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RESUMO

PRATES JUNIOR, Paulo, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2018. Plant
soil feedback e inoculacao de fungos micorrizicos em mudas de vinhatico e bratna.
Orientadora: Maria Catarina Megumi Kasuya. Coorientadores: Marliane de Cassia Soares da
Silva e Aloisio Xavier.

A producao de mudas de espécies nativas, a exemplo de vinhatico e bratina, ¢ altamente
relevante para recompor areas florestais e favorecer a conectividade funcional e o fluxo
génico entre espécies. Entretanto, essas duas espécies apresentam sobrevivéncia menor que 2
% quando cultivadas em substrato comercial em condi¢cdes de viveiro, o que pode estar
relacionada a auséncia de microrganismo simbiontes nos substratos de cultivo. Essa questao
abre espago para a interse¢do de diferentes campos de conhecimento, dentre os quais a
ecologia, botanica, engenharia florestal, ciéncias do solo e microbiologia que, avaliados de
modo integrado, podem auxiliar na compreensdo do problema de pesquisa. Esta tese teve
como objetivo avaliar a teoria do plant-soil feedback por meio da sobrevivéncia e o
crescimento de mudas de vinhdtico e bralina, inoculadas com microrganismo simbiontes
provenientes de uma planta adulta da mesma espécie. Para tanto, as mudas foram crescidas
em diferentes proporgdes de substrato:solo, bem como da fertilizagdo com P, avaliando-se o
crescimento vegetal e a comunidade microbiana, para entender a dindmica da simbiose entre
plantas e a comunidade microbiana. Deste modo, este estudo mostrou que tanto o vinhatico
como a bralna apresentam plant-soil feedback positivo e estabelecem associacdo com
Bradyrhizobium sp. Entretanto, diferentemente de vinhatico, bratina parece ndo ser uma
espécie caracteristicamente micorrizica. Os estudos demonstraram também que as
caracteristicas fisico-quimicas dos substratos influenciam a comunidade microbiana, o pH e a
disponibilidade de nutrientes e, consequentemente, o crescimento dessas espécies. Este estudo
abriu a possibilidades de explorar aspectos da simbiose micorrizica € com rizobios por meio
do plant-soil feedback, fertilizacdo e alteragdes nos substratos de cultivo, demonstrando a
importancia de se associar a composi¢ao do substrato com os microrganismo benéficos para

garantir a sobrevivéncia e o crescimentos das espécies nativas.



ABSTRACT

PRATES JUNIOR, Paulo, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2018. Plant soil
feedback and inoculation of mycorrhizal fungi on Brauna e Vinhatico seedlings. Adiviser:
Maria Catarina Megumi Kasuya. Co-advisers: Marliane de Céssia Soares da Silva and Aloisio
Xavier.

The production native species seedlings, such as vinhatico and bratna, is highly relevant to
recompose forest areas and favour functional connectivity and gene flow between species.
However, both tree species present survival less than 2 % when are grown on commercial
substratum in nursery conditions, which may be related to the absence of symbiotic
microorganisms in the growing substrates. This issue opens space for the intersection of
different fields of knowledge, such as ecology, botany, forestry, soil sciences and
microbiology, which, evaluated in an integrated way, can help in understanding the research
problem. This thesis aimed to evaluate the plant-soil feedback theory by means of the survival
and growth of saplings of Vinhatico and Bralna, inoculated with symbiotic microorganisms
from an adult plant of the same species. For that, the seedlings were grown in different
proportions of substrate:soil, as well as P fertilization, for evaluating plant growth and
microbial community to understand the dynamics of symbiosis between plants and the
microbial community. Thus, this study showed that both Vinhatico and Brauna present
positive plant-soil feedback and establish association with Bradyrhizobium sp. However,
unlike Vinhatico, Bratina seems not to be characteristically mycorrhizal species. Studies have
also shown that the physico-chemical characteristics of the substrates influence the microbial
community, pH and nutrient availability and, consequently, the growth of these species. This
study opened the possibilities of exploring aspects of symbiosis with mycorrhiza and rhizobia
through plant-soil feedback, fertilization and alterations in the cultivation substrates,
demonstrating the importance of associating the substrate composition with the beneficial

microorganisms to guarantee the survival and the growth of native species.
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APRESENTACAO — O CONTEXTO DA PESQUISA

Cada trabalho académico possui partes que ficam encobertas, talvez por tradicdo ou
supervalorizagdo de virtudes epistémicas, tais como objetividade, neutralidade, linguagem
técnica e impessoalidade. Assim, muitas ideias e informagdes interessantes se perdem e ficam
apenas nas conversas de corredores e¢ reunides de laboratorio. E preciso reconhecer que
pesquisas cientificas dependem de aspectos histéricos, psicoldgicos e socioeconOmicos e,
portanto, a monografia, dissertacdo ou tese deveria conter um pouco da historia e da
motivagdo que nos conduzem aos problemas de pesquisa. Por isso, iniciei a escrita contando
um pouco das entrelinhas que nos conduziram as perguntas e as estratégias experimentais do
presente trabalho.

Muito do que planejei deu errado ou ndo foi possivel executar, mas os erros e
dificuldades foram importantes para reflexdes e constru¢do de novas hipdteses. Algumas
dessas informagodes serdo citadas brevemente para aticar a curiosidade ou mesmo poupar
tempo em outras investigacdes. Posso dizer que nessa jornada fui movido ndo apenas pelas
ideias, mas também pelos sentimentos € encantos, tive o prazer de conviver com uma o6tima
equipe de trabalho e de conhecer melhor e me apaixonar pelos meus objetos de pesquisa:
solos, vinhatico e bratna, rizdbios, fungos micorrizicos arbusculares e microrganismo
promotores de crescimento de plantas, interagindo em varios niveis de organizacdo. Além
disso, tive a oportunidade de apreciar um pouco do conhecimento empirico do Sr. Leacir B.
da Silva, Antonio Carlos e Alex F de Freitas (que muito aprendeu com seu pai, Sr. Sebastido,
in memorian), 0s quais reuniram percepcOes mais espontineas sobre o mundo € nos
permitiram enxergar outras possibilidades experimentais.

O problema motivador desta tese foi a baixa sobrevivéncia (menor que 2 %) de
vinhatico (Plathymenia reticulata Bentham) e bratna (Melanoxylon brauna Schott) nos
viveiros da SIF — Sociedade de Investigagdes Florestais, Vigosa-MG, 2012 a 2014. Este
problema foi apresentado a professora Maria Catarina M. Kasuya, durante o Nativas —
Simposio Nacional sobre Producdo de Sementes e Mudas, em maio de 2014, pelo professor
Aloisio Xavier e, posteriormente, pelo assistente técnico Alex de Freitas.

Diante disto, fui convidado a defender a hipotese que a presenga de microrganismo
simbiontes provenientes do solo de plantas adultas da mesma espécie e/ou a inoculagdo com
fungos micorrizicos e rizobio favorecem a sobrevivéncia e crescimento de plantas de
vinhatico e bratina em condi¢des de viveiro. Os resultados corroboram com essa hipotese,
indicando a existéncia de microrganismo benéficos no solo de ambas as plantas, na
perspectiva da teoria do plant-soil feedback (REVILLINI et al., 2016). Reforca, também, a
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importancia da inoculagdo de microrganismo simbiontes, tais como fungos micorrizicos e
rizobios nos substratos de cultivo, que estabelecem troca reciproca de recursos € se mantém
conectados com as plantas. Nessa perspectiva, podemos dizer que a comunicacdo entre
parceiros e concorrentes via redes sociais € mais antiga que a internet, porque muitas plantas
dependem dessa interconex@o com diversos microrganismo para manter seu fitness.

Os ensaios experimentais ¢ fundamentagdo teérica foram iniciados com a participacao
do Bolsista de Iniciagdo Cientifica Junior (BIC-Junior), Bruno M. Silva e a Iniciagdo
Cientifica (IC) de Thuany C. Jordao (estudante de Agronomia). Os estudantes auxiliaram na
montagem de um experimento piloto com o solo proveniente de uma planta adulta de
vinhatico e bratna, separadamente. Os resultados do piloto realizado com vinhatico foram
apresentados no SIA (Simposio de Integracao Académica) da UFV, Vicosa, em 2015. A alta
mortalidade de bratina nao permitiu a realizacao de analises estatisticas, mas por comparagao
com plantas da mesma idade que foram mantidas a sombra e apresentaram maior crescimento,
percebemos a necessidade de reduzir a luminosidade, por meio de sombrite. Assim, trabalhos
futuros poderdo avaliar diferentes niveis de luminosidade, temperarura e umidade do ar no
crescimento de bratna, visando aperfeicoar as condi¢des de cultivo, bem como a influéncia
desses fatores na composi¢do da microbiota associada a planta.

Com os resultados do experimento piloto e levantamento bibliografico, percebemos
que muito pouco era conhecido sobre ambas as espécies vegetais utilizadas como modelo no
presente trabalho. Desta forma, o nosso grupo de pesquisa reconheceu a importincia de
trabalhar com uma sequéncia de experimentos (Figura 1), para ambas as espécies, 0s quais
pudessem otimizar esfor¢os e entendimentos dos resultados. Embora o planejamento inicial
ndo tenha sido realizado na integra, ¢ preciso reconhecer a importancia de mirar além do

possivel para atingir o alvo com maior precisdo e acuracia.
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Figura 1: Estratégia experimental adotada para a conducdo dos
experimentos com vinhatico e bratina, separadamente.




Para realizagdo dos experimentos, pensando na dependéncia simbiotica e processos
coevolutivos entre plantas e microrganismo (SELOSSE et al., 2004; 2015), o solo proveniente
da area de influéncia de uma planta adulta de vinhatico e bratina foi obtido: a) municipio de
Vicosa-MG, na localidade de Duas Barras (S 20° 39” 9257, W 42° 59’ 5497, 563 m de
altitude), fragmento de mata e b) distrito de Abaiba, Leopoldina-MG (S 21° 33’ 7087, W 42°
36 0037, 273 m de altitude), area de pastagem com Urochloa sp, respectivamente. Foi
considerado um raio de 2 m, na camada de 0-20 cm, em mais de 15 pontos distribuidos
aleatoriamente para obtencdo de uma amostra composta (Figura 2) para ambas as espécies
separadamente. O substrato comercial (Tropstrato Florestal, Vidaverde®) utilizado foi a base

de casca de pinus e vermiculita expandida, acrescida de macro e micronutrientes.

0-20 cm

Figura 2: Esquema da amostragem de solo na area de influéncia de uma planta
adulta da mesma espécie, camada de 0-20 cm de solo e raio de 2 m da base do
caule da planta.

O primeiro experimento foi organizado em esquema fatorial 3x2, com trés tipos de
substrato de cultivo para ambas as plantas, separadamente: 1) substrato comercial = Sub; 2)
solo da é4rea de influéncia de uma planta adulta esterilizado = Ste; 3) solo da area de
influéncia de uma planta adulta natural = Nat, inoculados ou ndo com uma mistura de fungos
micorrizicos arbusculares (FMA: Rhizophagus clarus, Claroideoglomus etunicatum,
Gigaspora albida) e Piriformospora indica (Basidiomycota, Sebacinales, Sebacinaceae).
Todos os tratamentos foram inoculados com Bradyrhizobium sp., obtidos de nodulos de
vinhatico e bratuna, conforme detalhamento na pagina 6. Amostras dos substratos de cultivo
foram utilizadas para extracdo do DNA total e sequenciamento de amplicons (ITS e 16S) pela
Plataforma Illumina®, demonstrando diferencas na composi¢do da comunidade microbiana.
Os resultados parciais do experimento com vinhatico foram apresentados pela professora M.
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Catarina M. Kasuya no Fertbio 2016, e por mim no Congresso Latinoamericano de
Micologia, em Lima, Peru. Os resultados do experimento com bratina foram apresentados por
mim no SIMB (Simposio Internacional de Microbiologia e Biotecnologia), em 2016.

Em paralelo ao primeiro experimento, para efeito de comparacdo, foi mantido um
tratamento com solo proveniente da mesma planta sem a inocula¢do de rizobio. Nao houve
diferenga entre os tratamentos com e sem rizobio, o que pode indicar que a planta depende de
outros microrganismo para garantir seu fitness ou que a estirpe utilizada ndo apresenta
eficiéncia simbidtica. Ao mesmo tempo foi montado um experimento com EM - Effective
Microorganisms (BONFIM et al., 2011, AHN et al., 2014) e fungos micorrizicos para
vinhdatico e bratina, separadamente. A ideia de inocular EM surgiu pelo relato do professor
Aloisio Xavier, sobre um trabalho de estudantes na disciplina Propagag¢dao de Espécies
Florestais (ENF 330), com aumento da sobrevivéncia e crescimento de bratina. Os resultados
do experimento com EM e vinhdtico foram apresentados como resumo expandido no SIMPA
(Simposio de Poés-graduagdo em Agroecologia) 2015, por Thuany C. Jorddo. A alta
mortalidade do experimento de bratina com EM, conduzido pelo IC, Alex C. Nogueira, ndo
permitiu a realizacdo de analises estatisticas. Entretanto, os resultados deste experimento
piloto permitiram levantar a hipotese de incompatibilidade entre FM ¢ EM, uma vez que a
inoculagao conjunta apresentou maior mortalidade, similar ao tratamento controle (sem FM e
sem EM). Seria interessante realizar alguns ensaios com EM e a germinagdo de esporos de
FMA, in vitro, na tentativa de avaliar efeitos antagOnicos ou sinérgicos entre estes
microrganismo.

Posteriormente, foi realizado outro experimento com EM e bratna, conduzido pelo IC,
Nayron V. Diogo (estudante de Agronomia), em esquema fatorial 2x2, para testar os efeitos
da presenga ou auséncia de EM e presenca ou auséncia de rizébio. Nao houve diferenga no
crescimento das plantas. Em paralelo a este experimento foi montado um piloto com ntimero
reduzido de repeti¢des (n = 2). Os melhores resultados, baseado apenas em avaliagdes visuais
foram: a) a inoculacdo de uma tUnica espécie de FMA, Rhizophagus clarus, b) semeadura
diretamente no substrato de cultivo, c) a inoculacdo apenas com P. indica. A interpretagdo dos
resultados nos leva a crer que bratina pode apresentar maior especificidade simbidtica e que o
recrutamento de microrganismo benéficos pode ocorrer precocemente, na fase de germinagao.
Ensaios com a inoculagdo de EM diretamente nas sementes, antes da germinagdo, pode ser
uma estratégia experimental interessante, bem como a inoculagdo de uma tUnica espécie de
FMA ou P. indica apenas.

O fungo promotor de crescimento de plantas, P. indica, nao foi utilizado nos

experimentos subsequentes porque existem discussdes conceituais importantes relacionadas a
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natureza endofitica ou micorrizica deste fungo. Tendo em vistas as criticas sobre a inoculagdo
de P. indica nos trabalhos de Bruno C. Moreira com abacaxi, nos quais fui coautor, optamos
por trilhar um caminho mais facil e nao utilizar este fungo como inoculante, simplificando os
experimentos subsequentes pela inoculagdo de apenas FMA. Entretanto, as caracteristicas
semelhantes aos FMA e o cultivo em meios de cultura ¢ uma vantagem estratégica importante
que deve ser considerada na produg¢ao e uso deste fungo como inoculante (Mishra et al., 2014;
Shrivastava & Varma 2014).

O experimento dois foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em
diferentes propor¢des de substrato comercial (SUB) e solo de uma planta adulta da mesma
espécie (SOLO) (v:v). Foram seis tratamentos: (T1) 100 % de SUB, (T2) SUB acrescido de
extrado de SOLO, (T3) 2/3 SUB e 1/3 de SOLO, (T4) 1/2 SUB e 1/2 de SOLO, (T5) 1/3 SUB
e 2/3 de SOLO, e (T6) 100 % de SOLO. O extrato de SOLO foi adicionado para incluir a
microbiota nativa do solo no substrato comercial. O DNA total do solo rizosférico de quatro
repetigdes de cada um dos tratamentos foi extraido e utilizado no sequenciamento de
amplicons ITS e 16S, pela Plataforma Illumina®. Parte dos resultados do experimento com
vinhatico foi apresentado pelo IC Felipe B. Nogueira (estudante de Engenharia Florestal) no
Fertbio, 2016. Os resultados do experimento com brauna foram apresentados pelo IC, Nayron
V. Diogo, no SIMB 2016. Os substratos de cultivo foram caracterizados seguindo a Instrugao
Normativa da Secretaria de Defesa Agropecuaria n° 17 de 21 de maio de 2007 (MAPA,
2007), no Laboratdrio de Fisica do Solo, Departamento de Solos — UFV, sob a orientagao do
Professor Raphael B. A. Fernandes. A motivacao para caracterizar os substratos surgiu porque
as plantas de vinhatico cultivadas nas proporcdes de solo e substrato (T3, T4, TS) estavam
repletas de nodulos, enquanto T2 e T6 e as plantas do experimento 03, instalado no mesmo
dia em 100 % de SOLO, ndo apresentavam nddulos. Esses resultados sugeriram que
mudangas nas caracteristicas fisico-quimicas dos substratos de cultivo, estimulavam a
nodulacdo, talvez porque o aumento da heterogeneidade modula a resposta da planta na busca
por nutrientes (GLEASON, 1939; HODGE, 2004) ou porque facilita a difusdo de volateis
utilizados na comunicagd0 microrganismo/microrganismo ou microrganismo/planta
(SCHULZ-BOHM et al., 2017). Essas informagdes foram ao encontro do trabalho de
doutorado em Ciéncia Florestal (UFV) de Antonio Matos (MATOS, 2017), relatadas pelo
professor Haroldo N. de Paiva, as quais apontavam a capacidade de campo como um fator
capaz de diminuir a mortalidade de bratina, sugerindo que fatores como aeracdo e umidade
poderiam modular a resposta da planta e/ou da microbiota associada.

O experimento trés (3.1) foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em

arranjo fatorial (5x2), com cinco doses de P (0, 50, 150, 300 e 450 mg dm™), na forma de
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KH;PO4 via solugdo, inoculados ou ndo com uma mistura de FMA (Rhizophagus clarus,
Claroideoglomus etunicatum, Gigaspora albida), em solo de uma planta adulta da mesma
espécie. Todos os tratamentos foram inoculados com Bradyrhizobium sp. Os resultados do
experimento de vinhdtico foram apresentados por Nayron V. Diogo no Fertbio 2016. Os
resultados prévios do experimento com braina indicaram que a planta ndo respondeu a
inoculagdo com FMA e que pode ndo responder a adubagdo fosfatada. At¢ o momento, estes
resultados ndo foram apresentados em nenhum evento cientifico. E possivel que espécies
secundariais iniciais a climax, de crescimento lento, tais como bratina, respondam de maneira
diferenciada a fertilizacdo e ndo sejam caracteristicamente micorrizicas. Para o vinhatico foi
conduzido um segundo experimento (3.2) em arranjo fatorial (5x2), com cinco doses de P (50,
100, 150, 300 e 450 mg dm™), na forma de KH>POys via solucio, inoculados ou ndo com as
mesmas espécies de FMA e rizébio, desta vez cultivado em 1/2 de SUB e 1/2 de SOLO,
devido a essa proporgao ter promovido o crescimento de vinhatico no experimento dois. Em
termos de crescimento, os resultados foram similares ao primeiro experimento com doses de P
(3.1), tanto para as dose de P quanto para FMA. Houve a formagao de nédulos em todos os
tratamentos, embora em quantidade reduzida, variando de zero a 103, o que pode sinalizar a
importancia de efeitos temporais, relacionados a luminosidade, temperatura e umidade do ar
ou mesmo o comportamento deciduo de vinhatico que influencia a formagao de nddulos.

Foram isoladas cinco estirpes de rizobio provenientes tanto de plantas de vinhatico
quanto de brauna no viveiro do IEF (Instituto Estadual de Florestas, Vicosa, MG), Anglo
American (Concei¢do do Mato Dentro, MG) e num fragmento de mata em Vicosa, MG. As
estirpes foram preservadas a -80 °C em meio NBY e tiveram seu DNA extraido e sequenciado
pela amplificagdo parcial do gene 16S rRNA, com os primers 27F
(AGAGTTTGACCTGGCTCAG) e 1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT) e foram
comparadas ao banco de dados do NCBI para identificacdo das estirpes. Todas as cinco
estirpes foram identificadas como Bradyrhizobium. Nao foi possivel isolar maior nimero e
avaliar a eficiéncia simbidtica de cepas de rizobio, conforme planejado (Figura 1), entretanto,
¢ uma abordagem importante em termos de producdo de mudas, uma vez que a eficiéncia
simbidtica varia muito entre isolados (ARAUJO et al., 2017).

Inoculos indigenas de FMA foram obtidos a partir do solo da area de influéncia de
uma planta adulta de vinhatico e bratna, separadamente, pelo método on farm (SCHLEMPER
& STURMER, 2014). Os inéculos seriam utilizados em experimentos adicionais (Figura 1) e
os morfotipos seriam identificados em parceria com o Professor Sidney Stiirmer da
Universidade Regional de Blumenau (FURB). Essa estratégia permitiria a identificagdo de

espécies de FMA que ocorrem na area de influéncia de uma planta adulta da mesma espécie,
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as quais possivelmente adaptadas com as plantas. Entretanto, ndo foi possivel avancar na
realizagdo dessa etapa. Apds o meu exame de qualificacdo percebemos que haviamos gerado
grande quantidade de informagdes, mas com pouca sistematizacao de resultados. Assim, a
estratégia foi concentrar esfor¢os na organizagdo das informagdes e produg¢dao de manuscritos.

Foi realizado, ainda, o isolamento de rizobactérias em plantas de vinhatico (viveiro e
campo) e uma planta adulta de bratna (campo). Apos a dilui¢do seriada as amostras foram
plaqueadas em meio de cultura agar nutriente. Para o isolamento seletivo de bactérias
formadoras de enddsporos, as amostras foram aquecidas em banho-maria a 80 °C durante 20
min e plaqueadas em meio BDA. Apoés a confirmagao da pureza as culturas foram preservadas
a -80 °C em meio NBY. O potencial das rizobactérias foi testado em parceria com o
mestrando Thiago A. Paula do Programa de Pos-graduac¢ao em Fitotecnia — UFV, quanto a
capacidade de solubilizar fosfato inorganico e producdo de AIA. Os resultados preliminares
foram apresentados por Thiago no IV Simpdsio Mineiro de Ciéncia do Solo como resumo
expandido; por Dalila L.de O. Soares (estudante de Bioquimica) no I Simpdsio de
Microbiologia da UFV e por Nayron V. Diogo no XXIX Congresso de Microbiologia. E
necessario fazer a caracterizacdo morfoldgica e molecular e realizar testes complementares
para a selecao desses isolados, buscando correlacionar com os resultados do sequenciamento
de amplicons.

Foram realizados experimentos adicionais com a participacdo de duas BIC-Juniores,
Marina A. Cruz e Rafaela S. Silva, os trabalhos “Fungos micorrizicos arbusculares e
adubacdo nitrogenada na produ¢do de mudas de vinhatico” e “A inoculagdo com rizobio e
adubacgdo nitrogenada ndo aumenta o crescimento de vinhaticos (Plathymenia reticulata
Bentham)”, respectivamente, apresentados no SIA, 2017. Em ambos os trabalhos as plantas
foram cultivadas em vasos com capacidade de um litro, providos com propor¢ao 1/2 SUB e
1/2 de SOLO, adubados com 150 mg de P dm™. Os tratamentos que continham nitrogénio
foram adubados com 200 mg de N por dm™, cuja a fonte foi sulfato de aménio (NH4)2SO4),
parcelado 5 vezes em intervalos de 7 dias. Os resultados indicaram que a adubagdo
nitrogenada e a inoculagdo com rizobios ndo aumentam o crescimento de vinhatico quando
inoculadas com FMA e adubadas com 150 mg de P por dm™. De qualquer modo, corroboram
com os experimentos anteriores que evidenciaram os FMA como promotores de crescimento
de vinhatico.

Nao foram realizados experimentos envolvendo correcdo da saturagdo por bases ou pH
dos substratos de cultivo. Entretanto ¢ reconhecido que vinhdatico responde negativamente a
correcdo com carbonato de calcio (CaCOs) e carbonato de magnésio (MgCOs3) (de FREITAS

et al., 2017). Nao sdao conhecidas pelo nosso grupo de pesquisa, informagdes sobre a resposta
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de bratina a correcio da saturacio por bases. E preciso testar a resposta de braina a correcio
por bases, associado a inoculagdo com FMA e os efeitos na nodulacao radicular por rizobios.

Existem relatos de que a bratuna ¢ reconhecida em campo pelas folhas recobertas por
uma camada esbranqui¢cada (A. L. Pinheiro inf. pessoal), que sdo na verdade estruturas de
oidio (Oidium, Ascomycota, Erysiphaceae), o que demanda uma investigagdo sobre
fitopatdgenos que acometem essa planta. As sementes de bratina mesmo com a desinfestacao
superficial realizada antes da germinagdo em placas de Petri, apresentaram alta incidéncia de
fungos filamentosos. Isto pode estar associado a alta incidéncia de patdgenos nos frutos
(FREIRE et al., 2013) que sdo repassados as sementes, podendo diminuir o seu fitness e
contribuir para tornd-la ameacada de extingdo pelo baixo recrutamento de juvenis. Além
disso, as sementes de bratina sdo atacadas por insetos, dificultando encontrar sementes viaveis
para germinacdo (SILVA et al., 2013). Investigacdes em nivel de campo, capazes de detectar
fitopatdgenos associados a bratina seria uma importante contribui¢do para o conhecimento da
microbiota de uma planta ameacada de extingdo, que pode abrigar, devido processos co-
evolutivos, espécies microbianas também ameacadas de extingdo (por exemplo, da SILVA et
al., 2016).

Durante o meu exame de qualificacdo, uma das propostas da banca examinadora foi
“identificar um artigo recente capaz de impactar o assunto da tese”. Selecionei o artigo “The
role of locally adapted mycorrhizas and rhizobacteria in plant-soil feedback systems”
(REVILLINI et al., 2016) por uma combinagdo de fatores aleatorios, mas que de algum modo
tirei muito proveito. As leituras sobre plant soil feedback (PSF), abriu possibilidade para
investigacoes teoricas e experimentagdes. As plantas t€ém a capacidade de alterar propriedades
bidticas e abidticas do solo e, assim, modular a sobrevivéncia e crescimento de coespecificos
juvenis ou plantas proximas. Com a leitura surgiram perguntas tais como: o PSF positivo
pode ser tao forte a ponto de ocasionar mortalidade de algumas espécies de plantas? Como as
Fabaceae respondem ao PSF em zonas temepradas e nos tropicos? Qual o papel do ambiente
no PSF? Essas perguntas vao ao encontro das informagdes obtidas at¢ o momento, abrem
possibilidades para a producdo de mudas de espécies nativas e espaco para maior
entendimento sobre a relacdo planta/solo/microrganismo. Embora, essas questdes ndo tenham
sido avaliadas de maneira mais cuidadosa por mim ou por nosso grupo de pesquisa, espero
que estas possam, ainda, pertubar e alegrar algumas das minhas noites de sono.

