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Desenho experimental do tratamento de fertilizagdo de longa duragdo realizado em
area de Cerrado tipico, parcelas e respectivos tratamentos: Controle (C), Nitrogénio
(N), Nitrogénio + Fésforo (NP) e Fdsforo (P), Reserva Ecoldgica do IBGE. Adaptado
de Simpson-Junior (2002).

Sketch of the study area, a) with the 20 fertilization 15 x 15 m plots and the
respective treatments added to each one. b) Scheme showing the subdivision into
nine 5 x 5 m subplots. Typical cerrado area where the long-term fertilization
experiment was installed, in the IBGE Ecological Reserve, Brasilia, DF. Adapted from
(Simpson-Junior 2002).

Principal Component Analysis (PCA) ordination of standardized nutrient
concentrations (available P, K, Fe, Ca, Mg, available Al, total N, Organic Matter),
pH(H,0) and pH(CaCl2) in soils (0 to 10 cm) of each treatment plot, in the two
sampling periods, TO7 (2007) and T15 (2015). Typical cerrado area where the long-
term fertilization experiment was installed, in the IBGE Ecological Reserve, Brasilia,
DF. Treatments: C= control, Ca= liming, N= nitrogen, NP= nitrogen + phosphorus
and P= phosphorus.

Linear cover (in cm) of the 10 most important species in each sampling period as a
whole and its cover in each treatment. In a typical cerrado area where the long-
term fertilization experiment was installed, in the IBGE Ecological Reserve, Brasilia,
DF. Period= Sampling period, Family= the family each species belongs to.
P.Pathway= photosynthetic pathway. Orign= orign of each species. Total= sum of
each species’ cover in all treatments. R.C.= Relative cover of each of the main
species in relation to all species sampled in each sampling period.

Metrics of the typical cerrado shrubby herbaceous community in two sampling
periods (2009 and 2015) and under different nutrient addition treatments. a)
Shannon diversity (H'), b) Pielou equitability (J') and c) Species’ richness. Long-term
experiment at the IBGE Ecological Reserve, Brasilia, DF. Treatments: C= control, Ca=
liming, N= nitrogen, NP= nitrogen + phosphorus and P= phosphorus. Different
letters mean significant differences between treatments and years of sampling
(a=0.05). NS= non-significant differences between treatments in the same period.

Linear cover (in cm) of the exotic C4 Melinis minutiflora (Poaceae) in the different
treatments in both sampling periods (2009 and 2015). Area of typical cerrado,
where the long-term experiment is installed, in the IBGE Ecological Reserve,
Brasilia, DF. Treatments: C= control, Ca= liming, N= nitrogen, NP= nitrogen +
phosphorus, P= phosphorus. Different letters mean significant differences between
treatments and years of sampling (a=0.05).

Linear cover (in cm) of the native C3 Echinolaena inflexa (Poaceae) in the different
treatments in both sampling periods (2009 and 2015). Area of typical cerrado,
where the long-term experiment is installed, in the IBGE Ecological Reserve,
Brasilia, DF. Treatments: C= control, Ca= liming, N= nitrogen, NP= nitrogen +
phosphorus, P= phosphorus. Different letters mean significant differences between
treatments and years of sampling (a=0.05).

Linear cover of native C4 grasses (Poaceae) in the different treatments in both
sampling periods (2009 and 2015). Area of typical cerrado, where the long-term
experiment is installed, in the IBGE Ecological Reserve, Brasilia, DF. Treatments: C=
control, Ca= liming, N= nitrogen, NP= nitrogen + phosphorus, P= phosphorus.
Different letters mean significant differences between treatments and years of
sampling (a=0.05).
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(2009 and 2015). Area of typical cerrado, where the long-term experiment is
installed, in the IBGE Ecological Reserve, Brasilia, DF. Treatments: C= control, Ca=
liming, N= nitrogen, NP= nitrogen + phosphorus, P= phosphorus. Different letters
mean significant differences between treatments and years of sampling (a=0.05).

Linear cover (in cm) of shrubs in the different treatments in both sampling periods
(2009 and 2015). Typical cerrado area, where the long-term experiment is installed,
in the IBGE Ecological Reserve, Brasilia, DF. Treatments: C= control, Ca= liming, N=
nitrogen, NP= nitrogen + phosphorus, P= phosphorus. NS= non-significant
differences between treatments in the sample period (a=0.05).

Non-Metric Multidimensional Scaling (NMDS) ordination plot of plant communities
(using linear cover in cm) of each plot of each treatment, in the two sampling
periods, TO9 (2009) and T15 (2015). Typical cerrado area where the long-term
fertilization experiment was installed, in the IBGE Ecological Reserve, Brasilia, DF.
Treatments: C= control, Ca= liming, N= nitrogen, NP= nitrogen + phosphorus and
P= phosphorus. Based on Bray-Curtis distance without transformation.

Ordination of leaf nutrient contents (N, P, K, Mg, Ca and S) of common species in
the study area, in each plot of each treatment, in 2015, nine years after the last
addition of nutrients. Typical cerrado area where the long-term fertilization
experiment was installed, in the IBGE Ecological Reserve, Brasilia, DF. Treatments:
C=control, Ca=liming, N= nitrogen, NP= nitrogen + phosphorus and P= phosphorus.
Based on Euclidean distance.

Mean nutrient concentrations (P, K, Fe, Ca, Mg, Al, OM, Fe, N), pH(H,0) and
pH(CaCly) in soil (0 to 10 cm) in the different trataments, in both sampling periods
(2007 and 2015). Numbers in italics and underlined below each mean= standard
deviation around the mean. P= Available P, Al= available Al, OM= Organic Matter,
N= total N. Typical cerrado area, in the long-term fertilization experiment was

installed, in the IBGE Ecological Reserve, Brasilia, DF.

Soil chemical characteristics in each treatment (colors) and sampling periods
(shapes), in the long term nutrient addition Experiment, in Reserva Ecoldgica do
IBGE, Brasilia, DF. Data submitted to 5.000 permutations with replacement. Bars=
95% confidence intervals based on the permutations. Non-overlapping bars: a
chance of more than 95% that the treatment means do not contain control’s.

Leaf nutrient content (in dag / Kg) of each species (shapes) in each treatment
(colors), in the long term nutrient addition Experiment, in Reserva Ecoldgica do
IBGE, Brasilia, DF. Data submitted to 5.000 permutations with replacement. Bars=
95% confidence intervals based on the permutations. Non-overlapping bars: a
chance of more than 95% that the treatment means do not contain control’s.

Pluviosidade média mensal (e respectivos erros padrdes) do periodo de 1994 a
2015, na Reserva Ecoldgica do IBGE, onde esta inserido o Experimento de longa
duragdo. Em cinza: meses amostrados. Pontos laranja: precipitacdio mensal na
Reserva em 2016. Fonte: INMET (2019). Dados coletados pela prdpria Reserva
Ecoldgica do IBGE.

Croqui do Experimento de fertilizagdo de longa duragdo na Reserva Ecoldgica do
IBGE. a) Parcelas e respectivos tratamentos (adaptado de Simpson-Junior 2002) e
b) Zoom em uma parcela, mostrando o quadrante de 0.5 x 0.5 m para amostragem
de Unidades Florais (em escala).

Familias e espécies amostradas em flor durante as campanhas de amostragem em
2015 e 2016 e respectivos métodos de amostragem, no Experimento de longa
duragdo, na Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF. n= nimero de individuos
amostrados.
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Producio de flores média por m? da comunidade vegetal amostrada, nos diferentes
tratamentos, em cada estagdo em drea de cerrado tipico. Experimento de longa
duragdo, na Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF. Dados submetidos a 5.000
permutacGes. Barras= Intervalo de Confianga a 95% calculados com base nas
permutagdes. Barras que ndo se sobrepdem significa que ha mais de 95% de chance
de as médias serem diferentes.

Ordenacdo da produgdo de flores (com distancia de Bray-Curtis) por espécies, nos
diferentes tratamentos e campanhas, em area de cerrado tipico. Experimento de
longa duragdo, na Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF. Simbolos fechados
(triangulo, losango e quadrado): Chuva, Quadrado aberto: Seca, Circulo com cruz:
Transi¢do. Centrdide de cada grupo: Tratamento seguido do numero da campanha
(e.g. “Ca.5”, “N.1”). Nem sempre foram observados individuos em flor em todas as
parcelas, em todas as campanhas (e.g. duas parcelas em Ca na campanha 5 e duas
parcelas em N na campanha 1).

Producdo de flores média por m? da comunidade vegetal amostrada em cada
estacdo em drea de cerrado tipico, nas diferentes estagdes. Experimento de longa
duragdo, na Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF. Dados submetidos a 5.000
permutacGes. Barras= Intervalo de Confianga a 95% calculados com base nas
permutacgGes. Barras que ndo se sobrepdem significa que ha mais de 95% de chance
de as médias serem diferentes.

Producgdo de flores de Styrax ferrugineus nos diferentes nas campanhas em que
teve maior produgdo de flores (abril e junho de 2016), em drea de cerrado tipico.
A) produgdo média de flores por metro quadrado em cada tratamento e campanha.
B) Diferenca entre a producdo de flores nos tratamentos Ca, N, NP e P e o Controle,
com 5000 permutacdes e intervalos de confianca. Area cinza: distribui¢do das
diferengas apds 5 mil permutagdes. Barra preta: intervalo de confianga de 95%. Se
a linha preta ndo cruzar a linha horizontal em 0: ha mais de 95% de chance de a
producdo de flores no tratamento ser diferente da produgdo no Controle.
Experimento de fertilizagdo de longa duragdo, na Reserva Ecoldgica do IBGE,
Brasilia, DF.

Média de visitagdo por Unidade Floral observada na comunidade vegetal, por
campanha, em area de cerrado tipico. Experimento de longa duragdo na Reserva
Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF. Dados submetidos a 5.000 permutagdes. Barras=
Intervalo de Confianga a 95% calculados com base nas permutagdes. Barras que
nao se sobrepdem significam que ha mais de 95% de chance de as médias serem
diferentes. Os cinco tratamentos foram agrupados em cada campanha.

Média de visitagdo por Unidade Floral observada na comunidade vegetal, por
estagdo (agrupando todos os tratamentos em cada campanha), em drea de cerrado
tipico. Experimento de longa duragdo na Reserva Ecolégica do IBGE, Brasilia, DF.
Dados submetidos a 5.000 permutag¢des. Barras= Intervalo de Confianga a 95%
calculados com base nas permutagdes. Barras que ndo se sobrepdem significam
qgue ha mais de 95% de chance de as médias serem diferentes.

Numero de interagdes entre familias de visitantes florais (eixo X) e espécies
vegetais (eixo y) em cada campanha: a) dezembro de 2015, b) abril de 2016, c)
junho de 2016, d) setembro de 2016, e) novembro de 2016, no Experimento de
longa duragdo, na Reserva Ecolégica do IBGE, Brasilia, DF. Espécies vegetais em flor
nao visitadas foram retiradas dos gréficos.

Numero de espécies em flor (Spp), total de flores, média de Unidades Florais por
m? e respectivo desvio padrdo, nas diferentes parcelas, tratamentos e campanhas
(com suas respectivas datas e estagGes) e geral para cada campanha, em area de
cerrado tipico. Experimento de longa duragdo na Reserva Ecoldgica do IBGE,
Brasilia, DF. SD= Desvio Padrdo. Spp= nimero de espécies em flor amostradas.
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Produgdo de flores nos diferentes tratamentos e campanhas, em area de cerrado
tipico. A) produgdo média de flores por metro quadrado em cada tratamento e
campanha. B) Diferenca entre a produgao de flores nos tratamentos Ca, N, NP e P
e o Controle, com 5000 permutacdes e intervalos de confianca. Area cinza:
distribuicdo das diferencas apds 5 mil permutagOes. Barra preta: intervalo de
confianga de 95%. Se a linha preta ndo cruzar a linha horizontal em 0: ha mais de
95% de chance de a produgdo de flores no tratamento ser diferente da produgdo
no Controle. Experimento de fertilizagdo de longa duragdo, na Reserva Ecoldgica do
IBGE, Brasilia, DF. Para este grafico a produ¢do média de flores por m? nas cinco
campanhas foi agrupada para cada tratamento.

Média de visitantes florais por Unidade Floral observada em cada tratamento,
campanha e estacdo e valores considerando as campanhas como um todo,
desconsiderando os tratamentos, em area de cerrado tipico. Experimento de Longa
Duragdo, na Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF. S.D.= desvio padrdo, n=
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Média de visitante florais por Unidade Floral observada nos diferentes tratamentos
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as estagOes do ano) e para cada rede individualmente. Se a linha azul esta fora da
area entre as linhas vermelhas, a probabilidade de o valor de aninhamento
ponderado da rede de interagdo observada em campo ser igual ao de um modelo
nulo (i.e. ser obtida ao acaso) é menor que 5%.

Distribuicdo de aninhamento ponderado em 1000 modelos nulos (curva preta),
limites de 95% da area sob a curva (linha vermelha) e valor real, observado para as
diferentes redes de interagdo entre familia de visitantes e espécies vegetais (linha
azul), em area de cerrado. Experimento de longa duragdo, na Reserva Ecoldgica do
IBGE, Brasilia, DF. Modelos nulos e valores reais calculados para os diferentes
tratamentos do experimento (C, Ca, N, NP e P), agrupando os valores de visitagdo
por UF em todas as campanhas. Se a linha azul esta fora da area entre as linhas
vermelhas, a probabilidade de o valor de aninhamento ponderado da rede de
interagcdo observada em campo ser igual ao de um modelo nulo (i.e. ser obtida ao
acaso) é menor que 5%.

Medidas (area basal e altura) de Styrax ferrugineus Nees & Mart. (Styracaceae) com
circunferéncia a altura do solo > 10 cm, nos diferentes tratamentos, em setembro
de 2017. a) Altura (m) e b) Area basal (m?) de cada individuo, em cada Tratamento.
Area de cerrado tipico, no Experimento de longa duracdo, na Reserva Ecolégica do
IBGE, Brasilia, DF. Comparagdes feitas par a par com teste de Tukey HSD. Devido a
distribuicdo ndo normal, os dados para drea basal foram logaritimizados. Letras
diferentes significam diferencgas significativas (a<0.05) entre tratamentos. NS=
diferengas ndo significativas.
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Classificagdo em grupos funcionais (G.F.) das diferentes familias de fungos
micorrizicos arbusculares cujos esporos foram amostrados em solos (0 a 10 cm) de
uma area de cerrado tipico, no Experimento de fertilizagdo de longa duragdo.
Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF. Ref= referéncias usadas na classificacdo, *=
classificagdo feita neste estudo, baseado na classificagdo taxondmica anterior.

Numero de esporos da comunidade micorrizica recuperados de 50 g de solo (O a 10
c¢m), nos diferentes tratamentos. Esporos pequenos: retidos na peneira de 53 um
(a, b) e esporos grandes: na peneira de 250 um (c, d). Esporos da comunidade (a,
c) e dos individuos (b, d). Area de cerrado tipico, no Experimento de longa duracdo,
na Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF. Dados submetidos a 5.000 permutagGes.
Barras= Intervalo de Confianga a 95% calculados com base nas permutacgdes. Barras
gue ndo se sobrepdem significam que ha mais de 95% de chance de as médias
serem diferentes.

Correlagdo de Spearman (R) entre nimero de esporos (retidos nas peneiras de 53
e 250 um) em 50 g de solo coletados (0 a 10 cm) na zona de raiz (Tipo= individuo)
e fora dela (Tipo= bulk) e variaveis ambientais. Estdo apresentadas apenas as
correlages significativas (a=0.05). Variaveis de solo: V= indice de saturagdo por
bases, SB= Soma de bases, Ca= Ca disponivel, t= Capacidade de troca cationica
efetiva, Mg= Mg disponivel, m= indice de saturagdo por aluminio, MO= Matéria
organica, P= P disponivel, S= S disponivel, K= K disponivel, pH(CaCl,)= acidez
potencial, pH(H20)= acidez real. Varidveis relacionadas ao levantamento da
vegetacdo herbaceo-arbustiva em 2015: Pielou= Equitabilidade de Pielou,
Poaceae C4= cobertura linear (em cm) de Poaceae C4, C4 exética= Poaceae C4
exotica, C4 nativa= Poaceae C4 nativa, Poaceae C3= cobertura linear (em cm) de
Poaceae C3, Razdo C3:C4= razdo entre as coberturas lineares de ambos os tipos
fotossintéticos. Em area de cerrado tipico, no Experimento de longa duragdo, na
Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF.

Correlagdo (de Spearman) entre nimero de esporos extraidos em 50g de solo (0 a
10 ¢cm) e quantidade de esporos recuperados nas aliquotas usadas para a
montagem das laminas de microscopia, nos diferentes tratamentos. Em area de
cerrado tipico, no Experimento de longa duragdo instalado na Reserva Ecolégica do
IBGE, Brasilia, DF.

Numero de esporos recuperados da aliquota de 2mL, extraidos de 50g de solo (0 a
10 cm), por familia. a) soma de esporos por familia em cada tratamento. b) Soma
de esporos em cada parcela. Area de cerrado tipico, no Experimento de longa
duragdo, na Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF.

Abundancia relativa (%) de esporos recuperados da aliquota de 2mL, extraidos de
50g de solo (0 a 10 cm), por familia. a) Abundancia relativa de esporos por familia
em cada tratamento. b) Abundancia relativa de esporos em cada parcela. Area de
cerrado tipico, no Experimento de longa duragdo, na Reserva Ecoldgica do IBGE,
Brasilia, DF.

Numero de esporos recuperados da aliquota de 2mlL, extraidos de 50g de solo (0 a
10 cm), por familia. a) soma de esporos por grupo funcional em cada tratamento.
b) Soma de esporos em cada parcela. Area de cerrado tipico, no Experimento de
longa duracdo, na Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF.

Abundancia relativa (%) de esporos recuperados da aliquota de 2mL, extraidos de
50g de solo (0 a 10 cm), por familia. a) Abundancia relativa de esporos por grupo
funcional em cada tratamento. b) Abundancia relativa de esporos em cada parcela.
Area de cerrado tipico, no Experimento de longa duracdo, na Reserva Ecoldgica do
IBGE, Brasilia, DF.

Ordenagdo NMDS (distancia de Bray-Curtis) dos esporos das familias de
Glomeromycota extraidos do solo (0 a 10 cm) e recuperados nas aliquotas de 2mL
nos diferentes tratamentos e resultados da PerMANOVA (com distancia de Bray-
Curtis). Area de cerrado tipico, no Experimento de longa dura¢do, na Reserva
Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF. SS= Sum of Squares. Setas= relagcdo da comunidade
micorrizica em cada parcela com as diferentes varidveis ambientais (solo e
vegetac¢do). Mostradas apenas aquelas com RZ > 10%,; coeficientes de correlagdo
calculados por meio de regressao linear e 5 mil permutagoes.
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Figura 4.9.

Tabela 4.3.

Tabela 4.4.

Tabela 4.5.

Figura 4.10.

Ordenagdo NMDS (distancia de Bray-Curtis) dos esporos dos grupos funcionais de
Glomeromycota extraidos do solo (0 a 10 cm) e recuperados nas aliquotas de 2mL
nos diferentes tratamentos e resultados da PerMANOVA (com distancia de Bray-
Curtis). Area de cerrado tipico, no Experimento de longa dura¢do, na Reserva
Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF. SS= Sum of Squares. Setas= relagdo da comunidade
micorrizica em cada parcela com as diferentes varidveis ambientais (solo e
vegetacdo). Mostradas apenas aquelas com R2 > 10%; coeficientes de correlagdo
calculados por meio de regressdo linear e 5 mil permutagdes.

Correlagdo de Spearman (R) entre nimero de esporos das diferentes familias e
Grupos Funcionais de micorrizas e varidveis ambientais. Estdo apresentadas apenas
as correlagdes significativas (a=0.05). Variaveis de solo: V=indice de saturagdo por
bases, SB= Soma de bases, Ca= Ca disponivel, t= Capacidade de troca catiénica
efetiva, Mg= Mg disponivel, m= indice de saturagdo por aluminio, MO= Matéria
organica, P= P disponivel, S= S disponivel, K= K disponivel, pH(CaCl,)= acidez
potencial, pH(H,0)= acidez real, H+Al= acidez potencial, Al= Aluminio trocével.
Varidveis relacionadas ao levantamento da vegetacdo herbaceo-arbustiva em
2015: Pielou= Equitabilidade de Pielou, DivShan= indice de diversidade Shannon,
Poaceae C4= cobertura linear (em cm) de Poaceae C4, C4 exética= Poaceae C4
exotica, C4 nativa= Poaceae C4 nativa, Poaceae C3= cobertura linear (em cm) de
Poaceae C3, Razdo C3:C4= razdo entre as coberturas lineares de ambos os tipos
fotossintéticos, Poaceae 2015= Soma da cobertura linear (em cm) de todas as
espécies de Poaceae. Em area de cerrado tipico, no Experimento de longa duragao,
na Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF.

Densidade de esporos por grama de solo encontrados em diferentes estudos em
areas do bioma Cerrado, em diversas fitofisionomias, em solo de areas naturais.
Vegetagdo= tipo de vegetagdo informado pelos autores (ainda que ndo seja uma
fitofisionomia formalmente reconhecida); Prof.= Profundidade de coleta dos
esporos, Eporos.g= Densidade de esporos por grama de solo amostrado, Area=
nome dados pelos autores do trabalho para as areas de amostragem (no caso deste
trabalho, cada um dos tratamentos), Tipo= Para este estudo, se os solos vieram da
area de zona de raiz (“individuo”) ou do Bulk Soil. Ref= Referéncia do trabalho.
Numero entre parénteses= Desvio Padrdo do nimero de esporos no tratamento.

Abundancia relativa média (Ab.Rel.Med) de esporos das oito familias de
Glomeromycota amostradas nos solos (0 a 10 cm) dos diferentes tratamentos. Area
de cerrado tipico, no Experimento de longa duragdo, na Reserva Ecolégica o IBGE,
Brasilia, DF. SD= desvio padrdo (SD=0: valor menor que 0.01). n= nimero de
parcelas em que a familia foi amostrada (maximo de quatro por tratamento).

Razdo entre numero de esporos de Acaulosporaceae e Glomeraceae recuperados
da aliquota de 2mL, extraidos de 50g de solo (0 a 10 cm). Area de cerrado tipico no
Experimento de longa duragdo, na Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF. Valores
menores que 1 indicam predominancia de Glomeraceae. Dados submetidos a 5.000
permutagdes. Barras= Intervalo de Confianga a 95% calculados com base nas
permutagdes. Barras que ndo se sobrepdem significam que hd mais de 95% de
chance de as médias serem diferentes.
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Tabela 4.6. Métricas da comunidade herbaceo-arbustiva e caracteristicas dos solos (0 a 10 cm)

em cada tratamento. Em drea de cerrado tipico, nos Experimento de longa duragdo,
nas Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF. Apresentadas as médias e em itdlico os
desvio padrdes. Varidveis de solo: V= indice de saturagdo por bases, SB= Soma de
bases, Ca= Ca disponivel, t= Capacidade de troca cationica efetiva, Mg= Mg
disponivel, m= indice de saturagdo por aluminio, MO= Matéria organica, P= P
disponivel, S= S disponivel, K= K disponivel, pH(CaCl,)= acidez potencial, pH(H,0)=
acidez real, H+Al= acidez potencial, Al= Aluminio trocavel. Variaveis relacionadas
ao levantamento da vegetacdo herbaceo-arbustiva em 2015: Pielou=
Equitabilidade de Pielou, DivShan= indice de diversidade Shannon, Poaceae C4=
cobertura linear (em cm) de Poaceae C4, C4 exética= Poaceae C4 exotica, C4
nativa= Poaceae C4 nativa, Poaceae C3= cobertura linear (em cm) de Poaceae C3,
Razao C3:C4=razdo entre as coberturas lineares de ambos os tipos, Poaceae 2015=
Soma da cobertura linear (em cm) de todas as espécies de Poaceae.
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Abstract

In the main part of the tropical region the soils are poor, with low availability or low levels of
nutrients. Even so, the region is known for its high biodiversity, of different groups of organisms,
including plants. Savannas account for 15% of the area of the tropical region and in South
America the largest of these is the Cerrado. Like other tropical regions, the biome presents a
high diversity and occurs predominantly on poor soils and among its characteristics, we can
mention the acidic soils with high availability of toxic elements, such as Al and the seasonality of
the biome, which goes through a dry season of approximately 5 months, in which there is a high
water stress. In general, the biome presents a highly conservative cycling of nutrients, such as
phosphorus (P) and nitrogen (N). The biome also presents a high dependence on pollinators on
the part of plants and symbioses that facilitate the acquisition of limiting nutrients, such as those
with fixing bacteria and nitrogen and those with arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), particularly
useful for the acquisition of phosphorus (P), are very common. Knowing the importance of the
availability of nutrients for ecological processes and even the composition of natural areas and
the limiting characteristics of cerrado soils, a fertilization experiment was installed in the
Ecological Reserve of IBGE, Brasilia, DF. It consisted of 20 plots of 15 x 15 m that received
biannual addition of different nutrients: 1) N treatment: addition of 100 kg/ha annually of
ammonium sulfate ((NH4)2S04); 2) P treatment: addition of 100 kg/ha annually of simple
superphosphate 20% - Ca(H2P04)2 + CaS04.2H20; 3) N+P treatment: addition of ammonium
sulfate and simple superphosphate 20%; 4) Ca treatment: addition of 4 t/ha per year, in the form
of 60% dolomitic limestone (CaO+MgO) + 40% agricultural plaster (CaSO4.2H20); and 5) Control:
without addition of nutrients. These additions were made from 1998 to 2006 in the dry
transition rain and dry rain and the nutrients were added to the haul on the serapillera. During
this time, effects on vegetation composition and structure, biological invasion, changes in tree
species growth and soil bacterial community and even ecological processes such as nutrient
resorption before foliar senescence and rates of decomposition were documented. Thus,
considering the adaptations of vegetation to the conditions of low nutrient availability (such as
conservative cycling) and the importance of interactions above (e.g. pollinators) and below (e.g.
FMA) the soil, the present study sought to assess whether 1) after 3 and 9 years without new
nutrient additions, in 2009 and 2015 respectively, the herbaceous and bushy vegetation of the
areas still remained altered and whether the changes were also maintained in leaf nutrient levels
of common species. If 2) after 10 years without new additions (in 2016) and taking into account
the changes in nutrient availability would have an effect on the investment in reproduction (i.e.
production of flowers) of plant species and on the number of floral visitors each received taking
into account the seasonality of the biome and if 3) after 11 years without new additions of
nutrients, the changes in nutrient availability and the plant community would still have an effect
on the FMA community, which is important for the acquisition of nutrients but can also
represent a high carbon drain for the plants. After 3 and 9 years (in 2009 and 2015) without new
additions of nutrients, the herbaceous and bushy vegetation remained different from the
Control plots, particularly in the Ca, P and NP treatments, in which the invasion by the exotic C4
graminis minutiflora P.Beauv occurred. (fat grass). In the plots that suffered liming (Ca
treatment), unlike NP and P, it is possible to identify different waves of invasion, in which the
native C4 exotic initially (in 2009) replaced the native Echinolaena inflexa C3 (Poir.) Chase and
were replaced (in 2015) by fat grass. The leaf nutrient levels continued to be altered in relation
to the Control plots, particularly in the Ca treatment, in all species, although there was a great
interspecific variability (reflecting the great diversity of biome adaptations found in the biome).
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The production of flowers per m? showed a decrease in the Ca treatment, with no differences in
the other treatments and in relation to seasonality, it was higher in the dry rainfall transition.
The number of visitors per flower observed was lower in the Ca treatment, also without
differences in relation to the Control in the other treatments and in relation to seasonality,
which was higher in the rainy season. Hymenoptera and Diptera were the main orders of floral
visitors, in that order. In relation to the interactions below ground with the FMA, it is possible to
verify changes in all treatments in relation to the Control, but mainly in Ca and NP, with changes
both in the total spores produced by the community and in the identity of the families and
functional groups of the FMA present. Both the total number of spores and the number per
family and functional group showed a significant correlation with soil and vegetation
characteristics of the different treatments. As general conclusions of the study, it is possible to
verify that even after years (from 9 to 11) without new additions of nutrients, several community
parameters continue to change, from vegetation to interactions between vegetation and other
organisms. The changes are particularly evident in the Ca. This treatment alters the pH of the
soil, which is a controlling factor for several soil characteristics (besides the alteration of the pH
itself), such as the availability of toxic and macro elements and micronutrients, and probably
contributed to the invasion of the exotic C4; both factors (pH and biological invasion) probably
acted synergistically for the effects found. In the NP and P treatments, changes were more
strongly related to biological invasion, without such marked changes in soil pH. Finally,
treatment N was the one that led to the smallest changes among all, although there was the
only C3 species in the area that was strongly benefited in the first sample period (in 2009) and
maintained a higher abundance even after 9 years without new additions of nutrients (in 2015).

