivamente; (E, F) microscopia
de varredura, mostrando a auséncia de pélen em outras partes do corpo.

'

LCME-UFSC 8kv X250 100pm LCME-UFSC
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Figura 15 - Imagens de microscopia de varredura em insetos capturados visitando
flores de Gaylussacia brasiliensis, mostrando pélen da camarinha (setas brancas),
Xylocopa brasilianorum (A-D) e de Bombus morio (E-H). (A) Cabeca de X.
brasilianorum com aglomerados de pdlen; (B) detalhe da mandibula contendo
polen de camarinha e outras espécies de plantas; (C) pdlen de camarinha e outras
espécies no abddmen ventral; (D) pata posterior com pdlen de diversas espécies
de plantas; (E) Cabeca de B. morio apresentando alta concentracéo de pélen de
diversas espécies; (F) curbicula com pélen de diversas espécies; (G) pata com
pouco pélen; (H) térax com polen de diversas espécies.

LCME-UFSC

10kV X200 100pm LCME-UFSC
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Figura 16 - Microscopia eletronica de varredura mostrando Apis mellifera
capturada visitando Gaylussacia brasiliensis, com p6len desta planta aderido ao
corpo (setas brancas). (A) Glossa de com pélen; (B) abdémen com polen.

LCME-UFSC s X76

8kv X400  50um 200um ‘. LCME-UFSC

Em andlise comparativa com estudos realizados em G. brasiliensis
no Cerrado, em diferentes tipos de vegetacdo, foram detectados ecotipos
de polinizacdo. Populacdes da mesma espécie diferem nos tracos florais
no que se refere as dimensdes e a producdo de néctar potencial (Tab. 4).

Em borda de Mata de Galeria, em relacdo a Restinga, as flores
apresentaram a corola aproximadamente 50% mais longa, e a producdo
de néctar potencial médio é o dobro (ARAUJO; BARBOSA; OLIVEIRA,
2011; ARAUJO; FARIAS; OLIVEIRA, 2011).

Tabela 4 - Caracteristicas florais de Gaylussacia brasiliensis, comparada em
diferentes tipos de vegetacdo: Restinga (Santa Catarina - SC), Mata de Galeria
(Minas Gerais - MG) e Campo Rupestre (MG). Comprimento e abertura da corola
(ou maior diametro), volume de néctar e concentragdo de agUcar, visitantes mais
frequentemente observados e respectivo comprimento do aparelho bucal.

Local Florianépolis, SC Uberlandia, MG Morro do Pilar, MG
Vegetacao Restinga Mata de Galeria Campo Rupestre
Sindrome de polinizagao* Entoméfila Ornitéfila Melitéfila
Comprimento corola (mm) 10,0 (£ 0,1) 15,4 (£ 0,47) 7,3(x0,5)
Diametro da corola (mm) 2,0 (+0,01) 5,6 (+ 0,16) 25(x0,3)
(abertura diam) (maior diam) (maior diam)

Volume de néctar 1,70 (+ 0,90) pL 3,6 (£1,2)

potencial por flor (uL) 6,6 (+1,1)

Aclcar no néctar (%) 21,2 (6,2 135(x5,2)

Visitantes frequentemente  Xylocopa brasilianorum

observados

Bombus morio

Chlorostilbon lucidus
Amazilia fimbriata

Augastes scutatus
Na4o registrou visita

Aellopos ceculos de insetos.
Comprimento das pegas 9,7 (+0,8) 17,7 (£ 2,1) 18,5 (+ 1,6)
bucais (mm) 9,5 (= 1,3) 21,8 (+6,2)
(respectivamente) 17,0 (?)
Referéncia Araljo, Barbosa e Oliveira,  Rodrigues (2011)

(2011); Araljo, Farias e
Oliveira, (2011)

1Segundo observacdes dos autores.
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Enquanto que, em Campo Rupestre as flores apresentaram
comprimento da corola aproximadamente 30% menor em relacdo a
Restinga (RODRIGUES, 2011). Também houve uma grande diferenca
entre as flores do Cerrado em diferentes tipos de vegetacdo, onde as flores
de borda de Mata de Galeria apresentaram aproximadamente o dobro de
comprimento da colora em relagdo as flores de Campo Rupestre. As
observacBes de visitantes florais mais frequentes também indicaram
diferencgas na presenca de potenciais polinizadores.

1.3.4. Caracterizagdo do lignotuber

A estrutura subterranea responsavel pela propagacédo vegetativa foi
caracterizada como lignotuber (Fig. 17), tendo como caracteristica
imprescindivel e definitiva para essa classificacdo a presenca de gemas
acessorias epicormicas (Fig. 17A) (APPEZZATO-DA-GLORIA, 2003).

Figura 17 - Sistema subterraneo de Gaylussacia brasiliensis. (A) lignotuber
contendo gemas acessorias epicormicas (setas brancas), emitindo raizes
estruturais e capilares; (B) secgdo transversal do lignotuber em microscopia
Optica; (C, D) lignotuber em microscopia de varredura; (C) vista geral e (D)
detalhe do parénquima medular contendo grdos de amido (seta). Parénquima
medular = pm; stber = su; sistema vascular = sv.

Bt

X37  5oopm LCME-UFSC N10kv X750 " 20pm
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1.4. DISCUSSAO

A viabilidade total das sementes de G. brasiliensis no periodo de
12 anos, foi de aproximadamente um terco. Os resultados mostram que o
fator tempo de armazenagem néo interfere na viabilidade das sementes .A
longevidade das sementes € um indicativo direto de comportamento de
armazenagem ortodoxo (CHIN; KRISHNAPILLAY, 1989; HAY;
PROBERT, 2013), sendo que, esta caracteristica é frequentemente
observada em Ericaceae (ELLIS; HONG; ROBERTS, 1985b), em bancos
de sementes persistentes (BASKIN; BASKIN, 2014).

Esta é uma estratégia de sobrevivéncia e propagacdo em ambientes
gue apresentam periodos que ndo favorecem o estabelecimento das
plantulas. A dorméncia da semente significa que sdo necessarias que
condi¢des adicionais sejam satisfeitas antes da germinagdo acontecer
(HOPKINS, 2005).Existe alguma variacdo de dorméncia entre espécies
de ericéceas, grande parte parece ter dorméncia fisiol6gica, outras como
Vaccinium angustifolium e V. ashei possuem dorméncia morfofisiolégica,
e algumas, como Gaultheria leucocarpae, ndo apresentam dorméncia
(BASKIN; BASKIN, 2014). Em algumas ericaceas da Australia com
frutos tipo drupas, a dificuldade na quebra de dorméncia foi associada as
interacdes entre o endocarpo, dorméncia fisiolégica e morfoldgica,
indicada pelo teor de umidade, das caracteristicas dos frutos, sementes e
embribes (JUST, 2018).

Para determinar o tipo de dorméncia de sementes de G.
brasiliensis, e 0 que ocasiona a quebra de dorméncia, sdo necessarios
estudos especificos, uma vez que, estas parecem nao responder a
tratamentos de quebra de dorméncia fisicos. Alguns estudos foram
conduzidos avaliando a relagdo com a germinacdo de Calluna vulgaris e
fungos endofiticos, houve indicio de que possa existir uma influéncia
positiva (KNUDSON 1929; RAYNER, 1929). Principalmente devido a
complexidade das interagdes, ainda hoje se encontram dificuldades para
elucidar estes processos simbioticos.

Nos anos de estudo a sazonalidade n&o interferiu na proporcao
entre sementes com contelido e vazias. A viabilidade das sementes (com
contetido) também n&o parece ter sofrido influéncia sazonal. Indicando
gue a presenca de polinizadores ndo se altera sazonalmente, pois existe
disponibilidade de recursos florais durante todo o ano. No periodo de
estudo, a populacdo de plantas apresentou padréo de floracdo continuo,
variando em intensidade, mostrando individuos em todas as fases
fenoldgicas a0 mesmo tempo em todos os meses do ano. Floragdo e
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frutificacdo ao longo do ano foram observadas em outros ecossistemas,
com pequenas variagdes possivelmente devido a condicdes climaticas
(ARAUJO; BARBOSA; OLIVEIRA, 2011; MORAES, 2011; SILVA;
CERVI, 2006; ZAMITH; SCARANO, 2004)

As variagdes observadas entre a propor¢do de sementes cheias e
vazias entre as amostragens parecem ser aleatdrias. Pode estar refletindo
questdes climaticas, variacdo na presenca de polinizadores, ou mesmo
amostragem insuficiente. Durante o periodo de estudo, a partir do ano de
2015, houve uma mudanca na vegetagdo local, com aumento da
populacdo arbustiva, com acumulo de agua das chuvas em pequenas
lagoas e corregos. A mudanca na composicao da flora pode ocasionar a
mudanca da fauna associada, ocasionando alteracbes na dinamica de
polinizacdo (COSTA et al., 2017).

Em relagdo ao tipo de cruzamento, existem alguns indicios de que
G. brasiliensis possa apresentar xenogamia facultativa. a relagdo pélen-
6vulo de aproximadamente 1.200, de acordo com a classificagéo indicada
por Cruden (1977), indica algum nivel de autoincompatibilidade, assim
como é observado em espécies de Vaccinium (BREVIS et al., 2006;
STEPHENS; LEVESQUE; DAVIS, 2012).

Além disso, Luteyn (2002) sugere que muitas espécies com alta
densidade de flores sempre produzirem muitos frutos também leva a
hipotese de que elas sdo autocompativeis facultativas, mesmo que nao se
possa excluir a polinizacdo cruzada. A presenga de muitos individuos
clonais nas populagdes de G. brasiliensis, produzidos vegetativamente
por meio de lignotuber, pode tornar a xenogamia facultativa uma garantia
de producéo de sementes. Agarista revoluta (Ericaceae) foi observada em
Restinga possuindo individuos autocompativeis e incompativeis
(MOREIRA; MIRANDA; LIMA, 2017).

Outro indicio de algum nivel de autoincompatibilidade,
esporofitica ou gametofitica, é a propor¢do de sementes sem embrido
(dois tercos) mesmo com a presenca de polinizadores. No entanto, para
obter resultados sobre o tipo de cruzamento desta espécie, neste tipo de
vegetacdo, é necessario realizar estudos especificos, preferencialmente a
campo.

No Parque das Dunas da Lagoa da Conceicdo as flores de G.
brasiliensis sdo visitadas por insetos capazes de produzir sonica¢éo e com
aparelho bucal longo o suficiente para alcancar o nectario e transportar
polen para outros estigmas. Foram identificados como potenciais
polinizadores as abelhas grandes Bombus morio e Xylocopa
brasilianorum e a mariposa Aellopos ceculus. Para a identificagéo de A.



88

ceculos foi realizada pesquisa bibliogréfica, no entanto, este € um género
pouco estudado. As evidéncias de que se trata desta espécie se da
principalmente por suas caracteristicas peculiares de voo e as manchas
amareladas no dorso (Apéndice B).

Neste ecossistema parece que G. brasiliensis possui uma relagdo
de polinizacdo mais eficiente com esta evasiva mariposa beija-flor, ela
coleta néctar pairando e produzindo vibragdo, ocasionando a utilizacdo
mais eficiente dos recursos florais, e ndo acontece pilhagem. No corpo da
mariposa 0 polen puro de camarinha estava depositado apenas na
probdscide, com a qual toca o estigma das flores visitadas, sdo necessarios
mais estudos para avaliar esta relacdo. Segundo Mitchell et al. (2009) o
forrageamento especializado coincide com a alta eficiéncia da utilizacao
dos recursos, aumentando a poliniza¢do da planta.

A subfamilia Macroglossinae contém as chamadas mariposas-
beija-flor, com forma aerodindmica, asas estreitas e 0 voo rapido, dando
a capacidade de pairar nas flores enquanto se alimentam. Os estudos
existentes sdo principalmente sobre as espécies Macroglossum
stellatarum (BALKENIUS; KELBER, 2006; JOSENS; FARINA, 2001;
KELBER, 1996, 1997, 2003; KERN; VARJU, 1998; WU; ZENG, 2010),
e Manduca sexta (BALKENIUS; DACKE, 2013; CONTRERAS et al.,
2013; HEDRICK, 2006; NGUYEN; HAN; HAN, 2016; WILLMOTT;
ELLINGTON, 1997a, 1997b). O género Aellopus é composto por seis
espécies que sdo pouco estudadas (CANNON, 1985; DRECHSEL, 2014).
A. ceculos foi observado visitando flores de Inga spp. no nordeste do
Brasil, durante o dia e também a noite, com pdlen em todo o corpo
(CRUZ-NETO et al., 2011, 2015).

As abelhas grandes B. morio e X. brasilianorum fazem frequentes
visitas, efetuando a polinizacdo de G. brasiliensis em Restinga. Elas
possuem um longo aparelho bucal, forrageiam com mau tempo,
produzem sonicacao (CORTOPASSI-LAURINO; KNOLL,;
IMPERATRIZ-FONSECA, 2003; FRANCOSO et al., 2016; MARCHI;
ALVES-DOS-SANTOS, 2013) e tocam o estigma com diversas partes do
corpo (Fig. 10). As abelhas grandes parecem exercer importancia para
polinizacdo desta espécie, indicado pela frequéncia das visitas. No
entanto, elas frequentemente apresentam comportamento pilhador (Tab.
2) resultando em visitas ilegitimas, além de explorar diversas fontes de
recursos florais, carregando pélen de outras espécies de plantas (Figs.
12A-12H). Abelhas do género Bombus, especialmente em areas
temperadas, visitam diversas espécies de ericiceas, coletando recursos
florais e muitas vezes polinizando (FREITAS; GALETTO; SAZIMA,
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2006; JAVOREK; MACKENZIE; VANDER KLOET, 2001; MAYER et
al., 2012).

O volume de néctar instantdneo menor do que o de néctar potencial
(Fig. 6), sugere que ele esta sendo consumido pelos visitantes (DAFNI,
1992), sendo que, as flores tubulares sdo frequentemente pilhadas por
Bombus e Xylocopa em busca de néctar produzido e armazenado nas
cameras nectariferas (ROJAS-NOSSA; SANCHEZ; NAVARRO, 2016).
A pilhagem de recursos florais pode diminuir significativamente a chance
de flores obterem sucesso reprodutivo. Este fato pode representar uma
forca seletiva oposta, e pode ter implicacdes para a evolucdo de flores
tubulares, que equilibra a selecdo para corolas mais longas, muitas vezes
direcionadas pelos polinizadores especializados em visitar flores
tubulares (NAVARRO; MEDEL, 2009).

As dimensoes florais de G. brasiliensis em ambiente de Restinga
na llha de Santa Catarina, em relagdo as flores do Cerrado em borda de
Mata de Galeria e Campo Rupestre, seleciona os potenciais polinizadores.
Sendo assim, Araljo, Farias e Oliveira (2011) concluiram que G.
brasiliensis é troquiléfila em borda de Mata de Galeria, onde o bico do
beija-flor inserido na cAmara nectarifera libera pélen, e a visita por insetos
seria pilhagem de néctar. Por outro lado, em Restinga G. brasiliensis €
entomofila, possivelmente primariamente falenofila e secundariamente
melit6fila. Pois, grande parte das visitas por abelhas grandes sédo
pilhagem, enquanto que, nas visitas da mariposa beija-flor ocorrem
aproveitamento eficiente dos recursos florais de G. brasiliensis, e
possivelmente em todas as visitas ocorre polinizagéo.

Em Vaccinium cylindraceum, uma espécie endémica do
arquipélago de Acores, Pereira (2008) observou variagdo na morfologia
das flores, frutos e sementes, bem como a germinacdo das sementes entre
as populagcbes das sete ilhas, supondo que se tratava de uma resposta
adaptativa micro evolucionaria (CONNER, 2006; INOUE, 1993). No
entanto, o tempo de colonizacdo e evolucdo de G. brasiliensis
possivelmente seria insuficiente para determinar a diferenca na dimenséo
floral entre as populagdes de MG e SC, além disso, as duas populagGes
em MG, no bioma Cerrado, também possuem diferencas entre elas. Sendo
assim, possivelmente a variacdo na dimensdo floral é um evento
epigenético (ARMBRUSTER et al., 2014; BOSSDORF; RICHARDS;
PIGLIUCCI, 2008; HANSEN, 2011; PELABON et al., 2013), com a
expressdo floral adaptada a disponibilidade de polinizadores em
diferentes ecossistemas.
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Em algumas ericdceas a interacdo entre a possibilidade de
autopolinizacdo e a capacidade para atrair um amplo espectro de
polinizadores, pode resultar na ndo especificidade para uma espécie, ou
uma morfologia floral que mantém tragos florais mistos (NAVARRO;
AYENSA: GUITIAN, 2007). Se as caracteristicas florais afetam a
polinizagdo, e a polinizagao afeta o cruzamento, entdo a conexao funcional
entre polinizagdo e cruzamento implica que a sele¢do que aumenta o
sucesso reprodutivo frequentemente resultard em uma correlagdo na
evolucdo de caracteristicas florais e sistemas de cruzamento.

Esta plasticidade oferece certa seguranca, uma vez que, a dindmica
das espécies polinizadoras é influenciada por perturbacdes ambientais de
forma especifica, algumas espécies estdo mais sujeitas a perda de
diversidade do que outras (BECK; KITCHING; LINSENMAIR, 2006;
HADLEY etal., 2017).

Outra importante estratégia de reprodutiva e de sobrevivéncia de
G. brasiliensis parece ser a reproducdo vegetativa pela producdo do
lignotuber, estrutura especializada até entdo ndo descrita em G.
brasiliensis. O lignotuber é um crescimento lenhoso na base do caule, que
aparentemente se desenvolveu como fonte de brotos e/ou como 6rgao de
armazenagem de &gua, carboidratos e nutrientes. O propoésito de
lignotuberes em ericaceas neotropicais é producdo de rebrotacdes e para
armazenamento em taxa sujeitas a fogo e/ou seca. Eles provavelmente
também oferecem uma vantagem para as novas mudas em
estabelecimento e sobrevivéncia até a idade da primeira reproducédo
sexual (JAMES, 1984).

E provavel que G. brasiliensis possua histéria de vida com
comportamento misto, de semeadora e rebrotadora, como descrito em
espécies de Erica e outras espécies da ordem Ericales (BELL; PATE;
DIXON, 1996; VERDAGUER; OJEDA, 2002, 2005). Desenvolvimento
de formas de regeneragéo é uma variagao intraespecifica, geneticamente
controlada, baseada na alocacdo de amido nas raizes e perda da
capacidade de rebrota e gemas auxiliares em plantulas oriundas de
sementes enquanto se mantém ativas nas oriundas de lignotuberes. Os
padrdes de alocacdo de reserva na raiz devem ser vistos como respostas
plasticas as condi¢fes ambientais ao invés de atributos fixos das espécies,
pode ser um exemplo de plasticidade fenotipica orientada para 0 ambiente
(VERDAGUER; OJEDA, 2002).

Em G. brasiliensis perpetuacdo e evolucdo da espécie parecem
estar garantidos a longo prazo por meio do banco de sementes ortodoxas,
gue mantém a recombinacdo e variabilidade genética. A curto prazo as
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populacdes, cujo nivel clonal pode ser alto, mantém a capacidade
adaptativa pela estabilidade genotipica e fenotipica. Devido ao fato de
estar num ambiente hostil a sobrevivéncia de plantulas, oriundas de
semente pode ser comprometida por algum evento dréstico (seca,
alagamento, fogo), enquanto que as plantulas oriundas de lignotuberes
possuem mais resisténcia a essas condicoes.

As taticas de empenho reprodutivo e alocacdo de energia
associadas a estratégia de brotamento incluem a manutengéo do sistema
regenerativo de brotos e carboidratos armazenados em uma matriz
lenhosa. Os lignotubers representam investimentos substanciais em
alocacdo de energia para apoiar esta estratégia de rebrotamento, assim
COMO as supostas reservas associadas as caracteristicas da histdria da vida
e sindromes de poliniza¢do. Todos sdo coordenados para maximizar o
sucesso individual no objetivo de aumento da capacidade adaptativa.

As estratégias reprodutivas de G. brasiliensis permitiram o
estabelecimento em ambientes com diferentes niveis de perturbagdo. O
sucesso reprodutivo de G. brasiliensis é provavelmente devido a um
conjunto de estratégias evolutivas, tais como sementes ortodoxas,
permanecendo vidveis e dormentes por muitos anos, e a diversidade nas
interacBes com visitantes florais.
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO DA ESTRUTURA DE ASSOCIACAO DE
FUNGOS ENDOFITICOS E MICQRRI'ZICOS EM RAIZES DE
Gaylussacia brasiliensis EM AREA DE RESTINGA

RESUMO

Gaylussacia brasiliensis é nativa do Brasil e ocupa amplo gradiente de
latitude e altitude, incluindo a costa litoranea do Nordeste ao Sul. As
plantas da familia Ericaceae dependem da associacdo mutualistica com
fungos para se estabelecerem em nichos com caracteristicas severas. No
entanto, os fungos associados a ericaceas no Brasil sdo desconhecidos. A
plasticidade ecoldgica de G. brasiliensis &, em parte, fornecida pelo
mutualismo, assim sendo, suas raizes possuem uma diversa micobiota
associada. As estruturas de associagdo com fungos podem estar
relacionadas a composicdo da vegetacdo e perturbacdes ambientais.
Sendo assim, a presente pesquisa buscou caracterizar a estrutura de
associacdo entre fungos endofiticos e raizes em G. brasiliensis, em
vegetacdo de Restinga em Santa Catarina. Para isso as raizes capilares de
G. brasiliensis foram amostradas por dois anos, em quatro areas da
Restinga (n = 80 plantas) com diferentes caracteristicas de vegetacao,
sendo duas com pouca acdo antrépica, uma com presenca da invasora
Pinus sp., e uma em regeneracdo apds queimada. A colonizacdo foi
avaliada quantitativamente, e qualitativamente utilizando microscopia
confocal a laser (MCL) e microscopia eletronica de varredura (MEV) para
documentar os padrdes de colonizacdo de células epidérmicas e os
detalhes de complexos de hifas intracelulares. Os resultados mostram a
efetiva colonizacdo por fungos nas raizes de G. brasiliensis, e que os a
colonizacdo por fungos, hifas intracelulares e extra radiculares, variaram
em forma e complexidade. Os padr&es morfoldgicos da interacdo fungo-
planta observados, sdo de micorrizas ericoides, tipicamente descritas, e
outros endofiticos. A colonizacdo por fungos nas raizes de G. brasiliensis
parece ser influenciada quantitativamente e qualitativamente por fatores
ambientais, como a mudancga na composicao da comunidade vegetal, pela
invasdo de Pinus sp. e pela a¢do de queimada.

