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RESUMO

SANTOS, José Geraldo Donizetti. Riqueza de fungos micorrizicos
arbusculares no solo e o crescimento inicial de espécies arbéreas nativas.
2008. 80p. Tese (Doutorado em Ciéncia do Solo) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG, Brasil*.

Os mecanismos que controlam e mantém a diversidade, a produtividade primaria
e a estrutura das comunidades de plantas ainda ndo foram completamente
elucidados. Tem sido sugerido que os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS)
desempenham papel importante nas comunidades vegetais, mas ha caréncia de
provas experimentais comprobatdrias desta funcéo. No presente estudo avaliaou-
se em cinco experimentos de casa de vegetacdo, o papel da riqueza de FMAS no
crescimento individual e conjunto da Trema micrantha Blume, Schinus
terebinthifolius Raddi, Senna macranthera (Vell.) Irw. & Barn. e Caesalpinia
ferrea Mart. Quatro destes experimentos foram conduzidos com estas espécies
crescendo individualmente e em um quinto estas cresceram em conjunto,
simulando uma comunidade vegetal. Os tratamentos foram; um controle nédo
inoculado (NI), inoculagdo com uma espécie de FMA (R1), duas (R2), quatro
(R4) e oito espécies (R8) e um tratamento referencial com nivel alto de P do solo
(AP). O crescimento das plantas foi favorecido no tratamento AP e na presenca
de FMAs, em relacdo ao NI. O aumento no crescimento esteve associado ao
aumento na riqueza de espécies de FMAs no solo, sendo este mais evidente sob
a condicdo de crescimento conjunto das plantas do que destas individualmente.
Em crescimento conjunto e na auséncia de FMAs a T. micrantha foi a espécie
dominante, principalmente no tratamento AP onde representou mais de 70% da
biomassa total das plantas. J& na presenca de FMAs, a producdo relativa de
biomassa foi mais equilibrada, com ligeira dominéncia da S. terebinthifolius.
Analises da densidade de esporos e de eletroforese em gel com gradiente
desnaturante (DGGE) da subunidade menor do rDNA (18S), extraido de raizes e
amplificado com os iniciadores NS31 e AML, indicaram que mudancas na
composicdo de espécies na comunidade fungica no solo alterou a comunidade de
FMAs nas raizes. O Glomus clarum dominou a comunidade radicular em RS,
onde destacou-se também Gigaspora margarita e Scutellospora heterogama. A
Gi margarita e a S. heterogama dominaram a comunidade radicular em R4 e a
Gi. margarita foi a espécie dominante, quando apenas duas espécies estavam
presentes na comunidade solo. O Glomus etunicatum somente apresentou bandas
evidentes no gel de DGGE quando era a Unica espécie presente no solo.

*Orientador: Prof. PhD José Oswaldo Siqueira-UFLA



A comparacdo do perfil eletroforético dos FMAs colonizando os diferentes
hospedeiros, sugere a existéncia de relagdes preferenciais planta-fungo. Isto
pode refletir na capacidade de estabelecimento e competitividade entre as
espécies de FMAs estudadas. Crescendo individualmente, as plantas
responderam ao aumento da riqueza de FMASs somente até R4, enquanto que, em
comunidade, houve resposta até R8. Conclui-se que o beneficio do aumento da
riqueza de FMAs é maior para plantas crescendo em comunidades complexas e
onde ha mais competicéo.

Palavras chaves: micorriza arbuscular, relacao planta-fungo, biodiversidade
funcional, DGGE, simbiose fungo-raiz.



ABSTRACT

SANTOS, José Geraldo Donizetti. Arbuscular mycorrhizal fungi richness in
soil and the initial growth of native wood species. 2008. 80p. Doctoral Thesis
in Soil Science — Federal University of Lavras, Lavras, MG, Brazil*

The mechanisms that control and maintain diversity, primary productivity and
plant community structure have not yet been completely elucidated. It has been
suggested that the arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) play an important role
on plant communities, but a few experimental comprobatory evidence has been
reported. In this study it was evaluated in five experiments, under greenhouse
conditions, the role of AMF richness growth of individual and mixed the native
wood species: Trema micrantha Blume, Schinus terebinthifolius Raddi, Senna
macranthera (Vell.) Irw. & Barn. and Caesalpinia ferrea Mart. Four of these
experiments were cultivated with these plant species individually and in a fifth
one with plants species growing together, simulating a natural plant community.
The following treatments were used: a non-mycorrhizal control (NI), inoculation
with one (R1), two (R2), four (R4) and eight AMF species (R8) and a treatment
with high P level (AP). Plant growth was favored both under AP treatment and
mycorrhizal presence in contrast to NI. The increase in plant growth was
associated with the increase in the AMF richness in the soil and the effect of
fungal richness was more evident under plant species all together than as under
individual growth. T. micrantha was the dominant species under species mixture
condition without AMF inoculation, mainly in the AP treatment, where it
accounted for more than 70% of total plant biomass. However, when AMF were
present, the relative biomass yield was more evenly distributed, with a small
dominance of S. terebinthifolius. Analyses of spore density and denaturing
gradient gel electrophoresis (DGGE) of fungi rDNA small subunit (18S)
amplified from DNA extracted of roots with primers NS31 and AM1 showed
that changes in the soil fungi community altered root fungal community
composition. Glomus clarum was the dominant species in the treatment RS,
where Gigaspora margarita and Scutellospora heterogama were also prominent.
Gigaspora margarita and Scutellospora heterogama were the dominant species
in the treatment R4 and Gigaspora margarita was the dominant species when
only two AMF species were present in the soil. Glomus etunicatum had an
evident band in the DGGE gel only when it was the single species in the soil.
The electrophoretic profiles of AMF colonizing the different hosts suggest the
existence of preferential, plant-fungus relationship. This may reflect on the

*Adviser: Prof. PhD José Oswaldo Siqueira-UFLA



establishment capacity and competitiveness of the AMF species evaluated. In
single growth conditions the increase in AMF richness improved the plant
growth only up to four species in the soil, while in community conditions there
was beneficial effect up to eight species. It is conclude that the mutual benefit of
increasing the AMF richness is more important to plants growing in complex
communities where plant competitiveness is high.

Key words: arbuscular mycorrhiza, plant-fungus relationships, functional
biodiversity, DGGE, fungus-root symbiosis.



1 INTRODUCAO

A identificacdo dos mecanismos ecolégicos que controlam e mantém a
diversidade de espécies, a produtividade primaria e a estrutura das comunidades
de plantas é assunto constantemente debatido e estudado, mas é ainda uma
questdo ndao bem compreendida. Os avangos dos estudos sobre as relagdes
organismos-ambiente e biodiversidade indicam que os fatores de controle da
diversidade e estrutura de comunidades de plantas, em ecossistemas naturais,
como o clima, disponibilidade de recursos, interagcdo planta-planta, assim como
planta-herbivoro ndo sdo suficientes para o pleno entendimento do assunto.

Dessa forma, as interacdes entre plantas e microrganismos tém merecido
especial atencdo, em particular as micorrizas arbusculares, que desempenham
importante papel no comportamento das comunidades vegetais. Evidéncias
cientificas apontam para este fato, pois, além de ser uma simbiose tdo antiga
quanto as proprias plantas terrestres, estima-se que seja a condigdo natural de
mais de 80% destas espécies vegetais superiores.

O mecanismo principal de influéncia dos fungos micorrizicos
arbusculares (FMAS) sobre os processos dos ecossistemas deve estar relacionado
ao acesso diferencial aos recursos, com efeitos sobre a composicdo e estrutura da
comunidade de plantas, pois isto tem relagéo direta com a producédo primaria dos
ecossistemas. Estudos pioneiros indicaram a influéncia positiva dos FMAS para
o equilibrio da estrutura e diversidade de comunidades vegetais arbdreas
tropicais e de pequeno porte sob clima temperado, pois a presenca destes fungos
minimiza as diferencas entre as espécies quanto a habilidade em competir por
nutrientes e favorecem a sobrevivéncia das plantulas e a capacidade competitiva
das espécies subordinadas em relagdo a espécie dominante, porém, ha indicacfes

de efeitos contrarios. O comportamento das espécies vegetais em comunidade,



quanto a presenga de FMAs, tem relagcdo com o grau de micotrofia das espécies.
Além da presenca de FMAs, a importancia do fator espécie ou isolado fungico
para o crescimento das plantas também tem sido apontada, tanto em crescimento
individual (Pouyu-Rojas et al., 2006; Santos et al., 2007), quanto para as
espécies vegetais em competicdo (van der Heijden et al., 1998a., van der Heijden
et al.,2003; Scheublin et al., 2007), indicando a existéncia de combinacdes
preferenciais planta-fungo.

Estes resultados sugerem que esses fungos podem proporcionar
diferentes efeitos na comunidade de plantas, 0 que pode interferir em sua
diversidade, estrutura e produgdo de biomassa. Também revelam a
funcionalidade das comunidades de FMAs e contrariam a idéia de auséncia de
especificidade ja atribuida por longo tempo a este grupo de organismos, pois é
pequeno nimero de espécies de FMASs identificadas, cerca de 160, em relacdo
aos potenciais hospedeiros, mais de 250 mil espécies. Este contexto subsidia o
entendimento dos resultados positivos obtidos e a importancia da diversidade de
FMAs para o crescimento de plantas em comunidade (van der Heijden et al.,
1998b, van der Heijden et al., 2003).

A resposta diferenciada das espécies vegetais a inoculagdo, a melhor
exploragdo dos recursos como o fosforo, a adicdo dos efeitos benéficos
individuais dos FMAS e o potencial de ocorrerem interages preferenciais entre
0s parceiros podem ser o0s mecanismos responsaveis pela interferéncia na
diversidade, na produtividade e na estrutura da comunidade vegetal. Porém, a
falta de informacdo sobre a identidade da comunidade de FMAs, que de fato
coloniza as raizes, limita muito as conclusdes e a elucidagdo dos mecanismos
que podem explicar as relagdes fungo-planta e, assim, dificulta a compreenséo
da importancia da riqueza desses fungos para a funcionalidade dos ecossistemas.

Do mesmo modo que as plantas ocorrem naturalmente em comunidades,

pressupde-se que 0s FMAs também formam comunidades complexas nas raizes



dos seus hospedeiros. 1sso sugere a existéncia de fortes relagdes funcionais entre
estes parceiros na natureza e, assim, estabelecendo-se relagdes entre organismos
abaixo a acima da superficie do solo. Os estudos que tém avaliado a diversidade
ativa de FMAS entre espécies vegetais em coexisténcia se limitam a observacdes
de ocorréncia no campo. Estudos em condi¢des controladas, nas quais as
relacbes podem ser melhor qualificadas e quantificadas, permitem simular e
entender as possiveis relagbes entre comunidades de plantas e fungos
micorrizicos.

Presume-se que 0 aumento da riqueza de espécies de fungos
micorrizicos arbusculares no solo possa favorecer o crescimento das plantas e o
estabelecimento de interacbes mais equilibradas fungo-planta, com beneficios
para os parceiros e também favorecer o estabelecimento de espécies de FMAs
mais eficientes para a colonizacao e o crescimento dos hospedeiros.

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a relacdo entre a
riqueza de espécies de fungos micorrizicos arbusculares e o comportamento de

espécies arbdreas nativas em fase inicial de crescimento, conjunto e individual.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O crescimento de espécies vegetais em competicao

De maneira simplificada, uma comunidade pode ser definida como
sendo uma organizacdo de seres vivos que possui populagdes compostas por
organismos da mesma espécie (Odum, 1988; Begon et al., 1996). A interagdo
entre cada nivel e o ambiente fisico, ou seja, energia e matéria, produz os
sistemas funcionais caracteristicos, compondo ecossistemas que funcionam
como estruturas organizadas (Odum, 1988) onde espécies crescem em conjunto.

Diversos sdo os fatores que podem influenciar o crescimento conjunto
de espécies vegetais quanto ao nimero de espécies, a abundancia relativa dessas
espécies (estrutura da comunidade) e a produtividade. A competicdo entre
espécies por recursos, como agua, nutrientes, luz, espaco, etc., estd dentre os
importantes fatores que determinam a diversidade e a estrutura de comunidades
vegetais. Este tipo de interagdo torna-se mais intenso quando os ambientes sdo
mais homogéneos e as necessidades das espécies mais parecidas (Odum, 1988).
Segundo este autor, diferentes espécies podem coexistir num ambiente limitado,
sendo necessario que as populagdes sejam controladas independentemente por
um ou mais dos seguintes mecanismos: necessidades nutricionais diferentes (ex:
leguminosas e ndo leguminosas), causas diferentes de mortalidade (ex:
sensibilidade diferenciada ao ataque de herbivoros), sensibilidade a toxinas
diferentes e sensibilidade ao mesmo fator de controle (luz, agua, etc.), em épocas
diferentes. Esta dinamica de crescimento das plantas também pode ser
influenciada pela variabilidade genética, com reflexo direto sobre as relagdes de
competicdo intra e interespecifica, sendo a expressdo do potencial individual e a
variabilidade na espécie reguladores da persisténcia das espécies em
comunidade (Whitham et al., 2003; Lankau & Strauss, 2007).



A quantidade de energia disponivel é outro fator, porém, a diversidade
de organismos depende de outros fatores associados a este, favorecendo ou néo
diferentes espécies na mesma area (Morin, 2000). Por exemplo, um nivel
intermediario de recursos, como a fertilidade do solo, pode evitar a
especializacdo de determinada espécie que dominara o ambiente, reduzindo a
diversidade da comunidade (Begon et al., 1996; Morin, 2000). Outro fator € a
heterogeneidade do ambiente como a variagdo temporal e espacial dos fatores
quimicos, fisicos e bioldgicos, permitindo que diferentes espécies fagam uma
exploracdo preferencial do meio, minimizando os efeitos negativos da
competicdo interespecifica, permitindo a coexisténcia de espécies (Morin, 2000).

A heterogeneidade do ambiente tem relacéo estreita com a diversidade,
como pode ser observado em estudos de diversidade em ilhas, onde as maiores
ilhas apresentam maior diversidade, tanto de plantas quanto de animais, pois
tendem a apresentar maior diversidade de habitats, suportando mais espécies
(Begon et al., 1996).

A acdo de herbivoros também pode influenciar tanto a diversidade
quanto a estrutura de comunidades vegetais. Por exemplo, o pastejo seletivo
sobre a espécie dominante impede que esta suprima as menos vigorosas, devido
ao menor crescimento destas Ultimas. No entanto, a diversidade pode ser
reduzida, tanto pelo superpastejo como pelo consumo preferencial das
subordinadas (Begon et al., 1996). Estudando a acdo de insetos herbivoros na
Amazobnia Peruana, entre areas com variacdo de fertilidade e textura do solo,
Fine et al. (2004) verificaram que a acdo dos insetos herbivoros causou a
especializacdo da vegetacdo, interferindo na diversidade local. Pois, as espécies
adaptadas as areas arenosas de baixa fertilidade foram impedidas de invadir as
areas argilosas de melhor fertilidade, pela incapacidade em competir com as
espécies locais, devido ao alto custo metabdlico demandado pelas defesas

quimicas contra os insetos. Em contrapartida, as espécies adaptadas as areas



argilosas ndo invadiram as areas arenosas, pois ndo conseguiam compensar as
perdas de tecido devido ao ataque dos insetos, em solo de baixa fertilidade.
Porém, na auséncia de insetos, estas espécies invadiram as areas arenosas,
excluindo as espécies locais e reduzindo a diversidade do ambiente.

Outro fator importante a ser considerado com potencial de influenciar a
diversidade, a estrutura e a produtividade de comunidades vegetais é a biota do
solo (Wardle et al., 2004). Segundo estes autores, isso se tornou mais evidente
pelo atual reconhecimento da interligacdo entre os ecossistemas acima e abaixo
da superficie do solo. Sao fortes os indicios de que o ambiente edafico tenha
grande influéncia sobre os organismos acima da superficie do solo e no controle
de processos nos ecossistemas, devido a acdo de “feedbacks” entre os
organismos, plantas e biota do solo (Klironomos, 2002). Portanto, as plantas
podem ser indiretamente influenciadas, a exemplo de organismos que
decompdem matéria organica no solo e liberam nutrientes, ou diretamente
influenciadas por organismos intimamente associados as raizes, como
herbivoros, patdgenos e simbiontes (Wardle et al., 2004; Hooper et al., 2000).
De acordo com estes autores, dentre 0s organismos ou grupos funcionais de
organismos, 0s associados de forma mais intima e obrigatéria ao sistema
radicular, como os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs), podem ter grande
influéncia sobre as comunidades vegetais. Porém, informagdes a este respeito,
envolvendo os FMAs, sdo ainda pouco conhecidas, ao contrario da acdo de
outros organismos, como patdgenos e insetos predadores, necessitando, portanto,

de estudos.

2.2 Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS)

Os fungos que formam as micorrizas arbusculares sdo pertencentes ao
filo Glomeromycota, sendo identificadas, atualmente, cerca de 160 espécies,
conforme INVAM (http://invam.caf.wvu.ed). Estes fungos formam associagédo



simbidtica mutualistica com as raizes da maioria das espécies de plantas
superiores (Smith & Read, 1997). Os FMAs sdo simbiotréficos obrigatorios que
s6 completam seu ciclo de vida em simbiose com a planta hospedeira (Siqueira
et al.,, 1985). Deste hospedeiro, o fungo obtém carboidratos e outros fatores
essenciais ao seu desenvolvimento e esporulacdo, enquanto a planta hospedeira
recebe em troca gua e nutrientes inorganicos absorvidos do solo, além de outros
beneficios como aumento no volume e longevidade de raizes e menor estresse
hidrico e de presséo de patégenos (Smith & Read, 1997).

