O que vêm de baixo não atinge? Microorganismos do solo e o nicho de regeneração em árvores neotropicais
Introdução


A diferenciação das espécies quanto aos seus requerimentos durante a fase de regeneração (início do ciclo de vida) é considerada um dos mecanismos importantes para o entendimento dos processos que permitem coexistência entre diferentes espécies (Grubb, 1977). Entre os estágios que formam em conjunto o nicho de regeneração estão os processos envolvidos na produção de sementes viáveis, a fase de germinação e estabelecimento das plântulas (Grubb, 1977). Dentre estas etapa, a fase de plântulas é conhecida por ser uma das mais suscetíveis no ciclo de vida das plantas, juntamente com a fase de semente (ref), e a diferenciação das espécies pode ocorrer ainda neste estágio, por exemplo, através da partição de hábitat baseada no uso de recursos (ref). A literatura está repleta de estudos sobre a importância de fatores abióticos no desempenho de plântulas, como a disponibilidade de luz, nutrientes e água (por exemplo: Montgomery & Chazdon, 2002, Baralotto et al., 2005, 2006, Agyeman et al., 1999, Baltzer et al., 2005, Dupuy & Chazdon, 2008, Denslow, 1987, Kobe, 1999, Walters & Reich, 1996, ref). Além disso, há diversos estudos que ressaltam o papel das interações com outras plantas no desempenho das plântulas, como a competição (ref) e a facilitação (Callaway & Walker, 1997; ref). Porém, outros estudos indicam que a competição, seja intra (Paine et al., 2008) ou inter-específica (Svenning et al., 2008, Marquis et al., 1986), é pouco importante para o desempenho de plântulas arbóreas tropicais. 
Por outro lado, a coexistência das espécies pode ser mediada também por interações entre diferentes níveis tróficos, que produzem diferenciação na habilidade competitiva das espécies vegetais (Alexander & Holt, 1998, van der Putten & Peters,1997,  ref). Entre estas interações, as que têm sido mais estudadas são a herbivoria (Coley & Barone, 1996, Fine et al., 2004, 2006, ref) e o ataque de organismos patogênicos (Dobson & Crawley, 1994, Burdon et al., 2006). Inclusive, uma das principais teorias ecológicas que busca explicar a diversidade em florestas tropicais, a hipótese de Janzen-Connnell (Janzen, 1970, Connell, 1971), invoca o papel de inimigos naturais (herbívoros e patógenos) na mortalidade das plântulas e sementes próximas à planta-mãe, abrindo espaço para a ocupação por outras espécies. Porém, tal hipótese ignora a importância das interações positivas, como aquelas produzidas pelas bactérias fixadoras de nitrogênio (Vitousek et al., 2002), fungos micorrízicos (van der Heijden & Sanders, 2002) e microorganismos endofíticos (Carroll, 1988, Wilson, 1993, Clay, 1988, Saikkonen et al., 1998). Além disso, apesar do papel dos micro-organismos do solo já ser estudado há muito tempo tanto no meio agronômico e em plantas de interesse econômico (Ruehle & Marx, 1979, Safir et al., 1971, Smith, 1966) quanto nos ecossistemas naturais (Koide & Mosse, 2004, Florence, 1965, Newman & Reddell, 1987, Clark, 1963), o papel das interações entre planta microorganismos na estruturação das comunidades vegetais, de modo geral, tem recebido pouca atenção (Thompson et al., 2001). 
Assim, apenas recentemente a importância das interações entre plantas e micro-organismos do solo está sendo consolidada na teoria ecológica (van der Putten, 2000, van der Heijden et al., 2008, Alexander, 2010, Gilbert, 2002, ref), o que se deve, em grande parte, às dificuldades técnicas no acesso e manipulação da imensa diversidade de micro-organismo do solo (Bever, 2003, Bever et al., 2001). Felizmente, o uso do conceito de retro-alimentação (do inglês feedback) têm sido de grande valor para ampliar os horizontes lançados pela hipótese de Janzen-Connell, pois propõe que o acúmulo de micro-organismos no solo, ao redor de uma determinada espécie vegetal, pode ter tanto efeitos negativos quanto positivos sobre as futuras gerações desta espécie (Bever, 1997, 2003). Dessa forma, o uso do conceito de retro-alimentação ajuda a compreender o fato de que as interações das plantas com a micro-biota do solo são partes de um continuum, que vai de relações parasitárias à mutualísticas (van der Heijden et al., 2008, Johnson et al., 1997, Karst et al., 2008, Bever, 2003, Jarosz & Davelos 1994, Saikkonen et al., 1998). Além disso, os resultados das interações entre a micro-biota e as plantas pode depender do estágio sucessional do ecossistema em que ocorrem e do estágio sucessional das plantas em questão (Kardol et al., 2006), bem como da heterogeneidade ambiental e da especificidade das interações (Reynolds et al., 2003), o que torna ainda mais desafiador compreender a complexidade dos mecanismos envolvidos.