Avancamos no entendimento de algumas questdes relacionadas a vinhatico e bratna e
microrganismo associados, entretanto, ha muito para ser investigado. Os sistemas biologicos
estdo sujeitos a uma cadeia de eventos complexos e estocasticos que abrem possibilidades

para muitos problemas causais na explicagdo dos fenomenos. Buscamos, com a realizacdo de
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o presente trabalho, destacar o papel de microrganismo simbiontes na producdo de espécies
florestais nativas, mas outras abordagens, a exemplo de fisiologia, nutri¢ao e ecologia vegetal,
caracteristicas fisico-quimicas dos substratos sao importantes para ampliar o conhecimento e
garantir a producdo de mudas de qualidade. O problema inicial, embora melhor entendido,
ainda ndo possibilitou a resolu¢do da motivagdo pratica inicial — que foi a producdo de mudas
de algumas espécies florestais nativas sem utilizar o solo de uma planta adulta da mesma
espécie, porque isto implica em dificuldades logisticas, custos e legislagao, comprometendo a
producdo de mudas em maior escala. Esforcos deverao ser direcionados para maior
entendimento por meio de pesquisa basica sobre PSF, associado com empreendedorismo e
inova¢do na producdo de indculos. De qualquer sorte, esperamos que os leitores possam
encontrar algo relevante ¢ motivador ao longo do texto, ainda que percebam algumas ou

varias deficiéncias conceituais e/ou experimentais.
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ESTRUTURA GERAL DO TRABALHO

Esta tese estd dividida em cinco capitulos, no formato de artigos cientificos, os trés
primeiros sdo referentes a experimentagdo com vinhatico e dois ltimos a experimentagdo
com bratna, conforme a execugdo da estratégia experimental adotada (ver Figura 1 na se¢do

anterior).

O primeiro capitulo ¢ a apresentacdo do manuscrito Fungos micorrizicos e solo de

plantas adultas da mesma espécie favorecem a sobrevivéncia e crescimento de mudas de

vinhético (Plathymenia reticulata Bentham), o qual comtempla aspectos da interagdo

simbiotica entre fungos micorrizicos arbusculares, rizobios e questdes sobre o plant-soil
feedback — PSF. Neste manuscrito, ficou evidente que vinhatico responde positivamente ao
cultivo no solo de uma planta adulta da mesma espécie e a inoculagio com fungos
micorrizicos.

No segundo capitulo ¢ apresentado o manuscrito Adi¢do de solo de uma planta adulta

da mesma espécie ao substrato comercial e a inoculacdo com FMA promovem o crescimento

e nodulacdo de vinhdtico, que demonstra a relacdo entre microrganismo do solo e a estutura
fisico-quimica dos substratos de cultivo. Os resultados mostram que a mistura de solo de uma
planta matriz da mesma espécie e substrato comercial inoculados com rizobio ¢ FMA
aumenta o crescimento e a nodulacao de mudas de vinhatico.

O terceiro capitulo, Fungos micorrizicos arbusculares aumentam o crescimento e

melhora o aproveitamento de fosforo durante a producido de mudas de Plathymenia reticulata

Bentham, contempla fundamentos e aplicacdes da produgdo de espécies florestais. Os
experimentos demonstram que FMA favorece o crescimento de vinhatico e que o intervalo
entre as doses de P de 160 a 280 mg dm™ é a que permite o melhor aproveitamento de P pelas
mudas de vinhatico quando inoculadas com FMA.

O quarto capitulo, referente a experimentacdo com bralina originou o manuscrito

Plant-soil feedback positivo durante a producdo de mudas de Bratina, o qual demonstra

interacdes entre plantas, microrganismo do solo e seu ambiente, a luz da teoria do plant-soil
feedback. Este experimento evidenciou que os microrganismo provenientes do solo de uma
planta adulta de bratina atuam positivamente na sobrevivéncia e no seu crescimento.

O quinto capitulo Adi¢do de solo de uma planta adulta da mesma espécie ao substrato

comercial e a inoculacdo com FMA promovem o crescimento € nodulacdo de bratna, além

das evidencia as das interagdes entre plantas, microrganismo do solo e seu ambiente, reforcou

o PSF positivo em bratina e a existéncia de microrganismo benéficos em solo de plantas
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adultas da mesma espécie, os quais podem ser essenciais para a sua sobrevivéncia e
crescimento.

As consideragdes finais foram construidas, constando algumas perspectivas para a
continuidade de ensaios teodricos e experimentais, de modo que essas possibilidades possam

gerar conhecimentos solidos, ainda que provisorios.
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CAPITULO 1: Fungos micorrizicos e solo de plantas adultas da mesma espécie
favorecem a sobrevivéncia e crescimento de mudas de vinhatico (Plathymenia reticulata
Bentham)

Resumo

e Existe grande necessidade de intensificacdo em pesquisas que permitam a producdo de
mudas de espécies florestais nativas, a exemplo de vinhatico (Plathymenia reticulata
Bentham) que apresentam baixa sobrevivéncia em viveiro quando cultivado em substrato
comercial. Pouco se sabe sobre microrganismo simbiontes associados a esta espécie
vegetal, os quais podem ser fundamentais para a sobrevivéncia e crescimento da mesma.

e Propde-se avaliar o efeito do solo proveniente de uma planta adulta da mesma espécie e a
inoculagdo de fungos micorrizicos na sobrevivéncia e crescimento de vinhatico, bem
como identificar os microrganismo presentes nos substratos por sequenciamento de
amplicon (Illumina).

e O experimento gerou informacgdes sobre a otimizacdo da sobrevivéncia e crescimento de
vinhatico, suportando a hipétese que o solo proveniente de uma planta adulta da mesma
espécie apresenta plant-soil feedback positivo. Os resultados refor¢am a importancia de
favorecer a permanéncia de simbiontes nos substratos de cultivo.

e Fungos micorrizicos e solo proveniente de plantas adultas favorecem a sobrevivéncia e
crescimento de mudas de vinhatico (Plahymenia reticulata Bentham).

Palavras-chave: Mata Atlantica, Cerrado, fungos micorrizicos arbusculares, rizdbio,

rizosfera, simbiose.

Introducio

A Mata Atlantica e o Cerrado sdo hotspots mundiais de biodiversidade, considerados
prioritarios para a conservacao (Myers et al., 2000), mas encontram-se com menos de 12 %
(Ribeiro et al., 2009) e 45 % (Machado et al., 2004), respectivamente, da sua area original. A
redugdo da area desses dois biomas estd diretamente associada a agdes antropicas, como a
expansdo das 4reas agricolas e pastagens, exploragdo madeireira e mineraria, dentre outros
fatores relacionados ao crescimento da populacdo humana e aumento do uso dos bens naturais
(Vitousek et al., 1997, Brandon et al., 2005, Coutinho, 2006, Rockstrom et al., 2009). E
reconhecido que a fragmentagao florestal provoca a perda de individuos, diminui¢ao do fluxo
génico (Ferreira et al., 2015) e, consequentemente, a extingao de espécies.

Neste cendrio, € essencial investir em processos de revegetacdo e restauracao florestal,
com a obten¢do de propagulos em quantidade e qualidade, sendo o plantio de mudas um

método adequado (Caldeira et al., 2008; Duarte et al., 2015). Entretanto, algumas espécies
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nativas da familia Fabaceae com potencial para a revegetacdo, apresentam sobrevivéncia
reduzida em viveiro, a exemplo de vinhatico (Platymenia reticulata Bentham), quando
cultivado em substrato comercial.

O vinhdtico ¢ uma espécie pertencente a familia Fabaceae, Mimosoideae (= P.
foliolosa Bentham), que ocorre na Mata Atlantica e no Cerrado como ecotipos distintos
(Lacerda et al., 2002; Carvalho, 2009). O vinhatico foi reconhecido como uma das espécies
vegetais mais importantes do cerrado brasileiro, por seu valor comercial relacionado a
madeira de qualidade e longa durabilidade (Lorenzi, 1992) e potencial em recuperacao de
areas degradadas (EMBRAPA, 1994, UNESCO, 2000). E uma planta secundéria inicial a
climax, decidua, que ocorre em solos de alta a baixa fertilidade (Carvalho, 2009), e tem bom
desenvolvimento a pleno sol (Lorenzi, 1992). Apesar das caracteristicas desejaveis para o
reflorestamento, o vinhatico tem sua multiplicagdo limitada, visto a baixa sobrevivéncia em
viveiro (A. Xavier inf. pessoal). Essa limitagdo pode estar associada a auséncia de
microrganismo simbiontes nos substratos de cultivos.

Embora o entendimento da diversidade de microrganismo associados a plantas e
fatores que modulam as inter-relacdes sejam escassos (Quiza et al., 2015, Agler et al., 2016),
existe ampla evidéncia de que estes sdo componentes chaves para as plantas, visto que em
conjunto desempenham fungdes complementares, formando um metaorganismo ou hobionte
(Agler et al., 2016). Em condi¢Ges naturais, plantas tém relagdes diretas com grande
abundancia e diversidade de microrganismo, adaptados a associagdes benéficas (Tringe et al.,
2005), que favorecem o fitness (Denison & Kiers, 2011), crescimento (Marques et al., 2001),
supressao de doengas (Berendsen et al., 2012; Jung et al., 2012), tolerancia a estresse abiotico
(Haney et al., 2015), produtividade (Schnitzer & Klironomos, 2011) e estado geral da planta
(Glick, 2014). As plantas dependem de interagdes benéficas com microrganismo, devido o
longo processo coevolutivo que resultou em coadaptagdo, na qual a sobrevivéncia e
crescimento de ambos os parceiros pode ser maior em solos previamente compartilhados
(Thrall et al., 2007; Cortois et al., 2016).

Além disso, nutrientes criticos, tais como P e N, sdo convertidos pelos microrganismo
e disponibilizados as plantas (Rodriguez & Fraga, 1999; Reed et al., 2011), favorecendo o
estabelecimento de espécies em condicdes naturais € melhora a producao agricola ou florestal.
A espécie Dimorphandra wilsonii Rizz (Fabaceae, Caesalpinioideae), por exemplo, tem a
fixagdo bioldgica de nitrogénio como estratégia adaptativa para seu crescimento em solos
distroficos (Fonseca ef al., 2010). Algumas espécies de bactérias noduliferas podem, também,
promover o crescimento vegetal mediante a produg¢do de acido-3-indolacético (AIA),

solubilizacdo de fosfato e disponibilizagdo de outros nutrientes (Angus et al., 2013).
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Em termos de beneficios, muitas espécies de plantas tropicais dependem de fungos
micorrizicos arbusculares FMA para se estabelecer e crescer (Siqueira & Saggin-Junior, 2001,
Zangaro et al., 2003). Além disso, a inoculagdo pode favorecer a reducao do uso de
fertilizantes minerais, com menor tempo de formacdo de mudas em viveiro e maior chance de
sobrevivéncia em campo (Machineski ef al., 2009, Goetten et al., 2016). As mudas associadas
aos FMA mostram-se vigorosas, uniformes, apresentam melhor crescimento e
desenvolvimento, melhor estado nutricional, adaptagdo a estresses (Moreira et al., 2015; Wu
et al., 2008) e aumentam a densidade de bactérias na rizosfera (Neeraj, 2011). Os FMA
também podem ser inoculados em associacdo com bactérias diazotréficas para promover o
crescimento e aumento da biomassa de plantas (Jesus et al., 2005; Dias et al., 2012).

A inoculagdo conjunta de FMA e do fungo Piriformospora indica (Basidiomycota,
Sebacinales, Sebacinaceae) promove o crescimento de plantas (Verma et al., 1998; Moreira et
al., 2015) e contribui para maior resisténcia ao ataque de patdgenos (Moreira et al., 2016).
Este fungo se assemelha aos FMA, em termos de fungdes simbioticas, uma vez que coloniza
as raizes e promove o crescimento de uma ampla gama de plantas, (Kumar & Rao, 2012),
aumenta a tolerancia ao estresse abiodtico (Waller ef al., 2005; Varma et al., 2012; Gill et al.,
2016) e absorcao de fosfato (Yadav et al., 2010). Além disso, € cultivavel em culturas
axénicas (Sahay & Varma, 1999; Oelmiiller, 2009; Kumar et al., 2011), facilitando a
utilizagdo na propagacgdo vegetativa de plantas.

Salienta-se que algumas espécies de plantas, incluindo Fabaceae, dependem de
microrganismo para a sobrevivéncia e crescimento satisfatorio (Smith & Read, 2008; Jesus et
al., 2005; Martos et al., 2009; Strullu-Derrien et al., 2016). Entretanto, a maioria dos
substratos de cultivo utilizados na produ¢do de mudas sdo inertes e livres de microrganismo
promotores do crescimento de plantas (Goetten et al., 2016), comprometendo a producao de
mudas de espécies vegetais. A principal estratégia para disponibilizar ou aumentar os
beneficios de microrganismo simbiontes € a inoculacdo ou co-inoculagdo de cepas ou mix de
culturas, tais como endofiticos, rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (PGPR) e
FMA (Aamir et al., 2013; Moreira et al., 2015).

O uso do solo de um individuo adulto da mesma espécie ¢ uma estratégia importante,
quando existe plant-soil feedback positivo entre plantas e microrganismo do solo localmente
adaptados (van der Putten et al., 2013; Revillini et al., 2016). O modelo plant-soil feedback
tem demonstrado a importadncia de microrganismo localmente adaptados para otimizar a
alocacao de recursos e favorecer o fitness das plantas (Revillini et al., 2016; Zhang et al.,
2016), conduzindo a possibilidade de uso desse solo associado a individuos adultos da mesma

espécie para favorecer a sobrevivéncia e crescimento de plantas juvenis.
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A resposta da planta aos microrganismo do solo pode ser testada por meio da
esterilizacdo dos substratos de cultivo (Cortois ef al., 2016; Ma et al., 2017), comparando o
efeito da presenca ou auséncia dos mesmos sobre a sobrevivéncia e crescimento das plantas.
Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar se a presenga de microrganismo simbiontes
provenientes do solo de plantas adultas de vinhdtico e/ou a inoculagdo com fungos
micorrizicos favorece a sobrevivéncia e crescimento de plantas de vinhéatico em condi¢des de

viveiro.

Material e métodos
Obtencio de sementes e substratos

As sementes de vinhatico foram obtidas com a SIF (Sociedade de Investigagdes
Florestais — Minas Gerais, Brasil) e desinfestadas superficialmente com etanol a 70 % por 30
s e hipoclorito de sodio (2,5 %, v:v) por 10 min., com lavagens sucessivas em agua
esterilizada, em condi¢des assépticas. As sementes foram transferidas para placas de Petri
com papel filtro umedecido com agua destilada e esterilizada, posteriormente incubadas por
sete dias a temperatura ambiente e quando pré-geminadas foram selecionadas e dispostas
diretamente nos vasos de cultivo.

O solo proveniente de uma planta adulta de vinhatico foi obtido no municipio de
Vicosa-MG, na localidade de Duas Barras (S 20° 39° 9257, W 42° 59° 549”, 563 m de
altitude, fragmento de mata), nas proximidades de uma planta adulta (raio de 2 m), na camada
de 0-20 cm, em pontos distribuidos aleatoriamente para obtengdo de uma amostra composta.
As amostras de solos foram peneiradas em campo, homogeneizadas e armazenadas. A
esterilizagdo foi realizada em autoclave por uma hora a 121 °C por duas vezes em intervalo de
dois dias e mantidos em repouso por 15 dias. O substrato comercial (Tropstrato Florestal,
Vidaverde®) utilizado foi a base de casca de pinus e vermiculita expandida, acrescida de
macro € micronutrientes.As caracteristicas quimicas e granulométricas dos substratos de

cultivo sdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1: Caracteristicas quimicas e granulométricas dos substratos de cultivo de vinhatico: Sub
corresponde ao substrato comercial, Ste ao solo de uma planta adulta da mesma espécie esterilizado e
Nat ao solo natural de uma planta adulta da mesma espécie.

CTC Classe
Amostra pH P K SB (T) CTC (t) m P-rem textural
H20 mg dm-3 cmole dm3 % mg L!
Sub  5g1x  nd nd nd 58,6% S/ S/ S/ S/
Nat 4,25 3,9 53 0,73 12,93 2,31 68,4 223 Argilo-arenosa

Extratores utilizados: P, K = Extrator Mehlich 1; pH em agua, relacdo 1:2,5; SB= soma de bases trocaveis; CTC (T) =
Capacidade de Troca Cationica a pH 7,0; m = indice de satura¢éo de aluminio. nd = ndo determinado. *O pH e a CTC do
substrato comercial foram determinados na relagdo 1:5 (v:v) em dgua a pH 7.

Obtencio de inoculantes de FMA, Piriformospora indica e rizobio

Os isolados de fungos micorrizicos arbusculares, Claroideoglomus etunicatum
RIN101A (= Glomus etunicatum), Rhizophagus clarus RIN102A (= Glomus clarum) e
Gigaspora albida PRN201A foram obtidos da Colecdo Internacional de Cultura de
Glomeromycota (CICG, www.furb.br/cicg) da Universidade Regional de Blumenau (FURB),
Santa Catarina, Brasil. Os isolados foram multiplicados em solo: areia em solo:areia (1:1, v:v)
cultivados com braquidria (Urochloa brizantha Hochst Stapf). O isolado de Piriformospora
indica foi proveniente da cultura in vitro da colegdo do Laboratério de Associagdes
Micorrizicas da Universidade Federal de Vigosa — Minas Gerais, mantido ¢ multiplicado
periodicamente em meio KM e armazenado no escuro a 30 °C (Kumar et al., 2011).

O isolamento de Bradyrhizobium sp. foi realizado a partir de nddulos de plantas de
vinhatico, crescendo em viveiro do IEF (Instituto Estadual de Florestas, Minas Gerais, Brasil).
Os nodulos foram desinfestados superficialmente em etanol a 70 % por 30 s, seguido por
imersao em hipoclorito de sédio a 2 % por 10 minutos e lavagens sucessivas em agua
destilada e esterilizada. Os nddulos foram pressionados com uma pinga sobre a placa de Petri
com meio de cultura YMA com vermelho Congo (Vincent, 1970), pH 6.9, incubadas a 25 °C,
seguido por transferéncias para novos meios de culturas para obtencdo de coldnias isoladas.
As colonias foram multiplicadas apds a confirmagdo da pureza e preservadas a -80 °C em
meio NBY (Schaad, 1998). O isolado teve o DNA extraido com o kit Nucleo Spin® Soil
(Macherey-Nagel), a partir de células cultivadas por trés dias em meio de cultivo YMA. Para
a amplifica¢do parcial do gene 16S rRNA, foram utilizados os pares de oligonucleotideos
iniciadores (primers) 27F (AGAGTTTGACCTGGCTCAG) e 1492R
(GGTTACCTTGTTACGACTT) (Lane, 1991). A sequéncia foi comparada com outras
depositadas no  GenBank  (NCBI), por meio da  ferramenta  Blastn
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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Desenho experimental e inoculaciao

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo em delineamento inteiramente
casualizado, com 15 repeticdes e arranjo fatorial (3x2), sendo trés tipos de substrato de
cultivo: 1) substrato comercial = Sub; 2) solo da area de influéncia de uma planta adulta
esterilizado = Ste; 3) solo da area de influéncia de uma planta adulta natural = Nat, inoculadas
ou nao com uma mistura de FMA (C. etunicatum, R. claru e G. albida) e o fungo P. indica. A
esterilizacao do solo foi realizada em autoclave por uma hora a 121 °C, por duas vezes, em
intervalo de dois dias e, mantidos em repouso por 15 dias.

As sementes previamente germinadas foram embebidas em meio YM com rizébio por
10 min, em seguida foram transferidas para o substrato de cultivo, com capacidade de um
litro, juntamente com os inodculos de fungos micorrizicos, solo contendo cerca de 200 esporos,
e quatro discos de meio KM, de 100 mm de diametro, contendo micélio e clamidosporos de
P. indica.

As plantas foram mantidas em casa de vegetacao por 180 dias, com a umidade do solo

mantida proxima a capacidade de campo, sem adubagao e aleatorizadas semanalmente.

Medida de crescimento, dependéncia micorrizica e nodulacio

Uma vez finalizado o cultivo foram avaliadas a sobrevivéncia, nimero de folhas (NF),
diametro do caule (D) a 1,5 cm do solo, matéria fresca (MFPA) e seca (MSPA) da parte aérea
e matéria fresca (MFRA) e seca (MSRA) da raiz. A MSPA e MSRA foram determinadas apos
secagem até massa constante a 70 °C em estufa com ventilacdo forcada. Também foram
coletadas raizes finas aleatoriamente para avaliacao da colonizagdo micorrizica.

A dependéncia micorrizica (DM) foi determinada utilizando a equagdo: (DM) =
{(massa seca total de plantas inoculadas — massa seca total de plantas ndo inoculadas)/massa
seca total de plantas inoculadas)} x 100 (Plenchette er al., 1983). Os dados referentes a
dependéncia micorrizica foram considerados: > 75 % = dependéncia excessiva, 50-75 % =

dependéncia alta, 25-50 % = dependéncia moderada, <25 % dependéncia baixa.

Colonizacio micorrizica

As amostras de raizes, apds lavagem em agua corrente, foram armazenadas e
conservadas em solu¢do de alcool, formol e acido acético (90:5:5, v:v:v) foram lavadas,
diafanizadas com KOH 10 % (p:v) por aquecimento em banho-maria a 90 °C por 1,5 h e
tratadas com H202 30 % (10 min.). Logo apods foram imersas em KOH 10 % (p:v) por 12 h,
com sucessivas lavagens em agua e acidificagdo com HCI 1 % (v:v) por 5 min., coradas com

azul de tripano 0,05 % em lactoglicerol (v:v) por 12h a temperatura ambiente (adaptado de
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Phillips & Hayman, 1970). Realizada a coloragdo, as raizes foram armazenadas em
lactoglicerol (p:v) (Brundrett et al., 1996). A percentagem de colonizacdo micorrizica foi
estimada pelo método de contagem em placa quadriculada, conforme a presenca de estruturas

fingicas (arbusculos, hifas, vesiculas e esporos) observada sob microscopio estereoscoOpio

(Giovannetti & Mosse, 1980).

Avaliacio do perfil da comunidade de Fungos, Bactérias e Archaeas nos substratos de
cultivo de vinhatico

O perfil da comunidade microbiana dos trés substratos de cultivo inoculados ou ndo
com fungos micorrizicos foi avaliado pela técnica de sequenciamento de amplicon. Uma
amostra composta dos substratos foi obtida da camada de 0-5 cm dos vasos, apos 90 dias de
cultivo, utilizando-se seis repeticdes para cada um dos seis tratamentos, totalizando 36
unidades amostrais. O DNA total das amostras foi extraido com o kit Nucleo Spin® Soil
(Macherey-Nagel) de acordo com as recomendacdes do fabricante. As amostras de DNA
foram encaminhadas para o sequenciamento de amplicon das regides 16S e ITS1 do rDNA de
Bactérias/Archaeas e Fungos, respectivamente, por meio da plataforma Illumina® MiSeq
(Illumina Inc.) (Bactéria e Archaeca = MiSeq 151X151 Cycle Run e Fungos = MiSeq
250X250 Cycle Run). As sequéncias obtidas foram analisadas pelo programa Quantitative
Insights Into Microbial Ecology Software (QIIME v.1.8.0), utilizando os parametros do
protocolo desenvolvido pelo Brazilian Microbiome Project (BMP) para as regides 16S e
ITS1. As sequéncias com similaridade maior que 97 % foram agrupadas em Unidades
Taxonomicas Operacionais (OTU) e a taxonomia foi atribuida as OTU utilizando o UNITE
(ITS) e o Silva (16S), como bancos de dados de referéncia.

A Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) foi baseada nas matrizes de
dissimilaridade entre os tratamentos (Matriz de Bray-Curtis) para avaliar diferengas na
composi¢do entre os seis tratamentos (fatorial 3x2). Para avaliar a abundancia relativa de

géneros foi realizado o Heatmap para cada um dos seis tratamentos.

Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analises de variancia (ANOVA) com significancia de 5
% de probabilidade e as médias foram comparadas pelo teste Tukey (P< 0,05) utilizando o
software R. Os dados relacionados a colonizacdo micorrizica foram previamente
normalizados via arcsen\(x/100), antes da realizagio da ANOVA. Para descrever os indices
de diversidade (Riqueza, Chaol, Shannon e Equitabilidade) foi utilizado o pacote Biodiversity

do R e a PCoA e Heatmap foram realizadas com o pacote Vegan (Oksanen et al., 2015).
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Resultados
Sobrevivéncia das plantas

As plantas cultivadas em substrato comercial (Sub), inoculadas ou ndo com fungos
micorrizicos (FM), ndo apresentaram sobrevivéncia e o tratamento solo esterilizado (Ste) sem
FM (26,7 %) teve menor sobrevivéncia que os tratamentos solo esterilizado com FM (80 %) e

foi similar ao solo natural (Nat) com FM (73,3 %) e ao natural sem FM (80 %).

Medida de crescimento

As plantas cultivadas em Nat apresentaram maior NF (57,7 %), D (65 %), MFPA (134
%), MSPA (121 %), MSRA (95 %) que aquelas cultivadas em Ste (Tabela 1). As mudas de
vinhatico inoculadas com FM apresentaram maior crescimento quando avaliadas NF (46 %),
D (39 %), MFPA (86 %) MFRA (150 %), MSPA (90 %) e MSRA (120 %). Houve interacao
apenas para a altura das plantas, as quais apresentaram menor crescimento em solo

esterilizado sem FM (Tabela 2).

Tabela 2: Medida de crescimento vegetativo de vinhatico entre os dois tipos de substrato, sendo
solo da area de influéncia de uma planta adulta esterilizado = Ste ¢ solo da area de influéncia de
uma planta adulta = Nat, inoculados ou ndo com fungos micorrizicos (FM) apds 180 dias de
cultivo em casa de vegetacao.

Medida de Substrato Inoculacio
crescimento® Ste Nat Com FM Sem FM
NF 8,50 b 13,41 12,99 A 8,91 B
D (mm) 2,30 b 3,78 3,53 A 2,55B
MEPA (g) 2,03b 4742 440 A 2,37 B
MERA (g) 1262 1,90 a 2,26 A 0,90 B
MSPA (g) 0,89 b 1,96 a 1,86 A 0,98 B
MSRA (g) 0,51 b 0,99 a 1,03 A 0,47B

*NF= niimero de folhas; D = didmetro do caule; H = altura da planta; MFPA = matéria fresca da parte aérea; MSPA = matéria seca
da parte aérea; MFRA =matéria fresca da raiz; MSRA = matéria seca da raiz. Médias seguidas pela mesma letra minuscula ou
maitscula nas linhas, dentro de cada fator (substrato e inoculagio), separadamente, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade.

