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RESUMO GERAL

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA, Glomeromycota) proporcionam ao
hospedeiro melhor condigdo nutricional e maior resisténcia a estresses de origem biética
e abidtica. Apesar de amplamente distribuidos nos ecossistemas terrestres, as
dificuldades na identificacdo prejudicam o estudo da diversidade ambiental dos FMA e
0 conhecimento sobre a ocorréncia destes fungos em areas de Caatinga, embora ainda
escasso, aponta para alta representatividade de espécies. Este trabalho teve como
objetivo ampliar as informacGes sobre a ecologia e a diversidade de FMA em érea de
Caatinga nativa no semi-arido nordestino (no municipio de Caruaru — PE). A partir de
amostras de solo coletadas durante os periodos chuvoso (mar¢o/2008) e de estiagem
(setembro/2008), foram avaliados os atributos microbioldgicos (respiracdo basal do
solo, atividade de desidrogenase, matéria organica, nimero de esporos de FMA,
colonizacdo micorrizica e producdo de proteinas do solo relacionadas a glomalina) e
identificadas as espécies de FMA, sendo também analisadas sequéncias parciais da SSU
(small subunit) rDNA de algumas espécies para confirmar a identidade morfoldgica das
mesmas. A comunidade de FMA, a atividade da desidrogenase e a quatidade de matéria
organica no solo diferiram entre os periodos de coleta, influenciadas pelas flutuacdes
climaticas. No entanto, para a respiracdo basal do solo e a producdo de proteina
relacionada a glomalina ndo houve diferenca significativa entre as estacdes climaticas.
Foram identificadas 43 espécies de FMA, sendo Acaulospora e Glomus 0s géneros
predominantes. A arvore filogenética obtida indica que a sequéncia parcial da SSU
rDNA utilizada é vidvel para confirmar a identificacdo morfoldgica de Acaulospora
morrowiae, Ambispora appendicula, Entrophospora infrequens e Racocetra
intraornata. Com base nos resultados conclui-se que as flutuagBes climéticas e as
condicBes do solo podem influenciar a comunidade de FMA e a distribuicdo de suas
espécies. Os resultados fornecem, ainda, evidéncias que comprovam a alta diversidade
de FMA na Caatinga. Estudos que incluam aspectos morfoldgicos e moleculares séo
importantes para se obter uma visdo mais completa da biologia e taxonomia desses
fungos, resultando em identificacbes mais precisas dos organismos e melhor analise da
diversidade dos FMA.

Palavras-chave: FMA, Semi-arido, Atividade microbiana, Sazonalidade, rDNA.



ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF, Glomeromycota) offer to its host better nutritional
conditions and greater resistance to biotic and abiotic stresses. Despite of being broadly
distributed in terrestrial ecosystems, difficulties in the identification of AMF hamper the
studies of their diversity but the knowledge about their occurrence in the Caatinga,
although still scarce, points out to high species representativity. This work aimed at
increasing knowledge about AMF ecology and diversity in a Caatinga area of the
northeast semiarid (municipality of Caruaru — PE). From soil samples collected during
the raining (March/2008) and dry (September/2008) seasons, microbial attributes (as
basal soil respiration, dehydrogenase activity, organic matter quantification, AMF
spores number, mycorrhizal colonization and glomalin related soil protein production)
were evaluated and the AMF species were identified, with partial SSU rDNA sequences
analysed for some AMF species found in the studied area to confirm morphological
identity with molecular data. AMF community structure, dehydrogenase activity and
OM quantification differed between the sampling periods, influenced by climate
fluctuations. However, basal soil respiration and soil protein related to glomalin did not
differ significantly between sampling periods. Forty-three AMF species were identified,
being Acaulospora and Glomus the predominant genera. The phylogenetic tree obtained
indicates that the partial SSU rDNA sequence utilized is viable to confirm
morphological identification of Acaulospora morrowiae, Ambispora appendicula,
Entrophospora infrequens and Racocetra intraornata. Based on the results we conclude
that climatic fluctuations and soil conditions can influence AMF community and its
species distribution. The results in this study also give evidences that the Caatinga has
high AMF diversity. Studies that include morphological and molecular aspects are
important to provide a more complete view of the biology and taxonomy of these fungi,
resulting in more precise identifications of the organisms and better analysis of their

diversity.

Key-words: AMF, semiarid, Climate seasons, rDNA, microbial activity.
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1. INTRODUCAO

A Caatinga € uma extensa area de clima semi-arido, constituindo uma regido pouco
explorada pelas atividades agricolas devido as grandes limitacdes edafocliméticas (Leal et al.,
2005). Estudos tém demonstrado que a Caatinga apresenta grande diversidade de espécies vegetais
e animais (Leal et al., 2003) e de fungos (Gusmdo e Maia, 2006). Entretanto, esse bioma esta entre
0s menos conhecidos da América do Sul, o que justifica a necessidade de se ampliar rapidamente o
conhecimento sobre a distribuicdo dos organismos e sua organizagdo em comunidades dentro deste
sistema.

A Caatinga possui cerca de 50% do bioma alterado por atividades antrépicas e uso
inadequado dos seus recursos, acentuado processo de desertificacdo, que resulta na reducdo de
producdo vegetal, degradacdo dos solos com a conseqiiente e muitas vezes irreversivel perda da
biodiversidade (Castelletti et al., 2003; Leal, 2005). Acbes antropicas, bem como as variagdes na
umidade e na temperatura influenciam a dindmica e a composi¢cdo da comunidade microbiana do
solo (Morgan et al., 2005).

Métodos para estimar a atividade microbiana em solos de regides semi-aridas sdo
fundamentais no monitoramento ambiental e recuperacdo de areas degradadas (Pereira et al., 2004).
Entre esses métodos se destacam a avaliacdo da atividade enzimatica e a estimativa da respiracdo
basal do solo, que tém sido utilizados como bioindicadores da microbiota edéafica, sendo
marcadores da qualidade do solo em sistemas naturais e manejados (Bastida et al., 2006, Chaer e
Totola, 2007; Bastida et al., 2008; Batista et al., 2008; Doi e Ranamukhaarachchi, 2009).

Dentre os microrganismos do solo, os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) destacam-se
pela simbiose formada com as raizes da maioria das espécies vegetais, aumentando a area de
absorcdo de agua e nutrientes, proporcionando ao vegetal maior tolerancia a estresses bioticos e
abioticos, tornando-se fundamentais para manutencdo de ecossistemas naturais, principalmente os
aridos e semi-aridos, visto que essas regides apresentam escassez de agua e baixa fertilidade do solo
(Rao e Tarafdar, 1998).

A atividade dos FMA pode ser estimada indiretamente pela producdo de uma glicoproteina,
denominada glomalina, que em estudos recentes tem sido relacionada a processos de agregagédo do
solo (Steinberg e Rillig, 2003; Rillig et al., 2005), contribuindo para a manutencdo da estrutura do
solo, e reduzindo os riscos de erosdo em areas degradadas (Caravaca et al., 2005). A quantificacdo
da glomalina pode constituir importante indicador de mudancas causadas pelo uso do solo, podendo

ser utilizada para demonstrar a qualidade e reabilitacdo de solos perturbados (Rillig et al., 2003).
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A identificagdo e a classificacdo dos FMA sdo baseadas, quase que exclusivamente, na
morfologia e estrutura de seus esporos (Morton, 1993), tais como a cor, forma, estruturas
subcelulares, ornamentacdes e reacdes histoquimicas da parede dos esporos (Bentivenga e Morton,
1994). Entretanto, estas caracteristicas morfologicas podem ser influenciadas por atributos
fisiologicos do FMA e pelas condi¢cGes ambientais (Redecker et al., 2003), causando problemas na
identificacdo precisa das espécies.

As limitacdes dos métodos tradicionalmente utilizados para a analise de FMA podem ser
remediadas com o emprego de técnicas moleculares, tais como: amplificacdo, clonagem e
seqlienciamento da regido conservada do rDNA (Schwarzott e Schussler, 2001; Silva Janior, 2004;
Corradi et al., 2007) e dos espacadores génicos (ITS) (Colozzi-Filho e Cardoso, 2000; Lekberg et
al., 2007; Aldrich-Wolfe, 2007), além do chamado "DNA fingerprinting” (Kowalchuk et al., 2002).
Essas técnicas tém sido usadas para a identificacdo de FMA por meio de esporos coletados
diretamente no campo ou raizes colonizadas por esses fungos. A biologia molecular também esta
contribuindo para o conhecimento das relaces filogenéticas entre os FMA (Silva Janior, 2004;
Silva et al., 2006; Wu et al., 2007).

Assim, estudos que incluam aspectos morfolégicos e moleculares resultardo em
identificacbes mais precisas dos organismos e uma melhor andlise da diversidade dos FMA,
contribuindo para as conclus6es sobre a distribuicdo e ecologia desses fungos na Caatinga. Diante
do exposto, o presente trabalho teve como objetivo ampliar o conhecimento sobre a ecologia e a

diversidade de FMA em area de Caatinga em Pernambuco.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1. O bioma Caatinga

O termo “caatinga” tem origem tupi-guarani (caa — mata; tinga — branca) ¢ significa “mata
branca”, fazendo referéncia a fisionomia da vegetacao no periodo de estiagem, quando a maioria
das arvores perde as folhas, ressaltando o aspecto esbranquigado dos troncos que ddo o tom claro a
essa vegetacdo (Albuguerque e Bandeira, 1995; Leal et al., 2003; Prado, 2003).

A Caatinga € o0 Unico bioma exclusivamente brasileiro, ocupando uma é&rea de
aproximadamente 900.000 km?, o que representa 54% da Regido Nordeste e 11% do territorio
Nacional (Andrade et al., 2005). Este bioma abrange os estados do Ceara, Rio Grande do Norte, a
maior parte da Paraiba e Pernambuco, sudeste do Piaui, oeste de Alagoas e Sergipe, regido norte e
central da Bahia, além de pequenas por¢cdes de Minas Gerais e do Maranhdo (Figura 1, IBGE,
2005).

