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DOSES DE FOSFORO DETERMINAM A PREVALENCIA DE FUNGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES EM Araucaria angustifolia

PHOSPHORUS DOSES DETERMINE THE PREVALENCE OF NATIVE ARBUSCULAR
MYCORRHIZAL FUNGI IN Araucaria angustifolia

Milene Moreira! Dilmar Baretta? Elke Jurandy Bran Nogueira Cardoso®
RESUMO

Com o objetivo de avaliar o efeito de doses crescentes de fosforo sobre a diversidade, esporulagdo e
colonizagdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) nativos de florestas de Araucaria angustifolia, foi
conduzido um experimento em casa de vegetagao, utilizando a araucaria como planta-isca. O experimento
foi montado em delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeti¢cdes, compreendendo quatro doses
de fosforo (0, 20, 50 e 150 mg kg™') de substrato na forma de KH,PO,. As plantulas de araucaria, inoculadas
com 100 g de solo rizosférico, proveniente de mata nativa, foram cultivadas em vasos contendo 10 kg de
solo, pelo periodo de um ano. Apds a colheita, determinou-se a densidade de esporos, a taxa de colonizagao
micorrizica e a diversidade de FMA, através da identificacdo morfologica dos esporos. Os dados foram
submetidos a analise univariada e analise de correspondéncia (AC). Considerando as quatro doses de P,
foram identificadas 11 espécies de FMA (Acaulospora bireticulata, Acaulospora morrowiae, Acaulospora
sp., Entrophospora colombiana, Gigaspora margarita, Glomus diaphanum, Glomus etunicatum, Glomus
macrocarpum, Scutellospora calospora, Scutellospora gilmorei e Scutellospora pellucida). Nao houve
efeito significativo da dose de P sobre o nimero de esporos ¢ a colonizacdo radicular. A AC demonstrou
que houve efeito da dose de P sobre a abundéncia de esporulagdo de cada espécie, sendo que alguns FMA
se associaram mais com determinada dose de P, e outros com outra.

Palavras-chave: FMA; diversidade; densidade de esporos; pinheiro brasileiro.
ABSTRACT

A greenhouse experiment was installed with bait cultures to extract the AMF species present in a rhizosphere
soil sample of a native Araucaria angustifolia forest in Campos do Jordao, Brazil. The experimental design
was completely randomized, with four increasing phosphorus doses (0, 20, 50, and 150 mg kg, as triple
superphosphate), with five replicates, the bait plant was araucaria, and all pots were inoculated with 100 g of
rhizospheric soil collected in an araucaria forest. After twelve months the spores were extracted, counted and
identified, and the percent root colonization was also determined. When taking all four P doses into account,
eleven AMF species could be identified: Acaulospora bireticulata, Acaulospora morrowiae, Acaulospora
sp., Entrophospora colombiana, Gigaspora margarita, Glomus diaphanum, Glomus etunicatum, Glomus
macrocarpum, Scutellospora calospora, Scutellospora gilmorei, and Scutellospora pellucida. There was
no effect of the P dose on the total amount of spores neither on the percent root colonization. However, the
correspondence analysis showed that the different AMF species were selectively associated mostly to either
one or another P dose.

Keywords: AMF; diversity; spore density; Brazil Pine.
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INTRODUCAO

Os fungos micorrizicos arbusculares
(FMA) representam um dos maiores componentes
da microbiota dos solos na maioria dos
ecossistemas. S@o simbiontes obrigatérios com
quase 90 % das plantas superiores e pertencem ao
filo Glomeromycota (SCHUBLER et al., 2001).