Apesar de as micorrizas arbusculares serem consideradas uma regra e
ndo uma exce¢do na natureza, estimando-se que sejam encontradas em mais de
80% das espécies vegetais superiores, o grau de beneficio com a simbiose varia
entre e dentro das espécies dos parceiros e pode receber influéncia do ambiente
(Koide, 1991). Esta simbiose torna-se mais importante quanto maiores forem as
dificuldades ou o nivel de estresse, como condi¢BGes nutricionais subétimas,
impostas pelo ambiente ao adequado desenvolvimento das plantas (Siqueira &
Saggin-Janior, 1995), principalmente em ambientes naturais (Smith & Read,
1997). Também a associagdo micorrizica permite a interconexdo de plantas,
beneficia outros organismos como os fixadores simbi6ticos de N,, melhora a
agregacdo do solo, dentre outros efeitos. Devido a influéncia diferenciada destes
fungos sobre o crescimento das plantas, acredita-se que os FMAs tenham
potencial para influenciar a dindmica das comunidades vegetais, mediando

relacGes interespecificas como a competicéo (Bever et al., 2001).

2.3 Efeito dos FMAs no crescimento de espécies nativas
A maioria das espécies vegetais nativas é potencialmente formadora de
MAs. Sob clima tropical esta simbiose é verificada amplamente entre plantas de

habito arboéreo e também herbaceo, sendo a condicdo micorrizica uma adaptacao



evolutiva para contornar limitagdes nutricionais naturalmente comuns em solos
destas regibes (Janos,1980a).

Porém, a contribuicdo dos FMAs para o crescimento das plantas nativas
varia entre as espécies e 0s grupos sucessionais, como discutido por Francis &
Read (1994), com base num modelo de sucessdo ecoldgica concebido para
estudar a recomposicdo vegetal de &reas degradadas. Dentre 0s grupos
sucessionais, 0s grupos das pioneiras e secundarias seriam os mais beneficiados
pelas MAs, em relagdo aos grupos das ruderdceas e climaces. Segundo os
mesmos autores, a abundancia de in6culo micorrizico, a disponibilidade de
nutrientes e a estabilidade da &rea seriam controladores desta dindmica.
Inicialmente, a area desprovida de vegetacdo e competidores é colonizada pelas
ruderaceas, na maioria ndo micotroficas ou micotréficas facultativas, devido ao
reduzido banco de inéculo de FMAs. Gradativamente, ocorre a selecdo
proporcionalmente maior de micotroficas, pois estas seriam melhores
competidoras pelos escassos recursos, sendo o pico quando a area for dominada
pelas perenes pioneiras e secundérias, aumentando também o banco de indculo
micorrizico. Associado a melhoria da fertilidade da area e a complexidade e a
estabilidade da comunidade de plantas, diminuindo o efeito seletivo induzido
pelos FMAs, o ambiente estd mais equilibrado e passa a ser dominado pelas
espécies climaces.

Estudos realizados com inimeras espécies arboreas nativas do Brasil,
incluindo as envolvidas no presente estudo, tém verificado estreita relagdo entre
0 grupo sucessional e a micotrofia das espécies (Carneiro et al., 1998; Siqueira
et al., 1998; Siqueira & Saggin-Junior, 2001; Zangaro et al., 2002). A maior
proporcdo de espécies que se beneficiam das MAs estd dentre as pioneiras,
seguidas das secundarias iniciais, as secundarias tardias e, por Gltimo, as
climaces. Alguns fatores, indicados por estes estudos, apresentam 6tima relacéo

com este comportamento entre 0s grupos sucessionais. A taxa de crescimento, 0



volume de raizes finas e a densidade de pélos radiculares diminuem das
pioneiras para as climaces e a reserva das sementes aumenta no sentido das
climaces. Isso indica, de modo geral, que as espécies arboreas com reduzida
reserva na semente e que estdo anatomicamente mais preparadas para explorar o
solo e absorver nutrientes, sdo as mais beneficiadas em crescimento pelas Mas.
Isso ocorre, possivelmente, pelo fato de elas explorarem naturalmente um
ambiente com limitagcBes mais severas que o explorado pelas espécies de final de
sucessdo, tendo nos FMAs um recurso biologico essencial para o seu
crescimento em solo de baixa fertilidade.

Siqueira & Saggin-Janior (2001), ao estudarem o efeito da inoculacéo
com Glomus etunicatum e doses de P para o crescimento de 29 espécies arbdreas
nativas do Brasil, verificaram que a divergéncia de resposta e de dependéncia
micorrizica também ocorre entre espécies pertencentes a0 mesmo grupo
sucessional, o que pode ter consequiéncias para 0 crescimento destas em
competicdo. Isso porque, em competicdo e na auséncia de FMAS, as espécies
menos dependentes da micotrofia normalmente tém vantagem em relacdo as
outras espécies. No entanto, evidéncias indicam que, na presenca destes fungos
no solo, as espécies mais dependentes da micotrofia sdo, normalmente, as mais
beneficiadas (Sheublin et al., 2007).

A micotrofia, a responsividade e a dependéncia micorrizica das plantas
sdo importantes fatores a serem considerados acerca da potencial importancia
que os FMAs tém para o crescimento vegetal, principalmente quando se pensa
em coexisténcia de espécies e dindmica dos ecossistemas naturais, como
discutido por Bever (2002). A maioria das espécies arbdreas nativas avaliadas
forma simbiose com FMAs, principalmente entre as espécies pioneiras e
secundarias, conforme estudos que avaliaram a ocorréncia das MAs em
inimeras arboreas nativas, sob condi¢cdo de campo e casa de vegetacdo, nas

regides Sudeste (Carneiro et al., 1998) e do Brasil (Zangaro et al., 2002).



E verificado também que esta simbiose é critica para o crescimento
dessas plantas em solo de baixa fertilidade. Isso foi evidenciado por estudos
como o de Carneiro et al. (1996) e o de Siqueira et al. (1998), avaliando o
impacto do in6culo misto de G. etunicatum e Gigapora margarita e doses de
fésforo sobre o crescimento de espécies arbéreas pertencentes a diferentes
grupos sucessionais. Estudos envolvendo, principalmente, espécies de
crescimento réapido, pioneiras e secundarias, também obtiveram efeito positivo
da inoculacdo sobre o crescimento das plantas em solo de baixa fertilidade (N e
P), como verificado por Paron et al. (1997), para trema e fedegoso e por Pouyu-
Rojas & Siqueira (2000), para outras seis espécies, além do fedegoso. Outros
estudos também tém pesquisado a ocorréncia e o efeito das MAs para espécies
nativas do Brasil, no entanto, como se observa nos dados da Tabela 1, poucas
espécies vegetais e de FMAs foram objeto de estudo de mdltiplos trabalhos
cientificos, indicando a escassez de informacao sobre este assunto.

Trabalhos pioneiros abordando o potencial impacto dos FMASs sobre
comunidades vegetais foram desenvolvidos ainda na década de 1980. Estudos de
Janos (1980a e 1980b) com espécies de plantas tropicais sugeriram que as
micorrizas poderiam influenciar a composi¢do e a riqueza de espécies em
comunidade de plantas. Prevaleceriam as ndo micotrdficas, as micotréficas
facultativas ou as micotréficas obrigatérias, dependendo da presenca ou néo
destes fungos. As MAs também poderiam favorecer a coexisténcia de espécies
por minimizarem diferencas entre as espécies vegetais quanto a habilidade
competitiva em capturar nutrientes do solo, como o P.

Grime et al. (1987) demonstraram esta influéncia dos FMAs sobre a
coexisténcia de espécies vegetais ao simularem, em microcosmos, a dinamica de
crescimento conjunto de plantas que naturalmente co-ocorrem sob clima

temperado. Na presenca de FMAs, a diversidade de espécies na comunidade de
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Tabela 1 Exemplo de espécies arbdreas nativas do Brasil e FMAs ja estudadas. Dados compilados de varios artigos em

periddicos nacionais e internacionais (Siqueira et al., 2007).

Espécies vegetais

FMAs

elo, 7*

Luehea grandiflora , Cecropia pachystachya ®° °, Schinus terebinthifolius ¥ ¢, Machaerium
nyctitans > 2, Senna macranthera ®° °, Senna spectabilis > 4, Caesalpinea férrea ¥, Tabebuia
serratifolia ¥ ®, Maclura tinctoria ®* 3, Guazuma ulmifolia #° 4, Acacia polyphylla ¢ 2, Mimosa
caesalpiniaefolia ® *, Enterolobium contortisiliquum ®° %, Trema micrantha ¥ °, Cedrella fissilis
¢ 5 Heliocarpus americanus ® 2, Lithraea molleoides ®* %, Poecilanthe paruiflora ® *, Senna
multijuga ¥ %, Solanum granuloso ®° ¢, Centrolobium tomentosum ®° %, Platyciamus regnellii ®*,
Ormosia arbérea ® 2, Caesalpinia peltophoroides > ®, Macherium stipitatum ® *, Myroxylon
peruiferum ®° 2, Hymenaea courbaril ° * Dendropanax cuneatum ®° % Ceiba speciosa “* ®,
Tabebuia roseo-alba ¢° 3, Croton floribundus ® 2, Tibouchina granulosa ®* 2, Cordia trichotoma
¢ 3 | eucaena leucocephala !, Myrsine umbellate ® *, Tabebuia impetiginosa ®° 2, Sapindus
saponaria ®° 3, Aspidosperma parvifolium #* 2 Copaifera langsdorffii > *, Sesbania virgata ® 2,
Colvillea racemosa ®° 2, Albizia lebbeck >3, Annacardium accidentale °*, Annona carssiflora *
!, Zylopia brasiliensis ® *, Aspidospema polyneuron °*, Eremanthus incanus ® !, Tabebuia aurea
0, 1, Stanolobium stans ® ', Zeyheria tuberculosa ¥* ? Hevea brasiliensis ¢ *, Jacaranda
mimosifolia ®* *, Bixa orellana ® *, Bombacopsis glabra ®*, Caryocar brasiliense ®*, Casuarina
equisetifolia ® *, Erythroxylum sp  *, Jaannesia princeps ® *, Kielmeyera coriacea ® !, Ocotea
corymbosa !, Cariniana estrellensis ¢* 2, Cariniana legalis ® *, Senna qualifolia ® *, Delonix
regia ®*, Tamarindus indica ®*, Bauhinia pulchella ®*, Hymenaea stignocarpa ® *, Sclerolobium
rugosum ® !, Caesalpinia rugosum ® !, Cassia grandis ® ? Peltophorum dubium ®° 3,
Schizolobium parahyba > 2, Piptadenia gonoacantha ® !, Inga affinis ® !, Anadenanthera
peregrina ¥ ®, Dimorphandra mollis !, Anadenanthera falcata ¥ ?, Acosmiun dasycarpum ®*,
Acosmium suberosum * !, Ormosia sorborea ® *, Platycyamus regnelli “* 2, Amburana cearensis
°! Clitoria fairchildiana ® , Platypodium elegans ® !, Machaerium acutofolium ®*,

Glomus etunicatum ¥,

Glomus clarum &2,

Glomus macrocarpum ©*,
Acaulospora scrobiculata ® 6
Acaulospora longula ®?,
Acaulospora spinosa ® .
Acaulospora morrowae ©*,
Gigaspora margarita ¥ °,
Gigaspora gigantea !,
Gigaspora Albiba !,
Scutellospora heterogama ®2,
Scutellospora pellucida ®*,
Scutellospora gregaria ®*,
Entrophospora colombiana ?,
Paraglomus occultum ®2,

... continua



Tabela 1, Cont.

Espécies vegetais

Swartzia langsdorffii ® !, Dipteryx alata ® !, Pterodon emarginatus ® !, Tipuana tipu * % Talauma ovata ¥* 2, Byrsonima
verbascifolia ® !, Miconia pepericarpa ® *, Miconia hispida ® !, Melia azedarach ® ', Carapa guianensis, Carapa guianensis ° *,
Myrsine umbellata %, Myrsine lancifolia ® !, Eugenia tomentosa * *, Syzygium jambolanum #* 2, Callistemon lanceolatus ® *,
Euginea pyriformis ® *, Hovenia dulcis ©* 2, Palicourea rigida ®*, Tocoyena formosa ® *, Psychotria sp ®*, Amaioua guianensis °*,
Vitex polyagama ®*, Qualea grandiflora ®*, Stenolobium stans ®*, Ormosia arbérea © *, Bauhinia sp ®* %, Araucaria angustifolia ® 2,
Aegiphila sellowiana ® !, Cecropia glaziovii ® *, Cestrum intermedium ® *, Citharexylum myrianthum ® %, Croton urucurana ® ?,
Mimosa scabrella ® *, Piptocarpha axillaris ® *, Solanum argenteum ® ', Tabernaemontana australis ® !, Xylosma ciliatifolium ® *,
Xylosma pseudosalzmannii ® *, Albizia hassleri ® *, Anadenanthera colubrina ® 2, Anadenanthera macrocarpa ® !, Bastardiopsis
densiflora ® *, Bauhinia forcata ® !, Casearia sylvestris ® 2, Colubrina glandulosa ® *, Eugenia uniflora ® *, Lafoensia pacari ® %,
Lonchocarpus campestris ® !, Luehea candicans ® *, Luehea divaricata ® *, Parapiptadenia rigida ® *, Poecilanthe parviflora ® *
Pseudobombax grandiflorum ©*, Sebastiania commersoniana ®*, Tabebuia chrysotricha ®*, Astronium graveolens ®*, Bougainvillea
spectabilis ® *, Campomanesia xanthocarpa ® *, Chorisia speciosa ® ', Cordia ecalyculata ® *, Ficus guaranitica * !, Genipa
americana * !, Inga sessilis ® %, Inga striata ® *, Jacaranda puberula ® *, Jacaratia spinosa ® !, Lonchocarpus muehlbergianus © *,
Lonchocarpus muehlbergianus ®*, Machaerium minutiflorum !, Machaerium stipitatum ®*, Ocotea puberula **, Prunus sellowii ®*,
Pterogyne nitens ® *, Ruprechtia laxiflora ® *, Strichinus brasiliensis ® !, Syagrus romanzoffiana ® *, Vitex montevidensis ® *,
Actinostemon concolor ® !, Aspidosperma polyneuron ®*, Euterpe edulis ®*, Guarea kunthiana e, 1, Holocalyx balansae ® !, Ocotea
indecora ®*, Plinia rivularis ®*, Sorocea bonplandii ®*, Trichilia casaretti ®*, Trichilia claussenii ®*, Trichilia elegans * !, Mimosa
bimucronata ® *, Parapiptadenia rigida ® *, llex paraguariensis ® *, Didymopanax angustissimum, ¢ !, Cassia sp. ® !, Sloanea
guianensis ® !, Hieronyma alchorneoides ® !, Nectandra rigida ®*, Nectandra rigida ® *, Calathea sp. ®*, Leandra dasytricha ® %,
Cabralea canjerana ® !, Inga marginata ®*, Mimosa scabrella ®*, Brosimum lactescens * !, Rapanea ferruginea®*, Acca sellowiana
&1 Campomanesia sp ®*., Eugenia sp. ®*, Gomidesia spectabilis ®*, Psidium guajava ® *, Psidium sp. ®*, Piper sp. ®*, Coccoloba
warmingii ® 11, Matayba guianensis ® *, Anemia phyllitidis ® !, Hancornia speciosa ® !, Myracrodrum urundeuva ® *, Schinopsis
brasiliensis * .

* e= efeito, 0= ocorréncia das MAs, n°= nimero de artigos que estudaram esta espécie.



plantas foi maior, pois aumentou a sobrevivéncia das plantulas e a espécies
subordinadas. A realocacdo de fotoassimilados (C-marcado), da espécie
dominante micotrofica-facultativa, para as subordinadas MA-obrigatérias, via
rede micelial comum, foi o principal fator responsavel por estes resultados.
Flores-Aylas et al. (2003), ao estudarem o efeito do Glomus etunicatum e de
niveis de P no solo sobre o crescimento inicial conjunto da aroeira, trema,
gravitinga, fedegoso, mutamba e cassia verugosa, verificam que as espécies
micotroficas menos competitivas, na auséncia de FMAs, foram as que mais se
beneficiaram da presenca destes, com reflexo no aumento de biomassa e melhor
equilibrio na produgdo relativa de biomassa entre as espécies.

Tanto a inoculacdo quanto o nivel de P no solo interferiram no
comportamento das plantas em competicdo e o efeito foi muito especifico e
dependente das espécies vegetais envolvidas. De modo geral, verifica-se que as
espécies pioneiras sdo as que mais se beneficiam da micorrizacdo e do aumento
do teor de P no solo (Flores-Aylas et al., 2003). Efeitos contrarios a estes,
atribuidos a presenga de FMASs, para o crescimento de espécies vegetais em
competicdo, também tém sido observados (Hartinett & Wilson, 1999; O Connor
et al., 2002). Nestes casos, a supressdo dos FMAs aumentou a diversidade de
espécies e o equilibrio da comunidade de plantas, pois as espécies subordinadas
(micotrdficas facultativas) foram favorecidas em detrimento as dominantes
(micotroficas obrigatérias). A alteracdo na distribuicdo de recursos entre
vizinhos e a resposta diferencial das espécies aos FMAs foram fatores
associados aos resultados, indicando que a micotrofia das espécies dominantes,
em relacdo as subordinadas, deve ser considerada e parece ter papel
preponderante sobre 0 comportamento de espécies de plantas em competigdo na
presenca de FMAs. O grupo dominante na comunidade de plantas (micotréficas
obrigatdrias x facultativas ou ndo micotroficas) sera dependente da presenga ou

ndo de FMAs, indicando ligagdo entre os ambientes acima e abaixo da superficie
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do solo, com reflexo na estrutura, na diversidade e na produtividade da
comunidade de plantas, sendo estes importantes componentes que interferem no
funcionamento dos ecossistemas naturais (Begon et al., 1996).

Além da presenca de FMAs, 0 genotipo destes também interfere no
crescimento da plantas, conforme verificado para o crescimento conjunto de
espécies de pequeno porte sob clima temperado (van der Heijden et al., 1998a,
van der Heijden et al., 2003; Scheublin et al., 2007) e também individualmente
para arbdreas nativas do Brasil (Pouyu-Rojas et al., 2006; Santos et al., 2007).
Em crescimento conjunto, a composicao de espécies e a estrutura da comunidade
de plantas variaram dastricamente quando também mudou a espécie de FMA
presente, pois foi alterada a relacdo de competicdo entre as espécies de plantas
estudadas. Respostas diferenciadas entre as espécies vegetais e também a
maneira pela qual a aquisicdo e a distribuicdo de recursos, como o P e 0 N,
variaram entre as espécies de planta, em funcdo do gendtipo micorrizico
presente, explicam estes resultados (van der Heijden et al., 2003; Scheublin et
al., 2007), sendo esses fatores controladores da coexisténcia de espécies de
vegetais.

