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RESUMO 
 

Os fungos são de grande importância para os ecossistemas e participam de interações e 
associações com outros seres vivos, como é o caso das ectomicorrizas, associações 
simbióticas onde os fungos atuam como expansão radicular das plantas e realizam troca de 
nutrientes e água. Nas últimas décadas os fungos ectomicorrízicos e seus simbiontes 
passaram a ser mais estudados em regiões tropicais. Na Ilha de Santa Catarina há registros 
de espécimes ectomicorrízicas da família Russulaceae coletados em regiões de Mata 
Atlântica. O objetivo deste trabalho foi de registrar associações entre fungos da família 
Russulaceae e plantas nativas da Mata Atlântica na Ilha de Santa Catarina, diferenciar e 
caracterizar os morfotipos de ectomicorrizas e identificar os simbiontes. O estudo foi 
realizado no litoral sul do Brasil, em remanescentes de Mata Atlântica situados em 
Florianópolis, Santa Catarina. Os basidiomas e solo com raízes abaixo deles foram coletados. 
Em laboratório foram realizadas análises micromorfológicas e macromorfológicas dos 
basidiomas e das ectomicorrizas encontradas. Para a identificação molecular dos parceiros 
simbiontes (fungo e planta) foram utilizadas as regiões ITS (internal transcribed spacer do 
rDNA) específicas para fungos e para plantas. Foram sequenciados os basidiomas, as 
ectomicorrizas e as raízes. Foram coletados 27 basidiomas pertencentes à família 
Russulaceae.  Foram observadas 106 raízes micorrizadas e 44 morfotipos foram 
diferenciados. Dentre as sequências obtidas das ectomicorrizas, 4 são de Russulaceae. A 
partir das raízes foram obtidas 2 sequências que correspondem a Guapira opposita 
(Nyctaginaceae) e uma espécie de Dalechampia (Euphorbiaceae). A presença de associação 
ectomicorrízica entre Russulaceae e plantas nativas da Mata Atlântica é pouco conhecida e 
possivelmente há mais parceiros vegetais envolvidos. É importante continuar a conhecer a 
diversidade sobre e sob o solo em regiões onde quase nada se sabe sobre essa simbiose. 
 
Palavras-chave: Brasil. Ectomicorriza. Lactiflluus. Neotropical. Nyctaginaceae. Russula. 

 

 

  



 

 

 

ABSTRACT 

Fungi are of great importance for many ecosystems and interact and associate with other 
living beings. This is the case for ectomycorrhizae that are symbiotic associations where 
fungi act as root expansions of the plants and exchange nutrients and water. In the last 
decades ectomycorrhizal fungi and their symbionts have been more studied in tropical 
regions. On Santa Catarina Island there are records of ectomycorrhizal specimens from the 
Russulaceae family collected in the coastal regions of the Atlantic Forest. The aim of this 
work was to register associations between fungi of the Russulaceae family and native plants 
of the Atlantic Forest on Santa Catarina Island, to differentiate and characterize the 
ectomycorrhizal morphotypes and identify the symbionts. The study was made on the 
southern coast of Brazil, in remnants of the Atlantic Forest located in Florianópolis, Santa 
Catarina. Basidiomes and soil with roots below them were collected. Micromorphological 
and macromorphological analyzes of the basidiomes and the ectomycorrhizae were 
performed. For the molecular identification of symbiotic partners (fungus and plant), specific 
ITS (internal transcribed spacer do rDNA) regions for fungi and plants were used. 
Basidiomes and roots (with and without mantle) were sequenced. Twenty-seven basidiomes 
belonging to the Russulaceae were collected and 106 mycorrhizal roots were observed and 
separated into 44 morphotypes. Among the sequences obtained from the ectomycorrhizae 
only 4 were from Russulaceae. Two sequences obtained from the roots corresponded to 
Guapira opposita (Nyctaginaceae) and a species of Dalechampia (Euphorbiaceae). The 
presence of an ectomycorrhizal association between Russulaceae and native plants of the 
Atlantic Forest is mostly unknown and possibly more plant partners are involved. It is of 
great importance to continue to study the diversity above and below ground, mainly in 
regions where almost nothing is known about this symbiosis. 

 
Keywords: Brazil. Ectomycorrhiza. Lactiflluus. Neotropical. Nyctaginaceae. Russula. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 ECTOMICORRIZAS 

 

Os fungos constituem um dos maiores grupos de eucariotos e possuem grande 

importância na manutenção do equilíbrio dos ecossistemas. Cerca de 80% das plantas 

terrestres formam algum tipo de associação simbiótica com fungos micorrízicos e acredita-

se que muitos se encontram em habitats ainda pouco estudados. Além de conhecer a 

diversidade, é necessário estudar as funções dos fungos no meio ambiente, pois muitos 

participam de interações e associações com outros organismos, como é o caso das 

associações micorrízicas (Landeweert et al., 2001; Blackwell, 2011; Tedersoo et al., 2018).  

As micorrizas são associações simbióticas mutualistas entre determinados fungos e 

raízes das plantas. O termo micorriza (do Grego mykes: fungo e rhiza: raiz) foi proposto pelo 

pesquisador alemão Albert Frank, em 1885. Nessas associações, os fungos são parceiros 

mutualistas essenciais para muitas plantas. Por exemplo, um único fungo pode se associar 

com diferentes plantas por meio do micélio, estabelecendo assim, uma rede de conexão 

micorrízica entre indivíduos vegetais distintos e que se expande no substrato, atuando como 

uma extensão substancial do sistema radicular. Ainda, o micélio auxilia a planta na obtenção 

de água, nitrogênio (N), fósforo (P) e outros nutrientes do solo em troca do carbono (C) 

produzido pela planta, contribuindo para a manutenção das florestas e fornecendo tolerância 

a estresses ambientais (Maia, 2010; Blackwell, 2011; Kumar et al., 2017; Vanegas-León, 

2017; Corrales et al., 2018; Looney et al., 2018; Genre et al., 2020). Portanto, as micorrizas 

são essenciais para o crescimento das plantas e são reconhecida quatro tipos principais de 

associações, de acordo com sua estrutura, função e parceiros envolvidos: as ectomicorrizas 

(ECMs), micorrizas vesículo-arbusculares (FMA), micorrizas de orquídeas e micorrizas 

ericóides (Wurzburger et al., 2018; Vasco-Palacios et al., 2018). 

Os fungos micorrizícos também fornecem muitos serviços ecossistêmicos em 

ambientes naturais e agrícolas. Por exemplo, as ECMs são de grande importância na 

recuperação de ecossistemas terrestres degradados. Estudos demonstram que as inoculações 

micorrízicas no solo auxiliam o estabelecimento das plantas no ambiente, promovendo 

riqueza de espécies vegetais, o desenvolvimento de sementes e a facilitação do 

estabelecimento de plântulas onde os recursos são escassos no solo, auxiliando-as através da 
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transferência de C e N de árvores adultas (Neuenkamp et al., 2019; Genre et al., 2020; Pec et 

al., 2020). 

Nas últimas décadas as florestas tropicais passaram a ser mais estudadas com 

relação à diversidade de fungos ectomicorrízicos. As ECMs tropicais são altamente 

diversificadas e variam amplamente em termos de abundância, diversidade, composição e 

afinidades filogenéticas de plantas e fungos (Alvarez-Manjarrez et al., 2017; Corrales et al., 

2018; Freire et al., 2018). Estima-se que atualmente, aproximadamente 6.000 espécies de 

fungos e 20.000 a 50.000 espécies de plantas realizam associação ectomicorrízica (Vasco-

Palacios et al., 2018; Genre et al., 2020). 

