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“Uma floresta é muito mais do que podemos ver”
(Tradug@o livre - Suzanne Simard)



RESUMO

Ectomicorrizas sdo associagdes entre fungos e plantas, onde o fungo aumenta a zona de
absor¢ao de nutrientes e dgua para a planta e em troca recebe o carbono obtido pela planta
através da fotossintese. Além de aumentar a absor¢do de nutrientes, as ectomicorrizas podem
formar redes de conexdes e estabelecer uma via de comunicagao entre plantas, através das redes
miceliais comuns no solo, proporcionando a troca de nutrientes e sinais de defesas, favorecendo
o crescimento e sobrevivéncia em diversos ambientes. A restinga ¢ um dos ecossistemas da
Mata Atlantica e esta localizado ao longo da costa brasileira, formando uma zona de transi¢ao
entre o mar e a mata mais densa. E caracterizada por apresentar condi¢des como seca, alta
salinidade e baixa disponibilidade de nutrientes. Por estas condigdes, a restinga ¢ considerada
um ambiente altamente desafiador para o estabelecimento de plantas e por isso acredita-se que
a associacdo com fungos possa atenuar esses efeitos e proporcionar a colonizagdo desses
ambientes. Nas dreas de restinga do sul do Brasil, espécies como a Guapira opposita (Vell.)
Reitz, exercem um papel de facilitadoras, auxiliando o estabelecimento de outras espécies de
plantas. Estudos recentes vém apontando uma forte importancia dos micro-organismos do solo
e suas associagdes como mediadores do processo de facilitacdo por plantas. Neste sentido, o
objetivo deste trabalho foi testar o potencial de ectomicorrizagdo entre fungos e raizes de G.
opposita e verificar os impactos dessa associacao no crescimento da planta, tanto em condigdes
de campo como em laboratério. Em um primeiro momento investigou-se a capacidade da
microbiota do solo de restinga em favorecer o crescimento inicial da G. opposita e se seria
possivel detectar ectomicorrizas em suas raizes. Em um segundo momento, investigou-se o
potencial das arvores adultas de G. opposita auxiliarem o crescimento de mudas da mesma
espécie através da rede micelial comum das ectomicorrizas. Foi observado que a microbiota
nativa do solo de restinga afetou o crescimento das plantas principalmente em relagdo a
biomassa de parte aérea. Ainda foi possivel observar que 75% das pontas das raizes em solo
natural apresentaram ectomicorrizas. Nao foram observadas diferencas significativas em
relacdo a influéncia das redes de ectomicorrizas influenciarem o crescimento de mudas na
restinga, porém estima-se que alguns parametros possam ter interferido na efetividade dos
resultados. Conhecer a ecofisiologia e anatomia de G. opposita e suas associagdes
ectomicorrizicas podem revelar informagdes importantes sobre a dindmica das espécies de
restinga, além de uma vasta possibilidade de aplicagdes desse conhecimento.

Palavras-chave: Simbioses. Redes micorrizicas. Micro-organismos do solo. Florestas

subtropicais.



ABSTRACT

Ectomycorrhizae are symbiotic associations between fungi and plants, where the fungus
increases the nutrient and water absorption for the plant and in exchange receives the carbon
obtained by the plant through photosynthesis. In addition to increasing nutrient absorption,
ectomycorrhizae can form networks and establish the exchange of signals and nutrients between
plants through common mycelial networks in the soil, favoring growth and survival in various
environments. The restinga is an Atlantic Forest ecosystem located along the Brazilian coast.
It is characterized by adverse conditions such as drought, high salinity and low nutrient
availability. For these reasons, it is considered a highly stressful environment for the
establishment of plants and the association with fungi can possibly mitigate these effects. In the
restinga areas of southern Brazil, species such as Guapira opposita play a facilitating role,
helping the establishment of other species. Recent studies have indicated a strong importance
of soil microorganisms and their associations, as mediators in the facilitation process by plants.
The objective of this work was to test the potential for ectomycorrhization between fungi and
roots of G. opposita and to verify the impacts of these associations on plant growth, both in
field and laboratory conditions. At first, we investigated the ability of soil microorganisms in
restinga to promote the initial growth of G. opposita and if it would be possible to detect
ectomycorrhizae in their roots. In a second step, the potential of the adult trees of G. opposita
to assist the growth of seedlings of the same species through the common mycelial network of
ectomycorrhizae was investigated. It was observed that the soil microorganisms in the restinga
affects plant growth especially related to shoot biomass. In addition, we found that about 75%
of the root tips in natural soil had ectomycorrhizae. No significant differences were observed
on the possibility of ectomycorrhizal networks to influence seedling growth in the restinga, but
we estimated that some parameters may have interfered with the effectiveness of the results.
Studies like this show the great potential of restinga plants and fungi to interact, but a lot more
details on the ecophysiology and anatomy of G. opposita and its associations need to be
clarified. These lines of investigation may reveal important information about the species
dynamics in restingas.

Keywords: Symbioses. Ectomycorrhizal network. Soil microorganisms. Subtropical rainforest.
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1INTRODUCAO

1.1 FUNGOS E ASSOCIACOES MICORRIZICAS

Os fungos sdo conhecidos por sua grande plasticidade, considerando seu habitat,
habito e modo nutricional. Esses organismos podem se associar com outros seres vivos €
estabelecer relagcdes mutualisticas (TEDERSOO et al., 2014). Entre essas relagoes estdo as
micorrizas, as quais sdo importantes associacdes simbidticas entre o micélio flngico e raizes de
plantas. Nessa relacdo, o fungo auxilia a planta na obten¢ao de agua e nutrientes minerais,
enquanto ela oferece aos fungos metabolitos primarios provenientes da fotossintese (SMITH;
READ, 2008). Estima-se que as micorrizas surgiram ha mais de 450 milhdes de anos e que elas
teriam sido indispensaveis para a evolu¢do das comunidades de plantas e a ciclagem de
nutrientes na escala dos biomas terrestres (LU; HEDIN, 2019; MOORE; ROBSON; TRINCI,
2011).

Acredita-se que inicialmente os fungos foram atraidos para as plantas por meio de
exsudados ricos em carbono e a partir disso eles desenvolveram mecanismos de penetragdo sem
causar danos para as plantas. Uma das hipdteses € de que, primeiramente, os fungos interagiram
com as plantas de forma endofitica, ou seja, o fungo vivendo dentro da planta sem causar danos
ou alteracdes estruturais, associagdo que ocorre até hoje com muitas espécies, fazendo com que
ao longo do tempo alguns fungos se tornassem dependentes das plantas (BRUNDRETT, 2002;
SAIKKONEN et al., 1998), como por exemplo o nosso querido cacau (Theobroma cacao L.)
que se associa a diversas espécies de fungos (RUBINI et al. 2005). As plantas, por sua vez,
ainda ndo possuiam estruturas rizoides formadas e assim os fungos ofereceram um importante
suporte para a absor¢ao de nutrientes. Dessa forma, as plantas desenvolveram mecanismos para
a identificagdo destes fungos benéficos e, com o desenvolvimento das raizes, uma camada de
células se desenvolveu, produzindo uma interface difusa dentro da planta onde os fungos se
tornaram mais permeaveis, proporcionando trocas de compostos, formando as micorrizas. Tudo
1ss0 acabou proporcionando um processo de coevolucao, favorecendo as plantas na conquista
do ambiente terrestre (BRUNDRETT, 2002). Ao longo do processo evolutivo essas associagdes
foram se tornando mais especificas, de forma que atualmente sdo conhecidos quatro tipos
principais de micorrizas: arbusculares (AM), orquidoides, ericoides e ectomicorrizas (ECMs).
As principais diferengas entre elas incluem a forma pela qual o fungo se associa as raizes e os
taxons envolvidos nesta relagado (BRUNDRETT; TEDERSOO, 2018; VAN DER HEIJDEN et
al., 2015).
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Nesta dissertagdo trataremos com mais detalhes as associagdes ectomicorrizicas nos

ambientes neotropicais € como elas podem afetar o desenvolvimento das plantas.

1.2 ECTOMICORRIZAS

A simbiose ectomicorrizica pode envolver mais de 6.000 espécies de fungos,
principalmente do filo Basidiomycota, o qual inclui os principais géneros de cogumelos como
Amanita Pers., Boletus Tourn. e Tricholoma (Fr.) Staude. Estima-se que as espécies de plantas
que realizam essas interagdes encontram-se distribuidas em 145 géneros e 26 familias, das quais
cerca de 5.600 espécies pertencem ao grande grupo das Angiospermas, e cerca de 285 ao grupo
das Gimnospermas (BRUNDRETT, 2009).

