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RESUMO

Como organismos sésseis, as plantas ndo podem escapar a pressdo causada por fatores bioticos
e abioticos. Adicionalmente, as plantas estdo sujeitas a interacdes em duas interfaces bem
distintas, acima e abaixo do solo. Tais interagdes, muitas vezes, sao mediadas por compostos
secundarios, responsaveis pela associacdo de plantas com fungos micorrizicos arbusculares
(FMA) e protecdo contra herbivoros ou fatores abidticos que podem atuar como estressores
ambientais. Tanto a colonizacdo por FMA quanto a producdo de metabolitos secundarios sao
influénciadas pela disponibilidade de nutrientes no solo, o que também pode afetar interagdes
multitréficas acima e abaixo do solo. Estudos anteriores relataram que a eutrofizagdo em areas
de Cerrado pode alterar o funcionamento, estrutura e composi¢do de suas comunidades. No
entanto, as consequéncias da adicdo de nutrientes sobre suas interacfes ecoldgicas ainda sdo
pouco exploradas. O objetivo desta dissertacdo foi avaliar se a adi¢do de nutrientes em longo
prazo, em uma area de cerrado tipico, altera as interacdes ecoldgicas entre plantas, fungos
micorrizicos e herbivoros folivoros. O estudo foi conduzido em parcelas experimentais de
cerrado tipico submetidas aos seguintes tratamentos: calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio
+ fésforo (NP) e fosforo (P) e comparadas com parcelas controle (sem fertilizacdo). Avaliou-
se a resposta de quatro espécies lenhosas do Cerrado: Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O.
Berg, Caryocar brasiliense Cambess, Roupala montana Aubl. e Styrax ferrugineus Nees &
Mart., em termos de bioquimica foliar (analise metabol6émica), quantificacdo das taxas de
herbivoria e abundéancia de esporos de fungos micorrizicos no solo rizosférico. A anélise
metaboldémica indicou uma clara diferenciacdo entre os individuos de B. salicifolius nas
parcelas controle e nos demais tratamentos, sendo o tratamento Ca o que mais se diferenciou
em relacdo ao controle. O perfil metabolémico de individuos de R. montana crescendo nas
parcelas do tratamento Ca também diferiu em relacdo aos individuos nas parcelas controle. Nas
demais espécies, ndo houve uma diferenciacéo clara entre os tratamentos. De forma similar a
resposta metaboldmica, observou-se em B. salicifolius um aumento da herbivoria nos
individuos do tratamento Ca enquanto para as demais espécies e tratamentos ndo houve
diferencas significativas. A abundancia de esporos de FMA aumentou nas parcelas Ca para B.
salicifolius, C. brasiliense e R. montana. J& adi¢do de P resultou na diminui¢do da abundancia
de esporos sob R. montana e S. ferrugineus. Apesar da indica¢do de estudos prévios sobre a
limitacdo de N e P em ecossistemas de cerrado, a calagem induziu ndo somente alteragdes no
pH do solo mas também na disponibilidade de macro e micronutrientes resultando em
alteracdes mais marcantes no perfil de metabolitos foliares, que podem estar associados as
interagBes ecoldgicas, como aumento dos esporos de fungos micorrizicos arbusculares na
rizosfera de trés das quatro espécies estudadas e maior taxa de herbivoria em B. salicifolius.

Palavras-chave: Metabolémica, Cerrado, lenhosas adicdo de nutrientes, herbivoria, fungos
micorrizicos arbusculares, interacdes acima e abaixo do solo.
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ABSTRACT

As sessile organisms, plants cannot escape the pressure caused by biotic and abiotic factors.
Additionally, plants are subject to interactions at two very distinct interfaces, above and below
ground. Such interactions are often mediated by secondary compounds, responsible for the
association of the plants with arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and protection against
herbivores or abiotic factors that are environmental stressors. Both mycorrhizal colonization
and secondary metabolite production are influenced by the availability of nutrients in the soil,
which can also affect above- and belowground multitrophic interactions. Previous studies have
reported that eutrophication in Cerrado areas can alter the functioning, structure and
composition of ecological communities. However, the consequences of adding nutrients to their
ecological interactions are still little explored. The objective of this dissertation was to evaluate
whether the long-term addition of nutrients in a typical cerrado area alters the ecological
interactions between plants, mycorrhizal fungi and herbivores. The study was conducted on
experimental plots of typical cerrado submitted to the following treatments: liming (Ca),
nitrogen (N), nitrogen + phosphorus (NP) and phosphorus (P) and compared with control plots
(without fertilization). The response of four woody Cerrado species was evaluated:
Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg, Caryocar brasiliense Cambess, Roupala montana
Aubl. and Styrax ferrugineus Nees & Mart. in terms of foliar biochemistry (metabolomic
analysis), quantification of herbivory rates and abundance of arbuscular mycorrhizal spores in
rhizospheric soil. The metabolomic analysis indicated a clear differentiation between the
individuals of B. salicifolius in the control plots and those growing in the other treatment plots,
being differences more accentuated in comparison with the treatment Ca. The metabolic profile
of individuals of R. montana growing in the Ca plots also differed from the control plots.
Regarding the other species, there was no clear separation between the treatments. Similar to
the metabolic response, in B. salicifolius an increase in herbivory was observed in the Ca
treatment subjects, while for the other species and treatments there were no significant
differences. The abundance of AMF spores increased in Ca plots in the rhizosphere of B.
salicifolius, C. brasiliense and R. montana. The addition of P resulted in a decrease in the
abundance of AMF spores under R. montana and S. ferrugineus. Despite the indication of
previous studies on the limitation of N and P in cerrado ecosystems, liming induced not only
changes in soil pH but also in the availability of macro and micronutrients resulting in more
marked changes in the profile of foliar metabolites, which may be associated with ecological
interactions, such as an increase in arbuscular mycorrhizal spores in three of the four species
studied and a higher rate of herbivory in B. salicifolius.

Keywords: Metabolomics, Cerrado, wood, nutrient addition, herbivory, arbuscular

mycorrhizal fungi, above and belowground interactions.
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INTRODUCAO GERAL

Os compostos secundarios produzidos pelas desempenham importantes funcGes
relacionadas a comunicacdo e protecdo dos individuos, especialmente no que diz respeito a
interacdes interespecificas (Verma & Shukla, 2015). Auxiliando, por exemplo, na atracdo de
polinizadores (Stevenson et al., 2017), atuando na protecdo contra herbivoros e patdgenos
(Wink, 1988; Richards et al., 2015), sinalizacdo planta-planta e intermediando a associa¢ao
com fungos e bactérias do solo (Bonfante & Anca, 2009). Ao longo da histdria evolutiva das
plantas, diferentes estratégias de defesas foram selecionadas em resposta aos danos sofridos em
suas folhas (Moles et al., 2013). O ataque por herbivoros, por exemplo, é uma pressao seletiva
tdo forte que pode ser uma das causas da grande diversidade de plantas nos tropicos (Coley &
Barone, 1996; Coley & Kursar, 2014), estando associada a mudancgas evolutivas e ecoldgicas

em espécies vegetais (Agrawal et al., 2012; Vilela et al, 2014).

As interacOes entre plantas e outros organismos nao se limitam apenas a sua parte aérea.
Na rizosfera, hd importantes interacdes entre as raizes e 0s microrganismos (Berendsen et al.,
2012). Bactérias, fungos e arqueias estdo presentes no solo e sdo fundamentais na ciclagem de
nutrientes, atuando principalmente nos ciclos do nitrogénio (N) e fésforo (P), tornando esses
elementos disponiveis no sistema através da decomposicdo (Khan et al., 2009; Prosser & Nicol,
2012). Em solos limitados em nutrientes ou com grande quantidade de elementos
potencialmente tdxicos, as plantas podem se beneficiar muito da relagdo com microrganismos,
ja que bactérias e fungos endofiticos auxiliam na captura de nutrientes, promovem o
crescimento e ganho de biomassa vegetal (Compant et al., 2010). A simbiose com fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) ocorre em 80% das espécies de plantas, aumentando a
capacidade de absorcéo de nutrientes, especialmente P, e 4gua, reduzindo o estresse hidrico e
nutricional (Van der Heijden et al., 2015). Outro beneficio dessa interacdo abaixo do solo é a
habilidade do fungo de promover a producdo de compostos secundarios em seu hospedeiro,
como moléculas antioxidantes e polifenois que atuam na protecdo a estressores ambientais
(Sbrana et al., 2014).

As interacdes multitréficas ganharam interesse pela sua abordagem mais holistica, com
diferentes escalas de interacbes e condi¢cbes mais reais do que de fato ocorre nos sistemas
naturais (Meiners, 2015). Interagfes multitréficas acima e abaixo do solo podem promover
mudancas quimicas nas plantas como o estimulo e acimulo de moléculas sinalizadoras (Gange

et al., 2003; Kula et al., 2005; Hubbard et al., 2019). Diferentes ferramentas sao utilizadas para
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investigar essa relacdo, incluindo a metabolomica. Essa abordagem tem se mostrado uma
potencial ferramenta para analisar caracteristicas e reconhecer padrfes, uma vez que envolve o
estudo de produtos do metabolismo celular afetados por circunstancias genéticas e ambientais,
sendo possivel a rapida deteccdo a estressores antropogénicos, que em alguns casos ndo sdo
expressos no genoma ou fendtipo das espécies (Fiehn, 2002; Pefiuelas & Sardans, 2009). A
ecometaboldmica é usada para investigar a resposta das espécies diante de mudancas
ambientais, sejam bioticas ou abidticas (Pefiuelas & Sardans, 2009; Sardans et al., 2011). O uso
de abordagens metabolémicas na ecologia quimica tornou-se cada vez mais difundida (Poulin
& Pohnert, 2019), expandindo de um contexto ligado a plantas cultivadas (como soja e milho)
e adentrando nas interacOes entre plantas e outros organismos, e mudancas ambientais (Alvarez
et al., 2008; Lin et al., 2014; Gargallo-Garriga et al., 2016).

Tanto a colonizacdo por fungos micorrizicos arbusculares quanto a producdo de
metabdlitos secundarios séo influénciadas pela disponibilidade de nutrientes no solo, o que
também pode afetar interagdes multitroficas. Solos com altos niveis de P, por exemplo, ndo
favorecem a simbiose entre FMA e plantas (Williams et al., 2017). A colonizacédo por FMA e
diferentes concentracBes de metabolitos secundarios podem modificar a quimica foliar

tornando a planta menos suscetivel a herbivoria (Hartley & Gange, 2009).

O Cerrado brasileiro é considerado um hotspot mundial para a conservacdo da
biodiversidade devido sua riqueza de espécies, auto grau de endemismo e rapida perda de
habitats (Myers et al., 2000). Caracterizado por um mosaico de formacgfes campestres,
savanicas e florestais, € encontrado predominantemente sobre solos acidos, distroficos,
limitados em nutrientes e com elevada concentracao de elementos tdxicos (Reatto et al., 2008).
Mesmo sob condi¢des de solo, aparentemente, ndo favoraveis, hd uma elevada riqueza de
plantas neste bioma, sendo considerado a savana mais biodiversa do mundo (Do Brasil, 2016;
Sawyer et al., 2016).

Tendo em vista a importancia das condi¢6es do solo para evolugéo e desenvolvimento
das espécies, alguns estudos de adi¢do de nutrientes ao solo foram feitos para avaliar como o
sistema é alterado em funcdo de mudanga nas condicGes edaficas (Marschner et al., 2003; Tian
etal., 2015). No Cerrado, em particular, um experimento de adi¢do de nutrientes em um cerrado
tipico na Reserva Ecologica do IBGE (DF) foi iniciado em 1998 com aplicacdo dos tratamentos
até 2006 (Kozovits et al., 2007). Estudos conduzidos nessa area e abordando diferentes niveis

de organizagdo ecoldgica (de individuos a ecossistemas) mostraram que a eutrofizagdo de
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sistemas savanicos no Cerrado altera processos ecoldgicos como a decomposicédo e ciclagem
de nutrientes (Kozovits et al., 2007; Jacobson et al., 2011), a composicdo e diversidade
floristica (Bustamante et al., 2012), as relacdes hidricas de plantas lenhosas (Bucci et al., 2006)
e estimula a invaséo bioldgica por gramineas exoticas (Bustamante et al., 2012). Embora um
estudo na area tenha avaliado as interagdes entre plantas e insetos galhadores (Cuevas-Reyes et
al., 2011), estudos sobre o impacto das mudancas na disponibilidade de nutrientes em interagoes

ecologicas no Cerrado ainda sao escassos.

