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RESUMO 

A Mata Atlântica é um dos principais hotspots de biodiversidade do mundo. Hoje em 

dia, só restam 10 % do seu bioma original, o qual se encontra fragmentado na forma 

de remanescentes florestais. O Parque Nacional do Iguaçu (PNI) é o principal rema-

nescente da Mata Atlântica de interior no Brasil. Esta Unidade de Conservação (UC) 

é afetada não somente por fatores inerentes à fragmentos florestais, como efeito de 

borda, mas também por invasão de plantas não nativas. Apesar do papel estruturante 

no ecossistema, degradando a matéria orgânica e na ciclagem do carbono, pouco se 

sabe sobre a riqueza e composição das comunidades fúngicas de solo do PNI e, prin-

cipalmente, sobre os efeitos das alterações ambientais sobre essas comunidades. 

Para avaliar a o efeito de borda e a invasão vegetal por Tradescantia zebrina (Com-

melinaceae) nas comunidades fúngicas de solo do PNI, foram coletadas amostras de 

solo de quatro tratamentos com diferentes graus de perturbação explorando influên-

cias da borda florestal e da invasão vegetal, em conjunto e em separado. As amostras 

foram sequenciadas com a amplificação da região ITS e analisadas por bioinformática 

quanto a diversidade taxonômica e funcional. Mortierella foi o gênero com maior pre-

sença nos diferentes tratamentos florestais. Não houve diferenças significativas na 

diversidade e função das comunidades fúngicas de solo entre os diferentes tratamen-

tos, com grande presença de guildas patogénicas oportunistas. Inicialmente, identifi-

camos que a diversidade de fungos do PNI é tão grande que as diferenças entre os 

tratamentos não superam as diferenças encontradas entre os diferentes pontos de 

coleta dentro dos tratamentos. Assim, o número de amostragem deve ser ampliado 

visando compreender melhor os efeitos na comunidade. Por outro lado, o estudo per-

mitiu à amplificação do conhecimento da diversidade desse grupo no PNI, avaliada 

ineditamente por métodos independentes de cultivo.  

Palavras-chave: Metabarcoding, ITS, Tradescantia zebrina, Mortierella, Parque 

Nacional do Iguaçu, ASV. 
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ABSTRACT 
 

The Atlantic Forest is one of the main biodiversity hotspots in the world. Nowadays, 

only 10 % of its original biome remains, which is fragmented in the form of forest 

remnants. The Iguaçu National Park (PNI) is the main remnant of the Atlantic Forest in 

the interior of Brazil. This Conservation Unit (CU) is affected by factors inherent to 

forest fragments, such as the edge effect and by the invasion of non-native plants. 

Despite the structuring role in the ecosystem, degrading organic matter and carbon 

cycling, little is known about the richness and composition of fungal communities in the 

PNI soil and, mainly, about the effects of environmental changes on these 

communities. To evaluate the effect of edge and plant invasion by Tradescantia zebrina 

(Commelinaceae) in the soil fungal communities of the PNI, soil samples were 

collected from four treatments with different degrees of disturbance in the park, 

exploring influences of forest edge and plant invasion, together and separately. The 

samples were sequenced with amplification of the ITS 86-F and ITS 4R region, 

testimonies by bioinformatics regarding taxonomic and functional diversity. Mortierella 

was the genus with the highest presence in the different forest treatments. There were 

no significant differences in the diversity index and function of soil fungal communities 

between the different treatments, with a large presence of opportunistic pathogenic 

guilds. Perhaps the diversity of fungi in the PNI is so great that the differences between 

treatments do not exceed the differences found between different collection points 

within treatments. Thus, the number of samples should be increased to better 

understand the effect of diversity in different treatments. On the other hand, the study 

allowed the amplification of the knowledge of the diversity of this group in the PNI, 

unprecedentedly evaluated by independent methods of cultivation. 

 

Keywords: Metabarcoding, ITS, Tradescantia zebrina, Mortierella, National Park of 

Iguaçu, ASV. 
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1 INTRODUÇÃO 

 Apesar da Floresta Estacional Atlântica brasileira ser considerada um 

dos cinco principais hotspots da diversidade biológica (MYERS et al., 2000), encontra-

se constantemente ameaçada. Somente no estado do Paraná, originalmente formado 

por 98 % de floresta, hoje restam 10 % do bioma original (GRACIOTIM, 2014) 

composto geralmente por remanescentes florestais inseridos em áreas urbanas sob a 

forma de Unidades de Conservação (UC) (MIELKE et al., 2015). As UC são espaços 

especiais para a manutenção do meio natural que surgiram em resposta às mudanças 

do uso e cobertura da terra, bem como ao desmatamento, conservação da 

biodiversidade, manutenção do patrimônio genético e proteção de ecossistemas 

naturais (HASSLER, 2005). 

 O maior remanescente de Floresta Atlântica de interior do Brasil é o 

Parque Nacional do Iguaçu (PNI), integrando um dos mais importantes contínuos 

biológicos do Centro-Sul da América do Sul (ICMBIO, 2018). O PNI abriga 158 

espécies de mamíferos, 390 de aves, 48 de répteis, 12 de anfíbios, 175 de peixes e 

pelo menos 800 de invertebrados. Foram identificados até o momento, 761 

angiospermas, 16 pteridófitas e 464 espécies de fitoplâncton. Quanto à comunidade 

de fungos do PNI, a literatura é escassa, apesar de seu status de UC, a biodiversidade 

pode ser ameaçada por fatores como a invasão de espécies exóticas e o efeito de 

borda (ICMBIO, 2018). 

 No processo de invasão biológica, ocorre a introdução de espécies 

não nativas em habitats e ecossistemas que antes não faziam parte (VITOUSEK, 

1996). Plantas invasoras são táxons vegetais cuja presença se deve à introdução 

intencional ou acidental como resultado da atividade humana (RICHARDSON et al., 

2000). Espécies invasoras representam uma das maiores ameaças à biodiversidade 

(BURGIEL & MUIR, 2010). Mesmo em lugares que foram preservados como áreas 

naturais, constata-se que as espécies nativas estão continuamente perdendo terreno 

para invasores exóticos (FINE, 2002), que podem alterar a composição do 

ecossistema por meio de interações complexas relacionadas a tamanho da planta, 

produção de serapilheira e retenção, fluxos, reciclagem e elevação dos níveis 

nitrogênio no ecossistema (CURRIE et al., 2014) e mudança do microclima do solo 

(RENATE ZILLER, 2001). Embora uma planta invasora seja erradicada, a vegetação 

pode não voltar a sua composição original (VILÀ M, & GIMENO I, 2007).  