Há cerca de 30 anos, as ECMs começaram a ser estudadas e descritas de acordo com 

a sua morfologia macroscópica e detalhes anatômicos da interação entre as hifas e as células 

da planta (Natarajan, Mohan, 2002; Buyck et al., 2018). Nas plantas ectomicorrízicas, parte 

do sistema radicular é caracterizado pela formação do manto de hifas ao redor da ponta da 

raiz, uma rede de hifas que se distribui entre as células do córtex (denominada Rede de 

Hartig), e pelo micélio externo que se propaga no solo fazendo a conexão entre a raiz e o 

solo, absorvendo assim, nutrientes e água (Manoharachary, Mukerji, 2002; Maia, 2010). As 

camadas de manto, estrutura de rizomorfos, formas de cistídios, características de hifas 

emanantes, cor da ECM e a presença de reações químicas são algumas das características 

informativas para o reconhecimento taxonômico do fungo associado à ponta da raiz (Agerer, 

2006). 

 

1.1.1 Ectomicorrizas em regiões tropicais  

 

As associações ectomicorrízicas foram historicamente consideradas raras ou 

ausentes nos ecossistemas tropicais, sendo consideradas quase exclusivas de regiões 

temperadas e circumboreais. Isso aconteceu devido à dificuldade em rastrear as raízes e 

identificar os simbiontes em florestas hiperdiversas (como as tropicais), e à ausência de um 

manto conspícuo nas raízes nos ecossistemas tropicais. No entanto, nas últimas décadas esse 

paradigma vem se alterando com a identificação e registro de fungos ectomicorrízicos em 

muitas regiões tropicais. Fungos ectomicorrízicos foram registrados em 23 dos 27 estados do 

Brasil, com maior frequência nas regiões litorâneas, onde possui mais micólogos e mais 

projetos em andamento com esse viés (Roy et al., 2016; Roy et al., 2017; Corrales et al., 

2018; Freire et al., 2018; Vasco-Palacios et al., 2018).  
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As relações ectomicorrízicas podem ser mais ou menos complexas, ocorrendo 

variações entre fungos e plantas, que podem ou não serem dependentes da simbiose. Em 

geral, as plantas ectomicorrízicas não são exclusivas quanto ao parceiro fúngico, e somente 

algumas são específicas, podendo ter diversas possibilidades de interações. Por exemplo, as 

relações podem incluir um fungo e uma planta, vários fungos conectados à mesma planta ou 

várias plantas associadas ao mesmo fungo e, finalmente, vários fungos e várias plantas 

associados entre si (Maia, 2010). Na Ilha de Santa Catarina há registro de espécies de 

Lactarius, Lactifluus e Russula coletados em regiões de Mata Atlântica (Jaeger, 2013; Duque-

Barbosa, 2016; Vanegas-León, 2017). Vanegas-León (2017) identificou molecularmente 

amostras de ectomicorrizas de Russulaceae Lotsy, onde em duas amostras a identificação 

molecular mostrou Russulaceae associada às raízes de Nyctaginaeceae Juss. e Moraceae 

Gaudich. Além disso, em regiões temperadas espécies de Elaeocarpaceae Juss., Ericaceae 

Juss., Euphorbiaceae Juss., Myrtaceae Juss., Nyctaginaceae, Polygonaceae A. Juss., 

Salicaceae Mirb., Rosaceae Juss. e Ulmaceae Mirb. fazem associações ectomicorrízicas com 

membros de Russulaceae (Agerer; Rambold, 2004 – 2020). Essas famílias também ocorrem 

na Mata Atlântica na Ilha de Santa Catarina (BFG, 2015) e possivelmente estão relacionadas 

com espécies de Russulaceae. Contudo, é possível que outras famílias de plantas que ocorrem 

na Mata Atlântica também sejam ectomicorrízicas, mas a simbiose nunca tenha sido 

registrada. 

 

1.2 RUSSULACEAE 

 

A família Russulaceae Lotsy (Russulales, Basidiomycota) compreende o grupo de 

cogumelos que mais possui registros do hábito ectomicorrízico, hábito que surgiu pelo menos 

duas vezes durante o processo evolutivo de Russulales (uma vez em Russulaceae e 

novamente em Albatrellaceae) (Looney et al., 2018). A maioria dos espécimes da família 

tem forma agaricóide, mas há também espécies pleurotóides, secotióides e gasteróides, que 

compartilham as mesmas características microscópicas. Segundo Agerer (2006), as ECMs 

dessa família são caracterizadas por serem lisas e hidrofílicas. Em Russulaceae os gêneros 

Russula Pers., Lactarius Pers., Lactifluus (Pers.) Roussel e Multifurca Byuck & Hofstetter., 

são conhecidos como ectomicorrízicos. Esses gêneros têm sido muito estudados na Europa e 

América do Norte, e mais recentemente na África e na região neotropical. Algumas espécies 

foram encontradas associadas a raízes de Fabaceae Lindl., Nyctaginaceae e Polygonaceae A. 
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Juss. na região amazônica da Venezuela, Brasil, Equador e Colômbia (Buyck et al., 2008; 

Vanegas-León, 2017; Buyck et al., 2018; Vasco-Palacios et al., 2018). Na Ilha de Santa 

Catarina, de acordo com a BFG (2015), há registros de espécies de Lactarius, Lactifluus e 

Russula. Duque-Barbosa (2016) registrou novos táxons, de Russula e Lactifluus e descreveu 

recentemente novas espécies de Lactifluus (Duque-Barbosa et al., 2020), porém não existem 

registros de associações ectomicorrízicas dessas espécies com plantas nativas do Sul do 

Brasil, tornando esse trabalho inédito e de grande importância auxiliando trabalhos futuros 

para que novas interações entre fungos e plantas nativas da Ilha de Santa Catarina sejam 

descritas. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Estudar a associação ectomicorrízica de fungos da família Russulaceae em plantas 

nativas da Mata Atlântica na Ilha de Santa Catarina 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

● Ampliar o conhecimento da biodiversidade de ECMs da família Russulaceae 

ocorrentes em áreas de Mata Atlântica da Ilha de Santa Catarina; 

● Identificar simbiontes vegetais ocorrentes em áreas de Mata Atlântica da Ilha de Santa 

Catarina; 

● Identificar espécies de fungos ectomicorrízicos da família Russulaceae ocorrentes em 

áreas de Mata Atlântica da Ilha de Santa Catarina; 

● Descrever os morfotipos de ECMs da família Russulaceae ocorrentes em áreas de 

Mata Atlântica da Ilha de Santa Catarina. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 ÁREA DE ESTUDO  

 
A Ilha de Santa Catarina está localizada no litoral sul do Brasil, no município de 

Florianópolis, estado de Santa Catarina. As coletas foram realizadas em incursões aleatórias 

em parques e trilhas da região, sempre com autorização de coleta dos órgãos FLORAM 

(Fundação Municipal do Meio Ambiente), IMA (Instituto do Meio Ambiente de Santa 

Catarina) e ICMBio (Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade). O 

município de Florianópolis tem cerca de 54 km de comprimento (norte-sul) e 18 km de 

largura (leste-oeste), totalizando 420 km2. Partes da Ilha são cobertas por remanescentes da 

Mata Atlântica com áreas de Floresta Ombrófila Densa, incluindo os biomas manguezal, 

restinga e floresta (Greco et al., 2017). 

 

3.2 COLETA DE BASIDIOMAS 

 
As coletas foram realizadas aleatoriamente no mês de outubro de 2018 a abril de 

2019. Os basidiomas de Russulaceae foram coletados e fotografados em campo e descritos 

macroscopicamente para confirmar a identificação da família ou ao nível de gênero. A coleta 

foi feita com o auxílio de canivete e os basidiomas acondicionados em caixas plásticas 

organizadoras. Para confirmação da identificação dos cogumelos em Russulaceae foram 

realizadas observações dos esporos em reagente de Melzer. Os esporos de Russulaceae são 

facilmente diagnosticados pela ornamentação amilóide.  