Neste contexto, o objetivo desta dissertacao € avaliar se a adicdo de nutrientes em longo
prazo, em uma area de cerrado tipico, altera as interagdes ecoldgicas acima e abaixo do solo
avaliando quatro espécies lenhosas de cerrado, fungos micorrizicos arbusculares na rizosfera
dessas espécies e a herbivoria foliar. No primeiro capitulo serdo abordadas as interacdes acima
do solo, avaliando como a adi¢do de nutrientes modifica o perfil de metabolitos nas folhas e a
taxa de herbivoria. O segundo capitulo avalia a abundancia de esporos de fungos micorrizicos

arbusculares na rizosfera das quatro espécies selecionadas.
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CAPITULO 1 - EFEITO DA ADICAO DE NUTRIENTES NA QUIMICA
FOLIAR E HERBIVORIA

1.1 INTRODUCAO

As folhas sdo importantes 0rgaos responsaveis pelas trocas gasosas e producdo de
carboidratos, utilizados no crescimento e desenvolvimento de espécies vegetais (Terashima et
al., 2011). Ao longo da histdria evolutiva das plantas, diferentes estratégias de defesas foram
selecionadas em reposta aos danos sofridos nas folhas (Mello & Silva-Filho, 2002; Moles et
al., 2013). As formas de defesas desenvolvidas podem ser divididas em dois tipos basicos: 1)
estruturas fisicas, que tem como objetivo evitar o consumo de folhas por herbivoros e a perda
de &gua e 2) defesas quimicas que protegem tecidos vegetais contra o excesso de luz UV,
predadores e patdgenos. Tais defesas podem ser também, constitutivas (aquelas que as plantas
ja possuem naturalmente) ou induzidas, defesas que sdo produzidas apenas quando ha um

estimulo externo (por exemplo, herbivoria) (Barénio, 2012; Pavarini et al., 2012).

Enquanto as defesas fisicas sdo baseadas principalmente em carbono e estdo
relacionadas a anatomia da planta, as defesas quimicas vém de seu metabolismo secundario
(Taiz et al., 2017). Tais metabolitos podem ser divididos em trés classes principais: terpenos,
compostos fenodlicos e alcaloides (Kabera et al., 2014). Os terpenos, sao formados basicamente
de cadeias de isopreno, sendo menos dispendiosos de serem produzidos. Muitos terpenos séo
volateis, 0 que confere a estes a funcdo de comunicacdo da planta com outros organismos
(Seybold et al., 2006), como plantas préximas ou atraindo o predador de seus predadores
(McCormick et al., 2012). Ja os compostos fenolicos, sdo caracterizados pela presenca de um
anel aromatico hidroxilado, que pode lhes conferir propriedades bactericidas, antissépticas e
antioxidantes (Rosa et al., 2016; Yakhlef et al., 2018). Os alcaloides séo caracterizados pela
presenca do 4tomo de nitrogénio em um anel heterociclico, sdo mais dispendiosos de serem
produzidos e conhecidos por sua agdo neurotdxica em herbivoros (Narberhaus et al., 2005;
Wink, 2018).

A herbivoria, geralmente, causa perda de area fotossinteticamente ativa e &€ um dos
principais danos sofridos pelas espécies vegetais (Mello, 2007), estima-se que a taxa de
herbivoria global é superior a 20% da produtividade primaria liquida anual do planeta (Agrawal,
2011), sendo mais comum em folhas jovens em crescimento. O ataque por herbivoros pode

gerar respostas nas espécies vegetais ligadas a fenologia, ciclo de vida, producéo e concentracédo
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de compostos secundarios, podendo estar associada a mudancas ecoldgicas e evolutivas, assim
como uma alta diversidade de plantas nos tropicos (Kursar et al., 2009; Agrawal et al., 2012;
Coley & Kursar, 2014; Vilela et al., 2014).

O Cerrado apresenta uma alta diversidade de herbivoros, em especial insetos das ordens
Lepidoptera, Coleoptera e Hymenoptera (Pinheiro et al., 2002; Zanuncio et al., 2003), o que
poderia favorecer o surgimento de defesas quimicas. Porém os solos deste bioma s&o, em maior
parte, limitados por nutrientes (Haridasan, 2000) o que desfavorece a producdo de defesas

quimicas, especialmente de compostos mais complexos como alcaloides.

Os filtros ambientais que moldaram o Cerrado exercem uma forte pressdo seletiva nas
plantas, fazendo com que diferentes compostos sejam produzidos para evitar danos por fatores
bioticos (por exemplo, herbivoria) ou abidticos (por exemplo, excesso de radiagdo UV). Fenny
(1976) propds que as plantas podem desenvolver sindromes de defesas ligadas a previsibilidade
e aparéncia. Espécies aparentes sao maiores, mais abundantes e/ou mais persistentes no sistema;
por essa razdo, sdo encontradas com maior facilidade por seus predadores, enquanto espécies
ndo aparentes sdo mais dificeis de serem encontradas, apresentando geralmente um ciclo de
vida menor, sdo menos abundantes e menores. Ligada a previsibilidade de encontrar uma
espécie, esta a producdo de defesas quimicas, em especial taninos e alcaloides. Taninos sao
considerados defesas quantitativas (dosagem dependente), presente em grande quantidade em
folhas maduras e eficazes contra uma ampla variedade de insetos. Ja os alcaloides, sdo barreiras
qualitativas, sendo eficazes em uma baixa concentracdo, contudo, ndo muito eficazes contra
insetos especialistas. Tal relacdo foi encontrada para plantas que compartilham um mesmo
grupo de herbivoros, entretanto, no Cerrado hd muitas espécies raras de herbivoros que se
alimentam apenas de espécies do mesmo género ou familia (Diniz & Morais, 1997). No Cerrado
a herbivoria agiria como um filtro ambiental, estimulando a producéo de defesas quimicas,
enquanto a producdo de metabolitos pode ser limitada pela disponibilidade de nutrientes no

solo.

Para auxiliar os estudos da producéo e identificacdo de metabdlitos secundarios, surge
a metabolémica que, em paralelo a genébmica e a protedbmica, tem como objetivo fazer o
mapeamento dos metabdlitos produzidos por diversos organismos (Oliver et al., 1998). Essa
técnica é utilizada em diferentes abordagens, desde a quimiotaxonomia (Dos Santos et al.,
2017), ate abordagens ecoldgicas, como a interagdo entre organismos e resisténcia de plantas a
fatores ambientais (Macel et al., 2010; Sardans et al., 2014; Wang et al., 2018). No Cerrado ja
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temos a aplicagdo da metaboldmica para monitorar o comportamento de Tithonia diversifolia,
uma espécie invasora, sob diferentes condigdes ambientais (Sampaio et al., 2016), e outros
estudos que abordam a identificagdo de moléculas para fins farmacéuticos e taxondmicos (Ernst
et al., 2014; Martucci et al., 2018).

O Cerrado € conhecido por seus solos &cidos, pobres em nutrientes e com concentrages
elevadas de elementos tdxicos no solo. A questdo central do presente estudo é compreender se
o perfil metabdlico de folhas de espécies nativas € alterado pela adi¢ao de nutrientes ao solo e
pela variacdo do pH do solo e se havera diferencas nas taxas de herbivoria foliar em um cerrado
tipico. Assim, hipotetizamos que i) o perfil metabolémico das folhas sera alterado em fungéo
dos tratamentos de fertilizacdo, onde a adi¢do de nutrientes ira estimular a producdo de
metabolitos secundarios e ii) mudancas na concentracdo de nutrientes foliares e metabdlitos ird

aumentar a taxa de herbivoria.

1.20BJETIVOS
1.2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste capitulo é compreender como a adi¢ao de nutrientes e mudanca de pH do
solo em longo prazo, em um cerrado sensu stricto, altera a producéo de metabdlitos secundarios
em folhas de quatro espécies lenhosas do Cerrado e ha diferencas nas taxas de herbivoria foliar

em funcdo dos tratamentos.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o perfil dos metabolitos em folhas de espécies lenhosas em fungdo dos
tratamentos de adi¢do de nutrientes e de calagem.

e Quantificar a perda de area foliar (herbivoria) nas espécies avaliadas.

1.3MATERIAL E METODOS
1.3.1 AREA DE ESTUDO

O estudo foi realizado em uma area de cerrado stricto sensu, localizada na Reserva
Ecoldgica do Roncador do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (RECOR/IBGE), no
Brasil central (15° 56 S; 47° 53'N). Esta reserva se encontra na Area de Protecio Ambiental
(APA) Gama e Cabeca de Veado, que possui mais de 10.000 hectares de protegdo ambiental
continua. A RECOR contém 1.350 hectares com diferentes formacbes vegetais do Bioma

Cerrado. O clima da regido é caracterizado como Aw, segundo a classificacdo de Kdppen,
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apresentando sazonalidade marcada em dois periodos, estacao seca (abril a setembro) e chuvosa
(outubro a margo). A precipitacdo média anual é em torno de 1.450 mm, enquanto a temperatura
média é de 22 °C, a umidade relativa do ar varia entre as estacdes, podendo chegar a 80% nos
meses de chuva e abaixo dos 20% no auge da estacdo seca (Cavararo, 2004).

O cerrado stricto sensu é caracterizado pela presenca continua de gramineas, junto com
estrato arbdreo e arbustivo, com cobertura lenhosa variando de 10% a 60% (Eiten, 1994). A
area possui solo do tipo Latossolo Vermelho sendo bem drenado, profundo, com pH écido,
elevada quantidade de oOxidos de ferro e aluminio, porém limitado em nutrientes como P
(EMBRAPA, 2006).

1.3.2 ADICAO DE NUTRIENTES

A adicdo de nutrientes foi iniciada no ano de 1998 (Kozovits et al., 2007), com
aplicacOes bianuais até 2006, sendo retomada em novembro de 2017 e aplicagdo posterior em
margo de 2018. A aplicacdo de fertilizantes se deu da seguinte forma: Tratamento nitrogénio
(N): adicdo de 100 kg/ha anuais de sulfato de aménio ((NH4)2SO4); tratamento fosforo (P):
adicdo 100 kg/ha anuais de superfosfato simples 20% - Ca (H2PO4)2 + CaS04.2H,0; tratamento
nitrogénio e fosforo (NP): adigdo de sulfato de amonio e superfosfato simples 20%; tratamento
calagem (Ca): adicéo de 4 t/ha ao ano, na forma de 60% de calcério dolomitico (CaO+MgO) +
40% de gesso agricola (CaSO4.2H20) e controle (C) onde ndo houve adi¢do de nutrientes. A
aplicacdo dos fertilizantes foi feita a lanco sobre a camada de serapilheira e sem revolvimento
do solo. Uma andlise de nutrientes do solo foi realizada antes da retomada da fertilizacdo, onde
foi possivel notar que ainda h efeito residual da dltima calagem feita no ano de 2006. Por isso,
a adicdo de célcio foi feita apenas no inicio da estacdo chuvosa.

Cada um dos cinco tratamentos esta representado em quatro parcelas de 15 x 15 m
distribuidas de forma aleat6ria e com distancia minima entre elas de 10 metros (Kozovits et al.,
2007).

1.3.3 ESPECIES SELECIONADAS

A partir dos dados do levantamento floristico do estrato arbustivo-arbdreo feito em
outubro de 2017 (dados ndo publicados), as espécies selecionadas estdo entre as mais
abundantes na area e foram selecionadas seguindo trés critérios: (1) nimero minimo de 10
individuos por tratamento (considerando as quatro parcelas por tratamento), (2) producéo de
folhas em quantidade suficiente para analise de nutriente foliar, metabolémica e herbivoria e

(3) fenologia (sempreverdes e brevideciduas). Quatro espécies apresentavam todos os requisitos
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e foram selecionadas, sdo elas: brevideciduas: Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg
(Myrtaceae) e Caryocar brasiliense Cambess (Caryocaraceae), sempreverdes: Roupala
montana Aubl. (Proteaceae) e Styrax ferrugineus Nees & Mart. (Styracaceae). Para cada
espécie, quando possivel, individuos com circunferéncia do caule (a altura do solo), e altura

semelhantes foram selecionados (Tabela 5S1).

1.3.4 HERBIVORIA E ANALISE DE NUTRIENTE FOLIAR

As coletas de folhas ocorreram em fevereiro de 2018, no final da estacdo chuvosa. Para
cada tratamento foram coletados 10 individuos de cada espécie. Os 10 individuos de cada
espécie foram escolhidos entre as quatro parcelas de cada tratamento pois nem todas as parcelas
continham todas as espécies (Tabela 6S2). A quantidade de folhas coletadas por espécie variou
em funcédo da quantidade de folhas na copa dos individuos, sendo: B. salicifolius (20 folhas), S.
ferrugineus (15 folhas), C. brasiliense (10 folhas) e R. montana (10 folhas). A coleta buscou
ser representativa da distribuicdo de folhas na copa. Foram coletadas folhas maduras e
completamente expandidas em ramos mais altos e ramos inferiores. As folhas foram

armazenadas em caixa térmica para manté-las frescas até posterior analise.

