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RESUMO

As raizes finas compreendem uma fragdo importante da biomassa dos ecossistemas, e sua
morfologia, fisiologia e interacdo com microrganismos influenciam a capacidade de aquisicéo
de nutrientes pelas plantas. A sazonalidade pode afetar a producdo e as caracteristicas
morfolégicas das raizes finas, bem como suas interacdes com 0s microrganismos do solo.
Nesta tese, objetivou-se analisar a influéncia da sucessdo ecoldgica e da sazonalidade na
produgdo e morfologia de raizes finas, na interacdo das raizes com fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) e com microrganismos da rizosfera e na formacdo de zonas de
acumulo/deplecdo de nutrientes na rizosfera em um ecossistema de Floresta Estacional
Semidecidual do sul do Brasil. Quatro areas foram estudadas: uma area de gramineas e uma
area de vegetagdo arbustiva, representando os estadios iniciais da sucessdo, e uma floresta
secundaria e uma floresta madura, representando os estadios tardios. No primeiro estudo,
testou-se a hipotese de que plantas apresentam diferentes estratégias para obtencdo de
nutrientes do solo ao longo da sucessdo. Foram coletadas raizes finas para determinacdo dos
comprimentos total e especifico, didmetro, densidade do tecido, incidéncia e comprimento de
pelos absorventes e colonizacdo por FMA. Solos rizosférico e nédo rizosférico foram obtidos
para analise do carbono (CBM) e nitrogénio (NBM) da biomassa microbiana, respiracao
basal, C total, C labil, teores de N, P, K, Ca e Mg e quantificacdo de microrganismos
quimioheterotroficos de diferentes grupos funcionais. Raizes finas com maior colonizagdo
micorrizica, maior comprimento especifico e maior incidéncia de pelos absorventes longos
foram obtidas nas areas em inicio de sucessao, onde houve zonas de deplecdo de nutrientes na
rizosfera. Nas fases tardias da sucessao, as raizes finas exibiram menores taxas de colonizagéo
por FMA, maior didmetro e densidade do tecido. Na rizosfera das florestas, houve maiores
teores de C labil, elevados CBM, NBM, respiracdo basal, nimero de microrganismos
quimioheterotréficos e zona de acimulo de nutrientes. No segundo estudo, objetivou-se
analisar a influéncia da sazonalidade na producéo de raizes finas, na interacdo das plantas com
FMA e com microrganismos da rizosfera e na formacgdo de zonas de acimulo/deplecdo de
nutrientes na rizofera ao longo da sucessdo. Dois periodos sazonais foram identificados:
primavera-verdo, com maior temperatura, pluviosidade e comprimento do dia, e outono-
inverno. Foi determinada a massa seca e a taxa de coloniza¢do micorrizica das raizes finas.
Nos solos rizosféricos e ndo rizosféricos, foram determinados CBM, NBM, respira¢do basal,
taxas de amonificacdo e nitrificacdo, atividade da celulase, glutaminase e fosfatases acida e
alcalina, diversidade metabdlica da comunidade microbiana e teores de C total, C labil, N, P,
K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn e Mn. Com 0 avanc¢o da sucessao, a massa de raizes finas aumentou e a
colonizacdo micorrizica diminuiu. Nas fases iniciais da sucessdo, poucas diferencas foram
verificadas entre solo rizosférico e ndo rizosférico para biomassa, atividade e diversidade
metabolica microbiana. Nas florestas, o solo rizosférico exibiu maiores valores de C labil,
CBM, NBM, respiracdo basal, taxa de amonificacdo, atividade da glutaminase e das
fosfatases acida e alcalina do que o solo ndo rizosférico. Nas areas em inicio de sucessdo, a
massa de raizes e a colonizacdo micorrizica foram menores no outono-inverno do que na
primavera-verdo. No solo rizosférico, o teor de C labil, a biomassa e atividade dos
microrganismos também foram menores no outono-inverno. Houve zona de acimulo de N, K,



Mg e Fe neste periodo, enquanto que na primavera-verdo houve zona de deplecdo. Nas
florestas, a sazonalidade ndo alterou a massa de raizes e a colonizagdo micorrizica. No solo
rizosférico, a sazonalidade pouco influenciou os teores de C labil, a biomassa e a atividade de
microrganismos. Zonas de acumulo de nutrientes ocorreram em ambos 0s periodos sazonais.
As diferentes estratégias de obtencdo de nutrientes exibidas pelas plantas dos estadios
sucessionais distintos, e a influéncia da sazonalidade sobre elas, foram relacionadas com as
caracteristicas tipicas das espécies de plantas, e com caracteristicas dos ambientes em que
ocorrem.

Palavras-chave: Biomassa microbiana. Carbono labil. Enzimas do solo. Micorrizas
arbusculares. Respiracdo microbiana. Rizosfera.
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between roots and microorganisms in Atlantic Rainforest ecosystem of Southern Brazil.
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ABSTRACT
Fine roots are an important component of ecosystems biomass, and fine-roots morphology,
physiology and interaction with microorganisms influence the capacity of nutrient uptake by
plants. Seasonality can affect fine-roots production and morphology, as well as the
interactions between roots and soil microbial community. In this thesis, we aimed to analyze
the influence of succession and seasonality on the fine-roots production and morphology, on
the interactions of roots with arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and with rhizospheric
microorganisms, and on the formation of nutrient accumulation/depletion zones in
rhizosphere in a Semideciduous Seasonal Forest ecosystem of Southern Brazil. Four areas
were studied: a grassland and a shrub vegetation, representing the early successional stages,
and a secondary forest and a mature forest, representing the late successional stages. In the
first study, we tested the hypothesis that plants exhibit different strategies for nutrient
acquisition over the ecological succession. Fine roots were sampled to assess total- and
specific-root lengths, diameter, tissue density, root-hairs length and incidence, and AMF-root
colonization. Rhizospheric and bulk soils were sampled to assess carbon (CMB) and nitrogen
(NMB) of microbial biomass, soil basal respiration, concentration of total C, labile C, N, P, K,
Ca and Mg and number of chemoheterotrophic microorganisms of distinct functional groups.
High AMF-root colonization and fine roots with higher specific length and higher incidence
of longer root hairs were associated to plants of early successional areas, where nutrient
depletion zones were detected in rhizosphere. In late successional areas, fine roots exhibited
lower AMF-root colonization, higher diameter and tissue density. In the rhizosphere of plants
of forests, there was higher amount of labile C, higher values of CMB, NMB, soil basal
respiration, number of chemoheterotrophic microorganisms and nutrient accumulation zones.
In the second study, we aimed to analyze the influence of seasonality on the fine-roots
production, on the interaction of plants with AMF and with rhizosphere microorganisms, and
on the formation of nutrient accumulation/depletion zones in rhizosphere over succession.
Two seasonal periods were considered: spring-summer, with higher temperature, rainfall and
day length, and fall-winter. Fine-roots dry mass and AMF-root colonization were assessed.
Rhizospheric and bulk soils were sampled to assess CMB, NMB, basal respiration,
ammonification and nitrification rates, activity of cellulase, glutaminase, acid and alkaline
phosphatases, metabolic diversity of microbial community and concentration of total C, labile
C, N, P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn and Mn. Fine-root mass increased and AMF-root colonization
decreased over succession. In the early-successional areas, few differences were verified
between rhizospheric and bulk soils for microbial biomass, activity and metabolic diversity.
In the forests, rhizospheric soil exhibited higher values of labile C, CMB, NMB, basal
respiration, ammonification rate and activity of glutaminase and acid and alkaline
phosphatases than bulk soil. In the early-successional areas, fine-root mass and AMF-root
colonization were lower in fall-winter than in spring-summer. In the rhizospheric soil, labile C
amount and microbial biomass and activity were also lower in fall-winter. Accumulation
zones of N, K, Mg and Fe were detected in rhizosphere during this period, whereas nutrient
depletion zones were detected during spring-summer. In the forests, seasonality did not affect
fine-root mass and AMF-root colonization. Seasonality had little influence on the amount of
labile C and on the microbial biomass and activity. Nutrient accumulation zones were
detected in both seasonal periods. The different strategies for nutrient acquisition exhibited by
plants of distinct stages of succession, as well as the influence of seasonality on them, were



related to the typical characteristics of the plant species, and to the characteristics of the
environments where they occur.

Keywords: Arbuscular mycorrhizas. Labile carbon. Microbial biomass. Microbial
respiration. Rhizosphere. soil enzymes.
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Introducéo geral

As raizes finas sdo responsaveis pela absorcdo de agua e nutrientes do solo pelas plantas
(Comas et al. 2002), e uma fracdo significativa do C assimilado via fotossintese é investida na
producdo destas raizes (Moser et al. 2011). Espeécies de plantas de diferentes estadios da sucessdo
ecologica tropical apresentam diferencas significativas nas caracteristicas morfoldgicas de suas
raizes finas. Plantas das fases iniciais da sucessdo exibem raizes finas com elevados comprimentos
total e especifico, pequeno diametro, e elevada incidéncia e comprimento de pelos absorventes,
enquanto que plantas das fases tardias da sucessdo apresentam raizes finas com baixos
comprimentos total e especifico, grande didmetro e baixa incidéncia e comprimento de pelos
absorventes (Zangaro et al. 2005, 2012a, 2014). Isto demonstra que as plantas das fases iniciais
utilizam mais eficientemente o C para a producdo de raizes finas com maior eficiéncia morfologica
de exploracdo do solo e de absorcdo de agua e nutrientes do que as plantas das fases tardias da
sucessdo (Comas e Eissenstat 2004). As diferentes morfologias dos sistemas de raizes finas estdo
relacionadas com as diferentes demandas nutricionais intrinsecas das plantas dos estadios
sucessionais distintos, que sdo maiores nas espécies iniciais do que nas espécies tardias (Zangaro
et al. 2005, 2007).

As interacOes entre raizes e microrganismos do solo influenciam a capacidade de absorcao
de nutrientes pelas plantas, a produtividade primaria dos ecossistemas e a diversidade e a
funcionalidade das comunidades ao longo da sucessao (Kardol et al. 2006; Ledn et al. 2016). Parte
do C investido no sistema de raizes é utilizada para a manutencdo da simbiose com fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) e parte € exsudada na rizosfera (Farrar et al. 2003). Os FMA
aumentam o volume de solo explorado e a absor¢do de nutrientes pelas plantas, pois suas hifas
exploram o solo além da zona de deplecéo de nutrientes formada ao redor das raizes, que é maior
quanto maior a demanda nutricional da planta e a razdo area/volume do sistema de raizes finas

(Schachtman et al. 1998; Smith e Read 2008; Smith e Smith 2011). Plantas dos diferentes estadios
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da sucesséo exibem relacgdes distintas com os FMA. Espécies das fases iniciais apresentam maiores
taxas de colonizag@o micorrizica nas raizes e maior dependéncia dos FMA para sobreviver, crescer
(Zangaro et al. 2000, 2003, 2007) e se reproduzir (Rondina et al. 2014) do que as espécies dos
estadios tardios. A exsudacdo de C pelas raizes na rizosfera proporciona aumento da quantidade,
diversidade e atividade de microrganismos de varios grupos funcionais, os quais mineralizam,
imobilizam e solubilizam nutrientes, fixam N2 atmosférico e, desse modo, afetam a disponibilidade
de nutrientes passiveis de absorcdo pelas plantas (Bais et al. 2006; Kuzyakov e Blagodatskaya
2015). A atividade e a estrutura das comunidades microbianas da rizosfera podem ser
influenciadas pela associacdo das plantas com os FMA, uma vez que estes fungos demandam
grande quantidade de fotoassimilados das plantas hospedeiras e podem alterar a quantidade e a
qualidade dos exsudatos das raizes (Jones et al. 2004; Marschner e Timonen 2006; Kaiser et al.
2015).

A sazonalidade influencia a producéo e a morfologia de raizes finas (Zangaro et al. 2013,
2014), a relacdo das plantas com FMA (Zangaro et al. 2013), a exsudacdo de C pelas raizes e a
composicdo e atividade da comunidade microbiana na rizosfera (Marschner et al. 2002; Koranda
et al. 2013). As alteracGes sazonais destes atributos, em boa parte dos casos, estdo relacionadas
com as modificacbes na fisiologia e no ciclo de vida das plantas em funcdo da temperatura,
pluviosidade, irradiancia e umidade do solo (Jones et al. 2004, 2009). No periodo sazonal com
menores temperaturas, irradiancia e precipitagdo pluvial, as plantas exibem menor taxa
fotossintética e menor demanda nutricional, o que resulta em diminuicdo na produgdo de raizes,
no comprimento e incidéncia de pelos absorventes (Zangaro et al. 2014), na colonizagédo
micorrizica (Zangaro et al. 2013, 2014), na exsudacdo de compostos organicos pelas raizes e na
biomassa e atividade microbiana na rizosfera (Marschner et al. 2002; Koranda et al. 2013; Liu et
al. 2014). Variagdes sazonais na producdo e morfologia de raizes finas e na colonizacdo por FMA

foram observadas especialmente em comunidades em estadios iniciais da sucesséo (Zangaro et al.
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2013, 2014), as quais sdo mais sensiveis a variagdes no ambiente do que comunidades em estadios
tardios, pois sdo compostas por espécies de planta de ciclo de vida curto e apresentam menor
diversidade de nichos ecoldgicos (Helmus et al. 2010; Bhaskar et al. 2014).

Existem poucos estudos que analisam caracteristicas de raizes finas e suas interacdes com
0s microrganismos do solo, bem como a influéncia da sazonalidade sobre elas, ao longo da
sucessao tropical. Tais informagdes aumentam a compreensdo da dindmica dos nutrientes e podem
auxiliar na elaboracdo de modelos preditivos de alteracfes nos ciclos biogeoquimicos e na
produtividade primaria dos ecossistemas em um contexto de mudancas no clima (Treseder et al.
2012; Warren et al. 2015). Neste estudo, objetivou-se analisar a influéncia da sucessao ecoldgica
e da sazonalidade na producdo e morfologia de raizes finas, na interacdo das raizes com FMA e
com microrganismos da rizosfera e na formacdo de zonas de acimulo ou deplecao de nutrientes

na rizosfera em ecossistema de Floresta Estacional Semidecidual do sul do Brasil.

Revisdo bibliografica
Raizes finas

As raizes sdo um dos principais componentes da biomassa das florestas e desempenham
papéis criticos na dinamica do C nestes ecossistemas (Malhi et al. 2011; Raich et al. 2014). Uma
fracdo significativa do C fixado fotossinteticamente pelas plantas é transferida para as raizes,
podendo exceder a fracdo alocada para a parte aérea (Moser et al. 2011). Estima-se que de 22% a
63% da produtividade primaria bruta das florestas pode ser alocada para as raizes (Litton et al.
2007). Este fluxo de C regula os principais processos que ocorrem no solo e influencia a
produtividade e os ciclos biogeoquimicos nos ecossistemas (Jones et al. 2009; Comas et al. 2012;
Raich et al. 2014). Apesar disso, as raizes sdo pouco estudadas e sub-representadas em modelos
de processos ecossistémicos, o que limita a capacidade preditiva de respostas do ecossistema a

mudangas ambientais e a praticas de manejo (Treseder et al. 2012; Warren et al. 2015). De fato, €
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mais dificil estudar a dindmica das raizes do que de 6rgdos da parte aérea, uma vez que raizes
crescem no solo e ndo séo produzidas e eliminadas no final de sua vida util como entidades, mas
progressivamente nos segmentos mais distais do sistema de raizes (Xia et al. 2010).

Em estudos sobre o sistema de raizes, é necessario distinguir raizes grossas de raizes finas,
visto que suas funcGes diferem substancialmente. Raizes grossas, com didmetro maior do que 2
mm, sdo responsaveis pela fixacdo e estabilizacdo da planta no substrato e pelo transporte e
armazenamento de agua, nutrientes e compostos organicos (Fitter 2002; McCormack et al. 2015).
Raizes finas, com didmetro menor ou igual a 2 mm, sdo responsaveis pela absorcdo de agua e
nutrientes (Comas et al. 2002), sdo as partes mais distais do sistema de raizes e sdo mais plasticas
e efémeras do que as raizes grossas (Fitter 2002; McCormack et al. 2015). Embora existam outros
sistemas de classificacdo funcional das raizes, com base, por exemplo, na ordem de ramificacao,
a classificacdo entre raizes grossas e finas ainda é vantajosa, pois é rapida, pouco laboriosa e
permite a comparacao entre raizes funcionalmente similares (McCormack et al. 2015).

Normalmente, as raizes grossas sao encontradas em maior nimero nas camadas mais
profundas do solo, o que esta relacionado com a sua funcédo de sustentacdo da planta no substrato
(Fitter 2002; Gregory et al. 2003). Diferentemente, as raizes finas sdo encontradas em maior
densidade nas camadas superiores do solo, principalmente entre 0—10 cm, onde também ocorre a
maior disponibilidade de nutrientes (Hertel et al. 2003; Jaramillo et al. 2003; Hodge 2004; Zangaro
et al. 2008). Em um estudo sobre a distribuicdo de raizes em trés florestas maduras, trés florestas
secundarias e trés areas de pastagem localizadas em uma regido quente e Umida do México,
Jaramillo et al. (2003) verificaram que, nas florestas secundarias e maduras, a quantidade de raizes
finas nas camadas superiores do solo (entre 0—10 cm de profundidade) foi semelhante a quantidade
de raizes grossas. Porém, em camadas mais profundas do solo (entre 10-20 cm, 20-30 cm e 30—
40 cm de profundidade) as raizes grossas representaram uma fracdo maior da producdo total de

raizes. Nas areas de pastagem, as raizes finas tambem foram mais concentradas nas camadas
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superiores do solo, e corresponderam a maior fracdo da biomassa total de raizes nestas areas. Em
fragmentos maduros de Floresta Ombrofila Densa de Terras Baixas e Montana da Mata Atlantica,
mais de 80% das raizes coletadas entre 0-5 cm de profundidade eram raizes finas (Rosado et al.
2011). Em diferentes estadios da sucessdo (area de gramineas, floresta secundéaria e floresta
madura) do Pantanal brasileiro, de uma Floresta Estacional Semidecidual do sul do Brasil e de
uma Floresta de Araucéria, houve maior quantidade de raizes finas entre 0-10 cm do que entre
10-20 cm de profundidade do solo (Zangaro et al. 2012a). Hertel et al. (2003), estudando uma
floresta madura, uma floresta secundaria com 40 anos de idade e uma floresta secundaria com 15
anos de idade na Costa Rica, observaram que, na floresta madura, a densidade de raizes finas foi
maior na camada superficial do solo rica em matéria organica, que foi duas a quatro vezes mais
espessa do que nas florestas secundarias, onde a maior densidade de raizes foi observada nas
camadas superficiais do solo e com menor teor de matéria organica. Sayer et al. (2006) também
verificaram grande quantidade de raizes finas em camadas superficiais do solo contendo material
organico. Muthukumar et al. (2003), analisando a producdo de raizes finas e raizes grossas em
floresta tropical madura no sudoeste da China, verificaram que o diametro das raizes finas foi
aproximadamente 36% maior na profundidade de 10-20 cm em relacdo a camada de 0-10 cm do
solo. De modo semelhante, o diametro das raizes grossas foi 40% maior na camada de 10-20 cm
do que na camada mais superficial do solo, demonstrando que uma mesma categoria funcional de
raizes pode apresentar modificagdes em espessura em profundidades diferentes.

Raizes finas contribuem menos do que raizes grossas para a biomassa total do sistema de
raizes (Vogt et al. 1998), embora possam corresponder a mais de 25% da biomassa vegetal total
(Cairns et al. 1997). Estudos sobre a producdo de raizes finas em florestas tropicais tém
apresentado resultados distintos. Sayer et al. (2006), estudando um fragmento maduro de floresta
tropical no Panama4, observaram que a biomassa de raizes finas entre 0-50 cm de profundidade do

solo foi de aproximadamente 110 g m. Nos primeiros 30 cm de profundidade do solo, a hiomassa
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de raizes finas pode atingir até 875 g m? em Floresta Ombroéfila Densa Montana e 334 g m™2 em
Floresta Ombrdfila Densa de Terras Baixas no Brasil (Rosado et al. 2011). Em trés fragmentos
maduros de floresta tropical da Venezuela, Priess et al. (1999) encontraram biomassa de raizes
finas de até 2000 g m entre 0—10 cm de profundidade do solo. A idade, a posicéo latitudinal, a
altitude e a diversidade de espécies de plantas dos fragmentos florestais, associadas a precipitacéo
pluvial e as propriedades quimicas e fisicas do solo, explicariam a variagcdo observada na producéo
de raizes finas em florestas tropicais maduras de diferentes partes do mundo (Cairns et al. 1997,
Vogt et al. 2006).

A biomassa de raizes finas aumenta no solo com o avanc¢o da sucessdo ecologica (Hertel
et al. 2003; Jaramillo et al. 2003; Muthuumar et al. 2003; Zangaro et al. 2008, 2012a, 2013, 2014),
acompanhando o aumento do teor de matéria organica, da ciclagem de nutrientes e da qualidade
do solo (Cairns et al. 1997). Na Costa Rica, a biomassa de raizes finas na camada de 0-10 cm de
profundidade do solo em uma floresta madura (1128 g m) foi maior do que em uma floresta
secundaria com 40 anos de idade (337 g m™) e uma floresta secundaria com 15 anos de idade (31
g m?) (Hertel et al. 2003). Muthukumar et al. (2003) verificaram que a biomassa de raizes finas
na camada de 0-10 cm de profundidade do solo foi de 1.95 mg cm? solo, em uma floresta
secundaria de 40 anos de idade, e de 2.35 mg cm™ solo, em uma floresta madura do sudoeste da
China. Na Floresta Estacional Semidecidual (Zangaro et al. 2008, 2012a, 2013, 2014), no Pantanal
e na Floresta de Araucéria (Zangaro et al. 2012a), a biomassa de raizes finas na camada de 0-10
cm de profundidade do solo foi menor em areas em inicio de sucessao colonizadas por espécies
herbaceas, especialmente gramineas, e arbustivas do que em florestas secundarias e maduras. A
biomassa das raizes finas variou entre 1.1-2.0 mg cm™ solo nos estadios iniciais da sucess&o, e
entre 1.8-3.4 mg cm™ solo nas florestas (Zangaro et al. 2008, 2012a, 2013, 2014).

VariagOes sazonais da irradiancia (Fitter et al. 1998; Edwards et al. 2004), da temperatura

(Pregitzer et al. 2000; Comas et al. 2012) e do potencial hidrico do solo (McCormack e Guo 2014)
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afetam a taxa de producdo de raizes. A biomassa de raizes finas nos primeiros 30 cm de
profundidade do solo de um fragmento maduro de Floresta Ombroéfila Densa de Terras Baixas foi
34.5% maior na estacdo seca do que na estacdo chuvosa. O mesmo padrdo foi obtido em um
fragmento maduro de Floresta Ombrdéfila Densa Montana, onde a biomassa de raizes finas na
estacao seca foi 48.4% maior do que na estacdo chuvosa (Rosado et al. 2011). Zangaro et al. (2013,
2014) verificaram que a biomassa de raizes finas ndo apresentou modificacGes sazonais em areas
em estadios tardios da sucessao da Floresta Estacional Semidecidual, enquanto que em areas em
estadios iniciais da sucessdo, a biomassa de raizes finas foi menor no periodo menos favoravel ao
crescimento vegetal, com menor pluviosidade, dias mais curtos e temperaturas mais baixas.
Entretanto, a biomassa € pouco eficaz, quando considerada isoladamente, para avaliar a dindmica
das raizes finas de maneira precisa, uma vez que alteracbes na morfologia e na distribuicdo destas
raizes em funcéo das propriedades do solo ou de modificacfes climaticas podem ocorrer sem que
haja modificacdes na biomassa (Hodge 2004).

O arranjo morfoldgico tridimensional do sistema de raizes finas, determinado pela
densidade, comprimento, espessura e distribui¢do das raizes finas, e pela incidéncia e comprimento
de pelos absorventes, é o que define a capacidade de exploracéo do solo e de absor¢éo de nutrientes
pela planta (Peterson e Farquhar 1996; Hodge 2004; Comas et al. 2012; Orman-Ligeza et al. 2013).
O sistema de raizes finas apresenta elevada plasticidade, exibindo alteracdes morfoldgicas e
fisiologicas em funcgdo da disponibilidade de luz e da temperatura do ambiente (Ericsson et al.
1996; Pregitzer et al. 2000), do pH, do grau de compactacgéo (Haling et al. 2010, 2011; Nosalewicz
e Lipiec 2014), do potencial hidrico e da disponibilidade de nutrientes no solo (Ericsson et al.
1996; McCormack e Guo 2014; Giehl e von Wirén 2014). Em ecossistemas naturais e
agrossistemas, a habilidade da planta em aclimatar seu sistema de raizes em resposta a alguma
modificagdo do meio, de modo a absorver rapidamente e eficientemente os nutrientes, pode

determinar sua produtividade e seu sucesso competitivo e reprodutivo (Giehl e von Wirén 2014).
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Os solos séo heterogéneos e a disponibilidade de nutrientes varia tanto em escala espacial
quanto temporal (Jackson e Cadwell 1993; Farley e Fitter 1999). Por exemplo, em areas
representativas de diferentes estadios da sucessao ecologica tropical e distantes, no maximo, 15
km entre si, a disponibilidade de P, Ca e K aumentou na camada entre 0-5 cm de profundidade do
solo com o avanco da sucessdo (Zangaro et al. 2014). Em uma mesma profundidade do solo de
um campo agricola, a concentracdo de amoénio variou até duas vezes entre pontos distantes 4 m
entre si, enquanto que a de nitrato variou até quatro vezes (Lark et al. 2004). A atuacdo constante
de processos como deposicdo de material organico, intemperismo, deposicdo atmosférica,
lixiviacdo e ciclagem bioldgica dos nutrientes resulta na formacdo de gradientes verticais e
horizontais dos nutrientes no solo (Giehl e von Wirén 2014). A interacdo dos nutrientes entre si e
com outros constituintes do solo (p. ex. matéria organica, argila e biomassa microbiana) também
contribui para a heterogeneidade nutricional do solo. As respostas morfologicas e fisiologicas do
sistema de raizes finas a essa heterogeneidade frequentemente incluem modificacdes na area de
interacdo entre as raizes e o solo, ou seja, no comprimento total e especifico, no didmetro, na
incidéncia e no comprimento de pelos absorventes (Eissenstat 1992; Fitter 2002; Comas e
Eissenstat 2004; Comas et al. 2012; Haling et al. 2013; Giehl et al. 2014; Haling et al. 2016), na
expressao de genes de proteinas transportadoras de nutrientes da epiderme (Gruber et al. 2013) e
na exsudacdo de compostos organicos que disponibilizam nutrientes imobilizados no solo (Jones
1998). Deficiéncias nutricionais na planta também resultam em alteracdes nutriente-especificas na
morfologia das raizes finas, o que reflete um controle sistémico do estado nutricional da planta
sobre as caracteristicas do sistema de raizes (Gruber et al. 2013; Giehl et al. 2014).

Quando a fertilidade do solo é baixa, as raizes finas comumente apresentam muitas
ramificacOes (Holdaway et al. 2011), elevado comprimento especifico (Comas e Eissenstat 2004;
Haling et al. 2016; Kramer-Walter et al. 2016), pequeno didmetro (Eissenstat 1992) e elevada

incidéncia de pelos absorventes (Haling et al. 2013). Elevado comprimento especifico permite a
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exploracdo de maior volume de solo e a aquisi¢do de maior quantidade de nutrientes por unidade
de C investida na construcéo de raizes finas (Comas e Eissenstat 2004; Comas et al. 2012; Kramer-
Walter et al. 2016). Raizes finas com pequeno diametro e elevada ramificagdo podem proliferar
em microssitios do solo com maior disponibilidade de nutrientes, especialmente daqueles de
menor mobilidade, como o P (Peterson e Farquhar 1996; Holdaway et al. 2011). O aumento da
incidéncia e do comprimento de pelos absorventes possibilita que as plantas explorem mais
intensivamente as regides do solo colonizadas pelas raizes (Haling et al. 2013) e € mais efetivo em
aumentar a superficie de contato entre raizes e o solo do que o aumento da ramificacdo das raizes
finas (Giehl e von Wirén 2014).

O aumento da incidéncia e comprimento de pelos absorventes nas raizes finas pode ocorrer
em resposta a deficiéncia de diversos nutrientes, como P, K, N, Mg, Fe, Zn e Mn (Schmidt e
Schikora 2001; Muller e Schmidt 2004; Yang et al. 2008; Jung et al. 2009; Niu et al. 2014).
Embora, para a maioria destes nutrientes, 0s mecanismos envolvidos no estimulo da producédo de
pelos absorventes sejam pouco compreendidos, a maneira como a formacdo destes pelos é
induzida pela deficiéncia de P foi objeto de alguns estudos. Uma maior incidéncia de pelos
absorventes em condicdes de deficiéncia de P resulta da diferenciacdo ectdpica das células da
epiderme em pelos (Miller e Schmidt 2004). Mais recentemente, em um estudo com Arabidopsis
thaliana, foi demonstrado que a deficiéncia de P estimula a expressao de genes nas raizes (ECT1)
que aumentam a incidéncia de pelos absorventes ao reduzir o alongamento longitudinal das células
da epiderme e estimulando a diferenciacao destas células em pelos (Savage et al. 2013).

As comunidades de plantas dos diferentes estadios da sucesséo tropical exibem exigéncias
nutricionais distintas, e as caracteristicas morfoldgicas das raizes finas sdo adaptadas para cada
demanda particular. As raizes finas das comunidades iniciais apresentam morfologia tipica para
um elevado potencial de exploracdo do solo e absor¢do de nutrientes, diferentemente das raizes

finas das comunidades tardias, que exibem morfologia caracteristica para um baixo potencial de
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aquisicao de recursos (Zangaro et al. 2008, 2012a, 2014). Plantas herbaceas e arboreas do inicio
da sucessdo apresentam raizes finas com elevados comprimentos total e especifico, pequeno
diametro, baixa densidade do tecido e elevada incidéncia de pelos absorventes longos (Zangaro et
al. 2005, 2008, 2014). Tais caracteristicas sdo importantes para garantir suas elevadas demandas
nutricionais (Zangaro et al. 2007; Lusk et al. 2008), altas taxas de crescimento (Zangaro et al.
2003; Rondina et al. 2014), altas taxas metabodlicas e elevadas taxas fotossintéticas (Santiago e
Wright 2007), especialmente nos solos de baixa fertilidade que frequentemente ocorrem no inicio
da sucessdo (Zangaro et al. 2012a). Ao contrario, espécies arbdreas das fases tardias da sucessao
apresentam raizes com baixos comprimentos total e especifico, grande didmetro, tecidos densos e
baixa incidéncia e comprimento de pelos absorventes, o que é condizente com suas baixas
demandas nutricionais (Zangaro et al. 2007; Lusk et al. 2008), baixas taxas de crescimento
(Zangaro et al. 2003), baixas taxas fotossintéticas e baixas taxas metabolicas (Santiago e Wright
2007). Além disso, os solos das areas em estadios tardios da sucessdo comumente apresentam
maior disponibilidade de nutrientes, o que permite que as demandas nutricionais das plantas sejam
atendidas mesmo com um sistema de raizes finas com baixo potencial de absor¢do (Zangaro et al.
2008, 2012a, 2014). O elevado diametro e a alta densidade do tecido das raizes finas das plantas
de fases tardias da sucessdo contribuem para aumentar a resisténcia a herbivoros e a patégenos, o
que € vantajoso nas florestas, onde o custo de C para a regeneracao de raizes finas € alto devido a
forte competicédo por luz, especialmente no subosque (Coley 1993; Kitajima 1994). Ainda, raizes
finas mais grossas e resistentes conferem maior vantagem as espécies de plantas tardias da
sucessao, em comparacao com as espécies iniciais, na competicdo por espaco e recursos do solo
com plantas que produzem sistemas de raizes extensos e densos, como as gramineas africanas
invasoras (Zangaro et al. 2016).

Em um estudo realizado em quatro areas em diferentes estadios da sucessdo de um

ecossistema de Floresta Estacional Semidecidual do sul do Brasil (area de gramineas, capoeira,
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floresta secundaria e floresta madura), Zangaro et al. (2014) notaram que a sazonalidade afetou as
caracteristicas morfologicas e fisiologicas das raizes finas em todas as comunidades. O
comprimento total das raizes finas, a incidéncia e o comprimento dos pelos absorventes foram
menores no periodo sazonal frio e seco, menos favoravel para o crescimento das plantas, do que
no periodo quente e umido. Essa diminui¢do do potencial de exploracgéo e absor¢éo das raizes finas
foi acompanhada pela diminuicdo da producéo de raizes finas e por acumulo de nutrientes nestes
orgdos (especialmente N, P, Mg e Mn), sugerindo diminuicdo da demanda por nutrientes pelas
plantas no periodo frio e seco. Os nutrientes acumulados nas raizes finas durante o periodo menos
favoravel ao crescimento vegetal podem ser usados durante o periodo mais favoravel seguinte,
guando plantas investem novamente na producdo de novas raizes e 6rgaos da parte aérea (Zangaro
et al. 2014).