 
3.3 COLETA DE RAÍZES 

 
Amostras de solo e raízes foram coletadas cerca de 20 cm de profundidade abaixo 

dos basidiomas. A coleta foi feita com auxílio de uma pá e o material foi armazenado em 

sacos plásticos. As amostras foram lavadas com peneiras para retirar o excesso de solo e 

separar as raízes. Posteriormente, em laboratório as raízes foram lavadas e observadas em 

microscópio estereoscópico para buscar as ECMs. As ECMs foram detectadas pela presença 

de manto. As ECMs foram então morfotipadas, codificadas e acondicionadas em tubos 

contendo glutaraldeído 2,5 %, armazenados em geladeira (2 ºC a 4 ºC). Uma parcela de cada 



7 

 

 

 

amostra foi acondicionada em tubos contendo álcool 70 % e armazenada em freezer, para ser 

estudada morfologicamente e sequenciada. 

 
3.4 ANÁLISE DOS MATERIAIS 

 
As análises micromorfológicas e macromorfológicas dos basidiomas e das ECMs 

foram realizadas no Laboratório de Micologia (MICOLAB) e no Laboratório de Microscopia 

Anatômica, localizados no departamento de Botânica da Universidade Federal de Santa 

Catarina (UFSC). Os basidiomas coletados receberam um número de coletor e foram também 

fotografados em laboratório logo após a coleta, para registrar detalhes da macromorfologia. 

Os basidiomas foram desidratados em secadora de frutas por 24 horas sob temperatura de até 

40 °C (Largent et al., 1977). Os espécimes desidratados foram acondicionados em sacos 

plásticos (ziplock) devidamente identificados. Os espécimes desidratados foram colocados 

em freezer a - 20 °C antes de serem incorporados ao Fungário FLOR da UFSC. Fragmentos 

dos basidiomas ainda frescos, foram armazenados em sílica para serem usados na extração 

de DNA. 

As raízes coletadas foram lavadas e triadas sob microscópio estereoscópico. As 

pontas de ECMs foram acondicionadas em tubos (tipo Eppendorf com glutaraldeído 2,5%) 

em geladeira (para preservação da morfologia) e em tubos tipo Eppendorf com álcool 70% 

em freezer (extração de DNA e sequenciamento da região ITS para BLAST e análises 

moleculares). 

 

3.4.1 Estudos morfológicos 

  
A descrição das características macro e microscópicas para a identificação ao nível 

de gênero dos basidiomas foi realizada com os basidiomas ainda frescos seguindo 

metodologia tradicionalmente utilizada para a identificação de cogumelos (Largent, 1986; 

Largent, 1977) e utilizando chaves e literatura específica para Russulaceae (Buyck, 2008; 

Verbeken et al., 2014; Duque-Barbosa, 2016). Em alguns casos, como o de materiais 

fornecidos por colaboradores, a descrição macroscópica foi utilizando fotografias do material 

fresco com escala. Como referência de cores foi usado o Online Auction Color Chart 

(Kramer, 2004). 

As ECMs foram fotografadas em água (Agerer, 1991) para registro e descrição da 

morfologia, cor e dimensão. 
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As descrições macro e micromorfológicas das ECMs seguiram a metodologia de 

Agerer (1987 - 1991). A descrição macroscópica foi realizada sob microscópio 

estereoscópico. As ECM foram cortadas a mão livre e observadas e descritas sob microscópio 

óptico, com observação da superfície do manto e da rede de Hartig. 

 

3.5 ESTUDOS MOLECULARES 

 
Para a identificação molecular dos parceiros envolvidos nas simbioses foram 

utilizadas as regiões ITS (internal transcribed spacer do rDNA) específicas para fungos e 

para plantas. 

Para os basidiomas, a etapa de extração do DNA foi realizada de acordo com o 

protocolo de Doyle & Doyle (1987) modificado por Góes-Neto et al. (2005). A região ITS 

foi amplificada utilizando os primers ITS1F e ITS4, desenvolvidos para fungos (White et al., 

1990; Gardes et al., 1993). O volume final da reação utilizando o produto da extração dos 

basidiomas foi de 25 μL: 5 μL do 5x FIREPol Master mix; 1 μL de cada primer (10 pMol); 

15 μL de água e 3 μL de DNA. O programa usado no termociclador teve a desnaturação 

inicial (2 min 94 °C) seguida de 40 ciclos de anelamento (30 s a 94 °C; 45 s a 55 °C; 1 min 

a 72 °C) e uma extensão final (7 min a 72 °C) (Apêndice D). 

Para as ECMs foram separadas amostras em tubos tipo Eppendorfs e colocadas em 

vórtex (para retirar o excesso de solo adsorvido). Após, foram armazenadas em álcool 70% 

em freezer. Foi utilizada a metodologia de PCR direta, segundo Iotti e Zambonelli (2006). A 

região ITS foi amplificada utilizando os primers ITS1F e ITS4, desenvolvidos para fungos 

(White et al., 1990; Gardes et al., 1993). O volume final da reação de PCR direta foi de 50 

μL: 10 μL do 5x FIREPol Master mix; 2 μL de cada primer (10 pMol); 30 μL de água, 2 μL 

de BSA e 4 μL de DNA. O programa usado no termociclador seguiu uma desnaturação inicial 

(6 min a 95 °C), 30 ciclos de anelamento (30 s a 94 °C; 30 s a 55 °C; 1 min a 72 °C) e uma 

extensão final (10 min a 72°C). 

Para a extração do DNA da planta simbionte, foi utilizado o protocolo segundo 

Doyle & Doyle (1987) e Kumar et al. (2003) (Apêndice B). Foram utilizadas porções das 

raízes que não estavam cobertas por manto, para evitar que o DNA fúngico interferisse na 

extração do DNA da planta. A partir do DNA total extraído das raízes sem ECM, a região 

ITS da planta simbionte foi amplificada usando os primers ITS-u1/ITS-u2 (Cheng et al., 

2015) específicos para plantas para identificar as possíveis plantas ectomicorrízicas ao nível 
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de família. O volume final da reação utilizando produtos da extração foi de 25 μL: 5 μL do5x 

FIREPol Master mix; 1 μL de cada primer (10 pMol); 14 μL de água; 1μL de BSA e 3μL de 

DNA. O programa usado no termociclador teve uma desnaturação inicial (2 min a 94 °C) 

seguida de 30 ciclos de anelamento (1 min a 94 °C; 1 min a 50 °C; 1,5 min a 72 °C) e uma 

extensão final (4 min a 72 °C). Foi realizada a eletroforese com todos os produtos de PCR e 

observados em gel de agarose 1% e purificados usando o protocolo de polietileno glicol 

(PEG) (Apêndice F). 

As extrações do DNA e as amplificações da região ITS foram realizadas no 

Laboratório Multiusuário de Estudos em Biologia (LAMEB) da UFSC. O sequenciamento 

foi realizado na Rede de Plataformas Fiocruz do Centro de Pesquisas Renée Rachou, Myleus 

Biotecnologia e LAMEB/UFSC. As sequências obtidas a partir das ECMs, dos basidiomas e 

das raízes sem manto foram comparadas com sequências depositadas em bancos de dados 

online, como o Genbank e o UNITE, e com coleção de sequências do Micolab - UFSC, 

através da plataforma online BLAST. 

A árvore filogenética que melhor explicou os dados foi construída a partir da matriz 

que inclui sequências de fungos obtidas neste estudo ou outros projetos do Micolab, assim 

como sequências de outros táxons obtidas a partir do GenBank, UNITE e de colaboradores. 

As sequências foram curadas e alinhadas no Geneious R9 (Kearse et al., 2012) utilizando o 

software Mafft (Katoh et al., 2013). O modelo de substituição nucleotídico utilizado foi 

gerado pelo modelo jModelTest v2.1.6 (Darriba et al., 2012) e a análise de inferência 

bayesiana foi realizada utilizando o modelo MrBayes (Ronquist et al., 2012) na plataforma 

CIPRES Science Gateway. (Miller et al., 2010). Os Os grupos externos escolhidos foram 

Bondarzewia montana e Stereum hirsutum (Buyck et al., 2008). A árvore foi editada no 

FigTree v1.0.4. 
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 4 RESULTADOS 

 

Os resultados desta dissertação estão organizados em capítulo único (4.2), 

intitulado: Novos registros de ectomicorrizas da família Russulaceae na Mata Atlântica 

da Ilha de Santa Catarina. Será submetido para a revista Mycological Progress.  

