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RESUMO

Interacdes entre fungos micorrizicos arbusculares e a microbiota de solos

O conhecimento das associag0es entre 0s microrganismos componentes da microbiota
dos solos é de grande interesse no meio cientifico, principalmente relacionado aos
microrganismos que se associam de forma benéfica com as plantas. Neste contexto, destaca-se
a micorriza arbuscular, que é a associa¢ao entre os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) e
uma amplitude de espécies vegetais. Além desta intima interacéo entre estes organismos, torna-
se necessario conhecer a importancia dos demais componentes do sistema solo, como a
microbiota formada por fungos e bactérias dos solos, para o estabelecimento desta interacao.
Os objetivos dos estudos componentes desta tese se concentraram na avaliacdo de FMAs (D.
heterogama, R. clarus e Gi. rosea) inoculados em sistemas alterados quanto a composi¢do das
comunidades microbianas dos solos, promovidas pela metodologia de ‘diluicdo para extingédo’.
No primeiro estudo foram encontradas respostas diferenciais na capacidade de colonizagdo
micorrizica (%CM) de plantas de cana-de-acucar pelos FMAs inoculados nos diferentes
sistemas, além do efeito diferencial dos FMAs quanto as alteragdes nas comunidades de fungos
e bactérias do solo. Num estudo mais detalhado, desenvolvido apenas com R. clarus em plantas
de milho, foi verificado que a maiores diversidades microbianas do solo resultaram em maior
colonizacdo do hospedeiro, principalmente no periodo inicial de desenvolvimento das plantas.
Neste experimento foi descrita a correlacdo direta da capacidade de coloniza¢do do FMA com a
riqueza e a diversidade filogenética da microbiota dos solos. A descricdo dos perfis metabolicos
dos solos contendo diferentes comunidades microbianas revelou a capacidade diferencial destes
solos em utilizar diferentes fontes de carbono, além de demonstrar um aumento no
metabolismo (evidenciado pelo consumo total de fontes de carbono) devido a inoculagdo do
FMA. Em conjunto, os dados obtidos nos dois estudos indicam que a micorrizacdo das plantas
depende da acdo de outros microrganismos do sistema solo, que atuam como um terceiro fator
nesta simbiose e que a microbiota do solo responde a inocula¢do de um organismo exdgeno,
primordialmente aumentando seu metabolismo. Deve-se, portanto, considerar que a degradacao
bioldgica dos solos, com perda de sua biodiversidade, pode ter papel determinante no
funcionamento de interagdes especificas e benéficas as plantas.

Palavras-chave: Simbiose; Diversidade microbiana; Funcionalidade do solo; Micorriza
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ABSTRACT

Interaction between arbuscular mycorrhizal fungi and soil microbiota

Knowledge about the associations between microbial components of soil microbiota is
of great interest in the scientific community, primarily related to microorganisms that are
associated beneficially with plants. In this context, there is the arbuscular mycorrhiza, which is
made of the association between mycorrhizal fungi (AMF) and a range of plant species. In this
close interaction between these organisms, it is necessary to describe the importance of other
components of the soil system, such as the microbiota formed by fungi and bacteria from the
soil, to establish this interaction. The objectives of the studied that compose this thesis focused
on the evaluation of AMF (D. heterogama, R. clarus and Gi. rosea) fitness, when inoculated in
modified systems on the composition of the microbial communities in the soil, with alterations
promoted by the ‘dilution to extinction’ methodology. In the first study, differential responses
were found in root colonization capacity (% CM) of sugarcane by AMF inoculated in different
systems, and the differential effect of AMFs, changing the communities of fungi and bacteria of
soil. In a more detailed study, designed only to R. clarus in corn plants, it was found that higher
microbial diversity of soil resulted in higher colonization of the host, especially in the initial
period of plant development. In this experiment it was described the direct correlation of AMF
colonization capacity with richness and phylogenetic diversity of soil microbiota. The
description of the metabolic profiles of soil containing various microbial communities revealed
the differential ability of these soils utilize different carbon sources, in addition to
demonstrating an increase in metabolism (as evidenced by the total consumption of carbon
sources) due to inoculation of the AMF. Together, the data from the two studies indicate that
colonization of plants by AMF depends on the action of other microorganisms soil system,
which act as a third factor in this symbiosis, and that the soil microbes respond to inoculation of
an exogenous organism, primarily increasing its metabolism. One should therefore consider
that the biological degradation of the soil, with loss of biodiversity, may have crucial role in the
functioning of specific and beneficial interactions to plants.

Keywords: Symbiosis; Microbial diversity; Functionality of soil; Mycorrhiza
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1 INTRODUCAO

E conhecido que as comunidades microbianas dos solos se alteram de acordo com o
manejo adotado, porém esta resposta € muitas vezes negligenciada nas estratégias de uso e
conservacdo de solos agricolas. Pouco se sabe a cerca das interacbes microbioldgicas no
sistema radicular das culturas de interesse econdmico e sobre 0s mecanismos que regem a
perfeita integracdo entre os microrganismos benéficos as plantas, como fungos micorrizicos
arbusculares (FMAS) e os demais constituines da microbiota dos solos.

Estas interagcfes podem resultar em aprimoramento da colonizagdo da planta
hospedeira, com consequente aproveitamento dos nutrientes e dos recursos hidricos,
conferindo maior qualidade do solo com relacdo ao componente bioldgico. Ganha destaque
neste contexto, os principais processos desempenhados pelos microrganismos nos solos, como
ciclagem de nutrientes, controle de patégenos de solo que garante equilibrio bioldgico,
melhoria na agregacdo do solo e degradacéo de contaminantes.

No entanto, no cenario agricola atual, as elevadas produtividades sdo acompanhadas
de fatores que acarretam na alteracdo da comunidade microbiana dos solos, ocasionando
selecdo de grupos microbianos especificos, adaptados ao sistema de cultivo, e com uma
consequente diminuicdo da biodiversidade do sistema, o que pode reduzir ou eliminar varios
processos importantes para a manutencdo e conservacdo dos mesmos.

Sabe-se que FMAs e bactérias do solo podem interagir de forma sinérgica
(ANTURSSON et al., 2006) na rizosfera da maioria das plantas cultivadas, sendo estas
interacdes fortemente influenciadas pelo sistema de manejo e pelas espécies vegetais
presentes na area. Deriva-se deste conhecimento o fato de que a biodiversidade do solo pode,
portanto, influenciar na colonizacdo do FMA em sua planta hospedeira. Ainda, pode-se
sugerir que a presenca da interacdo entre FMAs e plantas € um modulador das comunidades
microbianas dos solos.

Neste sentido, o objetivo desta tese foi avaliar estas interagdes, buscando correlagdes
entre a diversidade bioldgica do solo e a eficiéncia da interacdo entre plantas e espécies de
FMAs. Adicionalmente, a alteragdo na composicdo das comunidades microbianas causadas
pela inoculacdo de FMAs foi determinada para diferentes sistemas bioldgicos manipulados

nos solos.
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1.2 Revisao bibliogréfica

1.2.1 Comunidade microbiana dos solos

Os microrganismos do solo constituem enorme fonte de diversidade, representados
por seres vivos pertencentes aos trés dominios da arvore filogenética (Bacteria, Archaea e
Eukarya) (WOESE; FOX, 1977; WOESE, 1994; PACE et al., 2012). Estudos estimam que a
abundancia de microrganismos nos solos seja de aproximadamente 10° células por grama de
solo (ROESCH et al., 2007). Pisa e colaboradores (2011) encontraram mais de 50 mil
espécies em uma Unica amostra de solo utilizando técnicas moleculares de alto rendimento
como o pirosequenciamento. A maior atividade bioldgica é observada nas areas que estdo sob
influéncia das raizes, denominada de rizosfera (HILTNER, 1904 e citado por ANTOUN;
PREVOST, 2005; PHILIPPOT et al., 2013), devido a alta disponibilidade de nutrientes que
aumenta a biomassa microbiana nessa regido (ANDREOTE et al., 2014).

Os estadios de desenvolvimento da planta, praticas de manejo adotadas e alteracoes
nas condicdes ambientais também sdo fatores que contribuem para a estruturacdo de
comunidades microbianas (WALLIS et al., 2010; CHAPARRO et al., 2014). Alguns estudos
mostram, por exemplo, alteragdes na diversidade microbiana na rizosfera de plantas como
milho e trigo de acordo com suas fases de desenvolvimento (BAUDOIN et al., 2002;
HOULDEN et al., 2008) e atribuem as diferenciacdes da diversidade principalmente as
mudancas na exsudacdo das plantas, em que os maiores teores de agUcar sdo liberados na fase
de plantula e maior liberacdo de aminoacidos e compostos fenolicos no seu desenvolvimento
posterior (CHAPARRO et al., 2013).

Fatores ambientais e bidticos atuam de forma determinante na estruturacdo de
comunidades microbianas. Com destaque para a estruturacdo diferencial de tais comunidades
de acordo com a espécie vegetal (HARDOIM et al., 2008; REDFORD et al., 2010), sendo que
por vezes esta diferenciacdo € observada mesmo dentro de uma espécie, guiada por diferencas
genotipicas das cultivares (INCEOGLU et al., 2010, 2011). Os componentes da rizosfera de
cada espécie vegetal sdo responsaveis por sua composicdo microbiana (LUNDBERG et al.,
2012) e a interacdo com outros microrganismos do solo também pode modular esta
estruturacdo microbiana do solo (ARTURSSON et al., 2005), fato observado quando houve
inoculacéo de patdgenos de solo no sistema (MENDES et al., 2011).

Efeitos benéficos podem ser atribuidos a diversidade de microrganismos presentes no
solo, onde estes atuam de forma conjunta sobre atividades como a decomposigéo de material

organico, imobilizacdo e disponibilizacdo de nutrientes as plantas (como as bactérias
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fixadoras de nitrogénio, solubilizadoras de fosfato mineral e fungos micorrizicos
arbusculares), mineralizagdo de compostos organicos, transformacbes inorganicas
(amonificacdo, nitrificacdo, desnitrificacdo, oxidacdo do enxofre), producdo de fito-
horménios, que auxiliam o crescimento vegetal ou por funcbes diretamente ligadas a inibicéo
do desenvolvimento de patogenos e antagonistas de solo (TORO et al., 1996; BAREA et al.,
1998; VAZQUEZ et al., 2000; MINERDI et al., 2001; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006;
RONNEY et al., 2009; BRAZ, 2011; KHOKHAR et al., 2011).

A microbiota do solo, mais especificamente bactérias e fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs), é tradicionalmente avaliada de forma separada. Um exemplo é o
trabalho realizado por Andrade e colaboradores (1998), que teve como objetivo a avaliacdo da
interacdo de Glomus mosseae e dois isolados bacterianos (Alcaligenes eutrophus e
Arthrobacter globiformis) em relacdo ao crescimento da populacdo de Pseudomonas spp.
fluorescentes na rizosfera. Os autores observaram que ocorre seletividade entre os isolados
inoculados e o grupo de bactérias avaliadas. No entanto, em virtude dos estudos ocorrerem de
forma isolada, ndo ha critérios estabelecidos para estuda-los de forma sinérgica em associacdo

as plantas, levando em consideragdo toda a microbiota.

1.2.2 Fungos micorrizicos arbusculares: importancia e ecologia

Os Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAs) sdo simbiotréficos obrigatorios
pertencentes ao filo Glomeromycota, distribuidos em trés classes (Glomeromycetes,
Archaeosporomycetes e  Paraglomeromycetes), cinco ordens (Archaeosporales,
Diversisporales, Glomerales, Paraglomerales e Gigasporales), 15 familias, 38 géneros
(SCHURLER et al., 2001; MORTON; REDECKER, 2001; OEHL; SIEVERDING, 2004;
WALKER; SCHURLER, 2004, SIEVERDING; OEHL, 2006; SPAIN et al., 2006; OEHL et
al., 2008, 2011a, 2011b, 2011c, 2011d; PALENZUELA et al., 2008; GOTO et al., 2014) e
cerca de 270 espécies catalogadas em diversas condigdes de solo e ambiente (GOTO et al.,
2010, 2014). Desta ampla diversidade, pelo menos 50% das espécies ja foram encontradas em
varios ecossistemas brasileiros, incluindo 99 taxons citados pelos autores Stlirmer e Siqueira
(2008).

Estes microrganismos colonizam a maioria das plantas terrestres formando uma
associacdo simbidtica mutualistica, denominada micorriza arbuscular (MA). Relata-se que
essa associacdo surgiu a mais de 400 milhdes de anos (BERBARA et al., 2006) e foi um
processo importante para a evolucdo das plantas, com destaque para o periodo em que estas

enfrentaram a transicdo do ambiente aquatico para o ambiente terrestre (BONFANTE,
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GENRE, 2008). Os FMAs sdo encontrados em associacdo a grande maioria das espécies de
planta e tem atividade favoravel ao desenvolvimento vegetal em quase todas as situacfes de
solo e ambiente, como pastagens, florestas, regides de desertos e agroecossistemas (OPIK et
al., 2006). Esta grande gama de plantas apresenta uma dependéncia bastante variavel desta
interacdo para seu suprimento nutricional (SIEVERDING, 1991).

A micorriza € um importante componente do sistema solo-planta, uma vez que a
diversidade dos FMAs estd intimamente ligada a diversidade e produtividade das
comunidades vegetais (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). A riqueza das espécies vegetais pode
ser modulada por fatores edéaficos ou climéticos, neste sentido se observa que a microbiota
dos solos pode atuar de forma determinante na alteracdo da diversidade de plantas (VAN
DER HEIJDEN et al., 1998; SHEUBLIN et al., 2007; FACELLI et al., 2010).

Através das hifas e micélios do FMASs, a planta consegue realizar a absorcdo de
nutrientes fora da zona de esgotamento do sistema radicular (regido que surge devido a maior
absorcdo de nutrientes pelas raizes), promovendo aumento da atividade biol6gica além do
sistema radicular das plantas devido a manutencdo de condicOes favoraveis neste ambiente e
pela exsudagdo promovida pelos micélios (SCHUBLER, 2002). A melhor ramificagio do
sistema radicular das plantas, em consequéncia da massa de micélios formada, € um
parametro morfoldgico acentuado em raizes micorrizadas (ATKINSON et al., 1994; BERTA
et al., 1995); o que resulta em melhoria de absor¢édo de nutrientes do solo e fornecimento de
fontes de carbono da planta para 0 FMA, garantindo a manutencdo da MA (GRIGERA et al.,
2007).

O estabelecimento dessa simbiose resulta na sequéncia de eventos coordenados pelo
fungo, pela planta e suas interagdes, culminando com uma relagdo simbidtica mutualista
perfeita no que diz respeito a morfologia, bioguimica e funcionalidade (MOREIRA,;
SIQUEIRA, 2006). Diversos processos estdo envolvidos na comunicacdo quimica durante o
estadio pré-simbidtico da associacdo. Fatores referentes a sinalizacdo, a penetracdo e
consequente colonizag&o intra-radicular tem sido elucidados nos ultimos anos. No entanto os
mecanismos moleculares que regulam o principio, o desenvolvimento e a funcionalidade da
micorriza sdo em grande parte desconhecidos (LAMBAIS, 2006).

Dentre as familias de FMAs que apresentam maior nimero de espécies descritas em

sistemas agricolas se destacam: Acaulosporaceae, Gigasporaceae e Glomeraceae. Porém,
podem ocorrer algumas preferéncias entre espécies vegetais, como em cana-de-agucar, por

exemplo, os grupos descritos acima se destacam com maior numero de espécies,
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encontrando-se em menor quantidade algumas espécies das familias Ambisporaceae,

Diversisporaceae, Pacisporaceae e Paraglomeraceae (AZEVEDO, 2008).

Trabalhos relatam que a cultura do milho promove a exsudagdo de compostos
bioldgicos que proporciona 0 aumento das taxas de colonizacdo micorrizica e densidade de
esporos de FMAs (SIQUEIRA; KLAUBERG-FILHO, 2000). Culturas como a soja, liberam
exsudatos radiculares que contém moléculas que ndo estimulam de forma satisfatoria a
germinacdo e crescimento de esporos quando comparado com a cultura do milho
(BENEDETTI et al., 2005; FARIA et al., 2009). Portanto, a espécie vegetal estabelecida na
area influencia nas taxas de colonizacdo micorrizica e diversidade de FMAs. O trabalho
realizado por Angelini e colaboradores (2012) mostrou que a cultura do milho apresentou
melhor estabelecimento da simbiose com elevada coloniza¢do e maior nimero de espécies
identificadas de FMAs.

Pouco se sabe sobre a interacdo destes grupos de FMASs com outros microrganismos
do solo. Em cana-de-acucar, é descrita a interacdo entre Gluconacetobacter diazotrophicus e
Glomus clarum (PAULA et al., 1991), onde os autores verificaram que a inoculacdo desta
espécie de FMA, junto com uma mistura de bactérias diazotroficas, resultou em maior
colonizacdo micorrizica e aumento da populacdo de G. diazotrophicus na parte aérea da
cultura, evidenciando o sinergismo entre 0s microrganismos. Acredita-se que exista uma
gama muito maior de interacGes entre a microbiota do solo e os FMASs na rizosfera das

plantas.

Algumas espécies e familias de FMAs foram agrupadas de acordo com
caracteristicas funcionais, baseadas na diversificacdo de condicGes relacionadas a sua
sobrevivéncia, sucessao e estrutura espacial. Este agrupamento propés a divisdo dos FMAs
em trés grupos: os competidores, tolerantes a estresses ou ruderais, denominada de estrutura
C-S-R (CHAGNON et al., 2013), conforme apresentado na figura 1.

Esta estrutura foi organizada devido a resposta de cada grupo de FMAs as situagoes
variaveis de distarbio ou estresse. Os géneros de FMAs foram organizados devido as suas
caracteristicas, por exemplo, os ruderais que apresentam rapida geracdo de propagulos e
rotatividade de hifas para garantir sua sobrevivéncia. Os competidores, que se estabelecem em
condigdes de limitacdo de recursos e apresentam a capacidade de atrasar sua reproducéo para
armazenar recursos (OEHL et al., 2009; KLIRONOMOS, 2001; PRINGLE; BEVER, 2002), e
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0s tolerantes a estresse que tem baixo custo metabdlico e conseguem resistir a estresses
ambientais (HART; READER, 2002; MAHERALI; KLIRONOMOS, 2007).

Este estudo foi baseado na capacidade dos FMAs de cada grupo em se associar as
comunidades vegetais e podem se encaixar em estudos ecoldgicos relacionados a interacéo de

FMAs com os componentes bi6ticos do sistema, inclusive a comunidade microbiana de solos.

Tolerante a estresse(S)
v Maior taxa de crescimento
v" Micélios mais duradouros +
v' Resistente a estressesabioticos

(acidez. temperatura) Y.
v Maior investimento na defesa propria d ‘e,
‘e
..
",

3

:ﬁ

g CSR

-~

=

.
.'0. 0. S
.0. .Q.
0' ..0
E 2
o
r— =)
— Distirbio
- “ +
w2 X @ @@ 3032323 - :
T SNe B 3000 eesssesesseeet® B d
_- - ~ - R0 e LR £
-7 Competidores (C) o ge” i Ruderal R) " 5
7’ . 3 5 y .
+7 ¥ Maior densidade de hifasno solo s ¥ Maiortaxa de crescimento
’ v ‘Forfe annazenadorde C \ & v Produgio de esporos assexuais antecipada
V" Produgo tardia de esporos assexuais na ,| P ¥ Altarotatividade de Pxi:fas :
\ Gy dereescimats 3 7 '/Eﬁcieime mecamstnodde d.tspe;:go de esporos
\ ¥ Fomecemaior suprimento deP para o - Melhor pro_tegao e hosp_e 10S ‘.onnra‘__,.-
~o hospedeiro A patogenoseherbivoros .

- S R e S iy i i e aueY®
S m =T  rieesessaseseett

Figura 1 - Estrutura C-S-R e identificacdo de caracteristicas fenotipicas dos FMAs
considerados competidores, tolerantes a estresse ou ruderal. (Adaptado de
CHAGNON et al., 2013). Os grupos destacados (competidores e ruderal) foram
abordados no presente estudo

Técnicas de andlise independentes de cultivo podem levar a uma descricdo mais
ampla das relagdes dos FMAs com a comunidade microbiana dos solos e plantas, propiciando
0 entendimento dos processos que governam esta interacdo (MUY ZER; SMALLA, 1998).

Com os resultados obtidos, pode-se observar aspectos relacionados ao padrédo de
agrupamentos dos microrganismos e inferir sobre suas relagdes ecoldgicas (HELGASON et
al.,1998), com a finalidade de analisar como a presenca dos FMAs pode ser relacionada a
capacidade dos ecossistemas de manterem a resiliéncia de seus processos (FITTER, 2005).
Estudos relacionados aos solos com presenca de plantas hospedeiras tornam-se bastante
atrativos, devido a grande atividade microbiana que resulta no estabelecimento de diversas

relagOes planta-solo-microrganismos.
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1.2.3 Microbiota dos solos e fungos micorrizicos arbusculares

Os grupos microbianos que interagem com os FMAs na rizosfera de plantas séo
geralmente pertencentes aos saprofitos e simbiontes, e estas interacdes podem ser prejudiciais,
neutras ou benéficas para os microrganismos ou plantas hospedeiras (BAREA et al., 2002). A
interacdo ocorre predominantemente com os microrganismos endofiticos, que colonizam os
tecidos do sistema radicular, conferindo protecdo e promovendo o crescimento das plantas
(STURZ; NOVAK, 2000), além de interagir com bactérias fixadoras de nitrogénio, de vida
livre ou simbidtica (BAREA, 1997).

Os microrganismos denominados rizobactérias promotoras do crescimento de plantas
(RPCPs) formam o grupo mais importante de bactérias presente na rizosfera das plantas,
desenvolvendo importantes fungfes para manutencgéo e crescimento vegetal e estabelecendo a
qualidade do solo, em aspecto biologico (KLOEPPER et al., 1991; BASHAN; HOLGUIN,
1998; BAREA, 2000; JEFFRIES; BAREA, 2001).

Grupos bacterianos que desempenham efeito benefico no estabelecimento e
manutencdo da micorriza sdo chamados de bactérias que “ajudam” a micorriza (termo em
inglés: Mycorrhiza Helper Bacteria — MHB), que foi designado primeiramente para as
ectomicorrizas, que é o nome dado a associacdo simbidtica entre fungos ectomicorrizicos e
espécies arboreas (GARBAYE, 1994; GRYNDLER et al., 2000).

No entanto, estudos relatam que grupos bacterianos podem favorecer a germinacgao
de esporos de FMAs, como observado para a espécie Glomus clarum (atualmente R. clarus)
devido a producdo de alguns compostos (XAVIER; GERMIDA, 2003). Estes compostos
afetam diretamente a fisiologia das plantas através do aumento da permeabilidade das células
das raizes, facilitando a penetracdo do fungo e o estabelecimento da micorriza nas plantas
(VIVAS et al., 2003).

Espécies de bactérias foram detectadas no interior de esporos de FMAs, sendo que
dentre estas houve predominéncia dos géneros Burkholderia, Arthrobacter e Pseudomonas
associados a esporos de algumas espécies de FMAs, além da descricdo de endossimbionte
em isolados de espécies de FMAs pertencentes a familia Gigasporaceae (BIANCIOTTO et
al., 1996, 2003; BHARADWA\ et al., 2008).

Recentemente, Desir6 e colaboradores (2014) detectaram endobactérias em esporos
de FMA da espécie Gigaspora margarita, coexistindo na mesma célula com forte influéncia

na aptiddao do FMA. Estas observacdes indicam que a fisiologia dos FMAs pode ser regulada
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pela atividade de bactérias que atuam em proximidade a estes organismos. No entanto,
pouco se sabe sobre o efeito destas interages na colonizagéo da planta pelos FMAs.

Algumas bactérias podem afetar ou impedir a germinacdo de esporos de FMAs
(MOSSE, 1959; DANIELS; TRAPPE, 1980; MAYO et al., 1986; CARPENTER-BOGGS et
al., 1995) ou apresentarem relacdes de parasitismo (JEFFRIES, 1997). Barea e colaboradores
(1998) relataram que uma substancia antifingica produzida por Pseudomonas spp. ndo afetou
a germinagdo de esporos e a formagdo da micorriza pela espécie G. mosseae.

