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RESUMO

Um dos principais componentes bióticos associado a áreas de campo, que
desempenham importantes serviços ecossistêmicos, é a micobiota, um dos mais
diversos grupos de organismos nos solos de ecossistemas naturais terrestres. Além
de rica, a comunidade fúngica do solo é considerada mantenedora da saúde dos
ecossistemas. Apesar disso, diversas formações de campo são negligenciadas no
Brasil, como os Campos de Cima da Serra, que são formações associadas aos
Campos Sulinos, no sul do Brasil. Por consequência, a micobiota do solo dessas
formações ainda é totalmente desconhecida. Dessa maneira, o objetivo principal
deste trabalho é caracterizar taxonomicamente e funcionalmente a micobiota do solo
associado a áreas de Campos de Cima da Serra. Para isso, foram coletadas 36
amostras compostas de solo em áreas representativas da formação. As amostras
foram submetidas a sequenciamento metagenômico shotgun livre de PCR, que pode
enviesar a análise da micobiota recuperada. Ainda, as amostras de solo foram
submetidas à caracterização físico-química para determinação de fatores edáficos.
Foram geradas ao todo cerca de 150 mil sequências representantes da região ITS
do rRNA ribossomal, que permitiram a identificação de 613 gêneros inseridos em 18
filos do reino Fungi. Destes, 245 gêneros estão presentes em todas as áreas
amostradas, e portanto compõem a comunidade principal da micobiota dos Campos
de Cima da Serra. Apesar das áreas amostradas apresentarem índices de
diversidade alfa semelhantes, ordenações de escalonamento multidimensional não
métrico apontam para comunidades distintas, sendo suas composições
influenciadas principalmente pela área de coleta e teor de Mg em modelos de
perMANOVA. Inesperadamente e em contraste com os padrões observados
globalmente, a maioria dos fatores edáficos testados não influenciaram de maneira
significativa a composição das comunidades recuperadas. As comunidades
identificadas são dominadas por fungos saprotróficos, seguidos de simbiotróficos e
patotróficos, apresentando homogeneidade na dominância destes grupos funcionais
ao longo do espaço amostral, indicando redundância funcional da micobiota em
escalas locais. Os resultados obtidos aqui revelam a grande diversidade de fungos
associados aos solos dos Campos de Cima da Serra. Ainda, apontam para uma
grande heterogeneidade em escala local na micobiota dessas áreas. Os dados
gerados neste trabalho servem de base para a criação de estratégias de
conservação e monitoramento dos Campos de Cima da Serra que possam levar em
consideração a micobiota e os diferentes serviços ecossistêmicos que o grupo
desempenha. Estudos futuros devem buscar entender quais outros fatores abióticos
e bióticos podem influenciar a composição das comunidades fúngicas, assim como
entender qual o papel ecossistêmico dos gêneros dominantes nesta formação.
Trabalhos que foquem no entendimento do efeito das pressões historicamente
aplicadas nos Campos de Cima da Serra também poderão avançar de maneira
significativa no conhecimento necessário para a conservação desta formação e sua
diversidade associada.



Palavras-chave: sequenciamento de alto rendimento; ecologia de fungos do solo;
Funga



ABSTRACT

An essential biotic component associated with grasslands, areas that contribute with
ecosystem services, is the mycobiota, one of the most diverse groups in terrestrial
ecosystems' soils. Besides being rich, fungal communities are considered ecosystem
health maintainers. Despite this, some Brazilian grassland formations are neglected,
such as the Campos de Cima da Serra, a unique formation associated with the
Campos Sulinos in Southern Brazil. As a consequence, the soil mycobiota of these
areas is still largely unknown. As such, the main aim of this work is to taxonomically
and functionally characterize the soil mycobiota of these areas. In total, 36 soil
samples were collected in the Campos de Cima da Serra region, which were
sequenced using shotgun metagenomics, avoiding potential biases introduced by
PCR-dependent methods. Chemical analyses were conducted to measure edaphic
variables. Around 150.000 ITS rRNA representative sequences were generated,
identifying 613 genera belonging to the Fungi kingdom. Of those, 245 genera
constitute the Campos de Cima da Serra core mycobiota. Despite the evenness
found in alpha diversity among sampled areas, non-metric multidimensional scaling
showed that the identified communities have different compositions, being influenced
mainly by sampling area and Mg content. Unexpectedly, the identified communities'
composition did not respond to most of the tested edaphic factors, a global pattern
for soil mycobiota. The Campos de Cima da Serra mycobiota is dominated by
saprotroph species, followed by simbiotrophs and pathotrophs, showing dominant
homogeneity through the sampling space, which is an indicator of functional
redundancy at the local scale. The results obtained point to a great fungal diversity
associated with Campos de Cima da Serra areas, which was until now completely
unknown. In addition, these data indicate an important soil mycobiota local scale
heterogeneity in terms of composition. The data generated in this work establish a
baseline for monitoring and conservation strategies that account for the mycobiota
and the ecosystem services associated with the group. Future studies should focus
on a broader and deeper sampling of the soil mycobiota, and which abiotic and biotic
factors can also modulate fungal community compositions, as well as understand
which services the core mycobiota can execute. Also, studies dedicated to
understanding the impact of constant pressures in the Campos de Cima da Serra
region, such as fire and grazing, could significantly advance the required knowledge
to preserve this formation and its associated diversity.

Keywords: high throughput sequencing; soil fungal ecology; Funga.
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1 INTRODUÇÃO

Áreas de campo são caracterizadas abrangentemente como formações

dominadas por espécies de gramíneas e com presença escassa de árvores e

arbustos (Buisson et al., 2018; Parr et al., 2014). Essas áreas apresentam distinta

biodiversidade em diferentes ecorregiões, e ocupam cerca de 40% da superfície

terrestre. Ainda, contribuem globalmente para a segurança alimentar e produção de

commodities (Zhao et al., 2020), além de estocar cerca de um terço do carbono

global (White et al., 2000). Ecossistemas de campo possuem um maior potencial na

estocagem de carbono quando comparados com ecossistemas florestais (Bennett et

al., 2023; Dass et al., 2018). Portanto, se conservados, podem atuar como agentes

chave na mitigação dos impactos das mudanças globais (Yang et al., 2019).

Essa capacidade de retenção de carbono está diretamente relacionada com

a micobiota associada aos solos destes ecossistemas (Bai; Cotrufo, 2022), ambiente

que apresenta concordância com os padrões globais de alta diversidade de

espécies. O reino Fungi tem cerca de 2.5 milhões de espécies estimadas, porém

somente cerca de 5% dessa diversidade é conhecida (Antonelli et al., 2023;

Niskanen et al., 2023). Apesar disso, a micobiota está presente como um dos grupos

mais diversos no solo (Anthony; Bender; van der Heijden, 2023), sendo fortemente

modulado por fatores edáficos em amplas escalas (Tedersoo et al., 2014). Essa alta

diversidade está intrinsecamente associada a uma grande importância para a saúde

dos ecossistemas, já que os fungos são considerados principais mantenedores do

funcionamento ecossistêmico (Bardgett; van der Putten, 2014) e moduladores da

produtividade, composição das comunidades e diversidade de espécies vegetais

(Brundrett; Tedersoo, 2018; Chen et al., 2016; Koziol; Bever, 2017). Ainda, as

comunidades de fungos são especialmente importantes para os ecossistemas de

campo, já que aceleram sua recuperação em cenários de distúrbio (Koziol; Bever,

2017).