As caracteristicas quimicas do solo podem
ser determinantes para a distribuicdo dos FMA nos
diversos ecossistemas, onde o predominio de certas
espécies pode ocorrer. As alteragdes no pH do solo
influenciam a ocorréncia das espécies dos FMA e a
densidade dos esporos no solo (TRUFEM, 1990).
O pH do solo influencia a associagdo micorrizica,
porque pode reduzir a germinacdo dos esporos € o
crescimento do tubo germinativo (SILVEIRA, 1998).
Os valores baixos de pH favorecem as espécies de
Acaulospora, Gigaspora e Scutellospora, enquanto
que as espécies de Glomus sao favorecidas por pH
mais proximo da neutralidade (SIQUEIRA et al.,
1989; TRUFEM, 1990; SILVEIRA, 1998).

Adisponibilidade de fosforo no solo também
pode afetar a eficiéncia de algumas espécies de
fungos MA, influenciando na colonizagao das raizes
e na composi¢do e distribuicdo das espécies de
fungos no ambiente (PICONE, 2000). A densidade
de esporos e hifas nos solos pobres em P pode ter
ligeiro incremento com aplicagdes moderadas de
P (5-15 kg P ha') (THOMSON et al., 1992) em
contrapartida, altas aplicacdes de P podem causar
um decréscimo na densidade de esporos e hifas. Esse
comportamento pode ser frequentemente observado
em diferentes solos e condigdes climaticas (DOUDS
e MILLNER, 1999; KAHILUOTO et al., 2001).

Os propagulos de FMA, recolhidos em
campo, podem ser multiplicados em vasos em
associacdo com plantas micotrdficas, € esse processo
¢ conhecido como iscagem ou cultura-armadilha
(STUTZ e MORTON, 1996). As espécies que
esporulam nessa condigdo tém maiores chances de
serem identificadas. Todavia, varios fatores, como
duracdo do ciclo de vida das plantas hospedeiras,
tipo de substrato, pH, disponibilidade de P, outros
nutrientes e a temperatura, influenciam diretamente
os resultados relativos a composicao de espécies
em comunidades de FMA (SIEVERDING, 1991;
MORTON et al.,, 1993; BEVER et al., 2001;
MOREIRA et al.,, 2007b). Neste contexto, o
presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito
de doses crescentes de fosforo sobre a diversidade,
riqueza, esporulac@o e colonizagdo micorrizica dos

FMA provenientes de floresta nativa de Araucaria
angustifolia (Bertoloni) Otto Kuntze, localizada no
municipio de Campos do Jorddo, SP, junto a sua
planta hospedeira, em vasos.

MATERIAL E METODOS

Os fungos micorrizicos nativos utilizados no
presente estudo foram provenientes de amostras de
floresta nativa de Araucaria angustifolia localizada
no municipio de Campos do Jorddo, SP, (contendo
os géneros Glomus, Acaulospora, Gigaspora,
Entrophospora e Scutellospora). Mais informagdes
sobre a area de floresta nativa de Araucaria, onde
foram coletadas as espécies de FMA, podem ser
obtidas em Moreira-Souza et al. (2003).

O substrato utilizado no experimento
de casa de vegetacdo foi proveniente de uma
amostra de Neossolo Quartzarénico (série Paredao
Vermelho) + areia lavada de rio na proporcao de
2:1 (V:V), com as seguintes caracteristicas: pH em
CaCl,3,9; 14 g dm” de matéria orgéanica; 2 mg dm?
de P (resina); 0,5; 3; 1 e 47 mmol dm? de K, Ca™,
Mg™? e H+AI?, respectivamente.

A mistura foi autoclavada por duas
horas a 121°C. Adicionaram-se 5,5 g de calcario
dolomitico PRNT 131 % em cada vaso de 20 L,
elevando o pH para 6,0 e foi feita incubagdo por
20 dias (MOREIRA-SOUZA e CARDOSO, 2002).
Posteriormente, foi adicionado o P, nas quatro doses
previstas para os diferentes tratamentos 0, 20, 50
e 150 mg kg' de substrato na forma de KH,PO,
e incorporaram-se 100 g de solo-ino6culo quando
as plantulas foram transferidas para os vasos.
Adicionalmente, foi colocada solugdo nutritiva de
Hoagland (HOAGLAND e ARNON, 1938) isenta
de P a cada dois meses, durante a conducdo do
experimento. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, com cinco
repeticdes, no Departamento de Ciéncia do Solo da
ESALQ/USP, Piracicaba, SP, instalado no més de
junho.