Embora o sistema de raizes finas apresente plasticidade morfoldgica e fisioldgica, muitas
vezes ele ndo é capaz de suprir sozinho a demanda nutricional das plantas, especialmente daquelas
de rapido crescimento, em condicBes de escassez de recursos no solo (Zangaro et al. 2005, 2007,
Rondina et al. 2014). A medida que as raizes absorvem nutrientes do solo, pode ocorrer formacao
de zona de deplecdo de nutrientes ao seu redor. O tamanho dessa zona é influenciado pelo
movimento do nutriente no solo, pela demanda nutricional da planta, pelo comprimento dos pelos
absorventes e pela razdo area/volume do sistema de raizes finas (Koide 1991; Schachtman et al.
1998; Smith e Read 2008) e pela atividade microbiana no solo (Dotaniya e Meena 2015). Aumento
da exploracdo do solo para além da zona de deplecdo de nutrientes pode ser obtido pelas plantas
via micorrizas arbusculares, associacdo simbiotica entre raizes finas e fungos micorrizicos

arbusculares (Smith et al. 2011).
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Micorrizas arbusculares

Mais de 80% das espécies de plantas terrestres apresentam raizes colonizadas por certos
fungos do solo, formando a simbiose conhecida como micorriza (Read et al. 2000; Smith e Read
2008). Evidéncias obtidas em registros fosseis indicam que essa associagdo surgiu ha cerca de 460
milhGes de anos, quando apareceram também os vegetais terrestres, e varios autores a consideram
como fundamental para a conquista dos diversos ambientes pelas plantas (Simon et al. 1993,
Redecker et al. 2000; Brundrett 2002; Humphreys et al. 2010).

Existem sete tipos de micorrizas, mas a micorriza arbuscular € considerada a mais
importante, pois esta presente na maioria dos ecossistemas naturais (Turrini e Giovannetti 2012;
Zangaro et al. 2012a) e agrossistemas (Gianinazzi et al. 2010; Verbruggen e Kiers 2010; Gosling
et al. 2016). Os fungos que participam desta simbiose sdo chamados de fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) e compreendem um filo proprio, Glomeromycota (Schupler et al. 2001). No
Reino Vegetal, sobretudo dentre as Angiospermas, a ndo associacdo com FMA é considerada
excecao, pois esta restrita a espécies de poucas familias, como Chenopodiaceae, Brassicaceae,
Caryophyllaceae, Amaranthaceae, Juncaceae, Cyperaceae, Poligonaceae, Comelinaceae e
Proteaceae (Smith e Read 2008; Brundrett 2009).

O filo Glomeromycota possui 11 familias, 27 géneros e cerca de 272 espécies descritas
(Schipler et al. 2017). Durante muito tempo, a identificacdo, descricao e classificacdo dos FMA
foi baseada somente na morfologia dos esporos e do micélio (Sturmer 2012). Porém, devido a
limitacdo que os caracteres morfoldgicos apresentam para a determinacdo precisa dos taxa,
caracteres moleculares (como genes de B-tubulinas e sequéncias de rDNA e rRNA) foram
incorporados as analises taxondmicas e filogenéticas para torna-las mais robustas (Stirmer 2012;
Opik et al. 2013, 2014). Desde a década de 1990, quando analises moleculares passaram a ser
utilizadas para a identificacdo de espécies FMA, foram descritas mais espécies novas (cerca de

143) (Goto et al. 2014) do que nos primeiros 100 anos de estudos sobre micorrizas arbusculares
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(cerca de 127) (Schenck e Perez 1988). Alguns autores estimam que o nimero total de espécies de
FMA na natureza pode variar entre 300 e 1600 (Kivlin et al. 2011; Opik et al. 2013). O baixo
numero de espécies destes fungos, quando comparado ao elevado nimero de espécies vegetais
com as quais se associam, sugere que FMA tém baixa especificidade pelas plantas hospedeiras, ou
seja, que uma mesma espécie de FMA pode colonizar diversas espécies de plantas (Klironomos
2003; Gosling et al. 2016).

Quando associados as raizes, FMA apresentam hifas internas, que crescem no apoplasto
das células corticais, e hifas externas, que se estendem pelo solo (Smith et al. 2011). O micélio dos
FMA € cenocitico e apresenta dois morfotipos basicos: Arum e Paris (Dickson et al. 2004). No
morfotipo Arum, as hifas internas crescem intercelularmente de maneira linear e longitudinal e séo
formados arbusculos (terminacdes de hifas internas ramificadas dicotomicamente que se
desenvolvem entre a parede celular e a membrana plasmatica das células corticais). No morfotipo
Paris, as hifas sdo mais grossas e, ao invés de se ramificarem, enovelam-se entre a parede celular
e a membrana plasmaética das células corticais, formando as hifas arbusculares, também chamadas
de coils (Dickson 2004). Ambos os morfotipos sdo funcionalmente similares (van Aarle et al.
2005) e podem ser observados em um mesmo sistema de raizes (Kubota et al. 2005; Rodriguez-
Rodriguez et al. 2013). A sinalizacdo bioquimica entre a planta e o fungo é o principal
determinante da formacéo do morfotipo (Cavagnaro et al. 2001; Ahulu et al. 2005; Parniske 2008;
Dickson et al. 2007), que também pode ser condicionada pela temperatura e umidade do solo
(Cavagnaro et al. 2001), pela plasticidade morfoldgica da espécie de FMA e pela disponibilidade
de grandes meatos continuos no cortex das raizes, que formam vias por onde as hifas podem
crescer (Dickson 2004; Dickson et al. 2007). Entretanto, lacunas de aerénquima podem prejudicar
0 desenvolvimento de FMA por falta de cortex (Dreyer et al. 2010).

Os FMA desempenham varias fungdes nos ecossistemas, melhorando a qualidade fisica,

quimica e biologica do solo (van der Heijden et al. 2006; Leifheit et al. 2014; Cavagnaro et al.
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2015; Bergman et al. 2016) e, principalmente, proporcionando diversos beneficios aos vegetais,
como aumento da resisténcia a patogenos (Wehner 2010; Veresoglou e Rillig 2011) e reducéo do
estresse hidrico (Augé 2001; Ruiz-Lozano et al. 2016). No entanto, o beneficio obtido pelas
plantas, via FMA, que recebe maior destaque é o aumento da exploragéo do solo e da absorc¢éo de
nutrientes, sobretudo quando ha baixa disponibilidade no solo (Marschner e Dell 1994; Smith et
al. 2010; Smith e Smith 2011; Cavagnaro et al. 2015).

A simbiose com FMA aumenta a area de exploracdo do solo pela planta porque as hifas
externas destes fungos sdo mais compridas e mais finas (possuem diametro entre 2 um e 10 um)
do gue os pelos absorventes, 0 que as torna passiveis de explorar pequenos poros e regides do solo
onde o sistema de raizes ndo alcanca, além de absorver maior quantidade de nutrientes por unidade
de superficie (Smith et al. 2011). Os FMA absorvem agua e nutrientes do solo pelas hifas externas,
transferem-nos para as hifas internas e, nas regifes arbusculares, trocam estes recursos por
fotoassimilados (Lynch e Ho 2005; Kiers et al. 2011). Estes fungos sdo simbiontes obrigatorios e
tém os fotoassimilados obtidos da planta hospedeira como fonte Gnica de carbono, sendo incapazes
de completar seu ciclo de vida quando nédo estdo colonizando raizes (Smith e Read 2008; Kiers et
al. 2011). Para a formacdo e manutencao da simbiose nas raizes, estima-se que a planta hospedeira
possa transferir de 4% a 20% do C fixado pela fotossintese para os FMA (Lynch e Ho 2005).

Estudos tém mostrado que plantas associadas a FMA absorvem mais eficientemente N, K,
Ca, Mg, Zn, Cu, Mn g, principalmente, P (Marschner e Dell 1994; Clark e Zeto 2000; Zangaro et
al. 2000; Nogueira et al. 2007; Ryan et al. 2012; Lehmann et al. 2014; Rondina et al. 2014; Hodge
e Storer 2015; Lehmann e Rillig 2015). O P é requerido em quantidade relativamente grande pelos
vegetais e, especialmente em solos tropicais intemperizados, apenas uma pequena fracdo desse
nutriente estd disponivel para absorcdo pelas raizes (Vitousek 1984). A atividade dos
transportadores de P presentes na membrana plasmatica das células epidérmicas das raizes finas

geralmente induz a formacéo de zona de deplecéo de P, pois o processo de absorcéo se da mais
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rapidamente do que o movimento do nutriente no solo, que ocorre principalmente por difuséo
(Richardson 2009). O micélio externo dos fungos pode absorver P além da zona de deplecédo
formada e transporta-lo, na forma de polifosfatos, até o interior das raizes em velocidade maior do
gue o movimento do nutriente no solo até a epiderme da raiz (Javot et al. 2007; Smith et al. 2011,
Johri et al. 2015). A formacéo de polifosfatos organicos e seu acumulo nos vacuolos das hifas
diminuem a concentracao de fosfato inorganico no micélio externo e favorece a absorcéo de P
pelos FMA (Karandashov e Bucher 2005; Javot et al. 2007). Os polifosfatos também possibilitam
acumulo de P no interior das hifas dos FMA em condicdes de alta disponibilidade deste nutriente
no solo, com remobilizacdo e transferéncia a planta hospedeira quando necessario (Smith et al.
2001; Tatsuhiro et al. 2001). Os FMA podem produzir fosfatases que catalisam a liberacéo de P
de complexos organicos do solo, aumentando a disponibilidade deste nutriente para absorcao
(Joner e Johansen 2000; Sato et al. 2015). Diversos estudos tém observado maior concentracédo de
P na parte aérea de plantas micorrizadas (Stanley et al. 1993; Zangaro et al. 2000; Perner et al.
2007; Rondina et al. 2014), sendo que Marchner e Dell (1994) relataram que os FMA podem ser
responsaveis pela absorcdo de até 80% do P adquirido pelos vegetais.

Quando estdo associadas aos FMA, as plantas exibem a rota direta de absorc¢édo de P, por
meio da epiderme da raiz, e a rota de absor¢do de P via FMA (Smith et al. 2004). Ambas as rotas
interagem de maneira complexa e ndo atuam sinergisticamente pois, em associacdo com FMA, as
plantas tendem a diminuir a expressdo de genes que codificam transportadores de P de alta
afinidade na epiderme da raiz (Li et al. 2008; Christophersen et al. 2009; Smith et al. 2011). Desse
modo, ha uma inibic&o parcial da rota de absorcéao direta, e a rota via FMA de absorcédo de P torna-
se o principal caminho por onde as plantas obtém este nutriente do solo (Smith et al. 2009, 2011).
H& casos em que a rota direta de absorcdo de P é totalmente bloqueada, como observado no
tomateiro (Lycopersicon esculentum) em associa¢do com o FMA Rhizophagus intraradices (sin.

Glomus intraradices) (Smith et al. 2004). No entanto, em um estudo com a planta Medicago
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truncatula, Watts-Williams et al. (2015) verificaram que, em um mesmo individuo, raizes
colonizadas pelo FMA Rhizophagus irregularis apresentaram diminuicdo da expressdo de genes
de transportadores de P, e raizes ndo colonizadas ndo apresentaram tal diminuicdo, demonstrando
que a colonizacao micorrizica de alguns seguimentos de raizes ndo inibe a rota direta de absorcéo
de P em todo o sistema de raizes dessa espécie de planta.

O N é um nutriente fundamental para o metabolismo e crescimento vegetal, e cuja
absorcéo pelas plantas também pode melhorar pela associacdo com FMA (Whiteside et al. 2012;
Hodge e Storer 2015). Em um estudo com tomateiro (Lycopersicon esculentum), Mader et al.
(2000) constataram que 0 FMA Funneliformis mosseae (sin. Glomus mosseae) aumentou em 42%
0 teor de N na parte aérea das plantas quando estas foram cultivadas em solo com baixa
disponibilidade desse nutriente. Rondina et al. (2014) verificaram que a colonizacdo por varias
espécies de FMA aumentou significativamente a concentracdo de N na parte aérea de individuos
de 16 espécies herbaceas e arbustivas heliofilas tropicais cultivadas em solo com 19 mg N kg™.
Por muito tempo considerou-se que os FMA influenciavam, principalmente, a absor¢do do aménio
pelas plantas, uma vez que a maior area de exploracdo do solo conferida pelos FMA ao sistema de
raizes compensaria a baixa mobilidade do aménio, em relacdo ao nitrato, na solucdo do solo (Ames
et al. 1984; George et al. 1992). Porém, estudos tém demonstrado que FMA absorvem do solo
tanto aménio quanto nitrato, além de N em formas organicas (Johansen et al. 1993; Govindarajulu
et al. 2005; Whiteside et al. 2012; Hodge e Storer 2015). Em um experimento com pepineiro
(Cucumis sativus), Johansen et al. (1993) separaram o compartimento de solo onde cresciam as
raizes das plantas daquele em que as hifas do FMA R. intraradices (sin. G. intraradices)
exploravam. Os autores notaram, ao adicionar nitrato e aménio no compartimento contendo apenas
as hifas, que ambas as formas de N eram absorvidas pelo FMA e em igual proporc¢do. O amonio e
0 nitrato também podem ser assimilados nas proprias hifas dos FMA. Amonio é assimilado via

ciclo glutamina sintetase/glutamina-oxoglutarato aminotransferase (GS/GOGAT), enquanto que o
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nitrato é convertido a amonio pela agdo sequencial das enzimas nitrato redutase e nitrito redutase
antes de entrar no ciclo GS/GOGAT (Govindarajulu et al. 2005). A assimilacdo do aménio é
menos custosa energeticamente para o fungo, de modo que pode ser favorecida em relacdo a
assimilacdo do nitrato (Hawkins et al. 2001). Em estudo realizado com a graminea Sorghum
bicolor inoculada com uma mistura de FMA composta por R. intraradices (sin. G. intraradices),
F. mosseae (sin. G. mosseae), Claroideoglomus etunicatum (sin. Glomus etunicatum) e
Rhizophagus aggregatus (sin. Glomus aggregatum), foi verificado que estes fungos absorveram
aminoéacidos do solo (fenilalanina, lisina, asparagina, arginina, histidina, metionina, cisteina e
triptofano) e transferiram o N destes aminoacidos para a planta hospedeira (Whiteside et al. 2012).
A forma em que o N é transferido do fungo para a planta nas estruturas arbusculares ainda esta
pouco esclarecida, mas ha indicios de que as formas idnicas sejam preferidas e que o N assimilado
nas hifas ou absorvido na forma de aminoéacidos € transferido para a planta apds sua remobilizacéo
(Govindarajulu et al. 2005; Whiteside et al. 2012; Hodge e Storer 2015).

Em plantas que se associam simbioticamente com FMA e com bactérias diazotroficas,
como as leguminosas, ambas as simbioses podem atuar sinergisticamente no aumento do
crescimento (Oliveira Junior et al. 2017) e da eficiéncia de uso dos nutrientes pela planta (Kaschuk
et al. 2009). Ao incrementar a absorcao de P, FMA favorecem o metabolismo energético da planta,
podendo aumentar a nodulacdo das raizes em até 58% e as taxas de fixacdo bioldgica de N2 pela
bactéria no nédulo, que sdo processos metabolicos de elevada demanda energética (Johansson et
al. 2004; Afkhami e Stinchcombe 2016). Em contrapartida, o aumento do fornecimento de N para
a planta, mediado pelas bactérias, pode aumentar o vigor e a taxa fotossintética do vegetal e
favorecer os FMA pela maior oferta de fotoassimilados (Jia et al. 2004; Mortimer et al. 2013).

Os micronutrientes, como Fe, Zn, Mn e Cu, sdo elementos essenciais aos vegetais em
quantidades relativamente baixas, pois em altas concentra¢des no tecido da planta podem provocar

toxidez (Tripathi et al. 2015). Quando ha baixa disponibilidade no solo, FMA podem contribuir
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para aumentar a absorcdo destes nutrientes pelas plantas, especialmente daqueles de baixa
mobilidade, como Zn e Cu (Lehmann et al. 2014; Lehmann e Rillig 2015). Porém, quando
apresentam alta disponibilidade no solo, o conteldo desses nutrientes na parte aérea de plantas
micorrizadas tem se apresentado menor do que em plantas ndo micorrizadas, aliviando efeitos de
toxicidade. Esta reducdo tem sido atribuida ao efeito de diluicdo no tecido da planta, devido ao
aumento no crescimento proporcionado pelos FMA (Nogueira e Cardoso 2003; Lehmann e Rillig
2015), a adsorcdo pelas hifas ndo seguida de transferéncia para a parte aérea da planta (Christie et
al. 2004) e a estimulacdo de microrganismos que promovem mudanc¢as na biodisponibilidade
destes elementos no solo (Nogueira et al. 2007).

Normalmente, os beneficios obtidos pelos vegetais via FMA sdo maiores do que o custo
de C para a planta manter a simbiose, de modo que a micorriza arbuscular € uma associa¢édo
classicamente definida como mutualistica (Koide e Elliott 1989; Smith e Read 2008). Contudo,
em alguns casos, a simbiose pode ndo ser benéfica ou até promover prejuizos para os dois
simbiontes (Johnson et al. 1997; Busby et al. 2011). A resposta das plantas aos FMA, em termos
de producdo de biomassa, pode variar de muito positiva até negativa (Johnson et al. 1997,
Klironomos 2003; Johnson 2010; Rondina et al. 2014; Zangaro et al. 2015). Além disso,
determinadas plantas podem prejudicar as populacdes de FMA do solo, reduzindo sua abundéncia
(Busby et al. 2011). Portanto, a micorriza arbuscular deve ser entendida como uma simbiose que
possui diversidade funcional e, no que diz respeito a planta, pode variar do mutualismo ao
parasitismo (Johnson et al. 1997). Diversas condi¢fes, em conjunto ou isoladamente, podem
diminuir os beneficios da micorriza arbuscular ou, até mesmo, torna-la uma simbiose parasitica
para a planta. Dentre elas, merecem destaque a baixa disponibilidade de luz e a alta fertilidade do
solo (notadamente o teor de P), especialmente quando associada a elevadas taxas de colonizacao

micorrizica.
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Quando a disponibilidade de luz é baixa, a capacidade fotossintética e a producdo de
fotoassimilados pela planta diminuem. Assim, o C torna-se o principal recurso limitante para o
crescimento da planta, mais do que os nutrientes do solo. Em tal situacédo, os custos da planta para
a manutencdo de FMA nas raizes podem exceder os beneficios obtidos pelo aumento na absorcéo
de nutrientes, e o crescimento da planta hospedeira é prejudicado (Johnson et al. 1997; Johnson
2010). Além disso, como resposta a baixa luminosidade, as plantas alocam mais C para as folhas
em detrimento das raizes, podendo, dessa maneira, reduzir a taxa de colonizagdo micorrizica
(Gamage et al. 2004).

Plantas colonizadas por FMA e cultivadas em solos com alta disponibilidade de nutrientes,
principalmente de P, também podem ter seu crescimento prejudicado e apresentar menor biomassa
do que plantas ndo colonizadas (Peng et al. 1993; Sena et al. 2004; Nogueira e Cardoso 2006;
Veiga et al. 2011; Rondina et al. 2014; Zangaro et al. 2015). Acredita-se que este prejuizo no
crescimento aconteca devido ao custo de C imposto a planta pelos FMA em uma condicdo em que
ela ndo necessitaria dos fungos simbiontes para obter nutrientes em quantidades adequadas para
seu crescimento (Johnson et al. 1997). Associada a isso, quando ha altas taxas de colonizacéo
micorrizica, a demanda por fotoassimilados pelos fungos pode ser ainda maior e a alocacéo de C
para a manutencao da grande quantidade de estruturas fungicas nas raizes pode resultar em menor
acumulo de biomassa pela planta (Graham e Abbott 2000; Ryan et al. 2005; Rondina et al. 2014;
Zangaro et al. 2015). Plantas cultivadas em solos com alta fertilidade podem alocar menos
fotoassimilados para as raizes e, dessa forma, deixar menos recursos disponiveis para os FMA, o
que resulta em diminuicgéo da taxa de colonizagdo micorrizica (Johnson et al. 1997).

A associacao entre plantas e FMA predomina e é mais favorecida funcionalmente em
ambientes quentes, ou que apresentam periodos sazonais quentes. Em uma reviséo de literatura,
Soudzilovskaia et al. (2015) verificaram que o clima, juntamente com as propriedades do solo,

poderia explicar cerca de 50% da variancia da taxa de colonizagdo por FMA nas raizes das plantas
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ao redor do mundo. Este estudo compilou dados climaticos, do solo e de colonizacao de raizes por
FMA de 4887 espécies de plantas em 233 locais. Os autores encontraram que a taxa de colonizagédo
micorrizica foi influenciada pela temperatura média do més mais quente (19.5 °C foi a temperatura
ideal para o crescimento e proliferacdo dos FMA no interior das raizes), pela variacdo sazonal da
temperatura (a coloniza¢do micorrizica foi maior em ambientes que apresentaram menos meses
com temperaturas baixas) e pela razdo C/N do solo (11.8 seria uma razdo étima para o
desenvolvimento da colonizacdo micorrizica), enquanto que a umidade do solo teve menor
influéncia (Soudzilovskaia et al. 2015).

Todos os organismos exibem uma faixa de temperatura minima, étima e maxima para o
desenvolvimento. A temperatura 6tima e maxima para o crescimento e metabolismo dos FMA séo
relativamente altas, embora a micorriza arbuscular também ocorra em ambientes com periodos
sazonais frios (van der Heijden et al. 1998; Olsson et al. 2004; van der Heijden et al. 2006). Tibbett
e Cairney (2007) demonstraram que os FMA sobrevivem nas raizes a temperaturas em torno de 0
°C, mas nessa condicdo eles encontram-se dormentes. Pequena proliferacdo de FMA no cortex de
raizes foi observada em solo a 10 °C, mas temperaturas acima de 15 °C foram necessarias para que
0 micélio externo crescesse e explorasse o solo, e para que houvesse transferéncia de P do fungo
para a planta (Gavito et al. 2003). Por outro lado, FMA séo relativamente tolerantes ao calor. Bunn
et al. (2009) verificaram que o micélio externo dos FMA esteve ativo em temperaturas do solo
acima de 35 °C em um solo termal. A temperatura da Terra durante o surgimento e evolugédo dos
Glomeromycota era maior do que nos dias atuais, de modo que estes fungos mantiveram a
preferéncia por temperaturas mais altas (Johnson et al. 2017).

Na maioria das vezes, 0s beneficios nutricionais obtidos via FMA sdo mensurados pelo
desenvolvimento de estruturas vegetativas da planta. Contudo, ao melhorar o estado nutricional
da planta hospedeira, especialmente de P e N, os fungos tambeém podem afetar positivamente a

reproducédo do vegetal (Koide e Dickie 2002; Koide 2010). Plantas associadas a FMA produzem
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sementes em maior numero e de melhor qualidade, além de maior quantidade de flores e graos-
de-polen do que plantas ndo micorrizadas (Stanley et al. 1993; Phillip et al. 2001; Poulton et al.
2002; Gange e Smith 2005; Varga 2010; Rondina et al. 2014). O efeito dos FMA sobre a
reproducdo vegetal tem importante impacto na dinamica de comunidades e de populagdes de
plantas, pois afeta a capacidade competitiva das espécies no ambiente, especialmente aquelas de
ciclo de vida curto (Koide e Dickie 2002; Rondina et al. 2014), e as estruturas genéticas das
populacgdes ao influenciar a contribuicdo de cada individuo para a préxima geracdo (Koide 2010).

Algumas espécies de FMA podem ser mais efetivas do que outras, diferindo na taxa de
colonizacdo das raizes, na absorcdo de nutrientes e nas respostas que induzem nas plantas (van der
Heijden et al. 1998; Klironomos 2003; Zangaro et al. 2012b). As diferentes relacbes entre FMA e
plantas podem determinar a coexisténcia (van der Heijden et al. 1998; Wagg et al. 2011) e a
dominéncia (Urcelay e Diaz 2003; Aguilar-Trigueros e Rillig 2016) das espécies de plantas no
ambiente, além de influenciar o processo de sucessao ecoldgica (Gange et al. 1993; Zangaro et al.
2000; Ledn et al. 2016).

Espécies arboreas de diferentes estadios da sucessdo tropical apresentam diferentes niveis
de dependéncia e resposta aos FMA. Janos (1980), em um estudo realizado com 28 espécies
arboreas nativas da floresta tropical da Costa Rica, prop6s que a taxa de colonizacao das raizes e
a resposta das plantas aos FMA, em termos de producdo de biomassa, aumentam com o avanco da
sucessdo. Ou seja, plantas de estadios iniciais da sucessdo apresentaram raizes menos colonizadas
pelos FMA e foram menos dependentes € menos responsivas a estes fungos do que plantas de
estadios tardios. Além disso, segundo Janos (1980, 1983), a reserva nutricional das grandes
sementes das espécies tardias da sucessdo seria suficiente para garantir a sobrevivéncia e prover o
crescimento das plantulas no campo até que estas tivessem suas raizes colonizadas pelos FMA,

enquanto que as especies iniciais, apesar de possuirem sementes pequenas, seriam capazes de se
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estabelecer sem a ajuda dos fungos, pois o sistema de raizes longo e altamente ramificado que
apresentam as tornaria eficientes na absorcao de nutrientes do solo no inicio do seu crescimento.
Contrariamente, em um estudo que avaliou a influéncia de FMA em 43 espécies arboreas
nativas da Floresta Atlantica e pertencentes a diferentes estadios da sucessdo, Zangaro et al. (2000)
observaram que as espécies dos estadios iniciais, diferentemente das espécies dos estadios tardios,
apresentaram elevada colonizagdo micorrizica nas raizes, alta responsividade (maior producéo de
biomassa) e aumento da concentracdo de P, Ca e K na parte aérea quando colonizadas por FMA.
Outros trabalhos desenvolvidos com arboreas nativas de florestas brasileiras também encontraram
resultados semelhantes (Siqueira et al. 1998; Pouyl-Rojas e Siqueira 2000; Siqueira e Saggin-
Junior 2001; Zangaro et al. 2003, 2005; Pasqualini et al 2007; Zangaro et al. 2007). No inicio do
desenvolvimento, altas taxas de absorcdo de nutrientes sdo necessarias para manter o elevado
metabolismo e o rapido crescimento das espécies iniciais da sucessdo (Zangaro et al. 2003). No
entanto, além de tais espécies possuirem sementes pequenas, com pouca reserva nutricional
(Zangaro et al. 2003), os solos de areas em inicio de sucessdo frequentemente exibem baixa
disponibilidade de nutrientes (Zangaro et al. 2008, 2012a, 2012b, 2014). A rapida e intensa
colonizacdo por FMA das raizes das plantulas de espécies iniciais da sucessdo possibilita o
fornecimento de nutrientes em quantidades suficientes para manter o crescimento inicial e garantir
a sobrevivéncia da plantula apés a utilizacdo da reserva da semente (Zangaro et al. 2000, 2003).
Portanto, ainda que possuam um sistema de raizes com elevado potencial de exploracdo, absorcao
e alta plasticidade (Zangaro et al. 2005, 2007, 2012a, 2014), estas plantas sdo altamente
dependentes dos FMA para seu crescimento e estabelecimento inicial (Zangaro et al. 2000, 2003).
Ja as espécies tardias, que normalmente se desenvolvem em solos mais ferteis e apresentam baixa
demanda nutricional e taxa metabdlica, possuem sementes com maior reserva nutricional e
cotilédones mais duradouros, o que as torna menos dependentes dos FMA para a aquisi¢do de

nutrientes no inicio do seu desenvolvimento (Zangaro et al. 2000, 2003).
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Relacdo positiva entre a taxa de colonizacéo das raizes por FMA e a responsividade das
plantas aos fungos, em termos de producdo de biomassa, foi encontrada em varios estudos
envolvendo espécies arboreas (Zangaro et al. 2000, 2003, 2007). Segundo Zangaro et al. (2007),
a responsividade das espécies arboreas pioneiras aos FMA foi de, aproximadamente, 95%, quando
cultivadas em solo com baixo teor de P (2.1 mg P kgl), e 80%, quando cultivadas em solo com
maior teor deste elemento (8.6 mg P kg™). A responsividade das espécies arboreas tardias aos
FMA ndo variou nestes diferentes niveis de fertilidade do solo, e foi de, aproximadamente, 17%.
Os FMA colonizam, em média, 80% do cortex das raizes finas das espécies arbdreas iniciais e
20% do cortex das raizes finas das espécies arboreas tardias da sucessdo, independentemente do
teor de P no solo (Zangaro et al. 2007). A taxa de coloniza¢do micorrizica nas raizes de espécies
arboreas de estadios sucessionais distintos tem sido relacionada com suas caracteristicas
morfologicas e fisioldgicas, bem como com o ambiente ao qual essas plantas estdo adaptadas
(Zangaro et al. 2003, 2013, 2014). Espécies de inicio de sucessdo, quando comparadas com
espécies tardias, apresentam raizes finas com baixa densidade de tecido, pequeno diametro, alta
incidéncia e elevado comprimento de pelos absorventes, elevado comprimento especifico
(Zangaro et al. 2008, 2012a, 2014) e alta taxa de propagacdo (Comas et al. 2002; Comas e
Eissenstat 2004). Estas caracteristicas permitem a planta melhor exploracdo do solo, aumentam a
capacidade de absorcdo de agua e nutrientes e amplia as chances de encontro de propagulos de
FMA com as raizes (Comas et al. 2012; Zangaro et al. 2008, 2013, 2014). As raizes de espécies
tardias, além das caracteristicas menos propicias a interceptacdo de propagulos de FMA no solo
(como baixo comprimento total e especifico e baixa incidéncia e comprimento de pelos
absorventes), apresentam elevado diametro e tecidos com elevada densidade, que funcionam como
barreiras fisicas a penetracéo e a proliferacdo das hifas dos FMA no cortex (Zangaro et al. 2013,

2014).
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Em estudo realizado em casa de vegetacdo com 27 espécies herbaceas e arbustivas de inicio
de sucessao tropical crescidas com ou sem FMA e em solo de baixa (0.89 mg P dm) ou alta (36
mg P dm™®) fertilidade, Rondina et al. (2014) verificaram que os individuos micorrizados
apresentaram altas taxas de colonizacdo em ambos os niveis de fertilidade do solo (= 80%),
corroborando resultados obtidos em estudos de campo (Zangaro et al. 2008, 2012a, 2012b, 2013,
2014). No solo de baixa fertilidade, os FMA foram fundamentais para a sobrevivéncia das plantas,
e individuos colonizados apresentaram, aproximadamente, 88% mais biomassa da parte aérea do
que os individuos nédo colonizados. No solo de alta fertilidade, individuos colonizados por FMA
apresentaram, em média, 13% mais biomassa da parte aérea do que individuos ndo micorrizados.
Em diversas espécies, os individuos associados aos fungos apresentaram menor crescimento do
que os ndo associados, o que foi atribuido ao custo de C para a planta manter elevada colonizacéao
por FMA nas raizes em solo com alta disponibilidade de nutrientes. Resultados semelhantes foram
obtidos em trigo (Triticum aestivum) (Graham e Abbott 2000; Ryan et al. 2005), em Abutilon
theophrasti (Stanley et al. 1993), em Heliocarpus popayanesis (jangadeiro) (Zangaro et al. 2015)
e em espécies herbaceas tipicas de ecossistemas temperados (Veiga et al. 2011). Entretanto, as
concentracdes de P, N e K na parte aérea das plantas micorrizadas foram maiores do que na parte
aérea das plantas ndo micorrizadas. Quando associadas aos FMA, a maioria das espécies que
floresceu produziu flores mais cedo e em maior quantidade, o que foi atribuido ao melhor estado
nutricional das plantas. Desse modo, a manutencéo de elevadas taxas de colonizagdo por FMA em
solo de alta fertilidade, apesar de ndo resultar em maior acimulo de biomassa, é vantajosa para
este grupo funcional de plantas pois, ao garantir maior concentracdo de nutrientes na parte aérea,
confere antecipacédo do florescimento e maior producéo de flores, o que aumenta a fecundidade do
individuo (Rondina et al. 2014).

Espécies das fases iniciais da sucessdo apresentam maior taxa metabolica (Comas et al.

2002), requerimento nutricional (Lusk et al. 2008), taxa de crescimento (Zangaro et al. 2003),
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demanda por luz e taxa fotossintética (Santiago e Wright 2007; Goldstein et al. 2016) do que
espeécies que ocorrem nos estadios tardios. Somada a isso, a adaptacdo a ambientes onde luz nédo é
recurso limitante para a fotossintese (Santiago e Wright 2007; Goldstein et al. 2016) possibilita
que plantas das fases iniciais da sucessdo invistam grandes quantidades de fotoassimilados para a
manutencdo da simbiose com FMA (Zangaro et al. 2012b). Nas fases tardias da sucessao, a
dindmica da matéria organica e o contetdo de nutrientes aumentam no solo (Santiago 2010;
Nogueira et al. 2016). Assim, em espécies arboreas tardias, que apresentam baixas demandas
nutricionais (Lusk et al. 2008), taxas fotossintéticas (Santiago e Wright 2007; Goldstein et al.
2016) e taxas de crescimento (Zangaro et al. 2003), a baixa taxa de colonizacdo micorrizica pode
ser uma adaptacdo importante para a conservacdo de energia e para a sobrevivéncia destas plantas
em ambientes sombreados (Zangaro et al. 2012a).

A taxa de colonizacédo das raizes por FMA e o0 numero de esporos destes fungos no solo
sdo correlacionados positivamente (Gange et al. 1993; Zangaro et al. 2008, 2013). Estes dois
parametros podem ser indicativos da biomassa de FMA no solo, do potencial de indculo de FMA
no campo e da capacidade das plantas em sustentar a simbiose com estes fungos (Zangaro et al.
2012b). Em estudos realizados em areas com vegetacao herbacea, arbustiva, floresta secundaria e
floresta madura da Floresta Estacional Semidecidual (Zangaro et al. 2008, 2012a, 2012b, 2013),
do Pantanal e da Floresta de Araucéria (Zangaro et al. 2012a), foi encontrada uma progressiva
diminuicdo do nimero de esporos de FMA no solo e das taxas de colonizacdo micorrizica nas
raizes com o avanco da sucessao, indicando que as plantas das fases iniciais da sucessao investem
mais na simbiose e sdo melhores multiplicadoras de FMA no solo do que as plantas das fases
tardias.