Dependéncia micorrizica, nodulacio e colonizagdo micorrizica

A dependéncia micorrizica em Ste foi alta (76 %) enquanto em Nat foi moderada (28,5
%). A nodulacdo foi baixa em todos os tratamentos e, apenas o tratamento Nat sem FM
apresentou quatro repeticdes com pequenos nodulos, indicando que as condigdes de cultivo
nao favoreceram a nodulacdo. A colonizacdo micorrizica foi obtida satisfatoriamente tanto em

Ste com FM quanto em Nat com e sem FM. Nao foram encontradas evidéncias de
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coloniza¢do em Ste ndo inoculado. A percentagem de colonizag¢do foi maior em Nat sem FM
(44,7 % a) quando comparado ao Ste com FM (19,18 % b) que foi similar a Nat com FM
(24,1 % ab).

Perfil da comunidade de Fungos, Bactérias e Archaeas nos substratos de cultivo de
vinhatico

As reads distribuidas entre os seis tratamentos (3x2) foram classificados em Unidade
Taxondmica Operacional (OTU), com base em similaridade as sequéncias do banco de dados
UNITE para fungos (ITS) e Silva para bactérias e archaea (16S), as quais foram utilizadas na
construg¢do da PCoA (Figura 1).

Os resultados da PCoA indicam que houve diferenga na composi¢ao de OTU entre os
tratamentos, principalmente em nivel de substratos de cultivo. O substrato comercial formou
um grupo distinto independente da inoculacdo com FM, enquanto o solo esterilizado teve
maior similaridade ao solo natural para a comunidade fingica e menor similaridade para a
comunidade bacteriana e de archaeae (Figura 1). Nao houve agrupamento em funcao do fator

inocula¢do nem para fungos nem para bactérias e archaeas.
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Figura 1: Diagrama de ordenagdo das OTU de vinhatico produzido pela analise de
Analise de Coordenadas Principais (PCoA), representando a distribui¢do de cada amostra,
baseada na matriz de dissimilaridade Bray-Curtis. Os pontos mais proximos entre si
apresentam maior similaridade, sendo (a) regido ITS para fungos e (b) gene 16S rRNA
para bactérias e archaeas e archaeas. As amostras em azul correspondem ao substrato
comercial (Sub), vermelho ao solo da area de influéncia de uma planta adulta esterilizado
(Ste) e em verde solo da area de influéncia de uma planta adulta natural (Nat), sendo os
circulos as amostras inoculadas com FM e tridngulos as amostras ndo inoculadas.

Os indices de diversidade demonstraram que a comunidade fungica (ITS) € mais rica e

diversa em Nat > Ste > Sub, ndo havendo diferenca para o fator inoculacao (Tabela 2). Para
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bactéria e archaea (16S) a riqueza e a diversidade foram maiores em Sub > Nat > Ste, ndo
havendo diferenga para o fator inoculacao (Tabela 2).

Tabela 2: Indices de diversidade para os trés tipos de substratos de cultivo de vinhatico, inoculados ou
ndo com FM, sendo o substrato comercial = Sub, o solo da area de influéncia de uma planta adulta
esterilizado = Ste e solo da area de influéncia de uma planta adulta = Nat, com ou sem a inoculago de
fungos micorrizicos (FM). A regido ITS corresponde ao sequenciamento para fungos e regido 16S
para bactérias e archaeas.

ITS
Substrato Cobertura Riqueza Chaol Shannon Equitabilidade
Sub 0,99 49,75 C 433 C 2,84 A 0,50 A
Ste 0,98 82,75 B 501B 2,97 A 0,47 A
Nat 0,96 163,81 A 5,53 A 3,70 A 0,50 A
Inoculacao
Com FM 0,98 101,71 A 4,92 A 323 A 0,50 A
Sem FM 0,98 92,39 A 4,96 A 2,08 A 0,48 A
16S
Substrato Cobertura Riqueza Chaol Shannon Equitabilidade
Sub 0,98 2844 A 8,18 A 9,53 A 0,83 A
Ste 0,99 1214 C 7,34 C 7,54 C 0,73 C
Nat 0,99 1847 B 7,78 B 8,18 B 0,75 B
Inoculacio
Com FM 0,99 1934 A 7,75 A 8,41 A 0,79 A
Sem FM 0,99 2008 A 7,78 A 8,42 A 0,79 A

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

A construgdo do Heatmap permitiu avaliar a distribui¢do dos grupos mais abundantes
correspondentes a fungos (Figura 2 a) e bactéria e archaea (Figura 2 b). E possivel observar
que existem diferengas quanto a abundancia desses microrganismo nos trés tipos de substrato
de cultivo e que a inoculagdo com FM gerou algumas alteragdes na distribuicao dos taxons
mais abundantes. O substrato comercial (Sub) apresentou abundancia de grupos
potencialmente fitopatogénicos a exemplo de Fusarium, grupos que ocorrem em solos
enriquecidos com residuos organicos, como Mortierella. O solo esterilizado (Ste) inoculado
com FM apresentou a ocorréncia de Thichoderma e Exophiala que sdao endofitico de plantas;

Coniochaeta que apresenta esporos que sobrevivem a incéndios florestais. O solo natural
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(Nat) apresentou abundancia de Umbelopsis que ocorre como endofitico ou micorrizico de
orquideas.

O grupo mais abudante de bactéria (16S) para Sub foi Myxoxoccales que ¢ comumente
encontrado em solo rico em matéria organica. O solo esterilizado (Ste) apresentou dominancia
de grupos fitopatogénicos, principalmente quando nao inoculado com FM, a exemplo de
Xantomonodaceae (p.ex. Xanthomonas). O solo natural (Nat) apresentou abundancia de

grupos comuns na rizosfera de plantas, Rhodanobacter € Tumebacillus.
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Figura 2: Heatmap e agrupamento (Matriz de Bray-Curtis), representando os taxons mais
abundantes nos substratos de cultivo de vinhatico, sendo (a) regido ITS para fungos e (b) regido
16S para bactérias e archaeas. O substrato comercial = Sub, o solo da area de influéncia de uma
planta adulta esterilizado =Ste e solo da area de influéncia de uma planta adulta = Nat. O sinal de
(+) sdo as amostras inoculadas com fungos micorrizicos (FM) e o (-) as amostras ndo inoculadas.

Discussao
Este ¢ o primeiro trabalho comparando o efeito do solo proveniente de uma planta

adulta de vinhatico no crescimento de mudas da espécie, indicando plant-soil-feedback
positivo. A inoculagdo com FM, por sua vez, aumenta a taxa de sobrevivéncia o crescimento
das mudas, bem como altera a composi¢ao da comunidade nos substratos de cultivo.

A mortalidade de 100 % das mudas cultivadas em substrato comercial (Sub) evidencia
a importancia de simbiontes nativos e a necessidade de substratos de cultivo com
caracteristicas fisico-quimicas, a exemplo de pH, porosidade e aeracdo, adequadas a
permanéncia de microrganismo benéficos. Embora o uso de substratos comerciais apresente
diversas vantagens devido suas caracteristicas fisico-quimicas desejaveis (Cunha et al., 2006,
Caldeira ef al., 2008), e se proponha a ser livre de patogenos (Fernandes et al., 2006; Xavier

et al., 2009), a falta de conhecimento das exigéncias simbidticas da maioria das espécies de
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plantas nativas pode comprometer a producdo de algumas plantas cultivadas nesse tipo de
substrato, assim como foi para vinhatico.

O maior crescimento vegetativo ocorreu em solo natural (Nat), possivelmente pela
existéncia de microrganismo benéficos que atuam como promotores de crescimento de plantas
(Cortois et al., 2016; Revillini et al., 2016). A planta hospedeira e microrganismo associados
podem, em muitos casos, ser consideradoos um metaorganismo (Vandenkoorhuyse et al.,
2015), com alta dependéncia simbiodtica, resultando em maior ou menor sobrevivéncia e
crescimento de plantas (Lakshmanan et al., 2014, Haney et al., 2015, Quiza et al. 2015).
Reconhecer microrganismo associados a vinhatico ¢ importante para favorecer a produgao de
mudas em condigdes de viveiro.

Para maior sobrevivéncia e crescimento de vinhatico, na auséncia do solo de uma
planta adulta da mesma espécie, o qual normalmente contém microrganismo associativos
benéficos (Revillini et al., 2016; Cortois et al., 2016), torna-se importante a inoculacdo de
simbiontes, como espécies de FMA, P. indica e/ou rizobio. O argumento da inoculagio ¢
reforcado pela alta dependéncia micorrizica no solo esterilizado (76 %), o qual apresentou
maior sobrevivéncia de plantas quando inoculado com FM. Entretanto, a resposta a
inoculacdo com FMA ¢ mais positiva, em termos de crescimento, em uma comunidade
microbiana mais diversa (Hoeksema et al., 2010), como encontrada em Nat comparado ao
Ste, possivelmente por realizacdo de fungdes sinérgicas e/ou complementares entre
simbiontes, a exemplo da solubilizacdo de fosfato e fixacdo biolodgica de nitrogénio.

Os FMA sdo capazes de recrutar microrganismo na micorrizosfera (Azcon-Aguilar &
Barea, 2015), os quais auxiliam na promocao do crescimento de plantas. Os FMA
(Glomeromycota) sdo reconhecidos por serem especializados na simbiose mutualista com
plantas (Parniske, 2008, Cortois et al., 2016) e podem beneficid-las por meio da maior
absor¢do de agua e nutrientes, visto que podem explorar maior volume de solo, em mais de
cem vezes a area de abrangéncia de uma planta ndo micorrizada (Smith & Read, 2008) e
acessar microporos inacessiveis as raizes. Existem outros beneficios além da aquisi¢do e
transferéncia de nutrientes, como redugdo do estresse abiotico (Millar & Bennet, 2016) ¢
supressao de doencas (Krishna et al., 2010). Por exemplo, foi observado que a inoculacao em
Sub diminuiu a abundancia de Fusarium, existindo indicagdes que a inoculagdo com FMA
e/ou P. indica contribui para mecanismos de resisténcia ao referido patégeno (Kumar et al.,
2009, Moreira et al., 2016). O fungo micorrizico P. indica (Basidiomycota, Sebacinales,
Sebacinaceae) também confere maior absor¢cdo de nutrientes, aumenta a tolerancia a estresse
hidrico, salino e por metais pesados (Varma et al., 2012), atuam como promotores de

crescimento (Kumar et al., 2011, Moreira et al., 2015). Portanto, ¢ preciso reconhecer a
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importancia de simbiontes nos substratos de cultivos, uma vez que muitos fitopatdogenos sao
facilmente disseminados e apresentam estruturas de resisténcia como clamiddsporos.

Embora a simbiose tripartite envolvendo rizébios ¢ FMA seja desejavel para maior
estimulo nutricional (Jesus et al., 2005; Mortimer et al., 2013) devido a alta demanda de P no
processo de fixagdo de N, a nodulagio foi escassa em todos os tratamentos. E preciso
reconhecer que as fronteiras da relagdo rizobio-FMA ndo sdo claramente definidas (Bonfante
& Anca, 2009), necessitando de mais estudos sobre a simbiose tripartite com vinhatico. As
condigdes fisico-quimicas dos substratos de cultivo podem ter efeitos diversos sobre a
microbiota e implicar em maior ou menor nodulagdo. O uso de biochar no solo, por exemplo,
pode aumentar o nimero de nddulos em leguminosas (Yusif et al., 2016), talvez por alterar as
propriedades fisico-quimicas do solo e favorecer a nodulagdo. Entretanto, um aspecto
importante da inoculagdo com rizébios ¢ a eficiéncia na fixagdo de nitrogénio (Araujo et al.,
2017), pois nem sempre a nodulacdo indica eficiéncia simbiodtica. Além disso, existem
bactérias endofiticas e rizosféricas que fixam nitrogénio e disponibilizam para as plantas, mas

que nao formam nédulos (Mus et al., 2016; Lu et al., 2017).

O solo natural (Nat) ndo inoculado com FM apresentou indculo inicial de FMA
estimado em 258 esporos por 100 mL de solo, possivelmente com espécies bem adaptadas a
simbiose com vinhatico, o que refletiu em maior colonizac¢do, porém isto ndo necessariamente
implica em maior crescimento de plantas. A maior percentagem de coloniza¢do pode reduzir
o crescimento da planta devido a maior demanda por fotoassimilados (Kahiluoto et al., 2000).
Além disso, existem diferencas quanto ao hébito simbidtico destes fungos, por exemplo,
enquanto Glomeraceae € reconhecida pela grande percentagem de colonizacao de raizes o que
favorece a prote¢do contra patdgenos, Gigasporaceae apresenta grande quantidade de hifas
extrarradiculares que favorece a absorcdo de nutrientes (Maherali & Klironomos, 2007).
Assim, trabalhos adicionais deveriam identificar espécies de FMA associados as raizes (Hart
et al., 2015) e correlacionar com a sobrevivéncia e crescimento das plantas.

As diferencas na composi¢do de OTU mais abundantes entre os tratamentos pode
auxiliar a explicar a sobrevivéncia e crescimento de vinhatico. O substrato comercial (Sub),
conforme indicado pelo Heatmap teve maior abundancia de grupos de fungos com potencial
fitopatogénico (Fusarium e Helotiales: Scleroctinia) os quais podem acometer leguminosas
(Otto-Hanson et al., 2011; Williams et al., 2016). A esterilizagdo do solo (Ste) alterou a
composicdo da microbiota, que deve ter sido recolonizada por eventos aleatorios, pois 0s
microrganismo sao ubiquos, de facil disseminacdo por vento e animais. O solo esterilizado

(Ste) inoculado com FM apresentou abundancia de Thichoderma que € endofitico de plantas e
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reconhecido como biocontrolador de fungos fitopatogénicos (de Souza et al., 2016) e de
Exophiala que atua como dark septate (Zhang et al., 2008). Entretanto, o solo esterilizado
(Ste) também apresentou dominancia de alguns grupos de bactérias com potencial
fitopatogénico, principalmente quando ndo inoculado com FM, a exemplo de
Xantomonodaceae (p.ex. Xanthomonas; Mingma et al., 2014). O solo natural (Nat)
apresentou abundancia de grupos que comumente nao sdo fitopatogénicos e que podem atuar
como endofitico/micorrizico (Umbelopsis, Fungi; Gang et al., 2017) ou como antagonistas
(Tumebacillus, Bacteria; Shen et al., 2015), e assim, contribuir para a supressividade de
fitopatdgenos e promocgao do crescimento vegetal.

Nao houve diferenga nos indices de diversidade para o fator inocula¢do. Entretanto, a
inoculagdo pode afetar a composicao e estrutura da comunidade, possibilitando a competi¢ao
de FM e fitopatogenos (Krishna et al., 2010) ou o recrutamento de bactérias benéficas na
micorrizosfera dos fungos simbiontes (Revillini ef al., 2016). O solo natural (Nat) apresentou
maiores indices de diversidade para fungos (Nat > Ste > Sub) e menores indices de
diversidade para bactéria e archaea (Ste > Nat > Sub), talvez porque estes respondem menos
as caracteristicas fisico-quimicas do solo, a exemplo do pH (Rousk ef al., 2010) que foi mais
alcalino no substrato comercial (Sub), e sejam mais dependentes do crescimento de plantas do
que muitas bactérias.

O conjunto de resultados do presente trabalho enfatizam o potencial, importancia e
necessidade de conhecer interagdes entre plantas e microrganismo em uma abordagem mais
holistica, no contexto do plant-soil feedback, uma vez que estes sao elementos chave para a

sobrevivéncia, protec¢ao e crescimento de plantas.

Conclusoes

O solo proveniente de plantas adultas de vinhatico ou a inoculagdo com fungos
micorrizicos arbusculares, P. indica e rizobio favorecem a sobrevivéncia e crescimento de
plantas em condi¢des de viveiro, indicando que vinhatico apresenta plant-soil feedback

positivo.
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Material Suplementar

Substrato Substrato Autoclavado Autoclavado Natural
com FM sem FM com FM sem FM comFM

Figura S1: Mudas de vinhatico aos 180 dias de cultivo em diferentes substratos, inoculados ou ndo
com fungos micorrizicos (FM).
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CAPITULO 2: Adiciio de solo de uma planta adulta da mesma espécie ao substrato
comercial e a inoculacio com FMA e rizobio promovem o crescimento e nodulacio de
vinhatico
Resumo

O vinhatico (Plathymenia reticulata Bentham) apresenta baixa sobrevivéncia em
viveiros e pouco se sabe sobre espécies de microrganismos associadas a esta planta, o que
pode ser fundamental para a producdo comercial de mudas. Os objetivos do presente estudo
foi produzir mudas de vinhatico inoculadas com fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e
Bradyrhizobium sp. em diferentes propor¢des de substrato comercial (SUB) e solo de uma
planta adulta da mesma espécie (SOLO) quanto (a) a sobrevivéncia e o cresciemento das
mudas e (b) grupos de microrganismo rizosféricos. O experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo em um delineamento inteiramente casualizado e dividido em duas avaliagdes, a
primeira com 90 dias e 10 repeticdes e a segunda com 180 dias e cinco repeticdes. Os
tratamentos foram: (T1) SUB 100% (T2) SUB mais extrato de SOLO, (T3) 2/3 de SUB e 1/3
de SOLO, (T4) 1/2 de SUB e 1/2 de SOLO, (T5) 1/3 de SUB e 2/3 de SOLO e (T6) 100% de
SOLO. O extrato de solo foi adicionado para tentar incluir a microbiota nativa de vinhatico.
Todos os tratamentos foram inoculados com uma mistura de esporos de FMA (Rhizophagus
clarus, Claroideoglomus etunicatum, Gigaspora albida) e Bradyrhizobium sp. As medidas de
crescimento e os indices de diversidade foram submetidos a ANOVA e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (p <0,05). O DNA rizosférico foi avaliado por
sequenciamento de amplicons (Illumina) e a anélise de correspondéncia candnica (CCA) foi
realizada usando caracteristicas fisico-quimicas do substrato. Apods 90 dias de crescimento, as
mudas submetidas ao T1 e T2 nao sobreviveram e as submetidas aos T4 e TS foram os que
apresentaram os maiores indices de crescimento. Houve diferen¢a na nodulacdo, na qual T3
foram observados 122 nddulos, em T4 18 nodulos e T5 5 nddulos, enquanto em T6 nenhum
nddulo foi observado. Apos 180 dias de cultivo a matéria fresca e seca da parte aérea e
nodulacdo de mudas em T3, T4 e TS5 foram maiores que em T6. O CCA revelou que a
comunidade de fungos (ITS) e bactérias e archaea (16S) estavam fortemente correlacionadas
ao pH, ao CTC e a condutividade elétrica dos substratos. A riqueza dos fungos foi (T3 e T4) >
(T5 e T6) e a diversidade em (T3, T4 e TS) > (T6), enquanto a riqueza e a diversidade de
Bactérias e Archaea foram (T3, T4 e T5) > (T6). Os resultados revelaram as importantes
implicagdes das caracteristicas fisico-quimicas dos substratos de vinhatico e sua associagao

com a microbiota. Conclui-se que vinhatico apresenta plant-soil feedback positivo, uma vez
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que o solo de uma planta adulta de vinhatico adicionado ao substrato comercial associado
com microrganismo, tais como FMA e rizobio garantem sua sobrevivéncia e crescimento.
Palavras-chave: Plathymenia reticulata Bentham, Bradyrhizobium, simbiose, solo

rizosférico.

Introduciao

O vinhatico (Plathymenia reticulata Bentahm), sinébnimo de P. foliolosa Bentham,
pertence a familia Fabaceae e tem ampla ocorréncia na Mata Atlantica e no Cerrado (Lacerda
et al., 2001; Lacerda et al., 2002; Warnick & Lewis, 2003). A planta tem grande potencial
econdmico devido a madeira de qualidade e longa durabilidade (Lorenzi, 1992). Além de
valor ambiental, sendo recomendada para a recuperacdo de areas degradadas e implantagdo
em sistemas agroflorestais (SAF), uma vez que ¢ caducifdlia e se desenvolve bem a pleno sol
(EMBRAPA, 1994; UNESCO, 2000), possuindo caracteristicas desejaveis para uso em
programas de reflorestamento e arborizacdo urbana.

Entretanto, a produgdo de mudas de vinhatico ¢ comprometida pela baixa
sobrevivéncia em condigdes de viveiro, associada a auséncia de informagdes especificas para
a producdo de mudas dessa espécie e problemas que podem se relacionar as caracteristicas
fisico-quimica dos substratos de cultivo, como pH, disponibilidade de nutrientes (p.ex. de
Freitas et al., 2017a) e auséncia de simbiontes (capitulo 1). Os substratos de cultivo,
sobretudo os comerciais, sdo produzidos para fornecer condigdes fisico-quimicas favoraveis
ao crescimento inicial de plantas, a exemplo de niveis adequados de &gua, oxigénio,
porosidade e suporte (Cunha et al., 2006; Vence, 2008). Além de questdes logisticas
relacionadas ao transporte, facilidade na manipulagdo, baixo custo (Fernandes et al., 2006),
juntamente com questdes fitossanitarias como a auséncia de patdgenos, pragas e plantas
daninhas (Xavier et al., 2009; Pagliarini et al., 2012). Essas caracteristicas implicam, também,
na auséncia de microrganismo benéficos, a exemplo de fungos micorrizicos arbusculares
(FMA), rizobios e grupos funcionais capazes de promover o crescimento de plantas nos
substratos de cultivos.

O solo ¢ uma matriz dindmica que funciona como reservatorio de biodiversidade e
possibilita interacdes entre plantas e microrganismo (Nielsen et al., 2015). Em condigdes
naturais plantas se associam com microrganismo e formam um holobionte ou metaorganismo
(van Breemen &Finzi, 1998; Vandenkoorhuyse et al., 2015), por isso algumas plantas

crescem melhor em solo obtido nas proximidades de uma planta adulta da mesma espécie que
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em outros tipos de substrato. O modelo plant-soil feedback ganha espaco para explicar
interferéncias positivas, quando o solo sob influéncia de determinada planta, favorece o
crescimento de plantulas da mesma espécie (van der Putten et al., 2013; Revillini et al.;
2016). Assim, o solo pode ser considerado como parte do fenotipo estendido de uma planta
(van Breemen & Finzi, 1998) e deve ser utilizado como fonte de indculo de microrganismo
benéficos.

Para recompor parte da microbiota benéfica naturalmente presente no solo, a
inoculagdo com microrganismo simbiontes, a exemplo de fungos micorrizicos arbusculares
(FMA) e rizébios pode ser vidvel para direcionar o microbioma e promover maior
sobrevivéncia e crescimento de plantas (Revillini et al.; 2016; Das et al., 2017; Garcia-Parisi
et al., 2017). Os FMA sao biotroficos obrigatorios € ocorrem naturalmente nos solos
associados a mais de 70 % das plantas terrestres (Parniske, 2008; Brundrett, 2009) e
aumentam a absor¢cdo de agua e nutrientes inorganicos devido as hifas externas que
funcionam como extensdes do sistema radicular das plantas (Smith & Read, 2008). Deste
modo, os FMA possibilitam maior crescimento, estado nutricional e tolerancia ao estresse
biotico e abidtico de plantas (Wu et al., 2008; Dias et al., 2012; Moreira et al., 2016),
favorecendo seu estabelecimento quando transplantadas para o campo. Os rizobios se
associam a leguminosas (Graham & Vance, 2003; Olivares et al., 2013), pois além de fixar
nitrogénio atmosférico, favorece a sobrevivéncia e o crescimento de plantas de interesse
agricola ou florestal (Fonseca et al., 2010, Yusif ef al., 2016) e juntos com os FMA podem
formar simbiose tripartite com algumas plantas (Ossler et al., 2015; Omirou et al., 2016),
maximizando os beneficios.

Ha evidéncias da existéncia de PSF positivo e maior sobrevivéncia e crescimento de
vinhatico com a inoculagdo com FMA (capitulo 1). Entretanto, pouco ¢ conhecido sobre a
adicao de solo como fonte de in6culo em outros substratos de cultivo para garantir um plant-
soil feedback positivo e aumentar o crescimento de plantas por meio da nodulacao,
coloniza¢do micorrizica e atividade de microrganismo benéficos. Diante disso, o objetivo do
presente estudo foi avaliar o crescimento das mudas de vinhatico inoculadas com FMA e
rizobio em diferentes concentracdes de substrato comercial e solo de uma planta adulta da

mesma espécie em diferentes proporgdes.
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Material e métodos
Obtencio de sementes e substratos

As sementes de vinhatico foram obtidas com a SIF (Sociedade de Investigacdes
Florestais) e desinfestadas superficialmente com etanol a 70 % por 30 s e hipoclorito de sodio
(2,5 %, v:v) por 10 min, com lavagens sucessivas em agua esterilizada, em condi¢des
assépticas. As sementes foram transferidas para placas de Petri com papel filtro umedecido
com agua destilada e esterilizada, posteriormente incubadas por sete dias a temperatura
ambiente e quando pré-geminadas foram selecionadas e dispostas nos vasos de cultivo.

O solo proveniente de uma planta adulta de vinhatico (SOLO) foi obtido no municipio
de Vigosa-MG, na localidade de Duas Barras (S 20° 39’ 9257, W 42° 59’ 549”, 563 m de
altitude, fragmento de mata), nas proximidades (raio de 2 m) de uma planta adulta, na camada
de 0-20 cm de profundidade, em pontos distribuidos aleatoriamente para obtengdo de uma
amostra composta. As amostras de solos foram peneiradas em campo, homogeneizadas e
armazenadas. O substrato comercial (SUB — Tropstrato Florestal, Vidaverde®) utilizado foi a

base de casca de pinus e vermiculita expandida, acrescida de macro e micronutrientes.

Obtencio de inoculantes de FMA e rizobio

Os isolados de fungos micorrizicos arbusculares, Claroideoglomus etunicatum
RIN101A (= Glomus etunicatum), Rhizophagus clarus RIN102A (= Glomus clarum) e
Gigaspora albida PRN201A foram obtidos da Colecdo Internacional de Cultura de
Glomeromycota (CICG, www.furb.br/cicg) da Universidade Regional de Blumenau (FURB),
Santa Catarina, Brasil. Os isolados foram multiplicados em solo:areia: (1:1, v:v:) cultivados
com braquidria (Urochloa brizantha Hochst Stapf).