Aspectos desta relacdo planta-fungo, quanto & compatibilidade e ao
reflexo para o crescimento de 16 espécies hospedeiras, foram estudados por
Pouyu-Rojas et al. (2006). Estes autores verificaram comportamento
diferenciado entre as espécies vegetais quanto a suscetibilidade a colonizagdo e a
resposta em crescimento e também dependente do tratamento micorrizico.
Foram identificadas espécies vegetais de ampla compatibilidade, como agoita-
cavalo, embalba, céssia-carnaval e gravitinga, até compativeis com um ndmero
restrito de FMAs, como o cedro, aroeira, marica e tamboril.

No mesmo sentido, alguns fungos apresentaram eficiéncia ampla para o
crescimento das espécies vegetais estudadas (ex. Glomus clarum, Glomus

etunicatum e Gigaspora margarita), enquanto outros foram ineficientes para a
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maioria das espécies de plantas e também incapazes de colonizar algumas delas
(ex. Gigaspora gigantea e Acaulospora scrobiculata). Os resultados indicam a
existéncia de seletividade e compatibilidade simbiotica diferenciada, havendo
combinac@es preferenciais na formacdo das MAs e resposta variavel dependente
do gendtipo micorrizico envolvido na relacdo fungo-planta. Isso contribui para
entender por que a presenca e 0 genotipo micorrizico interferem no crescimento
de espécies vegetais em coexisténcia e, ainda, indicam que, em comunidade,
esses fungos podem atuar de maneira distinta e especifica ao hospedeiro mais
compativel.

Esta é uma das possiveis explicagfes para o efeito positivo do aumento
da diversidade de espécies de FMASs no solo sobre o crescimento de plantas em
comunidade, estudado por van der Heijden et al. (1998b). O aumento da
diversidade de espécies de FMAs aumentou a producdo de biomassa e a
diversidade de espécies e alterou a estrutura da comunidade de plantas,
principalmente por favorecer as espécies subordinadas micotroficas. A biomassa
das dominantes ndo micotréficas pouco foi alterada. A melhor exploracdo dos
recursos do solo também foi um dos mecanismos atribuidos ao aumento da
diversidade de FMAs, pois houve aumento na quantidade de micélio externo e,
consequentemente, aumento da extracdo de fosforo do solo, acumulando-o na
biomassa vegetal.

A adicdo dos beneficios individuais dos FMAs e o potencial de
ocorrerem interagdes especificas planta-fungo também podem ser responsaveis
pelo efeito positivo da diversidade desses fungos sobre o crescimento das
plantas em comunidade (van der Heijden et al., 1998b). Também, o aumento da
diversidade de FMAs, na comunidade presente no solo, pode aumentar as
chances de estabelecimento de uma espécie de fungo mais eficiente para o
crescimento das plantas. No entanto, a dificuldade para identificar os FMAS que
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colonizam de fato as raizes ¢ um fator que limita o entendimento do controle
dessas relacoes.

A micotrofia das espécies vegetais e a compatibilidade diferenciada
entre hospedeiros, indicando que combinacdes preferenciais entre comunidades
de plantas e FMAs podem ser estabelecidas, sdo fatores chaves que podem
permitir a coexisténcia de espécies, passando a idéia de exploracdo diferencial
do ambiente pelos individuos em comunidade (Morin, 2000). A alteracdo das
comunidades de espécies de FMAs no solo, principalmente quanto a diversidade
e a composicdo da comunidade (Bever et al., 1996; Bever, 2002; Johnson et al.,
1992 e 2003) e a heterogeneidade encontrada entre comunidades de FMAS em
raizes de espécies naturalmente em coexisténcia (Vandenkoorhuyse et al., 2002,
Vandenkoorhuyse et al., 2003; Scheublin et al., 2004) revelam a forte pressédo de
selecdo e pareamento especifico ou combinacdes preferenciais planta-fungo nas
MA:s.

Distintas composicdes de esporos na comunidade fungica foram
induzidas sob diferentes hospedeiros, que naturalmente co-ocorrem (Bever,
2002). Verificou-se também que a taxa de crescimento da populagdo de esporos
de cada espécie depende do hospedeiro associado e da composicdo de espécies
na comunidade fungica, atuando também o fator competicdo entre espécies de
FMAs.

Combinacdes preferenciais planta-fungo podem ser direcionadas por
uma seletividade funcional por parte dos hospedeiros. Isso pode ser evidenciado
em estudos como o de Helgason et al. (2002) e o de Pouyu-Rojas et al. (2006),
que avaliaram a seletividade e a diversidade funcional de espécies de FMAs.
Helgason et al. (2002), estudando espécies de FMAs encontradas naturalmente
juntas em solo sob vegetacdo de pradaria, verificaram que a espécie de FMA,
que testada separadamente colonizou amplamente os hospedeiros estudados e

aumentou o P acumulado na parte aérea das plantas, foi a espécie preferencial
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em inéculo misto, dominando a colonizacéo radicular (identificacdo por meio de
PCR seguido de sequienciamento)

Estudando distintos grupos funcionais de plantas, leguminosas
noduliferas e gramineas, naturalmente em coexisténcia, Vandenkoorkuyse et al.
(2002) e Scheublin et al. (2004) verificaram também, por meio de técnicas
moleculares, que as comunidades de FMAs nas raizes eram muito diferentes
entre estes grupos, quanto a diversidade e a abundéncia relativa das espécies.
Parte da diversidade da comunidade de FMAs era comum entre 0S grupos,
porém, algumas espécies eram mais abundantes em determinado grupo que em
outro. No entanto, algumas espécies de FMAs somente ocorreram associadas a
determinado grupo. Supostamente, diferencas de demandas nutricionais e
fisiologicas especificas contribuiram para que as comunidades de FMAs fossem
especificas ao grupo de plantas. Esta idéia é reforcada pela diferenca existente
entre a comunidade de FMAs encontrada em nodulos, em relagdo as demais
partes das raizes das leguminosas (Scheublin et al., 2004).

A seletividade dos parceiros na formacéo das MAs pode ser outro forte
determinante da composigdo da comunidade radicular de FMAs, explicando por
que, mesmo em coexisténcia como nos estudos acima, determinadas espécies
hospedaram ampla diversidade de FMAs (generalistas), enquanto em outras
foram encontradas poucas espécies destes fungos (restritivas ou especificas).
Pode também explicar por que determinadas espécies de fungo foram
encontradas amplamente entre as espécies de planta estudadas e outras foram tdo
especificas quanto o hospedeiro ou parte do sistema radicular. Estes resultados
concordam com os obtidos por Pouyu-Rojas et al. (2006), ao estudarem
individualmente a compatibilidade simbi6tica entre inimeras combinagdes de
espécies de planta e FMAs.

Um fato comum entre vérios dos trabalhos analisados, envolvendo

diversidade e estrutura de comunidades de plantas, é a associacdo destes fatores
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com a heterogeneidade do ambiente. Tem sido muito enfatizado que quanto mais
heterogéneo o ambiente, por exemplo, o solo, menor a predominancia dos
efeitos negativos da competicdo interespecifica, porque prevaleceria a
exploracdo preferencial pelas espécies vegetais, contribuindo para um
crescimento mais equilibrado entre as espécies. Portanto, 0 aumento da riqueza
de espécies de FMAs, num ambiente limitado e homogéneo, poderia aumentar o
potencial da exploracéo preferencial pelas espécies vegetais, devido ao potencial
de ocorrerem interacBes especificas e resposta diferenciada das plantas a
inoculacdo, interferindo na produtividade, na diversidade e na estrutura da
comunidade de plantas. Porém, ainda ndo se sabe como a mistura ou riqueza de

espécies de FMAs influencia o crescimento das plantas em competicéo.

2.4 Biologia molecular no estudo de comunidades de FMAs

A adocdo da biologia molecular como ferramenta de estudo no campo
da micorrizologia permitiu investigar, com mais detalhes, a interacdo entre os
FMAs e seus hospedeiros, principalmente, com énfase na comunidade fingica
nas raizes, tanto em relagdo a riqueza quanto a abundancia relativa das espécies.
Uma das técnicas empregadas com sucesso em estudos ecoldgicos de
comunidades de microrganismos é a que envolve a reacdo em cadeia da
polimerase (do inglés PCR), seguida de eletroforese em gel de poliacrylamida
com gradiente desnaturante (do inglés, DGGE). O PCR-DGGE foi inicialmente
desenvolvido para estudar mutagfes na area medica, porém, se mostrou uma
excelente ferramenta para estudos relacionados a diversidade de comunidades de
microrganismos no campo da ecologia (Muyzer et al., 1996; Muyzer & Smalla,
1998). O PCR-DGGE ¢ capaz de separar fragmentos de DNA com o0 mesmo
tamanho, porém, com sequéncia de bases diferente e se baseia na mobilidade
eletroforética da molécula de DNA em gel de poliacrylamida contendo um

gradiente linear de desnaturagdo (Muyzer & Smalla, 1998).
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Os FMAs ainda ndo podem ser multiplicados na auséncia de um
hospedeiro compativel, devido ao carater de biotréficos obrigatorios, o que
dificulta a identificacdo das espécies flngicas que estdo colonizando as raizes.
Como é praticamente impossivel a identificacdo precisa das espécies de FMAs
pelas caracteristicas anatdmicas das estruturas fungicas encontradas dentro das
raizes, o emprego do PCR-DGGE permite o acesso rapido, sensivel e pouco
dispendioso, se comparado a outras técnicas moleculares, da comunidade de
FMAs “in sito”, dispensando, ainda, o uso de culturas armadilhas (Kowalchuk et
al., 2002).

A partir do final da década de 1990, com o desenvolvimento do primer
AM1 (Helgason et al., 1998), foi possivel estudar as comunidades ativas destes
fungos, sendo possivel separar, com eficiéncia, espécies de FMAs pelo caréater
eletroforético especifico. A regido 18S é a porcdo do DNA micorrizico
amplificada para esta analise, combinando-se um primer universal para
eucariotos NS31 (Simon et al., 1992) com o primer especifico para FMAs AML1.
Esta regido possui um nivel de discriminagdo suficiente para a distingdo de
vérias espécies, porém, outras regides, incluindo regides dentro do 18S, também
podem ser utilizadas, dependendo do nivel de especificidade necessario (Souza
et al., 2004), pois, algumas espécies ndo sdo separadas analisando-se a mesma
regiao.

Estudos recentes tém demonstrado a eficiéncia desta técnica em acessar
a diversidade e a estrutura de comunidades naturais de FMAs em simbiose com
Ammophila arenaria (Kowalchuk et al., 2002), Pulsatilla sp. (Opik et al., 2003)
e Festuca pratensis e Achillea millefolium (Santos et al., 2006) e também
quantificar a heterogeneidade genética de FMAs pertencentes ao mesmo género
(Souza et al., 2004). Estes estudos obtiveram sucesso detectando e identificando
espécies de FMAs diretamente de amostras de raizes, assim como de solo e
esporos, indicando a robustez e a versatilidade do PCR-DGGE, sendo ideal
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também para estudos sob condi¢des de campo. Porém, ha algumas limitagdes,
como erros introduzidos pelos desvios de amplificacdo da polimerase, na etapa
de PCR, devido a reacdes inespecificas. Estas reacfes inespecificas sdo capazes
de formar artefatos, denominados de quimeras ou heteroduplex (Qiu et al.,
2001), os quais podem produzir perfis de bandas no gel de DGGE sem nenhuma
relacdo com as bandas produzidas pelo DNA do organismo alvo, podendo
dificultar a correta interpretacdo dos géis. Porém, isto se torna mais limitante na
auséncia de um padrdo de bandas definido a partir da cultura pura dos
organismos envolvidos no estudo.

Outros fatores também devem ser considerados durante a interpretagéo
dos dados gerados pelo PCR-DGGE. Por exemplo, apenas populages com
abundancia relativa superior a 1%-2% sdo detectadas pela analise (Muyzer &
Smalla, 1998), ou seja, aquelas populacbes raras ndo sdo identificadas,
subestimando a diversidade real, indicando que os resultados refletem as
espécies predominantes na comunidade. Isto pode justificar a baixa correlagdo
entre a diversidade de FMAs determinada pelo PCR-DGGE e a determinada
pela contagem de esporos no estudo de Kowalchuk et al. (2002). Neste estudo,
as espécies com baixa densidade de esporos ndo foram detectadas pela anlise
molecular. No entanto, esta correlacdo foi boa em relagdo &s espécies
dominantes na comunidade. Mesmo com certas limitagcdes, 0 PCR-DGGE tem se
mostrado uma excelente alternativa para estudos mais detalhados envolvendo
FMAs.

Diante das evidéncias de resposta diferenciada das espécies hospedeiras
combinadas com diferentes espécies de FMAs e evidéncias de pareamento
preferencial entre os parceiros nesse tipo de simbiose, a riqueza de FMAS no
solo pode ter conseqliéncias para o crescimento de plantas. Portanto, avancos
neste tema s&o oportunos e necessarios, principalmente estudando aspectos desta

simbiose com relagdo as comunidades de plantas e FMAs.

20



3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, no Departamento
de Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras (DCS-UFLA), por 120
dias, entre os meses de novembro de 2006 e marco de 2007. Foi utilizado como
substrato uma mistura de um Latossolo Vermelho distréfico (LVd) muito
argiloso com areia de rio lavada e esterilizada em forno a temperatura de 800°C,
na proporgdo de 2:1 (V/v).

O solo foi coletado na profundidade de 05-30 cm em area sob fragmento
de mata nativa subcaducifélia, no campus da UFLA, tendo sido identificadas as
seguintes caracteristicas quimicas: pH= 5,2; P= 1,2 mg dm?3; K= 17 mg dm?:
Ca= 0,3 cmol, dm™®; Mg= 0,1 cmol, dm®; H + Al= 7,9 cmol, dm™; SB= 0,4
cmol, dm™; T= 8,3 cmol, dm™; MO= 4,3 dag kg™.

O solo foi tratado com brometo de metila (98 % -brometo de metila +
2% - cloropicrina), na dosagem de 393 cm® m?, para eliminar os propagulos de
FMAs nativos. Depois de decorrido o periodo de incubagdo com calcério
dolomitico (PRNT=100%), elevando a saturacdo por bases a 60% (Raij, 1981),
foi adicionado superfosfato triplo moido, de modo a se obter 0,02 e 0,2 mg kg™
de P em solucéo, conforme indicado para esséncias arbdreas nativas e solos da
regido (Siqueira & Saggin-Janior, 2001). Segundo Habte & Manjunath (1991),
estes teores de P na solucdo do solo sdo definidos como baixos, porém, ideais
para se obter elevado grau de micorrizagdo e alto ou étimo para o adequado
crescimento da maioria das espécies vegetais na auséncia de FMAs.

Apds a aplicacdo de superfosfato triplo, os teores de P no solo subiram,
passando de 1,2 mg dm™ para 3,7 mg dm™ (equivalente a 0,02 mg kg™ de P
disponivel em soluc#o) e 16,4 mg dm™ (equivalente a 0,2 mg kg). Estes valores
concordam com os obtidos por Siqueira & Saggin-Junior (2001), utilizando o

mesmo extrator de P (Mehlich 1) e tipo de solo. As doses de superfosfato triplo
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para se obter estes teores de P no solo foram de 0,3 g e 2,4 g kg™ de solo seco,
respectivamente.

Foram realizados cinco experimentos: um com quatro espécies vegetais
em crescimento conjunto em caixas plasticas de 40 dm?®, simulando uma
comunidade na fase juvenil e outros quatro com estas espécies crescendo
individualmente em vasos de 3 dm® Os tratamentos em cada experimento
constaram de um controle ndo inoculado e a inocula¢do com 1, 2, 4 e 8 espécies
de FMAs em substrato com 0,02 mg kg® de P em solugdo. Os fungos
empregados na inoculacdo foram obtidos da colecdo do Laboratério de
Microbiologia da UFLA. Foi ainda empregado um sexto tratamento, tido como
referéncia, o qual também n&o foi inoculado com FMAs, porém, a concentracao
de P na solugéo do solo foi de 0,2 mg kg™.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado,
com cinco tratamentos de inoculacdo, sendo um ndo inoculado (NI) e quatro
situacdes de riqueza de espécies de FMAs (Tabela 2) e um tratamento referéncia
com nivel alto de P no solo (AP), com 5 repetigdes. As espécies Glomus
etunicatum e Acaulospora scrobiculata sdo originarias de agrossistema de cafg,
Gigaspora margarita e Scutellospora heterogama de agrossistema de milho,
Gigaspora gigantea e Glomus clarum de pastagem de capim-braquiaria e a
Scutellospora pellucida e Entrophospora colombiana originarios de ecossistema
de cerrado nativo, mantidas em vasos de cultivo com Brachiaria decumbens.

A combinacdo de espécies de FMAs, nos diversos tratamentos de inoculagéo, foi
direcionada de modo que a heterogeneidade filogenética fosse ampla dentre as
opcbes de FMAS disponiveis para o estudo. Estas espécies foram escolhidas de
acordo com a disponibilidade de in6culo e o envolvimento em outros estudos do
Laboratério de Microbiologia e Bioquimica do Solo do DCS-UFLA, com
esséncias florestais nativas. O Glomus etunicatum foi escolhido para compor

todos os tratamentos com FMAs, pois foi amplamente empregado em estudos
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deste laboratério com varias espécies vegetais, incluindo esséncias florestais,
sendo obtidos resultados positivos para o desenvolvendo de plantas arbdreas
nativas do Brasil, sequida da Gigaspora margarita, conforme evidenciado na
Tabela 1 e, além disso, é considerada eficiente em aumentar o crescimento das

espécies vegetais envolvidas neste estudo (PouyU-Rojas et al., 2006).