 O gênero Tradescantia, pertencente à família Commelinaceae, inclui 
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90 espécies de plantas (PELLEGRINI, 2017), geralmente com raízes fibrosas ou 

tuberosas, das quais diversas espécies são consideradas invasoras (SÁNCHEZ DE 

LORENZO, 2004). Tradescantia zebrina heynh. ex bosse é uma planta comumente 

cultivada nos trópicos e regiões temperadas. É nativa do México e da América Central, 

distribuída em muitas áreas tropicais e subtropicais em ambos os hemisférios 

(FADEN, 2008), é considerada uma forte competidora, e pode afetar a diversidade de 

espécies em fragmentos florestais, multiplica-se rapidamente em qualquer época do 

ano, estabelecendo grande biomassa em áreas invadidas (MANTOANI et al., 2013). 

Embora, não se tenham estudos claros de como a T. zebrina pode afetar o bioma 

terrestre, entre os efeitos de plantas exóticas invasoras estão a alterações em 

propriedades ecológicas essenciais, ciclagem de nutrientes e produtividade vegetal, 

cadeias tróficas, estrutura, dominância, distribuição e funções de espécies num dado 

ecossistema, distribuição de biomassa, densidade de espécies, porte da vegetação, 

acúmulo de serrapilheira e de biomassa (RENATE ZILLER, 2001). Ela é conhecida 

por causar danos no bioma em diversos países no mundo (MANTOANI et al., 2013), 

incluindo o Brasil (ZENNI & ZILLER, 2011), estando presente no Parque Nacional do 

Iguaçu (RODOLFO et al., 2008) com uma maior taxa de crescimento na região da 

borda da floresta (CHIBA DE CASTRO et al., 2022). 

 A borda da floresta é a área sobre a qual os componentes bióticos e 

abióticos deste habitat são influenciados pelo ambiente matriz (CROCKATT, 2012). 

Um dos principais motivos para estudar essas regiões de transição, é que elas podem 

ser sentinelas sensíveis da mudança ambiental (FONSECA, 2008).  “Efeito de borda” 

é um termo usado para descrever diferenças e interações de fatores ecológicos ou 

atributos sistemáticos em zonas de dois ou vários ecossistemas diferentes que pode 

levar à mudança em componentes e atividades (TING & SHAOLIN, 2008). As 

consequências do efeito de borda estão ligadas ao problema generalizado da 

fragmentação do habitat, especialmente decorrente da separação de uma paisagem 

em vários usos da terra, criando manchas de habitat pequenas e disjuntas, que pode 

danificar o habitat de diversas espécies. Tem sido demonstrado que pequenas 

manchas de habitat resultantes da fragmentação, não fornecem recursos e condições 

para muitas espécies vegetais e estão associadas ao aumento da predação 

(FONSECA, 2008). O efeito de borda, especialmente no microclima, provavelmente 

influencia os fungos no nível individual e, portanto, da comunidade (CROCKATT, 

2012), pois bordas da floresta são funcionalmente diferentes do interior em termos de 
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microambiente (CAMARGO, 1995). Maiores níveis de radiação solar, temperatura, 

umidade, déficit de pressão de vapor, umidade (MATLACK, 1993), deposição de 

nutrientes e acidificação do solo (DE SCHRIYER et al., 2007) são fatores que podem 

afetar comunidades microbianas e fúngicas. A isso, se junta a influência que as plantas 

invasoras têm nas condições do solo e, por consequência, na comunidade fúngica 

(KOURTEV, 2002).  

 Os fungos são um dos componentes mais importantes dos 

ecossistemas florestais, são a maior biomassa viva responsável pela decomposição 

orgânica do solo da floresta, sendo as principais fontes de enzimas necessárias para 

a decomposição vegetal (STEINER et al., 2002). A capacidade dos fungos de 

degradar a matéria orgânica se deve ao seu sistema enzimático. Existem dois tipos 

de sistemas enzimáticos extracelulares, sendo o sistema hidrolítico produtor de 

hidrolases responsáveis pela degradação de polissacarídeos, e um sistema 

ligninolítico oxidativo e extracelular único, que degrada a lignina e abre os anéis 

fenólicos (SÁNCHEZ, 2009).  

 Dentre os fungos de solo, os fungos micorrizos participam da 

associação mutualística do tipo simbiótico com raízes de algumas plantas. Essa 

associação é fator-chave na tolerância do estresse hídrico para a planta hospedeira e 

participa ativamente da absorção de nutrientes pela maioria das plantas terrestres 

(MOHAN et al., 2014). Já os fungos endofíticos podem viver no interior de uma planta 

por pelo menos parte da sua vida, sem aparentemente causar danos à planta 

hospedeira e atuam no controle biológico, por meio da produção de metabólitos 

secundários potenciais com função antimicrobiana, protegendo as plantas de 

infecções por patógenos (SEGARA, 2019).  

Ainda hoje, a relação ecossistêmica dos fungos no solo não é bem 

estudada. É necessário compreender os fatores que influenciam a distribuição e a 

função dos fungos nas florestas para uma modelagem precisa do ciclo global do 

carbono e para um conhecimento completo das suas funções no ecossistema florestal 

(CROCKATT, 2012). Vários estudos têm mostrado que as mudanças nas condições 

climáticas podem afetar comunidades fúngicas do solo direta ou indiretamente 

causando mudanças na composição e função das comunidades (CASTAÑO, 2019). 

Portanto, se faz necessário estudar os efeitos e interrelações de impactos ambientas 

que influenciam diretamente as condições do solo sob a comunidade fúngica de solo. 

 O método mais comum para estudo de microrganismos desde o início 
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da microbiologia foi a cultura in vitro e o isolamento em culturas puras (SARHAN et 

al., 2019), mas diferentes microrganismos prosperam em diferentes ambientes e têm 

uma variedade de necessidades de crescimento, como nutrientes, pH, condições 

osmóticas e temperatura (BASU et al., 2015). Com o progresso da seletividade dos 

meios de cultivo foi possível sua aplicação para identificação, estudo de propriedades, 

testes de metabólitos secundários e determinação da composição genética de 

microrganismos (SARHAN et al., 2019). Esses métodos baseados em cultura 

possuem a vantagem de quantificar a abundância absoluta de células dos 

microrganismos vivos cultiváveis (ZAPKA et al., 2017), porém no caso dos fungos a 

identificação baseada em características morfológicas é muitas vezes complicada, 

difícil e demorada devido às muitas condições a serem (PAUVERT, et al., 2019). 

 Uma grande dificuldade dos meios de cultura é a incapacidade de 

mimetizar 100% o ambiente natural dos microrganismos, e é comum sua aplicação 

sem levar em consideração a origem do microrganismo (SARHAN et al., 2019). 