Keywords: Biological invasion, Savanna, Poaceae, flower production, Arbuscular mycorrhizal
fungi, Glomeromycota, eutrophication
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Resumo geral

Na maior parte da regido tropical os solos sdo pobres, com baixa disponibilidade ou baixos
teores de nutrientes. Ainda assim, a regido é conhecida por uma elevada biodiversidade, de
diferentes grupos de organismos, entre elas plantas. As savanas correspondem a 15% da area
da regido tropical e na América do Sul a maior delas é o Cerrado. Assim como outras regides
tropicais, o bioma apresenta uma elevada diversidade e ocorre predominantemente sobre solos
pobres e entre suas caracteristicas, podemos citar os solos acidos e com elevada disponibilidade
de elementos tdxicos, como Al e a sazonalidade do bioma, que passa por uma época seca, de
aproximadamente 5 meses, em que ha um elevado estresse hidrico. De forma geral, o bioma
apresenta uma ciclagem altamente conservativa de nutrientes, como fdsforo (P) e nitrogénio
(N). O bioma apresenta ainda uma elevada dependéncia de polinizadores por parte das plantas
e as simbioses que facilitam a aquisicdo de nutrientes limitantes, como as com bactérias
fixadoras e nitrogénio e as com fungos micorrizicos arbusculares (FMA), particularmente Uteis
para a aquisi¢cdo de fésforo (P), sdo muito comuns. Sabendo da importancia da disponibilidade
de nutrientes para processos ecoldgicos e até composicdo de dreas naturais e das caracteristicas
limitantes dos solos de cerrado, um experimento de fertilizacdo foi instalado na Reserva
Ecolégica do IBGE, Brasilia, DF. Ele consistiu de 20 parcelas de 15 x 15 m que receberam adicao
bianual de diferentes nutrientes: 1) Tratamento N: adi¢cdo de 100 kg/ha anuais de sulfato de
amonio ((NH4)2S04); 2) Tratamento P: adigdo 100 kg/ha anuais de superfosfato simples 20% -
Ca(H,P0O4); + CaS04.2H,0; 3) Tratamento N+P: adicdo de sulfato de amoénio e superfosfato
simples 20%; 4) Tratamento Ca: adicdo de 4 t/ha ao ano, na forma de 60% de calcario dolomitico
(Ca0+MgO0) + 40% de gesso agricola (CaS04.2H,0); e 5) Controle: sem adigdo de nutrientes. Essas
adicGes foram feitas de 1998 a 2006 na transicdo seca chuva e chuva seca e os nutrientes foram
adicionados a lango sobre a serapilheira. Durante esse tempo, foram documentados efeitos na
composicdo e estrutura da vegetacdo, invasdo bioldgica, alteragdes no crescimento de espécies
arbdreas e na comunidade de bactérias do solo e até mesmo em processos ecolégicos, como
resorpgao de nutrientes antes da senescéncia foliar e taxas de decomposi¢do. Assim, tendo em
vista as adapta¢Oes da vegetacdo para as condi¢Ges de baixa disponibilidade de nutrientes
(como a ciclagem conservativa) e a importancia das intera¢Oes acima (e.g. polinizadores) e
abaixo (e.g. FMA) do solo, o presente trabalho buscou avaliar se 1) apds 3 anos e 9 anos sem
novas adi¢cOes de nutrientes, em 2009 e 2015 respectivamente, a vegetacao herbaceo—-arbustiva
das areas ainda permanecia alterada e se as alteracées se mantinham também nos teores de
nutrientes foliares de espécies comuns. Se 2) apds 10 anos sem novas adices (em 2016) e
levando em conta as alteragbes na disponibilidade de nutrientes teriam efeito no investimento
em reproducdo (i.e. producdo de flores) de espécies vegetais e no numero de visitantes florais
que cada uma recebia levando em conta a sazonalidade do bioma e se 3) apds 11 anos sem
novas adi¢des de nutrientes, as alteracdes na disponibilidade de nutrientes e na comunidade
vegetal ainda teriam efeito sobre a comunidade de FMA, que é importante para a aquisicao de
nutrientes mas também pode representar um elevado dreno de carbono para as plantas. Apds
3 e 9 anos (em 2009 e 2015) sem novas adi¢cdes de nutrientes, a vegetacdo herbaceo-arbustiva
continuou diferente em relagdo as parcelas Controle, particularmente nos tratamentos Ca, P e
NP, em que ocorreu a invasao pela graminea C4 exética Melinis minutiflora P.Beauv. (capim
gordura). Nas parcelas que sofreram calagem (tratamento Ca), ao contrario de NP e P, é possivel
identificar diferentes ondas de invasdo, em que as nativas C4 exéticas inicialmente (em 2009)
substituiram a C3 nativa Echinolaena inflexa (Poir.) Chase e foram substituidas (em 2015) pelo
capim gordura. Os teores de nutrientes foliares continuaram alterados em relagdo as parcelas



120
121
122
123
124
125
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

Controle, particularmente no tratamento Ca, em todas as espécies, apesar de haver uma grande
variabilidade interespecifica (refletindo a grande diversidade de adaptagdes bioma encontrada
no bioma). A producdo de flores por m? mostrou diminui¢do no tratamento Ca, sem que
houvesse diferencas nos outros tratamentos e em relagao a sazonalidade, foi maior na transicao
seca chuva. O numero de visitantes por flor observada foi menor no tratamento Ca, também
sem diferencas em relacdao ao Controle nos outros tratamentos e em relagao a sazonalidade,
maior na época da chuva. Hymenoptera e Diptera foram as principais ordens de visitantes
florais, nesta ordem. Em relagdo as interacdes abaixo do solo, com os FMA, é possivel verificar
alteracdes em todos os tratamentos em relacdao ao Controle, mas principalmente em Ca e NP,
com alteragdes tanto no total de esporos produzidos pela comunidade quanto na identidade
das familias e grupos funcionais dos FMA presentes. Tanto o numero total de esporos quanto o
numero por familia e grupo funcional apresentaram correlacdo significativa com caracteristicas
do solo e da vegetacdo dos diferentes tratamentos. Como conclusdes gerais do trabalho, é
possivel verificar que mesmo apds anos (de 9 a 11) sem novas adi¢des de nutrientes, diversos
parametros das comunidades continuam alterados, desde a vegetacdo as interagdes entre
vegetacdo e outros organismos. As alteragdes sdo particularmente evidentes nas parcelas Ca.
Este tratamento altera o pH do solo, que é fator controlador de diversas caracteristicas edaficas
(além da prépria alteragdo do pH por si s6), como disponibilidade de elementos toxicos e macro
e micronutrientes e provavelmente contribuiu para a invasao das exdticas C4; ambos os fatores
(pH e invasdo bioldgica) provavelmente atuaram de forma sinergistica para os efeitos
encontrados. Nos tratamentos NP e P as altera¢des estiveram mais fortemente relacionados a
invasdo bioldgica, sem que houvesse alteragdes tdo marcantes no pH do solo. Por fim, o
tratamento N foi o que acarretou nas menores alteracdes dentre todos, ainda que tenha havido
a Unica espécie C3 da area tenha sido fortemente beneficiada ainda no primeiro periodo
amostral (em 2009) e tenha mantido uma maior abundancia mesmo apds 9 anos sem novas
adicOes de nutrientes (em 2015).

Palavras—chave: Invas3do bioldgica, Savana, Poaceae, produgao de flores, fungos micorrizicos
arbusculares, Glomeromycota, eutrofizacao
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Capitulo 1: Introdugdo geral

Um importante passo para a conservagao é o reconhecimento e categorizagao dos tipos
de ecossistemas presentes em uma regido, uma vez que além de caracteristicas como
composicao de espécies, o proprio funcionamento dos mesmos pode variar, apresentando
diferengas na precipitacdao, na sazonalidade e em outras caracteristicas (Olson et al. 2001; Olson
and Dinerstein 2002). Com isso em mente, autores tem tentado dividir o mundo ou paises em
regibes, levando em conta diferentes caracteristicas bidticas e abidticas (Bailey 1983; Olson and
Dinerstein 2002; Sayre et al. 2014; Dinerstein et al. 2017). Entre as divisdes comumente feitas,
podem ser citadas as ecoregides e biomas. Biomas em geral sdo mais extensos que ecoregides
(mas por vezes ambos tem fronteiras que se sobrepde por grandes extensdes), mas para ambos
os tipos de classificacdo, a vegetacdo presente na area é normalmente usado com uma de suas
bases (Olson et al. 2001; Archibold 2012). Muitos fatores ajudam a determinar a distribuicdo dos
tipos vegetacionais ao redor do mundo (tanto biomas quanto ecoregides); entre eles, estdo o
clima em escalas mais largas, caracteristicas edaficas e disturbios (o regime e o tipo), como fogo,

em escalas menores (Bond 2010; Veenendaal et al. 2014; Langan et al. 2017).

A faixa tropical / subtropical abriga a maior biodiversidade mundial. Os motivos para
isso ainda sdo debatidos e muitos fatores que contribuem para tal diversidade ja foram
identificados, como sua area, tempo em que apresentou clima estdvel (e.g., tempo sem sofrer
glaciacdo) e disponibilidade de energia / produtividade (Gaston 2000; Kreft and Jetz 2007).
Savanas estdo entre os biomas mais representativos da regido tropical, compreendendo por
volta de 15% de sua area (Olson et al. 2001; Dinerstein et al. 2017). Este é um tipo vegetacional
tropical, caracterizado por um dossel aberto, que permite a passagem de altos niveis de
luminosidade e a manutencdo de uma camada herbaceo-arbustiva proeminente e esta
comumente associado ao fogo (Ribeiro and Walter 2008; Archibold 2012). A América do Sul
contém a savana mais rica do mundo, conhecida como Cerrado, que é composta por um mosaico
de tipos vegetacionais (ou fitofisionomias), das campestres as florestais (Ribeiro and Walter
2008). Muitos trabalhos exploram a importancia da marcada sazonalidade e caracteristicas
edaficas para o aparecimento, distribuicio e manutencdo destas fitofisionomias (Haridasan

1994; Haridasan 2000; Marimon-Junior and Haridasan 2005; Neri et al. 2012; Pellegrini 2016).

Nutrientes, biodiversidade e ameagas ao Cerrado
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Ao redor do mundo, os solos comumente apresentam baixos teores (ou disponibilidade)
de elementos essenciais para as plantas (e.g. nitrogénio — N — e fésforo — P) (Elser et al. 2007;
Harpole et al. 2011), particularmente em locais fortemente intemperizados, como é comumente
o caso dos trépicos (Augusto et al. 2017). Em relagdo ao Cerrado, a maior parte de sua area
(Reatto et al. 2008), ocorre sobre solos, com baixos teores, ou baixa disponibilidade de muitos
elementos, com N, P, potdssio (K) e cdlcio (Ca) (Bustamante et al. 2006; Kozovits et al. 2007
Vourlitis et al. 2014; Pellegrini 2016). Como reflexo dessas caracteristicas, é possivel identificar
uma série de adaptacbes na vegetacdo, como folhas grossas (alto investimento em estrutura,
para proteger do sol e herbivoros, por exemplo) e uma elevada capacidade de resorpg¢do de
nutrientes antes da senescéncia foliar (Franco 2005; Franco et al. 2005; Bustamante et al. 2006;
Vourlitis et al. 2014), que contribuem para uma elevada capacidade de ciclagem interna dos

nutrientes na auséncia de fogo no bioma como um todo.

A diversidade do Cerrado também pode ser verificada no aspecto nutricional das
plantas. Por exemplo, para lidar com os altos teores de Aluminio (Al) em grande parte dos solos
do Cerrado, algumas espécies sdo capazes de acumular esse elemento em seus tecidos (Silva et
al. 2008; Rascio and Navari-lzzo 2011). J4 como uma forma de facilitar a aquisi¢do de nutrientes
com baixa disponibilidade (ou escassos), simbioses também sdo comuns. Dentre elas, as
principais sdo as com: 1) bactérias fixadoras de nitrogénio (Sprent et al. 1996; Bustamante et al.
2004); nela, bactérias (nos trdpicos, principalmente rizdbios) infectam raizes de espécies de
Leguminosae (até onde se sabe, no Cerrado, apenas plantas dessa familia sdo suscetiveis). Nessa
associacao, a hospedeira supre as bactérias com fotossintatos (suprimento de carbono) e a
bactéria fixa N, da atmosfera, tornando-o disponivel para o vegetal como amoénia (NHs*) (Sprent
2009). 2) micorrizas arbusculares, em que as plantas se associam com os chamados fungos
micorrizicos arbusculares (ou FMA) do filo Glomeromycota, um grupo de organismos biotroficos
obrigatérios amplamente distribuido pelo mundo (Smith and Read 2008). Nestas, o hospedeiro
também prové ao organismo simbionte fotossintatos e o fungo, por sua vez, assimila e transfere
para o hospedeiro nutrientes pouco disponiveis ou dificeis de se obter, como P; essa simbiose,
porém, ainda pode trazer diversos outros beneficios as plantas, que vao desde a melhoria na
resisténcia ao estresse hidrico até prote¢do contra patégenos (Smith and Read 2008; Cardoso
et al. 2010; Cameron et al. 2013; Soka and Ritchie 2014). A maior parte das plantas terrestres
sdo capazes de associar com tais organismos (Wang and Qiu 2006) e é interessante notar a
riqueza desse grupo no Cerrado: 60% de todas as espécies descritas ocorrem no bioma, fazendo

com que esse seja um centro de diversidade de FMA (Jobim et al. 2016).
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A alta diversidade ndo esta restrita aos FMA: a baixa disponibilidade de nutrientes de
forma alguma impede que esse bioma seja extremamente diverso. Ele conta com
aproximadamente 12.400 espécies de plantas com flores (Angiospermas), das quais mais de 30%
sdo endémicas (Flora do Brasil 2016). Mesmo com enorme biodiversidade, porém, o Cerrado
nao recebe a devida atencdo por parte de politicos e do publico leigo em geral (Lahsen et al.
2016; Strassburg et al. 2017). Por causa dos elevados niveis de endemismo e da grande ameaca
a que estd submetido, inclusive, o Bioma é estd listado desde 2000 como um dos hotspots de
biodiversidade brasileiros (Myers et al. 2000). Entre as principais ameacas ao bioma, podemos
citar o desmatamento (Klink and Machado 2005; Sano et al. 2010); apesar de originalmente
ocupar aproximadamente 22% do territorio nacional (Motta et al. 2002; Oliveira-Filho and
Ratter 2002), hoje cerca de metade de sua area ja foi de alguma forma alterada (ndo
necessariamente desmatada: areas com alguma alteracdo em seu tipo de uso), com
aproximadamente 40% sendo usada para agricultura (Projeto MapBiomas 2018). Entretanto,
além da ameaca direta da agricultura devido ao desmatamento, ainda ha ameacas indiretas por
causa das praticas agricolas usadas. As caracteristicas de seus solos, brevemente discutidas,
fazem com que praticas como a calagem e a adicdo de nutrientes (através de fertilizacdo
inorgdnica ou ndo) sejam necessarias (Haridasan 1994; Fageria and Baligar 2008). Por causa
disso, o bioma também estd sujeito a um aumento na disponibilidade de nutrientes em seus

ecossistemas e aos danos associados ao mesmo (Phoenix et al. 2006).

Ciclos biogeoquimicos, humanidade e degradagdo ambiental

Aumentos nos teores de nutrientes em dareas naturais (que serdo convertidas) e em
areas agricolas vem se intensificando principalmente depois da década de 50, na chamada
"Grande Aceleracdo” (Steffen et al. 2015). Esse aumento ocorre principalmente através do uso
de fertilizantes, indispensdveis para alcancar producdes adequadas para suprir as demandas da
populacdo (Erisman et al. 2008): atualmente, por volta de 50% da popula¢do mundial depende

de fertilizantes (principalmente N e P) para sua nutricdo (Galloway et al. 2008).

Uma vez que sdo comumente limitantes em diversas regides (Elser et al. 2007; Augusto
et al. 2017) e macronutrientes (ou seja, elementos necessarios em grandes quantidades, ver
Aerts and Chapin Il 2000; Marschner 2011) para as plantas, existe o potencial para que
aumentos na disponibilidade de N e P causem profundos impactos no funcionamento em
ecossistemas em que se acumulem. Reconhecendo a importancia dos elementos, sua ciclagem
e interacdo com a biota (biogeoquimica) e os grandes impactos que a humanidade vem

causando sobre esses processos, os ciclos de alguns nutrientes (apenas N e P por enquanto)
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foram considerados entre o que foi chamado de "Barreiras Planetarias" (Rockstrom et al. 2009),
gue sdo processos cujos impactos causados pela humanidade devem ficar dentro de certos
limites calculados para que ndo sejam causadas "alterages climaticas inaceitaveis" (palavras
dos autores). Muitos estudos mostram os impactos pervasivos que aumentos na disponibilidade
de N podem causar a biota (por exemplo, através de gases toxicos, acidificacdo do solo, ver
Stevens et al. 2004; Maskell et al. 2010). Esse elemento também pode contribuir para alterar
parametros da comunidade vegetal de dreas naturais, tendo potencial para facilitar a invasdo
bioldgica e perda de diversidade local (Clark and Tilman 2008; Isbell et al. 2013), dentre outros
efeitos. Para o P, outro elemento limitante e extensivamente estudado, também ha diversos
impactos reportados, como alteragbes na estrutura da vegetacdo e facilitacdo da invasdo
bioldgica, como mostrado em uma area de cerrado tipico (savana) no Brasil (Jacobson et al.
2011; Bustamante et al. 2012). Além dos efeitos de cada elemento separadamente, eles podem
atuar de forma sinergistica, algumas vezes causando impacto ainda maiores do que o de cada
um em separado (Elser et al. 2007). Por exemplo, a fixacdo biolégica de nitrogénio pode ser
limitada por uma disponibilidade insuficiente de P (Vitousek and Howarth 1991; Batterman et
al. 2013), mas ao mesmo tempo a disponibilizacdo deste nutriente pode ser limitada por uma
quantidade insuficiente de N, que é necessario para a producdo de enzimas solubilizadoras de P
(fosfatases) (Treseder and Vitousek 2001; Deng et al. 2017; Miao et al. 2019). Nesse caso,
aumentos nas disponibilidades de ambos ao mesmo tempo podem acabar a limitagdo e resultar
em um efeito maior do que o de cada um em separado, porém ha grande variagdo nas respostas
entre diferentes grupos de organismos (e.g. microrganismos vs. plantas) e até mesmo entre
grupos funcionais diferentes (e.g. microrganismos fixadores vs. ndo fixadores) (Camenzind et al.

2018).

Além de N e P, usados como fertilizantes, a calagem é outra pratica muitas vezes
necessaria para a agricultura. Ela é particularmente importante em solos tropicais, que sao
normalmente acidos e com pouca Capacidade de Troca Cati6nica (CTC); sem a calagem, o P
adicionado ao solo pode se tornar rapidamente indisponivel as plantas por causa de uma forte
adsorcdo (Andrade 2004; Fageria and Baligar 2008), comum nos solos do bioma. A calagem
aumenta o pH do solo e conforme isso acontece, a disponibilidade de metais como Al diminui.
Com isso, a capacidade de o solo adsorver P também diminui, o que aumenta a sua
disponibilidade para as plantas (Haynes 1982; Fageria and Baligar 2008). Além de seus efeitos
no pH do solo, a calagem muitas vezes envolve calcio (Ca), que é outro macronutriente para as
plantas, tendo importante papel em processos bioquimicos (como mensageiros e na

permeabilidade de membranas, por exemplo) e auxiliando no suporte de tecidos vegetais
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(Lawrence et al. 1995). A importancia desse elemento é tal que sua falta esta entre os fatores
gue parecem contribuir para a existéncia de vegetacGes savanicas em areas em que a
disponibilidade de N e P parecem suficientes para sustentar vegetacdes florestais (Bigelow and
Canham 2007; Silva et al. 2008; Baribault et al. 2012). Alguns autores afirmam que diminuicdo
nos niveis de Ca podem danificar severamente ambientes naturais (Schaberg et al. 2001).
Porém, apesar de seu elevado potencial para afetar processos ecossistémicos, os efeitos da
calagem ainda sao pouco conhecidos quando comparados aos de N e P e serdo mencionados

daqui para a frente apenas quando informacdes relevantes foram encontradas na literatura.

Os efeitos de aumentos na disponibilidade de nutrientes (ou seja, a remoc¢do da
limitagdo nutricional de areas naturais) sobre as plantas sdo comumente estudadas (Phoenix et
al. 2006; Bobbink et al. 2010), mas os efeitos dessas alteragdes sobre as interagdes entre plantas
e outros organismos, como polinizadores e FMA, sdo muito menos conhecidos, apesar de ambos

serem fundamentais para o funcionamento de ecossistemas terrestres.

InteragOes acima e abaixo do solo: polinizadores e micorrizas

A interacdo entre plantas e polinizadores é crucial para a manutencdo de populacdes
vegetais, uma vez que cerca de 85% das espécies de Angiospermas dependem de animais para
a polinizacdo (Ollerton et al. 2011). Porém, ao mesmo tempo, as popula¢des de polinizadores
tem sofrido declinio em diversos locais do mundo por causa de disturbios antropogénicos, como
perda de vegetacdo / desmatamento, uso de defensivos agricolas e as préprias mudancas
climaticas (Biesmeijer et al. 2006; Garibaldi et al. 2011; Carvalheiro et al. 2013; Pyke et al. 2016).
Por outro lado, as interacGes abaixo do solo, com os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sdo
fundamentais para que as plantas tenham uma nutricdo adequada, afetando positivamente
também sua tolerancia ao estresse hidrico, resisténcia a patégenos e até mesmo a producdo de

flores (Lekberg and Koide 2005; Treseder 2013; Mensah et al. 2015).

Algumas das formas pelas quais aumentos na disponibilidade de nutrientes podem
impactar as interaces mencionadas sdo: 1) ao afetar tanto o crescimento / biomassa quanto as
populagdes vegetais, o excesso de nutrientes pode acabar por alterar a quantidade de flores
produzidas (Heide and Sgnsteby 2012; Westerband and Horvitz 2015), uma vez que esta
fenofase requer uma grande quantidade de nutrientes (ver Glsewell 2004; Kerkhoff et al. 2006,
por exemplo). 2) Mesmo a quantidade e qualidade dos recursos produzidos, como pdlen e

néctar, podem ser afetados (ver Lau and Stephenson 1994; Zhang et al. 2013). Dessa forma,
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aumentos na disponibilidade de nutrientes podem ter efeitos quantitativos ou qualitativos

sobre os recursos oferecudos aos polinizadores.

Os FMA podem representar um dreno de carbono elevado para as plantas, de até 20%
do elemento fixado pela fotossintese (Smith & Reader 2008). Quando a disponibilidade de
nutrientes aumenta, pode acontecer de os nutrientes ficarem mais facilmente acessiveis a ponto
de o custo, em termos de carbono fixado, para a planta, ser mais alto que os beneficios e a
simbiose ser desestimulada (e.g. Treseder & Allen 2002; Johnson 2010). Além disso, tem sido
verificado que dentro do grupo dos FMA ha uma elevada diversidade funcional e grande
variabilidade tanto no custo (ou seja, maior ou menor custo de carbono) quanto nos beneficios
conferidos ao hospedeiro, com algumas espécies de FMA sendo pouco afetadas pela fertilidade
do solo, outras sendo mais efetivas para a prote¢do contra patégenos e assim por diante (e.g.
Hart & Reader 2002; Klironomos 2003; Chagnon 2013). Assim, com rela¢do aos FMA, aumentos
na disponibilidade de nutrientes pode impactar suas comunidades em termos de composicdo e
abundancia (Treseder and Allen 2002; Treseder 2004; Treseder et al. 2018), ao favorecer uma
elecdo de espécies mais adequadas para cada situacdo, por exemplo podendo haver uma
selegdo de espécies menos eficientes na aquisi¢cdo de nutrientes como P, mas que exijam uma

menor quantidade de carbono por parte da planta (Egerton-Warburton et al 2007).

Experimento de adi¢do de nutrientes

Reconhecendo a importancia da limitacdo na disponibilidade de nutrientes para a
vegetacdo do Cerrado, as variadas adaptacdes (e.g. folhas grossas; folhas deciduas), processos
(e.g. ciclagem conservativa de nutrientes) e interagdes que essa limitagdo acabou por ajudar a
moldar durante a formac¢do do bioma, um experimento de adi¢do de nutrientes foi planejado e
implementado, visando melhor compreender como a retirada da limitagdo poderia afetar um
dos principais tipos de vegeta¢do do bioma (cerrado tipico) ao longo do tempo. O experimento
esta localizado na Reserva Ecoldgica do IBGE (-15.943325 S; -47.878940 O), em Brasilia, DF. Esta
Reserva tem uma area de aproximadamente 1,3 mil hectares e esta situada no Planalto Central,
inserido no Cerrado, que é caracterizado, além do que foi mencionado, por duas estacées bem
definidas: uma seca e outra chuvosa. As parcelas do experimento estdo localizadas numa area
de cerrado tipico, que tem como caracteristica uma cobertura de dossel entre 20 e 50% e
arvores com alturas entre 3 e 6 m (Ribeiro and Walter 2008). Os solos sdo normalmente

profundos, antigos e altamente intemperizado, com altos niveis de Al e outros metais (como Fe),

10
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baixo pH e baixos teores / disponibilidade de nutrientes (Reatto et al. 2008) e relacionado a isso,
tanto na drea de estudo quanto no bioma em geral, espécies fixadoras de N (na familia
Leguminosae) e acumuladoras de Al (principalmente Vochysiaceae e Melastomataceae) sdo

componentes importantes da vegetacdo (Sprent et al. 1996; Haridasan 2000; Haridasan 2008).

O experimento teve inicio em 1998 (Simpson-Junior 2002; Jacobson et al. 2011) e
consistiu em 5 tratamentos de fertilizacdo aplicados a lanco sobre o solo / serrapilheira, em duas
épocas: no inicio e final da estagdo seca. Cada tratamento foi aplicado em 4 parcelas de 15 x
15m (20 parcelas no total, com distancia minima entre si de 10 m), sendo cada uma dividida em
9 subparcelas de 5 x 5 m (Figura 1.1). O posicionamento das parcelas e a atribuicdo de cada
tratamento foram feitos de forma aleatdria. Os tratamentos consistiram de: 1) Tratamento N:
adi¢do de 100 kg/ha anuais de sulfato de amonio ((NH4)2S04); 2) Tratamento P: adi¢cdo 100 kg/ha
anuais de superfosfato simples 20% - Ca(H,POs), + CaS04.2H,0; 3) Tratamento N+P: adi¢do de
sulfato de amonio e superfosfato simples 20%; 4) Tratamento Ca: adi¢do de 4 t/ha ao ano, na
forma de 60% de calcario dolomitico (CaO+MgO) + 40% de gesso agricola (CaS04.2H,0); e 5)
Controle: sem adicdo de nutrientes. No inicio do experimento, os solos e vegetacdo de todas as

parcelas eram semelhantes e tipicos da fitofisionomia de Cerrado tipico (Kozovits et al. 2007).

19P

10N

AAAAAAAA .. 20Ca

aNP ;| CiLid

i7n o 8NP

4P ;¢ scC

i 2N

16 NP T B - =

Figura 1.1. Desenho experimental do tratamento de fertilizagdo de longa duragdo realizado em area de Cerrado tipico,
parcelas e respectivos tratamentos: Controle (C), Nitrogénio (N), Nitrogénio + Fosforo (NP) e Fésforo (P), Reserva
Ecoldgica do IBGE. Adaptado de Simpson-Junior (2002).

Apenas sete meses apds o inicio do experimento, ja era possivel observar alteragdes nos
solos que receberam adigao de nutrientes em relagcdo aos das parcelas Controle, como os dos

tratamentos N e N+P apresentando menor pH e, como esperado, maiores pH nas parcelas

11
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Calagem (Ca). O conteldo de P aumentou nas parcelas P e N+P (Kozovits et al. 2007). Oito anos
apos o inicio do experimento, os tratamentos N e N+P continuaram a mostrar menores pH e as
parcelas P e N+P, maiores teores de P (Jacobson 2009). Além disso, os valores de potassio (K) e
Magnésio (Mg) se mostraram alterados nas parcelas Ca e sem alteracbes em N, P e N+P

(Jacobson 2009).

Como aconteceu com os solos, os efeitos sobre a vegetagdo foram muitos e comegaram
rapidamente. Entre eles, podem ser citados impactos na resor¢do de nutrientes foliares antes
da senescéncia ja em 1999 (menos de um ano apds o inicio do experimento), com a serrapilheira
no tratamento N mostrando maiores teores deste elemento e maiores teores de P no
tratamento N+P, alteragdes que por vezes alteraram o tempo de decomposicdo (Kozovits et al.
2007). Efeitos na riqueza e diversidade também foram observados em todos os estratos da
vegetacdo (i.e. herbdceo, arbustivo e arbéreo, Jacobson et al. 2011; Bustamante et al. 2012),
havendo maiores impactos nos tratamentos N+P e P, que foram fortemente invadidos pelo

capim gordura (Melinis minutiflora P. Beauv.), uma graminea exdtica.

Houve alteragdes na biomassa aérea e subterranea e na arquitetura de raizes do estrato
herbdceo-arbustivo e o capim flechinha (Echinolaena inflexa (Poir.)) mostrou um grande
aumento em sua importancia no tratamento N (Bustamante et al. 2012). Algumas espécies
arboreas comuns apresentaram alteracdes em seu crescimento: de forma geral, foi acelerado
em parcelas N+P (Simpson-Junior 2002; Bucci et al. 2006). Foram observadas altera¢des na area
foliar total e condutividade hidraulica especifica em muitas das espécies arbéreas comuns na
area, particularmente nas parcelas N (Bucci et al. 2006). Apesar de pouco estudados, foram
encontrados efeitos até mesmo em interagdes entre plantas e outros organismos, com
altera¢Oes na densidade de insetos indutores de galha nos tratamentos N e P, ainda que neste
caso as respostas tenham sido idiossincraticas: as respostas aos tratamentos foram distintas
para as duas espécies de insetos avaliadas, podendo haver queda (de 50% a 78%) ou mesmo
aumento (de 60% a 400%) na densidade de galhas no tratamento N e uma queda (de 70% a

700%) ou aumento (de 100% a 200%) na densidade no tratamento P.