Apesar de sua importância multifacetada, os ecossistemas de campo e, por

consequência, sua micobiota, são constantemente esquecidos e negligenciados em

esforços de conservação. Os campos são geralmente interpretados como áreas sob

o efeito de distúrbios ou como vegetação em estádio inicial de sucessão (Bond; Parr,

2010; Overbeck et al., 2007; Silveira et al., 2020). Esses equívocos são verdadeiros

para os Campos Sulinos no Brasil, e especialmente para os Campos de Cima da
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Serra (CCS), que constituem um mosaico com as ameaçadas Floresta de Araucária,

fragmentos de mata nebular e as zonas de turfeiras em áreas de altitude do Sul do

Brasil, inseridos na Mata Atlântica (Behling; Pillar, 2007; Overbeck et al., 2022).

Como consequência disso, restam somente 46% das áreas de campo do Brasil

(Overbeck et al., 2022), e somente cerca de 0.5% dos Campos Sulinos está inserido

em unidades de conservação (Overbeck et al., 2007).

Essas formações únicas e pouco estudadas (Menezes et al., 2022) foram

mantidas desde o Holoceno médio até os dias atuais através da pastagem de

grande herbívoros e a presença de fogo, sendo dependentes desses distúrbios

(Jeske-Pieruschka et al., 2010; Suhs; Giehl; Peroni, 2020). Portanto, mesmo que

incluídas em unidades de conservação, as políticas ambientais brasileiras

anti-distúrbio adicionam ainda mais fragilidade a estas formações (Mistry et al.,

2019). Em somente três décadas sem a aplicação desses distúrbios os CCS podem

substancialmente serem convertidos naturalmente em florestas (Suhs; Giehl; Peroni,

2020). Dessa forma, a curto prazo também estão em risco a micobiota associada e

os serviços ecossistêmicos desempenhados por estas áreas, assim como sua

importância para a mitigação de impactos da crise climática global.

Entretanto, a adequação dos planos de conservação não é suficiente para a

proteção plena dos CCS. É urgente o entendimento da micobiota associados a estes

ecossistemas, especialmente sua composição taxonômica, homogeneidade e

funcionalidade, já que as relações entre riqueza de espécies e funcionalidades são

complexas e aparentemente independentes (Villéger; Mason; Mouillot, 2008).

Avanços no conhecimento da micobiota associado aos CCS nessa direção poderão

possibilitar a inclusão futura de serviços ecossistêmicos na delimitação de políticas

ambientais, uma prática considerada um novo paradigma na conservação (Barron,

2023; Labouyrie et al., 2023). Ainda, entender aspectos e padrões da biodiversidade,

além de quantificá-la, é essencialmente o primeiro passo para perguntas

fundamentais relacionadas à ecologia e conservação (Mouchet et al., 2010; Purvis;

Hector, 2000), dado que a falta de conhecimento é positivamente correlacionada

com maiores riscos para a diversidade de espécies (Borgelt et al., 2022; Cardoso et

al., 2011).

Enquanto a micobiota de algumas áreas de campo tem recebido crescente

atenção a nível global (Fernandes et al., 2022; Palumbo et al., 2021; Wang et al.,

2023) e no Brasil, especialmente no Cerrado (Castro et al., 2016; Coutinho et al.,
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2015; Coutinho et al., 2019; Figueiredo et al., 2023; Monteiro et al., 2023), poucos

estudos foram conduzidos com a micobiota associada aos Campos Sulinos.

Somente esforços recentes foram desprendidos para caracterizar as comunidades

de fungos nessas formações, porém estes estão limitados às áreas de campo

inseridas no Pampa (Andrade et al., 2023). Apesar destas áreas estarem inseridas

nos Campos Sulinos, elas apresentam grandes diferenças em sua biota quando

comparadas aos CCS, sendo consideradas formações distintas (Overbeck et al.,

2022).

Considerando a importância indiscutível e variada dos CSS e a negligência

imposta a estas áreas, existe uma urgente necessidade de compreender a micobiota

associada a estas formações para a garantia da sua manutenção e de seus

inestimáveis serviços ecossistêmicos. Até o presente, nenhum estudo com foco no

entendimento de quais táxons compõem a micobiota associada aos CCSs e quais

funções eles podem desempenhar nestes ecossistemas foi conduzido. O presente

estudo teve como objetivo geral a caracterização taxonômica e funcional da

micobiota do solo associado aos CCSs, a partir de sequenciamento de alto

rendimento de amostras de solo de áreas preservadas e inseridas no Parque

Nacional de São Joaquim, que está entre os parques com a maior porcentagem de

áreas de CCS protegidas (Overbeck et al., 2007). As seguintes perguntas

fundamentais estabelecem os objetivos específicos deste trabalho: (1) O quão

diverso é e qual é a composição da micobiota dos CCSs? (2) O quão homogêneo é

a micobiota dos CCSs em escala local? (3) Quais fatores edáficos estão

relacionados com a composição da comunidade de fungos nestas formações?

2DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAIS E MÉTODOS

2.1.1 Caracterização da área de amostragem e coleta de solos
As áreas de CCS amostradas estão inseridas no Parque Nacional de São

Joaquim, na região Sul do Brasil, integrando parte das áreas associadas aos

Campos Sulinos (Figura 1). O clima da região é classificado como temperado com

inverno seco e verão chuvoso (Cwb, classificação de Koppen-Geiger). As coletas

foram realizadas na época seca entre 25 e 27 de maio de 2022, com temperatura

média de 10.3ºC, máxima de 14ºC e mínima de 8ºC (INMET, 2022), com
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precipitação média anual na região variando entre 1600 a 1900 mm. O desenho

amostral empregado foi constituído de três blocos de amostragem com uma

distância média de 4.3 km entre si e compostos por doze unidades amostrais (UA)

dispostas em três transectos e separadas por 15 m de distância (Figura 1). A

distância adotada entre UAs é condizente ou maior do que a adotada em outros

estudos envolvendo a micobiota do solo (Grau et al., 2019; Marí et al., 2020; Rosa et

al., 2020). Um estudo envolvendo delineamentos de amostragem em blocos

semelhantes com o empregado nesse trabalho encontrou autocorrelação espacial

entre as amostras, porém a inclusão de amostras espacialmente

autocorrelacionadas não afetou significativamente a interpretação dos dados

gerados (Buscardo et al., 2021).

Figura 1 – Áreas de amostragem nos Campos de Cima da Serra, formação
integrante dos Campos Sulinos (a). As localizações dos blocos estão marcadas
pelos pontos pretos e suas nomenclaturas estão indicadas na figura. Esquema de
amostragem utilizado em cada uma das três áreas amostradas (b). Representação
da fitofisionomia das áreas amostradas (c). A demarcação das diferentes formações
dos Campos Sulinos foi baseada na delimitação de Overbeck et al. (2022), utilizando
um shapefile das regiões de campos disponibilizado pelo IBGE (IBGE, 2023).
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Cada amostra foi composta por quatro amostras simples coletadas nas

arestas das UAs equidistantes a 1.2 m do centro das mesmas. Amostras de solo

adjacentes foram coletadas em cada UA para realização de caracterização

físico-química do solo. As coletas foram realizadas utilizando um trado cilíndrico de

2.54 cm de diâmetro inserido até uma profundidade de 10 cm. Pontos de coleta

coincidentes com afloramentos rochosos ou solo raso foram realocados para área

de solo adjacente mais próxima. Para evitar contaminações cruzadas e outras fontes

de contaminação, foram utilizadas luvas descartáveis e todos os equipamentos

utilizados foram esterilizados utilizando solução de hipoclorito de sódio 1% entre

cada UA. Imediatamente após a coleta em saco plástico estéril, as amostras

compostas foram armazenadas em caixas térmicas com temperaturas abaixo de

4ºC. As amostras compostas foram homogeneizadas através de agitação rigorosa

do seu conteúdo por 2-5 minutos, alíquotas foram retiradas em tubos Eppendorf de 2

mL e transferidas para freezer a -20ºC até o processamento.