Assim, a retro-alimentação via micro-organismos do solo tem sido utilizada para explicar a diversidade de espécies herbáceas (Mills & Bever, 1998, Bever, 1994, 2003, Klironomos, 2002) e processos sucessionais, principalmente em áreas de dunas (Van der Putter et al., 1993, Van der Putten & Peters, 1997, Kardol et al., 2006) e florestas temperadas (van der Putten, 2000; Packer & Clay, 2000, 2004), porém apenas superficialmente abordado em relação às florestas tropicais (Janos 1980a). Desse modo, o principal objetivo da presente revisão é responder à seguinte pergunta: qual é o estado atual do conhecimento sobre o papel dos micro-organismos do solo na fase de regeneração das espécies arbóreas neotropicais? Para tanto revisei os principais estudos que envolvem os efeitos dos micro-organismos (patogênicos ou simbiontes) na fase inicial de estabelecimento de plântulas arbóreas neotropicais. Destaco os principais resultados obtidos, fatores que afetam as interações e as teorias ecológicas envolvidas. Além disso, destaco questões ainda não estudadas sobre este tema, e comparo os resultados e avanços teóricos obtidos para estas espécies em relação à teoria gerada em áreas temperada.
Material e Métodos

Selecionei apenas estudos que investigam explicitamente a influência de micro-organismos (patogênicos ou simbiontes) na sobrevivência e/ou crescimento pós-dispersão de espécies arbóreas neotropicais (ao sul do trópico de Câncer). Incluí apenas os estudos que abordam as fases de sementes e plântulas com até um ano após a germinação no início do estudo. Selecionei tais artigos entre aqueles encontrados na Web of Science através de busca combinada de palavras como: seedling, seed, netropical, tropical, pathogen, micorrhizal fungi, etc. Além disso, selecionei artigos entre aqueles que citavam as referências clássicas que investigam o papel da micro-biota em plântulas tropicais (como Augspurger, 1984, Janos, 1980b). Não incluí estudos de revisão (p.e. Dobson & Crawley, 1994; Gilbert, 2002; Burdon et al., 2006) nem aqueles que apenas citavam os efeitos potenciais da micro-biota para explicar algum padrão observado, como Webb & Peart (1999). 

Para os organismos patogênicos, o foco são apenas aqueles provenientes do solo, pois são constantemente indicados como causadores das doenças conhecidas como damping-off, que atacam durante as fases de semente e plântulas (Jarosz & Davelos 1994, Hendrix & Campbell, 1973). Não incluí estudos sobre a ação de outros tipos de patógenos (Jarosz & Davelos 1994), como os causadores de lesões foliares (Benitez-Malvido et al., 1999; García-Guzmán & Benitez-Malvido, 2003) e doenças florais (ref), pois apesar do potencial papel na regeneração como um todo, não focam especificamente na fase inicial de estabelecimento das plantas após a dispersão.


Agrupei os estudos selecionados quanto ao tipo de enfoque de acordo com seus principais objetivos, de modo a sintetizar os resultados obtidos. Além disso, discrimino algumas características destes estudos, como as variáveis manipuladas, número de espécies vegetais estudadas e o local de estudo. Apresento ainda os principais resultados obtidos e discuto as principais teorias utilizadas, bem como os avanços gerados em relação à teoria ecológica.
Resultados

Os estudos que apresentaram os critérios de seleção podem ser divididos entre aqueles que abordam a fase de pré-germinação/germinação (sementes; Tabela 1) e a fase pós-germinação (plântulas; Tabelas 2 e 3). Para aqueles com enfoque pós-germinação apresento apenas os resultados de estudos sobre o papel de fungos micorrízicos e patogênicos, pois não encontrei nenhum estudo que aborde especificamente o papel de outros tipos de micro-organismos (como bactérias, vírus e fungos endofíticos) no desempenho inicial de espécies arbóreas neotropicais. Para os estudos com enfoque pré-germinação o foco principal são os efeitos dos organismos patogênicos, já que a presença de micorrízas só é descrita nos estágios pós-germinação. No total, encontrei apenas cinco estudos cujo foco é o papel dos micro-organismos do solo na fase pré-germinativa/germinativa (Tabela 1), sendo todos bastante recentes, o mais antigo do final da década de 90. Já em relação aos que abordam os efeitos da micro-biota na fase pós-germinação, encontrei 39 estudos. Destes 39 estudos 28 abordam o papel de fungos micorrízicos no desempenho das plântulas (Tabela 2) e o restante aborda o papel dos organismos patogênicos (Tabela 3), que são quase que invariavelmente descritos como fungos. Estes estudos também são em geral bastante recentes, a maioria realizados nos últimos 10 anos, ainda que os estudos pioneiros, tanto sobre interações de plântulas com fungos patogênicos (Augspurguer, 1983, 1984, Augspurguer & Kelly, 1984) quanto com micorrízas (Janos, 1980b) em áreas tropicais, tenham sido realizados sejam da década de 80. 

Pré-germinação/germinação

Todos os cinco estudos com enfoque pré-germinativo (Tabela 1) têm uma metodologia semelhante, pois submeteram as sementes a um período de incubação, durante alguns meses, em solo natural da floresta (seja em campo ou em solo coletado). Posteriormente acessaram a sobrevivência das sementes e a infecção por micro-organismo, sendo que alguns deles testaram também o efeito da aplicação de fungicida. Pringle et al. (2007) verificaram redução da mortalidade das sementes com a aplicação de fungicida e nos tratamentos com maior disponibilidade de luz. Dessa forma os autores sugerem que grande parte da mortalidade no experimento de exposição ao solo natural tenha sido causada por fungos. Dalling et al. (1998), também encontraram grande redução da mortalidade das sementes de duas espécies pioneiras quando houve a aplicação de fungicida, em campo. Esta redução ocorreu tanto sob a copa de adultos co-específicos quanto, em menor proporção à 30m de distância, indicando que os patógenos não estão restritos somente ao entorno dos adultos co-específicos. Estes autores sugerem que a mortalidade por fungos seja a principal causa de mortalidade das sementes destas espécies presentes no banco de sementes. 