Palavras-chave: Anatomia. Fungos ericoides. Interface fungo-planta.
Microscopia confocal a laser. Mutualismo.
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2.1. INTRODUCAO

A associacdo mutualistica entre fungos e plantas da familia
Ericaceae fornece a estas espécies capacidade adaptativa. A coevolugéo
com esses micro-organismos tornou possivel que as ericaceas
colonizassem nichos ecol6gicos com caracteristicas edaficas e climaticas
severas. Ao longo da costa litoranea brasileira é encontrada a vegetacéo
de Restinga, que recebe influéncia maritima, que possui solo arenoso e
com baixo teor de nutrientes.

Os estudos sobre a interagcdo fungo-planta em Ericaceae foram
realizados em poucas espécies, principalmente no hemisfério Norte.
Sobre o género Gaylussacia, tipicamente americano, existe muito pouca
informacdo. Sendo que, até entdo, ndo existem estudos sobre as
caracteristicas estruturais das intera¢cdes fungo-raiz em G. brasiliensis.

Métodos de analise anatdmica e morfolégica tém encontrado
estruturas diversas de colonizagdo por fungos endofiticos nas
especializadas raizes capilares das ericaceas (BONFANTE-FASOLO;
GIANINAZZI-PEARSON 1979, 1982; DUDDRIDGE; READ, 1982;
MASSICOTTE; MELVILLE; PETERSON, 2005; O’DELL;
MASSICOTTE; TRAPPE, 1993; PETERSON; MASSICOTTE;
MELVILLE, 2004; RAINS; NADKARNI; BLEDSOE, 2003; READ,
1986) SETARO; KOTTKE; OBERWINKLER, 2006; USUKI;
NARISAWA, 2005; VRALSTAD; SCHUMACHER; TAYLOR, 2002).

Esta relacdo mutualistica tem se mostrado dinamica e envolve, em
uma mesma planta, uma diversidade morfolégica que possivelmente esta
adaptada a funcdo desempenhada. Apesar de muitos fungos que ndo
formam ErM tipicas colonizarem as raizes das ericaceas, ndo se sabe se a
morfologia do tipo de colonizacéo reflete na fungdo (ALLEN et al., 2003;
VOHNIK et al., 2007). Uma caracteristica comum a todos as interacdes
mutualisticas endofiticas é o fornecimento ao hospedeiro de nutrientes e
um efeito tampdo para estresses do ambiente externo e competicdo
microbiana (SCHULZ; BOYLE, 2005).

As evidéncias sugerem que a heterogeneidade ambiental em escala
da paisagem tem um papel na formacdo da composicdo da comunidade
fangica ErM. Fatores ambientais, tais como caracteristicas edéficas,
temperatura, pluviosidade, eventos antropicos e climaticos, e aspectos
geogréaficos podem fortemente influenciar na diversidade e composicédo
da comunidade de fungos endorrizicos, e possivelmente isto se reflete nas
estruturas de associacdo. Estudos moleculares que a avaliaram a
composi¢do da comunidade de fungos constataram que, as comunidades
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fangicas associadas a V. macrocarpon e C. vulgaris, foram
significativamente diferentes entre locais e com diferentes usos da terra,
0 conteudo de nitrogénio do solo explicou 52% da variacdo (HAZARD et
al., 2014).

Nas comunidades de fungos associados a C. vulgaris e Vaccinium
myrtillus em um gradiente de vegetacdo, e entre as espécies coocorrendo
no sub-bosque foram verificadas diferencas (BOUGOURE et al.; 2007).
Em ambiente subartico, na Suécia, foram comparadas as comunidades de
fungos endofiticos em quatro espécies de ericaceas coexistentes.
Enquanto as espécies de plantas ericaceas que crescem dentro de blocos
de 0,15 x 0,15 m compartilham uma comunidade de fungos comuns, as
parcelas de 2,0 x 3,0 m de distancia abrigou significativamente diferentes
comunidades de fungos (KJZLLER; OLSRUD; MICHELSEN, 2010).

A estrutura da comunidade flngica mudou em um gradiente de
altitude, com diferentes caracteristicas de solo. Gorzelak, Hambleton e
Massicotte (2012) concluiram que, na escala da planta hospedeira
individual, a facilitacdo do simbionte pode desempenhar um papel mais
importante do que a competicdo na formacéo de comunidades flngicas,
pois diversos fungos frequentemente coocorrem, mais do que seria
esperado ao acaso.

No entanto, existem poucos estudos que avaliaram a morfologia
das associacOes ericoides em escala de paisagem. Essas interfaces podem
indicar a variacdo na comunidade e funcdes ecossistémicas. A
identificacdo da morfologia das estruturas de associacGes mutualisticas
permite um maior grau de replicacdo e pode ser integrada a estudos
moleculares (MASSICOTTE; MELVILLE; PETERSON, 2005).

Sendo assim este capitulo objetivou avaliar o aspecto relacionado
a morfologia da interagdo fungo-planta. Para isso foram documentadas
as estruturas de associagao de fungos endofiticos e micorrizicos nas raizes
de Gaylussacia brasiliensis. A avaliacdo aconteceu em vegetacdo de
Restinga, em areas diferentes niveis de impacto antrépico, onde houve
alteracdo na composicdo da vegetacdo. Observar os tracos do sistema
radicular, com base em sua anatomia auxiliou a compreensdo deste
complexo sistema mutualistico, além dos efeitos da interacdo para a
planta e para todo o ecossistema

No sistema radicular de G. brasiliensis, em ambiente de Restinga,
mostrou a ocorréncia de intensa e dindmica colonizagdo por fungos
endofiticos, expressa em diversidade morfologica das estruturas de
associagéo.
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2.2. MATERIAL E METODOS
2.2.1. Local de estudo e coleta de campo

O estudo foi realizado no Parque Municipal das Dunas da Lagoa
da Conceicdo, que se caracteriza por ter solo Neossolo Quartzarénico e
vegetacdo de Restinga (Fig. 18).

Figura 18 — Parque Municipal das Dunas da Lagoa da Conceicdo, Municipio de
Floriandpolis, Santa Catarina. Sinalizadas as areas de coletas de raizes para avaliagéo
das estruturas de associagdo fungo-planta.

Parque Municipal das Dunas da Lagoa da Conceigao

= S

As coletas de raizes foram realizadas nos anos de 2015 e 2016 em
periodo proximo ao verao, entre novembro a marco (Tab. 5). As amostras
foram coletadas em quatro locais com caracteristicas distintas: dunas
fixas com adensamento de camarinha em distribuicdo aleatoria, ou com
distintos niveis de distirbio na composicdo da vegetacdo, a saber, com
pouca acdo antrépica, com presenca da invasora Pinus spp. e apés
gueimada (Fig. 19, Tab. 5). A autorizagdo para a realizacdo de atividades
cientificas foi concedida pelo Instituto Chico Mendes de Conservagéo da
Biodiversidade (SISBIO 46847-2), e prefeitura de Floriandpolis
(E068045/2014).

Os dados de temperatura e precipitagdo foram obtidos da
EPAGRI/CIRAM. As amostras de solo foram processadas no laboratorio
EPAGRI/CEPAF, para obtencdo de dados edaficos sobre atributos
quimicos.
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Figura 19 - Areas de estudo, de Gaylussacia brasiliensis, fotos de janeiro de 2015.
(A) A1N com pouca agdo antrdpica, plantas de G. brasiliensis adensadas dunas
fixas, terreno suave ondulado a ondulado; (B) ALQ mesmas caracteristicas da
area anterior, Al, apés evento de queimada; (C) A3N area com baixa agao
antrdpica, plantas distribuidas aleatoriamente, terreno plano a baixada; (D) A3P
mesmas caracteristicas da area anterior, A3 com presenca da planta invasora
Pinus spp.

Tabela 5 - Caracterizagio das areas de estudo. Areas Al e A3, “N” - com baixa
acdo antropica, areas do parque com trilhas utilizadas para recreagdo, “Q” area
em regeneragdo apos queimada e “P” com presenga de Pinus spp.

Areas Coordenadas Grau de perturbagéo Caracteristicas Coletas

AIN Lat. 27°37'46.10"S Baixa agfo antropica’ Dunas fixas, jan./15¢e
Long. 48°27'52.23"0 ondulado, a suave fev. /16

Al Lat. 27°37'48.13"S R f0 de queimada  Oaulado. plantas

Q at. . egeneracdo de queimada oo

Long. 48°27'46.94"0  (Evento fogo em nov. /15)

A3N Lat. 27°36'46.58"S Baixa agdo antropica’ Dunas fixas, plano, mar. /15 e
Long. 48°27'16.50"0 baixada, distribuicio  nov. /15

aleatoria de plantas
A3P Lat. 27°36'58.78"S Presenca da planta

Long. 48°27'16.14"0 __ invasora Pinus spp.
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Foram amostradas 10 plantas em cada uma das quatro areas nos
dois anos (n = 80). Foram estabelecidos transectos paralelos com
aproximadamente 30 m entre eles, na dire¢do Leste-Oeste, em intervalos
de aproximadamente 8 m ao longo de cada transecto foram coletadas trés
plantas, adaptados ao local e tamanho da populag&o. Coletou-se amostras
de 300 g do solo adjacente a cada planta, de 0 a 20 cm de profundidade,
para analise quimica de nutrientes. As raizes foram acondicionadas em
sacos de polietileno, mantidas a 4 °C e processadas para a analise em até
uma semana apos a coleta

Somente raizes capilares intactas, conectadas a raiz principal (Fig.
20), foram utilizadas. Para cada planta, as raizes foram submetidas a
clareamento e coloracdo para analise de colonizacédo, parte foi mantida
em natura e, fixadas em gluteraldeido e preservados em etanol 70% para
as analises microscapicas.

Figura 20 - Raizes de Gaylussacia brasiliensis, com crescimento secundario (Rs),
raizes capilares (Rc).

2.2.2. Andlise de colonizagéo

As amostras de raizes foram clareadas com &gua alcalina (nitrato
de amdnio, perdxido de hidrogénio e agua destilada, 1:1:8) por até 30 min,
lavadas abundantemente, mantidas em HCI 1% por 5 min e imersas por 4
h em azul de anilina 0,05% a temperatura ambiente overnight, e mantidas
em solucéo de descoloragdo (Agua destilada, glicerina e acido latico 1:1:1)
(KAMINSKYJ, 2008). Posteriormente segmentos das raizes coradas,
aproximadamente 5 cm (n=8 m de raiz), foram acomodadas em laminas
com PVLG (Poli Vinil Lacto Glicerol) e cobertos por laminula.
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Foram observados em microscopia 6tica em aumento de 400 vezes,
100 campos por lamina, aplicando-se para cada campo de visdo um indice
de 0 a4, no qual 0 indica nenhuma célula colonizada; 1 = até 25%; 2 = de
25 a 50%; 3 =50 a 75%; e 4 = mais de 75% de colonizacdo. Para avaliar
a existéncia de diferenca significativa na colonizagdo entre as diferentes
areas e os diferentes anos, os indices foram convertidos em percentagem
e foi aplicado teste de normalidade dos dados Shapiro-Wilk, e entdo o
teste de Kruskal-Wallis, e teste Dunn para verificar a diferenga entre as
situacOes analisadas.

2.2.3. Observagdes morfoldgicas

Para as avaliagfes morfolégicas das caracteristicas estruturais das
raizes foram adaptados os métodos propostos por Peterson, Massicotte e
Melville (2004). Nas observacdes de raizes frescas em microscopia optica
(MO), as amostras de segmentos radiculares foram seccionadas e
colocada em laminas temporarias com glicerina 50%.

Para microscopia confocal a laser (MCL), amostras de raizes foram
preparadas utilizando-se metodologia adaptada de Kaminskyj (2008).
Foram observadas raizes in natura e clareadas com agua alcalina, como
descrito acima, ambas coradas com fucsina &cida. Foram aplicadas duas
faixas de fluorescéncia excitacdo/emissdo, excitacdo 543 nm (verde) e
filtro de emissdo na faixa de 600-739 nm (vermelho), fluorecendo o
tecido flngico em vermelho; e excitacdo 488 nm e filtro de emissdo 500—
570 nm (verde), com a qual a parede celular das raizes autofluoresceu em
verde. Para microscopia confocal foi utilizado Microscopio de
Fluorescéncia Leica DMI6000B, e para o processamento final das
imagens, foi utilizado o programa Lite LAS-AF (Leica).

Para microscopia eletronica de varredura (MEV) segmentos das
raizes foram fixados overnight em glutaraldeido 2,5 % em tampéo fosfato
de sodio 0,1 M a pH 7,2. O material foi lavado por trés vezes em tampéao
fosfato 0,1 M, e a seguir foi desidratado em série etilica gradual (10 a
100%). Ap6s desidratacdo total, as amostras foram secas em ponto critico
Leica EM CPD300, e entdo foram aderidas sobre suportes de aluminio
com fita de carbono dupla face, e cobertas com 20 nm de ouro, em
metalizador Leica SCD 500. As amostras foram analisadas e
documentadas em Microscopio Eletronico de Varredura Jeol JSM-
6390LV. Todas as imagens de MCL e MEV foram realizadas no
Laboratério Central de Microscopia Eletrénica da Universidade Federal
de Santa Catarina (LCME-UFSC).
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2.3. RESULTADOS

A morfologia do sistema radicular de Gaylussacia brasiliensis é
dimorfica, composta por raizes estruturais mais grossas, profusamente
ramificadas e com crescimento indeterminado, que ddo origem as raizes
capilares (Fig. 21A). Elas sdo finas (diametro <70 um) e curtas, com
crescimento determinado.

As raizes capilares tém caracteristicas anatdmicas simples e ndo
apresentam crescimento secundario. Consiste de um cilindro vascular
estreito, com uma ou duas camadas de células corticais, incluindo a
endoderme, e uma camada de células epidérmicas grandes e vacuoladas
(Fig. 21A, 23F). As raizes estruturais, apresentam crescimento secundario
com diferenciagdo do cdmbio vascular (Fig. 21B), e apresentaram
colonizacéo por fungos endofiticos (Figs. 26B, 26C).

Figura 21 - Imagens de microscopia dptica de secgdes transversais de raizes
Gaylussacia brasiliensis. (A) raiz capilar in natura com células epidérmicas
alargadas e parede externa espessada (e), duas camadas de cortex (c), endoderme
(en), xilema primério (x), floema primério (f); (B) raiz com crescimento
secundario mostrando suber (S), periciclo (pe), floema primario (f), floema
secundario (fs), cdmbio vascular (cv), xilema secundario (xs), xilema primario.

Os indices de colonizagdo por endofiticos ericoides nas raizes das
areas avaliadas foram maiores que 50% (Tab. 6). No entanto, ocorreu um
desvio padrdo maior no indice de colonizagéo das raizes coletadas na area
A1Q em 2015, dois meses apds a queimada, e no ano seguinte, 2016, a
média aumentou e o desvio padrdo foi menor em relagéo ao ano anterior.
A distribuicdo dos dados é representada no gréafico (Fig. 22).
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Figura 22 - Distribuicdo dos dados de colonizagdo por fungos endofiticos em
raizes de Gaylussacia brasiliensis nas quatro areas de estudo, em &rea natural, em
dois anos. AIN e A3N = baixa a¢do antropica; A1Q = regeneracdo apds
queimada; A3P = coexistindo com Pinus sp., nos anos de 20150 ] e 2016,
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Os dados dos indices de colonizagdo ndo sdo paramétricos, e por
isso foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis para comparacgdo de medianas.
Ele indicou haver diferenca significativa entre os indices de colonizagéo
(p<0,0001) entre os locais, com diferentes niveis de acdo antrépica, nos
dois anos amostrados (Tab. 6). O teste Dunn para comparacdo de
tratamentos indicou diferenca significativa (o = 0,5) entre as areas e anos
amostrados, formando trés grupos, “C” com maior indice de colonizagdo
em AIN, A3P em 2015 e A1Q em 2016, o grupo “A” as menos
colonizadas.

Tabela 6 - indice de colonizagéo por fungos endofiticos em raizes de Gaylussacia
brasiliensis, de area de Restinga, em diferentes areas: A1IN e A3N = baixa a¢do
antrdpica; A1Q = regeneracao ap0s queimada; A3P = coexistindo com Pinus sp.
Teste de Kruskal-Wallis oo = 0,5: K (14,07) = 253,5 p <0,0001. Comparacdes
multiplas pareadas utilizando teste bilateral Dunn, grupos: A, AB, B, C.

indice de colonizacéo

Areas 2015 Grupo 2016 Grupo
AIN 63,8 (x 19,3) C 60,0 (x 21,0) B
AlQ 52,6 (£ 29,0) A 63,5 (+ 22,1) C
A3N 56,6 (+ 22,7) AB 55,8 (+ 23,0) A
A3P 65,5 (+18,7) c 53,0 (£ 26,8) A

Na microscopia foram observadas raizes densamente colonizadas
por fungos com hifas melanizadas (DSES) (Figs. 23A, 23B, 23E), e hifas
escuras penetrando a epiderme (Figs. 24E, 24F). Também colonizacédo
por fungos endofiticos com hifas hialinas (EF) (Fig. 23D, 23E).
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Figura 23 - Raizes capilares de Gaylussacia brasiliensis em microscopia dptica,
(A) in natura com intensa colonizagdo por fungos septados escuros (DSE); (B)
detalhe de célula colonizada por DSE; (C) com rede frouxa de hifas hialinas extra
radiculares (azul de anilina); (D) detalhe de célula colonizada por fungo
endofitico com parede espessada (seta preta); (E) micorriza ericoides
colonizando células através da parede celular (azul de anilina); (F) raiz capilar
clareada com agua alcalina, com hifas extra radiculares.

Raizes de plantas coexistindo com Pinus apresentaram raizes
modificadas colonizadas (Figs. 24B, 24C) e com esclerddios (Fig. 24A).
Em raizes em regeneracdo de queimada foram observadas outras
estruturas flngicas (24D).
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Figura 24 - Raizes de Gaylussacia brasiliensis (A-C) coexistindo com Pinus sp.;
(A) estrutura colonizada por fungos com esclerddios (seta preta); (B, C)
microscopia 6ptica (MO) mostrando colonizagéo de raizes curtas com estrutura
modificada; (D) MO de raiz oriunda de area de queimada com estrutura de
colonizagdo e com estruturas eletrodensas (setas pretas) (corada com azul de
anilina); (E, F) raizes in natura, de area com baixa agdo antrépica, mostrando
hifas melanizadas penetrando a epiderme.

r

As imagens de MCL mostram estruturas de associagdo com
diferentes padrdes de colonizag¢do, em areas com baixa a¢do antrdpica
(Figs. 24A-24F, 25A-25C, 26A-26C), nas areas em regeneracdo apds
gueimada (Figs. 24D, 26D, 26C) e coexistindo com Pinus spp. (Figs. 25E,
25F). Foram observadas estruturas tipo microesclerédios intracelulares
em todas as areas, mas principalmente na area em regeneracdo de
gueimada (Fig. 25D). Foram caracterizadas como ErM tipicas,
comparando-se com as estruturas ja descritas (PETERSON;
MASSICOTTE; MELVILLE, 2004), dois padrdes de estrutura, um com
hifas grossas (= 5 pum diam) pouco adensadas, colonizando intra e
intercelularmente (Fig. 25A). Outro padrdo observado séo hifas delgadas
e densamente organizadas intracelularmente (Fig. 25B, 26A).
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Figura 25 - Imagens de microscopia confocal a laser (MCL) de raizes de
Gaylussacia brasiliensis, tecido fungico fluorescendo em vermelho (fucsina
acida). (A-C) Raizes capilares de area com pouca agdo antrépica; (A) padréo de
micorriza ericoides com hifas grossas; (B) micorriza ericoides com hifas
delgadas, (C) com colonizagéo intensa em ramificagdo lateral. (D) Raiz de érea
em dois meses regeneracao apds queimada, estruturas intracelulares semelhantes
a microesclerodios (seta branca); (E-F) raizes coexistindo com Pinus sp., (E)
mostrando células colonizadas (seta branca); (F) com crescimento secundario,
colonizagdo intercelular (seta branca).
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Figura 26 - Imagens de microscopia confocal a laser de raizes de Gaylussacia
brasiliensis coradas com fucsina &cida, de areas Restinga com pouca acgéo
antropica, fungos fluorescendo em vermelho. (A) Micorriza ericGide,
possivelmente em diferentes estadios de desenvolvimento, fase inicial de
colonizagdo hifas préximas a parede (seta branca), em fase de degeneracéo (seta
vermelha), ndcleo da célula vegetal (*?), pontos de infeccdo (setas azuis). (B-C)
Raiz com crescimento secundario colonizada por fungos, (B) hifas extra
radiculares, e colonizagdo intracelular (seta branca); (C) seccéo transversal.
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Nas imagens de microscopia eletrdnica de varredura (MEV) foram
encontradas em algumas raizes redes de hifas extra radiculares soltas e
mais adensadas, formando uma bainha de hifas (Figs. 27A). Também se
observou penetracdo de fungos na epiderme das raizes por apressorios
(Figs. 27B, 27C) e diretamente por hifa (Fig. 28F). Outras diversas
estruturas extra radiculares, possivelmente fingica, foram observadas
(Figs. 28A, 28B).

Figura 27 - Raizes de Gaylussacia brasiliensis em areas com pouca agdo
antropica em Microscopia Eletronica de Varredura. (A) Rede extra radicular de
hifas; (B) Fungo penetrando a epiderme da raiz por espaco intercelular, (C)
detalhe da estrutura similar a apressdrio.

LCME-UFSC
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As raizes oriundas da area em regeneracdo ap0s queimada
mostraram colonizacdo por fungos com estrutura extra radicular irregular
(Figs. 28D). Algumas raizes apresentaram modificagdo na morfologia
semelhantes a EcM (Fig. 27E), outras raizes mostraram poucas hifas extra
radiculares (Fig. 27F).

Figura 28 - Microscopia eletrénica de varredura em raizes de Gaylussacia
brasiliensis. (A, B) raizes estruturais de area com baixa a¢do antrépica com
presenca de hifas e estruturas extra radiculares (setas brancas). (C-E) Raizes de
area com dois meses regeneragdo apds queimada; (C) raiz com hifas extra
radiculares; (D) micélio extra radicular com estrutura irregular; (E) raiz com
morfologia modificada pela presenca de fungos (seta branca), raiz com poucas
hifas extra radiculares (seta preta); (F) raiz de planta coexistindo com Pinus sp.,
hifa penetrando a epiderme (seta branca).