O isolamento de Bradyrhizobium sp. foi a partir de nddulos de plantas de vinhatico,
crescendo em viveiro do IEF (Instituto Estadual de Florestas, Minas Gerais, Brasil). Os
nodulos foram desinfestados superficialmente em etanol a 70 % por 30 s, seguido por imersao
em hipoclorito de sédio a 2 % por 10 min e lavagens sucessivas em agua destilada e
esterilizada. Os nodulos foram pressionados com uma pinga sobre a placa de Petri com meio
de cultura YMA com vermelho Congo (Vincent, 1970), pH 6,9, incubadas a 25 °C, seguido
por repicagem para obtencdo de colonias isoladas. As col6nias foram repicadas apds a
confirmagdo da pureza e preservadas a -80 °C em meio NBY (Schaad, 1998). O isolado teve o
DNA extraido com o kit Nucleo Spin® Soil (Macherey-Nagel), a partir de células cultivadas

em trés dias em meio de cultivo YMA. Para a amplificagdo parcial do gene 16S rRNA, foram
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utilizados 0s pares de oligonucleotideos iniciadores (primers) 27F
(AGAGTTTGACCTGGCTCAG) e 1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT) (Lane, 1991). O
resultado do sequenciamento foi avaliado por comparagdo a sequéncias depositadas no

GenBank (NCBI) por meio da ferramenta Blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Desenho experimental e inoculacio

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo em um delineamento inteiramente
casualizado e dividido em duas avaliagdes, a primeira com 90 dias e 10 repeti¢des e a segunda
com 180 dias e cinco repeti¢des. Os tratamentos consistiram em diferentes propor¢des de
substrato comercial (SUB) e solo de uma planta adulta da mesma espécie (SOLO) (v:v): (T1)
SUB 100 % (T2) SUB mais extrato de SOLO, (T3) 2/3 de SUB e 1/3 de SOLO, (T4) 1/2 de
SUB e 1/2 de SOLO, (T5) 1/3 de SUB e 2/3 de SOLO, e (T6) 100 % de SOLO. Todos os
tratamentos foram inoculados com uma mistura de FMA (C. etunicatum, R. claru ¢ G.
albida). As sementes previamente germinadas foram embebidas em meio YM com rizobio
por 10 min e, em seguida, transplantadas para vasos plasticos com capacidade de um litro. As
plantas foram transferidas para o substrato de cultivo juntamente com os inéculos de FMA.

Para recompor parte da microbiota indigena foram adicionados 90 mL do SOLO em
cada vaso do tratamento T2, obtida pela mistura de SOLO e dgua na proporcdo 1:2,5 (v:v),
seguido por agitacdo em Shaker a 180 rpm por 30 min e filtragem rapida em papel filtro faixa
preta (0,20 mm).

As mudas foram irrigadas, conforme a necessidade, tentando manter a umidade
proxima a capacidade de campo e 50 mL de solugdo com macro e micronutrientes foram

aplicadas a cada vaso, a cada 15 dias (Clark, 1975).

Medidas de crescimento, teor de nutrientes e nodulaciao

Foram avaliadas a percentagem de sobrevivéncia, nimero de folhas (NF), diametro do
caule (D) a 1,5 cm do solo, altura (H), matéria fresca (MFPA) e seca (MSPA) da parte aérea e
matéria fresca (MFRA) e seca (MSRA) da raiz, nimero de ndédulos (NN), matéria seca dos
nddulos (MSN). A MSPA e MSRA foram determinadas apos secagem até massa constante a
70 °C em estufa com ventilacdo forcada. Posteriormente, todo o conteudo da MSPA foi
processado em moinho Willey com peneira de 40 mesh de malha e submetido a digestao

nitroperclorica (Johnson & Ulrich, 1959), para determinacdo das concentragdes dos nutrientes
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K, Ca, Mg e S, por Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente acoplado
(Optima 8300 ICP-OES Spectrometer, PerkinElmer). O teor de N na parte aérea foi
determinado pelo método Kjeldahl (Embrapa, 1999) e o de P, colorimetricamente, pelo

método da vitamina C, modificado por Braga & Defelipo (1974).

Caracterizacao fisico-quimica dos substratos de cultivo

Os substratos de cultivo foram caracterizados, conforme a Instru¢do Normativa n°® 17
da Secretaria de Defesa Agropecuaria do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), brasileiro (Brasil, 2008). As amostras em sua totalidade passaram pela peneira de
malha de 19 x 19 mm (ASTM %4”). Foi determinada a densidade volumétrica, a capacidade de
retencao de agua, o pH, a condutividade elétrica e a capacidade de troca catidnica.

A densidade foi determinada pelo método de autocompactagdo em proveta plastica de
500 mL, fazendo-se a determinagdo da umidade atual, previamente, com uma aliquota de 100
g da amostra levada a estufa (65 °C) até massa constante. O calculo da compacta¢ao da massa

do substrato foi efetuado conforme a formula:

(100 — U atual)
100

Sendo, D seca = densidade volumétrica da amostra seca (kg m™), D umida =

D seca = D imida *

densidade volumétrica da amostra imida (kg m™) e U atual = umidade atual da amostra (%).

A capacidade de retencdo de agua (CRA) foi realizada apos preenchimento dos anéis,
com 100 mm de didmetro € 50 mm de altura, conforme a densidade seca de cada amostra,
seguido por saturacao dos cilindros por 24 h e colocagdo dos anéis em mesa de tensdo a 0,01
kPa por 48 h. A massa das amostras foi avaliada apos a retirada da mesa e secas em estufa a
65 °C por 48 h, utilizando-se a seguinte equagao:

[(massa 1 (g) —massa 2 (g)) * 100]
volume do anel (cm3)

CRA 10 (%g) .

O pH e a condutividade elétrica foram determinado em dgua a 25 °C na razao 1:5, v:v,
apos agitacdo a 40 rpm durante 1 h. O pH foi medido em pHmetro e a condutividade elétrica
foi realizada apos filtragem em papel filtro faixa branca, utilizando-se condutivimetro.

A determinagdo da capacidade de troca catidnica (CTC) foi baseada na ocupagdo dos
sitios de troca dos substratos pelos ions hidrogénio provenientes da solucdo de acido
cloridrico HCI (0,5 mol/L), que foram deslocados com a solugdo de acetato de célcio a pH 7.

Para evitar as perdas dos materiais organicos soluveis durante a lavagem foi utilizado carvao
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ativado. A titulacdo foi realizada com NaOH (0,1 mol/L) e fenolftaleina 1 %. Sendo a CTC
calculada pela formula:

mmol
kg

CTC ( ) = {[(Va —Vb)x CNaOH (mTol)] * 1000}m (9)

Va = volumes, em mL, de solugdo de NaOH 0,1 mol/L gastos nas titulagdes das
solucdes das amostras; Vb = volumes, em mL, de solugdo de NaOH 0,1 mol/L gastos nas
titulagdes das solugdes das amostras das provas em branco; m = massa em gramas da amostra

de substrato.

Avaliacio do perfil da comunidade de Fungos, Bactérias e Archaeas nos substratos de
cultivo de vinhatico

O perfil da comunidade microbiana dos substratos de cultivo foi avaliado pela técnica
de sequenciamento de amplicon. Uma amostra composta dos substratos foi obtida da rizosfera
de quatro repetigoes, apos 180 dias de cultivo, para cada um dos quatro tratamentos (T3, T4,
T5 e T6), os quais apresentaram plantas sobreviventes, totalizando 16 unidades amostrais. O
DNA total das amostras foi extraido com o kit Nucleo Spin® Soil (Macherey-Nagel) de
acordo com as recomendacdes do fabricante. As amostras de DNA foram encaminhadas para
o sequenciamento de amplicon das regides 16S e ITS1 do rDNA de Bactérias/Archaeas e
Fungos, respectivamente, por meio da plataforma Illumina® MiSeq (Illumina Inc.) (Bactéria e
Archaeca = MiSeq 151X151 Cycle Run e Fungos = MiSeq 250X250 Cycle Run). As
sequéncias obtidas foram analisadas pelo programa Quantitative Insights Into Microbial
Ecology Software (QIIME v.1.8.0), utilizando os pardmetros do protocolo desenvolvido pelo
Brazilian Microbiome Project (BMP) para as regides 16S e ITSI. As sequéncias com
similaridade maior que 97 % foram agrupadas em Unidades Taxondmicas Operacionais
(OTU) e a taxonomia foi atribuida as OTU, utilizando o UNITE e o Silva como bancos de
dados de referéncia.

Foi realizada Analise de Coordenadas Principais (PCoA) baseada nas matrizes de
dissimilaridade entre os tratamentos (Matriz de Bray-Curtis) para avaliar diferengas na
composi¢do entre os quatro tratamentos. A andlise de correspondéncia canonica (CCA) foi
realizada considerando as OTU e as caracteristicas fisico-quimicas dos tratamentos. Os
heatmap foram elaborados para auxiliar no entendimento das diferencas e semelhangas na

composicao dos tdxons mais abundantes em cada tratamento.
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Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a andlises de variancia (ANOVA) com a de 5% de
probabilidade e as médias foram comparadas pelo teste Tukey (p < 0,05) utilizando o
software R. Os dados relacionados a colonizacdo micorrizica foram previamente
normalizados via arcsenV(x/100) para realizacio da ANOVA. Para descrever os indices de
diversidade (Riqueza, Chaol, Shannon e Equitabilidade) foi utilizado o pacote Biodiversity
do R e a PCoA, CCA e Heatmap foram realizadas com o pacote Vegan (Oksanen et al.,

2015).

Resultados
Sobrevivéncia, crescimento, teor de nutrientes e nodulacao

As plantas cultivadas em substrato comercial puro (T1) ou acrescido de extrato de
SOLO (T2) ndo sobreviveram até¢ os 90 dias de cultivo, enquanto plantas cultivadas em T3,
T4 e T6 apresentaram 90 % de sobrevivéncia e, TS 100 %. Nos tratamentos T4 ¢ T5 foram
constatados maiores indices de crescimento em NF, H, D, MFPA, MFRA (Tabela 1).
Constatou-se diferenga entre os tratamentos na média de nddulos, sendo que plantas
cultivadas em T3 foram observados 122 nodulos, em T4 18 nddulos e em T5 5 noddulos,

enquanto em plantas cultivadas T6 nenhum nddulo foi observado (Tabela 1).

Tabela 1: Medidas de crescimento de vinhatico ap6s 90 dias de cultivo em casa de vegetagdo em
substratos com diferentes composic¢odes: (T3) 2/3 do substrato comercial (SUB) e 1/3 do solo de uma
planta adulta da mesma espécie (SOLO), (T4) 1/2 (SUB) e 1/2 do SOLO, (T5) 1/3 SUB e 2/3 do
SOLO, e (T6) 100% SOLO.

Medidas de crescimento e nodulacao*

T3 T4 T5 T6

NF 9,400 b 11,700 a 11,700 a 9,111 ¢
H (cm) 21,570 b 26,240 a 28,850 a 17,767 b
D (mm) 3,023b 3,551a 3,981 a 2,268 ¢
MFPA (g) 3,832b 5,780a 6,709 a 2,365b
MFRA (g) 0,798 b 1,999 a 1,926 a 0,596 b
MSPA (g) 1,428 ¢ 2,182b 2,719a 0,957d
MSRA (g) 0,496 b 1116a 1212a 0,460 b
NN 121,556 a 13,400 b 5,300 b 0,000 b
MSN (g) 0,209 a 0,014 b 0,007 b 0,000 b

*NF= ntimero de folhas; D = diametro do caule; H = altura da planta; MFPA = matéria fresca da parte aérea; MSPA = matéria seca da
parte aérea; MFRA =matéria fresca da raiz; MSRA = matéria seca da raiz; NN= numero de nodulos e MSN = matéria seca dos nddulos.
Médias seguidas pela mesma letra mintiscula nas mesmas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
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A avaliagdo do teor de nutrientes nos tecidos vegetais apds 90 dias de cultivo
demonstrou que T4 e T5 apresentaram diferencas apenas no contetido de K e Ca (Tabela 02).
O maior acimulo de N e Mn ocorreu em T6, enquanto o maior acimulo de P, Mg e S foi em
T3 (Tabela 02). Nao houve diferenga para Zn e Fe e o conteudo de Cu foi menor em T5

comparado a T3 (Tabela 02).

Tabela 2: Teor de nutrientes na parte aérea de vinhatico apds 180 dias de cultivo em casa de
vegetacdo em substratos com diferentes composicdes: (T3) 2/3 do substrato comercial (SUB) e 1/3 do
solo de uma planta adulta da mesma espécie (SOLO), (T4) 1/2 (SUB) e 1/2 do SOLO, (T5) 1/3 SUB ¢
2/3 do SOLO, e (T6) 100% SOLO.

. . Substrato
Nutrientes Unidade T3 T4 T Te

N dag/kg 1,95 B 1,35 C 1,45 C 3,02 A
P dag/kg 0,72 A 0,37 B 0,24 B 0,07 C
K dag/kg 1,35 A 1,18 B 1,00 C 1,02 C
Ca dag/kg 1,19 A 0,78 B 0,61 C 0,42 D
Mg dag/kg 0,31 A 0,25 B 0,21 B 0,12 C
S dag/kg 0,35 A 0,26AB 0,22BC 0,15 C
Zn dag/kg 12,50 A 13,75 A 12,75 A 15,75 A
Fe dag/kg 115,00 A 87,50 A 112,00 A 11225 A
Mn dag/kg 100,50 B 125,25 B 138,50 B 365,25 A
Cu dag/kg 14,00 A 8,00AB 5,50 B 10,50AB

Meédias seguidas pela mesma letra minuscula nas mesmas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Apds 180 dias de cultivo em casa de vegetacdo as plantas ndo apresentaram diferenga
em numero de folhas (NL) e matéria seca da raiz (MSRA); sendo a altura (H) maior para os
tratamentos T4 e TS comparado a T3 e T6; o diametro (D), a matéria fresca (MFPA) e seca
(MSPA) da parte aérea foi maior em T3, T4 e TS comparado a T6, porém a matéria fresca da
raiz (MFRA) foi maior em T6 que em T3 (Tabela 3). A nodulagdo (NN) em T3 (301), T4
(393), T5(388) foi maior que em T6 (3,4) (Tabela 3).

Tabela 3: Medidas de crescimento de vinhatico ap6s 180 dias de cultivo em substratos com
diferentes composi¢des: (T3) 2/3 do substrato comercial (SUB) e 1/3 do solo de uma planta adulta da
mesma espécie (SOLO), (T4) 1/2 (SUB) e 1/2 do SOLO, (T5) 1/3 SUB e 2/3 do SOLO, e (T6) 100%
SOLO.

Medidas de crescimento e nodulagao

T3 T4 T5 T6
NF 16,250 a 12,800 a 17000a 13,800 a
H (cm) 51,475 ab 52,850 a 53,300a  42,520b
D (mm) 6,835 ab 7,022 a 7452 a 5,860 b
MFPA (g) 19,820 a 17.781a 17.771a___11,318b
MFRA (g) 3,986 b 5,102 ab 5,053 ab 6,184 a
MSPA (g) 8,544 a 8,168a  8.41780a 49770
MSRA (g) 2,518a 3,016a 3,188a 3,016a
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NN 300,750 a 392,750 a 387,800 a 3,400 b
DMN (g) 1,641 a 1,269 b 1,134 b 0,010 ¢

*NF= ntmero de folhas; D = didmetro do caule; H = altura da planta; MFPA = matéria fresca da parte aérea; MSPA = matéria seca da
parte aérea; MFRA =matéria fresca da raiz; MSRA = matéria seca da raiz; NN= nimero de nddulos e MSN = matéria seca dos nodulos.
Médias seguidas pela mesma letra mintiscula nas mesmas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Caracterizacio fisico-quimica dos substratos de cultivo

Os tratamentos substrato comercial (T1) e substrato comercial acrescido de extrato
de solo (T2) ndo apresentaram diferencas para nenhuma das caracteristicas avaliadas. A
densidade volumétrica ndo diferiu entre T4 (0,784) e T5 (0,878), a CRA foi igual para todos
os tratamentos, o pH nao diferiu entre TS5 (5,016) e T6 (5,123), a condutividade elétrica e a
CTC foram menores em T6 (0,180; 17,53, respectivamente) e maiores para T3, T4 ¢ TS5 que

correspondem as proporg¢des de solo e substrato comercial (Tabela 4).

Tabela 4: Caracterizacdo fisico-quimica dos substratos de cultivo de vinhatico, sendo
substrato comercial (SUB) e solo de uma planta adulta da mesma (SOLO) e (T1) 100 % de
SUB, (T2) SUB acrescido de extrato de SOLO, (T3) 2/3 de SUB e 1/3 de SOLO, (T4) 1/2 de
SUB e 1/2 de SOLO, (T5) 1/3 de SUB e 2/3 de SOLO, e (T6) 100% SOLO.

Caracterizacao fisico-

quimica T1 T2 T3 T4 T5 T6

Densidade Volumétrica 0,426 d 0,443d 0,668 ¢ 0,784 b 0,878 b 1,027 a
(g/em’)

Capacidade de retencao de

szun (CRA) % (m/m) 53,871 a 54,786a 558502  53,998a  53,156a  51,664a
pH 5813a 57702 5,533b 5343 ¢ 5016d 5123d
gl‘éidgféﬁldade clétrica 0,773 a 0,748a  0,379b 0,368 b 0,355 b 0,180 ¢
CTC mmol dm? 58,65 a 58,09 a 33,87b 33,02b 24,70 be 17,53 ¢

Médias seguidas pela mesma letra mintiscula nas mesmas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Perfil da comunidade de Fungos, Bactérias e Archaeas nos substratos de cultivo de
vinhatico

A Analise de Coordenadas Principais (PCoA) demonstrou que a comunidade fungica
formou dois agrupamentos, o primeiro composto das proporgdes de solo e substrato comercial
(T3, T4 e T5) e o segundo por 100 % de solo (T6), com distribuicdo mais dispersa dos pontos
(Figura 1 a). A comunidade bacteriana e de archaea apresentou o grupo T3 isolado, T4 e TS

com sobreposicao e T6 um grupo separado (Figura 1 b).
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Figura 1: Diagrama de ordenacdo produzido pela Analise de Coordenadas Principais (PCoA) (a)
regido ITS, (b) regido 16S, sendo substrato comercial (SUB) e solo de uma planta adulta da mesma
espécie (SOLO). As amostras estdo representadas por circulos, com as seguintes identificagdes, azul =
(T3) 2/3 de SUB ¢ 1/3 de SOLO, amarelo = (T4) 1/2 de SUB ¢ 1/2 de SOLO, vermelho = (T5) 1/3 de
SUB e 2/3 de SOLO, e verde = (T6) 100 % de SOLO.

A analise de correspondéncia candnica (CCA) para a comunidade fingica (Figura 2 a)
permitiu correlacionar os parametros fisico-quimicos apresentados na Tabela 4, demonstrando
que o gradiente de pH, condutividade elétrica e CTC crescendo em direcdo as proporgdes de
solo e substrato (T3, T4 e T5), o eixo 1 da CCA explica cerca de 87 % da variabilidade. A
CCA para bactéria e archaea (Figura 2 b) evidenciou um padrdo similar ao encontrado para
fungo, com a CTC e condutividade elétrica influenciando fortemente a composi¢do da

comunidade de T3 e o eixo 1 explicando 73 % da variabilidade.
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Figura 2: Diagrama de ordenacdo produzido pela Analise de Correspondéncia Candnica
(CCA), (a) regido ITS, (b) regido 16S, sendo substrato comercial (SUB) e solo de uma planta
adulta da mesma espécie (SOLO). As amostras estdo representadas por circulos, com as
seguintes identificac¢des, azul = (T3) 2/3 de SUB e 1/3 de SOLO, amarelo = (T4) 1/2 de SUB ¢
1/2 de SOLO, vermelho = (T5) 1/3 de SUB ¢ 2/3 de SOLO, e verde = (T6) 100 % de SOLO.
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Quanto aos indices de riqueza (Riqueza e Chaol) para a regido ITS, T3 e T4 foram
similares e apresentaram maior valor, enquanto para o indice de diversidade (Shannon) T6
apresentou maior valor, diferindo de T3, T4 e T5. Para 16S o T6 apresentou menor riqueza e

diversidade que os demais tratamentos (Tabela 4).

Tabela 4: Indices de diversidade de amplicons para ITS e 16S da rizosfera de vinhatico,
sendo substrato comercial (SUB) e solo de uma planta adulta da mesma espécie (SOLO),
azul = (T3) 2/3 de SUB ¢ 1/3 de SOLO, amarelo = (T4) 1/2 de SUB ¢ 1/2 de SOLO,
vermelho = (T5) 1/3 de SUB ¢ 2/3 de SOLO, e verde = (T6) 100 % de SOLO. A regido
ITS corresponde ao sequenciamento para fungos e regido 16S para bactérias e archaeas.

ITS
Substrato Cobertura Riqueza Chaol  Shannon Equitabilidade
T3 0,99 205,25 A 552 A 331B 043 B
T4 0.99 194.75 A 555A 2.87B 0.37B
T5 0,99 150,00 B 529B 2,82 B 0,39B
T6 1,00 154,50 B 5,15B 5,03 A 0,69 A
16S
Substrato Cobertura Riqueza Chaol  Shannon Equitabilidade
T3 0,97 1205 A 1585 A 8,15A 0,43 B
T4 0,97 1240 A 1595 A 8,30 A 0,37B
T5 0,97 1322 A 1682 A 8,60 A 0,39B
T6 0,98 865,75 B 1081 B 7,55B 0,69 A

Médias seguidas pela mesma letra maitiscula nas mesmas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade.

O Heatmap demonstrou que o tratamento 100 % de solo (T6) apresentou abundancia
de varios grupos de fungos com potencial endofitico a exemplo de Sebacinales, Penicillium,
Aspergillus, Trichoderma, Umbelopsis. O género Scedosporium foi abundante nas proporc¢des
de substrato comercial e solo (T3, T4 e T5), assim como Penicillium e Agaromycetes. O
tratamento 100 % de solo (T6) apresentou abundéancia de varios grupos de bactéria nao
identificados e grupos endofiticos como Solirubrobacter e acidofilas como Acidothermus,

Acidibacter e Candidatus Koribacter.
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Figura 3: Heatmap e agrupamento (Matriz de Bray-Curtis), representando os taxons mais abundantes
nos substratos de cultivo de vinhatico, sendo (a) regido ITS para fungos e (b) regido 16S para bactérias
e archaeas. O (T3) 2/3 do substrato comercial (SUB) e 1/3 do solo de uma planta adulta da mesma
espécie (SOLO), (T4) 1/2 (SUB) e 1/2 do SOLO, (T5) 1/3 SUB e 2/3 do SOLO, e (T6) 100% SOLO.

Discussiao

O extrato de SOLO pode ser uma fonte importante de microrganismo benéficos
(capitulo 5), entretanto, as condigdes fisico-quimicas e biologicas do proprio substrato nao
favoreceram a microbiota simbiotica de vinhdtico (capitulo 1). Nesse caso, uma estratégia
seria 0 uso de subsolo amplamente utilizada por viveiristas (de Freitas et al., 2017b), em
propor¢des com substrato comercial, acrescido do extrato de SOLO como fonte de in6culo. A
sobrevivéncia igual ou superior a 90 % dos demais tratamentos € o maior crescimento em T4
e T5 aos 90 dias de cultivo parece estar relacionada ndo apenas as condigdes Otimas de
crescimento para as plantas, como pH, matéria organica e porosidade, mas do efeito destas
condi¢cdes sobre a comunidade microbiana, conforme observado pelas diferencas na
nodulagdo. Sabe-se que a sobrevivéncia e crescimento de plantas sdo afetados pela
disponibilidade de nutrientes e microbiota associada (De Deyn et al., 2004; van der Putten et
al., 2013; Baxendale et al., 2014; Revillini et al., 2016), uma vez que estes tem efeitos
importantes na fisiologia, resisténcia a doencas e liberacao de nutrientes.

Apos 180 dias de cultivo, esperava-se que os tratamentos mantivessem O mesmo
padrdo (T4 = TS5 > T3 e T6), entretanto, o T3 apresentou medidas de crescimento semelhante
a T4 e T5. Os vasos tinham capacidade de um litro, isto pode ter limitado o crescimento das

plantas em T4 e T3, além disso, mudangas sucessionais na microbiota pode ter favorecido T3.
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De qualquer modo, 100 % de solo (T6) ndo favoreceu o crescimento (H, D, MFPA e MSPA)
nem a nodulacao das plantas quando comparado as proporgdes de solo e substrato (T3, T4 e
T5). Esses resultados sugerem que mudangas nas caracteristicas fisico-quimicas dos
substratos de cultivo promovem melhorias como aeragdo, estimula a microbiota ¢ a
nodulagdo, talvez porque o aumento da heterogeneidade modula a resposta da planta na busca
por nutrientes (Gleason, 1939; Hodge, 2004; Wubs & Bezemer, 2016). Essa questdo tem
implicagdes no modelo plant-soil feedback, devido a distribuicdo de nutrientes no solo e
estratégias simbidticas para alocagdo de recursos.

E preciso reconhecer que a maior nodulagio nem sempre implica em aumento da
fixagdo biologica de nitrogénio (Angus et al., 2013; Araujo et al., 2017) ou aumento do
crescimento de plantas. Além disso, os rizobios interagem com outros microrganismo que
podem ou ndo estimular a formagdo de nodulos e o crescimento das plantas (Zahir et al.,
2011; Lahrouni et al., 2012). Estratégias relacionadas a mudangas no proprio substrato de
cultivo podem ter efeitos positivos maiores que estratégias de adubagdo apenas, quando as
plantas sdo inoculadas com microrganismo simbiontes como FMA e rizobio, podendo resultar
em aumento do crescimento. Em condigdes ideais para a simbiose, promovida pela adicao de
condicionadores de solo como biochar, ou frente a limitagao de nutrientes, rizobios e/ou FMA
podem maximizar a absor¢ao de nutrientes limitantes como N e P (Johnson et al., 2010; Yusif
et al., 2016), diminuindo a necessidade de agroquimicos por meio do estimulo de relagdes
simbioticas.

Os resultados para o teor de nutrientes da parte aérea podem indicar diferengas na
composi¢do da comunidade microbiana € como esta se associa a planta e disponibiliza
nutrientes. Por exemplo, T6 apresentou menor nodulagdo e menor crescimento, mas teve
maior teor de nitrogénio nos tecidos vegetais, o que pode indicar a presenc¢a de microrganismo
associativos capazes de fixar nitrogénio e disponibilizar para a planta (Boyd et al., 2015; Doty
et al., 2016). Por outro lado, os teores de P, K, Ca, Mg e S foi maior em T3 e diminuiu com o
aumento da propor¢do de solo, indicando que as caracteristicas fisico-quimicas do substrato, a
exemplo de maior CTC e pH pode ter favorecido a disponibilidade destes nutrientes. Existem
muitos trabalhos descrevendo o aumento da absor¢ao de nutrientes como P, N, K, S, Cu, Zn,
Ca, Fe e Mn (Karagiannidis et al., 2011; Rodriguez-Romero et al., 2011; Tong et al., 2013,
Xie et al., 2014, Moreira et al., 2015), em plantas inoculadas com FMA. Entretanto, pouco ¢
conhecido sobre os efeitos das alteragdes fisico-quimicas nos substratos de cultivo e como

isso implica em alteragdes na microbiota e, consequentemente, na sobrevivéncia e
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crescimento de plantas. Deste modo, torna-se importante avaliar como os fatores abiodticos
afetam as interagdes ¢ modifica a microbiota core associada a vinhatico (Agler ef al., 2016),
garantindo a produ¢ao de mudas de qualidade.