Neste capítulo será apresentada a morfologia e os parceiros simbióticos das ECMs 

coletadas na Mata Atlântica da Ilha de Santa Catarina. 

 

 4.1 RESULTADOS GERAIS 

 

Foram coletados 27 basidiomas da família Russulaceae, pertencentes a gêneros 

potencialmente ectomicorrízicos. Dentre os gêneros coletados estão 14 basidiomas de 

Lactifluus pertencentes a 3 espécies, e 13 basidiomas de Russula, pertencentes a 3 espécies. 

A tabela 1 lista os táxons encontrados durante esse trabalho e a figura 1 apresenta imagens 

de algumas das espécies. 

 

Tabela 1 - Basidiomas ectomicorrízicos em diferentes localidades da Ilha de Santa Catarina. 
Táxon Coleta Localidade Data 

Lactifluus catarinensis J. 
Duque, M.A. Neves & M. 

Jaegger 

TKC230 Morro da Lagoa 09/11/2018 

CCG045 Morro da Lagoa 17/01/2019 

CCG046 Morro da Lagoa 17/01/2019 

CCG073 Morro da Lagoa 05/04/2019 

CCG015 Morro da Lagoa  03/10/2018 

CCG074 Morro da Lagoa 05/04/2019 

Lactifluus panuoides 
(Singer) De Crop 

CCG004 Trilha de Naufragados 20/03/2018 

CCG007 Trilha de Naufragados 01/05/2018 

CCG063 Naufragados 13/02/2019 

Lactifluus sp. MAN1302 Sertão do Ribeirão - Morro 
do Peri 11/11/2018 

Lactifluus sp. CCG047 Morro da Lagoa 17/01/2019 

Lactifluus sp.  CCG049 Morro da Lagoa 17/01/2019 

Lactifluus sp. CCG067 Morro da lagoa 15/03/2019 
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Lactifluus sp. CCG068 Morro da lagoa 15/03/2019 

Lactifluus sp. LF25 Morro da Lagoa 22/04/2019 

Lactifluus sp. CCG071 Morro da Lagoa 05/04/2019 

Lactifluus sp. CCG072 Morro da Lagoa 05/04/2019 

Russula puiggarii (Speg.) 
Singer 

CCG016 Morro da Lagoa 03/10/2018 

CCG018 Trilha do pântano do sul - 
Lagoinha do leste  25/10/2018 

CCG019 Trilha do pântano do sul - 
Lagoinha do leste  25/10/2018 

CCG020 Santo Amaro – Hotel 08/11/2018 

CCG064 Trilha pântano do sul - 
Lagoinha do leste 22/02/2019 

CCG065 Morro da lagoa 15/03/2019 

CCG066 Morro da Lagoa 15/03/2019 

CCG070 Morro da Lagoa 05/04/2019 

MCS062 Morro da Lagoa 17/01/2019 

Russula 
rubropunctatissima J.L. 

Cheype & E. Campo 
CCG069 Morro da Lagoa 05/04/2019 

Russula sp. CCG008 Lagoa do Peri 12/05/2018 

Russula sp. MAN1265 Trilha do Matadeiro - 
Lagoinha do leste 01/06/2018 

Russula sp. CCG075 Lagoa do Peri 03/05/2019 
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Figura 1 - Registros dos basidiomas ectomicorrízicos. A) Russula sp. – CCG008, B) Russula 
puiggarii – CCG016, C) Lactifluus sp. – CCG068, D) Lactifluus catarinensis – CCG015, E) 
Russula rubropunctatissima – CCG069, F) Russula puiggarii – CCG064.

 
Fotos: Ariadne Furtado (D), Carina C. Genebra (A e F) e Lara Ferst (B, C e E), 2019. 
 

Dentre os basidiomas coletados, 26 foram sequenciados utilizando marcador ITS 

específico para fungos, seguindo os protocolos de extração, amplificação e purificação.  

Foram analisadas 28 amostras de solo coletadas abaixo de basidiomas, sendo que 

106 amostras de ECMs foram encontradas e separadas em 44 morfotipos. Dos morfotipos de 

ECMs encontrados, 23 foram sequenciados, mas apenas 12 resultaram em sequências de 

qualidade, sendo oito pertencentes ao gênero Tomentella, três ao gênero Lactifluus e uma ao 

gênero Russula.  

Os táxons encontrados estão listados na tabela 2 e a figura 2 ilustra a diversidade de 

ECMs encontradas. 
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Tabela 2 - Fungos associados a raízes (ECM) em diferentes localidades da Ilha de Santa 
Catarina. 

Fungo Coleta Localidade Data 

Tomentella sp. R13M10 Trilha do Pântano do sul – Lagoinha 25/10/2018 

Tomentella sp. R52M24 Morro da Lagoa 17/01/2019 

Russula sp. R54M25 Trilha do Pântano do sul – Lagoinha 22/02/2019 

Tomentella sp. R59M36 Morro da Lagoa  15/03/2019 

Tomentella sp. R63M35 Morro da Lagoa  15/03/2019 

Lactifluus sp. R65M36 Morro da Lagoa  15/03/2019 

Tomentella sp. R67M36 Morro da Lagoa  15/03/2019 

Lactifluus catarinensis R93M23 Morro da Lagoa  05/04/2019 

Tomentella sp. R96M23 Morro da Lagoa  05/04/2019 

Lactifluus catarinensis R102M23 Morro da Lagoa  05/04/2019 

 

Figura 2 - ECMs morfotipadas. A) R61M34, B) R24M23, C) Corte em microscópio óptico 
do morfotipo R24M23, onde é possível observar rede de Hartig (RH), manto (MN) e cistídio, 
D) Tomentella sp. - R67M36, E) Lactifluus sp. - R65M36 F) Lactifluus sp. - R92M23. 

 
Fotos: Carina C. Genebra, 2019. 
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As descrições dos morfotipos da família Russulaceae identificados através do 

sequenciamento são apresentadas abaixo e os demais morfotipos não descritos aqui estão 

incluídos no capítulo 1. 

 

Morfotipo 1 

ECM: Russula sp. - R54M25 (Figura 2 - G) 

Micobionte: Russula puiggarii - CCG064 (Figura 1 - F) 

Fitobionte: não identificado 
Raiz com fragmentos de manto ao longo de toda extremidade, presença de uma 

única ponta micorrizada por raiz, não ramificada. Micorriza com 1–9 mm de comprimento e 

0,3 mm de largura. Coloração creme (oac855, oac847) e aspecto velutíneo. Ausência de 

micélio extraradicular. Látex ou fluidos ausentes quando a ECM é cortada. 

 

Morfotipos 2 

ECM: Lactifluus sp. - R65M36 (Figura 2 - E) 

Micobionte: Lactifluus sp. - CCG068 (Figura 1 - C) 

Fitobionte: não identificado 

Raiz coberta por micélio, com solo aderido por toda extremidade e não ramificada. 

Micorriza com 3,5–4 mm de comprimento e 1,2 mm de largura. Coloração branca (oac851, 

oac809) e aspecto velutíneo. Presença de micélio extraradicular transparente. Látex ou 

fluidos ausentes quando a ECM é cortada. 