As sementes de Araucaria angustifolia,
também provenientes do Parque Estadual de Campos
do Jordao, foram selecionadas, desinfestadas
em hipoclorito de sodio a 0,5 %, escarificadas e
semeadas em caixas com areia de rio esterilizada
(MOREIRA-SOUZA e CARDOSO, 2003b).

As plantas de araucaria foram utilizadas
como cultura-armadilha e foram mantidas em casade
vegetagao por 12 meses. Os esporos foram extraidos
de 50 g de solo seco desses vasos para contagem
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e identificagdo morfologica de espécies de FMA.
As raizes foram coloridas conforme VIERHEILIG
et al. (1998) e determinou-se a percentagem de
colonizagdo radicular (GIOVANETTI ¢ MOSSE,
1980).

Para a identificagdo, o0s  esporos
foram separados em grupos de acordo com as
caracteristicas morfoldgicas e montadas laminas
semipermanentes com PVLG e reagente de Melzer
(MORTON et al., 1993). Posteriormente, as laminas
foram observadas em microscopio oOtico, sendo
identificados os esporos com auxilio do manual de
Schenck e Pérez (1990) e das descrigdes fornecidas
pelo INVAM (2004).

A abundancia de esporos de FMA e a
colonizagao radicular foram submetidas a analise de
variancia (ANOVA), usando o programa SAS versao
8.2 (SAS, 1996), e as médias comparadas pelo teste
LSD (P < 0,05). A abundancia de esporos de FMA
foi utilizada para a obtengcdo do comprimento do
gradiente (DCA) (ter BRAAK e SMILAUER,
1998) para proceder a analise multivariada. Como
o comprimento do gradiente para abundancia de
esporos de FMA foi maior do que trés (resposta nao
linear), optou-se pela analise de correspondéncia
(AC), usando o programa CANOCO versao 4.0 (ter
BRAAK, 1986; ter BRAAK e SMILAUER, 1998).

RESULTADOS

O solo da regido das raizes das araucarias
nativas, utilizado como in6culo nesse experimento,
continha 24 espécies de FMA, sendo oito espécies
de Acaulospora, vma de Entrophospora, duas
de Gigaspora, nove de Glomus e quatro de
Scutellospora (MOREIRA-SOUZA et al., 2003a).
Ap6s o periodo de crescimento das araucarias-iscas
inoculadas com este material, foram identificadas
apenas 11 espécies de FMA e uma média de 603
esporos em 50 g de solo, considerando-se as quatro
doses de P (Tabela 1).

A andlise de variancia (ANOVA) para o
numero de esporos e para a colonizagao radicular das
plantas de araucéria indicou que ndo houve efeito
significativo da dose de P sobre estes parametros
(Figura 1).

A identificagdo morfologica dos esporos
encontrados em cada dose de P pode ser visualizada
na Tabela 1. A presenca ou auséncia de determinada
espécie de FMA nas doses de P foi bastante variavel,
aparentemente nao apresentando uma regra logica.
Quando estes resultados foram submetidos a AC,
foi possivel observar que havia certa analogia entre
a dose de P no solo e as espécies que se destacavam
em cada uma delas.

TABELA 1: Numero de esporos de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) em diferentes niveis de P em
50 g de solo da floresta de Araucaria angustifolia, em Campos do Jordao, SP, Brasil. (n=5).