Em laboratério, as folhas foram digitalizadas (Epson Perfection V700 photo, 200 dpi).
As imagens geradas foram processadas no programa estatistico R e analisadas utilizando o
pacote IBmage, onde foi calculada a area total das folhas e sua area perdida por herbivoria. A
area foliar especifica (AFE) foi determinada destas mesmas folhas, apds secagem na estufa a

40 °C até atingir peso constante.

Apbs a secagem das folhas, estas foram pulverizadas e parte do material foi utilizado
para analise de nutrientes foliares. Para as analises foram realizadas digestGes nitropercldrica,
seguida de determinacgdo por colorimetria pelo método do acido ascorbico para fésforo (P),
determinacédo por fotometria de chama para potassio (K), determinacdo por espectrofotometria
de absorcdo atdmica para célcio (Ca), magnésio (Mg), manganés (Mn) e aluminio (Al),
determinacéo por turbidimetria para o enxofre (S) e determinacédo de nitrogénio (N) atraves do
método de Kjeldahl. As analises foram realizadas no laboratorio de Anélise de solo, tecido

vegetal e fertilizante da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

1.3.5 ANALISE METABOLOMICA

Para cada individuo, 50 mg de folhas pulverizadas foram extraidos com 1,5 mL de

metanol:dgua (1:1 v/v) em banho ultrassénico a 40 °C por cinco minutos. Os tubos foram
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centrifugados por 10 minutos a 5.000 rpm e o sobrenadante foi filtrado através de membrana
de 0,22 um. As solugdes resultantes foram analisadas em HPLC-MS/MS (Shimadzu LC-6AD
acoplado a ESI-qTOF, Bruker). A coluna utilizada foi Supelco Ascentis Express C18 (15 cm X
4,6 mm, 2,7 um de tamanho de particula) e agua ultra pura (Millipore, MA, EUA) e metanol
(J. T. Baker), com &cido férmico 0,1% (J. T. Baker) como fases mdveis. A temperatura foi de
40 °C. O método de eluigdo analitica comegou com 5% de fase organica e aumentou para 100%
até 30 minutos. Mais 20 minutos foram usados para lavar e estabilizar a coluna. O fluxo
aplicado foi de 0,6 ml/min e o volume de injecdo de 20 pl. Os parametros da fonte de ionizagédo
foram tensdo capilar 3500V, nebulizador 5,5 bar, gas seco 10 I/min e temperatura da fonte
230°C.

Os dados obtidos da anélise de HPLC-MS/MS foram convertidos para mzXML usando
o software MsConvert. Apds a conversao, os espectros foram processados no software MZmine
utilizando os modulos de deteccdo de massa (RT 2,5-35 min, centrdide), construtor de
cromatograma (MS nivel 1; altura minima 1,0x10°; tempo minimo 0,5 min; m/z tolerancia 50
ppm), deconvolucdo dos espectros (Algoritm Savitzky-Golay), agrupador de picos isotopicos
(m/z tolerancia 50 ppm; RT tolerancia 0,1), alisamento, alinhamento de dados (Join aligner;
m/z tolerancia 50 ppm; RT tolerancia 0,5 min) e gap-filing (intensidade tolerancia 20%; m/z
tolerancia 50 ppm; RT tolerancia 0,5 min). Deve-se salientar que, embora a aquisicao tenha
sido feita no modo MS/MS, onde os ions foram selecionados para fragmentacdo quando
atingiram 10* de intensidade, a minerac&o desses dados considerou apenas os espectros de MS?,
no entanto a fragmentacdo foi importante para confirmar a estrutura e classe quimica dos ions.
Os dados foram exportados e carregados na plataforma MetaboAnalyst®. A verificacdo de
integridade dos dados foi padréo, a filtragem dos dados foi realizada pelo valor da intensidade

média e a normalizagdo foi realizada pela escala de mediana e Pareto.

1.3.6 ANALISE ESTATISTICA

Para testar a normalidade dos dados foi feito um teste de Shapiro-Wilk, seguido de um
teste t pareado para avaliar diferengas entre a concentracdo de nutrientes foliares nos

tratamentos, em relagdo ao controle.

Para avaliar se os tratamentos afetaram a porcentagem de herbivoria foliar e a AFE, foi
feitauma ANOVA de um fator, seguido do um pos teste de Tukey HSD. Foi testada a correlagédo
entre herbivoria e a concentracéo de nutrientes foliares e, para aquelas que obtiveram correlagéo

significativa, foi realizada uma analise de regressao.
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MetaboAnalyst (Xia & Wishart, 2016) foi usado para processar os dados obtidos na
analise metabolémica, onde uma ANOVA de um fator foi feita entre os cinco tratamentos e 0s
ions detectados, seguido do pos teste de Fisher’s LSD. A partir dos dados gerados na ANOVA,
foi feito um diagrama (heatmap) com a abundéncia relativa dos 50 ions mais importantes para
a diferenciagéo dos tratamentos de B. salicifolius, para R. montana a representacéo foi feita com
10 ions, S. ferrugineus com 25 ions e C. brasiliense com seis ions. O heatmap foi gerado

utilizando a distancia Euclidiana e o método de Ward, também no MetaboAnalyst.

Todos os testes foram realizados no programa estatistico R (http://www.r-project.org/),

considerando nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

1.4 RESULTADOS
1.4.1 ANALISE NUTRIENTE FOLIAR

As concentracdes foliares de N, Ca, Mg e S apresentaram 0 mesmo padréao de resposta
para todas as espécies. A concentracdo de N foliar ndo diferiu significativamente, quando
comparados os individuos nas parcelas controle com os tratamentos enquanto a concentracao
foliar de S aumentou em todos tratamentos. Houve um aumento da concentracdo de Ca foliar
nos tratamentos Ca, NP e P, e aumento da concentracdo de Mg foliar em resposta ao tratamento
Ca (Tabela 1).

Para as espécies brevideciduas a concentracdo de P foliar aumentou nos tratamentos P
e NP em B. salicifolius, enquanto para C. brasiliense aumentou em todos os tratamentos,
quando comparado ao controle. Assim, resultou em uma razdo N:P foliar significativamente
menor nos tratamentos onde houve aumento da concentragdo de P nas folhas. A concentragdo
de K foliar apresentou pouca variacdo, sendo alterado apenas no tratamento NP em B.
salicifolius. A concentracdo de Mn foliar diminuiu no tratamento Ca em B. salicifolius e
aumentou no tratamento P e NP. De forma similar, em C. brasiliense a concentracdo de Mn
foliar diminuiu no tratamento Ca e aumentou nos demais tratamentos. A concentracdo de Al
foliar diminuiu em todos os tratamentos em B. salicifolius, enquanto em C. brasiliense ndo

houve alteracdo da concentracdo de Al foliar em associacgao aos tratamentos.

Com relacdo as espécies sempreverdes, a concentragdo de P foliar aumentou nos
tratamentos P e NP em S. ferrugineus mas ndo em R. montana. A razdo N:P diminuiu

significativamente no tratamento P e NP em S. ferrugineus e no tratamento Ca e P em R.
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montana. A concentracgdo de K foliar em R. montana ndo alterou-se em funcéo dos tratamentos
enquanto em S. ferrugineus houve um aumento da concentracdo de K no tratamento Ca. A
concentracdo de Mn foliar diminuiu no tratamento Ca em S. ferrugineus mas ndo em R.
montana. A concentracdo de Al foliar diminuiu no tratamento Ca para ambas as espécies

sempreverdes.
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Tabela 1. Concentrag&o de nutrientes foliares de Blepharocalyx salicifolius, Caryocar brasiliense, Roupala montana e Styrax ferrugineus. Para os tratamentos controle, calagem
(Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fosforo (NP) e fosforo (P). Valores da média * desvio padrao (n=10). Efeitos significativos encontrados em relagdo ao controle sdo indicados

com *p < 0,05 (teste-t pareado).

P

K

Ca

Mg

S

Mn

Al

- N
Fepecies e tratamentos  (dag/kg)  (dag/Ke] (dag/Kg) (dag/Ke) (dag/kg) (dag/Ke) (mg/kg) (mg/kg) NP
Blepharocalyx saiicifolius

Controle 1,38:0,14 0,050 0,3420,06 0,6310,1 0,2+0,03 0,0710,01 69,64125,47 115,35+34,85 26,5942,74
Ca 1,29+0,13 0,0610,01 0,280,086 1,0240,11* 0,47+0,08* 0,160,04 * 14,5619,13* 70,35+£15,3 % 22,5443
N 1,51:0,35 0,050 0,28:0,04 0,5610,1 0,2+0,02 0,15x0,04* 77,85£21,6 82,91£20,24* 28,5815,96
NP 1,5310,21 0,09+0,01* 0,26+0,04* 1,0810,18* 0,18+0,03 0,19+0,06 * 184,1+79,64* 75,08+17,47* 17,9443,61*
P 1,350,17 0,1210,04* 0,29:0,04 1,2810,2* 0,1910,02 0,17+0,03 * 137,15+47,55* 78,26116,26 " 12,78:4,2 "

Caryocar brasiliense

Controle 1,6110,3 0,0410 0,3920,05 0,4110,1 0,1920,05 0,10+0,01 63,07£20,74 139,87146,66 36,6916,87
Ca 1,4610,17 0,060,011 * 0,3320,09 0,6910,12 0,37+0,07 * 0,2610,07 * 17,3745,31* 155,83188,64 23,4141,57 %
N 1,64+0,2 0,07+0,01 * 0,3720,05 0,48+0,13 0,1920,06 0,22+0,07 * 97,28435,87 % 190,77+70,24 23,68+2,79%
NP 1,48+0,18 0,0610,01* 0,3620,05 0,9810,36 " 0,1310,02 0,4110,09* 217,01+113,49* 176,5£40,62 23,93#3,5*
P 1,45+0,21 0,0510,01 % 0,40+0,13 1,05+0,20* 0,13+0,03 0,37+0,06 * 191,78+48,58* 153,42+49,04 27,2344,03 %

Roupala montana

Controle 1,05+0,13 0,0510,01 0,2620,08 0,2310,08 0,17+0,03 0,0610,01 129,14165,97 201,14+60,1 23,4142,89
Ca 0,87:0,1 0,0510,01 0,2310,07 0,4910,15* 0,39z0,11* 0,2610,07 * 89,82£29,81 79,27£17,62* 18,91+2,68*
N 0,97:0,1 0,0510,01 0,2620,09 0,2610,08 0,17+0,03 0,19+0,09* 144,07162,84 221,39+48,52 20,3541
NP 0,94+0,11 0,05:0,00 0,26:0,1 0,64+0,27 * 0,1620,05 0,25+0,09* 252,11+119,99 265,76167,96 20,2142,18
P 0,93z0,15  0,0510,01 0,25:0,07 0,5610,22 * 0,16x0,02 0,2210,06 212,774120,85 191,26136,23 18,8942,16%

Styrax ferrugineus

Controle 1,33z0,02 0,0610,01 0,3220,05 0,4210,09 0,20:0,05 0,09:0,01 69,36124,89 134,98+50,28 22,63£1,95
Ca 1,22+0,02  0,0610,00 0,2310,02 % 0,6610,11* 0,41+0,08* 0,22+0,04* 9,7445,06* 56,17+19,42 * 21,3442,11
N 1,330,11 0,06+0,00 0,31+0,03 0,35+0,06 0,17+0,03 0,25+0,04 * 74,7+18,21 123,32+38,34 24,02+1,26
NP 1,3910,13 0,080,02* 0,29:0,05 0,7210,19* 0,1520,02 0,25+0,03 * 86,47119,06 108,49+32,13 17,11+2,9*
p 1,31+0,10  0,07+0,01* 0,30+0,03 0,87+0,16* 0,14+0,02 * 0,23+0,04 * 103,83+30,55 111,54+30,95 17,91+1,92 *




1.4.2 METABOLOMICA

Na anélise metabolémica de B. salicifolius a mineracdo de dados no mzmine resultou
em 617 ions, destes, 77 apresentaram diferencas significativas em sua abundancia relativa entre
o controle e pelo menos um dos tratamentos. Através da massa carga (m/z) e perfil de
fragmentacdo foi possivel estabelecer a classe quimica de 45 compostos, sendo 24 destes
terpenos, 7 flavonoides e 3 alcaloides (Tabela 2). Apenas trés alcaloides foram detectados,

entretanto, todos mostram um aumento de sua abundéncia nas amostras das parcelas NP.