Apesar dos multiplos efeitos ja observados, em diversos processos e grupos de
organismos, os efeitos da adicdo de nutrientes sobre a producdo de flores e os possiveis
impactos disso para as interagGes entre plantas e polinizadores ainda nao foram estudados na
area, assim como os possiveis impactos das alteragdes em caracteristicas do solo e vegetacao
sobre a comunidade de FMA. Além disso, partir de 2006 a adi¢do de nutrientes foi interrompida

até 2017 e ndo hd informacdes sobre a comunidade vegetal anos apds a interrupcdo; se as
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alteracOes sobre a vegetagdo progrediram e a comunidade as altera¢des se acentuaram com o
tempo ou, se com a interrupcao dos tratamentos, ela conseguiu de alguma forma comecar a se

recuperar.

Objetivos Gerais

Esse trabalho buscou avaliar 1) como alteragGes na disponibilidade de nutrientes (ou a
remocdo / diminuicdo da limitacdo nutricional, determinante ecoldgico em areas de cerrado)
em dreas naturais afetam a composicdo de comunidades vegetais, concentra¢do de nutrientes
foliares e investimento em reproducdo e se estas altera¢cdes se mantém ao longo do tempo; 2)
se hd alteragbes na producdo de flores e, caso existam, se as mesmas afetaram as taxas de
visitacdo e a composicdo da comunidade de visitantes florais e 3) se altera¢cdes na
disponibilidade de nutrientes e na vegetacao afetam as comunidades de FMA em termos de

numero de esporos e composi¢do de familias e grupos funcionais.

Hipoteses gerais

As hipédteses iniciais foram, para o capitulo 2: a) devido a ciclagem conservativa de
nutrientes observada em areas de cerrado, as comunidades do estrato herbaceo-arbustivo
continuam alteradas em relacdo ao controle, especialmente nas parcelas NP e P, em que um
nutriente altamente limitante foi adicionado e uma espécie altamente competitiva invadiu a
area. b) as alteragdes poderdo ser vistas também nos teores de nutrientes foliares de plantas
comuns, com aumentos principalmente nos que sdo reconhecidamente limitantes no Cerrado,

como P e Ca, nas parcelas NP e P (teores de P foliares) e Ca (teores de Ca foliar).

No capitulo 3: a) uma vez que as parcelas NP e P foram invadidas por uma graminea
exotica, é esperado que haja menor producdo de flores nestes tratamentos em relagdo ao
controle. Devido a menor producao de flores, é esperado que b) haja um menor nimero de

visitantes nestas mesmas parcelas em relacio ao controle.

No capitulo 4, as hipdteses foram que: a) os efeitos causados no solo e na vegetagao
continuam a afetar a comunidade de AMF, mas espera-se os efeitos sobre o solo sejam mais
fortes que o da vegetacdo e portanto que, onde os teores de P no solo aumentaram
(tratamentos NP e P), haja um menor nimero de esporos no solo e b) espera-se também que os
efeitos da fertilizacdo tenham afetado a composi¢do das comunidades micorrizicas, com familias

e grupos funcionais adaptados a situa¢des de estresse sendo beneficiados (com uma maior
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abundancia em relacdo ao controle) nos tratamentos Ca, NP e P e que os adaptados a situagdes

tipicas de cerrado (e.g. baixo pH e teores de P, altos teores de Al) mais abundantes no controle.
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Capitulo 2: Multiple medium and long-term effects of nutrient
additions and liming on the vegetation of a tropical savanna area
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Multiple short and long-term effects of nutrient additions and liming on the
vegetation of a tropical savanna area

Abstract

Although often poor and acidic, soils in tropical areas can host high plant diversity,
deeply adapted to such conditions. To better understand how soil characteristics are related to
biodiversity and various ecosystem processes, a long-term experiment was set up in 1998 in a
Brazilian savanna with characteristically poor and acidic soils, with different treatments (N, NP,
P and liming) to remove unfavorable conditions for plants. In the medium (3 years after stopping
the additions) and long (9 years after stopping) terms, several alterations were observed in the
soil, in the composition and diversity of the plants and in the leaf nutrient contents. Thi
demonstrates that the levels of nutrients in the soil have a great effect on different aspects of
the vegetation, which in turn has high capacity to maintain them in the ecosystem. One of the
main effects detected are differences between native (C3 and C4 species) and exotic (C4)

Poaceae species regarding their responses to nutrient availability over time.

Key-words: exotic grasses, Melinis minutiflora, nutrient limitation, typical cerrado, leaf
nutrient content

Introduction

Soils in natural environments often have low availability of essential nutrients for plants
(Vitousek and Howarth 1991; Harpole et al. 2011; Augusto et al. 2017). However, despite their
low fertility, many of them harbour a high level of biodiversity (Solbrig et al. 1996; Ratter et al.
2003). This diversity is associated with some characteristics, such as high efficiency in the
internal cycling of nutrients (Wright and Westoby 2003; Kozovits et al. 2007) such as long-lived
leaves and high ratios of carbon to other elements, such as nitrogen and phosphorus, and a
slower metabolism than species from other types of environments (Kobe et al. 2005; Ordofiez
et al. 2009). These traits are related to ecosystem function and aspects of nutrient cycling, as
the ratio of chemical elements in plant tissues is one of the determinants of processes such as
herbivory and decomposition (Elser et al. 2000a; Elser et al. 2000b). For example, a herbivore
that consumes leaves with a very high C:N ratio will require more mass of leaves to meet its N
demand or use other sources with an elementary ratio more suited to its needs. The same occurs

with decomposing organisms, which may have their efficiency altered according to the
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characteristics of the material consumed (Elser et al. 2000a; Boersma and Elser 2006; Manzoni

et al. 2008).

Soil characteristics might influence, directly or indirectly, the processes mentioned, from
leaf nutrient contents to decomposition. In addition, these characteristics can act as an
ecological filter for plants, sometimes playing an important role in the floristic composition of
different areas, sometimes even facilitating processes such as biological invasion (Huenneke et
al. 1990; Bustamante et al. 2012; Sardans et al. 2017) which in turn can still generate feedback
processes, preventing the areas from returning to the pre-disturbed state (Isbell et al. 2013;

D’Antonio et al. 2017).

In a significant part of the tropical zone (approximately 48% of the area) the soils have
characteristics that hinder plant growth, such as low fertility or high acidity, or both, being of
the oxisol, alfisol or ultisol types (Palm et al. 2007) but still harbor a particularly high biodiversity
(Gaston 2000; Hillebrand 2004). Within this range, the Cerrado is one of the largest plant
formations: it originally occupied around 22% of the Brazilian territory (Ribeiro and Walter 2008)
and has more than 12 thousand species of Angiosperms (Flora Do Brasil 2016). It is composed
of a mosaic of vegetational types: forests, savannas and grasslands (Ribeiro and Walter 2008),
the most common being the savannic vegetation (Oliveira-Filho and Ratter 2002). A large part
of the biome occurs on Latosols, that are strongly weathered and acidic (Motta et al. 2002;
Reatto et al. 2008), with low contents of N and P and other macronutrients, such as calcium (Ca),

and high concentrations of elements that can be toxic to plants such as aluminum (Al).

Seeking to better understand the relationships between nutrient availability and the
functioning of savannic ecosystems (from plant ecophysiology to community composition), a
long-term experiment began in 1998 in which different nutrients were added in a typical
savannah area over 8 years (from 1998 to 2006). Several effects have been documented, ranging
from changes in stomatal conductance (and hence drought resistance) to the architecture of
common plant’s roots in the area (Bustamante et al. 2004; Bucci et al. 2006). Among the changes
was the invasion by exotic species, especially the molasses grass (Melinis minutiflora P. Beauv),
an African C4 grass that has become a threat in several tropical environments (see for example

D’Antonio et al. 2001; Barger et al. 2003).

Having in mind the conservative nutrient cycling in cerrado, the objective of this study
was to evaluate the effects of past nutrient additions in the vegetation (particularly regarding

the invasive C4 species) and leaf nutrient content in commom species.
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We hypothesized that the 1) vegetation wasn’t able to return to what is found in the
control plots and that the invasive C4 species was able to maintain its abundance in NP and P
plots, the ones we hypothesize have the lowest diversity. 2) the leaf nutrient contents in
commom species, particularly of the ones that are known to be limiting in cerrado soils, such as

P, Ca and Mg are higher than in control plots particularly in the P, NP and Ca treatments.

Methods

Study Area

The study was conducted in a long-term fertilization experiment, located in the
Ecological Reserve of the Brazilian Institute of Geography and Statistics (Reserva Ecoldgica do
IBGE, Recor IBGE), located in Brasilia, DF, Brazil. -The reserve has an area of approximately 1,300
ha and is located in the Cerrado biome, characterized by a climate with two well-defined
seasons, one dry (April to September) and the other rainy (October to March) and an annual

rainfall average of around 1,500 mm.

The experiment began in 1998 (Simpson-Junior 2002; Jacobson et al. 2011) and
consisted of five fertilization treatments. Fertilizers were applied over the soil / litter in two
seasons: at the beginning and end of the dry season, without plowing or any other type of
incorporation. Each treatment was applied in 4 plots of 15 x 15 m (20 plots in total, with a
minimum distance between them of 10 m), each one divided into 9 subplots of 5 x 5m (Figure
2.1). The positioning of the plots and the assignment of each treatment were done randomly.
The treatments consisted of: 1) N treatment: addition of 100 kg/ha per year of ammonium
sulfate ((NH4)2S04); 2) P treatment: addition of 100 kg/ha per year of simple superphosphate
20% - Ca(H,PQ4); + CaS04.2H,0; 3) N+P treatment: addition of ammonium sulfate and simple
superphosphate 20%; 4) Ca treatment: addition of 4 t/ha per year, in the form of 60% dolomitic
limestone (Ca0+MgO) + 40% agricultural plaster (CaS04.2H,0); and 5) Control: without addition
of nutrients. At the beginning of the experiment, the soils and vegetation of all plots were similar

and typical of Cerrado areas (Kozovits et al. 2007).
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Figure 2.1. Sketch of the study area, a) with the 20 fertilization 15 x 15 m plots and the respective treatments added
to each one. b) Scheme showing the subdivision into nine 5 x 5 m subplots. Typical cerrado area where the long-term
fertilization experiment was installed, in the IBGE Ecological Reserve, Brasilia, DF. Adapted from Simpson-Junior
(2002).

Soil Analyses

The results of the soil analyses collected in 2007 (Jacobson 2009), from 0 to 10 cm depth,
were used for the analyses, being relative to the first sampling period (T07). In 2015, during the
dry season (in July), five soil samples were collected from 0 to 10 cm, in the four corner subplots
of each plot and in the central subplot and then composed for nutrient analysis, being relative
to the second sampling period (T15). The nutrients evaluated were: P, K, Fe Ca, Mg, Al and
organic matter (OM). The elements P, K and Fe were extracted with Mehlich 1 and the elements
Ca?*, Mg?* and Al** were extracted with 1M / L KCl solution (Teixeira et al. 2017). The total N was
determined by the MicroKjeldahl method (Teixeira et al. 2017). The analyses were performed at
the Laboratory for Analysis of Soil, Plant Tissue and Fertilizer, in Vicosa, Minas Gerais, Brazil. Soil
pH(H20) and pH(CaCl;) values were determined at the Laboratory of Ecosystems, University of

Brasilia.
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Vegetation Sampling

In 2015 (T15), herbaceous and shrub species had their linear cover (in cm) measured
using the line intercept method (Canfield 1941; Canfield 1950), in three lines of five meters each
randomly allocated in three of the nine subplots of each plot (Figure 2.1). Totaling 15 m of
sampling per plot and 60 m for each of the five treatments, following the methodology
previously used in the same area (Bustamante et al. 2012). The vegetation data sampled in 2009
(TO9) were used for the temporal comparison. The species were classified according to their
growth form (shrubs, subshrubs and herbs) and origin, whether exotic or native, following Flora
do Brasil (2016). In addition, the Poaceae were classified according to their photosynthetic

pathway (if C3 or C4).

Samples of fully expanded leaves from tree, shrub and subshrub species common in the
area were collected at various points of the crown (from the entire individual in some cases, in
herbaceous species) from at least three individuals per treatment. The chosen species were:
Croton goyazensis Mull.Arg., Myrcia torta DC., Ouratea hexasperma (A.St.-Hil.) Baill., Pavonia
rosa-campestris A.St.-Hil., Periandra mediterranea (Vell.) Taub., Rourea induta Planch., Styrax
ferrugineus Nees & Mart. and Vochysia elliptica Mart. After collection, the leaves were oven
dried at 60°C for 72 hours, ground and sent for nutrient analysis at the Laboratory for Analysis
of Soil, Plant Tissue and Fertilizer, in Vigosa. The concentrations of N, P, K, Mg, Ca and S were
obtained by the following method: the nitro-perchloric digestion was used for P, K, Mg, Ca and
S, followed by the ascorbic acid colorimetric method for P, flame photometry for K, turbidimetric
method for S and atomic absorption spectroscopy for Ca and Mg. To determine leaves’ N

content, the Kjeldahl was used.

Statistical Analyses

The results of the soil analyses for all nutrients were analysed by a Principal Component
Analysis (PCA). Before analysing, the soil variables were transformed in order to have unit
variance . After this step, the PCA was done in order to verify how the plots and treatments
behaved in the different sampling periods and whether the changes caused by the addition of
nutrients were maintained after one (in 2007) and nine (in 2015) years without new nutrient
additions. The PCA and its plot were made in RStudio Version 1.1.456 using the Vegan (Oksanen
2007) and ggplot2 packages respectivelly. With the same transformed soil variables, a
PerMANOVA was for both sampling periods (2007 and 2015), to verify if significantly similar

groups (a=0.05 from here on in all PerMANOVAs) were formed in each treatment when taking
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into account all soil variables together and if the groups remained in TO7, 1 year since the last
fertilization and in T15, 9 years since the last fertilization. 9,999 permutations and Euclidean
distance were used. These analysis were made using the RStudio Version 1.1.456 using the

Vegan (Oksanen 2007) package.

For the nutrient content of each soil variable, 5,000 permutations with replacement
were made for each treatment in each sampling period, after which the means and confidence
intervals (at 95%) were calculated and plotted to better verify the differences among the
treatments in each soil variable. These analysis were made using RStudio Version 1.1.456. These

analyses were made in order to verify if the soils still showed signs of the treatments.

The linear cover (in cm) values of each plant species in each plot and in each sampling
period were used to perform an NMDS. The consistency and difference between the groups
formed were then evaluated by means of a PerMANOVA Two-Way with 9,999 permutations and
Bray-Curtis dissimilarity measurement, which uses quantitative data and is suitable for
ecological data (Anderson and Willis 2003), these analysis were made using the program PAST
v. 3.23. The Richness and Shannon Diversity (H') and Pielou Equability (J') indexes were
calculated based on the linear coverage of each species for each plot and sampling period in
RStudio Version 1.1.456, using the Vegan package (Oksanen et al. 2007). The values obtained
were then compared by means of a Two-Way ANOVA, using as independent variables the
Treatment and the Year, followed by comparisons by the Tukey HSD test. This same procedure
was used for comparisons between growth forms (shrubs and subshrubs) and, among the herbs,
Poaceae C4 (both native and exotic) and Poaceae C3 (there were no exotic C3 species in the

area) using linear coverage data. All these analyses were done using RStudio Version 1.1.456.

Finally, data on leaf nutrient contents were sorted by multidimensional non-metric
scaling (NMDS) and plotted, unsing the mean values of each nutrient in each plot, for each
species. The nutrient content values were not scaled since the result were all in the same unit
(dag / Kg). The groups formed were tested for their significance with a PerMANOVA Two-Way
with 9,999 permutations and Euclidean distance. In this particular case, Euclidean distance was
used since the stress in the NMDS analysis was lower with it and there were no zero values.
These analyses were done using RStudio Version 1.1.456, in the Vegan (Oksanen 2008) package,

in order to verify if the nutrient leaves’ nutrient content were still different from control plots.

Additionally to compare the nutrient content of each species between each treatment,
the values were submitted to 5,000 permutations with replacement, after which the means and

confidence intervals (at 95%) were calculated and plotted to better. These analysis were made
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using RStudio Version 1.1.456. These analyses were made in order to verify if the soils still

showed signs of the treatments.

Results

Changes in soil variables

Regarding the soil analyses in the two periods (2007 and 2015), the PerMANOVA
indicated that there were differences between treatments (T07, Sum of Squares: 108.94, p=
0.0004 / T15, Sum of Squares: 140.214, p= 0.0002). In both sampling periods, Ca treatments
were different from all others and also N from P treatments. The position of each treatment
relative to the others in each sampling period can be seen in Figure 2.2, which shows that: 1) Ca
plots differed from the plots under all other treatments, 2) N differing from P and closer to NP
plots and 3) NP and control plots closer to each other. So, the treatments keep having a residual
effect in the soil despite the time without new nutrient additions. The different values for each

variable considered can be seen in Appendix 2.1 and 2.2.
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Figure 2.2. Principal Component Analysis (PCA) ordination of standardized nutrient concentrations (available P, K, Fe,
Ca, Mg, available Al, total N, Organic Matter), pH(H,0) and pH(CaCl2) in soils (0 to 10 cm) of each treatment plot, in
the two sampling periods, TO7 (2007) and T15 (2015). Typical cerrado area where the long-term fertilization
experiment was installed, in the IBGE Ecological Reserve, Brasilia, DF. Treatments: C= control, Ca= liming, N= nitrogen,
NP= nitrogen + phosphorus and P= phosphorus.
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Changes in vegetation composition

A total of 194 species were sampled in the two periods, being Poaceae and Myrtaceae
the two main families in both periods. Fabaceae and Euphorbiaceae were the third and fourth
families with greatest cover in 2009. In 2015, these positions were occupied by
Melastomataceae and Connaraceae (Table 2.1). Of the 194 species, only one species was
sampled in all 20 plots during both sampling periods: Myrcia torta DC (Myrtaceae). Of the top
10 species in each sampling period, five species were ranked in both periods, including the native
C3 grass E. inflexa (capim flechinha, or “arrowhead” grass) and the exotic M. minutiflora C4
(molasses grass) (Table 2.1), which were the most abundant in both sampling periods. Although
the richness between treatments remains very similar in both sampling periods, it is possible to
observe differences between treatments in the second period (Figure 2.3a). While diversity and
equability increased in the Ca treatment in the first sampling period (T09), both show a tendency
to decrease in the second period (T15). There is a tendency to an increase in diversity and

equability in NP, N and Control plots from the first to the second period (Figure 2.3b and c).
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Table 2.1. Linear cover (in cm) of the 10 most important species in each sampling period as a whole and its cover in each treatment. In a typical cerrado area where the long-term fertilization
experiment was installed, in the IBGE Ecological Reserve, Brasilia, DF. Period= Sampling period, Family= the family each species belongs to. P.Pathway= photosynthetic pathway. Orign= orign
of each species. Total= sum of each species’ cover in all treatments. R.C.= Relative cover of each of the main species in relation to all species sampled in each sampling period. In Bold and red:
species commom to both sampling periods.

Period Species Family P.Pathway Orign C Ca N NP P Total R.C
2009 Echinolaena inflexa (Poir.) Chase Poaceae c3 native 4164 411 5008 2324 3056 14963 35.62
2009 Melinis minutiflora P.Beauv. Poaceae (o} exotic 7 333 0 3961 3597 7898 18.80
2009 Myrcia torta DC. Myrtaceae c3 native 800 951 863 622 588 3824 9.10
2009 Poaceae sp. Poaceae Cca native 559 637 354 21 322 1893 4,51
2009 Bauhinia dumosa Benth. Fabaceae C3 native 511 230 354 149 356 1600 3.81
2009 Trachypogon spicatus (L.f.) Kuntze Poaceae (o] native 140 1086 130 2 122 1480 3.52
2009 Moyrcia linearifolia Cambess. Myrtaceae C3 native 288 380 127 106 187 1088 2.59
2009 Axonopus marginatus (Trin.) Chase Poaceae c4 native 255 356 197 72 174 1054 2.51
2009 Rourea induta Planch. Connaraceae c3 native 230 123 35 198 206 792 1.89
2009 Axonopus siccus (Nees) Kuhlm. Poaceae Cca native 69 193 204 109 29 604 1.44
2015 Melinis minutiflora P.Beauv. Poaceae C4 exotic 0 2324 0 1655 3238 7217 23.87
2015 Echinolaena inflexa (Poir.) Chase Poaceae c3 native 643 174 1924 198 162 3101 10.26
2015 Myrcia torta DC. Myrtaceae c3 native 811 413 674 386 544 2828 9.35
2015 Miconia albicans (Sw.) Triana Melastomataceae C3 native 675 173 766 774 383 2771 9.17
2015 Rourea induta Planch. Connaraceae c3 native 528 391 131 137 934 2121 7.02
2015 Achyrocline satureioides (Lam.) DC. Asteraceae C3 native 0 1129 0 0 0 1129 3.73
2015 Protium ovatum Engl. Burseraceae Cc3 native 153 242 46 348 28 817 2.70
2015 Maprounea brasiliensis A.St.-Hil. Euphorbiaceae C3 native 61 54 178 78 346 717 2.37
2015 Trachypogon spicatus (L.f.) Kuntze Poaceae c4 native 337 62 136 102 2 639 2.11
2015 Roupala montana Aubl. Proteaceae C3 native 190 92 152 61 119 614 2.03
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Figure 2.3. Metrics of the typical cerrado shrubby herbaceous community in two sampling periods (2009 and 2015)
and under different nutrient addition treatments. a) Shannon diversity (H'), b) Pielou equitability (J') and c) Species’
richness. Long-term experiment at the IBGE Ecological Reserve, Brasilia, DF. Treatments: C= control, Ca= liming, N=
nitrogen, NP= nitrogen + phosphorus and P= phosphorus. Different letters mean significant differences between
treatments and years of sampling (a=0.05). NS= non-significant differences between treatments in the same period.
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Melinis minutiflora had a high linear cover in the NP and P plots and a low cover in Ca
plots in 2009. However, in 2015, its cover increased seven times on average in Ca plots and
decreased by approximately 41% on average in NP from T09. In P plots, M. minutiflora cover
showed little variation between sampling periods (Figure 2.4). Ehinolaena inflexa had a cover 10
times lower in Ca plots compared to the Control plots in 2009, maintaining low cover in the
second period, approximately four times lower than in the Control. In the NP and P plots, there

was also a high reduction of E. inflexa cover, by about 11 and 18 times, respectively (Figure 2.5).

Melinis minutiflora
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Figure 2.4. Linear cover (in cm) of the exotic C4 Melinis minutiflora (Poaceae) in the different treatments in both
sampling periods (2009 and 2015). Area of typical cerrado, where the long-term experiment is installed, in the IBGE
Ecological Reserve, Brasilia, DF. Treatments: C= control, Ca= liming, N= nitrogen, NP= nitrogen + phosphorus, P=
phosphorus. Different letters mean significant differences between treatments and years of sampling (a=0.05).
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Figure 2.5. Linear cover (in cm) of the native C3 Echinolaena inflexa (Poaceae) in the different treatments in both
sampling periods (2009 and 2015). Area of typical cerrado, where the long-term experiment is installed, in the IBGE
Ecological Reserve, Brasilia, DF. Treatments: C= control, Ca= liming, N= nitrogen, NP= nitrogen + phosphorus, P=
phosphorus. Different letters mean significant differences between treatments and years of sampling (a=0.05).

Native C4 grasses were also sampled in both sampling periods, but showed less cover
than the exotic grass species in both cases. The cover of native C4 grasses was higher in the first
sampling period in Ca plots, decreasing significantly in the second period, by about 17 times. It
was by far the largest reduction between sampling periods, even considering that there was a
reduction in the cover of native C4 species in all treatments (Figure 2.6). This overall decreasing
trend was also found for the cover of subshrubs (Figure 2.7). Cover of shrubs remained relatively

constant between treatments and sampling periods (Figure 2.8).
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Figure 2.8. Linear cover (in cm) of shrubs in the different treatments in both sampling periods (2009 and 2015). Typical
cerrado area, where the long-term experiment is installed, in the IBGE Ecological Reserve, Brasilia, DF. Treatments:
C= control, Ca= liming, N= nitrogen, NP= nitrogen + phosphorus, P= phosphorus. NS= non-significant differences
between treatments in the sample period (a=0.05).

Changes in vegetation in the plots of each treatment in the sampling periods can be seen
in Figure 2.9. Confirming out hypothesis that the vegetation wouldn’t be able to return to what
it was before the treatments, it is easy to observe the grouping of different treatments,
particularly NP, P and Ca, the most different from control plots. Similarly to what was observed
for soil data, it is possible to notice that the vegetation in N and Control plots tend to be close in
both periods, the same occurring with NP and P plots, that form another group, different from
N and control. The vegetation in Ca treatment presents a different behavior: At T0O9 the Ca plots
had already been separated from the N and Control groups and NP and P. The Ca plots were
positioned close to the N and Control group of the second sampling period, indicating similarities
between the Ca plots in the first sampling period (T09) and the N and Control plots in the second
period (T15). In the second sampling period Ca approached the NP and P group, keeping away
from N and Control (Figure 2.9). PerMANOVA indicates that the Treatments (F: 4.97, p<0.0002,
Sum of Squares 2.71) were more important for the differentiation of the plots than the sampling

period (F: 13.3, p<0.0002, Sum of Squares 1.81).
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Figure 2.9. Non-Metric Multidimensional Scaling (NMDS) ordination plot of plant communities (using linear cover in
cm) of each plot of each treatment, in the two sampling periods, T09 (2009) and T15 (2015). Typical cerrado area
where the long-term fertilization experiment was installed, in the IBGE Ecological Reserve, Brasilia, DF. Treatments:
C= control, Ca= liming, N= nitrogen, NP= nitrogen + phosphorus and P= phosphorus. Based on Bray-Curtis distance
without transformation.

The ordering of foliar nutrient data through the NMDS can be seen in Figure 2.10. It is
possible to observe that: 1) in general, and independently of the species, samples from NP and
P treatments were closer to each other in the upper right quadrant, samples from N and Control
plots grouped in the upper left quadrant and samples from Ca plots were more distant in the
lower right quadrant, and that 2) the variation in the inter-specific nutrient composition is
considerably high, with O. hexasperma, P. rosa-campestris and S. ferrugineus showing greater
differences between treatments than the other species. PerMANOVA indicated the formation
of significantly different groups, with the identity of the species (Sum of Squares: 10.03, p=
0,0002) being more important for the separation of the groups (i.e., being more variable) than
the treatments (Sum of Squares: 6.21, p= 0,0002). Some nutrientes showed the same trend in
the majority of the considered species, such as Ca, Mg (in the Ca treatment) and S (in NP and P

treatments) as can be seen in the Appendix 2.3.
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Figure 2.10. Ordination of leaf nutrient contents (N, P, K, Mg, Ca and S) of common species in the study area, in each
plot of each treatment, in 2015, nine years after the last addition of nutrients. Typical cerrado area where the long-
term fertilization experiment was installed, in the IBGE Ecological Reserve, Brasilia, DF. Treatments: C= control, Ca=
liming, N= nitrogen, NP= nitrogen + phosphorus and P= phosphorus. Based on Euclidean distance.

Discussion

Even nine years (in 2015) after the last addition of nutrients, the soils of the fertilized
areas still differ significantly from control plots. The P plots continue to have higher levels of
available P (average of 13.75 mg/kg P available) in relation to the control and levels usually found
in cerrado areas, that appears to range between <0.1 mg/kg to about 0.35 (e.g. Haridasan 2000;
Marimon-Junior and Haridasan 2005; Haridasan 2008). The NP plots also maintained higher

concentrations of available P (average of 11.05 mg/kg).

Concentrations of soil exchangeable Ca and Mg continued to show high values in the
plots that received liming, even after nine years without new additions (in 2015). The long-
lasting effects of liming on the levels of basic cations is shown in agronomic studies, even with
crops being harvested and therefore with part of the nutrients added by liming being removed
in each cycle (Sousa and Lobato 2004; Fageria and Baligar 2008; da Silva Cravo et al. 2012). In
addition to the Ca and Mg levels, the change in soil pH is also long-lasting duration and interferes
with several soil characteristics, such as the availability of potentially toxic elements such as Al
and Fe (De Matos et al. 2001). These effects on Al and Fe, in turn affects the availability of
macronutrients, notably P (Fageria and Baligar 2008). The combined effects in pH and element

availability, in turn, can affect microrganisms (Martins et al. 2015).
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Despite the persistence of differences in soil nutrient content in the different treatments
in relation to control, the separation between plots of the different treatments was less
pronounced in 2015 than in 2009 (Figure 2.2). The ordination analysis shows the separation of
the plots subjected to different treatments over time, with a separation in the y axis with T07
being in the upper side of the plot and T15 in the bottom. Even after the cessation of nutrient
additions, the soil were not able to return to what is found in the control plots, particularly in

Ca, that continued to be the farthest treatment from the control.

The impacts of increased nutrient availability are pervasive and can affect many
ecosystem processes. Among the most studied are perhaps those on the plant community,
which can last for several years (Isbell et al. 2013) and cause a marked decrease in its diversity.
A study conducted on rural ecosystems in six continents, it was found that the addition of a
greater number of different chemical elements caused greater species (and diversity) losses
(Harpole et al. 2016). Previous studies conducted throughout the time span of this long-term
experiment have indicated several effects in common woody plants in the area, such as changes
in stomatal condutance and water loss (Bucci et al. 2006), growth rates (Simpson-Jinior 2002),
leaf nutrient content (Jacobson 2009) and even photosynthetic rates (Saraceno 2006), with
some responses observed in shortly after the beginning of the experiment, such as changes in

nutrient ressorption before leaf senescence in the year 2000 (Kozovits et al. 2007).