A taxa de colonizacgdo micorrizica nas raizes e o numero de esporos de FMA no solo podem
ser influenciados pela sazonalidade. Zangaro et al. (2013) verificaram que varia¢fes climaticas

sazonais modificaram as taxas de colonizagdo micorrizica nas raizes coletadas em comunidades
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iniciais da sucessao e em uma floresta secundaria, mas ndo modificaram a colonizagdo micorrizica
em raizes obtidas em um fragmento maduro de Floresta Estacional Semidecidual. Neste
fragmento, a taxa de coloniza¢do micorrizica nas raizes ndo variou em decorréncia de alteracbes
sazonais na temperatura, pluviosidade e irradiancia. No entanto, em raizes coletadas nas
comunidades iniciais da sucessdo e na floresta secundaria, a taxa de colonizacdo micorrizica foi
maior no periodo sazonal de maior temperatura, umidade e irradiancia. O nimero de esporos de
FMA no solo foi maior no periodo de maior temperatura, umidade e irradiancia em todos os
estadios da sucessao estudados (Zangaro et al. 2013). Aidar et al. (2004) também verificaram, em
areas em diferentes estadios da sucessdo de uma Floresta Ombrofila Densa, maior numero de
esporos de FMA no solo e maior diversidade de FMA durante o periodo mais quente e Umido.
Neste periodo, as plantas apresentam atividade metabdlica, taxa fotossintética e crescimento
favorecidos pela maior umidade, temperatura e irradiancia, de modo que maior quantidade de C
pode ser alocada para a manutencdo dos FMA nas raizes e producdo de esporos (Hawkes et al.
2008; Busby et al. 2012; Johnson 2010; Johnson et al. 2017).

Além dos FMA, as raizes interagem com outros grupos funcionais de microrganismos. A
maioria destas interac@es ocorre na rizosfera e é fundamental para o desenvolvimento adequado
do vegetal, pois envolve ciclagem e disponibilizacdo de nutrientes para a absorcdo pelas raizes
(Dakora e Phillips 2002; de Graaff et al. 2010; Zhu et al. 2014), producdo de hormdnios vegetais
(Vacheron et al. 2013) e a supressdo de agentes fitopatogénicos (Whipps 2001). Os
microrganismos da rizosfera utilizam o C proveniente da rizodeposicdo para aumentar sua
biomassa e atividade, mas, diferentemente dos FMA, ndo dependem exclusivamente deste C para
completar seu ciclo de vida (Jones et al. 2009). As interacdes entre raizes e microrganismos na
rizosfera tém importancia significativa na dinamica de nutrientes e no equilibrio de ecossistemas

naturais e agrossistemas (Kuzyakov e Blagodatskaya 2015).
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Biomassa, atividade e diversidade microbiana na rizosfera

O termo “rizosfera” deriva das palavras gregas “rhiza” (raiz) e “sphere” (campo de
influéncia). Ele foi utilizado pela primeira vez em 1904 pelo pesquisador aleméo Lorenz Hiltner,
que definiu rizosfera como a zona do solo imediatamente adjacente as raizes de leguminosas e que
sustentava altos niveis de atividade bacteriana (Hartmann et al. 2008). Com o tempo, 0 termo
rizosfera sofreu diversas redefinigcdes, e hoje é considerado a regido do solo ao redor das raizes,
geralmente com 1 a 3 mm de espessura (mas podendo chegar até 7 mm), que sofre alteragdes
quimicas, fisicas e biologicas em decorréncia do crescimento e da atividade das raizes, além de
alguns tecidos internos das raizes (Pinton et al. 2001; Kuzyakov e Blagodatskaya 2015). A
rizosfera é subdividida em trés zonas: endorrizosfera (que compreende o cértex das raizes, até a
endoderme), rizoplano (epiderme das raizes onde particulas do solo e microrganismos ficam
aderidos) e ectorrizosfera (que consiste no solo imediatamente adjacente as raizes) (Lynch 1987).
Porém, a subdivisdo da rizosfera muitas vezes é ignorada, especialmente em estudos de campo,
devido a sobreposicdo funcional entre estas zonas e a dificuldade metodoldgica em separa-las
(Huang et al. 2014; Kuzyakov e Blagodatskaya 2015).

As plantas alocam C das raizes para o solo por meio da rizodeposicdo, processo mediador
das relacBes entre plantas e microrganismos da rizosfera (Jones et al. 2004; Bais et al. 2006).
Dentre os rizodepdsitos estdo exsudatos, mucilagem, lisatos celulares, raizes finas mortas e gases,
como etileno e CO; (Prashar et al. 2014). Os rizodepdsitos podem corresponder de 15% a 60% de
todo o C fixado fotossinteticamente pela planta e, desse modo, conferem acumulo significativo de
C e energia na rizosfera (Lynch e Whipps 1990; Jones et al. 2004, 2009). Tanto a quantidade
quanto a composicdo quimica dos rizodepositos afeta a abundancia, atividade e diversidade de
microrganismos, influenciando os diversos processos de importancia ecologica que ocorrem na

rizosfera (Jones et al. 2009).
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Estima-se que de 5% a 23% da producdo liquida de fotoassimilados possa ser exsudada
pelas raizes na rizosfera (Badri et al. 2009; Badri e Vivanco 2009). Os exsudatos das raizes sdo
fonte de C labil para os microrganismos e estdo basicamente classificados em dois grupos:
compostos organicos de baixo peso molecular e de rapida degradacdo (como aminoacidos, acidos
organicos, carboidratos, vitaminas, purinas e compostos fenolicos) e compostos organicos de alto
peso molecular e de média a rapida degradacdo (como mucilagem, polissacarideos, enzimas e
proteinas) (Dakora e Phillips 2002; Badri e Vivanco 2009; Jones et al. 2009). Os compostos
organicos de alto peso molecular sdo mais significativos para a massa total de exsudatos, mas
apresentam variedade relativamente menor do que os compostos de baixo peso molecular (Bais et
al. 2006). Os exsudatos podem ser liberados pelas raizes para o solo por transporte passivo
(difusatos) ou por transporte ativo (secrec@es). A maioria dos compostos organicos de baixo peso
molecular, que constituem pequenas moléculas polares ou apolares, é liberada passivamente (Bais
et al. 2006; Badri e Vivanco 2009; Jones et al. 2009). Ja os compostos organicos de alto peso
molecular sdo liberados por transporte ativo, por meio de proteinas transportadoras presentes na
membrana plasmatica e que utilizam diretamente ATP, ou que utilizam o gradiente transmembrana
de potencial eletroquimico de proétons produzido com gasto de ATP (Badri et al. 2009; Weston et
al. 2012). A composicdo e a quantidade de exsudatos liberados na rizosfera sdo determinadas pela
espécie de planta (Grayston et al. 1996, 1998), pelo estagio de desenvolvimento do vegetal (Badri
e Vivanco 2009; Jones et al. 2009), pela colonizagdo das raizes por FMA (Marschner e Timonen
2006; Kaiser et al. 2015; Mechri et al. 2015) e por diversos fatores ambientais, como propriedades
fisicas e quimicas do solo, temperatura e umidade (Badri e Vivanco 2009; Jones et al. 2009).

O C labil exsudado pelas raizes na rizosfera favorece a atividade microbiana, que pode ser
até 50 vezes maior do que no solo néo rizosférico (Prashar et al. 2014), regula a decomposicao de
compostos organicos de maior recalcitrancia e controla a abundéncia relativa de fungos e bactérias

(de Graaff et al. 2010; Dotaniya e Meena 2015). Em um experimento, de Graaff et al. (2010)
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verificaram o efeito da adicao de diferentes concentragdes (0, 0.7, 1.4, 3.6, 7.2, 14.4e 21.7mg C
g solo) de uma solucio de C labil que simulava a composicio de exsudatos das raizes (60% de
acucares, 35% de acidos organicos, 2% de aminoacidos) sobre a respiracdo microbiana, a taxa de
decomposicéo de material organico e a abundancia relativa de copias de genes de rRNA de fungos
e bactérias. O material organico presente no solo era de origem vegetal (Panicum virgatum) e foi
marcado com *C. A quantificacdo de genes de rRNA foi realizada via reacio em cadeia da
polimerase quantitativa (QPCR). A adicdo de C labil aumentou a respiracdo no solo, mas apenas a
adicdo de baixas concentragbes de C labil (0.7, 1.4 mg C g*?) estimulou a decomposicdo do
material organico de origem vegetal. A concentracdo intermediaria de C labil (3.6 mg C g*) ndo
afetou a decomposicdo do material organico, enquanto que as maiores concentracdes (> 7.2 mg C
g1) reduziram a decomposi¢do. Ao mesmo tempo, elevadas concentracdes de C labil (>3.6 mg C
g) aumentaram a razdo fungos/bactérias para o nimero de cdpias de genes, enquanto que menores
concentracdes (0.7, 1.4 mg C gt) aumentaram apenas a respiragdo (de Graaff et al. 2010).

A comunidade microbiana é extremamente complexa na rizosfera. As bactérias sdo 0s
microrganismos mais abundantes, e 0s géneros mais frequentes sdo Agrobacterium, Alcaligenes,
Arthrobacter, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Cellulomonas, Flavobacter, Frankia,
Micrococcus, Mycobacterium, Pseudomonas e Rhizobium, com destaque para Pseudomonas
(Barriuso et al. 2008; Prashar et al. 2014). Ha uma predominéncia das gram-negativas, ndo
esporulantes, que possuem forma de bastonete e que pertencem ao grupo Proteobacteria (Prashar
et al. 2014). Bactérias gram-positivas, esporulantes e que exibem forma de bastonetes ou de cocus,
como Bacillus e Clostridium, séo relativamente menos frequentes, embora alguns estudos tenham
encontrado maior nimero de Bacillus do que de bactérias gram-negativas na rizosfera de morango,
batata (Smalla et al. 2001) e trigo (Rawat et al. 2011). Dentre as gram-positivas, o género Bacillus
compreende o maior nimero de espécies encontradas na rizosfera (mais de 95% das bactérias

gram-positivas), seguido por Arthrobacter e Frankia (Barriuso et al. 2008). J& 0os géneros de
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fungos mais comumente encontrados na rizosfera sdo Acremonium, Aspergillus, Cladosporium,
Chaetomium, Cunninghamella, Curvularia, Fusarium, Penicillium, Phoma, Trichoderma e
Paecilomyces, com destaque para Aspergillus, Fusarium e Penicillium (EI-Amin e Saadabi 2007;
Romao-Dumaresq et al. 2016).

A diversidade funcional dos microrganismos da rizosfera é tdo importante quanto a
diversidade taxonémica, visto que ha sobreposicao fisiologica entre os taxa e, muitas vezes,
mudancas na riqueza e diversidade de espécies ndo alteram a funcionalidade da comunidade
microbiana (Kivlin e Hawkes 2016). O C labil disponibilizado pelas raizes na rizosfera
proporciona aumento da quantidade e da atividade de microrganismos quimioheterotréficos de
diversos grupos funcionais, como amiloliticos, celuloliticos, proteoliticos, fixadores de N,
amonificadores e solubilizadores de fosfato, os quais desempenham papéis fundamentais nas
transformacdes da matéria organica, nos ciclos biogeoquimicos dos elementos e, desse modo, no
balanco dos nutrientes disponiveis no solo para a absor¢éo pelos vegetais (Andrade 2004; Dotaniya
e Meena 2015; Kuzyakov e Blagodatskaya 2015).

Microrganismos capazes de hidrolisar celulose, amido e proteinas estdo envolvidos no
ciclo do carbono. O grupo funcional dos celuloliticos é formado por fungos (como Penicillium,
Aspergillus, Trichoderma, Fusarium, Phoma, Trichosporon e Cryptococcus), actinobactérias
(como Streptomyces) e bactérias (como Bacillus, Xanthomonas, Acidobacteria, Cellulomonas,
Serratia e Clostridium), que podem produzir exoenzimas chamadas celulases (Moreira e Siqueira
2006; Stursova et al. 2012; Yang et al. 2014). O termo celulase é um nome genérico para uma
diversidade de complexos enziméticos que agem em dois estagios distintos: primeiro,
desestruturacdo da estrutura cristalina da celulose (endo-1,4-B-glucanase) seguida por
despolimerizacdo (exo-1,4-p-glucanase) e, segundo, hidrolise do dissacarideo resultante

(celobiose) em glicose (B-glucosidase) (Bakshi e Varma 2011).
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O grupo funcional de amiloliticos catalisa a hidrolise do amido, principal polissacarideo de
reserva energética das plantas, por meio de enzimas extracelulares chamadas amilases (Andrade
2004; Ramirez-Elias et al. 2014). Na molécula de amido, os monémeros de glicose estdo ligados
entre si por ligagdes al-4. Este tipo de ligacdo permite uma quebra mais rapida da molécula do
que a ligacdo P1-4 observada entre os mondmeros de glicose que constituem a celulose.
Monomeros de glicose também podem ser encontrados ligados entre si na posi¢cdo al-6 na
amilopectina. As a-amilases catalisam a hidrdlise tanto do amido quanto da amilopectina em
moléculas de glicose. As f-amilases hidrolisam amido a maltose, e a maltose é subsequentemente
hidrolisada pela maltase em glicose (Andrade 2004). As amilases microbianas encontradas no solo
sdo produzidas por actinobactérias, fungos e bactérias (Kathiresan e Manivannan 2006; Narayana
e Vijayalakshmi 2008; Santos et al. 2012; Ramirez-Elias et al. 2014).

Os proteoliticos atuam no ciclo do C e do N. Fungos (como Pythium, Cladosporium,
Aspergillus, Penicillium e Trychophyton), actinobactérias (como Streptomyces e Micrococcus) e
bactérias (como Pseudomonas, Bacillus, Clostridium, Proteus e Flavobacterium) podem produzir
proteases e peptidases extracelulares que atuam sequencialmente na degradacao de polipeptidios
(Vranova et al. 2013). Proteases quebram proteinas em peptideos, os quais sdo hidrolisados por
peptidases em aminoacidos, que sdo absorvidos pelas células. Os aminoacidos podem ser
utilizados tanto como fonte de C quanto como fonte de N para 0os microrganismos. A desaminacéo
do aminoécido, processo também conhecido como amonificacdo, pode ocorrer nos meios intra ou
extracelular, e 0 amonio resultante pode ser utilizado ou excretado pela célula (Nannipieri e Eldor
2009; Landi et al. 2011). O grupo carboxilico é integrado a via glicolitica ou ao ciclo do acido
citrico e passa a contribuir para 0 metabolismo energético do microrganismo (Vranova et al. 2013).

Bactérias, cianobactérias e actinobactérias fixadoras de N. atmosférico sdo responsaveis
por, aproximadamente, 92% de todo o N que entra anualmente na biosfera (Vitousek et al. 2013).

Estes microrganismos reduzem o nitrogénio molecular a aménia por meio do complexo da enzima
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nitrogenase, e sdo encontrados em vida livre no solo, ou associados simbioticamente as raizes,
caules ou folhas de determinadas plantas (Olivares et al. 2013). A fixacdo simbiética de N2 nas
raizes ocorre em estruturas especializadas (nodulos) e é realizada, especialmente, por bactérias dos
géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium e Photorhizobium, e por
actinobactérias do género Frankia (Santi et al. 2013; Sulieman e Tran 2014). Nos nddulos, estes
microrganismos fornecem compostos organicos nitrogenados para as plantas e, em troca, recebem
fotoassimilados (Jia et al. 2004). Estas mesmas bactérias tambeém fixam N2 em vida livre no solo,
uma vez que ndo sdo biotroficas obrigatorias. Outros exemplos de microrganismos fixadores de
N2 encontrados em vida livre no solo sdo Azospirillum, Azotobacter, Beijerinckia, Bacillus,
Burkholderia, Clostridium, Rhodospirillum, Anabaena e Nostoc (Reed et al. 2011; Olivares et al.
2013).

O P contido na matéria organica é mineralizado, por meio da acdo de fosfatases, em
fosfatos inorganicos passiveis de absorcao pelas plantas e por células microbianas. O grupo de
enzimas fosfatase inclui fosfomonoesterases acidas e alcalinas que quebram ligacdes monoester e
liberam fosfatos a partir de &cidos nucleicos, acido fitico, aclcares fosfatos e fosfatos de inositol
(Nannipieri et al. 2011). Estas enzimas sao produzidas por mais de 70% dos microrganismos do
solo, incluindo Bacillus, Proteus, Serratia, Arthrobacter, Streptomyces, Aspergillus, Penicillium,
Rhizopus e Cunninghamella (Plante 2007; Nannipieri et al 2011). Uma vez mineralizado e ndo
absorvido, o P pode formar complexos inorganicos insollveis com Fe, Al e Ca, e precipitar em
formas ndo utilizaveis pelas plantas e células microbianas. O grupo funcional de microrganismos
solubilizadores de P convertem os fosfatos de Fe, Al e Ca em formas sollveis passiveis de
absorcdo (Sharma et al. 2013). A solubilizacdo do P inclui a producéo e liberacdo de acidos
organicos no solo, como citrato, malato, oxalato, gluconato e succinato, que atuam como agentes
quelantes ao formarem complexos com Ca, Fe e Al e, desse modo, liberam fosfatos solGveis

(Illmer e Schiner 1995; Chen et al. 2006; Sharma et al. 2013). Dentre 0s microrganismos
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solubilizadores de fosfato destacam-se Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Arthrobacter, Serratia
(Chen et al. 2006; Wani et al. 2007; Sridevi et al. 2007) e, especialmente, os fungos Penicillium e
Aspergillus (Sharma et al. 2013; Elias et al. 2016). Vale ressaltar que plantas também exsudam
grandes quantidades de acidos organicos que solubilizam P na rizosfera (Jones 1998). O &cido
carbonico, derivado do CO> proveniente da respiragdo microbiana e das raizes, reduz o pH da
rizosfera e pode contribuir para a solubilizacdo dos fosfatos insolveis (Illmer e Schiner 1995;
Chen et al. 2006).

A variedade de enzimas hidroliticas produzidas pelos microrganismos dos diferentes
grupos funcionais é grande, e elas servem como boas indicadoras da atividade microbiana e da
mineralizacdo dos nutrientes no solo. A atividade das enzimas na rizosfera geralmente é maior do
gue no solo ndo rizosférico porque os rizodepdsitos, especialmente os exsudatos, estimulam a
atividade de microrganismos quimioheterotroficos no solo rizosférico (Zhu et al. 2014; Gianfreda
2015). Entretanto, parte das enzimas encontradas na rizosfera tem origem vegetal, e sdo liberadas
como secre¢des ou apos a lise de células das raizes (Spohn e Kuzyakov 2014; Gianfreda 2015).

A exsudacdo de compostos organicos pelas raizes estimulou diferentemente a atividade
microbiana e a producdo de enzimas extracelulares na rizosfera de arvores tipicas de ecossistemas
temperados (Acer saccharum, Fagus grandifolia, Tsuga canadensis e Fraxinus americana)
(Brzostek et al. 2013). A taxa de exsudacdo de C, a atividade da protease, da enzima quitinolitica
n-acetil glicosamidase, da fosfatase acida e de duas enzimas lignoliticas (fenol oxidase e
peroxidase) foram determinadas em solo rizosférico e ndo rizosférico. A taxa de exsudacdo de C
na rizosfera ndo diferiu entre as quatro espécies estudadas, mas a estimulacdo da atividade das
enzimas na rizosfera diferiu entre elas, sendo maior em de F. grandifolia, intermediaria em T.
canadenses e A. saccharum e quase imperceptivel em F. americana (Brzostek et al. 2013).

Em um experimento de simulacdo, Renella et al. (2007) verificaram a importancia de

exsudatos radiciais como mediadores da atividade enzimatica na rizosfera. Os autores utilizaram
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um modelo artificial de raiz, que consistia em um dispositivo cilindrico feito com papel filtro de
celulose, de onde eram liberadas moléculas organicas de baixo peso molecular como glicose,
citrato, oxalato e glutamato (simulando exsudatos radiciais) em um aparato de incubacdo que
reproduzia o ambiente da rizosfera e do solo néo rizosférico. Foram utilizados dois tipos de solo
agricola, argiloso e arenoso, contendo suas comunidades microbianas naturais. As enzimas
estudadas foram fosfatases acida e alcalina, fosfodiesterase, urease e protease. Os resultados
indicaram um estimulo significativo das enzimas apenas na regido considerada como rizosfera (0—
2 mm de espessura), e que este estimulo dependia do tipo de exsudato liberado e do tipo de solo.
A atividade da fosfatase alcalina foi estimulada por glicose, glutamato e citrato tanto no solo
argiloso quanto no arenoso. A atividade fosfatase acida foi estimulada por citrato no solo argiloso
e por glutamato, citrato e oxalato no solo arenoso. A atividade da fosfodiesterase foi estimulada
por glutamato e citrato no solo argiloso, e por citrato no solo arenoso. A urease teve sua atividade
estimulada por glicose e citrato no solo argiloso, mas ndo foi estimulada por nenhum substrato no
solo arenoso. Nenhuma resposta aos substratos foi observada para a atividade da protease (Renella
et al. 2007).

Muitos estudos verificaram relagbes positivas entre enzimas e outros atributos da
comunidade microbiana do solo, como carbono da biomassa microbiana (CBM), nitrogénio da
biomassa microbiana (NBM) e respiracdo basal, os quais também servem como medida do
potencial de decomposicdo de material organico e da mineralizagcdo de nutrientes no solo (Fagotti
et al. 2012; Bini et al. 2013; Liu et al. 2014; Zhu et al. 2014; Kuzyakov e Blagodatskaya 2015).
Por exemplo, em um estudo em casa de vegetacdo utilizando 3C e ®N, Zhu et al. (2014)
verificaram que os exsudatos liberados das raizes de plantas de soja e de girassol, cultivadas em
solo agricola e em solo nativo de pradaria e avaliadas em dois estagios fenologicos, estimularam
positivamente a mineralizacdo do C (entre 45% e 79%) e do N (entre 10% e 52%),

independentemente do tipo de solo e do estagio fenoldgico. A taxa de mineralizacdo destes

43



elementos foi positivamente relacionada com a respiracao na rizosfera. O CBM também foi maior
no solo rizosférico (entre 10% e 28%) e foi positivamente relacionado com a atividade da enzima
extracelular B-glucosidase (Zhu et al. 2014).

A diversidade metabdlica da comunidade microbiana quimioheterotrofica do solo pode ser
analisada com auxilio de microplacas Biolog Ecoplates® (Biolog Inc., Hayward, CA, USA), que
contém 31 fontes organicas de C (carboidratos, acidos carboxilicos, aminoacidos, aminas, fendis
e polimeros). Entretanto, o perfil metabodlico da comunidade microbiana obtido por este método
ndo é completo, pois ndo inclui fungos ou outros microrganismos de crescimento lento (Garland e
Mills 1991). Zak et al. (1994) adaptaram parametros ecoldgicos classicamente utilizados no estudo
de comunidades vegetais (como riqueza, indice de diversidade de Shannon e indice de
equitabilidade) para a analise dos perfis metabdlicos da comunidade microbiana obtidos via
Biolog. Tais parametros tém sido utilizados para analisar a diversidade metabdlica da comunidade
microbiana em diferentes tipos de solo (Girvan et al. 2000), em diferentes manejos do solo (Souza
et al. 2012) e em solo rizosférico e ndo rizosférico de diferentes espécies de plantas (Grayston et
al. 1996; Yang et al. 2013).

Variagdes sazonais de temperatura, pluviosidade, potencial hidrico do solo e intensidade
luminosa influenciam a rizodeposicdo (Jones et al. 2004) e, consequentemente, a abundancia,
atividade (Marschner et al. 2002; Koranda et al. 2013; Liu et al. 2014; Tuckmantel et al. 2017) e
diversidade microbiana na rizosfera (Smalla et al. 2001). Estudos tém demonstrado que a
quantidade e atividade dos microrganismos na rizosfera € maior em periodos sazonais favoraveis
ao crescimento das plantas, com maior temperatura e umidade, quando também nota-se maior
exsudacédo de C labil pelas raizes. Em um estudo realizado com pupunha (Bactris gasipaes) e
cupuacu (Theobroma grandiflorum), espécies nativas da floresta amazonica, Marschner et al.
(2002) verificaram que, no periodo umido (de maior precipitacdo pluvial e umidade do solo),

houve aumento de 71% do CBM e de 80% da respiracdo basal na rizosfera de B. gasipaes, e
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aumento de 73% do CBM e de 82% da respiracdo basal na rizosfera de T. grandiflorum. Na
rizosfera de B. gasipaes, 0 numero de bactérias passou de 5.12 log UFC g* solo, no periodo seco,
para 6.88 log UFC g* solo, no periodo Gmido. Na rizosfera de T. grandiflorum o nimero de
bactérias passou de 5.03 log UFC g solo, no periodo seco, para 6.88 log UFC g%, solo no periodo
umido. O aumento da quantidade e atividade de microrganismos na rizosfera durante o periodo
sazonal umido foi atribuido a maior exsudagdo de compostos organicos de facil degradacéo pelas
raizes destas espécies neste periodo (Marschner et al. 2002). Em um estudo realizado com plantas
hibridas de alamo (Populus deltoides x P. euramericana) no sudeste da China, Liu et al. (2014)
verificaram que o CBM, o NBM, a atividade das enzimas asparaginase e protease e a taxa de
mineralizacdo liquida de N na rizosfera das plantas foram maiores no periodo sazonal de maior
temperatura e precipitacdo pluvial. Em um ecossistema florestal de clima temperado, Tuckmantel
et al. (2017) observaram elevados teores de C labil e de CBM na rizosfera durante o verdo, e que
a sazonalidade tem maior efeito sobre estas variaveis na profundidade de 0-10 cm do solo do que
em profundidades maiores.

Koranda et al. (2013) realizaram um experimento para analisar a influéncia da
sazonalidade na caracterizacdo de propriedades funcionais das comunidades microbianas da
rizosfera de plantas de uma floresta de clima temperado composta especialmente por espécies da
familia Fagaceae. Foram estudadas comunidades microbianas de inverno e de verdo, as quais
foram incubadas em um mesmo tipo de solo contendo diversos tipos de substratos orgéanicos
marcados com 3C (glicose, proteinas, celulose, parede de células microbianas e parede de células
vegetais). A comunidade microbiana de inverno exibiu maior eficiéncia na degradacdo de
substratos complexos (celulose e parede de células vegetais) do que as comunidades de verdo, o
que foi verificado a partir da atividade da celulase e da taxa de mineralizacdo destes compostos
organicos. Por outro lado, a utilizagdo de substratos orgénicos de maior labilidade (glicose) foi

maior na comunidade microbiana de verdo do que na comunidade de inverno. Tais resultados
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demonstraram que as comunidades microbianas de diferentes periodos sazonais apresentam
caracteristicas metabdlicas distinta e relacionadas com o tipo de fonte de C mais disponivel para
0 seu crescimento (fontes labeis no verao e fontes mais recalcitrantes no inverno) (Koranda et al.
2013).

Em um estudo de campo com durabilidade de dois anos e realizado no mesmo ecossistema
estudado por Koranda et al. (2013), Kaiser et al. (2010) verificaram que variacdes sazonais na
fisiologia da comunidade microbiana da rizosfera sdo provocadas pela disponibilidade de C labil
e por fatores abidticos. No periodo de maior umidade do solo e temperatura, foi observada maior
quantidade de C labil, maior biomassa de microrganismos e maior atividade das enzimas
extracelulares fenoloxidase e peroxidase na rizosfera, as quais atuam sobre componentes de
elevada recalcitrancia da matéria organica do solo. No periodo de menor umidade e temperatura,
observou-se maior atividade das enzimas celulase e protease. As variacdes sazonais da atividade
de diferentes enzimas demonstraram substituicdo do principal tipo de substrato decomposto entre
verdo (matéria organica do solo) e inverno (material organico). No mesmo ecossistema, a maior
exsudacdo de C labil na rizosfera durante o periodo de maior temperatura e umidade aumentou o
CBM, a taxa liquida de mineralizacdo de N (amonificacdo) e a concentracdo deste nutriente no
solo rizosférico. Entretanto, no periodo de menor temperatura e umidade, observou-se
imobilizacdo do N pelos microrganismos da rizosfera, com diminui¢do da concentracdo de N no
solo e aumento do NBM (Kaiser et al. 2011).

A colonizacdo das raizes por FMA é outro fator que altera o padréo de exsudagdo de C
labil pelas raizes e a composicéo e atividade de microrganismos na rizosfera (Jones et al. 2004;
Marschner e Timonen 2006). Por colonizarem os tecidos internos das raizes, FMA podem
interceptar parte do C labil antes de sua exsudagéo para o solo, 0 que os torna competidores com
0s microrganismos da rizosfera pelo C proveniente da planta (Marschner e Timonen 2006). Em

um experimento em casa de vegetagdo com a espécie arbdrea de inicio de sucessdo tropical
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Heliocarpus popayanensis, Matsumoto et al. (2005) verificaram que a quantidade de bactérias
fixadoras de N2 que utilizava glicose como fonte de carbono foi menor na rizosfera de plantas
colonizadas por FMA do que na rizosfera das plantas ndo colonizadas, e inferiram que isto teria
ocorrido em funcdo de um grande investimento de C pela planta para a manutencédo da taxa de
colonizacdo micorrizica nas raizes, que foi em torno de 80%, em detrimento da exsudagdo. Em
um estudo realizado com leucena (Leucaena leucocephala) inoculada ou ndo com o FMA Glomus
macrocarpum, foi encontrada menor concentracdo de carboidratos e de aminoacidos, além de
menor frequéncia de ocorréncia de fungos como Aspergillus niger, A. flavus, Cephalosporium
roseum e Alternaria sp. na rizosfera das plantas micorrizadas (Bansal e Mukerj 1994). Mechri et
al. (2014) observaram que a inoculacdo de plantas de oliveira (Olea europaea) com o FMA
Rhizophagus intraradices (sin. Glomus intraradices) alterou a concentracdo de acgUcares e a
composicdo da comunidade microbiana da rizosfera. Foi utilizada a analise de perfis de acidos
graxos de fosfolipidios (PFLA) para detectar variaces na estrutura da comunidade microbiana da
rizosfera. A colonizacdo micorrizica das raizes foi de 52%, e a porcentagem de arbusculos foi de
31%. Na rizosfera das plantas colonizadas por FMA houve menor concentracdo de frutose,
galactose, sacarose, rafinose e manitol do que na rizosfera das plantas ndo inoculadas. Na rizosfera
das plantas colonizadas por FMA foi verificada maior concentracdo do &cido graxo 10Mel8:0,
indicando maior quantidade de actinobactérias, e menor concentracdo dos acidos graxos i15:0,
al5:0, 116:0, 16:1®7 e cy17:0, indicando menor quantidade de bactérias gram-positivas e gram-
negativas.

Kaiser et al. (2015) tracaram o fluxo do C recém fotoassimilado para as raizes, FMA e para
a rizosfera de plantas de trigo expostas a 3C-CO,. Para isso, foi utilizada analise de imagens
obtidas por espectrometria de massa de ions secundarios (NanoSIMS), analise de PFLA e analise
do CBM por fumigagéo-extracdo. Apds 8 h de exposicio ao **C—CO,, foi verificado que o micélio

interno dos FMA foi enriquecido com 3C. As regides maduras das raizes, que foram mais
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colonizadas por FMA, liberaram menos fotoassimilados para a rizosfera do que as regides imaturas
préximas aos apices das raizes, as quais ndo foram colonizadas por estes fungos. Essa diferenca
ocorreu porque parte significativa do C recem fotoassimilado foi interceptada pelos FMA nas
regibes mais colonizadas das raizes. As hifas externas dos FMA exsudaram no solo parte do C
interceptado no interior das raizes, de modo que a quantidade de **C—CBM e de &cidos graxos de
fosfolipidios marcados com *3C foram semelhantes na rizosfera e na regido do solo imediatamente
ao redor das hifas de FMA (chamada de hifosfera) apos 8 h de exposicéo da planta ao *C—CO:..
Entretanto, apds 24 h desta exposi¢do, o sinal de *C na hifosfera diminuiu e passou a ser menor
do que na rizosfera, indicando que a exsudacdo de compostos organicos pelas hifas dos FMA é
mais dindmica do que a exsudacéo pelas raizes (Kaiser et al. 2015).

Outros estudos demonstraram que as hifas externas dos FMA exsudam passivamente
compostos organicos ao longo do solo ndo rizosférico, e que estes exsudatos influenciam a
composicao (Andrade et al. 1997) e a atividade da comunidade microbiana, bem como a dindmica
de nutrientes na hifosfera (Herman et al. 2012; Azcdn-Aguilar e Barea 2015). As hifas externas
dos FMA também secretam glicoproteinas e glomalina, que podem representar uma importante
fracdo do C recalcitrante do solo e influenciar a formacao de agregados estaveis (Rillig et al. 2001).
O proprio turnover das hifas externas dos FMA, que leva de 5 a 6 dias, confere grande entrada de
C no solo, que é utilizado por outros microrganismos (Staddon et al. 2003). Desse modo, alguns
autores preferem o uso do termo micorrizosfera (Linderman 1988), que compreende o solo
rizosférico e o solo hifosférico, para definir a complexa zona de influéncia das raizes sobre as
propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas do solo (Azcon-Aguilar e Barea 2015).