Foram coletadas 28 amostras de solo com raízes. Em 106 pontas de raízes foi 

observada a presença de manto. Foram feitas extrações de DNA de 35 raízes, usando ITS 

específico para plantas. No entanto o sucesso de amplificação e sequenciamento foi muito 

baixo e apenas 3 resultaram em sequências de qualidade. A tabela 3 lista os simbiontes 

encontrados durante esse trabalho e a figura 3 ilustra uma das espécies identificada 

molecularmente, Guapira opposita (Vell.) Reitz. 
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Tabela 3 - Simbiontes ectomicorrízicos (plantas) em diferentes localidades da Ilha de Santa 
Catarina. 

Fitobionte Coleta Local Data 

Guapira opposita (Nyctaginaceae) R93 Morro da Lagoa 05/04/2019 

Guapira sp. 
(Nyctaginaceae) 

R102 Morro da Lagoa 05/04/2019 

Dalechampia sp. 
(Euphorbiaceae) 

R106 Trilha de Naufragados  17/05/2019 

 

 

Figura 3 - Guapira opposita. A) Frutos B) Inflorescência. 

Fotos: Marivane Celmer Slodkowski, 2019. 
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4.2 CAPÍTULO 1 

 

Ectomicorriza de Lactifluus catarinensis em Guapira opposita (Vell.) Reitz. na Mata 

Atlântica da Ilha de Santa Catarina 

 

Carina Czerencha Genebra¹*; Duane Fernandes de Souza Lima¹; Aída Marcela Vasco 

Palácio²; Maria Alice Neves¹. 

 

¹Programa de Pós-Graduação em Biologia de Fungos, Algas e Plantas, Departamento de Botânica, 

Universidade Federal de Santa Catarina, Campus Universitário Trindade, CEP: 88040-900, 

Florianópolis, Santa Catarina, Brazil. 

²Grupo de Microbiología Ambiental – Grupo BioMicro, Escuela de Microbiología, Universidad de 

Antioquia, UdeA, Calle 70 No. 52-21, Medellín, Colombia. Asociación Colombiana de Micología.  

  

RESUMO 

Lactifluus (Pers.) Roussel (Russulaceae Losty) é um gênero ectomicorrízico que tem 
distribuição na África, Ásia e na região Neotropical. Neste trabalho investigamos espécies 
de Lactifluus associadas a plantas nativas da Mata Atlântica. O estudo foi realizado em 
remanescentes de Mata Atlântica situados em Florianópolis, Santa Catarina, Brasil. Foram 
realizadas coletas de basidiomas, de solo e raízes abaixo deles. Os basidiomas e as 
ectomicorrizas (ECMs) encontrados foram descritos macro e microscopicamente. Para a 
identificação e confirmação molecular dos simbiontes (fungo, planta e ECM) foi usada a 
região ITS (internal transcribed spacer do rDNA) específica para fungos e para plantas. 
Foram coletados 14 basidiomas pertencentes a Lactifluus, incluindo Lactifluus panuoides, L. 
catarinensis e Lactifluus sp. As ECMs coletadas foram separadas em 44 morfotipos. Duas 
ECMs foram identificadas como sendo Lactifluus catarinensis associado com Guapira 
opposita (Nyctaginaceae), um registro inédito para a Mata Atlântica. 

Palavras-chave: Brasil. Neotropical. Nyctaginaceae. Relações ectomicorrízicas. 
Russulaceae. 

 

Introdução  

Ectomicorrizas (ECMs) são associações simbióticas mutualistas entre fungos e 

raízes de plantas. Essas associações podem ser formadas em cerca de 6.000 espécies de 

fungos, incluindo membros de Boletales, Gomphales, Thelephorales, Amanitaceae, 

Cantharellaceae, Cortinariaceae, Russulaceae e Tricholomataceae (Agerer, 2006; Janowski 

et al., 2019). As plantas simbiontes são de diversas famílias e ordens de gimnospermas e 
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angiospermas, dentre eles Pinaceae, Araucariaceae, Cupressaceae, Dipterocarpaceae, 

Gnetaceae, Polygonaceae, Nyctaginaceae, Myrtaceae, Salicaceae, Fabaceae, Fagales, 

Malvales e Moraceae (Landeweert et al., 2001; Wang et al., 2006; Verbeken & Nuytinck, 

2013; Vanegas-León, 2017). 

Russulaceae Lotsy (Russulales, Basidiomycota) inclui fungos ectomicorrízicos, 

sendo o grupo de cogumelos com maior número de registros dessa simbiose (Looney et al., 

2018). Os gêneros ectomicorrízicos que compreendem Russulaceae são Russula Pers., 

Lactarius Pers., Lactifluus (Pers.) Roussel e Multifurca Byuck & Hofstetter. Esses gêneros 

têm sido bastante estudados na Europa e América do Norte, e mais recentemente na América 

Central e África. Algumas espécies foram encontradas associadas a raízes de Fabaceae 

Lindl., Nyctaginaceae Juss. e Polygonaceae A. Juss. na região amazônica da Venezuela, 

Brasil, Equador e Colômbia (Buyck et al., 2008; Vanegas-León, 2017; Buyck et al., 2018; 

Vasco-Palacios et al., 2018). 

Lactifluus (Pers.) Roussel é ectomicorrízico, com cerca de 200 espécies descritas, é 

monofilético e está atualmente dividido em quatro subgêneros: L. subg. Lactariopsis, L. subg. 

Lactifluus, L. subg. Pseudogymnocarpi and L. subg. Gymnocarpi. Sua distribuição ocorre 

nos trópicos, principalmente na África, Ásia e região Neotropical. Estima-se que a 

diversidade de Lactifluus seja maior do que conhecemos atualmente, porque na região 

neotropical há poucos especialistas e poucas coletas (Crop et al., 2017; Dierickx et al., 2019; 

Delgat et al., 2020). Duque-Barbosa et al. (2020), descreveu novas espécies para o sul do 

Brasil: Lactifluus catarinensis J. Duque, M.A. Neves & M. Jaegger e Lactifluus marielleae 

J. Duque & M.A. Neves. 

Nyctaginaceae Juss. é uma das famílias de plantas que forma associação 

ectomicorrízica com membros de Lactifluus. Esta família possui cerca de 30 gêneros. Na 

região neotropical, encontram-se principalmente os gêneros Neea, Guapira e Pisonia 

(Marchioretto et al., 2011), podendo ser arbustos e árvores, com porte pequeno a médio. 

O gênero Guapira possui registros em diversas regiões do Brasil. Na região sul, 

Guapira opposita (Vell.) Reitz. é uma espécie comum, frequentemente encontrada em 

regiões de dunas costeiras (restinga), e tem grande importância na manutenção das espécies 

nativas. Auxilia na regeneração de plantas de restinga, pois beneficia plantas em estágio de 

germinação e ajuda na sobrevivência das plântulas. Sendo assim, ela é considerada uma 

planta nucleadora, que contribui na sucessão vegetacional, formando núcleos que promovem 
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o crescimento da vegetação através do acúmulo de umidade e sombreamento (Dalotto et al., 

2018; BFG, 2015). 

 

Material e métodos 

Área de estudo e amostragem 
A área de estudo está localizada no litoral sul do Brasil, no município de 

Florianópolis, Santa Catarina, em um remanescente de Mata Atlântica. As coletas aleatórias 

foram realizadas no Morro da Lagoa da Conceição, no mês de outubro de 2018 a abril de 

2019. 

 

Análise das pontas de raízes e basidiomas 

As análises micromorfológicas e macromorfológicas dos basidiomas e das ECMs 

foram realizadas no Laboratório de Micologia (MICOLAB) e no Laboratório de Anatomia 

Vegetal (LAVEG), ambos localizados no departamento de Botânica da Universidade Federal 

de Santa Catarina (UFSC), Brasil. 

As raízes foram coletadas abaixo dos basidiomas, nas porções de até 20 cm de 

profundidade de solo, sem serapilheira. Os basidiomas também foram coletados. As amostras 

foram acondicionadas em sacos plásticos e depois armazenadas em geladeira. Em 

laboratório, as raízes foram lavadas em peneiras para retirar o excesso de solo. Para verificar 

a presença das ECMs, as raízes limpas foram observadas em microscópio estereoscópico, 

sendo reconhecidas devido à presença de manto.  