2.1.2 Caracterização físico-química do solo
As amostras de solos adjacentes às coletadas para sequenciamento foram

secas ao ar, destorroadas, passadas em peneira com malha de 2 mm e submetidas

à análises físicas e químicas para determinação de Argila, pH, Al3+, Ca2+, Mg2+,

Na+, K+, H+, H+ + Al3+, P5+, S, T, V, Ca/Mg, Ca/K, Mg/K, seguindo a metodologia

de Teixeira et al. (2017).

2.1.3 Extração, quantificação de DNA total e sequenciamento
Para cada amostra, 125-250 mg de solo foram submetidos a extração de

DNA total utilizando o kit de extração ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit (Zymo

Research, California, Estados Unidos), seguindo as recomendações do fabricante.

As extrações de DNA total foram quantificadas utilizando 2 µL de solução em um

espectofotômetro de absorção NanoVue (GE Healthcare, Chicago, Estados Unidos).

As amostras de DNA total de alta qualidade foram sequenciadas na plataforma de

sequenciamento de alto rendimento Illumina HiSeq 2500 (Illumina, Califórnia,

Estados Unidos), utilizando metodologia pair-ended com sequências de 150 pares

de base.
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2.1.4 Análise bioinformática das sequências geradas
Ao total, 32 amostras foram sequenciadas com sucesso e as sequências

resultantes foram avaliadas quanto sua qualidade (Phred score) utilizando os

softwares FastQC v0.12.0 (Andrews, 2010) e MultiQC v1.13 (Ewels et al., 2016). Já

que as sequências apresentaram alta qualidade (Phred score médio = 35.64, mínimo

= 33.94 e máximo = 36.45), não foram aplicados filtros de qualidade para a remoção

de sequências. Para realizar a extração de sequências provenientes da região

Espaçadora Interna Transcrita (Internal Transcribed Spacer - ITS) do RNA

ribossomal nuclear, considerada o barcoding universal de espécies de fungos

(Schoch et al., 2012), e posterior classificação taxonômica, o software SortMeRNA

v4.3.6 (Kopylova; Noé; Touzet, 2012) foi utilizado para alinhar as sequências de

todas as amostras contra a base de dados UCHIME v9.0 (Nilsson et al., 2015), que

contém sequências completas e taxonomicamente anotadas da região ITS de

espécies de fungos.

Após o alinhamento e extração de sequências representantes da região ITS,

estas passaram por filtros de qualidade através de scripts pessoais escritos em

Python v3.9 (Van Rossum; Drake, 2009). Apesar do tamanho das sequências

geradas serem condizentes com o tamanho mínimo utilizado em estudos

relacionados a micobiota (Canini et al., 2019; Figueiredo et al., 2023; Klavina et al.,

2023; Ogaki et al., 2021; Rosa et al., 2021), estas são relativamente pequenas

quando comparadas com o tamanho médio das sequências de referência da região

ITS contidas na base de dados utilizada. Portanto, critérios adstringentes foram

utilizados nos filtros de qualidade das sequências taxonomicamente anotadas, com

o objetivo de evitar alinhamentos espúrios com as sequências de referência.

Sequências com cobertura menor do que 90% no alinhamento com a sequência

referência e probabilidade de alinhamento aleatório maior do que 0.05 foram

descartadas. Ainda, sequências não classificadas como pertencentes ao reino Fungi

foram também descartadas. Para as sequências que retornaram mais de um

alinhamento possível, o alinhamento de maior qualidade foi selecionado com base

nos parâmetros e limiares citados acima, em conjunto com a porcentagem de

identidade em relação a sequência de referência, tamanho do alinhamento

resultante e bit-score do alinhamento.

A confiança na classificação taxonômica e escolha do nível taxonômico

associado a cada sequência foram determinados a partir da utilização de limiares
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mínimos de porcentagem de identidade dos alinhamentos. Os limiares mínimos

foram definidos como porcentagem de identidade maior ou igual a (>=) 93% para

gênero, >=91% para família, >=88% para ordem, >=85% para classe, >=80 para filo

e >=70% para reino, seguindo padrões semelhantes de similaridade para a região

ITS definidos por Vu et al., (2018). Sequências com porcentagem de identidade

menor do que 70% não foram consideradas em nenhum nível taxonômico. A

identidade não foi realizada até o nível de espécie devido a dificuldade de

delimitação de espécies em diversos grupos com base somente na região ITS

(Hibbett, 2016). Os modos tróficos dos gêneros identificados foram definidos

utilizando a base de dados FunGuild (Nguyen et al., 2016), que anota a

funcionalidade dos táxons a partir de dados de estudos fisiológicos e do

conhecimento de especialistas. São definidos três grandes grupos com diferentes

modos tróficos, sendo estes, simbiotróficos (táxons que realizam associações

simbióticas com outros organismos), saprotróficos (táxons que possuem a

capacidade de degradar matéria orgânica a partir de diferentes substratos) e

patotróficos (táxons que reconhecidamente causam doenças em outros

organismos).

Foram mantidos somente os gêneros com identidades prováveis e

altamente prováveis. Gêneros que foram identificados como pertencentes a dois

modos tróficos foram considerados para ambos modos.

2.1.5 Análises estatísticas
Todas as análises foram realizadas utilizando scripts escritos em R v4.2.2

(R Language, 2023). Tabelas de abundância relativas foram construídas a nível de

ordem e gênero para cada uma das amostras através da multiplicação por 100 do

quociente resultante da divisão do número total de sequências de um determinado

táxon pelo total de sequências presentes na amostra e identificadas ao mesmo nível

taxonômico. Como as amostras apresentaram diferentes números totais de

sequências representantes da região ITS, a tabela de gêneros com números

absolutos de sequências por táxon foi rarefeita utilizando 1000 iterações ao nível de

amostra para a menor contagem de sequências (N = 287), utilizando a função rrarefy

do pacote vegan v2.6.4 (Oksanen et al., 2019). Para cada iteração, os valores

resultantes foram armazenados e a média entre as 1000 iterações foi utilizada como
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tabela final. Os índices de diversidade alfa Shannon e Simpson foram calculados a

nível de amostras.

A comunidade principal de gêneros de fungos foi definida a partir da

intersecção de gêneros entre as três áreas amostradas e visualizada utilizando um

diagrama de Venn gerado com a função venn.diagram do pacote VennDiagram

v1.7.3 (Chen; Boutros, 2011). A construção do diagrama de Venn foi realizada com

os dados não rarefeitos, a fim de evitar a potencial exclusão de gêneros identificados

em blocos com amostras de maior profundidade no sequenciamento. Análises de

abundância diferencial para gêneros presentes em todos os blocos e com

abundância relativa média maior ou igual a 5% em ao menos um dos blocos foram

realizadas utilizando o teste de análise de variância não paramétrico Kruskal-Wallis

(Kruskal; Wallis, 1952) seguido do teste post-hoc de comparações múltiplas de Dunn

(Dunn, 1964), utilizando as funções kruskal.test do pacote base stats v4.2.2 e

dunnTest do pacote FSA v0.9.5 (Ogle et al., 2023), respectivamente. Os mesmos

testes foram aplicados para os índices de diversidade alfa entre blocos.