TABELA 2. Esquema dos tratamentos de inoculagdo com FMAs

Tratamentos/inoculagdo NUmero de espécies de FMAs

NI Nenhuma

R1 Glomus etunicatum

R2 Glomus etunicatum + Gigaspora margarita

R4 Glomus etunicatum + Gigaspora margarita +
Acaulospora scrobiculata + Scutellospora
heterogama

R8 Glomus etunicatum + Gigaspora margarita +

Acaulospora scrobiculata + Scutellospora
heterogama + Gigaspora gigantea + Glomus
clarum + Scutellospora pellucida + Entrophospora
colombiana

NI= ndo inoculado, R= niveis de riqueza de espécies de FMAs no solo.

Para compor o in6culo utilizado no experimento, foi coletado solo
indculo dos vasos de multiplicacdo, contendo esporos, hifas e raizes colonizadas.
Estes vasos de multiplicagdo foram cultivados com Brachiaria decumbens e
tiveram a carga de esporos previamente avaliada antes da coleta do solo indculo.
Foram aplicados cerca de 7.000 esporos por caixa pléstica de 40 dm?® e cerca 640
esporos por vaso de trés dm?, sendo aplicados a, aproximadamente, 5 cm da
superficie do solo no momento do transplante das mudas das espécies vegetais
estudadas. No in6culo misto, o nimero total de esporos foi igualmente dividido
pelo nimero de espécies de FMAs deste indculo.

As espécies arboreas estudadas foram duas pioneiras (Trema micrantha

Blume — trema e Schinus terebenthifolius Raddi— aroeirinha), uma secundaria
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inicial (Senna macranthera (Vell.) Irw.& Barn.— fedegoso) e uma secundaria
tardia (Caesalpinea ferrea Mart.— pau-ferro) (Lorenzi, 2000; Mitzi et al., 2002).
As sementes, fornecidas pelo Departamento de Ciéncias Florestais da UFLA,
foram desinfestadas superficialmente com hipoclorito de sédio (1% de cloro),
submetidas a quebra de dorméncia quando necessario, segundo Davide et al.
(1995) e germinadas em bandejas com areia esterilizada.

Os vasos, previamente preparados com os diferentes tratamentos,
receberam as plantulas, as quais foram padronizadas quanto a altura e ao vigor.
Para o ensaio em crescimento conjunto foram transplantadas 36 plantas por
vaso, sendo 9 plantas de cada espécie, distribuidas de forma aleatdria nos vasos.
Para os ensaios com as espécies vegetais em crescimento individual, foi
transplantada uma planta por vaso. Visando equilibrar a microbiota entre os
tratamentos inoculados e ndo inoculado, este Gltimo recebeu um filtrado do
indculo isento de propagulo micorrizicos. Apo6s trinta dias do transplantio, as
plantas receberam solucdo de Hoagland sem fdsforo, a 50% da concentracao
original (Hoagland & Arnon, 1950), sendo 25 mL para o vaso de 3 dm® e 335
mL para a caixa de 40 dm? e cuja aplicacao foi repetida em intervalos de 21 dias.
O experimento também recebeu adubacédo potassica, via solucéo, na dose de 150
mg dm? solo de K,0, dividida em duas aplicacdes, em intervalos de trinta dias.
A irrigacdo dos vasos foi realizada de modo a manter a umidade do solo
préximo da capacidade de campo, com base no volume total de poros.

O experimento foi avaliado aos 60, 90 e 120 dias apds o transplantio,
determinando-se a altura e o diametro do caule das plantas. Aos 120 dias, as
plantas foram coletadas e separadas em parte aérea e raizes. Ap6s cuidadosa
separacao e lavagem das raizes das quatro espécies, coletou-se aproximadamente
1g de raizes frescas, de cada espécie por tratamento, realizando-se a clarificacdo
e coloracdo (Phillips & Haymann, 1970) e posterior avaliacdo da colonizacdo

micorrizica (Giovannetti & Mosse, 1980).
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Apos secagem do material vegetal em estufa de circulagdo de ar forcada
a 60 °C, até peso constante, foi determinada a massa seca da parte aérea (MSPA)
e raizes (MSR). A massa seca total de cada espécie em crescimento conjunto foi
dividida pelo nimero de plantas na populacdo (nove plantas). A MSPA foi
moida para analise dos teores de macro e micronutrientes apds digestao
nitroperclorica (Zarosky & Baurau, 1977).

No extrato, Ca, Mg, Zn e Cu foram determinados por espectrofotometria
de absorcdo atdémica, P e S por colorimetria e K por fotometria de chama
enquanto o nitrogénio foi determinado pelo método semimicro Kjeldahl (Liaio,
1981). Apos a condugdo do experimento também foi determinada a densidade de
esporos total e por espécie fungica no substrato em que as plantas cresceram,
apos extracdo dos esporos via peneiramento Umido (Gerdemann & Nicolson,
1963), seguido de centrifugacdo com &gua e solucdo de sacarose (500 g L™) e
contagem em microscépio estereoscépio com aumento entre 20x a 40x.

Para as analises moleculares coletaram-se 3 g de raizes frescas, estas
foram cuidadosamente lavadas em &gua de torneira para eliminar os propagulos
externos dos FMAs e armazenadas em alcool etilico 70%, para posterior
extracdo de DNA flngico e analise da mobilidade eletroforética em GEL de
Eletroforese com gradiente desnaturante (DGGE) (Muyzer & Smalla, 1998). Os
acidos nucléicos (DNA) foram extraidos utilizando-se o tampédo CTAB (brometo
de cetiltrimetilamonio), originalmente desenvolvido para extracdo de DNA
vegetal (Ferreira & Grattapaglia, 1998), seguindo protocolo de analise do
Laboratério de Micologia da Embrapa-Agrobiologia. Apds secagem em estufa, a
60°C, para eliminar o residuo de alcool etilico, as raizes foram maceradas em
almofariz com nitrogénio liquido. Cerca de 50 mg deste macerado foi transferido
para um microtubo de 2,0 mL e posteriormente adicionados 800 uL de tampéo
CTAB 2% e 0,1 mg de proteinase K.
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Os passos seguintes até a completa extragdo do DNA foram: 1) agitar
em vortex por 3s; 2) incubar, a 60°C, por 1 hora; 3) precipitacdo de proteinas
com adi¢do de 500 uL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1); 4)
homogeneizar por inversdo; 5) centrifugar, por 10 minutos, a 13.000g
(temperatura de 4°C); 6) transferir a fase aquosa (superior) para um novo
microtubo; 7) lavar com 500 uL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) para
retirar os residuos de fenol; 8) centrifugar, por 10 minutos, a 13.000 ¢
(temperatura de 4°C); 9) transferir a fase aquosa (superior) para um novo
microtubo; 10) precipitar o DNA com a adigdo de 1 mL de isopropanol e
incubar, a -20°C, durante a noite; 11) centrifugar, por 15 minutos, a 13.000 g
(temperatura de 4°C); 12) descartar o isopropanol; 13) lavar o pellet com 150 uL
de etanol 70%; 14) centrifugar, por 15 minutos, a 13.000 g (temperatura de
4°C); 15) descartar o etanol 70%; 16) secar o pellet ao ar e 17) ressuspender o
DNA em 30 uL de tamp&o TE (10:1). A qualidade da extracéo foi verificada em
gel de agorose a 1% e o DNA aliquotado e armazenado, a -20°C, até ser
utilizado.

O DNA dos FMAs estudados também foi extraido direto dos esporos
destes fungos em cultura pura, com o objetivo de identificar o comportamento
eletroforético caracteristico de cada espécie, construir um padrdo para as oito
espécies de FMAs estudadas e compara-lo com os padrfes obtidos das raizes
colonizadas. Ap6s a extracdo dos esporos do solo indculo, armazenado a -80°C,
utilizado no experimento, segundo metodologia de Gerdemann & Nicolson
(1963), esporos de cada uma das oito espécies de FMAs foram cuidadosamente
selecionados sob microscépio estereoscopio e submetidos a limpeza por
ultrassonificacdo, por 15 segundos e armazenados, a -20°C, em &gua ultrapura
autoclavada até o uso, segundo protocolo de analise do Laboratorio de
Micologia da Embrapa-CNPAB. Para esta extracdo de DNA foram utilizados o
tampéo Tris-HCI 10 mM + EDTA 1 mM (TE 10:1), pH= 8,0 e a resina Chelex
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100 (20%) (Laboratorios Bio-Rad) . Cerca de 30 esporos de cada espécie foram
colocados em um tubo de extragdo de 1,5 mL, adicionados 80 pL de tampédo TE
mais 40 uL da resina Chelex 100 e a maceracdo feita com micropistilo no
préprio tubo. Os tubos foram incubados, a 95°C, por 10 minutos e, depois,
centrifugados, a 10.000 g, por 2 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi
cuidadosamente tranferido para novo tubo e armazenado, a -20 °C, até o uso.

De acordo com o protocolo de andlise (Laboratério de
Micologia/Embrapa-Agrobiologia), ap6s a extracdo, 0 DNA bruto foi diluido na
razdo de 1:20 e 1 uL foi utilizado como “template” no primeiro PCR. O volume
da reagdo foi de 15 uL, sendo o “mix” composto por 1,5 uL de tampdo para
PCR (10 x), 1,5 uL de DNTPs (10 x), 0,75 uL de MgCl, (50 mM), 0,9 uL de
proteina bovina (BSA) (3 mg mL™?), 0,15 uL de formamida, 0,08 pL de cada
primer (100 pM), 0,15 uL de DNA polimerase (5U pL™) e o restante do volume
completado com &gua para PCR. Neste primeiro PCR foram utilizados os
primers NS1 e seu reverso NS4. O produto do primeiro PCR foi diluido na razao
1:100 e 1 uL foi utilizado como “template” no “PCR-nested” (Kowalchuk et al.,
2002). O volume desta reacdo foi de 30 uL, sendo 0 “mix” composto por 3 uL
de tampéo para PCR (10 x), 3 uL de DNTPs (10 x), 1,2 uL de MgCl, (50 mM),
0,3 uL de formamida, 0,15 pL de cada “primer” (100 uM), 0,3 uL de DNA
polimerase (5U uL™) e o restante do volume completado com agua para PCR.
No PCR-nested foram utilizados os primers NS31 (Simon et al., 1992) com um
grampo de GC (Kowalchuk et al., 2002) e seu reverso AM1 (Helgason et al.,
1998) que amplifica preferencialmente 0 DNA de FMA, sendo amplificada a
regido 18S (SSU). Tanto no primeiro PCR quanto no “PCR-nested”, a
concentracdo final de DNTPs no “mix” foi de 200 uM, 0,5 uM de cada primer e
2,5 mM de Mg. Apds a amplificacdo do DNA, cerca de 30uL do produto de

“PCR-nested” de cada amostra foram aplicados no gel de poliacrylamida e
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iniciada a eletroforese, com 200 V, por 10 minutos, seguidos de mais 16 horas a
75V e temperatura do tampdo de corrida de 60°C. O gradiente de desnaturacdo
no gel de poliacrylamida com espessura de 1,2 mm e altura de 20cm variou de
30% a 45%, para o qual 100% de desnaturante equivale a 7M de uréia e 40% de
formamida.

Apds o periodo necessario para a corrida eletroforética, os géis foram
corados com brometo de etidio e digitalizados em transluminador de luz UV
com capturador de imagem, para posterior composi¢cdo da base de dados do
programa “Gel-compar” (BioSystematica, UK). Esse programa possibilita a
padronizacdo dos geéis, permitindo a comparacdo entre amostras de geéis
diferentes, além de outros recursos.

Para auxiliar o entendimento dos dados de crescimento das plantas foi
determinada a variabilidade para a populacdo de cada espécie em crescimento
conjunto. A variabilidade foi indiretamente determinada pelo célculo da
variancia para a producdo de MSPA dentro da populacdo de plantas da mesma
espécie. Esta variancia foi calculada por meio da base estatistica da planilha
eletronica Excel (Microsoft Office Excel 2003) por meio da férmula (var= Z(x-
x")?/(n-1), em que x= MSPA de um individuo na populacfo, x’= MSPA média
da populacédo e n= tamanho da populagéo.

Os dados foram submetidos & analise de variancia e ao teste de média
(Scott-Knott, a 5% confianca) pelo programa estatistico Sisvar (Ferreira, 2000),
sendo os resultados de colonizacdo micorrizica transformados pelo arco seno
(x/100)"2,
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Crescimento das plantas

O crescimento das plantas foi influenciado pelos tratamentos, tanto sob
a condicdo de crescimento individual quanto conjunta, das quatro espécies
vegetais estudadas (Figura 1).

Destaca-se o efeito positivo da inoculacdo com FMAs para a resposta
das plantas em crescimento, em relacdo ao tratamento ndo inoculado (NI),
confirmando a necessidade da simbiose micorrizica na fase inicial de
crescimento destas espécies arbdreas nativas em solo de baixa fertilidade.
Resultados desta natureza também foram obtidos em estudos que avaliaram 0
efeito da inoculacdo e os niveis de fertilidade do solo sobre o crescimento da
trema e fedegoso inoculados com Glomus etunicatum (Paron et al., 1997), para o
fedegoso, aroeira e mais outras cinco espécies inoculadas com mistura de trés
espécies de FMAs (Pouyu-Rojas & Siqueira, 2000) e varias espécies arboreas,
pertencentes a diferentes grupos sucessionais, inoculadas com mistura de G.
etunicatum mais Gigaspora margarita ou apenas G. etunicatum (Carneiro et al.,
1996; Siqueira et al., 1998; Siqueira & Saggin-Janior, 2001) e fungos nativos de
areas de ocorréncia natural dessas espécies arbdreas (Zangaro et al. 2002).

Além do efeito positivo da inoculagdo para o crescimento das plantas,
em solo de baixa fertilidade, também observado por Flores-Aylas et al. (2003),
para seis espécies arboreas nativas em crescimento conjunto, os resultados do
presente estudo confirmam o beneficio da inoculagdo para o crescimento mais
equilibrado entre as espécies, principalmente em rela¢do ao tratamento com teor
mais elevado de P no solo, dominado pela trema, conforme verificado na Figura
1 e confirmado pelos resultados de massa seca de parte aérea apresentados mais

a frente.
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FIGURA 1 Aspecto do crescimento individual e em conjunto das quatro espécies
vegetais estudadas, aos 120 dias do transplantio. NI= ndo inoculado. R1=
G. etunicatum. R2= G. etunicatum + Gi. margarita. R4= G. etunicatum +
Gi. margarita + S. heterogama + A. scrobiculata. R8= G. etunicatum +
Gi. margarita + S. heterogama + A. scrobiculata + G. clarum +Gi.
gigantea + S. pellucida + E. colombiana. AP= nivel alto de P no solo.
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A massa seca da parte aérea (MSPA) das quatro espécies de planta em
crescimento conjunto e individual foi muito influenciada pelos tratamentos
(Figura 2). A menor producdo de biomassa, sob a condicdo de crescimento
conjunto, ocorreu no tratamento ndo inoculado (NI) e a maior no tratamento com
0 maior nivel de riqueza de espécies de FMAs (R8). Em todos os tratamentos
com FMAs a MSPA foi maior que a observada no tratamento NI, indicando
beneficio da presenga dos FMAs para o aumento da biomassa da comunidade de
plantas. Isso também foi verificado por Grime et al. (1987), para espécies de
pequeno porte e por Flores-Aylas et al. (2003) ,para arbéreas em fase inicial de
crescimento.

A variacdo da riqueza de espécies de FMAs no solo induziu a um
aumento coincidente entre a biomassa das plantas e o nimero de espécies na
comunidade desses fungos, indicando a necessidade de uma comunidade mais
diversa em espécies de FMAs para uma melhor performance das plantas. Estes
resultados concordam com os obtidos por van der Heijden et al. (1998b), para
espécies de plantas oriundas de pastagens nativas na Europa. Entre os
tratamentos inoculados, aquele com uma Unica espécie de FMA foi inferior aos
demais e o tratamento com a maxima riqueza estudada induziu a maior producéo
de MSPA, enquanto os tratamentos intermediarios ndo diferiram entre si. Em
relacdo ao tratamento com nivel alto de P no solo, verificou-se que este foi
superior ao NI e R1 e inferior a R8, mas proporcionou crescimento das plantas
semelhante ao verificado nos tratamentos com niveis intermediarios de riqueza
de FMAs.

Quando as quatro espécies vegetais cresceram separadamente, verificou-
se que a MSPA também variou em fungdo do tratamento, porém, sob esta
condigdo, o comportamento geral foi um pouco diferente do observado em
crescimento conjunto. Houve efeito positivo da inoculagdo e também do

aumento no teor de P no solo para a MSPA, em relagdo ao tratamento NI. Todos
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FIGURA 2 Biomassa seca da parte aérea das quatro espécies vegetais, crescidas em
conjunto (a biomassa seca total por espécie foi dividida por 9, este era o
nimero de plantas na populacdo de cada espécie) e individualmente. NI=
ndo inoculado, AP= nivel alto de P no solo, R= niveis de riqueza espécies
de FMAs no solo (R1= G. etunicatum. R2= G. etunicatum + Gi.
margarita. R4= G. etunicatum + Gi. margarita + S. heterogama + A.
scrobiculata. R8= G. etunicatum + Gi. margarita + S. heterogama + A.
scrobiculata + G. clarum +Gi. gigantea + S. pellucida + E. colombiana).