Já Kluger et al. (2008) e Gallery et al. (2007) acessaram a diversidade de fungos encontrados nas sementes não germinadas após a incubação através de técnicas moleculares e, em ambos os casos, mais da metade dos fungos isolados apareceram uma única vez. Ambos os estudos também destacam a presença de fungos generalistas, ou seja, com capacidade de infectar muitas espécies. Apenas Gallery et al. (2007) acessam os genótipos dos fungos presentes também em sementes frescas, recém-coletadas e que não foram expostas ao solo natural. Estes autores verificaram que, ao contrário daquelas incubadas em solo natural, nas quais foram encontrados mais de 70 isolados de fungos filamentosos, nas sementes frescas nenhum fungo cultivável foi obtido. Técnicas moleculares revelaram apenas a presença de fungos endofíticos nas sementes frescas, enquanto que nas incubadas em solo natural houve presença de fungos endofíticos, patogênicos e saprófitos. Já Gallery et al. (2010) avaliaram a emergência das plântulas na presença de inóculo microbiano natural e esterilizado antes e durante a germinação das sementes. Este estudo utilizou 10 espécies do mesmo gênero e os autores verificaram que, quando a aplicação de fungicida era feita antes da germinação das sementes, a emergência das plântulas era o dobro da que ocorria no controle sem fungicida. Já quando a aplicação era feita durante a fase de germinação não havia diferença entre a emergência nas sementes submetidas à aplicação de fungicida e as do controle, sem aplicação. 
Ainda, Gallery et al. (2010) verificaram grande variação inter-específica na susceptibilidade à infecção entre dez espécies pertencentes a um único gênero (Cecropia), ainda que este gênero seja formado por espécies tipicamente pertencentes a um único estágio sucessional (pioneiras). Além disso, a susceptibilidade não esteve relacionada a características das sementes, como o tempo de germinação, a concentração de taninos, massas das sementes ou espessuras da testa. Kluger et al. (2008) utilizaram espécies pioneiras pertencentes a diferentes gêneros e também verificaram grandes diferentes inter-específicas na susceptibilidade à infecção por patógenos. Este estudo utilizou o solo sob árvores adultas de uma única espécie para incubar todas as quatro espécies estudadas. Apenas uma destas quatro espécies é co-específica dos adultos sob os quais ocorreu a incubação e suas sementes apresentaram as menores taxas de germinação e as maiores taxas de infecção em relação às sementes das outras espécies, o que concorda com as previsões da teoria de Janzen-Connel (Janzen, 1970, Connell, 1971). 

Já ao contrário dos demais estudos que utilizaram apenas espécies pioneiras, e que por isso possivelmente compartilham muitas características em comum, Pringle et al. (2007) utilizaram espécies com diferentes tolerâncias ao sombreamento. Estes autores obtiveram um resultado que não era esperado: as espécies mais tolerantes ao sombreamento e as de sementes maiores foram mais suscetíveis ao ataque de patógenos. Além disso, neste estudo a susceptibilidade média das espécies com germinação hipógea, em que a semente retém os cotilédones sob o solo como reserva de energia, foi menor do que daquelas com germinação epígea, nas quais a semente germinada é elevada sobre o solo e expõe cotilédones fotossintetizantes.
Pós-germinação: interações com patógenos

Já em relação aos estudos que abordam o papel de patógenos na fase pós-germinativa, agrupei-os que em três classes (Tabela 2). Considerei dois estudos como tendo enfoque na dependência da densidade, por estarem interessados nos efeitos da quantidade de plântulas na disseminação das doenças. Estes dois estudos chegaram a conclusões conflitantes, apesar de ambos terem realizado experimentos com adição de fungicida em campo. Em um deles, Bell et al. (2006) encontrou mortalidade oito vezes maior nas plântulas do tratamento sem fungicida em relação àquelas em que foi aplicado fungicida. No tratamento sem fungicida a sobrevivência foi três vezes maior em baixa densidade de plântulas em relação à alta densidade. Já no outro estudo, Norghauer et al. (2010) não encontraram efeito nem da densidade de plântulas nem da aplicação de fungicida em uma das espécies estudas. Para a outra espécie, apesar de encontrarem forte mortalidade denso-dependente, o tratamento com aplicação de fungicida causou maior mortalidade que o controle, sem aplicação de fungicida. Uma das possíveis fontes das diferenças encontradas nestes estudos pode ser a idade das plântulas estudadas, pois Bell et al. (2006) estudou plântulas recém germinadas enquanto que Norghauer et al. (2010) utilizou plântulas já estabelecidas, com cinco a oito semanas. Além disso, as densidades de plântulas são bastante diferentes, pois em Bell et al. (2006) os tratamentos de alta densidade tinham entre 416 e 1068 plântulas por m², enquanto que em Norghauer et al. (2010) as quantidades máximas de plântulas nos tratamento de alta densidade foram de 23 e 209 plântulas por m² para as duas espécies estudadas.