10kV X850  20pm ME-UFSE. 10kV X430  50pm LCME-UFSC

10kV X120 LCME-UFSC
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Os dados ambientais do periodo de estudo, caracteristicas
climaticas (Tab. 7) e edéaficas (Tab. 8) foram tomados como dados
complementares. Ocorreu uma precipitacdo acumulada maior na
primavera de 2015 em relagdo as outras estagfes no periodo de estudo.

Tabela 7 - Médias sazonais e desvio padrdo de dados do periodo de junho de
2014 a junho de 2016. Temperaturas (Temp.) médias, maximas, minimas (°C) e
precipitacdo acumulada (mm).

Estacdo/ ano Temp. média °C Temp. méx. °C  Temp. min. °C Precipitacdo mm
Inverno/ 14 17,5 (£ 0,3) 28,1 (+3,9) 6,2 (+0,5) 331,0
Primavera/ 14 21,5 (x1,6) 31,5 (x1,0) 12,7 (x1,1) 301,7
Verdo/ 15* 25,2 (+0,9) 35,1 (x1,7) 18,3 (+ 1,3) 548,8
Outono/ 15 21,7 (x2,2) 28,9 (+2,4) 14,4 (+ 3,5) 475,6
Inverno/ 15 18,5 (+ 1,4) 29,6 (+3,8) 8,1(+3,0) 383,6
Primavera/ 15 20,0 (+1,4) 30,2 (£1,2) 11,6 (+ 4,3) 759,2
Veréo/ 16* 24,8 (+0,7) 34,6 (+0,7) 17,9 (+0,7) 571,6
Outono/ 16 21,6 (+3,8) 30,3 (+5,0) 10,8 (+ 5,0) 472,3

Fonte: EPAGRI — CIRAM.

Tabela 8 - Atributos do solo coletado subjacente as raizes das plantas amostradas,
nas quatro areas de estudo e 2 anos. A1N e A3N = pouca ac¢éo antrépica; A1Q =
area em regeneracao ap0s queimada; A3P = com a presenca de Pinus spp.

Atributo  Unidade Areas e anos amostrados
AIN AlQ A3N A3P
2015 2016 2015 2016 2015 2016 2015 2016
pH 4gua - 4,2 4,5 4,9 4,8 4,4 39 3,9 4.8
pH SMP - 6,4 6,5 6,3 6,5 6,3 6,3 6,5 6,5
CTC cmolc.dm® 52 4,7 6,0 4,8 51 51 4,4 4,4
M.O. % 2,4 2,4 2,4 2,3 2,5 2,0 2,8 1,8
P mg.dm® 6,3 3,5 4,2 4,6 3,5 1,9 2,5 2,0
K mg.dm® 16,0 8,0 40,0 20,0 20,0 16,0 16,0 12,0
Al cmolc.dm® 0,2 0,1 0,1 0,1 0,5 0,6 0,4 0,2
Ca cmole.dm® 2,2 2,1 2,5 2,2 1,9 1,9 1.8 1,8
Mg cmolc.dm® 0,2 0,1 0,3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Zn mg.dm® <0,2 0,2 0,7 <0,2 0,3 0,4 0,4 0,5
Cu mg.dm? <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 0,2 39 0,8
Mn mg.dm® <2,5 <2,5 8,8 <2,5 <2,5 <2,5 <2,5 3,7
Fe g.dm?3 1,1 15 1,3 11 2,2 25 3.8 1,9

2.4. DISCUSSAO

A familia Ericaceae é conhecida por formar associacdo
mutualistica diversa de enddfitos flngicos. Apesar disso, 0s aspectos
estruturais das micorrizas foram estudados para poucas espécies. Uma
caracteristica unificante das espécies desta familia é a formacdo de raizes
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capilares. As raizes capilares sao finas, laterais e muito especializadas.
adaptadas para abrigar os fungos endofiticos e micorrizicos, com células
epidérmicas grandes e vacuoladas. McLennan (1935 apud DIXON;
SIVASITHAMPARAM; READ, 2004) descreveu a raiz micorrizica
ericoide como compreendendo células epidérmicas hipertréficas, com
matriz de hifas endofiticas auxiliares, cercando uma exoderma e uma
estela monarca.

O sistema radicular de G. brasiliensis € similar a outros ja descritos
em ericaceas, composto por raizes estruturais, com crescimento
secundario e raizes capilares, ambas com diversas ordens de ramificacéo
(ROSE SELWIN; SENTHILKUMAR, 2016; VALENZUELA-
ESTRADA et al., 2008). Raizes capilares podem ser produzidas a partir
de todos as ordens de raizes. A presencga de fungos parece estimular a
ramificacdo (PETERSON; MASSICOTTE; MELVILLE, 2004). O
sistema de raizes capilares e a biomassa fungica podem ocupar até 80%
do sistema radicular de Calluna (READ, 1983).

Raizes com crescimento secundario, também apresentaram
colonizagdo por fungos endofiticos em todas as camadas de tecido
radicular. No entanto, o micélio fungico parece estar em sua maior parte
localizado entre as células, diminuindo a intensidade de colonizacdo a
medida que se aproxima do cilindro central (Fig. 27C). Tanto o cértex
guanto a epiderme contém compostos fenoélicos, e neles podem ocorrer
associacoes fungicas (ASHFORD; ALLAWAY; REED, 1996).

O indice de colonizacéo foi relativamente alto em todos as areas
analisadas, com aproximadamente 50% das células das raizes ocupadas
por fungos. Os dados de colonizagdo (Tab. 6; Fig. 22) indicam que, a
maior dispersdo dos dados aconteceu na area ap6s queimada em 2015.
Isso possivelmente € um efeito do evento de queimada, e o retorno ao
padrdo de colonizagdo, semelhante ao das &reas com baixa a¢ao antropica
poderia estar indicando uma boa capacidade de regeneracdo da
comunidade de fungos por adaptacdo, mas certamente estimulada pela
disponibilidade de nutrientes liberados pela queima de material organico
(Tab. 8).

Na area onde as plantas estavam coexistindo com Pinus houve no
ano de 2016 o menor indice de colonizagdo entre as amostras. Talvez
exista uma relacdo com a pluviosidade da primavera de 2015 (Tab. 7),
pois a area (A3N), é sujeita a alagamento, em baixada plana a nivel do
mar, e a gua se acumula superficialmente no perfil de solo, podendo
afetar o nivel de oxigénio na rizosfera e pode haver posterior lixiviagdo
de nutrientes.
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As células epidérmicas de raizes capilares estavam colonizadas
mais ou menos densamente por miceélio fungico, com hifas soltas ou mais
compactadas e com diferentes tipos de hifas. Nas células epidérmicas
colonizadas, o nucleo vegetal move-se para uma posicao central e pode
haver espessamento da parede celular. As paredes espessas podem
funcionar como fonte de nutrientes para o fungo, e como protecdo do
complexo de hifas durante periodos de seca, também as células contendo
complexos de hifas podem atuar como propagulos do fungo (ASHFORD;
ALLAWAY; REED, 1996).

As caracteristicas morfoldgicas, tipicas da colonizagcdo por
micorrizas ericOides, envolvem a infeccdo de células epidérmicas por
hifas, por meio de fibrilas, formacdo de um complexo de hifas
ramificadas, enovelamento, em cada célula colonizada (PETERSON;
MASSICOTTE; MELVILLE, 2004). Foram observados dois padrdes de
colonizagdo que parecem corresponder a micorrizas ericdides,
tipicamente descritas, que diferem no calibre das hifas, uma possui hifas
de maior didmetro e com maior presenca de micélio intracelular (Fig.
25A) em relacdo a outra, que possui hifas muito finas que iniciam a
colonizagdo com organizacéo paralela junto a parede celular do simbionte
(Fig. 25B).

Massicotte, Melville e Peterson (2005) observaram basicamente
dois padrfes que associaram a estrutura de associacdo de micorrizas
ericoides, em raizes de cinco espécies de ericaceas. O tipo mais comum
por eles observados possui colonizagdo inicial nas células epidérmicas,
muitas vezes proxima a parede celular, seguido de ramificacdo e
enrolamento de hifas organizadas frouxamente, formando um complexo
intracelular de hifas. O segundo tipo forma densos rolos de hifas
intracelulares ocupando a maior parte do volume da célula epidérmica
“coils” (MASSICOTTE; MELVILLE; PETERSON, 2005). Padrdes de
associacdo semelhantes foram mostrados em raizes capilares de
Vaccinium vitis-idaea colonizado por Hymenoscyphus ericae
(VRALSTAD; SCHUMACHER; TAYLOR, 2002), e Rhododendron
colonizado por Heteroconium chaetospira (USUKI; NARISAWA,
2005).

A microscopia confocal mostrou hifas muito finas, conectadas a
um complexo de hifas entre células adjacentes na epiderme (Figs. 26A),
indicando que um ponto de entrada de fungos pode resultar na
colonizagéo de mais de uma célula epidérmica. As hifas conectoras séo
de didmetro muito pequeno, ndo podendo ser facilmente visualizadas por
microscopia convencional e de transmissdo e, os fungos sdo capazes de
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produzir diferentes estruturas fungicas como ligagdes intercelulares
(MASSICOTTE; MELVILLE; PETERSON, 2005; PETERSON;
MASSICOTTE; MELVILLE, 2004).

Foi observada a entrada de fungos nas células epidérmicas das
raizes por estrutura do tipo apressorio (Fig. 27C). Este tipo de estrutura
de penetracdo ja foram descritas em fungos endofiticos (CAIRNEY;
ASHFORD, 2002; USUKI; NARISAWA, 2005), e também em
micorrizas  ericdides  (BONFANTE-FASOLO;  GIANINAZZI-
PEARSON, 1979, 1982; DUDDRIDGE; READ, 1982).

A colonizacdo por fungos endofiticos se mostrou frequente nas
raizes de G. brasilienses, possivelmente indicando a importancia desta
relagdo mutualistica. A colonizagdo por endofiticos comega com hifas
superficiais que formam uma rede solta sobre a superficie da raiz, as hifas
individuais crescem ao longo do eixo principal da raiz, podem crescer
entre as células corticais, e em depressdes entre as células da epiderme
(O’DELL; MASSICOTTE; TRAPPE, 1993). A colonizacdo pode ser
também intracelular, e endofiticos podem formar aglomerados densos,
estreitamente ligados no interior das células corticais, chamada massa
pseudoparenquimatosa, um tecido fungico composto por hifas agregadas,
nos quais a origem hifal das células é menos 6bvia (O’DELL;
MASSICOTTE; TRAPPE, 1993).

Na &rea com baixa agdo antropica foram observadas diversas
estruturas extra radiculares, rede de hifas extracelular organizada de
forma frouxa formando uma bainha de hifas (Fig. 27A). A extensdo do
desenvolvimento das hifas superficiais nas raizes capilares € variavel.
Muitas das hifas nas superficies das raizes capilares sdo hifas do tipo
“runner”, de paredes grossas, e mais extensas, das quais se desenvolvem
ramos laterais que entram nas células epidérmicas, ou crescem através do
solo em busca de outras raizes (PETERSON; MASSICOTTE;
MELVILLE, 2004). Segundo Read (1996), a extensdo do micélio extra
radicular em micorrizas ericoides é muito limitada, e isso pode decorrer
do fato de que o extenso sistema de raizes capilares desempenha o papel
principal na exploracéo do solo.

Associacfes micorrizicas com bainha de hifas e colonizacdo por
hifas inter e intracelulares foram observadas em ericéceas neotropicais, e
denominadas cavendishioides (SETARO; KOTTKE; OBERWINKLER,
2006). Este tipo de associacdo, com bainha de hifas tipo manto, foram
encontradas em outras ericaceas neotropicais (RAINS; NADKARNI;
BLEDSOE, 2003), e em espécies de ericAceas no Canada, vezes
mostrando um manto compacto de hifas, e outras um arranjo de hifas
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soltas na superficie da raiz (MASSICOTTE; MELVILLE; PETERSON,
2005).

A fase de desenvolvimento da associacdo é outro fator que
influencia na morfologia. A longevidade de qualquer complexo
epidérmico-hifal é variavel, visto que a degradacdo dos citoplasmas
hospedeiro e fungico ocorrem em algumas semanas, € € aceito que hd uma
rapida transformacao das raizes destas raizes finas no solo (PETERSON;
MASSICOTTE; MELVILLE, 2004). Para observar o estadio de
desenvolvimento da associacdo ErM, foi utilizado diagrama desenvolvido
por Bizabani (2015) em raizes de Erica (Anexo C). Sendo assim,
diferencgas nas estruturas de associagdo pode ser resultado de diferentes
estddios de desenvolvimento (Fig. 26A). No estadio inicial da
colonizacdo, em que comeca organizacdo de hifas proximo a parede, a
célula fica preenchida por hifas e logo apds ocorre a degeneracdo de
ambos os citoplasmas flngico e vegetal. Em espécies de Erica, estimou-
se a longevidade do complexo epidérmico-hifal em onze semanas, quando
as células vegetais entram em colapso e a estrutura da associagdo se
desfaz (BIZABANI, 2015).

Em raizes oriundas de &rea com regeneracdo de dois meses apos
gueimada, foram observados microesclerédios (Fig. 25D), possivelmente
com funcéo de estrutura de resisténcia e propagacao. O esclerddio é uma
massa firme de hifas, frequentemente arredondada, com ou sem adi¢&o de
tecido do hospedeiro ou solo, normalmente sem producdo de esporos
externa ou internamente, no entanto, um esclerddio pode dar origem a um
corpo de frutificacdo, um estroma ou micélio (KIRK et al., 2008). Stoyke
e Currah, (1993) descreveram microesclerodios formados por
Phialocephala fortinii dentro de células individuais, entre as camadas
epidérmica e subepidérmica, e dentro das células que cercam o ponto de
emergéncia de raizes laterais, sem invasao do cilindro central da raiz.

Os microbiontes que sobreviverem ao fogo terdo condi¢des plenas
para o crescimento da comunidade que ali se estabelecer, o fogo altera a
disponibilidade de nutrientes (Tab. 8), substratos organicos e inorganicos
e outros componentes bidticos com os quais os fungos interagem, o que
possivelmente favorece a diversidade (MCMULLAN-FISHER et al.,
2011). Pouco se sabe sobre a dindmica do banco de propégulos fangicos,
gue incluem esporos, fragmentos de hifa, esclerodios e outras estruturas
de repouso.

Esclerddios também foram observados em raizes de plantas
coexistindo com Pinus (Figs. 24A-24C), e raizes ramificadas com
morfologia modificada pela presenca de fungos, como é caracteristico de
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outros tipos de associacdo, ectomicorriza, arbutdide e monotropoide
(MASSICOTTE etal., 1993; PETERSON; MASSICOTTE; MELVILLE,
2004).

Diferentes estruturas da associacdo de fungos endofiticos
ericoides, podem ser resultado da diversidade de tdxon fangico envolvido.
Como observado por McLean et al. (1998), certos tdxon produzem
enovelamentos densos que enchem completamente as células
epidérmicas, enquanto outros produzem enrolamento solto durante a
infeccdo, sugerindo que a intensidade de enovelamento pode ser
dependente dos taxon fungicos.

Entretanto, a diversidade estrutural também é dada pela resposta
do hospedeiro a infeccéo e pela plasticidade ecoldgica caracteristicas dos
fungos endofiticos (SCHULZ; BOYLE; SIEBER, 2006), que podem
produzir estruturas reprodutivas, de resisténcia e desenvolver interfaces
para funcdes ecoldgicas especificas. Esta regulagdo provavelmente ocorre
pela sensibilidade a estimulos externos como fatores abioticos e bioticos.

Né&o foi possivel detectar a presenca de membrana perifungal nas
estruturas intracelulares observadas, como acontece em simbiose com
fungos biotréficos AMF (GENRE et al., 2012). A membrana plasmatica
contém abundante material eletrodenso, a microscopia de transmisséo é
mais adequada para observar este tipo de estrutura. Em muitas interagdes
estudadas as hifas fungicas dentro das células epidérmicas sao cercadas
pela membrana plasmatica do hospedeiro, separado o citoplasma da
planta por uma membrana derivada do tecido vegetal, que invagina
seguindo o crescimento fungico e a formacdo do enovelamento
(BONFANTE; GIANINAZZI-PEARSON, 1979).

Esta interface entre simbiontes foi observada em micorriza
ericéide (BRIGGS; ASHFORD, 2001; PEROTTO et al., 1995), e
supostamente tal posi¢do no apoplasto proporciona uma &rea superficial
de troca de material entre os organismos simbiontes (CAIRNEY;
ASHFORD, 2002). Em contrapartida, os poucos estudos ultraestruturais
em interface entre endofiticos e plantas indicam que as hifas intracelulares
ndo possuem membrana perifungal derivada de hospedeiro e material de
matriz interfacial (PETERSON; WAGG; PAUTLER, 2008). Isso levanta
questdes relativas ao mecanismo de troca de nutrientes entre esses fungos
e células vegetais. Abordagens que incluem citologia molecular e imagem
viva sdo necessarias para determinar as mudancas iniciais nas células da
planta quando invadidas por endofiticos.

Na pratica as classificacdes baseadas em morfologia, de micorrizas
ericéides ou endofiticos, sdo de aplicacdo dificil e complexa. Pois as
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estruturas coocorrem, além disso, entre 0s tipos de associagdo existem
interfaces filogenéticas e funcionais que as tornam muito diversificadas e
versateis.

As estruturas morfologicas sdo dinamicas, assim como a
composi¢cdo da comunidade. Alguns fatores conhecidamente afetam a
dindmica da composicdo da comunidade de fungos ErM. Read (1996)
observou que, cada regime de umidade provoca um padrdo distinto de
desenvolvimento sazonal do sistema de raizes colonizados por ericdides.
Mudancas sazonais e fatores ambientais, como temperatura, precipitacéo,
e a disponibilidade de nutrientes, podem ser relacionados com variagdes
observadas em comunidades de fungos (ZHANG et al., 2016).

Em &reas com diferentes caracteristicas de vegetacdo determinadas
pela agdo antrdpica os padrdes de colonizacdo, a morfologia do complexo
das hifas e a estrutura das células epidérmicas apresentaram diversos
padrbes. No entanto, ndo se pode afirmar que existem diferencas entre as
estruturas nas diferentes areas e situagdes avaliadas, ou que a presenca da
planta exdtica Pinus e o evento de queimada, afetam ou determinam os
tipos de estruturas de associagOes planta-fungo, pois ndo foram realizadas
repeticdes suficientes para essa conclusdo. Pode-se afirmar que as
estruturas que compde as associacfes entre fungos endofiticos e G.
brasiliensis, sdo diversificadas e que possivelmente estdo associadas a
fungdo que estdo desempenhando em escala de planta individual e/ou
ecossistémica.

As raizes de G. brasiliensis estavam intensamente colonizadas em
todas as areas avaliadas, por estruturas do tipo micorrizicas ericdides, e
endofiticas. Existem indicativos de que a mudanca da composi¢do da
comunidade vegetal, pela introducdo de planta exética ou pela acdo da
gueimada, assim como eventos climaticos afetam as estruturas de
associacdo nas raizes capilares de G. brasiliensis. Os padres de
colonizacéo, a morfologia do complexo das hifas e a estrutura das células
epidérmicas apresentam consideravel variagéo.

ObservacGes de campo combinadas com isolamentos de fungos de
plantas coletadas em campo, identificacdo e estudos de reinoculagdo em
outros genotipos de G. brasiliensis, e outras espécies de Ericaceae séo
necessarias para determinar toda a gama de detalhes estruturais em
micorrizas ericoides. Pesquisas relacionando estruturas de associacdo
fungo-planta com metagendmica, podem revelar a complexidade que
envolve as estruturas de associagdo com a taxonomia fungica.
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CAPITULO 3

FUNGOS ENDOFITICOS ASSOCIADOS A RAIZES DE
Gaylussacia brasiliensis (ERICACEAE) EM RESTINGA
DO SUL DO BRASIL

RESUMO

A pesquisa em raizes de Gaylussacia brasiliensis representa uma
oportunidade para obter importantes subsidios e informagfes sobre a
ecologia da simbiose entre fungos e plantas. A hiperdiversidade,
taxonomia fungica e a complexidade dessas relagdes sdo grandes desafios
para a ciéncia. Uma gama de fungos endofiticos ericGides é passivel de
isolamento e cultivo, 0 que possibilita a correlacdo da estrutura
morfoldgica dos fungos, suas fungdes e informacbes genéticas. A
abordagem baseada em tracos funcionais possui aplicabilidade neste
campo e as possibilidades metodoldgicas sdo diversas. O objetivo do
presente estudo foi investigar fungos isolados das raizes de G.
brasiliensis, avaliar as caracteristicas estruturais desta associacéo,
relacionar aspectos morfol6gicos como indicativos de estilo de vida e/ou
funcgdes ecolbgicas. Para isso foram realizados isolamentos de fungos a
partir de raizes 80 plantas de vegeta¢do de Restinga. Alguns fungos foram
testados quanto a capacidade de formar associacdo endofitica, realizando
inoculagdo, reisolamento e observacdo das interfaces de estruturas de
associacdo em raizes das plantas inoculadas. Foram isolados mais de 200
fungos mostrando ampla diversidade, que pertencem as ordens
Eurotiales, Chartothyriales, Pleosporales, Diaporthales, Sordariales e
Hypocreales. Esses fungos apresentam tracos cujas principais fungdes séo
resisténcia, protecao e dispersdo. Foram obtidos indicios da relagdo entre
as estruturas fangicas in vitro e a expressao nas interfaces de colonizacéo.
As estruturas de associagdo nas células radiculares se mostraram
diversificadas, o que é possivelmente ocasionado pela quantidade de
espécies de fungos envolvidos, mas também pela plasticidade
morfolégica dos fungos. Tais caracteristicas tornam complexa a
classificacdo, por morfologia e taxonomia, das relagdes de fungos
endofiticos ericides, e as interfaces de associacdo indicam a importante
relacdo funcional desta comunidade flngica.

Palavras-chave: Associacdo mutualistica. Chaetomiaceae. Diaporthe,
Morfologia. Penicillium. Tracos funcionais.
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3.1. INTRODUCAO

As plantas da familia Ericaceae tém se revelado um nicho
hiperdiverso de fungos endofiticos. As especializadas raizes capilares
abrigam estruturas de associacdo do tipo micorrizicas ericoides (ErM) e
ampla gama de fungos endofiticos (EF, DSE). Estas associacfes
mutualisticas permitem que as ericaceas se estabelecam em locais com
solos &cidos, pobres em nutrientes, com componentes tdxicos e condi¢bes
ambientais severas (MITCHELL; GIBSON, 2006). Os fungos
mutualistas fornecem habilidades nutricionais, com as quais 0s
organismos simbiontes podem ter acesso a fontes organicas recalcitrantes,
além de atuarem como um tampéao em situacdes de estresse (BENDING;
READ, 1996; FUKUCHI; OBASE, 2011; LEAKE; MILES, 1996;
LEAKE; SHAW; READ, 1989; READ, 1996).