Barras representam o erro padrdo da média.

os tratamentos com FMAs foram superiores ao tratamento com nivel alto P no

solo. Os tratamentos com uma e duas espécies de FMAs na comunidade néao

diferiram entre si e foram inferiores aos de maior riqueza de espécies. Entre

estes Ultimos, também ndo houve diferenca. Isso pode ser verificado na Figura 3,

gue permite comparar a evolucdo da producdo de biomassa da parte aérea sob as

duas condi¢des de crescimento, em relacdo ao incremento relativo de riqueza de

FMAs. Sob a condicdo de crescimento individual, a producéo de biomassa tende

a se estabilizar entre os tratamentos de maior riqueza de FMAS, enquanto, sob

crescimento conjunto, hd forte tendéncia de aumento linear da biomassa

associada ao aumento da riqueza de espécies de FMAs no solo. Verifica-se que o
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efeito do incremento na riqueza de espécies de FMAs no solo para o0 acimulo de

biomassa destas plantas é dependente da condicdo de crescimento, sendo mais

evidente sob a condicdo de competicdo das plantas.
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FIGURA 3 Relacédo de producdo de biomassa em fungdo do aumento da riqueza de
FMAs em crescimento conjunto e individual. R1= G. etunicatum. R2= G.
etunicatum + Gi. margarita. R4= G. etunicatum + Gi. margarita + S.
heterogama + A. scrobiculata. R8= G. etunicatum + Gi. margarita + S.
heterogama + A. scrobiculata + G. clarum +Gi. gigantea + S. pellucida +
E. colombiana.

Analisando-se a producdo de biomassa em separado para cada espécie

vegetal, verifica-se comportamento diferenciado entre elas, em relagdo a cada

tratamento e, também, que houve diferenca entre os tratamentos para a mesma

espécie (Figura 4). O crescimento das plantas em resposta a inoculagdo com

FMAs é dependente das espécies vegetais estudadas e varia tanto entre grupos

sucessionais quanto entre espécies do mesmo grupo, conforme verificado por

Siqueira & Saggin-Junior (2001) e Zangaro et al. (2002), sobre crescimento

individual das espécies vegetais e por Flores-Aylas et al. (2003), estudando estas

espécies arbdreas nativas em crescimento conjunto. A resposta diferenciada das
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FIGURA 4 Biomassa seca da parte aérea por espécie vegetal, em crescimento conjunto
(a biomassa seca total por espécie foi dividida por 9, que era o nimero de
plantas na populagdo de cada espécie) e individual. Barra representa o erro
padrdo da média. NI= ndo inoculado, simbolo cheio na posi¢do NI= alto P
no solo, R= niveis de riqueza espécies de FMAs no solo (R1= G.
etunicatum. R2= G. etunicatum + Gi. margarita. R4= G. etunicatum + Gi.
margarita + S. heterogama + A. scrobiculata. R8= G. etunicatum + Gi.
margarita + S. heterogama + A. scrobiculata + G. clarum +Gi. gigantea +
S. pellucida + E. colombiana). Barras representam o erro padrdo da média.

plantas tem sido verificada também entre tratamentos de inoculagdo para a
mesma espécie vegetal, conforme estudos de Pouyu-Rojas et al. (2006) e Santos
et al. (2007), indicando a existéncia de compatibilidade diferenciada nas
combinacges planta-fungo.

Sob a condicdo de crescimento conjunto, apenas a trema ndo respondeu
ao tratamento com o G. etunicatum como Unica espécie inoculada, em relacdo ao
NI e, apesar de ter respondido a inoculagdo quando a comunidade flngica era
composta por mais de uma espécie de FMA, ndo houve a mesma tendéncia de
incremento da biomassa associado ao aumento da riqueza de espécies de FMASs

verificada para as demais espécies vegetais. A trema também foi a Gnica espécie
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em que o crescimento maximo foi obtido no tratamento com alto P no solo. Para
as demais espécies, este crescimento maximo foi verificado quando inoculadas.
A trema é considerada menos MA-dependente que as demais espécies, 0 que
pode explicar sua melhor habilidade em crescer na auséncia de FMAsS,
principalmente sob niveis mais elevados de P no solo (Paron et al., 1997;
Siqueira & Saggin-Junior, 2001, Flores-Aylas et al., 2003). Sob condi¢do de
competicdo, aquelas espécies mais dependentes da condigdo micorrizica séo as
mais beneficiadas na presenca dos FMAs (Scheublin et al., 2007) e, conforme os
resultados do presente estudo, este efeito é potencializado com o incremento da
riqueza de espécies de FMAs associada.

Crescendo individualmente, o comportamento das quatro espécies
vegetais apresentou tendéncia de resultados diferentes dos verificados em
crescimento conjunto. Para aroeira, trema e fedegoso houve efeito da inoculagédo
em relacdo ao ndo inoculado; no entanto, entre os tratamentos inoculados, nédo
foi verificada diferenca significativa. Ja para o pau-ferro, no tratamento com G.
etunicatum (R1), como Unica espécie da comunidade, houve um pequeno
incremento de MSPA, em relacdo ao NI. Ao crescer associado a uma
comunidade com duas ou mais espécies de FMAs, houve grande resposta em
crescimento em relacdo a R1, indicando beneficio com o incremento da riqueza
de espécies de FMAs. Porém, ndo houve diferenca entre os tratamentos com
mais de uma espécie flngica na comunidade do solo.

Assim, foi verificado que o efeito da riqueza de espécies de FMAs é
mais evidente quando as espécies de planta crescem em conjunto, ou seja,
condicdo mais proxima da encontrada na natureza. Isso fica mais claro ao
analisar-se a relacdo de incremento médio da biomassa, por espécie de planta,
entre os tratamentos com extremos de riqueza de espécies de FMAs R1 e R8
(Figura 4). Enquanto, sob crescimento conjunto, esta relacdo média entre as
espécies indicou que a biomassa mais que dobrou de R1 para R8 (R8/R1 para a
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trema = 1,6; aroeira = 1,7; pau-ferro = 2,7; fedegoso = 3,0), sob crescimento
individual esta relacdo foi proxima de um (trema = 1,02; aroeira = 1,01;
fedegoso = 1,09), praticamente sem aumento da biomassa, excecdo feita ao pau-
ferro, que cresceu pouco em R1 e, por isso, apresentou relacdo R8/R1 de 3,2.
Outro ponto importante é que o efeito do aumento da riqueza de espécies de
FMAs varia muito com a espécie vegetal estudada, ressaltando a resposta
diferenciada entre as espécies a inoculacdo (Siqueira & Saggin-Junior, 2001) e
também aspectos da compatibilidade fungo-planta (Smith et al., 2004; Pouyu-
Rojas et al., 2006).

E importante salientar, também, que houve tendéncia de diferenca entre
a MSPA das espécies em crescimento conjunto, em comparacao ao crescimento
individual (Figura 2). Para o tratamento NI, houve ligeira vantagem para as
plantas crescidas em conjunto, enquanto que, inoculadas ou com alto P no solo,
esta tendéncia de diferenca aumentou e a vantagem passou a ser das plantas
crescidas individualmente. Isso pode estar ligado a menor limitacdo de recursos
como luz, agua e, principalmente, nutrientes e a auséncia de competicdo intra e
interespecifica, sob a condigdo de crescimento individual. Esta tendéncia geral
de resultados também foi observada quando se analisou 0 comportamento da
MSPA por espécie vegetal (Figura 4).

A altura das plantas foi distinta entre as espécies estudadas, quanto ao
tratamento e também foi muito influenciada pela época de avaliacdo (Figura 5).
Aos dois meses apds a implantacdo do experimento, foi verificado pouco efeito
dos tratamentos para a altura das plantas, tanto em crescimento conjunto quanto
individualmente das espécies (Figura 5 a, b). Em relacdo ao tratamento NI, a
inoculagdo apresentou leve tendéncia de efeito, como pode ser verificado para o
fedegoso crescendo individualmente e também para as quatro espécies

hospedeiras em crescimento conjunto.
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erro padrdo da média.
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FIGURA 5 Altura das plantas aos 60, 90 e 120 dias ap6s o transplantio, sob condicéo de
crescimento conjunto e individual. NI= ndo inoculado, simbolo cheio na
posicdo NI= nivel alto de P no solo, R= niveis de riqueza de espécies de
FMAs no solo (R1= G. etunicatum. R2= G. etunicatum + Gi. margarita.
R4= G. etunicatum + Gi. margarita + S. heterogama + A. scrobiculata. R8=
G. etunicatum + Gi. margarita + S. heterogama + A. scrobiculata + G.
clarum +Gi. gigantea + S. pellucida + E. colombiana). Barra representa o



Em todas as situacOes, este efeito foi mais evidente para o tratamento
com a maior riqueza de FMAs, oito espécies no total, apesar de, para o fedegoso
e para a trema, em crescimento conjunto, esta tendéncia de incremento na altura,
em relacdo ao NI, tenha sido verificada também para tratamentos de menor
riqgueza, como R2 e R4, porém, inferiores a R8. Apenas para a trema em
crescimento conjunto o tratamento com nivel alto de P no solo se destacou dos
demais, ressaltando a maior habilidade desta espécie para crescer na auséncia de
FMAs e responder a P.

Aos trés meses apds o transplantio ja era clara a variacdo de resultados
entre os tratamentos (Figura 5 c, d). Em crescimento conjunto e individual,
houve efeito positivo da presenca de FMAs para a altura das quatro espécies de
hospedeiros estudadas. O Unico hospedeiro que ndo respondeu a todos os
tratamentos com FMAs foi o pau-ferro. Crescendo em conjunto com as outras
espécies vegetais ou individualmente, o pau-ferro ndo respondeu ao tratamento
R1, porém, nos tratamentos seguintes, verificou-se efeito positivo para a altura
das plantas e ainda houve tendéncia de aumento desta varidvel associada ao
aumento na quantidade de espécies de FMAs na comunidade destes fungos no
solo. Esta tendéncia de resposta positiva ao aumento na riqueza de espécies de
FMAs também foi verificada para as outras espécies de planta, principalmente
sob crescimento conjunto.

A maior resposta ao tratamento com nivel alto de P no solo foi
verificada para a trema, principalmente, em condigdo de crescimento conjunto.
O pau-ferro e a aroeira também responderam a este tratamento, porém, a
resposta, em relacdo ao NI, foi pequena comparada a da trema, tendo o pau-ferro
respondido a este tratamento somente crescendo individualmente. J4 o fedegoso
ndo respondeu a dose de P estudada, indicando que para que estas trés espécies
crescam na auséncia de FMAs, elas exigem uma quantidade externa de P no solo

maior que a trema.
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Na auséncia de inoculagdo verifica-se ampla diferenca de crescimento
entre as espécies vegetais, como pode ser visto nos tratamentos NI e alto P,
havendo variacdo quanto a espécie dominante em altura na comunidade artificial
de plantas. Quando inoculadas, houve melhor equilibrio entre as espécies e este
equilibrio tendeu a aumentar com o aumento de espécies na comunidade de
FMAs, principalmente entre os extremos de riqueza destes fungos.

Este comportamento ndo apresenta boa relagdo quando as espécies estdo
em crescimento individual (Figura 5 d). Esta excelente relacdo entre o efeito
precoce dos FMAs para o crescimento das plantas e a eficiéncia destes em
estadios posteriores do crescimento dos hospedeiros, também verificada por
Santos et al. (2007) para arboreas nativas, ajuda a explicar o melhor resultado do
tratamento R8 em relacdo aos demais, no final do periodo de conducdo do
experimento.

De modo geral, a tendéncia dos resultados observados aos 120 dias foi
muito parecida com a verificada aos 90 dias de implantacdo do experimento e,
diante disso, houve apenas uma confirmagdo do comportamento, verificado aos
trés meses de crescimento (Figura 5 e, f). No entanto, aos 120 dias, houve maior
tendéncia de a altura das plantas crescidas em conjunto ser menor que a das
plantas crescidas individualmente, indicando um esgotamento mais intenso dos
recursos sob cultivo conjunto. Isso sugere que as limitages para o crescimento
das plantas em conjunto foram maiores que individualmente, podendo ser uma
justificativa para o efeito mais evidente da riqueza de espécies de FMAs para a
producdo de biomassa sob a primeira condicdo (Figuras 2 e 3). Isto, pois,
preconiza-se que a importancia desta simbiose para as plantas aumenta na
medida que aumentam também as limitacbes do ambiente para o adequado
crescimento delas (Siqueira & Saggin-Janior, 1995 e Smith & Read, 1997).

Outro parametro do crescimento das plantas estudado foi a relagéo da

massa seca de raiz sobre a massa seca de parte aérea. Tanto em crescimento
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conjunto quanto em crescimento individual os diversos tratamentos estudados

influenciaram esta relacdo, para as quatro espécies hospedeiras (Figura 6).
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FIGURA 6 Relagdo da massa seca de raiz sobre massa seca de parte aérea, sob
condicdo de crescimento conjunto e individual. NI= n&o inoculado,
simbolo cheio na posicdo NI= nivel alto de P no solo, R= niveis de
riqgueza de espécies de FMAs no solo (R1= G. etunicatum. R2= G.
etunicatum + Gi. margarita. R4= G. etunicatum + Gi. margarita + S.
heterogama + A. scrobiculata. R8= G. etunicatum + Gi. margarita + S.
heterogama + A. scrobiculata + G. clarum +Gi. gigantea + S. pellucida +
E. colombiana). Barra representa o erro padrdo da média.

Em crescimento conjunto, o efeito da presenca de FMAs foi distinto
entre os hospedeiros. Para o tratamento R1, o fedegoso e a aroeira ndo
apresentaram variacdo na relacdo Raiz/PA, em relagdo ao tratamento ndo
inoculado NI, porém, para a trema e para o pau-ferro, houve tendéncia de queda
na relacdo Raiz/PA. Verificou-se que o incremento na riqueza de espécies de
FMAs, de uma para duas espécies de fungo no solo, reduziu a relacdo Raiz/PA

das quatro espécies vegetais estudadas. Nos tratamentos seguintes, manteve-se
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esta tendéncia de queda, principalmente para aroeira, fedegoso e trema. Sob a
condicdo de crescimento individual, a interferéncia da inoculacdo sobre a
relacdo Raiz/PA demonstrou uma tendéncia de queda mais forte que em
comparacao a condicdo de crescimento conjunto.

Para as quatro espécies vegetais, o tratamento contendo apenas G.
etunicatum reduziu a relacdo Raiz/PA, em relacdo ao NI e esta tendéncia
manteve-se no tratamento R2. Nos tratamentos seguintes, a relacdo Raiz/PA
tendeu a se estabilizar em relacdo ao tratamento composto pelo G. etunicatum
mais G. margarita, refletindo a maior influéncia da variacdo de riqueza de
espécies de FMAs sobre os parametros de crescimento das plantas sob
crescimento conjunto, como verificado anteriormente para a biomassa da parte
aérea. E interessante que, para a maioria das situacdes, os maiores valores de
relacdo Raiz/PA foram observados nas plantas do tratamento ndo inoculado NI.

Este efeito dos FMAs pode estar relacionado a reducdo das limitacdes
no solo para o crescimento das plantas, como, por exemplo, 0 melhor acesso a
nutrientes como o P. Isto pode ser evidenciado confrontando-se os resultados
obtidos nos tratamentos com FMAs com os do tratamento com nivel alto de P no
solo, para o qual, na maioria das situacdes, também houve reducdo na relacéo
Raiz/PA, em relacdo ao tratamento NI. Como comentado por Lovato et al.
(1996), plantas micorrizadas tendem a reduzir a relacdo Raiz/PA, implicando
numa maior eficiéncia no acumulo de biomassa, pois seria investido
proporcionalmente mais em parte aérea que em raizes. Do ponto de vista
conservacionista, isto seria muito valioso, por exemplo, para a recuperacdo de
areas degradadas, favorecendo a cobertura do solo, dentre outros beneficios.

A relagdo de competitividade entre as quatro espécies vegetais em
crescimento conjunto variou drasticamente sob influéncia dos tratamentos
estudados (Figura 7). Na auséncia de FMAs, tanto sob baixo quanto nivel alto de
P no solo, a comunidade de plantas foi dominada pela populacgdo de plantas da
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FIGURA 7 Contribuicdo relativa de cada espécie vegetal para biomassa total da
comunidade de plantas. NI= nédo inoculado, AP= nivel alto de P no solo,
R= niveis de riqueza de espécies de FMAs no solo (R1= G. etunicatum.
R2= G. etunicatum + Gi. margarita. R4= G. etunicatum + Gi. margarita
+ S. heterogama + A. scrobiculata. R8= G. etunicatum + Gi. margarita +
S. heterogama + A. scrobiculata + G. clarum +Gi. gigantea + S.
pellucida + E. colombiana).

trema, principalmente sob a segunda condigdo. Neste ultimo tratamento, a
espécie trema foi responsavel por cerca de 70% da biomassa total. Enquanto a
trema dominou a producdo de MSPA na auséncia de FMASs, quando estes
estavam presentes, sua contribuicdo para a biomassa total diminuiu muito, sendo
sua menor contribuicdo relativa no tratamento com o maior nivel de diversidade
estudada. No entanto, como verificado por Grime et al. (1987) e Flores-Aylas et
al. (2003), a estrutura da comunidade de plantas, medida pela producéo relativa
de biomassa da parte aérea de cada espécie, torna-se mais equilibrada na
presenca de FMAs, confirmando que as espécies menos competitivas na
auséncia de FMAs (Flores-Aylas et al., 2003) e mais dependentes destes fungos

(Scheublin et al., 2007) sdo as mais beneficiadas na presenca deles. Estes
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resultados contrariam os verificados por Hartinett & Wilson (1999) e O"Connor
et al. (2002), tendo, nestes casos, a eliminacdo dos FMAs equilibrado melhor a
estrutura da comunidade de plantas porque as espécies subordinadas
(micotroficas facultativas) foram favorecidas em detrimento da dominante
(micotrofica obrigatdria).

Como j& comentado, as espécies vegetais apresentam respostas e
dependéncia micorrizica distintas entre si e também respondem diferentemente a
distintas espécies de FMAs. Este € um conjunto de fatores que podem interferir
nas relacBes de competicdo entre espécies vegetais e justificar a variacdo na
estrutura e biomassa total da comunidade de plantas, em funcdo da quantidade
de espécies de FMAs presentes, como proposto por van der Heijden et al.
(1998b).