Por sua vez, os estudos com enfoque na origem do inóculo (Tabela 2) estão interessados na heterogeneidade da distribuição espacial dos patógenos nas florestas e na especificidade das interações. Em geral, estes estudos mostraram pior desempenho das plântulas em solos coletados sob indivíduo adulto co-específico em relação ao coletado sob adulto hetero-específico (Mangan et al., 2010, McCarthy-Neumann & Kobe, 2010), co-específico distante da árvore-mãe (Hood et al., 2004), solo co-específico esterilizado (McCarthy-Neumann & Kobe, 2008) e solo distante de co-específico (Swamy & Terborgh, 2010). Porém, as causas desse pior desempenho não são consenso entre estes estudos. Mangan et al. (2010) e Hood et al. (2004), através do uso de fungicida, atribuíram o pior desempenho sob co-específico à micro-biota do solo. Porém, em McCarthy-Neumann & Kobe (2010), apesar de terem observado pior desempenho das plântulas em solo co-específico em relação ao hetero-específico, surpreendentemente a esterilização do solo não afetou o desempenho das plântulas, ainda que tenham encontrado fungos patogênicos nas plântulas mortas. Estes autores sugerem que fatores químicos presentes no solo co-específico podem ter maior influência sobre o desempenho das plântulas do que fatores bióticos. Já Swamy & Terborgh (2010), cujo estudo acompanhou plântulas em campo por quase quatro anos, utilizaram telas para exclusão de herbívoros. Dessa forma atribuíram o pior desempenho sob adulto co-específico à atuação de organismos menores que 2 mm ou a organismos presentes no solo, inclusive micro-organismos, mas não discriminam exatamente a identidade dos inimigos naturais. 

Ainda em relação aos estudos com enfoque na origem do inóculo, Augspurger & Wilkinson (2007) foi o único estudo que inoculou as plântulas com micro-organismos isolados a partir do solo da floresta e não com extratos microbianos (contêm diversas espécies diferentes). Todos os isolados deste estudo pertenciam a um único gênero (Pythium sp.), tradicionalmente conhecido como causador de damping-off. A grande maioria dos isolados tropicais (77 de 75) não foi considerada patogênica, e dos três isolados patogênicos, nenhum foi estritamente hospedeiro específico nem completamente generalista (capaz de afetar todas as espécies). Por isso, conclui que apesar dos patógenos não serem estritamente hospedeiro-específicos, como previsto pela hipótese de Janzen-Connell, há um grau intermediário de especificidade. As oito espécies vegetais também testadas variaram quanto ao grau de susceptibilidade aos patógenos. 
Por fim, os estudos com enfoque na dispersão de sementes têm por objetivo investigar fatores que são conjuntamente afetados pela dispersão para longe da árvore-mãe e que influenciam a susceptibilidade das plântulas às doenças causadas por patógenos. Os três estudos neste grupo são os clássicos de Augspurguer (1983, 1984) e Augspurguer & Kelly (1984), os primeiros a abordarem o papel dos micro-organismos na mortalidade de plântulas arbóreas tropicais. Em geral, estes estudos mostram que a maior mortalidade por organismos causadores de damping-off ocorre bem cedo no estabelecimento das plântulas, entre os 2 e 3 primeiros meses após a germinação. Além disso, conjuntamente indicam que a mortalidade por fungos patogênicos é maior nas áreas sob dossel do que nas áreas de clareira, nas proximidades da planta mãe e nas maiores densidades de plântulas. Além disso, estes estudos dão os primeiros indícios de que características intrínsecas das espécies podem determinar o quanto cada espécie é afetada pela atividade de organismos patogênicos. Nesse sentido, Augspurguer & Kelly (1984) verificaram que a densidade da madeira, que é uma medida indireta da taxa de crescimento, esteve inversamente relacionada com a vulnerabilidade das espécies ao ataque por patógenos. Este mesmo estudo não encontrou relação entre a vulnerabilidade e a massa das sementes, o que em parte pode ocorrer já que todas as 18 espécies estudadas são anemocóricas e com sementes em geral pequenas.
Alguns estudos também procuraram relacionar a susceptibilidade das plântulas às doenças com as abundâncias de suas espécies como indivíduos adultos, mas os resultados são contraditórios. Em Mangan et al. (2010) as espécies com maior mortalidade sob solo co-específico foram aquelas que são pouco abundantes naturalmente. Já em McCarthy-Neumann & Kobe (2010) as espécies naturalmente abundantes como adultos é que apresentaram maior mortalidade em solo co-específico. Norghauer et al. (2010) testaram os efeitos da densidade de plântulas e aplicação de fungicida em duas espécies e apenas a espécie naturalmente abundante apresentou efeitos significativos dos tratamentos. Por fim, em McCarthy-Neumann & Kobe (2008) as espécies naturalmente raras e abundantes foram igualmente afetadas pela presença microorganismos do solo. 
Pós-germinação: interações com micorrízas