Para a visualização das similaridades das comunidades de gêneros e modos

tróficos entre amostras, ordenações multivariadas foram construídas utilizando

Escalonamento Multidimensional Não Métrico com a medida de dissimilaridade de

Bray-Curtis (Bray & Curtis, 1957), duas dimensões (k = 2) e um máximo de 500

iterações (trymax = 500), com base na tabela de gêneros rarefeita transformada

utilizando a transformação de Hellinger (Legendre & Gallagher, 2001). A função

metaMDS do pacote vegan v2.6.4 foi utilizada para a construção da ordenação. Para

estimar o efeito dos locais de coleta e variáveis edáficas na variação da composição

da comunidade de gêneros e dos diferentes modos tróficos, modelos baseados em

análises de variância multivariadas com permutação (perMANOVA, Anderson, 2017)

foram construídos utilizando matrizes de dissimilaridade de Bray-Curtis geradas a

partir das tabelas de gênero e modos tróficos rarefeitas transformadas utilizando a

transformação de Hellinger, com um total de 9999 permutações. Para evitar

multicolinearidade nos modelos gerados, variáveis edáficas com alto fator de

inflação de variância (VIF) foram excluídas até que todas as variáveis atingissem VIF

< 5 entre si. Ainda, as variáveis edáficas foram normalizadas utilizando a função

decostand com os parâmetros method = 'standardize' e scale = TRUE. Foram

gerados dois tipos de modelos de perMANOVA, modelos testando as variáveis de

maneira única e independente, e um modelo final incluindo todas as variáveis não
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correlacionadas. Para todas as análises realizadas, um valor-p < 0.05 foi

considerado como indicativo de significância estatística. O pacote dplyr v1.1.3

(Wickham, 2019) foi utilizado para o tratamento e manipulação de dados e as

visualizações foram construídas utilizando o pacote ggplot2 v3.4.4 (Wickham, 2011).

2.2 RESULTADOS

2.2.1 Sequências geradas representantes da micobiota dos Campos de Cima
da Serra

Foram extraídas ao total 2.245.929 sequências representativas da região

ITS no alinhamento com a base de dados referência. Destas, 149.570 foram retidas

após a aplicação dos filtros de qualidade utilizados, sendo consideradas

representantes do reino Fungi. Após a aplicação dos filtros de qualidade para a

identidade, 87.3% das sequências foram recuperadas em até filo, 77.2% até classe,

69.6% até ordem, 49.7% até família e 39.2% até gênero.

2.2.2 Diversidade alfa da micobiota dos Campos de Cima da Serra a nível de
gênero

As áreas amostradas apresentaram índices de diversidade alfa de Shannon

similares, sem diferenças estatísticas significantes entre blocos (Chi-quadrado =

1.01, p = 0.60, df = 2) (Figura 2a). O mesmo padrão de não significância estatística

foi encontrado para o índice de Simpson (Chi-quadrado = 0.81, p = 0.66, df = 2).

Apesar disso, o bloco B1 apresentou o maior valor médio do índice de Shannon,

com uma média de 3.81 (desvio padrão = 0.12), seguido de B2 (média = 3.76,

desvio padrão = 0.12) e B5 (média = 3.73, desvio padrão = 0.29). Para o índice de

Simpson, a média dos bloco apresentaram pequenas diferenças (B1 = 0.959, B2 =

0.958, B5 = 0.95), e assim como para o índice de Shannon, a dispersão intra-bloco é

maior em B5 (desvio padrão = 0.02) quando comparado com B1 (desvio padrão =

0.009) e B2 (desvio padrão = 0.006).
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Figura 2 – Índices de Shannon (a) e Simpson (b) calculados com base nos gêneros
detectados nas áreas amostradas de Campos de Cima da Serra. n.s. = não
significativo.

Para os modos tróficos identificados, os índices de diversidade alfa

apresentaram padrões similares aos encontrados para a comunidade geral de

gêneros (Figura 3). Os valores dos índices de Shannon e Simpson são semelhantes

entre blocos, e exceto para o índice de Shannon para simbiotróficos, não existem

diferenças com significância estatística (Figura 3). O bloco B2 possui uma média do

índice de Shannon de simbiotróficos menor em comparação com os blocos B1 e B5,

sendo estatisticamente diferente do bloco B5 (Figura 3c). Os mesmos padrões de

dispersão de valores intrabloco observados na comunidade total para os índices de

diversidade alfa calculados são observáveis nos índices calculados para cada modo

trófico identificado na comunidade.
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Figura 3 – Índices de Shannon e Simpson calculados para os gêneros saprotróficos
(a, b), simbiotróficos (c, d) e patotróficos (e, f) detectados nas áreas amostradas de
Campos de Cima da Serra. Diferenças estatísticas significantes entre as áreas
amostradas estão indicadas por letras de acordo com teste post-hoc de Dunn. n.s. =
não significativo.

2.2.3 Composição da comunidade de gêneros da micobiota dos Campos de
Cima da Serra

A comunidade total de gêneros detectados é estruturada de acordo com os

blocos de origem, resultando em três comunidades claramente distintas e com

diferentes dissimilaridades internas (Figura 4a), com a variável explicando 15.6% da

variação observada (Tabela 1). Para os modos tróficos detectados a estruturação

com base nos blocos amostrados também é visualmente evidente, porém menos

clara do que na comunidade total (Figura 4b-d), com exceção dos gêneros

saprotróficos (Figura 8b). Porém, os resultados da perMANOVA corroboram as

ordenações, já que dentre as variáveis testadas, quando consideradas

independentemente, a origem da amostra (bloco) é a variável que mais explica a

composição das comunidades totais de gêneros e modos tróficos recuperados
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(Tabela 1). O mesmo ocorre quando as variáveis são consideradas em conjunto no

modelo final (Tabela 2).

Figura 4 – Ordenações construídas utilizando Escalonamento Multidimensional não
Métrico e a medida de dissimilaridade de Bray-Curtis, duas dimensões (k = 2) e um
máximo de 500 iterações (trymax = 500). Foram utilizadas matrizes rarefeitas e
transformadas utilizando a transformação de Hellinger. Toda a comunidade de
gêneros, stress = 0.143 (a). Gêneros saprotróficos, stress = 0.158 (b). Gêneros
simbiotróficos, stress = 0.136 (c). Gêneros patotróficos, stress = 0.167 (d).