Morfologicamente, as ectomicorrizas (ECMs) sdo definidas por meio da presenca de
trés componentes estruturais: um micélio extrarradicular; um manto envolvendo externamente
a raiz; e a rede de Hartig, onde o micélio flingico penetra nos espagos intercelulares do cortex
da raiz para facilitar as trocas de compostos (MOORE; ROBSON; TRINCI, 2011; SMITH;
READ, 2008). Embora a rede de Hartig esteja ligada com a troca de nutrientes, ela parece nao
ser essencial para que esse processo ocorra. Sa et al. (2019), mostraram que a inoculag¢do do
fungo ectomicorrizico Paxillus involutus (Batsch) Fr. em um hibrido de Alamo Cinza (Populus
tremula % P. alba) melhorava a nutricao das plantas, independente se a linhagem usada de P.
involutus formava ou ndo a rede de Hartig. Varios trabalhos mostraram que as ECMs auxiliam
a planta na absor¢ao de diversos nutrientes minerais essenciais, principalmente o nitrogénio (N)
e o fosforo (P) (BECQUER et al., 2014; CAIRNEY, 2011; SA et al., 2019; SIMARD et al.,
1997, SMITH; ANDERSON; SMITH, 2015; WU et al., 2012). Grande parte desse auxilio
acontece porque as hifas sdo geralmente mais estreitas do que as raizes das plantas,
maximizando a superficie de contato com o solo e permitindo uma exploragdo mais completa
de uma area (EKBLAD; WALLANDER; GODBOLD, 2013). Além disso, as ECMs parecem
ser capazes de absorver fontes organicas de nitrogénio, como peptideos e proteinas, e transferir
os nutrientes a planta (WU, 2011). Isso ¢ especialmente importante em ambientes com uma
baixa taxa de mineralizacdo da matéria organica e, consequentemente, baixa quantidade de
nitrato (NO3-) e amoénio (NH4"), as fontes de nitrogénio preferencialmente absorvidas pela
maioria das plantas. Assim, o fungo ¢ capaz de auxiliar a planta de diversas formas, recebendo
em troca os carboidratos sintetizados através da fotossintese. Mesmo assim, a importancia
fisiologica das ECMs para a planta pode ir além da absor¢do de agua e nutrientes,

desempenhando um importante papel na protecdo contra fitopatdgenos e compostos toxicos,
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além de possibilitar trocas de nutrientes entre diferentes individuos ou espécies vegetais (LUO
et al., 2014; MCGUIRE, 2007; VAN DER HEIJDEN; HORTON, 2009).

Diversos experimentos mostraram que as trocas de nutrientes entre plantas podem ser
especialmente importantes para a cooperagdo entre plantas adultas e jovens. Nesse contexto,
Nara, (2006) e McGuire, (2007) demonstraram em experimentos tanto em laboratorio quanto
em campo (respectivamente), que existe uma colaboracao por parte de plantas adultas no
crescimento de mudas através das conexdes hifais. No experimento desenvolvido por Nara
(20006), foi possivel observar que uma planta-mae micorrizica (Salix reinii Pe. & Sav.), fornece
o simbionte fingico para mudas proximas através do sistema micelial. Para mostrar isso, mudas
inoculadas com determinadas espécies de fungos foram cultivadas em solo esterilizado.
Plantando sementes em torno da planta-mae micorrizica foi possivel observar que as plantulas
cresceram melhor quando em contato com a rede micorrizica fornecida pela planta-mae, isso
pode ser observado com a maior parte das 12 espécies de fungos testadas. McGuire, (2007)
demonstrou que plantulas de Dicymbe corymbosa Spruce ex. Benth, conectadas a rede micelial
comum no solo tiveram uma maior sobrevivéncia e crescimento do que mudas excluidas do
acesso a rede. Para isso, os pesquisadores usaram sacos de malha que permitiam ou nao a
conexao do micélio presente dentro do saco com a rede micorrizica do solo da floresta. Wu et
al. (2012) mostraram que ectomicorrizas formadas por Pisolithus sp. em raizes de Pinus
thunbergii Lamb., eram capazes de transferir fosforo e carbono entre as espécies vegetais
através de conexdes hifais, mas essas conexdes sO se formavam se as hifas fungicas
pertencessem ao fungo com a mesma carga genética. Esses resultados demonstram que pode
ocorrer translocacdo de nutrientes por meio do sistema simbiotico, desde que os fungos sejam
geneticamente proximos, implicando que existe algum mecanismo de reconhecimento entre os
individuos fungicos para promover as trocas, ndo ocorrendo ao acaso.

Em resumo, diversos resultados apontam que as ECMs podem auxiliar as plantas de
diversas formas, permitindo que elas aproveitem melhor os recursos do local onde vivem ou

que estejam protegidas de eventuais condigdes estressantes.

1.3 ECTOMICORRIZAS TROPICAIS

Enquanto em regides temperadas do hemisfério norte as simbioses ectomicorrizicas ja
tenham sido muito estudadas, para as regides tropicais as descobertas ainda sdao contestadas por
diversos pesquisadores. Isso porque até pouco tempo acreditava-se que simbioses
ectomicorrizicas em ambientes tropicais eram pouco provaveis (BA et al., 2012). Ao longo dos

ultimos anos diversas evidéncias vém sendo acumuladas, porém, como os ambientes tropicais
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costumam ser mega diversos e de dificil acesso, ainda existem grandes lacunas a serem
exploradas e muita coisa a ser descoberta (SMITH et al., 2013). Na ultima década, estudos
exploratorios vém aumentando e evidenciando a existéncia de ectomicorrizas nesses ambientes
(ALVAREZ-MANJARREZ; GARIBAY-ORIJEL; SMITH, 2018; CORRALES; HENKEL,;
SMITH, 2018; ROY et al., 2016; SMITH et al., 2011; VANEGAS-LEON et al., 2019).
Atualmente, as familias de plantas com maiores registros de associagdes ectomicorrizicas em
regides neotropicais sdo Fabaceae, Fagaceae, Nyctaginaceae, Pinaceac e Polygonaceae
(CORRALES; HENKEL; SMITH, 2018).

No Brasil, os estudos iniciaram com levantamentos de espécies de fungos
ectomicorrizicos. Singer; Araujo, (1979) Singer; Araujo; Ivory. (1983) realizaram os primeiros
estudos de maior destaque, relatando a ocorréncia de basidiomas ectomicorrizicos para a regido
amazonica. Atualmente ja foram registradas 175 espécies de fungos potencialmente ECMs em
areas de floresta nativa (ROY et al., 2017).

Para a restinga, Sulzbacher et al. (2013) trouxeram informagdes em relagdo a
ocorréncia de basidiomas ectomicorrizicos. Representantes de familias tradicionalmente
descritas como ECMs foram registradas, dentre elas Amanitaceae, Boletaceae,
Hymenochaetaceae, Russulaceae e Sclerodermataceae. Vanegas-Leon (2017), iniciou os
estudos na ilha de Santa Catarina no sul do Brasil, trazendo diversos indicios de que as espécies
vegetais ali ocorrentes realizam associagdes ectomicorrizicas. Um dos resultados, publicado
recentemente, relatou esta simbiose pela primeira vez, envolvendo fungos do género
Trechispora e tendo como provaveis simbiontes individuos da familia Nyctaginaceae
(VANEGAS-LEON et al., 2019). Nyctaginaceae ¢ uma familia frequentemente citada em
estudos investigando associagdes ECMs nos ambientes tropicais (ALVAREZ-MANJARREZ
et al., 2016; ALVAREZ-MANJARREZ; GARIBAY-ORIJEL; SMITH, 2018; HAUG et al.,
2005; HAYWARD; HORTON, 2012). No Brasil ha o registro de ocorréncia para 48 espécies
desta familia (SA, 2015), o que torna essa uma familia bastante interessante para investigagdes
de associacdes ECMs. Neste caso, a representante mais abundante de Nyctaginaceae nos
ambientes estudados por Vanegas-Leon et al. (2019) € a Guapira opposita (Vell.) Reitz, o que
leva a crer que esta seria a espécie vegetal envolvida na simbiose estudada. Além dessa espécie,
géneros e familias de plantas que nunca foram anteriormente registradas como tendo associagao
ECM foram registrados nas andlises preliminares de Vanegas-Leon (2017), mas estes dados

ainda precisam ser investigados mais a fundo.
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A G. opposita ¢é abundante na restinga do sul do Brasil (REITZ, 1970). Como esses
ambientes possuem solo geralmente arenoso, salino, acido e com tendéncias a lixiviagdo dos
nutrientes e as ECMs proporcionam vantagens para lidar com esses desafios, acreditamos que

esse possa ser um campo bastante fértil para buscar novas associacdes ectomicorrizicas

(GOMES et al. 2007; MELO JUNIOR; BOERGER, 2014).

1.4 RESTINGA E GUAPIRA OPPOSITA

A restinga ¢ um dos ecossistemas da Mata Atlantica caracteristico da regido litoranea
do Brasil. A vegetacdo peculiar deste ambiente se adaptou as condi¢des do solo arenoso,
geralmente com alta salinidade e baixa concentragdo de nutrientes (FALKENBERG, 1999).
Nas areas de restinga da ilha de Santa Catarina, G. opposita ¢ uma das espécies mais abundantes
(Fig. 2).