Já em relação aos estudos que abordam os efeitos dos fungos micorrízicos no desempenho das plântulas, classifiquei-os quanto ao tipo de enfoque em cinco classes: tradicional, agronômico, sucessional, teias micorrízicas e competição (Tabela 3). Os métodos utilizados nos estudos com os enfoques tradicional, agronômico e sucessional são muito semelhantes, pois são realizados em condições artificiais, avaliam o desempenho das espécies individualmente e cultivam cada indivíduo isoladamente em um vaso. Os estudos de enfoque agronômico utilizaram apenas espécies de interesse econômico, e por estarem interessados somente nas potenciais vantagens do uso de micorrízas no cultivo destas espécies, são praticamente desprovidos de teoria ecológica. Além disso, não estão interessados nos efeitos de nenhuma outra variável sobre o papel das micorrízas além da fertilidade do solo, nem no desempenho das espécies estudadas em um contexto mais amplo, de interação com outras espécies. Todos os três estudos com este enfoque retratam melhor desempenho das plântulas expostas à inoculação micorrízica, especialmente quando não expostas à fertilização com fosfato (Turner et al., 1993) e em solos arenosos (Ikram et al., 1992). 
 Quase a metade (13) dos estudos sobre os efeitos dos fungos micorrízicos foi considerada de enfoque tradicional, pois avaliam questões básicas da interação dos fungos micorrízicos com as plantas, como os efeitos da presença de inóculo micorrízico e as variáveis ambientais que influenciam a relação. Em geral, avaliam o desempenho das plântulas na presença ou ausência de inoculação, além de variarem a disponibilidade de recursos, geralmente luz e fosfato. Os resultados encontrados mostram que para a maior parte das espécies ocorre melhor desempenho das plântulas na presença de inóculo micorrízico do que na sua ausência, principalmente em baixa disponibilidade de fosfato (Siqueira et al., 1998, Grandcourt et al., 2004, Guadarrama et al., 2004a, Cáceres & Cuenca, 2006, Ramos-Zapata et al., 2009, Moyersoen et al., 1998) e nas maiores disponibilidades de luz (Gamage et al., 2004, Béreau et al., 2000, Gehring, 2003). Inclusive, em Grandcourt et al. (2004) as duas espécies estudadas foram incapazes de absorver fosfato na ausência de inoculação micorrízica. 
Apenas um dos estudos com enfoque tradiconal, Béreau et al. (2005), variou também a disponibilidade de água. Neste estudo, sob estresse hídrico, o número médio de folhas, a área foliar média e massa total média das plântulas foram reduzidos nas plântulas não micorrizadas em relação às micorrizadas. Além disso, sob estresse hídrico as plântulas não micorrizadas apresentaram alocação duas vezes maior de biomassa para raízes em relação às micorrizadas, e o padrão de alocação de biomassa não diferiu das plântulas micorrizadas com e sem estresse hídrico. Porém, abaixo de certo limiar de água disponível no solo, as plântulas micorrizadas apresentaram queda na taxa de assimilação de carbono, enquanto que para as micorrizadas a taxa não foi alterada. Esses resultados sugerem que em condições de alto estresse hídrico, a presença de micorrízas pode ser prejudicial para a espécie estudada. 

Já os sete estudos de enfoque sucessional buscam compreender os efeitos da associação com fungos micorrízicos em plântulas de espécies de diferentes grupos sucessionais e dessa forma, inferir possíveis mecanismos relacionados à sucessão ecológica das comunidades vegetais em questão. De modo geral, destacam que as espécies não são igualmente dependentes da associação com fungos micorrízicos e que as explicações para este fato podem estar em grande parte associadas às características ligadas a posição que ocupam durante a sucessão. Quase todos estes estudos (Kiers et al., 2000, Zangaro et al., 2000, 2003, 2005, 2007, Siqueira et al., 1998, Daniele-Silva et al., 2010, Guadarrama et al., 2004b, Pasqualini et al., 2007) contrariam a tendência apontada inicialmente por Janos (1980b) de que as espécies arbóreas de sucessão tardia seriam mais dependentes da colonização micorrízica que as iniciais. Em todos estes estudos as espécies consideradas de início de sucessão (pioneiras e secundárias tardias) foram mais dependentes da inoculação micorrízica que as espécies tardias (secundárias tardias e clímax), e na maior parte deles a resposta à colonização esteve inversamente relacionada à massa das sementes. Além disso, características das raízes também podem estar relacionadas à capacidade das plantas de formar associações com fungos micorrízicos, como a presença de raízes mais finas e “root hairs” nas espécies de início de sucessão (Zangaro et al., 2005, 2007). Porém, Siqueira & Saggin-Júnior (2001) não encontraram relação entre características morfológicas das raízes e a dependência de colonização micorrízica. 

Apenas os estudos com enfoque em teias micorrízicas são realizados em campo e buscam inferir possíveis efeitos da associação das plântulas com as micorrízas presentes nas raízes vivas de indivíduos adultos. Entre estes estudos está Alexander et al. (1992), que apresenta os resultados de diversos experimentos diferentes, e apesar de ser bastante confuso quanto à ligação entre os experimentos, têm alguns pontos interessantes relacionados a teias micorrízicas. Cultivou plântulas de uma espécie de Dipterocarpaceae sob adultos co-específicos, em contato com suas raízes vivas ou isoladas delas por meio de tubos de PVC. Verificou que aquelas em contato com as raízes vivas dos adultos apresentavam colonizaçaõ micorrízica apenas 20 dias após a germinação, antes de terem folhas verdadeiras. Com sete meses estas plântulas já eram infectadas por 11 tipos diferentes de ectomicorrízas. Já para aquelas isoladas do contato com as raízes vivas de adultos, metade permaneceu sem infecção micorrízica após 6 meses. 
Onguene & Kuyper (2002) trazem resultados semelhantes aos de Alexander et al. (1992), pois verificaram que após oito meses a sobrevivência, a biomassa e a colonização micorrízica foram maiores nas plântulas cultivadas em contato com as raízes de adultos do que nas cultivadas isoladas delas. Um ponto interessante é que neste estudo a maior sobrevivência e número de plântulas colonizadas por micorrízas não ocorreu sob um adulto co-específico, mas sim uma de outra espécie. Por fim, Newbery et al. (2000) utilizaram uma abordagem diferente dos outros dois estudos, pois cultivaram plântulas de três espécies em dois locais, um com alta densidade de co-específicos e outro com baixa densidade, mas não houve isolamento das plântulas do contato com raízes de adultos. Verificaram que, após 16 meses, para duas espécies não houve efeito do local na sobrevivência das plântulas e que apenas uma espécie sobreviveu mais no local com alta densidade de adultos co-específicos. Além disso, em geral, não houve efeito do local no crescimento das plântulas e que as plântulas foram infectadas por micorrízas em ambos os locais, não havendo relação entre a colonização micorrízica e o desempenho das plântulas. 
Apenas um estudo, Daniele-Silva et al. (2010) teve como enfoque o efeito da associação micorrízicas na competição entre plântulas de duas espécies, que diferem quanto ao grau de dependência micorrízica. Verificou que a colonização micorrízica não teve efeitos sobre a competição inter-específica. Para a espécie menos dependente das micorrízas, Cabralea canjerana, apesar de apresentar grandes porcentagens de colonização, a biomassa produzida diminuiu quando em associação com fungos micorrízicos. O autor sugere que a interação dos fungos micorrízicos com esta espécie seja parasitária. Já para a outra espécie, Lafoensia pacari, mais dependente da colonização, a biomassa aumentou na presença de micorrízas. Estas espécies diferem também quanto ao nível sucessional e o tamanho das sementes, sendo que C. canjerana é uma espécie secundária e com sementes grandes e L. pacari é uma espécie de início de sucessão e com sementes pequenas. Portanto, a dependência destas espécies quanto à colonização concorda com os resultados apresentados nos estudos com enfoque sucessional, ou seja, espécies de início de sucessão e com sementes pequenas sendo mais dependentes da associação com fungos micorrízicos.  
Discussão