O bloco de origem explica de 12.1% até 17.9% da variação observada nos

modos tróficos (Tabela 1 e 2). O teor de P foi a segunda variável que melhor

explicou de maneira independente a composição observada da comunidade total,

com 7% da variação atribuída. O teor de Al, Mg, porcentagem de matéria orgânica

(M.O.) e CTC explicaram de maneira independente porcentagens similares da

variação observada na comunidade total. O mesmo padrão de variáveis

independentemente significantes foi observado para a comunidade de gêneros
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saprotróficos e patotróficos, com exceção da porcentagem de matéria orgânica para

o último caso. A composição da comunidade de gêneros simbiotróficos teve como

variáveis significantes somente a origem da amostra e o teor de P, explicando 17.9%

e 9.5% da variação, respectivamente, com o teor de Al sendo marginalmente não

significante. Dentre o restante das variáveis não correlacionadas e testadas em

modelos independentes, somente a porcentagem de argila, o pH e teor de K não

foram significativas para toda a comunidade de gêneros. O mesmo padrão de não

significância se manteve para os modelos considerando os modos tróficos

identificados. As variáveis edáficas utilizadas nos modelos de perMANOVA estão

ilustradas no Apêndice A.

Tabela 1 – Variáveis não correlacionadas (VIF < 5) testadas de maneira
independente com perMANOVA baseada em matrizes de dissimilaridade de
Bray-Curtis dos gêneros e modos tróficos identificados, rarefeitas e transformadas
utilizando a transformação de Hellinger, com um total de 9999 permutações. A
variação explicada por cada modelo (R2) está indicada em porcentagem. Variáveis
com significância estão indicadas em negrito. * = marginalmente não significante.

Comunidade total Saprotróficos Simbiotróficos Patotróficos

F R2 p F R2 p F R2 p F R2 p

Bloco 2.79
1

15.69
2

0.001 2.07 12.15
7

0.00
1

3.281 17.949 0.001 2.30
0

13.296 0.001

% Argila 1.16
3

3.623 0.163 1.15
1

3.582 0.18
0

1.223 3.797 0.200 1.20
2

3.733 0.177

pH 1.07
3

3.347 0.289 1.113 3.467 0.22
8

0.942 2.951 0.484 1.15
6

3.597 0.214

P 2.33
5

7.007 0.001 1.58
2

4.855 0.00
7

3.257 9.509 0.001 1.83
6

5.593 0.006

K 0.85
8

2.693 0.739 0.74
0

2.334 0.94
0

0.645
7

2.040 0.898 0.82
9

2.605 0.732

M.O. 1.41
5

4.368 0.038 1.33
2

4.122 0.04
2

1.304 4.038 0.153 1.23
8

3.841 0.127

Al 1.69
4

5.182 0.006 1.84
6

5.621 0.00
1

1.503 4.624 0.078
*

1.47
1

4.531 0.039

Mg 1.58
3

4.860 0.022 1.67
4

5.125 0.01
6

1.339 4.143 0.144 1.63
9

5.024 0.032

CTC 1.48
5

4.573 0.021 1.37
7

4.255 0.03
0

1.458 4.494 0.088
*

1.39
2

4.300 0.063
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Quando consideradas em conjunto no modelo final (Tabela 2), somente o

bloco de origem e o teor de Mg são estatisticamente significativos para a

comunidade total de gêneros, explicando 15.6% e 4.181% da variação observada,

respectivamente (Tabela 2). O pH é marginalmente não significativo no modelo

conjunto, com 3.458% da variação observada sendo explicada pela variável. O

mesmo padrão é observado para os modos tróficos identificados, com exceção do

teor de Mg para gêneros simbiotróficos, que explica 4.302% da variação observada

de maneira marginalmente não significante, o que contrasta com o modelo incluindo

somente o teor de Mg, onde a variável não possui significância estatística (Tabela 1).

De maneira geral, o bloco de origem e o teor de Mg explicam a mesma porcentagem

da variação observada quando os modelos independentes são comparados com o

modelo final (Tabela 1 e 2).

Tabela 2 – Variáveis não correlacionadas (VIF < 5) testadas em conjunto no modelo
final de perMANOVA, adicionadas sequencialmente e com base baseada em
matrizes de dissimilaridade de Bray-Curtis dos gêneros e modos tróficos
identificados, rarefeitas e transformadas utilizando a transformação de Hellinger,
com um total de 9999 permutações. A variação explicada por cada variável (R2) está
indicada em porcentagem. Variáveis com significância estão indicadas em negrito. *
= marginalmente não significante.

Comunidade total Saprotróficos Simbiotróficos Patotróficos

F R2 p F R2 p F R2 p F R2 p

Bloco 2.85
4

15.69
2

0.001 2.009
8

12.15
7

0.00
1

3.40
4

17.94
9

0.001 2.370 13.296 0.001

%
Argila

1.05
8

2.908 0.298 1.007 2.918 0.42
4

1.14
3

3.014 0.255 1.050 2.947 0.364

pH 1.25
8

3.458 0.093
*

1.113 3.224 0.23
3

1.411 3.720 0.109 1.285 3.606 0.113

P 0.94
0

2.584 0.551 0.848 2.457 0.81
3

1.23
4

3.254 0.191 0.811 2.275 0.807

K 0.93
1

2.559 0.564 0.887 2.572 0.69
6

0.94
7

2.497 0.484 0.840 2.358 0.730

M.O. 0.92
7

2.550 0.580 0.923 2.674 0.62
4

0.95
9

2.529 0.466 0.948 2.661 0.526

Al 1.13
2

3.112 0.196 1.166 3.378 0.16
3

1.06
9

2.820 0.337 1.141 3.202 0.230

Mg 1.52
1

4.181 0.032 1.590 4.605 0.03
0

1.63
2

4.302 0.068
*

1.732 4.859 0.01
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Comunidade total Saprotróficos Simbiotróficos Patotróficos

CTC 0.90
7

2.494 0.640 0.793 2.299 0.90
8

0.72
9

1.923 0.806 1.101 3.089 0.282

2.2.4 Composição taxonômica e grupos funcionais da micobiota dos Campos
de Cima da Serra

Apesar de terem sido detectados 18 filos ao total, Ascomycota é dominante

nas áreas amostradas, seguido de Basidiomycota e Chytridiomycota, todos

representados por ordens com abundâncias relativas maiores do que 2% (Figura 5).

Glomeromycota e Mortierellomycota também possuem ordens representantes com

abundância relativa acima de 2%, porém somente em amostras pontuais (Figura 5).

Das 29 principais ordens detectadas, Helotiales (Ascomycota), Lecanorales

(Ascomycota), Archaeorhizomycetales (Ascomycota), Agaricales (Basidiomycota) e

Saccharomycetales (Ascomycota) apresentam as maiores abundâncias relativas

médias entre as áreas amostradas, com 22.1%, 8.7%, 8.1%, 6.4% e 6.4% da

porcentagem total das principais ordens, respectivamente. Dentre as ordens de

Chytridiomycota, Gromochytriales apresenta a maior abundância relativa média

entre as áreas, com 3.24%.

Figura 5 – Abundância relativa das ordens e seus respectivos filos detectadas nas
áreas amostradas de Campos de Cima da Serra. Ordens com abundância relativa
<2% estão agrupadas para melhor visualização (dados não rarefeitos).
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Foram detectados 613 gêneros de fungos nas 32 amostras representantes

dos solos dos CCS, sendo que 245 destes estão presentes em todas as áreas

amostradas, constituindo a comunidade principal de gêneros dos CCS (Figura 6a. A

lista completa de gêneros pode ser baixada em

https://drive.google.com/file/d/1BUiStA-WiBbffVrFjapv4eHO2kO9BZDp/view?usp=sh

are_link). O bloco B5 apresentou o maior número de gêneros exclusivos, assim

como o maior número de gêneros compartilhados entre os demais blocos. Dentre a

comunidade principal, a maior parte dos gêneros apresentam abundâncias relativas

baixas (<5%), representando em média 69% do total da comunidade principal entre

todas as amostras (Figura 7). Dez gêneros apresentaram abundâncias relativas

maiores do que 5% em ao menos um dos blocos, sendo Archaeorhizomyces Rosling

& T. James 2011 (Archaeorhizomycetales, Ascomycota), Patellariopsis Dennis 1964

(Helotiales, Ascomycota), Ramalina Ach. 1809 (Lecanorales, Ascomycota) e

Geotrichum Link 1809 (Saccharomycetales, Ascomycota) os gêneros com maiores

abundâncias relativas médias entre todas as amostras, representando 12.1%,

10.1%, 6.1% e 6% da comunidade principal, respectivamente.