Tabela 2. fons detectados de Blepharocalyx salicifolius com diferengas significativas entre o controle e a0 menos
um tratamento. S&o apresentados os valores de massa carga (m/z), tempo de retengéo (TR), perfil de fragmentacéo
(MS/MS), férmula molecular, composto identificado e diferenciagdo dos grupos. Tratamentos controle (C),
calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fosforo (NP) e fésforo (P), a ordem dos tratamentos na ltima coluna

se refere a abundancia relativa (> - <).

m/z (;51) MS/MS | Férmula molecular Identificacéo Diferenciagéo dos grupos
Ca1H30025 + H+(0,2 Tanino
971,1001 2,74 ppm) hidrolisavel N-C
215,0166 3,27 CGHBOp;*rSa 08 Acido citrico Ca-C
C7/HsOs+ H'(6,1 - -
171,0283 41 Acido galico -
ppm) g NP-C
CyH2s047+ H'(1,6 Tanino
953,0911 48 ppm) hidrolisavel P-C
427,0937
409,0841
301,0661
289,0659 . Derivado de
579,1484 73 271,0534 C3°H25012m+) H'@.2 procianidina NP-C
247,0561 PP
191,0278
163,0305
151,0272
207,0592
179,0602 | Ci3H1606 + Na*(5,0 Derivado de
291,0860 85 165,0477 ppm) epicatequina NP -C
147,0355
343,1099
325,1029
220,0941 . .
3601436 | 88 | 2080909 CNHZ‘)NO[‘;; W@z | Hloaboide
191,0640 PP NP-C
163,0663
147,0358
447,0515
335,0344
303,0089 N
7990094 | 95 | 291,0462 C35H2602§:)H ©0 | pesconnecido
273,0333
259,0198
449,0602 N-C NP-C
297,0553 CyoH1g013+ H+(1,2 Flavonoide
467,0830 101 237,0320 ppm) glicosilado
153,0100
599,0657
447,0539 Ca4H24051 + H+(1,6 Flavonoide
769,0876 104 277,0360 ppm) glicosilado N-C NP -C
153,0177
449,0607 N .
6190023 | 115 | 2370383 | CoHzOn+H'(20 Flavonoide
ppm) glicosilado N-C NP -C

153,0096
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TR

m/z (min) MS/MS Férmula molecular Identificacéo Diferenciag&o dos grupos
235,1238 .\ -
2521588 | 136 | 223,1234 C“H“NO;B H@e | Alloide NP-C
165,0807 PP
287,0547 | 16,8 - CI5H1°§;;)H (3.0 Flavonoide C-Ca  C-NP
315,0716
297,0589 Ca-C N-C
5252334 172 211,1710 | CgzHs36011+ H*(0,3 Flz_avor_wlde
193,1595 ppm) glicosilado
175,1482
153,0180
211,1667 | 17,4 | 1550352 C“HZ“(;;;;\“’ (33 Terpeno P.C
3951997 | 17,4 - CZ‘*HZ&?;:“;\“’ (26 | Desconhecido Ca-C N-C P-C
297,0564 C20H13013+ H+(1,4 Flavonoide
467,0832 17.9 153,0179 ppm) glicosilado N-C
347,1093
329,0964
311,0904
287,0828 - .
717,1339 18,6 263.0869 Desconhecido Desconhecido e
245,0784
233,0759
221,1452
437,2940
391,2962
219,1656 CaoH4204+ H*(5,3
455,3137 19,6 2011566 ppm) Terpeno NP-C
187,1409
173,1241
4352927 | CpoHuOs+ H* (2,6
453,2993 20,6 2191632 ppm) Terpeno NP -C
340,1481 R ]
3581642 | 223 | 3221355 CZOH?“NO% H@s | Aleloide NP-C
312,1472 PP
527,3272 | CgsHsg011 + Na*(3,6 Triterpeno
689,3852 226 185,0350 ppm) glicosilado Ca-C
275,1321 22,7 - Desconhecido Desconhecido Ca-C
511,3381 .
' CasHss010+ Na* Triterpeno
673,3900 23,6 467,3516 PR Ca-C N-C P-C
1850440 (4,1 ppm) glicosilado
259,1661 24,0 - C15H24S;;1|)\1a (5.0 Sesquiterpeno Ca-C N-C
397,0532 24,4 - CmH”gS:'n')\la 9 Desconhecido NP-C
360,0406 .
3750710 | 244 | 3450210 C“’H“Ogr;)H (16 | Dpesconhecido NP-C
317,0235 PP
427,0639 | 245 - CNH”?)%)N& ©5 | pesconhecido oy o.c PERg
2501662 | 24,9 - C15H24g;;1;\‘a (46 | sesquiterpeno Ca-Cc  N-C
523,2860 251 - Desconhecido Desconhecido Ca-C N-C
525,3179 25,2 481,3129 C3°H“Egg:’n;\'a 25 Triterpeno Ca-C N-C NP-C
255,0946 +
273,1124 25,4 227,1024 ClﬁHlﬁo“r;)H (10 Chalcona C-Ca C-N
169,0411 PP
509,2602 | 25,9 - C”““‘%%H ©8 | pesconhecido p-C
5273321 | 259 | 4833300 C3°H4833;)Na G2 1 Triterpeno Ca-C N-C NP-C
531,2385 | 26,0 - CanHsO7+ Na'(5,0 Triterpeno p.C
ppm)
491,2466 26,1 - Desconhecido Desconhecido C-Ca C-N P-C




TR

m/z (min) MS/MS Férmula molecular Identificacao Diferenciacdo dos grupos
433,2989
405,3070
387,2947 C3oH405+ H+(0,7 .
451,3209 26,6 250 1646 ppm) Triterpeno NP-C
201,1545
159,1080
491,2328
5002499 | 275 | 2731050 |  Desconhecido Desconhecido pc
237,1426
4953405 | 278 | 2591624 C3°H“Bg;);];\‘a @1 1 Triterpeno -
C1gH2004+ Na+(12,4
323,1219 28,5 277,0899 ppm) Chalcona - NP -C -
5152034 | 293 - CZQH”?;%““ @3 | Desconhecido ca-Cc N-C
203,1784 29,4 161,1297 C15H;2;m'")' @7 Monoterpeno _
449,2016
341,1716
285,1111 CaoHa2015+ H* (4,2 .
523,2624 29,6 2731120 ppm) Diterpeno C-ca C-N
267,1048
153,0549
365,1913
309,1220 CaoH340s + Na* (7,2 - _
425,2182 29,6 2811335 ppm) Diterpeno NP-C
207,0570
365,1824 | Cy3Hi4NaOs1,4 ppm . _
423,3092 29,8 2811369 Desconhecido NP -C
349,1402 CsoH3s07+ Na*(5,8 . _
531,2328 30,31 205,011 ppm) Triterpeno
273,1802 30,35 - - Desconhecido _:
485,2236 N
5292200 | 3065 | 3491417 C3°H34O7:'n;\‘a 04 Triterpeno -
293,0785 PP
4233001 | 30,71 - Cst“?F%S;)H 46 | sesterterpeno _ NP-C
295,2283 . .
383,3146 30,76 2772155 Desconhecido Desconhecido _ NP-C

439,287 30,84 - - Desconhecido NP -C

321,1978 . .
381,2322 31,05 299.2138 Desconhecido Desconhecido _ NP -C

499,3501

381,2353 Ca9H307+ Na*(2,3 . _
515,2034 31,1 359.1965 ppm) Desconhecido

279,0623
297,2382 31,21 - ClﬁH“g;:'n;\la (7.9 Desconhecido _ NP-C

\ NP -C
341,2658 31,25 - CasHasOst Na'(2,8 Desconhecido
ppm)

385202 | 3125 - CZ°H“2§p’;n')\‘a @5 | Desconhecido _ NP-C
4793136 | 31,54 - C””““?;Tn;\'a ©2 1 Triterpeno -
4202287 | 3155 | 2711506 | CwHeOstH'(@3 | Derivadode ca-c N-C

ppm) floroglucinol

4373219 | 31,76 | 2371445 CZ“H“S(SS:’T];\"’ 54 | Desconhecido ‘cac N-C NP-C
471,3398 31,84 - Desconhecido Desconhecido C-Ca C-N C-P
405,297 31,86 C23H“Zg;:n')\la (26 Desconhecido _ NP-C

485,3223

467,3047

443,3133

303,2282 CaoHa606+ H* (4,9 . C-Ca C-N C-NP
503,3348 31,94 2511635 bpm) Triterpeno c.p

235,1688

205,1523

198,1033
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m/z (;::\:]) MS/MS Férmula molecular Identificacéo Diferenciag&o dos grupos
409,3281 31,98 CBH“ESF;‘;)H (31 Desconhecido Ca-C N-C
3952562 | 3243 | 2501308 | CeMseOst Na'(00 | Derivado de Ca-C

ppm) floroglucinol
313,2176 32,69 C“Hzﬁzr;)” @7 Desconhecido P-C
251,1656 Ca1HagOg+ H*(1,5 .
455,3383 32,78 203.1799 bpm) Desconhecido C-Ca C-N C-P
429,2237 .
' - - -N -NP
4472404 | 329 | 21,0972 CZSH“O?[;)H (48 | Derivadode c-Ca € ¢
155,0345 PP g c-p
315,2259 33,15 Desconhecido Desconhecido Ca-C NP -C
4292344 | 3317 CisHacOut H'(LS | pegonnecido C-Ca C-NTTC-RP
ppm) -
C-P
413,2661 33,32 301,1400 CZ“H“SF‘;;;“ (1.6 Terpeno Ca-C N-C NP-C
281,1721 N
3032954 | 3343 | 167,0304 CZ?H“O“;;\‘E‘ 68 Terpeno carc N-c | np-C
149,0235 pp
517,2173 33,57 Desconhecido Desconhecido N-C
277,0921 Ca3Ha4O5+ Na*(11 Derivado de
391,3145 34,02 149,0231 ppm) ciclohexenol Ca-C N-C NP-C
360,3231 34,06 Desconhecido Desconhecido Ca-C N-C NP-C
261,1502
237,1499
441,3291 34,13 219,1740 Desconhecido Desconhecido C-P Ca-C
205,1955
163,1124
461,545 | 34,81 CasHseOrt H'(1,3 Terpeno Ca-C  N-C

ppm)

26

Ao considerar 0s 50 ions mais importantes para a separacdo dos tratamentos, o heatmap

de B. salicifolius mostra uma clara diferenca no perfil de metabdlitos da espécie por tratamento

de adi¢do de nutrientes (Figura 1). Os individuos do controle formam um agrupamento isolado,

geralmente apresentando menor abundancia relativa dos compostos e ndo se misturam com

individuos de outros tratamentos. O tratamento Ca é o Unico que ndo apresenta nenhum

individuo préximo ao controle. Enquanto alguns individuos dos tratamentos N e NP estdo

proximos do controle, outros estdo distantes, se agrupando com Ca. As amostras do tratamento

com P, junto com alguns individuos do tratamento NP, diferem do restante por estimular um

conjunto de compostos distinto dos outros tratamentos.
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Figura 1. Abundancia relativa dos 50 ions mais importantes para a diferenciacdo dos grupos de Blepharocalyx
salicifolius sob diferentes tratamentos de fertilizacdo, com agrupamento baseado na distancia Euclidiana. As
coloragBes vermelho e azul representam, respectivamente, maior e menor abundancia relativa dos ions
processados. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio e fosforo (NP) e fésforo (P).

Para R. montana, a mineracdo dos dados no mzmine resultou em 206 ions, dos quais
apenas quatro apresentaram diferencas significativas em sua abundancia relativa entre o
controle e a0 menos um dos tratamentos. Destes quatro ions, trés estdo mais abundantes nas
parcelas Ca, o que reflete em um agrupamento destes individuos no heatmap (Figura 2). Os
demais tratamentos ndo apresentam um padrdo claro de agrupamento, contudo os individuos
controle, em sua maioria, estdo proximos a individuos do tratamento P.
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N | NN ] ] m/zfTR (min) 4
u 113/303.0507mz/18. Lca
| 60/435.0927mz/17.4 o]
69/479.1168mz/19.0 N
16/303.0507mz/18.4 2 NP
| | 177/139.0011mz/2.7
. 187/157.0122mz/2.9 P
14/157.0121mz/2.93
[ | 8/139,0001mz/5.83m 0
[ 119/424,1741mz/6.1
HE 179/111.0024mz/2.8

-2

I-4

Figura 2. Abundéancia relativa dos 10 ions mais importantes para a diferenciacdo dos grupos de Roupala montana
sob diferentes tratamentos de fertilizagdo, com agrupamento baseado na distancia Euclidiana. As coloragdes
vermelho e azul representam, respectivamente, maior e menor abundéancia relativa dos ions processados.
Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio e fésforo (NP) e fésforo (P).