Estudos de DNA ambiental revelam a existência de muitos microrganismos, incluindo 

fungos, que não crescem usando as técnicas de cultura atualmente disponíveis 

(BEGEROW, 2010), assim o acesso que temos ao mundo microbiológico é limitado, 

com menos de 1% da biodiversidade microbiológica podendo ser cultivada (RAPPÉ, 

2003), fenómeno conhecido como “a grande anomalia da contagem de placas” 

descoberto por Staley e Konopka quando observaram diferenças entre o número de 

células de ambientes naturais que formam colônias viáveis em meio de ágar e os 

números observados por microscopia (STALEY, & KONOPKA, 1985). As razões pelas 

quais tantas espécies não crescem em laboratório ainda não são bem entendidas 

(EPSTEIN, 2013), mas isso deixou em evidência a necessidade de métodos 

alternativos a cultura tradicional que permitam estudar as comunidades microbianas 

que não são capazes de crescer em placas no laboratório. 

 Após a conclusão do projeto genoma humano houve o surgimento das 

ciências ómicas, com a finalidade de analisar os componentes dos organismos vivos 

na sua totalidade, (EVANS, 2000) permitindo seus estudos além do isolamento em 

placas, assim os métodos independentes de cultura permitiram identificar uma grande 

proporção da diversidade microbiológica que não era possível estudar anteriormente 

(HODKINSON & GRICE, 2015). Ferramentas moleculares independente de cultivo 

concentram-se no sequenciamento de ácidos nucleicos, fornecendo informações 

genéticas, filogenéticas e funcionais sobre organismos ou comunidades específicas, 
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chamado de sequenciamento de DNA genômico ou metagenômico respectivamente 

(JANSSON et al., 2012), usando sequências de genes de rRNA como ferramentas 

para identificação de espécies (FRANK et al., 2002), a metatranscriptómica permitem 

o estudo sobre o estado de expressão dos genes e o papel funcional dos genes ou 

organismos no ambiente investigado pela extração do RNA do ambiente microbiano 

(URICH, et al., 2008),  a metaproteômica detecta proteínas expressas e, assim, 

verificam funções microbianas in situ em um determinado habitat de uma comunidade 

de microrganismos (RAM et al., 2005). Abordagens que combinam a aplicação de 

várias ciências ómicas são necessárias para vincular diversidade genômica com a 

atividade e função dos microrganismos no ecossistema (MORRIS et al., 2010).  

 O sequenciamento de nova geração provocou uma mudança radical 

na análise de fungos de solo (FRAC et al., 2018), permitindo a identificação até o nível 

de espécie (SCHOCH, et al., 2012). Porém, mesmo com todos os avanços 

tecnológicos, as NGS apresentam vários desafios no estudo da biodiversidade 

fúngica, pois nem sempre as análises moleculares são suficientes para identificação 

até nível de espécies, especialmente em fungos (WATANABE et al., 2011). Outros 

fatores que influenciam na identificação dos fungos são os primers usados na 

amplificação, a plataforma de sequenciamento, o método usado para montar as 

leituras, o método de agrupamento de sequências e os filtros posteriormente 

aplicados. Em adição, as sequencias obtidas podem ser interpretadas usando 

unidades taxonômicas operacionais (operational taxonomic unit - OTU) ou variantes 

de sequência única (ASVs) (PAUVERT et al., 2019), o que gera um desafio para os 

pesquisadores na hora de escolher as metodologias para estudo dos fungos. 

 Dentro da metagenômica está o metabarcoding (NAVIA, 2018), 

metabarcoding refere-se à caracterização de sequencias do DNA visando “códigos de 

barras” específicos do genoma microbiano (ORGIAZZI et al., 2015), códigos de barras 

de DNA são sequências padronizadas que identificam espécies de todos os reinos 

eucarióticos usando primers aplicáveis ao grupo taxonômico (SCHOCH et al., 2012). 

As sequências da subunidade menor de rDNA evoluem de forma relativamente lenta 

e são úteis para estudar organismos distantes, enquanto os genes de rRNA 

mitocondrial evoluem mais rapidamente e podem ser úteis no nível ordinal ou familiar 

(WHITE et al., 1990). O trabalho inicial de identificação filogenética e molecular em 

fungos começou com genes ribossômicos nucleares com três componentes principais 

do operón ribossômico fúngico: a subunidade grande (large sub-unity - LSU, 
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variadamente referida como 26S ou 28S); a subunidade pequena (small sub Unity - 

SSU, ou 18S), e o Espaçador Transcrito Interno (Internal Transcribed Spacer- ITS), 

compreendendo duas seções (ITS1, ITS2) (SEIFERT, 2009). A região ITS foi 

selecionada como o código de barra universal para fungos (SCHOCH et al., 2012). 

Embora os estudos de comunidades microbianas tenham aumentado 

exponencialmente devido aos avanços nas tecnologias de sequenciamento, a grande 

quantidade de dados gerados permanece difícil de analisar e interpretar (JOOS et al., 

2020). Para analisar os dados genômicos as sequências de DNA microbiano podem 

ser agrupadas OTUS por meio de um limiar de similaridade (KNIGHT et al., 2018), 

OTU é uma coleção de sequências 16S de rRNA que têm uma certa porcentagem de 

divergência de sequência, no caso do nível de espécie não superior a 3% 

(GILLILLAND et al., 2012). Embora OTUs possam discriminar sequências que diferem 

por causa de erros de sequenciamento e amplificação, não pode explicar pequenas 

variações biológicas (JOOS et al., 2020). Recentemente, foram desenvolvidos novos 

métodos que resolvem variantes de sequência única (ASVs) a partir de dados de 

amplicón pela inferência das sequências biológicas na amostra antes da introdução 

de erros de amplificação e sequenciamento, distinguindo variantes de sequência que 

diferem em apenas um nucleotídeo (CALLAHAN et al., 2017). ASVs são exatas, o que 

significa que são sequências reais claramente delineadas e comparáveis, facilitando 

a meta-análises e possibilitando a combinação de dados entre projetos (TIPTON et 

al., 2021). As melhorias na reutilização, reprodutibilidade e abrangência das ASVs 

frente as OTUs são suficientemente relevantes para considerar as ASVs sobre OTUs 

como unidade padrão de análise e relatório de genes marcadores (CALLAHAN et al., 

2017).  

Diante desses aspectos levantamos as seguintes problematizações que 

serviram de balizas para a realização de uma pesquisa exploratória sobre o tema: 

Será que o efeito de borda e a invasão da espécie exótica T. zebrina estão afetando 

as comunidades fúngicas do solo do Parque Nacional Iguaçu? Caso aconteça, elas 

têm efeito sinérgico? 

 Este estudo tem como objetivo avaliar a comunidade fúngica em 

áreas da floresta estacional invadidas e não invadidas por T. zebrina na região de 

borda e interior da floresta usando metabarcoding da região ITS do DNAr e análise 

funcional a partir do script FUNGuild. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

  Avaliar os efeitos da invasão de T. zebrina e da borda florestal sobre 

as comunidades fúngicas do Parque Nacional do Iguaçu.  