Embora o vinhatico possa responder negativamente ao aumento da satura¢do por base
(de Freitas et al., 2017b) e a mistura de solo com substrato comercial tenha elevado o pH, esse
parametro pode interagir sinérgica ou antagonicamente com outros fatores e favorecer o
crescimento da planta. Substratos mais aerados facilitam, por exemplo, a difusdo de volateis
que sao utilizados na comunicagdo das comunidades microbianas, podendo estimular
determinados grupos em detrimento de outros (Effmert et al., 2012; Schulz-Bohm et al.,
2017; van Agtmaal et al., 2018) e favorecer fitness de plantas que tem maior dependéncia por
sua microbiota associada, como acontece com vinhatico.

A PCoA e a CCA demonstraram que existe sobreposi¢do em termos da composi¢do da
comunidade fingica para as propor¢des de substrato comercial e solo de uma planta adulta da
mesma espécie (T3, T4 e TS) ou sobreposi¢do de T4 e TS5 para a comunidade de bactérias e
archaea, indicando que as misturas criam condi¢des para microrganismo distintos, devido a
alteracdes nas caracteristicas fisico-quimicas do substrato de cultivo. O pH foi o fator que
mais afetou a estrutura da comunidade de fungos (ITS) e bactérias e archaea (16S), sendo que
os solos do Cerrado e de Mata Atlantica nos quais vinhatico naturalmente ocorre s3o mais
acidos (Duarte et al., 2015; de Freitas et al., 2017b). O pH afetou a estrutura da comunidade,
sobretudo das comunidades bacterianas que sdo mais sensiveis a variagdes de pH quando
comparada as comunidades fungicas (Rousk et al., 2010; Wu et al., 2017), sendo este mais
alcalino nas propor¢des de substrato comercial (T3, T4 e T5) que em 100 % de solo (T6).
Estudos tém reportado que a diversidade de bactérias aumenta em solos com pH mais
préoximo do neutro e com baixo teor de aluminio disponivel (Lauber et al., 2009; He ef al.,
2012; Joa et al., 2014). Entretanto, a mortalidade das plantas em T1 e T2 € um indicativo que
existe um pH 6timo para vinhatico e sua microbiota associada.

Os grupos mais abundantes de bactéria (16S) diferiram do padrdo dos grupos mais
abundantes de fungos (ITS), uma vez que alguns grupos responderam ao gradiente fisico-
quimico formado pelas propor¢des de substrato comercial e solo, diminuindo a abundéncia
com o aumento da quantidade de solo, a exemplo de Pseudolabrys, ou aumentando a
abundancia em maior quantidade de solo, a exemplo de Bradyrhizobium, Candidatus
Koribacter, Candidatus xiphinematobacter, Acidibacter, as quais podem ser dominantes em

diversos tipos de solos (Joa et al., 2014; Tin et al., 2018; Wang et al., 2018). A abundancia de
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bactérias acidofilas como Acidothermus, Acidibacter e Candidatus Koribacter na rizosfera em
T6 pode ser uma estratégia adaptativa importante para vinhatico. Assim, o controle do pH
juntamente com outras caracteristicas fisico-quimicas dos substratos nao sdo questoes triviais
e devem ser utilizados como forma de manipular simbiontes e promover a sobrevivéncia,
crescimento, nodula¢do e teor de nutrientes de plantas dependentes de microrganismo

simbiontes.

Conclusoes

As proporgdes de substrato comercial e solo proveniente de uma planta adulta da
mesma espécie (T3, T4 e T5) aumentam o crescimento e a nodulagdo de mudas inoculadas
com fungos micorrizicos arbusculares e rizobios, bem como modifica a composicdo da

microbiota da rizosfera de vinhatico.
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Material Suplementar

Figura Suplementar 1: Padrdo de crescimento de vinhatico com 90 dias de cultivo, em diferentes
proporcdes de substrato comercial (SUB) e solo de uma planta adulta da mesma espécie (SOLO),
sendo (A) 100 % de SUB = T1; (B) SUB mais extrato de SOLO = T2; (C) 2/3 de SUB ¢ 1/3 de SOLO
=T3;(D) 1/2 de SUB e 1/2 de SOLO =T4; (E) 1/3 de SUB e 2/3 de SOLO; (F) 100 % de SOLO.

Figura Suplementar 2: Crescimento radicular
' ¢ formagdo de nodulos nas raizes de mudas de
vinhatico em diferentes de substrato comercial
(SUB) e solo de uma planta adulta da mesma
espécie (SOLO). (A) 2/3 de SUB e 1/3 de
SOLO. (B) /2 de SUB ¢ 1/2 de SOLO. (C) 1/3

de SUB e 2/3 de SOLO. D) 100 % de SOLO.
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CAPITULO 3: Fungos micorrizicos arbusculares aumentam o crescimento e melhoram
o aproveitamento de fosforo durante a producio de mudas de Plathymenia reticulata
Bentham

Resumo

Plathymenia reticulata Bentham, conhecida como vinhatico, ¢ uma espécie florestal que
possui grande potencial para produ¢ao de madeira e para uso em recuperacdo de areas
degradadas. Porém, ela possui baixa sobrevivéncia em condigdes de viveiro que pode estar
relacionada a auséncia de simbiontes nos substratos comerciais de cultivo. Os fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) favorecem a absor¢do de agua e nutrientes pela planta em
associacoes simbidticas com as raizes. O objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento de
mudas de vinhatico inoculadas com FMA em diferentes concentragdes de fosforo (P),
inoculadas ou ndo com FMA. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo em
delineamento inteiramente casualizado com desdobramento fatorial (2X5). As mudas foram
cultivadas sem ou inoculagdo de trés espécies de FMA (Rhizophagus clarus, Claroideoglomus
etunicatum e Gigaspora albida) e quatro doses de P (50, 150, 300 e 450 mg dm™ de solo) na
forma de fosfoto dibéasico de pdtassio (KH2PO4). As mudas sem ou com inoculagdo também
foram crescidas sem a adigdo fonte de P. Além disso, essas mudas foram inoculadas com
Bradyrhizobium sp. Aos 90 dias foram avaliadas o didmetro do caule, altura da planta, matéria
fresca e seca de parte aérea, matéria fresca e seca de raiz. As plantas inoculadas com FMA
apresentaram maior crescimento que as nao inoculadas para todas as caracteristicas
avaliadas.O crescimento méaximo foi observado entre 160 a 280 mg dm™ de P. Portanto, a
inoculagdo de FMA favorece o crescimento e o aproveitamento de P de mudas de vinhatico.

Palavras-chave: FMA, plant-soil feedback, Bradyrhizobium, simbiose tripartite, vinhatico.

Introducio

A Mata Atlantica e o Cerrado apresentam altos indices de endemismo e sdo
consideradas areas prioritarias para a conservacao (Myers et al., 2000), bem como apresentam
muitas espécies de plantas e microrganismo pobremente conhecidas. Entretanto, processos
histéricos de ocupagdo territorial tém levado a susbtituicdo de amplas areas nativas por
centros urbanos, culturas agricolas e pastagens, matéria prima para a industria madereira e
carvao para as siderurgicas (Vitousek et al., 1997, Brandon et al., 2005, Rockstrom et al.,
2009). Estes biomas foram reduzidos a menos de 12 % (Ribeiro et al., 2009) ¢ 45 %

(Machado et al., 2004), respectivamente, da sua area original, o que favorece a extingdo de
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espécies (Brooks et al., 2002; Ferreira et al., 2015) e a perda de servigo ecossistémicos. Para
reverter esse quadro, torna-se importante a recomposi¢ao de areas, sendo o plantio de mudas
um método amplamente utilizado (Duarte ef al., 2015; de Oliveira et al., 2017) por direcionar
o inicio do processo de revegetacao.

Algumas espécies florestais nativas, a exemplo de vinhdtico (Platymenia reticulata
Bentham) tém caracteristicas desejaveis para o reflorestamento e potencial para a recuperagao
de areas degradadas (EMBRAPA, 1994; Lacerda et al., 2001), bem como valor comercial
devido a durabilidade e qualidade da madeira (Lorenzi, 1992). O vinhatico ¢ uma espécie
pertencente a familia Fabaceae, Mimosoideae (sinonimo de P. foliolosa Bentham), ocorre na
Mata Atlantica e no Cerrado como ecoétipos distintos (Lacerda et al., 2002; Warwick & Lewis
2003), sendo uma planta decidua, secundaria inicial a climax (Carvalho, 2009). Contudo, tem
producao de mudas limitada, visto a baixa sobrevivéncia em viveiro, quando cultivadas em
substrato comercial. Esta limitacdo pode estar associada a auséncia de microrganismo
simbiontes nos substratos de cultivos (capitulo 1 e 2). A dependéncia simbidtica dessa espécie
pode ser uma estratégia adaptativa aos solos oligotroficos e acidos comuns em sua area de
ocorréncia natural (Pagano et al., 2009; Carvalho, 2009; de Freitas et al., 2017), o que
possibilita maior eficiéncia na absorcao e utilizagdo de nutrientes.

As informagdes sobre requerimentos nutricionais de espécies florestais nativas sdo
escassas, devido as exigéncias distintas, associada a grande varibilidade genética e ocupagao
de diferentes nichos ecologicos, podendo existir variagdes entre espécies pioneiras,
secundarias ou de climax. Assim, essas plantas podem responder de modo diferente a oferta
de nutrientes fornecidos pela fertilizagdo, promovendo o aumento ou decréscimo no
crescimento (Santos et al., 2008; Cruz et al., 2010; Dias et al., 2012). Os macronutrientes
como N, P e K sdo requeridos em grandes quantidades e normalmente sdo encontrados em
baixas concentra¢des na maioria dos solos brasileiros. Para vinhatico € conhecido que a planta
responde a adubacdo potassica (Duarte et al., 2015) e adubacdo fosfatada (Duarte et al.,
2015). Entretanto, ndo sdo reconhecidas informagdes sobre como as relagdes simbioticas
dessa espécie favorecem o crescimento e absor¢ao de nutrientes por meio de fertilizacao.

O vinhatico estabelece simbiose mutualista com fungos micorrizicos arbusculares
(FMA) e rizébio e apresenta plant-soil feedback positivo (capitulo 01 e 02). O solo de uma
planta adulta da mesma espécie, na perspectiva do plant-soil feedback positivo, pode
apresentar espécies de FMA e rizobio localmente adaptados (van der Putten et al., 2013;

Revillini et al., 2016) capazes de favorecer a sobrevivéncia, o crescimento € o melhor
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aproveitamento de nutrientes. A inoculagdo com FMA promove o crescimento de plantas,
diminui o tempo de formagao de mudas em viveiro, melhora o estado nutricional e aumenta o
estabelecimento de mudas em campo (Machineski ef al., 2009; Goetten et al., 2016; Moreira
et al., 2016). Plantas associadas aos FMA exploram maior volume de solo (Smith & Read,
2008), apresentam maior absor¢cdo de nutrientes, a exemplo de N e P (Parniske, 2008),
tolerancia ao estresse bidtico e abidtico (Wu et al., 2008; Sikes et al., 2009; Johnson et al.,
2010) e aumentam a densidade de bactérias na rizosfera ou micorrizosfera (Neeraj, 2011;
Revillini et al., 2016). Os FMA podem contribuir para maior nodulagao e crescimento de
leguminosas (Jesus et al., 2005; Dias et al., 2012), devido ao aumento na absor¢do de P, que ¢
um dos fatores indispensaveis para que haja fixagdo de N (Almeida et al., 2000; Scheublin et
al., 2004). Para vinhatico sao necessarios estudos que relacionem a produ¢do de mudas com a
fertilizacdo e suas relagdes simbioticas. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
crescimento de mudas de vinhatico a adubacdo fosfatada e a inoculagdio com FMA, quando

cultivadas em solo proveniente de uma planta adulta da mesma espécie.

Material e métodos
Sementes e substratos

As sementes de vinhatico foram obtidas com a SIF (Sociedade de Investigagdes
Florestais) e desinfestadas superficialmente com etanol a 70 % por 30 s e hipoclorito de sodio
(2,5 %, v:v) por 10 min, com lavagens sucessivas em agua esterilizada, em condicdes
assépticas. As sementes foram transferidas para placas de Petri contendo papel filtro
umedecido com agua destilada e esterilizada, posteriormente incubadas por sete dias a
temperatura ambiente e quando pré-geminadas foram selecionadas e dispostas nos vasos de
cultivo.

O solo proveniente de uma planta adulta de vinhético foi obtido no municipio de
Vicosa-MG, na localidade de Duas Barras (S 20° 39> 9257, W 42° 59’ 5497, 563 m de
altitude, fragmento de mata), nas proximidades (raio de 2 m) de uma planta adulta, na camada
de 0-20 cm de profundidade, em pontos distribuidos aleatoriamente para obteng¢do de uma
amostra composta. O solo foi peneirado em campo, homogeneizado e armazenado para

posterior caracterizagdo quimica e granulométrica (Tabela 1).
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Tabela 1: Caracteristicas quimicas e granulométricas do solo de uma planta adulta da mesma espécie
utilizado como substrato de cultivo.

pH P K SB CTC(T) CTC () m P-rem Classe textural
H,O mg dm’ cmol, dm™ % mg L!
425 3,9 53 0,73 12,93 2,31 68,4 223 Argilo-arenosa

Extratores utilizados: P, K = Extrator Mehlich 1; pH em agua, relagdo 1:2,5; SB= soma de bases trocaveis; CTC (T) =
Capacidade de Troca Cationica a pH; m = indice de saturagdo por aluminio.

Obtencio de inoculantes de FMA e rizobio

Os isolados de fungos micorrizicos arbusculares, Claroideoglomus etunicatum
RIN101A (= Glomus etunicatum), Rhizophagus clarus RIN102A (= Glomus clarum) e
Gigaspora albida PRN201A foram obtidos da Colecdo Internacional de Cultura de
Glomeromycota (CICG, www.furb.br/cicg) da Universidade Regional de Blumenau (FURB),
Santa Catarina, Brasil. Os isolados foram multiplicados em solo:areia (1:1, v:v) cultivados
com braquidria (Urochloa brizantha Hochst Stapf).

O isolado de Bradyrhizobium sp. foi obtido a partir de nddulos de uma planta de
vinhatico, crescendo em viveiro do IEF (Instituto Estadual de Florestas, Minas Gerais, Brasil).
O nodulo foi desinfestado superficialmente em etanol a 70 % por 30 s, seguido por imersdo
em hipoclorito de sédio a 2 % por 10 min e lavagens sucessivas em agua destilada e
esterilizada. O nddulo foi pressionado com uma pinga sobre a placa de Petri com meio de
cultura YMA com vermelho Congo (Vincent, 1970), pH 6,9, incubadas a 25 °C, seguido por
repicagem para obtengdo de colonias isoladas. A coldnia foi repicada apds a confirmacao da
pureza e preservadas a -80 °C em meio NBY (Schaad, 1998). O isolado teve o DNA extraido
com o kit Nucleo Spin® Soil (Macherey-Nagel), a partir de células cultivadas em trés dias em
meio de cultivo YMA. Para a amplificacao parcial do gene 16S rRNA, foram utilizados os
pares de oligonucleotideos iniciadores (primers) 27F (AGAGTTTGACCTGGCTCAQG) e
1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT) (Lane, 1991). O resultado do sequenciamento foi
comparado a sequéncias depositadas no GenBank (NCBI) por meio da ferramenta Blastn

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Desenho experimental e inoculaciao

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo em delineamento inteiramente
casualizado, com sete repetigdes e arranjo fatorial (5x2), sendo cinco doses de P (D1 =0, D2
=50, D3 = 150, D4 = 300 e D5 = 450 mg dm™ de solo), na forma de KH,POs4 via solugio,

inoculados ou ndo com uma mistura de FMA (Rhizophagus clarus, Claroideoglomus
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etunicatum, Gigaspora albida) e sete repeti¢des. As sementes previamente germinadas foram
embebidas em meio YM com Bradyrhizobium sp. por 10 minutos, em seguida transplantadas
para vasos plasticos de um litro de capacidade. As plantas foram transferidas para o substrato
de cultivo, que consistia no solo de uma planta adulta da mesma espécie, juntamente com os
inoculos de FMA.

As mudas foram irrigadas, conforme a necessidade, tentando manter a umidade
proxima a capacidade de campo e 50 mL de solugdo com macro e micronutrientes sem adi¢ao

de P foram aplicadas a cada vaso, a cada 15 dias (Clark, 1975).

Medida de crescimento, teor de nutrientes, dependéncia micorrizica e nodulacio

Ap0s o periodo de 90 dias foi avaliada a altura das plantas, diametro do caule (D) a 1,5
cm do solo, matéria fresca da parte aérea (MFPA) massa fresca da raiz (MFR), massa seca da
parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), numero de nddulos e a dependéncia
micorrizica. A MSPA e MSR foram determinadas apds secagem até peso constante a 70 °C
em estufa com ventilacao forcada. Posteriormente, todo o conteudo da MSPA foi processada
em moinho Willey com peneira de 40 mesh de malha e submetido a digestdo nitroperclorica
(Johnson & Ulrich, 1959), para determinacdo do teor dos nutrientes K, Ca, Mg e S, por
Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente acoplado (Optima 8300 ICP-
OES Spectrometer, PerkinElmer). O teor de N na parte aérea foi determinado pelo método
Kjeldahl (Embrapa, 1999) e o de P, colorimetricamente, pelo método da vitamina C,
modificado por Braga & Defelipo (1974).

A dependéncia micorrizica (DM) foi determinada utilizando a equagdo: (DM) =
{(massa seca total de plantas inoculadas — massa seca total de plantas ndo inoculadas)/massa
seca total de plantas inoculadas)} x 100 (Plenchette ef al., 1983). Os dados referentes a
dependéncia micorrizica foram considerados: > 75 % = dependéncia excessiva, 50-75 % =

dependéncia alta, 25-50 % = dependéncia moderada, < 25 % dependéncia baixa.

Resultados
Medidas de crescimento, teor de nutrientes, dependéncia micorrizica e nodulacido

As regressoes indicaram que as plantas inoculadas com FMA apresentaram maiores
valores com relagdo as plantas ndo inoculadas para todas as caracteristicas avaliadas com
pontos de méxima entre 160 a 280 mg dm> de P. As mudas inoculadas com FMA

apresentaram maior crescimento que as ndo inoculadas at¢é a D4 (300 mg dm?). Os
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incrementos variaram até D4 de 55 a 75 % em D, de 60 a 73 % em H, de 30 a 46 % em
MFPA, de 20 a 36 % em MFRA, de 24 a 39 % em MSPA e de 30 a 46 % em MSRA. Para a

dose mais alta testada (D5 = 450 mg dm™), houve equivaléncia ou mesmo redugdo de

crescimento para as mudas inoculadas com FMA (Figura 1).
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Figura 1: Resposta de mudas de vinhatico a doses de P (0, 50, 150, 300 e 450 mg dm™ de
solo), na forma de KH>PO, via solugdo, inoculados (tridngulo verde) ou ndo inoculados
(circulo vermelho) com uma mistura de trés espécies de FMA, no crescimento de vinhatico
apos 90 dias de cultivo: (A) altura; (B) didmetro; (C) massa fresca da parte aérea; (D) massa
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fresca da raiz; (E) massa seca da parte aérea; (F) massa seca da raiz.

A fertilizagdo com P influenciou o teor de nutrientes na parte aérea das plantas e nao

houve interagdo entre dose e inoculagao para nenhum dos nutrientes avaliados. O N (média de
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2,60 + 0,25 dag/kg) e Fe (306,45 + 163,63 mg/kg) ndo apresentaram diferencas nem para o
fator dose de P (D1 =0, D2 = 50, D3 = 150, D4 = 300 e D5 = 450 mg dm™ de solo), nem para
o fator inoculagao (inoculados ou nao com uma mistura de FMA). O P, Zn ¢ Mn nao
apresentaram diferenca para o fator dose, mas apresentaram diferenca para o fator inoculagao,

sendo o P maior no tratamento com FMA, enquanto Zn e Mn foram maiores nos tratamentos

sem FMA (Figura 2).
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Figura 2: Teor de nutrientes (a) P, (b) Zn e (c) Mn na parte aérea de mudas de vinhatico
apos 90 dias de cultivo, fertilizado com P (0, 50, 150, 300 e 450 mg dm? de solo), na

forma de KH2PO, via solugdo, inoculados ou ndo com uma mistura de fungos micorrizicos
arbusculares (FMA).

O teor dos nutrientes Ca, Mg, S e Cu apresentaram diferencas para dose e ndo
responderam ao fator inoculag¢do (Figura 3), com exce¢do do teor Ca sem FMA que ndo se
ajustou bem a nenhum modelo de regressao. A D2 implicou em decréscimo no teor dos
referidos nutrientes, sobretudo, quando inoculada com FMA. De modo geral, a partir de D3
(150 mg dm™) Ca, Mg e Cu decresceram com o aumento da dose, enquanto o S teve
incremento. O teor de Mg, S e Cu foram maiores nas plantas inoculadas e o teor de Ca foi

maior nas plantas ndo inoculadas.
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Figura 3: Teor de nutrientes (a) Ca, (b) Mg, (¢) S e (d) Cu, na parte aérea de mudas de
vinhatico apods 90 dias de cultivo, fertilizado com P, na forma de KH2PO4 via solugéo (0, 50,
150, 300 € 450 mg dm™ de solo), inoculados ou ndo com uma mistura de fungos micorrizicos
arbusculares (FMA).

O teor de K apresentou diferenca tanto para as doses quanto para a inoculagdo com
FMA (Figura 4). Nas plantas inoculadas houve incremento de K até a D4, seguido por
decréscimo na DS5. Para as plantas inoculadas com FMA houve decréscimo em D2 e D3

quando comparado a D1, seguido por aumento em D4.
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Figura 4: Teor de K, na parte aérea de mudas de
vinhatico apos 90 dias de cultivo, fertilizado com P (0,
50, 150, 300 e 450 mg dm™ de solo), na forma de
KH2PO4 via solu¢do, inoculados ou ndo com uma
mistura de fungos micorrizicos arbusculares (FMA).

A dependéncia micorrizica foi alta para D1 (61,3), D2 (69,2), D3 (75,0) e D4 (61,7) ¢
negativa em D5 (-9,90), no qual o crescimento das plantas inoculadas foi equivante ao das nao

inoculadas. As plantas ndo apresentaram nodulos em nenhum dos 10 tratamentos.

Discussao

Estudos sobre o efeito da inoculacdo de FMA e rizobio em conjunto com fertilizagao
de mudas arboreas florestais nativas, sdo escassos € contribuem para melhor utilizagdo da
simbiose, acelerando a produg¢do de mudas de espécies como o vinhdtico. A resposta de
vinhatico a fertilizacgdo com P quando inoculado com FMA, apresentou comportamento
quadratico, indicando que o maior crescimento de plantas ocorre principalmente quando a
disponibilidade de P é inferior a dose recomendada de 300 mg dm™ (de Freitas et al., 2017).
Sabendo que vinhético apresenta alta dependéncia micorrizica (capitulo 1), recomendam-se
doses menores de P, entre 160 a 280 mg dm™, implicando em economia financeira e menor
tempo para produgdo das mudas. As doses maiores de P (> 300 mg dm™) reduzem os
beneficios da associagdo micorrizica, possivelmente porque quando o P estd facilmente
disponivel para as plantas, os FMA podem atuar como um dreno de fotoassimilados (Johnson
et al., 1997), conforme verificado na dependéncia micorrizica negativa em DS e positiva para

as demais doses.
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De qualquer modo, os beneficios da inoculagdo com FMA podem ir além do aumento
do crescimento, uma vez que aumenta a tolerancia ao estresse bidtico e abidtico (Wu et al.,
2008; Sikes et al., 2009; Johnson et al., 2010), aumenta o vigor e teor de nutrientes nos
tecidos (Moreira et al., 2015; Goetten et al., 2016; Moreira et al., 2016), conforme observado
para P, K, Mg, S e Cu. O maior teor de nutrientes nos tecidos ¢ um bom indicativo de mudas
saudaveis e podem favorecé-las quando transplantadas para o campo. Embora o teor de
nutrientes como Zn, Mn e Ca tenha sido maiores em plantas nao inoculadas, ¢ preciso
ressaltar que existe um efeito de diluicdo embutido nas andlises, uma vez que a maior
absor¢ao de nutrientes pode ser direcionada para producdo de biomassa € ndo em maior
concentragdo de nutrientes nos tecidos da planta (Farzaneh et al., 2011). A inoculagdo ¢ uma
estratégia importante para melhor aproveitamento dos nutrientes nos substratos de cultivo,
sobretudo os pouco moveis como P, Zn e Cu (Liu et al., 2000), devido a capacidade que os
FMA tém de explorar maior volume (Smith & Read, 2008) e diminuir a lixiviagdo de
nutrientes como o N (K6hl & van der Heijden, 2016), possibilitando o acimulo nos tecidos da
planta.

A auséncia de diferencas no teor de N e auséncia de nodulos em todos os tratamentos
pode ser um indicativo da presenga de microrganismo associativos, na rizosfera ou como
endofiticos, capazes de promover o crescimento das plantas e suprir parte da demanda de N.
Microrganismo tais como rizobio respondem a heterogeneidade no solo (Wubs & Bezemer;
Yusif et al., 2016) e a mudancgas nas caracteristicas fisico-quimicas dos substratos de cultivo,
sobretudo o pH (Yang ef al., 2001; Ferreira et al., 2016). Assim, para maior aproveitamento
da simbiose com rizobio recomenda-se a adequagdo das caracteristicas fisico-quimicas dos
substratos de cultivo (capitulo 2) e a selecdo de isolados eficientes na fixagdo bioldgica de
nitrogénio (Aratjo et al., 2017). Dentre os fatores fisico-quimicos, a corre¢ao de pH por meio
da calagem (CaCOj3; e MgCO3) pode ser facilmente avaliada.

Curiosamente, o vinhatico pode responder negativamente a calagem (de Freitas et al.,
2017), isto pode estar relacionado ndo apenas a fisiologia da planta, mas a grupos de
microrganismo associados que podem responder negativamente a variagdes no pH (capitulo 1
e 2). Em condigdes de acidez, comum nos solos onde o vinhético ocorre naturalmente
(Pagano et al., 2009; Carvalho, 2009), os ions fosfatos ficam fortemente ligados a fragao
argila e, consequentemente, permanecem pouco disponiveis para as plantas. Deste modo, para
o melhor aproveitamento do P presente no solo e/ou substrato, torna-se importante avaliar a

resposta da comunidade microbiana associada a vinhatico, quando fertilizado com doses de P
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e submetido a calagem, em doses mais baixas de calcario (SB < 20 %). Assim, pode-se
encontrar um meio de melhorar a fertilidade dos solos e/ou substratos, sem comprometer o
papel essencial de microrganismo simbiontes, tais como os FMA e rizébio.
Conclusdes

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) favorecem o crescimento de vinhatico em

viveiro e possibilitam melhor aproveitamento de P, com dose 6tima entre 160 a 280 mg dm™.

Agradecimentos
Ao Conselho Nacional de desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) e a

Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), a FAPEMIG e ao

Bioagro (Instituto de Biotecnologia Aplicado a Agropecuaria).