A mineracdo dos dados de S. ferrugineus resultou em 193 ions, porém, nenhum
apresentou diferenca significativa entre os tratamentos. Assim, o heatmap gerado a partir de 25
ions ndo apresenta um perfil claro de separacdo dos tratamentos (Figura 3). Embora para C.
brasiliense muitos ions tenham sido detectados, a maior parte deles estava em uma ou poucas
amostras e ap0s a filtragem dos dados apenas seis ions foram utilizados na metabolémica e
construcdo do heatmap (Figura 4). Nenhum deles apresentou diferencas significativas entre
tratamentos, o que também resultou em um agrupamento sem separacdo evidente dos

tratamentos de fertilizacéo.
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m/zfTR (min) Tratgmentos
15/545.2055mz/17.2 s e
7/301.1434mz/33.94 N
4/579.1488mz/9.02m 2 NP
5/291.0882mz/8.18m °
. 18/867.2117mz7.69 O
25/867.2114mz/8.09
40i351.2152mz/26.8
81/511.3388mz/32.7 a
14/498.2484mz/15.5
46/484.2307Tmz/13.8
36/303.0530mz/21.2
11/317.0684mz/18.9
19/501.1014mz/18.9
176/343.1513mz/26.
F 61/287.0572mz/18.2
- 79/345.1496mz/8.72
41/147.0457mz/7.40
26/147.0466mz/8,66
l 125/331.1932mz/28,
127/170.1235mz/2.8
135/498.2506mz/16.
139/318.2100mz/34.
43/867.2146mz/11.7
140/361.1485m2/6.4
101/867.2113mz/5.7

Figura 3. Abundancia relativa de 25 ions de Styrax ferrugineus sob diferentes tratamentos de fertilizacdo, com
agrupamento baseado na distancia Euclidiana. As colorag@es vermelho e azul representam, respectivamente, maior
e menor abundancia relativa dos ions processados. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N),
nitrogénio e fosforo (NP) e fosforo (P).

m/z/TR (min) 6 Tratamentos
327.1875mz/27.31 Ca
350.9654mz/15.61 4 c
284.1726mz/25.44
1 277.0781mz/7.77 N
m 449.0819mz/7.90 NP
481.0953mz/7.94 2 b
0
2
-4

-6

Figura 4. Abundancia relativa dos seis ions processados de Caryocar brasiliense sob diferentes tratamentos de
fertilizagdo, com agrupamento baseado na distancia Euclidiana. As coloragfes vermelho e azul representam,
respectivamente, maior e menor abundancia relativa dos ions processados. Tratamentos: controle (C), calagem
(Ca), nitrogénio (N), nitrogénio e fésforo (NP) e fésforo (P).
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1.4.3 HERBIVORIA E AREA FOLIAR ESPECIFICA

A perda de area foliar por herbivoria, para todas as espécies, foi menor que 4% em
média (Figura 5). Apenas B. salicifolius obteve diferenca na taxa de herbivoria entre
tratamentos, onde Ca teve maior perda de area foliar em comparacgéo ao controle. Ainda para
B. salicifolius, apenas a concentracdo foliar de Mg mostrou correlagéo significativa e positiva
com as taxas de herbivoria (R = 0,42) explicando aproximadamente 21% da &rea perdida (R? =
0,21 e p=0,000).

8 B. salicifolius 8 C. brasiliense
4 4
L)
2 2
< ) D é 0 ==
.g b a ab ab ab
o
2
g 6 R. montana 6 S. ferrugineus
1
4 o 4
L]
.
2 5
é = Q
0 0
€ Ca N NP P C Ca N NP P

Figura 5. Herbivoria foliar (%) de Blepharocalyx salicifolius, Caryocar brasiliense, Roupala montana e Styrax
ferrugineus. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fésforo (NP) e fésforo (P).
Letras diferentes representam diferencas estatisticas, p <0,05. ANOVA um fator.

A érea foliar especifica média de B. salicifolius foi de 47,5 cm?/g sendo a maior entre
todas as espécies, C. brasiliense tem uma AFE média de 44,8 cm?/g, R. montana possui a menor
AFE com 30,44 cm?/g e S. ferrugineus 40,2 cm?/g. Para nenhuma das espécies houve diferenca
significativa entre a AFE do controle e dos tratamentos (Figura 6).
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Figura 6. Area foliar especifica (AFE), cm?/g, de Blepharocalyx salicifolius, Caryocar brasiliense, Roupala
montana e Styrax ferrugineus. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fosforo
(NP) e fosforo (P).

1.5 DISCUSSAO

A primeira hipotese deste trabalho prediz que a producao de metabdlitos nas folhas sera
alterada em resposta aos tratamentos de fertilizacdo. Essa hipoOtese foi parcialmente
corroborada, S. ferrugineus e C. brasiliense ndo obtiveram mudancas no perfil metabolémico
porém, para as outras duas espécies avaliadas a analise metabolémica mostra que, de fato, a
quimica foliar foi influenciada pela adicéo de fertilizantes com clara separacéo dos compostos
de acordo com os tratamentos, onde B. salicifolius mostrou separacao para todos os tratamentos
e R. montana respondeu a calagem.

Apesar de ndo haver um padrdo claro de mudancas no metabolismo, a analise
metabolémica mostra que a quimica foliar de B. salicifolius foi influenciada pela suplementacéo
de nutrientes e, em relacdo a classe dos metabolitos, os flavonoides e um ndmero consideravel
de terpenoides diferem do grupo controle.

Gargallo-Garriga et al. (2017) correlacionaram a fertilizacdo a longo prazo (com
potassio e fosforo) de Tetragastris panamensis com diferentes perfis metabdlicos e encontraram
um metabolismo regulado para cima de glicosideos e fendlicos e uma sintese de aminoacidos

reprimida. Um estudo envolvendo a suplementacdo de K e Ca também encontrou diferencgas
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nos niveis de metabdlitos secundarios, principalmente de fendlicos (Ahmad et al., 2016). Os
autores argumentam que o Ca desempenha um papel na regulacdo positiva da biossintese de
polifendis (Xu et al., 2014). De fato, além de ser um importante nutriente para o crescimento e
desenvolvimento das plantas, estudos demonstram que alguns genes responsaveis pela classe
de metabdlitos secundarios especificos podem ser regulados positivamente pelo Ca (Shin et al.,
2013; Zhang et al., 2018).

Os flavonoides desempenham uma variedade de atividades bioldgicas nas plantas como
protecdo contra diferentes estresses bidticos e abidticos. Eles atuam como filtros UV,
funcionam como moléculas de sinalizacdo, compostos alelopaticos, agentes antioxidantes e
compostos defensivos antimicrobianos. Os flavonoides tém papel contra a resisténcia a seca e
podem desempenhar um papel funcional na aclimatagdo ao calor (Samanta et al., 2011). O
aumento da abundancia de alcaloides nas amostras das parcelas NP pode estar associada a maior
disponibilidade de nutrientes para sua sintese. A producdo de alcaloides, assim como outros
metabolitos, sofre uma série de reacdes que demandam energia e fosforo para a geracdo de ATP
(Kabera et al., 2014). Esse grupo de metabdlitos é sintetizado a partir de aminoacidos (Galili et
al., 2016) e pode se tornar mais abundante em solos com suplementagéo de N (Yang et al.,
2018). A adicdo conjunta de N e P é importante para manter o equilibrio estequiométrico desses

elementos no organismo e a suplementacédo de apenas um deles gera uma limitacao do outro.

A maior parte dos compostos identificados foram terpenoides. A familia Myrtaceae é
rica em terpenos (Grattapaglia et al., 2012; Padovan et al., 2014) e uma série desses compostos
ja foi relatada para B. salicifolius (Costa et al., 2014; Furtado et al., 2018; Godinho et al., 2014).
Esses compostos desempenham diferentes fungdes nas espécies vegetais, porém os terpenos ja
reportados para essa familia sdo usados como defensivos contra herbivoros e patdgenos
(Padovan et al., 2014). Baseado na hipotese do balango carbono / nitrogénio (Bryant et al.,
1983) os recursos excedentes da demanda de nutrientes para o crescimento foram alocados para
a protecdo, resultando em maior abundancia de terpenos nos tratamentos de adicdo de
nutrientes. Embora uma maior herbivoria tenha sido observada no tratamento Ca, Padovan et
al. (2012) estudando um género dessa mesma familia, indicam que a resisténcia a herbivoria é

determinada pela concentragdo de um ou poucos compostos.

E interessante observar que apesar da mudanca na composicdo quimica de algumas
espécies, a AFE ndo diferiu entre individuos de parcelas fertilizadas e controle. A Area foliar

especifica (AFE) é uma caracteristica chave com grande importancia ecoldgica, pois se
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correlaciona com o crescimento total da planta, e também se refere ao ganho de carbono em
relacdo a perda de agua, dentro do dossel da planta (Liu et al., 2017). Espécies com menores
valores de AFE estéo relacionadas a um maior investimento em defesas estruturais, como folhas
mais duras (Weiher et al., 1999), R. montana apresenta a menor AFE dentre as quatro espécies
e mesmo com mudangas no perfil metabolico sua AFE néo alterou conforme os tratamentos.
Liu et al. (2017), estudando diferentes espécies de plantas em uma pastagem temperada,

reportaram que o clima é mais responsavel pela variacdo da AFE do que variaveis do solo.

A concentracdo de macronutrientes nas folhas foi afetada pelos tratamentos de
fertilizacdo, em particular, P, Ca, Mg e S. A concentracdo de N foliar, entretanto, ndo se
diferenciou entre os tratamentos e o controle em nenhuma das espécies. Concentracdo de Mn
foliar diminui nas parcelas Ca, exceto em R. montana, e aumenta substancialmente nos
tratamentos P e NP, para B. salicifolius e C. brasiliense. Apesar das mudancas no perfil
metabolico e nutrientes foliares em resposta aos tratamentos, a taxa de herbivoria ndo variou
significativamente entre tratamentos, com excec¢do do Ca para B. salicifolius. Assim, a hipétese
de que mudancgas na concentracdo de nutrientes foliares e compostos secundarios nas folhas

iriam modificar a taxa de herbivoria foliar foi corroborada apenas para uma espécie.

A baixa perda de area foliar encontrada era esperada pois, o0 pico de herbivoria no
Cerrado ocorre no inicio da expansdo foliar, quando as folhas estdo mais nutritivas e menos
toxicas (Pinheiro et al., 2002; Silva et al., 2011). Segundo alguns autores, a herbivoria no
cerrado tipico é naturalmente baixa, variando de 5% a 6% (Marquis et al., 2001; Neves et al.,
2010), valores similares aos que foram encontrados nesse trabalho. Mudangas na composicao
elementar das folhas dos individuos crescendo nas parcelas Ca podem estar associadas a
mudangas na herbivoria, particularmente pelo aumento da concentra¢do de Mg, diminuicdo de

Mn e Al, assim como maior AFE.

De acordo com Ribeiro et al. (2017), Mn, Al e Fe sdo, sozinhos ou combinados, tdxicos
para herbivoros do Cerrado, que tendem a procurar folhas com menor concentracdo desses
elementos para se alimentarem. Blepharocalyx salicifolius possui folhas com maior AFE, sendo
mais suscetivel a herbivoria do que as outras espécies analisadas (Weiher et al., 1999; Coley et
al., 2006), junto a isso, folhas das parcelas Ca tiveram cinco vezes menos Mn, quase duas vezes
menos Al e o dobro de Mg comparado com os demais tratamentos. Mg € um elemento essencial
para artrépodes (Joern et al., 2012) e parte da estrutura da clorofila. Folhas que tem mais Mg

sdo mais fotossinteticamente ativas (Moreira et al., 2015), produzindo mais agucares e se
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tornando mais atrativas para herbivoros. Por outro lado, a fotossintese é a principal origem de
espécies reativas de oxigénio que é significativamente exacerbada durante condi¢des de estresse
ambiental (Hajiboland, 2014; Bautista et al., 2016). A producdo de flavonoides com
caracteristicas antioxidantes é necessaria entao para proteger as células das espécies reativas de

oxigénio geradas.

As espécies avaliadas podem ser classificadas como aparentes (Fenny, 1976), devido
sua maior abundancia na area de estudo e crescimento lento. Segundo a sindrome de defesa
proposta por Fenny (1976), é esperado um maior investimento em defesas quimicas como
taninos pois, como sdo especies hospedeiras de varios herbivoros distintos, o investimento em
defesas quantitativas (que reduziriam a digestibilidade) é importante para uma protecdo mais
ampla. Entretanto, ndo foi possivel identificar uma maior producdo desses compostos através
da analise metabol6mica e apesar da producdo de metabdlitos ter sido impactada de diferentes
formas entre as espécies, todas tiveram respostas semelhantes ligadas a herbivoria, onde os

tratamentos ndo diferem do controle.