TABLE 1:  Number of spores of AMF in different P levels. Campos do Jordao, SP state, Brazil. (n=5).
Espécies de fungos micorrizicos arbusculares Doses de fosforo (P)
Abreviagao 0 20 50 150
Acaulospora bireticulata Rothwell & Trappe (A.biret) -0 - - 02
Acaulospora morrowiae Spain & Schenck (A. morr) - 57 75 10
Acaulospora sp. (4.spl) 105 02 24 89
Entrophospora colombiana Spain & Schenck (E.col) 02 62 - 01
Gigaspora margarita Becker & Hall (G.marg) - 09 01 -
Glomus diaphanum Morton & Walker (Gl.diaph) - 05 - -
Glomus etunicatum Becker & Gerd. (Gl.etun) - 10 - -
Glomus macrocarpum Tul. & Tul. (Gl.macr) 19 06 09 02
Scutellospora calospora (Nicolson & Gerd.) Walker & Sanders (S.calo) - 15 03 28
Scutellospora gilmorei (Trappe & Gerd.) Walker & Sanders (S.gilm) 01 - - -
Scutellospora pellucida (Nicol. & Schenck) Walker & Sanders (S.pell) 14 05 13 34
Numero total de esporos de FMA (Tspo) 141 171 125 166

Em que: ¥ = Auséncia de esporos; " = no spores detected.
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FIGURA 1: Colonizagdo radicular por fungos micorrizicos arbusculares (A) e numero de esporos (B) em
quatro doses de fosforo (P): zero (OP), 20 (20P), 50 (50P) ¢ 150 (150P) mg kg™ de solo. Média
de 5 repetigdes. () Desvios padrdo. Médias com a mesma letra ndo diferem estatisticamente

(P <0,05) pelo teste LSD.

FIGURE 1: Root colonization rate by arbuscular mycorrhizal fungi (A) and Number of spores (B) in (OP),
20 (20P), 50 (50P) e 150 (150P) mg kg phosphorus P levels. Mean of five replicates. ()
Standard deviation. Means followed by the same letters do not differ (P < 0.05) by the LSD

test.

Constatou-se que na dose zero, onde ndo
foi adicionado P, houve esporulacdo de cinco
espécies de FMA (Acaulospora sp., Entrophospora
colombiana, Glomus macrocarpum, Scutellospora
gilmorei e Scutellospora pellucida), sendo a
maior abundancia a de Acaulospora sp. A espécie
Scutellospora pellucida foi encontrada em todas
as doses de P, embora com maior nimero na maior
dose. Na dose 20 mg kg de P, foram encontradas
nove espécies de FMA (Acaulospora morrowiae,
Acaulospora sp, Entrophospora colombiana,
Gigaspora margarita, Glomus diaphanum, Glomus

etunicatum, Glomus macrocarpum, Scutellospora
calospora e Scutellospora pellucida), sendo as
mais abundantes Entrophospora colombiana e
Acaulospora morrowiae. As espécies Glomus
diaphanum e Glomus etunicatum somente foram
encontradas nessa dose. Na dose 50 mg kg’
de P, foram encontradas seis espécies de FMA
(Acaulospora  morrowiae,  Acaulospora  sp.,
Gigaspora margarita, Glomus macrocarpum,
Scutellospora calospora e Scutellospora pellucida),
com predominancia de Acaulospora morrowiae
e Acaulospora sp. Entretanto, na maior dose de P
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(150 mgkg! de P) esporularam sete espécies de FMA
(Acaulospora bireticulata, Acaulospora morrowiae,
Acaulospora sp., Entrophospora colombiana,
Glomus macrocarpum, Scutellospora calospora e
Scutellospora pellucida), sendo Acaulospora sp. a
mais abundante; Acaulospora bireticulata somente
foi encontrada neste tratamento.

Analise de Correspondéncia (AC)

Aassociagao das diferentes espécies de FMA
com as quatro doses de P(0,20,50 e 150 mgkg™') esta
apresentada num grafico de ordenagdo (Figural),
com eixos perpendiculares (Dimensodes 1 e 2), que
representam a variacdo multidimensional de um
conjunto de variaveis de resposta (abundancia de
espécies de FMA) nas doses de P (tratamentos) (ter
BRAAK, 1986; MOREIRA et al., 2009).