As ECMs foram fotografadas em água (Agerer, 1991) para registro da morfologia, 

cor e dimensão. A morfotipagem e descrição foi feita segundo Agerer (1987 - 1991). As 

ECMs foram acondicionadas em tubos tipo Eppendorf com glutaraldeído 2,5% para 

preservação da morfologia, e em tubos tipo Eppendorf com álcool 70% para extração de 

DNA. 

Os basidiomas foram desidratados segundo Largent et al., (1977), e um fragmento 

foi armazenado em sílica para ser utilizado nas análises moleculares. A confirmação das 

características macroscópicas e microscópicas (Largent, 1986; Largent, 1977) para a 

identificação dos basidiomas foi realizada utilizando chaves de identificação e literatura 

específica para Russulaceae (Buyck, 2008; Verbeken et al., 2014; Duque-Barbosa, 2016, 

Duque-Barbosa, 2020). Os espécimes serão posteriormente incorporados ao fungário FLOR, 

da Universidade Federal de Santa Catarina.  
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Extração do DNA 

A identificação molecular dos parceiros envolvidos nas simbioses foi realizada 

utilizando as regiões ITS (internal transcribed spacer do rDNA) específicas para fungos e 

para plantas. O DNA dos basidiomas foi extraído de acordo com a literatura, seguindo o 

protocolo de Doyle & Doyle (1987) modificado por Góes-Neto et al., (2005). Para as ECMs 

foi utilizado o protocolo de PCR direta segundo Iotti e Zambonelli (2006). A região ITS dos 

fungos (basidiomas e ECM) foi amplificada utilizando os primers ITS1F e ITS4 

desenvolvidos para fungos (White et al., 1990; Gardes et al., 1993). 

 A extração do DNA da planta simbionte foi realizada segundo o protocolo de Doyle 

& Doyle (1987) e Kumar et al. (2003) e foram utilizadas porções das raízes sem manto.  Para 

a amplificação da região ITS da planta simbionte foram usados os primers ITS-u1/ITS-u2 

(Cheng et al., 2015). 

Os produtos de PCR foram confirmados por eletroforese em gel de agarose 1% e a 

purificação foi realizada com o protocolo de polietilenoglicol (PEG) (Apêndice F). Essas 

etapas foram realizadas no Laboratório Multiusuário de Estudos em Biologia 

(LAMEB/UFSC). O sequenciamento foi realizado na Rede de Plataformas Fiocruz do Centro 

de Pesquisas Renée Rachou, Myleus Biotecnologia e LAMEB/UFSC. As sequências obtidas 

serão incorporadas ao Genbank. 

 

Análise filogenética 

As sequências obtidas a partir das ECMs, dos basidiomas e da planta simbionte 

foram editadas no Geneious R9 (Kearse et al., 2012) e confrontadas com sequências do 

Genbank e UNITE.  

A árvore filogenética que melhor explicou os resultados foi construída a partir da 

matriz de sequências obtidas neste estudo e sequências de outros táxons obtidas a partir do 

GenBank, UNITE e do banco de dados do Micolab – UFSC. As sequências foram curadas e 

alinhadas em Geneious R9 utilizando Mafft (Katoh et al., 2013). As análises filogenéticas 

foram realizadas utilizando-se critérios de inferência Bayesiana utilizando MrBayes v3.2.2 

(Ronquist et al., 2012) e o modelo de substituição nucleotídico utilizado foi gerado pelo 

modelo jModelTest v2.1.6 (Darriba et al., 2012), disponíveis na plataforma CIPRES Science 

Gateway (Miller et al., 2010). Os grupos externos escolhidos foram Bondarzewia montana e 

Stereum hirsutum (Buyck et al., 2008). A árvore foi editada em FigTree v1.0.4. 
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Resultados e Discussão 

A Mata Atlântica é um bioma predominante em Santa Catarina (Gotardo et al., 

2019). Nesse trabalho foi identificada a relação simbiótica entre um fungo e uma planta 

nativa dessa região, foram da coletados 27 basidiomas da família Russulaceae e amostras de 

solo com raiz. As coletas aconteceram aleatoriamente entre março de 2018 e abril de 2019.  

Analisamos 106 raízes coletadas abaixo de basidiomas (Figura 1a) que possuíam 

ECMs, e estas foram classificadas em 44 morfotipos. Foram obtidas sequências de 14 

basidiomas e três de raízes com ECMs pertencentes ao gênero Lactifluus, além de três raízes 

sem manto, sendo duas de Guapira opposita (Nyctaginaceae) (gênero de planta já conhecido 

como ectomicorrízico), e uma de Dalechampia (Euphorbiaceae). 

  

Figura 1a - Basidiomas ectomicorrízicos. Florianópolis – SC. A) Russula sp. – CCG008, B) 
Russula puiggarii – CCG016, C) Lactifluus sp. – CCG068, D) Lactifluus catarinensis – 
CCG015, E) Russula rubropunctatissima – CCG069, F) Russula puiggarii – CCG064. 

 
 Fotos: Ariadne Furtado (D), Carina C. Genebra (A e F) e Lara Ferst (B, C e E), 2019. 

 

Para a confirmação da posição filogenética dos espécimes fúngicos foram incluídas 

sequências retiradas do Genbank e utilizou-se o modelo de substituição nucleotídico GTR+G 

na análise de inferência Bayesiana, resultando na árvore filogenética apresentada na Figura 

2a. Os resultados mostraram que os táxons coletados foram Lactifluus catarinensis (Figura 

3a), Lactifluus sp., L. panuoides, Russula puiggarii, R. rubropunctatissima e Russula sp. 

(Figura 1a). Nosso resultado mostrou que existe grande diversidade Lactifluus presente em 
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regiões de Mata Atlântica, corroborando com os dados que já haviam sido publicados por 

Duque-Barbosa (2020). 

Duas das ECMs encontradas pertencem à espécie L. catarinensis (Figura 3a), e 

foram encontradas sob basidiomas dessa mesma espécie (R93M23 e R102M23). As 

sequências das ECMs e dos basidiomas aparecem próximas na árvore filogenética da Figura 

2a, que também nos mostra que o clado desse táxon é o que tem maior abundância de 

sequências. Outro táxon de Lactifluus foi sequenciado a partir de basidioma e da ECM 

(CCG068 e R65M36) porém foram encontrados poucos espécimes e não foi possível 

identificar a planta simbionte. 
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Figura 2a - Árvore filogenética de Inferência Bayesiana. Sequências em negrito foram 
obtidas durante esse trabalho, sequências com     foram obtidas de basidiomas, sequências 
com     foram obtidas de raízes com manto e sequências com * possuem identificação da 
planta simbionte. Os números acima dos ramos indicam valor de bootstrap / probabilidade 
posterior. 

 
 

Os estudos anatômicos das ECMs (Figura 3a) mostraram a presença de um manto de 

cor clara formado por Lactifluus catarinensis em raiz de Guapira opposita, sendo esse o 

primeiro registro dessa simbiose para Mata Atlântica. São apresentadas abaixo as descrições 

dos morfotipos: 

 

 



23 

 

 

 

ECM: Lactifluus sp. - R93M23 (Figura 3a - C) e R102M23 (Figura 3a - D) 

Micobionte: Lactifluus catarinensis - CCG073 (Figura 3a - A) e CCG074 (Figura 3a - 

B) 

Fitobionte: Guapira opposita - R93 e R102 

 

Raiz coberta por micélio por toda a extremidade com solo aderido. Micorrizas com 

1,5 – 0,8 mm e 0,7 – 0,3 mm de comprimento e 0,2 mm de largura. Coloração branca a creme 

(oac847) e aspecto velutíneo. Presença de micélio extraradicular. Látex ou fluidos ausentes 

quando a ECM é cortada. 