 

2.2 Objetivos específicos 

1. Extrair o DNA ambiental (eDNA) das amostras de solo do Parque Nacional Do 

Iguaçu; 

2. Sequenciar a região ITS do eDNA extraído; 

3. Realizar a bioinformática dos dados genômicos utilizando ASVs como unidade 

padrão de análise para genes marcadores de fungo; 

4. Avaliar a diversidade taxonômica e a composição da comunidade fúngica em 

relação ao efeito da invasão da planta T. zebrina na borda e interior; 

5. Analisar a diversidade funcional usando FUNGuild em relação ao efeito da invasão 

da planta T. zebrina na borda e interior. 
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3 METODOLOGIA 

3.1 Coleta 

A coleta foi realizada no Parque Nacional do Iguaçu (25°05', 25°41' S; 

53°40' e 54°38' W) em outubro de 2021. Foram coletadas 12 amostras de solo, em 

triplicatas, de quatro tratamentos que representam diferentes impactos ambientais: 

1) Borda florestal com invasão (BI): solo coletado na borda da floresta com presença 

de T. zebrina; 

2) Borda florestal sem invasão (BN): solo coletado na borda da floresta sem a pre-

sença de T. zebrina; 

3) Interior florestal com invasão (II): solo coletado sob invasão de T. zebrina, na man-

cha de invasão mais distante da borda; 

4) Interior florestal sem invasão (IN): solo coletado no interior da floresta, ao menos 

100m de qualquer borda e sem presença de T. zebrina, (Figura 1). 

Para a coleta, inicialmente realizou-se uma limpeza superficial reti-

rando galhos, folhas, e quaisquer material orgânico da superfície e cavou-se 10 cm, 

removendo o horizonte O do solo. A partir disso, foi coletado uma amostra de solo em 

cada ponto, com suas respectivas sub-réplicas. As amostras foram acondicionadas 

em caixa térmica até o laboratório. No laboratório as réplicas foram homogeneizadas 

para a composição de uma amostra composta de cada ponto e armazenadas a -20 

oC.  

 

 

Figura 1. Esquema de coleta das amostras de solo do Parque Nacional Iguaçu. Fonte: Autoria 
própria. 
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3.2 Metabarcoding de fungos do Parque Nacional do Iguaçu de áreas nativas e 

áreas invadidas por Tradescantia zebrina  

 

3.2.1 Extração do DNA  

 Para a extração do DNA foi utilizado 0,250 g de cada amostra 

composta (solo com e sem invasora na área da borda e interior da floresta). Estas 

alíquotas foram submetidas ao protocolo de extração de DNA do kit DNeasy Plant Mini 

Kit (Qiagen. Inc., Valencia, CA, USA) seguindo as seguintes instruções do fabricante. 

As preparações de DNA foram avaliadas e quantificadas pela medida das 

absorbâncias a 260 nm, 280 nm, 320 nm e 230 nm no espectrofotômetro ND-1000 

(NanoDrop Technologies). Em seguida, o DNA extraído, purificado, alíquotado e 

armazenado a -80 ºC.  

 

3.2.2 Sequenciamento das amostras  

 O sequenciamento foi realizado por terceirização de serviço seguindo 

as especificações abaixo na empresa BPI Biotecnologia. O DNA passou por análise 

de qualidade através da quantificação por fluorescência utilizando o equipamento 

Qubit® 3.0 Fluorometer e kit QubitTM dsDNA BR Assay (Thermo Fisher Scientific) 

 

3.2.3 Amplificação região ITS  

 As reações de PCR foram feitas tendo como volume final de 20 μL, 

contendo 10 μL de GoTaq® Colorless Master Mix 2x (Promega, USL), 0,3 μM de 

oligonucleotideo foward e 0,3 μM de oligonucleotideo reverse, 1 uL de DNA genômico 

e água ultrapura estéril suficiente para 20 uL. Para a amplificação foram utilizados os 

primers descritos:ITS_860-F (5’-

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTGAATCATCGAATCTTTGAA-

3’) e ITS_4R (5’-

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTCCTCCGCTTATTGATATGC-

3’), conforme Bail, 2020.  

 O programa de amplificação consistiu na desnaturação inicial a 95 ºC 

por 5 min, seguida por 35 ciclos de desnaturação a 95 ºC por 30 seg., anelamento a 

56 ºC por 40 seg., extensão a 72 ºC por 1 min. e uma extensão final a 72 ºC por 5 min. 

As reações de amplificação foram conduzidas em termociclador Veriti™ Thermal 

Cycler (Applied Biosystems). Após reação de amplificação de cada amostra, esta foi 
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comprovada através de eletroforese em gel de agarose 2% corado com UniSafe Dye 

0,03% (v/v), 400bp (tamanho do amplicon). Os amplicons foram purificados utilizando 

bead magnética Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter), de acordo com o protocolo 

do fabricante.  

 

3.2.4 Reação de Indexação  

 Nesta etapa foram inseridos os indexadores nos adaptadores 

comuns, que são necessários para a geração de clusters e sequenciamento das 

amostras. A reação de indexação foi realizada seguindo o protocolo do kit Nextera XT 

Index (Illumina). O programa de amplificação consiste: incubação a 72°C por 3 

minutos, desnaturação inicial a 95 °C por 30 segundos, seguidos de 12 ciclos de 95 °C 

por 10 segundos, 55 °C por 30 segundos e 72 °C por 30 segundos e extensão final a 

72 °C por 5 minutos. As reações de amplificação foram conduzidas em termociclador 

Veriti™ Thermal Cycler (Applied Biosystems).  

 

3.2.5 Purificação e Quantificação da Biblioteca  

 As bibliotecas geradas foram submetidas às etapas de purificação 

utilizando bead magnética Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter), para remoção 

de fragmentos muito pequenos da população total de moléculas e restos de primers. 

Após se realizou a quantificação pela metodologia de PCR em Tempo Real utilizando 

Kit KAPAKK4824 (Library Quantification Kit - Illumina/Universal), de acordo com o 

protocolo do fabricante. Gerou-se um Pool equimolar de DNA, através da 

normalização de todas as amostras a 3 nM, para realização do sequenciamento, o 

qual foi conduzido utilizando o sistema Illumina MiSeq de sequenciamento de nova 

geração (Illumina® Sequencing) e kit MiSeq Reagent Kit V2 Nano 500 ciclos – leitura 

de 2 x 250 pb.  

 

3.3 Bioinformática  

 Todo o processamento das amostras na etapa de bioinformática foi 

realizado no desenvolvimento do TCC II. A inspeção de qualidade e processamento 

das sequências foi feita pelo pipeline DADA2 - Divisive Amplicon Denoising Algorithm 

versão 1.8, que é um método baseado em maching learning que constrói e treina um 

modelo de erro paramétrico com base nos próprios dados, para depois corrigir erros 

introduzidos nas leituras durante o sequenciamento e obter informações biológicas 
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mais acuradas (Callahan et al., 2016). Programamos este pipeline no software 

estatístico R (R CORE TEAM, 2013), específico para leituras do amplicon ITS, 

seguindo as recomendações e parâmetros sugeridos por Pauvert et al., 2019, para a 

correção de erros. 