O FMA G. mosseae foi avaliada quanto a sua capacidade de protecdo contra
patdgenos de solo, e plantas de amendoim inoculadas com o FMA apresentaram maior
biomassa vegetal e reducdo nas populacdes de Rhizoctonia solani (Kihn) e Fusarium solani
(Mart.) (ABDALLA; ABDEL-FATTAH, 2000). Este efeito que resulta da interagdo de FMASs
e patdgenos de solo pode ser devido a competicdo por sitios de infeccdo (ABDEL-FATTAH;
SHABANAM, 2002) ou nutricional, que foi considerado um efeito indireto (CARDOSO;
KUYPER, 2006).

As bactérias também respondem a estimulos oriundos da presenca desses fungos nas
plantas, podendo ocorrer variages no numero de espécies bacterianas associadas entre
espécies de FMAs ou entre isolados da mesma espécie (ANDRADE et al., 1997;
ARTURSSON et al., 2005), o que causa efeito na composicdo das espécies provavelmente
devido exsudacédo da raiz ou de hifas (GARBAYE, 1991). Compostos exsudados pelas hifas
de FMAs, como a glicoproteina glomalina, também influenciam na composicdo da
comunidade microbiana na chamada hifosfera, que é a regido do solo influenciada pelas hifas
de FMAs (BOMBERG et al., 2003).

No entanto, mesmo com elevado nimero de bactérias que se associam com FMAs,
pouco se sabe sobre as funcGes e atividades que desempenham in situ (ARTURSSON et al.,
2005). As funcbes desenvolvidas pela microbiota presente na rizosfera podem afetar ndo
somente a planta hospedeira, como também os demais microrganismos que constituem a
comunidade microbiana do solo (LYNCH, 1990; KLOEPPER et al., 1991). Como o efeito
sobre a comunidade de microrganismos oxidantes e redutores de Mn, que ocasionaram
respostas na nutri¢do das plantas (POSTA et al., 1994), demonstrado no trabalho de Nogueira
e Cardoso (2002), em que plantas de soja micorrizadas apresentaram maior crescimento e 0s
efeitos da toxicidade de Mn reduzidos quando cultivada em comunidade microbiana

reestabelecida.
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No intuito de inferir neste tema, um trabalho mostrou a avaliagdo da comunidade
bacteriana associada @ FMAs em plantas de trevo e trigo, com a finalidade de se observar
quais grupos da comunidade respondem a inoculacdo de G. mosseae. Neste estudo, os autores
aliaram a identificacdo taxonémica e a atividade metabdlica da microbiota e observaram que
0s grupos bacterianos foram distintos com relacdo a inoculacdo do FMA e a espécie vegetal
(ARTURSSON et al., 2005).

Pouco se conhece sobre beneficios especificos que os FMAs podem fornecer as
plantas ou aos proprios microrganismos que se associam a eles, sendo este conhecimento
dificultado pela impossibilidade de cultivo dos FMAs em meio de cultura. No entanto, as
técnicas independentes de cultivo permitem a identificacdo das bactérias estimuladas pelos
FMAs (ARTURSSON et al., 2005), de forma quantitativa e qualitativa. Isto pode auxiliar na
identificacdo das alteracdes na microbiota devido as mudancas na exsudacdo radicular de
plantas colonizadas por FMAs (MARSCHNER et al., 1997; CORDIER et al., 1999; HODGE,
2000) ou devido a inoculacdo de isolados de FMAS exdgenos ao sistema.

Os mecanismos que atuam na estabilizacdo da simbiose entre plantas e FMAS séo
desconhecidos, no entanto, sabe-se que ocorre uma selecao da planta hospedeira por parceiros
mais cooperativos e esta mesma selecdo é feita com relacdo aos FMAS, na escolha do melhor
hospedeiro (KIERS et al., 2011; BEVER et al., 2009). A manuten¢cdo do mutualismo €
determinada pelo nivel com que cada organismo controla a aptiddo do parceiro (EDWARDS
et al., 2006).

O entendimento dos fatores que podem contribuir para a continuidade destas
cooperacGes é uma questdo ampla. Principalmente relacionado a capacidade evolutiva de
escolha do parceiro pelos simbiontes, além da importancia da especializacdo ou diversificacdo
das fungdes envolvidas no processo (WERNER et al., 2014). O quanto esta seletividade e
cooperacdo entre os parceiros podem influenciar e direcionar as interacGes entre bactérias,
fungos e planta hospedeira é algo ainda carente de estudos. Associagdo com endofiticos
geralmente o faz indispensavel na interacdo planta-microrganismos, devido a importancia das
funcOes que desempenha (PARTIDA-MARTINEZ et al., 2007; LACKNER et al., 2011), e a
capacidade de promover o armazenamento de compostos oriundos da planta para posterior
utilizacdo, relaciona-se a associacdo com os FMAs (KIERS et al., 2011; HAMMER et al.,
2011).

Alguns estudos propdem a utilizagdo das chamadas teorias de mercado para ampliar
0 entendimento destas interagdes mutualistas (BSHARY et al., 2002; AKCAY, SIMMS,

2011; LEIMAR et al., 2010). Estas teorias sdo baseadas em seis estratégias para manutencao
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do comportamento de cooperacdo bioldgica, as quais apresentam defini¢ces voltadas para o
aspecto de mercados econémicos.

Como exemplos destas estratégias tém-se a necessidade da presenca de comerciantes
que fornecam produtos distintos, ou seja, para que exista uma cooperacdo biolégica como o
mutualismo (BSHARY et al., 2002; AKCAY, SIMMS, 2011), deve-se ter diferentes espécies
de organismos com vantagens a oferecer para ao seu parceiro em troca de algum beneficio
(geralmente ligado a fator nutricional); a qualidade dos produtos fornecidos pelos
comerciantes deve ser considerada, ou seja, 0s componentes nutricionais disponiveis para a
manutencédo da interagcdo entre os simbiontes devem favorecer os parceiros, e a escolha dos
comerciantes deve se basear nos melhores pregos e produtos, ou seja, a capacidade de escolha
do melhor parceiro deve levar em consideracdo a qualidade do componente nutricional
fornecido e o quanto esta interacdo podera beneficiar e gerar esforcos de cada parceiro para
manté-la (WERNER et al., 2014).

1.2.4 Invasao microbiana e a organizagao do sistema solo

O efeito da biodiversidade de comunidades com relacdo a introducdo e ao
estabelecimento de espécies exdgenas no sistema foi observado em comunidades de plantas
(ELTON, 1958; LEVINE, D’ANTONIO, 1999; FARGIONE; TILMAN, 2005) e de
microrganismos, estes avaliados no corpo humano (GOPINATH et al., 2012) e no solo (VAN
ELSAS et al., 2012; WICKER et al., 2012).

O microrganismo invasor, quando encontra condi¢Ges aptas a sua perpetuacdo e
disseminacdo no novo ambiente pode ter impacto neutro, prejudicial ou benéfico (MALLON
et al., 2015). De acordo com a teoria de nicho, a competicdo por recursos nutricionais é um
dos fatores que pode limitar a capacidade de uma espécie introduzida no sistema de obter
algum sucesso, sendo esta probabilidade também menor em uma comunidade com elevada
diversidade (TILMAN, 1999; TILMAN et al., 2001; KENNEDY et al., 2002; LEVINE et al.,
2003; ; FARGIONE; TILMAN, 2005).

Isto ocorre principalmente devido a escassez de nutrientes limitantes a multiplicagdo
celular, sendo que sua baixa disponibilidade limita sua disponibilidade para as espécies
introduzidas (TILMAN, 1999). Ademais, a comunidade com maior diversidade apresenta
elevada redundancia de processos funcionais, 0 que garante variabilidade nos consumidores
de nutriente frente as variagdes ambientais, limitando a ocorréncia temporal de nichos de
consumo (VAN ELSAS et al., 2006).
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A inoculacdo de microrganismos exdgenos podem ainda estimular mudangas na
comunidade microbiana residente (MALLON et al.,, 2015). Neste aspecto, além da
caracterizacdo da diversidade e da composicdo das comunidades microbianas, torna-se
importante a observacao de sua resposta quanto a introducdo de microrganismo invasor.

Baseado na utilizagdo total dos recursos é possivel caracterizar uma comunidade
microbiana por meio da determinagdo do nicho da comunidade, ou ‘community niche’, que
mede a capacidade de consumo de recursos da comunidade quando submetida a alteracfes
ambientais, como por exemplo, quando inoculada com um organismo exogeno. Esta
estimativa fornece evidéncias sobre a capacidade que o nicho de recursos tem em modelar a
funcionalidade do ecossistema, de forma a responder ao estimulo, sendo esta resposta
dependente de sua biodiversidade (SALLES et al., 2009). Este parametro calculado pode ser
utilizado para correlacionar a riqueza de espécies com a complementariedade de recursos
utilizados em cada situagdo (MALLON et al., 2015) e indica a importancia da
complementariedade dos componente da comunidade para uma eficiente funcionalidade do
sistema (SALLES et al., 2012).

Sistemas compostos por comunidades microbianas com elevada diversidade foram
submetidas a inoculacdo de microrganismos exdgenos, principalmente patdégenos. A resposta
obtida no sistema que avaliou a capacidade de invaséo por Pseudomonas aeruginosa em trigo,
mostrou a ineficiéncia do estabelecimento do patdgeno quando inoculado em solos com
elevada diversidade microbiana (MATOS et al., 2005). Efeito similar aconteceu para a
espécie Ralstonia solanacearum em tomate (IRIKIIN et al., 2006). A alta diversidade das
comunidades de bactérias e arqueias também foi descrita como importante na caracterizacdo
do solo como supressivo, atuando de forma determinante no desenvolvimento de patdgenos,
como observado para a espécie Rhizoctonia solani em solos cultivados com beterraba
(MENDES et al., 2011).

Num estudo focado neste aspecto, a comunidade microbiana do solo foi submetida
ao método de ‘diluicdo para extingdo’ de grupos microbianos, dando origem a tratamentos
com variagdes na composi¢do das comunidades microbianas na forma de um gradiente de
diversidade. Neste sistema, e a sobrevivéncia da espécie de Escherichia coli O157: H7 foi
inversamente proporcional a diversidade das comunidades microbianas (VAN ELSAS et al.,
2012). A resisténcia a invasdo neste aspecto tem a funcdo de manter as funcgdes que suportam
0s ecossistemas terrestres (VITOUSEK et al., 1996).

Devido a amplitude de trabalhos realizados com inoculacdo de microrganismos

patogénicos em situacGes de maior diversidade microbiana no solo, e em decorréncia da
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importancia da manutencdo da biodiversidade do solo e de microrganismos benéficos as
plantas e ao sistema microbiano, utilizou-se no presente estudo meétodo similar ao
desenvolvido por Van Elsas e colaboradores (2012). Com esta metodologia, a microbiota do
solo foi constituida pela variagdo na composicdo de suas comunidades, as quais
posteriormente receberam os inoculos de cada espécie de FMA, para observacdo dos efeitos
da perda da biodiversidade do solo no estabelecimento das micorrizas arbusculares.

A importancia da manutencao de diversidade microbiana do solo no desempenho da
colonizacdo micorrizica beneficia o sistema solo-planta, sendo este aspecto necessario e
relevante para a qualidade dos solos e para aprimorar o conhecimento sobre as fungdes que
regem as interagdes planta-microbiota-FMAs.

1.2.5 Cana-de-acucar e milho: grandes culturas e plantas modelo

O Brasil é o maior produtor e consumidor mundial de cana-de-aglcar (DOSSA,
2009). Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento - CONAB, a producao brasileira no
ano de 2015 foi aproximadamente 73 ton. ha®, com aumento de 4,3% em relacio a safra
anterior. O estado de S&o Paulo é o maior produtor nacional, responsavel por 53% da
producdo do Brasil, com 51% da area nacional plantada (4.648 mil hectares). A principal
finalidade da producéo é a obtencdo de sacarose, a qual € posteriormente usada para producao
de etanol e agulcar, com 57,8% e 71,8% da producgdo concentrada na regido Sudeste do pais,
respectivamente (CONAB, safra 2015/2016).

A cultura do milho também é de grande extensdo, chegando a 15 mil hectares de area
plantada (safra 2015/2016), de onde se obtém aproximadamente 82 mil toneladas. A cultura
do milho é uma das mais antigas do mundo, com escavacdes arqueoldgicas e geoldgicas que
relatam seu cultivo a mais de cinco mil anos. Esta cultura é plantada em escala comercial
desde a latitude de 58° Norte (Unido Soviética) até 40° Sul (Argentina), segundo relatos da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) e merece destaque no mercado
mundial, visto que € matéria prima para diversos produtos utilizados na alimentacdo humana e
de animais, como aves e suinos.

A microbiota do solo é importante para o estabelecimento dos cultivos agricolas,
devido a sucessdo de culturas, ou cortes e reformas dos canaviais, sendo, portanto,
responsaveis por transformacgdes inorganicas, mineralizacdo de compostos organicos e
ciclagem de nutrientes para formas prontamente disponiveis para absor¢do das culturas
(RONNEY et al., 2009; BRAZ, 2011; KHOKHAR et al., 2011). A associagdo com FMAs ¢
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um dos pilares do aprimoramento do cultivo das plantas, principalmente nos aspectos
relacionados ao fésforo no solo (BERBARA et al., 2006).

A estrutura de comunidades microbianas em solos onde ocorre plantio de cana-de-
acucar é altamente variavel e 0 maior o tempo de permanéncia da cultura na area, aumenta a
quantidade de bactérias ocupando a regido proxima das raizes das plantas (SAVARIO et al.,
2010). A extensa diversidade de bactérias em solos cultivados com cana-de-agtcar foi descrita
como sendo composta de organismos de onze filos bacterianos, sendo que os mais abundantes
foram Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes e Acidobacteria, nesta ordem (DINI-
ANDREOTE et al., 2010), devido a este fato torna-se importante avaliar a interacdo dos
grupos bacterianos presentes no solo com espécies de FMAs inoculadas em cultivo de cana-
de-acucar, em busca de melhor entendimento dos fatores que moldam esta interacdo e sua
dindmica ao longo do tempo.

A esporulacdo dos principais géneros de FMAs, com destaque para Acaulospora,
Gigaspora e Glomus, foi alterada de acordo com a variedade de cana-de-aguUcar, o pH do solo
e 0 periodo no qual foi feita a avaliacdo (SRIKUMAR et al., 2009), demonstrando a
sensibilidade destes FMAs. Neste sentido, observou-se uma correlacéo positiva entre a maior
porcentagem de raizes colonizadas, densidade de esporos de FMAs e pH do solo cultivado
com cana-de-aclcar quando avaliado na estacdo do verdo e a correlagdo negativa destas
variaveis avaliadas no inverno (SIVAKUMAR , 2013), o que reforca a importancia de
distintos periodos de avaliacdo dos fatores que serdo correlacionados.

As culturas de milho, feijdo, sorgo, soja e cana-de-agucar respondem a inoculacdo de
FMAs e sdo facilmente colonizadas por varias espécies de FMAs (KHALIL et al., 1994;
BERBARA et al., 2006). Bactérias fixadoras de nitrogénio como Azospirillum spp. sdo
importantes em plantas de milho e podem reduzir a necessidade de fertilizacdo nitrogenada,
manejo que promove 0 aumento do custo de producéo e acarreta danos ambientais (OKON;
VANDERLEYDEN, 1997; HUNGRIA et al., 2010), além de alterar a estrutura de
comunidades microbianas, inclusive de FMAs (BERBARA et al., 2006).

Alguacil e colaboradores (2008) em estudo realizado em condic¢Ges subtropicais
encontraram maiores taxas de colonizacdo micorrizica em culturas, inclusive milho,
submetidos ao sistema de plantio direto que espera-se reduzir o impacto na biodiversidade do
solo, pois promove a manutencdo da rede de micélios dos FMASs que é responsavel pela
colonizagdo e transferéncia de nutrientes entre varias plantas simultaneamente, em alguma
etapa do ciclo da espécie vegetal (NEWMAN, 1988).
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Nas areas com cultivos de milho, utiliza-se cultivares geneticamente modificados,
que possuem o gene codificador para a molécula com potencial inseticida (gene cry de
Bacillus thuringiensis - Bt). Genotipos distintos de milho influenciaram diferencialmente a
estrutura de comunidades de FMAs (TAN et al.,, 2011). No entanto, em estudo posterior
demonstrou-se que ap6s cultivo de milho modificado geneticamente (milho Bt) durante
periodo de cinco anos e posterior plantio de uma linhagem convencional sobre a palhada do
milho Bt, que foi cultivado durante os cinco anos, nao foi relatado alteracdes na diversidade
da comunidade de FMAs do solo e raizes, ou seja, o efeito sobre a diversidade desta
comunidade microbiana foi amenizado pelo plantio da linhagem convencional (ZENG et al.,
2014).

Este fato demonstra a plasticidade desta comunidade de fungos em se alterar de
acordo com as caracteristicas das plantas e consequentemente de seus exsudatos.
Comunidades microbianas de plantas de milho Bt em relagéo a sua linhagem parental foram
acessadas e os fatores responsaveis pela estruturacdo da microbiota foram os tipos de solos e
as fases de desenvolvimento da cultura (COTTA et al., 2013).

As espécies de FMAs Acaulospora longula, A. rugosa, A. scrobiculata, A.
morrowiae e Glomus caledonium foram encontradas em solos com baixa concentragdo de
fésforo cultivados com gendtipos de milho eficientes na absorcdo deste nutriente, indicando
que esta caracteristica genotipica apresentou-se como um estimulante de FMAs.

O método molecular para o estudo da estrutura da comunidade microbiana,
denominado de eletroforese em gradiente de gel desnaturante (DGGE), gerou bandas
exclusivas de Acaulosporaceae e Glomaceae para gendtipos eficientes na absorcao de fosforo
no solo com baixa concentracdo deste nutriente (OLIVEIRA et al., 2009). Alguns autores
atribuem este fato a exsudacdo caracteristica destes genotipos em condicdo de deficiéncia do
nutriente (MARSCHNER, 1998; BAREA et al., 2005).

Diante do exposto e devido a dindmica microbioldgica relacionada as plantas de
cana-de-agucar e milho, que sdo culturas de importancia econémica e cultural, justifica-se o
uso destas culturas para a composicdo dos sistemas utilizados como 0 modelo deste estudo.
Para cada planta hospedeira utilizada, empregou-se comunidade microbiana de solo oriundo
da proépria regido (condigdes tropical e temperada), bem como gendtipos cultivados em cada
uma das regides onde o trabalho foi desenvolvido. Neste sentido, pode se verificar o padréo
resultante da combinacdo de espécies de FMAs inoculadas com a microbiota dos solos e sua

resposta quanto & capacidade de colonizagdo micorrizica em cada sistema e planta hospedeira.
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2 INTERACAO ENTRE FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES E A
COMUNIDADE MICROBIANA DURANTE A COLONIZACAO DE CANA-DE-
ACUCAR

Resumo

A cana-de-acucar é uma das culturas de destaque no Brasil e elevadas produtividades
sdo alcancadas devido as praticas culturais e doses crescentes de fertilizantes, que podem
afetar a microbiota dos solos e reduzir a sua biodiversidade. A comunidade microbiana do
solo é importante para manutencdo dos cultivos de cana-de-agucar, pois dentre varias de suas
funcbes esta a transformacdo e ciclagem de nutrientes. Fungos micorrizicos arbusculares
(FMASs) se associam a comunidade microbiana e com a maioria das plantas cultivadas, sendo
gue o desenvolvimento e manutencdo desta associacdo sdo influenciados pelo manejo do
ecossistema e pelas interagdes dos FMAs com outros microrganismos do solo. Neste trabalho
foram avaliadas as interacGes de trés espécies de FMAs (Dentiscutata heterogama,
Rhizophagus clarus e Gigaspora rosea) inoculadas em solo com diferentes composi¢coes de
comunidades microbianas. Estas comunidades constituiram um gradiente de diversidade
formado pela metodologia de ‘diluicdo para extingdo’, que gerou diluicdes microbianas
seriadas (107, 10, 10° e 10°) a partir da microbiota natural do solo. Nestes tratamentos,
foram inoculados esporos de cada FMA de interesse em sistemas separados e foram avaliadas
as taxas de colonizacdo micorrizica (%CM) de raizes de cana-de-acUcar, além das
comunidades de fungos e bactérias do solo, amostradas aos 30, 60 e 120 dias de cultivo. As
taxas de %CM obtidas com inoculacdo de R. clarus e Gi. rosea apresentaram variagdes
quanto ao periodo de amostragem e gradiente de comunidades microbianas. No entanto, R.
clarus apresentou-se mais responsivo as variagdes na composicdo das comunidades
microbianas encontradas nas diluicdes, com maiores taxas de %CM na presenca de maior
biodiversidade microbiana (menores dilui¢cbes). Em contrapartida, as taxas de %CM foram
elevadas em todos os tratamentos quando D. heterogama foi inoculado. As varia¢des quanto a
capacidade de colonizacdo micorrizica da planta pode ser relacionada a caracteristica
funcional do FMA ou da espécie vegetal utilizada, além da diferenciacdo observada nas
comunidades de bactérias e fungos do solo que pode refletir na interacdo destes organismos.
Foi também verificado que as estruturas das comunidades de bactérias e de fungos do solo
foram distintas entre os tratamentos com as espécies de FMASs inoculadas, com destaque para
a diferenciacdo da estrutura da comunidade bacteriana em solos inoculados com a espécie R.
clarus e da comunidade de fungos do solo devido a inoculagdo com Gi. rosea. Em sintese,
este trabalho mostra de forma inovadora, a importancia da interacdo entre FMAs e a
microbiota do solo para a eficiente colonizacdo micorrizica das plantas. Adicionalmente, fica
demonstrado que a inoculacdo destes fungos benéficos as plantas molda de maneira
determinante a estrutura das comunidades de fungos e bactérias do solo.

Palavras-chave: Diversidade microbiana; Colonizacdo micorrizica; Comunidade bacteriana;
Fungos do solo

Abstract

The sugarcane is one of main crops in Brazil, where high productivity is achieved due
to cultural practices and high concentrations of fertilizers that can affect the microbiota of
soils and reduce their biodiversity.. The microbial community of soil is important for the
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maintenance of sugarcane crops, as it is responsible for nutrient cycling. Arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) are associated with bacterial community of soils and most
cultivated plants, and the development and maintenance of this association are influenced by
ecosystem management and interactions of the AMF with other soil microorganisms. In this
work we evaluated the interactions of three AMF species (Dentiscutata heterogama,
Rhizophagus clarus and Gigaspora rosea) inoculated in soil with different composition of soil
microbial communities. These communities composed a diversity gradient generated by the
‘dilution to extinction' method, where microbial dilutions (107, 103, 10® and 10°) were
created from soil microbial community. In these treatments, the spores for each AMF were
separately inoculated and the mycorrhizal colonization (%MC) rates of sugarcane roots were
quantified, in addition the monitoring of fungi and bacterial communities of soils sampled at
30, 60 and 120 days of plant cultivation. The rates of %MC obtained with inoculation of R.
clarus and Gi. rosea showed variations according to the sampling period and gradient of
microbial communities. However, R. clarus showed to be more responsive to variations in the
composition of the microbial communities found along the community dilution, with higher
rates of %MC in the presence of most diverse microbial communities (lower dilution). In
contrast, the %MC rate was high in all treatments when D. heterogama was inoculated.
Variations on the capacity in mycorrhizal colonization of plant may be related to the
functional features of the AMF or plant species used, besides to the differentiation observed in
microbial communities of soil (fungi and bacterial), which may reflect the interaction of these
organisms. It was also found that the structures of microbial communities (bacteria and fungi)
of soil were different between treatments with each AMF inoculated; highlighting the
differentiation of the bacterial community structure in soil inoculated with R. clarus species
and fungal community due to inoculation with AMF Gi. rosea. In summary, this study
innovatively shows the importance of interactions between AMF and soil microbial
community for efficient mycorrhizal colonization in plants. Additionally, it was demonstrated
that the inoculation of these beneficial fungi for plants is determinant to structure of fungal
and bacterial communities.

Keywords: Microbial diversity; Mycorrhizal colonization; Bacterial community; Fungi of soil

2.1 Introducéo

O Brasil é o maior produtor de cana-de-acucar e a regido Centro-Sul apresenta-se
com maior producdo nacional, com aproximadamente 602 mil toneladas (CONAB, 2015).
Esta cultura se destaca em ambito social e econdmico no pais, pois é matéria prima para
producdo de acucar e etanol. A cana-de-agUcar (Saccharum spp.) é uma graminea perene, mas
adota caracteristica semi-perene no cultivo comercial. Esta planta possui folhas alongadas,
constituindo porte ereto, grande capacidade de perfilhamento e altura determinada pela
limitacdo no suprimento de agua, baixas temperaturas ou florescimento, sendo este ultimo
indesejavel e controlado nas culturas comerciais por diminuir consideravelmente o teor de
acucares na planta (DALRI et al., 2002).