Conjuntamente todos os estudos apresentados na presente revisão indicam a relevância das interações com a micro-biota do solo nas fases iniciais do ciclo de vida das espécies arbóreas neotropicais e, portanto, sua importância para a diferenciação das espécies quanto ao nicho de regeneração. 
- Retomar questão inicial; panorama geral dos resultados e teorias

Pré-germinação/germinação


Um dos grandes méritos dos cinco estudos com enfoque nos efeitos da micro-biota ainda na fase de semente está em evidenciar que os efeitos dos organismos patogênicos entram em ação antes mesmo da germinação, afetando a quantidade de sementes presentes no banco de sementes e plântulas (Dalling et al., 1998). (em áreas temperadas???). Além disso, há evidência da origem de infecção por fungos patogênicos apenas quando as sementes entram em contato com o solo, sendo que nas sementes que ainda não foram dispersas há apenas a colonização por fungos endofíticos (Gallery et al., 2007). O papel dos fungos endofíticos (vivem dentro dos tecidos das plantas assintomaticamente) na sobrevivência das sementes não é estudado em espécies arbóreas neotropicais e merece mais atenção já que estudos recentes indicam que as interações com tais micro-organismos não são necessariamente mutualísticas, podendo ser inclusive parasitárias (Faeth, 2002). 
De modo geral, os cinco estudos buscam investigar aspectos relacionados com a especificidade de hospedeiro, um dos pontos centrais da hipótese de Janzen-Connell (Janzen, 1970, Connell, 1971). Se todas as espécies vegetais respondessem com a mesma intensidade à infecção por micro-organismos e os patógenos atacassem igualmente todas as espécies não haveria oportunidade para que a criação de heterogeneidade na distribuição dos patógenos. Dessa forma, não haveria motivos para esperar mortalidade diferenciada sob os adultos parentais. Os resultados destes estudos indicam exatamente que as espécies, inclusive de um mesmo gênero ou de mesmo grupo sucessional, diferem quanto à susceptibilidade à infecção quando expostas a uma mesma fonte de infecção. Isso ocorre ainda que muitos dos patógenos sejam generalistas, ou seja, capazes de infectar diversas espécies. Dessa forma, ainda que as espécies possam ser infectadas por patógenos generalistas, elas não respondem necessariamente da mesma forma à infecção por uma mesma espécie patogênica. Além disso, um destes estudos levanta indícios da maior mortalidade e infecção de sementes sob indivíduos co-específicos do que sob hetero-específicos (Kluger et al., 2008), o que é previsto pela hipótese de Janzen-Connell (Janzen, 1970, Connell, 1971).
Já a investigação de quais características estruturais são importantes na determinação das diferenças de susceptibilidade das espécies, ainda na fase de sementes, aponta em direções diferentes. Gallery et al. (2010) não encontrou relação entre nenhuma entre as características estudadas, inclusive a massa das sementes e concentração de taninos, e a susceptibilidade aos patógenos. Falar metab. 2rios;quais outro? Já Pringle et al. (2007) verificou que as sementes maiores foram mais suscetíveis ao ataque de patógenos. Falar tamanho sementes 
Além disso, Pringle et al. (2007) verificaram menor susceptibilidade aos patógenos nas espécies com germinação hipógea do que epígea. Além das espécies com germinação hipógea terem maiores reservas energéticas para recuperação frente a algum dano físico (Kitajima & Fenner, 2000), é possível que sejam também mais resistentes ao ataque por patógenos (Pringle et al., 2007) e dessa forma sejam favorecidas em ambientes com maior atividade de organismo patogênicos, como áreas sombreadas. Questão evolutiva tipo cotil->livro xerocado Assim, é possível que diversas características em conjunto determinem a susceptibilidade das espécies ao ataque de patógenos e, portanto, na ocupação de diferentes hábitats.
Por fim, um aspecto não abordado em nenhum destes estudos, mas com potencial para futura investigação é a influência de micro-organismos na preferência de predação por granívoros. Crist & Friese (1993) ofereceram sementes sadias e fungadas de uma espécie arbustiva para uma espécie de formiga e observaram preferência duas vezes maior por sementes sadias. E ainda, Madej & Clay (1991) verificaram que para cinco espécies de aves houve preferência por sementes de uma gramínea que não estavam infectadas por fungos endofíticos produtores de alcalóides em relação às infectadas. Portanto, existe a possibilidade de que a presença de micro-organismos (patogênicos ou não) influencie os padrões de dispersão secundária das sementes. E a presença de tais organismos pode inclusive aumentar o sucesso das espécies infectadas se isso causar a rejeição por parte dos granívoros e a infecção não for letal (Crist & Friese, 1993).    
Pós-germinação: interações com patógenos