Embora as raizes e suas relagdes com microrganismos possuam grande importancia na
dindmica de C e nutrientes nos ecossistemas, pouca atencdo tem sido direcionada a este tema no
contexto da sucessdo ecologica tropical. O estudo da dindmica de raizes finas e de suas interacoes

com FMA e com outros microrganismos na rizosfera € importante para o entendimento de parte
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da funcionalidade das comunidades e das estratégias utilizadas pelas plantas para a obtencéo de
nutrientes ao longo da sucessdo. Neste estudo, foi investigada a influéncia da sucessdo e da
sazonalidade na producédo e morfologia de raizes finas e nas interagdes das raizes com FMA e com

microrganismos da rizosfera em ecossistema de Floresta Atlantica do sul do Brasil.
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RESUMO

Neste estudo, testou-se a hipotese de que plantas apresentam diferentes estratégias para obtencao
de nutrientes do solo ao longo da sucessao ecologica. Realizou-se uma investigacdo de campo
em quatro areas representativas de diferentes estadios da sucessdo de um ecossistema de Floresta
Estacional Semidecidual do sul do Brasil: uma area de gramineas e uma area de vegetacao
arbustiva, representando os estadios iniciais da sucessao, e uma floresta secundaria e uma
floresta madura, representando os estadios tardios. Foram coletadas raizes finas para
determinacdo dos comprimentos total e especifico, diametro, densidade do tecido, incidéncia e
comprimento de pelos absorventes. A colonizacgdo das raizes por fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) e o numero de esporos de FMA no solo também foram avaliados. Foram
coletadas amostras de solo rizosférico e solo néo rizosférico para analise do carbono (CBM) e
nitrogénio (NBM) da biomassa microbiana, respiracdo basal do solo, carbono total, carbono labil
(C labil), teores de N, P, K, Ca e Mg e contagem de microrganismos quimioheterotréficos de
diferentes grupos funcionais. Altas taxas de colonizacdo por FMA e raizes com maior
comprimento especifico e maior incidéncia de pelos absorventes longos foram associadas as
plantas das areas em inicio de sucessdo, onde foram identificadas zonas de deplecédo de
nutrientes na rizosfera. Diferentemente, as plantas das fases tardias da sucessdo exibiram
menores taxas de colonizacdo por FMA e raizes finas com maior diametro e densidade do tecido.
Na rizosfera destas plantas foram observados maiores teores de C labil, elevados CBM, NBM,
respiracdo basal, nimero de microrganismos quimioheterotroficos e zona de acimulo de
nutrientes. As caracteristicas intrinsecas das espécies de plantas dos diferentes grupos ecoldgicos
da sucesséo e dos ambientes onde elas ocorrem estéo envolvidas na configuragdo da morfologia
das raizes e das interacdes das plantas com microrganismos para obter nutrientes do solo.
Palavras-chave: biomassa microbiana, carbono labil, floresta tropical, micorrizas arbusculares,

respiragdo microbiana, rizosfera.
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ABSTRACT

We tested the hypothesis that plants exhibit different strategies for nutrient acquisition over the
ecological succession. A field investigation was carried out in four areas at distinct successional
stages of a Semideciduous Seasonal Forest in Southern Brazil: a grassland and a shrub
vegetation, representing the early successional stages, and a secondary forest and a mature forest,
representing the late successional stages. Fine roots were sampled to assess total- and specific-
root lengths, diameter, tissue density and root-hairs length and incidence. Root colonization by
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and the number of AMF spores in soil were also assessed.
Rhizospheric and bulk soils were sampled to assess carbon (CMB) and nitrogen (NMB) of
microbial biomass, soil basal respiration, total C, labile C, concentration of N, P, K, Ca and Mg
and number of chemoheterotrophic microorganisms of distinct functional groups. High AMF
root colonization and fine roots with higher specific length and higher incidence of longer root
hairs were associated to plants of early successional areas, where nutrient depletion zones were
detected in rhizosphere. On the other hand, plants of late successional areas exhibited lower
AMPF-root colonization and fine roots with higher diameter and tissue density. High amount of
labile C, high values of CMB, NMB, basal respiration, number of chemoheterotrophic
microorganisms and nutrient accumulation zones were observed in the rhizosphere of plants of
late successional areas. Intrinsic traits of plant species of the different ecological groups of
succession and the characteristics of the environments where they occur are related to the
configuration of fine root morphology and plant-microorganisms interactions for nutrient
acquisition from soil.

Keywords: arbuscular mycorrhizas, labile carbon, microbial biomass, microbial respiration,

rhizosphere, tropical forest.
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Introducéo

O sistema de raizes finas é a via primaria por onde plantas absorvem agua e nutrientes do solo, e
sua morfologia, fisiologia e interacdo com microrganismos afetam o potencial de aquisi¢cdo
destes recursos (Comas et al. 2002; Zangaro et al. 2005). Plantas herbaceas e arbdreas das fases
iniciais da sucessédo sao intolerantes ao sombreamento, apresentam rapido crescimento e suas
elevadas demandas nutricionais combinam com as caracteristicas dos seus sistemas de raizes
absorventes, que possuem alta ramificacéo, altos comprimentos total e especifico, baixa
densidade dos tecidos, pequeno diametro, alta abundancia de pelos absorventes longos e alta
colonizacdo por fungos micorrizicos arbusculares (FMA). Ao contrario, plantas das fases tardias
da sucessao sdo tolerantes ao sombreamento, apresentam crescimento lento e suas baixas
demandas nutricionais combinam com suas raizes absorventes, que possuem baixa ramificacéo,
baixos comprimentos total e especifico, alta densidade dos tecidos, grande diametro, baixa
abundancia de pelos absorventes curtos e baixa colonizacdo por FMA (Zangaro et al. 2008,
2012a, 2014). Essas diferencas refletem a eficiéncia em que o C fotoassimilado € investido no
sistema de raizes (Comas e Eissenstat 2004). O C investido nas raizes é utilizado na respiracéo,
producdo de tecidos, manutencdo da simbiose com FMA ou pode ser exsudado para o solo
(Farrar et al. 2003) na forma de agUcares, acidos organicos, aminoacidos, vitaminas, enzimas,
purinas e compostos fenolicos (Dakora e Phillips 2002; Jones et al. 2009). A regido ao redor das
raizes, geralmente com 1 a 3 mm de espessura, que recebe esses exsudados é denominada
rizosfera (Kuzyakov e Blagodatskaya 2015). O C disponibilizado pelas raizes proporciona o
aumento da quantidade de microrganismos de diversos grupos funcionais na rizosfera, como
amiloliticos, celuloliticos, proteoliticos, fixadores de N2, amonificadores e solubilizadores de
fosfato. Estes desempenham papeéis fundamentais nas transformacg6es da matéria organica, nos
ciclos biogeoquimicos e, portanto, na dinamica dos recursos nutricionais disponiveis para 0s

vegetais (Kuzyakov et al. 2007; Kuzyakov e Blagodatskaya 2015).
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A medida que as plantas absorvem nutrientes do solo, pode ocorrer formagéo de zona de
deplecéo na rizosfera. O tamanho dessa zona é comumente influenciado pelo movimento dos
ions no solo, pela demanda nutricional da planta, pelo comprimento dos pelos absorventes e pela
razdo area/volume do sistema de raizes finas (Schachtman et al. 1998; Smith e Read 2008). O
aumento na area de exploracao do solo pela planta para além da zona de deplecao de nutrientes
pode ser obtido via hifas dos FMA (Smith e Smith 2011). Elas absorvem nutrientes
(especialmente P, N e Zn) e agua de regides do solo ndo alcancadas pelo sistema de raizes
(Smith e Read 2008; Smith et al. 2011) e os transferem para as células corticais das raizes em
troca de fotoassimilados (Lynch e Ho 2005; Kiers et al. 2011). Por demandarem grande
quantidade de C fotoassimilado, FMA podem alterar a composic¢éo e o padréo de distribuicdo
dos exsudatos da raiz, o que pode resultar em mudancas na atividade e na estrutura das
comunidades microbianas da rizosfera (Jones et al. 2004; Marschner e Timonen 2006; Kaiser et
al. 2015). FMA sdo capazes de interceptar parte dos fotoassimilados no interior das raizes antes
gue sejam exsudados para a rizosfera, o que os torna competidores com outros microrganismos
pelo C proveniente das plantas (Marschner e Timonen 2006).

Poucos sdo os estudos de campo que analisam os atributos das raizes absorventes e suas
interacdes com os microrganismos do solo como estratégias para obtencdo de nutrientes pelas
plantas no contexto da sucessdo tropical. Neste estudo, realizou-se uma investigacdo em areas
representativas de diferentes estadios da sucessao com o objetivo de analisar atributos de raizes
relacionados com a absorc¢édo (morfologia e colonizacdo por FMA) e atributos do solo
relacionados com a densidade e a atividade de microrganismos que podem auxiliar na obtencao
de nutrientes pelas plantas. Também foram analisadas caracteristicas quimicas dos solos
rizosféricos e ndo rizosféricos para detectar formacéo de zonas de acimulo ou deplecédo de
nutrientes na rizosfera. A hipdtese € que as estratégias das plantas para a obtencéo de nutrientes,

baseadas na morfologia das raizes e interagdo com microrganismos, mudam ao longo da
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sucessao. Plantas das fases iniciais da sucessao, que possuem altas demandas nutricionais e taxas
de crescimento, exibem zona de deplecdo de nutrientes na rizosfera e investem mais em raizes
morfologicamente eficientes e em FMA para explorar maior volume de solo. Plantas das fases
tardias da sucessdo, que possuem baixas demandas nutricionais e taxas de crescimento, investem
menos em caracteristicas morfologicas das raizes e FMA e mais em microrganismos que
realizam decomposicado de material organico e ciclagem de nutrientes na rizosfera, o que gera

acumulo de nutrientes no solo rizosfeérico e facilita a absorcao pelas plantas.

Metodologia
Areas de estudo
Quatro areas em diferentes estadios da sucessdo de um ecossistema de Floresta Estacional
Semidecidual (bioma Mata Atlantica), localizadas no municipio de Londrina, Estado do Paran4,
Brasil, foram estudadas. O solo das areas € classificado como Rhodic Ferralsol (FAO 1994). O
clima é classificado como Cfa-mesotérmico, com verdes quentes, estacdo seca indefinida, média
anual de temperatura de 21 °C e precipitacdo pluvial anual de 1600 mm. As amostragens foram
realizadas em outubro de 2012, janeiro, abril e julho 2013. Os dados de precipitacdo pluvial e
média mensal da temperatura do ar no municipio de Londrina durante o periodo de amostragem
foram obtidos da estacdo agrometeorolégica do Instituto Agrondémico do Parana (www.iapar.br).
O solo da primeira &rea de amostragem teve o horizonte A e parte do horizonte B removidos
em 1986, quando os 3 m da camada superior foram removidos, expondo o subsolo (23° 19' 33.7"
S,51°11'42.5" W). Essa area representa os primeiros estadios da sucessao, com solo degradado
e de baixa fertilidade, e é colonizada atualmente por gramineas, especialmente Paspalum
notatum Fliiggeé e Cynodon sp., aléem de algumas espécies herbaceas esparsas como Solanum
viarum Dunal, Hypochaeris spp. e Borreria latifolia (Aubl.) K.Schum. A segunda area

corresponde a uma vegetacdo arbustiva regenerada naturalmente apds o abandono de uma area
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agricola onde houve cultivo de soja por 5 anos empregando-se adubacgédo quimica recomendada
para a cultura (23° 21' 20.6" S, 51° 13' 19.9" W). No momento das coletas, as principais espécies
presentes na area eram as gramineas Urochloa panicoides P. Beav e Urochloa decumbens
(Stapf) R.D. Webster, os arbustos Baccharis dracunculifolia DC., Mimosa invisa Mart. ex Colla
e Vernonia polyanthes Less., e as arboreas pioneiras Solanum granulosoleprosum Dun. e
Cecropia pachystachya Trécul. A terceira area é uma floresta secundaria regenerada apés o
abandono de uma pastagem em 1987 (23° 27' 3.9" S, 51° 13' 45.4" W). As espécies iniciais
Alchornea triplinervia (Spreng.) Mill.Arg., Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, Colubrina
glandulosa Perkins, Croton floribundus Spreng., Tabernaemontana catharinensis A.DC. e
tardias Jacaranda puberula Cham. e Ocotea puberula (Rich.) Nees sdo as espécies arboreas
mais frequentes na area. A quarta area é um fragmento maduro de Floresta Estacional
Semidecidual localizado no Parque Estadual Mata dos Godoy (23° 26' 51.2" S, 51° 15' 13.7" W).
Esta area apresenta grande diversidade de espécies, além de complexas estruturas de comunidade
e dossel. As espécies arboreas mais frequentes sdo Actinostemon concolor (Spreng.) Mull.Arg.,
Aspidosperma polyneuron Mull.Arg., Balfourodendron riedelianum (Engl.) Engl., Euterpe
edulis Mart., Gallesia integrifolia (Spreng.) Harms, Holocalyx balansae Micheli, Sorocea

bonplandii (Baill.) W.C.Burger et al. e os géneros Guarea e Trichilia (Zangaro et al. 2013).

Atributos de raizes finas e de FMA

Sete parcelas permanentes de 15 m x 15 m foram demarcadas em cada area de estudo. Trés
amostras aleatorias de solo foram coletadas em cada parcela com auxilio de trado coletor de
volume fixo de 79.5 cm? (4.5 cm de didmetro e 5 cm de altura). As amostras foram colocadas em
sacos plasticos e armazenadas em geladeira a 4 °C até o processamento. Cada amostra foi imersa
em agua durante 15 min e submetida a peneiramento Umido (malha de 0.25 mm) para obtencéo

de raizes finas vivas com diametro igual ou inferior a 2 mm. As raizes finas vivas foram
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separadas manualmente das mortas com base na coloracéo, na elasticidade e no grau de coesao
do cortex e do estelo (Gower 1987). O comprimento total das raizes foi determinado pelo
método de intersecdo com linhas em placa de Petri (Tennant 1975). A densidade do tecido foi
determinada mergulhando uma massa conhecida de raizes finas em proveta graduada contendo
agua e observando o volume de liquido deslocado. O diametro das raizes finas foi determinado
em trés pontos de vinte segmentos de raizes de cada amostra. A incidéncia de pelos absorventes
foi avaliada pela presenca ou auséncia de pelos em 100 intersec¢des de raizes finas de cada
amostra com linhas em placa de Petri (Zangaro et al. 2005). O comprimento dos pelos
absorventes foi determinado pela medida de 100 pelos por amostra de raizes. As medidas foram
realizadas utilizando microscépio de luz (100x) com lente micrométrica. Para obtencdo da massa
seca, parte das raizes foi colocada separadamente em sacos de papel, de acordo com a area de
origem, e secas em estufa a 60 °C até peso constante. O comprimento especifico da raiz foi
obtido pela divisdo do comprimento total da raiz pela sua massa seca.

Para extracdo dos esporos de FMA, 20 g de solo coletados em cada parcela foram submetidos
as técnicas de peneiramento umido (peneiras com malha de 710-53 um) e flutuagdo dos esporos
em sacarose 60% (Brundrett et al. 1996). Os esporos obtidos na peneira de menor malha foram
lavados em agua corrente, espalhados em papel filtro previamente quadriculado e aqueles com
aparéncia saudavel foram contados com auxilio de estereomicroscépio (40x). Para estimar a
colonizagdo das raizes finas por FMA, uma aliquota de aproximadamente 1 g de raizes frescas de
cada amostra foi clarificada em KOH 10%, acidificada em HCI 1%, lavada em agua corrente e
corada com azul de tripano 0.05% (Brundrett et al. 1996). Para algumas raizes com forte
pigmentacéo, foi utilizado H20, 0.5% apos 0 KOH. A taxa de colonizagéo das raizes finas por
FMA foi determinada pelo método de intersec¢do de quadrantes descrito por McGonigle et al.

(1990), usando microscopio de luz (100x).
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Atributos microbiologicos e quimicos do solo rizosférico e ndo rizosférico

Em cada parcela, 12 sub-amostras aleatdrias de raizes finas dos primeiros 5 cm de profundidade
foram escavadas utilizando enxada e foram agitadas manualmente em bandejas para a obtencao
de todo o solo aderido a sua superficie. Este solo foi considerado como solo rizosférico. Doze
sub-amostras de solo que ndo estava em contato direto com a superficie das raizes foram
coletadas na propria parcela. Este solo foi considerado como solo nédo rizosférico. Assim, sete
amostras compostas de solo rizosférico e sete amostras compostas de solo ndo rizosférico foram
obtidas em cada area em cada amostragem. Apds a obtencao das amostras de solo rizosférico e
ndo rizosférico, estas foram imediatamente armazenadas em caixa térmica com gelo no proprio
local de coleta e, em seguida, foram passadas em peneiras de 4 mm e acondicionadas em camara
fria a 4 °C para andlises posteriores.

O carbono (CBM) e o nitrogénio (NBM) da biomassa microbiana do solo rizosférico e ndo
rizosférico foram determinados pelo método de fumigacdo-extracdo (Vance et al. 1987). Duas
aliquotas de 20 g de cada amostra foram obtidas e uma foi fumigada por 24 h a 25 °C com
cloroférmio apos correcdo da umidade das aliquotas para 60% da capacidade de retencdo de
agua. Em seguida, foi realizada extragdo com K,SO4 0.5 mol L™ e filtragem da aliquota
fumigada e da aliquota ndo fumigada. O carbono organico no extrato das duas aliquotas de solo
foi quantificado colorimetricamente ap6s oxidacdo com KMnO, (Bartlett e Ross 1988). O
nitrogénio dos extratos foi quantificado pelo método Azul de Indofenol ap6s digestao sulfurica
(Feije e Anger 1972). O CBM e o NBM foram calculados pela diferenca entre o carbono e o
nitrogénio do extrato da aliquota fumigada e o da aliquota ndo fumigada, utilizando os
coeficientes de extracdo Kc = 0.33, para o carbono, e Ky = 0.68, para o nitrogénio (Brookes et al.
1985). O carbono labil (C labil) foi obtido a partir da concentragdo de carbono no extrato da
aliquota ndo fumigada (Pabst et al. 2013). Para a determinacéo da respiracdo basal do solo, uma

aliquota de 50 g de cada amostra teve sua umidade corrigida para 60% da capacidade de retencéo
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de &gua e foi incubada a 28 °C por sete dias, no escuro, em frasco hermeticamente fechado
contendo recipiente com 10 mL de NaOH 0.5 mol L* (armadilha de CO,). A quantificagio do
CO. proveniente da respiracdo dos microrganismos do solo foi realizada pela titulagdo do NaOH
remanescente com HCI 0.5 mol L na presenca de fenolftaleina (Alef 1995). O quociente
metabdlico (qCO>), que expressa a eficiéncia metabdlica e o estresse da comunidade microbiana,
foi calculado pela razéo entre a respiracao basal do solo e 0 CBM (Anderson e Domsch 1993).
Para a quantificacdo de microrganismos dos grupos funcionais, uma aliquota de 10 g de
amostra foi suspensa em 90 mL de solu¢do de NaCl 0.85% por 30 minutos em agitador
horizontal. Com a suspensao de solo foram preparadas dilui¢bes em série e aliquotas de 40 pL
das diluicdes apropriadas foram espalhadas em placas de Petri, em duplicata, contendo meios de
cultura especificos para bactérias fixadoras de N2 que utilizam malato como fonte de carbono
(FNM) (Ddébereiner e Day 1976), bactérias fixadoras de N2 que utilizam glicose como fonte de
carbono (FNG) (Wilson e Knight 1952), amiloliticos (Pontecorvo et al. 1953), celuloliticos
(Wood 1980), proteoliticos (Albino e Andrade 2006) e actinobactérias (Kuster e Williams 1964).
As placas foram incubadas no escuro a 28 °C, avaliadas entre 0 4° e o 7° dia de incubacéo e
reveladas de acordo com o grupo funcional. A contagem foi feita com base em unidades
formadoras de colénia (UFC). Para a quantificacdo de bactérias heterotréficas e fungos, diluices
apropriadas da suspenséo de solo foram adicionadas em meios de cultura liquefeitos (agar
nutriente, para bactérias heterotroficas, e meio de Martin, para fungos) e, em seguida, cinco
gotas de 40 pL dessas suspensdes foram distribuidas em placas de Petri (Jahnel et al. 1999). As
placas foram incubadas a 28 °C e analisadas entre o0 3° e 0 7° dia de incubacéo. Os
microrganismos amonificadores foram avaliados por inoculacdo de dilui¢fes apropriadas em
tubos multiplos contendo meio especifico (Sarathchandra 1978), seguida de incubagdo no escuro

a 28 °C por 3 a 7 dias. A contagem de bactérias heterotroficas, fungos e amonificadores foi
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223  realizada pelo numero mais provavel (NMP) estimado em uma tabela de probabilidades (Jahnel
224  etal. 1999). Os dados de UFC e de NMP foram transformados em logio.

225 Para a analise quimica do solo rizosferico e ndo rizosférico, aliquotas foram previamente
226  secas a temperatura ambiente apds passagem por peneira de 2 mm. Potassio e fosforo foram
227  extraidos com Mehlich-1 e determinados por fotometria de chama e espectrofotometria,

228  respectivamente. Calcio e magnésio foram extraidos com KCI 1 mol L e determinados por
229 titulagdo inversa. O pH foi obtido em solugdo de CaCl, 0.01 mol L e o carbono total (C total)
230  foi determinado pelo método Walkley-Black (Pavan et al. 1992). Calculou-se o quociente

231  microbiano (qMic) como a porcentagem que o CBM representa do C total do solo. O nitrogénio
232 mineral foi determinado por dupla destilagéo (a primeira com MgO e a segunda com Liga de
233  Devarda) e titulacdo utilizando o método de Kjeldahl (Keeney e Nelson 1982).

234

235  Anélise dos dados

236 A normalidade dos dados e a homocedasticidade foram previamente analisadas pelos testes de
237  Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. A razdo solo rizosférico/solo néo rizosférico (razao
238 R/NR) das variaveis quimicas e microbiolégicas foi calculada em cada estadio da sucesséo. As
239  razbes R/NR e os dados de incidéncia de pelos absorventes, colonizacdo micorrizica e gMic,
240  expressos em porcentagem, foram transformados em arco-seno(x/100) antes de serem

241  analisados. Os atributos relativos aos FMA, os atributos morfol6gicos das raizes finas e as razdes
242  R/NR foram comparados entre os estadios da sucessdo por meio da Anova de um fator seguida
243  pelo teste de Tukey. Os efeitos dos fatores solo (rizosférico e néo rizosférico) e estadio

244  sucessional sobre as variaveis quimicas e microbioldgicas foram analisados por meio da Anova
245  de dois fatores seguida pelo teste de Tukey. Foram realizadas Analises de Componentes

246  Principais (PCA) para obter uma viséo geral do comportamento dos atributos das raizes

247  relacionados com capacidade de absorcdo (morfologia e colonizagdo micorrizica) em cada
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estadio da sucessdo, e uma visdo geral do comportamento dos atributos quimicos e
microbiologicos (desconsiderando-se 0s microrganismos cultivaveis) nos solos rizosféricos e ndo
rizosféricos de cada estadio da sucesséo. Correlacdes de Pearson foram realizadas entre o0s
atributos relacionados aos FMA e de raizes finas com os atributos quimicos e microbiolégicos
(desconsiderando-se os microrganismos cultivaveis) do solo rizosférico e néo rizosférico,
considerando todos os estadios sucessionais juntos. Em todos os testes, o nivel de significancia

adotado foi de 5%.

Resultados

Os valores mensais de precipitacao pluvial apresentaram padrdo relativamente homogéneo ao
longo do periodo de amostragem (Fig 1), sendo que entre dezembro e fevereiro e em junho
ocorreram maiores precipitacdes. As maiores temperaturas ocorreram entre outubro e margo, e as
menores entre abril e julho.

A colonizacdo micorrizica das raizes (Fig 2a) diminuiu com o avango da sucessao,
apresentando maiores valores nas areas de Gramineas e Arbustos, diminuindo na Floresta
secundaria e atingindo os menores valores na Floresta madura. A densidade de esporos de FMA
no solo (Fig 2b) seguiu a mesma tendéncia de diminui¢cdo com o avango da sucessdo, sendo que
no solo da Floresta madura o nimero de esporos foi menor do que nas demais areas.

O comprimento total das raizes (Fig 3a) ndo diferiu entre os quatro estadios da sucessao. Ja o
comprimento especifico das raizes (Fig 3b) diminuiu com o avanco da sucessao, sendo maior nas
areas de Gramineas e Arbustos do que nas Florestas secundaria e madura. O diametro das raizes
(Fig 3c) aumentou com o avancgo da sucessdo, sendo que 0s maiores didmetros ocorreram na
Floresta madura, seguida pela Floresta secundaria e os menores valores ocorreram nas areas de
Gramineas e Arbustos. As densidades dos tecidos das raizes (Fig 3d) foram maiores nas

Florestas secundaria e madura do que nas areas de Gramineas e Arbustos. Tanto a incidéncia
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(Fig 3e) quanto o comprimento (Fig 3f) dos pelos absorventes diminuiram com o avango da
sucessao, sendo que os valores encontrados nas areas de Gramineas e Arbustos foram maiores do
que nas Florestas secundéaria e madura.

O C total (Fig 4a) aumentou com 0 avanco da sucessdo tanto no solo rizosférico quanto no
solo néo rizosférico. O C labil (Fig 4b) também aumentou com o avango sucessional tanto no
solo rizosférico quanto no solo néo rizosférico, sendo que nas Florestas secundaria e madura o
carbono labil foi maior no solo rizosférico do que no néo rizosférico. O CBM (Fig 4c), o NBM
(Fig 4d) e a respiracéo basal (Fig 4e) aumentaram nos solos rizosférico e ndo rizosférico com o
avanco da sucessdo, sendo que nas Florestas secundaria e madura foram observados valores mais
elevados no solo rizosférico do que no ndo rizosférico para as trés variaveis. O qCO2 (Fig 4f) foi
maior no solo rizosférico e no ndo rizosférico da area de Gramineas do que nos solos das demais
areas. O gMic (Fig 4g) no solo néo rizosférico ndo diferiu entre as quatro areas. No entanto, 0s
valores foram maiores nos solos rizosféricos das Florestas secundaria e madura em comparagao
com as areas de Gramineas e Arbustos. Nas Florestas secundaria e madura, o gMic foi maior no
solo rizosférico do que no néo rizosférico. O teor de N mineral (Fig 4h) aumentou com o avanco
da sucessdo, sendo que nas Florestas secundaria e madura foi maior no solo rizosférico do que
no nao rizosférico. O teor de P (Fig 4i) foi maior nos solos da area de Arbustos do que nos solos
das demais areas. Tanto o solo rizosférico quanto o ndo rizosférico da area de Gramineas
apresentou os menores teores de P. Nas Florestas secundaria e madura os teores de P foram
maiores no solo rizosférico do que no nao rizosférico. O teor de K (Fig 4j) foi menor nos solos
da area de Gramineas do que nos solos das demais areas, sendo que nas Florestas secundéria e
madura o teor foi maior no solo rizosférico do que no néo rizosférico. O teor de Ca (Fig 4k)
aumentou com 0 avanco da sucessao, sendo menor nos solos da area de Gramineas do que nas
demais areas. O teor de Mg (Fig 4l) aumentou com o avanc¢o da sucessdo, sendo que 0s menores

valores ocorreram na area de Gramineas. O pH (Fig 4m) ndo diferiu entre os solos ndo
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rizosféricos das quatro areas. No solo rizosférico, o pH foi maior na Floresta madura comparada
com a area de Gramineas.

As razdes solo rizosférico/solo ndo rizosférico (R/NR) do C total, C labil, CBM, NBM,
respiracdo basal do solo, qMic, N mineral, P, K, Ca, Mg e pH aumentaram com o avanco da
sucessdo (Fig 5). Apenas a razdo R/NR do qCO2 néo diferiu entre as quatro areas. As razdes
R/NR do C total, C labil, NBM, respiracao basal do solo, N mineral e K foram maiores nas
Florestas secundaria e madura do que nas areas de Gramineas e Arbustos. A razdo R/NR do
CBM foi maior na Floresta madura do que nas areas de Gramineas e Arbustos, sendo que na
Floresta secundaria foi maior do que na area de Gramineas. As razdes R/NR do gMic nas
Florestas secundaria e madura foram maiores do que na area de Gramineas. A razdo R/NR do
teor de P foram maiores nas Florestas secundaria e madura, seguidas pelas areas de Arbustos e
Gramineas. A razdo R/NR do teor de Ca foi maior na Floresta madura do que na area de
Gramineas, sendo que a area de Arbustos e a Floresta secundaria ndo diferiram de nenhuma
outra area. A razao R/NR do teor de Mg foi maior na Floresta madura do que nas demais areas,
sendo que na Floresta secundaria foi maior do que na area de Gramineas. A razdo R/NR do pH
foi menor na area de Gramineas do que nas demais areas. Ocorreu formacao de zona de deplecao
no solo rizosférico da area de Gramineas para C total, C 1abil, N mineral, P, Mg e Ca. Na area de
Arbustos ocorreu zona de deplecdo de Mg. As Florestas secundaria e madura exibiram zona de
acumulo de todos os nutrientes e de C total e C labil no solo rizosférico.

De modo geral, 0 nimero de microrganismos dos grupos funcionais aumentou tanto no solo
rizosférico quanto no solo néo rizosférico com o avanco da sucessao (Apéndice 1). O nimero de
FNM (Apéndice 1a) foi menor nos solos da area de Gramineas do que nos solos das demais
areas, sendo que na Floresta madura foi maior no solo rizosférico do que no ndo rizosférico. O
numero de FNG (Apéndice 1b) foi menor nos solos da area de Gramineas do que nos solos das

demais areas, sendo que nas Florestas secundaria e madura foi maior no solo rizosférico do que
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no solo néo rizosférico. O nimero de amonificadores (Apéndice 1c) foi menor nos solos da area
de Gramineas do que nos solos das outras areas, sendo que foi maior no solo rizosférico do que
no néo rizosférico na area de Arbustos e nas Florestas secundaria e madura. O nimero de
proteoliticos (Apéndice 1d) foi menor nos solos da area de Gramineas do que nos solos das
demais areas, sendo que na Floresta madura foi maior no solo rizosférico do que no solo néo
rizosférico. O nimero de amiloliticos (Apéndice 1e) foi menor na area de Gramineas do que nas
demais areas, sendo que na Floresta madura foi maior no solo rizosférico do que no ndo
rizosférico. O namero de celuloliticos (Apéndice 1f) ndo diferiu entre os solos ndo rizosféricos
das quatro areas e foi menor no solo rizosférico da area de Gramineas do que no mesmo solo das
demais areas. Na Floresta madura, o numero de celuloliticos no solo rizosférico foi maior do que
no solo nao rizosférico. O nimero de bactérias heterotréficas (Apéndice 1g) foi menor nos solos
da area de Gramineas do que nos solos das demais areas. Nas Florestas secundaria e madura, o
namero de bactérias heterotroficas foi maior no solo rizosférico do que no solo ndo rizosférico.
O numero de fungos (Apéndice 1h) ndo diferiu entre as quatro areas, independentemente do solo.
O namero de actinobactérias (Apéndice 1i) foi menor no solo rizosférico da area de Gramineas
do que no solo rizosférico das demais areas. No solo néo rizosférico, foi maior na Floresta
secundaria do que na area de Gramineas, sendo que a area de Arbustos e a Floresta madura ndo
diferiram de nenhuma outra area. Na Floresta madura, o numero de actinobactérias foi maior no
solo rizosférico do que no solo ndo rizosférico.

As razbes R/NR para todos os grupos funcionais de microrganismos aumentaram com o
avanco da sucessdo (Apéndice 2). As razdes R/NR dos FNM, FNG, amonificadores e fungos
foram maiores nas Florestas secundaria e madura do que nas areas de Gramineas e Arbustos. As
razdes R/NR dos amiloliticos, celuloliticos, actinobactérias e proteoliticos foram maiores na
Floresta madura do que nas demais areas. Na Floresta secundaria, a razdo R/NR dos proteoliticos

foi maior do que na area de Gramineas, e a area de Arbustos ndo diferiu destas duas. A razéo
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R/NR das bactérias heterotréficas na Floresta madura foi maior do que nas areas de Gramineas e
Arbustos, mas néo diferiu da Floresta secundaria. As raz6es R/NR das bactérias heterotroficas na
area de Arbustos e na Floresta secundaria ndo diferiram entre si, mas foram maiores do que na
area de Gramineas. Na area de Gramineas, 0 nimero de FNM e de fungos foi 0 mesmo nos dois
solos, porém, o numero de proteoliticos e bactérias heterotréficas foi menor no solo rizosférico
do que no ndo rizosférico. Nas demais areas, 0s outros grupos funcionais de microrganismos
ocorreram em maior nimero no solo rizosférico do que no ndo rizosférico.

Na PCA, os atributos de raizes finas relacionados com a absor¢do (morfologia e colonizacéo
micorrizica) (Fig 6a) demonstraram distin¢do clara entre os estadios sucessionais ao formar dois
grupos. Do lado positivo do eixo 1 ficaram as Florestas secundaria e madura, que tém em
comum raizes com maior didmetro e densidade do tecido. Do lado negativo do eixo 1 estdo as
areas de Gramineas e Arbustos, que apresentaram raizes com maior coloniza¢ao micorrizica,
maior incidéncia e comprimento de pelos absorventes e maior comprimento especifico. As
caracteristicas microbioldgicas e quimicas (Fig 6b) separaram os solos rizosféricos dos solos nao
rizosféricos nas Florestas secundaria e madura ao longo do lado positivo do eixo 1, mas pouca
diferenca foi observada entre os dois tipos de solo das areas de Gramineas e Arbustos. Nas
Florestas secundaria e madura, os solos rizosféricos ficaram mais positivamente relacionados
com C labil, respiracdo basal, CBM, NBM e gMic. Na area de Gramineas, ambos 0s solos
ficaram do lado negativo do eixo 1 e muito proximos entre si, sendo relacionados positivamente
apenas com o qCO; e negativamente com as demais variaveis. Ao longo do eixo 2, os solos da
area de Arbustos distanciaram-se dos solos das demais areas por estarem mais positivamente
relacionados com o teor de P, que apresentou altos valores nessa area.