Outro importante aspecto avaliado foi a variacdo de crescimento entre
os individuos da mesma espécie para as plantas em crescimento conjunto. Para
isto, calculou-se a variabilidade na populagdo, em relacdo a produgdo de
biomassa da parte aérea, e esta varidvel foi muito influenciada pelos tratamentos
(Figura 8). Sob influéncia do tratamento com menor nivel de riqueza de espécies
de FMAs, R1, as plantas das quatro espécies apresentaram tendéncia de aumento
da variabilidade em relagdo a NI. Porém, nos tratamentos seguintes, o
comportamento foi variado entre as espécies hospedeiras. Enquanto aroeira,
fedegoso e pau-ferro apresentaram forte tendéncia de aumento linear da
variabilidade na populacdo associada ao aumento na riqueza de espécies de
FMAs, a trema apresentou comportamento inverso a este, reduzindo a
variabilidade da populacdo nos tratamentos com multiplas espécies de FMAS na
comunidade do solo, em relagdo ao tratamento com apenas uma espécie. Este
resultado, apresentado pela trema, é resultante da reducdo de sua

competitividade, em relacdo as demais espécies vegetais, associada ao aumento
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FIGURA 8 Variabilidade no crescimento conjunto da aroeira (a), fedegoso (b), pau-ferro
(c) e trema (d), determinada pelo calculo da variancia populacional para a
MSPA na populacdo de cada espécie. * Tratamento com nivel alto de P no
solo. NI= ndo inoculado, R= niveis de riqueza de espécies de FMAs no solo
(R1= G. etunicatum. R2= G. etunicatum + Gi. margarita. R4= G.
etunicatum + Gi. margarita + S. heterogama + A. scrobiculata. R8= G.
etunicatum + Gi. margarita + S. heterogama + A. scrobiculata + G. clarum
+Gi. gigantea + S. pellucida + E. colombiana).

da riqueza de espécies destes fungos no solo, indicando que o aumento da
plasticidade favorece a capacidade competitiva.
Este comportamento, geral das plantas, revela que a expressdo do

potencial genético de cada individuo, na populacdo, é favorecida quando as
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condigdes de crescimento se tornam mais favoraveis e especificas para cada
espécie e individuo, havendo relacdo direta com a inoculacdo e o aumento da
riqueza de espécies de FMAs. Os FMAs agem aumentando as diferencas entre
os individuos na populacdo (Facelli et al., 1999), no entanto, o comportamento é
dependente das espécies vegetais envolvidas e da riqueza de espécies de FMAs
na comunidade do solo. Isto tem reflexo para as relagcdo de competicdo entre as
plantas e para a persisténcia destas em comunidade (Whitham et al., 2003;
Lankau & Strauss, 2007).

4.2 Teor e contetdo de nutrientes nas plantas

Os teores dos nutrientes na MSPA das espécies vegetais estudadas
foram ligeiramente influenciados pelos tratamentos e, em muitas das situagoes,
nao houve efeito, como mostrado na Tabela 3. Dentre os nutrientes avaliados, o
nitrogénio e o enxofre foram os menos influenciados pelos tratamentos,
enquanto o célcio, o cobre e o zinco foram os que mais apresentaram situagdes
com diferenca. Apenas em condi¢do de crescimento conjunto e para o Ca na
aroeira, Cu no pau-ferro e Zn no fedegoso, ndo foi detectada diferenca entre os
tratamentos (Tabela 3).

Quando houve diferenca entre os tratamentos, quanto ao teor de
determinado nutriente, esta diferenca esteve muito restrita & comparacéo de teor
entre as plantas ndo inoculadas e as inoculadas. Entre os tratamentos inoculados,
na maioria dos casos, houve pouca variacdo no teor dos nutrientes e, quando foi
constatada alguma diferenca, ndo foi possivel estabelecer uma relacdo clara
desta com o nivel de riqueza de espécies de FMAs estudado, indicando uma
fraca relacdo entre os teores dos nutrientes e o efeito dos tratamentos sobre o
crescimento das plantas. Mesmo assim, foi possivel identificar algumas

situagOes em que a riqueza de FMAs influenciou o teor dos nutrientes, sendo os
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Tabela 3 Teor de nutrientes na MSPA das quatro espécies vegetais estudadas.

Aroeira Fedegoso Pau-ferro Trema
Tratamentos IND CON IND CON IND CON IND CON

Nitrogénio, g kg™

NI 208a 172a 312b 281a 197a 16,7a 114b 262a
R1 179a 148a 228c 21,3b 213a 151a 236a 211a
R2 199a 143a 168c 182b 189a 172a 239a 196a
R4 176a 159a 19,7c 176b 223a 148a 239a 20,3a
R8 208a 143a 213c 179b 241a 164a 228a 182a
AP 238a 146a 284a 247a 218a 148a 223a 221a

Fésforo, g kg™

NI 082b 062a 049d 050b 098a 037c 1llc 076a
R1 097b 070a 0,70c 054b 092a 053a 13c 0,78a
R2 135a 0,70a 080b 068a 090a 055a 16b 09la
R4 1,13a 0,77a 088a 063a 097a 055a 18a 090a
R8 108a 059a 080b 063a 087a 059a 13c 08la
AP 0.88b 067a 054d 045b 060a 042a 15b 090a

Potéssio, g kg™

NI 171a 165a 139b 196a 139a 134a 206a 209a
R1 16,3a 18,3a 13,0b 17,0b 12,1a 125a 180b 17/4a
R2 154a 209a 139b 152b 139a 134a 223a 209a
R4 171a 174a 139b 143b 130a 10,7a 215a 209a
RS 17,1a 194a 139b 143b 148a 125a 154b 219a
AP 188a 20,1a 174a 16,1b 69b 134a 162b 191a
Calcio, g kg™
NI 780a 797a 146b 165b 147b 10,3c 180b 278a
R1 752a 520b 195b 18,1b 174b 133b 216a 183D
R2 752a 455b 213b 21,1a 16,7b 165a 20,3a 178b
R4 6,20a 572b 223a 205a 202a 17,1a 212a 172b
R8 6,02a 750a 194a 206a 169b 164a 143b 158b
AP 7,75a 750a 22,7a 2l4a 6,lc 105a 222a 312a

Magnésio, g kg™

NI 212a 216a 16,7a 17,1a 159a 109a 421a 432a
R1 18,7b 192b 150a 145b 139b 83b 345a 286h
R2 20,7a 159c¢ 159a 176b 119c 92b 356a 351b
R4 20,8a 154c 16,7a 177a 137b 94b 409a 342b
RS 181b 186b 172a 194a 126c 99a 21,9b 326b
AP 18,8b 225a 184a 137b 81d 88b 408a 486a
...continua...
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Tabela 3, Cont.

Aroeira Fedegoso Pau-ferro Trema
Tratamentos  IND CON IND CON IND CON IND CON
Enxofre, g kg™

NI 308b 039a 187b 240a 098a 0,72a 188a 0,25a
R1 267b 062a 144b 326a 072a 063a 124a 0,19a
R2 360a 057a 133b 133b 062a 067a 150a 020a
R4 277b 091a 188b 09b 059a 108a 139a 0,14a
R8 2,73b 077a 184b 074b 054a 057a 137a 0,07a
AP 2773b 051la 250a 248a 114a 054a 114a 040a

Cobre, mg kg™

NI 31b 6,9c 66D 57b 154a 6,2a 43c 7.7b
R1 6,4a 109a 76a 6,3b 132b 79a 53b 9,1a
R2 6,7 a 9,7b 84a 6,8 a 11,7b 7,1a 56b 8,9a
R4 7,7a 11,8a 8.6a 8,0a 139a 7.8a 57b 95a
R8 6,9 a 96b 88a 74a 121b 9,1a 7.8a 9,2a
AP 24D 64c 62D 50b 72c 66a 37¢ 6,8b
Zinco, mg kg
NI 7,00b 233a 112b 141a 250a 79b 123b 140b
R1 134a 243a 131b 134a 176b 181a 121b 17,7a
R2 141a 222a 21,1a 126a 182b 115b 16,2a 182a
R4 10,7a 24,1a 174a 158a 233a 188a 14,7a 209a
R8 125a 204b 163a 129a 173b 129b 169a 168a
AP 49b 170b 186a 151a 13,7b 89b 110b 183a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si (Scott-Knott, 5%).
NI= ndo inoculado, AP= tratamento com nivel alto de fésforo no solo, R= niveis de
riqueza de espécies de FMAs no solo (R1= G. etunicatim, R2= G. etunicatim + Gi.
margarita, R4= G. etunicatim + Gi. margarita + S. heterogama + A. scrobiculata, R8=
G. etunicatim + Gi. margarita + S. heterogama + A. scrobiculata + G. clarum +Gi.
gigantea + S. pellucida + E. colombiana).

resultados dependentes do nutriente analisado e da espécie de planta. Falta de
consisténcia dos resultados para o teor de nutrientes na biomassa da parte aérea
de espécies arbdreas nativas de diferentes grupos sucessionais, sob influéncia de
micorrizas e variacdo na disponibilidade de nutrientes, também tem sido
verificada por estudos como de Carneiro et al. (1996) e Siqueira et al. (1998).
No entanto, quando foi verificado efeito dos tratamentos para o teor de

nutrientes, este foi mais relacionado as espécies mais responsivas a micorriza e P
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e aquelas pertencentes aos grupos de inicio de sucessdo como a trema. Ainda, de
maneira geral, foi possivel identificar dois padrSes de variacdo entre 0s
nutrientes estudados. O fésforo, o cobre e o zinco apresentaram tendéncia de
aumento de teor, quando as plantas foram inoculadas com FMAs, em
comparacédo ao tratamento NI.

Para os demais nutrientes analisados, verificou-se tendéncia contréria a
identificada para o P, Cu e Zn. Pensando na utilizacdo destas espécies vegetais,
por exemplo, em programas de revegetacdo de areas degradadas, os dados de
teor dos nutrientes sdo pouco informativos, se comparados ao actmulo de
nutrientes na biomassa total, o qual pode indicar o potencial de cada espécie em
capturar nutrientes do solo, normalmente escassos nestas areas, concentrando na
parte aérea e posterior liberacdo para sistema via ciclagem da matéria organica,
principalmente entre espécies de diferentes grupos sucessionais, conforme
verificado por Siqueira et al. (1998).

Um aspecto interessante foi verificado para os teores de N e P; houve
forte tendéncia dos teores de estes nutrientes serem numericamente inferiores
nas plantas em crescimento conjunto, em relagdo as crescidas individualmente,
principalmente quando inoculadas. Isso reflete a disponibilidade mais limitada
destes nutrientes sob a condicéo de crescimento conjunto, sendo este um fator de
estresse que pode justificar o menor crescimento das plantas sob esta condicéo e
também ter contribuido para o efeito mais evidente da riqueza de FMASs para o
crescimento das plantas, em relacdo ao crescimento individual. Condicdes
nutricionais subétimas para o adequado crescimento das plantas sdo requeridas
para o sucesso das MAs (Siqueira & Saggin Junior, 1995), o que parece ter sido
intensificado sob condicdo de competi¢do. Foi verificado que a riqueza de
espécies de FMAs na comunidade do solo tem efeito positivo sobre a absorcédo
de nutrientes pelas plantas. Apesar de este efeito ter sido menos evidente sobre o
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teor de nutrientes, ele foi claro sobre o acimulo pelas plantas, principalmente
sob crescimento conjunto.

Quanto ao acimulo de nutrientes na MSPA das plantas, os dados da
Tabela 4 mostram que os tratamentos também influenciaram esta variavel para
as quatro espécies vegetais, tanto em crescimento conjunto quanto individual. O
contedo de nutrientes na MSPA foi maior nas plantas inoculadas que nas
plantas do tratamento NI, refletindo os dados de crescimento, devido a estreita
relacéo entre o acimulo de biomassa e o acumulo de nutrientes. Os resultados de
acumulo de nutrientes aqui verificados confirmam o beneficio da inoculacdo e
do aumento da riqueza de espécies de FMAs no solo para 0 aumento do acimulo
de nutrientes e crescimento das plantas em competi¢do, como verificado por van
der Heijden et al. (1998b), para uma comunidade de plantas composta por
espécies herbaceas e graminodides. Os resultados também revelam que o
contetido de nutrientes varia muito com a espécie hospedeira e a composicdo do
indculo micorrizico e isto tem relagdo com compatibilidade fungo-planta (Smith
et al., 2004; Pouyu-Rojas et al., 2006). A competicdo por nutrientes foi mais
intensa sob a condigdo de crescimento conjunto, pois, como verificado para o0s
teores de alguns nutrientes, o conteldo de todos os nutrientes avaliados também
foi menor sob esta condi¢do do que para a condi¢do de crescimento individual,

principalmente nos tratamentos inoculados.
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TABELA 4 Conteudo de nutrientes na MSPA das quatro espécies vegetais.

Aroeira Fedegoso Pau-ferro Trema
Tratam. IND CON IND CON IND CON IND CON
Nitrogénio, mg planta™
NI 158b 7,7d 52b 58d 78¢c 6,3¢ 46D 24,7h
R1 63,6 a 212¢c 80,1a 17,1c 21,2¢c 8,2¢c 73,7 a 222b
R2 63,8 a 19.0c 632a 250b 732b 20,3b 61,0a 252b
R4 79,4 a 245b 81,0a 22,2b 91,1a 17,2b 71,3a 29,4 b
R8 88,7a 342a 775a 343a 1028a 254a 857a 192D
AP 34,7b 9,9d 179b 51d 178 ¢ 6,1c 842a 76,7a
Fésforo, mg planta™
NI 06b 03¢ 01lc 0,1d 04b 01c 04b 0,7b
R1 35a 1,1b 25D 04c 09b 03¢ 40a 0,8b
R2 44a 09D 29b 09b 34a 06b 42a 1,2b
R4 50a 13a 3,7a 0,8b 39a 06D 54a 1,3b
RS 46a l4a 29b 12a 3,7a 09a 48a 0,8b
AP 1,3b 05¢c 0,2c 0,1d 05b 0,2c 57a 31la
Potéssio, mg planta™
NI 13,0c 7,3¢C 2,3b 4,1d 55b 49c 8,3b 199b
R1 56,8 b 149b 491a 136 ¢ 12,4b 6,6 C 56,3 a 18,1b
R2 494b 277D 50,2a 209b 53,2a 159b 571a 272b
R4 784a 29,3b 575a 18,4b 531a 12,6 b 64,0a 299b
R8 720a 470a 50,6 a 274 a 66,1 a 194 a 56,6a 23,1b
AP 26,7 ¢ 143¢ 8,1b 34d 56b 55¢c 64,8 a 67,1a
Célcio, mg planta™
NI 59b 34b 24b 34d 58b 39b 7,3¢ 259b
R1 269 a 74b 732a 145¢c 175b 73b 672b 18,8b
R2 24,6 a 6,9b 77,7 a 279b 64,2 a 195a 51,7b 229b
R4 275a 96b 926a 26,2b 733 a 20,1la 634b 251D
R8 25,3 a 18,5a 70,6 a 39,3 a 82,3 a 25,8 a 51,3b 16,7b
AP 11,1b 52b 10,6 b 4,4d 49D 4,3b 849a 1084a
Magnésio, mg planta™

NI 16,1 ¢ 94c 28b 35d 6,3b 42¢c 170c 40,2b
R1 66,8 b 216b 55,8 a 11,7¢ 139b 45c¢ 1070b 29,7b
R2 67,3b 20,5b 58,1a 242b 454a 109b 90,8b 453b
R4 929a 31,1b 69,1la 226b 56,3 a 11,1b 121,0a 496b
RS 76,4 b 54,7 a 64,6 a 375a 54,8 a 155a 789b 348b
AP 27,7¢ 135¢ 86bh 2,8d 6,5b 36c 156,1a 169,1a
...continua...
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Tabela 4, Cont.

Aroeira Fedegoso Pau-ferro Trema
Tratam. IND CON IND CON IND CON IND CON
Enxofre, mg planta™

NI 2,3b 0,2c 0,3¢c 05¢c 04b 0,3a 0,7b 02b
R1 9,6a 1,1b 50D 26a 0,7b 04a 39a 0,2b
R2 114a 0,7b 48hb 18a 24a 0,8a 38a 0,2b
R4 12,1a 15a 7,7a 1,3b 24a 13a 42a 0,2b
R8 11,7 a 19a 6,7 a 14b 2,2a 0,9a 47a 0,1lb
AP 39b 0,3¢c 12c 05¢c 09b 0,2a 45a 1,3a

Cobre, g planta™

NI 24¢c 31c 1,1b 1,2d 6,1b 2,3¢ 1,7¢ 72b
R1 227b 156D 26,9 a 52¢ 13,3b 43¢ 16,6 b 95b
R2 212b 129D 304a 95b 444 a 8,4b 143b 11,4b
R4 341a 198a 357a 102b 569a 9,1b 172b 134D
RS 29,2 a 22,8 a 31,8a 141a 53,1a 15a 28,8a 9,8b
AP 56¢C 44c 29b 1,1d 59b 2,7¢ 143b 236a

Zinco, g planta™

NI 53b 101b 19b 28d 100c 3,0c 49a 133D
R1 475a 348a 465a 108c 177c 97b 375b 186hb
R2 447a 321a 71,7a 172b 698b 138b 416b 233D
R4 480a 40,3a 758a 20,0b 943a 215a 442b 294D
R8 532a 475a 608a 247a 755b 212a 628a 179b
AP 71b 118D 8,7b 32d 111c 37c 410b 634a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si (Scott-Knott, 5%).
NI= ndo inoculado, AP= tratamento com nivel alto de fésforo no solo, R= niveis de
riqueza de espécies de FMAs no solo (R1= G. etunicatim, R2= G. etunicatim + Gi.
margarita, R4= G. etunicatim + Gi. margarita + S. heterogama + A. scrobiculata, R8=
G. etunicatim + Gi. margarita + S. heterogama + A. scrobiculata + G. clarum +Gi.
gigantea + S. pellucida + E. colombiana).