The effects of nutrient addtions on shrub-herbaceous communities, however, were less
explored. Some of the studies showed changes in aboveground biomass production and in root
architecture of common herbaceous species (Luedemann 2001; Bustamante et al. 2012).
Regarding the composition of the shrub-herbaceous layer, the first survey was conducted in
2009, 11 years after the beginning of the experiment and three years after the last addition. The
analysis showed a clear grouping of the NP and P plots and another grouping formed by the
Control and N plots. The effects on the composition of the shrub-herbaceous layer were still
very obvious nine years after the last addition (2015). The plots treated with NP and P were also
grouped, but this time closer to the Ca plots of the first period. The grouping of NP and P plots
(in 2009 and 2015) based on the species composition is mainly associated with the dominance
of the exotic M. minutiflora (mollasses grass), which was the factor that approximated the NP
and P plots. In 2009, the occurrence of M. minutiflora was negligible in the Ca plots; the invasion
by this species occurred during the following six years, after it has invaded P and then NP plots,
what explain their similarity in 2015. In addition, the invasion of M. minutiflora was accompanied

by a proeminent reduction in the coverage of native C4 grasses, as can be seen in Figure 2.6.
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The addition of N changed the composition of the communities in a less drastic way than
the addition of NP, P and Ca, but caused a great increase (about 20%) in the importance of the
native C3 Echinolaena inflexa, which probably was one of the main factors for the decrease in
the diversity and equitability of the shrub-herbaceous layer observed in N plots. Previous
surveys had already observed that this species benefited from the addition of nitrogen, having
a significant increase in its biomass (Bustamante et al. 2012). From the first to the second
sampling period there was a decrease in its importance, but it continued to be one of the main
species in the Control and N plots. Similar to the decrease in the importance of E. inflexa (and
native C4 species) from the first to the second sampling period, the importance of subshrubs

herbaceous plants also decreased, although to a lesser extent.

It is interesting to compare what was found here with what was described by
Bustamante et al. (2012), at the beginning of the experiment. In the referred study it was found
that E. inflexa was the most abundant grass in all treatments, including Control. Three years
after the beginning of the nutrient additions, this same grass presented a significant increase in
both N and NP plots. It remained the main species in N in 2009 and 2015, but ended up being

largely replaced in NP plots by M. minutiflora.

Although the temporal dynamics of the shrub-herbaceous layer in cerrado areas is less
known than that of trees, studies show changes in species dominance and composition over
time (e.g. Eugénio et al. 2011) and that fire may be one of the factors modifying these
parameters over time (Eugénio 2016). In the study area, there was a fire in 2011, which may
have contributed to changes in the shrub-herbaceous layer also in the control plots, and help
explain the differences found in the importance of herbaceous and shrub species and the
increase in diversity observed in 2015. In addition to the fire, there seems to have been a
thickening of trees in the area. The greatest decrease in coverage, from 2009 to 2015, that
occurred with E. inflexa, is perhaps due to a combination of fire and subsequent thickening of
shrub-tree vegetation: the fire in 2005 may have been responsible at the same time for
temporarily increasing the entry of light into the area (by causing a decrease in the canopy of
tree individuals or even death of individuals of sensitive species), causing a population increase
of this species in the 2009 survey and a posterior reduction as the vegetation’s canopy recovered

and became more thick.

Our results allowed identifying the temporal dynamics of the invasion of the exotic grass
M. minutiflora in response to the addition of different nutrients. This African species with C4

photosynthetic metabolism, seems to have a high demand for P (Baruch 1996; Barger et al. 2003;
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Lannes et al. 2016). Undisturbed natural areas are hardly invaded by this species, as can be seen
in the Control plots that remained without invasion even after 21 years. M. minutiflora became
a better competitor with greater availability of P affecting the composition of the plots as it can
reduce or even prevent the regeneration of woody species (e.g. D’Antonio et al. 2001; Hoffmann

et al. 2004; Hoffmann and Haridasan 2008).

While the addition of NP and P favored the invasion of M. minutiflora, this process was
slower in the plots subjected to liming (Ca plots). This can be observed in the NMDS ordination
analysis for 2009, which grouped Ca plots closer to those of the Control and N plots. From 2009
to 2015, M. minutiflora also invaded the Ca plots, turning them more similar to NP and P plots
in 2015. Plots of this treatment seemed to have suffered two waves of grass replacement.
Luedemann (2001) working in the same plots reported that they were dominated by E. inflexa
(until 2001). From there to 2009, E. inflexa was largely replaced by native C4 grasses (mainly
Trachypogon spicatus) and from 2009 to 2015 (Figure 2.6), native C4 grasses were mostly
replaced by exotic C4 grasses Melinis minutiflora. As mentioned above, several soil parameters
are influenced by liming. Besides changes in soil pH, there is a great contribution of
exchangeable Ca and Mg, which in turn are important nutrients and seem to be limiting in areas
of cerrado. Both elements have the potential to compete for sites of cation exchange in the soil,
affecting the availability of other nutrients, for example reducing the availability of K (Udo 1978).
Liming has drastically increased the levels of Ca and Mg in the soil, with a marked decrease in
the levels of K, which were about half or less of the values found on Control plots (Table 2.2).
Lower concentration of exchangeable K might be one of factors involved in the striking decrease
in the abundance of E. inflexa in Ca plots even before the invasion by M. minutiflora. Potassium
plays a role in osmotic regulation of plants. C3 plants, such as E. inflexa, have lower water use
efficiency, being more prone to water stress (see Sage et al. 2012), and are therefore probably
more sensitive to low levels of K in the soil while native C4 grasses are more resistant to water
stress. Native Poaceae C4 could have also benefitted from increases in Ca and Mg concentrations
(Lannes et al. 2016). In the second wave of substitution, the native C4 were replaced by the
exotic C4 M. minutiflora, a species known to be a good competitor when the nutrient limitation
in soils in native areas, particularly P, is alleviated (D’Antonio et al. 2001). In 2015, the plots that
received liming had higher levels of P in the soil (Appendix 2.1) probably due to the effect of soil
pH making P available from Al and Fe oxides and eventually facilitated the invasion by the exotic

C4.

As opposed to the progressive invasion of Ca plots by M. minutiflora, its importance

decreased in NP plots over time (average decrease of 50% in the plots of this treatment, from
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2009 to 2015), with a tendency to increase in diversity and equitability of the community as a
whole (Figure 2.3). In NP plots, the invasion occurred much more quickly, and M. minutiflora has
already high abundance in 2009. On the other hand, native C4 species did not seem to have
responded to the increase in P availability at any time (see Luedemann 2001; Bustamante et al.
2012). There are still few studies evaluating how the populations of M. minutifira behave after
invading native cerrado natural, and if there is stabilization or reduction of its population over
time. Pivello et al. (1999a) reported that this species seemed to have a stable population in a

cerrado area in S3o Paulo, five years after the beginning of the invasion.

The reduction in the cover of M. minutiflora was considerably lower (approximately
10%) in plots where only P was added. This species is more efficient in the use of N than the
native species and thus, when only P is added, M. minutiflora is likely to be able to meet its N
demand. The difference in N demand is related to the photosynthetic mechanism with C3
species demanding higher foliar concentrations of N to allocate in Rubisco synthesis (Pearcy and
Ehleringer 1984; Sage 2004; Sage et al. 2012). The addition of N in combination with P would
favour C3 shrubs and trees competing with the exotic C4 species. The eventual recovery of the
woody cover over time might change light interception with a negative feedback for grasses. It
was shown in a Venezuelan savanna (Barger et al. 2003) that the addition of NPK increased M.
minutiflora biomass 37 times even though there was competition with native species and that
when the competition was removed the biomass benefit was even more pronounced. However,
the effects of N added alone were about a quarter (with or without competition) of the effects
of NPK, which confirms that N may not be so limiting for this species. Similarly, Lannes et al.
(2016) report that exotic grasses C4 (M. minutiflora among them) were able to respond to the
addition of P alone, unlike the native species (whether Poaceae or not). Cerrado soils are
particularly P limited (Bustamante et al. 2006). This limitation meant that C4 native grasses were
eventually selected to cope with very low levels of P, while C4 exotic species, despite having
similar physiology and life forms, were selected in environments with higher levels of P, and end

up being limited by the low P levels of Cerrado soils.

The persistence of the effects of increased nutrient availability in the area is probably
linked to the highly conservative in the use of nutrientes by Cerrado plants (Bustamante et al.
2006; Kozovits et al. 2007). They present high nutrient ressorption, particularly for P (reaches
80%) (Kozovits et al. 2007) and K (more than 60%) (Vourlitis et al. 2014). Limitation by multiple
nutrients could explain changes in foliar nutrient concentrations, especially in the NP, P and Ca
treatments. It is important to emphasize that the nutrient contents continued to be altered after

nine years without new additions and the differences remained large enough for the separation
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of three (Ca, NP and P) of the five treatments in the NMDS chart to be evident for many of the

species analyzed (Figure 2.10).

In conclusion, this study showed that 1) even after nine years without new nutrient additions,
nutrient levels in the soil remain altered in several aspects, mainly pH (higher in the treatment
Ca, and lower in N and NP), available P concentrations (higher in the treatments P, NP and in Ca
in 2015), exchangeable cations (in the treatment Ca in both periods). 2) The increased
availability of nutrients facilitated the invasion by exotic grasses, with loss of diversity and long
lasting effects in the community even with the cessation of the treatments and occurrence of
fire. The speed of invasion varied according to the treatment, being faster with the addition of
P and slower with liming, 4) although the life form and photosynthetic pathway are similar,
native and exotic C4 species responded differently to the treatments, 5) that the conservative
cycling of nutrients in cerrado communities can determine that changes in nutrient levels are
maintained for a long time and that despite the large plant inter-specific variation in responses,

there are indications of limitation by multiple elements, such as Ca, Mg and S.
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Appendix 2.1

Table 2.2. Mean nutrient concentrations (P, K, Fe, Ca, Mg, Al, OM, Fe, N), pH(H,0) and pH(CaCly) in soil (0 to 10 cm) in the different trataments, in both sampling periods (2007 and 2015).
Numbers in italics and underlined below each mean= standard deviation around the mean. P= Available P, Al= available Al, OM= Organic Matter, N= total N. Typical cerrado area, in the long-

term fertilization experiment was installed, in the IBGE Ecological Reserve, Brasilia, DF.

Period Treatment P K Ca Mg Al oM Fe N pH(H:0) pH(CaCly)
mg/dm3 mg/dm3®  cmolc/dm?®> cmolc/dm® cmolc/dm3 dag/kg mg/dm3 dag/kg
2007 C 1.60 42.75 0.08 0.07 0.92 7.61 117.88 0.07 4.36 3.73
2007 Ca 1.80 28.25 4.19 2.95 0.03 6.67 102.45 0.07 5.34 5.42
2007 N 2.10 47.25 0.11 0.07 1.64 8.55 109.78 0.10 3.86 3.56
2007 NP 40.45 41.75 0.26 0.06 1.57 7.88 108.65 0.08 3.82 3.53
2007 P 36.90 48.75 1.02 0.11 0.63 7.72 103.60 0.07 4.15 3.81
2015 C 0.78 28.25 0.11 0.07 1.03 6.72 78.13 0.21 4.94 4.02
2015 Ca 1.93 12.75 5.01 3.22 0.00 6.48 29.13 0.27 6.56 5.81
2015 N 0.83 22.25 0.13 0.07 1.53 6.57 76.38 0.19 4.61 3.93
2015 NP 11.05 22.75 0.12 0.05 1.48 6.75 75.98 0.22 4.59 3.89
2015 P 13.75 28.50 0.24 0.09 1.28 7.44 81.78 0.19 5.00 4.03
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Appendix 2.2

Soil chemical characteristics
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Figure 2.11. Soil chemical characteristics in each treatment (colors) and sampling periods (shapes), in the long term nutrient addition Experiment, in Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF. Data
submitted to 5.000 permutations with replacement. Bars= 95% confidence intervals based on the permutations. Non-overlapping bars: a chance of more than 95% that the treatment means do
not contain control’s.
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submitted to 5.000 permutations with replacement. Bars= 95% confidence intervals based on the permutations. Non-overlapping bars: a chance of more than 95% that the treatment means do

not contain control’s.
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Capitulo 3: Efeitos de longo prazo do aumento na disponibilidade
de nutrientes no investimento em reprodugao em plantas e
interacdes com visitantes florais em area de cerrado tipico
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Resumo

A polinizacdo é importante para a maior parte das plantas terrestres. A atracao de polinizadores
eficientes depende de diversos fatores, entre eles, a condi¢cdo nutricional da planta, que tera
relacdo com a quantidade de recursos que poderdo ser investidos em sua producdo e também
com a qualidade dos recursos oferecidos aos polinizadores, podendo afetar por exemplo o teor
de substancia atrativas ou repulsivas. A condicdo nutricional das plantas, por sua vez, tera
relacdo com caracteristicas do solo, dentre elas, a disponibilidade de nutrientes como fésforo
(P) e nitrogénio (N). AlteracGes na disponibilidade de nutrientes, portanto, tem potencial para
afetar a quantidade e qualidade dos recursos produzidos pela comunidade vegetal de forma
direta, ao influenciar a condicdo nutricional do vegetal, mas também de forma indireta, ao poder
afetar a composicdo da comunidade de plantas presente em uma area (por exemplo, no caso
de invasdo biolégica, em que uma Unica espécie passa a ser dominante em uma area). Contudo,
ainda ha muitas lacunas de conhecimento sobre como a remoc¢ao da limitacdo nutricional em
areas de cerrado (cujos solos sdo comumente limitantes em diversos nutrientes, como P e N)
pode afetar a producdo de flores das areas afetadas e a visitacdo por polinizadores. Assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar se e como as alteragGes causadas pelo aumento na
disponibilidade de nutrientes em solos alicos e distréficos alterou a producdo de flores e
visitagdo floral de areas de cerrado tipico. Este trabalho foi realizado na Reserva Ecoldgica do
IBGE, Brasilia, DF, em um experimento de fertilizagcao de longa duragdo. O experimento consiste
em 20 parcelas de 15 x 15 m que receberam adi¢do bianual de diferentes nutrientes: 1)
Tratamento N: adi¢do de 100 kg/ha anuais de sulfato de aménio ((NH4)2504); 2) Tratamento P:
adicdo 100 kg/ha anuais de superfosfato simples 20% - Ca(H,P04), + CaS04.2H,0; 3) Tratamento
N+P: adicdo de sulfato de aménio e superfosfato simples 20%; 4) Tratamento Ca: adi¢cdo de 4
t/ha ao ano, na forma de 60% de calcario dolomitico (CaO+MgO) + 40% de gesso agricola
(CaS04.2H,0); e 5) Controle: sem adicdo de nutrientes. Essas adigdes foram feitas de 1998 a
2006 na transicdo seca chuva e chuva seca e os nutrientes foram adicionados a lanco sobre a
serapilheira. Procurando abranger a sazonalidade na precipitacao do bioma, cinco campanhas
de contagem de flores e observacgdo de visitacdo floral foram realizadas entre 2015 e 2016. Os
resultados mostram que apds 9 a 10 anos sem novas adi¢Ges de nutrientes, a producdo de flores
por m? foi menor nas parcelas que receberam a calagem (tratamento Ca). A sazonalidade do
bioma teve maior efeito sobre a producdo de flores que os efeitos residuais dos tratamentos,
sendo maior na época da transicdo da época seca para a chuvosa (setembro). Em rela¢do aos
visitantes florais, a menor quantidade de visitas por unidade floral foi observada também no
tratamento Ca e novamente a sazonalidade do bioma teve maior efeito, com a visitacdo sendo
maior na época da chuva. E possivel concluir que apds 9 a 10 anos sem novas adicSes de
nutrientes, o tratamento Ca continua a afetar o niumero de flores e de visitantes florais. Porém
é necessdria levar em conta a possibilidade que, devido a alta heterogeneidade de plantas na
area e da grande variabilidade temporal inerente as redes de interagbes, resultados mais
consistentes tivessem sido encontrados caso os levantamentos no nimero de flores e visitantes
florais tivessem ocorrido por um periodo de tempo mais longo (mais de um ano). Além disso,
apesar de ainda haver efeitos no tratamento Ca, é necessario salientar que quase uma década
havia se passado sem novas adi¢cdes de nutrientes e é possivel que os efeitos tivessem sido
maiores caso as amostragens tivessem sido feitas depois de um intervalo menor sem novos
aportes de nutrientes.
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Introdugao

A polinizagdao é uma das associagdes mutualisticas com fortes relagdes com a estrutura
e diversidade de ecossistemas. Cerca de 85% das espécies de Angiospermas sdo polinizadas por
animais (Ollerton et al. 2011) e, portanto, precisam em maior ou menor grau de uma polinizacdo
eficiente para que sementes sejam formadas e sua populacdo mantida. Além disso sdo as
Angiospermas, que dominam a maior parte dos ecossistemas terrestres do mundo (Berendse

and Scheffer 2009).

A eficiéncia da polinizagdo tem relagdo com o numero e qualidade de sementes
produzidas. O primeiro passo para polinizagdo efetiva é a atra¢do de animais que possam realiza-
la e essa atracdo depende de multiplos fatores. Entre eles, pode ser citada a biomassa das
espécies e individuos, uma vez que plantas maiores (i.e. maior biomassa aérea), em geral,
podem investir mais em reproducdo (Heide and Sgnsteby 2012; Westerband and Horvitz 2015).
Esta fenofase necessita de grande investimento de nutrientes (Glsewell 2004; Kerkhoff et al.
2006), o que acaba por fazer com que o estado nutricional das espécies vegetais tenha relacdo

com sua producdo de flores e manuteng¢do na comunidade.

Apesar de a maioria dos ambientes naturais terem baixas disponibilidades de um ou
mais nutrientes essenciais as plantas (sendo fésforo e nitrogénio os mais estudados) (Elser et al.
2000; Augusto et al. 2017), elas conseguem alocar os nutrientes que adquirem de forma a se
manter na comunidade, crescendo vegetativamente e produzindo flores. Isso é feito através de
uma alta eficiéncia na aquisicdao e manutencdo de nutrientes adquiridos nos tecidos (Aerts and
Chapin Il 2000; Bustamante et al. 2006). Contudo, disturbios relacionados a altera¢des na
disponibilidade de nutrientes tem o potencial de alterar a aquisicao dos mesmos pelas plantas,
sua concentracdo e as razdes estequiométricos dos diferentes elementos. Essas alteracdes tanto
nos teores quanto em sua razdo podem ter grandes consequéncias para o vegetal (Bucci et al.
2006; Kozovits et al. 2007; Agren and Weih 2012; Mo et al. 2015). As respostas das plantas a
remocdo ou diminuicdo do nivel de limitacdo nutricional do solo estdo entre os motivos da
dependéncia de fertilizantes para producdo agricola (Galloway et al. 2008; Rockstrom et al.

2009; Steffen et al. 2015).

Entre os possiveis impactos de alteracGes nos niveis de nutrientes, estdo aqueles
relacionados a producdo de flores e visitacdo floral (potenciais polinizadores), o que pode
impactar as populagdes e comunidades vegetais como um todo (Lazaro et al. 2009; Burkle and

Irwin 2010; Hoover et al. 2012). Os impactos sobre esses processos podem ser diretos ou
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indiretos. Entre os indiretos, podemos incluir alteragées na composicdo ou dominancia na
comunidade vegetal. Estudos mostram que determinadas espécies vegetais podem afetar
positiva ou negativamente a visitagdo em espécies vizinhas, por exemplo ao produzir muitas
flores ou serem muito chamativas (Lazaro et al. 2009; Carvalheiro et al. 2014; Fowler et al. 2016).
AlteracGes quimicas também impactam as interagGes pois tanto a composi¢do do néctar quanto
a do podlen parecem ser influenciadas pela disponibilidade de nutrientes e insetos sdo capazes
de perceber e escolher as plantas visitadas com base nisso (Burkle and Irwin 2010; Hoover et al.
2012; Ziska et al. 2016). No entanto, a maioria dos estudos que avaliam tais aspectos foi

desenvolvida em ambientes temperados (Burkle and Irwin 2010; Hoover et al. 2012).

O Cerrado é um bioma predominantemente tropical, cujos solos tem baixa
disponibilidade de diversos nutrientes, entre eles N, P e cations basicos (Haridasan 2000;
Bustamante et al. 2006; Fageria and Baligar 2008; Vourlitis et al. 2014). Sua biodiversidade é
extremamente alta: conta com mais de 12 mil espécies de plantas com flores (Flora Do Brasil
2016) e diferentes formacGes vegetais, que vao de ambientes campestres a florestais, passando
pelos savanicos (sdo os que tem maior extensao) (Ribeiro and Walter 2008). Com o objetivo de
entender como a limitagdo por nutrientes influencia a vegetagao e processos ecossistémicos,
em 1998, foi montado um experimento de adi¢cdao de nutrientes na Reserva Ecolégica do IBGE
(maiores detalhes no Capitulo 1: Introdugdo Geral). A adi¢do de nutrientes afetou comunidades
de microrganismos do solo (Silva 2012), composicdo e estrutura da vegetacdo (Jacobson 2009;
Bustamante et al. 2012 e Capitulo 2 da presente tese), caracteristicas hidraulicas de espécies
lenhosas (Bucci et al. 2006), dentre outros. Os efeitos observados tem potencial para, de forma
direta ou indireta, afetar a producdo de flores e visitacdo por animais. A flora do Cerrado é
fortemente dependente de polinizadores, com indicacdes de alto nivel de
autoincompatibilidade (o que significa que é necessario que haja polinizacdo cruzada para
produgdo de sementes e frutos) em estudos realizados no Centro-Oeste (apesar de valores bem
mais baixos relatados para o Sudeste) (Oliveira and Gibbs 1994; Oliveira and Gibbs 2002). Uma
das revisdes mais completas sobre o assunto indica que insetos (insetos pequenos e abelhas
grandes) sdo os principais polinizadores neste bioma (Oliveira and Gibbs 2002). Porém, ainda ha
poucos estudos que avaliam as interagGes entre as condi¢es nutricionais, floragdo e interagdes
entre plantas e polinizadores. Além disso, o bioma apresenta sazonalidade na producdo de flores
gue, com um pico de produgdo na transicdo da esta¢do seca para a chuvosa (Oliveira and Gibbs
2002). Caso o aumento na disponibilidade afete a época do pico de floragdo da comunidade
vegetal, isso pode acabar por impactar a época que o fruto amadurece, a época de dispersdo

das sementes (Escobar et al. 2018) e o recrutamento de plantulas.
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Assim, o objetivo desse trabalho foi 1) avaliar se e como o investimento em reproducado
da comunidade vegetal de uma darea de cerrado tipico foi afetado pelo aumento na
disponibilidade de nutrientes e 2) se essas alteracbes afetaram a visitacdo de flores por

polinizadores.

As hipdteses iniciais foram que 1) a quantidade de flores produzidas por m? seria menor
que o controle nos tratamentos invadidos pelo capim gordura, uma vez que essa espécie é uma
boa competidora em ambientes alterados e 2) que o nimero de visitantes florais seguiria o
padrdo encontrado para a producdo de flores, ou seja, que com uma menor quantidade de flores
produzidas, os tratamentos invadidos pelo capim gordura também apresentariam menores

taxas de visitacao.

Material e métodos

Area de estudo e amostragem da produgdo de flores

Na area do Experimento de fertilizacdo de longa duracdo (ver Capitulo 2 da tese), foram
lancados quadrados de 0.5 x 0.5 m, por 36 vezes em cada parcela de 15 x 15m (225m?).
Totalizando 9m? de amostragem por parcela, por estacdo. A amostragem ocorreu em cinco
periodos diferentes, buscando abranger diferentes intensidades de floracao de comunidades de
cerrado (Oliveira 2008). As coletas foram divididas de acordo com a sazonalidade da
precipitacao, considerando a série histdrica pluviométrica de Brasilia e estdo indicadas na Figura
3.1: 1) Chuva: dezembro de 2015, abril de 2016, novembro de 2016, 2) Seca: junho de 2016 e 3)
Transicdo seca-chuva: setembro de 2016. A transi¢cdo seca-chuva é um periodo importante no
funcionamento de ecossistemas de cerrado por tratar-se do periodo dos primeiros eventos de
precipitacao apds prolongado periodo de estresse hidrico para muitas espécies da comunidade.

Nesse periodo também se observa o pico de floragdo em comunidades de cerrado .
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Figura 3.1. Pluviosidade média mensal (e respectivos erros padrées) do periodo de 1994 a 2015, na Reserva Ecoldgica
do IBGE, onde estad inserido o Experimento de longa duragdo. Em cinza: meses amostrados. Pontos laranja:
precipitacdo mensal na Reserva em 2016. Fonte: INMET (2019). Dados coletados pela prépria Reserva Ecoldgica do
IBGE.

Em cada langamento do quadrado (Figura 3.2), o niumero de Unidades Florais (UF) em
antese em seu interior foi contado e as espécies com flores identificadas (ou coletadas para
posterior identificagdo no herbdrio UB ou IBGE). Aqui tomamos Unidade Floral como medida
padrdo uma vez que caso a flor seja muito grande, mais de um visitante pode utilizd-laao mesmo
tempo (Carvalheiro et al. 2014). Neste estudo, porém, as UF podem ser consideradas sinénimo

de niumero de flores.
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Figura 3.2. Croqui do Experimento de fertilizagdo de longa duragdo na Reserva Ecolégica do IBGE. a) Parcelas e
respectivos tratamentos (adaptado de Simpson-Junior 2002) e b) Zoom em uma parcela, mostrando o quadrante de
0.5 x 0.5 m para amostragem de Unidades Florais (em escala).

Em cada campanha, espécies vegetais em floracdo que pareciam ser particularmente
atrativas foram amostradas na forma de censo. Ou seja, todos os individuos em flor foram
contabilizados; estas espécies em particular, ao contrario das outras, ndo foram amostradas com
o lancamento do quadrado. A Tabela 3.1 apresenta as espécies amostradas e se a amostragem
foi aleatdria ou exaustiva. Excepcionalmente, M. brasiliensis (Euphorbiaceae) foi amostrada em
uma campanha de forma exaustiva e em outra de forma aleatdria pois na primeira campanha
poucos individuos em flor foram amostrados e a producdo de flores era baixa. O nimero de
flores das espécies amostradas de forma aleatdria ou exaustiva foi padronizado para Unidades
Florais por m? para as analises estatisticas. Para a espécie Styrax ferrugineus Nees & Mart.,
especificamente, que teve um maior nimero de individuos amostrados pelo método exaustivo,
foram feitas comparag¢des entre os tratamentos e o controle, além disso, medidas dos
individuos, obtidos por (Bustamante et al. dados nao publicados), de altura e circunferéncia a
altura do solo foram usadas para avaliar a resposta vegetativa da espécie frente aos

tratamentos.
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Tabela 3.1. Familias e espécies amostradas em flor durante as campanhas de amostragem em 2015 e 2016 e respectivos métodos de amostragem, no Experimento de longa duragdo, na Reserva
Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF. n= nimero de individuos amostrados.