A fertilidade dos solos, principalmente relacionado ao nutriente fosforo (P), é fator

preponderante na producao desta cultura. Este nutriente esta presente em grandes quantidades
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nos solos, no entanto é encontrado em baixas concentracbes na solucdo do solo, devido
principalmente a sua retencgdo e fixacdo nos Oxidos de ferro e aluminio em solos acidos ou no
calcio em solos alcalinos (NOVAIS; SMITH, 1999).

A microbiota do solo tem importancia direta na fertilidade dos solos e na
produtividade vegetal, participando de ciclos biogeoquimicos, supressdo de patégenos do
solo, producdo de horménios de importancia vegetal e metabolismo de principios ativos
oriundos de produtos fitossanitarios ou contaminantes (BOTTOMLEY, 2005). As elevadas
doses de fertilizantes aplicados e outros fatores de manejo levam a selecdo da microbiota e
por consequéncia, sua diversidade é diminuida em solos utilizados para a agricultura
(RODRIGUES et al., 2013).

As interacGes entre a comunidade microbiana do solo e os fungos micorrizicos
arbusculares (FMAS), ainda sdo carentes de estudos. O conhecimento sobre estas associacdes
e a descricdo dos fatores que conferem a perfeita integracdo e organizacdo das comunidades
de fungos e bactérias em solo cultivado € de grande interesse. Sabe-se que algumas bactérias
possuem a capacidade de auxiliar o desenvolvimento dos FMAs (XAVIER; GERMIDA,
2003; BIANCIOTTO et al., 2003; BHARADWA et al., 2008), mas ainda ndo hé relato sobre
a interacdo a nivel de comunidade microbiana com estes fungos, 0 que pode trazer uma nova
atribuicdo ao microbioma do solo, no suporte de importantes interagdes entre as plantas e
microrganismos benéficos no sistema solo.

Na busca pelo entendimento desta complexa interacdo, foram avaliados neste
trabalho os efeitos entre composicdes de comunidades microbianas e inoculacdo de espécies
de FMAs em solo submetido ao cultivo com plantas de cana-de-agucar. A influéncia dos
tratamentos foi avaliada quanto a colonizacdo micorrizica da planta hospedeira e estruturacdo

das comunidades de bactérias e fungos que compdem a microbiota do solo nestes sistemas.

2.2 Hipotese Geral

A composicéo diferencial da comunidade microbiana do solo tem influéncia na taxa
de colonizagdo micorrizica do FMA inoculado durante cultivo de cana-de-agUcar.
Adicionalmente, o FMA inoculado resulta em uma estruturagéo diferenciada das comunidades

de bactérias e fungos do solo.
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2.3 Objetivos especificos

1) Determinar a coloniza¢do micorrizica das plantas de cana-de-agUcar cultivadas em solos

com gradiente de diversidade microbiana e FMA inoculado;

2) Verificar a ocorréncia de alteracdes na estrutura das comunidades microbianas do solo

devido a inoculacdo do FMA.

2.4 Material e Métodos
2.4.1 Descricdo dos tratamentos e amostragens

Os tratamentos constaram de trés espécies de FMAs (Dentiscutata heterogama-
referéncia IL 203, anteriormente classificada como Scutellospora heterogama; Rhizophagus
clarus-referéncia FL979A, previamente classificada como Glomus clarum e Gigaspora rosea-
referéncia FL105), inoculadas separadamente em um mesmo solo com diferentes niveis de
diversidade da comunidade microbiana, resultando em sistema composto por cada FMA
inoculado.

As espécies de FMAs fazem parte da colecdo da Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz” (ESALQ), Universidade de Sdo Paulo, Departamento de Ciéncia do Solo,
Laboratorio de Microbiologia do Solo. A identificacdo destes fungos foi baseada em
informagdes da Colecdo Internacional de Fungos Micorrizicos (Vesiculo) Arbusculares
disponiveis no site do INVAM (http://invam.caf.wvu.edu/), em conjunto com metodologias

tradicionais que utilizam a morfologia do esporo, como presenca ou auséncia de
caracteristicas (por exemplo, tubo germinativo e células auxiliares), tipo de formacdo do
esporo e estruturacdo de sua parede celular (GERDEMANN; TRAPPE, 1974; WALKER,;
SANDERS, 1986; MORTON; BENNY, 1990).

As espécies Dentiscutata heterogama e Gigaspora rosea pertencem a familia
Gigasporaceae e a espécie Rhizophagus clarus é membro da familia Glomeraceae, conforme a
nova classificacdo proposta por Redecker et al. (2013).

O solo utilizado foi classificado como Latossolo Vermelho distréfico (EMBRAPA,
2009) e esta localizado em area pertencente a ESALQ (cultivado com graminea rasteira do
género Brachiaria spp.). Este foi coletado na profundidade de 0 a 20 cm e utilizado para a
geracdo do gradiente de diversidade microbiano. A caracterizacdo das espécies de FMAs

presentes no solo utilizado para obtencdo do gradiente de diversidade microbiano foi
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realizada, através de extracdo dos esporos (GERDEMANN; NICOLSON, 1963) e posterior

identificacéo.

A comunidade microbiana do solo foi submetida a diluicdes seriadas de suas células
microbianas, utilizando-se o método de diluicdo para extin¢cdo (WERTZ et al., 2006, 2007,
VAN ELSAS et al., 2012; MALLON et al., 2015). As diluigdes da comunidade microbiana
do solo foram obtidas nas suspensées de células em concentracdes 10, 10, 10 e 10, com
posterior inoculacdo em solo esterilizado (apéndice A).

A esterilizacdo das amostras de solo que receberam a inocula¢do com as diferentes
diluicGes foi realizada em autoclave com elevada temperatura e pressao (120°C - latm) por
uma hora, seguida de repouso da amostra em temperatura ambiente durante a noite. Este
processo foi repetido por dois dias consecutivos, a partir dos quais amostras do solo
esterilizado foram obtidas e comparadas as amostras originais em relacdo a suas propriedades

quimicas (Tabela 1).
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Tabela 1 - Propriedades quimicas do solo utilizado na composicdo do experimento, antes e
apos o processo de esterilizacdo (120°C - 1atm)

Propriedades quimicas Solo néo esterilizado Solo esterilizado

pH 5,30 5,00
mmolc dm™
K 1,90 2,10
Ca 16,00 15,00
Mg 7,00 7,00
Al 0,00 1,00
H+ Al 20,00 31,00
CTC 44,2 54,50
mg dm

P 9,00 7,00
Mn 9,50 29,00
Cu 0,70 0,70
Zn 2,50 2,10
B 0,09 0,13

Nota: pH em CaCl2 0,01 mol L-; fésforo (P) método colorimétrico extraido com resina trocadora de ions,
potéassio (K) extracdo com resina trocadora de ions e determinacdo em espectrofotdmetro de emisséo
atdbmica, célcio (Ca) e magnésio (Mg) extracdo com resina trocadora de ions e determinacdo em
espectrofotdmetro de absorcéo atbmica, aluminio trocavel (Al) método colorimétrico extraido com cloreto de
potassio 1 mol L~ acidez potencial (H + Al) extraido com tampdo SMP. CTC: Capacidade de troca de
cations. Boro (B) extragdo com &gua quente e determinacdo por colorimetria; cobre (Cu), zinco (Zn),
manganés (Mn) extracdo com DTPA e determinacdo por espectrofotometria de absorcdo atdbmica. De acordo
com o manual de analise quimica para avaliagdo da fertilidade de solos tropicais (2001)

Apbs o processo de esterilizacdo do solo, o Unico valor que sofreu consideravel
alteracdo foi para o micronutriente Mn (de 9,5 para 29 mg dm™) e este valor ndo foi
considerado prejudicial para a formacdo da micorriza, devido a observacdo de valores mais
elevados (acima de 300 mg dm™) que prejudica esta associacéo, conforme demonstrado por
Nogueira e Cardoso (2002). O aumento desse valor ap0s o processo de esterilizacdo do solo
ocorre devido ao fato da elevada temperatura causar a decomposi¢do térmica dos quelatos

organicos e consequente liberacdo dos ions de Mn (MIYAZAWA et al., 1993).
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A partir destas observacdes e apdés a manutencdo do solo em repouso por
aproximadamente uma semana, amostras do solo esterilizado foram posteriormente
acondicionadas em recipientes com capacidade para 3 kg, constituindo 0os microcosmos para

implantacdo do experimento em casa de vegetacéo.

As mudas de cana-de-acucar (variedade SP803280), que foram transplantadas para
cada recipiente contendo os tratamentos, foram obtidas a partir de plantas cultivadas na
Fazenda Aredo (ESALQ). As plantas selecionadas foram cortadas em toletes e submetidas a
desinfeccdo superficial com solucdo de Hipoclorito de S6dio a 2% durante 1 minuto, seguido
de enxague em agua destilada previamente esterilizada. A germinacdo das gemas ocorreu em
bandejas com areia lavada e esterilizada (120° C - 1atm, durante 60 min). Apods
aproximadamente 20 dias, as mudas com tamanhos regulares foram selecionadas para compor

0 experimento.

Cada microcosmo contendo solo estéril recebeu uma quantidade de 100 ml de
diferentes diluices (107, 10, 10° e 10™) das suspensdes celulares oriundas do solo original
e aproximadamente 50 esporos de cada FMA (Dentiscutata heterogama, Rhizophagus clarus
ou Gigaspora rosea), e plantio de uma muda de cana-de-agtcar com cerca de 20 cm de altura

de parte aérea.

Os microcosmos referentes a inoculacdo de cada espécie de FMA associado as
comunidades microbianas foram dispostos em diferentes bancadas na casa de vegetacdo. Os
tratamentos foram constituidos em esquema fatorial 5X3, com cinco composi¢oes de células
microbianas que resultaram no gradiente de diversidade (107, 1073, 10°, 10 e auséncia de
microbiota inoculada) e trés espécies de FMAs (Dentiscutata heterogama, Rhizophagus
clarus ou Gigaspora rosea) inoculadas separadamente, com trés repetices e amostragens
realizadas em periodos (30, 60 e 120 dias). Os tratamentos foram organizadas em blocos para
cada FMA inoculado para que ndo houvesse contaminagdo dos tratamentos com relagdo ao

gradiente de diversidade inoculado.

O experimento foi mantido em casa-de-vegetacdo, com amostragens realizadas nos
periodos de 30, 60 e 120 dias de cultivo das mudas e inoculacdo dos tratamentos. As amostras
de solo para extracdo de DNA e analises posteriores foram acondicionadas em freezer a -80°
C, as raizes finas das plantas de cana-de-agucar foram coletadas para avaliacdo das taxas de
colonizacdo micorrizica e a parte aérea das plantas foi utilizada para determinacdo da materia

Seca.
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2.4.2 Quantificacdo da coloniza¢do micorrizica em amostra de raizes dos diferentes

tratamentos

As raizes finas foram lavadas e colocadas em tubos plasticos de 50 ml devidamente
identificados e armazenados em solucdo de etanol em concentracdo de 70%. Posteriormente,
estas raizes foram clarificadas com solugdo de KOH 10%, com aquecimento por 40 minutos a
temperatura de 90° C, em seguida lavadas em agua corrente para retirada do excesso de
reagente (PHILLIPS; HAYMAN; 1970).

Posteriormente, adicionou-se solucédo de tinta de caneta (40 ml de tinta de caneta em
1L de &cido acético 5%) nas raizes descoradas e estas foram mantidas a 90° C por 1 minuto. O
armazenamento das raizes apds a coloracdo foi feito em solucdo de manutencédo constituida de
acido latico, glicerina e &gua em mesma proporcdo (1:1:1) até o momento da visualizacéo e

quantificacdo da colonizacdo micorrizica (VIERHEILIG et al., 1998).

As taxas de colonizagdo micorrizica foram determinadas com microscdpio
estereoscopico (lupa) com aumento minimo de 40x, aplicando o método de intercessao das
linhas cruzadas ou ‘grid line method ’ que é baseado na observacgdo de fragmentos de raizes na
placa quadriculada (Imm x 1mm) e mensurac¢do de fragmentos colonizados e ndo colonizados
pelo FMA. Com esta proporcao estimou-se a porcentagem de raizes colonizadas, mencionada
no texto pela sigla %CM (GIOVANETTI; MOSSE, 1980).

Os valores de %CM encontradas nas amostras de raizes para cada tratamento foram
submetidos a andlise de variancia e ao teste de comparacdo de médias de Tukey, onde foi
observada a significancia com valores de probabilidade de erro abaixo de 5%, utilizando o
programa estatistico ASSISTAT 7.7 beta (SILVA; AZEVEDO, 2002, 2006).

2.4.3 Determinacdo de massa seca da parte aérea das plantas nos diferentes tratamentos

A parte aérea das plantas foi amostrada e submetida a secagem em estufa com
circulacido forcada de ar a 65° C durante o periodo de 48 horas. Apds este periodo,
determinou-se a massa seca destas plantas, através de pesagem do material vegetal em

balanga simples.

Os valores de massa seca da parte aérea das plantas foram submetidos a analise de

variancia e ao teste de comparacdo de médias de Tukey, onde foi observada a significancia
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com valores de probabilidade de erro abaixo de 5%, utilizando o programa estatistico
ASSISTAT 7.7 beta (SILVA; AZEVEDO, 2002, 2006).

2.4.4 Extracao do DNA das amostras de solo

A extracdo de DNA das amostras de solo obtidas nos periodos de coletas, foi realizada
com o kit Power Soil DNA Isolation (MoBio laboratories, Carlsbab, CA), posteriormente
verificada por meio de eletroforese em gel de agarose 1,2% em tampdo TAE 1X, corado com

solucdo de Gel Red® e visualizado em luz ultravioleta (UV).

2.4.5 Andlise das comunidades de fungos e bactérias nas amostras de solo dos diferentes
tratamentos

As amostras de DNA foram amplificadas utilizando a técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) para a analise das comunidades de fungos e
bactérias presentes em cada amostra. A selecdo dos primers foi feita para permitir a analise
posterior dos fragmentos amplificados pela metodologia de polimorfismo do comprimento de
fragmentos de restricdo terminal (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism - T-
RFLP), que ¢ um método comparativo que possibilita analisar comunidades microbianas
complexas (LUl et al., 1997).

Para comunidade bacteriana, foram utilizados o0s primers universais para
amplificacdo da regido do gene ribossomal 16S rRNA, FAM-8fm (5’-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) e 926R-Eub (5’-CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3’)
descrito por HEUER et al. (1997). A anélise da comunidade de fungos foi acessada pela
amplificacdo da regido intergénica do DNA ribossémico (ITS), com os primers ITS1F-FAM
(5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"),
seguindo a metodologia descrita por Avis et al. (2006).

As reacOes de PCR para a amplificagcdo do gene 16S rRNA resultaram em volume de
50 pl e incluiram 1,0 ul de DNA genémico (aproximadamente 50ng), 0,1 ul de cada primer
(100 pmol/ul), 0,20 ul de Taq polymerase (5U/ul), 4,0 ul de dNTPs (2,5 mM), 6,0 ul de
MgCl;, (256mM), 5,0 ul de PCR buffer (10x) e 33,60 ul de &gua deionizada esterilizada. As
condicoes para amplificacdo foram a 95° C por 4 min e 30 ciclos a 95° C por 30s, 57° C por
30se 72°C por 45s e 10 mina 72°C.
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Para amplificacdo da regido intergénica do ‘operon’ ribossomal (ITS), as reacdes
foram compostas para volume final de 50 pl incluindo 1,0 pul de DNA gendmico
(aproximadamente 50ng), 0,2 ul de cada primer (100 pmol/ul), 0,50 ul de Taq polymerase
(5U/ul), 4,0 ul de dNTPs (2,5 mM), 6,0 ul de MgCl, (25 mM), 5,0 ul de PCR buffer (10x) e
33,10 ul de 4gua deionizada esterilizada. As condigdes de amplificagdo foram: 94° C por 1
min e 30s, 13 ciclos a 94° C por 35s, 55° C por 55s e 72° C por 45s; 13 ciclos a 94° C por 35s,
55° C por 2 min, 72° C por 45s, 9 ciclos a 94° C por 35s, 55° C por 3 min, 72° C por 45s e 10
min a 72°C.

Os produtos da PCR foram purificados com QuiaQuick PCR purification kit
(Quiagen) e quantificados em géis de agarose a 2% de concentracdo em tampdo TAE 1X,
corado com Gel Red® e visualizado em luz UV. As clivagens foram realizadas com
aproximadamente 200 ng de produtos de amplificacdo para as reagdes de 16S rRNA e ITS a
37° C durante 3 horas.

A reacdo para a restricdo do produto de amplificacdo do gene 16S rRNA foi
constituida de 7,5 pl de agua deionizada esterilizada, 2,0 ul de buffer (10x), 0,5 ul da enzima
Hhal (10U/ul) e 10 pl da amostra purificada; enquanto a reacéo para restricdo da regido ITS
constituiu-se de 2,5 ul de agua deionizada esterilizada, 2,0 pl de buffer (10x), 0,5 pl da
enzima Hhalll (10U/ul) e 15 ul da amostra purificada. Posteriormente, foi feita a precipitacéo
das amostras com a adi¢do de 2,0 ul de EDTA (125 mM), 2,0 ul Acetato de Sodio (3M) e
50ul de alcool etilico, seguido por centrifugacdo com rotacdo de 4000 rpm durante 30 min a
4° C . O DNA fragmentado e precipitado foi lavado com etanol a 70% de concentragdo e
previamente resfriado, em seguida as placas foram secas em temperatura ambiente e as
amostras submetidas a ressuspensdo em 9,5 ul de Formamida Hi-D e 0,5 pl de Liz 1200 no
momento da leitura. A leitura das solucGes finais foi realizada em sequenciador automatico
ABI Prism 3500 (Applied Biosystems).

A ocorréncia e a intensidade de picos com fragmentos de diferentes tamanhos foram
comparadas no programa GeneMapper® v.4.1, o qual gerou matrizes com informagdes dos
picos gerados pelos fragmentos de restricdo terminal (TRFs). Foram gerados 624 picos para
as leituras de fragmentos do gene 16S rRNA e 762 picos oriundos das leituras das reacdes da
regido ITS. A matriz composta da ocorréncia e areas destes picos foi utilizada para analises no
programa Paleontological Statistics Software (programa PAST) (HAMMER et al., 2001).
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A comparacdo das matrizes geradas com dados de &reas dos picos das amostras foi
realizada pela anélise de coordenadas principais (PCoAs), utilizando indice de similaridade
Bray-Curtis para observacdo da estruturacdo das tratamentos. A confirmacdo da semelhanca
ou distincdo entre os grupos gerados foi feita pela analise de similaridade (ANOSIM), onde se
obtém valores de R que séo posteriormente interpretados. A interpretacdo dos valores de R foi
feita da seguinte maneira: R > 0,75 significa que os grupos representados sdo totalmente
distintos; R < 0,50 indica que os grupos representados ndo sao diferentes; enquanto valores de
R entre 0,50 e 0,75 indicam que 0s grupos observados apresentam distin¢cdo, mas preservam
algumas semelhangas (CLARKE, 1993; CLARKE; GORLEY, 2001).

2.5 Resultados e Discussao

A comunidade de FMAs natural do solo utilizada para obtencdo de comunidades
microbianas a partir da ‘diluicdo para extingdo’ de grupos microbianos, era constituida de
uma pequena quantidade de esporos de FMAs (3 a 6 esporos por 50 g™ de solo) em sua
composicdo, com predominio do género Rhizophagus. Desta forma, como os tratamentos
constaram da inoculacéo de 50 esporos por microcosmo, acredita-se que os efeitos observados

tenham sido preponderantemente causados pelos FMAs inoculados.

De acordo com Lekberg e Koide (2005), a abundancia de FMAs no solo é um dos
fatores importantes para suportar suas fungdes nas plantas hospedeiras. Adicionalmente, sabe-
se que a inoculagdo de FMAs exoticos melhora as taxas de micorrizagdo na planta hospedeira
quando as espécies nativas de FMAs estdo em quantidade e/ou qualidade inadequadas
(KOIDE; MOOSE, 2004).

2.5.1 Dinamica da micorrizacao nos diferentes tratamentos

As taxas de colonizagdo micorrizica (%CM) na cultura de cana-de-agUcar foram
distintas com relagdo a inoculagdo das espécies de FMAs e ao gradiente de diversidade
microbiana do solo (Figura 1). Em algumas situacGes, a composi¢do da comunidade
microbiana do solo pode ter atuado de forma determinante na formacdo da micorriza,

alterando as taxas de %CM das raizes da planta hospedeira.
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As espécies de FMAs inoculadas mostraram comportamentos distintos quanto a
capacidade e a dindmica de colonizagdo micorrizica da planta e frente ao gradiente de
diversidade microbiano que compds os tratamentos e foram inoculados no solo. Estas
observacGes sugerem que caracteristicas funcionais de cada espécie de FMA que foi
inoculada podem estar envolvidas em sua associacdo com o hospedeiro e com o ambiente
microbiano encontrado (CHAGNON et al., 2013). ConstatacGes estas, que podem contribuir
para 0 maior entendimento da complexidade que rege estas interacGes entre plantas, ambiente

e FMAs, o que é altamente desejado para o avango do conhecimento sobre micorrizas.

Em relacdo a variacdo temporal quanto aos valores de colonizacdo, as espécies de
FMAs inoculadas mostraram diferencas estatisticas na colonizacdo das raizes de cana-de-
acucar, sendo que nao houve diferencas entre as médias nos periodos de 30 e 120 dias do
desenvolvimento das plantas (p< 0,05) e observou-se diferenca dos dados na amostragem
feita aos 60 dias (p< 0,01) (dados detalhados no apéndice B). A espécie D. heterogama se
apresentou superior as demais e a menor média foi obtida com inoculagéo de Gi. rosea, neste

periodo de amostragem.

2.5.2 Comportamento diferencial de cada espécie de FMA

A espécie de FMA D. heterogama apresentou aptiddo superior ao desenvolvimento da
micorriza em praticamente todas as situacdes, sendo que esta resposta foi diferente para os
outros FMAs inoculados (dados apresentados no apéndice B). As taxas de %CM de D.
heterogama na auséncia de comunidade microbiana inoculada, representadas pela sigla FM
nos gréaficos, foram de 44%, 34% e 48%, respectivamente para 30, 60 e 120 dias de cultivo
das plantas e inoculagéo dos tratamentos (Figura 1A).

Quando este FMA foi associada as diferentes composi¢cdes microbianas inoculadas
(FM+10, FM+10°, FM+10° e FM+10®) foram observadas maiores taxas de %CM na
amostragem realizada aos 60 dias de cultivo das plantas. Aos 30 dias, os maiores valores de
%CM foram obtidos para os tratamentos com comunidades microbianas em situagdo de
menor biodiversidade (FM+10° e FM+10®° com valores de, 46% e 50%, respectivamente),

com valores proximos ao obtido somente com inocula¢do do FMA (44%) (Figura 1A).
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Figura 1 - Taxas de colonizacdo micorrizica (%CM) da cultura de cana-de-agucar quando
inoculado com cada espécie de FMA A) D. heterogama, B) R. clarus e C) Gi.
rosea associadas aos niveis de diversidade da comunidade microbiana do solo
(FM+10*, FM+10°, FM+10° e FM+10®) e os FMAs inoculados (FM) em
auséncia de comunidade microbiana inoculada aos 30, 60 e 120 dias de cultivo das
plantas de cana-de-acucar. As barras dos graficos representam os valores
referentes a interacdo dos tratamentos (apéndice B) e a barra de erro padrdo é
referente as trés réplicas de cada tratamento

Talvez uma observacgéo adicional seja importante para os dados obtidos aos 60 dias de
desenvolvimento das plantas, quando os tratamentos com inoculagdo de células microbianas
resultaram em maiores valores de colonizacdo (%CM) quando comparado ao tratamento livre
da comunidade microbiana inoculada (FM). Neste caso, observou-se um aumento médio de
16% nas taxas de micorrizacdo, o que pode ser relacionado & presenga da comunidade
microbiana, que atuou como fator estimulante da colonizacdo micorrizica, promovendo o seu
aumento. No entanto, com 120 dias de desenvolvimento da cana-de-agucar, 0 maior valor de

%CM foi obtido para D. heterogama em auséncia de microbiota inoculada (FM= 48%).
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Estes dados mostram que esta espécie apresentou alta capacidade de estabelecer a
relacdo simbidtica com o hospedeiro, independente das alteracbes ambientais (NOE;
HAMMESTEIN, 1995; WERNER et al., 2014). Esta capacidade de estabelecer os processos
simbidticos de forma eficiente, guiada pela maior cooperacgéo entre os componente do sistema
foi demonstrada em experimentos manipulados (KIERS et al., 2011) e foi chamada de
mercado bioldgico.