No solo rizosférico, o C total, o C labil, o CBM, o NBM, a respira¢éo basal, o gMic e o teor
de N mineral foram negativamente correlacionados com a colonizag&o micorrizica, 0 numero de

esporos de FMA no solo, o comprimento especifico das raizes, a incidéncia e 0 comprimento de
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pelos absorventes, mas apresentaram correlacdo positiva com a densidade do tecido e o diametro
das raizes (Apéndice 3). As concentragdes de K e Ca exibiram correlacdes negativas com a
colonizacao micorrizica e a incidéncia de pelos absorventes, mas apresentaram correlacao
positiva com o diametro das raizes. O qCO; apresentou correlagdo negativa com o didmetro das
raizes e correlacdo positiva com a incidéncia de pelos absorventes. No solo néo rizosférico, 0 C
labil, o CBM e a respiracdo basal apresentaram correlagcdes negativas com a colonizagéo
micorrizica, o comprimento especifico das raizes e a incidéncia e comprimento de pelos
absorventes, mas apresentaram correlacdo positiva com a densidade do tecido e o didmetro das
raizes. A colonizacao micorrizica também foi correlacionada negativamente com o C total, o
NBM e o teor de N mineral. Houve correlacdo negativa do C total e do NBM com o
comprimento especifico e 0 comprimento de pelos absorventes. O C total e o teor de N mineral
foram correlacionados negativamente com a incidéncia de pelos absorventes e positivamente

com o didmetro da raiz.

Discussao

Plantas das fases iniciais da sucessao investem na eficiéncia morfoldgica das raizes e nos FMA
como estratégias para obter nutrientes

As raizes finas das plantas das areas do inicio da sucessao apresentaram maior comprimento
especifico, maior incidéncia e comprimento de pelos absorventes, menores didmetro e densidade
do tecido do que as raizes finas das Florestas secundaria e madura. Zangaro et al. (2008, 2012a,
2014) obtiveram resultados semelhantes neste mesmo ecossistema. As raizes com elevado
comprimento especifico (Comas e Eissenstat 2004; Haling et al. 2016) e alta incidéncia de
longos pelos absorventes (Peterson e Farquhar 1996; Haling et al. 2013) possuem capacidade de
explorar grande volume de solo. Raizes que apresentam pequenos diametros permitem maior

influxo de nutrientes (Eissenstat 1992). Tais caracteristicas morfoldgicas indicam alta eficacia no
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uso do C para a producdo de um sistema de raizes com alto potencial de exploracao do solo
(Zangaro et al. 2012a), o que combina com as altas demandas nutricionais das plantas heliéfilas
de rapido crescimento das fases iniciais da sucessao (Zangaro et al. 2008, 2012a). As raizes
coletadas nas areas de Gramineas e Arbustos apresentaram alta colonizacéo por FMA. Embora
as plantas destas areas possuam raizes finas com morfologia e fisiologia tipicas para um alto
potencial de absorcao de nutrientes, elas ndo se desenvolvem sem os FMA, fator biotico
indispensavel para a sobrevivéncia e crescimento deste grupo funcional de plantas em solo de
baixa fertilidade (Zangaro et al. 2000, 2007; Rondina et al. 2014).

O alto requerimento nutricional das plantas do inicio da sucessdo pode levar a formacéo de
zona de deplecdo de nutrientes na rizosfera, visto que a absorcdo dos nutrientes frequentemente
ocorre em taxas maiores do que seus movimentos no solo (Koide 1991; Smith e Read 2008).
Neste estudo, foi detectada zona de deplecédo para N, P, Ca e Mg, na area de Gramineas, e para
Mg, na area de Arbustos, indicando que a absorcdo destes nutrientes pelas plantas destas areas
ocorre mais rapidamente do que a taxa de disponibilizacdo na rizosfera. Como as hifas dos FMA
aumentam consideravelmente o volume do solo explorado (Smith et al. 2011; Smith e Smith
2011), a simbiose torna-se fundamental para a obtencdo de nutrientes além da zona de deplecéo,
0 que ajuda a explicar o investimento destas plantas para manter elevada colonizacdo por FMA
(Zangaro et al. 2013, 2014). A essencialidade da simbiose para a disseminacao dessas espécies
em solos pobres € enfatizada pelo fato de que as flores de algumas espécies herbéceas e
gramineas somente sdo produzidas na presenca dos FMA (Rondina et al. 2014). Mesmo em solos
com altos teores de P e outros nutrientes, como na area de Arbustos, as colonizacgdes das raizes
por FMA permaneceram altas. Uma elevada taxa fotossintética associada a ocorréncia em
ambientes abertos, onde a luz néo é fator limitante (Santiago e Wright 2007; Goldstein et al.
2016), possibilita que plantas do inicio da sucesséo invistam grandes quantidades de

fotoassimilados para a manutencdo das altas taxas de colonizagcdo micorrizica em solo de alta
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fertilidade (Zangaro et al. 2012b). Plantas do inicio da sucesséo associadas aos FMA em solos
férteis apresentam maior concentracdo de nutrientes na parte aérea, antecipam e aumentam a
producdo de flores, melhorando a capacidade competitiva no ambiente (Rondina et al. 2014). As
elevadas quantidades de esporos de FMA nas areas com plantas do inicio da sucessédo
demonstram que estas sdo grandes multiplicadoras dos FMA (Zangaro et al. 2008, 2013, 2014).
Isto expressa o alto investimento de C pelas plantas na simbiose e a abundancia de micélio de
FMA no solo (Zangaro et al. 2012a, 2012b, 2013). A multiplicacdo dos FMA pelas plantas do
inicio da sucessao favorece seus crescimentos, suas reproducdes e o estabelecimento de suas
proles (Zangaro et al. 2013; Rondina et al. 2014).

Os FMA utilizam altas quantidades de C das plantas hospedeiras (Graham 2000; Lynch e Ho
2005) e assim modificam a comunidade e a atividade microbiana na rizosfera (Jones et al. 2004;
Marschner e Timonen 2006; Mechri et al. 2015). Os FMA alteram os padrfes de exsudacao da
raiz (Jones et al. 2004; Herman et al. 2012; Kaiser et al. 2015), reduzem a exsudacédo de aclcares
(Bansal e Mukerji 1994; Mechri et al. 2015) e aumentam a respiracao (consumo de agUcares) da
raiz (Douds et al. 2000). A glicose é uma das moléculas mais exsudadas pelas raizes (Jones e
Darrah 1996; Toal et al. 2000) e é importante fonte labil de C para a comunidade microbiana do
solo, incluindo os FMA (Shachar-Hill et al. 1995; Solaiman e Saito 1997; Smith e Smith 2012;
Blagodatskaya et al. 2014). Neste estudo, as areas de Gramineas e de Arbustos apresentaram
raizes com altas colonizacGes por FMA e, a0 mesmo tempo, nao apresentaram diferencas para C
l&bil, CBM, NBM, respiracdo basal e nimero de celulas de microrganismos dos diferentes
grupos funcionais entre os solos rizosfericos e ndo rizosféricos. As menores quantidades e
atividades de microrganismos na rizosfera estdo relacionadas com a menor exsudacéo de C 1abil
pelas raizes destas plantas, sendo que parte consideravel deste C pode ter sido interceptada pelas
hifas dos FMA no interior do cortex antes de ser exsudada (Marschner e Timonen 2006). A

proposicéo de interceptacdo de parte consideravel de C por FMA antes da exsudacao é
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corroborada por Grayston et al. (1996), que verificaram menor liberacdo de fotoassimilados para
a rizosfera nas plantas com ciclo de vida curto do que nas plantas com ciclo de vida longo.
Matsumoto et al. (2005) verificaram que plantas com alta colonizacéo por FMA exibiram menor
quantidade de alguns grupos funcionais de microrganismos na rizosfera do que plantas ndo
micorrizadas.

Nas areas em inicio de sucessao, a biomassa vegetal depositada nos solos é pequena e
geralmente de baixa recalcitrancia (Jobbagy e Jackson 2000; Santiago 2010; Nogueira et al.
2016). Isso resulta em baixa incorporacdo de C e baixa capacidade de estoque de nutrientes no
solo (Fearnside e Barbosa 1998; Santiago 2010; Araujo et al. 2011). Portanto, o C investido em
FMA, que exploram de maneira eficiente os nutrientes ja disponiveis no solo, pode ser mais
efetivo para as plantas do inicio da sucessdo do que exsudar C labil e sustentar microrganismos
na rizosfera que atuardo sobre um baixo contetudo de material organico, consequentemente com
baixo potencial de mineralizacdo de nutrientes. A auséncia de diferencas entre o solo rizosférico
e ndo rizosférico para C 1abil, biomassa e respiracdo microbiana sugere que parte dos
fotoassimilados interceptada pelos FMA pode ter sido exsudada para o solo nédo rizosférico
através das hifas externas, propiciando o crescimento de outros microrganismos imediatamente
ao redor das hifas que exploram o solo ndo rizosférico (Herman et al. 2012; Kaiser et al. 2015).
A exsudacdo de C ao longo das hifas externas dos FMA distribui o C labil para o solo ndo
rizosférico, aumentando a quantidade e a atividade de microrganismos que degradam pequena
quantidade do material organico no solo ndo rizosférico das areas em inicio de sucessdo (Azcén-

Aguilar e Barea 2015) e auxiliando na disponibilizacdo de nutrientes para absorcéo via FMA.
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Plantas das fases tardias da sucessao investem nos microrganismos da rizosfera como estratégia
para obter nutrientes
Plantas de florestas estdo adaptadas a baixa intensidade de luz e apresentam baixas taxas
fotossintéticas (Santiago e Wright 2007; Goldstein et al. 2016), baixas taxas de crescimento,
baixas taxas metabolicas e baixos requerimentos nutricionais (Zangaro et al. 2003, 2007). As
raizes finas das Florestas secundaria e madura apresentaram elevado diametro, alta densidade do
tecido, baixo comprimento especifico, baixa incidéncia de pelos absorventes curtos e baixas
colonizacdes por FMA. A combinacédo destas caracteristicas com a alta disponibilidade de
nutrientes nos solos florestais explica a ocorréncia de um sistema de raizes com morfologia
tipica de um baixo potencial de exploracéo e absor¢do de nutrientes (Zangaro et al. 2014). A
producdo de raizes mais longevas, mais grossas e com tecidos mais resistentes a herbivoros e
patdgenos pode ser vantajosa, pois nas florestas o custo de C para a regeneracao das raizes é
elevado devido a limitacdo de energia causada pelo sombreamento (Coley 1993; Kitajima 1994;
Zangaro et al. 2014). A baixa disponibilidade de luz também pode limitar o C para a manutenc¢éo
dos FMA nas raizes, uma vez que o custo de C para manter altas coloniza¢cdes por FMA pode
exceder os beneficios obtidos pela planta via aumento na absorcao de nutrientes (Johnson et al.
1997; Johnson 2010). O elevado diametro e a elevada densidade do tecido das raizes também
podem dificultar a penetracdo e a proliferacao das hifas dos FMA no cértex (Zangaro et al. 2005,
2014). Entretanto, a manutencéo de outros grupos funcionais de microrganismos na rizosfera
parece ser mais relevante do que os FMA para que as plantas das fases tardias da sucessé@o
obtenham nutrientes do solo.

O contetdo de C 1abil no solo rizosférico foi maior do que no solo néo rizosférico nas duas
florestas estudadas. Isto indica que as plantas destas comunidades exsudam maior quantidade de
compostos organicos de baixo peso molecular e facil degradacéo, como agucares, aminoacidos e

acidos organicos (Grayston et al. 1996; Jones et al. 2004; Jones et al. 2009; de Graaff et al.
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2010). Ao longo da sucesséo, o aumento de C labil no solo rizosférico acompanhou a diminuicéo
da colonizacao micorrizica nas raizes das plantas. Isto sugere que, ao investir menos
fotoassimilados para sustentar FMA, espécies de plantas das fases tardias da sucessdao podem
exsudar mais C labil para o solo rizosférico, aumentando a quantidade e a atividade de
microrganismos quimioheterotroficos na rizosfera (Kuzyakov et al. 2007; de Graaff et al. 2010;
Zhu et al. 2014; Kuzyakov e Blagodatskaya 2015). Os maiores valores de CBM, NBM,
respiracdo basal e 0 maior nimero de células da maioria dos grupos funcionais de
microrganismos no solo rizosférico das florestas, em comparacéo com o solo néo rizosférico,
indicam que a comunidade microbiana da rizosfera utiliza o C labil proveniente da exsudacao
para aumentar sua biomassa e atividade. Isto é corroborado pelos maiores valores de gMic nos
solos rizosféricos, que indicam que na rizosfera houve condi¢cGes mais favoraveis para a
formacéo de biomassa microbiana (Bini et al. 2014). Os baixos valores de qCO2 observados nos
solos das florestas demonstram que a comunidade microbiana ndo enfrentava condicdes
estressantes, possivelmente devido as condi¢c6es favoraveis de disponibilidade de C e nutrientes.
O aporte de material organico no solo das florestas é grande e também de maior recalcitrancia
(Jobbagy e Jackson 2000; Santiago 2010; Nogueira et al. 2016). O CBM, o NBM e a respiracéo
basal muitas vezes estdo positivamente relacionados com a atividade de enzimas microbianas
que atuam na decomposicdo do material organico e na mineralizacdo de nutrientes no solo
(Matsuoka et al. 2003; Fagotti et al. 2012; Bini et al. 2013; Zhu et al. 2014; Kuzyakov e
Blagodatskaya 2015). Neste estudo, além dos elevados valores de CBM, NBM, respira¢do basal
e numero de células dos grupos funcionais de microrganismos, também ocorreu a formagéo de
zonas de acumulo de N, P, K, Ca e Mg na rizosfera das Florestas secundaria e madura. O
aumento dos nutrientes na rizosfera ocorre porque a exsudacgéo de C labil proporciona aumento
da quantidade e atividade dos microrganismos rizosfericos que disponibilizam nutrientes a partir

da decomposicdo do material organico, solubilizacéo de fosfatos e fixacdo de N. Dentre as
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moléculas exsudadas pela planta como C labil podem ocorrer &cidos organicos como oxalato,
malato e citrato, que solubilizam P a partir de fosfatos de Fe e Al e aumentam a disponibilidade
desse elemento na rizosfera (Jones 1998). Além disso, a zona de acimulo de nutrientes ocorre
porque as espécies de plantas das florestas apresentam crescimento lento e baixa demanda
nutricional. Assim, a velocidade de disponibilizacdo de nutrientes na rizosfera é maior do que a
demanda. Os nutrientes acumulados na rizosfera ficam prontamente disponiveis para a absorcao,
0 que € vantajoso para as especies de plantas da floresta que apresentam raizes com baixo
potencial de exploracdo e absorcdo. Portanto, a manutencdo de maior quantidade e atividade de
microrganismos que decompdem material organico, ciclam e mineralizam nutrientes na
rizosfera, por meio de uma maior exsudacao de C labil, parece ser a principal estratégia utilizada
pelas plantas das fases tardias da sucessao para obter nutrientes.

Portanto, as plantas apresentam estratégias distintas de obtencao de nutrientes do solo e isto
estad intimamente ligado as caracteristicas intrinsecas das espécies de plantas que representam 0s
diferentes grupos ecoldgicos da sucessdo, bem como com as caracteristicas dos ambientes em
que elas ocorrem. As plantas das fases iniciais crescem em ambientes com alta incidéncia de luz,
apresentam elevada demanda nutricional, altas taxas metabdlicas e de crescimento. Tais plantas
investem o C para a producdo de um sistema de raizes finas morfologicamente eficiente e para
sustentar alta colonizacao por FMA gue, em conjunto, exploram grande volume de solo em um
ambiente com baixo aporte de material organico. Por outro lado, boa parte das plantas das fases
tardias da sucessao crescem em ambientes sombreados, apresentam crescimento lento, baixa taxa
metabolica e baixa demanda nutricional. Estas plantas produzem um sistema de raizes finas com
baixo potencial de exploracao e absorcao de nutrientes e exibem baixa associacdo com FMA.
Como o ambiente florestal recebe grande aporte de material organico, as plantas exsudam C labil

na rizosfera como estratégia de manutencédo de elevada quantidade e atividade de
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microrganismos quimioheterotroficos, o que aumenta a concentracao de nutrientes no solo

rizosférico, facilitando a absorcéo.
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Lista de figuras
Fig 1. Precipitacdo pluvial mensal (colunas) e média mensal da temperatura do ar (linha) do periodo
de amostragem em um ecossistema de Floresta Estacional Semidecidual, localizado em Londrina,

Paran4, Brasil.

Fig 2. Colonizacdo micorrizica arbuscular nas raizes (a) e nimero de esporos de FMA no solo (b) de
area de Gramineas (Gram), de Arbustos (Arb), Floresta secundaria (Sec) e Floresta madura (Mad)
de um ecossistema de Floresta Estacional Semidecidual do sul do Brasil. Barras verticais indicam
desvio padrao (n = 28). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(o0=0.05).

Fig 3. Comprimento total (a), comprimento especifico (b), diametro (c), densidade do tecido (d),
incidéncia de pelos absorventes (e) e comprimento de pelos absorventes (f) de raizes finas de area
de Gramineas (Gram), de Arbustos (Arb), Foresta secundaria (Sec) e Floresta madura (Mad) de um
ecossistema de Floresta Estacional Semidecidual do sul do Brasil. Barras verticais indicam desvio
padrdo (n = 28). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (o =

0.05).

Fig 4. Carbono total (a), carbono labil (b), carbono da biomassa microbiana (c), nitrogénio da
biomassa microbiana (d), respiracdo basal (), quociente metabdlico (f), quociente microbiano (g),
nitrogénio mineral (h), fésforo (i), potéssio (j), calcio (k), magnésio (I) e pH (m) do solo rizosférico
(coluna branca) e do solo ndo rizosférico (coluna pontilhada) de area de Gramineas (Gram), de
Arbustos (Arb), Floresta secundaria (Sec) e Floresta madura (Mad) de um ecossistema de Floresta
Estacional Semidecidual do sul do Brasil. Barras verticais indicam desvio padréo (n = 28). Médias

seguidas pela mesma letra maiuscula (para solo rizosférico) ou minuscula (para solo ndo rizosférico)
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ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (a = 0.05). * representa diferenca significativa entre solo

rizosférico e ndo rizosférico dentro de uma mesma area (o = 0.05).

Fig 5. Raz&o solo rizosférico/solo néo rizosférico (razdo R/NR) para carbono total (C-total), carbono
I&bil (C-1&bil), carbono da biomassa microbiana (CBM), nitrogénio da biomassa microbiana (NBM),
respiracdo basal, quociente metabolico (qCOz), quociente microbiano (qMic), nitrogénio mineral,
fésforo, potéssio, calcio, magnésio e pH de area de Gramineas (Gram), de Arbustos (Arb), Floresta
secundaria (Sec) e Floresta madura (Mad) de um ecossistema de Floresta Estacional Semidecidual
do sul do Brasil. Barras verticais indicam desvio padrdo (n = 28). Médias seguidas pela mesma letra

ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (a = 0.05).

Fig 6. Andlises de componentes principais (PCA) baseadas em atributos de raizes relacionados com
absorcao (a) e atributos microbioldgicos e quimicos do solo rizosférico e do solo ndo rizosférico (b)
de &rea de Gramineas (Gram), de Arbustos (Arb), Floresta secundéaria (Sec) e Floresta madura (Mad)
de um ecossistema de Floresta Estacional Semidecidual do sul do Brasil. RG = solo rizosférico da
area de Gramineas, NRG = solo ndo rizosférico da area de Gramineas, RA = solo rizosférico da area
de Arbustos, NRA = solo ndo rizosférico da area de Arbustos, RS = solo rizosférico da Floresta
secundaria, NRS = solo ndo rizosférico da Floresta secundaria, RM = solo rizosférico da Floresta
madura, NRM = solo ndo rizosférico da Floresta madura, CMA = colonizacdo micorrizica
arbuscular, CTR = comprimento total das raizes, CER = comprimento especifico das raizes, DR =
didmetro das raizes, DTR = densidade do tecido das raizes, IPA = incidéncia de pelos absorventes,
CPA = comprimento de pelos absorventes, Resp = respiracdo basal, C-labil = carbono 14bil, C-total
= carbono total, CBM = carbono da biomassa microbiana, NBM = nitrogénio da biomassa

microbiana, gCO2 = quociente metabdlico, gMic = quociente microbiano.
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Lista de apéndices

Apéndice 1. Bactérias fixadoras de N2 que utilizam malato como fonte de C (a), bactérias fixadoras
de N2 que utilizam glicose como fonte de C (b), amonificadores (c), proteoliticos (d), amiloliticos
(e), celuloliticos (f), bactérias heterotroficas (g), fungos (h) e actinobactérias (i) do solo rizosférico
(coluna branca) e do solo ndo rizosférico (coluna pontilhada) de area de Gramineas (Gram), de
Arbustos (Arb), Floresta secundaria (Sec) e Floresta madura (Mad) de um ecossistema de Floresta
Estacional Semidecidual do sul do Brasil. Barras verticais indicam desvio padrdo (n = 28). Médias
seguidas pela mesma letra maiuscula (para solo rizosférico) ou minuscula (para solo ndo rizosférico)
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (o = 0.05). * representa diferenga significativa entre solo

rizosférico e ndo rizosférico dentro de uma mesma area (a = 0.05).

Apéndice 2. Razdo solo rizosférico/solo ndo rizosférico (razdo R/NR) para bactérias fixadoras de N2
que utilizam malato como fonte de carbono (FNM), bactérias fixadoras de N> que utilizam glicose
como fonte de carbono (FNG), amonificadores (Amo), proteoliticos (Pro), amiloliticos (Ami),
celuloliticos (Cel), bactérias heterotroficas (Bac), fungos (Fun) e actinobactérias (Act) de area de
Gramineas (Gram), de Arbustos (Arb), Floresta secundaria (Sec) e Floresta madura (Mad) de um
ecossistema de Floresta Estacional Semidecidual do sul do Brasil. Barras verticais indicam desvio
padrdo (n = 28). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (o =

0.05).
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Apéndice 3. Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre atributos relacionados aos FMA e de raizes finas

com atributos microbiol6gicos e quimicos dos solos rizosférico e ndo rizosférico de area de Gramineas, de

Arbustos, Floresta secundaria e Floresta madura de um ecossistema de Floresta Estacional Semidecidual

do sul do Brasil. CMA = colonizagdo micorrizica arbuscular, EMA = nimero de esporos de FMA no solo,

CTR = comprimento total das raizes, CER = comprimento especifico das raizes, DR = didmetro das raizes,

DTR = densidade do tecido das raizes, IPA = incidéncia de pelos absorventes, CPA = comprimento de

pelos absorventes, C-total = carbono total do solo, C-labil = carbono I&bil do solo, CBM = carbono da

biomassa microbiana, NBM = nitrogénio da biomassa microbiana, RESP = respiracao basal do solo, qCO-

= quociente metabolico, gqMic = quociente microbiano. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.

Solo rizosférico

C-total C-lahil CBM NBM RESP  gCO.  gMic pH N P K Ca Mg
CMA —0.59*** _0.74*** _0.68*** —0.60*** —0.77*** 035 -051** 036 -0.68*** 0.03 -0.40* -0.48* -0.26
EMA -046* -0.63*** -051** 037 -067*** 016 -044* -040* -059** 019 -037 -047* -0.28
CTR -0.02 0.05 -0.02 -0.07 -0.01 -0.05 0.03 -0.03 0.04 0.00 0.17 -0.01 0.05
CER  -0.49** -0.75*** -0.67*** -0.61*** -0.76*** 0.19 -0.71*** -0.09 -050** 0.28 -0.16 -0.34 -0.23
DR 0.42* 0.59** 0.59**  0.63*** 0.70*** -0.45* 0.45* 0.38* 0.51** 0.19 0.44* 0.43* 0.36
DTR 0.52** 0.57** 0.51**  0.53** 0.60*** -0.21 0.48* 0.06 045* -0.16 0.28 0.31 0.21
IPA —0.54**  _0.60** -0.66*** —0.68*** —0.71*** 045* -056** 036 -057*** -0.08 -042* -0.39* -0.34
CPA  -051** _057** 047 -045* -064*** 028 -039* 022 -041* 011 023 032 -0.27

Solo néo rizosférico

CMA -0.53** -0.67*** -0.49** -042* -0.63*** 0.35 -0.05 0.03 -0.45* 031 0.28 -0.24 0.01
EMA -0.32 -0.58**  -0.30 -0.14 -0.49* 0.11 -0.02 -0.13  -041* 0.28 0.20 -0.31 -0.08
CTR 0.01 -0.05 0.02 0.00 0.04 0.14 -0.10 0.04 0.07 -0.02 0.09 0.07 0.17
CER -0.38* -0.56**  -0.45* -0.39*  -0.50** 0.12 -0.19 0.09 -0.12 0.29 0.35 -0.17 -0.05
DR 0.47* 0.51** 0.46* 0.37 0.47* -0.32 0.07 0.06 0.43* -0.18 -0.09 0.30 0.21
DTR 0.33 0.52** 0.49** 0.42* 0.51** -0.11 0.29 -0.21 0.28 -0.35 -0.32 0.16 0.09
IPA -0.43* -0.49**  -0.39* -0.31 —0.55** 0.26 -0.09 0.07 -0.40* 0.27 0.13 -0.29 -0.19
CPA -0.39* -057** -040* -0.38* -0.46* 0.32 -0.13 0.11 -0.27 0.34 0.18 -0.21 -0.09
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RESUMO

As raizes finas representam parte importante da produtividade primaria do ecossistema, e suas
interacdes com microrganismos influenciam a aquisicdo de nutrientes pelas plantas, a
diversidade e a funcionalidade das comunidades ao longo da sucessdo. A sazonalidade influencia
a producao de raizes finas e as interagdes raizes-microrganismos. Neste estudo, objetivou-se
analisar a influéncia da sazonalidade na producdo de raizes, na interacdo das plantas com fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) e com microrganismos da rizosfera e na formacéo de zonas de
acumulo/deplecdo de nutrientes no solo rizosférico em areas representativas de diferentes
estadios da sucesséo de um ecossistema de Floresta Estacional Semidecidual. Uma area de
gramineas e uma area de vegetacao arbustiva representaram os estadios iniciais da sucesséo, e
uma floresta secundaria e uma floresta madura representaram os estadios tardios. Dois periodos
sazonais foram considerados: primavera-verdo, com maior temperatura, precipitacdo pluvial e
comprimento do dia, e outono-inverno. Foi determinada a massa seca e a taxa de colonizacao
micorrizica das raizes finas. Em amostras de solo rizosférico e néo rizosférico foram
determinados o carbono (CBM) e nitrogénio (NBM) da biomassa microbiana, respiracdo basal,
taxas de amonificacdo e nitrificacdo, atividade da celulase, glutaminase e fosfatases acida e
alcalina, diversidade metabdlica da comunidade microbiana (usando Biolog Ecolplante®) e
teores de C total, C labil, N, P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn e Mn. Com 0 avango da sucessdo a massa
de raizes finas aumentou e a taxa de colonizacgdo das raizes por FMA diminuiu. Nas fases iniciais
da sucessédo, poucas diferencas foram observadas entre solo rizosférico e ndo rizosférico para
biomassa, atividade e diversidade metabodlica microbiana. Por outro lado, nas florestas, o solo
rizosférico exibiu maiores valores para o C labil, CBM, NBM, respiracdo basal, taxa de
amonificacéo, atividade da glutaminase e das fosfatases acida e alcalina do que o solo néo
rizosférico. Nas areas em estadios iniciais da sucessdo, a massa de raizes e a colonizagéo

micorrizica foram menores no outono-inverno do que na primavera-verdo. No solo rizosférico, o
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teor de C labil, a biomassa e atividade dos microrganismos também foram menores no outono-
inverno. Houve zona de acimulo de N, K, Mg e Fe neste periodo, enquanto que na primavera-
verdo ocorreu zona de deplecdo. Nas florestas, a sazonalidade néo alterou a massa de raizes e a
colonizacao micorrizica. No solo rizosférico, a sazonalidade pouco influenciou os teores de C
labil, a biomassa, a atividade e a diversidade metabolica de microrganismos. Zonas de acimulo
de nutrientes ocorreram em ambos 0s periodos sazonais. A influéncia da sazonalidade na
producdo de raizes finas, nas interacGes entre raizes e microrganismos e na formacéao de zonas de
acumulo/deplecdo de nutrientes foi mais intensa nas areas em inicio da sucessao do que nas
florestas. Isto esta relacionado com o ciclo de vida e com as mudancas fisioldgicas sazonais
exibidas pelas plantas dos diferentes grupos funcionais da sucessao.

Palavras-chave: biomassa microbiana, carbono labil, enzimas do solo, micorrizas arbusculares,

respiracdo microbiana, rizosfera.
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ABSTRACT

Fine roots represent an important part of the ecosystem primary productivity, and interactions
between fine roots and microorganisms influence plant nutrient uptake, community diversity and
functionality over succession. Seasonality influences fine-roots production and root-
microorganisms interactions. In this study, we aimed to analyze the influence of seasonality on
the fine-roots production, on the interaction of plants with arbuscular mycorrhizal fungi (AMF)
and with rhizospheric microorganisms, and on the formation of nutrient accumulation/depletion
zones in the rhizosphere in areas of different successional stages of a Semideciduous Seasonal
Forest ecosystem. A grassland and a shrubby vegetation represented the early-successional
stages, and a secondary forest and a mature forest represented the late stages. Two seasonal
periods were considered: spring-summer, with higher temperature, rainfall and daylength, and
fall-winter. Fine-roots dry mass and AMF-root colonization were assessed. Rhizospheric and
bulk soils were sampled to assess carbon (CMB) and nitrogen (NMB) of microbial biomass,
basal respiration, ammonification and nitrification rates, activity of cellulase, glutaminase, acid
and alkaline phosphatases, metabolic diversity of microbial community (using Biolog Ecoplate®)
and concentration of total C, labile C, N, P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn and Mn. Fine-root mass
increased and AMF-root colonization decreased over succession. In the early-successional areas,
few differences were observed between rhizospheric and bulk soils for microbial biomass,
activity and metabolic diversity. In the forests, rhizospheric soil exhibited higher values of labile
C, CMB, NMB, basal respiration, ammonification rate and activity of glutaminase and acid and
alkaline phosphatases than bulk soil. In the early-successional areas, fine-root mass and AMF-
root colonization were lower in fall-winter than in spring-summer. In the rhizospheric soil, labile
C amount and microbial biomass and activity were also lower in fall-winter. Accumulation zones
of N, K, Mg and Fe were detected in rhizosphere during this period, whereas nutrient depletion

zones were detected during spring-summer. In the forests, seasonality did not affect fine-root
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mass and AMF-root colonization. Seasonality had little influence on the amount of labile C and
on the microbial biomass, activity and metabolic diversity. Nutrient accumulation zones were
detected in both seasonal periods. The influence of seasonality on the fine-roots production, on
the interactions between roots and microorganisms and on the formation of nutrient
accumulation/depletion zones was more intense at early stages of succession than at the late
ones. This is related to the lifespan and to the seasonal physiological changes exhibited by plants
of the different functional groups of succession.

Keywords: arbuscular mycorrhizas, labile carbon, microbial biomass, microbial respiration,

rhizosphere, soil enzymes.
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Introducéo

Na dinamica da sucessdo tropical, a comunidade vegetal pioneira é tipicamente composta por
gramineas, herbaceas e arbustos intolerantes ao sombreamento e de rapido crescimento. Estas
plantas séo substituidas por espécies arboreas de ciclo de vida curto e intolerantes ao
sombreamento que, por ndo suportarem a propria sombra, diminuem em abundancia,
proporcionando o estabelecimento de arbdreas tolerantes ao sombreamento, que apresentam
crescimento lento, ciclo de vida longo e predominam nas fases tardias da sucessao (Saldarriaga
et al. 1988; Guariguata e Ostertag 2001). Dentre os fatores bidticos que influenciam a
diversidade e a funcionalidade das comunidades ao longo da sucessao destacam-se as interacfes
entre raizes e microrganismos (Kardol et al. 2006; Ledn et al. 2016). As raizes finas sdo
responsaveis pela aquisicao de recursos do solo pelas plantas e representam uma importante
parte da produtividade priméria do ecossistema (Jaramillo et al. 2003; Malhi et al. 2011). Os
compostos organicos exsudados pelas raizes finas possibilitam a ocorréncia de maior quantidade
e atividade de microrganismos de diversos grupos funcionais no solo rizosférico quando
comparado ao solo ndo rizosférico (Badri e Vivanco 2009; Jones et al. 2009; Dotaniya e Meena
2015). Estes microrganismos participam das transformacdes da matéria organica, dos ciclos
biogeoquimicos e, assim, disponibilizam nutrientes para a absorcdo pelas plantas (Batterman et
al. 2013; Kuzyakov e Blagodatskaya 2015). A associacao entre raizes finas e fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) também tem importante papel na aquisicdo de recursos pelas plantas. As
hifas sdo consideradas extensdes das raizes e aumentam significativamente o volume de solo que
pode ser explorado (Smith e Read 2008). A simbiose proporciona aumento na absor¢édo de agua
e nutrientes, principalmente P, N e Zn (Smith et al. 2011) e, consequentemente, a producéo de
biomassa (Zangaro et al. 2000, 2003), flores e sementes pelos vegetais (Koide e Dickie 2002;
Rondina et al. 2014). Em troca, FMA recebem fotoassimilados das plantas para a producao de

suas estruturas vegetativas e reprodutivas (Smith e Read 2008; Smith e Smith 2011). Por meio
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das hifas que colonizam o cortex das raizes, FMA podem interceptar parte dos fotoassimilados
antes da exsudacéo e, desse modo, competem com microrganismos da rizosfera pelo C
disponibilizado pelas plantas (Marschner e Timonen 2006).