Estratégias de defesas podem ter sido selecionadas em resposta a herbivoria, e mesmo
em espécies ndo estejam filogeneticamente proximas (familias distintas) diferentes tracos
evolutivos para protecdo contra herbivoros podem convergir (Ehrlich & Raven, 1964; Janz,
2011). As defesas constitutivas podem estar atuando como primeira linha de defesa, em especial
nas espécies sempreverdes, que apresentam menor AFE e maior quantidade de tricomas nas
folhas (por exemplo, S. ferrugineus), o que as tornam menos palataveis. Assim, a maior
disponibilidade de nutrientes no solo tem um impacto maior no perfil metabdlico das espécies,
podendo estimular a producdo de fenolicos e terpenos, e ndo € tdo significativo na interacéo

com insetos herbivoros mastigadores (com excecédo de B. salicifolius no tratamento Ca).
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CAPITULO 2 - EFEITO DA ADICAO DE NUTRIENTES NA
ABUNDANCIA DE FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES E
INTERACOES ACIMA E ABAIXO DO SOLO

2.1 INTRODUCAO

Fungos micorrizicos arbusculares (FMA), sdo fungos endofiticos biotroficos
obrigatdrios, que fazem associacdo com mais de 80% das plantas vasculares e enquanto estas
fornecem aos fungos aclcares produzidos durante a fotossintese, os fungos micorrizicos
arbusculares disponibilizam maiores suprimentos de nutrientes (principalmente P) e 4gua para
as plantas, auxiliando no combate ao estresse nutricional e hidrico (Bucher, 2007; Bonfante &
Anca, 2009). Outro beneficio dessa associacdo € a maior resisténcia ao ataque de parasitas e
patdgenos em plantas colonizadas, também conferindo maior tolerancia a metais toxicos no

solo, como o aluminio (Gange et al., 2003; Kula et al., 2005; Aguilera et al., 2015).

Existe uma gama de estudos que abordam as relacdes multitroficas entre plantas e seus
hospedeiros (Shikano, 2017; Dyer & Forister, 2019). As interacdes entre plantas, herbivoros e
microrganismos tem sido alvo de investigacfes ecoldgicas, que buscam compreender como
estas irdo interagir com organismos em ambientes tdo distintos (Hartley & Gange, 2009; Pineda
et al., 2010). FMAs se mostram muito importantes na interacdo planta - herbivoros, deixando-
a mais resistente aos danos causados por estes, ndo s6 na parte aérea mas também na rizosfera,
podendo estimular a producdo de metabdlitos secundarios tanto acima quanto abaixo do solo
(Rashid & Chung, 2017).

A associacdo entre fungos micorrizicos arbusculares e plantas se inicia no solo através
de sinalizacdo quimica, onde a planta libera compostos fenolicos para atracdo de espécies de
fungos micorrizicos e outros microrganismos simbiontes. Por outro lado, a associagdo com
FMA também estimula a producdo de uma série de metabolitos, dentre eles o blumenol, que é
produzido nas raizes e folhas de seus hospedeiros e conhecido como indicativo de micorrizacdo
(Wang et al., 2018).

Os FMAs sdo bastante estudados na area da agronomia, sendo utilizados como
bioindicadores de solos agricultaveis e usados na recuperagdo e manejo de areas degradadas
(Mergulhdo et al., 2014; Oehl et al., 2017). No Cerrado sdo usados como forma de melhorar a
producdo das culturas do milho e da soja (Miranda & Miranda, 2002; Oliveira et al., 2009;

Cordeiro et al., 2015), porém estudos em areas naturais sdo menos (Calaca, 2018).
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O Cerrado brasileiro vem sofrendo grande perda de suas areas naturais e a supressao da
vegetacdo nativa e conversdo em paisagens antropizadas ja ultrapassam os 48% da area original
do Bioma (MMA, 2011). Parte significativa dessa conversao se deve a agricultura. Em funcéo
dos solos predominantemente acidos e com baixa capacidade de troca catidnica, praticas de
manejo como a calagem, para diminuir a acidez, e fertilizagdo sdo comuns. A entrada de
nutrientes em &reas naturais e mudangas nos pardmetros do solo sdo fatores que podem

influenciar o funcionamento dos sistemas naturais.

O pH do solo tem influéncia na disponibilidade de P e cations basicos e quanto mais
baixo o pH, menor a disponibilidade destes para a vegetacdo (Fageria & Baligar, 2008). A
disponibilidade de nutrientes no solo altera a eficiéncia do uso de nutrientes pelas plantas
(Gusewell & Gessner, 2009). Em condicdes de solos mais &cidos, ha producdo de matéria
organica rica em lignina e pobre em P, tornando a decomposicdo mais lenta e dominada por
fungos. Portanto, a acidez do solo regula duas func¢des importantes do ecossistema, a produgéo
priméaria e a decomposi¢do, e uma vez alterada, havera um impacto no estabelecimento de

relacGes acima e abaixo do solo (Fujii et al., 2018).

Assim, hipotetizamos que i) a adi¢do de nutrientes e mudanca do pH do solo alteram a
abundancia de esporos de FMA na rizosfera de espécies lenhosas de um cerrado sensu stricto,
onde o0 aumento no pH esta associado ao aumento da abundéncia de esporos de FMA e menor
disponibilidade de P diminui a abundéncia de esporos de FMA e ii) interacdes acima e abaixo
do solo irdo responder na mesma direcdo, onde o tratamento com maior abundancia de esporos
de FMA no solo rizosférico de espécies lenhosas sera aquele com maior abundancia relativa de
metabolitos foliares.

2.2 OBJETIVOS
2.2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste capitulo é avaliar se a adi¢do de nutrientes ao solo e a calagem em
longo prazo, em um cerrado sensu stricto, altera a abundancia de esporos micorrizicos
arbusculares no solo rizosferico e como essas relagdes abaixo e acima do solo (herbivoria e
perfil metabolico foliar) sdo alteradas em fungéo da adicéo de fertilizantes, para quatro espécies

arboreas do Cerrado.
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2.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar a abundancia de esporos de FMA no solo rizosférico de quatro
espécies em funcgdo dos tratamentos de adicdo de nutrientes e calagem.

e Auvaliar a influéncia dos tratamentos de adi¢do de nutrientes nas respostas acima
(herbivoria e perfil metabolico) e abaixo do solo (abundéancia de esporos

micorrizicos arbusculares no solo rizosférico).

2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 AREA DE ESTUDO

O estudo foi realizado em uma area de cerrado stricto sensu, localizada na Reserva
Ecoldgica do Roncador do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (RECOR/IBGE), no
Brasil central (15° 56" S; 47° 53'N). Esta reserva se encontra na Area de Protecio Ambiental
(APA) Gama e Cabeca de Veado, que possui mais de 10.000 hectares de protecdo ambiental
continua. A RECOR contem 1.350 hectares com diferentes formacGes vegetais do Bioma
Cerrado. O clima da regido é caracterizado como Aw, segundo a classificacdo de Kdppen,
apresentando sazonalidade marcada em dois periodos, estacdo seca (abril a setembro) e chuvosa
(outubro a marco). A precipitacdo média anual é em torno de 1.450 mm, enquanto a temperatura
média é de 22 °C, a umidade relativa do ar varia entre as estacdes, podendo chegar a 80% nos
meses de chuva e abaixo dos 20% no auge da estacao seca (Cavararo, 2004).

O cerrado stricto sensu é caracterizado pela presenca continua de gramineas, junto com
estrato arbdreo e arbustivo, com cobertura lenhosa variando de 10% a 60% (Eiten, 1994). A
area possui solo do tipo Latossolo Vermelho sendo bem drenado, profundo, com pH &cido,
elevada quantidade de 6xidos de ferro e aluminio, porém limitado em nutrientes como P
(EMBRAPA, 2006).

2.3.2 ADICAO DE NUTRIENTES

A adicdo de nutrientes foi iniciada no ano de 1998 (Kozovits et al., 2007), com
aplica¢des bianuais até 2006, sendo retomada em novembro de 2017 e aplicacdo posterior em
margo de 2018. A aplicacdo de fertilizantes se deu da seguinte forma: Tratamento nitrogénio
(N): adicdo de 100 kg/ha anuais de sulfato de aménio ((NH4)2SOs); tratamento fésforo (P):
adicéo 100 kg/ha anuais de superfosfato simples 20% - Ca (H2PO4). + CaS04.2H,0; tratamento
nitrogénio e fosforo (NP): adigdo de sulfato de aménio e superfosfato simples 20%; tratamento

calagem (Ca): adicédo de 4 t/ha ao ano, na forma de 60% de calcario dolomitico (CaO+MgO) +
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40% de gesso agricola (CaSO4.2H-0) e controle (C) onde ndo houve adi¢do de nutrientes. A
aplicacdo dos fertilizantes foi feita a lanco sobre a camada de serapilheira e sem revolvimento
do solo. Uma andlise de nutrientes do solo foi realizada antes da retomada da fertilizacdo, onde
foi possivel notar que ainda ha efeito residual da ultima calagem feita no ano de 2006. Por isso,

a adicdo de calcio foi feita apenas no inicio da estacao chuvosa.

Cada um dos cinco tratamentos esta representado em quatro parcelas de 15 x 15 m
distribuidas de forma aleato6ria e com distancia minima entre elas de 10 metros (Kozovits et al.,
2007).

2.3.3 SELECAO DE INDIVIDUOS

Considerando espécies selecionadas no capitulo 1 - Blepharocalyx salicifolius (Kunth)
O. Berg (Myrtaceae), Caryocar brasiliense Cambess (Caryocaraceae), Roupala montana Aubl.
(Proteaceae) e Styrax ferrugineus Nees & Mart. (Styracaceae) - 25 individuos de cada espécie

(cinco individuos por tratamento) foram selecionados para amostragem de solo rizosférico.

2.3.4 COLETAS E ANALISE DE SOLO

Amostras de solo rizosférico para a extracdo das fungos micorrizicos arbusculares foram
coletadas em marco de 2018 (final de estacdo chuvosa) sob 25 individuos de cada espécie. A
coleta de solo foi realizada em quatro pontos em linhas de interse¢do (cruz) sob a zona de
influéncia da copa do individuo. Apds a coleta, o solo foi posto para secar em temperatura

ambiente.

Cinco amostras de solo (0-10 cm de profundidade) por parcela e fora da area de
influéncia das copas das arvores foram coletadas para as anélises de nutrientes do solo. As
amostras foram compostas por cada parcela, totalizando quatro amostras compostas por
tratamento. As analises incluiram determinacdo do pH em &agua, P disponivel em Mehlich-1,
Ca?* por solugdo extratora em KCI e analisado por método volumétrico de absorcéo atdmica,
porcentagem de saturacdo por aluminio, capacidade de troca catibnica efetiva (CTC) e
concentracdo de K pelo método de Mehlich-1 e determinacao por espectrofotometria de chama
(EMBRAPA, 2017). Métodos realizados no laboratério de andlise de solo, tecido vegetal e
fertilizante da Universidade Federal de Vigosa (UFV). N total foi determinado por
espectrometro de massas com razdo isotépica Thermo Quest-Finnigan Delta Plus (Finnigan-
MAT; CA) interfaceado com um Analisador Elementar (Carla Erba modelo 1110; Mil&o, Italia)

no Laboratério de Ecologia Isotopica, CENA-USP, Brasil.
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2.3.5 EXTRACAO E CONTAGEM DE ESPOROS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES

Foram utilizados 50 g de amostra composta do solo seco, de cada individuo, para
extracao de esporos de FMA através do método de peneiracdo Umida, descrito por Gerdemann
e Nicolson (1963). A amostra de solo foi diluida em 1 L de 4gua e agitada em uma batedeira
por 40 segundos, seguido de 30 segundos de descanso da mistura solo-agua, para que as
particulas mais pesadas se depositassem no fundo. Apds o tempo de descanso a mistura foi
vertida sobre peneiras com diferentes tamanhos de malha, 0,05 mm, 250 um e 53 um, sendo as
duas ultimas as responsaveis por reter os esporos de FMA. Esse processo se repete de 6 a 7
vezes, para cada amostra, afim de garantir a extracdo quase por completa dos esporos
micorrizicos arbusculares no solo. Apos esse processo, o que ficou retido nas peneiras de 250
pum e 53 um foram transferidos para tubos falcon. Apos a extracdo, temos a purificacdo das
amostras para a retirada de impurezas e permanéncia apenas dos esporos de FMA. O inicio do
processo de purificacdo se da com a centrifugacdo das amostras a 3.000 rpm durante 3 minutos,
seguido da adicao de solucédo de sacarose a 60% e posterior centrifugagdo, 2.000 rpm durante
2 minutos (Jenkins, 1964). Apos extracdo e purificacdo, os esporos de FMA foram enxaguados
para retirada da sacarose, e 0s tubos falcon com as amostras foram armazenados no congelador,

com 7,5 mL de &gua. Posteriormente foram descongelados para contagem em placa canaletada.