Conhecida popularmente como maria-mole, G. opposita pertence a familia
Nyctaginaceae e possui ampla distribuicdo no Brasil, ocorrendo nos dominios da Amazonia,
Caatinga, Mata Atlantica e Cerrado. Seu porte pode variar entre arvore ou arbusto, com cuja
altura pode variar entre 1 e 25 metros de altura (REITZ, 1970; SA, 2015). Em éreas de restinga
ela assume um porte arbustivo, com folhas menores do que observado em florestas pluviais
(Fig. 1A). Floresce de julho a janeiro e a frutificacdo ocorre entre novembro e fevereiro (REITZ,
1970), podendo se estender até abril (Fig. 1B e 1C). Os frutos sao do tipo drupa ovalada, de cor
vindcea quando maduros, com polpa suculenta, que servem de alimentacdo para os passaros

que também sdo os principais dispersores desta espécie (Fig. 1C e 1D) (LORENZI, 1998).
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Figura 1- Principais caracteristicas de G. pposita. Onde, A) Aspecto geral da planta. B)
Inflorescéncia. C) Frutos. D) Sementes. Escala =1 cm.
Fonte: Slodkowski, MC. 2018

Segundo Dalotto et al. (2018), esta espécie possui uma grande importincia na
formagdo da restinga, pois costuma formar nticleos de vegetagdao que incluem outras espécies
lenhosas como Clusia criuva Cambess., Myrcia palustris DC. e Ocotea pulchella (Nees) Mez,
além de bromélias das espécies Vriesea friburgensis Mez e Aechmea lindenii (E. Morren) Baker
var. (Fig. 2). Estes nucleos variam de tamanho e atuam no recrutamento de varias espécies
lenhosas de restinga sob sua copa e que ndo estdo presentes com a mesma abundancia em

ambientes expostos ou sob a copa de outras lenhosas adultas (DALOTTO, 2016).
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Flra 2- Niicleo de 'Vgtg:a formado pela G. oposzta e outras espécies sob sua opa.

Fonte: Slodkowski, MC. 2018

E facil imaginar o potencial e a importancia ecologica das ectomicorrizas nos
ambientes tropicais, mas ainda hd muita informagdo a ser descoberta. Por exemplo, os
simbiontes fungicos ainda sdo pouco conhecidos e sabe-se muito pouco a respeito da sua
diversidade, fisiologia e quais seriam os fatores que influenciam os padrdes de diversidade de
fungos ECMs em diferentes comunidades de plantas (SMITH et al., 2011). Ainda, segundo
MCGUIRE (2007), o papel ecolégico dos fungos ectomicorrizicos, principalmente em
ambientes tropicais, ¢ pouco abordado, assim como a func¢do que eles tém na diversidade de
espécies nesses ambientes. Por isso, estudos sobre a diversidade, fisiologia e ecologia das
ectomicorrizas para regides tropicais t€ém se mostrado de fundamental importancia para o
conhecimento da biodiversidade ocorrente nestes locais.

Nesse contexto, esta dissertacdo visa contribuir no conhecimento a respeito das
ectomicorrizas tropicais, trazendo uma abordagem ecofisioldgica a respeito do comportamento

da G. opposita perante esta simbiose. Para tanto, os trabalhos desenvolvidos estao descritos em
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dois capitulos, com o primeiro abordando o impacto da microbiota do solo nativo de restinga
sobre o crescimento de G. opposita e o segundo a influéncia do acesso a rede micelial natural

no crescimento de mudas de G. opposita.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Testar o potencial de ectomicorrizagao entre fungos e raizes de Guapira opposita e
verificar os impactos dessa associacdo no crescimento da planta, tanto em condi¢des de campo

como em laboratorio.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar se G. opposita ¢ capaz de formar associagdes ectomicorrizicas;

e Investigar como as ECMs afetam o crescimento da G. opposita;

e Verificar se a microbiota do solo é capaz de favorecer o crescimento de plantas de G.
opposita em solo nativo de restinga;

e Verificar se mudas isoladas da rede micelial comum tém o crescimento prejudicado

quando comparadas a plantas conectadas;



3 CAPITULO 1 - IMPACTO DA MICROBIOTA DO SOLO NATIVO SOBRE O
CRESCIMENTO DE GUAPIRA OPPOSITA (VELL.) REITZ (NYCTAGINACEAE)

23



24

Micro-organismos presentes no solo em ambientes de restinga melhoram o crescimento
de Guapira opposita (vell.) Reitz (Nyctaginaceae Juss.), uma espécie-chave na sucessao
da restinga

Marivane Celmer Slodkowski'*, Maria Alice Neves!, Paulo Tamaso Mioto!.

'Universidade Federal de Santa Catarina, Departamento de Botanica, Florianopolis, Santa Carina,
Brasil.

* Autor para correspondéncia: marivane.slod@gmail.com

RESUMO

A composicdo dos ecossistemas em relagdo a comunidade vegetal ¢ amplamente influenciada
pelos micro-organismos presentes no solo. Isso pode ocorrer de diversas formas, sendo mais
evidente em ambientes pobres em nutrientes. Os varios micro-organismos presentes no solo
incluem principalmente bactérias e fungos e ambos podem interagir para modular a dindmica
da vegetacdo nos ecossistemas. No Brasil, acredita-se que a restinga seja um ambiente propicio
para a associa¢do de plantas com microrganismos para promover melhor adaptacdo. Dentre os
diversos tipos de relagdes que as plantas desenvolvem com os micro-organismos, acredita-se
que as simbioses possam ser um ponto-chave na dinamica dos ecossistemas. No caso dos
fungos, as simbioses do tipo ectomicorrizas vém ganhando maior destaque dentre as pesquisas
em regides tropicais. Guapira opposita (Vell.) Reitz é uma espécie vegetal, amplamente
distribuida no Brasil, que pode exercer um importante papel de facilitagdo nos ecossistemas de
restinga. Este estudo teve dois objetivos principais. O primeiro foi verificar se a microbiota do
solo € capaz de favorecer o crescimento de plantas de G. opposita em solo natural de restinga e
o segundo foi investigar se G. opposita ¢ capaz de estabelecer associagdes ectomicorrizicas.
Para tanto, foram estabelecidos dois tratamentos, utilizando solo natural de restinga esterilizado
ou ndo. Observamos que plantas cultivadas em solo nao esterilizado mostraram um aumento na
biomassa da parte aérea, relacionada principalmente ao niimero de folhas. Também foi possivel
comprovar que a G. opposita consistentemente desenvolve associa¢des ectomicorrizicas, com

cerca de 75% das pontas de raizes de cada planta mostrando esse tipo de associagao.

Palavras-chave: Simbioses, Fungos, Ectomicorrizas, Florestas tropicais.
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INTRODUCAO

A composi¢ao da comunidade vegetal dos ecossistemas ¢ fortemente influenciada
pelos micro-organismos do solo ( VAN DER HEIJDEN et al., 2006; VAN DER HEIJDEN;
HORTON, 2009; GERZ et al., 2018). Essa influéncia pode ocorrer de diversas maneiras, como
na ciclagem de nutrientes, associagdes simbioticas ou através de feedbacks da comunidade
planta-solo, este ultimo envolvendo os efeitos dos micro-organismos do solo para a planta
(benéficos ou ndo), alterando a diversidade em um determinado local (BEVER et al., 2010;
MOMMER; KIRKEGAARD; VAN RUIJVEN, 2016). Em ambientes pobres em nutrientes
essa influéncia fica mais evidente, pois esses organismos podem auxiliar na captura e
disponibiliza¢ao de nutrientes, tolerancia ao estresse e at¢ mesmo oferecer prote¢do contra
patdgenos, herbivoros ou compostos toxicos.

A restinga compde uma série de ecossistemas costeiros, marcados justamente por um
solo pobre, arenoso, com alta salinidade e forte tendéncia a lixiviagao de nutrientes e que sofrem
grande influéncia do mar (FALKENBERG, 1999; GOMES et al., 2007; MELO JUNIOR;
BOEGER, 2015). Esses ecossistemas sao caracteristicos da costa brasileira e ao longo de sua
distribuicdo € possivel observar uma ampla variagdo de ambientes, incluindo praias, dunas e
planicies, cuja vegetagdo peculiar se adaptou a essas condi¢oes (FALKENBERG, 1999). Por
estas caracteristicas, acredita-se que a associagdo de plantas com microrganismos pode
promover diversos beneficios nesse tipo de ambiente, como prote¢cdo contra estresses ou auxilio
na captura de nutrientes.

Os varios microrganismos presentes no solo incluem principalmente bactérias e fungos
e ambos podem interagir de diversas formas em relagdo a dindmica da vegetacdo nos
ecossistemas (VAN DER HEIJDEN; HORTON, 2009; VAN DER PUTTEN et al., 2013). Esses
organismos podem influenciar o estabelecimento de plantas indiretamente, por meio da
consolidagdo do solo, atuando nos processos de mineralizacio de nutrientes, alterando as
interagdes com outras plantas e animais no caso de herbivoros e polinizadores ou até mesmo
promovendo o antagonismo com outros micro-organismos patdgenos; ou diretamente,
estabelecendo simbioses e atuando como endofitos, rizobios ou micorrizicos (BEVER et al.,
2010; VAN DER PUTTEN et al., 2013; RODRIGUEZ-ECHEVERRIA; LOZANO;
BARDGETT, 2016). Diversos estudos vém destacando a importancia dessas relagdes
principalmente no caso de plantas facilitadoras (RODRIGUEZ-ECHEVERRIA; LOZANO;
BARDGETT, 2016).
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Plantas facilitadoras sdo aquelas que possuem a capacidade de exercer um efeito
positivo no estabelecimento de outras espécies em um determinado ambiente (BERTNESS;
CALLAWAY, 1994). Além de possiveis interagcdes que ocorrem acima do solo, as plantas
facilitadoras podem atuar alterando a composi¢cao microbiana do solo de modo a favorecer a
germinagio, crescimento e sobrevivéncia de outras plantas (RODRIGUEZ-ECHEVERRIA et
al., 2013; RODRIGUEZ-ECHEVERRIA; LOZANO; BARDGETT, 2016). Dentro deste
processo, no caso dos fungos, as simbioses micorrizicas podem ir além de simplesmente
favorecer a sobrevivéncia de um unico individuo, criando uma rede de comunicagdo
subterranea que pode possibilitar trocas de nutrientes, inclusive entre individuos de espécies
diferentes e ajudar nos processos de resisténcia a perturbagdes, como patégenos ou predatorios,
entre outros disturbios ( SIMARD et al., 1997, 2012; PEC et al., 2020). Frente a isso, € possivel
especular que o conjunto destes processos possibilita a formagdo de um ecossistema mais
diversificado em ambientes como a restinga.