Figura 3a - Lactifluus catarinensis. Florianópolis – SC. A) Basidioma em campo (CCG073), 
B) Basidioma em campo (CCG074), C) ECM sob microscópio estereoscópico (R93M23), 
D) ECM sob microscópio estereoscópico (R102M23). 

 
 

Haug et al. (2004) descreveram ECMs de Russulaceae associadas a membros de 

Nyctaginaceae, com morfologias semelhantes às encontradas em nosso trabalho, 

confirmando o estado ectomicorrízico de ambas as famílias em regiões tropicais. Guapira 

opposita está amplamente distribuída no Brasil, incluindo em regiões da Mata Atlântica e 
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restinga (Dalotto, 2016). Dalotto et al. (2018) evidenciaram a importância da G. opposita 

como facilitadora e nucleadora na restinga, onde ela se encontra principalmente na forma 

arbustiva. O papel de plantas micorrízicas é evidenciado em regiões com solo pobre, pois 

plantas que realizam esse tipo de associação podem ter vantagens na competição com plantas 

não micorrízicas. A associação é importante também para a dinâmica da comunidade vegetal 

local, auxílio na manutenção e diversidade em um ambiente estressante, com nutrientes 

limitados, pouca disponibilidade de água no solo e altos níveis de salinidade, como a restinga. 

Atualmente, é cada vez mais reconhecido que as micorrizas podem ser utilizadas para 

desenvolver planos de restauração mais eficientes para habitats ameaçados (Guerrero-

Galán et al., 2019; Field et al., 2020). 

Na Mata Atlântica observamos que há a formação de ECMs em raízes de G. 

opposita com Lactifluus catarinensis, porém ainda não existem registros sobre a associação 

com outros simbiontes fúngicos. Durante um tempo as ECMs eram consideradas raras e/ou 

ausentes em florestas tropicais e os fungos ectomicorrízicos são pouco estudados (Corrales 

et al., 2018). Por isso, é de grande importância que mais estudos sejam realizados, inclusive 

em áreas de Mata Atlântica, para que os planos de manejo e preservação da funga e da flora 

sejam mais eficientes e o potencial para futuros estudos seja ampliados, como por exemplo, 

conhecer melhor a anatomia, fisiologia e ecologia das relações e identificar quem são os são 

os parceiros simbiontes na região neotropical e subtropical e continuar a ampliar o 

conhecimento sobre a diversidade de Russulaceae nessas regiões (Nouhra et al., 2019; 

Duque- Barbosa et al., 2020). 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

As ECMs em regiões tropicais eram consideradas raras ou ausentes e os fungos 

ectomicorrízicos são pouco estudados (Corrales et al., 2018). Visto isso, surgiu o grupo de 

pesquisas em ECMs da região Sul do Brasil, no laboratório de Micologia da UFSC (Micolab), 

que tem desenvolvido trabalhos em diferentes áreas, desde a taxonomia dos fungos e plantas 

envolvidos até a fisiologia e anatomia da simbiose e restauração e ecologia. Devido ao projeto 

estar no início, algumas etapas estão se estruturando, algumas dificuldades e aprendizados 

surgiram ao longo do desenvolvimento desse trabalho, como por exemplo, a forma de 

armazenamento das ECMs e a extração, amplificação e sequenciamento do DNA, que foram 

os principais desafios, por serem etapas que estavam sendo aprimoradas durante o 

desenvolvimento do projeto. Durante as coletas foram encontradas amostras de 106 ECMs 

nas pontas de raízes, separadas em 44 morfotipos, mas não foi possível identificar todas. 

Desse total 4 foram identificadas através do sequenciamento como ECMs de Russulaceae. A 

Tabela 2 e a Figura 2 mostram a diversidade de ECMs que foi encontrada ao durante a 

execução desse trabalho. São necessários mais estudos para conhecer a diversidade de ECMs 

na Mata Atlântica, entender suas funções, aprimorar e padronizar os protocolos. 

No início, o armazenamento foi feito todo em glutaraldeído para fixar as ECMs 

(Leonardi et al., 2016; Leonardi et al., 2018). Porém, o mesmo impede que o material 

genético seja acessado para sequenciamento, isso deve acontecer devido à capacidade do 

glutaraldeído de penetrar nos tecidos (Abrahão et al., 2004). Para minimizar esse problema 

os materiais foram então colocados em glutaraldeído (por 24h a 48h) e depois transferidos 

para álcool 70% ou PBS (Cordeiro & Lusa, comunicação pessoal). Em cortes anatômicos das 

ECMs (Figura 2) foi possível visualizar a presença de um manto, uma rede de Hartig e a 

presença de cistídios em um morfotipo, porém esse espécime não pôde ser identificado 

molecularmente. 

Os estudos moleculares das raízes sem manto e dos basidiomas foram feitos em 

quatro etapas: extração, amplificação, purificação e sequenciamento. Com as ectomicorrizas 

foi realizada PCR direta (Iotti; Zambonelli 2006), purificação e sequenciamento. Os 

materiais mais difíceis de trabalhar e com os menores índices de sucesso foram as raízes sem 

manto. Havia pouca quantidade de material e não existem muitos protocolos padronizados 

para essa etapa. Com as ECMs foi feito nested PCR devido à pequena quantidade de material 
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genético amplificada. Mesmo tendo todos esses cuidados muitas vezes o sequenciamento não 

ficava com qualidade suficiente para ser utilizado. 

As sequências ITS foram usadas na ferramenta BLAST do GenBank para confirmar 

a identificação molecular pelo menos ao nível de gênero. Táxons de Russula e Lactifluus 

foram encontrados, como era esperado (amostras R54M25, R65M36, R93M23 e R102M23). 

Também foram obtidas sequências a partir de ECMs que coincidiram com sequências de 

Tomentella (amostras R13M10, R52M24, R59M36, R63M35, R67M36, R93M23, 

R96M23). Em outros trabalhos Tomentella tem se mostrado diverso em regiões tropicais 

(Alvarez-Manjarrez et al., 2015).  Haug et al. (2004) confirmaram em seu trabalho a 

associação de membros de Russulaceae e Thelephoraceae com Guapira. Em nosso trabalho 

identificamos molecularmente raízes de Guapira (Nyctaginaceae) e Dalechampia 

(Euphorbiaceae) como simbiontes de fungos nas áreas coletadas, confirmando o estado 

ectomicorrízico dessas famílias, já observado por Agerer & Rambold (2004 - 2020). 

Dalechampia porém, é um gênero da família Euphorbiaceae possivelmente inédito para 

registros ectomicorrízicos, porém não foi possível a identificação do fungo simbionte através 

de análises moleculares, sendo necessárias mais coletas e mais estudos com espécimes desse 

gênero. 

Durante muito tempo, os estudos da comunidade de fungos ectomicorrízicos nas 

regiões tropicais foram feitos quase exclusivamente baseados na presença de basidiomas. 

Com o avanço na biologia molecular e na morfotipagem tornou-se possível identificar 

micobiontes até mesmo em micorrizas que possuem apenas alguns milímetros de 

comprimento. No entanto, ainda não existem protocolos ou guias para a descrição ou 

determinação de ECMs tropicais. Além disso, tornou-se possível a identificação daqueles 

fungos que não produzem estruturas reprodutivas conspícuas, como por exemplo espécimes 

do gênero Tomentella, fato que muitas vezes impede a inclusão destas espécies em listas de 

fungos ectomicorrízicos conhecidos (Dahlberg, 2001). Embora sequências de Tomentella 

tenham sido encontradas durante esse trabalho, os basidiomas não foram observados nas 

expedições de campo (Kõljalg, 1996; Jakucs; Erős-Honti, 2008). 
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6 CONCLUSÃO 

 

Em nosso trabalho foi possível confirmar associações ectomicorrízicas entre 

Lactifluus catarinensis e Guapira opposita, evidenciando a presença dessa associação 

simbótica em regiões neotropicais. Os estudos com ECMs e o entendimento dessa associação 

em regiões neotropicais ainda é um desafio, pois ainda são muito recentes e não se sabe como, 

com quem e onde exatamente acontece essa associação. Por isso, tem sido de grande 

importância que estudos como esse sejam realizados nessas regiões.  

