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RESUMO

Atividades antropicas vém intensificando a deposicao de nitrogénio (N) na atmosfera,
principalmente através da agricultura e de processos industriais. Esta deposi¢ao resulta em um
excesso de N nos ecossistemas florestais, que afeta a satde dos fungos do grupo das
ectomicorrizas (ECM). A maioria das arvores em zonas temperadas dependem desta interagao
para absorcao de nutrientes, prejudicando por consequéncia a saude dos individuos arboreos.
Esta pesquisa faz parte de um programa de monitoramento florestal na Suica, que analisa estes
efeitos em ambientes naturais de faias europeias, em um gradiente de deposicao que varia entre
19,1 a 324 kg N ha! a’l. Objetiva identificar quais metodologia, entre as analisadas,
apresentam maior confiabilidade estatistica e espera-se encontrar correlacdo negativa com a
deposicao de nitrogénio e, além disso, estabelece um padrao metodologico para a quantificagdo
de micélio ectomicorrizico em sacos de malha. Foram estudados trés métodos: classes de
colonizagdo visivel, frequéncia em buracos na malha e analise quantitativa da biomassa. A
validagdo do melhor método foi feita apds analise qualitativa e quantitativa, onde a classe de
colonizacdo visivel e a andlise quantitativa da biomassa do fungo apresentaram-se como uma
excelente combinacao de métodos, sendo de simples e rapido processamento possibilitando,

ainda, andlises posteriores mais complexas.

ABSTRACT

Anthropic activities have been intensifying the nitrogen deposition (N) in atmosphere,
mainly through agriculture and industrial processes. This deposition is driving forests ecosys-
tems to an excess of N, what affects health of ectomycorrhizal fungi (EMF). Most of the trees
in temperate zones depends of this interaction for nutrient uptake, thus harming the health of
tree individuals. This research is part of a forest monitoring program in Switzerland that ana-
lyzes these effects in beech forests in a gradient of nitrogen deposition ranging from 16 to 33
kg N ha! a’!. Objective to identify which methodology, among the ones analyzed, the one that
presents higher statistical reliability and it is expected to find negative correlation with the N
deposition. Moreover, establishes a methodological standard for the quantification of ectomy-
corrhizal mycelium in mesh bags. Three methods were studied: visual estimation by coloniza-
tion classes, frequency in mesh holes and quantitative biomass analysis. The validation of the
best method was made after qualitative and statistical analysis, as a result, the visual estimation
and biomass of mycelium were presented as an excellent combination of methods, being simple

and fast processed, what enables further more complex analyzes.
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1. INTRODUCAO

O nitrogénio desempenha um papel fundamental no crescimento e funcionamento de
uma planta (Erisman et al., 2013), estando presente em aminoacidos que compde proteinas
utilizadas em todas as reagdes enzimaticas e € necessario para que o processo de fotossintese
ocorra (Uchida, 2000). Apesar de o nitrogénio ser o gas mais abundante na Terra, as plantas nao
podem fazer uso direto deste elemento quando se apresenta em sua forma nao-reativa No. A
forma reativa do nitrogénio representa uma pequena fracdo do que ¢ encontrado naturalmente

na atmosfera (NADP, 2016).

Algumas décadas atrds, o nitrogénio apresentava-se como o nutriente de maior fator
limitante em ecossistemas naturais e seminaturais (Bobbink e Hetteling, 2010), de acordo com
Rennenberg e Gessler (1999). Como consequéncia disto, os processos microbioldgicos nos
solos florestais, os processos metabolicos em arvores e o funcionamento dos ecossistemas
florestais estdo adaptados a escassez de N ao invés de N em excesso. No entanto, apos a
Segunda Guerra Mundial, o uso de fertilizantes artificiais, processos industriais ¢ as emissoes
de 6xidos de nitrogénio (NOx) provenientes de veiculos a motor aumentaram acentuadamente
a concentracdo de N nestes ambientes (Person, 2000), elevando as concentracdes de nitrogénio

a niveis criticos, tornando-se entdo um problema ambiental.

Estudos de expressiva magnitude experimental tentam explicar tal efeito. Entretanto
quando se tem uma abordagem ecossistémica € preciso observar e analisar diferentes
compartimentos que levam a uma acdo global no ecossistema florestal, sendo dificil
compreender a relagdo especifica entre o aumento da disponibilidade de N e o declinio das
tendéncias de crescimento e nutrientes nas arvores. Portanto, os componentes do ciclo de

nutrientes e sua sensibilidade ao aumento dos niveis de N precisam ser investigados.

A totalidade dos efeitos ao ambiente ainda ndo esta clara, entretanto ¢ possivel perceber
indicios de que as comunidades de micorrizas presentes nos solos florestais estdo sendo
alteradas, principalmente o grupo das Ectomicorrizas (Wallander e Nylund, 1992). A simbiose
ectomicorrizica entre arvores e fungos ¢ vital para a absor¢ao de dgua e nutrientes pelas plantas.
A maioria das espécies arboreas de regides temperadas se associaram a esses fungos para

superar suas limitagdes nutricionais, sendo a florestas de Faia um exemplo desta interagao.