Dentre os varios tipos de micorrizas, as ectomicorrizas (ECMs) vém ganhando maior
énfase em estudos para as regides tropicais, onde por muito tempo acreditou-se que elas eram
pouco provaveis. Alguns dos motivos para essas especulacdes sdo a alta diversidade vegetal e
o solo rico em nutrientes na maioria das regides (BA et al., 2012; CORRALES; HENKEL;
SMITH, 2018). Contudo, nos ultimos anos diversos estudos explorando as formagdes vegetais
neotropicais vém revelando uma diversidade desconhecida para esses ambientes e mostrando
um alto potencial para novas descobertas, revelando até mesmo taxons de fungos que antes nao
eram classificados como micorrizicos (ROY et al.,, 2017, ALVAREZ-MANJARREZ;
GARIBAY-ORIJEL; SMITH, 2018; SULZBACHER et al., 2019; VANEGAS-LEON et al.,
2019). Um dos exemplos recentes € o estudo realizado por Vanegas-Leon et al. (2019) na Ilha
de Santa Catarina no sul do Brasil, onde foi relatada pela primeira vez a associagdo
ectomicorrizica ocorrendo com fungos do género Trechispora, tendo como provaveis
simbiontes vegetais individuos da familia Nyctaginaceae. Nesse caso, a representante mais
abundante para esta familia nos ambientes estudados ¢ a Guapira opposita, o que levou a crer
que esta espécie estaria envolvida nesta simbiose.

A Guapira opposita ¢ conhecida popularmente como maria-mole, pertence a familia
Nyctaginaceae e possui ampla distribui¢cao no Brasil. Ela ¢ uma espécie abundante nas areas de
restinga, principalmente na regido sul e nessas areas assume um porte arbustivo, com folhas
menores do que observado em florestas pluviais (REITZ, 1970). Essa espécie também pode

assumir um importante papel na formagao dos ecossistemas de restinga, ja que, em muitos



27

casos, ela atua como facilitadora e favorece o estabelecimento de outras espécies sob a sua copa.
Os nucleos formados ao redor das plantas de G. opposita podem variar de tamanho e atuam no
recrutamento de varias espécies de restinga que nao estdo presentes com a mesma abundancia
em ambientes expostos ou sob a copa de outras lenhosas adultas (DALOTTO, 2016;
DALOTTO et al., 2018). Neste contexto, ¢ possivel especular que parte da capacidade de
nucleacao de G. opposita seja consequéncia de um recrutamento da microbiota do solo. Dessa
forma, este trabalho teve dois objetivos principais: o primeiro foi verificar se a microbiota do
solo ¢ capaz de favorecer o crescimento de plantas de G. opposita em solo natural de restinga e

o segundo foi investigar se G. opposita é capaz de estabelecer associagdes ectomicorrizicas.
MATERIAL E METODOS

Local do estudo e amostragem

A amostragem de campo foi realizada no Monumento Natural da Lagoa do Peri,
situado ao sul da Ilha de Santa Catarina, Brasil. O Monumento Natural abrange uma area de
42,71km? compreendendo a bacia hidrografica da Lagoa do Peri e envolve uma importante area
de restinga da ilha (FLORAM).

A coleta de frutos foi realizada no més de fevereiro de 2019, junto a uma populagdo
de G. opposita. Os frutos foram obtidos de diferentes individuos para garantir a variabilidade
genética e foram mantidos por no maximo 15 dias em geladeira até o momento do plantio. Para
o plantio, os frutos foram despolpados com ajuda de uma peneira e as sementes nuas foram
esterilizadas em superficie com etanol 70% por dois minutos e hipoclorito de s6dio 0,5% por
10 minutos, em seguida lavadas em agua destilada esterilizada e semeadas em solo natural
esterilizado e nao esterilizado. Para maiores informacgdes sobre protocolo de esterilizacao das
sementes consultar apéndices.

Para a coleta do solo, cinco por¢des de solo natural de restinga foram coletadas sob o
dossel da mesma populagdo de G. opposita. Em laboratério o solo foi homogeneizado,
peneirado para a retirada de raizes e serapilheira e dividido em duas porg¢des, sendo que uma

foi usada em seu estado natural e a outra foi esterilizada em autoclave por 50 minutos a 120°C.

Desenho experimental e andlises
Cada porgao de solo foi dividida em 10 potes onde foram plantadas duas sementes.
Apods o plantio, o experimento foi mantido em temperatura de aproximadamente 25 °C,

fotoperiodo de 12 horas e luz branca com intensidade de aproximadamente 50 pMol m™ s,
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proporcionada por painéis de LED. Nos potes onde germinaram mais de uma semente, as
plantulas excedentes foram removidas apods trés meses, mantendo a mais vigorosa, para que
permanecesse apenas uma plantula por pote. Diariamente, a emergéncia das sementes era
monitorada, até que o maximo de sementes tivesse germinado.

Dados para avaliagdes de crescimento (altura e nimero de folhas) foram coletados
trimestralmente e ao final de 10 meses as plantas foram coletadas para as avaliagdes finais de

crescimento e biomassa. Para a obtengdo dos valores da propor¢ao entre raiz e parte aérea foi

MS raiz
MS raiz + MS de parte aérea

realizada a seguinte equagao: . A proporgao de parte aérea foi estimada

como o restante da massa. Ao final do experimento também foi avaliada a taxa de colonizagao

por ectomicorrizas.

Avaliagoes morfologicas

As medidas morfométricas de altura foram feitas com régua milimétrica. Medicdes de
biomassa seca (MS) e biomassa fresca (MF) foram feitas com auxilio de uma balanca de
precisdo. Para a obtengdo da MF, todas as plantas foram divididas em raizes e parte aérea, sendo
cada parte pesada separadamente. No caso do sistema radicular, anteriormente a pesagem foram
realizadas as avaliagdes da presenga de ECMs. Para a obtencao da MS, as plantas, divididas em
raiz e parte aérea foram secas em estufa a 60 °C e pesadas periodicamente até que a massa se

tornasse constante.

Presenca/auséncia de ectomicorrizas

Para o reconhecimento da presen¢a de ectomicorrizas nas raizes, o sistema radicular
foi cuidadosamente removido do solo, peneirado e lavado cuidadosamente em agua corrente.
Em seguida, todo o sistema radicular foi avaliado sob microscdpio estereoscopico, observando
diferencas nas caracteristicas das raizes, como a mudanca de cor, ramificacdo e espessamento.
As raizes potencialmente identificadas como ectomicorrizas foram cortadas transversalmente a
mao livre e observadas ao microscopio Optico para verificar a presen¢ca do manto e rede de
Hartig. Para a quantificagdo das micorrizas foram contados o niimero total de pontas de raiz e
esse numero foi dividido pelo nimero de pontas que apresentavam ectomicorrizas, gerando um

valor de taxa de ectomicorrizacgao.

Andlises estatisticas
Os resultados para dias de germinagao, altura das plantas numero de folhas e biomassa

foram comparados usando o teste T de Student ou com andlise de variancia (ANOVA),
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conforme o nimero de fatores. No caso ANOVA, as médias foram separadas através do teste
de Tukey. Valores de p <0,05 foram considerados significativos em todos os casos. As analises

estatisticas foram executadas usando o programa Microsoft® Office Excel e JMP.
RESULTADOS

Germinagdo e desenvolvimento de plantulas

Houve pouca diferenca na taxa de germinagao entre os tratamentos, atingindo valores
de 65% e 75% para o solo autoclavado e ndo autoclavado, respectivamente. Foi possivel
observar que as plantulas que permaneceram em um solo ndo esterilizado emergiram, em

média, quatro dias antes daquelas que estavam em um solo esterilizado (Fig. 1).
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Fig. 1 Dias para a emergéncia de plantulas de G. opposita em solo natural de restinga esterilizado ou
ndo. Asteriscos indicam diferengas significativas entre tratamentos, segundo o teste T de Student
(p<0,05).

Embora as plantulas do solo ndo esterilizado tenham emergido antes, ndo foram

observadas diferengas no crescimento em altura das plantas quanto ao tipo de solo (Fig. 2A). O
fator tempo, no entanto, mostrou um aumento significativo de 90 para 180 dias. Assim, foi
possivel observar que as plantulas do tratamento esterilizado, mesmo germinando mais tarde,
alcangaram o mesmo padrdo de altura do tratamento ndo esterilizado. Tanto o tempo quanto o
tipo de solo influenciaram o niimero de folhas das plantas (Fig. 2B). E possivel observar que o
solo ndo esterilizado resultou em um maior nimero de folhas nas plantas. O niimero de folhas
das plantas do solo esterilizado parece ter estabilizado apds 90 dias, ao passo que as plantas
cultivadas em solo ndo esterilizado pareciam continuar produzindo mais folhas pelo menos até

180 dias.
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Fig. 2 Avalia¢do trimestral do crescimento em altura e numero de folhas de G. opposita cultivadas por
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de dias para germinag@o em cada tratamento. A- Altura das plantas (cm). B- Numero de folhas.
Letras diferentes indicam significativas segundo o teste de Tukey (p<0,05).