 A função "Filter And Trim" foi usada para filtragem de qualidade com 

opções que incluíam remoção de primers, bases ambíguas (N), sequências com 

menos de 50 pb e um erro esperado (MaxEE) maior que 2. Após a filtragem de 

qualidade, um modelo de erro para sequenciamento foi construído com a função 

“learnErrors” e as leituras diretas foram desreplicadas com a função “derep” para 

recolher sequências repetidas. Essas sequências foram removidas para obter um 

conjunto de ASVs e filtradas para detecção de quimeras com a função 

“removeBimeraDenovo”. Por fim, para contabilizar possíveis contaminações e 

sangramento de índice, uma tabela com as contagens de ASVs e um conjunto de 

sequências sem ruído foi exportada. ASVs com baixa frequência (menos de 9) foram 

excluídos das contagens de tabela e sequências sem ruído. 

 Após a obtenção da tabela de frequência das variantes de sequência 

única (ASVs) das sequencias processadas, estas foram classificadas e anotadas em 

base a referência taxonômica UNITE, a qual é exclusiva para fungos (Nilsson et al., 

2019). A atual versão da base de dados UNITE inclui perto de um milhão de 

sequencias ITS, as quais são curadas, anotadas e disponíveis para consulta.  

 Para realizar a classificação de sequenciamento e atribuição 

taxonômica, uma abordagem de classificação de aprendizado de máquina 

implementada no Qiime2 foi aplicada. Sequências classificadas com taxonomia 

atribuída e contagens de tabela de ASV, foram analisadas e plotadas com o software 

R, usando os pacotes Phyloseq (MCMURDIE & HOLMES, 2013) e ggplot2 (Wickham, 

2016). 

 

3.4 Análise funcional das Guildas 

 Os táxons identificados foram caracterizados e classificados em 

guildas funcionais usando o banco de dados FUNGuild (acessado em novembro de 

2022) que classifica os ASVs de acordo com a função que pode exercer no ambiente. 

Foram utilizadas as ASVs classificadas com nível de confiança “Possível”, “Provável” 

e “Altamente Provável”. As guildas funcionais das demais ASVs classificadas como 

“Não atribuídas” ou “NULL”, foram colocadas na categoria “NA”. Os táxons 
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classificados como saprotróficos de solo, saprotróficos de serapilheira ou saprotróficos 

de madeira foram agrupados em uma categoria única de saprotróficos de solo-planta. 

Esses táxons que foram classificados com segurança em mais de uma guilda foram 

classificados na classe >1 Guilda, exceto no caso de táxons que foram classificados 

com segurança em quatro ou mais guildas, incluindo guildas de patógenos e 

saprotróficos; estes foram classificados na classe de Espécies Patogênicas 

Oportunistas. 

 

3.5 Métodos Estatísticos 

 Para análise da diversidade α das comunidades fúngicas, que se 

refere ao número e abundância relativa das espécies dentro de uma comunidade 

(Whitakker et al., 2001), usando índices de diversidade de Shannon (H’) e o índice de 

dominância de Simpson (C) (Brower & Zar, 1984). Para verificar se houve diferenças 

significativas na diversidade β (que avalia a dissimilaridade entre as comunidades, 

baseada na composição de espécies) 1) entre as áreas da invasão dentro das réplicas 

espaciais, 2) e entre as áreas da borda e interior da floresta e 3) entre a interrelação 

das amostras coletadas sob invasão ou não e borda ou não, simultaneamente, foi 

realizada uma two-way PERMANOVA (Anderson, 2001) usando a função 'adonis2' do 

pacote 'vegan' (Oksanen et al., 2019), onde ‘treatment’ e ‘invaded’ foram os dois 

fatores que representam a borda e invasão respectivamente. Para representar 

visualmente a variação na distribuição espacial dos pontos segundo sua composição 

da comunidade fúngica, foi realizado o escalonamento multidimensional não métrico 

(nMDS). Todas as análises estatísticas foram realizadas no software R (R 

Development Core Team, 2022). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES  

4.1 ANÁLISES DE METABARCODING DE FUNGOS NAS ÁREAS INVADIDAS E 

ÁREAS NÃO INVADIDAS NA REGIÃO DA BORDA E INTERIOR DO PARQUE 

NACIONAL IGUAÇU 

Um total de 468.267 transcritos foram gerados para as 12 amostras. 

Após processamento de qualidade (filtragem, denoising e remoção de quimera), foi 

obtido um conjunto final com 241.515 de sequências para a fita forward, as quais 

foram agrupadas em 1930 ASVs, após descartar as ASVs com uma ocorrência menor 

a 10, 758 ASVs foram mantidos. A partir da junção das réplicas dos pontos, um 

diagrama de Venn foi construído e cada ponto apresentou no mínimo 93 ASVs e no 

máximo 116 ASVs únicos. Um total de 173 ASVs foram comuns nos quatro pontos, 

(Figura 2).  

 

 

Figura 2. Diagrama de Venn da distribuição dos ASVs entre os pontos Interior Nativo (IN), Interior 

Invadido (II), Borda Nativa (BN) e Borda Invadida (BI). Fonte: Autoria própria. 

 

 

4.2 AGRUPAMENTO E TAXONOMIA DOS ASVS 

 Dentre os 758 ASVs foram identificados quatro filos (Figura 3), 
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Mortierellomycota foi o filo mais abundante para as regiões de Borda Nativa, Interior 

Invadido e Interior Nativo (36,25 % BI, 54,54 % BN, 72,91 % II, 45,00 % IN), já o filo 

Ascomycota foi o mais presente na região de Borda Invadida (55,86 % BI 35,13 % BN, 

24,07 % II, 34,89 % IN), os outros dois filos que apareceram em menor porcentagem 

foram o Basidiomycota (07,74 % BI, 0,010 % BN, 28,73 % II, 19,90 % IN) e 

Mucoromycota (00,14 % BI, 00,45 % BN, 00,14 % II, 00,20 % IN).  

 A nível de classe, das 14 identificadas, Mortierellomycetes, 

Sordariomycetes, Dothideomycetes e Agaricomycetes foram as mais abundantes com 

até 97 %, enquanto as outras nove classes representavam entre 2 e 7 % das classes 

totais na amostra (Figura 3).  
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Figura 3. Abundância relativa dos Filos (a) e classes (b) das amostras de solo do Parque Nacional do 
Iguaçu nos pontos Interior Nativo (IN), Interior Invadido (II), Borda Nativa (BN) e Borda invadida (BI). 
Fonte: Autoria Própria 
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Foram identificados 166 gêneros entre os quatro pontos, Mortierella foi o mais 

abundante em todos os pontos, com abundância variando entre 36,35 % e 72,73 % 

(Figura 4). Para o Interior Nativo o segundo gênero mais abundante foi Trichoderma 

com 12,63 % e o terceiro foi Geastrum, que foi ausente nos pontos Borda Nativa, 

Interior invadido e apenas teve presença de 0,20 % na Borda Invadida. A Borda 

Invadida apresentou um perfil diferenciado com Cladosporium e Fusarium como o 

segundo e terceiro entre os gêneros mais abundante com 15,77 % e 15,20%, 

respectivamente. Já para Borda Nativa e Interior Invadido não houve outros gêneros 

com abundância superior a 10 %, além do Mortierella. Não foi possível identificar a 

nível de gênero 176 ASVs, provavelmente pela ausência da espécie na base de dados 

da região estudada (ITS). A figura 4 mostra a frequência relativa taxonômica de 

gêneros.  