Pesquisas em diversas áreas da biologia, como a fisiologia, anatomia, molecular, 

taxonomia e ecologia devem ser realizadas a fim de compreender melhor as associações 

ectomicorrízicas em regiões neotropicais e a sua importância para o meio ambiente. Esse 

trabalho sugere que existem ainda muitas espécies as serem descritas e que necessita de um 

melhor entendimento sobre as diferenças morfológicas das ECMs neotropicais quando 

comparadas com as ECM de regiões temperadas.  
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APÊNDICE A – Protocolo de extração de DNA (Basidiomas) 

1. Macere com ajuda de um pilão e um cadinho os basidiomas com nitrogênio 

líquido e após macerado transfira o material para um microtubo de 1,5 ml ou 

2 ml; 

2. Deixe o CTAB em banho maria à 60 ºC antes de usá-lo; 

3. Adicione 800 µL da solução de CTAB e adicione 4 µL de ß-mercapto; 

4. Incube a amostra a aproximadamente 60 ºC por 1 hora em banho maria; 

5. Adicione 800 µL da solução 24:1 Clorofórmio: Álcool isoamílico e misture 

bem; 

6. Centrifugue por 10 min em 13000 rpm. Após a centrifugação, a amostra 

estará dividida em 3 fases: uma superior aquosa (contendo o DNA), uma 

fase intermediária sólida (detritos) e uma fase inferior composta de 

clorofórmio; 

7. Cuidadosamente, pipete a fase superior retirando-a e colocando em um novo 

microtubo, cuidado para não pipetar nenhuma parte das fases intermediária 

e inferior; 

8. Adicione nesse novo microtubo 400 µL de Isopropanol gelado e misture 

bem; 

9. Armazene a amostra em congelador por até 24 horas a overnight; 

10. Centrifugue a amostra por 3 minutos a 13000 rpm; 

11. Pipete e descarte todo o líquido, com cuidado para não perder o pellet de 

DNA; 

12. Adicione 700 µL de Etanol 70% gelado e misture bem; 

13. Centrifugue por 1 minuto a 13000 rpm e após isso pipete e descarte o líquido, 

com cuidado para não perder o pellet; 

14. Adicione 700 µL de Etanol 95% gelado e misture bem; 

15. Centrifugue por 1 minuto a 13000 rpm e após isso pipete e descarte o líquido, 

com cuidado para não perder o pellet; 

16. Seque o pellet de DNA, deixando o tubo aberto até que todo álcool evapore; 

17. Ressuspenda as amostras em 100 µL de tampão TE e armazene pelo menos 

1 hora em freezer antes de realizar um novo procedimento. 
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APÊNDICE B – Protocolo de extração de DNA (Raiz) 

1. Macere com nitrogênio líquido o tecido vegetal (raiz sem manto) e após 

macerado transfira o material para um microtubo de 1,5 ml ou 2 ml; 

2. Adicione 800 µL de solução CTAB 

3. Incube à 65 ºC por 1h em banho maria, agitando a cada 10 minutos; 

4. Deixar esfriar em temperatura ambiente por 5 minutos; 

5. Adicione 800 µL da solução 24:1 Clorofórmio: Álcool isoamílico gelado e 

misturar delicadamente por inversão por aproximadamente 1 minuto; 

6. Centrifugue a 10000 rpm por 10 minutos e transfira a fase aquosa superior 

para um microtubo limpo de 1,5 ml ou 2 ml; 

7. Adicione novamente 800 µL da solução 24:1 Clorofórmio: Álcool 

isoamílico gelado e misturar delicadamente por inversão por 

aproximadamente 1 minuto; 

8. Centrifugue a 10000 rpm por 10 minutos e transfira a fase aquosa superior 

para um microtubo limpo de 1,5 ml ou 2 ml; 

9. Adicione 300 µL de isopropanol e misture delicadamente por inversão por 1 

minuto; 

10. Armazene a – 20 ºC por até 24 horas em overnight; 

11. Centrifugue a 10000 rpm por 10 minutos e descarte o sobrenadante; 

12. Adicione 500 µL de etanol 70% gelado e centrifugue a 10000 rpm por 5 

minutos; 

13. Descarte o sobrenadante com o auxílio da micropipeta; 

14. Repita a etapa 12 e 13 utilizando etanol 80% e depois etanol 90%; 

15. Seque o pellet de DNA, deixando o tubo aberto até que todo álcool evapore; 

16. Ressuspenda as amostras em 50 µL de tampão TE; 

17. Adicione 1 µL de RNAse (10 mg/ml) e deixe o tubo em temperatura 

ambiente por 2 – 24 horas (etapa facultativa); 

18. Armazene pelo menos 1 hora em freezer antes de realizar um novo 

procedimento. 
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APÊNDICE C – Protocolo de PCR direta (ECMs) 

MasterMix 5x ----------- 10 µL 

Primer F ------------------ 2 µL 

Primer R ------------------ 2 µL 

H2O ---------------------- 30 µL 

BSA ----------------------- 2 µL 

DNA ----------------------- 4 µL 

Total ----------------------50 µL 

Os primers são utilizados na concentração de 10 pMol/L. 

O programa usado no termociclador teve a desnaturação inicial (6min 95°C), 30 

ciclos (30s 94 °C; 30s 55 °C; 1 min 72 °C) e uma extensão final (10 min 72°C). 

 

APÊNDICE D – Protocolo de PCR ITS (Basidioma) 

MasterMix 5x ----------- 5 µL 

Primer F ------------------ 1 µL 

Primer R ------------------ 1 µL 

H2O ---------------------- 15 µL 

DNA ----------------------- 3 µL 

Total ----------------------25 µL 

Os primers são utilizados na concentração de 10 pMol/L. 

O programa utilizado no termociclador teve a desnaturação inicial (2min 94°C), 40 

ciclos (30s 94 °C; 45s 55 °C; 1 min 72 °C) e uma extensão final (7 min 72°C). 

 

APÊNDICE E – Protocolo de PCR ITS (Raiz) 

MasterMix 5x ----------- 5 µL 

Primer F ------------------ 1 µL 

Primer R ------------------ 1 µL 

H2O ---------------------- 15 µL 

DNA ----------------------- 3 µL 

Total ----------------------25 µL 

Os primers são utilizados na concentração de 10 pMol/L. 

O programa usado no termociclador teve a desnaturação inicial (2min 94°C), 30 

ciclos (1min 94 °C; 1min 50 °C; 1,5min 72 °C) e uma extensão final (4 min 72°C).   
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APÊNDICE F – Protocolo de Purificação  

1. Adicionar o mesmo volume de PEG 20% para o volume de DNA (produto 

de PCR) (25 µL para extração de DNA e 50 µL para PCR direta); 

2. Incubar 30 minutos em banho maria a 37 ºC; 

3. Centrifugar 15 minutos a 13000 rpm; 

4. Descartar o sobrenadante com a micropipeta, deixando sempre o fundo onde 

está o pellet; 

5. Adicionar 125 µL de etanol 80% gelado (250 µL para PCR direta);  

6. Centrifugar por 5 minutos a 13000 rpm; 

7. Repetir a etapa 4; 

8. Adicionar 125 µL de etanol 95% gelado (250 µL para PCR direta);  

9. Centrifugar por 5 minutos a 13000 rpm; 

10. Retirar o excesso de líquido e secar em temperatura ambiente até evaporar 

todo o etanol (deixar overnight ou utilizar banho seco em aproximadamente 

37 ºC); 

11. Ressuspender em 25 µL de água Miliq (ultrapura) ou tampão TE (50 µL para 

PCR direta); 
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