Andlise final do crescimento das plantas

O tipo de solo ndo teve efeito significativo na altura das plantas ao final do experimento
(Fig. 3A). Mesmo assim, foi possivel observar uma diferenga significativa no nimero de folhas,
como ja haviamos observado ao longo das avaliacdes (Fig. 3B). Também houve diferenca para
parte aérea (folhas e caules) em relacdo a biomassa fresca (Fig. 4A) e biomassa seca (Fig. 4B),
observando maior biomassa para o solo nao esterilizado. Estimamos que essa diferenca se deve
provavelmente ao maior nimero de folhas das plantulas em solo ndo esterilizado. Para raizes
ndo houve diferengas em relagdo ao tipo de solo, tanto de biomassa fresca como de biomassa
seca (Fig. 5), porém foi possivel observar visualmente que em solo esterilizado o sistema
radicular era mais alongado e em solo nao esterilizado mais ramificado com raizes mais curtas.
Observando a relagdo de biomassa de raiz para parte aérea podemos observar que as plantas do
solo esterilizado investiram mais em raizes e as do solo ndo esterilizado investiram mais em

parte aérea (Fig. 6).
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Fig. 6 Relacdo de biomassa seca de raiz para parte aérea (P.A.) de G. opposita cultivadas por oito
meses em solo natural de restinga esterilizado ou ndo. Asteriscos indicam diferencas significativas
entre tratamentos, segundo o teste T de Student (p<0,05).

Colonizag¢do de raizes

Todas as plantas cultivadas em solo ndo esterilizado formaram ECMs em suas raizes.
A média da taxa coloniza¢do ficou em 75,68% do total de pontas de raizes. Nao foram
encontradas pontas de raizes com ECM nas plantas cultivadas em solo esterilizado (Fig. 7). Nas
plantas que apresentaram ECMs, foi possivel identificar trés morfotipos em microscopio
estereoscopico (Ffig. 8A-B-C), o que pode indicar diferentes espécies de fungos se associando

a G. opposita.
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Fig. 7 Porcentagem de pontas de raizes apresentando ECMs em plantas de G. opposita cultivadas por
oito meses em solo natural de restinga esterilizado ou nao.
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Restinga. A-C - morfotipos; D- Sec¢ao transversal da raiz, mostrando as estruturas do morfotipo C.
ECM - ectomicorriza; RH — Rede de Hartig; MN — manto; ME — micélio extrarradicular. Escala: C - 1
cm. Fonte: Slodkowski, MC. 2018

DISCUSSAO

Neste trabalho, buscamos verificar se a microbiota nativa do solo de restinga altera o
crescimento de plantas de G. opposita e se essa espécie ¢ capaz de formar associagdes
ectomicorrizicas com fungos presentes nesse solo.

Foi visto que a microbiota do solo parece influenciar o desenvolvimento da planta
desde cedo, ja que as sementes colocadas em solo ndo esterilizado emergiram mais rapido do
que aquelas colocadas em solo esterilizado (Fig. 1). Uma possibilidade ¢ que a microbiota do
solo tenha acelerado o processo de germinagdo. Alguns trabalhos mostraram que, de fato, a
microbiota do solo pode acelerar a germinagao. Bakhshandeh et al. (2020) avaliaram os efeitos
dos micro-organismos promotores do crescimento em Glycine max (L.) Merr sob condigdes
Otimas e com estresse salino e seca, avaliando um total de 21 micro-organismos entre bactérias
e fungos. Nos experimentos de Bakhshandeh et al. (2020) foi possivel observar que os fungos

Trichoderma longibrachiatum Rifai, T. lixii (Pat.) P. Chaverri e T. citrinoviride Bissett,
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promoveram uma maior germinacdo de G. max em relacdo ao controle (sementes nao
inoculadas) em condi¢des oOtimas. Quando em condi¢des de estresse salino ou seca 7.
longibrachiatum e T. simmonssi também melhoraram a eficiéncia da germinagdo. Ainda,
testando combinagdes entre bactérias e fungos, os autores observaram melhoras para
germinacdo e crescimento sob estresse com a inoculacdo combinada das bactérias Bacillus
cereus ¢ B. negaterium e o fungo T. simmonsii. Lozano et al. (2017), observando o efeito do
arbusto Retama sphaerocarpa (L.) Boiss. sobre espécies vizinhas, constataram um efeito
positivo da microbiota do solo natural em relagdo ao esterilizado e o micro-habitat proximo do
arbusto para a germinagao de duas espécies: Lagurus ovatus L. e Sisymbrium erysimoides Desf.

No nosso experimento também existe a possibilidade de que o tempo de germinagao
ndo foi afetado, mas o desenvolvimento inicial da plantula sob o solo foi acelerado. Nao
encontramos publicagdes relacionadas a esse processo, mas por enquanto ndao podemos
descartar essa possibilidade.

Foi possivel observar que os micro-organismos que compdem o solo de restinga
afetam o crescimento da G. opposita, principalmente relacionado a biomassa da parte aérea e
ao numero de folhas, mas sem influenciar significativamente na altura das plantas (Fig. 3-5). O
crescimento da parte aérea das plantas estd intimamente relacionado com a disponibilidade de
nutrientes minerais que chegam ali. Fatores como disponibilidade no solo, capacidade de
absor¢ado e transporte dentro da planta determinam quanto nutriente atingira as folhas. Todos
esses processos podem ser alterados por microrganismos do solo ja que plantas em associagdo
com micro-organismos tém acesso a fontes diferenciadas de nutrientes, como por exemplo o P
e N organico acessado através das ectomicorrizas, além da ampliacdo da zona de absorgao
(LAMBERS ET AL. 2008; MOMMER ET AL. 2016).

A biomassa da parte aérea foi maior nas plantas que cresceram em solo ndo
esterilizado, mas essa diferenca ndo foi observada para as raizes (Fig. 6). Diversos fatores
bioticos e abidticos podem afetar a relacdo raiz/parte aérea das plantas, dentre eles o tipo de
vegetacdo, a disponibilidade de nutrientes no solo, umidade e luminosidade figuram entre os
principais, como mostrado em um levantamento realizado por Mokany et al. (2006), o qual
revisou diversos estudos para demostrar as razdes raiz/parte aérea em relacao ao estoque de
carbono nos biomas terrestres. Uma vez que a luminosidade era a mesma para todas as plantas
em nosso experimento, assumimos que o principal fator para as diferengas que observamos esta
na disponibilidade de nutrientes, potencializada de alguma forma pela microbiota do solo. Em

outras palavras, acreditamos que, em solo esterilizado, as plantas tiveram que investir uma
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propor¢ao maior de seus recursos no sistema radicular, limitando o crescimento da parte aérea.
Uma possivel explicagdo para esse resultado ¢ que a associacdo com 0s microrganismos,
especialmente uma possivel formagao de ECM, tenha deixado o sistema radicular mais
eficiente. Rodriguez-Echeverria et al. (2013) também encontraram resultados semelhantes ao
avaliar o efeito da microbiota do solo no desempenho de uma comunidade de plantas proximas
a Retama sphaerocarpa em relagdo a areas abertas. Esse estudo avaliou um conjunto de 14
espécies, sendo que as plantas cultivadas em solos inoculados com extratos do solo de R.
sphaerocarpa apresentaram maior biomassa de parte aérea, enquanto a biomassa de raizes nao
apresentou diferenga. St-Denis et al. (2017) também observaram um efeito positivo no cultivo
de mudas de Quercus rubra L. em solo natural, proveniente de areas colonizadas por Betula
alleghaniensis Britton, em relacdo ao mesmo solo esterilizado. Fakhech et al. (2019), também
observaram um impacto significativo dos micro-organismos do solo no desenvolvimento da
parte aérea em Acacia gummifera (Forssk.) Delile e Retama monosperma (L.) Boiss. ambas
espécies de um sistema de dunas de areia estabilizadas da regido de Essaouira, no Marrocos.
Esses autores também mostraram que os teores de N ¢ P eram maiores na parte aérea de plantas
cultivadas em solo ndo esterilizado.
Nao foi possivel identificar as espécies de fungo presentes nas raizes das plantas de
G. opposita, nem avaliar se os morfotipos seriam formas diferentes de uma mesma espécie ou
espécies diferentes. Levantamentos de espécies ectomicorrizicas nas restingas ainda sdo
extremamente escassos para embasar especulagdes nesse sentido. Sulzbacher et al. (2013)
foram os primeiros a relatar espécies de fungos potencialmente ectomicorrizicas para estas
regioes € Vanegas-Ledn et al. (2019) apresentaram primeiro estudo a relatar esta simbiose
ocorrendo na Ilha de Santa Catarina (Brasil), o que mostra o grande potencial de estudos nestes
ambientes, mas a informagao ainda ¢ escassa.
Em nossa avalia¢do, encontramos pelo menos 3 morfotipos de ECMs associados as
raizes de G. opposita. Considerando que usamos uma quantidade relativamente limitada de

solo, suponhamos que no ambiente natural a diversidade de morfotipos seja bem maior.