Referéncias

Almeida JPF, U. A. Hartwig, M. Frehner, J. Nosberger, and A. Lu"scher. 2000. Evidence
that P deficiency induces N feedback regulation of symbiotic N2 fixation in white clover
(Trifolium repens L.). Journal of Experimental Botany, 51:1289-1297.

Araujo KS, de Carvalho F, Moreira FMS. 2017. Bukholderia strains promote Mimosa
spp. growth but not Macroptilium atropurpureum. Revista Ciéncia Agrondmica, 48(1): 41-48.

Braga, J.M.; Defelipo, B.V. 1974. Determina¢do espectofotométrica de fosforo em
extratos de solos e planta. Revista Ceres, 21(113): 73-85.

Brandon K, Fonseca GAB, Rylands AB, Silva JMC. 2005. Brazilian Conservation:
challenges and opportunities. Biology, 19: 595-200.

Brooks TM, Mittermeier RA, Mittermeier CG, da Fonseca GAB, Rylands AB, Konstant
WR, Flick P, Pilgrim J, Oldfield S, Magin G, Taylor CH. 2002. Habitat Loss and Extinction
in the Hotspots of Biodiversity. Conservation Biology, 16(4): 909-923.

Carvalho PER. 2009. Vinhatico Plathymenia reticulata. Comunicado Técnico.

Clark RB. 1975. Characterization of phosphatases of intact maize roots. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 23, 458-460.

Cruz CAF, de Paiva HN, Neves JCL, da Cunha ACMC. 2010. Resposta de mudas de
Senna macranthera (dc. Ex collad.) H.s. Irwin & barnaby (fedegoso) cultivadas em Latossolo

VermelhoAmarelo distrofico a macronutrientes. Revista Arvore, Vigosa, v. 34, n. 1, p. 13-24.

69



de Freitas ECS, Paiva HN, Leite HG, Oliveira Neto SN. 2017. Effect of phosphate
fertilization and base saturation of substrate on the seedlings growth and quality of
Plathymenia foliolosa Benth. Revista Arvore, 41 (1): 1-8.

de Oliveira MKT, Dombroski JLD, de Medeiros RCA, de Farias RM, Tomczak VE.
2017. Uso de substratos organico-minerais na produ¢do de mudas de Erythrina velutina.
Pesquisa Florestal Brasileira, 37(91): 235-242.

Dias PC, Pereira MSF, Kasuya MCM, de Paiva HN, de Oliveira LS, Xavier A. 2012.
Micorriza arbuscular e rizobios no enraizamento e nutrigdo de mudas de angico-vermelho.
Revista Arvore, v.36, n.6, p.1027-1037.

Duarte ML, Paiva HN, Alves MO, Freitas AF, Maia FF, Goulart LML. 2015.
Crescimento e qualidade de mudas de vinhatico (Platymenia reticulata Benth.) em resposta a
adubagdo com potassio e enxofre. Ciéncia Florestal, 25: 221-229.

EMBRAPA. 1994. Atlas do meio ambiente do Brasil. Brasilia. Ed. Terra Viva.

Empresa Brasileira De Pesquisa Agropecudria — Embrapa. 1999. Centro Nacional de
Pesquisa de Solos. Manual de andlises quimicas de solos, plantas e fertilizantes. Rio de
Janeiro, 370p.

Farzaneh M, Vierheilig H, Lossll A, Kaull HP. 2011. Arbuscular mycorrhiza enhances
nutrient uptake in chickpea. Plant and Environment, 57(10): 465-470.

Ferreira PA, Boscolo D, Carvalheiro LG, Biesmeijer JC, Rocha PLB, Viana BF. 2015.
Responses of bees to habitat loss in fragmented landscapes of Brazilian Atlantic Rainforest.
Landscape Ecology 30: 2067-2078.

Ferreira TC, Aguilar JV, Souza LA, Justino GC, Aguiar LF, Camrgo LS. 2016. pH
effects on nodulation and biological nitrogen fixation in Calopogonium mucunoide, 39(4):
1015-1020.

Goetten LC, Moretto G, Stiirmer SL. 2016. Influence of arbuscular mycorrhizal fungi
inoculum produced on-farm and phosphorus on growth and nutrition of native woody plant
species from Brazil. Acta Botanica Brasilica, 30 (1): 9-16.

Jesus EC, Schiavo JA, Faria SM. 2005. Dependéncia de micorrizas para a nodulagdo de
leguminosas arbéreas tropicais. Arvore 29: 545-552.

Johnson NC, Graham JH, Smith FA. 1997. Functioning of mycorrhizal associations along
the mutualism-parasitism continuum. New Phytologist;135:575-585.

Johnson, CM, Ulrich A. 1959. Analytical methods for use in plants analyses. Los
Angeles: University of California, Bulletin 766: 32-33.

70



Johnson NC, Wilson GWT, Bowker M, Wilson J, Miller RM, 2010. Resource limitation
is a driver of local adaptation in mycorrhizal symbioses. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 107,
2093-2098.

Kohl L, van der Heijden MGA. 2016. Arbuscular mycorrhizal fungal species differ in
their effect on nutrient leaching. Soil Biology & Biochemistry, 94: 191-199.

Lacerda DR, Acedo MDP, Lemos Filho JP, Lovato MB. 2001. Genetic diversity and
structure of natural populations of Plathymenia reticulata (Mimosoideae), a tropical tree from
the Brazilian Cerrado. Molecular Ecology, 10: 1143-1152.

Lacerda DR, Lemos Filho JP, Macedo MDP, Lovato MB. 2002. Molecular differentiation
of two vicariant neotropical tree species, Plathymenia foliolosa and P. reticulata
(Mimosoideae), inferred using RAPD markers. Plant Systematics and Evolution, 235: 67-77.

Lane DJ. 1991.16S/23S rRNA sequencing. In: Stackebrandt, E., Goodfellow, M. (Eds.),
Nucleic acid techniques in bacterial systematics, First Edition, John Wiley & Sons Inc, New
York, pp. 115-175,

Liu A, Hamel C, Hamilton RI, Ma L, Smith DL. 2000. Acquisition of Cu, Zn, Mn and Fe
by mycorrhizal maize (Zea mays L.) grown in soil at different P and micronutrient levels.
Mycorrhiza 9 (6): 331-336.

Lorenzi H. 1992. Arvores brasileiras: manual de identificagio e cultivo de plantas
arboreas ntivas do Brasil. Nova Odessa-SP, Editora Plantarum. 352p.

Machado RB, Ramos Neto PE, Caldas DE, Gongalves D. Santos N, Tabor K, Steininger
M. 2004. Estimativas de perda da area do Cerrado brasileiro. Conservation International do
Brasil. Brasilia, 22p.

Machineski O, Balotal EL, Colozzi Filho A, Andrade DS, de Souza JRP. 2009. Growth
responses of peroba rosa seedlings due to arbuscular mycorrhizal fungi inoculation. Ciéncia
Rural, 39(2):567-570.

Moreira BC, Mendes FC, Mendes IR, Paula TA, Prates Junior P, Salomao LCC, Stiirmer
SL, Otoni WC, Guargoni M A, Kasuya MCM. 2015. The interaction between arbuscular
mycorrhizal fungi and Piriformospora indica improves the growth and nutrient uptake in
micropropagation-derived pineapple plantlets. Scientiae Horticulturae, 197: 183-192.

Moreira SLS, Prates Junior P, Fernandes RBA, da Cunha ACMM, Campo ANR. 2016.
Growth and nutrients uptake in Euterpe edulis Martius inoculated with arbuscular mycorrhizal

fungi. Pesquisa Agropecudria Tropical, 46 (2):169-176.

71



Myers N, Mittermeier RA, Mittermeier CG, Fonseca GAB, Kent J. 2000. Biodiversity
hotspots for conservation priorities. Nature 403: 853-858.

Neeraj KS. 2011. Organic amendments to soil inoculated arbuscular mycorrhizal fungi
and Pseudomonas fluorescens treatments reduce the development of root-rot disease and
enhance the yield of Phaseolus vulgaris L. European Journal of Soil Biology, 47: 288-295.

Pagano MC, Scotti MR, Cabello MN. 2009. Effect of the inoculation and distribution of
mycorrhizae in Plathymenia reticulata Benth under monoculture and mixed plantation in
Brazil. New Forests 38 (2): 197-214.

Parniske M. 2008. Arbuscular mycorrhiza: the mother of plant root endosymbioses.
Nature, 6:763-75,

Phillips JM, Hayman DS. 1970. Improved procedures for clearing roots and staining
parasitic and vesicular-arbuscular mycorrhizal fungi for rapid assessment of infection. T Brit
Mycol Soc 55:158-161

Plenchette C, Fortin JA, Furlan V. 1983. Growth responses of several plant species to
mycorrhizae in a soil of moderate P-fertility. Plant and Soil 70: 199-209.

Revillini D, Gehring CA, Johnson NC. 2016. The role of locally adapted mycorrhizas and
rhizobacteria in plant-soil feedback systems. Functional Ecology 30: 1086-1098.

Ribeiro MC, Metzger JP, Martensen AC, Ponzoni FJ, Hirota MM. 2009. The Brazilian
Atlantic Forest: How much is left, and how is the remaining forest distributed? Implications
for conservation. 142: 1141-1153.

Rockstrom J, Stefen W, Noone K, Persson A, Chapin FS, Lambin EF, Lenton TM
Scheffer M, Folke C, Schellnhuber HJ et al. 2009. A safe operating space for humanity.
Nature, 461: 472-475.

Santos JZL, Resende AV, Furtini Neto AE, Corte EF. 2008. Growth, phosphorus
accumulation and p fractions in seedlings of seven native tree species. Revista Arvore, 32 (5):
799-807.

Schaad NW. 1998. Laboratory guide for identification of plant pathogenic bacteria, 2.
ed., St. Paul: American Phytopatholcgical Society. 164p.

Scheublin TR, Ridgway KP, Young JPW, van der Heijden MGA. 2004. Nonlegumes,
legumes, and root nodules harbordifferent arbuscular mycorrhizal fungal communities.

Applied Environment Microbiology, 70, 6240—6246

72



Sikes BA, Cottenie K, Klironomos JN.2009. Plant and fungal identity determines
pathogen protection of plant roots by arbuscular mycorrhizas. Journal of Ecology, 97: 1274-
1280.

Smith SE and Read DJ. 2008. Mycorrhizal Symbiosis. 3rd Edition, Academic Press,
London.

van der Putten WH, Bardgett, R. D., Bever, J. D., Bezemer, T. M., Casper, B. B., Fukami,
T., Kardol, P., Klironomos, J. N., Kulmatiski, A., Schweiter, J. A., Suding, K. N et al. 2013.
Plant-soil feedbacks: the past, the tresent and future challenges. Journal of Ecology, 101: 265-
276, 2013.

Vincent JM. 1970. A practical manual for the study of root-nodule bactéria. Oxford:
Blackwell Scientific Publishers. Ltd. P. 164 International Biological Program Handbook 15.

Vitousek PM, Mooney HA, Lubchenco J, Melillo JM. 1997. Human domination of
earth’s ecosystems. Science 277: 494-499.

Warwick MC, Lewis GP. 2003. Revision of Plathymenia (Leguminosae - Mimosoideae).
Edinb. J. Bot. 60:111- 119

Wu Q-S, Xia R-X, Zou Y-N. 2008. Improved soil structure and citrus growth after
inoculation with three arbuscular mycorrhizal fungi under drought stress. European J. Soil
Biol., 44: 122—-128.

Wubs JER, Bezemer M. T. 2016. Effects of spatial plant-soil feedback heterogeneity on
plant performance in monoculture. Journal of Ecology, 104, 364-376.

Yang SS, Bellogin RA, Buendia A, Camacho M, Chen M, Cubo T, Daza A, Diaz CL,
Espuny MR, Gutiérrez R, et al. 2001. Effect of pH and soybean cultivars on the quantitative
analyses of soybean rhizobia populations. Journal of Biotechnology, 91(2): 243-255.

Yusif, S.A.; Muhammad, 1.; Hayatu, N. G.; Sauwa, M. M.; Tafinta, I. Y.; Mohammed, M.
A.; Lukman, M. A.; Abubabar, G. A.; Hussain, A. M. 2016. Effects of Biochar and
Rhizobium Inoculation on Selected Soil Chemical Properties, Shoot Nitrogen and Phosphorus
of Groundnut Plants (4rachis hypogaea L.) in Sokoto State, Nigeria. Journal of Applied Life

Sciences International, 9(2): 1-9.

73


http://link-periodicos-capes-gov-br.ez35.periodicos.capes.gov.br/sfxlcl41/?frbrVersion=6&ctx_ver=Z39.88-2004&ctx_enc=info:ofi/enc:UTF-8&ctx_tim=2018-02-12T06%3A50%3A43IST&url_ver=Z39.88-2004&url_ctx_fmt=infofi/fmt:kev:mtx:ctx&rfr_id=info:sid/primo.exlibrisgroup.com:primo3-Article-sciversesciencedirect_elsevier&rft_val_fmt=info:ofi/fmt:kev:mtx:journal&rft.genre=article&rft.atitle=Effect%20of%20pH%20and%20soybean%20cultivars%20on%20the%20quantitative%20analyses%20of%20soybean%20rhizobia%20populations&rft.jtitle=Journal%20of%20Biotechnology&rft.btitle=&rft.aulast=Yang&rft.auinit=&rft.auinit1=&rft.auinitm=&rft.ausuffix=&rft.au=Yang,%20S.S.&rft.aucorp=&rft.date=2001&rft.volume=91&rft.issue=2&rft.part=&rft.quarter=&rft.ssn=&rft.spage=243&rft.epage=255&rft.pages=243-255&rft.artnum=&rft.issn=0168-1656&rft.eissn=&rft.isbn=&rft.sici=&rft.coden=&rft_id=info:doi/10.1016/S0168-1656(01)00340-6&rft.object_id=&svc_val_fmt=info:ofi/fmt:kev:mtx:sch_svc&rft.eisbn=&rft_dat=%3Csciversesciencedirect_elsevier%3ES0168-1656(01)00340-6%3C/sciversesciencedirect_elsevier%3E%3Cgrp_id%3E5704476844243626346%3C/grp_id%3E%3Coa%3E%3C/oa%3E%3Curl%3E%3C/url%3E&rft_id=info:oai/&svc.fulltext=yes&req.language=por&rft_pqid=
http://link-periodicos-capes-gov-br.ez35.periodicos.capes.gov.br/sfxlcl41/?frbrVersion=6&ctx_ver=Z39.88-2004&ctx_enc=info:ofi/enc:UTF-8&ctx_tim=2018-02-12T06%3A50%3A43IST&url_ver=Z39.88-2004&url_ctx_fmt=infofi/fmt:kev:mtx:ctx&rfr_id=info:sid/primo.exlibrisgroup.com:primo3-Article-sciversesciencedirect_elsevier&rft_val_fmt=info:ofi/fmt:kev:mtx:journal&rft.genre=article&rft.atitle=Effect%20of%20pH%20and%20soybean%20cultivars%20on%20the%20quantitative%20analyses%20of%20soybean%20rhizobia%20populations&rft.jtitle=Journal%20of%20Biotechnology&rft.btitle=&rft.aulast=Yang&rft.auinit=&rft.auinit1=&rft.auinitm=&rft.ausuffix=&rft.au=Yang,%20S.S.&rft.aucorp=&rft.date=2001&rft.volume=91&rft.issue=2&rft.part=&rft.quarter=&rft.ssn=&rft.spage=243&rft.epage=255&rft.pages=243-255&rft.artnum=&rft.issn=0168-1656&rft.eissn=&rft.isbn=&rft.sici=&rft.coden=&rft_id=info:doi/10.1016/S0168-1656(01)00340-6&rft.object_id=&svc_val_fmt=info:ofi/fmt:kev:mtx:sch_svc&rft.eisbn=&rft_dat=%3Csciversesciencedirect_elsevier%3ES0168-1656(01)00340-6%3C/sciversesciencedirect_elsevier%3E%3Cgrp_id%3E5704476844243626346%3C/grp_id%3E%3Coa%3E%3C/oa%3E%3Curl%3E%3C/url%3E&rft_id=info:oai/&svc.fulltext=yes&req.language=por&rft_pqid=

Material Suplementar

Doses de P (mg dm?3)

Figura suplementar 1: Doses de P (0, 50, 150, 300 e 450 mg dm de solo) e inoculagio com uma
mistura de trés espécies de FMA, no crescimento de vinhatico apds 90 dias de cultivo.
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CAPITULO 4: Plant-soil feedback positivo no crescimento de mudas de bratina
(Melanoxylon brauna Schott)

Resumo

Brauna (Melanoxylon brauna Scoth, Fabaceae) ¢ endémica do bioma Mata Atlantica e esta
ameagada de extin¢do, além de apresentar baixa sobrevivéncia em condigdes de viveiro. Esta
planta pode ter sobrevivéncia e crescimento relacionado a dependéncia por microrganismo do
solo, a luz do plant-soil feedback positivo e/ou associagdo com fungos micorrizicos. Este
estudo objetivou avaliar a sobrevivéncia e crescimento de mudas de brauna cultivadas em trés
tipos de substratos, com ou sem a inoculacdo de fungos micorrizicos (FM): 1 - substrato
comercial (Sub), 2 - solo de uma planta adulta de bratina esterilizado (Ste), 3 - solo de uma
planta adulta de bratna (Nat). A inoculagdo foi com fungos micorrizicos (FM) e incluiu trés
espécies de fungos micorrizicos arbusculares (FMA: Rhizophagus clarus, Claroideoglomus
etunicatum, Gigaspora albida) além de Piriformospora indica. A sobrevivéncia foi maior no
solo de uma planta adulta de bratina (76,7 %) que no solo esterilizado (36, 7 %) e substrato
comercial (56,7 %). As mudas cresceram mais em Nat que em Sub e a inoculacdo com FM
ndo aumentou seu crescimento, durante os 180 dias. A andlise de amplicons para fungos (ITS)
e bactérias e archaeas (16S) demonstrou que os substratos de cultivo apresentam comunidades
distintas e que a inoculagdo com FM altera a composi¢do da comunidade microbiana. Bratina
tem plant-soil feedback positivo e durante a fase de viveiro os FM inoculados ndo promovem
seu crescimento.

Palavras-chave: Mata Atlantica, Fungos micorrizicos arbusculares, Piriformospora indica,

rizobio, substratos.

Introducio

O desmatamento e a fragmentacado florestal sdo grandes problemas para o bioma Mata
Atlantica, o qual ¢ considerado prioritario para conservagdo devido sua alta biodiversidade e
endemismo (Myers et al, 2000). Entretanto, este hotspot encontra-se com menos de 12%
(Ribeiro et al., 2009) da sua area original devido a acdes antrdpicas como a expansdo agricola
e urbana e a exploragdo mineraria e madereira. A fragmentacdo contribui muito para a perda
de individuos e diminui¢do do fluxo génico (Ferreira et al., 2015) e, consequentemente pode
acarretar na extingao de espécies.

Dentre as espécies da flora brasileira ameagada de extingdo, merece destaque a bratina

(Melanoxylon brauna Schott), pertencente a familia Fabaceae (subfamilia Caesalpinioideae
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(IBAMA, 2014), outrora de ampla ocorréncia natural no Bioma Mata Atlantica como espécie
secundaria inicial a tardia. A intensa exploracdo, devido suas caracteristicas comerciais,
associada ao desmatamento e auséncia de replantios reduziu a populacdo e a area de
ocorréncia da espécie. A madeira da brauna ¢ de alta densidade, escura (quase negra), duravel
e de alto valor econémico (Borges et al., 2014), usada em obras externas e hidraulicas e na
confecgio de instrumentos musicais (Borges et al., 2012). E uma das mais duras e
incorruptiveis madeiras brasileiras, sendo adequada em obras externas na construcao civil
(Lorenzi, 1992), devido a longa duragao, e fabricacao de méveis de luxo.

Individuos de bratina estdo isolados em pequenos fragmentos florestais,
principalmente naqueles em estagio avancado de regeneracdo (da Silva et al., 2003; Carvalho
et al., 2007; Crepaldi & Peixoto, 2010; Versieux et al., 2011), o que dificulta o fluxo génico.
Assim, torna-se necessario o repovoamento ¢ o estabelecimento de processos de restauragao
florestal que permitam o aumento das populagdes, por meio de obtencdo de mudas em
quantidade e qualidade. Entretanto, a bratina tem crescimento muito lento e muitas vezes nao
sobrevive ap0ds a germinacdao em condigdes de viveiro (A. Xavier inf. pessoal). Essa limita¢ao
pode estar associada a auséncia de microrganismo simbiontes nos substratos de cultivo.

O longo processo evolutivo entre plantas e microrganismo possibilitou coadaptacdes
e o desenvolvimento de interdependéncias (Siqueira & Saggin-Junior, 2001; Zangaro et al.,
2003) que influenciam o fitness de plantas. O processo no qual plantas sdo habeis em crescer
em solos previamente ocupados por membros da sua espécie ¢ reconhecido como plant-soil
feedback positivo — PSF positivo (van Breemen & Finzi, 1998; van der Putten ef al., 2013;
Cortois et al., 2016), uma vez que o solo funciona como um repositério da microbiota
rizosférica. Estes microrganismo envolvidos no PSF positivo, a exemplo de rizobios, fungos
promotores de crescimento e fungos micorrizicos arbusculares, influenciam a aquisi¢do de
nutrientes como nitrogénio e fosforo (Revillini et al.; 2016; Garcia-Parisi et al., 2017) e atuam
no controle de fitopatogenos (Das et al., 2017) e alivio do estresse abidtico (Lenoir ef al.,
2016; Wang et al., 2016; Yanni ef al., 2016). O solo de uma planta adulta da mesma espécie
funciona como “banco de sementes” da microbiota rizosférica, podendo modular a
sobrevivéncia e crescimento de coespecificos juvenis.

Em termos de producao de mudas de espécies com maior dependéncia de simbiontes a
inoculagdo ¢ uma estratégia relevante. Os rizobios sdo facilmente cultivdveis em meios de
cultura e estabelecem interagdes com leguminosas e desempenham papel ecolodgico e

econdmico de grande importancia (Graham & Vance, 2003; Olivares et al., 2013),
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possibilitando a sobrevivéncia e o crescimento de plantas de interesse agricola ou florestal
(Fonseca et al., 2010; Yusif et al., 2016). Os rizébios podem ser inoculados juntamente com
FMA, formando simbiose tripartite (Ossler et al., 2015; Omirou et al., 2016) e algumas
espécies de Fabaceae como Piptaderia gonocantha e P. paniculata dependem de fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) para a nodulagdo radicular por rizébios e crescimento
satisfatorio (Jesus et al., 2005). Entretanto, para algumas espécies de plantas a simbiose com
FMA ¢ facultativa (Molina et al., 1992) ou mesmo parasitaria quando os fungos drenam
fotoassimilados e nao conferem beneficios a hospedeira (Johnson et al., 1997).

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sdo endossimbiontes obrigatorios de
raizes de plantas (Parniske, 2008) que ocorrem naturalmente nos solos e aumentam a absor¢ao
de agua e nutrientes devido as hifas externas que funcionam como extensdes do sistema
radicular das plantas (Smith & Read, 2008). O aumento do volume de solo explorado implica
em aumento do crescimento das plantas e espécies florestais e agricolas em condigdes de
viveiros associadas aos FMA, as quais mostram-se vigorosas, uniformes, apresentam maior
crescimento, melhor estado nutricional e adaptacao a condi¢des de estresse hidrico ou salinico
(Wu et al., 2008; Dias et al., 2012; Moreira et al., 2016) e podem se estabelecer melhor
quando transplantadas para o campo.

Os FMA podem ser inoculados com o fungo promotor de crescimento de plantas,
Piriformospora indica (Basidiomycota, Sebacinales, Sebacinaceae), que apresenta muitas
caracteristicas semelhantes as encontradas nos FMA (Oelmiiller et al., 2009; Selosse et al.,
2009; Varma et al., 2012), a exemplo da colonizacdo do cortex radicular, com a vantajem de
ser cultivavel em meios de cultura. A inoculacdo com P. indica promove o crescimento de
plantas (Kumar & Rao, 2012; Tripathi ef al., 2015; Moreira et al., 2015; Moreira et al. 2016)
e aumento da tolerancia as condi¢des de estresse bidtico e abidtico (Waller et al., 2005;
Oelmiiller et al., 2009; Varma et al., 2012; Gill et al., 2016).

Diante disto, nosso objetivo foi avaliar a presenga de microrganismo simbiontes
provenientes do solo de plantas adultas da mesma espécie e a inoculagdo com fungos

micorrizicos (FM) para a sobrevivéncia e crescimento de brauna em condi¢des de viveiro.

Material e métodos
Obtencio de sementes e substratos
As sementes de bratna foram obtidas com a SIF (Sociedade de Investigagdes

Florestais) e desinfestadas superficialmente com etanol a 70 % por 30 s e hipoclorito de soédio
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(2,5 %, v:v) por 10 min., com lavagens sucessivas em agua esterilizada, em condicdes
assépticas. As sementes foram transferidas para placas de Petri com papel filtro umedecido
com agua destilada e esterilizada, posteriormente incubadas por sete dias a temperatura
ambiente e quando pré-geminadas foram selecionadas e transferidas para os vasos de cultivo.

O solo proveniente de uma planta adulta de brauna foi obtido no municipio de
Leopoldina-MG (S 21° 33 7087, W 42° 36’ 003", 273 m de altitude), area de pastagem com
Urochloa sp., nas proximidades (raio de 2 m) de uma planta adulta, na camada de 0-20 cm de
profundidade, em pontos distribuidos aleatoriamente para obtencdo de uma amostra
composta. As amostras de solos foram peneiradas em campo, homogeneizadas e
armazenadas. A esterilizacdo foi realizada em autoclave por uma hora a 121 °C por duas vezes
em intervalo de dois dias e mantidos em repouso por 15 dias. O substrato comercial
(Tropstrato Florestal, Vidaverde®) utilizado foi a base de casca de pinus e vermiculita
expandida, acrescida de macro e micronutrientes.

As caracteristicas quimicas e granulométricas dos substratos de cultivo (Sub, Ste e

Nat) sao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas quimicas e granulométricas dos substratos de cultivo. Sub corresponde ao
substrato comercial, Nat ao solo natural de uma planta adulta de bratina e Ste ao solo esterilizado de
uma planta adulta de bratna.

P- Classe
Amostra PH p K SB CTC(T) CTC (t) m remn ot
H20 Mg dm?3 cmolc dm % mg L!
Sub  5,64% nd nd nd 58,1% S/I S/I S/I S/I
Est 4,40 31 130 4,44 11,94 5.13 13,5 368 Argila-
arenosa
Nat 4,39 5.8 128 337 12,57 4,46 155 26,6 Argila

Extratores utilizados: P, K = Extrator Mehlich 1; pH em agua, relacdo 1:2,5; SB= soma de bases trocaveis; CTC (T) =
Capacidade de Troca Catidnica a pH 7,0; m = indice de saturacdo de aluminio. nd = ndo determinado. *O pH e a CTC do
substrato comercial foram determinados na relagdo 1:5 (v:v) em agua a pH 7.