O estudo da interacdo-fungo planta em ericiceas representa
oportunidade para avancar na compreensdo de ecologia funcional e
evolugdo das simbioses (LEOPOLD, 2016). Uma gama cada vez mais
diversificada de fungos é reconhecida como simbiontes ericoides
(LEOPOLD, 2016). A falta de dados taxonémicos e funcionais para a
maioria dos fungos endofiticos ericoides, representam desafios
significativos para a pesquisa.

No entanto, uma documentacdo abrangente sobre a diversidade de
fungos endofiticos ericoides, s6 pode ser obtida através de amostragem
continua de diversos ecossistemas, pesquisas sobre ecologia e diversidade
funcional destes fungos e da interacdo com a planta simbionte.

Embora grande parte dos estudos em associacdo mutualistica em
Ericaceae, foque na tentativa de delineamento de taxas formadores de
estrutura “micorrizica ericdides”, tentando separar estes da comunidade
fangica mais ampla associada a estas plantas (LEOPOLD, 2016). A
verdadeira a diversidade de fungos endofiticos ericoides permanece por
ser resolvido. A pesquisa permanece estagnada em poucos taxons
fangicos, e experimentos de ressintese mostram expressoes de estrutura
de associacdo diversificada. Certamente isto também ocorre devido a
amostragem limitada de algumas regides, e desafios associados a lidar
com a complexidade da hiperdiversidade.

Parte dos fungos endofiticos ericoides sdo facilmente isolados e
cultivados em laboratério. E a abordagem de pesquisa baseada em
isolamento, possibilita a correlacdo da estrutura e funcfes flngicas as
informacGes genéticas. Uma vez que, muita informacdo genética sobre
fungos tem sido gerada a partir de amostras ambientais, sem ter correlacéo
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com espécimes. E esta conexao entre dados moleculares e espécimes tem
se mostrado altamente complexa (HIBBETT etal., 2016; SCHOCH et al.,
2014). Sendo que, em se tratando de grupos mais desconhecidos, os dados
moleculares ndo sdo suficientes para a classificacdo taxonémica.

Alguns fungos potencialmente mutualisticos que tém sido
identificados em raizes de Ericaceae sdo: do filo Ascomycota, subfilo
Pezizomycotina, classe Leotiomycetes, as ordens Helotiales, Leotiales,
Rhytismatales; classe Eurotiomycetes, Chaetothyriales, Eurotiales,
Onygenales; classe Pezizomycetes, Pezizales; classe Sordariomycetes,
Xylariales, Chaetosphaeriales, Coniochaetales, Diaportales, Hypocreales,
Magnaporthales, Sordariales; classe Dothideomycetes, Capnodiales,
Pleosporales, Botryosphaeriales, Dothideales; do filo Basidiomycota,
classe Agaricomycetes, as ordens Agaricales, Russulales, Cantharellales,
Sebacinales, Phallales, Polyporales; classe  Tremellomycetes,
Tremellales; e do filo Mucoromycota as ordens Mucorales e
Mortierellales (BERCH; ALLEN; BERBEE, 2002; BIZABANI;
DAMES, 2015; BOUGOURE et al., 2007; BOUGOURE; CAIRNEY,
2005; BRUZONE et al., 2017; BRUZONE; FONTENLA; VOHNIK,
2015; GORZELAK; HAMBLETON; MASSICOTTE, 2012; MIDGLEY;
CHAMBERS; CAIRNEY, 2004; SHARPLES et al., 2000; TIAN et al.,
2011; ZHANG et al., 2016)..

Em estudos envolvendo bioprospeccdo de fungos endofiticos, a
taxonomia é um dos pontos criticos, principalmente devido a alta
diversidade genética e morfoldgica. Sendo assim, é necessario utilizar
métodos que viabilizem alguma sistematizagdo. Para avaliacdo rapida da
diversidade e para estudos ecoldgicos, envolvendo taxons nao
identificados de micro fungos, Arnold et al. (2000) estabeleceram critério
de classificagdo dos isolados como morfoespécies, utilizando macro e
micro morfologia.

Em frente a complexidade e dindmica destas interagdes, a
abordagem baseada em tragos funcionais (trait-based), tem potencial de
contemplar a funcionalidade das relagbes mutualisticas. Se baseia em
utilizar dados micologicos tradicionais, originarios de culturas e colecdes.
A observacdo de tracos ¢ uma ferramenta para a ampliacdo dos
conhecimentos sobre a base funcional destas relagdes mutualisticas e para
estudos das interacfes entre taxons flngicos endofiticos e plantas
hospedeiras (AGUILAR-TRIGUEROS et al., 2014).

Na abordagem baseada em tracos funcionais devem ser observadas
caracteristicas ecologicamente relevantes. ldentificando nestas critérios
dos tracos flngicos passiveis de serem utilizados: (a) versatilidade
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ecoldgica, devem ser representativos para inferir o uso de recursos pelos
fungos, processos ecossistémicos; (b) amplo espectro, devem ser
relevantes para uma grande variedade de espécies flngicas; e (c)
mensurabilidade, os métodos devem ser concebidos para obter dados a
partir de um conjunto de espécies usando protocolos padronizados
(AGUILAR-TRIGUEROS et al., 2015).

Neste estudo o objetivo foi investigar a relacdo fungo-planta,
avaliando as caracteristicas estruturais destas associa¢fes e relacionar
aspectos morfolégicos como indicativos de estilo de vida e/ou fungdes
ecoldgicas. Avaliar a formacao de associacdes endofiticas nas raizes de
G. brasiliensis, quando inoculados fungos isolados da mesma espécie.

Para tanto, foi realizado um screening de fungos endofiticos das
raizes de G. brasiliensis. Os fungos isolados foram agrupados em padrdes
morfotipicos, relacionando a tracos funcionais e avaliados por analises
matema@ticas. Foi realizada a identificacdo polifasica de algumas destas
morfoespécies, combinando caracteristicas morfoldgicas e amplificacdo
do DNAr com os primers ITS1-1TS4 (White et al. 1990). A relacéo
mutualistica de G. brasiliensis com algumas morfoespécies foi verificada
realizando inoculacdo, em plantas propagadas vegetativamente, em
condi¢Bes semi-controladas. Os critérios de avaliagdo foram o
reisolamento e analise de caracteristicas estruturais da associacdo nas
raizes.

Temos a hip6tese de que a comparacdo da capacidade de fungos
endofiticos ericoides formarem estruturas de associacgdo e a identificacdo
por meio de sequenciamento dos fungos envolvidos pode ajudar a
esclarecer a relacdo mutualistica e demostrar eventual relevancia
funcional das caracteristicas morfolégicas.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Coletas de campo e isolamento de fungos

O estudo foi conduzido com a formagéo de um acervo de fungos
endofiticos ericdides, isolados de raizes de G. brasiliensis em vegetacdo
de Restinga no Parque Municipal das Dunas da Lagoa da Conceicdo,
Floriandpolis, Brasil (Lat. 27°37'48"S Long. 48°27'56"0O e Lat.
27°36'33"S Long. 48°27'20"0). A autorizacdo para a realizacdo de
atividades cientificas foi concedida pelo Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade (SISBIO 46847-2), e prefeitura de
Floriandpolis (E068045/2014).
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As coletas de raizes para isolamento dos fungos ocorreram nos
verdes de 2015 (janeiro, marco e novembro) e 2016 (fevereiro). Raizes
de dez plantas, de quatro &reas em dois momentos (n = 80 plantas; n =
7,2 m de raizes). As areas de coleta se caracterizavam com diferentes
composicdes de vegetacdo: ALN, com adensamento de plantas de
camarinha e baixa acao antropica; A1Q, em regeneracao apds queimada;
A3N, com distribuicdo aleatéria de plantas e pouca agdo antrépica; A3P,
com presenga da invasora Pinus spp. (Figs. 18, 19; Tab. 5).

O procedimento para o isolamento aconteceu em até 24 horas ap6s
a coleta. Em camara de fluxo laminar, segmentos de 1,0 cm de raizes
capilares saudaveis foram lavadas com agua destilada 3 vezes, mantidas
em éalcool 70% por 30 s, lavadas em ADE, NaCl 0,1% por 60 s,
novamente em ADE, secas em papel filtro esterilizado, e entdo
implantadas em placas de Petri (100 mm de didmetro) com os meios de
cultura Agar Malte Levedura (AML), Agar Rosa de Bengala de Martin
(ARM) ou Melin-Norkrans Modificado (MNM), todos com
estreptomicina (0,03 g. I').

As placas foram incubadas a 25 + 3 °C, no escuro por até 12
semanas (GORZELAK; HAMBLETON; MASSICOTTE, 2012;
LEAKE; READ, 1991; PEARSON; READ, 1973). A separacdo e
isolamento das coldnias ocorreram por observacdo das caracteristicas
macro morfologicas. Os micélios que se diferenciavam quando as
col6nias atingiam cerca de 1,0 cm de didmetro eram transferidos para
novo meio de cultura, mantendo-se trés col6nias da mesma morfoespécie
nas placas de Petri. Foram isolados somente fungos com crescimento
inferior a 1,0 mm por dia.

3.2.2. Caracterizacdo de morfoespécies e morfotipos

As col6nias de isolados foram definidas como morfoespécies, e os
agrupamentos das colénias, por similaridade e diferenga, foram definidos
como morfotipos. As caracteristicas morfolégicas e culturais avaliadas
foram a taxa de crescimento (aos 7 e 14 dias), textura, forma, topografia,
bordas, aspecto, producdo de exsudatos e difusdo no meio e cores
predominantes.

Foram avaliados 140 morfoespécies, compondo-se uma matriz
utilizando dados semi-quantitativos, obtidos pela transformacdo das
variaveis morfoldgicas aplicando padrdes graduais (Apéndice C).

Foram selecionados 13 morfotipos, abrangendo 52 morfoespécies,
categorizadas por observacdo de acordo com a similaridade. Os critérios
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utilizados incluiram: frequéncia, producdo de metabdlitos secundarios e
estruturas de interesse.

Na analise fenotipica foi aplicado Cluster Aglomerativo
Hierarquico (CAH) e Analise de Componentes Principais (PCA),
utilizado o software XLSTAT versdo 2016.5. Os grupos morfotipicos
selecionados foram confrontados com as analises matematicas para
mapear caracteristicas agrupadoras e indicadores de estilo de vida.

Nove morfoespécies, representante de morfotipo, foram
analisadas microscopicamente, o tecido fungico fresco foi transferido
para laminas, sendo parte corado com azul de anilina, e fixados em
PVLG. Utilizou-se microscépio éptico Olympus BX40, e as estruturas
foram registradas por fotografias digitais ou através de software de
imagem Leica DM2500.

As caracteristicas avaliadas foram baseadas nos critérios descritos
na bibliografia (ALEXOPOULOS et al., 1996; ARX 1981; BARNETT;
HANLIN 1989; ELLIS, 1971, 1976; HUNTER, 1987; BESSEY, 1950;
KIRK et al., 2008; WATANABE et al., 2011).

3.2.3. Extracdo de DNA e PCR

A extracdo do DNA das morfoespécies Gb09, Gb47, Gb104,
Gb209°, Gh225, Gb260 e Gbh261, foi realizada no Laboratério de
Microbiologia de Solos (MIP, UFSC).

Foi utilizado método adaptado de Méller et al. (1992). Os isolados
foram incubados por sete dias em tubos falcon com 10 mL de meio
liqguido (malte 3%, levedura 3%, peptona 5%). Os tubos foram
centrifugados, descartando-se o sobrenadante, e o micélio foi lavado
adicionando 5 mL do tampdo TES, alternando agitacdo em vortice e
submergidos em gelo. O precipitado de massa micelial foi acrescido de
igual volume de pérolas de cerdmica esterilizadas e a mistura coberta com
o0 tampao TES. Os tubos foram deixados a -20 °C por 30 min, agitados
em vortice alternando-se com submersdo em gelo. Foi acrescentado 5,7
pL de proteinase K e o material foi e incubado a 55 °C por 30 min. A
seguir foi acrescentado 120 pL de cloreto de sédio 5 M, 250 uL. de CTAB
10% com incuba¢do a 65 °C por 60 min. Novamente os tubos foram,
agitados em vortice alternando-se com submersao em gelo.

Uma aliquota de 300 puL de material foi retirada de cada tubo e
transferida para micro tubos de 1,5 mL. Adicionou-se Ode SEVAG. Ap6s
a incubacdo a 4 °C overnight os microtubos foram centrifugados e
aliquotas de 200 pL do sobrenadante foram transferidas para novos
microtubos de 1,5 mL. Adicionou-se 110 pL de isopropanol e incubou-se
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por 12 h a -20 °C. Os microtubos foram centrifugados e o sobrenadante
foi descartado e os pellets foram lavados com etanol 70% previamente
acondicionado a -20 °C. Os tubos secaram a temperatura ambiente em
fluxo laminar e suspensos em MilliQ e preservados a -20 °C. As amostras
de DNA foram avaliadas quanto a quantidade e pureza em Nanodrop2000
(Thermo).

O DNA das morfoespécies Gb207 e Gh231 foi extraido pela
empresa WEMSeq Biotecnologia. Aproximadamente 50 mg de tecido
fangico foram utilizadas para extracdo de DNA, com o kit UltraClean
Tissue and Cells DNA Extraction kit (MoBio), conforme recomendagdes
do fabricante. As amostras de DNA foram avaliadas quanto a quantidade
e a pureza em Nanodrop2000 (Thermo).

A amplificagio e sequenciamento do DNAr foram realizadas pela
empresa WEMSeq Biotecnologia. A amplificacdo foi realizada em
termociclador Veriti (Thermo), em reacdo contendo 20 ng de DNA
gendmico purificado com sistema GoTag (Promega). Para a regido ITS,
foram utilizados 32 ciclos de desnaturacdo (96 °C por 30 seg), anelamento
do primers ITS1 5’-TCCGTXGGTCAACCTGCGG-3*) e ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3”) (WHITE et al., 1990) (58°C por 45
seQ) e extensdo do produto (72°C por 45 s). Os produtos foram analisados
por eletroforese em agarose 1% (tampdo TAE). As reacOes foram
purificadas enzimaticamente com Exol/SAP (Thermo), conforme
recomendacéo do fabricante.

3.2.4. Sequenciamento Sanger e analise filogenética

Os produtos de PCR foram marcados com BigDye v3.1 (Thermo)
conforme orientagdes do fabricante, em reacéo contendo 50 ng de DNA.
Foram utilizados 35 ciclos de desnaturacéo (96°C por 15 s), anelamento
do respectivo primer (ITS a 58°C por 15 s) e extensao do produto (60°C
por 4 min) para marcacdo com terminadores fluorescentes. Os produtos
marcados foram precipitados com 20% de acetato de aménio 7,5 M e trés
volumes de etanol absoluto, e re-suspensos em 10 pL de HiDi-
formamida. Essas amostras foram sequenciadas em Genetic Analyser
3500xL (Thermo), utilizando capilares de 50 cm com polimero Pop7
(Thermo), conforme orientagdes do fabricante. Os eletroforetogramas
gerados foram convertidos em sequéncia de bases com o programa
Sequencing Analysis v5.4 (Thermo).

Os dados obtidos foram analisados e editados manualmente no
programa Bioedit 7.2.5 (HALL, 1999) para gerar as sequencias consenso
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(contig). Para afiliacdo filogenética os contigs obtidos, foram comparadas
com sequéncias do Genbank pelo programa online BLAST (ALTSCHUL
et al., 1997; NCBI, 1988), as sequéncias encontradas foram baixadas no
formato fasta. O alinhamento das sequéncias foi feito por meio da
ferramenta on-line MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier
Transform) (LI et al., 2015).

3.2.5. Experimento de colonizagédo endofitica

Para analise da relagéo de oito fungos isolados com G. brasiliensis
foi realizado experimento em casa de vegetagdo, que consistiu em
inoculagdo, avaliacdo de colonizagdo e reisolamento. As plantas foram
produzidas a partir de estacas vegetativas apicais de 10 cm. O material
propagativo foi mantido em NaCl 0,5% por 15 min, lavadas com agua
destilada e mantidas por 10 min em AIB 2000. As estacas foram entdo
enraizadas em substrato composto por solo originario das dunas e
vermiculita (3: 1), autoclavado duas vezes a 121 °C, 1,2.kgf™?2 por 60
min e colocados em tubetes de 280 cm?.

Os tratamentos de inoculagdo foram: controle negativo (substrato
autoclavado, sem inoculacdo); controle positivo (substrato n&o
autoclavado, sem inoculacdo); e os isolados Gb09; Gb47; Gb104; Gb207;
Gb209; Gb225; Gb231; Gb260; Gh72 (ndo caracterizado neste estudo
devido a grande variacdo morfolégica que apresentou in vitro).

Os in6culos foram preparados a partir das col6nias incubadas em
AML por 14 dias, a 25 °C no escuro. A suspensdo foi ajustada para a
concentracdo de 1,5.106.ml' de estruturas reprodutivas (conidios +
esporos + micélios), e 25 mL foi aplicada sobre o substrato 12 semanas
apos o plantio (MCKECHNIE; BURTON; MASSICOTTE, 2009).

As placas foram avaliadas qualitativa e quantitativamente, aos 14
e 21 dias de incubacédo. Verificando o nimero de morfotipos crescendo
por placa e por segmento de raiz na placa.

Ap6s 12 semanas de incubacdo foi realizado tentativas de
reisolamentos dos fungos que se assemelhavam macro morfologicamente
com as morfoespécies que haviam sido inoculados. Aplicando-se o
procedimento descrito anteriormente para isolamento de “culturas puras”
(item 3.2.1.). A separacdo e isolamento das col6nias ocorreram por
observacdo das caracteristicas macro morfoldgicas. Os micélios que se
diferenciavam quando as coldnias atingiam cerca de 1,0 cm de didmetro
eram transferidos para novo meio de cultura, mantendo-se trés coldnias
da mesma morfoespécie nas placas de Petri.
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A avaliagdo da associagdo ocorreu pela avaliagdo da taxa de
colonizacdo de uma porc¢do das raizes capilares, cinco plantas de cada
tratamento. As raizes de cada planta foram organizadas em cassetes
histologicos, clareadas com a solugdo composta por agua destilada,
hidroxido de amdnio 28% e perdxido de hidrogénio 37%, (8:1:1) de 10 a
30 min em temperatura ambiente, com agitacdo suave, até que as raizes
ficassem cor creme pélido. Foram entdo enxaguadas duas vezes em agua
destilada, acidificadas com HCI 1% por 5 min, e coradas com 0,05% de
azul de anilina em lactoglicerol overnight.

Foram montadas laminas com 5,0 cm segmentos de raizes em
PVLG. Em cada lamina foram analisados 100 campos em aumento de
400x (microscépio Olympus CX40), aplicando um indice de 0 a 4: 0 =
nenhuma célula colonizada; 1 = até 25%; 2 = até 50%; 3 = até 75%; 4 =
mais de 75%. Posteriormente os indices foram convertidos em
percentagem para analise estatistica, e aplicado o teste Shapiro-Wilk para
verificar normalidade, e entdo os testes Kruskal-Wallis e Dunn para
comparacao de tratamentos.

Também foram documentadas caracteristicas qualitativas das
interfaces das associagBes. Observando-se padrfes de colonizacdo e
estruturas fangicas, microscopio optico e fotos digitais. As observacoes
foram realizadas nos Laboratério de Ecologia do Solo e Laboratério de
Fisiologia Vegetal (ambos CCA- UFSC).

Para avaliacdo das interfaces foi também utilizada microscopia
confocal a laser (MCL) em raizes frescas, coradas com lactofucsina
0,05% overnight a 47 °C, entdo as raizes foram armazenadas na solucéo
agua destilada: glicerol: acido lactico a 85% (1:1:1) (KAMINSKYJ,
2008). As estruturas foram observadas em Microscopio Leica DMI600B,
a faixa de fluorescéncia de excitacdo foi 543 nm (verde) e filtro de
emissdo na faixa de 600-739 nm (vermelho). A parede celular das raizes
autofluoresceu com a linha de excitagdo 488 nm e filtro de emissdo 500
570 nm (verde). O programa Lite LAS-AF (Leica) foi usado para o
processamento das imagens confocais. Todas as imagens de MCL foram
realizadas no Laboratério Central de Microscopia Eletrdnica da
Universidade Federal de Santa Catarina (LCME-UFSC).

3.2.6. Forma de transmissao
Para testar a transmissao vertical de endofiticos foram incubadas

sementes de G. brasiliensis. O procedimento foi 0 mesmo realizado para
as raizes (item 3.2.1). As sementes foram lavadas com agua destilada 3
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vezes, mantidas em alcool 70% por 30 s, lavadas em ADE, NaCl 0,1%
por 60 s, novamente em ADE, secas em papel filtro esterilizado. Foram
colocadas quatro sementes em trés placas com cada um dos trés meios de
cultura AML, ARM e MNM, com estreptomicina (0,03 g. I'%).

Para a transmisséao horizontal foram utilizadas sec¢8es transversais
de aproximadamente 1,00 mm de lignotuber. Foram colocados quatro
fragmentos de lignotuber em cada placa, com trés repeticdes para cada
um dos trés meios de cultura AML, ARM e MNM. Foi realizado 0 mesmo
procedimento com pedacos de caule ndo lignificado. A desinfeccdo e
incubagdo do material foi realizado utilizando 0 mesmo procedimento
descrito para o isolamento a partir das raizes (item 3.2.1). Todas as placas
ficaram incubadas no escuro a 25 °C por até 12 semanas. Exemplares dos
fungos mais frequentes foram isolados e conservados a 4 °C.

3.3. RESULTADOS
3.3.1. Caracterizacdo dos morfotipos

Foram isoladas mais de 177 coldnias de fungos das raizes de
Gaylussacia brasiliensis. O nimero de coldnias por area foi: 53 em A1N;
45 em A3N; 39 em AP3; e 40 em A1Q (Fig. 29).

Figura 29 - Namero de fungos isolados de raizes de Gaylussacia brasiliensis, no
Parque Municipal da Lagoa da Conceigdo, Floriandpolis. Quatro areas de coleta
de raizes em 2 anos. AIN com adensamento de plantas e baixa acdo antropica;
A1Q regeneracdo ap6s queimada; A3N com distribuicdo aleatdria de plantas e
pouca agéo antrépica; A3P com presenca da invasora Pinus spp.
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A andlise fenotipica, foi baseada em nove caracteristicas macro
morfoldgicas crescimento aos 7 dias, cor, forma, textura, superficie,
borda, topografia, aspecto e difusdo de exsudato para 0 meio de cultura.
Por observacdo foram delimitados e selecionados 13 morfotipos (MT),
gue englobaram 52 das 177 morfoespécies (Tab. 09).