Neste processo, de maneira analoga ao que ocorre no mercado financeiro, os parceiros
- aqui representados pelos simbiontes - tem a opc¢ao de escolha de seus pares e a decisdo de
quando desejam investir nesta interacdo, de maneira a mesma dar retorno proporcional aos

organismos que estdo em simbiose (FELLBAUM et al., 2014).

Nas plantas inoculadas com R. clarus (Figura 1B) observa-se variagdes nas taxas de
%CM entre os tratamentos contendo diferentes composi¢fes da comunidade microbiana. Os
tratamentos com inoculacdo desta espécie de FMA e as dilui¢cBes iniciais da comunidade
microbiana apresentaram maiores taxas de micorrizacdo, observadas aos 30 dias para 0s
tratamentos FM+10" e FM+10®, e aos 120 dias para o tratamento FM+10. Aos 60 dias de
desenvolvimento das plantas, a associacdo desta espécie com 0s maiores niveis de
biodiversidade do solo (FM+10™, FM+10® e FM+10®) mostraram maiores taxas de %CM,
com valores proximos de 40%. Estes valores foram superiores ao obtido com inoculacao desta
espécie na auséncia de células microbianas inoculadas (FM= 16%) neste mesmo periodo de

amostragem.

Na ultima amostragem (120 dias), o sistema com associacdo da maior diversidade
microbiana com R. clarus (FM+10™) manteve-se com a maior taxa de %CM (49%), valor
superior aos demais tratamentos e praticamente o dobro da taxa de %CM com inoculagdo
apenas do FMA (FM= 25%).

Estas observacdes sugerem que R. clarus pode ter recebido auxilio de grupos
microbianos que compdem a microbiota do solo e que estavam presentes em nas diluicoes
microbianas, que ao desenvolverem suas fun¢des promoveram condi¢fes ambientais ou
nutricionais propicias para a colonizagdo do FMA. Estas observacdes vao de encontro a
historia evolutiva destes microrganismos, com relatos de que a transicdo das plantas do
ambiente aquatico para o terrestre foi suportada por inUmeras e importantes interacdes da
microbiota com os FMAs, inclusive com fungos precursores dos FMAS e outros membros da
microbiota (SCHUBLER, 2002).
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Na terceira situacdo de estudo, com inoculacdo de esporos de Gi. rosea, houve
predominancia de elevadas taxas de %CM na avaliagdo realizada aos 30 dias de
desenvolvimento da planta hospedeira. Neste periodo, foram observadas diferencas na %CM
em valores proximos a 10%, com valores maiores no tratamento com inoculacdo do FMA em

solos com maior biodiversidade (FM+10™) (Figura 1C).

Observa-se ainda, variacdes das taxas de %CM ao longo dos tratamentos FM+107,
FM+10°% e FM+107, que originou um decréscimo na %CM & medida que ocorreu 0 aumento
da diluicdo microbiana do solo. Esta diferenciacdo gerou diferenca de 20% na taxa de %CM
entre o tratamento com maior (FM+107) e menor (FM+10®°) composicdo de células

microbianas, e auséncia deste efeito nos tratamentos FM+10° e FM.

Possivelmente, este fato foi observado devido a colonizacao do solo nestes tratamentos
pela microbiota oriunda das plantas, que mesmo devido a realizacdo de desinfeccdo
superficial de suas partes vegetativas (colmos e gemas), ndo estdo livres da microbiota
endofitica, que possivelmente encontraram melhores condi¢cdes de sobrevivéncia em solos
com menores valores de biodiversidade (VAN ELSAS et al., 2012).

Este mesmo padrdo se apresenta na amostragem aos 120 dias de desenvolvimento da
planta hospedeira, porém com destaque para o tratamento FM+107, com taxa de %CM de
57% contra 40% no tratamento apenas com a inoculagédo do FMA (FM). Os valores de %CM
aos 60 dias apresentaram pequenas variagdes, com taxas de até 30% para 0s tratamentos
compostos da combinacdo FMA e microbiota do solo independente da composicao
microbiana, enquanto o valor de 22% foi encontrado para o tratamento somente com

inoculagdo do FMA (FM) e auséncia de microbiota inoculada.

De maneira comparativa, pode-se observar que existe um comportamento diferencial
dos FMAs quando inoculados em composic¢Oes diferenciais da comunidade microbiana do
solo. O padrdo observado para cada espécie varia tanto temporalmente, como principalmente
na habilidade de estabelecer a colonizagdo micorrizica quando associado a diferentes grupos
microbianos presentes nos solos. Algumas teorias e modelos podem auxiliar na explicacéo
destas diferencas, seguindo determinagfes anteriormente realizadas no intuito de descrever o
comportamento ecoldgico diferencial de espécies aquaticas (WINEMILLER; ROSE, 1992) e
de comunidades vegetais (GRIME, 1979, citado por CHAGNON et al. 2013).
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A literatura relaciona as respostas funcionais de espécies vegetais a situacdes de
estresse e/ou disturbio, obtendo uma estrutura denominada C-S-R, que classifica as espécies
como competidoras, tolerantes ao estresse ou ruderais (GRIME, 1979, citado por CHAGNON
et al. 2013). Estrutura similar foi usada para estudar variacbes em respostas observadas em
comunidades de corais (DARLING et al., 2012) e microrganismos que colonizam a filosfera
(NIX-STOHR et al., 2008). Para se aplicar este conceito aos FMAS, é necessario considerar
condi¢cdes ambientais que podem levar o FMA ao estresse ou a situacfes que podem resultar
em distarbio e observar a partir dai suas caracteristicas funcionais de resposta a estas
situacbes (CHAGNON et al., 2013).

De acordo com Chagnon e colaboradores (2013), a espécie de FMA competitiva €
aquela que através de suas caracteristicas, aumenta a concentracdo de carbono oriundo das
plantas, mesmo quando submetida a condi¢des desfavoraveis. O fluxo de substancias entre os
simbiontes deve ser proporcional (KIERS et al., 2011), por isso as espécies ditas competitivas
devem investir em producdo de micélio extrarradicular para garantir a nutricdo do hospedeiro
(principalmente com fosforo) e consequentemente recebe mais carbono da planta. Membros
da familia Gigasporaceae foram caracterizados como competitivos, principalmente em
condicdes de baixa disponibilidade nutricional (situacdo de recurso limitante) e em associacao
com plantas que ndo sdo tolerantes a situacdes que levam ao estresse (CHAGNON et al.,
2013).

No presente estudo foram utilizadas duas espécies pertencentes a familia
Gigasporaceae (D. heterogama e Gi. rosea), inoculadas em solo com baixo teor de fésforo e
associadas a gradiente de diversidade microbiana. No entanto, observa-se que apenas com a
inoculacdo da espécie de FMA D. heterogama (Figura 1A) houve manutencdo de altas taxas
%CM ao longo do periodo de cultivo da planta hospedeira e gradiente de diversidade
microbiano, sugerindo a caracterizacdo do sistema composto pela inoculagdo desta espécie

como competitivo.

Provavelmente, a planta estava recebendo proventos nutricionais do fungo, devido as
suas caracteristicas competitivas e a transferéncia de carbono para o FMA estava ocorrendo
com manutengdo do ‘feedback’ entre os simbiontes, garantindo as elevadas taxas de %CM.
Fato este que ndo foi observado com a inoculagédo de Gi. rosea durante as avaliacfes, sendo
que pode-se dizer que esta espécie apresentou caracteristica competitiva somente na fase

inicial de desenvolvimento da planta, apresentando maior capacidade de colonizacdo da
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planta neste periodo (30 dias) ou quando foi associada a maior composi¢do de células
microbianas (10™) na fase final de avaliacdo (120 dias).

Os FMAs ruderais apresentam a capacidade de se reestabelecer rapidamente apos
algum distarbio, por exemplo, devido ao rearranjo de sua rede de micélios apos algum evento
que resultou em sua ruptura. Estas espécies dispdem de mecanismos para fusdo destas hifas,
tornando-as novamente funcionais (AVIO et al., 2006), além de rapida formacdo de
propégulos no solo (POWELL et al., 2009), o que garante a disseminacdo e perpetuacdo de

suas espécies.

Componentes da familia Glomeraceae apresentam estas caracteristicas,
principalmente os pertencentes ao género Glomus, que tiveram algumas de suas espécies
remanejadas e atualmente classificadas como Rhizophagus. As caracteristicas deste grupo de
FMAs foram demonstradas em estudos realizados em solos oriundos de &reas submetidas ao
manejo convencional, que ocasionaram a fragmentacdo da rede de hifas no solo e a baixa
diversidade de FMAs principalmente pertencentes a este género (HELGASON et al., 1998;
JANSA et al., 2002; MAHERALI; KLIRONOMOS, 2012).

Portanto, pode-se dizer que FMAs que compdem este grupo (ruderal) apresentam
habilidade de se manterem ativas no solo mesmo submetidas a condicdo desfavordvel. No
entanto, a dependéncia que estes microrganismos podem apresentar com relacdo a suas
interacbes com outros organismos para expressarem este fenOtipo, necessita ainda de

descricdo.

O comportamento de FMAs deste grupo foi avaliado no sistema composto por
gradiente de diversidade microbiana com inoculacdo de uma espécie pertencente ao género
Rhizophagus (classificado anteriormente como Glomus), membro da familia Glomeraceae
(Figura 1B). Observou-se diferente capacidade de colonizagdo de R. clarus quando
comparado com a espécie competitiva D. heterogama, quanto a dindmica de colonizagéo
entre os tratamentos com composicdes de comunidades microbianas (107, 103,10%e 109 e
ao efeito da alteracdo da diversidade microbiana do solo sobre a colonizacdo das plantas por
este FMA.

Neste sentido, com a inoculacdo do FMA caracterizado como ruderal (R. clarus)
nota-se o favorecimento desta espécie em solo com maior diversidade microbiana, que

resultou em maiores taxas de %CM nestas situa¢es durante os periodos de amostragem da
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planta hospedeira. Isto sugere que a menor diversidade microbiana gerou um distrbio intenso

sobre a associagdo planta - FMA e resultou em menor eficiéncia de colonizagéo da planta.

Resposta contraria foi observada em trabalho realizado por Van Elsas e
colaboradores (2012), que demonstraram que a limitacdo de sobrevivéncia e colonizacdo de
um microrganismo exdgeno (Escherichia coli) inoculado no solo ocorreu em sistemas

compostos de maior diversidade microbiana.

Espécies de FMAs tolerantes a fatores de estresse, devido ao baixo suprimento de
carbono da planta hospedeira ou a condicdo de acidez do solo, apresentam maior capacidade
de colonizagdo em simbionte que também sejam tolerantes a estresses, por exemplo, devido a
habilidade de baixa producdo de biomassa vegetal. Esta caracteristica € relatada para as
espécies da familia Acaulosporaceae (MORTON et al., 1986; PORTER et al., 1987; OEHL et
al., 2010), néo utilizadas no presente estudo.

Em sintese, os dados apresentados mostram um comportamento diferenciado dos
grupos funcionais de FMAs quando expostos a solo com distintas composicdes de
comunidades microbianas. Esta informacdo esta complementada e fundamentada na
visualizacdo da estrutura das comunidades de bactérias e fungos presentes em cada um dos
tratamentos, que podem ser relacionadas ao processo de micorrizagdo e consequente

desenvolvimento vegetal.

2.5.3 Massa seca da parte aérea das plantas para os diferentes tratamentos

De maneira geral, a massa seca da parte aérea das plantas (MSPA) ndo apresentou
diferencas estatisticas quanto a interacdo dos tratamentos do gradiente de diversidade e as
espécies de FMAs inoculadas (apéndice B). Porém, de maneira similar ao observado para
%CM, foi observado aos 60 dias de cultivo que a massa seca das plantas foi superior para
inoculacdo do FMA D. heterogama (p< 0,01) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Matéria seca da parte aérea das plantas (MSPA) de cana-de-agUcar inoculadas com
0s FMAs aos 60 dias de desenvolvimento das plantas de milho

FMAs MSPA

D. heterogama 7,57 a
R. clarus 572b
Gi. rosea 6,57 ab

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de comparagdo de médias de
Tukey (5%); Diferenga minima significativa (dms) = 1,17

Estudos relatam sobre variagcdes em respostas obtidas pelas plantas hospedeiras com
inoculacdo de FMAs, sendo descritas até mesmo respostas diferentes quando plantas séo
inoculadas com isolados de mesma espécie (ABBOTT; GAZEY, 1994; CAVALCANTE et
al., 2002). Algumas espécies de FMAs quando associadas a determinada espécie vegetal
promovem aumento de sua biomassa seca e dos teores de P e N na parte aérea das plantas
(CRUZ; MARTINS, 1997). Ha também relatos sobre alteracBes nas quantidades de outros
nutrientes no tecido vegetal, como N, K, Ca, Mg e Fe, devido a inoculacdo de diferentes
espécies de FMAs, no entanto nem sempre a ocorréncia das micorrizas é correlacionada com

alteragcBes na matéria seca das plantas (SILVEIRA et al., 2002).

Vale a ressalva de que o teor de P no solo deve também ser considerado quando se
observa resultados de massa seca, pois mesmo estando em concentracdo considerada baixa
para determinada cultura, este nutriente pode favorecer o crescimento da espécie vegetal no
periodo de desenvolvimento avaliado. Neste mesmo momento, o FMA pode continuar
apresentando o efeito fisioldgico na planta, realizando sua colonizacdo e a permanéncia desta
colonizacdo continua dependente da sensitividade do simbionte ao suprimento nutricional
(SMITH; GIANINAZZI-PEARSON, 1988). Infelizmente, esta determinacdo néo foi realizada

neste experimento, mas devera compor estudos posteriores nesta linha de pesquisa do grupo.

2.5.4 Alteracdes na comunidade bacteriana do solo promovida pela inoculagido de FMAs

Resultados complementares surgiram durante o monitoramento das comunidades
microbianas no solo com os diferentes tratamentos ao longo do cultivo das plantas de cana-

de-acucar. A comparacdo das estruturas das comunidades bacterianas indicou sua segregacao
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primordialmente de acordo com a espécie de FMA inoculada, em detrimento do periodo em
que as plantas foram cultivadas ou do gradiente de diversidade microbiano gerado ao longo

das dilui¢des (Figura 2).
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Figura 2 - Andlise de coordenadas principais (PCoA) baseada na composicdo diferencial das
comunidades bacterianas encontradas nos solos inoculados com as espécies de
FMAs (D. heterogama, R. clarus e Gi. rosea) e associados as diferentes diluigdes
da comunidade microbiana (107, 103, 10° e 10®). As amostras coletadas nos trés
periodos (30, 60 e 120 dias de desenvolvimento das plantas) sdo demonstradas. Os
valores dos eixos indicam a porcentagem da variancia dos dados representados em
cada eixo

Observa-se a separacdo das amostras do tratamento onde foi inoculado R. clarus em
relacdo aos demais (Separagdo no primeiro eixo), enquanto que as amostras inoculadas com D.
heterogama e Gi. rosea hospedam comunidades bacterianas com maior similaridade. Este
agrupamento segue a estruturacdo taxondémica destes FMAs, sendo as espécies D. heterogama
e Gi. rosea pertencentes a familia Gigasporaceae, enquanto que R. clarus pertence a familia

Glomeraceae.

Estas separagdes ndo foram validadas estatisticamente pela analise de similaridade
(ANOSIM), que indicou a ocorréncia de sobreposi¢des entre os grupos formados pelas
amostras dos diferentes tratamentos. Esta insensibilidade da ANOSIM pode estar ligada ao

fato da baixa capacidade de detectar possiveis variacGes relacionadas a inoculacdo das
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espécies de FMAs e ao gradiente de diversidade microbiano nos tratamentos (Tabela 3).
Outro fator que pode ter diluido esta significancia foi a analise de todas as amostras, dos trés
periodos amostrais, conjuntamente. No entanto, esta decisdo facilitou a visualiza¢do do efeito

primordial da inoculacdo do FMA na estruturacdo das comunidades alvo de estudo.

Tabela 3 - Valores de R, obtidos pela analise de similaridade (ANOSIM), onde foram
comparados os perfis de areas dos picos de fragmentos terminais do gene 16S
rRNA de solo, gerados pela inoculacdo de espécies de FMAs associados as

composic¢des de comunidades microbianas

ANOSIM D. heterogama R. clarus Gi. rosea

D. heterogama - 0,32 0,19
R. clarus 0,32 - 0,33
Gi. Rosea 0,19 0,33 -

Provavelmente, a seletividade dos FMAs pertencentes a mesma familia siga 0 mesmo
padrdo descrito para outras interacdes entre comunidades bacterianas e diferentes sistemas
bioldgicos. Este tipo de seletividade ja foi descrito para as comunidades bacterianas
associadas as plantas, tanto as encontradas na filosfera (LAMBAIS et al., 2006) como as
componentes da rizosfera (BULGARELLI et al., 2013; DIAS et al., 2013). Em associagao
com fungos, sabe-se que alguns fungos ectomicorrizicos podem selecionar os componentes de
suas respectivas micosferas (corpos de frutificacdo), gerando divergentes estruturas de
comunidades bacterianas (BOERSMA et al., 2009), no entanto pouco se conhece sobre esta
seletividade, encontrada de forma intensa, devido a inoculagdo de FMAs.

No presente estudo, 0 FMA que selecionou a comunidade bacteriana estruturalmente
mais distinta (Figura 2), foi o que apresentou maior efeito das diluigbes microbianas sobre as
taxas de %CM (Figura 1B). Esta observacdo pode indicar certa ineficiéncia na sele¢do dos
simbiontes desejados, levando a menor capacidade deste FMA em estabelecer a interagdo com

0 hospedeiro em condicdes de baixa diversidade microbiana no solo.

Efeitos positivos ou negativos da inoculacdo de FMAs na composicdo de
comunidades bacterianas ja foram relatados (MEYER; LINDERMAN, 1986; PAULITZ;
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LINDERMAN, 1991). Andrade e colaboradores (1997) sugerem que a preferéncia por grupos
bacterianos em relagdo a determinada espécie de FMA ocorreu devido as condicoes
propiciadas por este fungo para o estabelecimento bacteriano. Estas condi¢Ges foram
sugeridas como sendo derivadas da alteracdo no padrdo de exsudacdo da planta colonizada

por determinado FMA e da prépria exsudacgdo de hifas fangicas (AZAIZEH et al., 1995).

Outro trabalho, baseado na técnica de Eletroforese em Gel de Gradiente de
Desnaturacdo (DGGE), mostrou que a selecdo da comunidade de bactérias associada a plantas
de milho foi diferente quando comparado as variagdes nas taxas de %CM durante o periodo
avaliado (MARSCHNER; BAUMANN, 2003). A especificidade de bactérias que se associam
a esporos de FMAs foi também descrita (BHARADWAY et al., 2008), sendo esta relacionada
a formacdo de nichos especificos nos esporos e a geracdo de ambientes particulares pelos
micélios fungicos ao longo de sua dispersdo nos solos (SCANNERINI; BONFANTE, 1991;
SCHUBLER, 2002). No entanto, estes trabalhos tratam de relagbes pontuais entre

determinadas espécies de bactérias e de FMAs.

A proposta do presente estudo se diferencia por avaliar o impacto causado na
micorrizagdo devido a alteracdo da comunidade microbiana total do solo, além de descrever o
efeito de FMAs inoculados na estruturacdo das comunidades de bactérias e fungos no solo.
Este tipo de interacdo foi descrito atualmente com detalhes para a associacdo entre bactérias e
fungos ectomicorrizicos (DEVEAU, 2016), onde o autor relata a presenca de um ‘core’
bacteriano, composto de diversos géneros, influenciados pelas raizes colonizadas por estes
organismos, principalmente devido a diferenciacdo da exsudacao radicular.

A separacdo temporal de amostras inoculadas com cada espécie de FMA também foi
analisada. Observa-se efeito do tempo nas comunidades microbianas inoculadas com D.
heterogama e Gi. rosea, enquanto solos inoculadas com R. clarus mostraram comunidades
bacterianas mais uniformes (Figura 3). Esta maior estabilidade das comunidades associadas a
R. clarus pode indicar a essencialidade desta interacdo para o fungo, que limita as variagdes
temporais, assumindo papel primordial na composi¢cdo das comunidades bacterianas dos

solos.



65

D. heterogama R. clarus Gi fosed
0.6
°
g L ] 0.54 &
® °
: . * = g° &
;*:\ 0 o 6 n® -
=0 ° > o =
;‘:"' 0o ® .- L 2 5 ' " o 2 o L]
< o1 {i . ! S "a. o S 1" %
3 . 7 20 =00 um
2 02 ° M ] ™ |
o ® o @ ™ - -.- P, o
4 .‘. B
024 216 008 G 016 024 032 ¢ 02 41 00 01 02 03 82 41 00 o1
PCoAl (16 %) PCoA1(20 %) PCoA1(17 %)

Legenda: @ 30 dias 4 60 dias W 120 dias

Figura 3 - Andlise de coordenadas principais (PCoA) mostrando a estruturacdo temporal das
comunidades bacterianas nas amostras de solos inoculados com as espécies de
FMAs (D. heterogama, R. clarus e Gi. rosea) e associados as diferentes diluicdes
da comunidade microbiana (107, 103, 10® e 10®). As amostras coletadas nos trés
periodos (30, 60 e 120 dias de desenvolvimento das plantas) sdo demonstradas. Os
valores dos eixos indicam a porcentagem de variancia dos dados representados em

cada eixo

Esta variagdo dos grupos formados durante as avaliagdes das comunidades bacterianas
foi observada no estudo realizado com fungos ectomicorrizicos e foi mencionado que o fator
determinante para este efeito foi o funcionamento da associacdo entre 0s organismos
associados, ou seja, planta hospedeira e os fungos ectomicorrizicos (DEVEAU, 2016). E
possivel, portanto, sugerir que em alguns casos a simbiose é explorada de maneira diferencial
ao longo do tempo, fazendo com que algumas das interacdes entre FMASs e as bactérias do

solo possam também apresentar variacdo temporal.

Comportamento similar ocorre na exsudacdo das raizes das plantas, que se altera de
forma qualitativa e quantitativa ao longo do seu desenvolvimento e resulta em mudancas na
comunidade microbiana que responde ou pode interagir com estes exsudatos e
consequentemente com a planta hospedeira (MICALLEF et al., 2009; CHAPARRO et al.,
2013). Por isto, deve-se considerar que diferentes espécies de FMAs tem a habilidade de

promover a sucessdo tréfica e funcional de distintas comunidades bacterianas.
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2.5.5 Diferenciacao das comunidades de bactérias ao longo das dilui¢cdes e tempo

Devido as varia¢Oes causadas pela inocula¢do dos FMAs e pela dindmica temporal das
comunidades, a visualizacdo direta da diferenciacdo destas comunidades devido ao gradiente
formada pelas dilui¢cdes do solo utilizados nos tratamentos ficou comprometida. Na busca por
esta visualizacdo, os dados foram detalhadamente comparados quanto as composicfes das
comunidades bacterianas em cada tempo, com as amostras unicamente inoculadas com cada
FMA (Figura 4).

De maneira geral, houve tendéncia de separacdo das amostras inoculadas com
menores diluicdes microbianas (10" e 10 das demais, sendo este efeito observado mais
claramente em algumas situagcbes com inoculacdo de D. heterogama e Gi. rosea.
Adicionalmente, observa-se nestes tratamentos uma maior uniformidade entre as repeticdes e
a segregacdo das amostras com maiores diluicdes microbianas (10° e 10®). As amostras
inoculadas com R. clarus mostraram uma menor de separacao entre os tratamentos, sendo este

efeito anulado nas amostras coletadas aos 120 dias de desenvolvimento das plantas (Figura 4).