Amostragem Familia Espécie n
Aleatéria Acanthaceae Ruelia gemniflora Kunth 1
Aleatéria Asteraceae Chromolaena chaseae (B.L.Rob.) R.M.King & H.Rob. 1
Aleatéria Asteraceae Chromolaena squalida var. martiusii 1
Aleatéria Asteraceae Lepidaploa rufogrisea (A.St.-Hil.) H.Rob. 4
Aleatéria Asteraceae Trichogonia salviifolia Gardner 2
Aleatéria Asteraceae Vernonanthura rubriramea (Mart. ex DC.) Loeuille & P.N. Soares 1
Aleatéria Bignoniaceae Anemopaegma glaucum Mart. ex DC. 1
Aleatéria Burseraceae Protium ovatum Engl. 1
Aleatoria Celastraceae Peritassa campestris (Cambess.) A.C.Sm. 1
Aleatéria Chrysobalanaceae Parinari obtusifolia Hook.f. 1
Aleatoria Connaraceae Rourea induta Planch. 2
Aleatéria Cyperaceae Rhynchospora consanguinea (Kunth) Boeckeler 3
Aleatéria Euphorbiaceae Croton antisyphiliticus Mart. 1
Aleatéria Euphorbiaceae Croton goyazensis Mull.Arg. 12
Aleatéria Euphorbiaceae Dalechampia caperonioides Baill. 11
Aleatoria Euphorbiaceae Euphorbia potentilloides Boiss. 2
Aleatéria Euphorbiaceae Manihot gracilis Pohl 1
Aleatéria Euphorbiaceae Maprounea brasiliensis A.St.-Hil. 7
Aleatéria Euphorbiaceae Microstachys ditassoides (Didr.) Esser 1
Aleatéria Fabaceae Chamaecrista desvauxii (Collad.) Killip 1
Aleatéria Fabaceae Chamaecrista imbricans (H.S.Irwin & Barneby) H.S.Irwin & Barneby 1
Aleatéria Fabaceae Eriosema defoliatum Benth. 1
Aleatéria Fabaceae Galactia stereophylla Harms 2
Aleatoria Fabaceae Periandra mediterranea (Vell.) Taub. 9
Aleatéria Fabaceae Senna rugosa (G.Don) H.S.Irwin & Barneby 1
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Amostragem Familia Espécie n
Aleatéria Fabaceae Stryphnodendron pumilum Glaz. 2
Aleatéria Loranthaceae Strutanthus sp. 1 3
Aleatéria Lythraceae Cuphea spermacoce A.St.-Hil. 3
Aleatéria Lythraceae Diplusodon villosus Pohl 9
Aleatoria Malpighiaceae Banisteriopsis campestris (A.Juss.) Little 1
Aleatéria Malpighiaceae Byrsonima guilleminiana A.Juss. 1
Aleatéria Malpighiaceae Byrsonima rigida A.Juss. 5
Aleatéria Malpighiaceae Malpighiaceae sp. 1 1
Aleatéria Malvaceae Pavonia rosa-campestris A.St.-Hil. 8
Aleatéria Melastomataceae Miconia albicans (Sw.) Triana 1
Aleatéria Melastomataceae Miconia fallax DC. 13
Aleatéria Menispermaceae Cissampelos ovalifolia DC. 1
Aleatéria Myrtaceae Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O.Berg 1
Aleatéria Myrtaceae Eugenia involucrata DC. 1
Aleatéria Myrtaceae Myrcia linearifolia Cambess. 1
Aleatéria Myrtaceae Myrcia stricta (O.Berg) Kiaersk. 1
Aleatéria Myrtaceae Myrcia torta DC. 11
Aleatéria Oxalidaceae Oxalis suborbiculata Lourteig 1
Aleatéria Primulaceae Cybianthus detergens Mart. 5
Aleatéria Rubiaceae Palicourea officinalis Mart. 2
Aleatéria Rubiaceae Borreria poaya (A.St.-Hil.) DC. 6
Exaustiva Asteraceae Baccharis retusa DC. 12
Exaustiva Asteraceae Eremanthus glomerulatus Less. 10
Exaustiva Calophyllaceae Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc. 2
Exaustiva Chrysobalanaceae Couepia grandiflora (Mart. & Zucc.) Benth. 3
Exaustiva Euphorbiaceae Maprounea brasiliensis A.St.-Hil. 3
Exaustiva Fabaceae Leptolobium dasycarpum Vogel 2
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Amostragem Familia Espécie n
Exaustiva Malpighiaceae Byrsonima coccolobifolia Kunth 3
Exaustiva Malpighiaceae Byrsonima intermedia A.Juss. 1
Exaustiva Melastomataceae Miconia ligustroides (DC.) Naudin 2
Exaustiva Primulaceae Myrsine guianensis (Aubl.) Kuntze 1
Exaustiva Styracaceae Styrax ferrugineus Nees & Mart. 25
Exaustiva Vochysiaceae Vochysia cf. rufa Mart. 1
Exaustiva Vochysiaceae Vochysia elliptica Mart.
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Observagdo de visitantes florais

Como ndo havia informacgdes prévias sobre a visitagdo floral na area, o tempo de
observacao foi varidvel. Na primeira e terceira campanhas a observacao foi feita durante 10
minutos, na segunda campanha, durante 15 minutos. Na quarta campanha, o tempo de
observacao foi expandido para 20 minutos devido as baixas taxas de visitacdo floral detectadas
nas primeiras campanhas e como ndo foram detectadas diferencas na visitagdo com 20 minutos
de observacgdo, na quinta e ultima campanha o tempo de observagao foi de 15 minutos. Como
nao foi encontrada diferenca no nimero de visitas por minuto de observacdo quando as flores
foram observadas por mais tempo, as analises foram feitas usando a medida de visitantes florais

por unidade floral observada, sem corrigir este valor pelo tempo de observagao.

Em cada uma das campanhas, a amostragem de visitantes foi feita em dias consecutivos
até que todas as 20 parcelas tivessem sido amostradas. Em cada dia, as observagdes foram
iniciadas aproximadamente as 8 horas da manha e foram feitas até as 16. As flores observadas
podiam ter caido dentro dos quadrados lancados para a avaliagdo da producdo de flores, mas
caso individuos em flor fossem encontrados sem que tivessem sido amostrados com o

langcamento dos quadrados, ainda assim a visitagao foi amostrada.

Todos os visitantes florais que tocaram nas partes reprodutivas das flores foram
registrados (com descricdo geral de Ordem e morfologia) e coletados sempre que possivel para
posterior identificacdo. O toque nas partes reprodutivas das flores foi o critério para considera-
los como polinizadores. No caso de plantas do estrato arbdreo, com flores acima de 4m de
altura, a observacao foi feita através de bindculos. As taxas de visitagao foram obtidas dividindo
o0 numero de visitantes florais pelo nimero de unidades florais observadas e as identificagcdes

foram feitas até o nivel taxondmico mais baixo possivel.

Andlises estatisticas

O numero de flores amostradas foi comparado com usando 5 mil permutagdes com
substituicdo e posteriormente calculando intervalos de confianga a 95%, usando-se como limite
superior intervalo que contivesse 97.5% dos valores mais altos e como limite inferior aquele que
contivesse 2.5% dos valores mais baixos gerados pela permutagdo (Ho et al. 2018; Halsey 2019).
Os testes foram: se havia diferenga no numero de flores produzidas por 1) Tratamento, 2)

Campanha e 3) Campanhas agrupadas por estagdo. As diferencas levando em conta a
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sazonalidade do bioma (ou seja, entre campanhas e entre esta¢ées) foram avaliadas por conta

da alta sazonalidade, caracteristica do bioma.

Para a Figura 3.5, Anexo 3.2 e Anexo 3.4, apos as permutacdes e para facilitar a
visualizacdo, a diferenca entre as médias geradas com a permutacdo em cada tratamento e a
média do controle foi calculada (effect size) e plotada, com os respectivos intervalos de
confianga também a 95% (Ho et al. 2018). As permutagles e graficos com Intervalos de
Confianga foram feitos usando o programa RStudio Version 1.1.456, o pacote dabestr (Data

Analysis using Bootstrap-Coupled ESTimation) (Ho and Tumkaya 2019).

A producdo de flores nos diferentes tratamentos e campanhas foi analisada por
Escalonamento Multidimensional Nao Métrico (NMDS), com 5000 repeticbes e medida de
distancia de Bray-Curtis. A consisténcia dos grupos formados foi entdo verificada com uma
PerMANOVA, com 5000 repeticdes e medida de distancia de Bray -Curtis (Anderson and Willis

2003). Essas analises foram realizadas no programa RStudio Version 1.1.456.

Os dados de visitacdo floral foram analisados com o pacote bipartite (Dormann et al.
2008), que é usado para visualizar e analisar dados de interacGes e redes ecoldgicas. Para os
calculos e montagem dos graficos deste tipo de analise, os dados de nimero de interagdes entre
familia de visitante floral e espécies vegetais (i.e., nimero de vezes que uma determinada familia
de inseto interagiu com uma determinada espécie vegetal) sdo usados. Para a visualizacdo de
guais familias de insetos e espécies de plantas foram mais importantes em cada campanha, um

grafico de interacao foi montado para cada uma delas.

O aninhamento ponderado foi calculado (Almeida-Neto and Ulrich 2011) para 1) Rede
Completa, com as intera¢Oes entre familias de visitantes e espécies vegetais de todas as
campanhas agrupadas, 2) estacdes, com as interagdes das campanhas agrupadas de acordo com
as estacdes em que os dados foram coletados, 3) para cada uma das cinco campanhas
isoladamente, em um total de nove valores e 4) para cada tratamento (contendo os valores
observados em todas as campanhas em um mesmo tratamento). Para ter certeza que os valores
calculados de aninhamento ponderado ndo poderiam ter sido obtidos ao acaso (Dormann et al.
2008; Dormann et al. 2009; Dormann 2019), 1000 modelos nulos foram gerados (com o
algoritmo de Patefield, ver Dormann et al. 2009) para cada uma das nove redes mencionadas
acima e os valores obtidos plotados em um grafico de densidade, sendo o eixo x o0 aninhamento
gerado por cada modelo nulo e o eixo y o nimero de vezes que cada valor de x foi obtido.
Intervalos de confianca de 95% foram entdo calculados com base nesses modelos nulos. Os

valores de aninhamento ponderado obtidos com as redes reais foram considerados
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significativos (i.e. diferentes de um modelo nulo) apenas quando estiveram fora deste intervalo.

Quanto mais proximo de 100 o valor, mais aninhada é a rede, com o inverso acontecendo.
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Resultados

Um total de 30 espécies em floracdo foram encontradas em mais de uma parcela ou
campanha, enquanto 28 espécies foram encontradas em floracdo em apenas uma campanha ou
parcela (estas ultimas, retiradas das analises posteriores) (Tabela 3.1). A maior quantidade de
flores (107 / m?) foi amostrada na transicdo seca-chuva (setembro de 2016) e a menor (9 / m?),
em dezembro de 2015 (estacdo chuvosa) (Anexo 3.1). Em algumas parcelas, com o método de

amostragem utilizado, ndo foram amostradas plantas com flores.

A producado de flores ndo mostrou grande variagdo com os tratamentos ao longo do ano,
sendo o Unico padrado claro e constante uma tendéncia de diminui¢cdo no nimero de flores por

m?2 em Ca (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Producio de flores média por m? da comunidade vegetal amostrada, nos diferentes tratamentos, em cada
estacdo em area de cerrado tipico. Experimento de longa duragdo, na Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF. Dados
submetidos a 5.000 permutagdes. Barras= Intervalo de Confianga a 95% calculados com base nas permutagdes. Barras

gue ndo se sobrepdem significa que ha mais de 95% de chance de as médias serem diferentes.
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Com a analise de NMDS (Figura 3.4) temos uma visdao mais clara de como se comportou
a comunidade vegetal quanto a producdo de flores, considerando todas as diferentes espécies
amostradas em cada campanha. Nela, é possivel ver uma separacdo mais clara entre as
campanhas do que entre tratamentos (PerMANOVA: campanhas, F: 8.49, p=0.0002;
tratamentos: F: 2.42, p=0.0002). Observa-se a formagao de um grupo relativo a campanha 4
(setembro de 2016), sem diferenca entre os tratamentos. Um outro grupo, que engloba as
campanhas 2 (abril de 2016) e 3 (junho de 2016). Outro grupo, com as campanhas 1 (dezembro
de 2015) e 5 (novembro de 2016). Esses grupos correspondem, ainda que de forma ndo muito
exata dada a variabilidade encontrada entre as parcelas, as amostragens sazonais, com o grupo
da campanha 4 correspondendo a transi¢cdo seca-chuva, o grupo das campanhas 2 e 3 a seca e
o grupo das campanhas 1 e 5 a chuva. Esses “grupos” podem ser vistos na Figura 3.5, que mostra
uma maior producdo de flores na transicdo seca-chuva do que nas outras estacbes. Essas
diferengas existem apenas quando as campanhas sdo agrupadas de acordo com as estagées em
gue foram realizadas. Nos Anexos 3.1 e 3.2 é possivel observar que as diferencas na produgao

de flores entre os tratamentos sdo pequenas, em particular nos tratamentos Ca, NP e P.
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Figura 3.4. Ordenacgdo da producdo de flores (com distancia de Bray-Curtis) por espécies, nos diferentes tratamentos
e campanhas, em area de cerrado tipico. Experimento de longa duragdo, na Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF.
Simbolos fechados (triangulo, losango e quadrado): Chuva, Quadrado aberto: Seca, Circulo com cruz: Transigdo.
Centrdide de cada grupo: Tratamento seguido do nimero da campanha (e.g. “Ca.5”, “N.1”). Nem sempre foram
observados individuos em flor em todas as parcelas, em todas as campanhas (e.g. duas parcelas em Ca na campanha
5 e duas parcelas em N na campanha 1).
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Figura 3.5. Producdo de flores média por m? da comunidade vegetal amostrada em cada estacdo em area de cerrado
tipico, nas diferentes estagdes. Experimento de longa duragdo, na Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF. Dados
submetidos a 5.000 permutagdes. Barras= Intervalo de Confianga a 95% calculados com base nas permutagdes. Barras
gue ndo se sobrepGem significa que ha mais de 95% de chance de as médias serem diferentes.

Nenhuma espécie foi amostrada em floracdo em todas as campanhas, porém
Dalechampia caperonioides (Euphorbiaceae) em quatro e Croton goyazensis (Euphorbiaceae) e
Styrax ferrugineus (Styracaceae) em trés campanhas estavam em floracdo. A Unica espécie que
mostrou diferengas na produgao de flores com os tratamentos foi S. ferrugineus, com aumento
no tratamento NP e reducdo no tratamento Ca (Figura 3.6). As espécies Miconia fallax, Miconia
ligustroides (Melastomataceae) e Eremanthus glomerulatus (Asteraceae) foram as maiores
produtoras de flores mas em nenhuma delas houve diferenca na producdo de flores entre

tratamentos ou campanhas.
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1668 Figura 3.6. Producdo de flores de Styrax ferrugineus nos diferentes nas campanhas em que teve maior producdo de
1669 flores (abril e junho de 2016), em area de cerrado tipico. A) produgdo média de flores por metro quadrado em cada

1670 tratamento e campanha. B) Diferencga entre a produgdo de flores nos tratamentos Ca, N, NP e P e o Controle, com
1671 5000 permutagdes e intervalos de confianga. Area cinza: distribuigdo das diferencas apds 5 mil permutagdes. Barra

1672 preta: intervalo de confianga de 95%. Se a linha preta ndo cruzar a linha horizontal em 0: hd mais de 95% de chance
1673 de a produgdo de flores no tratamento ser diferente da produgao no Controle. Experimento de fertilizagdo de longa
1674 duragido, na Reserva Ecoldgica do IBGE.

1675

1676

1677 Em todas as campanhas foram observados aproximadamente 8.290 minutos. Assim

1678  como ocorreu com a producdo de flores, a visitagdo ndo foi substancialmente influenciada pelas
1679  épocas das campanhas ou tratamentos (Figura 3.7 e Anexos 3.2 e 3.3), porém houve diferenca
1680 quando a visitagdo por UF observada foi agrupada de acordo com as estacGes. Neste caso, é
1681 possivel observar que na chuva as flores foram mais visitadas que na seca (Figura 3.8). Na maior
1682 parte dos casos as taxas de visitagao ficaram abaixo de um visitante por unidade floral observada

1683 (Anexo 3.3).
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Figura 3.7. Média de visitagdo por Unidade Floral observada na comunidade vegetal, por campanha, em area de
cerrado tipico. Experimento de longa duragdo na Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF. Dados submetidos a 5.000
permutagdes. Barras= Intervalo de Confianga a 95% calculados com base nas permutag¢Ses. Barras que ndo se
sobrepdem significam que ha mais de 95% de chance de as médias serem diferentes. Os cinco tratamentos foram
agrupados em cada campanha.
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Figura 3.8. Média de visitagdo por Unidade Floral observada na comunidade vegetal, por estagdo (agrupando todos
os tratamentos em cada campanha), em area de cerrado tipico. Experimento de longa duragdo na Reserva Ecoldgica
do IBGE, Brasilia, DF. Dados submetidos a 5.000 permutag¢des. Barras= Intervalo de Confianga a 95% calculados com
base nas permutagdes. Barras que ndo se sobrepéem significam que ha mais de 95% de chance de as médias serem
diferentes.

Hymenoptera foi a ordem com maior nimero de interagdes em todas as campanhas,
seguida por Diptera e Coleoptera. Os niumeros de interagdes de cada familia de visitante com as
diferentes plantas em cada campanha podem ser vistos na Figura 3.9. Apidae e Formicidae,
ambos pertencentes a Hymenoptera, foram as familias com maior nimero de intera¢des em
quatro das cinco campanhas. Também é possivel observar que muitas espécies vegetais tiveram

poucas interagdes com insetos.

Em relacdo aos niveis de aninhamento ponderado (NODF) encontrados nas redes,
fossem elas de: 1) Cinco campanhas analisadas separadamente, 2) com as campanhas agrupadas
por estacdo ou 3) com todas as campanhas agrupadas em uma Unica rede, englobando todas as

interacGes em todas as campanhas, foi possivel observar que a maioria delas (com exce¢do das
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campanhas de dezembro de 2015 e novembro de 2016) foi significativamente menos aninhada
que os modelos nulos gerados. As campanhas de dezembro de 2015 e novembro de 2016
tiveram valores dentro do intervalo dos modelos nulos gerados e, portanto, ndao sao
significativos (Anexo 3.5). O aninhamento ponderado de todos os tratamentos foi

significativamente menor que o dos modelos nulos (Anexo 3.6).
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Discussao

Producdo de flores

Os resultados ndo indicam alteracgdes significativas na época da floracdo em relagdo ao
gue é comumente encontrado para o Cerrado, com uma maior densidade de flores ocorrendo
por volta de setembro (Oliveira 2008). Apesar de, como indicado no capitulo anterior, haver
evidéncias de que os nutrientes adicionados ainda estdo na comunidade, o efeito mais claro de
um tratamento sobre a producdo de flores foi a sua diminuicdo com o tratamento de calagem.
Estudo conduzido anteriormente nas parcelas experimentais indicou alteragdes em interacdes
entre plantas e insetos. Anteriormente, Cuevas-Reyes et al. (2011), avaliaram as interacées com
insetos indutores de galha e observaram que respostas as adi¢des de N e P foram idiossincraticas
com aumento ou reducdo da densidade dependendo da espécie de inseto avaliada, podendo
nao haver resposta, haver queda (de 50% a 78%) ou mesmo aumento (de 60% a 400%) na
densidade de galhas no tratamento N e uma queda (de 70% a 700%) ou aumento (de 100% a
200%) na densidade no tratamento P. E interessante notar, portanto, a possibilidade de
tratamentos diferentes atuarem de formas distintas nas interacGes entre plantas e organimos

acima do solo.

A analise NMDS (Figura 3.4) e a PerMANOVA confirmam o menor efeito dos tratamentos
sobre a producdo de flores da comunidade em relacdo a sazonalidade (i.e., época de realizacdo
das amostragens). Isso pode indicar que as plantas alocaram os nutrientes prioritariamente para
outras fungdes, como crescimento vegetativo. Por exemplo, Bucci et al. (2006) encontraram
uma série de modificacGes estruturais e fisioldgicas em espécies arboreas de cerrado em
resposta a fertilizagdo, como aumento na condutividade hidraulica de ramos terminais e
aumento no numero de folhas no tratamento N. Os autores afirmam que as espécies de cerrado
parecem ser capazes de explorar a maior disponibilidade de nutrientes visando aumentar a
fixacdo de C e seu crescimento. Dessa forma, é possivel que os nutrientes adquiridos pelas
plantas com os tratamentos podem nao ter sido investidos na producdo de flores e sim em
altera¢Oes anatomicas e fisioldgicas visando uma maior aquisicdo de C, por exemplo. Ainda,
dependendo da forma de vida da espécie considerada e tratamento, ha as interagOes
competitivas com as gramineas beneficiadas pelos tratamentos (E. inflexa em N e a exdtica
altamente competitiva M. minutiflora nos tratamentos P, NP e Ca, vide capitulo 2 da tese):
Apesar de as raizes de espécies arbdreas e arbustivas poderem escapar da competicdo com

gramineas alcancando maiores profundidades (Rossatto et al. 2012; Rossatto et al. 2014), as
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espécies herbaceas e até mesmo arbustivas de menor porte ainda podem estar sujeitas a
competicdo com as gramineas que foram beneficiadas em cada tratamento, tendo menor
oportunidade para alocar nutrientes para a producao de flores. Em suma, ainda que o individuo
consiga adquirir uma maior quantidade de nutrientes com a aumento da disponibilidade no solo,
pode haver uma alocagdo prioritdria para fungdes outras que a floracdo, dependendo de seu
contexto, por exemplo, se a espécie estiver em competicdo com gramineas exdticas ou caso
estejam a priorizar a protecao contra danos que maiores taxas metabdlicas e de crescimento

podem causar (como aumentos na probabilidade de cavitacdo).

Adicionalmente, é possivel que a baixa quantidade de plantas em floragdo em comum
entre parcelas devido a alta riqueza de espécies e baixa abundancia de individuos, tenha
mascarado possiveis padrées. Nenhuma espécie foi amostrada em flor nas 20 parcelas do
experimento em uma mesma campanha (uma alta heterogeneidade, encontrada também na
cobertura linear do herbaceo-arbustivo, em que apenas uma espécie esteve presente em todas
as parcelas nos dois anos de amostra; ver Capitulo 2 da tese). A heterogeneidade encontrada
fica especialmente clara em alguns casos particulares de auséncia de individuos em floracdo em
algumas parcelas de uma campanha, como no caso de duas parcelas do tratamento Ca em
novembro de 2016 (campanha 5) e em duas no tratamento N em dezembro de 2015 (campanha
1). Como outro exemplo da variabilidade encontrada, na campanha com maior nimero de flores
amostradas, setembro de 2016 (campanha 4), apenas M. fallax (Melastomataceae) e M.
brasiliensis (Euphorbiaceae), foram amostradas em 10 ou mais parcelas nesta campanha e

ambas sdo espécies comuns na area de estudo.

Mesmo as espécies arbustivas ou arbdreas amostradas exaustivamente (i.e. censo dos
individuos em flor) e comuns na area experimental ndo foram encontradas em floragdo em
todas as parcelas em uma mesma campanha, como aconteceu no caso de S. ferrugineus, com
individuos em floracdo em 16 das 20 parcelas amostradas, no pico de sua floracdo, em junho de
2016 (campanha 3) (Figura 3.6). Apesar disso, para essa espécie em particular foi possivel
observar um padrdo constante nas duas campanhas em que foi amostrada, de maior producao
de flores no tratamento NP. Essa espécie parece se beneficiar com esse tratamento também em
termos vegetativos, com individuos aparentemente maiores no tratamento NP (Bustamante et
al. Dados nao publicados, Anexo 3.8). Os teores de nutrientes foliares de S. ferrugineus também
se diferenciam entre os tratamentos (ver capitulo 2 da tese). Essa parece ser uma das espécies
gue conseguiram se beneficiar com o aumento na disponibilidade de nutrientes também

investindo em reproducao.
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Visitagdo floral

Em relacdo aos visitantes florais, apesar de apenas insetos terem sido coletados, beija-
flores também foram observados, mas poucas vezes e em poucas espécies de plantas. Insetos
foram o grupo majoritdrio de visitantes, como encontrado em outros estudos e dentre estes,
abelhas da familia Apidae (ver Oliveira and Gibbs 2002). Apesar de setembro ter sido a época
com maior numero de flores produzidas, ndo foi a época com maiores quantidades de visitacdo
por UF observada. Estudos mostram que a quantidade de flores produzidas pode afetar as taxas
de visitacdo por insetos, com as maiores quantidades podendo ser mais atrativas (Lazaro et al.
2009; Fowler et al. 2016). Algumas espécies da area produziram uma quantidade de flores muito
grande e foram muito visitadas (por exemplo, Baccharis retusa, que teve muitas interagdes, ver
Figura 3.9), mas o numero de visitantes por flor produzida ndo foi maior do que o de outras

espécies.

Redes de interagao podem ser muito varidveis temporalmente. Por exemplo, Petanidou
et al. (2008) usaram os dados obtidos ao longo de quatro anos, em um estudo sobre as plantas
e polinizadores em uma regido seca, com vegetacdo xeromodrfica na Grécia. Os autores
verificaram uma alta variacdo anual nas redes, com as interacGes entre plantas e polinizadores
ndo sendo constantes ao longo do tempo, com tanto as espécies vegetais, quanto os
polinizadores e mesmo qual parceiro interagia com qual, variando bastante. Os autores
ressaltaram que, durante o periodo de estudo, 72% das interagdes foram registradas em apenas

um dos anos e apenas 4.9% das interagdes ocorreram em todos os anos.

No presente trabalho, cada campanha de amostragem teve curta dura¢do (no maximo
duas semanas em um mesmo més) e cada uma das 20 parcelas foi amostrada uma Unica vez por
campanha. Esses fatores podem ter contribuido para reduzir a concordancia entre as espécies
em floragdo em cada campanha, uma vez que individuos de parcelas diferentes podem ter
florescido em dias diferentes em um mesmo més. Ainda assim, é interessante notar que trés das
campanhas foram realizadas na estacdo chuvosa (dezembro de 2015, abril de 2016 e novembro
de 2016), em que as condicdes ambientais como disponibilidade hidrica e variacdo de
temperatura sdo mais homogéneas (do que entre estacGes diferentes, por exemplo). Das 38
espécies observadas em flor e que foram visitadas na época da chuva, apenas uma (2.5%)
ocorreu nas trés campanhas e trés ocorrem em duas delas (<10%). Dadas as condi¢es do
cerrado, com uma sazonalidade marcada (e fenologia reprodutiva também marcada, ver
Oliveira 2008), a probabilidade de que as espécies fossem encontradas em floragao durante

todas as campanhas ndo é alta, porém, dois fatos sugerem que maior area de levantamento
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poderia ser mais adequada: 1) primeiramente, o fato de mesmo espécies comuns na area terem
sido observadas em poucas parcelas, como citado acima e 2) o fato de mesmo dentro de uma

mesma estacdo haver pouca concordancia entre as espécies encontradas.

Dentre as métricas de redes de interagdo que sdo comumente usadas, existe o chamado
aninhamento, que é um conceito geralmente usado para biogeografia de ilhas e informa quanto
as espécies presentes em um local (e.g. ilha) constituem um subconjunto das espécies presentes
em outro local (e.g. continente) (Dormann et al. 2009). Quando aplicado as redes de interagdo
entre organismos, o aninhamento calcula quanto que as interagdes de espécies especialistas sdo
um subgrupo das interacGes das espécies generalistas. Uma rede aninhada é aquela em que as
interacOes das espécies especialistas € um subconjunto das interagdes das espécies generalistas,
com espécies especialistas interagindo com generalistas e ndo entre si (Bascompte et al. 2003;
Rech et al. 2014). Redes aninhadas sdao mais robustas a perturbagées, porque como as espécies
especialistas interagem com as mesmas espécies que as generalistas, a probabilidade de uma
interacdo desaparecer é menor, porém a estabilidade das mesmas é dependente das espécies
generalistas (e.g. Memmott et al. 2004). Assim como outras métricas de redes de interagao, o
aninhamento é influenciado pelo esforco amostral e outras caracteristicas das redes (como seu
tamanho) e é o motivo pelo qual se recomenda a comparacgado dos indices obtidos em redes reais
com o obtido através de modelos nulos (Dormann et al. 2009). Apesar de a comparagdo com 0s
modelos neste estudo ter indicado que os aninhamentos das redes sao diferentes do obtido por
modelos nulos na maioria dos casos (com excecdo das campanhas de dezembro de 2015 e
novembro de 2016), os valores foram menores que os dos modelos gerados, indicando um “anti
aninhamento” (anti-nestedness). Este tipo de resultado segundo Almeida-Neto et al. (2007)
pode ter algumas causas ecoldgicas, entre elas, um padrdo de interacdes do tipo “tabuleiro de
xadrez”, onde as espécies vegetais e animais tem interacées complementares, com as espécies
vegetais compartilhando poucos visitantes, o mesmo ocorrendo com os animais. Apesar de a
maioria dos indices de aninhamento obtidos neste trabalho serem significativamente diferentes
dos modelos nulos, os resultados devem ser tomados com cautela por causa da
heterogeneidade do cerrado tipico (ver também capitulo 2 da tese). Além disso, os insetos ndo

foram identificados até o nivel de espécie e isso pode influenciar os resultados encontrados.

Formicidae é um grupo geralmente considerado pouco importante na polinizacdo, por
muitas vezes roubar néctar ou até mesmo secretar substancias que afetam negativamente o
pdlen de algumas plantas (ver revisdo de Del Toro et al. 2012). Contudo, em alguns ambientes e
para alguns tipos de plantas parecem ser importantes como, por exemplo, para uma espécie de

sempre-viva do Cerrado (Paepalanthus lundii Korn., Eriocaulaceae) (Del-Claro et al. 2019).
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Diversos autores tem recomendando que o papel das formigas como polinizadores seja
reavaliado com cuidado (Domingos-Melo et al. 2017; Del-Claro et al. 2019). As trés plantas que
mais atrairam formigas foram, em ordem de importancia Baccharis retusa (Asteraceae),
Periandra mediterranea (Fabaceae) e Maprounea brasiliensis (Euphorbiaceae); todas espécies
arbustivas. Baccharis retusa e M. brasiliensis apresentam flores cujas partes florais ficam
expostas, facilmente alcangadas por insetos e é de se supor que formigas andando pelas flores
sejam capazes de tocar nas partes masculinas e femininas, potencialmente conseguindo realizar
a polinizacdo, contudo testes de eficiéncia ndo foram realizados e é possivel que ainda que haja
polinizagao, o fluxo génico seja baixo, pelo fato de formigas ndo voarem e por isso em geral
percorrerem menores distancias (ver a interessante discussdao em Rostas and Tautz 2010, em
que os autores apresentam motivos pelos quais formigas poderiam ser polinizadores eficientes
em alguns casos). Ja P. mediterranea é uma leguminosa da subfamilia Papilionoideae, com flores
grandes e zigomoérficas e ainda que tenham sido bastante visitadas por formigas, parece pouco

provavel que elas consigam polinizar a espécie adequadamente.