As interacOes entre plantas e microrganismos do solo, bem como as caracteristicas das raizes
finas, podem sofrer influéncia da sazonalidade (Jones et al. 2004; Zangaro et al. 2014).
Comunidades em estadios iniciais da sucessdo sao mais sujeitas a variacdes das condi¢bes
ambientais do que comunidades em estadios tardios (Helmus et al. 2010; Bhaskar et al. 2014).
Em ecossistema de Floresta Estacional Semidecidual do sul do Brasil, comunidades em inicio de
sucessao apresentaram diminuicdo na quantidade de raizes finas vivas, na quantidade e
comprimento de pelos absorventes e na taxa de colonizacdo por FMA durante o periodo sazonal
menos favoravel para o crescimento das plantas, caracterizado por apresentar dias mais curtos,
temperaturas mais baixas e menor precipitacdo pluvial. Entretanto, comunidades em estadios
tardios ndo apresentaram tais alteracdes em decorréncia da sazonalidade (Zangaro et al. 2013,
2014). VariacGes sazonais na temperatura, pluviosidade, potencial hidrico do solo, umidade do ar
e intensidade luminosa influenciam a rizodeposi¢do, que compreende tanto o C proveniente da
exsudacdo das raizes quanto o C disponibilizado pela sua morte (Jones et al. 2004, 2009), o que
pode modificar a diversidade e a atividade dos microrganismos no solo rizosférico (Smalla et al.
2001; Marschner et al. 2002; Kaiser et al. 2011). As enzimas do solo, produzidas por fungos,
bactérias e outros organismos, sdo importantes indicadoras das respostas da comunidade
microbiana as variagdes sazonais da rizodeposicdo e das condi¢gdes ambientais (Kaiser e al.
2010; Barta et al. 2014; Liu et al. 2014). Modificacdes na atividade de enzimas do solo afetam a
ciclagem de C e nutrientes, podendo influenciar na formacéo de zonas de acimulo ou deplecéo
de nutrientes na rizosfera (Dotaniya e Meena 2015). A formacéo destas zonas também é

influenciada pelo movimento dos ions no solo, pela demanda nutricional da planta, pelo
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comprimento dos pelos absorventes e pela razdo area/volume do sistema de raizes finas (Koide
1991; Schachtman et al. 1998; Smith e Read 2008).

O entendimento da dindmica sazonal da producdo de raizes e das interacGes entre raizes e
microrganismos em ecossistemas naturais é de grande importancia, uma vez que pode auxiliar na
compreensdo e em predicdes de alteracdes nos ciclos biogeoguimicos e na produtividade
primaria em um cendario de mudancas no clima e na disponibilidade de alguns recursos, como
COze H20 (Treseder et al. 2012; Smith et al. 2015; Warren et al. 2015). Neste estudo, objetivou-
se avaliar, em areas em diferentes estadios da sucessdo de um ecossistema de Floresta Atlantica,
a influéncia da sazonalidade na producéo de raizes, na interacao das plantas com FMA e com
microrganismos da rizosfera e na formacao de zonas de acimulo ou deplecdo de nutrientes no

solo rizosférico.

Metodologia

Areas de estudo

As areas estdo localizadas no municipio de Londrina, Estado do Parana, Brasil, no dominio do
ecossistema Floresta Estacional Semidecidual (bioma Mata Atlantica), em uma regido de
transicdo entre as zonas tropicais e subtropicais do hemisfério sul. O solo é classificado como
Rhodic Ferralsol (FAO 1994), contendo mais de 70% de argila originaria de rocha basaltica. O
clima é classificado como Cfa (mesotérmico, subtropical imido), com média anual de
temperatura do ar de 21 °C e média de precipitacdo pluvial anual de 1600 mm. A maior parte das
chuvas ocorre entre outubro e margo, mas a regido ndo apresenta estacéo seca bem definida
(Chagas e Silva e Soares-Silva 2000). As amostragens foram realizadas em agosto e novembro
de 2014 e em fevereiro e maio de 2015. Dois periodos sazonais foram considerados para a regido
estudada com base em registros histdricos de temperatura do ar e pluviosidade coletados entre

1976 e 2009: primavera-verdo (entre outubro e margo) e outono-inverno (entre abril e setembro)
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(ver Zangaro et al. 2013). Dados de precipitacdo pluvial e media mensal da temperatura do ar no
municipio de Londrina durante o periodo de amostragem foram obtidos da estacéo
agrometeorologica do Instituto Agrondmico do Parana (www.iapar.br), e dados de comprimento
do dia foram obtidos do Observatorio Nacional (www.on.br).

Quatro areas em diferentes estadios sucessionais foram estudadas. A primeira area
apresentava solo de baixa fertilidade e teve o horizonte A e parte do horizonte B do solo
removidos em 1986, quando 3 m da camada superior foram retirados (23° 19' 33.7" S, 51° 11
42.5" W). As gramineas Paspalum notatum Fliiggé e Cynodon sp., regeneradas
espontaneamente, sao as principais espécies de plantas da area, embora ocorram alguns
individuos das espécies Solanum viarum Dunal, Hypochaeris spp. e Borreria latifolia (Aubl.)
K.Schum. A segunda area € uma vegetacdo arbustiva regenerada apds abandono de uma
pastagem em 2008 (23° 26' 30.3" S, 51° 14' 41.3" W). No momento das coletas, as principais
espécies na area eram as gramineas P. notatum, Megathyrsus maximus (Jacg.) B.K.Simon &
S.W.L.Jacobs e Urochloa decumbens (Stapf) R.D. Webster, as herbaceas Bidens pilosa L.,
Porophyllum ruderale (Jacg.) Cass. e Tridax procumbens L., os arbustos Baccaris sp., Vernonia
cognata Less. e Mimosa sp., além de alguns individuos das espécies arbdreas pioneiras Croton
urucurana Baill., Solanum granulosoleprosum Dunal e Poecilanthe parviflora Benth. A terceira
area é uma floresta secundaria regenerada apds o abandono de uma pastagem em 1987 (23° 27"
3.9" S, 51° 13'45.4" W). As espécies arboreas mais frequentes eram Alchornea triplinervia
(Spreng.) Mill.Arg., Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, Colubrina glandulosa Perkins,
Croton floribundus Spreng., Tabernaemontana catharinensis A.DC., Jacaranda puberula Cham.
e Ocotea puberula (Rich.) Nees. A quarta area é um fragmento maduro de Floresta Estacional
Semidecidual situado no Parque Estadual Mata dos Godoy (23° 26' 51.2" S, 51° 15" 13.7" W). As
espécies arboreas mais frequentes na area eram Actinostemon concolor (Spreng.) Mill.Arg.,

Aspidosperma polyneuron Mill.Arg., Balfourodendron riedelianum (Engl.) Engl., Euterpe
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edulis Mart., Gallesia integrifolia (Spreng.) Harms, Holocalyx balansae Micheli, Sorocea

bonplandii (Baill.) W.C.Burger et al., além de espécies dos géneros Guarea e Trichilia.

Extracéo de raizes e taxa de colonizagcdo micorrizica

Foram demarcadas 7 parcelas permanentes de 15 m x 15 m em cada area de estudo. Trés
amostras aleatorias de solo foram coletadas em cada parcela utilizando trado coletor de volume
fixo de 79.5 cm?® (4.5 cm de didmetro e 5 cm de altura). Cada amostra foi imersa em agua
durante 15 min e submetida a peneiramento umido (malha de 0.25 mm) para obtencdo de raizes
finas vivas com didmetro < 2 mm. Estas foram separadas manualmente das raizes mortas
verificando a coloracdo, a elasticidade e o grau de coesdo do cortex e do estelo, com auxilio de
estereomicroscopio (40x) (Gower 1987). Para a determinacao da massa seca, parte das raizes
finas vivas foi seca em estufa a 60 °C até massa constante.

Cerca de 1 g de raizes finas frescas de cada amostra foi clarificada em KOH 10%, acidificada
em HCI 1%, lavada em &gua corrente e corada com azul de tripano 0.05% para a coloracédo de
estruturas de FMA no interior das raizes (Brundrett et al. 1996). Para algumas raizes com
pigmentacgdo escura, utilizou-se H202 0.5% ap6s 0 KOH. A taxa de colonizacdo micorrizica das
raizes foi estimada pelo método de interseccao de quadrantes utilizando microscépio de luz

(100x) (McGonigle et al. 1990).

Atributos microbioldgicos, bioquimicos e quimicos em solo rizosférico e ndo rizosférico

Doze sub-amostras de raizes finas dos primeiros 5 cm de profundidade foram obtidas
aleatoriamente em cada parcela. Estas raizes foram agitadas manualmente em bandejas de modo
que todo o solo aderido as suas superficies, considerado solo rizosférico, fosse obtido.
Simultaneamente, doze sub-amostras de solo ndo aderido as raizes foram coletadas na mesma

parcela e este solo foi considerado como nao rizosférico. Portanto, foram obtidas sete amostras
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compostas de solo rizosferico e sete amostras compostas de solo néo rizosférico em cada area
por amostragem. As amostras obtidas foram prontamente armazenadas em caixa térmica com
gelo no local de coleta. No laboratério, as amostras foram peneiradas em malha de 4 mm e uma
aliquota de 10 g de cada amostra foi seca a 105 °C por 24 h para determinar o conteudo de agua.
Parte das amostras foi acondicionada em camara fria a 4 °C, para as analises microbioldgicas e
bioquimicas posteriores, e parte foi armazenada em freezer a —20 °C, para a andlise de
diversidade metabolica da comunidade microbiana.

O carbono da biomassa microbiana (CBM) foi quantificado pelo método de fumigacéo-
extracdo (Vance et al. 1987). Duas aliquotas de 20 g da amostra tiveram suas umidades ajustadas
para 60% da capacidade de retencdo de agua e uma foi fumigada com cloroférmio a 25 °C por 24
h. Apos extragdo com K2SO4 0.5 mol L™ o carbono organico dos extratos das aliquotas fumigada
e ndo fumigada foi oxidado com KMnOs e quantificado colorimetricamente (Bartlett e Ross
1988). O nitrogénio da biomassa microbiana (NBM) foi quantificado nos mesmos extratos por
digestdo sulfurica seguida pelo método azul de indofenol (Feije e Anger 1972). Calculou-se o
CBM e o NBM pela diferenca entre o carbono e o nitrogénio do extrato da aliquota fumigada e o
da aliquota ndo fumigada, empregando os coeficientes de extracdo K¢ = 0.33, para o carbono, e
Kn = 0.68, para o nitrogénio (Brookes et al. 1985). O carbono do extrato da aliquota ndo
fumigada foi considerado como carbono labil (C 1abil) (Pabst et al. 2013). A respiracdo basal do
solo foi determinada com base no CO- liberado de aliquotas de 50 g de amostras incubadas em
frascos hermeticamente fechados, a 28 °C, no escuro, por 7 d, contendo armadilhas de CO2 com
NaOH 0.5 mol L%, A quantificacdo do CO2 proveniente da respiragdo no solo foi realizada por
titulagdo do NaOH remanescente com HCI 0.5 mol L (Alef 1995).

Para a determinag&o das atividades das fosfatases acida (EC 3.1.3.2) e alcalina (EC 3.1.3.1),
aliquotas de 0.5 g de cada amostra foram incubadas a 37 °C, por 1 h, no respectivo tampéo

universal modificado (pH 6.5 ou pH 11.0), usando de p-nitrofenil fosfato dissédico 0.05 mol L
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como substrato. Apos paralisagio da reagdo com CaClz 0.5 mol L't e NaOH 0.5 mol L?, a
mistura foi filtrada e o p-nitrofenol produzido foi quantificado por espectrofotometria (Tabatabai
e Bremner 1969). Os brancos foram tratados da mesma maneira que as amostras, porém, o
substrato foi adicionado apds a adigédo do CaClz e do NaOH, antes da filtracdo. Para a
quantificacdo da atividade da celulase (EC 3.2.1.4), uma aliquota de 5 g de cada amostra solo foi
incubada a 50 °C, por 24 h, em tampéo fosfato (pH 5.5), utilizando carboximetilcelulose (CMC)
0.7% como substrato. Os acUcares redutores provenientes da hidrélise do CMC foram
quantificados pelo método azul da Prussia (Schinner e von Mersi 1990). Os brancos foram
tratados da mesma maneira que as amostras, mas o CMC foi adicionado apds a incubacdo. Para
determinar a atividade da glutaminase (EC 3.5.1.2), 1 g de solo de cada amostra foi incubada a
37 °C, por 2 h, em tamp&o THAM (pH 10.0), com L-glutamina 0.5 mol L™ como substrato
(Bottomley et al. 1994). O NH4* produzido pela hidrélise da L-glutamina foi extraido com
solugdo de KCI 2.5 mol L e AgSO4 100 mg L, destilado pelo método Kjeldahl e titulado
(Keeney e Nelson 1982). Os brancos foram tratados da mesma maneira que as amostras, contudo
a L-glutamina foi adicionada ap6s a solucdo de KCl e AgSQOa.

As taxas de amonificacao e nitrificacdo foram determinadas considerando a concentracéo de
NH4* e de NO3™ nas amostras antes e depois da incubagdo a 28 °C, por 21 d, no escuro, com e
sem adicdo de 125 pg N-amoniacal g* solo. O NH4* e 0 NO3~ foram extraidos com KCI 2 mol L
! de uma aliquota de 10 g de solo. A quantificacio do NH4* e do NO3™ nos extratos foi realizada
em microplacas, em triplicata, pelos métodos verde de salicilato (Searle 1984) e Griess/Vanadio
(Miranda et al. 2001), respectivamente. O NH4* e 0 NOs™~ das amostras antes da incubagéo foram
considerados o teor de N mineral no solo.

Para analise quimica, aliquotas das amostras foram secas a temperatura ambiente apos
peneiramento com malha de 2 mm. O pH foi obtido em solugéo de CaCl, 0.01 mol L' e o

carbono total (C total) foi determinado pelo método Walkley-Black. Fosforo e potassio foram
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extraidos com Mehlich-1 e determinados por espectrofotometria e fotometria de chama,

respectivamente. Calcio e magnésio foram extraidos com KCI 1 mol L e determinados por
espectrofotometria de absorcdo atdmica (Pavan et al. 1992). Ferro, zinco, cobre e manganés
foram extraidos com Mehlich-1 e quantificados por espectrofotometria de absorcao atémica

(Defilippo e Ribeiro 1997).

Diversidade metabdlica da comunidade microbiana

A diversidade metabdlica da comunidade microbiana foi determinada por meio de microplacas
Biolog Ecoplate® (Biolog Inc., Hayward, CA, USA), as quais contém 31 fontes orgénicas de C
(carboidratos, acidos carboxilicos, aminoacidos, aminas, fendis e polimeros) em triplicata.
Primeiramente, foram quantificadas as bactérias cultivaveis totais nas amostras de solo
suspendendo 10 g de solo em 90 mL de solucdo NaCl 0.85% por 30 minutos em agitador
horizontal. Em seguida, dilui¢des entre 103 e 107 da suspensio foram adicionadas em meio agar
nutriente liquefeito e cinco gotas de 40 pL foram imediatamente distribuidas em placas de Petri.
As placas foram incubadas a 28 °C, no escuro, e avaliadas ap6s 72 h de incubacgdo. A contagem
de bactérias totais foi realizada pelo nimero mais provavel estimado em tabela de probabilidades
(Jahnel et al. 1999). Para a montagem das microplacas Biolog, 10 g das amostras de solo foram
suspendidas em 90 mL de solucdo NaCl 0.85% por 1 h em agitador horizontal. Seguidamente,
120 pL da diluicdo apropriada, com concentragdo aproximada de 1000 células mL™2, foram
inoculados em cada poco das microplacas, as quais foram incubadas no escuro a 28 °C. As
microplacas foram analisadas em espectrofotdmetro de microplacas a 590 nm. As leituras foram
realizadas no momento previo a incubacdo, apés 12 h, 24 h e, em seguida, a cada 24 h ate 7 d de
incubacéo (para as areas de Arbustos, Floresta secundaria e Floresta madura) ou até 10 d de
incubacéo (para a area de Gramineas), para a obtengéo da média de desenvolvimento de cor de

0.8-1.0 unidade de absorbancia para cada placa (Zak et al. 1994; Souza et al. 2012). Para
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diminuir efeitos de diferencas na concentracdo do inoculo entre as amostras, os dados foram
normalizados dividindo-se os valores brutos de absorbancia de cada pogo pela média de
desenvolvimento de cor da placa (Garland e Mills 1991). A partir dos valores normalizados,
calculou-se o nimero de diferentes substratos utilizados pela comunidade microbiana, referido
como a riqueza de substratos (S) e o indice de diversidade de Shannon (H”), que considera tanto
a riqueza de substratos utilizados como a intensidade em que 0s mesmos sao consumidos pelos

microrganismos (Zak et al. 1994).

Analise dos dados

Os dados foram submetidos as analises de normalidade, pelo teste de Shapiro-Wilk, e
homocedasticidade, pelo teste de Levene. As raz@es solo rizosférico/solo néo rizosférico (razéo
R/NR) dos atributos microbioldgicos, bioguimicos e quimicos foram calculadas em cada periodo
sazonal dentro de cada estadio da sucessdo. Os dados expressos em porcentagem (colonizacao
micorrizica e taxa de nitrificacdo) e as raz6es R/NR foram previamente transformados em
arcoseno(x/100) para serem analisados. Os efeitos dos fatores sazonalidade (primavera-verdo e
outono-inverno) e estadio sucessional sobre a colonizacdo micorrizica, a massa seca das raizes e
as razdes R/NR foram analisados por meio da Anova de dois fatores seguida pelo teste de Tukey.
Dentro de cada estadio sucessional, os efeitos dos fatores solo (rizosférico e ndo rizosférico) e
sazonalidade sobre o indice de diversidade de Shannon, a riqueza de substratos utilizados pela
comunidade microbiana, e sobre as varidveis microbioldgicas, bioquimicas e quimicas foram
analisados por meio da Anova de dois fatores. Anélises de componentes principais (PCA) foram
realizadas para observar o comportamento dos atributos microbioldgicos, bioquimicos e
quimicos, frente as variaveis ambientais (precipitacdo pluvial, temperatura do ar, comprimento
do dia e conteido de 4gua no solo), nos solos rizosféricos e nao rizosfericos de cada estadio da

sucessdo. O nivel de significancia adotado em todos os testes foi de 5%.
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Resultados
As meédias mensais de temperatura do ar, comprimento do dia, precipitacdo pluvial e teor de agua
no solo foram maiores durante o periodo primavera-verdao do que durante o outono-inverno (Fig
1). A média de temperatura do ar durante a primavera-verao foi 24.1 °C, sendo janeiro 0 més
mais quente, enquanto que a media no outono-inverno foi 19.5 °C, sendo julho 0 més mais frio
(Fig 1a). A média do comprimento do dia durante primavera-verao foi 13.2 h, sendo janeiro o
més com dias mais longos. Durante o periodo outono-inverno, a média do comprimento do dia
foi 11.0 h, e julho apresentou os dias mais curtos. A média de precipitacao pluvial na primavera-
verdo foi 147 mm, com a maior precipitacdo em dezembro, e a média de precipitacdo pluvial no
outono-inverno foi 83.5 mm, com a menor precipitacdo em junho. O teor de agua no solo (Fig
1b) pouco diferiu entre os periodos sazonais dentro de cada area, uma vez que outono-inverno
ndo foi um periodo seco. A média do teor de 4gua no solo na primavera-verdo foi 0.24 g g* na
area de Gramineas, 0.34 g g* na area de Arbustos, 0.39 g g na Floresta secundaria e 0.52 g g*
na Floresta madura. Durante o outono-inverno, as médias foram 0.23 g g na area de Gramineas,
0.34 g g na area de Arbustos, 0.36 g g* na Floresta secundaria e 0.48 g g* na Floresta madura.
A colonizacdo micorrizica nas raizes (Fig 2a) diminuiu com o avan¢o da sucessdo em ambos
0s periodos sazonais, sendo 0s maiores valores encontrados nas raizes coletadas nas areas de
Gramineas e Arbustos, seguidas pela Floresta secundaria, e 0s menores valores encontrados nas
raizes da Floresta madura. Nas areas de Gramineas e Arbustos, a colonizacdo micorrizica nas
raizes foi maior na primavera-verao do que no outono-inverno, sendo que nas florestas ndo
ocorreram variagdes sazonais. A massa seca das raizes (Fig 2b) aumentou com o avanco da
sucessao em ambos os periodos sazonais, sendo que os valores encontrados nas raizes das
Florestas secundaria e madura foram maiores do que nas raizes das areas de Gramineas e de

Arbustos. Nas areas de Gramineas e de Arbustos, a massa seca das raizes foi maior na
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primavera-verdo do que no outono-inverno, e ndo foram observadas varia¢ées sazonais nas
Florestas secundaria e madura.

Nas areas de Gramineas e de Arbustos, ndo houve diferencas entre solo rizosférico e solo ndo
rizosférico para CBM, NBM, respiracao basal, atividade das fosfatases acida e alcalina e da
glutaminase, taxa de amonificacdo, pH e teores de C total, N, P, K, Ca, Mg, Fe, Zn, Cue Mn em
ambos os periodos sazonais (Tabela 1). No solo rizosférico, o CBM foi maior na primavera-
verdo do que no outono-inverno. A respiracao basal foi maior na primavera-verao do que no
outono-inverno tanto no solo rizosférico quanto no solo néo rizosférico. No solo rizosférico, a
atividade da celulase e o teor de N foram maiores no outono-inverno do que na primavera-verao.
Na area de Gramineas, a taxa de nitrificacdo foi maior no solo rizosférico do que no solo ndo
rizosférico tanto na primavera-verdo quanto no outono-inverno. Durante o periodo outono-
inverno, a atividade da celulase foi maior no solo rizosférico do que no solo néo rizosférico. A
fosfatase alcalina apresentou maior atividade durante a primavera-verdo do que durante o
outono-inverno tanto no solo rizosférico quanto no ndo rizosférico. Ainda na area de Gramineas,
o C labil foi maior na primavera-verdo do que no outono-inverno em ambos 0s solos. Na area de
Arbustos, 0 CBM, o NBM e o C labil do solo rizosférico foram maiores na primavera-verao do
gue no outono-inverno. A respiracdo basal foi maior no solo rizosférico do que no nédo
rizosférico em ambos os periodos. Os teores de K e Ca foram maiores no outono-inverno do que
na primavera-verao tanto no solo rizosférico quanto no solo néo rizosférico. Nas Florestas
secundaria e madura, 0 CBM, NBM, a atividade da glutaminase e da fosfatase alcalina e os
teores de C labil, N e P foram maiores no solo rizosférico do que no solo n&o rizosférico, tanto
na primavera-verdo quanto no outono-inverno. Nas duas florestas, ndo houve diferengas entre os
periodos primavera-verao e outono-inverno para CBM, atividades da celulase, da glutaminase e
das fosfatases acida e alcalina, taxas de amonificacéo e nitrificacdo, pH e teores de C total, N, P,

K, Ca, Mg, Fe, Zn, Cu e Mn. Na Floresta secundaria, a respiracao basal, a taxa de amonificacéo
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e os teores de K, Ca e Zn foram maiores no solo rizosférico do que no solo néo rizosférico no
periodo primavera-verdo. O NBM foi maior na primavera-verdo do que no outono-inverno, tanto
no solo rizosférico quanto no solo ndo rizosférico. No solo rizosférico, a respiracdo basal e o teor
de C labil foram maiores durante a primavera-verdo do que no outono-inverno. Na Floresta
madura, 0 NBM, a respiracdo basal e a atividade da fosfatase acida foram maiores no solo
rizosférico do que no solo néo rizosférico tanto na primavera-verao quanto no outono-inverno. O
teor de Mn foi maior no solo rizosférico do que no solo néo rizosférico apenas em primavera-
verdo. A respiracdo basal foi maior durante a primavera-verdo do que durante o outono-inverno
tanto no solo rizosférico quanto no solo néo rizosférico (Tabela 1).

As razoes solo rizosférico/solo ndo rizosférico (R/NR) do CBM, NBM, respiracdo basal do
solo, taxa de amonificacdo e atividades da glutaminase e das fosfatases acida e alcalina e a taxa
de amonifica¢do aumentaram com o avanco da sucessdo (Fig 3). Ao contrério, as razdes da
atividade da celulase e a taxa de nitrificacdo diminuiram com a sucessao. As razées R/NR do
CBM, atividades da glutaminase e da fosfatase alcalina foram maiores nas Florestas secundéria e
madura do que nas areas de Gramineas e Arbustos em ambos 0s periodos sazonais. A razao
R/NR do NBM foi maior na Floresta madura do que nas demais areas no periodo primavera-
verdo. No outono-inverno, esta razao foi maior na Floresta madura do que nas areas de
Gramineas e Arbustos, sendo que a Floresta secundaria ndo diferiu das demais. A razdo R/NR da
respiracdo basal do solo foi maior nas Florestas secundaria e madura do que nas areas de
Gramineas e Arbustos primavera-verdo. Durante o outono-inverno, tal razdo foi maior na
Floresta madura do que nas areas de Gramineas e Arbustos, sendo que a Floresta secundaria ndo
diferiu das demais areas. A razdo R/NR da atividade da fosfatase acida foi maior na Floresta
madura do que nas demais areas nos dois periodos sazonais. A razdo R/NR da celulase néo
diferiu entre as areas dos quatro estadios sucessionais na primavera-verdo. Durante outono-

inverno, esta razdo foi maior na area de Gramineas do que nas Florestas secundaria e madura,
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sendo que a area de Arbustos nao diferiu das demais. Em ambos os periodos sazonais, a razéo
R/NR da taxa de amonificacdo foi maior nas Florestas secundaria e madura, seguidas pela area
de Arbustos, e a rea de Gramineas apresentou as menores razdes, com valores negativos. A
razdo R/NR da taxa de nitrificacdo foi maior na area de Gramineas do que nas demais areas em
ambos os periodos sazonais (Fig 3).

As razbes R/NR para os teores de C labil, N, P, K, Ca, Mg, Zn, Cu, Mn e do pH aumentaram
com o avango da sucessdo (Fig 4). Apenas a razdo R/NR do teor de C total ndo diferiu entre os
estadios sucessionais em nenhum periodo sazonal. As razdes R/NR dos teores de C 1abil, N, P e
Cu foram maiores nas Florestas secundaria e madura do que nas areas de Gramineas e Arbustos
em ambos 0s periodos sazonais. As razdes R/NR dos teores de K e Zn foram maiores nas
Florestas secundaria e madura do que nas areas de Gramineas e Arbustos no periodo primavera-
verdo. Durante o outono-inverno, estas razdes foram maiores na Floresta madura do que nas
areas de Gramineas e de Arbustos, sendo que a Floresta secundaria ndo diferiu das demais. Em
ambos os periodos sazonais, a razdo R/NR do teor de Ca foi maior nas Florestas secundéria e
madura do que na area de Gramineas, sendo que a area de Arbustos ndo diferiu das demais areas.
No periodo primavera-verdo, a razdo R/NR do teor de Mg foi maior nas Florestas secundéria e
madura do que na area de Gramineas, sendo que a area de Arbustos ndo diferiu das demais. No
outono-inverno, esta razao foi maior na Floresta madura do que nas areas de Gramineas e
Arbustos, e a Floresta secundaria ndo diferiu das demais. A razdo R/NR do teor de Fe néo diferiu
entre nenhuma das areas na primavera-verdo, mas no outono-inverno foi maior nas éreas de
Gramineas e de Arbustos do que na Floresta madura, sendo que a Floresta secundaria ndo diferiu
das demais. A razdo R/NR do Mn foi maior nas Florestas secundaria e madura do que nas areas
de Gramineas e de Arbustos durante a primavera-verdao. No outono-inverno, nao houve
diferencas entre as areas. A razdo R/NR do pH foi maior na Floresta madura do que nas demais

areas durante a primavera-verdo. No outono-inverno, ndo houve diferengas entre as areas. Nas
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areas de Gramineas e Arbustos, ocorreu formacéo de zona de deplecédo de C labil, P, Ke Cuem
ambos os periodos sazonais. Durante a primavera-verao, foram observadas zonas de deplecédo de
N, Mg e Fe, na area de Gramineas, e de N e Fe, na area de Arbustos. As Florestas secundaria e
madura exibiram zona de deplecdo de Fe em ambos os periodos. Porém, nas duas florestas,
houve zonas de acimulo de todos os outros nutrientes e de C total e C labil em ambos os
periodos sazonais (Fig 4).

Nas PCAs, foram observados comportamentos similares entre as areas de Gramineas e de
Arbustos e entre as Florestas secundaria e madura (Fig 5). Na area de Gramineas, houve
separacao clara dos solos rizosféricos e ndo rizosféricos entre os periodos primavera-verdo e
outono-inverno ao longo do eixo 1 (Fig 5a). Durante a primavera-verao, o solo rizosférico e o
solo néo rizosférico ficaram relacionados positivamente com o comprimento do dia, a
temperatura do ar e a precipitacdo pluvial. O solo rizosférico ficou mais positivamente
relacionado com C labil, CBM, respiracao basal, taxa de nitrificacdo e atividades da fosfatase
acida e da glutaminase. Por outro lado, o solo néo rizosférico ficou mais positivamente
relacionado com a atividade da fosfatase alcalina, o teor de Fe e a taxa de amonificacdo. No
periodo outono-inverno, os solos rizosférico e ndo rizosférico ficaram mais positivamente
relacionados com a atividade da celulase e o teor de P. Na area de Arbustos, também houve
distingdo dos solos rizosféricos e ndo rizosféricos entre os periodos primavera-verdo e outono-
inverno ao longo do eixo 1 (Fig 5b). No periodo primavera-verdo, o solo rizosférico e o solo ndo
rizosférico ficaram relacionados positivamente com o comprimento do dia, a temperatura do ar e
a precipitacdo pluvial. O solo rizosférico ficou mais positivamente relacionado com NBM, C
labil e CBM, enquanto que o solo néo rizosférico ficou mais relacionado com a atividade da
fosfatase alcalina e o teor de Cu. No outono-inverno, o solo rizosférico e o solo n&o rizosférico
ficaram mais positivamente relacionados com as atividades da celulase e da fosfatase acida, e

com os teores de N e Mg. Na Floresta secundéria, 0 eixo 1 separou nitidamente 0s solos
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rizosféricos dos solos nao rizosfericos, independentemente do periodo sazonal (Fig 5c). Os solos
rizosféricos da primavera-verdo e do outono-inverno ficaram mais positivamente relacionados
com CBM, NBM, respiracdo basal, taxas de amonificacéo e nitrificacdo, atividades das
fosfatases acida e alcalina e da glutaminase, e teores de C labil, N, Ca, P, e Zn, enquanto os solos
ndo rizosféricos apresentaram relacao negativa com a maioria das variaveis. Na Floresta madura,
também houve distincdo clara entre solos rizosféricos e solos néo rizosféricos ao longo do eixo 1
(Fig 5d). O solo rizosférico no periodo primavera-verdo ficou mais positivamente relacionado
com CBM, respiracao basal, taxas de amonificacdo e nitrificacdo, pH, teor de C labil e atividades
da fosfatase alcalina e da glutaminase. No outono-inverno, o solo rizosférico ficou mais
relacionado com a atividade da fosfatase acida e os teores de Zn, Ca, Cu, P, C total, Mg, Mn, K e
N. Os solos ndo rizosféricos ficaram mais relacionados com o teor de Fe, na primavera-verao, e
com a atividade da celulase, no outono-inverno.

A riqueza de substratos utilizados pela comunidade microbiana ndo diferiu entre os solos
rizosférico e ndo rizosférico e entre os periodos primavera-verdo e outono-inverno em nenhum
dos estadios sucessionais (Tabela 2). Na area de Gramineas, de Arbustos e na Floresta
secundaria, o indice de diversidade de Shannon n&o diferiu entre os solos rizosférico e ndo
rizosférico e entre os periodos primavera-verao e outono-inverno. Na Floresta madura, o indice
de diversidade de Shannon foi maior no solo rizosférico do que no solo néo rizosférico durante a

primavera-verdo, mas ndo diferiu entre os solos durante o outono-inverno.

Discusséo

Producéo de raizes finas

A massa seca das raizes finas aumentou com o avango da sucesséo, corroborando resultados de
Zangaro et al. (2013, 2014), para 0 mesmo ecossistema, e de Hertel et al. (2003), Jaramillo et al.

(2003) e Vargas et al. (2008), para outros ecossistemas florestais. As raizes finas das plantas dos
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estadios tardios da sucessdo apresentam menor comprimento especifico, maior didmetro, maior
densidade do tecido, menor incidéncia e comprimento de pelos absorventes (Zangaro et al. 2007)
do que as raizes finas de plantas dos estadios iniciais da sucessdo. Estas caracteristicas mostram
que as espécies tardias apresentam raizes com alto potencial de acimulo de C e baixo potencial
de exploracdo do solo (Zangaro et al. 2012a, 2014), enquanto que as espécies iniciais utilizam o
C com maior eficiéncia e produzem um sistema de raizes com elevado potencial de exploracéo e
de absorcéo de nutrientes (Comas e Eissenstat 2004), o que combina com suas altas demandas
nutricionais (Zangaro et al. 2003).