Figura 1. Abrangéncia do Bioma Caatinga no territério nacional (Fonte: IBGE, 2005)
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O clima ¢é semi-arido, caracterizado por curto periodo de chuvas torrenciais e irregulares,
com 6 a 9 meses de seca, e por apresentar alta variabilidade interanual da precipitacdo, ocasionada
por fenémenos de escala global resultantes da interagdo da atmosfera com 0s oceanos tropicais
(Souza et al., 2001). A precipitacdo média anual é cerca de 750 mm sobre a maior parte da
Caatinga, podendo chegar a 500 mm em sua porc¢do central (Prado, 2003); a temperatura média
anual varia de 23 a 27 °C, com elevado potencial de evapotranspiracdo (2.000 mm.ano™) e umidade
relativa em torno de 50% (Sampaio, 1995).

A Caatinga esta distribuida em terrenos cristalinos praticamente impermeaveis e
sedimentares que se apresentam com boa reserva de adgua subterranea (Alves et al., 2008). Os solos
sobre o embasamento cristalino tendem a ser rasos, argilosos e pedregosos, classificados em
Litossolo, Regossolo e Luvissolo; enquanto que os solos sobre o material sedimentar tendem a ser
profundos e arenosos, classificados como Latossolo, Podzolico e Neossolo Quartzarénico (Sampaio,
1995). Os solos geralmente sdo pobres em matéria organica, embora ricos em sais minerais sollveis
(Mendes, 1997) e bastante susceptiveis a erosdo, quando desprovidos de cobertura vegetal (Silva,
J.R.C., 2000).

A Caatinga tem sido descrita na literatura como um ecossistema pobre e pouco alterado,
abrigando baixo numero de espécies endémicas (Castelletti et al., 2003). Entretanto, estudos
recentes tém demonstrado a elevada riqueza da Caatinga em termos de biodiversidade (MMA,
2002; Leal et al., 2003). Esse bioma tem grande diversidade de espécies vegetais, animais e de
fungos, estando registradas 932 espécies de plantas vasculares (Giulietti et al., 2003), 187 de
abelhas (Zanella e Martins, 2003), 240 de peixes (Rosa et al., 2003), 167 de répteis e anfibios
(Rodrigues, 2003), 510 de aves (Silva et al., 2003), 148 espécies de mamiferos (Oliveira et al.,
2003) e 955 de fungos (Gusmao e Maia, 2006). Esses valores sobre a biodiversidade da Caatinga
sdo, provavelmente, ainda mais elevados, uma vez que 41% da regido nao foram investigados e
80% permanecem subamostrados (Tabarelli e Vicente, 2003).

A vegetacdo que forma este bioma é extremamente diversificada e caracterizada por plantas
que possuem varias adaptacOes as condicdes de estresse impostas pelo ambiente. Os diferentes tipos
vegetacionais sdo resultantes da interacdo entre os fatores climéaticos, geomorfoldgicos e edéaficos
(Andrade-Lima, 1981). Na Caatinga, predomina a formacao de floresta seca composta de vegetacdo
xerofila de porte arboreo, arbustivo e herbaceo, geralmente dotadas de espinhos, sendo caducifolias,
perdendo suas folhas no inicio da estacdo seca. Dentre as familias deste ambiente, destacam-se:
Caesalpinaceae, Mimosaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Cactaceae, Asteraceae e Solanaceae
(Drumond et al., 2000).
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Sendo a Caatinga um bioma exclusivamente brasileiro, provavelmente parte de sua flora e
fauna é endémica, ou seja, ndo é encontrada em nenhum outro lugar do mundo (Rodal e Sampaio,
2002). No entanto, os ecossistemas deste bioma estdo entre os menos conhecidos da América do
Sul, justificando a necessidade de se ampliar rapidamente o conhecimento sobre a distribuicdo dos
organismos e sua organizagdo em comunidades dentro do bioma. Informag6es completas sobre a
distribuicdo dos organismos sdo fundamentais para o entendimento da evolucdo, ecologia e

conservacao de uma biota (Primack, 1995).

2.2. Micorrizas Arbusculares

As micorrizas (do grego mykes = fungo e rhizae = raiz) sdo associa¢cbes mutualisticas, nas
quais as raizes de plantas vasculares sdo invadidas por fungos especificos, ocorrendo uma perfeita
integracdo funcional entre os simbiontes (Smith e Read, 1997). Nessa relacdo, a planta fornece
fotossintatos para o fungo que, em troca, contribui aumentando a absorcdo de &gua e nutrientes
minerais do solo (Azcén-Aguilar e Barea, 1997).

As micorrizas estdo categorizadas em trés grandes grupos: ectomicorrizas, endomicorrizas
(Micorrizas Arbusculares, Ericdide e Orquiddide) e ectendomicorrizas (Arbutoide, Monotropdide).
Esta categorizacdo tem como base as caracteristicas morfoanatdmicas das raizes colonizadas pelos
fungos (Moreira e Siqueira, 2002). As ectomicorrizas sdo caracterizadas pela formacdo de manto
micelial sobre a raiz com a formacdo da rede de Hartig no cortex do hospedeiro. As
ectendomicorrizas sdo geralmente ectomicorrizas com penetracdo intracelular, havendo diferencas
anatomicas de acordo com a planta hospedeira. As endomicorrizas séo caracterizadas pela formacao
de estruturas ramificadas semelhantes a minusculas arvores, denominadas arbusculos, ou entéo,
simples dilataces denominadas vesiculas no cortex radicular (Siqueira, 1994).

Dentre as associa¢cdes mencionadas, as micorrizas arbusculares sdo as mais comumente
encontradas na natureza, sendo formadas exclusivamente por fungos micorrizicos arbusculares
(FMA), pertencentes atualmente ao filo Glomeromycota que possui quatro ordens
(Archaeosporales, Diversisporales, Paraglomerales e Glomerales) com dez familias
(Geociphonaceae, Archaeosporaceae, Diversisporaceae, Paraglomeraceae, Glomeraceae,
Acaulosporaceae, Entrophosporaceae, Gigasporaceae, Pacisporaceae e Ambisporaceae) e 19
géneros: Acaulospora, Diversispora, Entrophospora, Archaeospora, Gigaspora, Scutellospora,
Pacispora, Paraglomus, Intraspora, Kuklospora, Glomus, Ambispora, Otospora, Racocetra,
Fuscutata, Cetraspora, Quatunica, Dentiscutata e Geosiphon (Schuessler et al., 2001; Oehl et al.,
2008; Palenzuela et al., 2008; Walker, 2008; Silva et al., 2008).
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As evidéncias dos registros fosseis, da biologia molecular e das analises filogenéticas
estabelecem a origem desses fungos e da simbiose micorrizica ha 462 milhdes de anos, durante o
periodo Devoniano (Stiirmer e Siqueira, 2008), coincidindo com o estabelecimento dos vegetais no
ambiente terrestre. Assim, a associagdo € considerada primordial para garantir a sobrevivéncia das
plantas na terra (Brundrett, 2002).

Os FMA estdo amplamente distribuidos na maioria dos ecossistemas naturais (Treseder e
Cross, 2006) e formam simbiose mutualistica com representantes de mais de 95% das familias de
plantas vasculares (Mehrotra, 2005). Segundo Moreira e Siqueira (2006), a associa¢do de FMA com
as plantas € uma regra na natureza e o nao estabelecimento desta simbiose esta restrito a poucas
familias vegetais (Trappe, 1987), entre as quais: Caryophylaceae, Brassicaceae, Chenopodiaceae e
alguns representantes das familias Juncaceae, Proteaceae, Polygonaceae, Cyperaceae, (Smith e
Read, 2008).

Por serem biotrdficos obrigatorios, portanto essencialmente dependentes da presenca de
plantas hospedeiras para completarem seu ciclo de vida, esses fungos apresentam crescimento
limitado quando cultivados em meios sintéticos (Siqueira et al., 1998). A propagacdo dos FMA
ocorre através de esporos, do micélio e de fragmentos de raizes colonizadas (propéagulos infectivos)
que, ao infectarem as raizes da planta hospedeira, podem se desenvolver e iniciar a associagdo
micorrizica (Smith e Read, 1997).

O ciclo de vida dos FMA ¢ iniciado com a germinacdo dos esporos, e ap6s a formacdo do
tubo germinativo, algumas hifas iniciam o estabelecimento da simbiose micorrizica arbuscular, que
é resultante de uma complexa seqiiéncia de estimulos quimicos que auxiliam na germinacdo e
direcionamento das hifas no solo.

A regulacdo funcional e a compatibilidade entre a planta e o fungo provavelmente envolvem
a liberacdo de horménios e proteinas especificas para a colonizac¢do do cortex radicular e formacéo
de estruturas fungicas tipicas (Siqueira et al., 1991). Todos esses passos sao modulados pelos
fatores bidticos e abioticos do ambiente, principalmente pela disponibilidade de nutrientes no solo
(Koide e Schreiner, 1992).
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A colonizagdo micorrizica arbuscular se inicia a partir da interface formada entre os
propagulos do fungo no solo, dos quais se formam as hifas infectivas, e as estruturas radiculares. Os
propagulos, ao encontrarem as raizes, aderem a sua superficie (epiderme ou pélos radiculares) e
formam um apressorio, a partir do qual o fungo penetra nas células da epiderme da raiz, formando a
“unidade de infec¢do”. A partir deste ponto, as hifas se espalham e se ramificam inter e
intracelularmente no cortex da raiz, constituindo o micélio que formard os arbusculos, que séo
estruturas efémeras responsaveis pela troca de nutrientes com o hospedeiro. Dependendo do género,
esses fungos formam vesiculas, estruturas de reserva do fungo formadas tanto em cavidades
celulares quanto em espacos intercelulares (Parniske, 2000; Smith e Read, 2008). Juntamente com a
colonizacdo intra-radicular (Figura 2), ocorre a formacdo de uma profusa rede de micélio extra-
radicular que se estende além da regido rizosférica da planta e explora maior volume de solo, sendo
responsavel pelo aumento da absorcdo de nutrientes e da formacdo de esporos no solo (Koide,
1991).