Esta analise forneceu uma nitida separagao
entre as doses de P e as espécies de FMA que mais
foram influenciadas por cada dose. As dimensdes
1 e 2 corresponderam a 34,5 % e 18,5 % da
variabilidade, respectivamente, explicando em
conjunto 53 % da variabilidade total dos dados.

De modo geral, as doses de P ficaram
dispostas em quadrantes separados, assim como,
também, as diferentes espécies, de acordo com a
dose que mais influenciou na abundancia de cada
espécie de FMA (Figura 2). Ao longo da dimensao
1 (eixo principal), o tratamento 20P esta disposto
no quadrante direito, enquanto que os tratamentos
50P e 150P ficaram muito proximos um do outro e
dispostos na por¢ao inferior esquerda (com valores
negativos nas dimensdes 1 e 2), demonstrando que
esses dois ultimos tratamentos sdo muito similares
em termos de composi¢ao de espécies de FMA.

DISCUSSAO

A pequena diversidade de FMA isolada por
culturas-armadilhas em comparagdo com o niimero
inicialmente detectado em campo sugere que este
método pode subestimar a verdadeira abundancia
presente no solo de origem, fato que ja foi discutido
detalhadamente em Moreira et al. (2007b).

Na Figura 2, quanto mais proxima a
um determinado valor de P estiver localizada
determinada espécie de FMA, maior € a influéncia
desse valor na abundancia desta espécie. Nesse
sentido, as espécies Acaulospora bireticulata,
Scutellospora pellucida e Acaulospora morrowiae
apareceram mais ligadas as duas maiores doses de
P (50P e 150P), pois devem ser mais tolerantes a

doses elevadas ou, talvez, até sejam favorecidas
em solos com maiores teores desse elemento. As
espécies Acaulospora sp. e Glomus macrocarpum,
assim como  Scutellospora  gilmorei, foram
estimuladas a esporular no tratamento sem fosforo
adicional (OP). Contudo, as demais espécies de
FMA (Glomus etunicatum, Gigaspora margarita,
Entrophospora colombiana e Glomus diaphanum)
esporularam mais no tratamento com dose baixa de
P (20P). E interessante que a dose de 20 mg kg™ de P
mostrou-se como a mais favoravel para Gigaspora
margarita, visto que nessa concentracao de P este
endofito mostrou sua maior eficiéncia micorrizica
em Araucaria angustifolia, em estudo anterior sobre
o micotrofismo dessa planta (MOREIRA-SOUZA e
CARDOSO, 2002).

O numero total de esporos de FMA e
a percentagem de colonizagdo radicular ndo se
associaram a nenhum dos tratamentos, uma vez que
estao dispostos na por¢cao mediana da Figura 2. Este
resultado apenas corrobora o achado, evidenciado
pela analise estatistica univariada, ou seja, nas
condigdes desse estudo, a dose de P nao afetou
a esporulagdo total dos FMA ou a colonizagao
radicular da araucéria.

Os numeros de esporos encontrados no
presente estudo foram menores que os obtidos
por MOREIRA et al. (2006) e MOREIRA et al.
(2007a), que registraram mais que 1000 esporos por
100 g de solo seco de FMA em areas de florestas
com Araucaria angustifolia em Campos do Jordao
e Apiai, SP. No entanto, 0 menor numero de esporos
e de diversidade de espécies de FMA encontrados
na casa de vegetacdo, em comparagao com amostras
de campo coletadas em dareas com Araucaria
angustifolia, pode ser resultado de uma série de
fatores, como: tamanho do vaso, temperatura, idade
da planta, doses de P, luminosidade, umidade, entre
outros. As florestas nativas de araucaria, impactadas
ou ndo pela acao antrépica, de uma maneira geral,
possuem maior heterogeneidade de habitat e sdo
capazes de suportar maior diversidade de espécies
de FMA (MOREIRA-SOUZA et al., 2003a;
MOREIRA et al., 2006; MOREIRA et al., 2007a).