A explicacdo para esta pequena diferenciacdo observada entre os grupos dos distintos
tratamentos microbianos pode estar na metodologia de analise. A técnica molecular do
TRFLP apresenta deficiéncia quanto a cobertura de elevada quantidade de grupos, ndo
havendo a possibilidade de estabelecer correlagdes diretas entre os tratamentos.
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Figura 4 - Andlise de coordenadas principais (PCoA) com a organizacdo da comunidade
bacteriana em funcdo das diluicdes da comunidade microbiana (10, 103, 10° e
10°®) para cada FMA inoculado (D. heterogama, R. clarus e Gi. rosea) durante os
periodos de amostragens. Os valores dos eixos indicam a porcentagem da
variancia dos dados representados em cada eixo
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sempre houve a formacdo de outro grupo microbiano composto das diluicBes microbianas 107
e 10° (Figura 4). No entanto, a correlacdo entre a observagdo de comunidades bacterianas
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Quando se inoculou a espécie de FMA Gi. rosea, observou-se agrupamento das
repeticdes da diluicio microbiana 107 aos 30 dias (Figura 4). Na amostragem feita aos 60 dias
ndo foi possivel observar distingcdes claras entre as comunidades presentes nos diferentes
tratamentos (apenas um maior agrupamento das amostras do tratamento 10 foi observado).
Aos 120 dias observou-se a formacdo de dois grupos distintos; um formado pelas dilui¢des
com maior diversidade de células microbianas (10" e 10°) e outro grupo formado pelos

tratamentos com menor diversidade microbiana (10° e 107).

O agrupamento dos pontos da diluicdo microbiana 10™ coincidiu com o tratamento
com maior taxa de %CM aos 120 dias, porém o agrupamento das amostras 10 (préximo as
amostras 10™) ndo corrobora esta observagdo. De maneira similar, a maior taxa de %CM aos
30 dias de desenvolvimento das plantas foi obtida com a associagéo deste FMA e a diluicéo
10", o qual ndo apresentou os pontos distintos dos demais na presente analise. Estas
observacOes indicam uma correlacdo parcial entre a ocorréncia de grupos particulares de

bactérias no solo e as taxas de %CM encontradas nos diferentes tratamentos.

A capacidade de influenciar a comunidade bacteriana pode ser relacionada a
caracteristicas intrinsecas do FMA inoculado ou mesmo a sua familia (POWEL et al., 2009;
CHAGNON et al., 2013), como demostrado pelos FMAs classificados na familia

Gigasporaceae.

Quando foi feita a inoculagdo com R. clarus ndo se observou uma separagdo clara
dos tratamentos formados pelas diluicbes da comunidade microbiana, mesmo no primeiro
periodo de amostragem, aos 30 dias (Figura 4). No entanto, os maiores valores de %CM
foram observados com associacdo deste FMA com as diluicdes 10 e 10, Na amostragem
feita aos 60 dias, apenas uma tendéncia de separacdo ocorre para os tratamentos 10° e 10

dos demais tratamentos, mas que ndo condiz com diferencas nos valores de %CM.

Em conjunto, isto indica a impossibilidade de se correlacionar a estrutura destas
comunidades diretamente com alteragdes nas taxas de %CM. Possivelmente, este FMA tenha
uma grande capacidade de selecdo da comunidade bacteriana, tornando-a mais homogénea
entre os tratamentos. Isto contrapGe o fato da variagdo observada nos valores de %CM, o que
pode indicar que o detrimento de interagdes essenciais a este FMA nos tratamentos mais
diluidos esteja relacionada a grupos de baixa frequéncia na comunidade microbiana, pouco
representados na andlise de T-RFLP. Neste caso, uma analise mais detalhada, como a baseada

no sequenciamento de DNA poderia suprir dados adicionais neste tema.



69

2.5.6 Alteracdes na comunidade de fungos do solo promovida pela inoculagdo de FMAs

O monitoramento da estrutura da comunidade de fungos do solo forneceu uma viséo
detalhada do efeito dos FMAs inoculados neste grupo. A analise revela a capacidade de
separacdo dos grupos fangicos de acordo com o FMA inoculado, neste caso com destaque
para o tratamento onde foi inoculado Gi. rosea em relacdo a inoculacdo dos FMAs D.
heterogama e R. clarus (Figura 5). Observa-se, portanto, de maneira similar ao encontrado
para a comunidade bacteriana, que os menores efeitos sobre a comunidade de fungos foram 0s

periodos de amostragens (tempo) e as dilui¢bes da comunidade microbiana.

PCoA 2 (6%)

D. heterogama

R. clarus

PCoA 1 (13%)

Figura 5 - Analise de coordenadas principais (PCoA) baseada na composicao diferencial das
comunidades de fungos encontradas nos solos inoculados com as espécies de FMAS
(D. heterogama, R. clarus e Gi. roseag e associados as diferentes dilui¢cbes da
comunidade microbiana (107?, 103, 10° e 10°). As amostras coletadas nos trés
periodos (30, 60 e 120 dias de desenvolvimento das plantas) sdo demonstradas. Os
valores dos eixos indicam a porcentagem da variancia dos dados representados em
cada eixo

A diferenciagdo dos agrupamentos formados foi confirmada pela analise de
similaridade (ANOSIM) entre os grupos de amostras inoculadas ou ndo com Gi. rosea
(Tabela 4). Os dados demonstram que o grupo de fungos gerado em funcdo da inoculacao de
Gi. rosea é distinto dos demais, no entanto apresentam similaridades (valores de R inferiores

a 75%). E também importante destacar o valor obtido para a comparagdo entre 0s grupos
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formados pela inoculacdo das espécies pertencentes & mesma familia, que apresentaram maior

diferenca entre os agrupamentos (66%).

Tabela 4 - Valores de R, obtidos pela analise de similaridade (ANOSIM), onde foram
comparados os perfis das areas dos picos de fragmentos terminais do gene ITS
de solo, gerados pela inoculacdo de espécies de FMAs associados as diferentes

comunidades microbianas

ANOSIM D. heterogama R. clarus Gi. rosea

D. heterogama - 0,15 0,66
R. clarus 0,15 - 0,59
Gi. rosea 0,66 0,59 -

O agrupamento preferencial das amostras inoculadas com Gi. rosea contrapbe o
observado na comunidade de bactérias, onde a maior diferenciacdo foi encontrada para o
tratamento inoculado com R. clarus. Esta constatagdo pode levar a inferéncias sobre os
mecanismos utilizados por cada FMA para selecionar a microbiota associada.

Inicialmente, pode-se sugerir que espécies classificadas na familia Gigasporaceae
(Gi. rosea e D. heterogama) provavelmente utilizam mecanismos semelhantes com relacéo a
selecdo de grupos bacterianos. No entanto, os dados ndo corroboram esta hipétese, sendo que
os grupos de fungos formados pela inoculacdo de R. clarus e D. heterogama (de familias
distintas) foram considerados idénticos pela analise de similaridade, com apenas 15% de
diferenca entre eles (Figura 5, Tabela 4).

Neste caso, pode-se dizer que a selecdo de grupos fungicos independe de
caracteristicas relacionadas a familia em que o FMA se classifica, ou seja, este fato pode nédo
ser relacionado a atividade metabdlica do FMA. Sugerindo que a ocorréncia deste efeito seja
devido a formacdo de uma situacdo propicia formada pelos FMAs, devido a alteracdo de
alguma condicédo prejudicial ou mesmo pela disponibilidade de nichos para outros grupos de

fungos.

Outro ponto que se mostrou distinto do previamente observado para a analise da
comunidade bacteriana, foi o efeito temporal na disposicdo das comunidades de fungos do
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solo com relacdo aos FMAs inoculadas que ndo mostrou claro padréo de separacdo destes
grupos nos periodos de amostragem (Figura 6). Esta comunidade se apresenta mais estavel ao
longo do tempo, sendo que as amostras oriundas dos periodos de analise se encontram

misturadas nas PCoAs.

D. heterogama R. clarus Gi. rosea
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Figura 6 - Andlise de coordenadas principais (PCoA) mostrando a estruturacdo temporal das
comunidades de fungos nas amostras de solos inoculados com as espécies de FMAS
(D. heterogama, R. clarus e Gi. rosea) e associados as diferentes diluicdes da
comunidade microbiana (107, 10, 10° e 10°%). As amostras coletadas nos trés
periodos (30, 60 e 120 dias de desenvolvimento das plantas) sdo demonstradas. Os
valores dos eixos indicam a porcentagem da variancia dos dados representados em
cada eixo

Observa-se ainda uma tendéncia no agrupamento de pontos de amostras coletadas
aos 120 dias, principalmente para aqueles inoculados com Gi. rosea e R. clarus. Os pontos
referentes a amostragem realizada aos 60 dias do tratamento inoculado com FMA R. clarus
também apresentaram-se proximos (Figura 6). Estas observacGes sugerem que as
comunidades de fungos do solo foram menos influenciadas pelo efeito do tempo de
colonizacdo dos FMAs, desenvolvimento vegetal ou incubagdo das diluices microbianas,

mas podem ser consideradas mais homogéneas dentro de cada tratamento ao longo do tempo.

2.5.7 Diferenciacéo das comunidades de fungos ao longo das diluicGes e tempo

Devido a verificacdo da influencia dos FMAs inoculados na formacdo dos grupos
fangicos em detrimento da organizacdo temporal destas comunidades, procedeu-se as analises

dos agrupamentos para observar o efeito de cada FMA no gradiente de diversidade formado
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pelas diluicdes microbianas (10, 10, 10° e 10 durante as amostragens (Figura 7). A
ordenacédo das comunidades de fungos do solo em funcgéo das diluicbes microbianas para cada

FMA inoculado mostrou a capacidade do FMA em organizar esta comunidade em funcéo da

diversidade microbiana dos sistemas.
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Figura 7 - Analise de coordenadas principais (PCoA) com a organiza¢do da comunidade de
fungos em funcdo das diluicdes da comunidade microbiana (10*, 10, 10 e 10°)
para cada FMA inoculado (D. heterogama, R. clarus e Gi. rosea) durante os
periodos de amostragens. Os valores dos eixos indicam a porcentagem da variancia
dos dados representados em cada eixo
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Nos tratamentos inoculados com os FMAs R. clarus e Gi rosea foi possivel observar
a separacdo das amostras das diluicdes 107, 10° e 10, que formaram um grupo separado dos
pontos referente a diluicio microbiana 10™. Esta observacdo sugere que estes FMAs
apresentam maior efeito seletivo nas comunidades de fungos em condicdo de menor
diversidade microbiana (maiores diluicGes microbianas). Este fato pode ter contribuido para
as alteracOes observadas nas taxas de %CM.

Com a inoculagdo do FMA D. heterogama observou-se estruturacdo das
comunidades de fungos do solo em funcéo das diluigdes microbianas aos 30 e 120 dias. Aos
30 dias ap6s inoculacdo, nota-se que os pontos das diluicBes microbianas 1073, 10° e 107 se
aproximam entre si e aos 120 dias observa-se que os pontos 107 e 107 ficam préximos, e se
separam do grupo formado pelos pontos referentes a comunidade microbiana formada pelas

maiores diluicdes (10 e 10°).

Sabe-se que grupos microbianos podem interagir de forma positiva, negativa ou
neutra com FMAs (BAREA et al, 2002) e que estes grupos sdo importantes pois
desempenham uma amplitude de servicos ao ecossistema e consequentemente beneficiam as
plantas (MENDES et al., 2013). A interacdo da microbiota com FMAs pode ocorrer em seus
esporos e micélios (BHARADWAY et al., 2008; SCHUBLER, 2002) e esta microbiota
geralmente € selecionada devido ao FMA que compdem o sistema, além da observacdo de
importante impacto e alteracdo na exsudacdo da planta que é colonizada por determinado
FMA (CHAPARRO et al., 2013; MICALLEF et al., 2009.

No entanto, os dados de interacdo e selecdo microbiana disponiveis na literatura se
baseiam em grupos especificos de bactérias ou fungos, e ndo em comunidades microbianas do
solo, o que fornece singularidade a este trabalho, devido a observacdo do efeito que as
espécies de FMAs inoculadas promoveram na estruturacdo de comunidades de fungos do

solo.

Muitas lacunas permanecem a serem preenchidas com relagdo a diversidade e
ecologia deste grupo de microrganismos do solo (STERKENBURG et al., 2015), pois 0s
diferentes grupos funcionais de fungos respondem as alteracbes no ambiente de maneira
distinta (MATHENY et al.,, 2006; KOIDE et al., 2013; CROWTHER et al., 2014).
Adicionalmente, sabe-se que em alguns casos ocorrem efeitos negativos de FMAs sobre a
comunidade de fungos saprofiticos presentes na rizosfera de plantas, principalmente devido a

elevada concentracdo de micélio extra radicular no solo (SMITH et al., 2004). Em
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combinacéo, pode-se indicar que o balango de carbono no solo seja fator fundamental para a
estruturacdo das comunidades de fungos, diferencialmente encontrada no presente estudo.

2.6 Conclusbes

a) Os fungos micorrizicos arbusculares inoculados em solos com diferencial composi¢édo da
comunidade microbiana promoveram distintas taxas de colonizacdo micorrizica na planta

de cana-de-acUcar;

b) A resposta de cada FMA foi diferenciada com relacdo ao gradiente de diversidade
microbiana dos solos, sendo R. clarus o mais sensivel a perda da diversidade do sistema e

D. heterogama a espécie menos sensivel a este efeito;

c) A inoculacdo do FMA em diferentes composi¢cdes da microbiota do solo resultou na
diferenciacdo das comunidades de fungos e bactérias do solo, sendo que a comunidade
bacteriana mostrou-se mais diferenciada a presenca de R. clarus, enquanto que a

comunidade de fungos mostrou-se mais distinta devido a inoculacéo de Gi. rosea.

Estes resultados indicam a ocorréncia de uma intrinseca interacdo entre os FMAS e a
microbiota dos solos, dando necessidades maiores a funcionalidade deste sistema do que a

previamente descrita entre a relagéo planta- FMA.
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3 ASSOCIACOES ENTRE A MICROBIOTA DE SOLOS E Rhizophagus clarus NA
COLONIZACAO MICORRIZICA DE PLANTAS DE MILHO

Resumo

Entender as mudancas que ocorrem em decorréncia da associacdo de fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs) e comunidades microbianas durante a colonizacdo da
planta hospedeira € um tema pouco explorado e de grande interesse. A funcionalidade e
composigdo da comunidade microbiana do solo em decorréncia desta associagdo podem
fornecer indicios do metabolismo microbiano e grupos de microrganismos que podem estar
envolvidos no aprimoramento desta interagdo. O objetivo deste estudo foi verificar o efeito da
composicdo diferencial de comunidades microbianas na colonizacdo micorrizica de
Rhizophagus clarus em plantas de milho. Estas inferéncias foram realizadas em dois solos
(denominados de A e B), submetidos a metodologia de diluicdo para extin¢do, onde foram
utilizadas as diluicdes 10, 10° e 10° das comunidades microbianas originais, avaliadas
qguando inoculadas ou ndo com o FMA. As amostragens de solo e de raizes finas foram
realizadas aos 20, 30 e 40 dias de desenvolvimento das plantas de milho e procederam-se as
analises da comunidade bacteriana associada, por meio de técnicas de quantificacdo por
gPCR, sequenciamento do gene 16S rRNA e determinacdo das taxas de colonizacdo
micorrizica (%CM) nas raizes. O metabolismo das comunidades bacterianas dos solos foi
baseado no consumo de fontes de carbono (placas de BIOLOG), utilizando amostras das fases
inicial e final de desenvolvimento das plantas (20 e 40 dias). A abundancia das comunidades
bacterianas dos solos se manteve praticamente constante durante a conducéo do experimento,
enquanto ocorreu decréscimo no nimero de unidades taxonémicas operacionais (OTUSs) e
diversidade filogenética (PD) nos tratamentos obtidos ao longo do gradiente de diversidade
microbiana (diluicdes). Houve influéncia do gradiente de diversidade das comunidades
microbianas inoculadas nas taxas de colonizacdo micorrizica (%CM) dos tratamentos com
inoculacdo do FMA, com destaque para a fase inicial de desenvolvimento da planta
hospedeira. Estes dados se correlacionaram de forma positiva e significativa com o nimero de
OTUs e PD das comunidades microbianas dos solos. A inoculacdo de R. clarus alterou o
metabolismo das comunidades bacterianas, as quais apresentaram diferenciada estrutura com
relagdo ao consumo das fontes de carbono, além de um acréscimo na quantidade de carbono
consumida (determinada como ‘community niche’). Em conjunto, os dados indicam uma
grande conexdo da comunidade microbiana dos solos com a colonizagdo das plantas por R.
clarus, sendo que alteracbes em um destes componentes pode resultar em alteracdes na
interacdo do FMA com a planta.

Palavras-chave: Colonizagdo micorrizica; Comunidade microbiana; Diversidade bacteriana;
InteracGes microbianas

Abstract

Understanding the changes that occur due to the association between arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) and microbial communities of soils during the colonization of the
host plant is a relatively unexplored and greatly important subject. The composition and the
functionality of the microbial community of soils resulting from this association can provide
evidences of microbial metabolism and groups of microorganisms that may be involved in the
improvement of this interaction. The aim of this study was to investigate the effect of the
differential composition of microbial communities in mycorrhizal colonization of
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Rhizophagus clarus in maize plants. These inferences were made in two soils (denominated A
and B) subjected to the ‘dilution to extinction’ methodology, with dilutions 10", 10~ and 10
of the original microbial communities evaluated in the presence or not of the inoculated FMA.
Sampling of soil and fine roots were performed at 20, 30 and 40 days of maize development,
and analyses encompassed the quantification and description of bacterial communities by
qPCR and sequencing of the 16S rRNA gene and determination of mycorrhizal colonization
rates (%MC) in plant roots. The metabolism of the microbial communities of soil samples
was determined on the basis of the differential consumption of carbon sources (Biolog plates),
using samples of the beginning and final stage of plant growth (20 and 40 days). The
abundance of bacterial communities of soil has remained fairly constant during the
experiment, while a decrease in the number of operational taxonomic units (OTUs) and
phylogenetic diversity (PD) along the gradient microbial diversity (dilutions) was found. The
diversity gradient along the inoculated microbial communities influenced the %MC rates in
treatments inoculated with the AMF, remarkably during the early stage of the host plant
development. These data are correlated positive and significantly with the number of OTUs
and phylogenetic diversity of soil bacterial communities. The inoculation of R. clarus changes
the metabolism of the bacterial communities with differentiated structure with regard the
consumption of the carbon source, in addition to an increase in the amount of carbon
consumed (determined as community niche). In summary, the data show the strong connection
of the microbial community of soil with the colonization of plants by R. clarus, and
alterations in one of these components can result in changes in the interaction of the AMF
with plant.

Keywords: Mycorrhizal colonization; Microbial community; Bacterial diversity; Microbial
interactions

3.1 Introducéo

Micorriza arbuscular (MA) é uma associagdo entre fungos micorrizicos arbusculares
(FMAs) e aproximadamente 74% das espécies de plantas (SMITH; READ, 2008;
BRUNDRETT, 2009). Esta simbiose gera beneficios muatuos aos simbiontes (BEVER, 2003).
As hifas dos FMAs sdo importantes para aprimoramento na absor¢do de agua e de nutrientes
do solo, com destaque para a absor¢do de nutrientes menos méveis no sistema como o fésforo
(VAN DER HEIDEN et al., 2015), conferindo protecao fisica as raizes das plantas contra
patdgenos de solo e tolerancia a estresses hidrico ou de contaminantes (SCHENCK, 1981,
GRIFFIOEN, 1989). A eficiéncia da associacdo € demonstrada pela eficaz transferéncia
realizada pela planta de fontes nutricionais (carbono) para 0 FMA, garantindo a manutencao
desta simbiose (GRIGERA et al., 2007).

O reconhecimento entre o0s simbiontes é mediado por sinais moleculares
(OLDROYD, 2013), assim como ocorre na interagdo entre bactérias fixadoras de nitrogénio e
leguminosas, porém, 0s processos e compostos envolvidos nesta associagao ainda necessitam

de estudos (LAMBAIS, 2006). Sabe-se que os FMASs sdo sensiveis a compostos presentes na
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rizosfera de plantas hospedeiras, devido exsudacdo da prépria planta ou alteracbes causadas
por componentes do sistema (BECARD; PICHE, 1989; GIANINAZZI-PEARSON et al.,
1989; NAIR et al., 1991), como a microbiota associada (DANIELS; TRAPPE, 1980; MAYO
et al.,1986; ARTURSSON et al., 2005; SALVIOLI et al., 2016).

Os efeitos de espécies bacterianas em espécies de FMAs podem ser variaveis
(CARPENTER-BOGGS et al., 1995; XAVIER; GERMIDA, 2003) e pouco se sabe sobre
suas funcOes e atividades in situ (ARTURSSON et al., 2005) ou quando associadas em
comunidades ou ainda, sobre a importancia da diversidade bacteriana para a eficiente
colonizacdo da planta por FMAs. Bomberg e colaboradores (2003) relataram alteracdes na
composicdo da comunidade bacteriana do solo pela presenca do FMA, principalmente devido

a influéncia de hifas.

Neste sentido, o objetivo desta etapa do estudo foi verificar o efeito do gradiente de
diversidade de comunidades microbianas distintas na colonizacdo micorrizica de plantas de
milho, além de avaliar os efeitos da inoculacédo de R. clarus sobre a composicéo, diversidade e

metabolismo da comunidade microbiana do solo.

3.2 Hipotese Geral

A interacdo de Rhizophagus clarus com comunidades microbianas de solos altera as taxas de
colonizacdo micorrizica em plantas de milho e o FMA inoculado tem efeito na composicao e
funcionalidade das comunidades microbianas do solo.

3.3 Objetivos especificos

a) Avaliar o efeito da diminuicdo gradual na diversidade microbiana do solo nas taxas de

colonizagdo micorrizica de R. clarus em plantas de milho.

b) Awvaliar a alteracdo da comunidade microbiana do solo e de sua capacidade funcional
quanto ao consumo de carbono, frente ao gradiente de diversidade ou pela inoculacéo
do FMA R. clarus em solo cultivado com milho.
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3.4 Material e Métodos

3.4.1 Desenho experimental e amostragens

O experimento foi conduzido na Universidade de Groningen (Groningen, Holanda) e
os tratamentos foram constituidos por dois solos alterados por atividade antropica, mais
especificamente por adigdo de material organico, denominados de solo ‘A’ e solo ‘B’. O solo
‘A’ foi coletado em uma 4rea utilizada para agricultura na cidade de Buinen (Holanda)
(52°55°386°> N, 06°49°217" E) e foi utilizado para obtenc¢do da comunidade microbiana ‘A’.
O solo ‘B’ foi coletado em 4rea agricola da cidade de Wildekamp (Holanda) (51°59°771"° N,
05°40°157”’ E) e foi utilizado para obtencdo da comunidade microbiana ‘B’. As amostras dos

dois solos foram coletadas na profundidade de 0-20 cm,

O solo ‘A’ também foi utilizado para compor os microcosmos, para isto, foram
submetidos a esterilizacdo com radiacdo gama em intensidade de 50 kiloGray (Synergy
Health Ede B.V. ®). Ap6s este tratamento, uma aliquota foi amostrada e submetida & analise

de suas propriedades quimicas (Tabela 1).

Tabela 1 - Propriedades quimicas do substrato utilizado para constituicdo dos microcosmos.

pH P K Ca Mg Al H+AlI CTC M.O Mn Zn
CaCl, mgdm?® eereeeee mmolc dm3---------- gdm?® mg dm3----

4,1 10,9 13 12 4 5 88  105,3 55 19,3 9,6

Nota: pH em CaCl, 0,01 mol L-%; fésforo (P) método colorimétrico extraido com resina trocadora de ions,
potéssio (K) extragdo com resina trocadora de ions e determinacdo em espectrofotdmetro de emissdo atdmica,
calcio (Ca) e magnésio (Mg) extracdo com resina trocadora de ions e determinacdo em espectrofotdmetro de
absorcéo atdmica, aluminio trocavel (Al) método colorimétrico extraido com cloreto de potassio 1 mol L7,
acidez potencial (H+Al) extraido com tampdo SMP, CTC: Capacidade de troca de cations. M.O: Colorimétrica.
Cobre (Cu) e manganés (Mn) extracdo com DTPA e determinacdo por espectrofotometria de absorcao atémica.
(INSTITUTO AGRONOMICO DE CAMPINAS, 2001)

O solo utilizado no estudo possue elevada concentracdo de matéria orgénica, o que
também os caracteriza com elevada capacidade de troca de cations (CTC), mesmo sendo um
solo arenoso, porém com baixa soma de bases (Ca, K e Mg). Esta caracteristica gera um valor

baixo de saturacdo por bases (V%), neste caso de aproximadamente 16%. Devido a estas
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observacgodes, pode-se considerar que o solo utilizado neste estudo apresenta baixa fertilidade
natural, caracteristica similar ao solo utilizado no capitulo 2 desta tese.