4.3 Colonizacao micorrizica e contagem de esporos

A colonizacdo micorrizica, avaliada aos 120 dias de conducdo do
experimento, € apresentada na Tabela 5. Independentemente da espécie vegetal
estudada e da condicdo de crescimento conjunto ou individual, nenhum sinal de
colonizacdo micorrizica foi detectado nas raizes das plantas dos tratamentos ndo

inoculados. Todas as plantas inoculadas apresentaram colonizacdo elevada com
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valores superiores a 40% para a maioria dos tratamentos. Para fedegoso e trema,
em crescimento conjunto, a elevacdo da riqueza de espécies de FMAs no solo
ndo influenciou a colonizacdo. Enquanto que, para pau-ferro e aroeira, verificou-
se efeito distinto e inverso entre estas espécies. Enquanto o pau-ferro exibiu
tendéncia de aumento da taxa colonizacdo associado ao aumento da riqueza de
FMAs, principalmente entre os tratamentos com niveis extremos de riqueza (R1

e R8); para a aroeira esta tendéncia foi contréria.

TABELA 5 Colonizacdo micorrizica das quatro espécies vegetais estudadas.

Crescimento conjunto Crescimento individual
Plantas R; R, R, Rg R, R, R, Rs
Colonizacéo, %
Aroeira 53a 58a 46b 38b 27b 49a 54a 50a
Fedegoso 58a 68a 66a 59a 57b 75a 44c¢ 68a
Pau-ferro 22c 54a 29b 54a 13c¢  24b 17c 45a

Trema 57a 58a b54a 50a 32¢ 56a 45b 58 a

Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo deferem entre si (Scott-knott, 5%). R=
niveis de riqueza de espécies de FMAs no solo (R1= G. etunicatim, R2= G. etunicatim +
Gi. margarita, R4= G. etunicatim + Gi. margarita + S. heterogama + A. scrobiculata,
R8= G. etunicatim + Gi. margarita + S. heterogama + A. scrobiculata + G. clarum +Gi.
gigantea + S. pellucida + E. colombiana).

Em crescimento individual, o comportamento geral da colonizagcdo dos
diferentes hospedeiros estudados foi distinto do comportamento observado sob
crescimento conjunto, excecdo feita para o pau-ferro que, assim como verificado
sob crescimento conjunto, apresentou tendéncia de aumento da colonizagdo
devido ao aumento da riqueza de FMAs, principalmente quando esta
comparacao foi feita entre os tratamentos de extremos de riqueza de FMAs, R1 e

R8. De modo geral, houve tendéncia de incremento da colonizacdo micorrizica
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devido o aumento da riqueza de espécies, sob a condi¢do de crescimento
individual.

Comportamento bem distinto foi verificado entre o fedegoso e o pau-
ferro, enquanto o primeiro exibiu valores mais altos colonizacdo, o pau-ferro
teve tendéncia oposta. No entanto, em crescimento conjunto, isto ndo foi tdo
evidente. Esta tendéncia de menor taxa de colonizacdo exibida pelo pau-ferro,
em crescimento individual, pode ter refletido na menor quantidade de esporos
verificada em relagdo aos demais hospedeiros, principalmente para o tratamento
R1. O efeito da compatibilidade fungo-planta, estudado por Pouyu-Rojas et al.
(2006) para estas e outras espécies vegetais e por Smith et al. (2004) para
espécies de pequeno porte, pode explicar os resultados de colonizacdo
dependentes da composicdo de espécies de FMAs e espécie hospedeira. Tudo
indica que, em crescimento conjunto, o efeito da compatibilidade fungo-planta é
minimizado. Um exemplo disso é o comportamento verificado entre a aroeira, 0
fedegoso e a trema no tratamento R1 (Glomus etunicatum). Em crescimento
conjunto, os valores de colonizagdo foram proximos entre elas, tendéncia
semelhante observada por Flores-Aylas et al. (2003), também inoculadas com o
G. etunicatum. Enguanto crescendo individualmente, estes valores foram mais
discrepantes, concordando com resultados obtidos por Pouyu-Rojas et al. (2006),
sendo o G. etunicatum o FMA estudado. Isto sugere que, em crescimento
conjunto, determinadas espécies de planta, como o fedegoso, podem facilitar a
colonizacdo daquelas menos suscetiveis a um tratamento micorrizico especifico,
como a trema e a aroeira em R1.

Estudando a interacdo entre espécies vegetais sobre a colonizagdo
micorrizica, Ocampo et al. (1980) verificaram que crescendo em conjunto uma
espécie fortemente micorrizica ou mais especifica ao tratamento aumentava a

colonizagdo de espécies igualmente ou menos micorrizicas.
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A menor coloniza¢do do pau-ferro no tratamento R1 em relacdo aos
demais refletiu em sua menor compatibilidade com o G. etunicatum e pode
explicar sua grande resposta em crescimento a partir do tratamento R2 (G.
etunicatum +Gigaspora margarita) (Figura 4). Num contesto geral, o tratamento
R8 esteve dentre os de maior taxa de colonizagdo, ao contrario do tratamento
com apenas 0 G. etunicatum, indicando aumento da compatibilidade com
aumento da riqueza de espécies na comunidade de FMAs associada, com
beneficio para o crescimento das plantas.

Os tratamentos estudados influenciaram a esporulacdo ao final da
conducdo do experimento (Figura 9). Nenhum esporo de FMA foi encontrado
nos tratamentos ndo inoculados, enquanto todos os tratamentos inoculados
apresentaram esporulacdo que variou de pouco mais de 20 esporos até cerca de
350 esporos por 50 mL de solo. Sob condicdo de crescimento conjunto, a
esporulacéo variou entre os tratamentos, sendo a esporulacdo média em torno de
160 esporos por 50 mL de solo. Em crescimento individual das espécies
hospedeiras a esporulagdo média e também por tratamento variou muito com a
espécie de planta estudada. Como ja comentado, a compatibilidade fungo-planta
e a possibilidade de combinag8es serem estabelecidas preferencialmente indicam
que diferentes hospedeiros podem atuar de maneira distinta, alterando uma dada
comunidade de FMAs (Bever et al., 1996; Bever, 2002; Johnson et al., 1992).
Também, a influéncia de uma comunidade diversa em espécies vegetais, sobre a
comunidade de FMAS, pode ser distinta da influéncia de cada espécie hospedeira
individualmente (Johnson et al., 2003). A interdependéncia entre os simbiontes
pode gerar uma complexa dindmica, interferindo marcadamente na esporulacao
e na estrutura das comunidades destes fungos, com reflexo no crescimento das
plantas, como comentado por Bever (2002).

Para a trema, foi verificada a maior esporulacdo média entre 0s

tratamentos, cerca de 200 esporos por 50 mL de solo, seguida do fedegoso com
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140 esporos, aroeira com 110 e pau-ferro com cerca de 50 esporos por 50 mL de
solo. Tanto para a comunidade de plantas quanto para as espécies
individualmente, a menor esporulacdo foi verificada no tratamento inoculado
apenas com o G. etunicatum, excecéo feita para aroeira e fedegoso, com a menor
esporulacdo observada no tratamento R2 (Figura 9). Sob a condicdo de
crescimento conjunto, houve tendéncia de incremento da quantidade total de
esporos associada ao aumento na riqueza de espécies de FMAs no solo, exceto
para o tratamento R4. Mesmo assim, este foi superior ao tratamento com o G.
etunicatum apenas. Sob crescimento individual, este comportamento foi muito
dependente da espécie hospedeira. Enquanto para a trema, para a maioria dos
tratamentos e, principalmente, para o pau-ferro, a esporulacdo aumentou
associada ao aumento de espécies de FMAs no solo; para a aroeira e para 0
fedegoso, esta relacdo ndo ocorreu.

A esporulacdo relativa, entre as espécies de FMAS nos tratamentos
com madltiplas espécies destes fungos, foi muito dependente da condicdo de
crescimento das plantas (individual e conjunto), espécie hospedeira associada e
da composi¢do de espécies na comunidade fangica. A maior abundancia de
esporos do G. etunicatum sempre foi encontrada no tratamento R1; tratamento
em que era a Unica espécie da comunidade fangica. Em competi¢do com outras
espécies de FMAs, o G. etunicatum sempre foi uma das espécies menos
abundantes. De modo geral, a comunidade de FMAs, avaliada pela quantidade
de esporos no solo, sempre foi dominada por uma das espécies de FMA
presentes, com mais de 50% do total de esporos encontrados (Figura 9). Em R2,
a espécie dominante foi a Gi. Margarita; em R4, a Gi margarita para o fedegoso
e 0 pau-ferro e S. heterogama para os demais casos e, em R8, o Glomus clarum.

Devido ao incremento na riqueza de espécies de FMAs no solo, a
espécie dominante foi substituida por uma espécie que antes ndo fazia parte da

comunidade de FMAs. A excecéo foi verificada para as comunidades de fungos
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sob influéncia apenas do pau-ferro e do fedegoso. Nestas situacBes, a Gi.
margarita dominou a esporulacdo nos tratamentos R2, competindo apenas com
0 G. etunicatum e, em R4, competindo com o G. etunicatum, S. heterogama e A.
scrobiculata. Isso indica a contribuicdo da espécie hospedeira, ao contrario das
demais situacdes em que a presenca de uma espécie especifica de FMA, mais
competitiva, prevaleceu sobre o efeito do hospedeiro ou a condicdo de
crescimento. No entanto, a espécie hospedeira e a condigdo de cultivo tiveram
grande influéncia sobre a esporulacéo relativa entre as espécies, assim como a
esporulacdo total anteriormente mencionada. Por exemplo, no tratamento com a
maxima riqueza de espécies de FMAs, R8, o G. clarum dominou a esporulagéo
em todas as situacdes estudadas, porém, esta dominancia foi maior sob cultivo
conjunto que individual e também variou entre as espécies vegetais.

As diferencas relativas de esporulacdo entre espécies de FMAS em
comunidade devem refletir a preferéncia do hospedeiro quanto a espécie na
colonizacdo. Bever (2002), estudando a especificidade hospedeira sobre o
crescimento de populagdes de FMAs e o reflexo para o crescimento da planta,
demonstrou que a composicdo de esporos reflete diferencas especificas entre os
hospedeiros sobre as espécies de FMAs associadas, interferindo no crescimento
das plantas. Portanto, é possivel estabelecer certa relacdo entre esporulacdo de
FMAs em comunidade, taxa de colonizagdo radicular e crescimento do
hospedeiro, como verificado, por exemplo, para o pau-ferro. O crescimento
desta espécie aumentou expressivamente do tratamento com apenas G.
etunicatum (R1) para o tratamento com G. etunicatum mais Gi. margarita (R2)
(Figuras 4 e 5 d, f). E, como cerca de 80% dos esporos no tratamento R2
pertenciam a G. margarita (Figura 9 e), é provavel que ela também tenha
dominado a colonizagdo radicular e tenha sido a espécie responséavel pelo
melhor desempenho do pau-ferro neste tratamento, pois a taxa de colonizagéo
radicular também aumentou (Tabela 5).
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4.4 DGGE dos FMAs em amostras de esporos e raizes

O perfil de DGGE do material amplificado a partir dos esporos revelou
gue o método utilizado foi eficiente em individualizar o padrdo de bandas de
cada uma das oito espécies de FMAs estudadas (Figura 10). Esta andlise foi
realizada com amostras em duplicatas independentes e ndo houve divergéncia
entre o padrdo das amostras da mesma espécie fungica, indicando precisédo do
método, além de boa reproducdo do procedimento empregado. Verificou-se que
as espécies de fungos apresentaram um padrdo de bandas bem individualizado e
caracterizado por uma banda mais forte, chamada aqui de banda principal, e
também pela presenca de pelo menos mais uma banda secundaria, mais fraca. A
excecdo foi verificada para a Scutellospora pellucida com apenas uma Unica
banda visivel.

Fica bem evidente a distincdo entre as oito espécies de fungos
micorrizicos, principalmente pela diferenca na altura de desnaturacdo da banda
principal no gel de poliacrylamida com gradiente linear de desnaturacdo. Isto
demonstra que a regido amplificada apresenta polimorfismo entre as espécies
estudadas e que esta técnica foi eficiente ao individualizar, inclusive, espécies
pertencentes ao mesmo género, conforme constatado por Souza et al. (2004),
avaliando a heterogeneidade entre espécies e isolados de género Gigaspora. A
eficiéncia na separacdo entre as espécies de fungo aumenta com a andlise
conjunta de bandas primarias e secundarias, principalmente ao comparar
espécies do mesmo género. A presenca de bandas secundérias ou ribotipos é
uma caracteristica dos FMAs. Estes fungos apresentam polimorfismo intra-
especifico entre copias do gene ribossomal (Souza et al., 2004).

A seqléncia crescente de migragdo de DNA flngico no gel de
poliacrylamida iniciou-se com as duas espécies do género Glomus e, no outro

extremo, observaram-se a Scutellospora pellucida e as duas Gigaspora spp.
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FIGURA 10 Perfil de DGGE amplificado das oito espécies de FMAs estudadas, direto
dos esporos em cultura pura, com tempo de corrida de 16 h a 75V e
gradiente desnaturante de 30% a 45%. Todas as amostras foram
amplificadas com duplicatas independentes. 1= Glomus clarum, 2=
Glomus etunicatum, 3= Acaulospora scrobiculata, 4= Entrophospora
colombiana, 5= Scutellospora heterogama, 6= Scutellospora pellucida,
7= Gigaspora margarita e 8= Gigaspora gigantea.

Com altura de migracdo intermedidria estava a Acaulospora
scrobiculata, seguida da Entrophospora colombiana e Scutellospora
heterogama. E seguro afirmar que este padrdo de migracdo no gel de DGGE,
entre as espécies de FMAs estudadas com os primers NS31-GC e AML1 e,
principalmente, entre géneros é muito consistente, sendo coerente com padrdes
observados por Santos et al. (2006) entre espécies do género Glomus e
Scutellospora, por Opik et al. (2003) entre Glomus, Scutellospora e espécies do
género Acaulospora e por Kowalchuk et al. (2002), entre espécies de Gigaspora,
Scutellospora, Entrophospora e Glomus. Os padr6es de bandas verificados neste
Gltimo estudo, obtidos de esporos das espécies G. clarum, Gi. margarita e E.
colombiana, sdo semelhantes aos encontrados no presente trabalho quanto ao
padrdo da banda caracteristica de cada espécie e ao posicionamento entre elas no
gel, em relagéo ao gradiente de desnaturacao.

O DNA das espécies de FMAs que colonizaram as raizes das quatro

espécies de hospedeiros estudadas também foi extraido e analisado
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semelhantemente a andlise realizada com o material extraido direto dos esporos
destes fungos em cultura pura. O perfil de DGGE destas amostras é apresentado
na Figura 11. A semelhanca do empregado para as amostras de esporos, as
amostras de raizes também foram analisadas em duplicata independentes, sendo
também escassos 0s padrdes de bandas divergentes entre estas duplicatas. Para
todas as amostras analisadas, independentemente da combinacéo de hospedeiro,
nivel de riqueza de espécies de FMAs no solo ou condicéo de cultivo individual
e conjunto, foi possivel identificar a presenga de DNA micorrizico indicando a
presenca da colonizacdo e o sucesso da analise neste aspecto.

Baseado no perfil de bandas do gel de DGGE obtido das raizes das
quatro espécies vegetais estudadas, observou-se mudanca no padrdo de bandas
entre os tratamentos estudados (Figura 11). Houve variacdo no perfil de bandas
entre os diversos niveis de riqueza de espécies de FMAs no solo, indicando
relacdo entre a composicdo de espécies de FMAs na comunidade no solo e a
comunidade micorrizica nas raizes do hospedeiro. Com o incremento de
espécies de fungos na comunidade do solo, houve tendéncia de aumento do
nimero de espécies na comunidade radicular. Também ficou evidente a
formacdo de combinacbes preferenciais, seja pela substituicdo de uma espécie
fungica por outra ou pela mudanca da espécie dominante na comunidade ativa.
Isto pode ser constatado por meio da analise da presenca e da auséncia de bandas
e pela intensidade destas bandas, com base no padrao especifico de cada espécie
obtido dos esporos, pois a intensidade da banda guarda estreita relacdo de
proporcionalidade com a quantidade de DNA alvo inicial (Muyzer & Smalla.,
1998; Muyzer, 1999).

A variacdo no padrdo de bandas de cada tratamento entre a condigéo de
crescimento individual e conjunta dos hospedeiros foi mais discreta que a

variacdo anteriormente verificada entre os varios niveis de riqueza de espécies
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FIGURA 11 Perfil de DGGE de FMAs nas raizes dos hospedeiros, com tempo de
corrida de 16 h a 75V e gradiente desnaturante de 30% a 45%. Cada
tratamento foi analisado com duas amostras independentes. IND=
crescimento individual, CON= crescimento conjunto. R1= G.
etunicatum. R2= G. etunicatum + Gi. margarita. R4= G. etunicatum +
Gi. margarita + S. heterogama + A. scrobiculata. R8= G. etunicatum +
Gi. margarita + S. heterogama + A. scrobiculata + G. clarum +Gi.
gigantea + S. pellucida + E. colombiana. 1= G. clarum, 2= Gi.
etunicatum, 3= A. scrobiculata, 4= E. colombiana, 5= S. heterogama, 6=
S. pellucida, 7= G. margarita e 8= Gi. gigantea.
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de FMAs estudados. Ainda assim, foi possivel visualizar alguma diferenca no
padrdo de bandas entre o crescimento conjunto e individual, porém, muito
restrita ao tratamento R4, com comunidade composta pelo G. etunicatum, Gi.
margarita, A. scrobiculata e S. heterogama.

O padrédo de bandas observado nas amostras do tratamento R1, para as
amostras de raizes das quatro espécies de plantas (Figura 11), confirma a
presenca do G. etunicatum como Unica espécie de FMA da comunidade, em
contraste com o padrdo de cada uma das oito espécies de FMAs estudadas,
obtido de esporos. Um aspecto peculiar foi observado para o pau-ferro e para a
trema, sendo identificado um padrdo de bandas diferente do padréo tipico do G.
etunicatum e também diferente de qualquer outra das espécies estudadas. No
entanto, este padrao diferente de banda foi mais restrito as amostras da condicédo
de crescimento individual, tendo, para o pau-ferro também sido encontrado nos
tratamentos R2 e R4. Vale a pena salientar que nenhum esporo com
caracteristicas diferentes das apresentadas pela espécie G. etunicatum foi
encontrado nos vasos do tratamento R1 conduzidos com o pau-ferro e com a
trema, ao final do periodo experimental.