Os morfotipos MT1 e MT2 apresentaram maior frequéncia de
isolamento, mais que 10 morfoespécies. MT3, MT4, MT5, MT6 e MT7
apareceram em frequéncia media, entre 7 e 5 representantes de cada
morofoespécie. Enquanto que nos morfotipo MT8, MT9, MT10, MT11,
MT12, MT13 foram isolados apenas um representante de cada.

Tabela 1 - Grupos morfotipicos, varidaveis macro morfoldgicas: crescimento aos
14 dias em malte (média e desvio padrdo). Forma - For (C circular, R rizoide, |
irregular); Textura - Tex (al = algodonosa, av = aveludada, me = membranosa, gr
= granulosa, pu = pulverulenta); Superficie - Sup (li = lisa, ca = camada, fis=
fissurada, ru = rugosa); Borda - Bor (re = regular, fil = filiforme, ra = radiada, lo
= lobada, ir = irregular); Topografia - Top (pl = plana, el = elevada, pr =
pregueada, ap = apiculada); Aspecto = Asp (op = opaco, br = brilhante, um
Umido); Pigmentagdo do meio = Pig (A = ausente; P = presente).

Morfotipo  Crescimento  Cores For  Tex Sup Bor Top Asp Pig
7 dias (mm)
MT1 6,81 (+ 0,55) branco IR al ru ir ap op, A
um
MT2* 6,09 (+0,98)  amarelo, C av ca re, el op, P
salméo, fil um
laranja
MT3 6,88 (+ 0,58) branco, © av li, fis re, el op A
creme fil
MT4* 7,84 (+1,10)  branco, C gr puli, re, el op, A
creme fis ir br
MT5* 7,66 (+1,31) rosa, lilas | me li fil el op P
MT6 7,42 (£ 0,39) branco, C al, av li fil el, op A
cinza ap
MT7* 1,45(+£0,18)  preto, © av ru, fis re ap op A
cinza
MT8* 8,98 (+0,03) creme C gr ca fil el op P
MT9 4,40 branco © me, li fil pl op A
gr
MT10* 6,20 esverdeado C av, al ca, li fil el op A
MT11 7,50 creme, @ me, li, ca, re, el op, A
cinza av, gr fis fil um
MT 12* 8,00 preto, Cc av, al ru fil pr op, A
cinza um
MT 13* 76,0 (+0,57) esverdeado C,l av, li, ca ir, el, br P
puy, lo ap

*MTs com representantes identificadas e analisadas quanto a relacdo endofitica.
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Quanto a origem, ndo se pode observar relacdo dos morfotipo com
a area e ano. A origem das morfoespécies escolhidas como representante
dos grupos sdo: MT2 = Gb207, A1Q (2016); MT4 = Gb09, A1IN (2015);
MT5 = Gb104, A3N (2015); MT7 = Gb225, AIN (2016); MT8 = Gb231,
A1Q (2016); MT10 = Gb47, A3P (2015); MT11 = Gb72, A3N (2015);
MT12 = Gb209, A1Q (2016); MT13 = Gb206, A1Q (2016).

A transformacdo dos dados da categorizacdo fenotipica em dados
semi-quantitativos graduais (Apéndice C), gerou uma matriz que permitiu
a aplicacdo das analises matematicas.

Quando a matriz foi submetida a Andlise dos Componentes
Principais — PCA, verificou-se que, a distribuicdo das coldnias coincide
com dos alguns morfotipos pré-estabelecidos (Fig. 30). Na PCA foram
identificadas caracteristicas agrupadoras, indicadas pelo posicionamento
nos eixos do grafico PCA. Estas caracteristicas foram relacionadas a
tragos funcionais e atribuidas a indicadores de estratégia e estilo de vida.

A variavel superficie, no MT1, esta relacionada a caracteristica
granulosa, que morfologicamente pareceu composta por coldnias
formadora de esclerddios, relacionados principalmente a resisténcia.

Nos integrantes do MT2, a caracteristica agrupadora foi a
formagcdo de corpos de frutificagdo tipo peritécio superficiais,
relacionados a dispersdo. Uma caracteristica agrupadora no MT2, MT5 e
MT8 foi a pigmentacdo do meio de cultura, relacionada a produgdo e
difusdo de metabdlitos secundarios.

No MT4, o aspecto pulverulento nessas colbnias, se relacionou
com a formacdo de corpo de frutificacdo tipo cleistotécio, indicador de
resisténcia e dispersao.

No MT6 as caracteristicas agrupadoras foram micélios escuros e
crescimento lento, indicando pouco investimento em massa micelial. A
melanizacéo de tecidos esta ligada a protecao.

Na analise de Cluster Hierarquico Aglomerativo — CAH, a matriz
gerou um dendrograma fenotipico indicando 20 agrupamentos ao nivel de
similaridade de 0,89 (Fig. 31).

No confrontamento com os morfotipos pré-estabelecidos por
observacdo da morfologia (Tab. 9), foram identificados agrupamentos
concordantes, no entanto, com os nédulos em diferentes niveis de
similaridade.

Ficou evidenciada a hiperdiversidade de fungos, por meio da
formacdo de muitos grupos Unicos, indicados pelos “bragos” do
dendrograma (Fig. 31).
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Figura 30 - Andlise dos Componentes Principais (ACP), correlacionando fungos
isolados e caracteristicas morfoldgicas, representando as observagdes (140
colbnias) e as variaveis (10 caracteristicas macro morfoldgicas). No eixo F1 as
observacdes/ coldnias estdo distribuidas em agrupamentos correlacionados com
a cor, taxa de crescimento e textura, sendo que as coldnias com coloragéo escura
(melanina) e de crescimento lento estdo na parte negativa do eixo, explicando
24,87 % da distribuicdo. No eixo F2 est4 correlacionado com a presenca de
pigmentacdo no meio de cultura (metabolito secundario), localiza as coldnias na
parte negativa do eixo; forma, textura e topografia parecem ser 0s componentes
agrupadores na parte positiva do eixo que explica 16,79 da distribuicdo. O
confrontamento com a modelagem por observacéo estd indicando morfotipos
circulado em azul, circulado em vermelho estéo os representantes dos morfotipos.
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Figura 31 - Dendrograma da Analise de Cluster Aglomerativa Hierarquica (CAH)
de 140 coldnias de fungos isolados de raizes de Gaylussacia brasiliensis, gerado
a partir de uma matriz composta por variaveis macro morfoldgicas e culturais
agrupadas por similaridade utilizando coeficiente de correlagdo de Pearson e
método de lincagem simples. No indice de similaridade 0,89 sdo observados 20
agrupamentos. As setas indicam as colonias representantes dos morfotipos
selecionados para analise. Losango vermelho indica os nos e as linhas tracejadas
o0 nivel de similaridade quando confrontados com a modelagem por observagéo.
(Préxima pagina)
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3.3.2. Taxonomia polifasica

A identificacdo taxondmica polifasica das morfoespécies permitiu
chegar a nivel de género (com ressalvas). Levou em conta a andlise
molecular (Tab. 10; Apéndice D), ponderando os dados de similaridade
das sequéncias obtidos no Genbank, a hipoGtese de espécies (SH) do
UNITE (Unified system for the DNA based fungal species linked to the
classification Ver. 7.2), e sugerindo hipéteses taxonémicas com base em
aspectos fenotipicos macro e micro morfol6gicos.

Tabela 2 - Identificacdo das morfoespécies, organizadas por classe, apresentando
a hipdtese taxondmica baseada no sequenciamento e avaliacdo morfoldgica dos
espécimes. Similaridade com referéncia depositada no GenBank, e SH (species
hypothesis) do UNITE com as referéncias do GenBank.

Todos foram isolados das raizes, exceto Gb261L isolado do lignotuber.

Morfo- | PB Hipétese taxondmica | Referéncia Simila- UNITE SH/
% espécie polifasica GenBank ridade Ref. GenBank
(S}
" Ghb47 534 | Paraconiothyrium sp. | FJ232902 99,44% SH186929.07FU /
g Microsphaerops AY642530.1
Q| is arundinis Paraconiothyrium
g estuarinum
I Gb209’ 546 | Curvularia species KF946043 100% SH187563.07FU /
< complex Cochliobolus JN192379
8 Cochliobolus sp. geniculatus Curvularia
heteropogonis
2| Gb09 373 | Penicillium species U18358 99,46% SH182481.07FU /
3 complex Penicillium JIN626097
E‘ Penicillium sp. javanicum Penicillium levitum
g_ Gh225 493 | Cladophialophorasp. | KX499283 97,60% SH642976.07FU /
5 Herpotrichiellace AB986420 96,75%
w e Cladophialophora sp.
Gb104 485 | Fusarium sp. MF992182 100% SH213620.07FU /
Fusarium AB587010
oxysporum Fusarium
verticillioides
Gb231 451 | Diaporthe sp. GU066691 98,67% SH185493.07FU /
2 Phomopsis JX862528 Diaporthe
3 fraxini-angustifoliae
g‘ Gb260 406 | Chaetomium globosum| HM776417 100% SH195293.07FU
2 species complex Chaetomium HM365253
8 globosum Chaetomium grande
5| Gb207 478 | Arcopilus sp. KU597364.1 100% SH195302.07FU /
@ Chaetomium KC131340
aureum Chaetomium aureum
Gh261L | 497 | Arcopilus sp. KX976582 99,8% SH195302.07FU /
Chaetomiaceae KC131340
Chaetomium aureum



https://unite.ut.ee/sh/SH182481.07FU
http://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/AB986420
https://unite.ut.ee/sh/SH213620.07FU
http://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/HM365253
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A caracterizacdo molecular e aspectos morfoldgicos foram
complementares. A regido ITS é bastante conservada e nem sempre é
eficiente para obter um nivel satisfatério de especificidade na
identificagdo. As caracteristicas morfolégicas sozinhas ndo s&o
suficientes para classificacdo, em funcdo da complexidade e imensa
diversidade morfologica, e desconhecimento da maior parte dos
microfungos.

As informacdes sobre aspectos reprodutivos, foram também
utilizadas na identificacdo das morfoespécies. As oito morfoespécies
representantes de morfotipos, foram caracterizadas quanto tipos de
conidioma ou ascoma, tamanho de esporos e investimento em esporos e
micélios, buscando analisar as estratégias de dispersdo (Tab. 11).

Tabela 3 - Caracteristicas reprodutivas de onze fungos endofiticos isolados de
raizes de Gaylussacia brasiliensis. Identificacdo da morfoespécie, fase
reprodutiva observada (teleomorfica, anamorfica ou holomorfica), estrutura de
formacdo de esporos (meidticos e mitoticos), caracterizagdo dos esporos,
investimento em esporos e estratégias de dispersdo supostas.

Morfo- Fase Estrutura de Esporos Investi- Investi- Estratégia de
espécie observada  formagdoe diametro mento mento disperséo
tipo de esporos (pm) esporos micélio de esporos
Gba7 Anamorfica  Conidiomata - conidio 2,5-3,5% + ++ Poucos em
0,7-1,8 massa
Gb209 Anamorfica  Conidiéforo - conidio 20-29,5x +++ +++ Numerosos
9-14,5 Precocidade
Gb09 Holomérfica Cleistotécio -ascésporo  9,0-8,0x +++ ++ Resisténcia,
5,0-4,0 numerosos
Conidio6foro - conidio 2,0-2,5 + tempo/espago
Gb225 Anamoérfica Conidiéforo - conidio 5,0-11,0% +++ + Meristematico
6,0-15,0
Gb104  Anamorfica  Conidiéforo - micro e 1,0-2,0 ++ ++ Em massa
macroconidio 4,0-7,0
Gb231  Holomoérfica Estromata - ascsporo 18,0-28,0x + T Poucos
7,0-10,0
Conidiomata - conidio 3,0-4,5% ?
1,7-2,0
Gb207  Teleomorfica Peritécio - ascosporo 8,0-10,0x +++ ++ Numerosos
4,0-6,0 resisténcia
GB260 Holomoérfica Peritécio — ascésporo 7,3-10,1x +++ ++ Numerosos,
4,8-7,3 forma eficiente
Conidio6foro - conidio 2,0-3,5 +

Os representantes dos morfotipos pertencem ao filo Ascomycota,
Pezizomycotina, sendo dois representantes da classe Eurotiomycetes,
dois Dothideomycetes e quatro Sordariomycetes (Fig. 32).

A seguir estdo descritas as oito morfoespécies estudas. A maior
parte das observagdes sdo baseadas em cultivos in vitro, em meio Agar
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Malte Levedura (AML), incubados a 25 (£ 3) °C no escuro, quando
houverem excecdes serdo citadas.

Figura 32 - Classificagdo dos fungos endofiticos das raizes de Gaylussacia
brasiliensis avaliados. Pertencentes ao filo Ascomycota, subfilo Pezizomycotina.
Foi representado por trés classes, seis ordens, sete familias e oito géneros.

Classe Ordem Familia Género

# Eurotiales H Trichocomaceae H Penicillium (?) ‘

Eurotiomycetes

Chaetothyriales HHerpotrichiellaceaeH Cladophialophora

Didymosphaeriaceae HParacom'othyﬂ'um

Pleosporaceae H Curvularia ‘
Diaporthales H Diaporthaceae H Diaporthe ‘

Arcopilus

Pleosporales

#Dothideomycetes

Pezizomycotina
[

Sordariales }» | Chaetomiaceae
Chaetomium

Hypocreales }»{ Nectriaceae H Fusarium

Sordariomycetes

3.3.2.1. Dothideomycetes

A morfoespécie Gb47 (Fig. 33) foi identificada como
Paraconiothyrium sp. (Pleosporales, Didymosphaeriaceae). Descricéo:
didmetro da col6nia (7 d, mm): AML 54; ARM 40. Em AML colbnia
com textura aveludada, cores creme, cinza claro a esverdeado, verso
marrom claro (Fig. 33A, 33B).

Fase anamorfica observada, com conidioma tipo picnidio
complexo com varias cavidades mescladas (Fig. 33C), ostiolos ausentes,
superficial ou imerso no agar, marrom escuro a preto com 0,7-1,2 mm
diam. Parede conidiomatal composta por uma camada externa de textura
angular com paredes espessadas e castanhas (Fig. 33F). Células
conidiogénicas discretas, simples, holoblastica. Conidio com forma
subglobosa a elipsoide, unicelular, com paredes finas e lisas que sdo
hialinas quando se desprendem, mas logo se tornam laranja a marrom,
com 2,5-3,5x0,7-1,8 um diam, massa de conidios marrom escuro. Sistema
trimitico de hifas, generativas e esqueléticas hialinas e de ligacdo
pigmentadas (melanizadas). A estirpe de referéncia no Genbank, com
maior similaridade (Tab. 10) esta publicada por Verkley et al. (2004).
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Figura 33 - Morfoespécie Gb47, Paraconiothyrium sp. em meio Agar Malte
Levedura (AML, 25 °C no escuro). (A) cultivos com 60 dias, placa da esquerda
isolado do campo, placa da direita reisolado do experimento; (B) verso de cultivo
com 28 dias; (C) conidiomata tipo picnidio complexo (com azul de anilina); (D)
cavidade do picnidio com numerosos conidios; (E) parede conidiomatal com
textura angular (seta) e conidios, (F) detalhe de células conidiogénicas e conidios.
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A morfoespécie Gb209’ (Fig. 34) pertence ao complexo de
espécies Curvularia (Pleosporales, Pleosporaceae). Descrigdo: diametro
da col6nia (7 d, mm): AML 54-74; ARM 37-44; MNM 90. Coldnia com
crescimento circular, textura aveludada, superficie lisa, borda filiforme,
topografia plana, com hifas submersas, cores cinza escuro a preto (Fig.
34A). Fungo anamorfo, com hifas melanizadas, septadas; conidiéforo
reto, septado, ndo ramificado, liso, castanho (Fig. 34B), célula
conidiogénica politrética, intercalar, integrada, terminal, simpodial,
cilindrica, com cicatriz (Fig. 34C); conidio solitario, 4-septado, elipsdide,
fusiforme, curvo, célula mediana castanha, células das extremidades
castanho-claras, medindo 20-29,5 x 9-14,5 um (Fig. 34D). Em meio de
cultura esporula precocemente, conidios maduros foram observados no
terceiro dia de incubacdo. A estirpe de referéncia foi depositada no
GenBank por Manamgoda et al. (2011).

No momento da inoculacdo havia outro fungo na cultura,
possivelmente um Basidiomycota com conexdo de grampo (Fig. 34C).

Figura 34 - Morfoespécie Gb209’, Curvularia sp. em meio 4gar malte levedura
(AML, 25 °C no escuro). (A) coldnia com 15 dias; (B) conidiéforos com conidios
(setas pretas); (C) Células conidiogénicas com inicio de formagao de conidio (seta
preta). Conexdo de grampo de outro fungo presente na cultura (seta branca); (D)
conidio pigmentado, 4-septado, elipséide, fusiforme, curvo.
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3.3.2.2. Eurptiomycetes

A morfoespécie Gh09 (Fig. 35) foi identificada como Penicillium
sp. (Eurotiales, Trichocomaceae). Descricdo: diametro da col6nia (7 d,
mm): AML 64 - 79; ARM 40 - 43; MNM 64 - 84. Coldnia com forma
circular, as vezes irregular, margem lobada regular, textura aveludada a
pulverulenta. Inicialmente branca a bege influenciada pelo
amadurecimento dos cleistotécios. Hifas hialinas, micélio discreto, gotas
de exsudato claro, pigmentos sollveis ausentes (Fig. 35A, 35G), verso
amarelo-castanho.  Fungo  holomorfo, produzido cleistotécios
abundantemente a partir da primeira semana de incubacdo (Fig. 35C).
Cleistotécio globoso, com diametro entre 140 - 85 um, constituido por
massas esclerotidides de células poligonais (35D), ascos globosos
esvanecentes (35D), que produzem ascOsporos subglobosos navicular
com 8,0-9,0 x 4,0 - 5,0 um diam, (35E, 35F).

Producdo de conidios esparsa, talvez conidiogénese blastica em
fialides, conidio globoso, 2,0 - 2,5 um diam. A auséncia ou néo clareza
sobre a presenca de conidioforos fialidicos, faz com que haja duvida em
relacio ao pertencimento desse isolado ao género Penicillium,
principalmente pela estrutura mostrada nas figuras 351 e 35J. Estas
estruturas foram visualizadas in vitro, onde ficou clara a natureza
conidiogénica, que produzem esporos mitéticos por conidiogénese
holoblastica e na colonizacdo das raizes (45D e 45E). Pode ser que estas
hifas dilatadas também tenham outras fungdes, como parece estar
ocorrendo “mating” na figura 35J, mas isso precisa ser melhor avaliado.

Os ascosporos parecem ser liberados por meio de “poros” na
superficie esclerenquimatosa do cleistotécio (Fig. 35E, 35F). O
cleistotécio permanece viavel por mais de 12 semanas. A identificacdo
deste fungo precisa ser realizada por sequenciamento utilizando primers
especificos, provavelmente p-tubulina. A estirpe de referéncia do
GenBank esta publicada por Rivera e Seifertkeith (2011).

A morfoespécie Gb225 (Fig. 36) foi identificada como
Cladophialophora sp. (Chaetothyriales, Herpotrichielliaceae). Descri¢éo:
didmetro da col6nia (7 d, mm): AML 10; ARM 14; MNM 14. Col6nias
com crescimento moderado, com taxa diaria de crescimento de 0,11 +
0,01 mm por dia (25 °C no escuro). Colbnias aveludadas, rugosa e
pulverulenta quando esporulante, cinza escuro a olivdceo com margem
bem definida que é mais escura do que o centro da colbnia (Fig. 36A),
verso olivaceo-cinza. Fungo anamorfo, com hifas septadas de 1,7 - 2,8
um diam, férteis, que formam conidios lateralmente ou terminalmente em
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Figura 35 - Morfoespécie Gb09, Penicillium sp. (?), (A) cultivado em Agar Malte
Levedura (AML) com 15 dias. Imagens em microscopia 6ptica MO (B, C, D);
(B) sistema de hifas; (C) acomata tipo cleistotécio mostrando diferentes fases de
maturagdo em 10 dias de incubagéo; (D) cleistotécio contendo ascos com 60 dias;
(E, F) imagens em microscopia eletronica de varredura, com 38 dias, ascosporos
sendo liberado pelo cleistotécio através de “poros” um a um (setas brancas). (G)
Coldnia com 40 dias cultivada em Melin-Norkrans Modificado (MNM). (H) Em
MO agrupamento de hifas diferenciadas tipo esclerddio; (I, J) detalhe mostrando
células dilatas, talvez para formar conidios (Figs. 45F-451).
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em cadeias ramificadas (Figs. 36E-36G). Os conidios sdo unicelulares,
sub-hialinos a marrom palido, elipsoidais, piriformes, estreitado em as
extremidades, com cicatrizes, 5,5 - 11,0 x 6,0 - 15,0 um diam. A estirpe
de referéncia no GenBank esta publicada por Obase et al. (2014).

Figura 36 - Morfoespécie Gb225, Cladophialophora sp., cultivada em meio Agar
Martin Rosa de Bengala (ARM, 25 °C no escuro); (A) 40 dias em placa de 60
mm, (B) hifas generativas; (C) cadeia de células conidiais; (D-F) microscopia
eletronica de varredura; (D) sistema de hifas agrupadas para formar conidios; (E)
aglomerados de células conidiais leveduriformes; (F) detalhe de vesicula
terminal dilatada que origina os conidios leviduriformes, trés aumentaram para
formar conidios, plugue septal na jungdo entre um conidio e uma célula
subtendente (seta); (G) conidios maduros que se separam da regido terminal de
um ramo e diminuem abruptamente na extremidade proximal (seta).

X100 100pym
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3.3.2.3. Sordariomycetes

A morfoespécie Gb231 (Fig. 37) foi identificada como Diaporthe
sp. (Diaporthales, Diaporthaceae). Descri¢do: Diametro da col6nia (7 d,
mm) em: AML 70 - 90; ARM 35 - 44. Crescimento circular, textura
furfuracea, superficie rugosa, borda irregular, topografia elevada e
aparéncia opaca. Coloracdo branco a bege, podendo ficar amarelada,
verso castanho se tornando mais escuro a partir da terceira semana com
pontos pretos (Figs. 37A-37C).