 

 

Figura 4. Abundância relativa taxonômica dos gêneros das amostras de solo do Parque Nacional do 

Iguaçu nos pontos Interior Nativo (IN), Interior Invadido (II), Borda Nativa (BN) e Borda Invadida (BI). 

Fonte: Autoria própria. 

  

O grupo mais impactante do trabalho é Mortierella, este grupo pertence à 

família Mortierellaceae, da ordem Mortierellales, (LIAO, 2021). A maioria das espécies 

de Mortierella tem micélio fino e, na cultura de ágar, muitas vezes mostra uma série 

característica de zonas em forma de leque e os esporângios são sustentados por 

esporangióforos ramificados ou não ramificados (WEBSTER & WEBER, 2007). São 
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fungos comumente isolado de solos (CHESTERS & PEBERDY, 1965) e espécies 

saprófitas de Mortierella são frequentemente isoladas entre florestas e comunidades 

fúngicas de madeira morta (OZIMEKE & HANAKA, 2021), silagem, feno, (Webster & 

Weber, 2007), pellets fecais e exoesqueletos de artrópodes abundantes em materiais 

em decomposição (DEACON, 2006).  Este grupo de fungos possui um ciclo sexual 

característico que incorpora zigospóros e feromônios específicos bem como um ciclo 

assexuado de esporulação vegetativo (STREEKSTRA, 2010). Mortierella pode 

funcionar como um saprófito que impulsiona o ciclo do carbono do solo, o metabolismo 

lipídico e a degradação da quitina (ZHANG et al, 2020). 

 Ruiz Gómez et al. (2019) obteve similitudes nos resultados do estudo 

das comunidades fúngicas do solo em montados degradados 

(florestas de azinheiras, sobreiros, carvalhos ou castanheiros, de equilíbrio muito 

delicado e que subsistem apenas no Mediterrâneo, na Argélia, em Marrocos e 

sobretudo no Sul da Península Ibérica), sendo Mortierella o gênero de maior 

abundância nesse estudo. Este gênero pode ser considerado um indicador do nível 

de resiliência dos ecossistemas, pois é um gênero difundido e proeminente membros 

de comunidades de solo, possui a capacidade de solubilizar fósforo, bem como 

estabelecer simbiose com raízes de plantas (FRÖHLICH-NOWOISKY et al, 2015). 

 Na área nativa, destaque-se a presença de Geastrum, que pertence 

à família Geastraceae, tem sido registrado em florestas decíduas úmidas, florestas 

semi-perenes, bosques e plantações de café (VERMA, 2018), e no Brasil se tem 

trabalhos com registro em diversos bioma, incluindo o Semiárido, a Mata Atlântica e a 

Floresta Amazônica (CABRAL et al., 2017), e em solo coberto por serapilheira 

(CROUS et al. 2018). Atualmente, há cerca de 60 espécies registradas no Brasil, e 

entre 100 e 120 no mundo (Assis, 2019). O gênero Geastrum pode ser saprófito, 

realizar conexões micorrízicas (VERMA, 2018) ou briófitos facultativos (TEDERSOO 

et al., 2010) na ausência de outros competidores micorrízicos (Sousa, 2015). 

 Na área de invasão é possível identificar (Figura 4) que a invasão 

diminuiu expressivamente três gêneros: Geastrum, Trichoderma e Mycena. 

Trichoderma pertence à classe Sordariomycetes do filo Ascomycota (BENÍTEZ et al., 

2004), são fungos de vida livre altamente interativos em ambientes radiculares, solo e 

foliares (MACHADO, 2012), esse gênero de fungos tem principalmente reprodução 

assexuada, mas podem ser encontrados na fase sexuada em materiais lenhosos e 

herbáceos, porém muitas das suas cepas não tem estágio sexual conhecido 
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(HARMAN, et al., 2014). Facilmente encontrado em regiões de clima temperado 

(MEYER et al., 2019), eles são produtores de proteínas extracelulares e são mais 

conhecidos por sua capacidade de produzir enzimas que degradam a celulose e a 

quitina (HARMAN, et al., 2014). Trichoderma frequentemente é encontrado no solo e 

crescendo em madeira, casca, outros fungos e inúmeros outros substratos, 

demonstrando seu alto potencial oportunista e sua adaptabilidade a várias condições 

ecológicas (DRUZHININA et al., 2011), eles são aplicados como agentes de controle 

biológico devido à sua alta capacidade reprodutiva, capacidade de sobreviver em 

condições muito desfavoráveis, eficiência na utilização de nutrientes, capacidade de 

modificar a rizosfera, forte agressividade contra fungos fitopatogênicos e eficiência na 

promoção do crescimento vegetal e mecanismos de defesa (BENÍTEZ et al., 2004).  

 O gênero Mycena está entre os mais ricos em espécies do Agaricales, 

filo Basidiomycota, com mais de 500 descritas (THOEN et al., 2020). Quase todos os 

membros do gênero são saprotróficos e desempenham um papel vital na 

decomposição da serapilheira, especialmente em florestas e bosques (UZUN et al., 

2017), mas tem estudos que sugerem sua ocorrência como endófitos de raízes 

(GRELET et al., 2017) e fungo micorriza (ZHANG et al., 2012). Vários táxons são 

generalistas, sem substrato específico ou demandas de recursos, outros são 

altamente particulares sobre as condições de habitat e substrato (TYLER, 1991). 

Neste grupo a reprodução sexuada é o sistema reprodutivo dominante, enquanto a 

reprodução assexuada é um fenômeno raro (MÖHLMANN, 2011) 

 Na borda, a invasão diminui a dominância de Mortierella (Figura 4) 

com a introdução expressiva de Clasdoporium e Fusarium.  A presença de Fusarium, 

de acordo com a literatura, parece não ter importante impacto ecológico em relação 

ao balanço de energia, ciclagem de nutrientes e interação microbiana (Mandeel, 

2006). Cavalcanti et al. (2020) relata que as espécies de Fusarium têm uma 

distribuição ampla e são principalmente patógenos do solo de cultura agrícola, mas 

também podem endófitos, enquanto para Cladosporium algumas espécies são 

saprófitas e amplamente distribuídas, outras podem habitar nichos ecológicos 

particulares e limitados (Bensch et al., 2012), o que em muitos casos pode indicar 

capacidade de colonização generalizada. Contudo, como nosso estudo avalia a 

presença de invasão, a entrada desses grupos generalistas na borda invadida, pode 

indicar possíveis impactos ecológicos já que a invasão diminuiu um grupo, e a 

vegetação permitiu a colonização de outros mais generalistas, não há garantia que 
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não houve mudanças no solo, na ciclagem de nutrientes e em outros fatores 

ecológicos.  