CONCLUSAO

Nosso estudo mostrou que os micro-organismos que compdem o solo de restinga
afetam o crescimento da Guapira opposita, principalmente em relagdo ao niimero de folhas
produzidas e, consequentemente, a biomassa da parte aérea. Também foi possivel observar um

efeito positivo em relagdo ao tempo de emergéncia das plantulas, porém esses efeitos precisam
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ser melhor avaliados. Como ja observado em diversas espécies da familia Nyctaginaceae,
comprovamos que estd espécie também faz associacoes ECMs em suas raizes, com pelo menos
trés morfotipos distinguiveis em uma avalia¢ao preliminar. Estudos mais detalhados a respeito
da anatomia dessa simbiose representam um importante caminho a seguir, e que podem ajudar
a aprofundar os estudos de como essas associagdes afetam a fisiologia da G. opposita e,

consequentemente, o funcionamento da comunidade de restinga.
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RESUMO

Fungos ectomicorrizicos podem influenciar as plantas de diversas formas. Uma delas ¢ através
da rede de conexdes formada quando o micélio fungico se liga a diferentes plantas. Essas redes
favorecem o estabelecimento, crescimento e a sobrevivéncia de mudas, podendo ser um ponto
critico para o estabelecimento das plantas em ambientes mais desafiadores. Um exemplo desses
ambientes ¢ a restinga, que compde uma série de ecossistemas ao longo da costa brasileira,
caracterizada por apresentar condigdes adversas como seca, alta salinidade e baixa
disponibilidade de nutrientes. Na restinga, a Guapira opposita atua como nucleadora,
facilitando o estabelecimento de outras espécies de plantas. Aqui, investigamos o potencial das
arvores adultas ja estabelecidas de G. opposita auxiliarem o crescimento de mudas da mesma
espécie através da rede micelial comum das ectomicorrizas. Para isso, foram transplantadas
mudas cultivadas por um ano em casa de vegetagao para sacos de malha de nylon com diferentes
tamanhos de poros e preenchidos com solo esterilizado, de forma que a malha bloqueava ou
permitia o acesso do fungo a rede micelial comum, além de um controle sem nenhum tipo de
malha. Os tratamentos foram dispostos em trios junto a uma populagdo de arvores adultas de
G. opposita, situada em uma 4rea de restinga em Floriandpolis, Brasil. Apds oito meses, as
plantas foram coletadas para avaliacdes morfométricas e da formagdo de ectomicorrizas no
sistema radicular, calculando a taxa de colonizagdo nas raizes. Nao observamos diferencgas
significativas entre os tratamentos para nenhum parametro avaliado. Foi observada a presenca
de ectomicorrizas em todas as plantas, em taxas similares. Estimamos que a idade das plantulas,

periodos de seca e a predagdo por formigas possam ter interferido em nossos resultados finais.
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INTRODUCAO

Fungos e plantas habitam a grande maioria dos ecossistemas terrestres ¢ ao formar
associacdes simbidticas proporcionam vantagens para ambos, auxiliando na colonizagdo de
novos ambientes (SIMARD et al., 2012; VAN DER HEIJDEN et al., 2015). As micorrizas sao
exemplos destas associagdes, onde o fungo proporciona um aumento na absor¢ao de nutrientes
para a planta e, em troca recebe o carbono absorvido através da fotossintese (SMITH; READ,
2008). Embora em ambientes tropicais e subtropicais, as associacdes micorrizicas do tipo
arbusculares sejam as mais relatadas, estudos recentes vem enfatizando também a presenca de
associacdes ectomicorrizicas nesses ambientes (CORRALES; HENKEL; SMITH, 2018; ROY
et al., 2017). No Brasil, nos ultimos anos, vem sendo registrada a presenga de fungos
ectomicorrizicos (DUQUE BARBOSA et al., 2020; FURTADO; DANIELS; NEVES, 2016;
MAGNAGO et al., 2018; MAGNAGO; NEVES, 2014; ROY et al., 2016; SULZBACHER et
al., 2013). Porém o estudo de plantas e fungos em associacdo ainda € escasso, por isso 0s
trabalhos que ddo énfase neste processo acabam revelando tdxons ainda desconhecidos como
ectomicorrizicos e até mesmo novas espécies (SULZBACHER et al., 2019; VANEGAS-LEON
etal., 2019).

Além de aumentar a absor¢do de nutrientes, as micorrizas podem estabelecer trocas
de nutrientes entre plantas, através das redes miceliais comuns no solo. Em muitos casos, um
mesmo fungo pode colonizar diversas plantas, e uma mesma planta pode ser colonizada por
diversos fungos, formando uma extensa rede de comunicagdo extremamente importante
(SIMARD etal., 1997,2012). A transferéncia de nutrientes, principalmente carbono, nitrogénio
e fosforo entre plantas, € um dos principais beneficios do acesso a rede micelial comum. Essa
transferéncia pode ocorrer por diferentes processos, como o fluxo de massa, gerada por
diferengas de nutrientes entre plantas ou por crescimento hifal, que permitiria o transporte de
carbono e nutrientes em longa distancia (HEATON et al., 2012).

Outro processo que vem sendo investigado nos ultimos anos ¢ o mecanismo de
sinalizacdo de defesas. Neste caso, moléculas ou sinais elétricos seriam transmitidos pela planta
atacada, através das redes de micorrizas, desencadeando a ativagdo das defesas de plantas
vizinhas ( SONG et al., 2014; JOHNSON; GILBERT, 2015).

Todos os beneficios fornecidos pelo acesso a rede micorrizica comum acabam
proporcionando vantagens principalmente para as mudas, ja que ao se conectar a essa rede elas
acabam recebendo uma maior quantidade de carbono e nutrientes do que teriam a capacidade

de absorver e assimilar por suas proprias folhas ou raizes, impulsionando o crescimento e
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sobrevivéncia ( HE et al., 2009; BEILER et al., 2010; LEONARDI et al., 2018; PICKLES et
al., 2017). Muitas vezes, as mudas crescem sob a copa de outras arvores tendo menos acesso a
luz, fazendo com que elas entrem em competi¢do com plantas adultas e eventualmente saiam
prejudicadas. Nestes casos, a suplementagdo com carbono da rede de micorrizica pode ser vital
( TESTE et al., 2009; BOOTH; HOEKSEMA, 2010). Além disso, Shi et al. (2017) mostraram
que mudas de Pinus thunbergii Parlat., espécie intolerante a sombra, melhoraram a taxa de
fixacdo de carbono em sombreamento, quando em associa¢ao ectomicorrizica. Tudo isso faz
com que, em ambientes com condi¢des adversas, que sao ainda mais agressivos para as
plantulas, essa comunicagdo seja ainda mais valiosa.

A restinga ¢ considerada um ambiente altamente estressante para o estabelecimento de
plantas, por isso acredita-se que a associagdo com fungos possa atenuar esses efeitos e
proporcionar a colonizagdo desses ambientes. Nas areas de restinga, espécies como a Guapira
opposita exercem um papel de nucleadoras, auxiliando o estabelecimento de outras espécies
(DALOTTO et al., 2018). Estudos recentes vém apontando uma forte importancia dos micro-
organismos do solo e suas associagdes, como mediadores no processo de facilitagdo por plantas
nucleadoras (Resultados apresentados no Cap. 1; RODRIGUEZ-ECHEVERRIA; LOZANO;
BARDGETT, 2016; LOZANO et al., 2017). Neste contexto, nosso objetivo foi verificar se
mudas de G. opposita isoladas da rede micelial de ectomicorrizas (ECMs) tém o crescimento

prejudicado quando comparadas a plantas conectadas.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O experimento foi conduzido junto a Unidade de Conservacdo Monumento Natural
Municipal (MONA) da Lagoa do Peri, sob autoriza¢do n°® 35/2019. O MONA esta localizado
ao Sul da Ilha de Santa Catarina, SC, Brasil (Fig. 1A). O MONA compreende uma area de
4.274,43 hectares e abriga uma importante area de restinga e Floresta Ombroéfila Densa, assim

como a bacia hidrografica da Lagoa do Peri (FLORAM).

Desenho experimental

Frutos de G. opposita foram coletados em marco de 2018 junto a uma populagao de
G. opposita localizada no MONA da Lagoa do Peri. Em laboratério, os frutos foram
despolpados e as sementes plantadas em sacos de polipropileno preenchidos com substrato de
vermiculita e solo comercial vitamax (1:1). Em cada saco foram colocadas duas sementes. Apds

a germinagdo, plantulas foram removidas de forma que restasse apenas o individuo mais
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vigoroso em cada saco. As plantulas foram mantidas em casa de vegetacdo no Departamento
de Botanica da UFSC.

ApoOs um ano, todas as mudas foram transplantadas para sacos de nylon com malha de
diferentes tamanhos de poro, contendo solo natural da restinga autoclavado. Todas as mudas
ndo tinham diferenca estatistica em relagdo a altura. Antes de serem levadas a campo, as

plantulas ainda permaneceram um més em casa de vegetacao para a aclimatagdo ao substrato.

Tratamentos

1- Para excluir o acesso das mudas a rede natural de fungos, as mudas foram
transplantadas para sacos de malha de nylon com poros de didmetro de 1 pm. Este tamanho de
poro € pequeno o suficiente para evitar que raizes ou hifas passem através da malha em qualquer
direcdo (para dentro ou fora).