As florestas de Faias (Fagus sylvatica) sdo representadas por arvores florestais de folhas

largas, muito importantes e difundidas na Europa Central e Oriental. Sdo conhecidas por formar



abundantes simbioses ectomicorrizica com grande diversidade de espécies de fungos (Buée et
al., 2009) e sdo consideradas altamente dependente desta intera¢do para absor¢ao de nutrientes

(Druebert et al., 2009).

Os fungos micorrizicos constituem um sumidouro consideravel de carbono na maioria
dos ecossistemas. Este carbono ¢ usado para construir extensas redes miceliais no solo, assim
como para a atividade metabolica relacionada a absor¢ao de nutrientes (Smith e Read, 2008).
Recentemente, varios métodos foram desenvolvidos para quantificar a producao e a quantidade
de biomassa de micélios externos de fungos micorrizicos em campo. De acordo com Wallander
etal. (2013), esses métodos incluem mini-rizotrons, crescimento em sacos de malha, e medigdes

indiretas de classificagcdo com base na exploracao de tipos de fungos ectomicorrizicos.

Embora varias técnicas estejam disponiveis, todas elas t€ém limitagdes que precisam ser
levadas em consideragdo. As evidéncias até agora indicam que os fungos micorrizicos sao
componentes-chave da biomassa microbiana em muitos ecossistemas, destacando a
necessidade de estender a aplicagdo dos métodos atuais, permitindo compreender os ciclos
biogeoquimicos detalhadamente e visualizar como eles estdo sendo afetados pelas atividades
antropicas poluidoras, impactando assim diversos ambientes. O presente trabalho analisa a
quantidade de biomassa de micélio externo dos fungos ectomicorrizicos, em um tempo
estabelecido, com a utilizagdo do método de crescimento em sacos de malha, ¢ tem como

objetivo a selegdo do método de quantificacdo mais confiavel estatisticamente.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O nitrogénio raramente ocorre em minerais presentes no solo e, portanto, nao ¢ resultado
do processo de intemperismo como outros nutrientes. A maior parte do nitrogénio foi
incorporada naturalmente nos ecossistemas por fixagcdo biolodgica e outra pequena por¢ao por
descargas elétricas (Hogberg et al., 2000). Atualmente, as formas mais expressivas de fixacao
do nutriente se ddo pela fixagdo bioldgica e industrial (Gomes et al., 2000). A Figura 1,

apresenta os principais elementos envolvidos nos processos de ciclagem do Nitrogénio.

atmospheric
nitrogen (No)

emissions

asalmllatlon

5 fertlllzer :
nitrogen- dead animals denitrification

fixing and plants /

bacteria mtrates (NO3™)
in root
nodules /

decomposers
‘ {bacteria and fungi) @
nitrogen- ammonification /

fixing nitrites (NOo™)

bacteria
in soil

=== Human activities
== Natural activities

/
ammonium (NH4 %) nitrmcatlon
and

ammonia (NHz) © Encyclopaedia Britannica, Inc.
Figura 1. Ciclo do Nitrogénio. Fonte: Encyclopadia Britannica Online (2018)

A fixa¢do bioldgica ocorre naturalmente por meio de organismos de vida livre,

associados s plantas ou simbiontes, que convertem, por meio de processos enzimaticos, o N
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em diferentes moléculas que podem ser absorvidas por plantas (Vieira, 2017). Assim como a
fixagdo bioldgica, a fixagdo atmosférica também é um processo natural, onde a energia liberada
por relampagos € capaz de quebrar a ligagao tripla do nitrogénio, sendo possivel a formagao de
oxidos de nitrogénio (NOx). Entretanto a quantidade de raios ¢ superior a uma ordem de
grandeza menor do que quaisquer estimativas de fixagdo bioldgica, sendo pouco discutido em

estudos (Fowler et al., 2013).

No inicio do século XX, uma preocupante escassez de nitrogénio reativo se instalara
devido 4 demanda por alimentos para populacio crescente e também para explosivos a base de
nitrogénio, muito utilizados na I Guerra Mundial (Galloway, 2008). A soluc¢do veio em 1908
com o processo Haber-Bosch, que conseguiu suprir a demanda de nitrogénio da época,
dobrando as taxas de fixa¢cdo do mesmo (Sutton et al, 2011). A esse processo se d4 o nome de
fixagdo industrial, que tem como principal fim a producao de fertilizantes para agricultura, e
tem como produto a amoénia NH3 A amonia € produzida através da combinacdo do N
atmosférico, obtido através da destilagao fracionada do ar liquefeito, com o H proveniente do
gas natural do petréleo (Gomes et al, 2000). A descoberta tornou possivel, hoje, a existéncia de
metade da populagdo mundial, entretanto trouxe inimeras consequéncias a qualidade de vida e

ao meio ambiente (Galloway, 2008).