 Embora tenham se detectado vários ASVs exclusivos (figura 1), dando 

a impressão da existência de nichos ecológicos criados pela localização (borda ou 

interior) ou pela invasão, não há relação aparente a nível de gênero entre presença 

desses gêneros exclusivos e o efeito de borda ou a invasão, pois a abundância deles 

na sua maioria chega a ser menor que 1% do total dos gêneros. 

 Em adição, a ausência de identificação taxonômica de 176 AVS a nível 

de gênero mostra como a diversidade fúngica é desconhecida e ressalta a importância 

dos trabalhos de levantamento taxonômico.  

 

4.3 DIVERSIDADE E RIQUEZA DOS FUNGOS NAS AREAS DE BORDA E 

INTERIOR, INVADIDAS E NÃO INVADIDAS  

 A avaliação da diversidade α utilizando o índice de Shannon, 

considerando somente o local (borda e interior), resultou em índices maiores na região 

da borda do que no interior (Tabela 2). Esses resultados se repetiram com o índice 

Simpson, que favorece a maior ocorrência de espécies raras.  

 

Tabela 1. Índice de diversidade de espécies das amostras extraídas do Parque Nacional do Iguaçu. 

Tratamento Amostra Observado Shannon Simpson 

Local  Borda  214,5 3,810 0,945 

Interior 196 3,257 0,874 

Invasão Invadido 195 3,532 0,898 

Nativa 215 3,535 0,921 

 

 

Local e inva-

são 

Borda invadida 201 3,902 0,957 

Borda não inva-

dida 228 3,717 0,933 

Interior invadido 189 3,161 0,840 

Interior Nativo 202 3,533 0,909 

Fonte: Autoria própria. 

 

 Na análise considerando apenas a invasão, esta condição não 

resultou em diferenças entre as áreas nativas e a invadidas, contrário de Bail (2021), 

onde a serrapilheira invadida apresentou maior diversidade comparada com a nativa. 

Provavelmente, essa variação se deve ao tipo de substrato, uma vez que em Bail 
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(2021), a serapilheira permitiu a colonização diferenciada e de possivelmente novos 

grupos funcionais. Avaliando os parâmetros em conjuntos (local e invasão), vemos 

que as regiões de maior valor da diversidade foram da borda, sendo a de maior valor, 

a borda invadida. 

 Para a diversidade beta, o teste two-way PERMANOVA não mostrou 

diferença significante na composição da comunidade fúngica do solo entre a invasão 

ou não, borda ou não, e os tratamentos conjuntamente (Tabela 2).  A Figura 5 ilustra 

a ausência de variação. 

 

Tabela 2. Análise multivariada não paramétrico (PERMANOVA) e do efeito de borda (borda ou interior), 

Invasão (área invadida e não invadida) e as interações entre os efeitos na estruturação das 

comunidades de fungos da Mata Atlântica.  

Fonte: Autoria própria. 

* Df: Grau de liberdade; SumOfSqs: soma das distâncias ao quadrado (euclidianas) de cada ponto ao 

ponto médio; R2: Porcentagem da variação da variável dependente explicada pelo modelo; F value: 

Variação entre a média das amostras; P value: Nível de significância. 

 

 Tanto a borda, quanto a invasão e a interação entre estes fatores não 

apresenta influência sob a comunidade de fungos. Estatisticamente, isso se deve a 

diferença entre as réplicas, que foi igual o maior que a diferença com outros 

tratamentos. Conforme a Figura 5, a distância entre os pontos de um mesmo 

tratamento chega a ser maior que a distância entre um tratamento e outro, o que 

sugere uma heterogeneidade da diversidade entre pontos de coleta que pode ser 

maior que entre tratamentos. Essa diferença espacial é também reportada em Oliveira 

(2020), onde a serrapilheira invadida do PNI não apresentou mudanças na diversidade 

dos fungos lignocelulolíticos comparada a nativa.  

 

Fatores Df SumOfSqs R2 F value P value 

Treatment 1 0,432828770

7 

0,139 1,619 

0,0687 

Invaded 1 0,279199092

3 

0,089 1,0447 

0,3691 

Treatment:Invaded 1 0,258280065

2 

0,083 0,966 

0,4548 

Residual 8 0,213801864

2 

0,687 - - 
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a 

 

 

b 

 

Figura 5. Escalonamento multidimensional não métrico (nMDS) (a) e teste de homogeneidade de 
dispersões multivariadas (PERMDISP) das amostras extraídas do Parque Nacional do Iguaçu entre os 
pontos Interior Nativo (IN), Interior Invadido (II), Borda Nativa (BN) e Borda Invadida (BI). Fonte: Autoria 
própria. 

 

  Outros estudos prévios demostraram como as comunidades fúngicas 
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do solo podem variar em uma escala regional. Liu et al. (2022) apresenta alta 

variedade da diversidade alfa e beta entre os sítios estudados de savana temperada, 

Bahram et al. (2012) reportou que riqueza de espécies diminuiu com o aumento da 

altitude no Irã, e Pellissier et al. (2014) sugeriu que diferentes linhagens de fungos 

exibem separação de nicho ambiental, como pode ser observado no nosso estudo. 

Na Mata Atlântica, Pacchioni (2010) reportou maior diversidade de fungos nas 

amostras do solo que apresentaram maior presença de plantas superiores. Já Moreia 

(2020) mostrou maior similaridade e diversidade entre os pontos no seu estudo, 

contrário do que acontece no nosso, onde as amostras foram bastante heterogêneas. 

Essa variação pode ser explicada pelas diferenças geográficas entre as coletas e as 

características dos locais, mesmo sendo ambos realizados no mesmo fragmento de 

floresta estacional. 

 Estudos demonstram que o efeito de borda tem redução da biomassa 

nas regiões mais próximas da borda na serrapilheira (DOS SANTOS, R. S., 

BARRETO-GARCIA, P. A. B., & SCORIZA, 2018). Bail (2012), confirma que a 

presença da T. zebrina pode influenciar na comunidade fúngica local da serrapilheira 

e alterar na sua velocidade de decomposição. Efeitos bióticos como esses podem 

influenciar de maneira direta ou indireta as comunidades fúngicas, porém é difícil 

medir o impacto devido à natureza heterogênea do ambiente. Assim, heterogeneidade 

pode parecer um problema para entender as comunidades de solo altamente ricas em 

espécies, porém abordagens espacialmente estruturadas podem nos ajudar na 

compreensão dos fatores responsáveis pela diversidade de organismos que vivem 

nos solos (ETTEMA & WARDLE, 2002).  