2- Para permitir o acesso das mudas a rede natural de fungos, as mudas foram
transplantadas para sacos de malha com poros de 10 um de diametro. Este tamanho de poro ¢
grande o suficiente para permitir a passagem de hifas fingicas, mas pequeno o suficiente para
restringir a passagem das raizes.

3- Em um terceiro tratamento, as mudas foram plantadas diretamente no chao da
floresta. Esse tratamento foi incluido para controlar o possivel efeito dos sacos de malha. Antes
de colocar a plantula no solo neste tratamento, o solo da floresta foi removido e substituido pelo
mesmo que foi utilizado nos sacos de malha. Isto foi planejado para manter constante a
perturbagao inicial do solo em todos os tratamentos.

As mudas de G. opposita foram dispostas em trios, cada trio contendo uma repeti¢ao
de cada tratamento, proximos da base de arvores adultas em uma dire¢do aleatoriamente
selecionada. Foi respeitada uma distancia minima de trés metros entre cada grupo amostral (Fig.
1B). Os sacos de malha tinham dimensdes de 20 cm de largura por 12,5 cm de profundidade.
Cada tratamento foi replicado 18 vezes, totalizando 54 unidades amostrais. Para proteger as
mudas de eventuais perturbagdes por visitantes do parque, foram colocadas garrafas PET
transparentes cortadas ao redor de cada uma delas (Fig. 1C). Este experimento permaneceu
durante oito meses em campo. Apos este periodo, as mudas foram coletadas e as avaliagdes

seguiram conforme o item abaixo.
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Figura 1- Localizacdo das unidades experimentais. A - Localizacdo do MONA e do local do
experimento (Em amarelo destaca-se o estado de Santa Catarina; marrom o municipio de Florianopolis
e verde o MONA da Lagoa do Peri; Ponto amarelo indica o local do experimento); B - Disposi¢do dos
trios junto a uma populagdo de G. opposita; C - Composigdo dos trios com uma muda de cada
tratamento.

Avaliacoes
Presenca/auséncia de ectomicorrizas

Para o reconhecimento da presenga de ectomicorrizas nas raizes, todo o sistema
radicular foi avaliado sob microscopio estereoscopico, observando diferengas nas
caracteristicas das raizes, como a mudanca de cor, ramificacdo e engrossamento. As raizes
potencialmente identificadas como ectomicorrizas foram cortadas transversalmente e
observadas ao microscopio Optico para verificar a presenca do manto e rede de Hartig. Para a
quantificagdo das micorrizas foram contados o total de pontas e o total de pontas
ectomicorrizadas. Ao final foi calculada a taxa de micorrizagdo (pontas com ECM/ n° total de

pontas de raizes).

Avaliagoes morfologicas
As medidas morfométricas de altura foram feitas com régua milimétrica. Medicdes de

massa seca (MS) e massa fresca (MF) foram feitas com auxilio de uma balanca analitica. Para
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a obtengdo da MF, todas as plantas formam divididas em raizes e parte aérea, sendo cada parte
pesada separadamente. Para a obtencao da MS, as plantas ja divididas em raiz e parte aérea
foram secas em estufa a 65 °C e pesadas periodicamente até que a massa se tornasse constante.
Para a obtenc@o dos valores da relacdo raiz/parte aérea foi realizada a seguinte equacdo: MS
raiz / (MS raiz + MS de parte aérea).

Andlises estatisticas

Os resultados foram comparados através da analise de varidancia (ANOVA). As

analises estatisticas foram executadas usando o programa JMP.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao final do experimento, 32 plantas foram recuperadas. A taxa de sobrevivéncia foi
maior quando as plantas tiveram acesso a rede micelial, ficando em 61% no tratamento sem
malha, 66% no tratamento com malha de 10pm e 50% no tratamento de malha com 1um.

O tamanho dos poros em cada malha ndo mostrou diferengas no crescimento em altura
das mudas de G. opposita (Fig. 2), assim como para a biomassa fresca e seca da parte aérea
(Fig. 3) e raizes (Fig. 4). Foi constatada a presenca de estruturas ectomicorrizicas em taxas

semelhantes em todos os tratamentos (Fig. 6).
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Figura 2 - Crescimento em altura de mudas de G. opposita ap6s 8 meses submetidas ao cultivo em trés

tratamentos distintos. Preto: raizes em contato direto; Cinza: exclusdo total; Branco: conexdes hifais.
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Figura 3 - Biomassa de parte aérea (caules e folhas) de mudas de G. opposita apos oito meses
submetidas ao cultivo em trés tratamentos distintos. A) Biomassa fresca. B) Biomassa seca. Preto:
raizes em contato direto; Cinza: exclusdo total; Branco: conexoes hifais.
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Figura 4 - Biomassa de raizes de mudas de G. opposita apds oito meses submetidas ao cultivo em trés
tratamentos distintos. A) Biomassa fresca. B) Biomassa seca. Preto: raizes em contato direto; Cinza:
exclusdo total e Branco: conexdes hifais.
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Figura 5 - Razdo de massa de raizes para parte aérea (caules e folhas) de mudas de G. opposita apés
oito meses submetidas ao cultivo em trés tratamentos distintos. Preto: raizes em contato direto; Cinza:
exclusdo total; Branco: conexoes hifais.
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Figura 6 - Taxa de ectomicorriza¢ao de pontas de raizes plantas de G. opposita cultivadas por oito
meses em solo natural de Restinga esterilizado ou ndo. Preto: raizes em contato direto; Cinza: exclusio
total; Branco: conexdes hifais.

Brearley et al. (2016) também nao observaram diferencas significativas do efeito de
exclusdo de mudas do acesso a rede micelial comum do solo, de seis espécies de
dipterocarpaceas da rede de ectomicorrizas em floresta tropical no sudeste da Asia. Por outro
lado, McGuir¢ (2007) constatou um aumento de 73% no crescimento, 55% em nimero de folhas
e 47% na sobrevivéncia de mudas de Dicymbe corymbosa Spruce ex. Benth., com acesso a rede
micelial comum. Nara (2006), também observou in vitro, diferengas positivas do acesso a redes
ectomicorrizicas de 10 espécies de fungos por mudas de Salix reinii Franch. & Sav. Ainda,
Liang et al. (2020) observaram o potencial das redes miceliais de micorrizas arbusculares e
ectomicorrizas em auxiliar suas mudas e constataram que as ectomicorrizas exercem um efeito
positivo na sobrevivéncia de mudas principalmente no primeiro ano de vida, enquanto que para
micorrizas arbusculares foi menos significativo.

Nao observamos diferengas significativas em nossas andlises para o efeito das redes
ectomicorrizicas no crescimento de G. opposita. Todavia, estimamos que alguns fatores podem
ter influenciado em nossos resultados. Inicialmente, projetamos realizar a contagem de folhas,
porém estes dados foram enviesados pois constatamos que muitas folhas foram predadas por
formigas, o que acabou afetando também os dados de biomassa. Mudas sob alta incidéncia solar
foram as mais prejudicadas ou morreram. Também houve uma baixa incidéncia de chuvas no
periodo do experimento, com apenas 455mm de chuvas sendo registrados para o periodo total

do experimento, sendo que nos primeiros trés meses apenas 45mm foram registrados (INMET)
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Outro fator que consideramos foi a idade das mudas, como observado por Liang et al.
(2020) e Teste et al. (2009), acreditamos que em plantulas mais jovens seria possivel observar
melhor o desenvolvimento ou talvez o tempo do experimento ndo foi o suficiente para detectar
a influéncia da rede no crescimento das mudas. Também, o processo de esterilizagdo do solo
dentro dos sacos de malha pode ter retardado o processo de micorrizagdo, talvez tenha
dificultado a conexdo da planta e por isso ndo observamos seus efeitos dentro do tempo de
duragdo do experimento (¢ como se nosso experimento tivesse durado menos tempo, porque
alguns meses podem ter se passado antes de termos a conexao dos micélios dentro e fora do
saco de malha). Ainda, avaliamos que os locais que posicionamos nossas unidades
experimentais diferiam entre si em relacdo ao microclima, tendo areas de mata mais densa,
borda de mata onde a incidéncia solar era mais branda e areas com forte incidéncia solar, essa
diferenca também pode ter interferido na uniformidade de nossos dados mais do que os
tratamentos aplicados.

Apesar de ndo termos observado diferencas significativas no crescimento das mudas,
parece que as malhas tiveram um pequeno efeito na sobrevivéncia das mudas, o que estimamos
que poderia ser melhor observado a longo prazo. Em uma futura repeti¢do deste trabalho,
sugerimos restringir o nimero de areas, escolhendo areas mais uniformes e aumentando o
numero de réplicas por area. Uma maior duracdo do experimento em campo também poderia

deixar tendéncias mais marcadas a ponto de serem mais facilmente detectadas.