Este isolado possivelmente apresentou fase holomérfica, no
entanto, as estruturas reprodutivas ndo puderam ser claramente
analisadas. Observou-se a formacédo de conidioma picnidial em agregados
de aproximadamente 1 mm de didmetro (Figs. 37A, 37C, 37H), a partir
da segunda semana em AML, mas nado se observou conidios. Observou-
se 0 que parece ser ou alongamento do peritécio “neck ”, caracteristico do
género Diaporthe (37D-37G).

O micélio possui hifas aéreas adensadas, algumas hifas grossas
formando estruturas que parecem clamidosporos (Fig. 371). Anastomoses
foram observadas com frequéncia (Fig. 37J). A estirpe de referéncia este
publicada por Tan et al. (2013).

A morfoespécie Gh104 (Fig. 38) pertence ao género Fusarium
(Hypocreales, Nectriaceae). Descri¢do: didmetro da col6nia (7 d, mm):
AML 31-62; ARM 14 - 21; MNM 39 - 50. Em AML apresenta micélio
aéreo bem desenvolvido, denso e algodonoso, com coloragdo variando de
branco, levemente rosado, rosado a lilas (Fig. 38A). As hifas sdo
fortemente unidas formando um tecido homogéneo com textura intricada,
sistema de hifas dimitico, generativas e esqueléticas (Figs. 38G, 38H).

Fungo anamorfo, com conidiéforo produzindo macroconidios
fusiformes curvos, alguns retos, hialinos, unicelulares, com extremidades
arredondadas a levemente pontiagudo e com dimenséo entre 4,0 - 7,0 x
1,5 - 2,0 um, e microconidios globoso a subglobosos, alguns levemente
curvados nas pontas com &pice arredondado e dimensdo 1,0 - 2,0 um
(Figs. 38B, 38C, 38E-38H). Produz clamidésporos (Fig. 38C, 38D). A
estirpe de referéncia este publicada por Watanebe et al. (2011).

A morfoespécie  Gb207 (Fig. 39) foi identificada como Arcopilus
sp. (sinon. Chaetomium) (Sordariales, Chaetomiaceae). Descricao:
didmetro da col6nia (7 d, mm) em: AML 34 - 40; ARM 33 - 36; MNM
36 - 60. As colbnias sdo amarelo a laranja (Figs. 39A, 39B) com gotas
vermelhas por verter exsudados, verso castanho avermelhado. Sistema se
hifas dimitico, hifas esqueléticas e generativas (Fig. 39J).
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Figura 37 - Morfoespécie Gb231, Diaporthe sp. cultivado em Agar Malte
Levedura (AML, 25 °C no escuro); (A) 15 dias incubacéo; (B, C) com 21 dias,
ante verso e verso respectivamente; (D-G) possivel alongamento do peritécio, (D,
F) com 15 dias em microscopia eletrdnica de varredura (MEV); (E, G) com 30
dias em microscopia Optica (MO). (H) Massa estromatica, possivelmente
formando conidioma ou ascoma; (1) hifas, e clamidésporo (?) em MO corado com
azul de anilina; (J) hifas com 7 dias mostrando anastomose em MEV.
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Figura 38 - Morfoespécie Gb104, Fusarium sp. cultivado em Agar Malte

Levedura (AML 25 °C no escuro). (A) Com 18 dias de incubacdo; (B-E) em

microscopia Optica, (B) microconideos, corado com azul de anilina; (C) macro e

microconidios, e clamidésporo, corado com rosa de bengala; (D) clamidésporo,

azul de anilina; (E) macroconidios; (F-H) microscopia eletronica de varredura,
nidios.

: N ) e
BkV 4 X4,500% 10ym \ X2,200° 10pm » LCME-UFSG =~

Acorpilus (Gb207) apresentou fase teleomorfica, produzindo
ascomata superficial tipo peritécio, com diam 77,0 - 80,0 x 78,0 - 97,0
um diam, setoso, ostiolado, subgloboso ou ovado com paredes marrons
de textura angularis na superficie (Figs. 39F, 39G). Ascos clavados
evanescentes (Fig. 39C), formando ascdsporos castanhos quando
maduros, ovoides com 8,0 - 10,0 x 4,0 - 6,0 um diam (Figs. 39D, 39H,
391). A estirpe de referéncia ndo esta publicada, mas Wang et al. (2016)
sugeriram a classificagdo como género Arcopilus em vez de Chaetomium.
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Figura 39 - Morfoespécie Gb207, Arcopilus sp. (A) colbnia cultivada em meio
Agar Malte Levedura (AML, 25 °C no escuro), com 24 dias; (B) Em Melin-
Norkrans Modificado, mostrando exsudato difuso no meio, 7 dias; (C) ascoma
tipo peritécio (rompido artificialmente) mostrando ascos (seta) e ascésporos; (D)
peritécio subgloboso liberando ascosporos pelo ostiolo (setas) 20 dias; (E-G)
com 24 dias, (E) ascomata com setas flexiveis e curvadas; (F) ascomata com
textura angularias e (G) no detalhe ascogénese; (H) peritécio com ostiolo
liberando ascosporos, com 28 dias, (1) periécio contento ascésporos maduros, 50
dias; (H) sistema de hifas com 7 dias (corado com azul de anilina).
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A morfoespécie Gb260 (Fig. 40) pertence ao complexo de espécies
Chaetomium globosum (Sordariales, Chaetomiaceae) (WANG, X. W. et
al., 2016a). Descricdo: diametro da colénia (7 d, mm) em: AML 41-69;
MNM 14-16 (Fig. 40A). Crescimento forma circular a irregular, textura
aveludada a pulverulenta, superficie lisa ou em camadas, borda lobular,
aspecto opaco a brilhante e exsudato difunde no meio de cultura, as cores
variam de creme no inicio do crescimento de cinza a olivdceo com o
amadurecimento dos ascOsporos, verso castanho claro (Figs. 40B-40C).

Figura 40 - Morfoespécie Gb260, Chaetomium sp., cultivado em Agar Malte
Levedura (25 °C no escuro), (A, B) colénia com 28 dias, anteverso e verso
respectivamente; (C) cultivado em Melin-Norkrans Modificado, exsudato difuso
no meio (seta) 28 dias. (D) Peritécio liberando ascosporos pelo ostiolo, 28 dias;
(E) peritécio com esporos e hifas setosas pigmentadas; (F-H) microscopia
confocal de varredura, (F) ascoma com setas na parte distal, ascosporos em forma
de disco com um sulco central cdncavo, (G) detalhe dos ascésporos com hifas
ornamentadas; (H) células conidiogénicas.
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O fungo Gb260 apresentou fase holomorfica, com ascomata
superficial subgloboso com 78,4 - 126,4 x 85,0 - 176,6 um diam (Figs.
40D, 40F), ascos esvanecestes onde sdo produzidos ascosporos em forma
de disco com um sulco central concavo com 4,8 - 7,3 x 7,3 - 10,1 um
diam (Figs. 40E-40H). Conidiéforo discreto e simples, células
conidiogénicas fialidicas, hialinas, formando conidio aseptado, liso,
hialino, globoso com diam 2,0 - 3,5 um (Fig. 40H).

3.3.3. Avaliacdo da colonizagéo endofitica

Na avaliacdo da relagdo endofitica por inoculagdo, o reisolamento
das morfoespécies de interesse das raizes ocorreu em: Gb207r em 100%
das plantas; Gb09r em 80%; Gb47r em 57%; Gb104r em 50%; Ghb225r
em 57%; e Gb209’ 33% (Tab. 12). O morfotipo MT2, ao qual pertence o
isolado Gb207, foi o mais frequentemente observado em, ocorreu em
todos os tratamentos, inclusive nos controles positivo e negativo. Alguns
dos fungos reisolados foram sequenciados, e foram comparados com 0s
fungos que haviam sido inoculados (Tab. 13).

Tabela 4 - Avaliacdo do teste de inoculacdo e reisolamento, indicando os
tratamentos avaliados, dias de incubacdo até a avaliagdo. Nimero de plantas e
seguimentos de raizes (+ 1,0 cm) avaliadas em cada tratamento, e nimero de
plantas e seguimentos onde houve reisolamento. N&o inoculado = NI,
reisolamento ndo confirmado = NC.

Dias de Plantas Plantas Seguimentos Seguimentos

Incubacéo n. total reisolamento  n. total reisolamento
Controle + 21 5 NI 39 NI
Controle - 21 10 NI 51 NI
Gb09 14 5 4 36 16
Gba7 14 7 4 72 9
Gb104 14 6 3 45 12
Gb207 21 5 5 45 19
Gb209’ 21 6 2 45 3
Gb225 21 7 4 57 9
Gb231 21 6 2 42 2NC
Gb260 14 5 1 48 3
Total - 73 26 567 73

Na anélise do indice de colonizagdo, os testes de comparagédo de
médias indicaram diferenca significativa (a = 0,5 p<0.0001) entre os
tratamentos (Tab. 14; Fig. 41). O indice de colonizacéo foi maior (Grupo
E) nos tratamentos Gb209 e Gb225, enquanto os menores indices (Grupo
A) ocorreram no controle negativo e no tratamento Gb104.
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Tabela 5 - Resultado do sequenciamento de alguns fungos reisolados no
experimento de avaliagdo da associagdo endofitica. “M” indicando o fungo que

foi inoculado, €

[T3RT}

1’ os reisolados.

ID PB Referéncia Similaridade UNITE SH
GenBank GenBank
Gb09M 373 U18358 99,46% SH182481.07FU
Gb09r1 373 U18358 99,46% SH182481.07FU
Gb09ré 393 KF706663 99,24% SH182481.07FU
Gb104M 485 KY522683 100% SH213620.07FU
Gb104r 406 X94173 100% SH213620.07FU
Gb209°’M 546 KF946043 100% SH187563.07FU
Gb209’r 564 KR815445 100% SH187563.07FU

Tabela 6 - indice de colonizago por fungos endofiticos em raizes de Gaylussacia
brasiliensis (média e desvio padréo), em experimento com inoculacéo de fungos
em casa de vegetacdo. Teste de Kruskal-Wallis a = 0,5: K (16,92) = 974,25; p
<0,0001. Comparag0es utilizando o Teste Dunn bilateral, formando grupos dos
menos para mais colonizados A, B, C, D e E.

Tratamentos Indice de colonizag&o % Grupos
Gbh104 38,7 (£ 26,1) A
Controle - 43,2 (£ 27,8) A
Gb47 65,5 (+ 26,0) B
Controle + 67,5 (£ 27,3) B
Gh09 69,0 (+ 26,0) BC
Gbh207 75,3 (+ 26,3) CD
Gh231 77,1 (+22,0) CD
Gh260 77,4 (£ 22,5) D
Gh209 81,9 (+22,3) DE
Gh225 84,6 (+ 22,5) E

Figura 41 - indice de colonizacdo de raizes de Gaylussacia brasiliensis de
experimento com inoculagéo de fungos endofiticos, isolados de raizes de plantas
da mesma espécie. Tratamentos: Controle negativo (-), Controle positivo (+),
inoculados com os isolados, Gb47, Gb209°, Gb09, Gh225, Gbl104, Gb231,

Gb207, Gb260.

Controle - Controle +

Colonizagéo %
o
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https://unite.ut.ee/sh/SH182481.07FU
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As estruturas de associagdo nas raizes das plantas inoculadas com
os oito fungos previamente isolados, mostraram diversos padrdes de
estruturas de interface (Figs. 42 a 48).

No controle positivo, onde foi utilizado solo de origem das plantas
ndo autoclavado, observou-se intensa colonizacdo de estrutura de ErM
tipica, hifas densamente enoveladas (Figs. 43A, 43B). Nas imagens por
MO se pode observar colonizacdo dos tipos ErM (Figs. 42A-42C) e DSE
(Figs. 42B, 42D). Nas raizes do controle negativo, com solo autoclavado,
também foi observada colonizagdo menos adensada, presente em muitas
células, mas ndo preenchendo todo o seu contelido como ocorre na ErM.

Figura 42 - Padrdes de colonizagdo em raizes de Gaylussacia brasiliensis do
controle positivo de experimento em casa de vegetagdo, imagens em microscopia
oOptica coradas com azul de anilina. (A) Colonizacdo com estrutura tipica de
micorriza ericéide (ErM); (B) colonizagdo por ErM e intercelularmente por
endofitico septado escuro (DSE); (C) padrédo diferente de ErM; (D) colonizagéo
intracelular por DSE.
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Figura 43 - Raizes de Gaylussacia brasiliensis de experimento em casa de
vegetacdo em microscopia confocal a laser, coradas com fucsina 4cida. (A, B)
Controle positivo, solo de ndo autoclavado, intensa colonizagdo formando
enovelamento tipico de micorrizas ericéides. (C, D, E) Controle negativo, solo
autoclavado, colonizagéo por fungos endofiticos inter e intracelulares.

©

Em alguns tratamentos de inoculagdo foram encontrados indicios
de estruturas fangicas de associacdo parecidas com as que ocorrem nos
fungos isolados in vitro, além de estruturas que se diferenciaram das
demais. Nas raizes das plantas inoculadas com Paraconiothyrium sp.
(Gb47) talvez haja corpos de frutificagcdo intracelulares (Fig. 44). No
tratamento com Penicillium sp. (Gb09) aparecem estruturas tipo
cleistotécios intracelulares (Fig. 45). No tratamento inoculado com
Diaporthe sp. (Gb231), chamou a atengdo a presenca de estruturas nas
raizes extrapolando a parede celular (Fig. 46) parecidas com o suposto
alongamento do peritécio (Figs. 37D-37G). As raizes inoculadas com
Arcopilus (Gb207) mostram corpos globosos semelhantes a esporos
(Figs. 47A, 47B). O tratamento com Chaetomium (Gb260) apareceu
estrutura extra radicular semelhante a conidiéforo (Figs. 47F, 47G). Nos
tratamentos inoculados com Gb104, Gb209’, Gb72 foram observadas
colonizacéo com diferentes padrdes (Fig. 48).
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Figura 44 - Raizes de Gaylussacia brasiliensis inoculadas com a morfoespécie
Gb47 (Paraconiothyrium sp.). Imagens em microscopia confocal a laser
mostrando, (A) células colonizadas de forma frouxa, (B) no detalhe hifas
passando através da parede celular (setas). (C-F) Imagens em microscopia 6ptica
de (C) estruturas flngicas intracelulares maiores (seta branca) e menores (seta
preta), talvez corpos de frutificagdo em diferentes estadios; (D) que atinge o
tamanho correspondente a totalidade da célula da raiz; (E) parede celular
espessas; (F) colonizagdo intercelular e microesclerddio intracelular (seta).
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Figura 45 - Raizes de Gaylussacia brasiliensis inoculadas com a morfoespécie
Gb09 (Penicillium sp.). Imagens em microscopia confocal a laser, (A) raiz
estrutural colonizada formando ramificagBes de raiz capilar, (B) detalhe de
intensa colonizagdo estimulando a ramificagéo. (C-H) Imagens em microscopia
Optica, (C) formacdo de numerosas estruturas semelhantes a cleistotécios em
intracelularmente, (D) possivelmente células radiculares rompidas liberando
cleistotécios. (E) Raiz exibindo estruturas de hifas dilatas, se formado no interior
das células e extrapolando para a parte extra radicular, semelhante a (F) estrutura
formada in vitro (Fig. 351 e 35J). (F-I) Cultivo in vitro com estrutura semelhante
a observada na raiz; (G, H) liberando conidios; (I) conidiogénese holoblastica.
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Figura 46 - Raizes de Gaylussacia brasiliensis inoculadas com a morfoespécie
Gb231 (Diaporthe sp.). Microscopia confocal a laser mostrando (A) colonizacéo
intensa de raizes capilares, (B) detalhe de estrutura semelhante a observadas in
vitro (Fig. 37) que pode ser um alongamento de peritécio e estrutura globosa no
interior da célula vegetal (seta) (peritécio inicial?). (C) Raiz apresentando o
suposto “pescogo” do peritécio saindo da célula (seta amarela) e cicatrizes nas
células adjacentes (setas brancas). (D) Estrutura extrapolando a raiz com tamanho
que variou entre 20 e 50 um. (E) Raiz estrutural colonizada. (F) Esquema de secéo
vertical de estruturas reprodutivas de Diaphorte parasitica “Fig. 14” de uma
pustula picnidial, cavidade lobulada com conidi6foros, produz conidios que
transpassam o tecido do hospedeiro; “Fig. 15” pustula peritecial, com varios
peritécios mostrando o comprimento total dos pescogos Fonte: HEALD (1913).
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Figura 47 - Raizes de Gaylussacia brasiliensis, oriundas de experimento de
inoculacdo com fungos endofiticos. Imagens de microscopia confocal a laser do
(A-E) tratamento Gb207 (Arcopilus sp.). (A) Raizes intensamente colonizadas,
(B) com estruturas fangicas globosas que podem ser esporos, as paredes da raiz
parecem estar em degeneragdo; (C) células totalmente preenchidas por fungos.
(D, E) Tratamento Gb260 (Chatetomium sp.), estrutura extra radicular parecida
com conidi6foro.
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Figura 48 - Raizes de Gaylussacia brasiliensis inoculadas com fungos endofiticos
em microscopia confocal a laser. (A) Tratamento Gb104 (Fusarium sp.)
colonizagdo intra e intercelular; (B) Tratamento Gb225 (Cladophialophora sp.)
pouco investimento em hifas e estruturas tipo esclerédios (seta). (C-E)
Tratamento Gb209 (Curvularia sp. + Basidiomycota), (C) raiz estrutural e capilar
colonizadas, (D) no detalhe estrutura fingica diferenciada. (E) Gb209 liberagdo
de estruturas fungicas. (F) Tratamento Gb72 (Ascomycota sp.) parede celular
espessada, colonizacao intracelular com estrutura diferenciada.
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3.3.4. Forma de transmissao

Na avaliagdo da transmissdo vertical, por meio de sementes, ndo
houve desenvolvimento de fungos em meio de cultivo, indicando
resultado negativo. Mas, como foi realizada uma desinfeccéo prévia, ndo
se pode descartar a presenca de fungos no tegumento que colonizarao
endofiticamente a planta.

Para a transmissdo horizontal pelo caule, houve desenvolvimento
de duas morfoespécies, que ndo foram identificadas. No lignotuber houve
crescimento de pelo menos trés morfoespécies (Fig. 47), com
predominéncia do morfotipo MT2. Deste grupo foi isolado um fungo
representante, denominado morfoespécie Gb261L, esta foi classificada
por morfologia e sequenciamento, apresenta similaridade com Gb207
(Tab. 10).

Figura 49 - Teste de transmissdo horizontal por isolamento de fungos do
lignotuber de Gaylussacia brasiliensis. (A) Fragmento de lignotuber utilizado
para isolamento de endofiticos (seta verde); (B) col6nias de fungos endofiticos
isoladas de lignotuber, placa da esquerda morfotipo MT2 (Gb261L) identificado
como Arcopilus sp., placa da direita fungo spl e Fungo sp2.

p——

Os isolados analisados neste capitulo foram depositados na
Colegdo Brasileira de Micro-organismos de Ambiente e Industria —
CBMALI, onde serdo identificados mais precisamente.

3.4. DISCUSSAO

A maior parte dos endofiticos cultivados a partir das raizes de
Gaylussacia brasiliensis pertencem ao filo Ascomycota, o que esta de
acordo com estudos sobre endofiticos em Ericaceae (BIZABANI, 2015;
BOUGOURE et al, 2007; GORZELAK; HAMBLETON;
MASSICOTTE, 2012). Obviamente isto esté relacionado ao método de
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isolamento utilizado. Assim como a frequéncia de isolamento dos
morfotipos se relaciona a facilidade de isolamento, cultivo e preservagdo
de cada espécime. Em alguns estudos, principalmente por método direto,
tem sido constatada a frequéncia macica de Basidiomycota (ALLEN et
al.,, 2003; BERCH; ALLEN; BERBEE, 2002; SELOSSE; BAUER;
MOYERSOEN, 2002; SELOSSE et al., 2007).

Foi atribuida uma classificacdo geral de morfoespécies e funcdes
potenciais com base em caracteristicas morfoldgicas indicadoras sem
testar experimentalmente a grande quantidade de culturas isoladas. Esta
abordagem é aceita em trabalhos com microfungos ndo identificados, para
obter uma avaliacdo viavel rapida da biodiversidade e compreenséo geral
das funcGes provaveis (Arnold, 2000).

Para a identificacdo taxonémica o sequenciamento e morfologia
foram complementares, mas ndo definitivos, pois a regido ITS, por ser
bastante conservada, nem sempre € eficiente para obter especificidade na
identificacdo (TEDERSOO; LINDAHL, 2016). Sendo assim, mesmo que
tenham sido indicadas similaridades com espécies, optou-se por utilizar a
identificacdo a nivel de género. Ainda restaram dividas quanto a
classificacdo que s6 podem ser sanadas com sequenciamento com primers
especificos para os diferentes grupos de fungos (STIELOW et al., 2015).

Foi possivel estabelecer algumas caracteristicas agrupadoras, que
podem ser associados como indicadores de estilo e estratégias de vida. A
analise morfoldgica das colbnias in vitro, assim como da estrutura de
associacdo na colonizacdo das raizes mostrou tragcos funcionais, que
influenciam fortemente o desempenho dos organismos. Os fungos
analisados tém em comum caracteristicas que fornecem resisténcia e
tolerancia a fatores ambientais.

Estas estruturas estdo relacionadas tanto com a interface de
associacdo nas células vegetais, como a vida livre no solo. Foram
observadas estruturas de resisténcia tais como clamidésporo, esclerddio,
estroma, tipos de corpos de frutificacdo; estruturas de dispersdo, como
tipos de conidioma, ascoma, diferentes tamanhos e formas de esporos,
além de padrGes de crescimento micelial, e estratégias de prote¢cdo como
pigmentacdo do talo e outras partes (melanizacdo) e produgdo de
exsudatos (metabolitos secundarios).

A formacdo de estruturas do tipo escler6dio ou estroma
apareceram frequentemente nos fungos estudados, indicando ser uma
importante estratégia em endofiticos ericéides. O termo esclerédio é
também usado em um sentido funcional, sendo uma estrutura formada por
hifas fortemente entrelagadas e rica em substancias de reserva, e é
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perdurante duro, capaz de desprender-se do corpo do fungo (WEBSTER;
WEBER, 2007). Esta estrutura é resistente a condi¢des desfavoraveis,
podendo permanecer dormente ou quiescente por longo periodo e
germinar quando se apresentam condi¢des favoraveis.

A estratégia reprodutiva é um indicativo fundamental de estilo de
vida, uma das suas expressdes é o tipo de reproducao, sexual ou assexual.
Todos os oito fungos analisados formaram esporos mitéticos e/ou
meidticos in vitro, isto ndo significa que essas funcdes se repetem a
campo, e sim o potencial de expressdo. Os organismos assexuados tém
uma dupla vantagem sobre os coespecificos sexuais, podendo se
disseminar efetivamente. Em contraste, a reproducdo sexual elimina
eficientemente mutagdes deletérias e cria variagdo genética, que favorece
a selecdo natural e acelera a adaptacdo a ambientes em mudanca
(ZAFFARANO et al., 2011).