A quantidade total de esporos de FMA nao
foi afetada pelas doses crescentes de P nesse estudo
de esporulagdo junto ao hospedeiro-armadilha; no
entanto, na literatura, pode ser encontrada grande
divergéncia de um caso para outro, conforme ja
foi relatado ha mais de vinte anos (SCHENCK e
SMITH, 1982). Em alguns trabalhos de campo
ou de casa de vegetagdo, a producdo de esporos
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FIGURA 2:
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Relagdo entre dimensdes 1 e 2 da analise de correspondéncia (CA) para as doses zero (OP),
20 (20P), 50 (50P) e 150 (150P) mg kg de P e espécies de FMA (n = 5). Campos do Jordao,
SP. A. biret =Acaulospora bireticulata, A. morr = A. morrowiae; A.spl = Acaulospora sp.1;
E.col = Entrophospora colombiana; G. marg = Gigaspora margarita, Gl.diaph = Glomus
diaphanum; Gl.etun = G. etunicatum; Gl.macr = G. macrocarpum; S.calo = Scutellospora
calospora; S.gilm = S. gilmorei; S.pell = S. pellucida; Tspo = Total nimero de esporos de
FMA; CR = colonizagao radicular (%).

Relation between dimensions 1 and 2 of the correspondence analysis (CA) for doses of zero
(OP), 20 (20P), 50 (50P) and 150 (150P) mg kg de P and AMF species (n = 5). Campos do
Jorddo, SP state, 1998. A. biret = Acaulospora bireticulata;, A. morr = A. morrowiae; A.spl
= Acaulospora sp.1; E.col = Entrophospora colombiana; G. marg = Gigaspora margarita,
Gl.diaph = Glomus diaphanum, Gl.etun = G. etunicatum; Gl.macr = G. macrocarpum; S.calo
= Scutellospora calospora; S.gilm = S. gilmorei; S.pell = S. pellucida; Tspo = Total number of
AMEF spores; CR = Root colonization (%).

¢ influenciada positivamente pelo incremento de
P, em outros a influéncia é negativa (EZETA e
SANTOS, 1980; NEUMANN ¢ GEORGE, 2004;
SUBRAMANIAN et al., 2006), ou ainda, ndo
ocorre influéncia na esporulagdo (TCHABI et al.,
2008). Assim, o aumento de P disponivel no solo
diminuiu a abundancia de esporos de Scutellospora
heterogama ¢ nao interferiu na de Glomus spp. (de
MIRANDA ¢ HARRIS, 1994), ¢ a espécie Glomus
macrocarpum mostrou maior esporulagdo nas

maiores doses de fosfato (ROSS e HARPER, 1970).

- A colonizagdo radicular, frequentemente,
¢ inversamente relacionada ao suprimento de P,
embora pequenas adi¢des de P a solos deficientes
possam elevar a colonizagdo. No entanto, no presente
estudo as doses crescentes de P ndo demonstraram
efeito sobre esta variavel. A colonizacdo das plantas
de araucaria com FMA nativos foi similar a de outros
estudos (MOREIRA-SOUZA ¢ CARDOSO, 2002;
MOREIRA-SOUZA et al., 2003a; MOREIRA et al.,
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2006; MOREIRA et al., 2007a e 2007b), em que os
valores variam de 20 a 25 %. Observou-se, também,
que nesse € nos outros estudos a concentragdo de
P, mesmo na dose zero (quantidade natural de P no
solo), foi suficiente para o bom desenvolvimento
das plantas. Entretanto, j& ¢ bem conhecido que
nem sempre existe relacdo direta entre o grau de

colonizagdo radicular e a eficiéncia micorrizica
(GRAHAM et al., 1982).

CONCLUSOES

A colonizacao radicular e o numero total
de esporos de FMA produzidos nao foram afetados
pelas doses crescentes de P, em ensaio de vasos
com araucaria como planta-armadilha e com solo-
inoculo de FMA nativos.

Doses crescentes de P tiveram efeitos
diferenciados na prevaléncia das diferentes espécies
de FMA nativas de floresta de araucaria, junto a sua
planta hospedeira.
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