No tratamento com comunidade composta pelo G. etunicatum mais a Gi.
margarita, foi possivel identificar esta Ultima com um padréo de banda forte e
evidente, independente da espécie hospedeira e da condi¢do de crescimento
conjunta e individual. Ao contrario, o G. etunicatum, quando pbde ser
identificado, apresentou um padréo de baixissima intensidade, sendo encontrado
principalmente sob crescimento conjunto das espécies hospedeiras, mesmo
assim com certa dificuldade de identificacdo, a exemplo do pau-ferro e do
fedegoso. Para a trema, ndo foi possivel identificar com seguranga a presenca
deste fungo em nenhuma das duas condi¢es de crescimento (Figura 11).

Diante disso e das caracteristicas analiticas do DGGE, é possivel afirmar

gue a Gi. margarita colonizou os hospedeiros preferencialmente em detrimento
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ao G. etunicatum. Mesmo quando as duas espécies foram identificadas no
mesmo hospedeiro, a abundancia relativa de DNA da Gi. margarita na
colonizacdo radicular foi superior a do G. etunicatum. Sob crescimento
individual, o G. etunicatum foi encontrado, ainda assim pouco visivel, apenas
nas raizes da aroeira, sugerindo que, nesta situacdo e em competicdo com outro
FMA, a aroeira foi 0 hospedeiro mais compativel. Isso pode ter contribuido para
a colonizacao também do fedegoso e da trema quando em crescimento conjunto.
Estes resultados indicam a formacéo de combinacdes preferenciais neste tipo de
simbiose, tanto em relacdo as espécies de fungo encontradas colonizando a
planta hospedeira quanto a espécie dominante na colonizagéo radicular. Os
resultados dos tratamentos seguintes, R4 e R8 com comunidades de fungos mais
abundantes em espécies, confirmam estas observagoes.

Quando a comunidade de FMAs no solo foi composta pelo G.
etunicatum, G. margarita, A. scrobiculata e S. heterogama, tratamento R4,
observou-se o perfil de bandas de DGGE mais heterogéneo e diverso dentre os
tratamentos de riqueza de FMAs estudados. Para as quatro espécies vegetais
estudadas, foi observado que uma das espécies de FMAs dominou a comunidade
ativa, exibindo um padrdo de banda mais intenso que as demais espécies
fungicas, excecdo feita para trema em crescimento conjunto.

A espécie de FMA dominante na comunidade ativa tendeu a mudar com
a espécie hospedeira avaliada e condicdo de crescimento. Sob crescimento
individual, a S. heterogama dominou a comunidade ativa na aroeira e na trema,
A. scrobiculata no fedegoso e Gi. margarita no pau-ferro. Enquanto, sob
crescimento conjunto destes hospedeiros, a S. heterogama foi a espécie
dominante no fedegoso e no pau-ferro, Gi. margarita na aroeira e Gi. margarita
e S. heterogama na trema. Menos evidente, mas também verificado, foi a

diferenca quanto a diversidade de espécies colonizando os hospedeiros.
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A trema, sob crescimento individual, foi a espécie mais restritiva, sendo
possivel identificar, mais facilmente, apenas Gi. margarita e S. heterogama,
enquanto a aroeira, sob crescimento conjunto, foi a espécie mais generalista,
sendo colonizada pelas quatro espécies de FMAs da comunidade do solo. Estes
resultados revelam que, mesmo em crescimento conjunto, diferentes espécies
hospedeiras podem abrigar distintas comunidade de FMAs, tanto em relagéo a
riqueza de espécies de FMAs como & abundancia relativa destas espécies e
confirmam observagdes de campo utilizando a técnica de DGGE (Kowalchuk et
al., 2002; Opik et al., 2003; Santos et al., 2006) e outras técnicas moleculares
(Helganson et al., 2002; Husband et al., 2002; Vandenkoornhuise et al., 2002;
Vandenkoornhuise et al., 2003; Scheubin et al., 2004). No entanto, foi verificado
também que a composicéo de espécies na comunidade de FMAs no solo pode ter
grande influéncia sobre estes resultados, ou seja, quando uma das espécies se
destaca com maior agressividade, colonizando indistintamente os hospedeiros,
h& pouca heterogeneidade nos resultados, como verificado nos tratamentos R2 e
R8.

No tratamento R8, a comunidade de fungos no solo continha a maxima
riqueza de espécies estudadas (G. etunicatum, Gi. margarita, A. scrobiculata, S.
heterogama, Gi. gigantea, S. pellucida, E. colombiana e o G. clarum), mesmo
assim, o padrdo de bandas da comunidade ativa de FMAS variou pouco entre as
espécies hospedeiras e condicdo de crescimento, em comparacdo ao tratamento
R4. O G. clarum pdde ser identificado sob a condigéo de crescimento conjunto e
individual e nas quatro espécies hospedeiras. Foi dele também o padrdo de
bandas mais intenso, quase que na totalidade das amostras, excecao feita para a
trema em crescimento conjunto, a qual foi preferencialmente colonizada pela Gi.
margarita. Isto pode ter contribuido para sua menor producgdo relativa de
biomassa, em comparacéo as demais espécies vegetais. Apenas mais duas, das

oito espécies inicialmente presentes na comunidade no solo, foram detectadas
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com clareza nas raizes dos hospedeiros (Figura 11), sendo a Gi. margaritae a S.
heterogama. A Gi. margarita nao foi detectada no pau-ferro e na trema, ambos
sob crescimento individual e a S. heterogama no fedegoso.

Verificou-se que os padrbes de bandas de DGGE, quanto a abundancia
relativa das espécies de FMAs entre os tratamentos, foram coincidentes com 0s
resultados observados pela contagem de esporos, principalmente quanto as
espécies de FMA dominantes na comunidade flngica. No entanto, a andlise de
DGGE foi menos eficiente em detectar a diversidade total de espécies de FMAs
se comparada a contagem de esporos, como verificado para o tratamento de
maior riqueza de FMAs. Neste caso, as espécies identificadas com poucos
esporos no solo ndo foram visualizadas no gel de DGGE , sendo a maioria das
espécies do tratamento R8 (Figura 11).

Kowalchuk et al. (2002) encontraram tendéncia semelhante, ao
estudarem comunidades de FMAs associadas a Ammophila arenaria, uma
espécie de pequeno porte comum em areas costeiras na Holanda. O PCR-DGGE
é capaz de detectar apenas populacBes de espécies com abundancia relativa
superior a 2%, numa comunidade diversa de microrganismos (Muyzer, 1999),
indicando que aquelas espécies raras, quanto a quantidade de DNA alvo inicial,
ndo serdo detectadas na andlise, 0 que ajuda a entender estes resultados.

O G. clarum mostrou-se muito competitivo e agressivo ao colonizar os
hospedeiros no tratamento R8, dominando a comunidade ativa de FMAs em
competicdo com espécies também competitivas como a Gi. margarita e a S.
heterogama, conforme indicado para elas nos tratamentos R2 e R4 (Figura 11).
O carater de espécie generalista atribuido ao G. clarum por outro estudo do
Laboratorio de Microbiologia e Bioquimica do Solo da UFLA, desenvolvido por
Pouyu-Rojas et al. (2006), contribui para o entendimento destes resultados.
Neste estudo, esta foi a Unica espécie eficiente em aumentar o crescimento de

todas as 16 espécies arbdreas estudadas, em relagdo ao tratamento ndo
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inoculado, sendo também o tratamento mais eficiente para, pelo menos, 60%
destas espécies em comparacdo com outras sete espécies de FMAs e mais duas
comunidades nativas.

Outro aspecto interessante vem de observacbes de campo, acessando
comunidades de FMAs nas raizes de seus hospedeiros com auxilio da biologia
molecular e tem revelado que essas comunidades tendem a ser naturalmente
dominadas por espécies do género Glomus. Isto tem sido observado tanto em
relacdo a riqueza de espécies quanto a abundancia relativa na colonizagao, como
verificado para espécies arbdreas tropicais (Husband et al., 2002) e espécies de
pequeno porte sob clima temperado (Kowalchuk et al., 2002; Vandenkoornhuise
et al., 2002; Vandenkoornhuise et al., 2003; Opik et al., 2003; Scheublin et al.,
2004; Santos et al., 2006).

Analisando os perfis de DGGE sob um aspecto mais amplo, aumentando
a quantidade de espécies de FMAs, constata-se que foi maior a diferenca entre o
padrdo geral de bandas sob crescimento individual comparado ao crescimento
conjunto (Figura 12). Além disso, o padrdo de bandas entre as espécies
hospedeiras foi mais heterogéneo sob crescimento individual que em conjunto;
ao contrario, sob crescimento conjunto, foi possivel identificar mais espécies de
FMAs numa Unica espécie hospedeira. Também, pela variacdo na intensidade
das bandas caracteristicas de cada uma das espécies fungicas identificadas, a
contribuicdo relativa entre as espécies, para a colonizacdo radicular, foi mais
equilibrada sob crescimento conjunto. Isto ocorreu, principalmente, quando a
comunidade de FMAs era mais rica em espécies, R4 e R8, indicando que,
quando as espécies vegetais cresceram em coexisténcia, foi minimizado o efeito
seletivo sobre as combinagdes especificas fungo-planta, observadas sob

crescimento individual.
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FIGURA 12 Perfil de DGGE de FMAs nas raizes da aroeira, fedegoso, pau-ferro e
trema, agrupados por nivel de riqueza da comunidade de fungos no solo.
Tempo de corrida de 16 h a 75V e gradiente desnaturante de 30% a 45%.
R1= G. etunicatum, R2= G. etunicatum + Gi. margarita. R4= G.
etunicatum + Gi. margarita + S. heterogama + A. scrobiculata, R8= G.
etunicatum + Gi. margarita + S. heterogama + A. scrobiculata + G.
clarum +Gi. gigantea + S. pellucida + E. colombiana.
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Os resultados gerais apresentados também sugerem que a
competitividade entre as espécies de FMAs contribuiu muito para o perfil da
comunidade desses fungos nas raizes das plantas. Quando a capacidade de
colonizar o hospedeiro diferiu muito entre as espécies de FMAs, o perfil da
comunidade ativa variou pouco entre hospedeiros e condicdo de crescimento,
como verificado nos tratamentos R2 e R8. No entanto, quando havia mais
espécies competitivas, como a Gi. margarita e a A. heterogama no tratamento

R4, houve maior heterogeneidade dos resultados.
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5 CONSIDERAGOES GERAIS

O comportamento das espécies vegetais estudadas, em relacdo a riqueza
de espécies de FMAs no solo, demonstrou estreita relacdo entre a resposta das
plantas em crescimento e a composicdo de espécies da comunidade flngica.
Verificou-se beneficio do aumento da riqueza de espécies de FMAs sobre o
crescimento dos hospedeiros, no entanto, este esteve relacionado a condicéo de
crescimento das plantas. Crescendo individualmente, houve aumento inicial de
biomassa associado ao aumento da riqueza de FMASs, porém, esta tendeu a
estabilidade com o aumento de espécies destes fungos na comunidade do solo.
J4, sob crescimento conjunto, a producdo de biomassa da parte aérea total e por
espécie de planta foi linear ao aumento da riqueza de FMAs. Isso indica que
uma comunidade diversa de FMAs é mais importante para o crescimento de uma
populacdo de plantas e comunidade de espécies que para a planta
individualmente. Este fato também foi comentado por Kernagham (2005),
revelando que a condicdo de crescimento conjunto reflete melhor as condicGes
que normalmente ocorrem na natureza, sendo mais indicada para acessar a
relacdo existente entre os hospedeiros e seus simbiontes.

Crescendo em conjunto, a produgdo relativa de biomassa entre as
espécies foi mais equilibrada na presenca de FMAs e também foi influenciada
pela riqueza de espécies de fungos, sendo favorecidas as espécies hospedeiras
menos competitivas na auséncia de MAs, concordando com resultados obtidos
por Flores-Aylas et al. (2003) e as mais dependentes da micotrofia,
comportamento também verificado por Scheublin et al. (2007). Estes aspectos
tém implicagdes ecoldgicas importantes e sdo confirmados por outros estudos,
indicando que o crescimento das plantas em comunidades sob ambiente natural
(Grime et al., 1987; Hartnett & Wilson, 1999; O"Connor et al., 2002) e plantios
mistos de espécies nativas (Flores-Aylas et al., 2003) pode ser influenciado pela
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presenca de FMAs e pela riqueza ou diversidade de espécies das comunidades
destes fungos no solo, como verificado por van der Heijden et al. (1998b) em
comunidades vegetais de pequeno porte sob clima temperado.

Caracteristicas individuais especificas quanto a micotrofia, nivel de
resposta em crescimento e grau de dependéncia micorrizica diferenciado entre as
espécies vegetais, tém sido verificadas ao longo do desenvolvimento da pesquisa
sobre MAs, o que altera as relaces de competicdo entre espécies. Isto contribui
para entender como os FMAs podem influenciar o crescimento das plantas em
conjunto (van der Heijden et al., 1998b).

Este estudo também sugere que o efeito positivo do aumento da riqueza
de FMASs no solo, para o crescimento das plantas em comunidade, pode ser
devido ao somatorio de beneficios individuais das espécies de FMAs ou, ainda, a
possibilidade de formacéo de combinagGes preferenciais planta-fungo, o que tem
relagio com o carater de compatibilidade entre os parceiros neste tipo de
simbiose, evidenciado pelo estudo de Pouyu-Rojas et al. (2006). A alteracdo das
relagbes de competicdo entre as espécies, nas comunidades de plantas, é um
fator importante que tem reflexo para a produgdo de biomassa total e por
espécie, alterando a estrutura da comunidade e, conseqlientemente, a dindmica
do ecossistema, devido a interferéncia sobre a produgo priméria.

Os resultados da andlise de DGGE da comunidade ativa de FMAs nos
diferentes hospedeiros indicam que a formacdo de combinacgdes preferenciais
planta-fungo pode ter sido o mecanismo principal responsavel pela resposta das
plantas ao aumento da riqueza de espécies de FMAs, verificada no presente
estudo. Também houve tendéncia de aumento da riqueza de FMAS nas raizes
associada ao aumento da riqueza no solo, porém, em varias das situacdes
estudadas, apenas parte das espécies da comunidade do solo foi encontrada
colonizando os hospedeiros. Além disso, dentre estas espécies nas raizes, houve

diferenca quanto a contribuicdo relativa para a colonizacdo total. Estes
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resultados foram muito dependentes da composicdo de espécies da comunidade
fungica do solo, da espécie hospedeira e da condicdo de crescimento. A G.
margarita colonizou preferencialmente os hospedeiros, em comunidade junto ao
G. etunicatum. Quando, além destas duas espécies, a comunidade fungica no
solo foi composta também pela A. scrobiculata e S. heterogama, a comunidade
nas raizes foi dominada preferencialmente pela G. margarita e S. heterogama. O
G. clarum dominou a comunidade ativa no tratamento de maior riqueza de
FMAs estudada, além disso, apenas mais duas espécies foram claramente
identificadas colonizando as plantas (G. margarita e S. heterogama), em relacdo
as oito espécies inicialmente inoculadas.

Estes resultados confirmam o estabelecimento de combinacGes
preferenciais planta-fungo, indicam que as respostas das plantas a riqueza de
FMAs é dependente da composicdo de espécies na comunidade fungica,
principalmente sob crescimento conjunto, e que 0 aumento da riqueza de FMAs
contribui para o estabelecimento de espécies mais eficientes para os hospedeiros.

As espécies de FMAs, aqui estudadas, categorizadas como generalistas e
com eficiéncia ampla para varias espécies hospedeiras, segundo Pouyu-Rojas et
al. (2006), foram as dominantes da comunidade ativa em cada tratamento,
qguando ndo estava presente uma outra mais competitiva, indicando que,
certamente, estas foram as espécies de FMAs que mais contribuiram para o
crescimento das plantas. Esta estratégia de avaliar a compatibilidade fungo-
planta e a eficiéncia das combinacGes individualmente revela-se importante em
predizer quais espécies sdo potencialmente capazes de dominar a comunidade
ativa, quando em competicdo, com reflexo para o crescimento das plantas em
fase inicial.

Estes resultados séo confirmados pelo estudo de Helgason et al. (2002),
0s quais observaram que a espécie Glomus hoi, que colonizou amplamente as

espécies hospedeiras e aumentou o acumulo de P na biomassa em combinagdes
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individuais, foi a espécie preferencial quando em in6culo misto. Este & um
aspecto importante a ser considerado, por exemplo, na escolha de espécies de
plantas e FMAs, quando esta for a estratégia utilizada para a recuperacdo de
areas degradadas, o que poderé interferir no crescimento inicial das plantas e no

sucesso do empreendimento.
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6 CONCLUSOES

- A riqueza de espécies de fungos micorrizicos arbusculares na
comunidade do solo influencia o crescimento em fase inicial de espécies
arbdreas nativas, especialmente em condicdo de coexisténcia das espécies de

planta.

- O efeito positivo do aumento da riqueza de espécies de fungos
micorrizicos arbusculares ¢ mais dependente da composicdo de espécies destes
fungos na comunidade do solo que do numero total de espécies propriamente
dita.

- A comunidade de fungos que coloniza as raizes depende da composicao
de espécies na comunidade fungica do solo e relagdes preferenciais planta-

fungo.

- O aumento da riqueza de espécies de fungos micorrizicos arbusculares
favorece a producdo mais equilibrada de biomassa entre as espécies de planta,

beneficiando aquelas espécies mais dependentes das micorrizas arbusculares.

- A riqueza de espécies de fungos micorrizicos arbusculares influencia de
modo positivo 0 acimulo de nutrientes, embora existam diferencas relacionadas

a espécie vegetal, a condicdo de crescimento e ao nutriente analisado.

- A presenca de micorrizas e de comunidades mais ricas em espécies
destes fungos favorece a expressdo da plasticidade das espécies de plantas em

comunidade.
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