As suspensdes microbianas que deram origem ao gradiente de diversidade das
comunidades microbianas ‘A’ ¢ ‘B’ foram obtidas pelo método de diluigdo para extingdo
(WERTZ et al., 2006, 2007; VAN ELSAS et al., 2012; MALLON et al., 2015). Foram
utilizadas neste estudo as diluicdes 10, 10° e 10° (apéndice C), além de auséncia de
microbiota inoculada. As diluicdes de células microbianas foram obtidas a partir dos solos
utilizados (solos A e B) e posteriormente inoculadas apenas sobre aliquotas do solo ‘A’
previamente esterilizado e acondicionado em recipientes com capacidade para 2 kg de solo.
Em cada um destes vasos foram inoculados 60 ml de cada uma das dilui¢des microbianas.

Apds a inoculacdo das diluicbes, estes foram mantidos em casa de vegetacdo em
condicdes controladas (descritas abaixo) e com adicdo diaria de agua esterilizada durante o
periodo de 30 dias. Este periodo serviu para que 0s grupos microbianos presentes em cada
tratamento atingissem similar abundancia de suas respectivas comunidades (conforme item
1.2.4).

A verificacdo da abundancia bacteriana ao longo do gradiente de diversidade
microbiano durante o periodo de incubacédo foi realizada por meio da coleta de amostras de
solo e contagem das colénias de bactérias. Para tanto, as amostras foram utilizadas para gerar
uma diluicdo seriada (102 e 10”%) em solucdo de NaCl 0,9%, as quais foram posteriormente
incubadas (100 pl) em placas de cultivo contendo o meio de cultura Agar Triptona de Soja
(TSA) com adicdo de antifingico ciclohexamida (10 mg ml™). A incubacdo foi feita a 26° C
durante 48 horas e posteriormente obteve-se a contagem das colonias formadas, em seguida
foi feita a transformacdo do valor para unidades formadoras de col6nias (UFC) para cada
tratamento.

A inoculacédo de esporos da R. clarus e o plantio de sementes de milho foi realizada
quando as diluicdes inoculadas atingiram aproximadamente 10’ UFC g™ de solo em todos os
tratamentos. Neste momento, foram adicionados aproximadamente 30 esporos do FMA e
guatro sementes de milho (hibrido DELITOP CRM 88) em cada um dos microcosmos. Apds
a germinacdo das sementes foi feito o desbaste e manteve-se apenas uma planta por
microcosmo.

Para um maior controle dos dados, foram também gerados microcosmos contendo
apenas as diferentes comunidades microbianas, porém sem a inoculacdo do FMA. Os
microcosmos foram mantidos em casa-de-vegetacdo, com temperatura média de 25° C e

alternancia de periodo de luminosidade de 8 em 8 horas e manutencdo de umidade dos
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microcosmos a 75% da capacidade de campo, com pesagem diaria dos vasos e adi¢do de agua
esterilizada.

Para cada uma das comunidades microbianas foram gerados sete tratamentos,
compostos pelas diluicdes de células microbianas 10, 10° e 10° com inoculacdo de R. clarus
(FM+10™, FM+10° e FM+107®) e as diluicdes microbianas em auséncia de inoculagdo do
FMA (107, 10° e 10), além do FMA na auséncia de microbiota inoculada (FM).

Os microcosmos com inocula¢do das comunidades microbianas ‘A’ e ‘B’ foram
separados por bancadas na casa de vegetacdo e os tratamentos foram organizados em
delineamento inteiramente casualizado com trés repeticdes e trés periodos de coleta. As
amostragens foram realizadas aos 20, 30 e 40 dias de desenvolvimento das plantas de milho
(que coincide com o periodo de inoculagcdo do FMA).

As amostras de solo foram armazenadas em freezer a -80° C para extracdo de DNA e
andlises posteriores do gene 16S rRNA, enquanto as amostras de raizes finas foram
armazenadas em alcool a concentracdo de 70% para posterior analise da colonizacdo por
FMA. Adicionalmente, foram coletadas amostras de solo, diretamente levadas para a

avaliacdo do consumo de fontes de carbono (BIOLOG).

3.4.2 Determinacdo das taxas de colonizag@o micorrizica nas amostras de raizes

As raizes finas das plantas foram utilizadas para mensuracdo da taxa de colonizagdo
micorrizica (%CM). ApoOs as coletas, as raizes foram lavadas e armazenadas em tubos
plasticos com adicdo de etanol na concentracdo de 70% até o momento de seu preparo para
posterior determinacdo da %CM. Em seguida, as raizes foram lavadas em agua corrente, para
retirada do excesso de alcool e posteriormente imersas em solucdo de KOH 10%. Apds 24
horas substitui-se a solucdo anteriormente adicionada por uma nova solucdo de KOH 10%,
que foi mantida por mais 24 horas com a finalidade de descorar totalmente as raizes. Apos
este periodo as raizes foram lavadas em &gua corrente para retirada do excesso de reagente
(PHILLIPS; HAYMAN, 1970).

Adicionou-se entdo a solucdo de tinta de caneta (40 ml de tinta de caneta em 1L de
acido acético 5%), onde as raizes foram mantidas por 1 minuto a 90° C, e ap0s este periodo as
raizes foram separadas por peneiramento. O armazenamento das raizes coradas foi feito em
solucdo de acido latico, glicerina e 4gua (1:1:1) até o momento da determinacdo da %CM
(VIERHEILIG et al., 1998).



87

A determinacéo das taxas de colonizagdo micorrizica foi realizada com auxilio de
microscopio estereoscopico (lupa) com aumento minimo de 40x, utilizando o método de
intercessdo das linhas cruzadas (grid line method). Este método € baseado na observacéo de
fragmentos de raizes em placa quadriculada (1 mm por 1 mm) e determinacgéo de fragmentos
colonizados e ndo colonizados pelo FMA, para o calculo da porcentagem de raizes
colonizadas (%CM) na amostra (GIOVANETTI; MOSSE, 1980).

Os valores obtidos referentes as taxas de %CM foram analisados quanto a variancia
dos dados e teste de comparacdo de médias de Tukey, onde foi observada a significancia com
valores de probabilidade de erro abaixo de 5%, utilizando o programa estatistico ASSISTAT
7.7 beta (SILVA; AZEVEDO, 2002, 2006).

3.4.3 Extragédo de DNA das amostras de solo

As amostras de solo previamente armazenadas em freezer (-80° C) foram utilizadas
para extracdo de DNA com o kit Power Soil DNA Isolation (MoBio laboratories, Carlsbab,
CA). Posteriormente, foi feita a quantificagdo de DNA nas amostras com utilizagdo do kit
Quant-iT ™ PicoGreen®.

3.4.4 Avaliagéo da comunidade bacteriana

A quantificacdo do namero de copias do gene 16S rRNA foi feita pela técnica de
PCR quantitativo em tempo real (QPCR) e a andlise da composicdo das comunidades
bacterianas foi realizada pelo sequenciamento do gene 16S rRNA, segundo metodologia

MySeq (Illumina).

As amplificacdes do gene 16S DNAr para quantificacdo foram realizadas utilizando
0S primers 16SFP (GGTAGTCYAYGCMSTAAACG) e 16SRP
(GACARCCATGCASCACCTG) (BACH et al., 2002), em reacbes contendo 12,5 ul do
Power Sybr Green PCR Master mix 2,0 pl de cada primer (10mM); 0,5 BSA (Bovine serum
albumin) a 20 mg ml™*; 3,0 pl de 4gua esterilizada e 50 pl de DNA gendémico
(aproximadamente 20 ng). A ciclagem de temperatura foi feita no equipamento 7300 System

Software e foi estabelecida da seguinte forma: 95° C por 10 min (um ciclo); 35 ciclos de
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amplificacdo de 27s a 95°C, 1 min a 62° C e 30s a 72° C, seguido por extensdo final de 10 min
a72°C (PEREIRA E SILVA et al., 2012).

A curva padréo foi obtida pelas diluicBes seriadas 10% a 10" do DNA plasmidial
contendo o inserto molde de amplificacdo (264 pb) e os valores de concentracdo total (Ct)
obtidos foram interpolados para obtencdo da equacao da reta, que posteriormente foi utilizada
para o calculo do nimero de copias do gene 16S DNAr por grama de solo em cada uma das
amostras. As amostras foram quantificadas sempre por meio da obtencdo de trés valores de
Ct, derivados de trés reacdes de amplificacdo, na busca de uma minimizacdo de variacfes

técnicas na quantificacdo das comunidades.

As composicGes das comunidades bacterianas presentes nos tratamentos foram
acessadas pelo método do sequenciamento parcial do gene ribossomal 16S rRNA. Para isto, a
regido deste gene que hospeda as regides varidveis (V4 e V5) foram amplificadas em reacdes
de PCR com os primers O0515F (GYCAGCMGCCGCGGTA) e 926R
(CCGYCAATTYMTTTRAGTTT). Estes primers foram adicionados a sequéncias
adaptadoras especificas para posterior uso dos fragmentos amplificados no sequenciamento,
realizado no equipamento Miseq Sequencing System (lllumina). Adicionalmente, cada
amostra foi amplificada com primers contendo uma sequéncia especifica de nucleotideos (ou

MID) em cada um dos primers.

As reacOes para amplificacdo foram constituidas em 25 pl, contendo 2 pl de DNA
gendmico (aproximadamente 20 ng), 0,5 pl de cada um dos primers (10 mM), 0,25 ul de Taq
DNA polimerase de alta fidelidade (FastStart High Fidelity PCR System) (5U/ul), 0,5 ul de
solugdo de dNTPs (10 mM) e 0,25 ul de BSA (Bovine Serum Albumin) a 20 mg ml™. A
amplificagcdo do fragmento alvo foi entdo promovida pela submisséo das amostras aos ciclos:
desnaturacéo inicial a 95° C por 5 min (1 ciclo), 30 ciclos de amplificacdo a 95° C por 40s, 56°
C por 45s e 72° C por 30s, seguido por extensdo final com duracdo de 10 min a 72° C. As
amplificacdes foram confirmadas por visualizacdo do fragmento (aproximadamente 450 pb)
em eletroforese desenvolvida em gel de agarose 1,5% posteriormente corado com solugéo de

brometo e visualizado em luz ultravioleta (UV).

Os produtos de PCR foram purificados com o kit de purificacdo de PCR QuiaQuick
(Quiagen), com posterior quantificagdo da concentracdo do DNA no equipamento NanoDrop.

A quantidade de cada amostra foi determinada de maneira a compor de forma equimolar o
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‘pool’ com todas as amostras enviadas para o sequenciamento (60ng de cada amostra). O
sequenciamento foi realizado pela empresa Beckman Coulter Genomics (Danvers-USA).

Os dados gerados foram analisados com Quantitative Insights Into Microbial
Ecology (QIIME 1.9.1). Inicialmente, as leituras LO1/R0O1 e L02/R02 de cada uma das
sequéncias foram unidas e as sequéncias de baixa qualidade (qualidade Phred menor que 30
ou contendo bases ambiguas) foram removidas da analise. As sequéncias dos primers e
adaptadores foram também removidos das sequéncias. Posteriormente, separaram-se as
sequéncias de acordo com sua amostra de origem, com base na sequéncia contida em cada
uma das MIDs (MID foward e MID reverse). Estas foram entdo agrupadas em unidades
taxonémicas operacionais (UTOs ou OTUs), geradas com base na identidade de 97% entre as
sequéncias pertencentes a uma mesma OTU. A tabela de OTUs gerada foi rarificada, para que
apenas 5.426 sequéncias de cada uma das amostras fossem consideradas nas analises
posteriores.

Inicialmente uma comparacdo entre as comunidades bacterianas foi realizada pela
analise de coordenadas principais (PCoA). Foram também realizadas estimativas de dados
ecologicos, como a riqueza das comunidades (nimero de OTUs e estimador de riqueza de
Chaol) e diversidade filogenética (PD) das comunidades bacterianas. Estes dados foram
comparados e posteriormente utilizados para o calculo de correlagdes de Pearson entre 0s
valores de OTUs e PD com relacéo as taxas de %CM, utilizando o programa Paleontological
Statistics Software - programa PAST (HAMMER et al., 2001).

Este arquivo contendo as sequéncias rarificadas foi também usado para determinacéo
da afiliagdo taxonémica de cada uma das OTUs, obtida comparando uma sequéncia de cada
OTU com as contidas no banco de dados do Ribossomal Database Project (RDP). Sendo
apresentados nas figuras os grupos oriundos do sequenciamento que apresentaram abundancia
relativa maior ou igual a 2%, para melhor visualizacdo da afiliagdo contida em cada
tratamento.

Com estes dados taxondmicos buscaram-se na literatura algumas caracteristicas e
particularidades dos géneros ou familias, com a finalidade de fazer associacbes aos
tratamentos e ao ambiente formado pela inoculacdo dos mesmos. Além da observagdo de
géneros de bactérias que foram relatadas como auxiliares ou condicionadoras do processo de
micorrizagdo por alguns FMAs (ARTURSSON et al., 2006).
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3.4.5 Determinacdo dos perfis metabdlicos das comunidades microbianas

O acesso ao perfil metabdlico das comunidades microbianas foi obtido utilizando-se
placas de BIOLOG tipo GENIII MicroPlate ™ (BIOLOG, Hayward, CA, USA), compostas
por 71 fontes de carbono que simulam fontes presentes no solo devido a exsudacéo radicular.
Nesta andlise, foram utilizadas amostras de solo coletadas nas fases de 20 e 40 dias de

desenvolvimento das plantas em auséncia ou presenca de interacdo com R. clarus.

O ajuste da melhor diluicdo a ser utilizada foi feito em analise inicial apenas com
amostras de solo contendo a menor ou maior diluicdo da comunidade microbiana (10™ e 10°®,
respectivamente). Apos o teste foi determinado que as amostras de solo devessem ser diluidas
na razdo 1: 100 na solucdo de NaCl 0,8% previamente a incubacao das amostras nas placas de

anélise.

As amostras de solo dos diferentes tratamentos, coletadas nos periodos de 20 e 40
dias de desenvolvimento das plantas, foram submetidas a diluicdo apropriada em solugédo de
NaCl 0,8%, e aliquotas de 1,2 ml foram adicionadas a 10,8 ml da solu¢do denominada IF-B
(solucdo componente do kit para utilizacdo das placas de BIOLOG) . Esta mistura foi
lentamente homogeneizada e uma amostra de 100l foi adicionada em cada pogo da placa de
BIOLOG GENIII MicroPlate ™. Todas as instrucdes para o uso destas placas, informacoes

gerais e certificados de analises sdo encontradas no site: /www.biolog.com.

Incubaram-se estas placas a 26° C e as mensuragfes foram feitas em intervalos
regulares de 3 horas entre as leituras até 70 horas de incubacdo, o qual gerou a cinética de
consumo das comunidades para cada fonte de carbono (MALLON et al., 2015). Em cada uma
das mensuragdes, os pogos foram analisados em espectrofotdmetro para leitor de placas
(VERSAMAX) em absorbéancia a 560 nm.

Os valores oriundos das leituras foram normalizados e utilizados para calcular o
consumo total de cada uma das fontes de carbono para as comunidades microbianas. Para
determinar o consumo total das diferentes fontes de carbono, a area do grafico gerada pela
dindmica de consumo de cada uma das fontes de carbono, em cada amostra, foi integralizada,
e a somatdria das 71 areas de cada uma das amostras deu origem ao valor do consumo total
das fontes de carbono, denominada de community niche. Estes valores foram também
utilizados na comparagdo dos perfis metabdlicos de cada comunidade microbiana, indicado
tanto pela degradacédo diferencial das fontes de carbono (perfil metabdlico) como pela sua

capacidade total de utilizacdo das fontes (community niche) pelas comunidades analisadas.
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As mensuracdes do consumo das fontes de carbono para os tratamentos foram
submetidas a andlises multivariadas no programa Paleontological Statistics Software-
programa PAST (HAMMER et al., 2001). Os dados de consumo total de fontes de carbono
(community niche) foram submetidos a analise de variancia e ao teste de comparagdo de
médias de Tukey, onde foi observada a significancia com valores de probabilidade de erro
abaixo de 5%, utilizando o programa estatistico ASSISTAT 7.7 beta (SILVA; AZEVEDO,
2002, 2006).

3.5 Resultados e Discussao

3.5.1 Taxas de colonizacdo micorrizica nos diferentes tratamentos

Os resultados para colonizacdo de R. clarus mostraram tendéncias similares as
observadas no capitulo 2, porém agora com novas comunidades microbianas e colonizando
plantas de milho. As taxas de colonizagdo micorrizica (%CM) quantificadas aos 20 dias de
desenvolvimento das plantas foram distintas ao longo dos tratamentos compostos pelas
diluicdes microbianas (107, 102 e 10°) para ambas as comunidades avaliadas (comunidade

microbiana ‘A’ p < 0,05 e comunidade microbiana ‘B’ p <0,01).

O resumo da ANOVA para os dados de %CM para as comunidades microbianas e
periodos amostrais esta apresentado no Apéndice D. Os tratamentos apenas inoculados com o
fungo apresentaram menores valores de %CM em relagdo a inoculacdo da diluicdo

microbiana 10 com R. clarus, para as duas comunidades avaliadas (Figura 1).

A observagdo deste padrdo de colonizacdo na amostragem realizada aos 20 dias de
desenvolvimento das plantas de milho, com diminuicdo nas taxas de %CM nas suspensoes
mais diluidas de células das comunidades microbianas em plantas de milho, fortalece a
inferéncia sobre a importancia da diversidade microbiana do solo para a melhor colonizacéo

micorrizica da planta hospedeira (Figura 1).
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Figura 1 - Taxas de colonizacdo micorrizica (%CM) determinada em plantas de milhos

cultivadas em solo com diferentes composi¢des das comunidades microbianas
(FM+107?, FM+10° e FM+107®) e inoculadas com o fungo micorrizico arbuscular
R. clarus. Os dados mostram os valores de %CM para as avaliacdes realizadas
aos 20 dias, 30 dias e 40 dias de cultivo do milho. As barras indicam os valores
de médias, as barras de erro indicam o desvio padrdo da média (n=3) e barras
contendo letras distintas possuem valores estatisticamente distintos, de acordo
com o teste de Tukey (p <0,05).
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Os dados de %CM obtidos nas amostragens realizadas aos 30 e 40 dias de
desenvolvimento das plantas mostraram colonizagdo mais uniforme entre os tratamentos. De
maneira mais detalhada, aos 30 dias de desenvolvimento das plantas ndo foram observadas
diferencas estatisticas para o0s tratamentos com diferentes diluicbes da comunidade
microbiana A, enquanto que na comunidade B as taxas de %CM foram apenas diminuidas no
tratamento da diluicdo 10 Aos 40 dias de desenvolvimento das plantas os tratamentos
mostraram valores de %CM similares ao longo dos tratamentos da diluicdo das comunidades

microbianas nas duas comunidades avaliadas (Figura 1).

As médias obtidas para cada tratamento nos periodos de amostragens (20, 30 e 40
dias) para as comunidades microbianas ‘A’ ¢ ‘B’ em suas respectivas diluicdes e associadas a
espécie R. clarus ou em auséncia de associacdo com o FMA, estdo apresentados no apéndice
D, juntamente com o resumo da andlise de variancia (ANOVA) dos dados. Os tratamentos
com inoculacdo das diluicdes (107, 102 e 10°) das comunidades microbianas estudadas em
auséncia de inoculacdo micorrizica do milho pelo R. clarus, apresentaram as menores taxas de
%CM e com valores aproximados para cada periodo de amostragem (apéndice D). Esta
observacao suporta a inferéncia de que as respostas de maiores taxas de %CM foram causadas
pela colonizacdo das plantas em decorréncia do FMA inoculado. Este efeito foi também
observado na literatura, onde a colonizacao preferencial das plantas por espécies exdgenas de
FMA foi demonstrada (KOIDE; MOOSE, 2004).

A baixa diversidade de microrganismos no solo pode acarretar em menor atividade
microbiana, o que pode comprometer a ocorréncia de importantes processos que ocorrem
neste sistema, com destaque para eficiente decomposicdo ou mineralizacdo de compostos
(SCHMIDT et al., 2011; NUCCIO et al., 2013), principalmente realizada por microrganismos
participantes do desenvolvimento vegetal. Alteraces na microbiota do solo podem justificar
mudancas relacionadas a simbiose de FMAs devido principalmente a ciclagem biogeoquimica
(HODGE; FITTER, 2010), aquisicdo de nutrientes (BAREA et al., 2002) e inibicdo de

patdgenos do sistema radicular das plantas (BUDI et al., 1999).

Estas mudangas na funcionalidade do sistema solo podem resultar em melhor
beneficio para as plantas, ocasionando suprimento nutricional ideal para as mesmas ou causar
efeito negativo no desenvolvimento vegetal, numa possivel falta de importantes associactes

que as protegem contra estresses bidticos ou abioticos.
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As informagdes sobre interacdes entre FMA e outros microrganismos pertencentes a
microbiota do solo sdo escassos (HODGE; FITTER, 2010). Neste estudo, observou-se
variacdo nas taxas de %CM devido a formacao do gradiente de diversidade microbiana, sendo
este efeito principalmente encontrado na fase inicial de desenvolvimento de plantas de milho.

Alguns estudos com interagdo entre rizobactérias promotoras de crescimento de
plantas (RPCP) e espécies de FMAs relatam maiores taxas de coloniza¢do micorrizica quando
a microbiota conta com a presenca de outros organismos simbiontes (MOSSE, 1962;
MEYER; LINDERMAN, 1986; TORO et al., 1997; BUDI et al., 1999; XAVIER; GEMIDA,
2003). Estudos estes, que corroboram os resultados apresentados, o que suporta a hipdtese da
importancia de maior diversidade microbiana no solo para obtencdo de elevadas taxas de
%CM em plantas.

Observando o sistema que compds este estudo, pode-se dizer que a resposta obtida
com inocula¢do do FMA em distintas composi¢des de diversidade microbiana é diferente com
relacdo a outros estudos realizados com organismos com caracteristicas distintas dos FMAS
(MATOS et al., 2005; IRIKIIN et al., 2006; VAN ELSAS et al., 2012). Estudos feitos com
organismos patogénicos de planta ou animais mostram que estes tem maior chance de se
estabelecer no sistema quando inoculados em solos com menor diversidade bioldgica, e
encontram condigdes de maior competitividade em solos com maior diversidade microbiana,
como exposto no item 1.2.4.

Em nosso modelo de estudo, com a inoculacdo de microrganismo benéfico a maioria
das plantas, os FMAs, observou-se resultado favoravel a maior capacidade de colonizacao
micorrizica da planta quando este foi associado a comunidades microbianas com maior
diversidade. Este fato mostra a capacidade da microbiota do solo em se moldar de acordo com
as caracteristicas do microrganismo que foi inoculado, o que resultou na diferenciacdo de suas
funcdes, levando ao auxilio do FMA inoculado.

Na tentativa de elucidar como a comunidade bacteriana se moldou de forma a
beneficiar o FMA R. clarus, auxiliando na melhoria da colonizacdo das raizes de plantas de
milho, procedeu-se algumas analises da comunidade bacteriana voltadas aos principais fatores
que podem contribuir para as respostas com inocula¢do de microrganismo invasor ou exdgeno
ao sistema, como mencionado no item 1.2.4. Estas analises sdo relacionadas a composicao
bacteriana dos niveis de diversidade e aos recursos nutricionais utilizados em cada situacao,

além da observacgdo da abundéncia de células bacterianas nos tratamentos.
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3.5.2 Efeito dos tratamentos na comunidade bacteriana do solo

A abundancia das comunidades bacterianas foi monitorada utilizando a técnica de
gPCR (Real Time) durante condugdo do experimento. Os dados obtidos ndo mostraram
variacbes na quantidade de coOpias do gene 16S DNAr, utilizado como indicador da
abundancia de bactérias, entre os tratamentos nos periodos de amostragens. O nimero de
copias do gene alvo ficou entre 10° e 10** cépias por grama de solo para os tratamentos das
comunidades microbianas inoculadas ‘A’ e ‘B’, respectivamente (Apéndice E). Este fato foi
demonstrado em estudos prévios (VAN ELSAS et al., 2012; MALLON et al., 2015), que
indicam que mudancas na estrutura microbiana estdo mais relacionadas a alteracdes
ambientais do que a abundancia de células.