Outro modo pelo qual a atividade do homem adiciona N ao planeta ¢ através da queima
de combustiveis fosseis, gerando involuntariamente NOx, através da oxida¢do do N> ou da
presenga de N fossil organico no combustivel reagindo a altas temperaturas (Erisman, 2011).
A maior parte desta contribuicdo mundial ¢ oriunda de processos industriais, queima de
combustivel fossil para transporte e producdo de energia, assim como ocorre na Sui¢a (Figura

2).

Regulagdes publicas a respeito da deposicdo de poluentes atmosféricos tem resultado
em uma diminui¢do de N no final do século 20. Apesar disso, as emissdes de N em algumas
partes da Europa Central ainda podem atingir 50-100 kg N ha™! a~!, com menores valores para
florestas elevadas (Bahr, 2013). Estes valores ultrapassam os valores de cargas criticas para

florestas de faia discutidos abaixo, e por consequéncia se tornam um problema ambiental.
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Figura 2. Contribuigdo de NOx por fonte emissora na Suica. Fonte: European Environment

Agency, 2014.

Os demais processos envolvidos no ciclo do nitrogénio foram apontados por Erisman (2011) e

se encontram sumarizados logo a baixo.

e NITRIFICACAO. Processo em que ocorre a oxidacdo da amonia em oxidnions. A
oxidagdo inicial forma nitrito, 2 NH3 + e +3 O2 — 2 NOy +2 H20 +2 HY, e é realizado
por bactérias como as Nitrosomonas. J4 o préximo passo, tem como resultado a
oxidacdo do nitrito 4 nitrato, 2 NO2” + O — 2 NOgs’, e ¢ realizado por género
Nitrobacter.

e DESNITRIFICACAO. O nitrogénio volta a sua forma ndo reativa pela atividade de
bactérias, como Pseudomonas, capazes de usar o nitrato como um aceptor de elétrons
terminal na respira¢do: 2 NO3 + 12 H" + 10e” — Nz + 6 H,0.

e ASSIMILACAO. As plantas assimilam nitrogénio na forma de nitrato e amoénio. O
nitrato assimilado € primeiro reduzido a amoénio, e depois combinado em formas
orgénicas, geralmente via glutamato. Os animais assimilam o nitrogénio pela quebra de
proteina em aminodacidos.

e AMONIFICACAO/MINERALIZACAO ¢ EXCRECAO. Quando plantas e animais
morrem, bactérias decompositoras produzem amoénia por meio de proteinas que estes
continham. Os animais, por sua vez, excretam compostos de nitrogenados em excesso
em seus corpos, como amonia, ureia, alantoina e acido urico, que também sdo alvos da

amonificagao.
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e REACAO ANAMMOX. Processo de conversdo do nitrito e amdnio em gas nitrogénio
puro (N2) em mares e oceanos, fontes termais, fontes hidrotermais e muitos ecossistemas
de zonas humidas de 4gua doce, que escapam para atmosfera. O mecanismo de reagdo
¢ acionado por uma bactéria recém descoberta, chamada Brocadia anammoxidans.

e VOLATIZACAO. Transforma fertilizantes ¢ adubos na superficie do solo em gases
como NH3, N>O e N> que também se juntam a atmosfera.

e INTEMPERISMO DE ROCHAS. Processo em que o nitrogénio armazenado em rochas

¢ liberado por processos de intemperismo através do vento, chuva e erosao.

As fontes antrdpicas de deposi¢des atmosféricas em formas combinadas de N [NH4 °,
(NHx ); NO3 =, NO; ,(NOy )], chegam aos solos florestais por meio da deposi¢cdo imida ou
deposicao seca (Pan et al, 2012). Estas podem desencadear efeitos negativos nestes ambientes,

indicando a carga critica desse poluente no ecossistema (Figura 3).

Transporte/ =
Transfo?magéo »| Concentracdo

T “

Y
Y

Emisséo » Niveis Criticos

Deposicdo Seca Deposicdo Umida
l i ¥
Cargas Criticas % »  Precipitacdo Exposigao

I !

Y

—» Efeitos Diretos

A

h 4

Efeitos indiretos

Figura 3. Cadeia de causa e efeito de um poluente atmosférico (Heiji e Schneider, 1991).

A ideia basica do conceito de carga critica € balancear a deposicao do elemento poluidor
a que o ecossistema foi exposto, com a capacidade deste de amortecer a entrada, de remover o
elemento do sistema ou de imobiliza-lo a longo prazo, sem que ocorram efeitos nocivos
significativos em elementos sensiveis do ambiente (Rhim et al, 2016). Se trata de uma

estimativa quantitativa, tipicamente expressas em termos de quilogramas por hectare por ano
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(kg / ha / ano) ou deposic¢do total (himida + seco). Cargas criticas podem ser desenvolvidas
para uma variedade de respostas do ecossistema, ¢ quando sdo excedidas, o os efeitos podem
se estender por grandes distdncias. Por exemplo, o excesso de nitrogénio, provenientes de

atividades antropicas atingir ambientes naturais e alterar seu crescimento (NADP, 2017).