Conclusodes

Os levantamentos demonstram o efeito residual das adicdes de nutrientes mesmo
aproximadamente 10 anos apds a Ultima fertilizagao (feita em 2006). As adi¢Ges de nutrientes,
com excecdo da calagem, parecem ndo ter alterado o padrdao (época de floragdo) e nem a
quantidade de flores produzidas pela comunidade, que continuaram sendo majoritariamente
influenciados pela sazonalidade climatica, contudo é necessario ter em mente o longo periodo
de tempo sem novas adi¢des; ndo é possivel afirmar que, se a producdo de flores tivesse sido
analisada apds um menor intervalo sem novos aportes, os efeitos também seriam pequenos.
Styrax ferrugineus, uma arborea sempre verde que tem respondido ao aumento nos niveis de
nutrientes (principalmente P) no solo foi a Unica a mostrar alteragdo na producdo de flores, que
aumentou nos tratamentos NP e P. As taxas de visitacdo da area foram baixas e também nao
foram afetadas pelos tratamentos (com excecao de Ca) e apesar de algumas espécies terem sido
muito visitadas (como B. retusa), quando levamos em conta o numero de visitantes por
quantidade de flores produzidas, a visitacao desta espécie nao foi maior do que de outras, que
produziram menos flores por m2 Apesar de ter sido detectado um padrdo de “anti-
aninhamento” nas redes de interacao, esses resultados precisam ser tomados com cautela
devido a alta heterogeneidade do cerrado tipico. Formigas estiveram entre os principais
visitantes da comunidade em diversas épocas do ano, mas sua relevancia para polinizacdo no

Cerrado ainda ndo esta esclarecida.
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Anexo 3.1

Tabela 3.2. Nimero de espécies em flor (Spp), total de flores, média de Unidades Florais por m? e respectivo desvio
padrdo, nas diferentes parcelas, tratamentos e campanhas (com suas respectivas datas e estagdes) e geral para cada
campanha, em area de cerrado tipico. Experimento de longa duragdo na Reserva Ecoldgica do IBGE. SD= Desvio
Padrdo. Spp= numero de espécies em flor amostradas.

Campanha Estacao Tratamento Parcela Spp Soma Média S.D.
Dez.2015 Chuva C 11C 2 0.50 NA NA
Dez.2015 Chuva C 1C 2 0.22 NA NA
Dez.2015 Chuva C 21C 3 0.67 0.22 0.19
Dez.2015 Chuva C 5C 3 0.89 0.30 0.13
Dez.2015 Chuva Ca 17Ca 2 1.11 NA NA
Dez.2015 Chuva N 14N 1 0.22 NA NA
Dez.2015 Chuva N 7N 4 2.44 0.61 0.46
Dez.2015 Chuva NP 13NP 2 1.22 NA NA
Dez.2015 Chuva P 15P 2 0.44 NA NA
Dez.2015 Chuva P 19P 3 1.33 0.44 0.11
Dez.2015 Chuva P 4P 1 0.33 NA NA
Dez.2015 Chuva P 9P 1 0.11 NA NA
Abr.2016 Chuva C 11C 5 6.57 1.31 2.62
Abr.2016 Chuva C 1C 3 0.61 0.20 0.14
Abr.2016 Chuva C 21C 2 1.33 NA NA
Abr.2016 Chuva C 5C 2 1.67 NA NA
Abr.2016 Chuva Ca 12Ca 1 0.11 NA NA
Abr.2016 Chuva Ca 17Ca 2 1.03 NA NA
Abr.2016 Chuva Ca 20Ca 1 0.11 NA NA
Abr.2016 Chuva N 10N 2 27.89 NA NA
Abr.2016 Chuva N 14N 1 0.01 NA NA
Abr.2016 Chuva N 2N 2 0.22 NA NA
Abr.2016 Chuva N 7N 4 6.92 1.73 3.07
Abr.2016 Chuva NP 13NP 1 0.06 NA NA
Abr.2016 Chuva NP 16NP 5 11.52 2.30 4.37
Abr.2016 Chuva NP 6NP 2 0.18 NA NA
Abr.2016 Chuva NP 8NP 4 1.50 0.37 0.43
Abr.2016 Chuva P 15P 1 0.11 NA NA
Abr.2016 Chuva P 19P 2 1.44 NA NA
Abr.2016 Chuva P ap 1 0.01 NA NA
Abr.2016 Chuva P 9P 2 0.44 NA NA
Jun.2016 Seca C 11C 4 1.65 0.41 0.24
Jun.2016 Seca C 1C 5 11.02 2.20 3.23
Jun.2016 Seca C 21C 3 12.23 4.08 6.77
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Campanha Estacdo Tratamento Parcela Spp Soma Média S.D.
Jun.2016 Seca C 5C 6 3.10 0.52 0.96
Jun.2016 Seca Ca 12Ca 3 0.25 0.08 0.12
Jun.2016 Seca Ca 17Ca 3 0.59 0.20 0.16
Jun.2016 Seca Ca 20Ca 1 0.02 NA NA
Jun.2016 Seca Ca 3Ca 2 2.37 NA NA
Jun.2016 Seca N 10N 4 2.60 0.65 0.67
Jun.2016 Seca N 14N 2 0.96 NA NA
Jun.2016 Seca N 7N 2 0.47 NA NA
Jun.2016 Seca NP 13NP 1 0.27 NA NA
Jun.2016 Seca NP 16NP 2 1.53 NA NA
Jun.2016 Seca NP 6NP 3 0.73 0.24 0.21
Jun.2016 Seca NP 8NP 2 0.40 NA NA
Jun.2016 Seca P 15P 3 0.59 0.20 0.23
Jun.2016 Seca P 19pP 7 2.79 0.40 0.53
Jun.2016 Seca P 4p 3 0.40 0.13 0.08
Jun.2016 Seca P 9p 4 1.15 0.29 0.27
Set.2016 Transi¢do C 11C 2 1.22 NA NA
Set.2016 Transicdo C 1C 2 7.33 NA NA
Set.2016 Transic3o C 21C 1 28.11 NA NA
Set.2016 Transicdo C 5C 2 2.78 NA NA
Set.2016 Transicdo Ca 12Ca 2 0.24 NA NA
Set.2016 Transicao Ca 17Ca 3 2.23 0.74 1.00
Set.2016 Transicdo Ca 20Ca 2 0.56 NA NA
Set.2016 Transicdo Ca 3Ca 1 0.11 NA NA
Set.2016 Transicdo N 10N 1 8.00 NA NA
Set.2016 Transicdo N 14N 1 0.44 NA NA
Set.2016 Transicdo N 2N 1 5.78 NA NA
Set.2016 Transicdo N 7N 1 1.75 NA NA
Set.2016 Transicdo NP 13NP 1 6.56 NA NA
Set.2016 Transicdo NP 16NP 1 0.44 NA NA
Set.2016 Transicdo NP 6NP 2 20.33 NA NA
Set.2016 Transicao NP 8NP 3 7.22 2.41 2.71
Set.2016 Transicdo P 15P 2 0.89 NA NA
Set.2016 Transicdo P 19P 1 11.56 NA NA
Set.2016 Transicdo P 4p 2 0.44 NA NA
Set.2016 Transicdo P 9p 2 0.72 NA NA
Nov.2016 Chuva C 11C 1 4.00 NA NA
Nov.2016 Chuva C 1C 1 5.78 NA NA
Nov.2016 Chuva C 21C 2 2.69 NA NA
Nov.2016 Chuva C 5C 2 1.89 NA NA
Nov.2016 Chuva Ca 17Ca 1 0.22 NA NA
Nov.2016 Chuva Ca 20Ca 1 0.11 NA NA
Nov.2016 Chuva N 10N 1 0.44 NA NA
Nov.2016 Chuva N 14N 1 0.44 NA NA
Nov.2016 Chuva N 2N 2 1.28 NA NA
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Campanha Estacdo Tratamento Parcela Spp Soma Média S.D.
Nov.2016 Chuva N 7N 2 1.00 NA NA
Nov.2016 Chuva NP 16NP 2 2.67 NA NA
Nov.2016 Chuva NP 6NP 1 1.11 NA NA
Nov.2016 Chuva P 15P 3 3.09 1.03 1.52
Nov.2016 Chuva P 19pP 2 0.80 NA NA
Nov.2016 Chuva P 4p 2 0.01 NA NA
Nov.2016 Chuva P 9P 3 0.68 0.23 0.19

Floragdao da comunidade por campanha
Dez.2015 Chuva NA NA 26 9.5 0.3654 0.29
Abr.2016 Chuva NA NA 43 61.75 1.436 4.52
Jun.2016 Seca NA NA 60 43.14 0.7191 1.84
Set.2016 Transicao NA NA 33 106.7 3.234 6.16
Nov.2016 Chuva NA NA 27 26.21  0.9709 1.39
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Figura 3.9. Producdo de flores nos diferentes tratamentos e campanhas, em area de cerrado tipico. A) produgdo média de flores por metro quadrado em cada tratamento e campanha. B)
Diferenca entre a producio de flores nos tratamentos Ca, N, NP e P e o Controle, com 5000 permutacdes e intervalos de confianga. Area cinza: distribuicdo das diferencas ap6s 5 mil permutacdes.
Barra preta: intervalo de confianga de 95%. Se a linha preta ndo cruzar a linha horizontal em 0: ha mais de 95% de chance de a produgdo de flores no tratamento ser diferente da produgdo no
Controle. Experimento de fertilizacdo de longa duragdo, na Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF. Para este grafico a produgdo média de flores por m? nas cinco campanhas foi agrupada para
cada tratamento.
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Anexo 3.3

Tabela 3.3. Média de visitantes florais por Unidade Floral observada em cada tratamento, campanha e estagao e
valores considerando as campanhas como um todo, desconsiderando os tratamentos, em area de cerrado tipico.
Experimento de Longa Duragdo, na Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF. S.D.= desvio padrdo, n= numero de
individuos vegetais observados em cada tratamento (independente da espécie) e campanha. Apenas individuos

vegetais que foram visitados incluidos na tabela.

Tratamento Campanha Estacdo Visita por U.F.

n Média SD

C Dez.2015 Chuva 5 0.67 0.33
Ca Dez.2015 Chuva 3 0.13 0.03
N Dez.2015 Chuva 2 0.56 0.63
NP Dez.2015 Chuva 5 0.10 0.08
P Dez.2015 Chuva 6 0.95 0.33
C Abr.2016 Chuva 1 0.54 NA
Ca Abr.2016 Chuva 10 1.15 1.90
N Abr.2016 Chuva 6 0.35 0.44
NP Abr.2016 Chuva 8 0.31 0.20
P Abr.2016 Chuva 6 0.80 0.35
C Jun.2016 Seca 13 0.16 0.11
Ca Jun.2016 Seca 4 0.28 0.01
N Jun.2016 Seca 7 0.18 0.13
NP Jun.2016 Seca 6 0.33 0.35
P Jun.2016 Seca 7 0.12 0.08
Nov.2016 Chuva 3 0.75 0.92

Ca Nov.2016 Chuva 4 2.72 3.71
N Nov.2016 Chuva 5 0.11 0.07
NP Nov.2016 Chuva 6 0.26 0.27
P Nov.2016 Chuva 10 0.41 0.45
C Set.2016 Transi¢ao 6 0.60 0.47
Ca Set.2016 Transi¢ao 11 0.37 0.26
N Set.2016 Transi¢ao 13 0.56 0.56
NP Set.2016 Transi¢ao 11 0.17 0.08
P Set.2016 Transi¢ao 11 0.70 0.87
Dez.2015 Chuva 21 0.48 0.43

Abr.2016 Chuva 31 0.66 0.98

NA Jun.2016 Seca 37 0.21 0.19
Set.2016 Transi¢ao 52 0.47 0.51

Nov.2016 Chuva 28 0.83 1.75
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2068 Figura 3.10. Média de visitante florais por Unidade Floral observada nos diferentes tratamentos e campanhas, em area de cerrado tipico. A) Visitacdo média por UF observada em cada tratamento
2069 e campanha. B) Diferenga entre a produgdo de flores nos tratamentos Ca, N, NP e P e o Controle, com 5000 permutacdes e intervalos de confianca. Area cinza: distribuicdo das diferencas apds

2070 5 mil permutagdes. Barra preta: intervalo de confianga de 95%. Se a linha preta ndo cruzar a linha horizontal em 0: ha mais de 95% de chance de a produgdo de flores no tratamento ser diferente
2071 da produgdo no Controle. Experimento de fertilizagdao de longa duragdo, na Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF. Para este grafico, as visitagdes médias por UF observada em cada campanha
2072 em um mesmo tratamento foram agrupadas.
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Anexo 3.5

Aninhamento observado vs. 1000 nulos
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Figura 3.11. Distribui¢do de aninhamento ponderado em 1000 modelos nulos (curva preta), limites de 95% da area sob a curva (linha vermelha) e valor real, observado para as diferentes redes
de interagdo entre familia de visitantes e espécies vegetais (linha azul), em area de cerrado. Experimento de longa duragdo, na Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF. Modelos nulos e valores
reais calculados para a Rede Completa (todas as campanhas agrupadas), esta¢des (campanhas agrupadas de acordo com as estagdes do ano) e para cada rede individualmente. Se a linha azul
esta fora da drea entre as linhas vermelhas, a probabilidade de o valor de aninhamento ponderado da rede de interagdo observada em campo ser igual ao de um modelo nulo (i.e. ser obtida ao
acaso) é menor que 5%.
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Anexo 3.6
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Figura 3.12. Distribuigdo de aninhamento ponderado em 1000 modelos nulos (curva preta), limites de 95% da area sob a curva (linha vermelha) e valor real, observado para as diferentes redes
de interagdo entre familia de visitantes e espécies vegetais (linha azul), em area de cerrado. Experimento de longa duragdo, na Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF. Modelos nulos e valores
reais calculados para os diferentes tratamentos do experimento (C, Ca, N, NP e P), agrupando os valores de visitagdo por UF em todas as campanhas. Se a linha azul esta fora da area entre as
linhas vermelhas, a probabilidade de o valor de aninhamento ponderado da rede de interagdo observada em campo ser igual ao de um modelo nulo (i.e. ser obtida ao acaso) é menor que 5%.
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2092 Figura 3.13. Medidas (drea basal e altura) de Styrax ferrugineus Nees & Mart. (Styracaceae) com circunferéncia a
2093 altura do solo > 10 cm, nos diferentes tratamentos, em setembro de 2017. a) Altura (m) e b) Area basal (m?) de cada
2094 individuo, em cada Tratamento. Area de cerrado tipico, no Experimento de longa duragdo, na Reserva Ecolégica do
2095 IBGE, Brasilia, DF. Comparagodes feitas par a par com teste de Tukey HSD. Devido a distribuigdo ndo normal, os dados
2096 para area basal foram logaritimizados. Letras diferentes significam diferengas significativas (a<0.05) entre
2097 tratamentos. NS= diferencas n3o significativas.

89



2098
2099
2100
2101

Capitulo 4: Efeitos de longo prazo do aumento na disponibilidade
de nutrientes nas comunidades de fungos micorrizicos
arbusculares de uma area de cerrado
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Resumo

Entre as simbioses mais comuns entre plantas e outros organismos estdo as micorrizas
arbusculares. Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sdo organismos biotroficos
obrigatdrios, que contribuem com a planta em diversos aspectos, entre eles tolerancia a
estresses e aquisicdo de nutrientes limitantes, particularmente fésforo (P). Porém, os FMA
podem representar um grande dreno de carbono (na forma de fotossintatos) para a planta,
chegando a 20% do total fixado durante a fotossintese. Assim, caso o beneficio conferido a
planta por alguma espécie de FMA for menor do que o custo na forma de carbono, a simbiose
pode ser desencorajada. Contudo, é necessario levar em conta que os FMA tem uma grande
diversidade funcional, com espécies pertencentes a diferentes familias ou grupos funcionais
conferindo beneficios distintos as plantas (e.g. protegendo contra patdgenos ou contribuindo
com a nutricdo) e em diferentes intensidades (e.g. contribuindo mais ou menos com a aquisicao
de P). Outro fator importante a ser levado em consideracdo é que diferentes espécies ou grupos
funcionais vegetais podem ser mais ou menos dependentes das associagdes com FMA. Com
base nessa elevada complexidade, o presente trabalho buscou avaliar como e se a comunidade
micorrizica arbuscular continua alterada em uma area natural apds 11 anos sem adi¢Oes de
nutrientes em um experimento de fertilizacdo de longa duragdo instalado na Reserva Ecoldgica
do IBGE, Brasilia, DF. O experimento estd localizado em uma area de cerrado tipico, que possui
uma ciclagem de nutrientes conservativa e mesmo sem novas adi¢des de nutrientes continua a
apresentar alteracdes nas caracteristicas quimicas do solo e na composicdo e diversidade
floristica. O experimento consiste em 20 parcelas de 15 x 15 m que receberam adicao bianual
de diferentes nutrientes: 1) Tratamento N: adi¢cdo de 100 kg/ha anuais de sulfato de aménio
((NH4)2S0,); 2) Tratamento P: adicdo 100 kg/ha anuais de superfosfato simples 20% - Ca(H,PO4)>
+ CaS04.2H,0; 3) Tratamento N+P: adicdo de sulfato de amdnio e superfosfato simples 20%; 4)
Tratamento Ca: adigdo de 4 t/ha ao ano, na forma de 60% de calcario dolomitico (CaO+MgO) +
40% de gesso agricola (CaS04.2H,0); e 5) Controle: sem adigdo de nutrientes. Essas adi¢Ges
foram feitas de 1998 a 2006 na transicdo seca chuva e chuva seca e os nutrientes foram
adicionados a lango sobre a serapilheira. Os esporos no solo foram extraidos em 2017 (em
setembro), contados e identificados até o nivel de familia. As familias entdo foram separadas
em grupos funcionais que refletem caracteristicas ecoldgicas dos FMA: Ancestrais, Edafofilicos
e Rizofilicos. Tanto o nimero de esporos quanto a abundancia das diferentes familias e grupos
funcionais foram correlacionados a caracteristicas da vegetacao e caracteristicas quimicas dos
solos dos diferentes tratamentos. A calagem (Ca) teve o maior efeito sobre o nimero de
esporos, provocando aumentos na maior parte dos casos. Os tratamentos também afetaram a
abundancia das familias e grupos funcionais de FMA, havendo competi¢cdo entre os FMA
ancestrais e rizofilicos nos tratamentos NP e Ca, com os ancestrais tendo sua abundancia
aumentada, enquanto os FMA edafofilicos tiveram menor importancia em todos os
tratamentos. Tanto o numero de esporos quanto as familias e grupos funcionais de FMA
estiveram significativamente relacionados com caracteristicas da vegetacdo (particularmente
caracteristicas das Poaceae relacionadas a fotossintese, se C3 ou C4 e a origem, se nativas ou
exdticas) e de solo. E possivel concluir que mesmo apés 11 anos sem novas adicdes de
nutrientes, os tratamentos e as alteracdes provocadas pelos mesmos na comunidade vegetal
ainda tem efeitos sobre a comunidade de FMA, que difere em nimero de esporos e composicdo
do que é encontrado onde ndo houve alteragdes (i.e. controle).
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Introdugao

Simbioses sdo relagdes ecoldgicas comuns em diversos tipos de ecossistemas e ocorrem
guando os organismos a interagir sdo beneficiados. Plantas frequentemente se associam de
forma mutualistica, se beneficiando de diversas maneiras, por exemplo com a polinizacdo no
grupo das Angiospermas, cuja maioria das espécies dependem em maior ou menor grau de
polinizadores (e que sdo beneficiados, por exemplo, com alimentos ricos em aglcares ou
proteinas) (Nicolson 2011; Ollerton et al. 2011). Sdo frequentes também as simbioses que
facilitam a obtencdo de elementos escassos ou pouco disponiveis, mas importantes para a
nutricdo vegetal como a associacdo com bactérias fixadoras de N atmosférico (Sprent 2009) e

com fungos micorrizicos arbusculares (FMA) (Smith and Read 2008).

Dentre as associacdes com FMA, uma das mais antigas é a que ocorre com o filo
Glomeromycota (micorrizas arbusculares) (Tedersoo et al. 2018), cujo fossil mais antigo
encontrado, apresentando estruturas tipicas destes organismos, tem por volta de 400 milhoes
de anos (Taylor et al. 1995). Sua importancia é tal que aproximadamente 80% das espécies
vegetais se associam com estes fungos (Wang and Qiu 2006) e autores propéem que eles foram
fundamentais para a colonizacdo da terra por parte das plantas, estando entre os organismos
mais importantes para a transicdo do ambiente aqudtico para o terrestre (Brundrett 2002;

Rensing 2018; Hoysted et al. 2018).

A especializacdo dos FMA é grande a ponto de eles ndo completarem seu ciclo de vida
sem um hospedeiro vegetal: sdo biotréficos obrigatoérios e dependem do carbono que recebem
das plantas na forma de fotossintatos (Smith and Read 2008). Seu “custo” para a planta é alto,
podendo representar um dreno de até 20% do carbono assimilado pela planta (Smith and Read
2008). Em troca, o fungo fornece ao vegetal macronutrientes pouco acessiveis, entre eles, ao
gue tudo indica principalmente os macronutrientes, nitrogénio (N) e fésforo (P) (Cardoso et al.
2010; Garcia and Zimmermann 2014; Mensah et al. 2015). Outros beneficios da associacdo
também ja foram identificados, como melhor tolerancia ao estresse hidrico e maior resisténcia

a patégenos (Porcel and Ruiz-Lozano 2004; Cardoso et al. 2010), dentre outros.

Formando uma associagao tdo estreita, plantas e FMA se influenciam mutuamente, com
algumas caracteristicas vegetais estando fortemente relacionadas a um maior beneficio com a
associacdo e contribuindo, por sua vez, com a comunidade micorrizica (Zangaro et al. 2012;
Treseder 2013; Rondina et al. 2019). Além das caracteristicas vegetais, as ambientais também

podem influenciar nas associa¢Ges micorrizicas arbusculares, podemos citar a disponibilidade
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de nutrientes no solo, razdo entre nutrientes, umidade e outros (Treseder 2004; Verbruggen et
al. 2015; Treseder et al. 2018; Veresoglou et al. 2019; Phillips et al. 2019). Estudos indicam que
ha interagcGes entre caracteristicas vegetais e ambientais na estruturacdo e composicdo da
comunidade micorrizica, com as mesmas se comportando de forma diferente com variagdes em
uma mesma caracteristica ambiental dependendo do hospedeiro (Klironomos 2003; Egerton-
Warburton et al. 2007; Phillips et al. 2019): por exemplo com uma espécie de FMA conferindo
um grande beneficio em termos de ganho de biomassa a uma espécie vegetal e se comportando

como parasita em outra, suprimindo este ganho (Klironomos 2003).

Em ambientes tropicais, cujos solos sdo, em geral, pobres em nutrientes e
intemperizados (Palm et al. 2007; Augusto et al. 2017), as micorrizas arbusculares sdo a forma
mais comum de associagdao de plantas com fungos (Steidinger et al. 2019). O Cerrado é o
segundo maior bioma da América do Sul, ocorrendo em grande parte de sua extensdo sobre
solos altamente intemperizados, acidos, com altos teores de Al e baixa disponibilidade de P e
outros macronutrientes (Fageria and Baligar 2008; Reatto et al. 2008). Ele é composto por um
mosaico de tipos vegetacionais, que vdo de formacbes florestais as campestres, sendo a
vegetacdo savanica a mais comum do bioma, que é caracterizada por dois estratos bem
definidos, um arbdreo e outro herbaceo (Ribeiro and Walter 2008). Essa coexisténcia de formas
de vida vegetais tdo diferentes em termos fisioldgicos, anatdmicos e mesmo sucessionais,
juntamente com a alta limitacdo que o solo impd&e sobre as plantas, indica que a avaliacdao das
comunidades micorrizicas arbusculares e como elas influenciam e sdo influenciadas pela
vegetacdo tem o potencial de ser uma importante componente do entendimento do

funcionamento de area de cerrado.

Outro ponto interessante de salientar é que a maioria dos estudos realizados no Cerrado
sobre os FMA tem maior foco em areas agricolas (Miranda 2008; Vilela et al. 2014; ), visto que
o Cerrado é considerado um “celeiro” para produgdo de commodities (Lahsen et al. 2016) e
existe forte pressdao haja aumento na producdo sem que haja aumento na degradacao
ambiental. Micorrizas arbusculares sdao uma forma promissora de alcancar tal objetivo, ao
proteger as plantas dos altos teores de Al no solo e diminuir a necessidade de fertilizantes
guimicos, dentre outros beneficios (Miranda 2008; Carrenho et al. 2010; Zhang et al. 2019).
Assim o conhecimento das comunidades nativas do bioma e de suas caracteristicas pode
contribuir para este fim. Para avaliar as comunidades de fungos micorrizicos arbusculares,
existem duas metodologias principais, uma delas leva em conta os esporos (seu nimero e a
morfologia) e outra a infeccdo de raizes de plantas pelos FMA. Ambas as metodologias tem

vantagens e desvantagens: usando os esporos, é possivel classificar as espécies, familias e
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grupos funcionais observando as caracteristicas dos mesmos, como tamanho, cor e
ornamentacdo (Souza et al. 2010; Oehl et al. 2011), a desvantagem é que os esporos sdo
estruturas de resisténcia e podem estar no solo, mas ndo ativos dentro de raizes vegetais. Ja ao
usar as estruturas intraradiculares dos FMA, é possivel saber quao abundante sdo as micorrizas
na comunidade vegetal, porém na maioria dos casos nao é possivel chegar a niveis taxondmicos

mais baixos (como familias).

Estudos mostram que o Cerrado apresenta uma grande diversidade de micorrizas (Jobim
etal. 2016; Calaga 2018) e que as diferentes praticas agricolas tem elevado potencial para alterar
as comunidades desses organismos (Miranda 2008; Pontes et al. 2017). Contudo, visto que os
trabalhos sobre os impactos de praticas agricolas geralmente avaliam dreas cuja vegetacdo
original foi alterada (e.g., lavoura de soja), ainda existe a lacuna no entendimento sobre como a
retirada da limitacdo por nutrientes por si sé pode alterar as comunidades de FMA. Outra
guestdo de investigacdo é se as alteragdes em comunidades micorrizicas arbusculares tem
alguma relagdo com outros impactos causados pela remocao da limitacdo nutricional, como as
observadas na comunidade vegetal (ver capitulo 2 da presente tese e referéncias citadas).
Assim, esse trabalho tem como objetivo avaliar como a adicdo de nutrientes e as alteragdes por
elas causadas no solo e sobre afetam a comunidade micorrizica arbuscular de uma area de

cerrado.

Material e Métodos

Area de estudo

O estudo foi realizado em um experimento de fertilizacdo de longa duracdo, localizado
na Reserva Ecoldgica do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (Recor IBGE), localizada
em Brasilia, DF (-15,943325 S; -47,878940 O). A reserva tem area de aproximadamente 1.300ha
e esta situada no Cerrado, bioma caracterizado por um clima com duas estacdes bem definidas,
uma seca (abril a setembro) e outra chuvosa (outubro a margo) e média pluviométrica anual em

torno de 1.500 mm.

O experimento teve inicio em 1998 (Kozovits et al. 2007) e consistiu em 5 tratamentos
de fertilizagdo aplicados a lango sobre o solo / serrapilheira, em duas épocas: no inicio e final da
estacdo seca. Cada tratamento foi aplicado em 4 parcelas de 15 x 15m (20 parcelas no total, com
distancia minima entre si de 10 m), sendo cada uma dividida em 9 subparcelas de 5 x5 m. O
posicionamento das parcelas e a atribuicdo de cada tratamento foram feitos de forma aleatéria.

Os tratamentos consistiram de: 1) Tratamento N: adi¢cdo de 100 kg/ha anuais de sulfato de
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amonio ((NH4)2S04); 2) Tratamento P: adigdo 100 kg/ha anuais de superfosfato simples 20% -
Ca(H2P0O4); + CaS04.2H,0; 3) Tratamento N+P: adicdo de sulfato de amodnio e superfosfato
simples 20%; 4) Tratamento Ca: adicdo de 4 t/ha ao ano, na forma de 60% de calcario dolomitico
(CaO+MgO) + 40% de gesso agricola (CaS04.2H,0); e 5) Controle: sem adicdo de nutrientes. No
inicio do experimento, os solos e vegetagao de todas as parcelas eram semelhantes e tipicos da
fitofisionomia de Cerrado tipico (Kozovits et al. 2007). No inicio do experimento, os solos e
vegetacao de todas as parcelas eram semelhantes e tipicos da fitofisionomia de cerrado tipico

(Garofalo 2001; Kozovits et al. 2007).

Amostragem de esporos de fungos micorrizicos arbusculares

Neste trabalho optou-se por avaliar os esporos micorrizicos, para se ter informacao

sobre a composicdo da comunidade de FMA.

A anadlise dos esporos foi feita em setembro de 2017, através da coleta de solode 0 a 10
cm de profundidade retiradas com ajuda de um trado. Dois “tipos” de solo foram coletados: 1)
amostras de solos na rizosfera de individuos de Maprounea brasiliensis A.St.-Hil.
(Euphorbiaceae), um arbusto com até 60 cm de altura. Em cada individuo, os solos foram
coletados em 4 pontos equidistantes (i.e. “em cruz”), ao redor dos individuos. Em cada um dos
tratamentos, 5 individuos foram amostrados, totalizando 100 amostras. 2) solos fora da zona de
influéncia da raiz (chamado daqui para frente de “solo da comunidade”), retirados de locais com
pouca vegetacdo e sempre que possivel, fora da influéncia da copa de individuos arbdreos
(partindo da premissa de que as raizes desses individuos tem aproximadamente o mesmo raio
gue a copa). Em cada uma das parcelas, 4 pontos foram amostrados, com um total de 16
amostras por tratamento totalizando 80 amostras ao todo. Os solos rizosféricos representam a
comunidade micorrizica arbuscular de individuos vegetais de uma espécie especifica, com
grande influéncia da mesma, enquanto os solos da comunidade representam a comunidade de
FMA das areas submetidas aos diferentes tratamentos como um todo, sem influéncia

predominante de qualquer espécie vegetal e uma maior influéncia dos tratamentos.

Apds a coleta, uma fracdo de aproximadamente 50g de solo de cada ponto de
amostragem (ou seja, dos quatro pontos das amostras de solo da comunidade em cada parcela
e dos quatro pontos de solo rizosférico em cada individuo vegetal) foi usada para obter amostras
compostas de 1) cada uma das 20 parcelas de esporos da comunidade e 2) de esporos de cada
um dos 25 individuos vegetais amostrados. Dessas amostras compostas, aproximadamente 40g

foram levadas para secar em estufa a 105 °C por 72h para determinacdo do teor gravimétrico
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de dgua em cada uma. O restante da amostra composta foi seco a temperatura ambiente (para

evitar danificar os esporos). Apds seca, uma fracdo de 50g foi usada para a extra¢do de esporos.