A composicdo das comunidades bacterianas em cada sistema microbiano foi
monitorada com base em um conjunto de 4.635.800 sequéncias das regides V4 e V5 do gene
16S DNAr, que permitiram um detalhado acesso a diversidade quantitativa e qualitativa de
comunidades microbianas. Esta caracteristica é descrita como ponto crucial na descri¢cdo da
estrutura das comunidades e possibilita inferéncias subsequentes sobre sua funcionalidade e
dindmica ecologica (WILSON, 1999; LOREAU et al., 2001; LOREAU, 2010; COLWELL,
2012).

A utilizacdo da tabela de OTUs rarificada para 5.426 sequéncias por tratamento,
permitiu incialmente a quantificacdo das unidades taxondmicas operacionais (OTUS) nos
diferentes tratamentos, revelando um decréscimo de valores ao longo do gradiente formado
pelas diluicdes (Figura 2).
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Figura 2 - Unidades taxonémicas operacionais (OTUs) das amostras de solo com inoculagéo
das diluicdes microbianas (10, 10 e 10°®) das comunidades microbianas ‘A’ e ‘B’
e solo estéril (SE) sem microbiota inoculada, durante a conducéo do experimento
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As OTUs sdo compostas por agrupamentos com sequéncias similares de determinado
gene ou regido, considerados como uma unidade de diversidade bésica que se aproxima dos
taxons microbianos que compdem a comunidade (SCHMIDT et al., 2014). Esta unidade pode
ser vista por dois critérios: quanto a filogenia destas espécies, pois representam grupos
monofiléticos de organismos, ou relacionado a fatores ecoldgicos que causam diferenciacdo e
especiacdo dos grupos formados (GEVERS et al., 2005; COHAN, 2006; KOEPPEL et al.,
2008; HUNT et al., 2008; VOS, 2011; PREHEIM et al., 2013).

A partir desta unidade de diversidade obtida para os tratamentos foi possivel
observar que a premissa basica para o desenvolvimento deste estudo foi atendida, pois foi
encontrado o efeito do método de diluicdo pra extingdo na diminuicdo seriada da riqueza

(Figura 2) e da diversidade (Figura 3) de espécies bacterianas.
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Figura 3 - Diversidade filogenética (PD) das amostras de solo com inoculacdo das dilui¢bes
microbianas (10, 10° e 10°®) das comunidades microbianas ‘A’ ¢ ‘B’ e solo estéril
(SE) sem microbiota inoculada, durante a conducao do experimento

A mensuracdo da PD representa uma informacdo quantitativa da diversidade, que foi
definida como sendo o somatdrio das distdncias minimas dos intervalos de todas as
ramificacOes filogenéticas de um grupo de taxons na arvore filogenética composta pelos
individuos de uma comunidade (FAITH, 1992a). Os padrdes filogenéticos observados entre
grupos fornecem um resumo das variagdes ao nivel genético ou de caracteristicas destes
taxons (FAITH; BAKER, 2006). Maiores valores de PD podem expressar elevada diversidade
e pode relacionar-se ao nivel de conservacdo da biodiversidade de localidades ou sistemas
(FAITH, 1992b, 1994).
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As correlac@es entre os valores de nimero de OTUSs, diversidade filogenética (PD) e
%CM mostraram o efeito da alteracdo na riqueza de espécies de bactérias nas taxas de %CM.
As correlacBes mostraram-se positivas e significativas para o periodo inicial de avaliacdo (20
dias) nas duas comunidades avaliadas (Tabela 2 e Apéndice F).

Os valores de R? foram maiores para as analises deste periodo, com valores de 0,42 e
0,69 para as analises de numero de OTUs, e 0,45 e 0,65 para as analises de PD, nas
comunidades A e B, respectivamente. Os dados obtidos aos 30 e 40 dias de cultivo das plantas
indicam que a correlacdo observada para os dados de 20 dias € transiente, uma vez que nas
analises com maiores periodos os valores R* foram menores e a significancia estatistica n&o
foi observada (Tabela 2 e Apéndice F).

Em conjunto, estes dados reiteram as observacdes anteriores, onde um efeito da
diluicdo da comunidade, e consequente diminuicdo em sua diversidade e riqueza, interfere de

forma determinante na associacgdo de R. clarus com plantas de milho.

Tabela 2 - Regressdes e correlacdes de Pearson entre os dados de riqueza e diversidade de
espécies de bactérias com relacdo as taxas de %CM obtidas nos periodos de

avaliacdo do experimento cultivado com plantas de milho

OTUs
Comunidade Microbiana ‘A’ Comunidade Microbiana ‘B’

Dias Regressoes Correlagdes Regressoes Correlagdes
20 R*= 0,42 0,65* R*= 0,69 0,83**
30 R*= 0,17 0,42 R*= 0,06 -0,01
40 R*= 0,28 0,53 R*= 0,20 -0,46

PD
Regressoes Correlagdes Regressoes Correlagdes
20 R*= 0,45 0,67* R*= 0,65 0,80**
30 R*= 0,22 0,47 R*= 0,03 -0,187
40 R*= 0,28 0,53 R*= 0,20 -0,45

** significativo a 1%; * significativo a 5%
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Alguns géneros de bactéria foram relatados como auxiliadores de algumas espécies
de FMAs, conforme demonstrado por Artursson et al. (2006). Estas bactérias foram
consideradas sinérgicas a estes FMASs, o que pode contribuir para explicacdes quanto a
resposta obtida pela inoculacdo de R. clarus na presenca destes géneros bacterianos no solo.
Na busca por estes grupos no presente estudo, se organizou 0S grupos bacterianos mais
abundantes nas amostras analisadas aos 20 dias desenvolvimento das plantas (com frequéncia

acima de 2% do total) para serem analisados graficamente.

o0 -
1o o Hanthomonadaceas; R hodanchacter
) B Hanthomonadaceas;nio classificado
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:-E o Cavlobacteraceas; nio classificado
E 407 B Flanctomycetaceas; Planctomyres
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Figura 4 - Abundancia relativa dos grupos de bactérias de solo que recebeu o gradiente de
diversidade da comunidade microbiana ‘A’ e inoculacdo da espécie de FMA R.
clarus aos 20 dias de cultivo do milho. As sequéncias que compfem a
classificacdo apresentada foram organizadas para serem representativas do total,

sendo graficamente representadas apenas aquelas com participacdo acima de 2%
do total

A composicédo taxondmica da microbiota apresenta diferengas ao longo do gradiente
de diversidade. Os géneros predominantes nas comunidades formadas em cada tratamento
foram Burkholderia e Rhodanobacter, além da familia Xanthomonadaceae e da ordem Ellin
329.

Espéecies pertencentes ao género Burkholderia colonizam uma amplitude de
ambientes, como solo, plantas, outros microrganismos e humanos, com potencial agricola e
biotecnoldgico (SIMOES-ARAUJO; REIS, 2006). Vérias espécies deste género foram
isoladas de amostras de solo utilizados para agricultura (ACHOUAK, et al., 1999; BRAMER
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et al., 2001; GORIS et al., 2002) e interagem de forma ndo patogénica com plantas agricolas
como milho, trigo, alho, batata, tomate e uva (DI CELLO et al., 1997; VIALLARD et al.,
1998; BALANDREAU et al., 2001; LODEWYCKX et al., 2002; SESSITSCH et al., 2005).

Algumas espécies deste género foram encontradas em associa¢do simbidtica com
outros fungos (Phanerochaete chrysosporium e P. sordicola) que tem efeito em
biorremediacdo de ambientes e decomposicdo de lignina (COENYE et al., 2001; SHING,
CHEN, 2008). O que mostra a importancia deste género e a possibilidade de suas espécies
apresentarem sinergismo com outros microrganismos de solo que atuam em processos
importantes neste sistema.

O género Rhodanobacter é composto por espécies que colonizadoras de solo (LEE et
al., 2007) e sdo ligados predominantemente aos processos de decomposicdo da matéria
organica (IM et al., 2004; DE CLERCQ et al., 2006) e desnitrificacdo (KOSTKA et al., 2012).
Algumas espécies deste género podem também colonizar os tecidos internos de plantas
(LODEWYCKX et al., 2002). A ordem Ellin 329 também foi anteriormente encontrada como
mais abundante dentro da classe Alphaproteobacteria em comunidade microbiana de solo
(WALSH et al., 2014). No entanto, ndo foi possivel associa-la a processos do solo.

O género Planctomyces e a ordem WD2101 apareceram em maior abundancia nos
tratamentos com maior diversidade (FM+10™" e FM+107®), sendo esta tendéncia oposta para o
género Nevskia e para a familia Xanthomonadaceae, que se comportaram de forma inversa ao
gradiente de diversidade, com aumento de sua abundéancia nos tratamentos FM+10° e FM. O
género Salinispora foi observado somente no tratamento com menor diversidade microbiana
(FM+10°).

Algumas caracteristicas destes géneros podem ser relatadas, como Planctomyces que
sdo organismos de genoma amplo, devido ao estilo de vida livre , bactérias do género Nevskia
ja foram identificadas como endofiticas de plantas (LODEWYCKX et al., 2002) e o género
Salinispora compreende bactérias nativas de ambiente marinho (MALDONADO et al., 2005).
Estas caracteristicas podem indicar que as bactérias sejam invasores do sistema, oriundo do
ambiente ou da propria planta, que quando colocada no microcosmo, levaram consigo seus
enddfitos. Outra possibilidade é a ocorréncia de bactérias associadas aos esporos do FMA, ou
mesmo estimuladas pela presenca dos mesmaos.

Outra verificagdo com relacdo ao sequenciamento parcial das bactérias presentes nos
sistemas foi analisada nos tratamentos onde nédo foi inoculado o FMA (Apéndice G). Nestes,

uma diferenciacdo das comunidades ao longo dos tratamentos também pode ser observada.
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Pontualmente, destaca-se que o género Nevskia e a familia Oxalobacteraceae se
apresentaram em abundancia muito baixa na auséncia de inoculacdo do FMA, bem como o
género Chitinophaga mostrou-se ausente nesta situacdo. Contrariamente, observou-se maior
concentracdo da familia Sphingobacteraceae nestes tratamentos. Havendo ainda o decréscimo
na abundancia da familia Rhodospirillaceae, género Planctomyces e Ordem WD2101 ao
longo das diluicdes.

Componentes da familia Oxalobacteraceae geralmente sdo endofiticos diazotréficos,
como por exemplo, Herbaspirilum spp. (MONTEIRO et al., 2008). Membros da familia
Sphingobacteraceae e do género Chitinophaga estdo ligados a degradacdo e conversdo de
biomoléculas (DEL RIO et al., 2010; PRASAD et al., 2013). Estas observagdes sugerem que
com inoculacdo do FMA houve condi¢des para manutencdo de géneros importantes para o
sistema, como os ligados a fixacdo de nitrogénio e decomposicao bioldgica.

Os principais grupos, em abundéncia, devido a inoculacdo do gradiente de
diversidade da comunidade microbiana ‘B’ e de R. clarus foram acessados e nota-se algumas
diferencas pontuais (Figura 5).
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Figura 5 - Abundancia relativa dos grupos de bactérias de solo que recebeu o gradiente de
diversidade da comunidade microbiana ‘B’ e inocula¢do da espécie de FMA R.
clarus aos 20 dias de cultivo do milho. As sequéncias que compdem a
classificacdo apresentada foram organizadas para serem representativas do total,
sendo graficamente representadas apenas aquelas com participacdo acima de 2%
do total
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Se observa predominancia do género Burkholderia, familia Xanthomonadaceae e a
ordem Ellin 329, assim como observado para inoculagdo da comunidade microbiana ‘A’. Os
géneros Bradyrhizobium e Planctomyces e a ordem WD2101 se apresentaram em maiores
abundancias nos tratamentos com maior diversidade microbiana (FM+10" e FM+107).
Outros grupos bacterianos apresentaram-se em menor abundancia nestes tratamentos, como
observado para o0s g@géneros Nevskia, Ramlibacter, Sphingomonas, as familias
Oxalobacteraceae e Nocardioidaceae e Ordem Pedosphaerales.

Algumas caracteristicas destes géneros, por exemplo, Ramlibacter que apresentou
espécies isoladas de regido arida e estudos relatam que ocorre deposi¢do de fosfato no interior
e na parede de suas células (BENZERARA et al., 2004). Espécies de Sphingomonas
geralmente sdo encontradas em solos contaminados, pois utilizam compostos aromaticos
como fonte de carbono e energia (LYES et al., 2004).

O género Rhodanobacter praticamente ndo foi observado no tratamento com
auséncia de microbiota inoculada (FM), resposta diferente quanto a presenca deste género foi
observada para este tratamento no sistema com inocula¢do da comunidade microbiana ‘A’
(Figura 4), em que 0 mesmo apresentou-se em elevada abundancia ao longo de todo gradiente
de diversidade. Este género esta ligado a processos de decomposi¢cdo e transformacdo de
compostos (DE CLERCQ et al., 2006), e sua auséncia na composi¢do da microbiota pode
acarretar a reducao destes processos no solo.

Os tratamentos que resultaram no gradiente da comunidade microbiana ‘B’ em
auséncia de inoculacdo do FMA R. clarus também foram acessados quanto a abundancia
relativa de seus principais grupos de bactérias (Apéndice G).

Observou-se tendéncia de reducdo da abundancia de varios grupos bacterianos
(géneros  Nevskia, Sphingomonas e Planctomyces, familias  Sinobacteraceae,
Comamonadaceae, Isosphaeraceae e Acidobacteriaceae) a medida que a comunidade foi
submetida as maiores diluicdes. Esta tendéncia foi observada para um maior nimero de
géneros e familias quando comparado com a resposta obtida com inoculacdo da comunidade
microbiana ‘A’, o que pode indicar maior sensibilidade desta comunidade microbiana ao
método utilizado para formag&o das microbiotas.

A familia Xanthomonadaceae e 0 género Edaphobacter aumentaram sua abundancia
nos tratamentos com menor diversidade bacteriana (10°), o primeiro apresenta ampla gama de
membros que sdo patdgenos de plantas (PIERETTI et al., 2009) e o segundo conta com

espécie descritas em situacdo de baixa concentracdo de carbono orgénico e condicdo neutra a
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levemente 4cida do solo (KOCH et al., 2008). Caracteristicas que podem ter auxiliado a sua
abrangéncia na situacdo de menor diversidade.

Em conjunto os dados apontaram para a ocorréncia diferencial de géneros dentre os
tratamentos ao longo das diluigdes, mas tambem mostram a diferenciacdo das comunidades
devido a presenca ou auséncia do FMA inoculado. Isto indica que o FMA pode alterar a
microbiota do solo, assim como foi descrito para a comunidade saprofitica do solo (NUCCIO
et al., 2013). Este fato pode ocorrer devido ao suprimento de carbono a partir da producéo da
glicoproteina glomalina (WRIGHT; UPADHYAYA, 1996) e exsudatos das hifas que
estimulam bactérias do solo (TOLJANDER et al., 2007). Alguns grupos microbianos podem
ser reprimidos com a presenca do FMA (WELC et al., 2010) e alguns podem ainda inibir o
desenvolvimento do FMA (LEIGH et al., 2011).

As representacfes graficas do sequenciamento dos tratamentos das comunidades
microbianas estudadas (solo ‘A’ e solo ‘B’) com inoculagdo do FMA R. clarus, referente as
amostragens realizadas aos 30 e 40 dias estdo apresentadas no apéndice E. Estas ndo foram
abordadas devido a auséncia de respostas quanto as taxas de %CM nestes periodos e a
pequena diferenciacdo em abundéancia relativa dos grupos bacterianos nestas avaliagdes.

Os géneros de bactérias citados por Artursson e colaboradores (2006) como
sinérgicos a algumas espécies de FMAs ndo foram encontrados entre os géneros considerados
mais abundantes (> ou = 2%) nas comunidades microbianas ‘A’ e ‘B’. Estes foram, no

entanto, encontrados com frequéncias menores nas duas comunidades estudadas (Tabela 3).
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Tabela 3 - Géneros bacterianos considerados sinérgicos a espécies de FMAs (ARTURSSON
et al., 2006) e encontrados nas comunidades bacterianas presentes nas amostras de

solo analisadas aos 20 dias de conduc¢édo do experimento

Géneros Comunidade Microbiana ‘A’ Comunidade Microbiana ‘B’

Bacilus 0,07% 0,5%

Paenibacillus 0,2% 0,3%
Corynebacterium * *
Streptomyces * *
Enterobacter * *
Pseudomonas * *

Rhizobium * 0,9%

*Presente nas sequéncias, mas em % muito baixa

Dentre os géneros descritos com esta caracteristicas, 0s mais frequentes no presente
estudo foram Bacillus, Paenibacillus e Rhizobium. Espécies do género Bacillus foram
isoladas de diversos ambientes e muitas apresentam efeito de inibicdo ao desenvolvimento de
outros organismos (YILMAZ et al., 2006; DURAIPANDIYAN et al., 2010). Este género
quando associado ao FMA Glomus clarum (atualmente classificado como R. clarus),
aumentou a multiplicacdo celular do fungo, a germinacédo de esporos e as taxas de colonizacédo
do FMA (XAVIER; GEMIDA, 2003). Corrobora a estes beneficios, o aumento da
solubilizacdo de fosfato devido a associacdo entre isolados de Bacillus spp. e G. intraradices
(TORO et al., 1997).

O género Paenibacillus conta com espécies isoladas em ampla gama de ambientes
(BERGE et al., 2002; SILVEIRA, 2003) e apresentam atividade antimicrobiana e producéao de
metabolitos secundarios como toxinas, que sdo indutores de competicdo e simbioses com
outros microrganismos, além de serem importantes promotores de crescimento vegetal
(YOON et al., 2002; DASMAN et al., 2003). Este género associado a espécie de FMA G.
mosseae auxiliou na multiplicacdo celular do fungo, na germinagdo de seus esporos, na
melhoria nas taxas de %CM e inibicdo de patdgenos na planta (BUDI et al., 1999). Ha
também o relato de promocdo do crescimento da espécie de FMA G. intraradices
(HILDEBRANDT et al., 2002).

O género Rhizobium é importante no processo de fixagdo bioldgica em plantas

leguminosas, com caracteristicas simbidticas fortemente influenciadas pelos mecanismos
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moleculares de seu hospedeiro (PERRET et al.,, 2000; LODEWYCKX et al., 2002;
OLDROYD, 2013). A associagdo de espécie bacteriana deste género ao FMA G. mosseae
promoveu aumento da taxa de fixacao de nitrogénio (TORO et al., 1998).

A presenca destes géneros em baixas concentracdes nos tratamentos submetidos as
diluicbes, pode ter impactado diretamente a composicdo da comunidade bacteriana (fatores
antimicrobianos) e causado interferéncia no estabelecimento do FMA na fase inicial de
desenvolvimento das plantas. Por ocorrerem em baixas frequéncias, pode-se sugerir que estes
sejam perdidos ao longo das dilui¢Ges, corroborando com a perda da capacidade do FMA em
colonizar a planta hospedeira.

Esta observacgéo juntamente com a alteragdo na composicao destas comunidades pela
inoculacdo do FMA podem ser pontos cruciais na explicacdo das variacdes nas taxas de
%CM. Os grupos predominantes nas microbiotas podem ser considerados grupos com
potencial na adequacdo de nichos para colonizacdo do FMA e 0s que se apresentaram em
abundancia nas situagdes de maior diversidade podem ser considerados ‘auxiliares’ de R.
clarus e consequentemente da simbiose MA.

Vinculado a esta ideia, torna-se importante o conhecimento de que em diversas
situacBes ou processos do solo a identificacdo taxondmica pode ndo fornecer informacéo
suficiente no que diz respeito a capacidade de execucdo de determinado processo pelo
organismo identificado (SALLES et al., 2012). Para melhor acessar a funcionalidade da

microbiota do solo, métodos relacionados ao metabolismo celular sdo mais adequados.

3.5.3 Efeitos dos tratamentos no perfil metabolico da microbiota dos solos

A avaliagdo do perfil metabdlico da comunidade bacteriana do solo presente nos
tratamentos foi baseada no consumo diferencial de 71 fontes de carbono (que compdem as
placas de BIOLOG GENIII MicroPlate ™).

Na analise dos tratamentos com a comunidade ‘A’, a comparagdo dos perfis
metabolicos das comunidades microbianas inoculadas com o FMA R. clarus mostra o efeito
deste organismo na modulacdo do metabolismo das comunidades bacterianas, de modo a
possibilitar o agrupamento das repeticdes da diluicido com maior diversidade (FM+10™), que
ficou separado das demais diluicbes da microbiota com a inoculagcdo do FMA (Figura 6A).

Nota-se que o microrganismo inoculado (FMA) apresentou efeito no metabolismo da
microbiota em fungdo da diversidade microbiana, com maior efeito no tratamento com a

maior diversidade. Contrariamente, para os tratamentos sem a inoculagdo do FMA ocorreu
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uma sobreposicdo dos pontos das amostras referente as dilui¢cdes da comunidade bacteriana
(Figura 6B).
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Figura 6 - Andlise de coordenadas principais (PCoA) do perfis metabdlicos das comunidades
microbianas do solo ‘A’ em diferentes composigdes da microbiota, baseado na
utilizacdo diferencial de 71 fontes de carbono. (A) diluicbes microbianas com a
inoculacdo do FMA e (B) diluicdes microbianas em auséncia de inoculacdo do
FMA. Os dados que deram origem a figura foram obtidos em amostragem realizada
aos 20 dias de cultivo do milho. Os valores dos eixos indicam a porcentagem da
variancia dos dados representados em cada eixo

Este padréo de separacdo observado na fase inicial de desenvolvimento das plantas
de milho (20 dias) foi inverso quando se observou o perfil metabolico na avaliacdo realizada
no periodo final do experimento, aos 40 dias (Apéndice H). Neste caso, as amostras oriundas
de tratamentos inoculados com o FMA formaram grupos menos distintos entre as diluicdes,
enquanto que as amostras apenas inoculadas com as comunidades foram distintas entre as
diluicdes (Apéndice H). Isto sugere que a microbiota foi capaz de se reestabelecer ao longo do
periodo de incubacdo ou que a diferenciacdo que ocorreu entre as dilui¢ces foi acelerada pela
inoculagcdo do FMA.

Em andlise similar com os dados da comunidade ‘B’, o mesmo padrao observado
anteriormente pdde ser constatado para esta microbiota no periodo inicial de avaliacdo (20
dias) para as composi¢es da comunidade microbiana com inoculagdo do FMA R. clarus.
Neste caso, os tratamentos com inoculagdo das diluicbes com maior diversidade microbiana

(10 e 10°®) resultaram no agrupamento de suas repeticdes (Figura 7A).
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Figura 7 - Andlise de coordenadas principais (PCoA) do perfis metabdlicos das comunidades
microbianas do solo ‘B’ em diferentes composi¢des da microbiota, baseado na
utilizacdo diferencial de 71 fontes de carbono. (A) diluicbes microbianas com a
inoculacdo do FMA e (B) diluices microbianas em auséncia de inoculacdo do
FMA. Os dados que deram origem a figura foram obtidos em amostragem realizada
aos 20 dias de cultivo do milho. Os valores dos eixos indicam a porcentagem da
variancia dos dados representados em cada eixo

Houve agrupamento dos pontos procedentes dos tratamentos com maior diversidade
de bactérias quando foi inoculado R. clarus (FM+10™" e FM+107®) e maior dispersdo entre o0s
pontos com inoculacdo do tratamento com menor diversidade bacteriana (FM+10°). Os
tratamentos que ndo receberam a inoculacdo de R. clarus resultaram em sobreposi¢do dos
pontos de diferentes diluicdes, ndo havendo agrupamento dos tratamentos com similar
composicao (diluicdo) na PCoA (Figura 7B).

Na avaliacdo realizada aos 40 dias de incubacdo dos tratamentos e cultivo das
plantas, observou-se para esta microbiota a mesma tendéncia de organizacdo do perfil
metabodlico da comunidade microbiana ‘A’ neste periodo. Havendo agrupamento dos pontos
referentes aos tratamentos com maior diversidade da microbiota em auséncia de inoculacéo
do FMA, o que mostra a capacidade de recuperagdo microbiana apos o efeito de diluicdo de
células da microbiota (Apéndice H).

Os resultados referentes ao perfil metabolico das comunidades microbianas (A e B)
estudadas indicam que a colonizacdo bacteriana do solo foi semelhante para os tratamentos
microbianos que receberam a inoculagdo do FMA exatico, durante os periodos de avaliacao.

Os resultados de Mallon e colaboradores (2015) corroboram os dados apresentados neste



107

estudo, pois demonstra a capacidade que o invasor inoculado apresenta na alteracdo do perfil
metabdlico das comunidades microbianas do solo submetidas a alteracdo de diversidade.