As cargas criticas de nitrogénio variam em diferentes habitats e seus efeitos podem ser
observados em diferentes compartimentos do ecossistema. Para as florestas de Faia, os valores
de N sdo de 10 -20 kg N ha! a™! (Bobbink e Hettelingh, 2010). A gravidade dos impactos
dependem de uma série de fatores como: (1) Duragdo e quantidade total de entradas; (2) Forma
quimica e fisica da entrada de aerossdis de N; (3) Sensibilidade intrinseca da planta e das
espécies animais presentes; (4) Condicdes abioticas, incluindo o clima; (5) Uso ou
gerenciamento passado e presente de terras, e especialmente (6) Algumas caracteristicas do
solo: capacidade de neutralizagdo do acido (ANC), disponibilidade de nutrientes do solo e
fatores do solo que influenciam o potencial de nitrificacdo, as taxas de imobilizacdo e
desnitrificacdo do N (Bobbkink et al, 2010). Como consequéncia, diferentes ecossistemas
apresentam alta variabilidade na sensibilidade a deposi¢ao de N atmosférico, entretanto ¢

possivel generalizar alguns tipos de impactos representados por excesso de N (Figura 4).

Uma série de eventos complexos podem ser observados quando a entrada de nitrogénio
aumenta em regides com baixo teor inicial de N, onde processos ecologicos interagem em
diferentes escalas espaciais e temporais. Os impactos da deposi¢do de N em relacao as cargas
criticas podem ser encontrados em diferentes partes do sistema, como nos processos que
ocorrem no solo (acidificagdo, mineralizagdo, nitrificagdo, lixiviagdo e decomposi¢ao da M.O).
Assim como nutricdo, fisiologia, fenologia, recrutamento e susceptibilidade a pragas e
patogenos em arvores e também afetando a biodiversidade de macro fungos e micorrizas,

liquens e algas verdes, vegetagdo terrestre e fauna (Bobbink and Hettelingh, 2010).

Praticamente todas as arvores em florestas temperadas do Norte vivem em simbiose
com fungos ectomicorrizicos (Smith and Read, 2008). O micélio de ECM se liga as raizes finas
das arvores e as envolve em uma estrutura chamada manto. Dentro do manto, as hifas fingicas
penetram no cortex e na cornea da raiz como uma rede, entre as células corticais. Do outro lado
do manto, o micélio externo do fungo se estende para o solo, onde assimila nutrientes de fontes

inorganicas e organicas, bem como da agua (Figura 5) (Bahr, 2018).
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Figura 4. Esquema dos principais impactos devido ao aumento da deposicao de

Nitrogénio (Dise, 2011).

Os fungos ectomicorrizicos (fECM) sdo muito importantes para a absor¢do de
nutrientes, uma vez que o micélio externo se estende ao solo, aumentando o volume explorado
pelas raizes das arvores em até duas ordens de grandeza (Harley, 1989). As respostas relatadas
para o aumento da deposicdo de N incluem mudangas na comunidade de ectomicorriza,
diminuicdo da diversidade fECM, diminui¢do da colonizagdo das raizes e diminuicdo do
crescimento de micélio do solo (De Witte et al., 2017). Os efeitos nestes individuos ainda sao
incertos, pois existem algumas dificuldades em exatificar de que maneira estes sao prejudicado,

sendo também problemdtico analisar os processos microbiais do solo sem expd-lo a um
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disturbio maior, sendo ainda mais complexa devido a dependéncia simbionte entre os fungos

com as raizes das arvores.

Figura 5. Micélio de fEMC colonizando raizes finas das arvores e encapsulando-as com o manto
(setas brancas). Do manto, o micélio externo do fungo se estende para dentro do solo com suas
finas hifas (setas transparentes) e rizomorfos (setas pretas). A figura C mostra uma raiz
colonizada fora do saco de malha, sendo que o micélio penetra para dentro do saco. Na figura

A, podemos observar o conteudo de areia sendo agregada pelo micélio (Bahr, 2013).

Para compreender a extensdo dos danos causados as comunidades de fEMC nos solos
florestais, se faz necessario uma quantificacao de sua biomassa, além de outros estudos, a fim
de comparar em um gradiente de deposi¢cao uma correlagdo entre o poluente e a produgdo
micelial do fungo. Um problema chave na determinagdo da producdo de micélio micorrizico é

a falta de métodos para distinguir o crescimento das hifas micorrizicas das dos fungos
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saprotréficos. Como os fECM ndo sdo monofiléticos (Hibbett et al., 2000), nenhum marcador
bioquimico ou baseado em DNA pode ser encontrado para quantificar apenas esse grupo a partir
do complexo ambiente do solo. Portanto, varios métodos sdo necessarios para distinguir a

biomassa de micélio ECM da de outros micélios fungicos (Wallander, 2013).