A sazonalidade influenciou a producéo de raizes nas areas em inicio de sucessdo, mas nao
afetou a producao nas florestas. Nas areas de Gramineas e de Arbustos, a massa seca das raizes
finas foi maior no periodo mais favoravel para o crescimento das plantas (primavera-verao) do
gue no periodo menos favoravel (outono-inverno), indicando diferenca sazonal na producéo de
raizes finas nestas comunidades. A producdo e a expansao de raizes finas aumentam com o
aumento da temperatura (Pregitzer et al. 2000; Comas et al. 2005; Comas et al. 2012) e da
irradiancia (Fitter et al. 1998; Edwards et al. 2004). A incidéncia e o0 comprimento de pelos
absorventes também aumentam com o aumento da producéo das raizes pelas espécies de plantas
do inicio da sucessdo (Zangaro et al. 2014). A baixa producdo de raizes nas areas de Gramineas e
de Arbustos durante outono-inverno foi associada as temperaturas mais baixas, ao menor
comprimento do dia e a menor precipitagdo pluvial, como também ao tipico ciclo de vida curto
das plantas das fases iniciais da sucessao. Além disso, elevada quantidade de raizes mortas foi
encontrada nas areas de Gramineas e de Arbustos no outono-inverno. Isto demonstra que, nas
comunidades do inicio da sucesséo, a renovagao das raizes finas é sazonal, e que a maior
producéo de novas raizes ocorre no periodo em que as plantas encontram melhores condi¢cfes
para o crescimento e apresentam maiores demandas nutricional e metabdlica. Por outro lado, nas

Florestas secundaria e madura, onde predominam plantas com ciclo de vida longo e com baixa
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demanda nutricional intrinseca, ndo foram observados efeitos sazonais na massa seca das raizes
porque nestes ambientes a producao e a taxa de renovacao das raizes finas séo constantes ao

longo do ano (Powers et al. 2005; Zangaro et al. 2014).

InteracOes entre raizes e FMA

A colonizacdo micorrizica nas raizes diminuiu com o avango da sucessao, corroborando Aidar et
al. (2004) e Zangaro et al. (2000, 2012a, 2012b, 2013, 2014) para ecossistemas da Floresta
Atlantica. Esta diminuicdo reflete as relacGes distintas que as plantas dos diferentes grupos
funcionais possuem com os FMA. Plantas das fases iniciais da sucessdo apresentam maior
colonizacao micorrizica e dependéncia dos FMA para sobreviver, crescer (Siqueira et al. 1998;
Zangaro et al. 2000, 2003, 2007) e se reproduzir (Rondina et al. 2014) e também multiplicam
mais FMA do que plantas das fases tardias (Zangaro et al. 2012b, 2013). Plantas pioneiras, que
muitas vezes crescem em solos com baixa fertilidade, utilizam os FMA como estratégia para
aumentar o volume de solo explorado e obter os nutrientes em quantidade suficiente para a
manutencdo de suas altas demandas nutricionais e metabolicas e suas elevadas taxas de
crescimento (Zangaro et al. 2003; Rondina et al. 2014). Os elevados comprimentos total e
especifico e a elevada incidéncia de pelos absorventes longos nas raizes das plantas pioneiras,
além de aumentar o potencial de absorcdo, também aumentam a probabilidade de contato entre
as raizes e os propagulos de FMA no solo, resultando em maior colonizacdo micorrizica (Comas
et al. 2012; Zangaro et al. 2012a). Além disso, as elevadas taxas fotossintéticas tipicas das
plantas de inicio de sucessdo (Santiago e Wright 2007) possibilitam que grandes quantidades de
fotoassimilados possam ser utilizadas para a manutencédo das elevadas taxas de colonizagao
micorrizica, que demandam grande investimento de C pelas plantas hospedeiras (Graham 2000;
Lynch e Ho 2005). Por outro lado, plantas das fases tardias da sucessdo apresentam crescimento

lento, baixa demanda nutricional (Zangaro et al. 2003) e baixa colonizacao das raizes por FMA.
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Estas plantas crescem sob denso dossel e enfrentam forte competicdo por luz (Lusk et al. 2008;
Lohbeck et al. 2014), condi¢do que pode diminuir a translocacdo de C para a manutencéo de
FMA (Gamage et al. 2004; Johnson 2010). A baixa colonizacdo micorrizica das raizes das
florestas também pode estar associada ao baixo comprimento total e especifico, a baixa
incidéncia e comprimento de pelos absorventes, ao elevado didametro e a elevada densidade do
tecido das raizes finas. Estas caracteristicas morfoldgicas influenciam negativamente na
probabilidade de encontro das raizes com propagulos de FMA no solo e na capacidade de
proliferacdo dos FMA no cértex (Zangaro et al. 2013, 2014).

Nas areas de Gramineas e de Arbustos, a colonizacdo por FMA nas raizes foi menor no
outono-inverno do que na primavera-verdo, resultado também verificado por Zangaro et al.
(2013) no mesmo ecossistema. A menor colonizacdo por FMA coincide com o periodo de menor
producdo de raizes e com a menor atividade das plantas hospedeiras. Em temperaturas mais
baixas, 0 metabolismo e a taxa fotossintética das plantas diminuem (Yamori et al. 2013),
podendo reduzir a quantidade de C investido para a manutencdo dos FMA nas raizes (Hawkes et
al. 2008; Busby et al. 2012; Johnson et al. 2017). A menor disponibilidade de luz nos dias curtos
também pode resultar em menor alocacdo de fotoassimilados para a manutencao dos FMA (Fitter
et al. 1998; Johnson 2010). Por outro lado, nas Florestas secundaria e madura ndo houve
variacdo sazonal da colonizagcdo micorrizica nas raizes. No outono-inverno, além das condicGes
climaticas menos favoraveis, algumas espécies da Floresta Estacional Semidecidual perdem suas
folhas (IBGE 1992), o que também pode contribuir para a diminuicdo do investimento de C
pelas plantas para manutencdo dos FMA (Saravesi et al. 2014). No entanto, a ndo variagédo da
colonizagdo por FMA nos dois periodos possivelmente ocorreu devido a baixa densidade e
atividade metabolica dos FMA associados as plantas das florestas. A colonizag¢do micorrizica
pode estar em niveis muito baixos que ndo causam prejuizos energéticos significativos para as

plantas, especialmente no periodo menos favoravel.
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Interac@es entre raizes e microrganismos da rizosfera

Nas areas de Gramineas e de Arbustos, os teores de C labil ndo diferiram entre os solos
rizosféricos e ndo rizosféricos, indicando baixa exsudacado de compostos organicos de facil
degradacéo pelas raizes. Plantas de ciclo de vida curto exsudam menos compostos organicos do
que plantas de ciclo de vida longo (Grayston et al. 1996). A baixa exsudacdo possivelmente
ocorre porque parte consideravel dos fotoassimilados pode ser interceptada pelos FMA no
interior das raizes antes de sua liberacdo para o solo (Rondina 2017). Os FMA demandam
grandes quantidades de C das plantas hospedeiras (Graham 2000; Lynch e Ho 2005) e alteram os
padrdes de exsudacdo das raizes (Jones et al. 2004; Kaiser et al. 2015), reduzindo, por exemplo,
a exsudacao de agucares e aminoacidos (Marschner et al. 2002; Mechri et al. 2015).

Os exsudatos das raizes sdo a principal fonte de C labil para os microrganismos
quimioheterotréficos da rizosfera (Jones et al. 2009; de Graaff et al. 2010; Blagodatskaya et al.
2014; Kuzyakov e Blagodatskaya 2015). Os solos rizosféricos e nao rizosféricos das areas de
Gramineas e Arbustos ndo apresentaram diferencas para CBM, NBM, respiracdo basal e
atividades das enzimas glutaminase e fosfatases acida e alcalina. Isto indica que a baixa
exsudacdo do C labil limitou a biomassa e a atividade de microrganismos na rizosfera das plantas
destas comunidades. As areas em inicio de sucessdo geralmente apresentam solos de baixa
fertilidade e que recebem pequeno aporte de material orgénico, o que resulta em baixa
incorporacdo de C e baixa capacidade de estoque de nutrientes (Santiago 2010; Nogueira et al.
2016). Nessa condicdo, pode ser mais vantajoso para as plantas pioneiras, que possuem altas
demandas nutricionais, investir C para a manutencdo dos FMA, que exploram com eficiéncia 0s
nutrientes ja disponiveis no solo, do que exsudar C labil e sustentar grande quantidade e
atividade de microrganismos na rizosfera. Estes microrganismos irdo atuar sobre um baixo teor

de material orgénico e, portanto, poucos nutrientes serdo mineralizados e disponibilizados para
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as plantas. Além disso, a riqueza de substratos organicos utilizados pelos microrganismos e 0s
indices de diversidade metabdlica da comunidade microbiana néo diferiram entre solo rizosférico
e ndo rizosférico. Isso indica que, além da baixa exsudacédo de C labil, a variedade de compostos
organicos exsudados pelas raizes pode ter sido baixa, possivelmente, devido a baixa diversidade
de espécies de plantas nas areas em inicio de sucessao (Steinauer et al. 2016).

Na area de Gramineas, a taxa de amonificacdo foi muito baixa em ambos os solos, e no solo
rizosférico os valores foram negativos em ambas as estacdes, resultando em valores negativos
das razGes R/NR. Isto indica que a mineralizacdo do N foi menor do que sua imobilizacdo pelos
microrganismos. As taxas de amonificacdo negativas estdo relacionadas com a baixa
disponibilidade de C 1abil (Campos et al. 2012) e com a baixa quantidade e qualidade do material
organico depositado no solo (Shi et al. 2006; Robertson e Groffman 2007). Entretanto, a taxa de
nitrificacdo foi maior no solo rizosférico do que no néo rizosférico. Plantas do género Paspalum,
que predominam na area de Gramineas, podem estimular a nitrificacdo (Bowatte et al. 2011), a
qual ¢ realizada por microrganismos quimiolitotréficos que obtém energia a partir da oxidagédo
do NH4" a NOs~ (Robertson e Groffman 2007). Desse modo, a baixa exsudacdo de C pelas raizes
e 0 baixo aporte de material organico no solo ndo limitam energeticamente a nitrificacdo. Além
disso, a baixa exsudacdo de C labil na rizosfera pode ter estimulado a atividade dos nitrificadores
ao limitar o crescimento de microrganismos quimioheterotroficos e, assim, diminuir a
competicdo por NH4* (Verhagen et al. 1992; Booth et al. 2005).

No solo rizosférico das areas de Gramineas e Arbustos, 0 CBM e a respiracdo basal foram
menores no outono-inverno do que na primavera-verao, indicando efeito sazonal na quantidade e
atividade dos microrganismos na rizosfera. Na area de Gramineas, a menor atividade da fosfatase
alcalina durante o outono-inverno indica redugdo na atividade dos microrganismos
mineralizadores de P (Shi et al. 2013). N&o houve diferenca na riqueza de substratos utilizados e

na diversidade metabolica da comunidade microbiana entre os periodos sazonais. Isto sugere

145



571

572

573

574

575

576

577

578

579

580

581

582

583

584

585

586

587

588

589

590

591

592

593

594

595

que, nas areas em inicio de sucessdo, a sazonalidade afeta mais a quantidade e a atividade dos
microrganismos do que a estrutura funcional da comunidade microbiana. O periodo primavera-
verdo é mais favoravel para o crescimento e atividade dos microrganismos (Marschner et al.
2002; Shi et al. 2013; Liu et al. 2014), bem como para a fisiologia das plantas pioneiras. Apesar
da menor ocorréncia de chuvas no outono-inverno, o teor de agua no solo variou pouco entre 0s
periodos sazonais, de modo que as temperaturas mais baixas podem ter sido o fator ambiental
que afetou o crescimento e a atividade microbiana (Curiel et al. 2007). No outono-inverno,
houve diminuicao do teor de C labil no solo rizosférico de ambas as areas devido ao menor
crescimento, metabolismo e fotossintese das plantas (Jones et al. 2004, 2009), afetando
negativamente a biomassa e atividade microbiana na rizosfera (Marschner et al. 2002; Liu et al.
2014). Entretanto, no solo rizosférico das areas em inicio de sucesséo, a atividade da celulase foi
maior no outono-inverno do que na primavera-verdo. A troca sazonal de raizes finas nestas areas
resulta em grande quantidade de raizes mortas durante o outono-inverno, que servem de
substrato para os microrganismos celuloliticos aumentarem sua atividade. Portanto, a variacdo
sazonal na quantidade e na composi¢do dos substratos organicos disponiveis no solo rizosférico
pode ser o principal fator que configurou as variacGes na biomassa e atividade dos
microrganismos na rizosfera das areas em inicio de sucessao.

Nas Florestas secundaria e madura, o teor de C labil no solo rizosférico foi maior do que no
solo ndo rizosférico, indicando que as plantas destas comunidades exsudam pelas raizes grandes
quantidades de compostos organicos de facil degradacdo (Grayston et al. 1996; Jones et al. 2009;
de Graaff et al. 2010). Estas plantas apresentaram baixas taxas de colonizacdo por FMA e, ao
investirem pouco C para sustentar esta simbiose, podem exsudar grandes quantidades de C labil
na rizosfera (Rondina 2017), o que aumenta a biomassa e a atividade de microrganismos
quimioheterotréficos (de Graaff et al. 2010; Kuzyakov e Blagodatskaya 2015). Isto pode ser

verificado pelos maiores valores de CBM, NBM, respiracdo basal, taxa de amonificagéo e
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atividade da glutaminase e da fosfatases acida e alcalina nos solos rizosféricos das florestas, em
comparagdo com os solos ndo rizosféricos. Devido a elevada producgéo primaria nas florestas,
ocorre grande aporte de material organico no solo (Santiago 2010; Nogueira et al. 2016). As
enzimas do solo atuam na decomposic¢do do material organico e na mineralizacdo dos nutrientes,
tornando-os disponiveis para a absorcdo pelas raizes (Koranda et al. 2013; Barta et al. 2014; Zhu
et al. 2014; Dotaniya e Meena 2015). Portanto, uma elevada exsudacdo de C labil pelas raizes
mantém elevada biomassa e atividade microbiana na rizosfera, 0 que aumenta as taxas de
mineralizacdo de nutrientes, podendo ser esta a principal estratégia ecoldgica utilizada pelas
plantas de estadios sucessionais tardios para obter nutrientes (Rondina 2017).

As florestas foram menos influenciadas pela sazonalidade do que as areas em inicio de
sucessdo. No solo rizosférico da Floresta secundaria, os valores de C labil, NBM e respiracédo
basal foram menores no outono-inverno do que na primavera-verdo. Além disso, a diferenca
entre solo rizosférico e ndo rizosférico para a taxa de amonificacdo no periodo primavera-verao
desapareceu no outono-inverno. Possivelmente, a diminuigdo da respiracdo do solo rizosférico e
a auséncia de diferencas entre solo rizosférico e ndo rizosférico para a taxa de amonificacédo
ocorreram devido a diminuicdo da exsudacédo de C labil, visto que a mineralizacdo do N (Meier
et al. 2017) e a respiracao microbiana (Curiel et al. 2007; de Graaff et al. 2010; Zhu et al. 2014)
apresentam relacdo positiva com a exsudacdo de C labil pelas raizes. Na Floresta madura,
apenas a respiracéo basal nos dois solos foi menor no outono-inverno do que na primavera-
verdo. As temperaturas mais baixas no outono-inverno podem ter influenciado negativamente a
respiracdo basal (Curiel et al. 2007), uma vez que ndo houve variacdo sazonal no teor de C labil.
Contudo, temperaturas mais baixas e menor comprimento do dia provocam mudancas
fisioldgicas nas plantas e podem ter causado alteracfes qualitativas nos exsudatos das raizes
(Badri e Vivanco 2009), o que contribuiu para a diminuicéo da respiracdo microbiana (van Hees

et al. 2005). Na Floresta madura, a diversidade metabdlica da comunidade microbiana foi maior
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no solo rizosférico do que no solo ndo rizosférico no periodo primavera-verdo, mas no outono-
inverno essa diferenca desapareceu, o que também pode estar relacionado com variagdes

sazonais na qualidade, e ndo na quantidade, dos compostos organicos exsudados pelas raizes.

Zonas de acimulo/deplecéo de nutrientes
O alto requerimento nutricional e as caracteristicas morfoldgicas do sistema de raizes finas das
plantas do inicio da sucessdo, como o elevado comprimento especifico, baixo diametro e elevada
incidéncia de pelos absorventes longos (Zangaro et al. 2012a, 2014, 2016), podem levar a
formacéo de zona de deplecéo de nutrientes no solo rizosférico. Neste estudo, ocorreu zona de
deplecéo de P, K e Cu nas areas de Gramineas e de Arbustos em ambos os periodos sazonais. Na
primavera-verdo, houve zona de deplecdo de N e Fe nas areas de Gramineas e de Arbustos, além
de Mg na area de Gramineas. A formacdo de zona de deplecdo indica que a absorcao destes
nutrientes pelas plantas ocorreu mais rapidamente do que a taxa de disponibilizacdo na rizosfera.
Desse modo, a associacdo com FMA é determinante para que as plantas do inicio da sucessao
obtenham nutrientes além das zonas de deplecao (Koide 1991; Smith et al. 2011; Smith e Smith
2011). Por outro lado, no outono-inverno ocorreram zonas de acimulo de N, Mg e Fe nas areas
de Gramineas e Arbustos. Além disso, no solo rizosférico, os teores de N na area de Gramineas e
os teores de N, K e Ca na area de Arbustos foram maiores no outono-inverno do que na
primavera-verdo. Como a biomassa e a atividade microbiana na rizosfera das plantas do inicio da
sucessdo diminuem no outono-inverno, a inversao de zona de deplecdo para zona de acimulo de
nutrientes na rizosfera pode ser atribuida a diminuicéo da quantidade de raizes, da incidéncia e
comprimento dos pelos absorventes e da demanda nutricional das plantas neste periodo (Zangaro
et al. 2014).

Nas Florestas secundaria e madura foram detectadas zonas de acuimulo de N, P, K, Ca, Mg,

Cu, Zn e Mn tanto na primavera-verao quanto no outono-inverno. Também ocorreram maiores
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teores de N e P no solo rizosférico, quando comparado com o nao rizosferico, em ambos 0s
periodos sazonais. As zonas de acumulo de nutrientes nas florestas possivelmente ocorreram
devido a elevada biomassa e atividade de microrganismos na rizosfera que decompdem o
material organico (Dotaniya e Meena 2015) e disponibilizam nutrientes para uma vegetacdo com
inerente baixa demanda nutricional associada ao seu lento crescimento (Zangaro et al. 2003).
Desse modo, 0 acumulo ocorreu porque a taxa de disponibilizacdo de nutrientes na rizosfera foi
maior do que a demanda, independente do periodo sazonal. O acumulo de nutrientes no solo
rizosférico pode ser vantajoso para as plantas de estadios tardios da sucessdo, que apresentam
raizes com baixo potencial de exploracéo e absorcdo (Zangaro et al. 2012a, 2014, 2016).
Entretanto, foi verificada zona de deplecdo apenas para o Fe nas florestas em ambos os periodos
sazonais, que pode ter ocorrido devido a imobilizacao desse nutriente pela elevada biomassa
microbiana da rizosfera (Morris et al. 1990).

Em resumo, a influéncia da sazonalidade na producéo de raizes finas, nas interacdes entre
raizes e microrganismos e na formacao de zonas de acimulo/deplecédo de nutrientes foi mais
intensa nos estadios iniciais da sucessao do que nos estadios tardios. Essa influéncia foi
relacionada com o ciclo de vida e com alteracdes fisioldgicas sazonais que as plantas dos
diferentes grupos funcionais apresentam. Durante o outono-inverno, as plantas pioneiras de ciclo
de vida curto encontram-se senescentes ou menos ativas fisiologicamente, de modo que
diminuem suas demandas nutricionais, a producdo de raizes, o investimento de C na simbiose
com FMA e a exsudacdo de C labil pelas raizes. 1sso resulta em diminuicdo da colonizagdo
micorrizica nas raizes e da biomassa e atividade microbiana na rizosfera, além de inverséo de
zona de deplecéo para zona de acimulo de alguns nutrientes na rizosfera. Por outro lado, as
plantas tardias da sucesséo, que possuem ciclo de vida longo e baixa demanda nutricional
intrinseca, ndo diminuem a producdo de raizes e a colonizagdo micorrizica no outono-inverno. A

exsudacéo de C labil, a biomassa e a atividade microbiana em suas rizosferas pouco variam
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sazonalmente, de modo que os nutrientes acumulam no solo rizosféerico independentemente do

periodo sazonal.
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Lista de tabelas

Tabela 1. Médias (z desvio padréo) de atributos microbiologicos, bioquimicos e quimicos do solo
rizosférico e do solo ndo rizosférico de area de Gramineas, de Arbustos, Floresta secundaria e
Floresta madura de um ecossistema de Floresta Estacional Semidecidual do sul do Brasil na
primavera-verdo e no outono-inverno. Médias seguidas pela mesma letra maitscula (para solo) ou
minuscula (para periodo sazonal) nao diferem entre si dentro de uma mesma area pela Anova (o =

0.05; n = 14). CBM = carbono da biomassa microbiana, NBM = nitrogénio da biomassa

microbiana, AR = agtcares redutores, PNF = p-nitrofenol.

Primavera-verdo

Outono-inverno

Atributos Solo rizosférico Solo néo Solo rizosférico Solo néo
rizosférico rizosférico
Area de Gramineas
CBM (ug g)) 772 +82.2 Aa 646 + 109 Aa 566 + 73.6 Ab 623 + 84.7 Aa
NBM (ug g2) 625+133Aa  63.3+13.7Aa 60.2 +10.2 Aa 64.3+9.54 Aa
Respiragdo basal (ug C-CO2 g d) 28.8+6.41 Aa 26.1+4.05 Aa 155+6.11 Ab 14.8 + 4.56 Ab
Celulase (g AR gt h?) 224 +34.5 Ab 251 +30.1 Aa 356 +53.2 Aa 265 + 28.7 Ba
Glutaminase (ug N-NH4* gt h'1) 16.5 +3.10 Aa 17.6 + 3.68 Aa 13.2 £3.79 Aa 13.4 £ 4.46 Aa
Fosfatase acida (ug PNF gt h1) 341 +102 Aa 301+ 69.6 Aa 293 + 103 Aa 252 £ 67.5 Aa
Fosfatase alcalina (ug PNF gth) 243+ 189 Aa 256 + 35.0 Aa 143 £ 33.8 Ab 160 + 32.6 Ab
Taxa de amonificagdo (ug N-NHs* gt d?) -0.12+0.10Aa  0.16 £0.24 Aa -0.08 +0.04 Aa 0.18 £0.32 Aa
Taxa de nitrificacdo (%) 19.9+3.71 Aa 10.1 +2.90 Ba 17.3+6.63 Aa 11.2+6.12Ba
C-total (g kg'?) 15.3 + 4.25 Aa 13.1 +3.64 Aa 17.7 +2.42 Aa 18.6 +2.41 Aa
C-labil (mg kg'?) 524 + 47.2 Aa 587 + 68.6 Aa 404 £ 50.8 Ab 429+ 74.3 Ab
N (mg kg?) 1.24£0.11 Ab 1.52 +0.59 Aa 159 +0.10 Aa 1.16 +0.46 Aa
P (mg kg™) 1.93+0.76 Aa 2.35+0.51 Aa 2.16 £0.63 Aa 2.37£0.55 Aa
K (cmol(+) kgt) 0.49 +£0.14 Aa 0.51 £0.09 Aa 0.52 £0.07 Aa 0.57 £0.05 Aa
Ca (cmol(+) kgl) 0.92 +£0.26 Aa 0.89 £0.11 Aa 0.90 £0.25 Aa 0.95+0.34 Aa
Mg (cmol(+) kg%) 251+054Aa  247+0.34Aa 2.76 £ 0.43 Aa 2.42 +0.38 Aa
Fe (cmol(+) kg'?) 107 +32.6 Aa 109 + 25.8 Aa 98.2 165 Aa 93.6+17.8 Aa
Zn (cmol(+) kgt 145 +1.78 Aa 13.1+2.38 Aa 14.7 £1.85 Aa 13.6 £2.19 Aa
Cu (cmol(+) kg1 9.76+1.71Aa  9.85+0.55Aa 9.82 +0.54 Aa 9.97 +0.54 Aa
Mn (cmol(+) kg%) 237 +31.3 Aa 206 + 36.2 Aa 224 +37.1 Aa 208 +19.2 Aa
pH (CaCly) 5.54 £0.13 Aa 5.61+0.25 Aa 5.49+0.11 Aa 5.59+0.24 Aa
Area de Arbustos
CBM (ug g?) 796 + 114 Aa 716 + 176 Aa 468 + 159 Ab 651 + 165 Aa
NBM (ug g%) 141 +27.6 Aa 128 +28.1 Aa 90.8+27.1 Ab 101 +24.7 Aa
Respiragdo basal (ug C-CO2 g d*) 35.1+3.21 Aa 30.6 £2.52 Aa 244 +5.46 Ab 20.3+£5.27 Ab
Celulase (g AR g2 h?) 370 +27.2 Ab 349 +54.1 Aa 446 + 36.4 Aa 393 +58.2 Aa
Glutaminase (ug N-NH4* g h't) 21.1+3.45 Aa 21.5+3.93 Aa 19.6 £3.37 Aa 20.9£3.41 Aa
Fosfatase acida (ug PNF gt h1) 816 + 122 Aa 840 + 165 Aa 849 + 152 Aa 815+ 89.4 Aa
Fosfatase alcalina (ug PNF gt h) 384 +69.1 Aa 401+72.8 Aa 301+36.2 Aa 324 +41.3 Aa
Taxa de amonificagdo (ug N-NH4* gt d?)  1.54 +0.63 Aa 0.95+0.81 Aa 1.47 +£0.45 Aa 1.01+0.87 Aa
Taxa de nitrificagdo (%) 43.3+8.79 Aa 41.6 £4.52 Aa 46.6 +7.63 Aa 38.7+4.04 Aa
C-total (g kgt) 222+ 247 Aa 20.9 £ 2.65 Aa 252 £4.40 Aa 22.9+2.39 Aa
C-labil (mg kg?) 751+£99.1 Aa 761+ 113 Aa 549 + 81.6 Ab 606 + 136 Aa
N (mg kg?) 2.21+0.25 Ab 2.54 +0.29 Aa 2.91+£0.32 Aa 2.62 +0.45 Aa
P (mg kg™) 3.04 +1.26 Aa 3.10+0.83 Aa 2.84+£1.21 Aa 3.13+£0.35 Aa
K (cmol(+) kgt 031+0.08Ab  0.32+0.03 Ab 0.85+0.18 Aa 0.88 +0.18 Aa
Ca (cmol(+) kg 2.88+0.43Ab  2.70+0.27 Ab 4.14 +0.54 Aa 3.66 +0.33 Aa
Mg (cmol(+) kg%) 255+0.19Aa  2.25+0.26 Aa 2.72 £ 0.46 Aa 2.46 +0.39 Aa
Fe (cmol(+) kg™?) 68.1+9.16 Aa  79.8+13.6 Aa 79.9 +14.8 Aa 68.2+11.1 Aa
Zn (cmol(+) kg 14.6 £1.86 Aa 129 +£1.59 Aa 13.4+£2.16 Aa 12.8£1.98 Aa
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Cu (cmol(+) kgt)
Mn (cmol(+) kgt)
pH (CaCly)

Floresta secundaria

CBM (ug g7)

NBM (ug g7)

Respiragdo basal (ug C-CO2 g d1)
Celulase (ug AR g h')
Glutaminase (ug N-NH4* gt h')
Fosfatase acida (ug PNF g1 h'1)
Fosfatase alcalina (ug PNF gth)
Taxa de amonificacdo (Uug N-NH4* g1 d1)
Taxa de nitrificagdo (%)

C-total (g kg%

C-labil (mg kg)

N (mg kg™)

P (mg kg)

K (cmol(+) kg!)

Ca (cmol(+) kgl)

Mg (cmol(+) kg?)

Fe (cmol(+) kgt)

Zn (cmol(+) kgt)

Cu (cmol(+) kg™h)

Mn (cmol(+) kg%

pH (CaCly)

Floresta madura

CBM (ug g7)

NBM (ug g7)

Respiracdo basal (ug C-CO2 g d1)
Celulase (ug AR g h')
Glutaminase (g N-NH4* g h'1)
Fosfatase acida (ug PNF gt h1)
Fosfatase alcalina (ug PNF gth)
Taxa de amonificacdo (ug N-NH4* gt d%)
Taxa de nitrificagdo (%)

C-total (g kgt)

C-labil (mg kg?)

N (mg kg?)

P (mg kg)

K (cmol(+) kgt)

Ca (cmol(+) kgl)

Mg (cmol(+) kg%

Fe (cmol(+) kg1

Zn (cmol(+) kg?)

Cu (cmol(+) kgt)

Mn (cmol(+) kg%

pH (CaCl2)

23.9+1.66 Aa
393+41.3 Aa
5.60 +0.16 Aa

2063 + 391 Aa
452 £ 37.6 Aa
88.9+9.10 Aa
560 + 36.6 Aa
130+ 11.9 Aa
1574 £ 241 Aa
870 + 103 Aa
2.79 £0.58 Aa
35.6 £2.08 Aa
48.1 +3.18 Aa
1986 + 182 Aa
7.31+£0.68 Aa
8.58 +1.04 Aa
0.90 £0.12 Aa
8.94 +0.61 Aa
2.93+0.72 Aa
26.5+5.77 Aa
15.8+1.64 Aa
5.85+1.12 Aa
830 + 154 Aa
5.69 +0.19 Aa

2293 £ 302 Aa
547 +48.3 Aa
124+ + 218 Aa
709 £ 30.5 Aa
106 + 15.2 Aa
1427 + 326 Aa
744 +£84.2 Aa
3.92+1.10 Aa
32.7+6.41 Aa
52.0+5.85 Aa
2054 * 240 Aa
7.61+0.62 Aa
8.45+1.02 Aa
0.87 £ 0.08 Aa
9.12 £ 0.98 Aa
3.04 £0.45 Aa
28.9+5.60 Aa
14.8 £2.98 Aa
7.37 £1.59 Aa
775 %129 Aa
5.70+0.18 Aa

25.7+1.22 Aa
376 £54.1 Aa
5.61+0.16 Aa

1102 + 175 Ba
369 +22.4 Ba
61.7+12.5Ba
534 +£429 Aa
102 + 13.4 Ba
1312 + 223 Aa
634 + 68.7 Ba
1.59+0.41Ba
31.1+£4.96 Aa
421 +4.22 Aa
1211 + 294 Ba
4.54 +0.48 Ba
5.28 +0.54 Ba
0.67 +£0.15Ba
7.41+0.72 Ba
2.39+0.54 Aa
28.3+6.23 Aa
11.2+1.79 Ba
5.09 +0.53 Aa
717 £ 168 Aa
5.73+0.25 Aa

1643 + 253 Ba
306 + 44.6 Ba
72.8+19.3 Ba
701 +32.6 Ab
71.2+6.92Ba
852 + 237 Ba
465+ 79.1 Ba
2.20+0.45 Ba
34.7 £ 8.06 Aa
46.8 +£4.81 Aa
1437 £ 212 Ba
5.54 +0.60 Ba
4.18 +0.47 Ba
0.67 £0.10 Aa
8.37 £1.67 Aa
2.64£0.76 Aa
34.9+12.0 Aa
13.6 £1.99 Aa
6.83+1.17 Aa
562 +70.1 Ba
5.56 +0.27 Aa

22.9+3.67 Aa
411 +24.9 Aa
5.58 +0.21 Aa

1850 + 259 Aa
304 £14.2 Ab
56.6 £ 9.45 Ab
571+ 474 Aa
119 +9.03 Aa
1467 £ 278 Aa
793 +44.7 Aa
211+1.11Aa
33.9+3.32 Aa
47.3+2.92 Aa
1584 £ 219 Ab
6.95 +0.62 Aa
7.48 +£0.93 Aa
0.76 £0.25 Aa
8.56 £ 0.91 Aa
2.93+0.65 Aa
25.8+4.12 Aa
12.8 +2.46 Aa
5.98 + 1.45 Aa
680 £ 175 Aa
5.60 £ 0.16 Aa

2261 + 241 Aa
445 + 105 Aa
69.2 £16.3 Ab
723 +37.4 Aa
88.5+9.32 Aa
1236 £ 175 Aa
763 £57.2 Aa
3.51+0.81 Aa
29.5+4.23 Aa
50.2 +4.88 Aa
2060 = 213 Aa
7.85+0.71 Aa
8.32+0.87 Aa
0.88 +0.19 Aa
10.3 £2.50 Aa
2.86 +0.61 Aa
27.7+£6.52 Aa
14.4 +3.17 Aa
7.12+1.18 Aa
725+ 95.1 Aa
5.48 +0.29 Aa

25.6 +1.96 Aa
384 £63.3 Aa
5.51+0.20 Aa

1267 + 301 Ba
252 £255Bb
43.5+9.87 Aa
567 £47.2 Aa
925+10.1Ba
1291 + 264 Aa
644 + 54.8 Ba
1.70£0.71 Aa
312+4.71 Aa
50.1 +£9.23 Aa
1091 + 198 Ba
4.30 +0.62 Ba
5.62+0.71Ba
0.63+0.16 Aa
6.96 + 0.94 Aa
2.69 +0.59 Aa
28.7+6.01 Aa
11.2+2.15 Aa
5.51+1.32 Aa
647 £ 138 Aa
5.61+0.14 Aa

1699 + 192 Ba
275+ 43.4 Ba
40.7 £4.21Bb
793 +319 Aa
64.5+6.87 Ba
777 +110Ba
541 + 64.6 Ba
2.02 £ 0.58 Ba
27.1+7.71 Aa
48.0 +4.68 Aa
1202 + 209 Ba
5.01+0.71Ba
4.75+1.23 Ba
0.63+0.13 Aa
8.75+2.38 Aa
2.67 £0.69 Aa
36.9 + 8.47 Aa
13.8 +3.46 Aa
6.96 +1.14 Aa
619 £ 131 Aa
5.58 +0.32 Aa
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Tabela 2. Médias (+ desvio padrdo) do indice de diversidade de Shannon (H’) e da
riqueza de substratos organicos utilizados pela comunidade microbiana (S) do solo
rizosférico e do solo ndo rizosférico de area de Gramineas, de Arbustos, Floresta
secundaria e Floresta madura de um ecossistema de Floresta Estacional Semidecidual
do sul do Brasil na primavera-verdao e no outono-inverno. Os dados foram obtidos
via ensaio em microplacas Biolog Ecoplate®. Médias seguidas pela mesma letra

mailscula (para solo) ou minuscula (para periodo sazonal) ndo diferem entre si

dentro de uma mesma area pela Anova (a.= 0.05; n = 3).