Para as analises, os esporos recolhidos em volta dos individuos da espécie alvo estdo
sendo considerados como representando a zona de raizes da comunidade vegetal arbustivo-
arbdrea, uma vez que individuos de M. guianensis ocorriam sob a copa de arvores e em meio a
individuos com porte semelhante, como é comum em espécies arbustivas em areas de cerrado

tipico.

Extragdo, contagem e identificacdo de esporos micorrizicos arbusculares

Os esporos de AMF foram extraidos de amostras de 50 g de solo usando o método do
peneiramento Umido (Gerdemann and Nicolson 1963). A amostra de solo foi diluida em
aproximadamente 1L de dgua e agitada em uma batedeira por aproximadamente 40 segundos.
ApOs isso, a solucdo foi deixada descansar por aproximadamente 30 segundos para que as
particulas mais pesadas decantassem e entdo vertida com cuidado sobre peneiras de diferentes
tamanhos de malha: 0.5 mm, 0.250 mm (250 pum) e 0.002 mm (53 um). A primeira peneira usada
para remover residuos mais grossos da solu¢do do solo e ndo retensao de esporos. Esse processo
foi repetido por 6 a 7 vezes para cada amostra composta de solo. Apds passar a solugdo esse
numero de vezes pelas peneiras, o que ficou retido nas peneiras de 250 e 53 um foi passado
para dois tubos falcon de 50mL (totalizando 50 tubos falcon de 50mL para solos da zona de raiz
e 40 tubos para o solo da comunidade); os esporos retidos nas peneiras duas peneiras foram
mantidos e analisados separadamente. O material armazenado nos tubos ao processo de
centrifugacdo: primeiramente com agua (3000 rpm, 3 minutos), seguido pela centrifugacdo com
solucdo de sacarose a 60 % (2000 rpm, 2 minutos), conforme método proposto por Jenkins
(1964). Depois de terminada a centrifugacdo, o conteudo do tubo foi cuidadosamente vertido
sobre a peneira de 53 pm e a sacarose enxaguada. A seguir, os esporos foram novamente

passados para o tubo falcon, com 7.5mL de dgua, e armazenado.

Essas amostras foram usadas para realizar a contagem de esporos: os 7.5mL de dgua
com esporos foram transferidos para uma placa de petri com sulcos concéntricos com ajuda de
uma pipeta e contados com ajuda de estereoscépio com aumento de 40 a 50 vezes. Apods a
contagem, os esporos eram transferidos novamente para os tubos falcon com 7.5mL de dgua e
armazenados em congelador. A etapa de contagem foi realizada para todas as 40 amostras de
solo de comunidade (20 da peneira de 250 um e 20 da peneira de 53 um) e 50 de solo da zona

de raiz (25 da peneira de 250 um e 25 da peneira de 53 um). Apds a contagem de todas as
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amostras, seguiu-se a etapa da montagem de laminas e obtencdo de fotos para posterior

identificacdo. Essa etapa, foi feita apenas para as amostras de comunidade.

Para a montagem das laminas, aliquotas de 2mL foram retiradas da solugdo de 7.5mL
(um volume de aproximadamente 27% dos 7.5mL iniciais) depois de agitadas com cuidado (para
gue esporos ndo ficassem presos na tampa do tubo), visando obter um nimero representativo
do total de esporos da parcela na aliquota. Para verificar se a quantidade de esporos obtida
dessa maneira estava préoxima do esperado, os nimeros recuperados nas aliquotas de quatro
parcelas aleatdrias foram contados e com isso verificou-se que a quantidade estava dentro do
esperado e o procedimento foi repetido para as 16 parcelas restantes. As aliquotas foram entdo
transferidas para um vidro de relégio e com a ajuda de um estereoscopio, os esporos foram
separados de acordo com aspectos morfoldgicos, como cor, tamanho e ornamentag¢do da
parede tanto quanto possivel e montados em laminas semi-permanentes, utilizando-se PVLG

(alcool polivinilico lacto-glicerol) e PVLG + reagente de Melzer (1:1 v/v) (Ainsworth 2008).

As laminas foram entdo observadas sob microscépio 6tico com camera acoplada ao
computador e fotografadas no Laboratério de Biodiversidade Aquatica da Universidade Catélica
de Brasilia. Com as fotos, os esporos de AMF foram identificados até o menor nivel taxonémico
possivel com a ajuda de especialistas da Universidade Federal de Pernambuco e consulta a
literatura (e.g. Oehl et al. 2006; Oehl et al. 2008; Oehl et al. 2011). Para as andlises estatisticas,
os esporos foram agrupados de acordo com as familias visando diminuir os possiveis erros de
identificacdo (ou seja, visando ser conservativo na analise dos efeitos da fertilizacdo do solo).
Também com esse fim, os esporos de com apenas uma parede externa foram classificados como
Glomeraceae sensu lato. Os fungos foram entdo divididos em trés grupos funcionais que levam
em conta caracteristicas funcionais, das familias de FMA, de acordo com o proposto por Weber
et al. (2019): 1) Rizofilicos: espécies cujo maior investimento de recursos é na colonizagcdao
radicular das espécies vegetais, 2) Edafofilicos: espécies cujo maior investimento é na
exploragdo do solo, com grande produgdo de hifas extraradiculares e 3) Ancestrais: espécies que

apresentam baixa colonizacdo intraradicular e poucas hifas extraradiculares (Tabela 4.1).

No caso de familias recém descritas ou que nao foram consideradas por Weber et al.
(2019), utilizou-se a nomenclatura que as mesmas tinham anteriormente. Assim, por exemplo,
Scutellosporaceae foi classificada como edafofilica, pois anteriormente era um género dentro
da familia Gigasporaceae (Oehl et al. 2008). A espécie Entrophospora infrequens (a Unica
pertencente a Entrophosporaceae), foi considerada como ancestral, ja que estava incluida

dentro de Acaulosporaceae (Sieverding and Oehl 2006) anteriormente e ndao foram encontradas
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informacgdes na literatura sobre o investimento em hifas intra e extraradiculares por parte da
espécie. A divisdo nestes grupos funcionais tem sido feita em alguns trabalhos recentemente e
parece refletir caracteristicas ecoldgicas das espécies micorrizas (Steidinger et al. 2019; Phillips

et al. 2019; Weber et al. 2019).

Tabela 4.1. Classificagdo em grupos funcionais (G.F.) das diferentes familias de fungos micorrizicos arbusculares cujos
esporos foram amostrados em solos (0 a 10 cm) de uma area de cerrado tipico, no Experimento de fertilizagdo de
longa duragdo. Reserva Ecoldgica do IBGE. Ref=referéncias usadas na classificagdo, *= classificagdo feita neste estudo,
baseado na classificagdo taxon6mica anterior.

G.F. Familia Ref.
Ancestral Acaulosporaceae 1,2
Ancestral Entrophosporaceae 1,3 *
Edafofilico Dentiscutataceae 1,4,*
Edafofilico Gigasporaceae 1,2
Edafofilico Racocetraceae 1,4, *
Edafofilico Scutellosporaceae 1,4,*
Rizofilico Glomeraceae 1

1. Hart and Reader 2002

2. Powell et al. 2009

3. Sieverding and Oehl 2006
4. Oehl et al. 2008

Andlises estatisticas

Abunddncia de esporos de micorrizas arbusculares

Foi verificado se havia diferenca no nimero médio de esporos entre tratamentos e tipos
de amostragem (bulk soil ou zona de raiz) usando 5 mil permutacGes bootstrap e calculando o

intervalo de confianga a 95% (Ho et al. 2018; Halsey 2019).

Correlagbes entre nuimero de esporos e diferentes varidveis foram verificadas.
Caracteristicas fisicas e quimicas de amostras de solo coletadas em 2017 (mesmo ano da coleta
dos esporos), de 0 a 10 cm de profundidade (Bustamante et al., dados ndo publicados) foram
usadas: P disponivel, K*, Ca2*, Matéria Organica, S, Mg?*, AlI>*, H+Al, Soma de Bases, Capacidade
de Troca Catiobnica, indice de Saturagdo por Bases e indice de saturacdo por aluminio, pH(H0),
pH(CaCl;) e Teor Gravimétrico de agua (%). Métricas da comunidade herbaceo-arbustiva,
obtidas no capitulo 2: Riqueza, diversidade Shannon e Equitabilidade de Pielou. Como Poaceae
é uma familia com alto indice de colonizagdo por micorrizas e bastante responsiva a colonizag¢do
(Zangaro et al. 2012; Treseder 2013), a cobertura linear (cm) desta familia (obtida no

levantamento de 2015, vide capitulo 2 desta tese) foi usada como variavel ambiental, tanto a
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familia como um todo como separando as espécies de acordo com os diferentes mecanismos de
fixagdo de carbono: C4 ou C3. Para todos esses casos, a correlacdo de Spearman foi utilizada por
ndo pressupor distribuicdo normal dos dados (Egerton-Warburton et al. 2007) e considerada
significativa quando a < 0.05. Considerou-se que as métricas da vegetacdo poderiam ser usadas
mesmo sendo de dois anos antes da coleta de esporos porque ndo houve mais adi¢Ges de
nutrientes na area e comunidades herbaceo-arbustiva apresentam pouca variacdo em periodos
tdo curtos de tempo (e.g. Eugénio 2016). Além disso, como mostra o capitulo 2, mesmo com seis
anos de intervalo, a diversidade das areas continuou semelhante e metade das principais

espécies da comunidade continuaram as mesmas nos dois periodos, especialmente Poaceae.

Grupos funcionais, familias e espécies de micorrizas arbusculares

Com as aliquotas de 2mL recuperadas do total extraido do solo, prosseguiu-se com as
seguintes analises: Primeiramente, para confirmar que as aliquotas das 20 parcelas foram
representativas do total extraido dos 50 g de solo, foi feita uma correlagdo de Spearman entre

o recuperado e o total.

Foi calculado o total de esporos e a abundancia relativa de cada familia e grupo
funcional, em cada parcela e tratamento. Com base no niumero de esporos, ordenagdes NMDS
para as familias e grupos funcionais de Glomeromycota foram feitas para visualizar as diferencas
entre as comunidades micorrizicas presentes nas diferentes parcelas e tratamentos. Os grupos
formados foram verificados por meio de PerMANOVAs (Anderson 2001). Ambas as analises
foram feitas com distancia de Bray-Curtis, por ser uma analise robusta a ndo normalidade nos
dados, e 5 mil permutacdes. Apds isso, os valores calculados nos eixos 1 e 2 da NMDS para cada
parcela foram correlacionados com as varidveis ambientais citadas (tanto de solo quanto de
vegetacdo) através de regressdes lineares e 5 mil permutacdes com o pacote vegan (Oksanen et

al. 2007) e plotados como vetores na ordenagdo da NMDS.

Por fim, correlacdes de Spearman entre as varidveis ambientais citadas acima e as

diferentes familias e grupos funcionais de micorriza foram calculadas.

Todas as analises estatisticas e graficos foram feitos no RStuduio Version 1.1.456.

Resultados

Abunddncia de esporos micorrizicos arbusculares no solo
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Os esporos pequenos a intermedidrios (retidos na peneira de 53 um) foram dezenas de
vezes mais numerosos que os grandes (retidos na peneira de 250 um), em todas as parcelas e
tanto para as amostras de solo rizosférico quanto para as de comunidade. Em muitos casos, as
amostras de solo rizosférico tenderam a ter maior quantidade de esporos que as amostras de
comunidade (Figura 4.1): em média, 1.7 vezes a mais na malha de 53 um e 1.5 vezes na malha
de 250 um. As amostras do tratamento Ca apresentaram um aumento expressivo nos esporos
pequenos da comunidade, pouca alteracdo nos esporos pequenos e médios do solo rizosférico
e nos esporos grandes da comunidade e uma tendéncia a diminuicdo no nimero de esporos

grandes no solo rizosférico.
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=
33000' 3000+ I
o ¥ :{
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=
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Tratamento + C 4+ Ca + N + NP + P

Figura 4.1. Numero de esporos da comunidade micorrizica recuperados de 50 g de solo (0 a 10 cm), nos diferentes
tratamentos. Esporos pequenos: retidos na peneira de 53 um (a, b) e esporos grandes:na peneira de 250 um (c, d).
Esporos da comunidade (a, c) e no solo rizosférico (b, d). Area de cerrado tipico, no Experimento de longa duracio,
na Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF. Dados submetidos a 5.000 permutag¢des. Barras= Intervalo de Confianga a
95% calculados com base nas permutagdes. Barras que ndo se sobrepdem significam que ha mais de 95% de chance
de as médias serem diferentes.
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O numero de esporos esteve significativamente correlacionado com diversas varidveis
ambientais, como pode ser visto na Tabela 4.2. Como o numero de esporos na malha de 53 um
foi maior que os esporos na malha de 250 um, havendo diferengas também entre esporos da
comunidade e do solo rizosférico (Figura 4.1), avaliou-se as correlacdes entre esporos e variaveis
ambientais para cada um destes quatro casos: 1) Pequenos (malha de 53 um) e esporos de
comunidade, 2) Pequenos (malha de 53 um) e esporos de solo rizosférico, 3) Grandes (malha de
250 um) e esporos de comunidade e 4) Grande (malha de 250 um) e esporos de solo rizosférico.
Houve diferencas nas relacGes entre os esporos em cada uma dessas quatro analises e as
variaveis ambientais (Tabela 4.2). Por exemplo, enquanto esporos de comunidade pequenos
estiveram fortemente correlacionados com o indice de saturagdo por aluminio, os esporos
pquenos do solo rizosférico soé estiveram relacionados com o S disponivel. Enquanto a cobertura
linear de Poaceae C4 esteve relacionada positivamente com os esporos pequenos da

comunidade, ela esteve relacionada negativamente com os esporos grandes rizosféricos.

Tabela 4.2. Correlagdo de Spearman (R) entre niUmero de esporos (retidos nas peneiras de 53 e 250 um) em 50 g de
solo coletados (0 a 10 cm) na zona de raiz (Tipo= rizosfera) e fora dela (Tipo= comunidade) e variaveis ambientais.
Estdo apresentadas apenas as correlagdes significativas (a=0.05). Varidveis de solo: V= indice de saturagdo por bases,
SB= Soma de bases, Ca= Ca disponivel, t= Capacidade de troca catidnica efetiva, Mg= Mg disponivel, m= indice de
saturagdo por aluminio, MO= Matéria organica, P= P disponivel, S= S disponivel, K= K disponivel, pH(CaCl,)= acidez
potencial, pH(H20)= acidez real. Varidveis relacionadas ao levantamento da vegetacio herbaceo-arbustiva em 2015:
Pielou= Equitabilidade de Pielou, Poaceae C4= cobertura linear (em cm) de Poaceae C4, C4 exdtica= Poaceae C4
exotica, C4 nativa= Poaceae C4 nativa, Poaceae C3= cobertura linear (em cm) de Poaceae C3, Razdo C3:C4= razdo
entre as coberturas lineares de ambos os tipos fotossintéticos. Em area de cerrado tipico, no Experimento de longa
duragdo, na Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF.

Tipo Peneira (um) Variavel R p
Comunidade 53 Vv 0.78 0.000
Comunidade 53 pH(CaCl,) 0.78 0.000
Comunidade 53 SB 0.77 0.000
Comunidade 53 Ca 0.71 0.000
Comunidade 53 m -0.67 0.001
Comunidade 53 t 0.66 0.001
Comunidade 53 C4 exdtica 0.63 0.003
Comunidade 53 Mg 0.56 0.010
Comunidade 53 pH(H20) 0.55 0.011
Comunidade 53 Poaceae C3 -0.53 0.016
Comunidade 53 Poaceae C4 0.50 0.023
Comunidade 53 Razao C3:C4 -0.50 0.025
Comunidade 53 Pielou -0.49 0.029
Comunidade 250 P -0.61 0.004
Comunidade 250 MO -0.49 0.029
Comunidade 250 pH(H20) 0.48 0.031

Rizosfera 53 K -0.48 0.015
Rizosfera 53 S 0.45 0.024
Rizosfera 53 C4 nativa -0.41 0.041
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Tipo Peneira (um) Variavel R p
Rizosfera 250 m 0.65 0.000
Rizosfera 250 \Y -0.56 0.004
Rizosfera 250 SB -0.53 0.006
Rizosfera 250 Razdo C3:C4 0.53 0.007
Rizosfera 250 pH(CaCl,) -0.50 0.012
Rizosfera 250 Poaceae C4 -0.49 0.012
Rizosfera 250 C4 exdtica -0.46 0.021
Rizosfera 250 Poaceae C3 0.45 0.022
Rizosfera 250 Ca -0.44 0.026
Rizosfera 250 pH(H,0) -0.40 0.049

Comunidade micorrizica arbuscular

O numero de esporos recuperados na aliquota de 2mL e o total de esporos contabilizado

em 50g de solo estiveram fortemente correlacionados (Figura 4.3), portanto, em termos de

numero de esporos, a aliquota foi representativa da quantidade total.

700 1
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500 1

400 1

Esporos / aliquota 2 ml

300+

2004 e

R =0.85, p<0.001

1000 1500

2000

Esporos / 50 g de solo

2500 3000
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e C
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Figura 4.3. Correlagdo (de Spearman) entre nimero de esporos extraidos em 50 g de solo (0 a 10 cm) e quantidade
de esporos recuperados nas aliquotas usadas para a montagem das laminas de microscopia, nos diferentes
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tratamentos. Em area de cerrado tipico, no Experimento de longa duragdo instalado na Reserva Ecoldgica do IBGE,
Brasilia, DF.

Foram encontradas oito familias de Glomeromycota na area do experimento, com a
Unica familia exclusiva sendo Gigasporaceae, encontrada em duas parcelas do tratamento P. Em
todos os tratamentos e parcelas, Glomeraceae lato sensu e Acaulosporaceae foram as familias
mais abundantes (Figura 4.4a e b). Fica mais facil observar as diferencas encontradas entre as
familias ao se levar em consideragdo a abundancia relativa de cada uma em relagdo ao nimero
total de esporos em uma determinada parcela ou tratamento, como mostrado nas Figuras 4.5a
e b. E possivel ver que familias pouco abundantes em termos absolutos tiveram altera¢des em
sua abundancia relativa, como ocorreu com Scutellosporaceae e Dentiscutataceae, que
mostraram reducdo de importancia em relagdo ao controle (reducdo médiade4a12.8ede 1.5
a 9.7 vezes, respectivamente) (Anexo 4.1). Também se torna evidente que apesar de em
nameros absolutos haver bastante variagdo no numero de esporos de Glomeraceae e
Acaulosporaceae, em termos de contribuicdo relativa, ambas as familias juntas respondem por
mais de 80% do total em todas as parcelas. Acaulosporaceae apresenta aumento de importancia
nos tratamentos Ca e NP (Figura 4.4 e 4.5), em média 2 e 3 vezes, respectivamente (Anexo 4.1
e 4.2). Na maioria das parcelas, esporos de familias rizofilicas foram os mais comuns em todos
os tratamentos e parcelas e na sequéncia os esporos ancestrais na maioria das parcelas. No
tratamento controle, no geral, foi observada uma equivaléncia na abundancia de esporos
ancestrais e rizofilicos e em duas das quatro parcelas houve maior abundancia de esporos

edafofilicos (Figuras 4.6 e 4.7).

103



2481

a
1500 4 Familia
o . Racocetraceae
S )
g . Gigasperaceae
*@ 1000 4 . Paradentiscutataceae
t . Dentiscutataceae
1]
g Scutellosporaceae
% 500 Entrophosporaceae
w
. Acaulosporaceae
. Glomeraceae
0_
c Ca N NP P
b
C Ca N NP P
600 A e
©
] —
s} 4001
@ N
Al
-
w
o EE—
8 2004 N
w
Lu . . .
0-
11C 1C 21C 5C 12Ca 17Ca 20Ca 3Ca 10N 14N 2N 7N 13NP 16NP BNP 8NP 15P 19P 4P 9P

2482

2483 Figura 4.4. Numero de esporos recuperados da aliquota de 2mL, extraidos de 50g de solo (0 a 10 cm), por familia. a) soma de esporos por familia em cada tratamento. b) Soma de esporos em
2484 cada parcela. Area de cerrado tipico, no Experimento de longa duragdo, na Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF.
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De forma similar ao observado com as comunidades herbaceo-arbustivas e concentragdes de
nutrientes foliares, houve diferenciacdo entre os tratamentos tanto quando consideramos as
familias de Glomeromycota (PerManova: Sum of Squares=0.50, p=0.0134) como quando as
agrupamos de acordo com seus grupos funcionais (PerMANOVA: Sum of Squares= 0.48,
p=0.0192) (Figuras 4.8 e 4.9), ja que os dois principais grupos funcionais (rizofilicos e
ancestrais) dominam fortemente a comunidade. De ambas as formas, as comunidades das
parcelas controle e N sdo mais semelhantes e relacionadas a varidveis como cobertura de
espécies C4 nativas, indice de saturacdo por Al e diversidade Shannon. Em geral, as
comunidades das parcelas do tratamento P ficam relativamente isoladas, prédximas a apenas
uma parcela de Ca, e as parcelas do tratamento NP aparecem préximas as do tratamento Ca e
relacionadas a varidveis como cobertura de C4 exaticas, P disponivel no solo, NO3™ e indice de
saturacdo por bases (Figuras 4.8, Anexo 4.3). E possivel notar que, enquanto as familias do
grupo ancestral (Acaulosporaceae e Entrophosporaceae) estiveram relacionadas aos
tratamentos Ca e NP, as familias Rizofilicas (neste estudo, composta apenas por Glomeraceae)
estiveram relacionadas aos tratamentos P, N e controle, enquanto as Edafofilicas (composta
por Dentiscutataceae, Gigasporaceae, Diversisporaceae, Racocetraceae e Stutellosporaceae)

aos tratamentos N e controle (Figuras 4.9).
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Figura 4.8. Ordenagdao NMDS (distancia de Bray-Curtis) dos esporos das familias de Glomeromycota extraidos do solo (0 a 10 cm) e recuperados nas aliquotas de 2mL nos diferentes tratamentos
e resultados da PerMANOVA (com distancia de Bray-Curtis). Area de cerrado tipico, no Experimento de longa duracdo, na Reserva Ecolégica do IBGE, Brasilia, DF. $S= Sum of Squares. Setas=
relagdo da comunidade micorrizica em cada parcela com as diferentes varidveis ambientais (solo e vegetagdo). Mostradas apenas aquelas com R2 > 10%; coeficientes de correlagdo calculados
por meio de regressdo linear e 5 mil permutagdes.
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Figura 4.9. Ordenagdo NMDS (distancia de Bray-Curtis) dos esporos dos grupos funcionais de Glomeromycota extraidos do solo (0 a 10 cm) e recuperados nas aliquotas de 2mL nos diferentes
tratamentos e resultados da PerMANOVA (com distancia de Bray-Curtis). Area de cerrado tipico, no Experimento de longa durag3o, na Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF. SS= Sum of Squares.
Setas= rela¢do da comunidade micorrizica em cada parcela com as diferentes varidveis ambientais (solo e vegetacdo). Mostradas apenas aquelas com RZ > 10%; coeficientes de correlagdo
calculados por meio de regressao linear e 5 mil permutagoes.

110



2524
2525
2526
2527
2528
2529
2530
2531
2532
2533
2534
2535
2536
2537
2538
2539
2540

2541

2542
2543
2544
2545
2546
2547
2548
2549
2550
2551
2552

Considerando as familias e grupos funcionais isoladamente ao invés da comunidade
como um todo, é possivel observar correlagcbes com diversas varidveis ambientais, como pode
ser visto na Tabela 4.3. Varidveis relacionadas a caracteristicas do solo foram as mais
comumente relacionadas com as familias de micorrizas, tais como acidez e disponibilidade de
elementos potencialmente téxicos as plantas (Indice de Saturagdo por Aluminio) e nutrientes
(por exemplo, P e K disponiveis). RelagGes significativas e positivas foram observadas entre soma
de bases, Ca, Mg e capacidade de troca catibnica e familias de micorriza enquanto o inverso
ocorreu com o pH solo (tanto em H,0 quanto em CaCl,). Varidveis relacionadas a vegetacdo
também estiveram significativamente correlacionadas com algumas familias de micorriza,
particularmente a Scutellosporaceae. Enquanto Acaulosporaceae foi positivamente
correlacionada com espécies exdticas de Poaceae C4, Scutellosporaceae e Dentiscutataceae
estiveram positivamente relacionadas as Poaceae C4 nativas. Entrophosporaceae foi a familia
com maior nimero de correlagBes significativas e parece se relacionar de forma inversa com
Dentiscutataceae: além de correlacdo negativa entre as duas familias, as relacées das duas
familias com K disponivel e teor gravimétrico de agua tiveram direcdes opostas. Gigasporaceae
ndo esteve correlacionada significativamente com nenhuma varidvel analisada; ocorreu com

abundancia muito baixa em apenas 2 das 20 parcelas (Tabela 4.3).

Tabela 4.3. Correlagdo de Spearman (R) entre numero de esporos das diferentes familias e Grupos Funcionais de
micorrizas e variaveis ambientais. Estdo apresentadas apenas as correlagdes significativas (a=0.05). Variaveis de solo:
V= indice de saturagdo por bases, SB= Soma de bases, Ca= Ca disponivel, t= Capacidade de troca cationica efetiva,
Mg= Mg disponivel, m=indice de satura¢do por aluminio, MO= Matéria organica, P= P disponivel, S= S disponivel, K=
K disponivel, pH(CaCl,)= acidez potencial, pH(H20)= acidez real, H+Al= acidez potencial, Al= Aluminio trocavel.
Varidveis relacionadas ao levantamento da vegetacdo herbdceo-arbustiva em 2015: Pielou= Equitabilidade de
Pielou, DivShan= indice de diversidade Shannon, Poaceae C4= cobertura linear (em cm) de Poaceae C4, C4 exética=
Poaceae C4 exodtica, C4 nativa= Poaceae C4 nativa, Poaceae C3= cobertura linear (em cm) de Poaceae C3, Razdo
C3:C4=razdo entre as coberturas lineares de ambos os tipos fotossintéticos, Poaceae 2015= Soma da cobertura linear
(em cm) de todas as espécies de Poaceae. Em area de cerrado tipico, no Experimento de longa duragdo, na Reserva
Ecoldgica do IBGE, Brasilia, DF.

Familia Varidvel cor p
Acaulosporaceae P 0.65 0.002
Acaulosporaceae t 0.59 0.006
Acaulosporaceae Ca 0.59 0.007
Acaulosporaceae C4 exdtica 0.57 0.008
Acaulosporaceae pH(CaCly) 0.54 0.014
Acaulosporaceae Razao C3:C4 -0.54 0.015
Acaulosporaceae SB 0.53 0.017
Acaulosporaceae Poaceae C4 0.44 0.050
Dentiscutataceae K 0.71 0.000
Dentiscutataceae TG 0.54 0.013

Entrophosporaceae H+Al -0.68 0.001
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Entrophosporaceae Al -0.65 0.002
Entrophosporaceae pH(CaCly) 0.63 0.003
Entrophosporaceae m -0.63 0.003
Entrophosporaceae K -0.62 0.003
Entrophosporaceae Ca 0.61 0.004
Entrophosporaceae Vv 0.61 0.005
Entrophosporaceae pH(H,0) 0.59 0.006
Entrophosporaceae SB 0.59 0.006
Entrophosporaceae Mg 0.58 0.007
Entrophosporaceae MO -0.57 0.008
Entrophosporaceae t 0.55 0.011
Entrophosporaceae Dentiscutataceae -0.53 0.016
Entrophosporaceae TG -0.46 0.040
Glomeraceae Vv 0.67 0.001
Glomeraceae SB 0.60 0.005
Glomeraceae m -0.55 0.012
Glomeraceae pH(CaCl,) 0.54 0.015
Glomeraceae Ca 0.48 0.031
Glomeraceae Gigasporaceae 0.46 0.040
Glomeraceae pH(H>0) 0.45 0.044
Diversisporaceae C4 nativa 0.67 0.001
Scutellosporaceae Pielou 0.76 0.000
Scutellosporaceae DivShan 0.68 0.001
Scutellosporaceae C4 nativa 0.62 0.004
Scutellosporaceae Poaceae 2015 -0.44 0.050
Grupo Funcional
Ancestral P 0.64 0.002
Ancestral Ca 0.62 0.004
Ancestral t 0.61 0.004
Ancestral C4 exdtica 0.60 0.005
Ancestral pH(CaCly) 0.58 0.008
Ancestral SB 0.56 0.011
Ancestral Razao C3:C4 -0.56 0.011
Ancestral PoaceaeC4 0.47 0.038
Edafofilico C4 nativa 0.71 0.000
Edafofilico Pielou 0.54 0.014
Edafofilico DivShan 0.54 0.014
Edafofilico K 0.52 0.018
Edafofilico S -0.48 0.032
Rizofilico Vv 0.67 0.001
Rizofilico SB 0.60 0.005
Rizofilico m -0.55 0.012
Rizofilico pH(CaCl,) 0.54 0.015
Rizofilico Ca 0.48 0.031
Rizofilico pH(H20) 0.45 0.044
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Discussao

Estudos abordando a comunidade de FMA em solos de dreas naturais de Cerrado ainda
sdo escassos. No presente estudo, a abundancia de esporos por 50g de solo foi alta e maior que
arelatada em outros estudos realizados em areas de cerrado tipico, que em média fica em torno
de 5,5 por grama de solo (Tabela 4.4), enquanto neste trabalho o nimero variou de 27 a 64 por

grama.