2.3.6 ANALISE ESTATISTICA

Para testar a normalidade dos dados foi feito um teste de Shapiro-Wilk, seguido de um
teste t pareado para avaliar diferencas entre as variaveis do solo nos tratamentos em relacédo ao
controle. Para a analise da contagem de esporos de FMA, foram realizadas 5.000 permutac6es
e, em seguida, o intervalo de confianca de 95% foi comparado a cada tratamento em relagédo ao
controle. Para avaliar se existe variacdo do numero de esporos de FMA entre as espécies foi

realizada uma ANOVA dois fatores.

Para testar como os esporos de FMA e os 10 ions mais relevantes nas amostras de folhas
de B. salicifolius se relacionam com os tratamentos, foi feita uma analise de componentes
principais (PCA). Em seguida, foi testada uma PERMANOVA com distancia Euclidiana para
confirmar a divisdo dos grupos. Todos os testes foram realizados no programa estatistico R

(http://www.rproject.org/), considerando nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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2.4 RESULTADOS
2.4.1 PARAMETROS QUIMICOS DO SOLO

A comparacdo das varidveis do solo entre parcelas fertilizadas e controle mostrou
maiores diferengas para parcelas Ca e NP (Tabela 3). A concentracdo de P disponivel diminuiu
mais de 2,5 vezes no tratamento calagem em comparagédo ao controle, enquanto nos tratamentos
P e NP a disponibilidade de P aumentou em 4 vezes. O pH e a CTC aumentaram nas parcelas
do tratamento Ca, enquanto a saturacdo por aluminio foi reduzida a zero. A concentracdo de K
trocavel diminuiu 2,8 vezes, enquanto a concentragcdo de Mg trocavel aumentou 25 vezes no
tratamento Ca. J& a concentracdo de Ca trocavel no solo aumentou em quase 2 vezes nos
tratamentos NP e P, enquanto no tratamento Ca houve um aumento de 24 vezes em relacdo ao
controle. Os tratamentos de adicdo de N, P e NP resultaram em um pH mais baixo em
comparagdo ao tratamento controle. A concentragdo de N total no solo néo diferiu entre os
tratamentos.

Tabela 3. Valores das variaveis do solo para controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fosforo

(NP) e fosforo (P). Valores da média + desvio padrdo (n=4). Efeitos significativos encontrados em relagéo ao
controle sdo indicados com *p < 0,05 (teste-t pareado).

P

Hem ’ p CTC Saturagdo por K M Ca
Tratamento pa’gua ?;;g?;;:f)l N (%) (cmolc/dm?) Agla i (mg/dm?) (cmoljdma) {cmolc/dm?®)
¢ 4,72+0,13 1,7040,31 0,19+0,02 1,31%0,18 725,25 28,75+5,36 0,11#0,03 0,19:0,04
Ca 6,43t0,05"  0,65t029"  0,180,02 7,4440,2,0" ot0” 10,75+¢1,64 2,7310,13%  4,69:0,18*
N 4,00:0,06"  1,2840,11 0,19+0,01 1,6740,16 82,7840,65 22,75+2,95 0,0840,01 0,15£0,02
NP 4,11:0,15%  6,9842,48°  0,20£0,01 2,05+0,15 " 71,2547,48 28,542,87 0,1340,07 0,40£0,15*
P 4,30£003%  6,6042,32"  0,17+0,01 1,5310,21 69,0545,19 26,75+2,17 0,1040,02 0,30:0,05*

2.4.2 ABUNDANCIA DE ESPOROS DE FMA

A abundancia de esporos de FMA apresentou um aumento de 16%, 24% e 51% no
tratamento Ca em relagdo ao controle na rizosfera de B. salicifolius, R. montana e C. brasiliense,
respectivamente. Ainda na rizosfera de C. brasiliense, houve um aumento de 29% na
abundancia de esporos de FMA no tratamento NP em relacdo ao controle. Ja na rizosfera de S.
ferrugineus, o tratamento N apresentou um aumento de 16% na abundancia de esporos de FMA
(figura 7). Por outro lado, a abundancia de esporos de FMA na rizosfera de R. montana e S.
ferrugineus diminuiu 20% e 30%, respectivamente, no tratamento P (figura 7). A partir de uma
analise de permutacdo, ndo houve uma diferenca do numero total de esporos de FMA entre as

especies, sendo que os valores variaram de 1.175 a 5.200.
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Figura 7. Diferenca entre o nimero total de esporos de fungos micorrizicos arbusculares na rizosfera de
Blepharocalyx salicifolius, Caryocar brasiliense, Roupala montana e Styrax ferrugineus nos tratamentos calagem
(Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fésforo (NP) e fésforo (P) e o nimero total de esporos de fungos micorrizicos
arbusculares no controle (C). Figura gerada a partir de 5.000 permutac6es e intervalo de confianca de 95%, barras
verticais indicam esse intervalo.

2.4.3 INTERACOES ACIMA E ABAIXO DO SOLO

Para analise de componentes principais, foi selecionada a espécie B. salicifolius como
modelo pois esta apresentou mais metdbolitos foliares em resposta aos tratamentos de
fertilizacdo.

Os dois eixos da PCA explicam 78,12% da variacdo total em relacdo ao numero de
esporos de FMA e aos 10 ions mais relevantes da analise metabolémica (Figura 8). O controle
estd separado em um grupo diferente dos demais tratamentos (p=0,00), enquanto N e Ca néo
apresentam diferencas significativas entre si (p=0,47). As amostras do tratamento N ndo se
agrupam com as amostras do tratamento P (p=0,03), mas o tratamento NP €é similar a ambos,
com diferenga significativa apenas em relacdo ao P (p= 0,029). A abundéancia de esporos de
FMA ndo estd relacionada com nenhum tratamento. A separacdo entre 0s grupos se deu
principalmente pela diferenca entre os ions, onde o ion 4 é o Unico que se relaciona ao controle.
Dos 10 ions utilizados na PCA, apenas trés foram identificados. O segundo ion mais importante,
um derivado de ciclohexano é mais abundante nos tratamentos em relagéo ao controle enquanto

0 setimo ion mais importante, um triterpeno é mais abundante no tratamento P e o décimo ion
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mais importante, um terpeno é mais abundante nos tratamentos em relacéo ao controle (Tabela

4).
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Figura 8. Analise de componentes principais (PCA) para esporos de fungos micorrizicos arbusculares na rizosfera
e 0s 10 fons mais importantes para a diferenciacdo dos tratamentos de Blepharocayx salicidolius. Tratamentos:
controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fésforo (NP) e fosforo (P). Eixos explicam 78,12% da
variacao. lons 7 e 10 foram removidos da analise em funcio da correlagio com os fons 1 e 2, respectivamente.



43

Tabela 4. 10 ions mais importantes em folhas de Blepharocalyx salicifolius para a diferenciagdo dos tratamentos,
do mais relevante ao menos. Sao apresentados os valores de massa carga (m/z), tempo de retencdo (TR), perfil de
fragmentacdo (MS/MS), férmula molecular, composto identificado e diferenciacdo dos grupos. Tratamentos
controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fosforo (NP) e fosforo (P), a ordem dos tratamentos na
ultima coluna se refere a abundancia relativa (> - <).

TR Férmula e . —
m/z (min) MS/MS molecular Identificacéo Diferenciacao dos grupos
491,2328
1 509,2499 275 273,1059 Desconhecido Desconhecido P-C
237,1426
277,0921 Ca3H44O5+ Na* Derivado de
2 3913145 3402 149,0231 (11 ppm) ciclohexenol Ca-C N-C_ NP-C
+ - - NP -
3 341,2658 31,25 CigHa0a+ Na Desconhecido S N-C ¢
(2,8 ppm) 5.
- - -N —NP
4 4292344 33,17 CigHacOut H Desconhecido C-Ca ¢ ¢
(1,9 ppm) c.p
Ci6H3403+ Na* -
5 297,2382 31,21 Desconhecido - - -
(7,9 ppm) Ca-C N-C NP-C
C21H250,+ H* .
6  313,2176 32,69 Desconhecido -
(2.7 ppm) pec
CaoH3607
7 531,2385 26,0 + Na* Triterpeno P-C
(5,0 ppm)
8 360,3231 34,06 Desconhecido Desconhecido Ca-C N-C NP-C
9  491,2466 26,1 Desconhecido Desconhecido
C-Ca C-N P-C
281,1721 "
10 3932054 3343 1670304  CHeOdNa Terpeno S T
1490235 (6.8pPm)

2.5 DISCUSSAO

Estudos que relatam a relacéo entre distdrbios do solo em areas naturais do Cerrado e
FMA ainda séo escassos (Ferreira et al., 2012; Fernandes et al., 2016). No presente estudo, a
primeira hipotese indicando que a adi¢do de nutrientes ao solo e mudangas no pH alteram a
abundancia de fungos micorrizicos arbusculares narizosfera, foi corroborada. Todas as espécies
apresentaram varia¢fes na abundancia de esporos de FMA em ao menos um dos tratamentos

experimentais em relagdo ao controle.

No tratamento Ca, é possivel observar um aumento no numero de esporos de FMA na
rizosfera de B. salicifolius, C. brasiliense e R. montana. Além da mudanca no pH do solo, outros
fatores que podem contribuir com maior abundancia de FMA é a alta cobertura de gramineas
observada nesse tratamento (Rondina et al., 2014; Mello, 2019), que causa um aumento na
abundancia de raizes finas para colonizacdo (Miranda et al., 2007; Zangaro et al., 2013;
Zangaro et al., 2018). Um levantamento floristico realizado em 2007/2008 indicou uma maior
cobertura de Melinis minutiflora (graminea C4 exotica) nos tratamentos N e NP, enquanto no

controle essa espécie ndo ocorria (Bustamante et al., 2012). No levantamento posterior, em
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2015 (Mello et al. submetido), houve uma reducéo de 50% da cobertura de M. minutiflora nas
parcelas NP e aumento de 50% nas parcelas Ca. No entanto, é preciso considerar que o que
pode estar ocorrendo na rizosfera das espécies nao se reflita exatamente na abundancia de
esporos de FMA, uma vez que estas sdo formas de resisténcia e podem ndo ser uma
representacdo exata do que é efetivamente ativo na comunidade, especialmente em condigdes

de alteragé@o pH do solo e disponibilidade de nutrientes (Weber et al., 2019).

A fertilizacdo do solo, em alguns casos, gera respostas na composi¢éo e riqueza das
comunidades de FMA, levando a selecdo de alguns grupos (Miranda et al., 2007; Williams et
al., 2017). O aumento na abundancia de esporos de FMA no tratamento N, na rizosferas de S.
ferrugineus, e tratamento NP, na rizosfera de C. brasiliense, pode estar associada a maior
demanda de P causada pela suplementacdo com N. A adi¢&o de nitrogénio no solo causa um
desbalanco na estequiometria das espécies vegetais (Sardans et al., 2012), podendo afetar seu
metabolismo e crescimento (Matzek & Vitousek, 2009). Para compensar essa maior demanda
de P, as espécies investem em mecanismos para aumentar a absorcdo de P e associacfes

micorrizicas podem ajudar a suprir suas demandas nutricionais (Phoenix et al., 2003).

Para ambas as espécies sempreverdes, R. montana e S. ferrugineus, houve uma
diminuicdo do numero de esporos de FMA nas parcelas fertilizadas com P. Tal resposta pode
indicar maior controle no uso de recursos em solos com maior suprimento de P por meio da
reducdo de interacBes micorrizicas, uma vez que ndo necessitam mais do investimento em
simbiontes para a aquisi¢do deste nutriente (Liu et al., 2016; Yang et al., 2018). Por outro lado,
mesmo com maior disponibilidade de P, ndo houve alteracdo na abundancia de esporos de FMA
na rizosfera das espécies brevideciduas, B. salicifolius e C. brasiliense. Espécies brevideciduas
possuem uma maior demanda para mobilizagdo de nutrientes para producgéo de folhas novas
(Damascos et al., 2005), o que pode estar intensificando a absor¢do de P e mantendo as
interacGes com fungos micorrizicos arbusculares. Além disso, a relagéo planta — FMA envolve
outros processos que ndo sO a absorcdo de nutrientes, tais como a protecdo quimica da planta
contra estresse hidrico, ataque de patogenos, excesso de radiacdo, o estimulo do crescimento
vegetal e protecdo da planta contra elevada saturacdo de Al no solo (Jung & Martinez-Medina,
2012; Rapparini & Pefiuelas, 2013; Aguilera et al., 2015) tornando a associagdo necessaria em

solos acidos como do Cerrado, mesmo em condi¢Ges de menor limitagdo nutricional.