Figura 6 – Diagrama de Venn da comunidade principal de gêneros detectados nos
solos de áreas de Campos de Cima da Serra e gêneros exclusivos de cada área
amostrada (dados não rarefeitos) (a). Gêneros presentes na comunidade principal
com abundância relativa média maior do que 5% em ao menos uma das três áreas
amostradas (dados rarefeitos) (b). Médias estão representadas pelas barras pretas.
Diferenças estatísticas significantes entre as áreas amostradas estão indicadas por
letras de acordo com teste post-hoc de Dunn. n.s. = não significativo.
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Dentre estes gêneros, Archaeorhizomyces apresentou diferenças

marginalmente não significantes em sua abundância relativa entre blocos

(Chi-quadrado = 5.75, p = 0.056, df = 2), enquanto que Ramalina (Chi-quadrado =

3.07, p = 0.21, df = 2) e Cryptocoryneum Fuckel 1870 (Pleosporales, Ascomycota)

(Chi-quadrado = 3.19, p = 0.20, df = 2) não apresentaram diferenças (Figura 6b).

Patellariopsis está presente em maior abundância nos blocos B1 e B2 quando

comparado com B5 (Chi-quadrado = 20.89, p < 0.001, df = 2). Um padrão similar

pode ser observado para Pannoparmelia (Mull. Arg.) Darb. 1912 (Lecanorales,

Ascomycota), porém o gênero possui maior abundância relativa em B1

(Chi-quadrado = 11.92, p < 0.01, df = 2), e não apresenta diferenças entre B2 e B5

(Figura 6b).

Gromochytrium Karpov & Aleoshin, 2014 (Gromochytriales, Chytridiomycota)

(Chi-quadrado = 19.11, p < 0.001, df = 2) e Metschnikowia T. Kamiénski 1900

(Saccharomycetales, Ascomycota) (Chi-quadrado = 22.75, p < 0.001, df = 2)

apresentam padrões similares de abundância relativa entre as áreas amostradas,

com maiores valores em B2 e sem diferenças estatisticamente significantes entre B1

e B5. O padrão inverso é verdadeiro para o caso de Bacillicladium Hubka, Réblová &

Thureborn 2016 (Chaetothyriales, Ascomycota) (Chi-quadrado = 20.02, p < 0.001, df
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= 2) e Serendipita P. Roberts 1993 (Sebacinales, Basidiomycota) (Chi-quadrado =

6.81, p < 0.05, df = 2). Geotrichum (Chi-quadrado = 6.36, p < 0.05, df = 2) apresenta

diferenças somente entre os blocos B1 e B2, sendo B5 semelhante aos dois outros

blocos (Figura 6b).

Figura 7 – Abundância relativa dos gêneros da comunidade principal detectada nas
áreas amostradas de Campos de Cima da Serra. Gêneros com abundância relativa
<5% estão agrupados para melhor visualização (dados não rarefeitos).

Em termos de funcionalidade, a micobiota das áreas amostradas apresenta

uma maior dominância de gêneros saprotróficos, com uma média de 27.5% do total

da abundância relativa entre todas as amostras de todas as áreas. A abundância

relativa média geral de gêneros simbiotróficos é de 20%, seguida de gêneros

patotróficos, com 14.3%. Entre amostras e blocos, as abundâncias relativas dos

modos tróficos detectados são semelhantes, com uma alta taxa de gêneros com

modos tróficos desconhecidos (Figura 8).

Figura 8 – Abundância relativa dos modos tróficos detectados nas áreas amostradas
de Campos de Cima da Serra (dados não rarefeitos).
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2.3 DISCUSSÃO

2.3.1 Diversidade alfa e composição das comunidades associadas a
micobiota do solo dos Campos de Cima da Serra Catarinense

O entendimento de quais e como as variáveis ambientais determinam a

composição da comunidade de fungos é essencial para compreender como estas

responderão a distúrbios em seu habitat (Looby; Treseder, 2018), visto que há

consenso sobre a micobiota ser fortemente influenciado pelo ambiente (Tedersoo et

al., 2014; Tedersoo et al., 2022). Neste estudo, as comunidades de gêneros

detectadas nas diferentes áreas de CCS amostradas foram avaliadas quanto a sua

similaridade, além de buscar entender quais variáveis ambientais podem explicar as

diferenças entre suas composições. Apesar das áreas amostradas apresentarem

homogeneidade nos índices de diversidade alfa calculados (Figuras 2 e 3), e nas

abundâncias relativa dos modos tróficos identificados (Figura 8), a composição das

comunidades totais de gêneros detectadas são claramente distintas (Figura 4),

sendo explicadas principalmente pelas áreas de origem das amostras (Tabela 2).
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As análises de abundâncias relativas diferenciais conduzidas para os

gêneros mais abundantes também apontam para diferenças observadas entre as

comunidades (Figura 6a). Considerando a distância entre as áreas de CCS

amostradas (Figura 1), uma possível explicação para a dissimilaridade observada é

uma estrutura local heterogênea da micobiota, que é observada em diferentes

ecossistemas terrestres (Bittebiere et al., 2019; Zinger et al., 2018). Adicionalmente,

a alta dissimilaridade entre as amostras da área B5 em relação às outras áreas

amostradas (Figura 4) pode ser um indício da presença de microhabitats nos solos

dos CCS, um fator importante na estruturação da micobiota em escala local

(Yamauchi et al., 2021). As diferentes composições das comunidades das áreas

amostradas neste trabalho em escala local deixam claro a importância da

conservação dos CCS de maneira ampla, já que, visto a grande extensão dessas

áreas, componentes fortemente distintos da biodiversidade podem estar associados

a microhabitats únicos ao longo dos CCS.

Ainda, a homogeneidade das abundâncias relativas dos modos tróficos

encontrada entre as áreas (Figura 8) pode indicar para uma similaridade funcional

(Eisenhauer; Maestre; Rillig, 2023) presente na micobiota dos CCS, padrão que é

observado em comunidades de fungos do solo (Banerjee et al., 2016) e aceito

principalmente para escalas locais em modelos matemáticos sobre a distribuição de

grupos funcionais (Loreau, 2004). Especialmente em áreas de campos, a

similaridade funcional garante a manutenção dos serviços ecossistêmicos

desempenhados pela micobiota (Wagg et al., 2019). Adicionalmente, e de maneira

condizente, as ordenações geradas para os modos tróficos detectados indicam para

comunidades funcionais mais semelhantes quando comparadas com as ordenações

das comunidades totais (Figura 4).