Uma maneira de selecionar o micélio de fECM ¢ usar um substrato com baixo teor de
matéria organica, por exemplo areia, onde fungos saprotroficos apresentam baixissimo
crescimento pois dependem da presenca de matéria organica (Wallander et al, 2001). Este
substrato ¢ colocado no solo em sacos feitos de malha, onde apenas o micélio ¢ capaz de
penetrar, prevenindo assim a entrada de raizes (Bahr, 2013). Este método ¢ conhecido como

crescimento de micélio em sacos de malha.

Existem diferentes maneiras de se quantificar a produtividade de micélio de fECM
dentro destes sacos, estas podem ser feitas através de classes de colonizagdo visiveis, contagem
de buracos nos sacos de malha, estimativa da biomassa, utilizacao de biomarcadores (Wallander
et al, 2011), comprimento de hifas por unidade de solo, marcadores moleculares (Baldrian,
2013), teor de carbono (Wallander et al, 2001), entre outros. Embora estas técnicas estejam
disponiveis, todas elas tém limitagdes que precisam ser levadas em consideragdo, para maior
compreensdo dos efeitos decorrentes deste processo, o presente projeto se faz importante no
estabelecimento de um bom método de pesquisa que possa dar maior seguranga estatistica na

investigacao dos efeitos da deposicao de nitrogénio em fungos de ectomicorrizas.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Selecionar um ou mais métodos quantitativos do micélio externo de ectomicorrizas
presente no solo através de crescimento em sacos de malha, selecionando aquele com maior
confiabilidade estatistica. Espera-se encontrar um método que tenha uma boa correlacio

negativa com o gradiente de deposi¢do de nitrogénio.

3.2 Objetivos especificos

e Analisar trés diferentes métodos de quantificacao em sacos de malha, observando suas
dificuldades para entdo relata-las.

e [Estabelecer metodologia laboratorial, detalhando o passo-a-passo.

4. MATERIAL E METODOS
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O projeto representa o estagio inicial de uma pesquisa que estuda os efeitos da deposicao
de nitrogénio na floresta de fagus na Suiga. As implicagdes desta deposicdo podem ser
verificadas através dos impactos encontrados nas comunidades de fungos ectomicorrizicos,
presentes no solo e nas raizes das arvores. Para se obter uma metodologia confiavel de
quantificagdo do micélio destes fungos, foram utilizados sacos de malha encubados no solo de
um experimento iniciado no ano de 2013. Estes sacos foram submetidos a trés metodologias de
quantificagdo distintas: classes de colonizacdo visivel, frequéncia em buracos na malha e
andlise quantitativa da biomassa. Os resultados foram avaliados qualitativamente e
quantitativamente, sendo entdo possivel a escolha do método mais relevante ao estudo e

também a elaboracgdo e criacdo de um passo-a-passo metodologico.

4.1 Area de estudo

Para efeito de analise comparativa foram analisados 7 pontos de interesse (Tabela 2).
Estes sitios apresentam gradiente de deposi¢do de N variando de 19,1 a 32,4 kg N ha'a™!
(Figura 6), e sdo pertencentes a uma rede de observagao permanentes de florestas (Braun et al.,

1999). As 7 parcelas selecionadas sdo dominadas pela faia europeia, que compreende em média
79% da area basal.

Nome Codigo  Elevacao (m) Precipitagdo total de  pH Deposi¢do de N
chuva (mm a!) (kgha'a™)
Rodersdorf RO 440 1050.6 4.1 19.1
Allschwil AL 350 885 4.1 21.1
Breitenbach BB 460 995.4 52 21.9
Pratteln PR 415 1116.5 4.5 23.7
Habsburg HA 430 1089 4.2 24.7
Aarwangen AW 470 1162.4 4.0 25.4
Muri MU 490 1133.7 4.0 324

Tabela 2. Condi¢des ambientais dos sitios analisados.
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Figura 6. O mapa mostra a deposicao total de nitrogénio modelada para o ano de 2015 com

marcadores nos sitios analisados (https://s.geo.admin.ch/7df5b8329f).

4.2 Producao dos sacos de malha

Uma por¢do de areia de quartzo, de granulometria 0,36-2 mm, foi mergulhada e
permaneceu durante uma noite em solugdo acida de HC1 4 M. Na manha seguinte o acido foi
diluido em agua e entdo derramado em agua corrente. A areia restante foi lavada com agua da
torneira, deixando-se a mangueira dentro do recipiente, durante aproximadamente 1 hora, e
depois lavada com 4gua desmineralizada (Demi H>O) durante 5-10 minutos. A condutividade
elétrica foi medida com Metrohm Titrando a fim de verificar se o acido e a dgua da torneira
haviam sido removidos, almejando um valor de condutividade menor que 10 mS/cm. Esta areia
foi seca a 70 © C e armazenada em baldes esterilizados esperando o periodo em que seriam

incubadas no solo.