 

4.4 GUILDAS FUNCIONAIS 

 Dos ASVs classificados, as guildas ecológicas mas abundantes foram 

a de patógenos oportunistas em todos os pontos (superior a 58 %). Aqueles que não 

tiveram assignação funcional foram classificados como NA (Não Assignados), estando 

entre 9 e 18 %.  As guildas com mais de uma função estão entre 3 e 10 %. Por fim, os 

saprófitos indefinidos entre 5 e 12 %. As oito restantes guildas representaram entre o 

3 e 7 % das guildas totais nos quatro pontos. 

 É possível observar maior predominância de saprófitos indefinidos 

nas regiões sem invasão, especialmente na borda, e uma diminuição de patógenos 

de planta nesses pontos (Figura 6).  
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Figura 6. Abundância das guildas assignadas das amostras extraídas do Parque Nacional do Iguaçu 

entre os pontos Interior Nativo (IN), Interior Invadido (II), Borda Nativa (BN) e Borda Invadida (BI). Fonte: 

Autoria própria. 

  

 A guilda de Patógenos Oportunistas foi a mais abundantes em todos 

os pontos, esses fungos podem ter o potencial de ocupar nichos complexos ou 

múltiplos, alguns com capacidade de atuar como patógenos facultativos ou 

saprotróficos em solos (PHILLIPS, 2019). Nessa guilda encontramos os fungos do 

gênero Mortierella, que tem a característica ser recrutado por plantas como um agente 

antifúngico, que também pode atuar como um patógeno oportunista em plantas 

doentes (JI et al., 2021), além disso, espécies invasoras produzem maiores 

quantidades de serapilheira facilmente decomposta, o que ajuda a explicar nossas 

observações de maior presença dos outros gêneros competidores em solos 

associados invasores. 

 Ausência de diferença na diversidade e função dos tratamentos 

florestais podem ser explicadas pela heterogeneidade dos pontos avaliados, pois a 

floresta estacional já é um ambiente bastante heterogêneo (OLIVEIRA-FILHO & 

FONTES, 2000), assim como as comunidades fúngicas da serapilheira da Mata 

Atlântica possuem alta diversidade taxonômica e funcional (SOUZA, 2010) no solo 

também temos esse padrão. A disponibilidade de recursos em habitats invadidos pode 

sustentar altos níveis de diversidade (ANTHONY; FREY & STINSON, 2017) e 

contrário a premissa de Crockatt (2012), não foram encontrados efeitos de borda em 

nenhum nível taxonômico dos fungos, as condições provavelmente se mantiveram 

ótimas nas comunidades fúngicas, mesmo com as diferenças nos ambientes, pois 
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elas conseguem acompanhar as mudanças ambientais de efeito de borda e a invasão. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 Através da análise de metabarcoding, foi possível identificar os 

principais táxons presentes nos pontos coletados no Parque Nacional do Iguaçu e 

realizar a assignação funcional através do FUNGuild. Com um número reduzido de 

conhecimento microbiológico do parque, o levantamento da biodiversidade fúngica da 

região é um importante resultado do trabalho.  

 Em relação a condição de invasão associada a borda e interior, a 

diversidade beta mostrou que não há diferenças significativas na composição das 

comunidades fúngicas entre os pontos. Provavelmente a diversidade de fungos de 

solo é tão grande que elas são capazes de adaptar-se aos ambientes criados pela 

invasão da T. zebrina e o efeito de borda. 

 A nível taxonômico e funcional, a invasão e o efeito de borda tiveram 

pouco impacto nas comunidades fúngicas. Porém, quando a invasão esteve em 

conjunto com o efeito de borda, observamos uma diminuição dos grupos Mortierella e 

Mycena junto com o aumento expressivos dos gêneros Cladosporium e Fusarium. A 

mudança na vegetação relacionada com o efeito de borda e a presença da planta 

invasora pode estar desempenhando um papel crítico nesse desbalanço, havendo um 

possível efeito sinérgico. Ademais, a análise sob diferentes escalas taxonômicas e 

funcionais, podem revelar influências destes impactos ambientais sob as 

comunidades estudadas. 

 A guilda mais abundante foi a de patógenos oportunistas o que se 

encaixa com a abundância do Mortierella, que foi o gênero de maior presença no 

estudo, porém, pela característica de flexibilidade enquanto a função, não 

conhecemos o papel que os fungos estão desempenhando nos ambientes, e se há 

mudança com a presença da T. zebrina ou do efeito de borda. Estudos de 

transcriptômica e proteômica ajudariam a entender a interação entre o fungo e o meio 

ambiente e confirmar ou não a ausência de impacto.  
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APENDICES 
 
Tabela 3. Dados das sequencias de entrada, filtradas, fita Foward sem ruido e após filtro de quimera 

após a implementação do pipeline “DADA2” na inferência exata das ASVs das amostras de solo do 

PNI. 

Amostra Input Filtered DenoisedF Nonchim 
10BN 37276 20604 20034 19630 
1IN 37855 24220 23675 22516 
2BI 39025 18766 18026 17355 
2II 40775 27713 27152 24561 
2IN 38309 23583 23120 22265 
3IN 43809 24245 23687 21918 
4BN 41361 25268 24749 22870 
6BI 35946 17306 16737 15600 
6II 36675 20744 20143 19058 
7BN 42154 24378 23762 22786 
8BI 39583 15685 15264 13911 
8II 35499 20543 20042 19045 
Total 468267 263055 256391 241515 

Fonte: Autoria própria. 

 

Tabela 4. Abundância relativa das guildas funcionais assignadas das amostras extraídas do Parque 

Nacional do Iguaçu dos pontos Interior Nativo (IN), Interior Invadido (II), Borda Nativa (BN) e Borda 

Invadida (BI). 

Guilda IN II BN BI 

Patógenos oportunistas 65,70% 72,40% 65,70% 58,60% 

NA 9,20% 12,40% 11,20% 18,90% 

>1 Guildas 10,50% 3,36% 7,48% 8,93% 

Saprófitos Indefinidos 8,75% 5,00% 11,90% 6,43% 

Patogenos Animais 3,40% 2,80% 1,80% 2,69% 

Saprofitos de Solo-Planta 0,87% 0,55% 0,39% 2,63% 

Patogenos de Plantas 0,49% 2,74% 0,64% 1,05% 

Fungos Parasitas 0,43% 0,43% 0,00432 0,43% 

Patogenos de Insetos 0,36% 0,09% 0,28% 0,13% 

Ectomicorrizas 0,04% 0,00% 0,00% 0,07% 

Endofiticos 0,11% 0,00% 0,00% 0,00% 

Micorrizas ericoides 0,00% 0,02% 0,00% 0,00% 

Fonte: Autoria propria 
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