Células :
auxiliares ':y
Micelio

extra-radicular

Epiderme Esporocarpo

‘,J.—f"" Vesicula
(-

COC e Ao

Figura 2. Diagrama mostrando a colonizagdo radicular e formagao de estruturas intra e extra-radiculares

Cortex da raiz

de um fungo micorrizico arbuscular (Fonte: De-la-Rosa-Mera e Monroy-Ata, 2006, modificado).

Assim, os fungos estabelecem uma perfeita integracdo morfologica e funcional com as
plantas hospedeiras, proporcionando diversos beneficios para os vegetais, principalmente o aumento
na absorcdo de &gua e nutrientes minerais de baixa mobilidade do solo, particularmente o fosforo e
os micronutrientes (Chen et al., 2005). Os FMA promovem ainda aumento da resisténcia vegetal a
patdgenos de raizes (Abdalla e Abdel-Fattah, 2000; Maia et al., 2006), bem como maior tolerancia a
seca e ao excesso de salinidade do solo (Kaya et al., 2003; Yano-Melo et al., 2003), além de

influenciarem positivamente a nodulacao e a fixacao de nitrogénio em leguminosas (Finlay, 2004).
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As hifas fangicas também formam uma complexa rede que envolve as particulas de solo,
contribuindo para a manutencao e formacéo de agregados mais estaveis, que facilitam o intercambio
gasoso e hidrico no solo (Miller e Jastrow, 2000; Rillig, 2004), favorecendo o desenvolvimento
vegetal e melhorando a qualidade do solo (Caravaca et al., 2005).

Considerando a multiplicidade de papéis que os FMAs desempenham nos sistemas planta-
solo, a associacdo micorrizica arbuscular tem sido vista como multifuncional (Newsham et al.,

1995) e um importante indicador para acessar a qualidade do solo (Kling e Jakobsen, 1998).

2.3. Diversidade de fungos micorrizicos arbusculares em ambiente semi-arido

As Regibes aridas e semi-aridas sdo caracterizadas pela flutuacdo sazonal do regime de
chuva, com periodos prolongados de seca, elevado potencial de evapotranspiragdo, intensas
temperaturas, baixa nebulosidade e umidade relativa do ar. Os solos dessas areas apresentam baixa
disponibilidade de nutrientes e agua e alto risco de erosdo, estando na maioria das vezes em
processo de desertificacdo (Brito-Ramos et al., 2006; Montafio et al., 2008).

Nestes ambientes estressantes, a baixa fertilidade dos solos gera elevada dependéncia das
plantas em relagdo aos FMA (Roldan-Fajardo, 1994), que minimizam a deficiéncia de nutrientes e
os estresses hidricos (Tarafdar e Praveen-Kumar, 1996), favorecendo a retencdo de umidade,
estabilidade e agregacdo das particulas do solo e reduzindo os riscos de erosao (Augé et al., 2001),
além de proporcionar ao hospedeiro resisténcia a seca e salinidade (Sagrero, 2002).

Estudos fornecem evidéncias de que o desenvolvimento, a ocorréncia e a diversidade de
FMA podem ser afetados por fatores bioticos e abidticos, tais como: planta hospedeira, ecossistema,
sazonalidade, luminosidade, temperatura, pH, umidade, teor de matéria organica, disponibilidade de
nutrientes, tipo de solo e préaticas de manejo do solo (Oehl et al., 2004; Stukenbrock e Rosendahl,
2005; Moreira e Siqueira, 2006; Uhlmann et al., 2006; Ling-Fei et al., 2007).

Os FMA sdo amplamente distribuidos na maioria dos ecossistemas, estando presentes em
praticamente todos os ambientes, desde regiGes temperadas passando pelas tropicais e até aridas
(desertos), mesmo em ilhas oceénicas (Alves, 2004). Como simbiontes obrigatérios, os FMA
trazem beneficios a comunidade vegetal e ao ambiente, fornecendo nutrientes e agua as plantas
(Augé et al., 2001). Como evidenciado por Ruiz-Lozani e Azcon (1995), as micorrizas arbusculares
sdo mais importantes para o crescimento das plantas em condig¢des de baixa umidade do solo do que

em solos de umidade adequada, trazendo assim maior beneficio em ambientes aridos e semi-aridos.



Ferreira, Araeska C. A. — Ecologia e diversidade de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) em ... 21

A ocorréncia de FMA tem sido mencionada por varios autores em regides deserticas, aridas
e semi-aridas do México (Pezzani et al., 2006; Guadarrama et al., 2007; Gavito et al., 2008),
América do Norte (Stutz et al., 2000), Africa (Diallo et al., 2000; Stutz et al., 2000; Uhlmann et al.,
2006), Espanha (Requena et al., 1996), China (Tao e Zhiwei, 2005; Tian et al., 2006; Shi et al.,
2006; Dandan e Zhiwei, 2007; Li et al., 2007; Ling-Fei et al., 2007; Shi et al., 2007) e Namibia
(Uhlmann et al., 2004) onde j& foram observadas espécies da grande maioria dos géneros desses
fungos (Silva et al., 2005; Maia et al., 2006; Bashan et al., 2007; Guadarrama et al., 2007;
Albuquerque, 2008; Sousa et al., 2008).

No Brasil foram identificadas 99 espécies de FMA (Stiirmer e Siqueira, 2008). Com base em
alguns trabalhos, foi realizado um levantamento das espécies de FMA em algumas regides do semi-
arido brasileiro (Tabela 1). De acordo com o levantamento realizado no presente trabalho, foram
registradas 72 espécies de FMA no semi-arido, 0 que representa 72,7% daquelas citadas para o
Brasil, evidenciando a alta diversidade desses fungos nessa regido em relacéo ao resto do pais.

Em caatinga nativa, na regido de Xing6 (AL), Souza et al. (2003) identificaram 24 taxons
de FMAs, dos quais oito eram pertencentes ao género Glomus, sete a Acaulospora, quatro a
Scutellospora, dois a Gigaspora e um a Ambispora, Entrophospora e Paraglomus. Esses autores
observaram que apenas nove espécies tinham ocorréncia registrada em regiGes semi-aridas, dentre
as quais seis (Glomus mosseae, G. etunicatum, Paraglomus occultum, G. macrocarpum, Gigaspora
margarita, Acaulospora scrobiculata e Ambispora appendicula) foram citadas no semi-arido
brasileiro. Esses autores também observaram que os fungos formavam associacdo com a maioria
das espécies vegetais encontradas, apesar das limitacdes climaticas da regido.

Silva et al. (2005), em area de caatinga preservada e em area degradada por mineracéo de
cobre na Bahia, observaram 21 espécies, das quais 15 eram de Glomus e uma de cada um dos
géneros Acaulospora, Ambispora, Entrophospora, Gigaspora, Paraglomus e Cetraspora. Esses
pesquisadores observaram que as espécies dos géneros Ambispora, Entrophospora, Gigaspora e
Cetraspora foram encontradas apenas na area de caatinga preservada, a qual apresentou o maior
numero de plantas e espécies de FMA.

Em trés areas de caatinga nativa (Caruaru, Serra Talhada e Araripina) no semi-arido
pernambucano, Albuquerque (2008) observou 29 espécies de FMA, sendo 12 de Acaulospora, sete
de Glomus, quatro de Scutellospora, duas de Gigaspora e uma espécie de Cetraspora, Ambispora,
Entrophospora e Kuklospora. Acaulospora scrobiculata, A. spinosa, Entrophospora infrequens,
Gigaspora ramisporophora, Glomus etunicatum, G. aff. geosporum, G. macrocarpum e

Scutellospora dipurpurescens foram comuns as trés areas estudadas.
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Mergulh&o et al. (2009), em &rea de caatinga nativa e impactada por mineracdo de gipsita
em Pernambuco, identificaram 34 espécies de FMA, distribuidas nos géneros Glomus, Acaulospora,
Ambispora, Entrophospora, Gigaspora, Scutellospora, Dentiscutata, Racocetra, Fuscutata,
Cetraspora e Paraglomus.

Silva et al. (2008), descobriram uma nova espécie, Scutellospora pernambucana, no semi-
arido pernambucano. Goto et al. (2009; 2010), descreveram duas novas espécies, Racocetra
intraornata e Denstiscutata colliculosa, em area de caatinga de Pernambuco. As evidéncias indicam
que existem outras possiveis novas espécies a serem encontradas na regido.

Na maioria dos trabalhos realizados em regifes semi-aridas ha predominio de espécies de
Glomus e Acaulospora. De acordo com Maia et al. (2006), em regides semi-aridas do mundo é
comum a predominancia do género Glomus em relacdo aos demais, sendo esse 0 género com maior
numero de espécies descritas. Além disso, Acaulospora possui maior representatividade dentro do
que fora do Brasil. Souza et al.( 2003) relatam que a distribuicdo dos FMA pode ter relagdo com as
diferentes estratégias de sobrevivéncia desses fungos, que se adaptam a condi¢bes bidticas e
abioticas especificas de um determinado ambiente. Alguns autores demonstraram que espécies de
Acaulospora tendem a ser encontradas em solos com pH menor que 6,5 e/ou com baixo teor de
fosforo (Maia e Trufem, 1990; Souza et al., 2003; Oehl et al., 2004; Gai et al., 2006).

Segundo Stiirmer (1999), espécies de Acaulospora sao mais freqlientemente encontradas em
solos &cidos (pH < 6,2). Gomes e Trufem (1998) encontraram espécies de Acaulospora e Glomus
em solos acidos (pH 3,2 e 3,4), confirmando a presenca desses géneros em solos com baixo pH.
Carrenho et al. (2001) verificaram a ocorréncia de Glomus mosseae em solos com pH neutro (6,9).
De acordo com Schenck e Siqueira (1987), G. mosseae tem preferéncia por pH neutro a levemente
alcalino. Silva et al. (2005) também observaram essa espécie em areas com valores de pH neutro a
levemente alcalino (6,2-7,8).

Allen et al. (1998) e Wilson et al. (1992) registraram maior ocorréncia de espécies de
Glomus e Acaulospora, respectivamente, em floresta tropical decidua, no México, e em plantacGes
de Terminalia spp., numa floresta tropical na Costa do Marfim. As temperaturas médias anuais (26
a 27 °C) nestes locais sdo semelhantes as da regido semi-arida do Nordeste, sugerindo que um
gradiente latitudinal de temperatura, associado a fatores edaficos, como baixo pH, podem ter
influenciado a maior ocorréncia de espécies de Glomus e Acaulospora.