Visto que fungos micorrizicos arbusculares necessitam de hospedeiros vegetais para
completar seu ciclo de vida, é esperado que caracteristicas da vegetacdo tenham grande
influéncia sobre suas comunidades e, de fato, diversos trabalhos tem apontado para isso
(Hoeksema et al. 2010; Zangaro et al. 2012; Zobel and Opik 2014; Banerjee et al. 2019; Weber
et al. 2019). Por exemplo, em area de Mata Atlantica, foi verificado que vegeta¢do mais aberta,
mais semelhante a campos, apresenta maior quantidade de esporos que dreas com vegetagao
secunddria, que por sua vez tem maior quantidade de esporos que a vegetagao climax (Zangaro
et al. 2012). Assim, é provdvel que caracteristicas da vegeta¢do (como porte e forma de vida
dominante) das dreas sob estudo estejam entre os motivos para as diferencas encontradas no
numero de esporos entre os diferentes estudos (Tabela 4.4). Neste estudo foi possivel detectar
variabilidade mesmo em uma d4rea de 15 m?, entre coletas de solos da comunidade e solo
rizosférico: o nUmero de esporos na zona de raiz foi consistentemente maior que em solos ndo

associados a raizes de plantas (Figura 4.1).

Tabela 4.4. Densidade de esporos por grama de solo encontrados em diferentes estudos em areas do bioma Cerrado,
em diversas fitofisionomias, em solo de areas naturais. Vegetagao= tipo de vegetag¢do informado pelos autores (ainda
gue ndo seja uma fitofisionomia formalmente reconhecida); Prof.= Profundidade de coleta dos esporos, Eporos.g=
Densidade de esporos por grama de solo amostrado, Area= nome dados pelos autores do trabalho para as areas de
amostragem (no caso deste trabalho, cada um dos tratamentos), Tipo= Para este estudo, se os solos vieram da area
de zona de raiz (“rizosfera”) ou da comunidade. Ref= Referéncia do trabalho. Nimero entre parénteses= Desvio
Padrdo do nimero de esporos no tratamento.

Vegetacdo Prof. Esporos.g Area Tipo Ref.
Cerrado tipico 0a20 9 Csl NA Pontes et al 2017
Cerrado tipico 0a20 11 Csli NA Pontes et al 2017
Cerrado tipico 0a20 10 csli NA Pontes et al 2017

Mata semidecidua 0a 20 0.88 Mata NA Correia et al 2004
Cerrado tipico 0a20 1.9 Cerrado NA Correia et al 2004
Cerrado tipico 0a5 3.62 CN NA Martins et al 1999
Cerrado tipico 0a5 5.2 CN NA Martins et al 1999
Floresta Ripadria 0al0 5.26 RF NA Fernandes et al 2016
Floresta Riparia 0al0 5.62 RF NA Fernandes et al 2016

Sandy Bog 0a20 1.6 sbl NA Carvalho et al 2011

Peat Bog 0a20 1.4 pbl NA Carvalho et al 2011
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Vegetacao Prof. Esporos.g Area Tipo Ref.

Rocky Outcrop 0a20 2.4 rol NA Carvalho et al 2011

Quartz Gravel Field 0a 20 15 gfl NA Carvalho et al 2011

Cerrado 0a20 4 cel NA Carvalho et al 2011
Cerrado tipico 0al0 27(9) C Comunidade Este estudo
Cerrado tipico 0al0 48(5) Ca Comunidade Este estudo
Cerrado tipico 0al0 28(5) N Comunidade Este estudo
Cerrado tipico 0al0 28(5) NP Comunidade Este estudo
Cerrado tipico 0al0 37(6) P Comunidade Este estudo
Cerrado tipico 0al0 47(12) C Rizosfera Este estudo
Cerrado tipico 0al0 64(22) Ca Rizosfera Este estudo
Cerrado tipico 0al0 63(15) N Rizosfera Este estudo
Cerrato tipico 0al0 60(11) NP Rizosfera Este estudo
Cerrato tipico 0al0 44(16) P Rizosfera Este estudo

Dentre as variaveis com alta correlagdo com o nimero de esporos, estdo caracteristicas
da vegetacao herbdceo-arbustiva, notadamente as relacionadas as espécies de Poaceae, tanto
para esporos de comunidade quanto para as amostras de solo rizosférico. As amostras de
comunidade foram coletadas tomando-se o cuidado de evitar pontos préoximos a areas com
grande concentracdo de plantas ou embaixo da copa de individuos arbdreos grandes, ainda
assim, é provavel raizes infectadas por FMA tenham sido amostradas, mas a influéncia de raizes
ativas da vegetacdo teria sido menor que nos solos coletados em pontos mais densamente
vegetados. Além disso, esporos sdo estruturas de resisténcia e é possivel que as correlagdes
entre esporos coletados no solo da comunidade e caracteristicas da vegetacao reflitam ao

menos parcialmente a dinamica da vegetagdo ao longo do tempo.

Varios trabalhos tem sugerido que Poaceae é uma familia importante para a
comunidade de FMA, sendo altamente generalistas em suas associacées (mais que espécies
arbustivas, por exemplo, ainda que a especificidade seja baixa em ambos os casos; Sepp et al.
2019) e que, entre elas, as Poaceae C4 sdo particularmente beneficiadas pela associa¢do
(Treseder 2013). Quando considerando apenas as associagdes com micorrizas arbusculares em
uma metanalise com 420 estudos, Hoeksema et al. (2010) verificaram que o grupo funcional das
plantas (se C3 ou C4, associada ou ndo com bactérias fixadoras de N) foi mais importante para
explicar a resposta aos fungos micorrizicos arbusculares do que a fertilizaggo com Ne Pe P

isoladamente.

Neste estudo, os grupos funcionais Poaceace C3 e C4 também se comportaram de
formas distintas entre si. Enquanto Poaceae C3 (aqui representada exclusivamente por

Echinolaena inflexa (Poir.) Chase) mostrou uma correlacdo negativa com a abundéancia de
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esporos no solo, o grupo Poaceae C4 exdticas correlacionou-se positivamente com esporos da
comunidade. Ainda que ndo tenha sido significativa para os esporos da comunidade, a
correlacdo entre Poaceae C4 nativa e nimero de esporos também foi negativa. Isso pode ser
devido ao fato de, como mencionado no capitulo 2, as espécies nativas estarem adaptadas aos
baixos niveis de nutrientes no solo, particularmente P (os tratamentos N e controle
apresentaram baixa disponibilidade P no solo) e, portanto, dependerem menos da associacao
com FMA para manterem os niveis do elemento dentro de limite adequados em seus tecidos.
Por outro lado, o capim gordura (Melinis minutiflora P. Beauv.), principal espécie exdtica na area,
é reconhecidamente limitado pela disponibilidade de P (Baruch 1996; Barger et al. 2003; Lannes
etal. 2016). De todos os tratamentos, aqueles com maior tendéncia de aumento na abundancia
de esporos foi o tratamento Ca. Este tratamento apresenta baixos teores de P e foi invadido
pelo capim gordura e assim, é possivel que no tratamento Ca a baixa disponibilidade de P,
somado a invasdo por uma espécie exodtica C4 com alta demanda por este nutriente esteja entre
0s responsaveis pelos aumentos observados no numero de esporos. Neste contexto, é
importante mencionar que estudos demonstram que espécies vegetais exoticas podem ndo sé
se integrar, como serem beneficiadas por comunidades micorrizicas locais, em certas condicdes

até mesmo em detrimento de espécies vegetais nativas (Klironomos 2003; Zangaro et al. 2018).

Variaveis relacionadas a acidez do solo e disponibilidade de elementos potencialmente
téxicos as plantas também estiveram por vdrias vezes fortemente correlacionadas com o
numero de esporos no solo. Dentre elas, as relagdes foram positivas com o indice de Saturacdo
por bases, soma de Bases e pH e negativa com o indice de saturagdo por Al (Tabela 4.3). Outros
estudos também detectaram influéncia dessas varidveis sobre a comunidade micorrizica
arbuscular (Pontes et al. 2017; Calaca 2018). A disponibilidade de Al (que por sua vez tem
correlacdo positiva com o pH e negativa com a saturacdo de bases do solo) parece influenciar
negativamente a germinagao de esporos de algumas espécies de FMA (Moreira and Siqueira
2002) e assim, de forma geral é esperado que condi¢Ges de acidez intermediarias favorecam as
comunidades deste fungos como um todo, apesar de haver grande diversidade fisioldgica entre
as diferentes espécies e algumas serem beneficiadas em pH mais baixos ou mesmo

relativamente indiferentes ao pH do solo (Moreira and Siqueira 2002; Maia et al. 2010).

Dada a grande diversidade fisiolégica e funcional encontradas em Glomeromycota (Hart
and Reader 2002; Klironomos 2003; Egerton-Warburton et al. 2007; Hoeksema et al. 2010;
Mensah et al. 2015), a identificagdo das familias e seu agrupamento de acordo com
caracteristicas ecoldgicas podem se mostrar importantes para melhor compreender os efeitos

de alteragGes no solo (como alteragdes nos teores de nutrientes e pH) e na comunidade vegetal
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sobre a comunidade destes fungos. Neste trabalho, é possivel verificar que mesmo com a
variacdo relativamente pequena na abundancia absoluta de esporos entre tratamentos, a
abundancia relativa dos diferentes grupos (familias ou grupos funcionais) parece ter mudado

significativamente.

As associacdes com FMA sdo altamente complexas e podem ser afetadas por multiplos
fatores, indo de caracteristicas do vegetal (por exemplo, trabalhos indicam que plantas
associadas a bactérias fixadoras de N pode ter maior beneficio com a associagdo com AMF, ver
Treseder 2013) a propria espécie de FMA, passando por caracteristicas edaficas e até mesmo
caracteristicas genéticas de ambos os parceiros (Klironomos 2003; Mensah et al. 2015). Ainda
assim, padrdes comuns as familias e grupos funcionais tem sido identificados. Entre algumas das
caracteristicas comumente consideradas em estudos sobre ecologia de micorrizas arbusculares
estdo o investimento em hifas intra e extraradiculares e a velocidade de colonizagdo de raizes
(Hart and Reader 2002; van der Heijden and Scheublin 2007; Powell et al. 2009). Assim, as
familias  Scutellosporaceae, Gigasporaceae, Dentiscutataceae, Diversisporaceae e
Racocetraceae tem um alto investimento na producdo de hifas exploratdrias (extraradiculares),
gue sdo robustas, em geral. Por outro lado, espécies de Glomeraceae costumam investir pouco
em hifas extradiculares e mais em hifas intraradiculares. Acaulosporaceae e Entrophosporaceae
(a0 menos a Unica espécie da familia encontrada neste estudo: E. infrequens) produzem pouca

quantidade de hifas, que sdo em geral delicadas, tanto fora quanto dentro das raizes vegetais.

O agrupamento nos referidos grupos funcionais, propostos por Hart and Reader (2002)
tem uma boa concordancia com o proposto mais recentemente, por Chagnon et al. (2013), que
procurou usar a nomenclatura ja usada para plantas e expandida para outros grupos, que leva
em conta a tolerancia a distirbio ou estresse dos organismos (Grime 1979). Com esta
nomenclatura, as familias de FMA sdo divididas em: ruderais, associadas a ambientes que
sofrem disturbios frequentes, com pouco investimento em hifas extraradiculares, que tem baixo
custo de carbono (de forma geral, as rizosféricas na classificagdo de Hart), tolerantes a estresse,
que seriam as com ciclo de vida mais lento, com boa eficiéncia no uso de nutrientes e tolerancia
a situacOes desfavoraveis como baixo pH ou baixas temperaturas (as ancestrais na outra
classificagdo) e por fim, no grupo das competidoras, as espécies estariam associadas a
ambientes com distlrbios pouco frequentes e baixos niveis de estresse (as edafofilicas segundo

Hart and Reader 2002).

Espécies com maior investimento em hifas extraradiculares (que tem sido agrupadas

dentro das espécies edafofilicas ou tolerantes), tem maior capacidade de exploracédo do solo e
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parecem estar associadas a um maior beneficio nutricional ao hospedeiro, por exemplo
aumentando os teores de P nos mesmos (Powell et al. 2009). Neste estudo, é possivel ver que
essas familias estiveram associadas principalmente as parcelas controle e N (Figuras 4 a 7). Entre
as varidveis que estiveram correlacionadas com estas espécies, é interessante notar as
associagOes positivas com caracteristicas da vegetacao nativa: equitabilidade, diversidade
Shannon, cobertura de Poaceae C4 nativas. Este resultado estd de acordo com o encontrado por
Weber et al. (2019), que estudando comunidades nativas e invadidas por espécies exdticas na
Califdrnia, verificou que espécies edafofilicas estiveram mais associadas aos arbustos nativos

gue a espécies de Poaceae invasoras.

Glomeraceae foi a Unica familia no grupo das micorrizas arbusculares rizofilicas (ruderais
na classificacdo de Chagnon et al. (2013)). Este grupo de micorrizas parece estar associado
fortemente a Poaceae (Weber et al. 2019), contudo neste estudo ndo apresentou correlagées
significativas com varidveis da vegetacdo (apesar disso, a correlagdo foi negativa com Poaceae
C4 nativa e positiva com Poaceae C4 exdtica) (Tabela 4.3). Essa familia esteve relacionada com
niveis intermediarios de saturacdo por bases e pH e enquanto em termos absolutos produziu
mais esporos no tratamento P, em termos relativos ela nao foi afetada pelo tratamento (Figuras
4.4,4.5 e 4.8). Espécies desta familia por vezes sdo associadas a um ciclo de vida “ruderal”: altas
taxas de crescimento, alto investimento em reproducdo e ciclo de vida rapido (Chagnon et al.
2013). Além disso, estudos indicam que Glomeraceae pode ser beneficiada por uma maior
fertilidade do solo (Treseder and Allen 2002; Egerton-Warburton et al. 2007; Carrenho et al.
2010), estando entre as familias menos afetadas, por exemplo, pela deposicdo de N na
metanalise de Treseder et al. (2018). Por fim, como essa familia parece ter uma baixa demanda
por carbono (Egerton-Warburton et al. 2007), é possivel que mesmo em 4areas com altas
concentracdes de P no solo, o custo fotossintético da associacdo tenha sido baixo o suficiente
para que ela ndo fosse prejudicada. Em termos absolutos, a familia foi beneficiada nas parcelas
do tratamento Ca e ndo foi afetada pelo tratamento NP, mas em termos relativos perdeu
importancia em ambos os tratamentos, principalmente devido a familia Acaulosporaceae

(Anexo 4.3).

Acaulosporaceae foi beneficiada em termos absolutos e relativos nos tratamentos NP e
Ca, estando fortemente relacionada as parcelas destes tratamentos (Figuras 4.4, 4.5 e 4.8). Essa
familia parece ser eficiente na aquisicdo e transferéncia de P para o hospedeiro (Egerton-
Warburton et al. 2007) e é de se supor que seja beneficiada em condi¢des que tornem o
elemento mais limitante, embora outro estudo tenha verificado que ela é pouco afetada pela

fertilidade do solo (Treseder and Allen 2002). Neste estudo, Acaulosporaceae foi correlacionada
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positivamente com a disponibilidade de P, com um coeficiente de correlagdo de 65%. E possivel
gue esta associagdo tenha ocorrido por causa da invasdo do grupo Poaceae C4 exdticas, varidvel
a que a familia também esteve positiva e significativamente correlacionada (Tabela 4.3). Apesar
de M. minutiflora mostrar uma resposta muito mais forte as micorrizas arbusculares em
condicBes de baixa fertilidade do solo (producdo de biomassa mais de 10 vezes maiores em
condicOes de baixa fertilidade em relagdo a fertilidade alta), suas taxas de micorrizagdo ndo sado
significativamente afetadas pela fertilidade (Rondina et al. 2014), assim como a de outras
Poaceae C4 invasoras (Zangaro et al. 2018). Acaulosporaceae faz parte do grupo dos FMA
ancestrais e foi considerada como uma familia do grupo das tolerantes a estresse (Chagnon et
al. 2013). Talvez quando levamos todas as alteragdes provocadas pelos tratamentos em conta
como um todo, as condigdes mais estressantes possam ser encontradas no tratamento Ca: alta
cobertura de uma espécie exotica e pH préximo da neutralidade, com elevados niveis de

saturacdo de bases (31 vezes mais elevado que no controle).

Entrophosporaceae foi a outra familia do grupo dos FMA ancestrais, sendo representada
por apenas uma espécie neste estudo: Entrophospora infrequens. Essa espécie parece ter sido
especialmente bem-sucedida no tratamento Ca pois enquanto apresentou abundancia relativa
média de quase 4% nesse tratamento com ocorréncia em todas as parcelas, Entrophospora
infrequens apresentou abundancia relativa menor que 0.5% e ocorreu em apenas uma parcela
nos tratamentos P e N (Tabela 4.3, Figuras 4.4, 4.5 e 4.8). InformacGes ecoldgicas sobre a familia
sdo escassas na literatura, muitas vezes havendo observacdes conflitantes: por exemplo, ela ja
foi relatada como s6 sendo encontrada em solo sob cultivo (de Miranda et al. 2005) e como ndo
ocorrendo em solo sob cultivo (Jansa et al. 2002). De forma interessante, ela foi relatada como
produzindo mais esporos em condi¢cdes de baixa umidade no solo na Costa Rica (Lovelock et al.
2003) e neste trabalho, o teor gravimétrico de agua no solo esteve entre as variaveis
correlacionadas negativamente com o nimero de esporos da familia e foi menor no tratamento

Ca.

Por fim, um ponto interessante levantado por Chagnon et al. (2013) é que as
caracteristicas das plantas e dos AMF que as hospedam seria de certa forma convergente. Assim,
por exemplo, uma espécie de planta tolerante a estresse, com um metabolismo lento e uso
conservativo de recursos, se associaria preferencialmente com AMF tolerantes a estresse e nao,
por exemplo, com uma espécie competidora, que pode representar um grande dreno de
carbono para sustentar seu extensivo micélio de um hospedeiro com taxas metabdlicas lentas.
Neste estudo, os AMF tolerantes a estresse estiveram positivamente relacionados a espécie C4

exotica, que talvez possa se enquadrar em uma espécie tolerante e estresse, uma vez que é
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capaz de sobreviver em ambientes com caracteristicas como fogos periddicos e baixa fertilidade.
Ainda que ndo tenha sido feito o sequenciamento de estruturas de AMF dentro das raizes do
capim gordura (para verificar diretamente as espécies associadas), esta € mais uma drea
interessante para futuras investigacdes (levantada inclusive em Chagnon et al. 2013): o nivel de

determinismo existente na simbiose para parceiros com estratégias de vida semelhantes.

Conclusodes

Este trabalho é uma exploragao inicial dos efeitos de alteragdes na comunidade vegetal
e caracteristicas edaficas sobre a comunidade micorrizica arbuscular em areas de vegetacao
natural de cerrado. Ele confirma a extrema complexidade das interacGes entre micorrizas,
plantas e variaveis ambientais, mas mostra claramente que, ainda que em termos de nimero
de esporos totais as alteracbes ndao sejam particularmente expressivas, houve alteracdes
relevantes das comunidades micorrizicas arbusculares. Essa diferenciacdo foi detectada mesmo
usando niveis taxondmicos elevados (i.e. familias) e agrupando familias de acordo com grupos
funcionais que levam em conta estratégias ecoldgicas e tem se mostrado relativamente
consistentes (i.e. ancestrais, edafofilicas e rizofilicas / Estresse tolerantes, competidoras e
ruderais). Como tem acontecido com diversos trabalhos realizados no experimento de adicdo
de nutrientes (vide capitulo 2 da tese e referéncias citadas ao longo da mesma), ao que tudo
indica, em comparag¢do com as parcelas controle, o tratamento N é o que impacta de forma

menos drastica a comunidade, enquanto NP, Ca e P tem efeitos mais fortes.
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Anexo 1

Tabela 4.5. Abundancia relativa média (Ab.Rel.Med) de esporos das oito familias de Glomeromycota amostradas nos
solos (0 a 10 cm) dos diferentes tratamentos. Area de cerrado tipico, no Experimento de longa duracdo, na Reserva
Ecoldgica o IBGE, Brasilia, DF. SD= desvio padrdo (SD=0: valor menor que 0.01). n= nimero de parcelas em que a
familia foi amostrada (maximo de quatro por tratamento).

Familia Tratamento Ab.Rel.Med SD n
Glomeraceae C 77.52 11.51 4
Acaulosporaceae C 11.88 7.19 4
Scutellosporaceae C 6.10 3.60 4
Dentiscutataceae C 2.19 0.76 4
Diversisporaceae C 2.13 2.05 4
Racocetraceae C 0.72 NA 1
Glomeraceae Ca 70.12 14.25 4
Acaulosporaceae Ca 24.65 12.75 4
Entrophosporaceae Ca 3.91 2.95 4
Scutellosporaceae Ca 1.08 1.40 3
Diversisporaceae Ca 0.77 0.10 2
Dentiscutataceae Ca 0.23 0.08 2
Glomeraceae N 83.82 7.78 4
Acaulosporaceae N 13.72 6.12 4
Diversisporaceae N 2.12 1.54 3
Scutellosporaceae N 1.42 NA 1
Dentiscutataceae N 0.85 0.30 2
Entrophosporaceae N 0.38 NA 1
Glomeraceae NP 59.42 4.16 4
Acaulosporaceae NP 38.58 5.45 4
Dentiscutataceae NP 1.19 0.84 4
Racocetraceae NP 0.56 0.35 2
Scutellosporaceae NP 0.48 0.30 3
Diversisporaceae NP 0.32 0.12 2
Glomeraceae P 78.02 22.19 4
Acaulosporaceae P 20.13 22.16 4
Dentiscutataceae P 1.43 0.53 4
Diversisporaceae P 0.41 0.29 2
Gigasporaceae P 0.22 0.00 2
Entrophosporaceae P 0.21 NA 1
Racocetraceae P 0.21 NA 1
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2959
2960 Figura 4.10. Razdo entre nimero de esporos de Acaulosporaceae e Glomeraceae recuperados da aliquota de 2ml,
2961 extraidos de 50g de solo (0 a 10 cm). Area de cerrado tipico no Experimento de longa duragdo, na Reserva Ecoldgica
2962 do IBGE, Brasilia, DF. Valores menores que 1 indicam predominancia de Glomeraceae. Dados submetidos a 5.000
2963 permutagdes. Barras= Intervalo de Confianga a 95% calculados com base nas permutagdes. Barras que ndo se
2964 sobrepdem significam que ha mais de 95% de chance de as médias serem diferentes.
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Anexo 4.3

Tabela 4.6. Métricas da comunidade herbaceo-arbustiva e caracteristicas dos solos (0 a 10 cm) em cada tratamento. Em drea de cerrado tipico, nos Experimento de longa duragdo, nas Reserva Ecoldgica do IBGE,
Brasilia, DF. Apresentadas as médias e em itdlico os desvios padrdes. Varidveis de solo: V= indice de saturagdo por bases, SB= Soma de bases, Ca= Ca disponivel, t= Capacidade de troca catidnica efetiva, Mg= Mg
disponivel, m=indice de saturagdo por aluminio, MO= Matéria organica, P= P disponivel, S=S disponivel, K= K disponivel, pH(CaCl;)= acidez potencial, pH(H:0)= acidez real, H+Al= acidez potencial, Al= Aluminio trocével,
NO:s- = nitrato. Varidveis vegetacaionais do levantamento do estrato herbaceo-arbustivo em 2015: Pielou= Equitabilidade de Pielou, DivShan= indice de diversidade Shannon, Poaceae C4= cobertura linear de Poaceae
C4, C4 exdtica= Poaceae C4 exdtica, C4 nativa= Poaceae C4 nativa, Poaceae C3= cobertura linear de Poaceae C3, Razdo C3:C4= razdo entre as coberturas lineares de ambos os tipos, Poaceae 2015= Soma da cobertura
linear de todas as espécies de Poaceae. Cobertura linear dada em cm.

Vegetagao
Tratamento Poaceae 2015 Poaceae C3 Poaceae C4 C4 exotica C4 nativa Razdo C3:C4 DivShannon Riqueza Pielou
C 285.8 160.8 125.0 0.0 125.0 13 2.6 32.8 0.8
Cc 106.3 71.5 44.6 0.0 44.6 0.5 0.3 9.8 0.0
Ca 669.8 43.5 626.3 589.5 36.8 0.1 2.2 333 0.6
Ca 199.8 75.5 247.6 217.1 51.3 0.2 04 54 0.1
N 541.5 481.0 60.5 0.0 60.5 121 23 30.5 0.7
N 393.1 369.7 42.4 0.0 424 8.9 0.1 8.5 0.1
NP 497.5 49.5 448.0 413.8 343 0.1 1.9 20.0 0.6
NP 415.1 74.8 419.4 434.0 52.6 0.2 0.5 6.7 0.1
P 862.5 40.5 822.0 809.5 125 0.1 21 29.8 0.6
613.0 40.1 609.9 595.1 16.6 0.1 0.2 5.9 0.1
Solo
MO TG P K Ca NO;- S Mg Al H+Al m pH(H,0) pH(CaCl,) SB t T Vv
C 7.0 223 0.5 27.3 0.1 1.6 1.7 01 1.2 10.2 82.1 5.0 31 03 14 10.5 24
c 04 1.7 0.1 7.7 0.0 1.0 03 00 0.2 1.1 2.5 0.1 0.1 01 02 1.1 0.5
Ca 5.7 18.2 13 11.0 6.0 21 25 34 00 1.4 0.0 7.1 5.7 95 95 10.9 86.9
Ca 0.5 2.7 0.3 2.7 0.8 0.8 1.5 04 00 0.2 0.0 0.3 0.3 1.0 1.0 0.9 2.3
N 7.3 23.1 0.5 19.8 0.1 14 3.7 01 1.5 11.6 86.4 4.6 3.1 02 17 11.8 2.0
N 0.6 3.5 0.2 1.7 0.0 1.0 06 00 0.1 0.6 1.4 0.1 0.0 00 01 0.6 0.3
NP 7.6 21.9 10.4 20.0 0.2 1.2 36 0.1 1.6 12.6 82.3 4.6 3.2 03 19 13.0 2.6
NP 0.5 1.0 2.0 3.6 0.0 0.8 07 00 02 1.3 1.6 0.0 0.0 00 02 1.3 0.1
P 7.9 233 111 44.0 0.2 1.2 20 0.1 1.4 12.0 78.6 4.8 33 04 138 124 3.2
P 0.8 1.2 3.2 38.7 0.1 0.9 03 00 0.2 2.2 3.5 0.1 0.1 01 02 2.2 0.7
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Conclusdes gerais

Este trabalho mostra que, dentre todos os tratamentos, o Ca (calagem) foi aquele que
apresentou os efeitos mais expressivos, afetando uma maior quantidade de caracteristicas
(composicao de comunidades, teores de nutrientes nas folhas e até mesmo intera¢des acima do
solo) do cerrado que os outros quatro. Entre os responsaveis por esse efeito estd provavelmente
a alteracdo no pH, que passou de acido (entre 3,5 a 4,5, como é tipico de areas de cerrado) a
guase neutro. O pH por si s6 tem potencial para afetar organismos vivos (tanto microrganismos
guanto as plantas) diretamente, mas também causa altera¢des na disponibilidade de outros
nutrientes, como P, Al e Mn. Com o tratamento de calagem, ainda, dois nutrientes comumente
limitantes em areas de cerrado, Ca e Mg, sdo adicionados ao solo em grande quantidade. As
alteracdes provocadas pela calagem afetaram a composicdo da comunidade herbaceo-
arbustiva, tendo sido o Unico tratamento que passou por duas substituicGes de gramineas
dominantes, sendo a Ultima a invasdo pelo capim gordura, com substituicdo de espécies C4
nativas anteriormente beneficiadas pelo mesmo tratamento. As alteragGes provocadas pela
calagem tiveram os maiores efeitos sobre a producao de flores e visitacdo das dreas e os maiores
efeitos também sobre a comunidade micorrizica arbuscular, aparentemente induzindo uma
competicdo e substituicdo parcial de grupos funcionais importantes na area e um aumento

expressivo de uma espécie em particular (Entrophospora infrequens).

Os tratamentos NP e P, apesar de poderem interferir no pH do solo, ndo o fazem de
forma t3o acentuada e os efeitos principais pelos quais os tratamentos agiram nas parcelas foi
através de alteragdes na comunidade vegetal, principalmente ao favorecer o capim gordura, que
é uma boa competidora e fortemente limitada por P. Essa espécie foi capaz de alterar
substancialmente as areas que invadiu, substituindo grande parte das C4 nativas e da espécie
C3 e as populagdes se mantiveram nas areas mesmo apds 9 anos sem novas adigdes de
nutrientes (em comparagdo, o capim gordura ndo conseguiu invadir as parcelas controle). Os
efeitos sobre a producao de flores e visitacao floral foram menos pronunciados. O tratamento
NP provocou uma maior alteracdo na comunidade micorrizica arbuscular do que o P, apesar de

ambos terem sido invadidos pelo capim gordura.

De todos os tratamentos, é possivel afirmar que a adicao de N isoladamente foi o que
teve menores efeitos, talvez pela maior limitacdo por P em areas de cerrado. O maior dos efeitos

encontrados nesse trabalho foi um aumento expressivo das popula¢des de Echinolaena inflexa,
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3016  que se mantiveram estdveis e com maior cobertura em relagdo ao controle mesmo apds 9 anos

3017 sem adi¢des de nutrientes.
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