Primavera-verdo

Outono-inverno

Solo rizosférico Solo ndo Solo rizosférico Solo ndo
rizosférico rizosférico

Area de Gramineas
H’ 2.21+£0.21 Aa 2.38£0.12 Aa 2.45+0.15 Aa 2.28 £0.19 Aa
S 7.33+£3.21 Aa 9.00 £ 2.64 Aa 10.3+1.15 Aa 9.34 + 251 Aa
Area de Arbustos
0 3.08 £ 0.08 Aa 3.04£0.11 Aa 3.02+0.17 Aa 2.89 +0.25 Aa
S 12.0 +£2.00 Aa 10.0 £ 2.64 Aa 11.3+£2.08 Aa 11.0+£1.00 Aa
Floresta secundaria
H’ 3.26 £0.04 Aa 3.24 £0.04 Aa 3.22 +£0.05 Aa 3.21 £0.08 Aa
S 16.3 +0.57 Aa 15.3+2.31 Aa 16.7 £ 0.58 Aa 16.0 £1.00 Aa
Floresta madura
H 3.60 +0.06 Aa 3.34+0.13 Ba 3.49+0.15 Aa 3.42+0.06 Aa
S 18.6 +1.57 Aa 18.7+1.31 Aa 176 £1.15 Aa 16.7 £ 2.00 Aa
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Lista de figuras

Fig 1. Precipitacdo pluvial mensal (colunas), médias mensais da temperatura do ar (linha continua)
e do comprimento do dia (linha tracejada) (a), e teor de agua no solo (b) no periodo de amostragem
em area de Gramineas (Gram), de Arbustos (Arb), Floresta secundaria (Sec) e Floresta madura
(Mad) de um ecossistema de Floresta Estacional Semidecidual localizado em Londrina, Parand,

Brasil.

Fig 2. Colonizacdo micorrizica arbuscular (a) e massa seca de raizes finas (b) de area de Gramineas
(Gram), de Arbustos (Arb), Floresta secundéria (Sec) e Floresta madura (Mad) de um ecossistema
de Floresta Estacional Semidecidual do sul do Brasil na primavera-verdo e no outono-inverno.
Barras verticais indicam desvio padrdo (n = 14). Médias seguidas pela mesma letra maiuscula
(para primavera-verdo) ou minuscula (para outono-inverno) ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (o= 0.05). * representa diferenga significativa entre os periodos primavera-verao e outono-

inverno dentro de uma mesma area (o = 0.05).

Fig 3. Razdo solo rizosférico/solo ndo rizosférico (razdo R/NR) para carbono da biomassa
microbiana (CBM), nitrogénio da biomassa microbiana (NBM), respiracdo basal (RB), celulase,
glutaminase, fosfatase acida, fosfatase alcalina, taxa de amonificacdo e taxa de nitrificacdo de area
de Gramineas (Gram), de Arbustos (Arb), Floresta secundaria (Sec) e Floresta madura (Mad) de
um ecossistema de Floresta Estacional Semidecidual do sul do Brasil na primavera-verdo e no
outono-inverno. Barras verticais indicam desvio padrdo (n = 14). Médias seguidas pela mesma
letra maiuscula (para primavera-verdo) ou minuscula (para outono-inverno) nao diferem entre si

pelo teste de Tukey (o= 0.05).
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Fig 4. Razéo solo rizosférico/solo ndo rizosférico (razdo R/NR) para carbono total (C-total),
carbono labil (C-labil), nitrogénio mineral, fésforo, potassio, calcio, magnésio, ferro, zinco, cobre,
manganés e pH de area de Gramineas (Gram), de Arbustos (Arb), Floresta secundaria (Sec) e
Floresta madura (Mad) de um ecossistema de Floresta Estacional Semidecidual do sul do Brasil
na primavera-verdo e no outono-inverno. Barras verticais indicam desvio padrdo (n = 14). Médias
seguidas pela mesma letra mailscula (para primavera-verdo) ou minascula (para outono-inverno)

nao diferem entre si pelo teste de Tukey (a0 = 0.05).

Fig 5. Analises de componentes principais (PCA) baseadas em atributos microbiolégicos,
bioquimicos e quimicos do solo rizosférico e do solo néo rizosférico de area de Gramineas (), de
Arbustos (b), Floresta secundaria (c) e Floresta madura (d) de um ecossistema de Floresta
Estacional Semidecidual do sul do Brasil na primavera-verao e no outono-inverno. Rpv = solo
rizosférico durante primavera-verdo, NRpv = solo ndo rizosférico durante primavera-verao, Roi

= solo rizosférico durante outono-inverno, NRoi = solo ndo rizosférico durante outono-inverno,

CBM = carbono da biomassa microbiana, NBM = nitrogénio da biomassa microbiana, Resp

respiracdo basal, Cel = celulase, Glut = glutaminase, Fosf aci = fosfatase acida, Fosf alc

fosfatase alcalina, Amonific = taxa de amonificacdo, Nitrific = taxa de nitrificacdo, C-labil
carbono labil, C-total = carbono total, Precip = precipitacdo pluvial, Temp = temperatura do ar,

CD = comprimento do dia, CAS = teor de dgua no solo.
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Conclusao geral

Tanto a sucessdo quanto a sazonalidade influenciam os atributos das raizes finas, as
interacdes entre raizes e microrganismos e a formacdo de zona de acumulo ou deplecdo de
nutrientes na rizosfera. Nas fases iniciais da sucessao, as plantas, que apresentam crescimento
rapido e elevada demanda nutricional, exibem sistema de raizes finas morfologicamente eficiente
e sustentam alta colonizacdo por FMA que, em conjunto, conferem elevada capacidade de
exploracdo do solo e de absorcdo de nutrientes em ambientes com pequeno aporte de material
organico no solo e, desse modo, com baixo potencial de mineralizacdo de nutrientes. No outono-
inverno, a diminuicdo da demanda nutricional e a senescéncia destas plantas, que possuem ciclo
de vida curto, resulta em diminui¢do da producdo de raizes finas, da colonizacdo micorrizica, da
exsudacdo de C labil e da biomassa e atividade microbiana na rizosfera. Nas fases tardias da
sucessdo, as plantas, que possuem ciclo de vida longo e baixa demanda nutricional intrinseca,
apresentam sistema de raizes finas com baixa eficiéncia morfoldgica de exploracédo e absorcdo de
nutrientes e baixa colonizacdo por FMA. Estas plantas exsudam grande quantidade de C labil na
rizosfera como estratégia de manutencdo de elevada biomassa e atividade de microrganismos
quimioheterotréficos, os quais atuam sobre grande quantidade de material organico e aumentam o
teor de nutrientes no solo rizosférico, facilitando a absorcéo pelas plantas. Diferentemente do que
ocorre nas fases iniciais, a producédo de raizes finas e a colonizagdo micorrizica ndo diminuem no
outono-inverno. A exsudacdo de C labil, a biomassa e a atividade microbiana na rizosfera pouco
variam sazonalmente, de modo que nutrientes acumulam no solo rizosférico independentemente
do periodo sazonal. Portanto, as diferentes estratégias de obtencdo de nutrientes do solo exibidas
pelas plantas dos estadios sucessionais distintos, e a influéncia da sazonalidade sobre elas, estéo
relacionadas com as caracteristicas tipicas das espécies de plantas, bem como com caracteristicas

dos ambientes em que elas ocorrem.
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Lista de anexos

Anexo A. Composicdo dos meios de cultura utilizados para avaliagdo dos grupos funcionais de

microrganismos do solo relacionados com o ciclo do carbono (amiloliticos, celuloliticos e

proteoliticos), nitrogénio (bactérias fixadoras de N. e amonificadores), bactérias heterotroficas,

fungos e actinobactérias.

Meios de cultura

Quantidade de reagente por litro de meio/solucdo

Meio amiloliticos
(Pontecorvo et al. 1953)

Meio celuloliticos
(Wood 1980)

Meio proteoliticos
(Albino e Andrade 2006)

Meio Burk para bactérias fixadoras de N, com glicose
como fonte de carbono
(Wilson e Knight 1952)

10.0 g de amido soluvel, 10.0 g caseina, 1.0 g
glicose, 3.0 g de NaHPO4, 0.1 g de
MgS0..7H,0, 15.0 g de agar, pH 7.0.

Revelagdo dos halos: cobriu-se o meio com
solugdo de lugol diluida. Ap6s 15 minutos o
excesso de lugol foi removido e foram contadas
as colénias que formaram halos.

5.0 g de carboximetil celulose, 1.0 g de NOsNHs,,
50 mL de solugdo NaCl 0.85%, 950 mL de extrato
do solo (v/v), 15.0 g de agar, pH 7.0.

Revelacdo dos halos: um pequeno volume de
solugdo NaCl 1 mol L* foi adicionado a
superficie do meio. Ap6s 5 min, removeu-se esta
solucdo e adicionou-se solucdo aquosa de
Vermelho Congo a 0.1%. Transcorridos 30 min,
os meios foram lavados com agua destilada e
foram contadas as colénias formadoras de halo.

10.0 g de caseina, 0.1 g de extrato de levedura,
1.5 g de KH;PQy4, 0.5 g de MgS0..7H,0, 50 mL
de solucdo NaCl 0.85%, 15.0 g de agar, 950 mL
de extrato do solo (v/v), pH 6.8.

Revelacdo dos halos: Adicionou-se um pequeno
volume de HCI 0.1 mol L na superficie do meio.
Apds 2 min, removeu-se a solugdo de HCI e
foram contadas as colénias que formaram halos.

Solugdo A: 6.4 g de K;HPQy, 1.6 g de KH2PO4
em 1000 mL de 4agua destilada.

Solucgdo B: 2.0 g de NaCl, 2.0 g de MgSO4.7H20,
0.5 g de CaS04.2H,O em 1000 mL de &gua
destilada.

Solugdo C: 0.01 g de NaMo004.2H,0, 0.03 g de
FeSO4 em 1000 mL de agua destilada.

Composigdo do meio: 100 mL de Solugéo A, 100
mL de Solucéo B, 100 mL de Solucéo C, 5.0 g de
glicose, 15.0 g de 4gar e 700 mL de &gua
destilada, pH 7.0.
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Meio NFB para bactérias fixadoras de N, com malato
como fonte de carbono
(Dobereiner e Day 1976)

Meio amonificadores
(Sarathchandra 1978)

Meio &gar nutrientes para bactérias
(Jahnel et al. 1999)

Meio Martin para fungos
(Jahnel et al. 1999)

Meio caseinato-dextrose-agar para actinobactérias
(Clark 1965)

0.4 g de KH2PO4, 0.1 g de K;HPO4, 0.2 g de
MgS04.7H,0, 0.1 g de NaCl, 0.02 g de CaCls,
0.01 g de FeCls, 2 mg de MoOsNa.2H,0, 5.0 g de
malato sodico, 5.0 mL de solucdo alcodlica de
azul de bromotimol 0.5%, 15.0 g de &gar, pH 7.0.

10.0 g de caseina, 0.1 g de extrato de levedura,
1.0 g de K;HPO4, 0.1 g de MgSQO4.7H20, 7 mg de
MnSQO4.H,0, 0.02 g de vermelho fenol, pH 6.5.

3.0 g de extrato de carne, 5.0 g de peptona, 10.0 g
de NaCl, 10.0 g de agar, pH 7.0.

10.0 g de dextrose, 5.0 g de peptona, 1.0 g de
KH2PO4, 1 g de MgS04.7H,0 e 10.0 g de agar.
Adicionou-se 0.03 g de estreptomicina ap06s
autoclavar o meio.

10.0 g de amido soluvel, 0.3 g de caseina, 2.0 g
de KNOs, 2.0 g de NaCl, 2.0 g de K;HPO,, 0.05
g de MgS0..7H,0, 0.02 g de CaCOs, 0.02 g de
FeSOs, 15.0 g de agar, pH 7.0.
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Anexo B. Normas do periddico Plant and Soil.

Plant and Soil
AIMS AND SCOPE

Plant and Soil publishes original papers and review articles exploring the interface of plant biology and soil sciences, and that enhance
our mechanistic understanding of plant-soil interactions. We focus on the interface of plant biology and soil sciences, and seek those
manuscripts with a strong mechanistic component which develop and test hypotheses aimed at understanding underlying mechanisms
of plant-soil interactions. Manuscripts can include both fundamental and applied aspects of mineral nutrition, plant water relations,
symbiotic and pathogenic plant-microbe interactions, root anatomy and morphology, soil biology, ecology, agrochemistry and
agrophysics, as long as they are hypothesis-driven and enhance our mechanistic understanding. Articles including a major molecular
or modelling component also fall within the scope of the journal. All contributions appear in the English language, with consistent
spelling, using either American or British English.

Plant and Soil provides rapid publication of full-length papers describing the results of original research. Articles accepted for
publication in Plant and Soil report novel findings of general significance. Reviews, mini-reviews and commentaries are usually
solicited by members of the Editorial Board. However, individuals who wish to prepare a review or a mini-review are encouraged to
contact the Editor-in-Chief (hans.lambers@uwa.edu.au) prior to submitting a manuscript. Occasionally Plant and Soil will publish
Special Issues containing a collection of articles on a theme considered by the editors to be of general interest to our readers. These
Special Issues may consist of a selection of presentations from a scientific meeting or a collection of papers organised by an individual
or group. In all cases, manuscripts submitted for publication as part of a Special Issue will be subject to the same rigorous peer-review
process required of regular submissions. Individuals or groups wishing to organise a Special Issue of Plant and Soil should contact the
Managing Editor, Lieve Bultynck (plso-plants@uwa.edu.au) to discuss the feasibility of the project.

Instructions for Authors

MANUSCRIPT SUBMISSION

Manuscript Submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published before; that it is not under consideration for
publication anywhere else; that its publication has been approved by all co-authors, if any, as well as by the responsible authorities —
tacitly or explicitly — at the institute where the work has been carried out. The publisher will not be held legally responsible should
there be any claims for compensation.

Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been published elsewhere are required to obtain permission
from the copyright owner(s) for both the print and online format and to include evidence that such permission has been granted when
submitting their papers. Any material received without such evidence will be assumed to originate from the authors.

Online Submission
Please follow the hyperlink “Submit online” on the right and upload all of your manuscript files following the instructions given on
the screen.

Time of publication

The Editor-in-Chief assigns manuscripts to a Section Editor, who makes the final editorial decision based on the advice of at least two
independent reviewers. Manuscripts will be reviewed within 2 months of submission and published within 4 months of final acceptance.
When papers are accepted subject to revision, usually only a single revised version will be considered, and the revised manuscript must
be submitted within 8 weeks of the acceptance in principle.

International standards for authors

Plant and Soil endorses the following position statement on international standards for authors, developed at the 2nd World Conference
on Research Integrity in Singapore in July 2010 and published on the website of the Committee on Publication Ethics

. COPE-statement

Wager E & Kleinert S (2011) Responsible research publication: international standards for authors. A position statement developed at
the 2nd World Conference on Research Integrity, Singapore, July 22-24, 2010. Chapter 50 in: Mayer T & Steneck N (eds) Promoting
Research Integrity in a Global Environment. Imperial College Press / World Scientific Publishing, Singapore (pp 309-16). (ISBN 978-
981-4340-97-7)

. Authors should read this position statement and adhere to the publication requirements outlined in the document. Manuscripts
who do not comply with requirements will be rejected.

Pre-Submission Review

Plant and Soil requires all manuscripts to be ‘internally reviewed’ prior to submission by a third party from the authors’ own institution
or from another institution (please note that this excludes co-authors and English language editors). During online submission of their
manuscript, the authors will be asked to name this third party. Any manuscript that does not meet this requirement will not be considered
for publication and returned to the author.
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Cover letter

Authors should submit a cover letter with their manuscript, outlining how the submitted manuscript falls within the scope of Plant and
Soil and in particular how the study enhances our mechanistic understanding of plant-soil interactions. Any other information from the
authors to the Editor-in-Chief should also be included in this letter.

Cover Photograph

Upon acceptance of the manuscript, we strongly advise the author to supply the journal with a high-resolution colour photograph to
accompany the article title in the online journal contents. The best photograph amongst the papers of each volume will be featured on
the cover and in the article of the printed version of Plant and Soil free of charge. Ideally, digital photographs should have a minimum
resolution of 300 dpi, an image size of 15 cm x 10 cm, and saved as either tiff or jpeg file.

ARTICLE CATEGORIES (OTHER THAN REGULAR ARTICLEYS)

. Mini-Reviews: Mini-Reviews are short and timely reviews on recent advances in plant and soil research. Individuals who
wish to prepare a mini-review are encouraged to contact the Editor-in-Chief (hans.lambers@uwa.edu.au) prior to submitting a
manuscript. Mini-reviews should be less than 2500 words, 50 references and 4 figures or tables.

. Marschner Reviews and Commentaries: Reviews and commentaries are usually solicited by members of the Editorial Board.
However, individuals who wish to prepare a full-length review or commentary are encouraged to contact the Editor-in-Chief
(hans.lambers@uwa.edu.au) prior to submitting a manuscript.

. Methods Papers: Plant and Soil accepts Methods Papers; Methods Papers should follow the same format as Original Articles.

TITLE PAGE

Title Page

The title page should include:

The name(s) of the author(s)

A concise and informative title

The affiliation(s) and address(es) of the author(s)

The e-mail address, telephone and fax numbers of the corresponding author

Abstract

The Abstract should not exceed 200 words and should be divided into the following sections:
0 Aims (stating the main purposes and research question)

0 Methods

0 Results (stating the main findings)

o0 Conclusions

For reviews and commentaries, the abstract sections can be amended to: Background, Scope and Conclusions.
The abstract should not contain any undefined abbreviations or unspecified references.
Regular Articles should be divided into the following sections:

0 Keywords

0 Abstract

0 Abbreviations

0 Introduction

0 Materials and Methods

0 Results

o Discussion

0 Acknowledgements

0 References

Keywords

Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.

TEXT

Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.

. Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.
Use italics for emphasis.

Use the automatic page numbering function to number the pages.
Do not use field functions.

Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.
Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

Use the equation editor or MathType for equations.

Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word versions).
Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.

. LaTeX macro package (zip, 182 kB)
Headings

Please use no more than three levels of displayed headings.
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Abbreviations
Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of a reference included in the reference list. They
should not consist solely of a reference citation, and they should never include the bibliographic details of a reference. They should
also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for
significance values and other statistical data). Footnotes to the title or the authors of the article are not given reference symbols.
Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section on the title page. The names of funding
organizations should be written in full.

Line numbering

Line numbering should be used throughout the manuscript.

Scientific names, Units and Symbols

. The Latin name(s) as well as authority (and, where appropriate, cultivar preceded by cv.) of investigated species must be
mentioned both in the Abstract and in the Materials and Methods. Latin genus and species names should be italicised. Only SI units
should be used.

° For mineral contents, the elements (P, N, K, etc.) should be used.

. Isotopes should be indicated as “C, 2P, etc.

. lons should be mentioned as H*, Mg?*, etc.

. For molar concentration italic M should be used.

REFERENCES

Citation

Cite references in the text by name and year in parentheses. Some examples:

. Negotiation research spans many disciplines (Thompson 1990).

. This result was later contradicted by Becker and Seligman (1996).

. This effect has been widely studied (Abbott 1991; Barakat et al. 1995a, b; Kelso and Smith 1998; Medvec et al. 1999, 2000).

Reference list

The list of references should only include works that are cited in the text and that have been published or accepted for publication.
Personal communications and unpublished works should only be mentioned in the text. Do not use footnotes or endnotes as a substitute
for a reference list.

Reference list entries should be alphabetized by the last names of the first author of each work. Order multi-author publications of the
same first author alphabetically with respect to second, third, etc. author. Publications of exactly the same author(s) must be ordered
chronologically.

. Journal article

Gamelin FX, Baquet G, Berthoin S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S, Bosquet L (2009) Effect of high intensity intermittent training
on heart rate variability in prepubescent children. Eur J Appl Physiol 105:731-738. doi: 10.1007/s00421-008-0955-8

Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of “et al” in long author lists will also be accepted:

Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Future of health insurance. N Engl J Med 965:325-329

. Article by DOI

Slifka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine production. J Mol Med. doi:10.1007/s001090000086

. Book

South J, Blass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London

. Book chapter

Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of modern genomics, 3rd edn. Wiley, New York, pp 230-
257

. Online document

Cartwright J (2007) Big stars have weather too. IOP Publishing PhysicsWeb. http://physicsweb.org/articles/news/11/6/16/1. Accessed
26 June 2007

. Dissertation

Trent JW (1975) Experimental acute renal failure. Dissertation, University of California

Always use the standard abbreviation of a journal’s name according to the ISSN List of Title Word Abbreviations, see

. ISSN LTWA

If you are unsure, please use the full journal title.

For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the formatting of in-text citations and reference list.

TABLES
. All tables are to be numbered using Arabic numerals.
. Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.
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. For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of the table.

. Identify any previously published material by giving the original source in the form of a reference at the end of the table
caption.
. Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for significance values and other

statistical data) and included beneath the table body.

ELECTRONIC SUPPLEMENTARY MATERIAL

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other supplementary files to be published online
along with an article or a book chapter. This feature can add dimension to the author's article, as certain information cannot be printed
or is more convenient in electronic form.

Before submitting research datasets as electronic supplementary material, authors should read the journal’s Research data policy. We
encourage research data to be archived in data repositories wherever possible.

Submission
. Supply all supplementary material in standard file formats.

° Please include in each file the following information: article title, journal name, author names; affiliation and e-mail address
of the corresponding author.

. To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may require very long download times and that
some users may experience other problems during downloading.

Audio, Video, and Animations

Aspect ratio: 16:9 or 4:3

Maximum file size: 25 GB

Minimum video duration: 1 sec

Supported file formats: avi, wmv, mp4, mov, m2p, mp2, mpg, mpeg, flv, mxf, mts, m4v, 3gp
Text and Presentations

. Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term viability.

. A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets

. Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is intended.

. If the readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets should be submitted as .xIs files (MS Excel).
Specialized Formats

. Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica notebook), and .tex can also be supplied.
Collecting Multiple Files

. It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.

Numbering

. If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of the material as a citation, similar to that of
figures and tables.

o Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in the animation (Online Resource 3)", “...
additional data are given in Online Resource 4”.

o Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.

Captions

. For each supplementary material, please supply a concise caption describing the content of the file.

Processing of supplementary files

. Electronic supplementary material will be published as received from the author without any conversion, editing, or
reformatting.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your supplementary files, please make sure that

. The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material

. Video files do not contain anything that flashes more than three times per second (so that users prone to seizures caused by

such effects are not put at risk)
ENGLISH LANGUAGE EDITING

For editors and reviewers to accurately assess the work presented in your manuscript you need to ensure the English language is of
sufficient quality to be understood. If you need help with writing in English you should consider:

. Asking a colleague who is a native English speaker to review your manuscript for clarity.
. Visiting the English language tutorial which covers the common mistakes when writing in English.
. Using a professional language editing service where editors will improve the English to ensure that your meaning is clear

and identify problems that require your review. Two such services are provided by our affiliates Nature Research Editing Service and
American Journal Experts.

° English language tutorial
. Nature Research Editing Service
. American Journal Experts
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Please note that the use of a language editing service is not a requirement for publication in this journal and does not imply or guarantee
that the article will be selected for peer review or accepted.
If your manuscript is accepted it will be checked by our copyeditors for spelling and formal style before publication.

ETHICAL RESPONSIBILITIES OF AUTHORS

This journal is committed to upholding the integrity of the scientific record. As a member of the Committee on Publication Ethics
(COPE) the journal will follow the COPE guidelines on how to deal with potential acts of misconduct.

Authors should refrain from misrepresenting research results which could damage the trust in the journal, the professionalism of
scientific authorship, and ultimately the entire scientific endeavour. Maintaining integrity of the research and its presentation can be
achieved by following the rules of good scientific practice, which include:

. The manuscript has not been submitted to more than one journal for simultaneous consideration.

. The manuscript has not been published previously (partly or in full), unless the new work concerns an expansion of previous
work (please provide transparency on the re-use of material to avoid the hint of text-recycling (“self-plagiarism”)).

. A single study is not split up into several parts to increase the quantity of submissions and submitted to various journals or
to one journal over time (e.g. “salami-publishing”).

. No data have been fabricated or manipulated (including images) to support your conclusions

° No data, text, or theories by others are presented as if they were the author’s own (“plagiarism”). Proper acknowledgements

to other works must be given (this includes material that is closely copied (near verbatim), summarized and/or paraphrased), quotation
marks are used for verbatim copying of material, and permissions are secured for material that is copyrighted.
Important note: the journal may use software to screen for plagiarism.

. Consent to submit has been received explicitly from all co-authors, as well as from the responsible authorities - tacitly or
explicitly - at the institute/organization where the work has been carried out, before the work is submitted.

. Authors whose names appear on the submission have contributed sufficiently to the scientific work and therefore share
collective responsibility and accountability for the results.

. Authors are strongly advised to ensure the correct author group, corresponding author, and order of authors at submission.
Changes of authorship or in the order of authors are not accepted after acceptance of a manuscript.

. Adding and/or deleting authors at revision stage may be justifiably warranted. A letter must accompany the revised
manuscript to explain the role of the added and/or deleted author(s). Further documentation may be required to support your request.
. Requests for addition or removal of authors as a result of authorship disputes after acceptance are honored after formal
notification by the institute or independent body and/or when there is agreement between all authors.

. Upon request authors should be prepared to send relevant documentation or data in order to verify the validity of the results.

This could be in the form of raw data, samples, records, etc. Sensitive information in the form of confidential proprietary data is
excluded.

If there is a suspicion of misconduct, the journal will carry out an investigation following the COPE guidelines. If, after investigation,
the allegation seems to raise valid concerns, the accused author will be contacted and given an opportunity to address the issue. If
misconduct has been established beyond reasonable doubt, this may result in the Editor-in-Chief’s implementation of the following
measures, including, but not limited to:

. If the article is still under consideration, it may be rejected and returned to the author.

. If the article has already been published online, depending on the nature and severity of the infraction, either an erratum will
be placed with the article or in severe cases complete retraction of the article will occur. The reason must be given in the published
erratum or retraction note. Please note that retraction means that the paper is maintained on the platform, watermarked "retracted"
and explanation for the retraction is provided in a note linked to the watermarked article.

° The author’s institution may be informed.

COMPLIANCE WITH ETHICAL STANDARDS

To ensure objectivity and transparency in research and to ensure that accepted principles of ethical and professional conduct have been
followed, authors should include information regarding sources of funding, potential conflicts of interest (financial or non-financial),
informed consent if the research involved human participants, and a statement on welfare of animals if the research involved animals.
Authors should include the following statements (if applicable) in a separate section entitled “Compliance with Ethical Standards”
when submitting a paper:

. Disclosure of potential conflicts of interest
. Research involving Human Participants and/or Animals
. Informed consent

Please note that standards could vary slightly per journal dependent on their peer review policies (i.e. single or double blind peer
review) as well as per journal subject discipline. Before submitting your article check the instructions following this section carefully.
The corresponding author should be prepared to collect documentation of compliance with ethical standards and send if requested
during peer review or after publication.

The Editors reserve the right to reject manuscripts that do not comply with the above-mentioned guidelines. The author will be held
responsible for false statements or failure to fulfill the above-mentioned guidelines.

DISCLOSURE OF POTENTIAL CONFLICTS OF INTEREST

Authors must disclose all relationships or interests that could have direct or potential influence or impart bias on the work. Although
an author may not feel there is any conflict, disclosure of relationships and interests provides a more complete and transparent process,
leading to an accurate and objective assessment of the work. Awareness of a real or perceived conflicts of interest is a perspective to
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which the readers are entitled. This is not meant to imply that a financial relationship with an organization that sponsored the research
or compensation received for consultancy work is inappropriate. Examples of potential conflicts of interests that are directly or
indirectly related to the research may include but are not limited to the following:

Research grants from funding agencies (please give the research funder and the grant number)

Honoraria for speaking at symposia

Financial support for attending symposia

Financial support for educational programs

Employment or consultation

Support from a project sponsor

Position on advisory board or board of directors or other type of management relationships

Multiple affiliations

Financial relationships, for example equity ownership or investment interest

Intellectual property rights (e.g. patents, copyrights and royalties from such rights)

. Holdings of spouse and/or children that may have financial interest in the work

In addition, interests that go beyond financial interests and compensation (non-financial interests) that may be important to readers
should be disclosed. These may include but are not limited to personal relationships or competing interests directly or indirectly tied
to this research, or professional interests or personal beliefs that may influence your research.

The corresponding author collects the conflict of interest disclosure forms from all authors. In author collaborations where formal
agreements for representation allow it, it is sufficient for the corresponding author to sign the disclosure form on behalf of all authors.
Examples of forms can be found

. here:

The corresponding author will include a summary statement in the text of the manuscript in a separate section before the reference list,
that reflects what is recorded in the potential conflict of interest disclosure form(s).

See below examples of disclosures:

Funding: This study was funded by X (grant number X).

Conflict of Interest: Author A has received research grants from Company A. Author B has received a speaker honorarium from
Company X and owns stock in Company Y. Author C is a member of committee Z.

If no conflict exists, the authors should state:

Conflict of Interest: The authors declare that they have no conflict of interest.

RESEARCH DATA POLICY

A submission to the journal implies that materials described in the manuscript, including all relevant raw data, will be freely available
to any researcher wishing to use them for non-commercial purposes, without breaching participant confidentiality.

The journal strongly encourages that all datasets on which the conclusions of the paper rely should be available to readers. We
encourage authors to ensure that their datasets are either deposited in publicly available repositories (where available and appropriate)
or presented in the main manuscript or additional supporting files whenever possible. Please see Springer Nature’s information on
recommended repositories.

. List of Repositories

o Research Data Policy

General repositories - for all types of research data - such as figshare and Dryad may be used where appropriate.

Datasets that are assigned digital object identifiers (DOIs) by a data repository may be cited in the reference list. Data citations should
include the minimum information recommended by DataCite: authors, title, publisher (repository name), identifier.

° DataCite

Where a widely established research community expectation for data archiving in public repositories exists, submission to a
community-endorsed, public repository is mandatory. Persistent identifiers (such as DOIs and accession numbers) for relevant datasets
must be provided in the paper

For the following types of data set, submission to a community-endorsed, public repository is mandatory:

Mandatory deposition Suitable repositories
Protein sequences Uniprot

Genbank
DNA and RNA sequences DNA DataBank of Japan (DDBJ)

EMBL Nucleotide Sequence Database (ENA)

NCBI Trace Archive

DNA and RNA sequencing data NCBI Sequence Read Archive (SRA)

dbSNP
Genetic polymorphisms dbVar
European Variation Archive (EVA)
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dbGAP

Linked genotype and phenotype data The European Genome-phenome Archive (EGA)

Worldwide Protein Data Bank (wwPDB)
Macromolecular structure Biological Magnetic Resonance Data Bank (BMRB)
Electron Microscopy Data Bank (EMDB)

Gene Expression Omnibus (GEO)

Microarray data (must be MIAME compliant) ArrayExpress

Crystallographic data for small molecules Cambridge Structural Database

Data availability

The journal encourages authors to provide a statement of Data availability in their article. Data availability statements should include
information on where data supporting the results reported in the article can be found, including, where applicable, hyperlinks to publicly
archived datasets analysed or generated during the study. Data availability statements can also indicate whether data are available on
request from the authors and where no data are available, if appropriate.

Data Availability statements can take one of the following forms (or a combination of more than one if required for multiple datasets):

. 1. The datasets generated during and/or analysed during the current study are available in the [NAME] repository,
[PERSISTENT WEB LINK TO DATASETS]

. 2. The datasets generated during and/or analysed during the current study are not publicly available due [REASON WHY
DATA ARE NOT PUBLIC] but are available from the corresponding author on reasonable request.

. 3. The datasets during and/or analysed during the current study available from the corresponding author on reasonable
request.

. 4. Data sharing not applicable to this article as no datasets were generated or analysed during the current study.

. 5. All data generated or analysed during this study are included in this published article [and its supplementary information
files].

More examples of template data availability statements, which include examples of openly available and restricted access datasets, are
available:

. Data availability statements

This service provides advice on research data policy compliance and on finding research data repositories. It is independent of journal,
book and conference proceedings editorial offices and does not advise on specific manuscripts.

AFTER ACCEPTANCE

Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author Query Application at Springer’s web page where you can
sign the Copyright Transfer Statement online and indicate whether you wish to order OpenChoice, offprints, or printing of figures in
color.

Once the Author Query Application has been completed, your article will be processed and you will receive the proofs.

Copyright transfer

Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or grant the Publisher exclusive publication and dissemination
rights). This will ensure the widest possible protection and dissemination of information under copyright laws.

. Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 International License

Offprints

Offprints can be ordered by the corresponding author.

Color illustrations

Online publication of color illustrations is free of charge. For color in the print version, authors will be expected to make a contribution
towards the extra costs.

Proof reading

The purpose of the proof is to check for typesetting or conversion errors and the completeness and accuracy of the text, tables and
figures. Substantial changes in content, e.g., new results, corrected values, title and authorship, are not allowed without the approval
of the Editor.

After online publication, further changes can only be made in the form of an Erratum, which will be hyperlinked to the article.
Online First

The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is the official first publication citable with the DOI. After
release of the printed version, the paper can also be cited by issue and page numbers.

181


http://www.springernature.com/gp/group/data-policy/data-availability-statements
http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/