Os trabalhos disponiveis sobre a biodiversidade na Caatinga mostram a importancia desse
bioma para se ampliar o conhecimento sobre a presenca de espécies de FMA no semi-arido e no

Brasil.
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Tabela 1. Espécies de FMA detectadas em areas de Caatinga no semi-arido brasileiro

ESPECIES DE FMA

REFERENCIAS

Acaulospora delicata C.Walker, C.M. Pfeiff. & Bloss

A. denticulata Sieverding & S. Toro

A. elegans Trappe & Gerd.

A. excavata Ingleby & C. Walker

A. foveata Trappe & Janos

A. koskei Blaszk.

A. laevis Gerd. & Trappe

A.lacunosa J.B. Morton

A. longula Spain & N.C. Schenck

A. mellea Spain & N.C. Schenck

A. morrowiae Spain & N.C. Schenck

A.rehmii Sieverding & S. Toro

A. scrobiculata Trappe

A. spinosa C. Walker & Trappe

A. tuberculata Janos & Trappe

Ambispora appendicula (Spain, Sieverd. & N.C. Schenck) Spain, Oehl & Sieverd.
A. gerdemanni (N.C. Schenck & T.H. Nicholson) Spain, Oehl & Sieverd.

A. leptoticha (N.C. Schenck & G.S. Sm.) C. Walker, Vestberg & A. Schissler
Archaeospora trappei (R.N.Ames & Lindeman) J.B. Morton & Redecker
Cetraspora gilmorei (Trappe & Gerd.) Oehl, F.A. de Souza & Sieverd.

C. pellucida (T.H. Nicolson & N.C. Schenck) Oehl, F.A. de Souza & Sieverd.
Dentiscutata biornata (Spain, Sieverd. & S. Toro) Oehl, F.A. de Souza & Sieverd.
D. cerradensis (Spain & J. Miranda) Oehl, F.A. de Souza & Sieverd.

D. colliculosa B.T. Goto & Oehl

D. scutata (C. Walker & Dieder.) Oehl, F.A. de Souza & Sieverd.

Diversispora spurcum (C.M. Pfeiff., C. Walker & Bloss) C. Walker & A. Schussler
Entrophospora infrequens (I.R. Hall) R.N. Ames & Schneid. emend. Oehl & Sieverd.

Fuscutata heterogama (T.H. Nicolson & Gerd.) Oehl, F.A. de Souza, L.C. Maia & Sieverd.

Gigaspora albida N.C. Schenck & G.S. Sm.

G. decipiens I.R. Hall & L.K. Abbott

G. gigantea (T.H. Nicholson & Gerd.) Gerd. & Trappe

G. margarita W.N. Becker & I.R. Hall

G. ramisporophora Spain, Sieverd. & N.C. Schenck

Glomus aggregatum N.C. Schenck & G.S. Sm. emend. Koske
G. albidum C. Walker & L.H. Rhodes

G. ambisporum G.S. Sm. & N.C. Schenck

6,9
2,6,

6
2,6,7,8,9
3,6,7,8
9
6
2,6,
2,3,6,7
5,6,7,8
3,6,9
2,6,7,8,9
1,2,3,4,56,7,8,9
3,6,9
3,56,7,8,9
2,3,4,6,7,8,9
1,6,
3,57
3,

4,
2,3,56,7,8,9
57
6
12
7
2,6,
4,6,7,8,9
2,6,7,8
2,6,

58
6,7
1,2,3,4,6,7,8,9
6,9
3,

4,

7
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Continuacéo da tabela 1

24

G. arborense McGee
. claroideum N.C. Schenck & G.S. Sm
. clarum T.H. Nicolson & N.C. Schenck
. clavisporum ((Trappe) R.T. Almeida & N.C. Schenck
. coremioides (Berk. & Broome) D. Redecker & J.B. Morton
. diaphanum J.B. Morton & C. Walker
. etunicatum W.N. Becker & Gerd.
. fasciculatum (Thaxt.) Gerd. & Trappe emend. C. Walker & Koske
. geosporum (T.H. Nicolson & Gerd.) C. Walker

. glomerulatum Sieverd.

. heterosporum G.S. Sm. & N.C. Schenck

. intraradices N.C. Schenck & G.S. Sm.

. invermaium I.R. Hall

. macrocarpum Tul. & C. Tul.

. microaggregatum Koske, Gemma & P.D. Olexia

. microcarpum Tul. & C. Tul

. mosseae (T.H. Nicolson & Gerd.) Gerd. & Trappe

. pallidum I.R. Hall

. sinuosum (Gerd. & B.K. Bakshi) R.T.Almeida & N.C. Schenck.

. tortuosum N.C.Schenck & G.S. Sm.
Kuklospora kentinensis (Wu & Liu) Oehl & Sieverd.
K. colombiana (Spain & N.C. Schenck) Oehl & Sieverd.
Paraglomus occultum (C. Walker) J.B. Morton & D. Redecker
Scutellospora aurigloba (1.R. Hall) C.Walker & F.E. Sanders
S. calospora (T.H. Nicolson & Gerd.) C. Walker & F.E. Sanders
S. dipurpurescens J.B. Morton & Koske

G
G
G
G
G
G
G
G
G
G. halonatum S.L. Rose & Trappe
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G

S. pernambucana Oehl, D.K Silva, N. Freitas, L.C. Maia

Racocetra coralloidea (Trappe, Gerd. & I. Ho) Oehl, F.A. de Souza & Sieverd.
R. fulgida (Koske & C. Walker) Oehl, F.A. de Souza & Sieverd.

R. gregaria (N.C. Schenck & T.H. Nicolson) Oehl, F.A. de Souza & Sieverd.
R. intraornata B.T. Goto & Oehl

R. persica (Koske & C. Walker) Oehl, F.A. de Souza & Sieverd.

R. verrucosa (Koske & C. Walker) Oehl, F.A. de Souza & Sieverd.

R. weresubiae (Koske & C. Walker) Oehl, F.A. Souza & Sieverd.

Quatunica erythropus (Koske & C. Walker) Oehl, F.A. de Souza & Sieverd.

3,
3,
1,35
5, 7,9
57
3,4,
1,2,3,4,57,8,
9
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(2009); 12. Goto et al., (2010).
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2.4. Ferramentas utilizadas na identificacdo dos FMA

A primeira classificacdo para os FMA, estabelecida por Gerdemann e Trappe (1974), incluia
todas as espécies descritas na familia Endogonaceae (Divisdo Zygomycota, Ordem Endogonales).
Esses autores forneceram a base para identificacdo e descricdo das espécies, baseadas no tamanho e
cor dos esporos, aléem da anélise das camadas de parede fenotipicamente distintas dos esporos.
Walker (1983) nomeou e representou graficamente os diferentes “tipos de paredes” nos FMA,
elaborando um método aparentemente simples para identificacdo das espécies.

A taxonomia dos FMA baseia-se quase que exclusivamente na morfologia e ontogenia de
seus esporos (Morton e Benny, 1990), as estruturas fangicas que apresentam as melhores
caracteristicas para distin¢do ao nivel de espécies (Walker, 1983), tais como a cor, forma, estruturas
subcelulares, ornamentacdes e reacdes histoquimicas da parede dos esporos (Bentivenga e Morton,
1994) que, geralmente, sdo vizualizadas com o auxilio da resina PVLG (&lcool polivinilico
lactoglicerol) e Reagente de Melzer. Entretanto, esta caracterizagdo fenotipica pode ser influenciada
por atributos fisiologicos dos FMA e pelas condi¢cdes ambientais (Redecker et al., 2003), causando
problemas na identificacdo precisa dos esporos, visto que 0s mesmos, quando coletados diretamente
do campo, geralmente encontram-se parasitados ou estdo em fases de desenvolvimento inadequadas
para a identificacdo das estruturas diferenciadoras (Morton et al., 1995).

Além disso, o fato de os FMA serem simbiontes obrigatérios e, portanto, ndo serem
passiveis de cultivo em meios de cultura, torna mais dificil a sua identificagdo morfologica.
Métodos especiais como o desenvolvimento do fungo em determinadas plantas cultivadas em vasos
em casas de vegetacdo (Souza et al., 2003) ou em raizes transformadas com Agrobacterium
rhizogenes (Becard e Fortin, 1988; Tiwari e Adholeya, 2002) seriam uma alternativa para a
manutencdo dessas linhagens para propdsitos experimentais ou taxondmicos, entretanto, esses
métodos sdo trabalhosos, requerem longo tempo para o desenvolvimento das plantas e séo seletivos
como qualquer outro tipo de meio de cultura (Carrenho et al., 2002).

Devido a complexidade taxondmica dos FMA, foram desenvolvidos métodos alternativos
para auxiliar na identificacdo desses fungos, tais como a aplicacdo de técnicas quimiotaxondmicas,
como os padrbes de acidos graxos (Sancholle e Dalpé, 1993; Graham et al., 1995; Bentivenga e
Morton, 1996; van Aarle e Olsson 2003; Grigera et al., 2007), o uso de isoenzimas (Dodd et al.,
1996) e, mais recentemente, a utilizacdo de técnicas de biologia molecular baseadas na extracao,
amplificacdo e caracterizacdo de acidos nucléicos (Schussler et al., 2001; Redecker et al., 2003;
Stukenbrock e Rosendahl, 2005; Hempel et al., 2007; Lee et al., 2008; Gamper et al., 2009).
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Atualmente, a caracterizacdo dos FMA por métodos moleculares vem contribuindo para
considerdvel avanco nos conhecimentos sobre filogenia (Schwarzott et al., 2001; Schissler et al.,
2001; de Sousa et al., 2005; Silva et al., 2006; Wu et al., 2007; Oehl et al., 2008), ecologia
(Helgason et al., 1998; 2002; Husband et al., 2002, Kowalchuk et al., 2002), genética (Harrison
1999; Gianinazzi-Person et al., 2001) e evolugéo (Sanders, 2002; Gandolfi et al., 2003) deste grupo
de fungos.