A segunda hipotese indicava que as mudancas acima e abaixo do solo responderiam na

mesma direcdo, foi corroborada para duas espécies avaliadas. No tratamento Ca, houve um
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aumento do nimero de esporos de FMA na rizosfera de B. salicifolius e R. montana e estas
espécies também apresentaram uma maior abundancia relativa de parte dos compostos
detectados na analise metabolémica. Esses resultados mostram como as interagcdes que ocorrem
nas duas interfaces de interacédo das plantas podem estar associadas. A analise de componentes
principais com dados de B. salicifolius (Figura 8) indica que alguns metabdlitos estdo
associados com a separacao dos tratamentos Ca e N em relagdo ao controle e P, enquanto o

controle esta separado dos demais tratamentos (Figura 1, capitulo 1).

Em geral, a vegetacdo do Cerrado evoluiu em um contexto de solos acidos e distroficos,
com alta concentracdo de metais como Al, Fe e Mn (Haridasan, 2000; 2008). Estudos anteriores
indicaram que a comunidade de plantas do Cerrado s&o colimitadas por N e P (Bustamante et
al., 2012). A fertilizacdo pode induzir a alocac¢do de nutrientes para a producdo de compostos
secundarios, em vez do crescimento das plantas, desde que terpenos e outros metabolitos
possam agir como mecanismos de defesa (Sardans et al., 2015; Tholl, 2015). Em ambientes
pobres em nutrientes, pode ser mais vantajoso para as plantas investir na protecdo das estruturas
ja existentes em vez de investir em estruturas novas (Coley et al., 1985; Fine et al., 2006; Zust
& Agrawal, 2017). Contudo, a histéria evolutiva das espécies é determinante em suas respostas
a disponibilidade de nutrientes no solo. Blepharocalyx salicifolius apresenta maior plasticidade
de respostas em relacao as demais espécies avaliadas pois, parte da sua historia evolutiva se deu
em solos mesotréficos (De Cravalho, 2013) o que pode permitir que a espécie responda mais
prontamente a uma maior disponibilidade de nutrientes no solo. Em contraponto, R. montana
ndo apresenta muitas respostas a entrada de nutrientes no sistema. Essa espécie pertence a
familia Proteaceae, adaptadas a regides de solos oligotroficos (especialmente limitados em P)
(Lambers et al., 2011) o que faz com que mesmo a adi¢do de nutrientes no solo ndo resulte em

uma maior capacidade da planta em absorver e alocar tais nutrientes.

Os perfis de metabolitos das folhas de B. salicifolius e R. montana mostram
significativas mudancas de acordo com os diferentes tratamentos. Entretanto, mudancas nas
interacdes abaixo (esporos de FMA) e acima do solo (herbivoria em B. salicifolius) foram
evidentes em individuos no tratamento Ca. A calagem altera profundamente as variaveis do
solo, incluindo o pH, um dos mais importantes fatores no funcionamento de ecossistemas
terrestres interferindo desde a producdo e ativacdo de enzimas, até a disponibilidade de
nutrientes e metais toxicos no solo (Sinsabaugh et al., 2008; Husson, 2013). A comunidade
microbiana do solo é fortemente afetada pelo pH (Sugihara et al., 2015). Delgado-Baquerizo et

al. (2016), demonstraram que a intensificacdo do uso da terra afeta as propriedades do solo,
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especialmente o pH e a abundancia microbiana, podendo comprometer a entrada de nutrientes

no sistema, interferindo tambhém na comunidade acima do solo.

A calagem do solo induziu mudancas significativas no perfil metabdlico foliar, que se
traduzem em alteracGes nas interacGes ecoldgicas, como aumento dos esporos de fungos
micorrizicos arbusculares na rizosfera em trés das quatro espécies estudadas e maior taxa de
herbivoria (em B. salicifolius, capitulo 1). Este foi o tratamento que teve maior impacto em
todos os resultados observados, corroborando com as evidéncias de que alteracGes no pH e
outros parametros do solo (saturacdo por Al, CTC) levam a mudangas no ecossistema,

interferindo na biota local e suas interacdes.

A taxa de herbivoria ndo variou substancialmente com os tratamentos de adicdo de
nutrientes, embora a analise metabolémica tenha revelado uma alteracdo na concentracéo de
diversos compostos. Isso pode indicar que as defesas constitutivas das folhas possam ter maior

importancia na defesa contra insetos herbivoros do que as defesas induzidas.

As interacdes abaixo do solo também foram afetadas pela adicdo de nutrientes, com
respostas distintas entre os tratamentos e fenologia. Mesmo com maior disponibilidade de P no
solo, as espécies brevideciduas ndo tiveram uma diminuicdo do numero de esporos de FMA,
enquanto as sempreverdes diminuiram a abundéncia de esporos de FMA. Porém, esse padrao
fenolégico entre as respostas ndo foi observado em todos os resultados. Blepharocalyx
salicifolius € a espécie que mais responde aos tratamentos, enquanto R. montana é menos
responsiva. A historia evolutiva das espécies pode contribuir para explicar os diferentes

resultados encontrados, além de caracteristicas intrinsecas de cada uma delas.



47

3. MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela 5S1. Altura e circunferéncia (a altura do solo) dos individuos amostrados, em cada parcela e seus
respectivos tratamentos. Controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fésforo (NP) e fésforo (P).

- o Altura  Circunferéncia
Espécie Individuo Parcela Tratamento

(m) (cm)
Blepharocalyx salicifolius 1 1C C 2.3 12
Blepharocalyx salicifolius 2 1C C 2.5 11
Blepharocalyx salicifolius g 1C C 3.2 20
Blepharocalyx salicifolius 4 11C C 2.4 10
Blepharocalyx salicifolius 5 11C C 2 10
Blepharocalyx salicifolius 6 11C C 2.8 15
Blepharocalyx salicifolius 7 5C c 2.3 19
Blepharocalyx salicifolius 8 5C C 2.5 19
Blepharocalyx salicifolius 9 21C C 2 13
Blepharocalyx salicifolius 10 21C C 2.3 14
Blepharocalyx salicifolius 11 12Ca Ca 1.7 90
Blepharocalyx salicifolius 12 12Ca Ca 1.8 11
Blepharocalyx salicifolius 13 17Ca Ca 1.6 10
Blepharocalyx salicifolius 14 17Ca Ca 2 14
Blepharocalyx salicifolius 15 3Ca Ca 3.3 22
Blepharocalyx salicifolius 16 3Ca Ca 3 18
Blepharocalyx salicifolius 17 3Ca Ca 2.3 11
Blepharocalyx salicifolius 18 3Ca Ca 24 17
Blepharocalyx salicifolius 19 20Ca Ca 2.4 15
Blepharocalyx salicifolius 20 20Ca Ca 24 17
Blepharocalyx salicifolius 21 14N N 2.2 10
Blepharocalyx salicifolius 22 14N N 2.1 12
Blepharocalyx salicifolius 23 2N N 2.2 14
Blepharocalyx salicifolius 24 2N N 2.2 16
Blepharocalyx salicifolius 25 7N N 2.5 19
Blepharocalyx salicifolius 26 7N N 2.5 23
Blepharocalyx salicifolius 27 7N N 2.6 25
Blepharocalyx salicifolius 28 7N N 2.1 14
Blepharocalyx salicifolius 29 10N N 1.6 16
Blepharocalyx salicifolius 30 10N N 1.6 11
Blepharocalyx salicifolius 31 16NP NP 3.3 18
Blepharocalyx salicifolius 32 16NP NP 2.8 17
Blepharocalyx salicifolius 33 16NP NP 3.7 14
Blepharocalyx salicifolius 34 16NP NP 1.8 12
Blepharocalyx salicifolius 35 13NP NP 4.7 46
Blepharocalyx salicifolius 36 13NP NP 2.9 13
Blepharocalyx salicifolius 37 6NP NP 3 24
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Blepharocalyx salicifolius
Blepharocalyx salicifolius
Blepharocalyx salicifolius
Blepharocalyx salicifolius
Blepharocalyx salicifolius
Blepharocalyx salicifolius
Blepharocalyx salicifolius
Blepharocalyx salicifolius
Blepharocalyx salicifolius
Blepharocalyx salicifolius
Blepharocalyx salicifolius
Blepharocalyx salicifolius
Blepharocalyx salicifolius
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense

38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
3l
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

6NP
8NP
8NP
15P
15P
4P
4P
4P
4P
9P
9P
9P
19P
1C
1C
1C
5C
5C
5C
5C
5C
5C
11C
20Ca
20Ca
20Ca
20Ca
20Ca
17Ca
17Ca
17Ca
3Ca
3Ca
2N
2N
2N
2N
14N
10N
10N
10N
2N
14N
13NP

Z Z2 Z
T U T

OO0 0O0O0O0O0O000O0O0O U U U UV U U U T U

2 Z2Z2Z2Z22Z22Z22Z22Z2 2

NP

2.3
3.3
2.2

1.9

2.1
2.2

2.2
2.3
1.9
3.3
2.1
2.8

3.5
2.5
3.7

3.8
2.5
2.5
2.8
2.5
3.5
2.4
2.3
2.1
1.5
2.5
1.8
4.4
4.3
5.2
11
2.9
2.7
2.5
4.8
3.4
2.5

18
15
o1
15
25
14
18
10
13
20
19
15
19
23
15
39
16
25
27
32
81
20
26
18
41
23
18
49
17
18
29
12
31
15
13
29
62
39
14
24
18
50
34
17
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Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Caryocar brasiliense
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana

82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125

13NP
13NP
13NP
13NP
8NP
6NP
6NP
6NP
6NP
15P
15P
15P
15P
4P
9P
19P
19P
19P
19P
1C
1C
11C
11C
5C
5C
5C
5C
21C
21C
12Ca
12Ca
17Ca
17Ca
17Ca
3Ca
3Ca
3Ca
20Ca
20Ca
2N
10N
10N
7N
7N

NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP

OO0 00O0O00O0O0O0O U U U U U U U U U o

2.5
5.5
5.5
4.8
2.5
2.5

3.9
3.6
2.5
5.8
3.4
2.8
2.4

2.5

2.4
4.8

1.7
1.8
1.9
2.1
2.5
2.1
2.5
2.4
2.5
1.6
2.9
2.4
2.4
2.1

1.8
2.4
2.3
3.1
1.6
1.6

1.9
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Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Roupala montana
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus

126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169

7N
7N
14N
14N
14N
16NP
16NP
13NP
13NP
13NP
6NP
6NP
6NP
8NP
8NP
15P
15P
15P
4P
4P
4P
9P
19P
19P
19P
1C
1C
1C
11C
11C
5C
5C
5C
5C
21C
17Ca
12Ca
12Ca
12Ca
3Ca
3Ca
3Ca
3Ca
20Ca

1.8
1.7
1.6
1.7
1.8
2.4

1.8
2.4
2.7
2.5
2.5

1.6

2.5
2.2
2.7
2.5
2.1
2.1

2.3
2.2
2.3
1.7
1.7
15
2.9
1.6
1.5
1.7
1.5
3.9
1.2
3.2
2.9
15
1.6
2.2

1.9
1.4

13
12
12
11
14
15
12
15
16
16
13
14
10
11
11
22
30
27.5
16
12
12
11
14
18
13
20
11
20
10
21
10
11
14
12
36
13
35
23
12
16
23
16
19
10
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Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus

170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200

20Ca
7N
7N
7N
7N
7N
14N
14N
14N
10N
10N
16NP
16NP
16NP
13NP
13NP
6NP
6NP
8NP
8NP
8NP
15P
15P
15P
4p
4p
9P
9P
19P
19P
19P

Q
b

2 Z2Z2Z2Z222Z222Z2Z2

W U U U U U U U U T

1.6

2.7
1.9
1.8
2.8

w

2.7
3.3
2.8
1.7
1.6
2.6
2.6
1.6
2.6
2.7
1.6
2.6
3.5
1.6
1.7
1.7
1.6
1.6
1.8

1.5
2.7

11
18
20
19
18
28
11
26
18
24
29
26
14
18
20
16
15
25
25
15
26
41
16
14
14
12
10
16
15
13
29




Tabela 6S2. Distribuigdo dos individuos amostrados por parcela e tratamento. Controle (C), calagem (Ca),
nitrogénio (N), nitrogénio + fésforo (NP) e fésforo (P).

Numero de individuos amostrados

Tratamento Parcela B. salicifolius C. brasiliense R. montana S. ferrugineus
C 1C 3 3 2 3
C 5C 2 6 4 4
C 11C 3 1 2 2
C 21C 2 0 2 1

Ca 3Ca 4 2 3 4
Ca 12Ca 2 0 2 3
Ca 17Ca 2 3 3 1
Ca 20Ca 2 5 2 2
N 2N 2 5 1 0
N TN 4 0 4 5
N 10N 2 3 2 2
N 14N 2 2 3 3
NP 6NP 2 4 3 2
NP ENP 2 1 2 3
NP 13NP 2 5 3 2
NP 16NP 4 0 2 3
P 4P 4 1 3 2
P op 3 1 1 2
P 15P 2 4 3 3
P 19P 1 4 3 3

52
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