Obtencéo de inoculantes de FMA, Piriformospora indica e rizobio

Os isolados de fungos micorrizicos arbusculares, Claroideoglomus etunicatum
RIN101A (= Glomus etunicatum), Rhizophagus clarus RIN102A (= Glomus clarum) e
Gigaspora albida PRN201A foram obtidos da Colecdo Internacional de Cultura de
Glomeromycota (CICG, www.furb.br/cicg) da Universidade Regional de Blumenau (FURB),
Santa Catarina, Brasil. Os isolados foram multiplicados em solo:areia (1:1, v:v) cultivados
com braquiaria (Urochloa brizantha Hochst Stapf). O isolado de Piriformospora indica foi

proveniente da cultura in vitro da colecdo do Laboratério de Associagdes Micorrizicas da
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Universidade Federal de Vigosa — Minas Gerais, mantido ¢ multiplicado periodicamente em
meio KM e armazenado no escuro a 30 °C (Kumar ef al., 2011).

O isolado de Bradyrhizobium sp. foi obtido a partir de ndédulos de uma planta de
bratna, crescendo em viveiro do IEF (Instituto Estadual de Florestas, Minas Gerais, Brasil). O
nddulo foi desinfestado superficialmente em etanol a 70 % por 30 s, seguido por imersdo em
hipoclorito de so6dio a 2 % por 10 min e lavagens sucessivas em agua destilada e esterilizada.
O nddulo foi pressionado com uma pinga sobre a placa de Petri com meio de cultura YMA
com vermelho Congo (Vincent, 1970), pH 6,9, incubadas a 25 °C, seguido por repicagem para
obtencdo de colonias isoladas. A colonia foi repicada apds a confirmagdo da pureza e
preservadas a -80 °C em meio NBY (Schaad, 1998). O isolado teve o DNA extraido com o kit
Nucleo Spin® Soil (Macherey-Nagel), a partir de células cultivadas em trés dias em meio de
cultivo YMA. Para a amplificacdo parcial do gene 16S rRNA, foram utilizados os pares de
oligonucleotideos iniciadores (primers) 27F (AGAGTTTGACCTGGCTCAG) e 1492R
(GGTTACCTTGTTACGACTT) (Lane, 1991). O resultado do sequenciamento foi
comparado a sequéncias depositadas no GenBank (NCBI) por meio da ferramenta Blastn

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Desenho experimental e inoculacio

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo em delineamento inteiramente
casualizado, com 15 repeti¢des e arranjo fatorial (3x2), sendo trés tipos de substrato de
cultivo: 1) solo da area de influéncia de uma planta adulta = Nat, 2) solo da area de influéncia
de uma planta adulta esterilizado = Ste, 3) substrato comercial = Sub, inoculadas (+) ou ndo
(-) com uma mistura de FMA (C. etunicatum, R. claru e G. albida) e o fungo P. indica. A
esterilizacdo do solo foi realizada em autoclave por uma hora a 121 °C, por duas vezes, em
intervalo de dois dias e, mantidos em repouso por 15 dias.

As plantulas previamente germinadas foram embebidas em meio YM com rizobio por
10 min e, em seguida, foram transferidas para o substrato de cultivo, contido em vasos com
capacidade de um litro, juntamente com os indculos de fungos micorrizicos, solo contendo
200 esporos de FMA e quatro discos de meio KM, de 100 mm de diametro, contendo micélio
e clamiddsporos de P. indica.

As plantas foram mantidas em casa de vegetagao por 180 dias, com a umidade do solo

mantida proximo a capacidade de campo.
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Medidas de crescimento, dependéncia micorrizica e nodulagio

Foram avaliadas a sobrevivéncia, nimero de folhas (NF) didmetro do caule (D) a 1,5
cm do solo, altura (H), matéria fresca (MFPA) e seca (MSPA) da parte aérea e matéria fresca
(MFRA) e seca (MSRA) da raiz. A MSPA e MSRA foram determinadas apds secagem até
peso constante a 70 °C em estufa com ventilagdo forgcada. Também foram coletadas raizes
finas aleatoriamente para avaliagdo da colonizagdo micorrizica.

A dependéncia micorrizica (DM) foi determinada utilizando a equagdo: (DM) =
{(massa seca total de plantas inoculadas — massa seca total de plantas nao
micorrizadas)/(massa seca total de plantas inoculadas)} x 100 (Plenchette et al., 1983). Os
dados referentes a dependéncia micorrizica foram considerados: >75 % = dependéncia
excessiva, 50-75% = dependéncia alta, 25-50% = dependéncia moderada, <25% dependéncia

baixa.

Colonizaciao micorrizica

As amostras de raizes, apos lavagem em d4gua corrente, foram cortadas em
comprimentos de 1 a 2 cm e armazenadas e conservadas em solugdo de alcool, formol e acido
acético (90:5:5, v:v:v) foram lavadas, diafanizadas com KOH 10 % (p:v) por aquecimento em
banho-maria a 90 °C por 1,5 h e tratadas com H202 30 % (10 min). Logo ap6s foram imersas
em KOH 10% (p:v) por 12 h, com sucessivas lavagens em agua e acidificagdo com HCI 1%
(viv) por 5 min, coradas com azul de tripano 0,05 % em lactoglicerol (v:v) por 12 h a
temperatura ambiente (adaptado de Phillips & Hayman, 1970). Realizada a coloragdo, as
raizes foram armazenadas em lactoglicerol (p:v) (Brundrett et al., 1996). A percentagem de
colonizacdo micorrizica foi estimada pelo método de contagem em placa quadriculada,
conforme a presenca de estruturas fingicas (arbusculos, hifas, vesiculas e esporos) observada

sob microscopio estereoscopio (Giovannetti & Mosse, 1980).

Avalia¢do do perfil da comunidade de Fungos, Bactérias e Archaeas nos substratos de
cultivo de brauna

O perfil da comunidade microbiana dos trés substratos de cultivo inoculados ou ndo
com fungos micorrizicos foi avaliado pela técnica de sequenciamento de amplicon, Illumina®.
Uma amostra composta dos substratos foi obtida da camada de 0-5 cm dos vasos, apds 90 dias
de cultivo, com seis repeti¢cdes para cada um dos seis tratamentos, totalizando 36 unidades

amostrais. O DNA total das amostras foi extraido com o kit Nucleo Spin® Soil (Macherey-
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Nagel) de acordo com as recomendagdes do fabricante. As amostras de DNA foram
encaminhadas para o sequenciamento de amplicon das regides 16S e ITS1 do rDNA de
Bactérias/Archaeas e Fungos, respectivamente, por meio da plataforma Illumina® MiSeq
(Illumina Inc.) (Bactéria e Archaca = MiSeq 151X151 Cycle Run e Fungos = MiSeq
250X250 Cycle Run) na empresa Argonne National Laboratory (ANL), Estados Unidos. As
sequéncias obtidas foram analisadas pelo programa Quantitative Insights Into Microbial
Ecology Software (QIIME v.1.8.0), utilizando os parametros do protocolo desenvolvido pelo
Brazilian Microbiome Project (BMP) para as regides 16S e ITSI. As sequéncias com
similaridade maior que 97 % foram agrupadas em Unidades Taxondmicas Operacionais
(OTU) e a taxonomia foi atribuida as OTU utilizando o UNITE como o banco de dados de
referéncia.

Foi realizada uma Analise de Coordenadas Principais (PCoA) baseada nas matrizes de
dissimilaridade entre os tratamentos (Matriz de Bray-Curtis) para avaliar diferencas na
composicao entre os seis tratamentos (fatorial 3x2). Os Heatmap foram realizados para avaliar

a abundancia relativa dos géneros em cada tratamento.

Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analises de varidncia (ANOVA) com o de 5 % de
probabilidade e as médias foram comparadas pelo teste Tukey (p < 0,05) utilizando o
software R. Os dados relacionados a colonizagdo micorrizica foram previamente
normalizados via arcsenV(x/100) para realizacio da ANOVA. Os dados relacionados a
colonizagdo micorrizica foram previamente normalizados via arcsenV(x/100) para realizacio
da ANOVA. Para descrever os indices de diversidade (Riqueza, Chaol, Shannon e
Equitabilidade) foi utilizado o pacote Biodiversity do R e a PCoA e Heatmap foram

realizadas com o pacote Vegan (Oksanen et al., 2015).

Resultados
Sobrevivéncia das plantas e medidas de crescimento

As plantas cultivadas em Nat, com FM (60 %) ou sem FM (93, 33 %), apresentaram
maior sobrevivéncia, seguidas das cultivadas em Sub, com FM (73,33 %) e sem FM (40 %), e
em Ste, com FM (53,33 %) ou sem FM (20 %).

Nao houve interacido entre os fatores inoculacdo e substrato de cultivo. A inoculagao

com FM ndo afetou o crescimento de brauna. As plantas cultivadas em Nat apresentaram
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maior NF (158 %), H (120 %), D (309 %), MFPA (287 %), MFRA (345 %), MSPA (287 %) e
MSRA (289 %) que aquelas cultivadas em Sub (Tabela 2). As plantas cultivadas em Nat
apresentaram maior MFRA (255 %) e MSRA (268 %) que o solo esterilizado (Ste) (Tabela
2).

Tabela 2 - Crescimento vegetativo de bratina entre os trés tipos de substrato: 1) substrato comercial =
Sub, 2) solo da area de influéncia de uma planta adulta esterilizado = Ste, 3) solo da area de influéncia
de uma planta adulta = Nat, apos 180 dias de cultivo em casa de vegetagao.

Medidas de crescimento*

Sub Ste Nat
NF 5,167 B 9,229 A 8,163 A
H (cm) 11,179 B 11,063 AB 13,374 A
D (mm) 0,377 B 0,839 AB 1,164 A
MFPA (g) 0,164 B 0,326 AB 0,471 A
MFRA (g) 0,139B 0,188 B 0,480 A
MSPA (g) 0,164 B 0,326 AB 0,471 A
MSRA (g) 0,064 B 0,069 B 0,185 A

NF= ntimero de folhas; D = diametro do caule; H = altura da planta; MFPA = matéria fresca da parte aérea; MSPA = matéria seca da

parte aérea; MFRA =matéria fresca da raiz; MSRA = matéria seca da raiz. Médias seguidas pela mesma letra maiuscula nas linhas, ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Dependéncia micorrizica, coloniza¢cio micorrizica e nodulagao

A dependéncia micorrizica foi negativa para todos os tratamentos: Sub (-41,7), Ste (-

73,1) e Nat (-18,7). A porcentagem de colonizagdo micorrizica foi pouco significativa e nao
houve diferenga estatistica, sendo maior em Nat (2,2) que em Sub (0,6) e inexistente em Ste
(0,0). As plantas nao apresentaram nodulacdo radicular por rizébios em nenhum dos seis

tratamentos.

Perfil da comunidade de Fungos, Bactérias e Archaeas nos substratos de cultivo de
brauna

A PCoA revelou que as amostras provenientes de cada um dos trés substratos
diferiram entre si, formando agrupamenos distintos tanto para fungos (ITS; Figura 01 a),
quanto para bactérias e archaeas (16S; Figura 01 b) e as amostras inoculados ou ndo
inoculados ficaram proximas entre si dentro de cada tratamento, com as amostras nao

inoculadas mais dispersas comparadas as inoculadas.
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Figura 1: Diagrama de ordenagdo das OTU de brauna, produzido pela analise de Analise de
Coordenadas Principais (PCoA), representando a distribuicdo de cada amostra, baseada na matriz
de dissimilaridade Bray-Curtis. Os pontos mais proximos entre si apresentam maior similaridade,
sendo (a) regido ITS para fungos e (b) regido 16S para bactérias e archaecas. As amostras em azul
correspondem ao substrato comercial (Sub), vermelho ao solo da area de influéncia de uma planta
adulta esterilizado (Ste) e solo da area de influéncia de uma planta adulta (Nat), sendo os circulos
as amostras inoculadas com FM e tridngulo as amostras nao inoculadas.

Os indices de diversidade monstraram que a comunidade fungica (ITS) foi mais rica e
diversa em Nat > Ste > Sub, ndo havendo diferenca para o fator inoculagdo de FM (Tabela 2).
Para bactéria e archaea (16S) a riqueza e a diversidade foram Sub > Nat > Ste, ndo havendo

diferenca para o fator inoculacao (Tabela 2).

Tabela 2: indices de diversidade para OTU dos substratos de cultivo de bratuna para fungos (ITS) e
bactérias/archaea (16S), sendo 1) substrato comercial = Sub, 2) solo da area de influéncia de uma
planta adulta esterilizado = Ste, 3) solo da area de influéncia de uma planta adulta = Nat, com ou sem
a inoculagdo de fungos micorrizicos (FM).

ITS

Substrato Cobertura Riqueza Chaol  Shannon Equitabilidade
Sub 0,95 42,33 C 4,08 C 2,72C 0,50 A
Ste 0,98 66,25 B 471 B 3,35B 0,55 A
Nat 0,99 149,33 A 557 A 3,92 A 0,54 A
Inoculacio

Com FM 0,98 84,06 A 4,71 A 337A 0,54 A
Sem FM 0,98 87,89 A 4,86 A 2,28 A 0,52 A
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16S

Substrato Cobertura Riqueza Chaol  Shannon Equitabilidade
Sub 0,96 2139 A 2936 A 9,44 A 0,85 A
Ste 0,99 909 C 1219 C 7,28 C 0,74 C
Nat 0,97 1702 B 2421 B 8,41 B 0,78 B
Inoculacio

Com FM 0,97 7,29 A 4,71 A 836 A

Sem FM 0,97 7,29 A 4,86 A 834 A 0,79 A

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O Heatmap demonstrou a abundancia de grupos mais abundantes para fungos (ITS;

Figura 2 a) e para bactérias e archaeas (16S; Figura 2 b) para cada um dos seis tratamentos. A

inoculacdo conduziu a algumas alteragdes nos tdxons mais abundantes da comunidade

microbiana. O substrato comercial (Sub) apresentou abundancia de grupos de fungos

reconhecidos com saprofiticos, a exemplo de Mortierella, Sardariomycetes e Orbilaceae. O

solo esterilizado (Ste) inoculado com FM apresentou a ocorréncia de Thichoderma, Exophiala

e Conlarium que sdo encontrados como endofiticos. Para bactérias Ste apresentou abundéancia

de grupos de reconhecidas como bactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPR) e

outras com potencial patogénico. O solo natural (Nat) apresentou abundancia de Mortierella

que atua como saprofitico e Pleosporales que agrupa alguns endofiticos e parasitas. Para Nat

os grupos de bactérias mais abundantes sdo reconhecidos como PGPR, Lysinibacillus e

Sphingomonas.
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Figura 2: Heatmap e agrupamento (Matriz de Bray-Curtis), representando os taxons mais abundantes
dos substratos de cultivo de bratina, sendo (a) regido ITS para fungos e (b) regido 16S para bactérias e
archaecas. Sendo o substrato comercial (Sub), o solo da area de influéncia de uma planta adulta
esterilizado (Ste) e solo da area de influéncia de uma planta adulta (Nat). O sinal de (+) sdo as
amostras inoculadas com fungos micorrizicos (FM) e o (-) as amostras ndo inoculadas.

Discussao

O presente trabalho aumentou o entendimento sobre o papel da diversidade
microbiama e funcionamento da simbiose de braina com microrganismo, na perspectiva de
plant-soil feedback (PSF) positivo (Cortois et al., 2016), demonstrando que a sobrevivéncia e
o crescimento de bratina ¢ maior quando cultivada em associagdo com microrganismo que
coexistiram previamente no solo de uma planta adulta da mesma espécie. A inoculagdo com
fungos micorrizicos (FM), ndo aumentou o crescimento de braiina, mas favoreceu a
sobrevivéncia em substrato comercial (Sub) e solo esterilizado (Ste), condigdes nas quais 0s
simbiontes benéficos sdo escassos ou inexistentes, indicando que para esses tratamentos a
inoculacdo aumenta a sobrevivéncia de brauna. De inicio ¢ preciso reconhecer que
microrganismo simbiontes como FM, desempenham papéis chave para o sucesso ecoldgico,
possibilitando a protecao e o crescimento de plantas (Selosse et al., 2004; Vandenkoornhuyse
et al., 2015), sobretudo em condigdes de estresse abidtico como pH desfavoravel ou auséncia
de outros simbiontes.

A inoculagdo de FM em Nat implicou em menor sobrevivéncia das plantas,
evidenciando que a inoculacdo com FM pode alterar a microbiota nativa e desfavorecer a

sobrevivéncia de brauna, pelo menos com as espécies inoculadas. A competi¢ao entre FM e
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outros microrganismo pode modular o crescimento de plantas (Facelli et al., 2010), assim, a
inoculagdo pode afetar negativamente o crescimento das mesmas. Além disso, o indicativo ¢
que bratina nao seja uma planta micorrizica, devido a baixa percentagem de colonizacao, tanto
nos tratamentos inoculados quanto ndo inoculados. A familia Fabaceae apresenta algumas
espécies ndo micorrizicas, a exemplo de Daviesia spp. € Kennedia spp (Brundrett & Abbott
1991) e espécies ndo micorrizicas podem ser afetadas negativamente pela presenca de FMA
por mecanismos como parasitismo e alelopatia (Hoeksema et al., 2010; Veiga et al., 2012).
Nem mesmo os indculos nativos da area de influéncia de uma planta adulta da mesma
espécie, estimado em 789 por 100 mL de solo, possibilitou o aumento da colonizagao.

A dependéncia micorrizica negativa refor¢a o argumento que brauna ndo ¢
micorrizica, assim pode ter maior dependéncia por outros microrganismo simbiontes, a
exemplo de fungos dark septate (de Marins & Carrenho, 2017) ou microrganismo endofiticos.
De qualquer modo, o maior crescimento vegetativo ocorreu em solo natural (Nat) quando
comparado ao substrato comercial (Sub), possivelmente, pela existéncia de outros
microrganismo benéficos que atuam como promotores de crescimento de plantas (Cortois et
al., 2016; Revillini ef al., 2016), evidenciando que os FM sdo apenas a ponta do iceberg da
associagdo entre plantas e microrganismo. Dentre os microrganismo que podem estar
envolvidos em relagdes simbidticas com brauna, merece destaque as bactérias promotoras do
crescimento de plantas (PGPR), com grupos potenciais abundantes tanto em solo natural
(Nat) quanto em solo esterilizado (Ste).

Embora o isolado de Bradyrhizobium sp. tenha sido isolado a partir de nédulo de
plantas de braina em condigdes de viveiro, a inoculagdo ndo promoveu a nodulacdo em
nenhum dos seis tratamentos, indicando que a condi¢ao de cultivo pode ndo ter sido ideal para
o desenvolvimento da simbiose (Yang et al., 2001; Ferreira et al., 2016). E reconhecido que a
nodulagdo ¢ modulada pela disponibilidade de nutrientes e por outras caracteristicas fisico-
quimicas dos substratos (Yusif et al., 2016), a exemplo de pH e heterogeneidade do substrato.

As diferencas entre os substratos de cultivo foram evidenciadas pela PCoA, indices de
diversidade e Heatmap e contribuiu para explicar as diferencas de sobrevivéncia e
crescimento de bratina. A diferen¢a nos indices de diversidade pode ter relagdo com as
caracteristicas fisico-quimicas dos substratos de cultivo, uma vez que as comunidades
bacterianas sdo mais sensiveis a variagoes de pH quando comparada as comunidades fungicas
(Rousk et al., 2010; Wu et al., 2017), sendo este mais alcalino no substrato comercial (Sub),

promovendo menor dominancia e maior diversidade. O substrato comercial ndo apresentou
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abundancia de fungos com potencial fitopatogénico o que € vantajoso (Fernandes et al., 2006;
Xavier et al., 2009), entretanto, apresentou apenas Conlarium como potencial endofitico
capaz de promover o crescimento de plantas (Obase & Matsuda, 2014), o que pode ndo
garantir o aumento da sobrevivéncia e crescimento de braiina na perspectiva do plant-soil
feedback positivo.

O Ste foi recolonizado por microrganismo diversos, uma vez que estes sdo ubiquos, de
facil disseminagdo por vento e animais, sendo que suas caracteristicas fisico-quimicas eram
favoraveis para a instalagdo de microrganismo benéficos provenientes de Nat. O tratamento
Ste favoreceu a abundancia de endofiticos, como Exophiala, Conlarium, Thichoderma (Zhang
et al., 2008; Obase & Matsuda, 2014; de Souza et al., 2016), sobretudo quando inoculado
com FM. O fungo Piriformospora indica tem capacidades similares aos FMA, uma vez que
sdo capazes de promover o crescimento de plantas (Kumar & Rao, 2012; Moreira et al., 2015;
Gill et al., 2016) e aumentar a tolerancia a estresse biotico e abidtico (Oelmiiller et al., 2009;
Varma et al., 2012; Moreira et al., 2016), mas ndo sdo biotroéficos obrigatorios (Varma et al.,
1999), sinalizando que este fungo pode ter permanecido como saprofitico e recrutado
microrganismo benéficos. Nesse substrato (Ste) se observou uma abundancia de bactérias
com potencial para a promog¢ao do crescimento de plantas, Paraburkholderia (Timmermann
et al., 2017) e Edaphobacter (de Castro et al., 2013), embora tenha apresentado a menor
diversidade. Estes resultados evidenciam que o solo de uma planta da mesma espécie
funciona como seu fenotipo estendido (van Breemen & Finzi, 1998), possibilitando a
recolonizagdo, mesmo apds um distarbio drastico como a esterilizagdo, com espécies
potenciais para interagir e beneficiar a planta hospedeira.

O Nat ndo apresentou abundancia de grupos especificos de fungos com potencial para
a promog¢do do crescimento de plantas, mas, as bactérias mais abundantes, Lysinibacillus e
Sphingomonas (Naureen et al., 2017), sdo grupos com representantes capazes de promover o
crescimento de plantas. Neste caso, ¢ necessario associar as informagdes obtidas com o
sequenciamento de amplicons com o isolamento de grupos funcionais tais como PGPR e
endofiticos da rizosfera e dos tecidos internos de bratina, com potencial como promotores do
crescimento de plantas, de modo a aumentar o sucesso do cultivo por meio da inoculagdo.
Além disso, ¢ necessario investigar o papel de fatores abioticos na estrutura da comunidade
microbiana rizosférica por meio de alteragdes nas caracteristicas fisico-quimicas do substrato
de cultivo e como isso reflete na sobrevivéncia e crescimento de plantas de bratina e também

outras espécies, a exemplo de vinhatico, em condi¢des de viveiro.
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Os resultados obtidos com o presente trabalho ampliam o entendimento sobre a
relagdo de bratna, planta do bioma Mata Atlantica e ameagada de extingdo, com atributos
abidticos e bidticos dos substratos de cultivo, enfatizando a necessidade de reconhecer a
resposta de plantas ao modelo plant-soil feedback, possibilitando a produgdo de mudas de

bratina em condi¢des de viveiro.

Conclusoes
A brauna apresenta plant-soil feedback positivo e a inoculagdo com fungos
micorrizicos favorece sua sobrevivéncia em substrato comercial (Sub) e no solo esterilizado

(Ste), mas ndo garante o crescimento das plantas.
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Material Suplementar

Figura Suplementar 1: Mudas de bratna aos 180 dias de cultivo em trés substratos: 1) solo da
area de influéncia de uma planta adulta de braina = Nat, 2) solo da area de influéncia de uma
planta adulta de brauna esterilizado = Ste, 3) substrato comercial = Sub.
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CAPITULO 5: Adi¢io de solo de uma planta adulta da mesma espécie ao substrato
comercial e a inoculacio com FMA promovem o crescimento e nodulaciao de braiina

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o crescimento de mudas de brauna (Melanoxylon brauna
Schott) inoculadas com FMA e rizobio em diferentes propor¢des de substrato comercial
(SUB) e solo de uma planta adulta da mesma espécie (SOLO), na perspectiva do plant-soil
feedback. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo em delineamento inteiramente
casualizado, com 15 repetigdes e os seguintes tratamentos: (T1) 100% de SUB, (T2) SUB
acrescido de extrato de SOLO, (T3) 2/3 de SUB e 1/3 de SOLO, (T4) 1/2 SUB e 1/2 de
SOLO, (T5) 1/3 SUB e 2/3 de SOLO, e (T6) 100% SOLO. Todos os tratamentos foram
inoculados com uma mistura de FMA (Rhizophagus clarus, Claroideoglomus etunicatum,
Gigaspora albida) ¢ Bradyrhizobium sp. Ap6s 180 dias, foram avaliados o diametro do caule
(D), altura (H), nimero de ndédulos (NN), matéria fresca da parte aérea (MFPA) ¢ da raiz
(MFRA), matéria seca da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSRA). Os dados foram submetidos
a ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p <0,05). Plantas cultivadas em T1,
T2, T3 e T6 mostraram 0, 20, 53,3 e 66,7 % de sobrevivéncia, respectivamente, enquanto
emT4 e TS apresentaram 80 % de sobrevivéncia. O substrato contendo SOLO ou extrato de
SOLO favoreceu a sobrevivéncia e/ou o crescimento da brauna, o que pode estar relacionado
com a presenca de microrganismo benéficos no solo da planta adulta de bratina. Conclui-se
que bratna tem plant-soil feddback positivo, e que no solo de plantas adultas de bratna
existem microrganismo benéficos, que sdo essenciais para a sua sobrevivéncia e seu
crescimento.

Palavras-chave: FMA, Bradyrhizobium, Melanoxylon brauna, plant-soil-feedback positivo,

simbiose tripartite.

Introducio

A bratna (Melanoxylon brauna Schott) pertencente a familia Fabaceae (subfamilia
Caesalpinioideae) era de ampla ocorréncia natural no Bioma Mata Atlantica, mas devido ao
desmatamento e caracteristicas comerciais, foi intensamente explorada e atualmente se
encontra na Lista Oficial de Flora Ameagada de Extingao (IBAMA, 2014). A planta atinge 40
m de altura e ocorre do estado da Bahia a S3o Paulo em florestas sazonais e umidas,

apresentando madeira de alta densidade, escura (quase negra), durdvel e de alto valor
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econdmico (Lorenzi, 1992; Borges et al., 2014). E usada em obras externas e hidraulicas e na
confeccdo de instrumentos musicais (Borges ef al., 2012) e pode ser utilizada como espécie
ornamental. Os estudos visando melhorias na producdo de mudas dessa espécie sdo
fundamentais para o desenvolvimento de estratégias para sua reintrodugdo em areas nativas e
sua conservagao.

A baixa sobrevivéncia de braina em viveiro pode estar relacionada a auséncia de
microrganismo simbiontes nos substratos de cultivo (capitulo 4). As plantas tém um longo
processo de elovu¢ao com microrganismo do solo, o que conduziu ao desenvolvimento de
interdependéncia, abarcando as consideracdes do plant-soil feedback (PSF) com efeitos que
podem ser positivos, neutros ou negativos (van Breemen & Finzi, 1998; van der Putten et al.,
2013; Revillini ef al., 2016). O aproveitamento da simbiose pode ocorrer pela utilizagao de
solo de uma planta adulta da mesma espécie, melhorando a capacidade de crescimento de
coespecificos juvenis, desde que a planta apresente PSF positivo. Em clima temperado muitas
Fabaceae apresentam PSF neutro (Cortois et al., 2016), entretanto, existem indicacdes que em
condi¢des tropicais espécies dessa familia t€ém PSF positivo (capitulo 1, 2 e 4).