Na maioria dos estudos moleculares, a maior parte das sequéncias ja caracterizadas destes
fungos esta relacionada aos genes RNA ribossomais que estdo entre as sequéncias mais comuns e
conservadas encontradas na natureza. Tipicamente os genes do rRNA de eucariotos séo encontrados
como unidade repetitivas em sequéncias (100 a 200 copias), separadas por espacos nao transcritos
chamados NTS (Non trascribed Spacers). Cada unidade transcrita € composta por genes do rRNA
18S, 5.8S e 28S (Figura 3), bem como de varias regides espacadoras internas que sao transcritas
chamadas ITS (Internal transcribed Spacers)., que por apresentarem taxas de evolucdo mais rapidas
que a subunidade menor do RNA ribossomal (SSU rDNA) e maior do RNA ribossomal (LSU
rDNA) podem ser utilizadas na caracterizacdo de diferentes espécies (White et al., 1990; Lafranco
et al., 2001). A regido que compreende 0s genes ribossomais vem sendo bastante utilizada nos
estudos da filogenia e na identificacdo dos FMA por conterem regides extremamente conservadas

que permitem a construcdo de diversos iniciadores.

ITS1 ITS2
Nuclear Small Nuclear Large

rDNA rDNA

Figura 3. Desenho esquematico do conjunto de genes ribossomais.

Adicionalmente, o uso das técnicas moleculares, tais como a amplificacdo, clonagem e
sequenciamento da SSU e LSU rDNA (Schwarzott e Schissler, 2001; Silva Janior, 2004; Corradi et
al., 2007) e ITS (Colozzi-Filho e Cardoso, 2000; Lekberg et al., 2007; Aldrich-Wolfe, 2007),
Eletroforese em gel de gradiente desnaturante - DGGE (de Sousa et al., 2004; Santos et al., 2006;
Novais, 2008) e o chamado "DNA fingerprinting" (Kowalchuk et al., 2002; Opik et al., 2003; dos
Santos, 2008), tem permitido a identificacdo taxonémica dos FMA a partir de esporos coletados
diretamente do campo e também em raizes colonizadas.

A maioria destas técnicas baseia-se na utilizacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
que consiste na amplificacdo in vitro do ndmero de copias de regides do DNA que sao
complementadas por iniciadores especificos, sendo necessarias quantidades minimas de DNA
(Cérdoba et al., 2002).
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Os primeiros trabalhos utilizando técnicas moleculares no rDNA em FMA foram realizados
na decada de 90 por Simon e colaboradores (Simon et al., 1992a, 1992b; 1993a; 1993b), os quais
aplicaram técnicas de PCR ao estudo de genes nucleares codificadores do SSU rDNA, desenhando
iniciadores especificos para os FMA capazes de amplificar o DNA fungico em raizes colonizadas.
No entanto, outros autores verificaram que esses iniciadores ndo amplificavam todas as espécies de
Glomeromycota (Clapp et al., 1995; Redecker et al., 2000; Schussler et al., 2001). Além do mais,
foram identificados problemas ao amplificar amostras de raizes colonizadas oriundas do campo
(Clapp et al. 1999).

Helgason et al. (1998) desenhou o iniciador AM1, que em combinagcdo com o NS31
amplifica a regido central variavel da SSU rDNA (18S rDNA) dos FMA. Esta combinagdo de
iniciadores foi largamente usada em estudos de campo (Opik et al., 2006). No entanto, néo
amplificam espécies pertencentes as familias Archaeosporaceae e Paraglomeraceae. Outros autores
construiram iniciadores para a regido LSU rDNA (Kjoller e Rosendahl, 2000; Gollotte et al., 2004).
Entretanto, também sé amplificaram um subconjunto dos Glomeromycota. Redecker (2000)
desenhou uma combinacdo de iniciadores para as regides SSU e ITS permitindo detectar sete
géneros do filo Glomeromycota, inclusive das familias Archaeosporaceae e Paraglomeraceae.

No Brasil, Colozzi Filho e Cardoso (2000) utilizaram ITS5/ITS4 para amplificar o DNA de
FMA de raizes de cafeeiro colonizadas e estudar a dindmica populacional dos FMA nativos.
Segundo os autores, a comparacdo entre os amplicons de ITS obtidas das raizes colonizadas e de
esporos coletados na rizosfera permitiu concluir que a presenca do esporo na rizosfera ndo é um
indicativo seguro da colonizacéo da raiz.

Com base em caracteres morfoldgicos e moleculares (SSU rDNA), Morton e Redecker
(2001) propuseram duas novas familias Paraglomeraceae e Archaeosporaceae e seus respectivos
géneros Paraglomus e Archeospora. Estas familias sdo consideradas grupos ancestrais dos fungos
micorrizicos arbusculares.

Kowalchuk et al. (2002) utilizaram a técnica do DGGE para o estudo de comunidades de
FMA associadas a gramineas crescendo em dunas de areia na Holanda. Os autores mencionaram
que a partir dessa metodologia foi possivel detectar e identificar espécies de FMA no solo e nas
raizes colonizadas, sem 0 uso de culturas-armadilha. Foram detectadas sequéncias de Glomus e
Scutellospora. Os autores observaram também que a diversidade de esporos na rizosfera pode nao
representar a estrutura da comunidade que esta colonizando as raizes.

Utilizando AM1/NS31 para amplificacdo do DNA de FMA colonizando raizes de Araucaria
angustifolia, Moreira et al. (2005) verificaram a presenca de uma espécie de Acaulospora e duas de

Glomus colonizando um mesmo segmento de raiz, além de outros fungos ndo micorrizicos.
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Lee et al. (2008) desenharam um conjunto de iniciadores especificos (AML1/AML2) que
amplifica a regido do 18S rDNA de todos os subgrupos de FMA, exceto Archaeospora trappei. A
especificidade dos novos iniciadores foi testada em 23 espécies de FMA obtidos a partir de
culturas-armadilha e de raizes colonizadas de Miscanthus sinensis, Glycine max e Panax ginseng
provenientes do campo e concluiram que sdo mais especificos aos Glomeromycota.

Assim, técnicas moleculares sdo ferramentas poderosas e tem sido de grande utilidade na
taxonomia e caracterizacdo dos FMA. Na maioria dos casos, classificacdes baseadas em marcadores
moleculares corroboram aquelas realizadas com base em caracteristicas morfoldgicas (Mergulhéo,
2006). Desta forma, estudos que incluam aspectos morfologicos e moleculares devem ser realizados
de forma a se obter uma visdo mais completa da biologia destes fungos, resultando em

identificacGes mais precisas dos organismos e melhor analise da diversidade dos FMA.

2.5. Glomalina

A glomalina é uma glicoproteina hidrofobica de elevado peso molecular, produzida por
FMA. E encontrada com relativa abundancia em solos de diversos ecossistemas (Rillig et al., 2002,
Rillig et al., 2003; Lovelock et al., 2004; Borie et al., 2006). Segundo Nichols (2003), essa
glicoproteina foi descoberta por Wright e seus colaboradores em 1996, durante trabalhos para
producdo de anticorpos monoclonais visando a identificacdio de FMA. O termo glomalina faz
referéncia a antiga ordem Glomales, na qual estavam inseridos os FMA (Morton e Benny, 1990).

O comportamento recalcitrante da glomalina, sua natureza glicoprotéica e caracteristica
hidréfoba sugerem que esta € uma biomolécula que apresenta alta estabilidade no solo (Wright e
Upadhyaya, 1998), com vida média de 6 a 42 anos e baixa velocidade de degradacdo, dependendo
do solo de origem (Rillig et al., 2001).

Driver et al. (2005) sugeriram que a glomalina seria um componente da parede da hifa, visto
que 80% fica aderida fortemente a essa estrutura e aos esporos; assim, essa proteina teria funcéao
primordial para o micélio e secundaria para a agregacéo do solo (Gadkar e Rillig, 2006).

Duas fracOes de glomalina sdo tipicamente extraidas do solo: a facilmente extraivel (GFE),
que ¢ considerada a fracdo da proteina depositada mais recentemente; e a glomalina total (GT), que
é extremamente persistente no solo e representa a quantidade total da proteina, tanto na superficie
como no interior dos agregados (Wright e Upadhyaya, 1998).

Esta proteina € quantificada por métodos bioquimicos de dosagem protéica (Bradford,
1976). A fracdo GFE ¢é extraida em solucgéo de citrato de sddio (20 mM; pH 7,0) apds um ciclo em

autoclave (121 oC) por 30 minutos, enquanto a GT é determinada por uma extracao exaustiva a
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partir do sedimento da GFE, sendo adicionado citrato de sédio mais concentrado e alcalino (50 mM,;
pH 8,0). Este procedimento é realizado por varios ciclos até os sobrenadantes ndo mais
apresentarem coloracdo marrom-avermelhada, caracteristica da glomalina (Wright e Upadhyaya,
1998). A quantificacdo da fracdo imunoreativa € realizada através do anticorpo monoclonal MAB
32b1l, desenvolvido a partir de esporos de Glomus intraradices, utilizado em técnicas
imunoldgicas, como ELISA (Wright e Upadhyaya, 1998).

Estudos recentes demonstraram que, além da glomalina, outros componentes da matéria
organica do solo podem ser extraidos e quantificados pelos métodos utilizados (Schindler et al.,
2006; Rosier et al., 2006). Diante disso, Rillig (2004) propds que o termo “glomalina” fosse trocado
por “proteinas do solo relacionadas a glomalina (PSRG)”. O autor também sugeriu que os termos
Glomalina total (GT) e Glomalina facilmente extraivel do solo (GEF) fossem substituidos por
proteina total do solo reativa ao método de Bradford (BRPS) e proteina facilmente extraivel do solo
reativa ao método de Bradford (FE-BRPS), respectivamente, enquanto as fragbes imunoreativas
deveriam ser chamadas proteinas imunorreativas totais (PSIR) e facilmente extraivel do solo (FE-
PSIR).