CONCLUSAO

Avaliamos que em nossos experimentos ndo encontramos evidéncias suficientes para
afirmar a influéncia das redes miceliais ectomicorrizicas no desenvolvimento de mudas de G.
opposita. Alguns resultados, como a sobrevivéncia das mudas, no entanto, nos indicam que
novos experimentos podem ser feitos para melhor compreensao do papel das ectomicorrizas na

restinga.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel observar que a Guapira opposita forma associagdes ectomicorrizicas em
suas raizes, além disso, observou-se que a microbiota do solo da restinga exerce influéncia no
crescimento da planta principalmente na parte aérea. Destacamos ainda que ndo foram
observadas diferencas entre a biomassa de raizes, o que significa que um mesmo tamanho do
sistema radicular foi capaz de suportar uma biomassa maior da parte aérea quando a microbiota
do solo estava presente. Neste contexto, especulamos que a ECM pode ser uma parte importante
desse efeito, uma vez que foi detectada consistentemente sua presenca nas raizes. Nao foi
possivel observar diferengas significativas da influéncia das redes miceliais no crescimento de
mudas da G. opposita em campo, porém esta hipdtese ndo ¢ descartada, visto que diversos
fatores podem ter influenciado nos parametros avaliados.

Dentro deste trabalho, também iniciamos os estudos para cultivo in vitro da G.
opposita e fungos ectomicorrizicos (consultar apéndices). Foi possivel estabelecer um
protocolo para a desinfec¢ao das sementes para o cultivo in vitro, o que ainda ndo estava
relatado em literatura. Porém, ndo obtivemos sucesso no cultivo de fungos ectomicorrizicos
nativos da restinga. Este seria um importante passo, pois a partir do momento que tivermos os
dois simbiontes isolados, seria possivel projetar ensaios voltados para observar o processo de
micorrizagdo que acontece na G. opposita e suas influéncias. E possivel especular algumas
diferengas anatOmicas nas ectomicorrizas observadas na restinga para o modelo
tradicionalmente estudado em regides de clima temperado do hemisfério norte. Esse enfoque ja
vem sendo discutido dentro do grupo de pesquisa.

Weidlich et al. (2020) ressaltaram o potencial das ectomicorrizas para a restauragao da
restinga. O fato de que a G. opposita ¢ uma espécie abundante e facilitadora nestes ambientes
mostra que estudos em relagdo a sua biologia e ecologia podem ser extremamente importantes
também para aplicacdes na restauracdo ecoldgica.

A partir deste momento, especulam-se diversas outras perguntas para projetos
futuros. Alguns exemplos sdo: Como acontece o processo de micorrizagdo na G. opposita?
Quem sdo os simbiontes fungicos? Existem outras espécies vegetais que também realizam este
tipo de associacao na restinga? A ectomicorrizagdo estd favorecendo a planta na protecao contra
estresses como a salinidade?

E evidente que novos estudos sobre a taxonomia, fisiologia, anatomia e ecologia de
G. opposita e seus parceiros fungicos podem revelar informagdes importantes sobre a dindmica

das espécies em restinga. Estudos como esses se fazem ainda mais importantes neste momento,
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visto que a crescente especulagdo imobilidria ameaga a cada dia mais esses ambientes. Essa
posicdo ¢ endossada por diferentes 6rgdos governamentais tentativas de revogacao de leis de
prote¢ao, como a Resolugao n° 303/2002 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (Conama)
que trata da prote¢do de ambientes como a restinga. Precisamos continuar mostrando com

pesquisas e dados o quanto a preservacao destes ambientes ¢ de fato extremamente necessaria.
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7.1 APENDICE 1 — TESTES PARA CULTIVO IN VITRO DE G. OPPOSITA E FUNGOS
ECTOMICORRIZICOS

Cultivo in vitro de Guapira opposita
Desinfestacdo das sementes

Para a padronizagdo do processo de desinfestagdo das sementes e estabelecer um
protocolo de desinfestacdo para as sementes de G. opposita foram testados inicialmente alguns
tempos de permanéncia das sementes em alcool 70% e hipoclorito de sodio 0,5%, observando
o padrao de contamina¢ao comeg¢ando com tempos minimos (30s/2min. respec.). Todos os
procedimentos foram realizados em camara de fluxo laminar e as vidrarias utilizadas foram
previamente autoclavadas durante 20 min, a 120°C para esterilizacao.
Teste de germinagdo

Para observar o padrao de germinacdo das sementes de G. opposita realizamos testes
prévios com a aplicagdo de 500uM de giberelina (GA), comparando com a germinagao natural
e esterilizacdo com alcool 70% e hipoclorito de sddio 0,5%. Colocamos 4 repeti¢des para cada
tratamento com 25 sementes em cada.
Germinagdo in vitro

Apo6s a desinfec¢do, as sementes foram postas para germinar em tubos de ensaio
contendo 15 ml de meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), tapados com filmes
de polietileno. As plantulas foram mantidas na temperatura de aproximadamente 25 °C,
fotoperiodo de 12 horas e luz branca com intensidade de aproximadamente 50 pMol m-2 s-1,
proporcionada por painéis LED.
Isolamento e cultivo de fungos ectomicorrizicos

Basidiomas reconhecidamente ectomicorrizicos foram coletados na restinga da ilha de
Santa Catarina. Os isolados foram produzidos seguindo as recomendag¢des de BRUNDRETT et
al. (1996). Em camara de fluxo laminar o basidioma ¢ partido ao meio e sdao obtidas pequenas
porgdes estéreis do estipe e lamelas que sdo depositadas em placas de Petri com meio Agar
Batata (BSA). As culturas foram incubadas em temperatura entre 20 e 25°C. Réplicas dos

isolados foram feitas para a tentativa de obtencao da cultura pura.

Resultados
Esterilizacdo de sementes
Foi possivel observar que as sementes suportam bem os procedimentos de

desinfestagdo. Estabelecemos os tempos de 2 min de imersdo em alcool 70% e 45 min em
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solugdo de hipoclorito de sédio 0,5% s3o necessarios para uma completa desinfecdo das

sementes.

Teste de germinagdo

As sementes germinam naturalmente bem dentro de cinco a dez dias e que sdo capazes
de tolerar a esterilizagdo, embora com alguma perda de viabilidade (fig. OI).
Surpreendentemente, a aplicagdo de GA reduziu a porcentagem de germinagao das sementes.
Também foi visto que as sementes nao beneficiadas dificilmente germinam, indicando a

possibilidade de algum mecanismo de dorméncia quimica imposto pelo fruto.

Figura 01- indice de germinagdo de sementes de G. opposita considerando diferentes situacdes: com a
aplicacdo de horménio giberelina (GA) e esterilizacdo, com a esterilizacao das sementes por 30 seg.
em alcool 70% e 2 min. em hipoclorito de sodio 0,5% (Esteril.), ndo esterilizando as sementes (Nao

esterel.) e utilizando o fruto inteiro (Fruto). Asteriscos indicam diferengas significativas entre os
tratamentos comparados, segundo o teste T de Student (p<0,05).
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Isolamento de fungos

Para o isolamento de fungos, 17 espécimes foram cultivados em meio de cultura BDA (Agar
batata), porém ndo obtivemos sucesso no isolamento de uma cultura pura (Tab. 01). Na maioria
dos casos ndo ocorreu o desenvolvimento do micélio. Em dois casos que obtivemos sucesso no
cultivo, ao realizar a identificagdo por procedimentos de biologia molecular os isolados foram

identificados como Fusarium spp.; grupo identificado como contaminante, por nao ser do grupo

de interesse para este estudo.



Tabela 1: Fungos ectomicorrizicos cultivados em meio Agar Batata (BDA).

Data Espécie Local Obs.
29/01/18 Amanita sp. Restinga Rio Tavares Nao desenvolveu
21/07/18 Ramaria sp. Costdo do santinho Nao desenvolveu
25/10/18 Amanita sp. Lagoinha do Leste Biomol-contaminag&o
25/10/18 Amanita sp. Lagoinha do Leste Nao desenvolveu
09/11/18 Lactifluus sp. Morro da Lagoa Contaminou
05/01/19 Amanita lanivolva Morro da Lagoa Biomol-contaminag@o
18/01/19 Clavulina sp. Morro da Lagoa Nao desenvolveu
18/01/19 Lactifluus sp. Morro da Lagoa Contaminou
18/01/19 Lactifluus sp. Morro da Lagoa Contaminou
18/01/19 Lactifluus sp. Morro da Lagoa Nao desenvolveu
18/01/19 Boletales Morro da Lagoa Nao desenvolveu
18/01/19 Lactifluus sp. Morro da Lagoa Nao desenvolveu
15/03/19 Lactifluus sp. Morro da Lagoa Nao desenvolveu
15/03/19 Russula puigarii Morro da Lagoa Contaminou
15/03/19 Russula puigarii Morro da Lagoa Nao desenvolveu
06/06/19 Amanita viscidolutea MONA Peri Nao desenvolveu
06/06/19 Austroboletus festivus MONA Peri Nao desenvolveu
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7.2 APENDICE 2 - PROTOCOLO PARA CULTIVO IN VITRO DE GUAPIRA OPPOSITA

- Armazenamento e preparo
Os frutos coletados devem ser armazenados em geladeira por no maximo duas semanas
e despolpados apenas momentos antes da realizagcdo dos procedimentos. A despolpa pode ser

realizada com auxilio de uma peneira ou toalhas de papel descartaveis.

- Desinfestagdo
As sementes despolpadas devem ser imersas em alcool 70% por 2 min, lavadas 1 vez
em agua destilada esterilizada, imersas novamente por 45 min em solugdo de hipoclorito de
sodio 0,5% agitando constantemente, e lavadas por mais 4 vezes em agua destilada autoclavada.
Todos os procedimentos devem ser realizados em cdmara de fluxo laminar e as
vidrarias utilizadas devem ser previamente autoclavadas durante 20 min, a 120°C para

esterilizagao.
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