A redundéancia funcional dos grupos de bactérias pode ocasionar a auséncia de
alteracdes funcionais mesmo quando as comunidades microbianas sdo diferenciadas a nivel
taxondmico (SALLES et al., 2012). Provavelmente, isto explica a similaridade entre os perfis
metabdlicos encontrados em diferentes diluicbes da comunidade. No entanto, quando se
compara comunidades com diferencas muito grandes em sua composi¢do, como, por
exemplo, nos extremos de diluicdes utilizadas neste estudo, as diferencas metabdlicas surgem
com mais clareza, uma vez que a redundéncia funcional das comunidades menos diversas é
menor.

Isto reforca a necessidade de conexdo entre as andlises taxondmicas e funcionais na
descricdo de processos desempenhados pelas comunidades microbianas dos solos. Quando se
acessa a estrutura destas comunidades aliada as mudancas na funcionalidade do sistema,
pode-se inferir sobre auséncia ou supressao de determinada funcdo no solo (STRICKLAND et
al., 2009).

Esta comparacdo entre os perfis taxondmicos e funcionais promovem maior suporte
as inferéncias sobre a resposta da comunidade microbiana do solo a entrada de um organismo
exogeno. No presente estudo, fica evidente o efeito do FMA na atividade metabdlica da
comunidade microbiana na fase inicial de avaliagdo do experimento, 0 que pode ser
relacionado as varia¢Ges nas taxas de %CM encontradas neste periodo.

Outro fator que pode contribuir para a observacdo da variacdo funcional destas
microbiotas e a andlise das fontes de carbono que foram mais consumidas em auséncia ou
presenca de inoculagdo do FMA R. clarus (Apéndice 1).

A fonte de carbono mais consumida no tratamento com maior diversidade
microbiana e inoculacdo do FMA (FM+10™) quando se inoculou a comunidade ‘A’ foi a-D-
Glucose, nas avaliacgOes realizadas aos 20 e 40 dias de desenvolvimento das plantas; enquanto
a fonte D-Gluconic Acid foi mais consumida nos tratamentos apenas com inoculacdo do
FMA, nos dois periodos de avaliagdo. Os tratamentos com diversidades intermediarias
(FM+107° e FM+10®) apresentaram diferentes fontes de carbono como as mais consumidas,
as quais variaram também durante os periodos de avaliacdo (Apéndice I). Nos tratamentos
constituidos somente das composi¢es da comunidade microbiana (auséncia de inoculagéo do
FMA), a fonte Tween 40 foi mais consumida no tratamento 10° nos dois periodos de
avaliacdo. Os tratamentos com maior ou menor diversidade, 10 e 10°®, respectivamente,

apresentaram diferentes fontes mais consumidas nos periodos avaliados.
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Com relagdo a inoculagdo da comunidade microbiana ‘B’, observou-se distintas
fontes de carbono mais consumidas ao longo das avaliagdes e tratamentos inoculados com
presenca do FMA. A mesma resposta foi observada para os tratamentos com inoculacdo
apenas das diluicdes microbianas (auséncia de FMA), ndo sendo possivel constatar a mesma
fonte de carbono para nenhum dos tratamentos durante as avaliagdes (Apéndice 1). Em virtude
destas observacdes, pode-se dizer que esta microbiota foi mais fortemente alterada quanto a
mudancas de sua funcionalidade devido as diluigdes microbianas, inoculagdo do FMA e
tempo de desenvolvimento das plantas.

Outra diferenciacdo observada entre os tratamentos esta relacionada ao consumo
total das fontes de carbono disponiveis (71 fontes). Os valores determinados de community
niche com as amostras analisadas aos 20 dias de desenvolvimento das plantas indicam que as
maiores taxas de consumo de carbono foram observadas nas comunidades bacterianas que
receberam a inoculacdo do FMA. Este efeito foi observado para todos os tratamentos da

comunidade ‘A’, e dependente do gradiente de diversidade na comunidade ‘B’ (Figura 8).
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Figura 8 - Consumo total de fontes de carbono (community niche) das comunidades
microbianas nos tratamentos gerados pelo gradiente de diversidade, com
inoculagdo da espécie de FMA R. clarus (FM+107, FM+10° FM+10),
inoculacdo apenas do FMA (FM) e diluicdes da comunidade microbiana em
auséncia de inoculacio do FMA (10?, 10°,10®). Os dados foram obtidos aos 20
dias de desenvolvimento de plantas de milho. Médias comparadas pelo teste
Tukey a 5%

O estimulo ao maior consumo de fontes de carbono devido a inoculagdo do FMA foi
mantido aos 40 dias de desenvolvimento das plantas (apéndice J). Neste periodo, foi possivel
verificar que as comunidades bacterianas apresentaram um acréscimo nas taxas de consumo

de carbono, principalmente para os tratamentos com auséncia de inoculagdo do invasor, o que
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ocasionou em menor diferenca entre os tratamentos. Este acréscimo pode ter ocorrido devido
ao maior agrupamento das diluicdes com elevada diversidade, o que favoreceu o similar
metabolismo destas comunidades.

Os valores de community niche forneceram uma grande evidéncia da capacidade
modeladora do invasor (FMA) inoculado na comunidade microbiana, corroborando os dados
descritos anteriormente por Salles e colaboradores (2009), que relatam sobre a importancia
desta medicdo funcional para relacionar aos processos correspondentes a microbiota. A
probabilidade de sucesso de estabelecimento de um organismo invasor pode decrescer com 0
aumento da diversidade, de acordo com a teoria do nicho (TILMAN, 2004). No entanto, os
tratamentos com inoculagéo das diluigdes das comunidades microbianas e do invasor (FMA)
mostraram que este microrganismo desempenha melhor suas fun¢des num sistema com maior
diversidade microbiana, demostrado pelas taxas de %CM, mesmo que este nao seja distinto
dos demais em relacdo a sua capacidade de consumo de carbono.

A teoria das comunidades residentes indica que ocorre maior resisténcia a inoculagéo
do invasor pela microbiota quando a captacdo e suprimento de recursos sdo coincidentes
(DAVIS et al., 2000). Isto sugere, portanto, que a funcionalidade das comunidades e do
organismo exogeno foi moldada pela complementariedade de recursos (SALLES et al., 2012),
e que a riqueza e diversidade das comunidades bacterianas parece néo ter relagdo com as
maiores taxas de consumo nos tratamentos com inoculagdo de FMA. Reposta inversa foi
descrita na literatura no estudo de comunidades bacterianas que realizam o processo de
desnitrificacdo no solo (SALLES et al., 2009), o que pode ser explicado devido a redundancia

de fungdes presentes nas comunidades microbianas empregadas no presente estudo.

3.6 Conclusoes

a) As taxas de colonizacdo micorrizica de Rhizophagus clarus foram alteradas devido a
diminuicdo nos valores de riqueza e diversidade de espécies de bactérias, sendo este efeito

observado na fase inicial de desenvolvimento das plantas de milho.

b) A inoculacdo do fungo micorrizico arbuscular nos sistemas microbianos promoveu
mudancgas no perfil metabdlico, no consumo total de fontes de carbono, na diversidade e

ndmero de OTUs das comunidades bacterianas dos solos.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento deste trabalho revelou que as interacfes entre os FMAS e as
plantas sdo também determinadas pelo restante da microbiota do solo. Esta visdo mais
abrangente do sistema de formac&o das micorrizas arbusculares constitui 0 ponto principal de
avanco cientifico dentro desta tese de doutorado. Em diversas oportunidades ao longo do
desenvolvimento do presente trabalho, foi claramente observado que alteragcdes na microbiota
dos solos levam a mudancas nos padrdes de colonizacdo dos FMASs nas plantas hospedeiras.
O desenvolvimento de estudos em diferentes solos e utilizando duas plantas hospedeiras
deram origem a resultados similares para 0 mesmo FMA (R. clarus), quanto as taxas de CM.

Esta observacdo indica claramente que o processo descrito aqui, onde este FMA
depende da diversidade bioldgica do solo para o sucesso na colonizacdo do hospedeiro, € algo
abrangente, possivelmente ligado a diversos sistemas FMA-planta hospedeira e nao restrito a
um Gnico par de organismos.

O Capitulo 2 mostra que as espécies FMAs respondem de forma diferente as
alteracdes na microbiota dos solos. Engquanto alguns fungos parecem agir de forma menos
dependente de outros organismos, ha a clara indicacdo de que R. clarus tem comportamento
diferenciado, com as taxas de CM sensiveis a perda de biodiversidade do solo. Neste capitulo,
surgem também as primeiras observacdes referentes ao efeito da inoculagdo dos FMASs sobre
a composicao da microbiota dos solos, indicando a ocorréncia de um processo de resposta da
comunidade a invasao do sistema pelos FMAs ou de um sistema de selecdo dos FMAS sobre
as comunidades de fungos e bactérias, do solo, de forma similar a desempenhada pelas
plantas, na rizosfera.

Provavelmente, este comportamento diferencial dos FMAs, tanto na colonizagdo das
plantas, como na alteragdo da microbiota do solo, esteja relacionado a sua funcionalidade no
sistema e resisténcia aos estresses. A classificacdo destes organismos nos grupos
denominados de ruderais ou competitivos indica a ocorréncia de caracteristicas que podem
justificar estas observagfes, ainda a serem comprovadas de forma mais clara em estudos
posteriores.

O Capitulo 3 busca a comprovacgéo dos efeitos observados no Capitulo 2, de maneira
a detalhar as respostas da colonizagdo de R. clarus frente a variacbes na diversidade da
microbiota dos solos. Este capitulo incorpora metodologias de estudo que visam tanto
comprovar o efeito da metodologia utilizada na geragédo de comunidades microbianas distintas
a partir de solos originais, bem como fornecem dados mais detalhados sobre estas alteracgdes.
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Esta descricdo detalhada ocorreu por meio da descricdo de alteracbes na composicdo das
comunidades microbianas dos solos e pela detecgdo de alteracbes metabolicas dos solos
hospedando as distintas comunidades microbianas. A utilizacdo de dois solos para este estudo
forneceu um embasamento mais solido sobre as alteracdes observadas.

Os resultados do Capitulo 3 reforgam a ocorréncia de um processo de dependéncia da
biodiversidade do solo para a eficiente colonizagdo da planta hospedeira pelo FMA R. clarus.
Esta observacdo, obtida neste capitulo onde dois solos foram utilizados, e com uma planta
diferente do alvo de estudo no capitulo 2, enfatiza a dimensao da ocorréncia deste processo de
forma mais generalizada. Por fim, verificou-se que um aumento no metabolismo da
comunidade microbiana do solo ocorre devido a inoculagdo do FMA, sugerindo que o efeito
do FMA sobre a composicdo da microbiota do solo esteja mais relacionado a resposta da
mesma ao processo de invasdo do sistema e menos determinado pela selecdo do FMA sobre
0S componentes da microbiota.

Nos dois capitulos experimentais, os resultados mais expressivos nas alteragdes entre
plantas e FMAs ocorreram nos periodos iniciais do desenvolvimento vegetal. Esta observacao
corrobora a importancia das interacfes entre hospedeiros e seus simbiontes no inicio de seu
desenvolvimento. Agronomicamente, pode-se sugerir que a auséncia de interacoes
importantes neste periodo de estabelecimento da cultura possa repercutir de forma
determinante sobre seu desenvolvimento posterior. Sabe-se que culturas com maiores
dificuldades no estabelecimento inicial das plantas sdo normalmente mais suscetiveis a
estresses hidricos, absorvem menos nutriente e sdo mais suscetiveis a pragas e patdgenos.
Neste cenario, uma melhor eficiéncia do estabelecimento das micorrizas poderia levar a
ganhos no desenvolvimento vegetal, desde que suportado pela ocorréncia de uma maior
diversidade microbiana dos solos.

Em resumo, esta tese de Doutorado levanta uma nova informacdo de alta relevancia no
estudo da colonizacdo das plantas por FMAs, incluindo a diversidade bioldgica dos solos
como agente determinante para a eficiente colonizacdo da planta por estes organismos. Ficou
demonstrado que alteracGes neste compartimento do solo levam a alteragdes nos padroes de
colonizagéo das plantas por FMAs. Assim sendo, pode-se sugerir que solos biologicamente
degradados podem apresentar uma menor colonizacdo das plantas por FMAS, mesmo que
estes fungos estejam presentes nas areas de cultivo. A degradacéo bioldgica do solo é assunto
ainda de debate e eficiente determinacao.

No entanto, os dados do presente estudo podem indicar a utilizagdo das %CM como

indicador da qualidade bioldgica do solo. Estes resultados suportam também a indicacdo de
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que metodologias que buscam incrementar a micorrizagdo das plantas devem considerar
também o adequado manejo da microbiota do solo, reconhecendo a importancia de seus
componentes para a adequada ocorréncia das interaces entre FMAs e as diferentes espécies

vegetais.
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Apéndice A

Esquema do método de diluicdo para este experimento.
900 ml de dgua

destilada 4 l[lml B‘Q‘Ilm]delgm 1ml 1000 ml de dgua
ll}ﬂgde solo destilada destilada

—

+ -

Gradiente de diversidade

1000 ml de

\gu; destilada

10°

Apéndice B

Resumo da ANOVA com relacdo as taxas de colonizacdo micorrizica para os fatores

estudados (concentracdes de células microbianas ou gradiente de diversidade e espécies de
FMAs inoculadas), durante os periodos de estudo.

Fatores Valores de F
30 dias 60 dias 120 dias
Diversidade microbiana ns 6,27 ** 9,44**
FMAs 3,52* 26,88** 3,99*
Diversidade microbiana X FMAs 2,28* ns 2,91*
CV% 22 21 23

** significativo a 1%; * significativo a 5%; ns: ndo significativo.
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Tabelas com comparacOes de medias (Teste Tukey).

Gradiente de diversidade  %CM 60 dias %CM 120 dias
10™ 39a 49,6 a
107 39a 30,7b
10°® 38,3a 28,7b
107 33,5ab 31,3b

dms (60 dias)=10,2; dms (120 dias)= 11,3

FMAs %CM 30 dias %CM 60 dias %CM 120 dias
D. heterogama 43,2 a 46,2 a 40,6 a
R. clarus 354a 31,2b 33,1la
Gi. rosea 42,8 a 27,1b 33,2a
dms= 8,14; dms (60 dias)= 6,7; dms (120 dias)= 7,4
Interacdo: Gradiente de diversidade x FMAs
CM% D. heterogama R. clarus Gi. rosea
30 dias 120 dias 30 dias 120 dias 30 dias 120 dias
10" 30,3aB 42,3aA 39,0aAB 493aA 52,3aA 57,3aA
10°® 446aA 40,3a A 446aA 293bAB 410aA 22,6 bB
107 46,3a A 336aA 320aA 30,3abA 323aA 223bA
107 50,3a A 383aA 30,3aB 316abA 466aAB 240bA
FM 446aA 48,3a A 31,3aA 250bB 420aA 396aAB

Colunas: letras minusculas, dms= 21,5; dms= 19,7; linhas: letras maiutsculas, dms= 18,2; dms= 16,7. FM= FMA

inoculado em auséncia de comunidade microbiana inoculada.
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Resumo da ANOVA para a massa seca da parte aérea das plantas para os diferentes
tratamentos nos periodos de estudo.

Fontes de variacédo Valores de F
30 dias 60 dias 120 dias
Gradiente de diversidade 3,90 * 2,73* ns
FMAs ns 7,55 ** ns
CV% 27 19 18

** significativo a 1%; * significativo a 5%; ns: ndo significativo.

Tabelas com comparac6es de medias (Teste Tukey).

Gradiente de diversidade  MSPA 30 dias MSPA 60 dias
10™ 3,52b 7,33a
107 3,61 ab 6,75a
10° 5,06 a 5,78 a
107 3,55 ab 5,98 a

dms (30 dias)= 1,51; dms (60 dias)= 1,78

Apéndice C

Esquema do método de diluicdo para extingdo para este experimento.
1300 ml HyO 1800 m Hy0 1800 mIEO 1300 ml EO 1800 ml HpO 1800 ml HyO

B

.zonml.
200 g desolo+

200 ml de H,O g 102 103 104 105 106

) ft ft

I

Gradiente de diversidade
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Apéndice D

Resumo da ANOVA para as taxas de colonizacdo micorrizica dos tratamentos com associacao
de composicdes microbianas e espécie de FMA inoculada, para comunidades microbianas ‘A’

¢ ‘B’ inoculadas, durante os periodos de estudo.

Fonte de variacéo Valores de F
Comunidade A 20 dias 30 dias 40 dias
CM 8,30 * 3,58ns 2,46 ns
dms 28 31 9
CV% 19% 24% 10%

Comunidade B

CM 11.67** 6,45* 2,6ns
dms 17 12 11
CV% 18% 18% 18%

CM: Colonizacéo Micorrizica;** significativo a 1%; * significativo a 5%.

Tabela com médias dos valores de %CM obtidos para os tratamentos.

Microbiotas ‘A’ ‘B’
Tratamentos 20 dias* 30dias 40dias Meédia 20dias**  30dias* 40 dias
FM+10™ 58,67 30,50 38,00 42,4 50,67 26,33 32,67
FM+107 46,33 4550 36,66 42,8 40,00 17,67 33,33
FM+10° 26,00 27,00 32,00 28,3 35,00 33,33 35,00
FM 30,50 21,50 31,66 27,9 19,33 32,33 43,00
10" 1467 2167 3167 227 15,67 25,00 23,33
10°® 15,57 20,67 34,33 23,5 15,20 19,67 12,67
10°® 20,33 23,33 25,33 22,9 19,23 17,00 19,33

Media

36,5

30,3

34,4

315

21,3

15,8

18,5

** significativo a 1%; * significativo a 5%.
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Quantificagdo do nimero de cépias do gene 16S (copias g™ solo, log) nos tratamentos com
associacao das composicOes bacterianas e da espécie de FMA R. clarus inoculada, durante

conducéo do experimento.

Comunidade Microbiana “A°

20 dias 30 dias 40 dias
120 - 12,0 12,0 -
glo,o i 10,0 | 100
E 5.0 8.0 8.0 4
= 60 6.0 60 -
=
E- 40 | 40 40
€ 20
0.0 - 0.0 - U
Fu+10-! FMH0F FM+10+ FM FM+10- FILV+10% FM+10° FM FML+10-1 FM+10-% FM+10F FM
20 dias 30 dias 40 dias
B FM+10- EFM+10¢ MEFM+10¢ WM
Conmumnidade Microbiana ‘B”
20dias 30 dias 40 dias
12,0 - 120 4 120
g 10,0 10,0 10,0
% 2.0 8.0 8.0
F 60 60 | 6.0 |
-]
E- 40 | 40 1 40
3 20 2.0 1 2.0
0.0 1 0,0 - 0,0
FM+10-1 FM+10F FM+10-5 FM FM+107! FPAA+103 FM+10¢  FM FAH10Y FAH10S FM+H10¢ FM
20 dias 39 dias 40 diar

W FM10

| FMe109

B FM-104

N
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Apéndice F

Regressbes das taxas de colonizagdo micorrizica (%CM) e unidades taxonémicas
operacionais (OTUs) para os gradientes de diversidade das comunidades microbianas com

inoculacdo da espécie de FMA R. clarus em plantas de milho.

Comunidade Microbinna ‘A Comunidade Microbiana ‘B
J0dias
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20 20 ko]
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Regressdes das taxas de colonizacdo micorrizica (%CM) e diversidade filogenética (PD) para

os gradientes de diversidade das comunidades microbianas com inoculacdo da espécie de

FMA R. clarus em plantas de milho.

30dias

o
* e
* *
B ®
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R¥= 04592
10 60 80 100 120 140 160 180
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70
* 60
¢ 50
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- 10
o &
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L T o
o 0 E® 20
y=02619x + 53493
R¥= 02275 10
0
40 60 80 100 120 140 160 180
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60
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) AP s ° Ay
* k
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Apéndice G

Abundancia relativa dos grupos de bactérias de solo que recebeu o gradiente de diversidade
da comunidade microbiana ‘A’ aos 20 dias de cultivo do milho. As sequéncias que compdem
a classificacdo apresentada foram organizadas para serem representativas do total, sendo
graficamente representadas apenas aquelas com participacdo acima de 2% do total.

100% -

S

30%

Abundincia relativa (=2%5)

§

3

2%

10% -

0%

~]
g

8

0% A

10+ 10°
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B Acidobacteriaceas; nio classificado

m N0 classificado

Abundancia relativa dos grupos de bactérias de solo que recebeu o gradiente de diversidade
da comunidade microbiana ‘B’ aos 20 dias de cultivo do milho. As sequéncias que compdem
a classificacdo apresentada foram organizadas para serem representativas do total, sendo
graficamente representadas apenas aquelas com participacdo acima de 2% do total.
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Abundancia relativa dos grupos de bactérias de solo que recebeu o gradiente de diversidade
da comunidade microbiana ‘A’ e inoculagao da espécie de FMA R. clarus aos 30 dias de
cultivo do milho. As sequéncias que compdem a classificacdo apresentada foram organizadas
para serem representativas do total, sendo graficamente representadas apenas aquelas com
participacao acima de 2% do total.
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Abundancia relativa dos grupos de bactérias de solo que recebeu o gradiente de diversidade
da comunidade microbiana ‘B’ ¢ inoculagdo da espécie de FMA R. clarus aos 30 dias de
cultivo do milho. As sequéncias que compdem a classificacao apresentada foram organizadas
para serem representativas do total, sendo graficamente representadas apenas aquelas com

participacao acima de 2% do total.
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Apéndice H

Anadlise de coordenadas principais (PCoA) do perfis metabolicos das comunidades
microbianas do solo ‘A’ em diferentes composi¢des da microbiota, baseado na utilizacao
diferencial de 71 fontes de carbono. (A) diluicbes microbianas com a inoculacdo do FMA e
(B) diluigdes microbianas em auséncia de inoculacdo do FMA. Os dados que deram origem a
figura foram obtidos em amostragem realizada aos 40 dias de cultivo do milho. Os valores
dos eixos indicam a porcentagem da variancia dos dados representados em cada eixo.
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figura foram obtidos em amostragem realizada aos 40 dias de cultivo do milho. Os valores
dos eixos indicam a porcentagem da variancia dos dados representados em cada eixo.
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Apéndice |

Diluices das comunidades microbianas (A e B) com inoculagdo de R. clarus (FM) e suas

respectivas fontes de carbono mais consumidas (placas de BIOLOG) e valores de consumo

(omnilog).
Comunidade microbiana ‘A’
20 dias FM+10™ FM+107 FM+10® FM
Fonte a-D-Glucose  D-Saccharic Acid L-Malic Acid D-Gluconic Acid
Consumo 0,89 0,74 0,87 1,23
40 dias
Fonte a-D-Glucose L-Galactonic D-Fructose D-Gluconic Acid
Acid Lactone
Consumo 0,82 0,87 1,0 0,83
Comunidade microbiana ‘B’
20 dias FM+10™ FM+107 FM+10® FM
Fonte Gelatin D-Saccharic Acid D-Galacturonic D-Trehalose
Acid
Consumo 0,55 0,98 0,79 0,89
40 dias
Fonte D-Fructose D-Maltose a-D-Glucose D-Galacturonic
Acid
Consumo 0,74 0,87 0,85 0,92




137

Diluicbes das comunidades microbianas (A e B) e suas respectivas fontes de carbono mais

consumidas (placas de BIOLOG) e valores de consumo (omnilog).

Comunidade microbiana ‘A’

20 dias 10 107 10°

Fonte a-D-Glucose Tween 40 Quinic Acid

Consumo 0,82 0,79 0,77

40 dias

Fonte D-Mannose Tween 40 Gentiobiose

Consumo 0,80 0,88 0,73
Comunidade microbiana ‘B’

20 dias 10™ 10° 10°

Fonte D-Saccharic Acid D-Trehalose N-Acetyl-

DGlucosamine

Consumo 0,81 0,77 0,68

40 dias

Fonte D-Trehalose D-Gluconic Acid D-Mannose

Consumo 0,81 0,84 0,86
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Apéndice J

Consumo total de fontes de carbono (community niche) das comunidades microbianas nos
tratamentos gerados pelo gradiente de diversidade, com inoculacdo da espécie de FMA R.
clarus (FM+10™, FM+10°, FM+10®), inoculagdo apenas do FMA (FM) e diluicdes da
comunidade microbiana em auséncia de inoculacdo do FMA (10, 10°,10). Os dados foram
obtidos aos 40 dias de desenvolvimento de plantas de milho. Médias comparadas pelo teste
Tukey a 5%.
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