Apesar de ainda ndo se conhecer a estrutura quimica da glomalina, sabe-se que esta é
composta por um complexo de aminoéacidos, carboidratos e ferro (Nichols, 2003). Além disso,
contém uma alta porcentagem de carbono (27,9 a 43,1%, Rillig et al., 2003), chegando a representar
cerca de 52% do carbono total em solos organicos (Schindler et al., 2007), o qual € incorporado
diretamente ao solo mediante decomposicdo dos propagulos fangicos.

A glomalina é capaz de adsorver naturalmente o carbono, mantendo-o no solo, e ainda ajuda
a fertilizar a terra devido a sua caracteristica de adesdo, de modo a agregar as particulas do solo,
criando espacos sob a superficie que permitem a penetracdo de agua, oxigénio e raizes (Rillig et al.,
2002; Rillig, 2004).

Dentre as varias propriedades da glomalina pode-se citar a contribuicdo para aumentar a
estabilizacdo de agregados (Wright e Upadhyaya, 1998; Knorr et al., 2003), a capacidade de
sequestrar elementos potencialmente toxicos (Gonzélez-Chavez et al., 2004) e a sua importancia
como reservatério de carbono no solo (Rillig et al., 1999). Além disso, serve como fonte de
nitrogénio e carbono para os microrganismos (Harner et al., 2005) e contribui para a manutencédo da
estrutura do solo, reduzindo os riscos de erosdo em areas degradadas (Caravaca et al., 2005).

A concentracdo da fracdo da proteina facilmente extraivel (FE-BRPS) em &reas revegetadas
com plantas micorrizadas pode chegar a 3,65 mg g-1 solo (Caravaca et al.,, 2005). Em areas

agricolas, os valores de glomalina facilmente extraivel estdo em torno de 0,5 mg g-1solo (Rillig et
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al., 2003); porém em regifes semi-aridas varia de 0,3 e 0,6 mg g-1solo (Bird et al., 2002). Em solo
de floresta, Rillig et al. (2001) conseguiram extrair > 60 mg glomalina g-1 solo.

Lovelock et al. (2004), em solos tropicais da Costa Rica, observaram valores médios de
glomalina em torno de 3,94 mg g-1 de BRPS e 1,68 mg g-1 de FE-BRPS. Os autores estabeleceram
correlac@es entre a glomalina e caracteristicas relacionadas a fertilidade do solo. Para esses autores,
0 maior acimulo de glomalina em solos menos férteis pode estar relacionado & menor taxa de
decomposicdo e maior complexacdo de compostos organicos observada nestes ambientes, quando
comparados a solos férteis. Poréem, Silva (2006) registrou, na rizosfera de maracujazeiros doce,
correlacdes positivas entre fracdes de glomalina e teores de P, matéria organica e valores de CTC
(Capacidade de troca de cétions), observando também aumento na producdo da proteina em solo
com alta fertilidade. Segundo Gonzalez-Chavez et al. (2004), a glomalina pode ser uma molécula
com potencial para remediacdo de solos contaminados com metais pesados. Esses autores
observaram que essa glicoproteina atuou no sequiestro de diferentes metais pesados.

A maioria dos trabalhos até entdo desenvolvidos com a glomalina mostra que parece ser um
atributo ndo sensivel a variagbes sazonais. No entanto, esse comportamento depende da fracdo e do
ambiente estudado (Steinberg e Rillig, 2003; Albuquerque, 2008).

Pouco se conhece sobre os depdsitos de glomalina em solos brasileiros, devendo-se
incentivar estudos com esta biomolécula, visto que a analise da glomalina pode ser incorporada em

protocolos para avaliacdo da qualidade microbiol6gica do solo (Mello, 2006).

2.6. Atividade microbiana do solo

O solo é um recurso natural dindmico e ndo renovavel, essencial ao desenvolvimento vegetal
e ao funcionamento dos ecossistemas terrestres (Moreira e Siqueira, 2002). Como um sistema vital,
regula o balango global de energia, e serve como meio para a maioria dos ciclos biogeoquimicos.
Além disso, promove o crescimento vegetal, disponibilizando agua, nutrientes e oxigénio as plantas
e atua na regulacdo hidrica do ambiente e na transformacéo e degradacdo de compostos poluentes
(Doran et al., 1996).

O solo é um habitat que oferece ambiente propicio para um vasto, diverso e interativo
conjunto de microrganismos, 0S quais participam de processos chave no ecossistema tais como
decomposicdo e transformacdo da matéria orgénica, producdo de humus, ciclagem de nutrientes e
energia, fixacdo do nitrogénio atmosférico, agregacdo do solo e decomposi¢do de xenobidticos.
Além disso, esses organismos atuam no controle bioldgico de pragas e doencas (Lambais et al.,
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2005) e estabelecem relagdes simbioticas com a maioria das plantas (Chimner, 2004; Monson et al.,
2006; Moreira e Siqueira, 2006).

Esses processos microbianos tém grande influéncia na determinacdo de propriedades
quimicas e fisicas do solo (Viana, 2002), contribuindo para a manutencdo de sua qualidade (Nielsen
e Winding, 2002; Barea et al., 2005; Acosta-Martinez et al., 2008; Fernandez et al., 2008). Gil-
Sotres et al. (2005) definiram a qualidade do solo como equilibrio entre todos os componentes do
ambiente edéfico e a capacidade de manutencdo de alta produtividade, causando o minimo de
distarbios ambientais.

A microbiota edafica e suas comunidades estdo continuamente mudando e se adaptando as
alteracBes ambientais. A dindmica natural desses organismos faz deles indicadores potencialmente
sensiveis para se avaliar as mudancas no solo resultantes de diferentes praticas e sistemas de
manejo. Assim, a atividade microbiana do solo é considerada indicador no monitoramento dos
distrbios, devido ao seu papel no funcionamento do ecossistema (Facci, 2008).

De acordo com Grisi (1995), ao se avaliar a atividade dos microrganismos pode-se ter uma
idéia sobre a importancia do seu papel nos ecossistemas, ou seja, se em determinadas condicoes
ambientais as populacdes microbianas estdo em atividade, decompondo a necromassa, promovendo
a biogeociclagem dos nutrientes.

Moreira e Siqueira (2002) definem a atividade microbioldgica como toda reagdo catalisada
pelos microrganismos do solo, refletindo o estado fisioldgico de células ativas. Esta atividade pode
ser dividida em geral - proveniente de todos ou quase todos os microrganismos edaficos (exemplo:
a respiracdo); e especifica - exercida por grupos especificos de microrganismos (exemplo: a
atividade de determinadas enzimas). Alguns parametros sdo utilizados para avaliacdo da atividade
microbiana do solo, dentre os quais a estimativa da respiracao basal do solo e a atividade enzimatica
tém sido utilizadas como bioindicadores da microbiota edafica, sendo importantes na determinacao
da qualidade dos solos em sistemas naturais e manejados (Caravaca et al., 2002; Gil-Sotres et al.,
2005; Bastida et al., 2006, Chaer e Télota, 2007; Bastida et al., 2008; Batista, 2008).

A respiracdo basal do solo é definida como a oxidagdo da matéria organica a CO2 pelos
microrganismos heterotroficos que ocupam posicdo chave no ciclo do carbono nos ecossistemas
terrestres (Aradjo et al., 2008). Esse parametro tem sido um bom indicador da qualidade do solo,
sendo comumente utilizado para quantificar a atividade da microbiota edafica (Nsabimana et al.,
2004; Pend et al., 2005; Costa et al., 2006; Franchini et al., 2007). Bakke et al. (2001) relatam que
estudos da respiracdo edafica ajudam a explicar muitos processos que ocorrem no solo e séo de
fundamental importancia para a recuperacdo de areas degradadas. Assim como outras atividades

metabolicas, a respiracdo € dependente do estado fisiologico da célula, sendo influenciada por
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diversos fatores no solo, tais como: umidade, temperatura, estrutura do solo e disponibilidade de
nutrientes (Carvalho, 2005).

Valores médios de respiracdo do solo variam amplamente dentro e entre os diversos biomas.
Os indices mais baixos de respiracdo do solo ocorrem nos biomas mais frios (tundra) e mais secos
(desertos e regides semi-aridas). Os indices mais altos ocorrem em florestas tropicais Umidas, onde
tanto a temperatura como a umidade séo elevadas durante todo o ano (Raich e Schlesinger, 1992).

Segundo Sing e Gupta (1977), em regidoes de clima temperado, os solos de floresta
apresentam respiracdo, em meédia, de 0,1 a 0,5 g CO2.m-2.h-1 e em campos cultiviveis até 1,0 g
C0O2.m-2.h-1. Em solos de floresta tropical ricos em material nutritivo pode-se medir uma taxa
entre 1,0 e 1,2 g CO2.m-2.h-1 durante o periodo imido do ano; sobre solos arenosos, regides secas
e nas tundras a taxa varia de 0,05 a 0,2 g CO2.m-2.h-1.

A determinacdo da atividade de vérias enzimas no solo é outra forma de se avaliar a
atividade microbiana. As enzimas sdo mediadoras diretas no catabolismo bioldgico do solo
organico e dos componentes minerais, por isso tém sido sugeridas como potenciais indicadores da
qualidade do solo, indicando mudangas ocorridas na microbiota edafica sem, entretanto, relaciona-
las a algum grupo especifico de organismo (Andrade e Silveira, 2004).

Existem varios tipos de enzimas presentes no solo produzidas por microrganismos (fungos e
bactérias), ou derivadas de tecidos animais e vegetais. Dentre elas, as desidrogenases sdo enzimas
intracelulares, encontradas nas membranas das células vivas. Essas enzimas fazem parte da cadeia
respiratéria que possui O2 como aceptor final de elétrons. Elas oxidam compostos organicos pela
transferéncia de um par de elétrons para um aceptor, NAD ou NADP, formando o NADH ou
NADPH (Rogers e Tate, 2001). A atividade da desidrogenase reflete, portanto, a taxa da respiracao
microbioldgica (Majer, 2000), fornecendo informacdes da parte ativa da comunidade
microbioldgica do solo. A atividade da desidrogenase tem sido utilizada desde 1956 para estimar a
atividade microbiana do solo (Zatore, 2008), sendo considerada boa indicadora do metabolismo
oxidativo (Stromberger et al., 2005).