Os sacos foram produzidos a partir de malha de filtro Nitex 03-50/31 com 2cm de

diametro e malha de 50pum. As extremidades foram soldadas juntas colocando tiras de plastico
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embaixo, entre e em cima da malha (a malha de nylon ndo poderiam derreter), formando um

cone cilindrico de 10 cm de comprimento.

4.3 Incubacio

Os sacos de malha foram preenchidos com areia e enterrados no solo, onde ficaram
incubados durante 4 anos (2013-2017), em orificios localizados na interface entre os horizontes
organico e mineral, onde a producao de micélio de ectomicorrizas ¢ maior (Lindahl et al., 2006)

(Figura 7).

DEPOSIGAO DE FOLHAS AGULHAS DE
V PINHEIRO

AGUA DO SOLO

Figura 7. Visdo geral da amostragem de campo (Bahr, 2013)
4.4 Coleta e armazenamento

Os sacos de malha foram coletados em saidas de campo realizadas no segundo semestre
de 2017, preferencialmente durante tempo seco para que a areia nao sofresse aglutinagdo pela
umidade, mas apenas pela presencga de micélio. A areia coletada durante tempo iimido foi seca
ao ar em laboratério. Feito esse processo, os sacos foram armazenados em refrigeradores a 4

°C antes de serem processados.



22

4.5 Quantificacao de micélio
4.5.1 Classes de Colonizacao Visivel

Para se obter uma boa visualiza¢do da mistura areia + micélio, o contetido dos sacos foi
transferido para potes transparentes, cuidadosa e lentamente, onde a areia possuia certo
movimento ao ser agitada (Foto 1). Os recipientes foram colocados na posic¢ao horizontal € um
movimento giratorio foi aplicado, sendo entdo possivel identificar diferentes niveis de
aglutinacdo na areia. O nivel de agregacdo se dava pela presenca de micélio na areia,
funcionando como uma espécie de “teia” que unia os graos, sendo este acontecimento mais ou

menos intenso.
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Foto 1. Mistura areia + micélio sendo transferida para outro recipiente.

A quantidade visivel de micélio foi estimada em 5 classes de colonizagdo da seguinte

forma:
1 =0-20 % = nenhum micélio
2 =20 —40 % = presenca de micélio escasso, algumas particulas de areia se juntam
3 =40 - 60 % = preseng¢a de micélio e alguma agrega¢do de particulas de areia
4 =60 — 80 % = abundancia de micélio e forte agregacao de particulas de areia

5=80-100 % = todas as particulas de areia agregadas por micélio



4.5.2 Frequéncia em buracos na malha

Depois de abrir o saco com auxilio de uma tesoura limpa (Foto 2), foram separadas tiras

da malha em trés secc¢des longitudinais ao longo do saco (2, 5 e 8 cm de profundidade) e

armazenadas em saquinhos plasticos com vedagdo (Fotos 3 e 4).

Foto 3. Saquinhos para armazenar as malhas
malha ja esvaziada.

]

Foto 2. Saco sendo cortado.

Foto 4. Recipiente com a mistura areia + micélio
e saquinhos com os cortes longitudinais.

Com o auxilio de um estereomicroscopio, a presenga ou auséncia de hifas foi

quantificada nos cortes longitudinais da malha, onde selecionou-se aleatoriamente 100 furos

para cada se¢do do saco. A malha foi apertada entre duas laminas de microscopio, juntamente

com uma folha de grade de mm transparente (voltado para a malha para melhor resolu¢ao), na

qual um quadrado de 3x3mm ¢ destacado, sendo possivel visualizar 9 quadrados inscritos neste

maior (Foto 5).

Em cada um desses nove quadrados, foi contada 1 linha de 10 furos de malha (escolheu-

se a 3? linha vertical da linha da grade da mao direita de cada quadrado) e no quadrado central

foi contada uma linha adicional para somar 10 furos totalizando 100 furos de malha.
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5 2

Foto 5. Malha sendo visualizada no estereomicroscopio.

Para calcular o valor de frequéncia (% de presenca) para cada saco foi realizada a média
das trés se¢oes longitudinais. Em seguida, foi calculada a média da frequéncia média dos sacos

replicados para posterior analise.

4.5.3. Biomassa

Despois de ser feito a andlise do método de classe de colonizacdo visivel as amostras
foram preenchidas com 4dgua desmineralizada onde a areia ficou completamente submersa. Os
tubos foram colocados no agitador HT durante pelo menos 10 minutos a fim de fazer com que

o micélio flutuasse no topo da dgua (Foto 6).
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Figura

Foto 6. Potes sendo agitados em agitador HT.