Além disso, mais de 90 % das plantas terrestres se associam com fungos do solo para
formar micorrizas (Selosse & Tacon, 1998; Smith & Read, 2008), sinalizando a necessidade
de contornar o viés dos substratos de cultivo, que busca minimizar a ocorréncia de
microrganismo patogénicos e, consequentemente dificulta a incidéncia de microrganismo
benéficos. Sdo reconhecidos que fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e rizdbios sdo
capazes de promover o crescimento de plantas (Moreira et al., 2016; Tavares et al., 2016;
Araujo et al., 2017; Freire et al., 2017), embora para os FMA exista um continuum que vai
desde o mutualismo até o parasitismo (Johnson ef al., 1997). A inoculacdo de mudas de
espécies florestais com FMA pode ser favoravel ao sucesso de programas de reflorestamento,
visto a possibilidade de reducao do uso de fertilizantes, menor tempo de formacao de mudas
em viveiro € maior sobrevivéncia em campo (Carneiro et al., 2004; Machineski et al., 2009;
Duarte et al., 2012; Goetten et al., 2016).

Além disso, plantas podem responder a heterogeneidade espacial (Wubs & Bezemer,
2016; 2018) e favorecer ou desfavorecer determinados grupos de simbiontes. As alteracdes
nas caracteristicas fisico-quimicas dos substratos de cultivo podem alterar a aeragdo e,
consequentemente a comunicagdo e o recrutamento de microrganismo benéficos pelas plantas
(Schulz-Bohm et al., 2017). Assim, fatores como a escolha do substrato de cultivo,

fertilizagdo, irrigacdo (Dutra et al., 2017; Freire et al., 2017) e o nivel de dependéncia a
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microrganismo simbiontes resultam em maior ou menor sucesso na produgdo de mudas. As
combinagdes entre esses fatores devem ser continuamente investigadas para atendar a
demanda das espécies florestais. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
crescimento de mudas de brauna inoculadas com FMA e rizoébio em concentragdes de
substrato comercial (SUB) e solo de uma planta adulta da mesma espécie (SOLO) em

diferentes proporcdes.

Material e métodos
Sementes e substratos

As sementes de brauna foram obtidas com a SIF (Sociedade de Investigacdes
Florestais) e desinfestadas superficialmente com etanol a 70 % por 30 s e hipoclorito de sodio
(2,5 %, v:v) por 10 min, com lavagens sucessivas em dagua esterilizada, em condicdes
assépticas. As sementes foram transferidas para placas de Petri com papel filtro umedecido
com agua destilada e esterilizada, posteriormente incubadas por sete dias a temperatura
ambiente e quando pré-geminadas foram selecionadas e dispostas nos vasos de cultivo.

O solo proveniente de uma planta adulta de brauna foi obtido no municipio de
Leopoldina-MG (S 21° 33* 7087, W 42° 36’ 003", 273 m de altitude), area de pastagem com
Urochloa sp, nas proximidades (raio de 2 m) de uma planta adulta, na camada de 0-20 cm de
profundidade, em pontos distribuidos aleatoriamente para obtencdo de uma amostra
composta. As amostras de solos foram peneiradas em campo, homogeneizadas e
armazenadas. O substrato comercial (Tropstrato Florestal, Vidaverde®) utilizado foi a base de

casca de pinus e vermiculita expandida, acrescida de macro e micronutrientes.

Inoculantes de FMA e rizébio

Os isolados de fungos micorrizicos arbusculares, Claroideoglomus etunicatum
RIN101A (= Glomus etunicatum), Rhizophagus clarus RIN102A (= Glomus clarum) e
Gigaspora albida PRN201A foram obtidos da Colecdo Internacional de Cultura de
Glomeromycota (CICG, www.furb.br/cicg) da Universidade Regional de Blumenau (FURB),
Santa Catarina, Brasil. Os isolados foram multiplicados em solo:areia (1:1, v:v) cultivados
com braquidria (Urochloa brizantha Hochst Stapf).

O isolamento de Bradyrhizobium sp. foi obtido a partir de nddulos de plantas de
bratna, crescendo em viveiro do IEF (Instituto Estadual de Florestas, Minas Gerais, Brasil).

Os nddulos foram desinfestados superficialmente em etanol a 70% por 30 s, seguido por
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imersdo em hipoclorito de s6dio a 2 % por 10 min e lavagens sucessivas em agua destilada e
esterilizada. Os nddulos foram pressionados com uma pinga sobre a placa de Petri com meio
de cultura YMA com vermelho Congo (Vincent, 1970), pH 6,9, incubadas a 25 °C, seguido
por repicagem para obteng¢do de colOnias isoladas. As colonias foram repicadas apos a
confirmagdo da pureza e preservadas a -80 °C em meio NBY (Schaad, 1998). O isolado teve o
DNA extraido com o kit Nucleo Spin® Soil (Macherey-Nagel), a partir de células cultivadas
em trés dias em meio de cultivo YMA. Para a amplificacdo parcial do gene 16S rRNA, foram
utilizados 0s pares de oligonucleotideos iniciadores (primers) 27F
(AGAGTTTGACCTGGCTCAG) e 1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT) (Lane, 1991). O
resultado do sequenciamento foi comparado a sequéncias depositadas no GenBank (NCBI)

por meio da ferramenta Blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Desenho experimental e inoculacio

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo em delineamento inteiramente
casualizado com 15 repetigdes e seis tratamentos que consistiram em diferentes proporgdes de
substrato comercial (SUB) e solo de uma planta adulta da mesma espécie (SOLO): (T1) SUB
100 % (T2) SUB mais extrato de SOLO, (T3) 2/3 de SUB e 1/3 de SOLO, (T4) 1/2 de SUB ¢
1/2 de SOLO, (T5) 1/3 de SUB e 2/3 de SOLO, e (T6) 100 % de SOLO (T1) 100 % de
substrato comercial, (T2) substrato comercial acrescido de extrato de solo de uma planta
adulta da mesma espécie, (T3) 2/3 substrato comercial ¢ 1/3 do solo de uma planta adulta da
mesma espécie, (T4) 1/2 substrato comercial e 1/2 do solo de uma planta adulta da mesma
espécie, (T5) 1/3 substrato comercial e 2/3 do solo de uma planta adulta da mesma espécie, e
(T6) 100 % do solo de uma planta adulta da mesma espécie. Todos os tratamentos foram
inoculados com uma mistura de FMA (C. etunicatum, R. claru e G. albida). As sementes
previamente germinadas foram embebidas em meio YM com rizobio por 10 min, em seguida
transplantadas para vasos plasticos de capacidade de um litro. As plantas foram transferidas
para o substrato de cultivo juntamente com os indculos de FMA.

O extrato de solo utilizado em T2 foi obtido pela mistura de solo e 4gua na propor¢ao
1:2,5 (v:v), seguido por agitacdo em Shaker a 180 rpm por 30 min e filtragem réapida em papel
filtro faixa preta 0,20 mm). Em cada repeti¢ao do referido tratamento foi adicionado 90 mL da

solucdo para recompor parte da microbiota indigena.

99



As mudas foram irrigadas, conforme a necessidade, tentando manter a umidade

proxima a capacidade de campo e 50 mL de solugdo com macro e micronutrientes foi aplicada

a cada 15 dias (Clark, 1975).

Medidas de crescimento e nodulacio

Apo6s o periodo de 180 dias de crescimento em viveiro foi avaliada a sobrevivéncia,
diametro do caule (D) a um centimetro do solo, altura (H), matéria fresca (FMS) e seca
(MSPA) da parte aérea e matéria fresca (FMR) e seca (MSRA) da raiz, nimero de nddulos e a
dependéncia micorrizica. A MSPA e MSRA foram determinadas apds secagem até peso

constante a 70 °C em estufa com ventilacao forcada.

Caracterizacao fisico-quimica dos substratos

Os substratos de cultivo foram caracterizados, conforme a Instru¢do Normativa n°® 17
da Secretaria de Defesa Agropecuaria do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), brasileiro (Brasil, 2008). As amostras em sua totalidade passaram pela peneira de
malha de 19 x 19 mm (ASTM 3%4”). Foi determinada a densidade volumétrica, a capacidade de
reten¢do de agua, o pH, a condutividade elétrica e a capacidade de troca cationica.

A densidade foi determinada pelo método de autocompactagao em proveta plastica de
500 mL, fazendo-se a determinag@o da umidade atual, previamente, com uma aliquota de 100
g da amostra levada a estufa (65 °C) até massa constante. O calculo da compactagao da massa

do substrato foi efetuado conforme a formula:

(100 — U atual)
100

Sendo, D seca = densidade volumétrica da amostra seca (kg m?), D umida =

D seca = D imida *

densidade volumétrica da amostra umida (kg m™) e U atual = umidade atual da amostra (%).

A capacidade de retencdo de agua (CRA) foi realizada apos preenchimento dos anéis,
com 100 mm de didmetro € 50 mm de altura, conforme a densidade seca de cada amostra,
seguido por saturacao dos cilindros por 24 h e colocagdo dos anéis em mesa de tensdo a 0,01
kPa por 48 h. A massa das amostras foi avaliada apds a retirada da mesa e secas em estufa a
65 °C por 48 h, utilizando-se a seguinte equagao:

[(massa 1 (g) —massa 2 (g)) * 100]
volume do anel (cm3)

CRA 10 (%g) =

100



O pH e a condutividade elétrica foram determinados em agua a 25 °C na razao 1:5,
v:v, apds agitacao a 40 rpm durante 1 h. O pH foi medido em pHmetro ¢ a condutividade
elétrica foi realizada apo6s filtragem em papel filtro faixa branca, utilizando-se condutivimetro.

A determinagdo da capacidade de troca catidnica (CTC) foi baseada na ocupacao dos
sitios de troca dos substratos pelos ions hidrogénio provenientes da solucdo de acido
cloridrico HCI (0,5 mol/L), que foram deslocados com a solu¢@o de acetato de calcio a pH 7.
Para evitar as perdas dos materiais organicos soluveis durante a lavagem foi utilizado carvao
ativado. A titulacdo foi realizada com NaOH (0,1 mol/L) e fenolftaleina 1 %. Sendo a CTC
calculada pela formula:

(mmol

C k—g) = {[(Va — Vb)x CNaOH (mTOZ)] * 1000}m (9)

Va = volumes, em mL, de solu¢do de NaOH 0,1 mol/L gastos nas titulagdes das
solugdes das amostras; Vb = volumes, em mL, de solugdo de NaOH 0,1 mol/L gastos nas
titulagdes das solugdes das amostras das provas em branco; m = massa em gramas da amostra

de substrato.

Analises estatisticas
Os dados foram submetidos a andlises de variancia (ANOVA) com significancia de 5
% de probabilidade e as médias foram comparadas pelo teste Tukey (p < 0,05) utilizando o

software R.

Resultados
Sobrevivéncia e crescimento das plantas

As plantas cultivadas em substrato comercial puro (T1) ndo sobreviveram até 180 dias
de cultivo, enquanto a sobrevivéncia no substrato acrescido de extrato (T2) foi de 20 %,
seguido de T3 (53,33 %), T6 (66,67 %), T4 (80 %) e TS (80 %). De modo geral T2
apresentou crescimento menor que os demais tratamentos e T3 teve crescimento maior que T4
em termos de D, MFPA e MSPA (Tabela 1). A altura foi menor em T6 quando comparado a
T3. O T2 nao apresentou ndédulos e ndo houve diferenca na quantidade de nodulos para os
demais tratamentos, sendo que T3, T4, T5 e T6 apresentaram, respectivamente, média de 25,

30, 53, 46 nodulos.
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Tabela 1: Medidas de crescimento de bratna apos 180 dias de cultivo em casa de vegetagdo, em
substratos com diferentes composigoes: (T3) 2/3 do substrato comercial (SUB) e 1/3 do solo de
uma planta adulta da mesma espécie (SOLO), (T4) 1/2 (SUB) e 1/2 do SOLO, (T5) 1/3 SUB ¢ 2/3

do SOLO, e (T6) 100% SOLO.

Medidas de crescimento

T2 T3 T4 T5 T6
NF 3,67b 12,63 a 12,67 a 13,17 a 13,30 a
H (cm) 8,66 ¢ 18,66 a 15,78 ab 16,32 ab 15,29 b
D (mm) 1,59b 4,64 a 275 b 3,40 ab 3,71 ab
MFPA (g) 0,37 ¢ 432 a 3,05 b 424 a 5,00 a
MFRA (g) 0,16 b 2,00 a 1,67 a 2,19 a 2,22 a
MSPA (g) 0,16 ¢ 1,77 a 1,16 b 1,88 a 2,12 a
MSRA (g) 0,04 ¢ 0,49 ab 0,33 be 0,58 a 0,67 a
NN 0,00 b 25,38 a 29,67 a 53,00 a 46,11 a
MSN (g) 0,00 b 0,06 a 0,09 a 0,10 a 0,08 a

*NF= ntimero de folhas; D = didmetro do caule; H = altura da planta; MFPA = matéria fresca da parte aérea; MSPA = matéria seca
da parte aérea; MFRA =matéria fresca da raiz; MSRA = matéria seca da raiz; NN= nimero de ndédulos e MSN = matéria seca dos
nodulos. Médias seguidas pela mesma letra minuscula nas mesmas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de

probabilidade.

Caracterizacao fisico-quimica dos substratos

O T1 (100 % de SUB) e o T2 (SUB acrescido de extrato de SOLO) nao apresentaram

diferenca para nenhuma das caracteristicas avaliadas (Tabela 2). A densidade volumétrica

diferiu entre os tratamentos em ordem decrescente: T6 > T5 > T4 >T3 > T2=T1) e a CRA foi

igual para todos os tratamentos. O pH foi menor em 100 % de SOLO (T6 = 4,96), sendo que

T5 néo diferiu de T4 e este ndo diferiu de T3. A condutividade elétrica e a CTC foi menor em

T6 (179,633; 175,292, respectivamente) e maior para T3, T4 e TS5, que correspondem as

proporcdes de solo e substrato comercial (Tabela 2).

Tabela 2: Caracterizagdo fisico-quimica dos substratos de cultivo de bratna, sendo substrato
comercial (SUB) e solo de uma planta adulta da mesma (SOLO) e (T1) 100 % de SUB, (T2)
SUB acrescido de extrato de SOLO, (T3) 2/3 de SUB e 1/3 de SOLO, (T4) 1/2 de SUB e 1/2
de SOLO, (T5) 1/3 de SUB e 2/3 de SOLO, e (T6) 100% SOLO.

Caracterizacao fisico-

quimica

T1 T2 T3 T4 T5 Té6
Densidade Volumétrica 0,30 ¢ 032¢ 057 d 067 ¢ 078 b 0,95 a
(g/em?)

Capacidade de retengdo de

4gua (CRA) % (m/m) 55,32 a 56,66 a 54,36 a 56,47 a 56,15 a 58,24 a
pH 564a 560a 542 b 533 bc 519 ¢ 496d
Sr:’]ﬂdu““dade clétrica MS 455252  420,00ab 38025abc  332,50bcd 309,25 cd 248,25 d
CTC mmol dm’ 589,86a 581,10 a 366,60 b 267,15 ¢ 25935 ¢ 226,69 ¢

Médias seguidas pela mesma letra mintiscula nas mesmas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

102



Discussao

A sobrevivéncia de 20 % em T2 comparado a T1 que apresentou 100 % de
mortalidade indica que bratna apresenta plant-soil feedback positivo. O extrato pode ser uma
estratégia importante como fonte de microrganismo benéficos, entretanto, as condig¢des fisico-
quimicas e biologicas do proprio substrato precisam ser readequadas para permitir condigdes
a simbiose. Os substratos organominerais (areia:solo:esterco, 1:1:1, v:viv) quando
comparados com areia e vermiculita (1:1, v:v) podem favorecer o crescimento ¢ nodulagao de
Fabaceae, tais como em Mimosa bimucronata inoculada com estirpes de rizobio (Freire et al.,
2017) ou em bratna, uma vez que apenas T2 ndo apresentou nodulos. Para favorecer a
microbiota associada a bratina, na impossibilidade de uso de solo proveniente de uma planta
adulta em grandes quantidades, ¢ possivel empregar subsolo, amplamente utilizada por
viveiristas (de Freitas et al., 2017), em propor¢gdes com substrato comercial, acrescido do
extrato de SOLO como fonte de indculo.

A formacao de nédulos em todos os tratamentos contendo SOLO, indica que além das
interagdes com outros microrganismo (Zahir et al., 2011; Lahrouni et al., 2012) e
caracteristicas fisico-quimicas como aera¢do, pH (Yang et al., 2001; Ferreira et al., 2016;
Yusif et al., 2016), fatores temporais regulam a nodulagdo (Barker & Bronstein, 2016), uma
vez que em outro experimento o tratamento correspondente a T6 ndo apresentou nddulos
(capitulo 4). Ao reconhecer braiina como uma espécie secundaria inicial a climax, que ocupa
o sub-bosque na fase juvenil, ¢ necessario investigar como fatores abioticos, a exemplo de
luminosidade, temperatura e umidade do ar afetam a comunidade microbiana, sobretudo FMA
e rizobios, € como isso reflete na sobrevivéncia e crescimento de bratna. De modo
complementar, ¢ preciso considerar a selecdo de estirpes eficientes, capazes de aumentar a
fixacdo biologica de nitrogénio (Angus et al., 2013; Araujo et al., 2017) e promover o seu
crescimento.

Embora a sobrevivénvia de T3 tenha sido menor que T4, TS e T6, seu crescimento foi
maior que T4, indicando que a dindmica dos microrganismo na rizosfera de bratina ¢
complexa, assim, as caracteristicas fisico-quimicas dos substratos ndo sao os Unicos fatores
envolvidos na sobrevivéncia e promoc¢do do crescimento desta planta (capitulo 4). As
caracteristicas fisico-quimicas dos substratos tais como densidade volumétrica, pH, CTC e
condutividade elétrica que tiveram aumento ou decréscimo linear, assim, ndo corresponderam
aos resultados de sobrevivéncia e crescimento. Isto tem implicagdes importantes em termos de

estratégias para controlar a simbiose, porque as condigdes fisico-quimicas e biologicas
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resultantes das propor¢des SUB e SOLO podem interagir e resultar em aumento e decréscimo
de crescimento em faixas mais estreitas do que o esperado. Este padrdo pode estar associado a
dinamica da comunidade microbiana e faixa estreita de sobrevivéncia e crescimento de alguns
grupos funcionais de microrganismo.

A inoculagdo com as trés espécies de FMA (Claroideoglomus etunicatum,
Rhizophagus clarus, Gigaspora albida) pode ter atuado como um dreno de fotoassimilados
(Johnson et al., 1997) e influenciado a resposta de bratina e, talvez, esta planta tenha relagao
mutualista mais especifica com outras espécies de FMA. Entretanto, as evidéncias indicam
que bratna ¢ uma espécie ndo micorrizica, pois mesmo na presenga de indculos provenientes
de uma planta adulta, a percentagem de colonizagdo radicular foi extremamente reduzida
(capitulo 4). Experimentos futuros devem testar a resposta de bratina a inoculagdo com outras
espécies de FMA e complementar as informagdes utilizando marcadores isotdpicos (Courty et
al., 2011), de modo a saber se na fase juvenil, por intermédio de espécies de FMA, braina nao
explora a capacidade fotossintética de plantas proximas.

Para melhor entendimento da qualidade das mudas e inferéncias sobre as
caracteristicas fisico-quimicas dos substratos, bem como a presenca de grupos funcionais tais
como acidofilos, fixadores de N, solubilizadores de fosfato, ¢ importante avaliar o teor de
nutrientes nos tecidos da planta. Essas informacgdes devem ser correlacionadas com a
composicdo da comunidade fingica e bacteriana por meio de sequenciamento de amplicons
(capitulo 1, 2 e 4), de modo a reconhecer grupos mais abundantes e como estes respondem ao
gradiente fisico-quimico formado pelas propor¢des de SUB e SOLO.

A complexidade dos resultados envolvendo experimentagdes com brauna pode nao ter
relagdo somente com microrganismo simbiontes, plant-soil feedback e/ou caracteristicas
fisico-quimicas dos substratos, mas também com a fisiologia, genética e condi¢do ecoldgica
da propria espécie. A baixa variabilidade genética, devido ao isolamento de individuos (da
Silva et al., 2003; Carvalho et al., 2007; Crepaldi & Peixoto, 2010; Versieux et al., 2011)
pode implicar em aumento da carga genética por aumento de endogamia (Helenurm & Schaal,
1996) e, consequentemente, somar genes deletérios, resultando em menor resisténcia a pragas
e patdgenos, bem como dependéncia de condigdes fisico-quimicas e bioldgicas muito
especificas para sobrevivéncia e crescimento. Isto pode explicar a alta incidéncia de
patégenos em seus frutos (Freire et al., 2013) e o intenso ataque por insetos (Silva et al.,

2013). Assim, existe a possibilidade de que as diferengas na sobrevivéncia dos juvenis, em
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condi¢des de viveiro, estejam relacionadas a eventos estocasticos, decorrentes da carga
genética da planta.

De qualquer modo, ¢ preciso reconhecer que braina apresenta plant-soil feedback
positivo e que os resultados obtidos com o presente trabalho ampliam o entendimento sobre a
resposta dessa planta a fatores abidticos e bidticos, contribuindo para aumentar o sucesso na

producdo de mudas de uma espécie ameagada de extingdo.

Conclusao

A brauna apresenta plant-soil feedback positivo e no solo de plantas adultas desta
espécie existem microrganismo benéficos, que sdo essenciais para a sua sobrevivéncia e o seu
crescimento. Assim, a utilizacdo de solo de plantas adultas ou de seu extrato, associado a
caracteristicas fisico-quimicas adequadas dos substratos sdo essenciais para garantir a

produgdo de mudas bratna de qualidade.
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Material Suplementar

= T4 s TS e X
Figura 1: Padrao de crescimento de brauna apods 180 dias de cultivo, em (A) 100%
substrato comercial = T1; (B) substrato comercial mais extrato = T2; (C) 1/3 de
solo de uma planta adulta da mesma espécie = T3; (D) 1/2 de solo de uma planta
adulta da mesma espécie = T4; (E) 2/3 de solo de uma planta adulta da mesma
espécie = T5; (F) 100 % Solo natural de uma planta adulta da mesma espécie = T6.
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CONSIDERACOES FINAIS

As duas espécies de planta vinhatico (Plathymenia reticulata Bentham, Mimosoideae)
e bratna (Melanoxylon brauna Schott, Caesalpinoideae), respondem positivamente ao plant-
soil feedback. Entretanto, o comportamento ¢ bastante distinto uma da outra, enquanto
vinhatico ¢ caracteristicamente micorrizica, tem seu crescimento aumentando com a adubacgao
fosfatada (< 300 mg dm™ quando inoculada com FMA) e tem melhor crescimento em
propor¢des de SOLO e SUB; a bratna ¢ aparentemente uma planta ndo micorrizica que tém
padrao complexo de aproveitamento da adubacao fosfatada e de sobrevivéncia e crescimento
em proporcdes de SOLO e SUB.

E preciso reconhecer que o tipo de substrato de cultivo implica em alteragdes na
microbiota associada a essas plantas, com respostas em termos de composi¢ao e indices de
diversidade diferenciados. De modo geral, o sequenciamento de amplicons revelou que o solo
natural (Nat) apresenta maior riqueza e diversidade de fungos (ITS), enquanto o substrato
comercial (Sub) apresenta maior riqueza e diversidade de bactérias e archaea (16S), sendo o
pH um dos fatores que mais explicam esse padrao. O isolamento de BFN foi importante para
certificar que vinhatico e bratna estabelecem simbiose com rizobio, entretanto € essencial
avaliar a eficiéncia simbiotica dos isolados. Além disso, para vinhatico ficou evidente que as
propor¢des de SOLO e SUB favorecem a maior riqueza de fungos, bactérias e archaea,
possivelmente pelo aumento da heterogeneidade e criagdo de novos nichos. Os heatmaps
permitiram reconhecer os grupos mais abudantes, incluindo bactérias e fungos com potencial
benéfico, a exemplo de endofiticos, fungos micorrizicos e bactérias fixadoras de nitrogénio
(BFN), bem como potenciais patdgenos.

As informacodes sobre simbiontes benéficos devem, futuramente, ser associadas com o
1solamento, caracterizacdo e selecdo de bactérias e fungos promotores de crescimento de
plantas, capazes de produzir fitormdnios, solubilizar fosfato e fixar o nitrogénio atmosférico.
Deste modo, as possibilidades de producdo de inoculantes para a produ¢do de mudas serdo
ampliadas. Torna-se importante, também, avaliar o potencial de fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) pelo método on fam, devido a facilidade de obtencao de inoculante.

No contexto da producdo de inoculantes de microrganismo benéficos, ¢ preciso
reconher o potencial dos microrganismo eficientes (EM - Effective Microorganisms), embora
nao existam informagdes robustas sobre os efeitos da inoculagdao com EM no crescimento de
plantas e a composi¢do da comunidade microbiana na solu¢do de EM seja altamente variavel,

estes podem atuar como um “pro-bidticos” para algumas ou muitas espécies vegetais. Os EM
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podem interagir com uma microbiota nativa competitiva e se desdobrar em diversas
possibilidades, a exemplo do sistema plant-soil feedback (PSF).

O PSF representa um avango conceitual importante para uma abordagem mais
holistica de plantas, microrganismo e solo. Além disso, a validade do PSF torna-se relevante
para entender a dindmica de plantas em sistemas naturais e abre espaco para outros estudos
experimentais em casa de vegetacao, a exemplo dos testes realizados com vinhatico e bratna
por nosso grupo de pesquisa, os quais podem ser expandidos para outras espécies vegetais,
dificilmente propagadas em condi¢des de viveiro. De qualquer modo, o PSF amplia as
contribui¢cdes dos diferentes componentes abiodticos e bidticos do solo que pode levar a uma
melhor compreensdo e, consequentemente, manejo dos sistemas naturais, florestais e
agricolas.

Muito pouco ¢ conhecido sobre a biologia e ecologia de vinhdtico e bralina, bem
como sobre microrganismo associados e as condi¢des fisico-quimicas do solo favoraveis a
simbiose. Assim, cabe a realizagdo de avaliagdes em campo, relacionadas a ecologia das
espécies e informagdes complementares sobre a variabilidade genética e exigéncias para
outros macro e micronutrientes. E perceptivel que existem muitas perguntas em aberto, mas
passos importantes foram dados. Espero ser bem sucedido em fazer com que outras pessoas se

surpreendam o tanto quanto me surpreendi e me entusiasmei durante esta jornada.
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