Estudos sobre o monitoramento das propriedades biolégicas do solo sdo importantes para
avaliar a sustentabilidade de &reas naturais e suprir a auséncia de informagdes que possam ser
utilizadas em programas de conservagdo e sustentabilidade dos ecossistemas. Indicadores
biologicos que estimam a atividade microbiana tém sido bastante utilizados nos estudos de
qualidade do solo, pois sdo mais sensiveis e respondem rapidamente as mudangas ocorridas por

diferentes tipos de manejo ou condi¢gdes ambientais (Fialho et al., 2006; Souto et al., 2008).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Caracterizacdo da &rea de estudo

O estudo foi desenvolvido em area de caatinga nativa na Estacdo Experimental do Instituto
Agronémico de Pernambuco - IPA (8°13” S, 35° 55” W, 560 m de altitude), situada no municipio de
Caruaru, na mesorregido do agreste de Pernambuco (Figura 1). O agreste compreende uma area de
transicdo, entre as zonas fisiogréficas da Mata Atlantica e do Sertdo (Prado, 2003). O clima é
estacional, com precipitacdo pluviométrica anual de 710 mm, a temperatura média compensada é de
22,7 °C e a média da umidade relativa do ar 59%. A estacdo chuvosa concentra-se de margo a

agosto e a estacdo de estiagem estende-se de setembro a fevereiro (Aradjo et al., 2005).

caveRn0
00 &Thdg

SECRETARIA OE PRODUGA
RURAL E REFORMA AGRCAR?A

Estacdo Experimental
de Caruaru

() Empresa Pernambucara e Pestpls; by
g) ESTACAO EXPERINENTAL E CIRUN): |8

Figura 1. Entrada da Estacdo Experimental do Instituto Agronémico

de Pernambuco (IPA), no municipio de Caruaru, PE.

O solo da area é do tipo Podzolico amarelo eutrofico, com textura franco-arenosa e relevo
ondulado. A vegetacdo predominante € a Caatinga hipoxerofila, classificada como Caducifdlia
Espinhosa e composta, principalmente, pelas seguintes familias: Euphorbiaceae, Mimosaceae,
Caesalpiniaceae, Malvaceae, Poaceae, Asteraceae e Convolvulaceae (Alcoforado-Filho et al.,
2003).
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3.2. Coleta das amostras

Foram realizadas coletas de solo e raizes em dois periodos de amostragem: inicio do periodo
chuvoso (mar¢o/2008) e de estiagem (setembro/2008) (Figura 2).

Figura 2. Estacdo Experimental do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA) no Municipio de Caruaru

no periodo chuvoso (a) e no de estiagem (b) .

As precipitacdes pluviométricas durante os meses de coleta foram 144,3 mm em marco e
10,8 mm em setembro (Tabela 1).

Tabela 1. Precipitacdo pluviométrica mensal média (mm) registrada no municipio de Caruaru, PE

Meses

2007 2008

Out Nov  Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set

Precipitacéo

pliviométrica 0,0 10,4 236 1270 325 1622 890 882 57,7 790 753 10,8
(mm)

Fonte: LAMEPE/ITEP (http:/ www.itep.br/LAMEPE.asp)

Nas duas estacOes climaticas foram coletadas, em zig-zag, 20 amostras (formadas de trés
subamostras) do solo da rizosfera de plantas escolhidas aleatoriamente. Apés a triagem manual das
raizes, as amostras de cada quatro pontos localizados proximamente foram homogeneizadas para
formar cinco amostras compostas para a montagem dos vasos de culturas armadilha. Parte do solo
foi encaminhada a sede do IPA, no Recife, para as analises quimicas e fisicas e parte conduzida ao
Laboratério de Micorrizas (Dept. de Micologia da UFPE) para a avaliacdo dos parametros da

micorrizacdo e analise da matéria organica.


http://www.itep.br/LAMEPE.asp
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Para a analise da atividade microbiana foram coletadas 10 amostras do solo rizosférico, as
quais foram transportadas ao laboratrio em recipiente com gelo e ficaram acondicionadas a 4 ‘C até

a realizacdo das andlises.
3.3. Culturas armadilha

Com objetivo de multiplicar os FMA nativos presentes no solo rizosférico e facilitar a sua

identificacdo foram montados vasos de culturas armadilha (Figura 3).

Figura 3. Potes de culturas armadilha 15 dias ap0s a semeadura com sorgo e paingo.

Cerca de 400g de solo das amostras compostas foram colocados em copos plésticos de 500
mL. O solo foi umedecido e semeado com pain¢o (Panicum miliaceum L.) e sorgo (Sorgum bicolor
Moench). A cultura armadilha foi mantida por trés ciclos de multiplicacdo (trés meses cada) em
casa de vegetacdo, sendo os potes regados em dias alternados. Apos cada ciclo, os esporos foram
extraidos do solo e foram preparadas laminas para identificacdo das espécies de FMA, sendo

consultada a bibliografia especializada.

3.4. Extracao de esporos do solo

Os esporos de FMA foram extraidos a partir de aliquota de 50 g de solo seguindo a técnica
de peneiramento Umido (Gerdemann e Nicolson, 1963) e centrifugacdo em agua e sacarose 50%

(Jenkins, 1964). Os esporos foram recolhidos em placa canaletada e quantificados em
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estereomicréscopio (40X). Esporos integros e de aparéncia saudavel foram separados em dois
grupos. Os do primeiro grupo foram recolhidos em um tubo Eppendorf e armazenados a -20 ‘C para
serem utilizados posteriormente em analises moleculares. Os do segundo grupo foram avaliados em
microscopio estereoscopico sobre um vidro de reldgio e utilizados para identificagdo morfoldgica

das espécies de FMA.

3.5. Identificacdo morfoldgica das espécies de FMA

Para a identificacdo das espécies de FMA, os esporos foram agrupados por tamanho, cor e
forma, sendo montados entre ldmina e laminula com PVLG (alcool polivinilico em lactoglicerol) e
PVLG/reagente de Melzer (1:1 v/v), e observados ao microscopio. Para identificacdo foram usados
o manual de identificacdo de Schenck e Pérez (1990) e descri¢cbes morfologicas fornecidas no site
da International Culture Collection of Arbuscular Mycorrhizal Fungi - INVAM

(http:/www.invam.caf.wvu.edu), bem como literatura pertinente.

3.6. Colonizacdo micorrizica

As raizes coletadas foram separadas, lavadas e conservadas em alcool a 70% até serem
diafanizadas e coradas com azul de tripano (0,05%), segundo o método de Phillips e Hayman
(1970). Em geral, as raizes apresentaram-se muito pigmentadas, sendo necessario adicionar
peroxido de hidrogénio para sua despigmentacdo. Apds a coloracdo, as raizes foram conservadas
em glicerol a 50%. Para a verificacdo da colonizacdo micorrizica, fragmentos de raizes foram
observados com auxilio do microscopio, sendo registrada a presenca ou auséncia de estruturas
tipicas de FMA nas raizes das plantas. A percentagem de colonizagdo foi estimada pela técnica da

lamina (Giovannetti e Mosse, 1980).

3.7. Andlise da matéria organica

A determinacéo da quantidade de matéria orgénica do solo foi realizada segundo Cantarella
et al. (2001), e se baseia na sua oxidacdo a CO, por ions dicromato, em meio fortemente acido.
Pesou-se 0,5g de solo em frascos Erlenmeyer, adicionou-se 10 mL da solugdo de dicromato de
potéssio e 20 mL de &acido sulfurico concentrado. Apo6s agitacdo manual por 1 minuto, deixou-se

resfriar por 30 minutos. Posteriormente, foram adicionados 200 mL de agua destilada e em seguida
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a solucdo foi filtrada. Foram adicionados 10 mL de acido fosforico e 6 gotas do indicador
difenilamina. Titulou-se com solucéo de sulfato ferroso amoniacal (0,167 mol L™) até a viragem de
azul para verde. A realizacdo do teste em branco foi feita da mesma forma citada acima, entretanto,

sem a utilizacdo do solo. Os valores obtidos foram expressos em g kg™

3.8. Avaliacgéo da respiracdo basal do solo

A respiracdo microbiana basal do solo foi avaliada segundo Grisi (1978). Amostras com 100
g de solo foram colocadas em frascos de vidro hermeticamente fechados contendo 15 mL de &gua
destilada e um recipiente com 10 mL de KOH (0,5 N). Apds a incubacdo no escuro por 14 dias, o
CO; absorvido foi titulado com HCI (0,1 N) utilizando-se os indicadores de pH fenolftaleina (1%) e

alaranjado de metila (0,1%). Os valores obtidos foram expressos em pg C-CO. g™* de solo dia™.

3.9. Atividade de desidrogenase

Foi determinada em aliquotas de 5g de solo pesados em frascos ambar e misturados com 5
mL da solucdo de 2, 3, 5 Cloreto de trifeniltetrazolio (TTC) a 1%. Os frascos foram agitados e
incubados em banho-maria por 24 h a 37°C. Apds o periodo de incubacdo, adicionou-se 10 mL de
metanol, seguindo-se de filtracdo com posterior leitura em espectrofotbmetro a 485 nm (Casida et

al., 1964). Os valores obtidos foram expressos em pg TTF (Trifenil formazan) g™ solo.

3.10. Quantificagéo da glomalina

A fragdo facilmente extraivel de proteinas do solo relacionadas a glomalina (FE-BRPS) foi
obtida a partir de aliquotas de 0,25 g de solo com citrato de sodio (20 mM; pH 7,0), apos um ciclo
em autoclave (121° C/30 min) (Wright e Upadhyaya, 1998) e quantificada pelo método de Bradford

(1976), em espectrofotdmetro (595 nm). Os dados foram expressos em mg de glomalina g™ de solo.

3.11. Andlise estatistica

Os dados de numero de esporos de FMA, colonizagdo micorrizica, respiracdo basal do solo,
atividade da desidrogenase, a fracdo facilmente extraivel de proteinas do solo relacionadas a

glomalina (FE-BRPS) e matéria organica foram submetidos a analise do t-Test, utilizando-se o
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programa Statistica 6.0 (Stasoft, 2001). Para fins de analise, os dados de nimero de esporos de
FMA foram transformados em log (x+1) e os da colonizagdo e umidade foram transformados em
arcoseno (x/100). Também foram realizadas analises de correlacdo de Pearson (r) entre as variaveis
estudadas e de similaridade entre as espécies de FMA ocorrentes nos periodos de estiagem e

chuvoso pelo indice de Sérensen (Brower e Zar, 1984).