Portanto, estudos futuros focados na estrutura local e regional e na

redundância dos diferentes grupos funcionais da micobiota dos CSS auxiliarão a

entender quais destes grupos possuem menor redundância e são exclusivos de

determinadas áreas dos CCS, permitindo a identificação de grupos prioritários nas

ações de conservação (Walker, 1992). Um exemplo de um potencial grupo não

redundante detectado neste trabalho é o gênero Serendipita, que foi identificado em

abundâncias relativas significantes somente em duas amostras. O táxon faz parte da

comunidade de gêneros simbiotróficos e desempenha um importante papel no

crescimento e sobrevivência vegetal (Liu et al., 2019; Mosaddeghi et al., 2021) se
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associando com espécies de orquídeas em outras regiões de campos no Brasil

(Pereira et al., 2023), e portanto sendo essencial na manutenção de parte da

biodiversidade dos CCS.

Apesar da homogeneidade dos modos tróficos observada nas áreas de CCS

amostradas, a comunidade saprotrófica detectada é principalmente composta por

gêneros de madeira e de substrato indefinido. Potencialmente, o alto teor de matéria

orgânica presente nos solos das áreas amostradas, variável que é correlacionada de

maneira positiva com a ocorrência de fungos saprotróficos nos solos de

ecossistemas de altitude (Mayer et al., 2021) e outros ecossistemas terrestres

(Kyaschenko et al., 2017) pode influenciar esse padrão observado. Uma possível

explicação alternativa para a dominância de saprotróficos de madeira é a influência

dos fragmentos florestais ao redor dos campos, onde esporos de espécies do grupo

funcional podem chegar até as áreas de CCS, visto a possibilidade de detecção dos

mesmos através de DNA ambiental (Tordoni et al., 2021). Outro aspecto importante

dos modos tróficos detectados é a dominância de patógenos de animais e plantas

dentre os gêneros patotróficos encontrados neste trabalho. Apesar de apresentar a

menor abundância relativa dentre os modos tróficos detectados, é esperado que a

abundância de espécies patógenas aumente em ecossistemas de campo nas

regiões tropicais (Oliveira et al., 2020) com os cenários de aumento de temperatura

previstos (Brown; Caldeira, 2017). Portanto, a presença desses grupos em

abundâncias relativas significativas nos solos dos CCS devem ser monitoradas,

evitando com que as formações se tornem fontes de doenças emergentes.

Quando consideradas em conjunto no modelo de perMANOVA (Tabela 2), a

maior parte das variáveis edáficas medidas e testadas neste trabalho não

apresentaram efeitos na modulação das comunidades de gêneros detectadas.

Somente o teor de Mg se mostrou relevante, sendo significativo na modulação da

composição das comunidades totais de gêneros e dos modos tróficos identificados,

com exceção da comunidade de simbiotróficos, onde a variável é marginalmente

não significante. O pH se mostrou marginalmente não significante para as

comunidades totais e não significante para a composição de todos os modos

tróficos, contrastando com os padrões globais observados nos solos (Bahram et al.,

2018; Tedersoo et al., 2014; Tedersoo et al., 2022) e em áreas de campos

(Ochoa-Hueso et al., 2018; Luo et al., 2023). Dessa forma, esses resultados indicam

que potencialmente a composição das comunidades dos CCS podem ser
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majoritariamente estruturadas por outras variáveis edáficas não incluídas neste

trabalho, como o teor de C, N e P que são constantemente recuperados como

importantes estruturadores da composição das comunidades de fungos nos solos de

campos, assim como a vegetação (Klabi et al., 2015). Portanto, apesar dos avanços

feitos aqui, estudos futuros devem considerar os fatos citados para avançar no

entendimento das variáveis que estruturam as comunidades da micobiota dos CCS.

2.3.2 Composição taxonômica da micobiota associada aos Campos de Cima
da Serra

A grande biodiversidade resguardada nos Campos Sulinos na região Sul do

Brasil é única, e apesar disso, se encontra em risco pelo negligenciamento imposto

sobre estas áreas (Overbeck et al., 2022; Overbeck et al., 2007). Além disso, para

algumas formações inseridas na área, como os Campos de Cima da Serra, pouco se

conhece sobre a diversidade fúngica associada. O conhecimento acerca da

biodiversidade é essencialmente o primeiro passo para sua conservação, apesar de

não parecerem medidas diretamente utilizáveis em um primeiro momento (Purvis;

Hector, 2000). Porém, de forma indispensável, conhecer a biodiversidade localmente

permite o entendimento de padrões em ampla escala (Baldrian et al., 2022),

ultimamente resultando em informações cruciais para tomadas de decisões

assertivas quanto à conservação. A falta de esforços para o conhecimento da

biodiversidade pode levar à exclusão completa de grupos em trabalhos holísticos

sobre a biodiversidade, como é o caso dos fungos em alguns estudos,

especialmente nos conduzidos em ambientes de altitude (Antonelli et al., 2018).

Essa lacuna no conhecimento sobre a biodiversidade é urgente e contrastante com

a importância do grupo para os ecossistemas naturais (Bargett; van der Putten,

2014).

Neste trabalho a comunidade principal de gêneros pertencente a micobiota

dos Campos de Cima da Serra foi identificada, caracterizada taxonomicamente e

funcionalmente, utilizando metodologias livres de amplificação via PCR, o que pode

introduzir diversos vieses na detecção da micobiota (Nilsson et al., 2019; Pan et al.,

2014). Foram identificados 18 filos pertencentes ao reino Fungi e 245 gêneros

pertencentes à comunidade principal da micobiota dos CCS (5 e 7), indicando uma

alta diversidade associada a formação e ressaltando a urgência de sua conservação

(Menezes et al., 2022). Interessantemente, apesar da dominância dos filos
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Ascomycota e Basidiomycota na micobiota dos CCS estar de acordo com os

padrões observados globalmente e em outras regiões de campos no Brasil (Andrade

et al., 2023; Castro et al., 2016; Tedersoo et al., 2022), o filo Chytridiomycota

apresenta maior abundância relativa nos CCS.

Chytridiomycota é tradicionalmente recuperado e estudado a partir de

ambientes aquáticos, porém o grupo apresenta diversos representantes que

possuem adaptações para ocorrerem em solos, estando presente em diversos

ambientes terrestres (Hanrahan-Tan; Lilje; Henderson, 2023), e potencialmente

contribuindo para a ciclagem de nutrientes nos solos (Hanrahan-Tan et al., 2022).

Dentre os principais gêneros identificados neste trabalho (6 e 7), Gromochytrium

(Chytridiomycota) é monoespecífico, sendo representado por uma espécie parasita

de alga em ambientes aquáticos (Karpov et al., 2014). Apesar disso, sequências do

gênero foram recuperadas em outros trabalhos exclusivo de solo (Tkacz et al.,

2020), e considerando a ubiquidade de algas nesse ambiente (Jassey et al., 2022),

as sequências recuperadas aqui podem representar novas espécies de

Gromochytrium, ressaltando a importante contribuição do presente estudo para o

entendimento da micobiota dos CCS, ressaltando a presença de grupos pouco

estudados e gerando base para futuros estudos com estes.

Ainda, a micobiota detectada nas áreas de CCS é composto principalmente

por ordens e gêneros inseridos em Ascomycota (5 e 7), visto a dominância do filo.