Na reproducdo assexuada espera-se obter individuos
geneticamente idénticos, no entanto a reproducdo sexuada entre esses
organismos geneticamente idénticos pode ser submetida a efeito
mutagénico, o que significa que podem criar mudancas genéticas e
diversidade, que podem ser benéficos para a sobrevivéncia do organismo
(WEBSTER; WEBER, 2007). Isso permite vislumbrar uma estratégia
evolutiva dos fungos para se disseminar efetivamente, com capacidade
adaptativa fornecida pela variabilidade genética, e continuar a
desempenhar suas funcdes ecoldgicas.

Outro fator reprodutivo é a dispersao, expressa pela morfologia do
conidioma ou ascoma e dos esporos. Para que um fungo se disperse
efetivamente, os conidios ou esporos devem primeiro ser liberados do
conidi6foro ou espordforo, passivamente ou ativamente por descarga de
esporos. Os ascos normalmente libertam 0s esporos por descarga ativa
iniciada a partir da sua extremidade distal, através do opérculo. No
entanto, também podem fazer isso de forma passiva exsudando um
liquido ou sob a forma de uma massa pulverulenta seca.

Os fungos avaliados tém em comum corpos de frutificacdo
diminutos, adaptados ao endofitismo em tecidos vegetais. Elucidar as
estratégias de dispersdo desses simbiontes fingicos contribui para a
compreensao de sua interacdo com as plantas e fornece informagoes sobre
os fatores que potencialmente impulsionam a evolucdo de ascomata
reduzidos em Pezizomycotina.

Em Penicillium sp. (Gb09) a estratégia observada foi a formagédo
de cleistotécios, que fornecem resisténcia e dispersdo eficiente de
numerosos ascosporos (WYATT; WOSTEN; DIJKSTERHUIS, 2013).
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Em ericiceas é comum o relato de fungos cleistoteciais, principalmente
Onygenales (HAMBLETON, 1998). Neste isolado, houve formacg&o
abundante e precoce de cleistotécios (Fig. 35), que exibiu sinais de
maturidade de ascOsporos a partir da segunda semana de incubacéo e que
perdurou por pelo menos mais de 60 dias.

Neste suposto Penicillium existem indicios de que ndo ocorre a
deiscéncia do cleistotécio, pois ndo foi observada a abertura natural,
formacdo de linha de deiscéncia (GREIF; CURRAH, 2007) ou
desintegragdo da parede peritecial (SOHN; YOON, 2002). Embora as
observagfes tenham sido realizadas em ambiente artificial e que as
condi¢des naturais como umidade, temperatura entre outras possam afetar
a inducdo da dispersdo dos ascosporos. Uma vez que, grande parte dos
ascdsporos de ambientes extremos descritos, sdo formados em
cleistotécios, que algumas vezes possuem dorméncia, para esperar
condigBes adequadas para germinagao dos esporos (WYATT; WOSTEN;
DIJKSTERHUIS, 2013).

No entanto, uma vez que a questdo da dispersao dos ascdsporos em
Penicillium ndo estd firmemente estabelecida (NIRENBERG;
METZLER, 1990), e parece haver uma lacuna de informagdes devido a
grande varia¢do por adaptacdo dentro do género, € possivel levantar a
hipétese que a dispersdo acontece através de poros no peridio
esclerotidide (Fig. 35E, 35F). Esse ascoma é esférico e liso, conferindo
eficiéncia em dispersdo na agua o que permitiria que ele rolasse nos
espacos do solo liberando um ascdsporo por vez, de forma passiva,
eficiente e prolongada. Se esta habilidade for confirmada, pode estar
fornecendo a este fungo a capacidade de dispersdo em relacdo a tempo e
espaco, sendo que percorrerd um grande percurso, por um longo periodo.

O grupo de fungos mais comum, presente em praticamente todas
as amostras, foram Chaetomiaceae. Pela frequéncia de isolamento esta
familia de fungos parece possuir uma intima relacdo com G. brasiliensis.
Chaetomiaceae tém sido frequentemente isolados em raizes de Ericaceae
(TIAN etal., 2011; BIZABANI, 2015; DIXON; SIVASITHAMPARAM,;
READ, 2004), e em partes aéreas de diversas plantas (SCHULZ; BOYLE,
2005). O fungo isolado do lignotuber, foi também identificado como
Arcopilus sp. (Gb261), o que indica transferéncia horizontal, podendo
entdo ser classificado como endofitico classe 2.

A caracteristica indicadora de fungdo neste estudo foi a grande
producdo de exsudatos. Fungos do tipo Chaetomium sdo estudados pela
intensa producdo de metabolitos secundarios de interesse em diversas
areas (SCHULZ et al., 2002; SANTOS; VARAVALLO, 2011;
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BETTIOL; MORANDI, 2009; PAN et al., 2016; KOBAYASHI et al.,
2005; KUMAR; KAUSHIK; PROKSCH, 2013). A maioria das espécies
compreende decompositores de celulose (WANG et al., 2016b).

Esses isolados formam numerosos ascomata do tipo peritécio.
Arcopilus sp. (Gb207 e Gb261) formou exclusivamente esporos
meidticos. A espécie do complexo Chaetomium globosum (Gb260)
também formou numerosos ascosporos com um formato muito eficiente
para dispersdo (Fig. 40G, 40H). As setas periteciais desses fungos podem
assumir uma variedade de formas, dependendo da espécie, 0s ascosporos
se acumulam em uma massa densa fora do peritécio. O peritécio setoso
desses fungos é bem adaptado para dispersdo pelo ar, no entanto, talvez
eles podem perder as setas para se dispersarem pelo solo (Fig. 40F).

Pleosporales vem sendo detectados em Ericaceae (BERCH,;
ALLEN; BERBEE, 2002; BRUZONE; FONTENLA; VOHNIK, 2015).
Em Paraconiothyrium sp. (Gb47) foi observada estrutura reprodutiva
assexuada, em picnidios complexos, submersos no meio de cultura, onde
ocorre formacéo de conidios. Este fungo foi reisolado em quase 60% das
plantas no experimento de inoculacdo, é de facil cultivo e preservacéo.
Na interface de associacdo nas raizes foram observadas estruturas tipo
microesclerddios, além de hifas inter e intracelulares.

A pesquisa sobre Paraconiothyrium tem sido voltada para o
interesse nos metabdlitos secundarios produzidos por esses fungos
(COMBES et al., 2012; LIU et al., 2010; SHIONO et al., 2011). Foi
investigada a acdo do fungo endofitico Paraconiothyrium variabile,
isolado das folhas de Cephalotaxus harringtonia, no metaboloma
secundério da planta hospedeira, e verificaram que existe uma cooperagdo
guimica subjacente a relacdo mutualista entre a planta e o endofitico, que
age na biotrasformac&o de flavonoides (TIAN et al., 2014).

O integrante do complexo de espécies Curvularia (Gb209’), é
relatado como DSE e mostrou aumentar a termotoleranica dos simbiontes
(REDMAN et al., 2002), além de promover o crescimento através da
solubilizacdo de fosfato e producédo de fitorménio (PRIYADHARSINI;
MUTHUKUMAR, 2017), também tendo funcdo saprofitica (DAY;
CURRAH, 2011).

Como representante de Hypocreales foi identificado um fungo do
género Fusarium, o isolado ocasionalmente produz exsudato que se
difunde no meio de cultura. Fungos endofiticos deste género tem sido
frequentemente isolados e avaliados (AIME et al., 2013; LESLIE;
SUMMERELL, 2006; MUSAVI; BALAKRISHNAN, 2013). Rodriguez
et al. (2008) avaliaram a tolerancia a salinidade e ao calor em Leymus
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mollis, conferida pelos endofiticos Fusarium e Curvularia, verificaram
gue a tolerancia ao estresse, simbioticamente conferida, é um fenémeno
especifico do habitat, ou seja, a simbiose adaptada ao habitat €
responsavel pelo estabelecimento de plantas em habitats de alto nivel de
stress.

Da ordem Chaetothyriales foi identificado Cladophialophora sp.
(Gb225), que faz parte do grupo chamado “leveduras negras”. Trata-se de
um grupo de fungos heterogéneos quanto a taxonomia e filogenia, mas
gue tem em comum paredes celulares melanizadas e a formacdo de
células filhas tipo levedura por brotacdo multilateral ou polar
(STERFLINGER, 2006). A natureza extremofilica das leveduras negras
da familia Herpotrichiellaceae, em combinagdo com a sua capacidade
para metabolizar contaminantes aromaticos, torna-as organismos ideais
para fins especificos de biorremediagdo (ZHAO et al., 2010). A estrutura
de associacao nas raizes inoculadas com Gb225, apresenta colonizagdo
intracelular semelhante a microesclerddios nas raizes (Fig. 40F), e foi um
tratamento que apresentou alto indice de colonizacéo.

Sete dos oito fungos inoculados puderam ser reisolados, sendo que
fungos da familia Chaetomiaceae mostraram ter uma relacdo importante
com G. brasiliensis. Aparentemente, os fungos inoculados formaram
estruturas de associacdo endofiticas, mas ndo formaram as estruturas
tipicas de micorrizas ericoides. Baseado no critério de frequéncia de
isolamento e reisolamento, os resultados indicam que os fungos avaliados
sdo potenciais formadores de associagdo simbidntica com G. brasiliensis
(Tab. 12). A identificacéo e a caracterizacdo de fungos como micorrizicos
ou endofiticos dificilmente podem ser definitivas. Padrdes repetidos de
isolamento e/ou morfologia endorrizica consistentes do fungo, quando
inoculado em supostos simbiontes, sdo critérios desejaveis para designar
um taxon como endofitico (ADDY; PIERCEY; CURRAH, 2005).

O resultado da andlise quantitativa da colonizag&o, no experimento
de inoculagdo, indica diferenga significativa entre os tratamentos
(Tab.18). O controle negativo, no qual foi utilizado o solo natural das
plantas teve indice de coloniza¢do maior, juntamente com os tratamentos
Gb231 e Gb47. O controle negativo, em que foi utilizado o solo
autoclavado, embora colonizado (Tab. 14; Fig. 39), obteve o0 menor indice
de colonizacdo, igualando-se aos outros tratamentos.

A avaliacdo qualitativa das interfaces de associagdo (Figs. 40-46)
mostrou a diversidade de estruturas formadas na associagdo com fungos
endofiticos. Aparentemente existem tantas estruturas de associacdo
guanto fungos capazes de produzi-las. Nos tratamentos em que foram
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inoculados com Gb09, Gb47, Gb207 e Gb231, foram encontradas
estruturas fungicas nas raizes que podem estar indicando efetividade
dessa associacdo, pois se assemelham a estruturas flngicas encontradas
in vitro.

Essas estruturas chamam a atencdo principalmente por ndo estarem
descritas em raizes de ericaceas. No entanto, ndao se pode afirmar que as
estruturas indicadas nas figuras sdo formadas pelos fungos inoculados,
pois ndo foram realizadas analises comparativas entre o0s tratamentos.
Além disso, as plantas do controle negativo estavam também colonizadas
no momento da analise, sendo assim as estruturas podem ser formadas
por outros fungos, ou mesmo podem ser artefatos das imagens.

A morfoespécie Gb231, identificada como Diaporthe sp., ndo foi
passivel de reisolamento no experimento, mas a evidéncia de simbiose
pode estar no indice de colonizacdo, que foi relativamente mais alto do
gue nos outros tratamentos, e na estrutura de associagcdo nas raizes.
Fungos do género Diaporthe possuem peritécio com um longo pescoco
gue transpassa 0 tecido do hospedeiro, como apareceu em raizes
saudaveis que haviam sido inoculadas com Gb231.

Para confirmar que determinado fungo forma alguma estrutura em
raizes de G. brasiliensis, ¢ necessaria uma avaliacdo mais adequada,
como por exemplo hibridizacdo in situ com fluorescéncia (FISH), onde
as estirpes de fungos expressam proteinas fluorescentes podendo assim
estudar as interacdes, oligonucleotideos com fluor6foros marcados séo
hibridizados com o RNA podem tornar o citoplasma todo visivel além de
indicar a atividade metabdlica dos fungos (VAGI et al., 2014).

A abordagem trait-based para analise de comunidades de fungos
mostra-se uma interessante ferramenta para pesquisa ecolédgica, mas,
devido a alta complexidade, pouca padronizacdo de andlise e
diversificada formas de abordagem, existem poucas modelagens com
dados reais (AGUILAR-TRIGUEROS; RILLIG, 2016). Ainda assim,
certamente contribui para estudos sobre fungos endofiticos ericoides e
ecologia flngica, demonstrando relevancia funcional das caracteristicas
morfoldgicas.

A maior parte dos fungos isolados demonstrou versatilidade no
estilo de vida, sendo habitantes tanto das plantas quanto do solo.
Aparentemente eles evoluiram para tornarem-se eficientes no
crescimento e na absorcdo de nutrientes no solo e nas plantas. Também
se supbe que os fungos avaliados, ou alguns deles, parecem colonizar
sistematicamente as raizes e parte aérea (endofiticos classe 2), sendo essa
carateristica definida por sofisticados estimulos bioquimicos (BOYLE et
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al., 2001; PEROTTO et al.,, 1995; SCHULZ et al., 1999; SCHULZ,
BOYLE, 2005).

A associacdo com diversos fungos simbioticos representa para
planta uma estratégia para ampliar a gama de fungGes na colonizacéo de
substratos dificeis. Dos isolados analisados, todos mostraram potencial
para futuros trabalhos de utilizacdo para producéo de ericéceas e outras
familias, pois podem ser facilmente isolados, cultivados e preservados.
De forma similar G. brasiliensis mostrou ser uma interessante planta para
prospeccdo de fungos para produtos biotecnolégicos.

Para o0 estudo de fungos endofiticos ericoides é necessario
relativizar o sistema de classificagdo baseado em caracteristicas
morfoldgicas ou funcdes ecoldgicas. Um fungo nédo é micorrizico ericoide
ou endofitico, e sim pode-se dizer que a relagdo que ele estabeleceu em
um contexto esta expressa com determinada estrutura. A plasticidade dos
fungos endofiticos dificulta e limita esta classificacdo, pois a morfologia
e as fungbes ecoldgicas sdo determinadas por um sistema complexo e
dindmico que envolve a relacdo dos fungos com a planta simbionte,
interagcdo com outros micro-organismos, além de estimulos abioticos.

No presente trabalho a tentativa de classificacdo por morfologia
ndo se mostrou consistente frete a complexidade dessas interages. As
estruturas de associagdo possuem interface significativa, e adaptacfes
especialidades para o mutualismo. A diversidade ecoldgica e diversidade
funcional, sdo ricas fontes de pesquisa que necessitam de atencdo e
métodos adequados que abranjam a complexidade destas relagdes.
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4. DISCUSSAO GERAL

Gaylussacia brasiliensis possui uma complexa rede de relagdes
simbioticas que possibilitaram que ela ocupasse biomas com diferenteS
caracteristicas, sendo em geral xéricos. Embora muitos desses biomas
tenham sido afetados pela acdo antrdpica, a ampla distribui¢do pode estar,
no momento, garantindo a sua conservagao de modo global, mesmo que
algumas populacGes tendam a desaparecer ou se tornarem clonais, pela
propagacdo vegetativa e fragmentacdo dos ecossistemas. G. brasiliensis,
ao que tudo indica, possui plasticidade que permite a adaptacdo a
polinizadores, sendo que isto fornece certa seguranca de que a diversidade
ser4 mantida, mesmo com mudangas na dindmica de polinizadores, seja
por ocupacdo de nichos com diferentes caracteristicas, seja pela alteracdo
da frequéncia ou presenca de polinizadores. No entanto, G. brasiliensis é
dependente de visitas de animais que atendam ao critério de sonicar suas
flores.

Da mesma forma a ubiquidade de colonizacdo das raizes por
fungos, e a grande diversidade destes, indicam uma relacdo de
dependéncia destes micro-organismos para sobrevivéncia a nivel de
individuo. Sendo assim, embora a camarinha tenha potencial de uso, ndo
se pode pensar num processo de melhoramento sem envolver também
seus organismos associados, ou mesmo sem considerar a integridade do
ecossistema ocupado por esta espécie.

Cabe aqui destacar as licoes aprendidas em relacdo aos métodos de
estudo, principalmente com a bioprospeccao de microfungos endofiticos.
A abordagem taxondmica polifasica é fundamental para a identificacéo
de fungos, pois ndo se pode subestimar as dificuldades inerentes a este
processo, tanto na abordagem morfolégica quanto na molecular. No
entanto, sugere-se que a abordagem siga um caminho contrario aquele
seguido nesta pesquisa. Aqui partimos da abordagem fenotipica e no
ultimo passo da pesquisa fizemos a abordagem genotipica. Tal caminho
levou a um periodo “tateando no escuro”, e ocasionou um nao
aproveitamento do potencial de avaliagdo desses fungos. Além de trazer
riscos a pesquisa tais como: (a) iniciar o trabalho com um fungo e acabar
com outro (contaminacdo); (b) aplicar técnicas inadequadas de cultivo e
conservagdo, pois cada fungo possui suas especificidades; (c) néo
explorar o potencial do micro-organismo, por ndo saber com que se esta
trabalhando; (d) ndo se ter confiabilidade dos resultados; (e) ocorrer
possivel perda de tempo e recursos.
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Sendo assim, para futuras pesquisa que envolvam bioprospeccao
de microfungos e/ou estudos ecoldgicos € sugerido:

1) Desenvolver e sistematizar método de conservacgdo de acervo de
pesquisa de fungos do nicho ecoldgico de interesse.

2) Manter homogeneidade morfoldgica.

3) Saber que cultura monospdrica restringe a diversidade genética,
mas cultura oriunda de muito tecido pode conter diversidade que
pode confundir a sistematizag&o.

4) Logo ap6s o isolamento proceder o sequenciamento, ou ao
menos a extracdo de DNA, dos fungos selecionados para o
estudo.

5) Depositar as culturas em um banco de fungos confiavel, tdo cedo
guanto possivel, e ndo apenas quando um numero de Culture
Collection é necessario para uma publicacéo.

6) As culturas devem ser mantidas em pelo menos triplicata, e
aplicando-se procedimentos de preservacdo diferentes (por
exemplo, congelados, em agua, em cultura ativa), pois alguns
fungos ndo se adaptam a alguns métodos para conservacdo ex
situ.

7) Cada fungo tem particularidades que devem ser observadas, por
isso a importancia de saber com o que se esta trabalhando.

8) Formar um catdlogo com o objetivo de registro dos isolados,
material fotografico das coldnias em cultivo, assim como de
estruturas microscapicas.

Seguindo esses passos serd mais provavel obter sucesso nas
pesquisas sobre fungos endofiticos que possuem enorme potencial
biotecnoldgico, além da importdncia da conservagdo in situ. As
possibilidades de estudos sdo imensas. A integracdo de dados
morfoldgicos com informagdes moleculares e da diversidade facilmente
cultivada, seria um grande avango no tema dos fungos endofiticos
ericéides no Brasil. Isso pode contribuir com a construcdo de padroes
biogeogréficos, ajudando a preencher a lacuna sobre essas informagdes
na América do Sul. Tais informagdes podem contribuir para atribuir valor
potencial dos endofiticos ericoides como indicadores para a espécies de
Ericaceae, e futuramente a inclusdo de fungos em programas de
monitoramento ambiental.

A deteccdo de fungos por meio de metagendmica de material
extraido das raizes também pode dar suporte a estudos ecoldgicos, assim
como para a busca de organismos determinados, pois pode-se buscar o



161

isolamento pelo uso de meios de cultura adequados e diferenciagédo
morfoldgica.