Cada amostra foi transferida para um béquer de 500 Ml onde mais 4gua desmineralizada
foi adicionada e agitou-se manualmente o recipiente para que o micélio flutuasse novamente
para o topo da agua (Foto 7), em seguida despejou-se os teores liquidos sobre uma peneira de

metal na filtragdo a vacuo (Foto 8). Este processo foi repetido 3 vezes.
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Foto 7. Béquer com 4gua desmineralizada e
béquer com a mistura de areia + micélio + agua.

Foto 8. Sistema de filtragem a
vacuo.

O micélio foi transferido da peneira para uma placa de petri com forceps (sob o
estereoscopio) e limpou-se a areia restante durante 5 minutos por amostra, para obter tratamento
igualitario (Fotos 9 e 10). Secado ao forno a 60 ° C durante pelo menos 3 dias em placas de
petri ou papel (7x12cm). Pesado em balanga de alta precisao no laboratério. Recuperou a areia

em uma balde. Amostras armazenadas em sacos de papel.
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Foto 9. Estereoscopio ligado e
peneira com micélio.

Foto 10. Micélio na placa de petri
antes da remocao de areia excedente.

4.6 Analise Estatistica

Os dados foram compilados e, por meio de estudos estatisticos, usando o software R
(pacote VEGAN) e a ferramenta do Excel Action como ferramentas, selecionou-se uma
combinag¢do de métodos para quantificar a presenca de micélio nos sacos de malha. Os testes
realizados foram a matriz de correlagdo entre os diferentes métodos de quantificagdo e o

gradiente de deposi¢do de nitrogénio para cada sitio.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os sete sitios, 115 amostras (11-20 amostras por local) foram visualizadas com sucesso
para os métodos de classes de colonizagao visivel, frequéncia em buracos na malha e biomassa
(Tabela 3). Os resultados para cada sitio dos trés métodos de quantificacao da produgdo micelial

em sacos de malha pode ser verificado na tabela 3.

METODO APLICACAO TEMPO EQUIPAMENTOS DIFICULDADES COMPARABILIDADE

Todas as amostras

Classes de L .

s Amostra inteira, 3 L devem ser estimadas .
colonizagéo . Estereoscopio . Comparavel
visivel sem perda Minutos da mesma maneira e

pela mesma pessoa.
N Todas as amostras
Frequéncia em o )

Amostra inteira, 10 - devem ser estimadas .
buracos na . Estereoscopio . Comparavel
malha sem perda Minutos da mesma maneira e

pela mesma pessoa.
Agitador HT .
N '8 . Umidade
Amostra inteira, Filtro a vacuo
. 20 desempenha um .
Biomassa pouca perda pela . Forno de secagem . Comparavel

. Minutos papel e a areia deve

limpeza Balanga de alta .

. ser removida
precisdo

Tabela 3. Métodos utilizados no estudo para quantificar a produgdo de micélio em sacos de

malha.

Os métodos foram considerados simples e baratos podendo ser realizados com um
pequeno dispéndio de tempo e baixas demandas de equipamento. Todos os trés métodos sao
baseados em uma analise de toda a amostra sem destrui-la. Isto traz a vantagem de as amostras

poderem ser subsequentemente utilizadas para analises posteriores.

A classe de colonizagdo visivel ¢ muito simples e rapida, mas ndo permite uma
afirmag¢@o quantitativa sobre a biomassa. Um pré-requisito importante para bons valores € que
todas as amostras sejam tratadas da mesma forma e avaliadas pela mesma pessoa. Este método
¢ usado por muitos pesquisadores, de modo que as comparacgdes com esse estudo sdo possiveis.

Em estudos comparativos de grandes distancias geograficas ou gradientes ambientais, este
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método ¢é pratico porque as diferengas na composicao de espécies tém pouco efeito sobre os

resultados.

A frequéncia em buracos na malha ¢ muito simples e rédpida de realizar, mas permite
uma declara¢do quantitativa mais precisa sobre a biomassa nas malhas do que a estimativa
visual. Com este método, ¢ novamente um pré-requisito importante que todas as amostras sejam
tratadas da mesma forma e, se possivel, avaliadas pela mesma pessoa. Este método tem sido
usado regularmente no grupo de pesquisa de H. Wallander por alguns anos. No entanto, falta
uma comparagdo com outros grupos de pesquisa e varios ecossistemas florestais. Comparado a
grandes distancias geograficas ou a gradientes ambientais, este método ¢ adequado porque as

diferencgas na composi¢ao de espécies t€m pouco efeito nos resultados.

A determinagdo do peso requer alguns equipamentos, que estdo disponiveis na maioria
dos laboratodrios de microbiologia. Além disso, este método ¢ muito simples e rapido de realizar.
Apenas a limpeza do micélio ¢ um pouco demorada e produz perda minima, sendo de extrema
importancia que a areia presente na amostra seja removida e o micélio seja seco, pois caso nao
ocorram, havera interferéncia significativa na estimativa da biomassa. A determinagdo de peso
fornece a informacdo de biomassa quantitativa mais precisa dos sacos de malha e é mais
reprodutivel do que a estimativa visual e a frequéncia em buracos de malha. Este método
também ¢ adequado para a comparacdo de biomassa em grandes distancias geograficas ou em

gradientes ambientais.