Em primeiro lugar, é importante ressaltar que as espécies descritas geralmente como causadoras das doenças chamadas damping-off, como as dos gêneros Pythium sp. E  Phytophthora sp. (Jarosz & Davelos, 1995), são parte do grupo Oomycota, que antigamente eram considerados fungos verdadeiros. As espécies deste táxon não são mais consideradas como fungos, mas sim como pertencentes ao grupo Stramenopiles, dentro do reino Protista (Finlay, 2001, Philippe, 2004), sendo mais proximamente aparentados das algas (Volk, 2001). Porém, ecologicamente o papel destes organismos de fato não difere dos fungos verdadeiros (Volk, 2001).  Por esses motivos a literatura, principalmente mais antiga, ainda se refere a estes micro-organismos como fungos (Hendrix & Campbell, 1973). Mas isso não significa que todos os causadores de damping-off sejam protistas, inclusive porque diversos estudos verificaram redução da mortalidade das plântulas com a adição de fungicidas (por exemplo: Bell et al., 2006, Mangan et al. (2010), Hood et al., 2004). 
Quase todos os estudos sobre a interação com patógenos na fase pós-germinação incluídos na presente revisão não discriminarem quais são as espécies de patógenos presentes nas plântulas mortas (exceto McCarthy-Neumann & Kobe, 2010, Augspurger & Wilkinson, 2007), mas apenas fazem o diagnóstico por meio de sintomas (descoloração base do caule, murchamento e necrose de tecidos). Além disso, o solo é geralmente tratado como uma caixa-preta, em que não se sabe quais micro-organismos estão presentes. Porém, o uso do conceito de retro-alimentação (feed-back) no estudo das interações das plantas com a sua micro-biota do solo permite avanços teóricos, mesmo que inicialmente não se conheça a identidade dos micro-organismos envolvidos (Bever et al., 1997). A base da utilização conceito é pensar no processo como formado por dois passos: a presença da planta altera a composição da comunidade do solo, e por sua vez essa mudança da comunidade do solo altera a taxa de crescimento desta espécie de planta (Bever, 2003, Bever et al., 1997). A retro-alimentação positiva ocorre quando há aumento, ao longo do tempo, do crescimento populacional de uma espécie em associação com sua micro-biota. Já retro-alimentação negativa ocorre quando há redução, ao longo do tempo, do crescimento populacional de uma espécie em associação com sua própria micro-biota (Bever et al., 1997). 
A retro-alimentação negativa liga-se à hipótese de Janzen-Connell (Janzen, 1970, Connell, 1971) exatamente por explicar o acúmulo de inimigos naturais hospedeiro-específicos sob os indivíduos adultos de uma determinada espécie, abrindo espaço para a colonização por outras espécies (Bever, 2003). Diversos estudos, revisados em Bever (2003), trazem evidência da ocorrência de retro-alimentação negativa mediada por patógenos, seja em florestas temperadas (Packer & Clay, 2000), espécies não arbóreas (Klironomos et al., 2002, Bever, 1994), na sucessão de dunas (van der Putten et al., 2003), entre outros. Mas até então não havia estudos com foco especificamente na retro-alimentação negativa em espécies neotropicais, ainda que estudos mais antigos trouxessem implicitamente um embrião da idéia de retro-alimentação negativa (Augspurguer 1983). Nesse sentido, estudos incluídos na presente revisão, como Mangan et al. (2010), Swamy & Terborgh (2010) e McCarthy-Neumann & Kobe (2010) trazem evidências consistentes da ocorrência de retro-alimentação negativa em plântulas arbóreas tropicais. Destes três estudos apenas McCarthy-Neumann & Kobe (2010) levantam a possibilidade de que além da micro-biota do solo outros fatores, como fatores químicos, possam ser responsáveis pelos mecanismos envolvidos na hipótese de Janzen-Connell (Janzen, 1970, Connell, 1971).
Assim, parece consenso entre os estudos com enfoque na origem do inóculo que o desempenho das espécies seja pior no solo originário sob adultos co-específicos do que em solo com outras origens (co-específico esterilizado e solo hetero-específico, por exemplo), o que evidência o acúmulo de inimigos naturais com algum grau de especificidade de hospedeiro. Da mesma forma Packer & Clay (2000) também encontraram evidência para maior mortalidade devido ao acúmulo de patógenos sob indivíduos parentais em uma espécie arbórea de floresta temperada. 
Porém, a relação entre susceptibilidade às doenças e a abundância natural das espécies como indivíduos adultos permanece uma questão não resolvida para espécies arbóreas neotropicais, e que merece maior atenção. Klironomos (2002) encontrou forte relação positiva entre a mortalidade em solo previamente cultivado por co-específico e abundância natural de 61 espécies não arbóreas. Dessa forma, as espécies mais raras apresentaram retro-alimentação negativa mais forte que as abundantes. Este autor atribui estas diferenças às taxas com que as espécies acumulam organismos patogênicos no solo próprio solo, sendo que as espécies mais abundantes acumulam patógenos mais lentamente que as raras. Permanece em aberto a questão de se a abundância das espécies arbóreas neotropicais pode ser influenciada por patógenos. É possível pensar em duas hipóteses: as plântulas de espécies abundantes experimentam maior mortalidade por patógenos hospedeiro-específicos devido à maior disponibilidade de fontes de inóculo provenientes dos indivíduos adultos. Ou ainda, as espécies raras sejam mais suscetíveis ao ataque de patógenos ou acumulem patógenos mais rapidamente, como em Klironomos (2002), e esta seja a causa da raridade.  
Da mesma forma, os efeitos da densidade de plântulas na propagação de doenças também é uma questão não resolvida para espécies arbóreas neotropicais. A densidade de hospedeiros pode influenciar a incidência de doença de duas formas: diretamente, aumentando o número de alvos que podem ser interceptados pelo micro-organismos e pela diminuição da distância entre eles, o que diminui a chance de perda de um inóculo. Ou ainda indiretamente, afetando a competição entre as plantas por recursos e, portanto sua pré-disposição para infecção ou ainda alterando o comportamento de vetores de transmissão animais (Burdon & Chilvers, 1982).   