Por fim, o estudo de organismos que se adaptaram a ambientes
severos ou extremos pode fornecer informagdes e material importantes,
frente & preocupa¢do mundial com producdo de alimentos, produtos
alternativos para agricultura, para a sadde humana, e para a inddstria de
modo geral. Isso inclui também biorremediacédo e tantas outras solugdes
biotecnoldgicas.
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APENDICE A - Cronograma e informacdes sobre as atividades de
campo em biologia reprodutiva

Site Data Periodo Atividades Dados climaticos
A3N 11 Nov 6:00 — 7:00h Avaliacéo do Hora Temperatura (°C)
2014* néctar potencial
8:00 - 11:00h  em 24 horas; -
e néctar seco Gmido
instantaneo
8:00h 25 24
Coleta e fotos de 9:00h 31 26
Bombus morio 11:00h 35 28
A3N 06 Dez 7:00 - 11:00h Observagao
2014
AIN 30 Dez 9:00 - 11:00h  Obs.: 01 Temp.: 33,8 °C
2014 beija-flor Vento: 30 km/h (NE)
Amazilia UR: 81%
fimbirata
AIN 06 Jan 7:00 - 11:00h Observagao
2015
A3N 15 Jan 10:00 — 11:00h  Observagao
2015
A3N 29 Jan 7:00 - 11:00h  Obs.: Aellopos Temp.: 26,8 °C
2015 ceculus; coleta de Vento: 20 km/h (NE)
flores para RH: 82%
morfologia
A3N 11 Fev 16:00 — 18:00h  Coleta de 02
2015* A. ceculus
A3N 25 Mar 16:00 — 18:00h  Obs.: 01 B. morio;
2015 01 A. ceculos
A3N 07 Maio 9:00 - 11:00h  Coleta de 07 Temp.: 21,1°C
2015* B. morio; Vento: 50 km/h (S)
Obs.: 01 A. RH: 56%
ceculos;
10 mamangavas
A4N 17 Jan 6:00 — 10:00h  Avaliagéo do Temp.: 30,0°C
2017* néctar instantaneo Vento: 30 km/h (NE)
3 vezes a cada UR: 80%
hora.
Coleta 02
Xylocopa
brasilianorum
Obs.: A. ceculus
Total de periodo de 28 horas

observagao

* coleta de insetos
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APENDICE B - Dossié da mariposa beija-flor Aellopos ceculos

1) Savela (S.1) - Lepidoptera and some other life forms.
Aellopos Hilbner, [1819]
e Aellopos Hibner, [1819]; Verz. bek. Schmett. (9): 131; TS:
Sphinx titan
o Aellopus[sic]; Druce, 1881, Biol. centr.-amer., Lep. Heterocera
1:1
e Aellopos (Macroglossinae); [MABL]
e Aellopos ceculus (Cramer, [1777]) S. Mexico, Venezuela,
Ecuador. See [maps]
e Sphinx ceculus Cramer, [1777]; Uitl. Kapellen 2 (9-16): 80, pl.
146, f. G; TL: Surinam
e Macroglossum fasciatum Swainson, 1822; Zool. Illustr. (1) 3: pl.
132
o = ; Godman & Salvin, 1881, Biol. centr.-amer., Lep.
Heterocera 1: 2
e gehleni (Closs, 1922)
e = ; [HMW] Eupyrrhoglossum ceculus; Godman & Salvin, 1881,
Biol. centr.-amer., Lep. Heterocera 1: 2
e Aellopos ceculus; [HMW]; [MABL]


http://ftp.funet.fi/index/Tree_of_life/insecta/lepidoptera/ditrysia/bombycoidea/sphingidae/macroglossinae/aellopos/#11959
http://archive.org/stream/verzeichnissbeka00hb#page/131/mode/1up
http://ftp.funet.fi/index/Tree_of_life/insecta/lepidoptera/ditrysia/bombycoidea/sphingidae/macroglossinae/aellopos/#titan
http://ftp.funet.fi/index/Tree_of_life/insecta/lepidoptera/ditrysia/bombycoidea/sphingidae/macroglossinae/aellopos/#9242
http://www.sil.si.edu/DigitalCollections/bca/navigation/bca_15_01_00/bca_15_01_00.cfm?start=37
http://ftp.funet.fi/index/Tree_of_life/insecta/lepidoptera/ditrysia/bombycoidea/sphingidae/macroglossinae/aellopos/#R3
http://ftp.funet.fi/index/Tree_of_life/insecta/lepidoptera/ditrysia/bombycoidea/sphingidae/macroglossinae/aellopos/#R4
http://ftp.funet.fi/index/Tree_of_life/insecta/lepidoptera/ditrysia/bombycoidea/sphingidae/macroglossinae/aellopos/#4763
http://archive.org/stream/deuitlandschekap02cram#page/80/mode/1up
http://archive.org/stream/CUbiodiversity1277042-9692#page/n302/mode/1up
http://ftp.funet.fi/index/Tree_of_life/insecta/lepidoptera/ditrysia/bombycoidea/sphingidae/macroglossinae/aellopos/#23862
http://ftp.funet.fi/index/Tree_of_life/insecta/lepidoptera/ditrysia/bombycoidea/sphingidae/macroglossinae/aellopos/#9242
http://ftp.funet.fi/index/Tree_of_life/insecta/lepidoptera/ditrysia/bombycoidea/sphingidae/macroglossinae/aellopos/#9242
http://www.sil.si.edu/DigitalCollections/bca/navigation/bca_15_01_00/bca_15_01_00.cfm?start=38
http://ftp.funet.fi/index/Tree_of_life/insecta/lepidoptera/ditrysia/bombycoidea/sphingidae/macroglossinae/aellopos/#13406
http://ftp.funet.fi/index/Tree_of_life/insecta/lepidoptera/ditrysia/bombycoidea/sphingidae/macroglossinae/aellopos/#9242
http://www.sil.si.edu/DigitalCollections/bca/navigation/bca_15_01_00/bca_15_01_00.cfm?start=38
http://ftp.funet.fi/index/Tree_of_life/insecta/lepidoptera/ditrysia/bombycoidea/sphingidae/macroglossinae/aellopos/#13406
http://ftp.funet.fi/index/Tree_of_life/insecta/lepidoptera/ditrysia/bombycoidea/sphingidae/macroglossinae/aellopos/#R3
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2) Cramer (1777) - Uitlandsche Kapellen (Papillons exotiques)

UITLANDSCHE KAPELLEN
WAERELD-DEELEN
ASIA, IERICA,

CONCORDI
TE

ONOER DESTELYS ¢
CHithc

I DEEL. BESC

Fig. G, Ceculus. Deze Onruft- Pyl-
ftaart gelyke veel naar den Sphinx Belis 1,
maar de geele dwarsband over de onder-
vleugels, onderfcheid dezen van den e-
vengemelden.  Van onder is de Borft
met ecn gedeelte der vleugelen aan de
gewrigten wit van kleur ; het agterlyf
donkerbruin , €n wederzyds met vier

UITLANDSCHE KAPELLEN.

Fig. G. Ceculus.  Ce Sphinx res-
Sfemble beaueoup ar Sphinx Belis 1,

mais la bande transverfale des ailes in-
ferieures conflitue la différence entre eux.
LEn-deffous la poitrine avec une partie
des ailes , wers les jointures, ef de cou-
leur blawche ; Uabdomen d'un brun ob-
SJeury & orné fur les deux furfaces de

PAPILLONS EXOTIQUES. 8x

witte ftippen gecierd ; het overige gedeel- quatre points blancs; le refle des ailes

te der vleugelen is bruin.
in Surinamen.

t Zie PI. XCIV. Fig. C.

Menvind ze ¢ff brun.

On le trouve & Suriname,

T Voyez la Planche XCIV. Fig. C.



196

3) Walker (1856) - List of the specimens of lepidopterous insects

in the collection of the British Museum. Part VIII
Sphingidae.

South America.

South America has two types of Macroglossa, the one—or M.
Tantalus and M. Fudus—like the European species in structure, the
other comprising M. Ceculus and M. Sagra, and distinguished by
the broader wings, and by the dilated abdomen.

5. Macroarossa CEcULUS.

Clinerea-fusca, sublus albida ; abdomen vittis duabus anticis ab-
breviatis lateralibus luteis, maculis lateralibus posticis et
inferioribus allis ; ale basi subtus albide, antice fasciis
undatis obliquis ferrugineo-fuscis ; postice nigro-fusca fascia
lutea,

Sphinx Ceculus, Cram. Pap. Exot. ii. 80, pl. 146, f. G. .
Psithyros Ceculus, Hiibn. Verz. Schmett. 132, 1411.
Macroglossum fasciatum, Swains. Illustr. iii. pl. 132, f. 2.

a. Para. Presented by J. P. G. Smith, Esq.
b. Brazil. Presented by E. Doubleday, Esq.
¢, Mexico. From Mr. Argent’s collection.
d—g. Brazil. From Mr. Mornay’s collection.
%i. Brazil. Presented by E. Doubleday, Esq.

4) BRECKENRIDGE (1859). Synopsis of North American
Sphingidae. Journal of the academy of natural sciences of

Philadelphia. VOL. IV.

7. M. CeouLus.—Sphinx Ceculus Cramer IL. 80, pl. 146, f. G. Psithyros Ceculus Hitbn. Verz. Schmett,
182, 1411.  Macroglossum fasciatum Swainson, ITL pl, 132, 1.2. Macroglossa Ceculus Walker,p 89.

Head, palpi and thorax obscure brown; palpi beneath and breast white. Thorax with & blackish
pateh above the base of the wings. Abdomen brown inclining to blackish posteriorly, with two orange-
colored spots on each side of the second and third segments, a blackish browa patch on the fourth
and a pale yellow spot on the fifth, with a lateral tuft beneath it of the same hue, Terminal tufts
dark brown. Abdomen beneath brown. Anterior wings obscure purplish brown, varied with dark
brown; a dark brown patch at the base, with a line and baud of the same hue crossing the diso; &
dark brown demi-line extending from the origin of the medic-central nervule to the inner margin, and
a line crossing the base of the nervules furcate sbove, with a subterminal band also furcate toward
coata, of the same hue; & white spot in medio-central interspace. Posterior wings blackish-brown, with
a central pale orange yellow band. .

Collection of the Acad. Nat. Sciences, Philadelphia.

Geographical distribution—S. America, Mexico.



197

5) DRUCE, Herbert (1881-1900) - Insecta. Lepidoptera-

Heterocera. Volume I.

Class INSECTA.

Order LEPIDOPTERA.
Suborder HETEROCERA.

Fam, SPHINGIDZE*.
Subfam. MACROGLOSSINZE.

AELLOPUS.
Aellopus, Hiibner, Verz. bek. Schmett. p. 131 (1816).

Six species have been included in this genus, whereof four belong to South America
and two to West Africa. It is doubtful, however, if the African forms are really con-
generic, their narrow elongated bodies being very different from what is found in the
American representatives of the genus. Of these latter two, or at most three, of the
species are really distinct, the others being of doubtful value.

2. Eupyrrhoglossum ceculus.
Sphinz ceculus, Cr. Pap. Ex. ii. p. 80, t. 146. £. G ',
Macroglossa ceculus, Walk. Cat. viii. p. 88*; Boisd. Sp. Gén. des Lép. Hét. i. p. 359",
Macroglossum fasciatum, Sw. Zool. I11. iii. t. 132, f. 2°,
Macroglossa corvus, Boisd. Lép. Guat. p. 66°?

Hab. Mexico®; Guareymara, El Jicaro and Cubilguitz (Champion); NICARAGUA S ;

Paxama, Chiriqui (dreé, mus. D.).—Covoxs1s®; Ecusnor (mus. 1.); TRINIDAD (mus. D.)
GuisNa, Surinam !, Cayenne 3; Anmazons, Para?; Brazin 284,

)

A species closely allied to the last, but easily recognized by the greater width of the
yellow fascia on the secondaries and the absence of the yellow margin. . corvus is a
name proposed by Boisduval for a specimen said to have come from Nicaragua® I
believe it belongs to this species, but am not certain on the point.

Figura Apéndice B. Aellopos ceculus (Sphingidae) os mesmos espécimes
mostrados na Figura 6, coletados visitando Gaylussacia brasiliensis em Restinga

de Floriandpolis. (A a D) Mariposa feminina e (E a H) exemplar masculino.

(A,

E) Vista ventral mostrando dimorfismo sexual (B) com poucos grdos de pélen na
probdscide (seta preta), (C) cabega sem polen, e (D) asa adaptada para pairar em
voo; (F) detalha o tamanho do probdscide, (G) genitalia masculina e (H) nervuras

das asas. (Préxima pagina)
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LCME-UFSC

LCME-UFSC
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APENDICE C - Caracteristicas macroscopicas das colbnias para
transformacéo de variaveis nominais em numéricas

forma Abr | Num
Abr. | Num, | textura Abr. Num, Bordas . ,
circular C 1 algodonosas al 0 Regular re 0
filamentoso F 2 aveludas av 1 Filiforme fil 1
rizoide R 3 cremosas cr 2 ondulada on 2
irregular | 4 membranosas me 3 Radiada ra 3
furfurdceas fu 4 lobada lo 4
granulosas gr 5 irregular ir 5
pulverulenta pu 6
Abr | Num
superficie Abr. | N Topografia Abr. Num, Aspecto . ,
lisa li 0 plana pl 0 opaco op 0
camadas ca 1 elevada el 1 brilhante br 1
fissurada fis 2 pregueada pr 2 Umido um 2
Pigmentaca
rugosa ru 3 convexa co 3 0 Nno meio
umbilicad
a um 4 ausente A 0
apiculada ap 5 presente P 1
Form
cor da Num
coldnia ,
branco; 0
bege 1
creme; Circular Irregular Filamentous Rhizoid
salméo 2 Elevation
amarelo;
laranja; Raised Convex  Flat  Umbonate Crateriform
salmdo 3
e Margin
rosa, lilas 4
- POV =
esverdeado;
oliva 5 @
castanho; Entire: Undulate Filiform Curled Lobate
marrom 6
AGAR MEDIA
1 PLATES (Colonies)
cinza; preto 7 a) General surface form 5
i k.~ ot e
Punctiform Circular Filamentous Irregular Rhizoid
b) Elevation
— PN — e A
Flat Raised Convex Pulvinate Umbonate
c) Margin
™ 4
Entire Undu{a(e Lobate Erose Filamentous

d) Surface Texture

;;,‘/‘L’ ) ® &

L
Smooth Contoured Radiate Concentric Rugose(wrinkled
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ID

Sequéncia ITS1/1TS4

Gb47

GTGTGGTCGCGGCCTCCGGGGGCTTTGCCCCTGGGTGGTAGAGGTAACACTCTCACGCGC
CACATGTCTGAATCCTTTTTTTACGAGCACCTTTCGTTCTCCTTCGGCGGGGCAACCTGC
CGTTGGAACTTATCAAAACCTTTTTT-GCATCTAGCATTACCTGTTCAGATACAAACAAT
CGTTACAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAAT
GCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGC
GCCCCTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATCTACACCCTCAAGCTCTGC
TTGGTGTTGGGCGTCTGTCCCGCCTCCGCGCGTGGACTCGCCCCAAATTCATTGGCAGCG
GTCTTTGCCTCCTCTCGCGCAGCACATTGCGCTTCCGAGGGGCGTGGGCCGCGTCCACGA
AGCAACATTACCGTCTTTGACCTCGGATCAGGTACCGATACCCGCTGAACTTAA

Gb209”

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACACAATAAACATATGAAGGCTGCACCGCCA
ACAGGCGGCAAGGCTGGAGTATTTTATTACCCTTGTCTTTTGCGCACTTGTTGTTTCCTG
GGCGGGTTCGCCCGCCTCCAGGACCACATGATAAACCTTTTTTATGCAGTTGCAATCAGC
GTCAGTACAACAAATGTAAATCATTTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCA
TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCAT
CGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGT
CATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTTTTTTGTCTTTGGTTTTGTCCAAA
GACTCGCCTTAAAACGATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTCGCAGCGCAGCACATTTTTGC
GCTTGCAATCAGCAAAAGAGGACGGCACTCCATCAAGACTCTATATCACTTTGACCTCGG
ATCAGG

Gb209’
r

GAACCTGCGGAGGGATCATTACACAATAACATATGAAGGCTGTACGCGGCTGCGCCCTCG
GGCCAGTTG-GCTGAGGCTGGAGTATTTATTACCCTTGTCTTTTGCGCACTTGTTGTTTC
CTGGGCGGGTTCGCCCGCCACCAGGACCACATGATAAACCTTTTTTTATGCAGTTGCAAT
CAGCGTCAGTACAACAAATGTAAATCATTTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT
GGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAA
TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGA
GCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTTTTTTGTCTTTGGTCACCAA
AGACTCGCCTTAAAAGGATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTCGCAGCGCAGCACATTTTTG
CGCTTGCAATCAGCAAAAGAGGACGGCACTCCATCAAGACTCCTTCTTACGTTTGACCTC
GGATCAGGTAGGGATACCCGCTGA

Gb0o9M

CGCCCGCCGAAGACACCATTGAACTCTTGTCTGAAGATTGCAGTCTGAGTGATTAGCTAA
ATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGA
AATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCAC
GGCTTGTGTGTTGGGCCCCCGCCCCCCGGTTCCGGGGGGCGGGCCCGAAAGGCAGCGGLG
GCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTCGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGG
CGCCCGCCGGCGA

Gboorl

CGCCCGCCGAAGACACCATTGAACTCTTGTCTGAAGATTGCAGTCTGAGTGATTAGCTAA
ATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGA
AATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCAC
GGCTTGTGTGTTGGGCCCCCGCCCCCCGGTTCCGGGGGGCGGGCCCGAAAGGCAGCGGCG
GCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTCGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGG
CGCCCGCCGGCGA

Gb09r6

GCGCCCGCCGAAGACACCATTGAACTCTTGTCTGAAGATTGCAGTCTGAGTGATTAGCTA
AATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACA
TTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCA
CGGCTTGTGTGTTGGGCCCCCGCCCCCCGGTTCCGGGGGGCGGGCCCGARAGGCAGCGGL
GGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTCGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCG
GCGCCCGCCGGCGACCCCCATCAATCTTCCAGG

Gb225

AGGCCCGACCTCCCAACCCTTTGTTTACCGAACCTCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGTCTCA
CGACCGCCGGAGGACCGCCGACAGGTGTCCTCTGGCCCGTGTCCGCCGATAGCCAACCCT
CTCCAAACTCTGTATGAATCGtGTCGTTTATTTCTAAGTCTATGATTTAAACAAATCaAA
AAGCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCgATGAAGAACGCAGCGAAAT
GCGATAAGTAATGCGAATTGCAGAATTCCAGTGAGTCATCGAATCTTTGAACGCACATTG
CGCCCTTTGgtATTCCCAAgGGGCATGCCTGTTCGAGCCCCCTTATCACCCCTCAAGCCCC
CTGGCTTGGTGTTGGACGGCTTGGTTGACCGCAACGTCGACCCCTCCTAAAGACAATGAC
GGCGCCCCGCGGCACCCCCGGTACACTGAGCTTTTCATCGAGCATGTGTCGGACAAGGGT
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CCCCGGGACACGG
Gh104 GTGACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCG
M CCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATC

AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGA
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCC
GCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGG
TGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCTCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCA
TAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAA
CTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA
GCGGA

Gb104r ACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCA
GAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAA
ACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAA
GTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCC
AGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGT
TGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCTCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAG
CGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCG

Gb231 ACTTATACCTTTTGTTGCCTCGGCGCATGCTGGTCTCTAGTAGGCCCCTCACCCCGGTGA
GGAGACGGCACGCCGGCGGCCAAGTTAACTCTTGTTTTTACACTGAAACTCTGAGAAAAA
ACACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAAC
GCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGACATGCCTGTTCCAGCGACATTTCAACCCTC
AAGCACTGCTTGGTGTTGGGGCACTGCTTTTTACGAAGCAGGCCCTGAAATCTAGTGGCG
AGCTCGCCAGGACCCCGAGCGCAGTAGTTAAACCCTCGCTTTGGAAGGCCCTGGCGGTGC
CCTGCCGTTAAACCCCCAACTTCTGAAAATT

Gb207 GTGGCCGCCCGGGGCTGCGAGCCCCCCGGCCCCCCTCGCGGGGGCGCCCGCCGGAGGATA
CCCAACTCTTGATTATTTTAGGCCTCTCTGAGTCTTCTGTACTGAATAAGTCAAAACTTT
CAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTAT
TCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCATCAAGCCCCAGGCTTGTGTTGGG
GACCTGCGGCTGCCGCAGGCCCTGAAATCCAGTGGCGGGTTCGCTGTCACCCCGAGCGTA
GTAGCAATATCTCGCTCAGGGCGTGCTGCGGGCACCGGCCGTTAAAAGCTGCCTTCTGGC
AACACCCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAAGACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA

Gh260 CCGCGGGCGCCCGCCGGAGGTCACCAAACTCTTGATAATTTATGGCCTCTCTGAGTCTTC
TGTACTGAATAAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAA
CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCA
TCAAGCCCCCGGGCTTGTGTTGGGGACCTGCGGCTGCCGCAGGCCCTGAAAAGCAGTGGC
GGGCTCGCTGTCGCACCGAGCGTAGTAGCATACATCTCGCTCTGGTCGCGCCGCGGGTTC
CGGCCGTTAAACCACCTTTTAACCCAAGGT-GACCTCGGATCAGTA

Gh261 AACCATTGTGGACGCTACCTTTTAACGTTGCTTCGGCGGGCGGCCCGCTCCCCTGGAAAG
CCCCTGTGGCCGCCCGGGGCTGCGAGCCCCCCGGCCCCCCTCGCGGGGGCGCCCGCCGGA
GGATACCCAACTCTTGATTATTTTAGGCCTCTCTGAGTCTTCTGTACTGAATAAGTCAAA
ACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAA
GTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCC
AGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCATCAAGCCCCAGGCTTGTG
TTGGGGACCTGCGGCTGCCGCACGCCCTGAAATCCAGTGGCGGGTTCGCTGTCACCCCGA
GCGTAGTAGCAATATCTCGCTCAGGGCGTGCTGCGGGCACCGGCCGTTAAAAGCTGCCTT
CTGGCAACACCCAAGGT
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ANEXO A — Mapa de distribuicdo de coletadas de Gaylussacia
brasiliensis
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Distribuicdo de coletadas de Gaylussacia brasiliensis Meisn. var.
brasiliensis. Fonte: Romédo (2011)
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ANEXO B - Registro em herbarios' de coletas de Gaylussacia
brasiliensis em Santa Catarina

Dist. Municipio Localizagéo Vegetacao Fonte
Geo
_ Florianépolis Canasvieiras; Lagoa da Conceicéo, FOD - splink
g Rio Tavares; Joaquina; Jureré; Jureré Restinga
S internacional; Rio Vermelho
o Palhoca Morro do Cambirela; Rio Massiambu FOD - splink
g Palhoca Praia do Sonho FOD - (Bramorski,
-‘j‘ Restinga 2011)
Biguacu Serra do Faxinal FOD splink
Rancho Alto da Boa Vista; FOM - campo | splink
Queimado Morro Chato? de altitude
Alfredo Wagner | Morro do Trombudo FOM splink
Séo Joaquim Fazenda morrinhos; Serra do Oratério splink
(margem do rio Capivaras); Nova serra
Bom Jardim da Serra do Rio do Rastro; Serra do FOM splink
Serra Oratdrio
o ?Bom Retiro ou | Campo dos Padres FOM- campo splink
= Urubici de altitude
E Urubici Campo dos Padres; estrada entre splink
[a

Urubici e Gréo Para; Morro da Cruz;
Morro da Igreja; Salto Avencal
?

Lages ? splink
Monte Castelo Serra da Garganta splink
Campo Alegre Serra Quiriri; Rio dos Alemées FOM splink
Mafra 15km Rio Negrinho splink
Matos Costa splink
Major Vieira Rio da Serra splink
Porto Belo Zimbros FOD - Restinga| splink
Blumenau topo de morro? FOD - montana| Her.Flora de
sc?
2 Apilina Morro da Palha splink
S Garuva? Monte Crista; Morro do Campo FOM splink
z Alegre
Itapoa Praia da Paquera FOD - splink
Restinga
Corupé
Garopaba Praia do Ouvidor FOD - (Hentschel,
Restinga 2008)°
Laguna Praia do Sol FOD - splink
_ Restinga
3
Icara Balneério Rincdo FOD - splink
Restinga
Passos de Morro dos Conventos splink
Torres

! http://inct.splink.org.br/
https://sites.google.com/site/biodiversidadecatarinense/plantae/magnoliophyta/
caixa-de-deposito/gaylussacia-brasiliensis

SHENTSCHEL, R. L. (2008). Gradiente vegetacional, varidveis ambientais e
restauracdo na Restinga da praia do ouvidor, Garopaba, Santa Catarina.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul.



205

ANEXO C - Série de eventos que ocorrem durante a formacao da
associacdo de micorrizas ericoides nas raizes dos cabelos de
Ericaceae. Os estagios incluem iniciacdo, estabelecimento e
degeneracdo, com duragdo de até 11 semanas.
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8 - 11 weeks collapse of host 3 - 4 weeks hyphae occupies the
cytoplasm plant organelles cells and forms typical coils of
and cells ericoids mycorrhiza

Fonte: Bizabani (2015)