Os resultados se encontram resumidos na Tabela 4, onde foi feita a média as diferentes

metodologias para cada sitio.

Deposicio de Colonizacio A .
[oe . An: . Frequéncia em Biomassa
Sitio Nitrogénio Visivel buraco de malha (mg)
(kgha'la™ (classes 1-5) 8
RO 19,1 3,47 14,21 22,93
AL 21,1 2,71 7,00 11,58
BB 21,9 3,41 12,71 17,72
PR 23,7 2,65 18,75 8,51
HA 24,7 1,82 2,06 2,77
AW 25,4 1,8 0,87 3,038
MU 32,4 2,06 1,47 6,66

Tabela 4. Para cada sitio, a média dos resultados dos métodos quantitativos.
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Em um estudo anterior na Floresta de Faia suica, a colonizacdo micelial visualmente
estimada nos sacos de malha diminuiu com o aumento da deposi¢ao de nitrogénio (de Witte et
al., 2017). Isso se reflete nos resultados dos nossos testes atuais (Grafico 1), onde a colonizagao
visualmente estimada mostra uma correlagdo negativa com o aumento da deposicao de

nitrogénio (p =-0,694, P = 0,1-0,05).
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Grafico 1. Percentagem de colonizacdo micelial em sacos de malha nas 7 parcelas

analisadas por gradiente de deposi¢ao de Nitrogénio (menor deposi¢do a esquerda).

A quantificagdo visual de micélio em classes mostra que a colonizagdo, apds 4 anos de
incubagdo, em sacos com consideravel crescimento (classe 4 ¢ 5) foi observada em sitios onde
a deposicdo de nitrogénio varia entre 19 e 24 kg N ha ! a™!, e sacos onde nenhum crescimento

(classe 1) foi observado em sitios com deposi¢do >24 kg N ha!'a™.

Os valores médios de estimativa visual e a determinagdo do peso mostram uma
correlagdo positiva altamente significativa (coeficiente de correlagdo p de Pearson = 0,967, P
<0,001), enquanto que a estimativa visual também esta correlacionada com a coloniza¢ao no
tecido de malhas significativamente positivo (p = 0,782, P <0,05). A colonizagdo da malha de
tecido, no entanto, ndo esta significativamente correlacionada com o peso (p = 0,659) (Figura

8).
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Figura 8. Matriz de correlagdo de Pearson com a variavel ambiental deposi¢do de N e com os
trés métodos de quantificagdo: classes de colonizacdo visivel, frequéncia em buracos na malha
e Biomassa. Os valores dentro dos quadrados sdo coeficiente p de Pearson e p-valor, em cima

e em baixo, respectivamente.

O teste mostrou que a estimativa visual e a determinacdo do peso produzem resultados
muito semelhantes, enquanto a contagem de malhas de tecido povoadas ¢ apenas parcialmente
comparavel aos outros dois métodos. Naturalmente, existem algumas limitagdes a essa
comparabilidade, como os diferentes tempos de incubagao dos sacos de tela. As razdes para os
desvios na contagem de malhas de tecido podem ser multiplas. Por exemplo, o tecido ¢

frequentemente contaminado e as hifas pouco distinguiveis sdo, portanto, dificeis de
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reconhecer. O tecido das sacolas de malha estd em contato direto com o solo durante a
incubagdo, portanto, ¢ provavel que mais saprofitas cresgam na malha, mas ndo penetrem no

interior das sacolas de malha.

6. CONCLUSAO

Com base nos resultados, ¢ recomendavel para estudos futuros a quantificagao do micélio
utilizando a estimativa visual por classes de colonizagdao e/ou a determinagao do peso, sendo
que o primeiro método apresentou os melhores valores estatiticos. Estes sdo métodos simples e
baratos para quantificar o micélio, que permitem a analise subsequente do DNA para identificar
as espécies. A contagem em tecido de malha, ¢ um método relativamente novo, mas que se
apresentou inferior aos outros dois métodos, portanto nao pode ser recomendado para futuros

estudos nesta forma. Se otimizada, podera ser testada e comparada com os outros dois métodos.

A estimativa visual da produgdo de micélio é o método com menor esfor¢o e parece dar
resultados muito confidveis, sendo muito gratificante que este produza resultados tdo
semelhantes quanto a determinagao precisa do peso. Isso sugere que esse método deve ser usado

em todos os estudos para permitir comparabilidade entre os estudos.

Os objetivos especificos do estudo foram alcangados, sendo possivel relatar o passo-a-passo
metodoldgico para a quantificacdo de micélio pelo método de sacos de malha, e descrever as

dificuldades encontradas no processo.
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