Grupos liquenizados contribuem de maneira importante para a porcentagem de

gêneros simbiotróficos da formação, já que Lecanorales está entre as ordens mais

abundantes. A ordem é principalmente representada por Ramalina e Pannoparmelia,

gêneros que não são encontrados em outras áreas dos Campos Sulinos, como os

campos do Pampa (Andrade et al., 2023), ou em outras regiões de campo no Brasil,

como no Cerrado (Figueiredo et al., 2023; Monteiro et al., 2023), estando associadas

aos afloramentos rochosos presentes nos campos. Apesar de amplamente

distribuído no Brasil (Gumboski; Sionara; Silveira, 2014; Kashiwadani; Kalb, 1993),

novas espécies de Ramalina continuam sendo descritas, especialmente para a

região dos CCS (Gumboski et al., 2018). Além disso, a cobertura de espécies do

gênero pode apresentar correlação com a qualidade de habitat para ecossistemas

terrestres (Cera et al., 2022). Visto que a abundância relativa e detecção de

Ramalina é homogênea nas áreas de CCS amostradas, e estas são consideradas

pristinas (Jeske-Pieruschka et al., 2010; Suhs; Giehl; Peroni, 2020; Overbeck et al.,
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2007), a abundância relativa do grupo pode ser potencialmente utilizada como índice

de conservação de áreas de CCS. Porém, como o gênero é representado por

espécies saxícolas nos CCS (Gumboski et al., 2014; Gumboski et al., 2018), as

sequências detectadas podem ser provenientes de esporos depositados no solo,

necessitando um melhor entendimento da relação entre o banco de esporos nos

solos e a presença de Ramalina como um indicador de qualidade dos CCS.

Outro componente importante da micobiota das áreas de CCS é

Saccharomycetales (Figura 5), que é composta por leveduras (Suh et al., 2017) e

representada principalmente por Geotrichum e Metschnikowia a nível de gênero

nessa formação (6 e 7). Representantes de Geotrichum podem desempenhar um

importante papel da ciclagem de nutrientes no solo através da nitrificação de amônia

e solubilização de fosfato (Botha, 2011), serviços essenciais para a manutenção do

crescimento da comunidade vegetal (Jiang et al., 2019), sendo portanto importantes

componentes da manutenção dos CCS. Sendo a ordem dominante e presente em

todas as áreas amostradas (Figura 5), Helotiales é representada principalmente pelo

gênero Patellariopsis, que possui espécies saprotróficas (Karunarathna et al., 2020).

Interessantemente, a área B5 apresenta a menor porcentagem de matéria orgânica

disponível e é também onde há a menor abundância relativa do gênero (Figura 6), e

apesar de possuir aspectos de sua ecologia ainda não resolvidos (Karunarathna et

al., 2020), essa relação pode indicar que o grupo pode contribuir para a ciclagem de

nutrientes nos solos dos CCS.

Archaeorhizomycetales também está entre as ordens dominantes nas áreas

amostradas (Figura 5), sendo representada por Archaeorhizomyces. Apesar do

gênero ser considerado críptico e sua ecologia não ser entendida (Khan et al.,

2020), sequências de Archaeorhizomyces são constantemente encontradas em

estudos da micobiota do solo a nível global (Porter et al., 2008; Rosling et al., 2011),

incluindo outras áreas de campo no Brasil (Monteiro et al., 2023). Ainda, estudos

mostram que o grupo pode representar até um terço da micobiota associada à

rizosfera (Menkis et al., 2014). Devido ao grande número de espécies estimadas

(Lucking; Hawksworth, 2018) e sua ubiquidade em ambientes terrestres (Khan et al.,

2020), futuros estudos que busquem entender a diversidade de

Archaeorhizomycetales associada aos CCS são essenciais, principalmente para

compreender sua importância ecológica e serviços desempenhados nessas

formações, visto a alta abundância do grupo detectada neste trabalho.
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3CONCLUSÃO
Este trabalho foi conduzido em áreas preservadas de CCS no Sul do Brasil,

uma formação altamente negligenciada do ponto de vista político, assim como pouco

abordadas em estudos de biodiversidade. Por consequência, a micobiota do solo

dessas áreas era até então desconhecido. Neste trabalho foram utilizadas

metodologias de sequenciamento de alto rendimento livres de PCR para caracterizar

taxonomicamente e funcionalmente, pela primeira vez, a micobiota associada aos

solos de áreas de CCS. Assim, a diversidade taxonômica e funcional, assim como a

composição da comunidade de gêneros, foram caracterizadas em três diferentes

áreas de CCS. Os resultados gerados aqui mostram que os solos dos CCS abrigam

uma micobiota altamente diversa que possui comunidades localmente

heterogêneas, sendo urgente sua conservação para preservar a biodiversidade

associada e garantir serviços ecossistêmicos essenciais, que serão indispensáveis

para a mitigação de problemas globais.

Os táxons identificados mostram que estão associados a micobiota dos

solos dos CCS grupos pouco estudados, notavelmente representantes dos gêneros

Archaeorhizomyces, Patellariopsis e Geotrichum, mas que tem o potencial de

desempenhar papéis essenciais na manutenção dos ecossistemas. Apesar da

diversidade alfa de gêneros e a abundância relativa dos modos tróficos detectados

serem homogêneos entre as áreas, a dissimilaridade na composição das

comunidades das áreas amostradas podem indicar uma expressiva heterogeneidade

local presente na micobiota dos solos dos CCS, que são estruturados de maneira

importante pela área de origem e pelo teor de Mg. De maneira surpreendente, a

composição das comunidades detectadas não é fortemente influenciada pelas

variáveis edáficas coletadas neste trabalho, indicando que outras variáveis

ambientais podem ser decisivas para a estruturação da micobiota do solo dos CCS.

Apesar da limitação espacial das coletas incluídas neste trabalho, os

resultados obtidos aqui avançam no entendimento da micobiota associada aos solos

dos CCS, assim como na construção do corpo de conhecimento científico

necessário para o delineamento de estratégias de conservação que levem em

consideração a micobiota e seus serviços ecossistêmicos. A micobiota dos solos dos

CCS é dominada por gêneros saprotróficos, grupo que é essencial na manutenção

dos ecossistemas e serviços desempenhados pelos mesmos. Além disso, a
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presença de gêneros fitopatógenos e patógenos de animais nos solos dos CCS

reivindicam o monitoramento da micobiota dos solos dessas áreas frente a distúrbios

de origem antropogênica.

Trabalhos futuros devem buscar amostrar em maior profundidade e

representação geográfica a micobiota do solo dos CCS. Além disso, considerar o

entendimento do papel ecológico de grupos de fungos pouco conhecidos e a

detecção e identificação de grupos funcionais pouco redundantes nos solos dos

CCS para garantir sua conservação e um melhor entendimento das variáveis

bióticas e abióticas que estruturam a composição das comunidades observadas nos

solos do CCS. Especificamente, o fogo e o pastejo, distúrbios historicamente

associados aos CCS, devem ser explorados para entender seus papéis como

possíveis estruturadores da micobiota. Ainda, os dados gerados poderão ser

utilizados em estudos amplos sobre padrões da micobiota do solo a nível global,

preenchendo a lacuna existente em bases de dados globais na representação de

diferentes formações inseridas na Mata Atlântica.
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APÊNDICE A – Variáveis edáficas utilizadas nos modelos de perMANOVA

Estão incluídas nos gráficos as variáveis edáficas não correlacionadas que foram utilizadas na construção dos modelos de

perMANOVA. Os pontos pretos em sobreposição com os boxplots indicam cada amostra representante de cada bloco.