 E??? Burdon 1982   Fleckleton & Lewis 2006   Harms 2000 Efeitos compensatório -> Bradley et al. 2008, Alexander & Mihail 2000, 
Uma outra questão que emerge da presente revisão é o papel dos patógenos na partição de hábitat das espécies, através do uso de recursos, no caso luz. McCarthy-Neumann & Kobe (2008) relacionaram a susceptibilidade das espécies aos patógenos à tolerância ao sombreamento, sendo que na presença de extrato microbiano o desempenho das espécies intolerantes ao sombreamento foi prejudicado em baixa luminosidade. Características como tecidos mais rígidos, taxas de crescimento mais lentas e a presença de metabólitos secundários, são apontadas responsáveis por permitirem que algumas espécies sejam mais tolerantes à atividade dos patógenos na sombra e, portanto, sobrevivam melhor nestes ambientes (Kitajima, 1994, ref). Os estudos pioneiros sobre o papel dos patógenos em plântulas tropicais já levantavam a possibilidade de que características intrínsecas das espécies, como a taxa de crescimento e a rapidez com que os tecidos das plântulas se tornam lenhosos, influenciassem a susceptibilidade das espécies as patógenos (Augspurguer, 1984, Augspurgur & Kelly, 1984). 
Avanço teóricos?

Comparar com estudos áreas temperadas (Klironomos, Bever, Packer & Clay, 200, 2004....)

Pós-germinação: interações com micorrízas

Hart 2003

- questões metodológicas -> origem inóculo -> livro xerocado; 

- questões pouco abordadas em com potencial para futuros estudos -> teias micorrízicas; -Sucessão -> tamanho sementes; integração com dinâmica de clareiras. 

- estresse hídrico pouco abordado -> outros estudos??

- feed-back negativo mesmo em relações mutualísticas-> Bever

Questões futuras

De modo geral, um padrão que emerge da presente revisão é o fato dos estudos abordarem o resultado das interações de forma estática, exclusivamente como negativas ou positivas. Estudos que focam no papel de organismos patogênicos ignoram as interações positivas e vice-versa, quando na realidade as interações com micro-organismos são parte de um continuum (ref) e o saldo final das interações podem depender de uma série de fatores. Abordar as interações de forma isolada tem um papel fundamental na compreensão dos papéis de cada componente separadamente, e, portanto, traz ganhos em detalhes. Mas não levar em conta que todos os tipos de micro-organismos estão potencialmente presentes no solo ao mesmo tempo pode levar a conclusões com pouca relevância ecológica. Portanto, uma abordagem que pode ser útil é investigar os resultados do balanço das interações e fatores que afetam este balanço.    
Além disso, apesar da importância das interações com outros tipos de micro-organismos ser relatada na literatura (Thresh, 1991, Carroll, 1988, Clay, 1988), há uma lacuna de conhecimento em relação às interações de espécies arbóreas neotropicais com vírus, bactérias e fungos endofíticos. Discutir endofíticos-> papel na defesa anti-herbivoria. 
Se por um lado alguns estudos sobre micorrízas realizados no Brasil têm trazido contribuições importantes para o avanço da teoria ecológica (por exemplo: Zangaro 2000, 2003, 2005, 2007, ref), há completa ausência de estudos realizados no Brasil sobre o papel de organismos patogênicos originários do solo no desempenho de plântulas arbóreas. Esse fato revela que este tema ainda não foi incorporado às linhas de pesquisa em ecologia vegetal em nosso país. Alguns estudos realizados em nosso país sobre a partição de hábitat das espécies devido às tolerâncias diferenciadas ao sombreamento nem sequer levantam a possibilidade da mediação deste processo por micro-organismos do solo, ainda que a sobrevivência da maior parte das espécies tenha sido menor nas áreas sob dossel do que em áreas mais iluminadas (Souza & Válio, 2001). Essa lacuna se deve possivelmente às dificuldades intrínsecas do estudo de organismos microscópicos, desde técnicas de manipulação até dificuldades no campo da taxonomia, bem como a um retardo na incorporação dos avanços conceituais alcançados nas áreas temperadas e em outras florestas tropicais. Estas dificuldades por outro lado não justificam que o tema seja negligenciado, principalmente pelo fato do Brasil ser um país com imensas áreas de florestas úmidas e sombreadas, propícias para a atividade de fungos patogênicos e com florestas de solos pobres, propícias para a associação com fungos micorrízicos. 
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