3.12. Limpeza e extracdo de DNA de esporos de FMA

Os esporos de FMA extraidos do solo por peneiramento Umido foram limpos com auxilio de
banho ultra-sénico (Ultra Cleaner 750, 25KHz, Unique Ind. e Com. de Produtos Eletronicos Ltda)
antes da extracdo de DNA. Os esporos foram sonicados trés vezes, por 30 segundos em agua
destilada. Os esporos limpos e integros foram separados em tubos Eppendorf e armazenados em
freezer a -20°C até a extracdo de DNA.

O DNA de apenas um esporo foi extraido mediante a quebra do mesmo em um gota (~ 5 pl)
de agua ultrapura autoclavada sobre Iamina, com auxilio de uma agulha. O contetdo citoplasmético
do esporo foi entdo colocado diretamente em microtubos de PCR com o mix de reacdo (item 3.13),

sendo a amplificacdo realizada imediatamente.

3.13. Amplificacdo da regido 18S do rDNA através de PCR

A amplificacéo de fragmentos do rDNA 18S foi realizada em duas etapas (PCR “nested”). A
primeira reacdo da amplificacdo foi realizada com os iniciadores NS1 e NS4 (~700pb, White et al.,
1990) em microtubos estéreis contendo 5ul do DNA alvo, 0,4 uM de cada iniciador, 200uM de
dNTPs, 2 mM de cloreto de magnésio (MgCly), 1 U da enzima Tag DNA polimerase e 1X o tampéo
de reacgdo, totalizando o volume de 25 ul. O programa térmico utilizado incluiu a desnaturagdo
inicial a 94°C por 4 min, 39 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 45 s, anelamento a 56°C por 1 min,
extensdo a 72°C por 1 min e 15 s, seguidos de um periodo final de extensdo de 7 min a 72° C.

O produto da reagdo acima, foi usado como molde para a segunda reacdo. Na segunda
reacdo foram utilizados o par de primers especificos AML1/AML2 (~600pb, Lee et al., 2008),
utilizados para amplificacdo de rDNA 18S de FMA. Em microtubo estéril foi usado 2ul do produto
de PCR anterior diluido (1:100) como DNA alvo, 0,4 uM de cada iniciador, 200uM de dNTPs, 1,5
mM de cloreto de magnésio (MgCl,), 1 U da enzima Taq DNA polimerase e 1X o tampdo de

reacdo, totalizando o volume de 25 pl. O programa térmico da PCR nested foi de desnaturacdo
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inicial a 94°C por 4 min, 39 ciclos de desnaturacao a 95°C por 45 s, anelamento a 58°C por 1 min,
extensdo a 72°C por 1 min, seguidos de um periodo final de extensdo de 7 mina 72° C.

Em todas as reacdes, o DNA de Gigaspora albida foi usado como controle positivo. Um
controle negativo foi feito sem a adicdo do DNA molde. O resultado obtido das reacdes de
amplificacdo foi verificado, apds eletroforese, em gel de agarose 0,8% e os fragmentos de DNA
resultantes foram visualizados mediante coloracdo com brometo de etidio e fotografados sob luz
UV.

Os fragmentos de rDNA 18S amplificados foram purificados (kit Purelink Genomic DNA
purification — Invitrogen) e enviados ao Centro de Estudos de Genoma Humano (USP) para o

sequenciamento.

3.14. Alinhamento das sequéncias e analise filogenética

As sequéncias de nucleotideos dos amplicons obtidos foram comparados utilizando-se a
ferramenta BLAST X (Basic Local Alignment Search Tool, NCBI, Altschul et al., 1990), com
sequéncias homologas em bancos de dados “National Center for Biotechnology Information —
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). O alinhamento de multiplas sequéncias foi realizado
com o programa CLUSTAL X (Larkin et al., 2007). A partir do alinhamento foram construidas
arvores filogenéticas.

Os parametros para a analise filogenética da arvore de distancia via maxima verossimilhanca
(ML) foram obtidos com o programa ModelTest 3.7 (Posada e Crandall, 1998), sendo a arvore
gerada a partir do modelo de substuicdo nucleotidica GTR + | + G com 0s seguintes parametros: a =
1.2412, b = 3.3311, ¢ = 1.5599, d = 0.9415, e = 5.2797; numero de tipos de substituicdes = 6;
freqiiéncia nucleotidica (A = 0.27300, C = 0.19500, G = 0.25350, T = 0.27850); ‘rates’ = gamma;
‘shape’ = 0.6138 e propor¢do de sitios invaridveis = 0.4026. Também foram geradas arvores
construidas a partir de analises de maxima parciménia (MP) e neighbor joining (NJ). Mil bootstraps
foram calculados para esses dois Gltimos métodos com o auxilio do programa PAUP* 4.0b10
(Swofford, 2002).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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4. ATIVIDADE MICROBIANA EM SOLO DE CAATINGA EM
PERNAMBUCO *!

Resumo

A Caatinga vem sofrendo acGes antrdpicas e acelerado processo de desertificacdo, influenciando a
dindmica e a composic¢ao da microbiota do solo. Os microrganismos sdo excelentes mediadores das
condicOes biol6gicas do ambiente, dentre os quais os fungos micorrizicos arbusculares (FMA)
contribuem para a composicao floristica e a estabilidade do ecossistema. O objetivo deste trabalho
foi determinar o efeito da variacdo sazonal na atividade micorrizica e microbiana do solo em area de
Caatinga no agreste pernambucano. Atributos microbiolgicos como respiracdo basal do solo,
atividade de desidrogenase, teor de umidade do solo, quantificacdo da matéria organica, nimero de
esporos de FMA, colonizacdo micorrizica, e producdo de proteinas do solo relacionadas a glomalina
foram avaliados em amostras de solo coletadas em dois periodos (estiagem e chuvoso). Diferencas
foram observadas entre os periodos de coleta para atividade da desidrogenase, colonizagdo
micorrizica, numero de esporos de FMA, teor de umidade do solo e quantificacdo da matéria
organica. A respiracao basal do solo e a producdo de proteinas do solo relacionada a glomalina ndo
apresentaram diferenca entre os periodos estudados. Houve correlagdo positiva entre a atividade de
desidrogenase e a colonizacdo micorrizica. No entanto, correlagcbes negativas entre numero de
esporos e colonizacdo micorrizica e atividade de desidrogenase foram observadas. As flutuagdes
climaticas contribuem para alteracbes nas comunidades de FMA, com a estiagem favorecendo a
esporulacdo. Melhores condicdes de umidade do solo favorecem a atividade da desidrogenase na area de
Caatinga estudada; Condi¢des de maior umidade do solo estimulam a atividade micorrizica e

microbiana no solo.

Palavras chaves: Caatinga, FMA, Atividade microbiana, Sazonalidade

! Artigo a ser submetido para publicacdo como Ferreira, A.C.F., Malosso, E. 2010. Atividade microbiana em solo de

caatinga em Pernambuco, na revista Soil Biology & Biochemistry.
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1.Introducéo

A Caatinga, Unico bioma exclusivamente brasileiro, ocupa uma area de aproximadamente
900.000 km?, distribuidos em grande parte da regido nordeste do Brasil. O clima é semi-érido
caracterizado por curto periodo de chuvas torrenciais e irregulares (Andrade et al., 2005).
Atualmente, a Caatinga possui cerca de 50% do bioma alterado por atividades antropicas e uso
inadequado dos seus recursos, € o elevado processo de degradacao deste ambiente tem resultado em
perda de habitat e de diversidade, além da degradacdo permanente dos solos da regido (Castelletti et
al., 2003; Leal, 2005).

Os problemas de ordem ambiental e antrépica deste bioma sdo agravados pela baixa
fertilidade natural e reducdo da cobertura vegetal, que ocasiona perda no conteddo de matéria
organica e de nutrientes do solo (Menezes e Sampaio, 2000). As condi¢des climaticas, tais como
variagfes na umidade e na temperatura e as atividades humanas influenciam a dindmica e a
composi¢ao da comunidade microbiana do solo (Morgan et al., 2005).

A microbiota do solo participa de processos chave no ecossistema, tais como ciclagem de
nutrientes e energia, decomposicao e transformacgédo da matéria organica e agregacéo do solo. Essas
atividades tém grande influéncia nas propriedades quimicas e fisicas do solo (Viana, 2002),
contribuindo para a manutencao da qualidade edafica dos ecossistemas (Barea et al., 2005; Acosta-
Martinez et al., 2008; Fernandez et al., 2008).

Dentre os microrganismos do solo, os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) destacam-se
pela simbiose formada com as raizes da maioria das espécies vegetais, aumentando a area de
absorcdo de &gua e nutrientes, proporcionando ao vegetal maior tolerancia a estresses bioticos e
abioticos, tornando-se fundamentais para manutencdo de ecossistemas naturais, principalmente os
aridos e semi-aridos, visto que essas regides apresentam escassez de agua e baixa fertilidade do solo
(Rao e Tarafdar, 1998).

Métodos para estimar a atividade microbiana em solos de regifes semi-aridas sdo
fundamentais no monitoramento ambiental e recuperacdo de areas degradadas (Pereira et al., 2004).
Os parametros relacionados a microbiota sdo mais sensiveis por fornecerem resposta mais rapida as
mudancas no solo resultantes de diferentes praticas e sistemas de manejo (Facci, 2008). Entre esses
métodos se destacam a avaliacdo da atividade enzimatica (desidrogenase) e a estimativa da
respiracdo basal do solo, que tém sido utilizados como bioindicadores da microbiota edéfica e,
conseqlientemente, da determinacdo da qualidade do solo em sistemas naturais e manejados (Gil-
Sotres et al., 2005; Bastida et al., 2006, Chaer e Tolota, 2007; Bastida et al., 2008; Batista, 2008;
Doi e Ranamukhaarachchi, 2009).
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A atividade dos FMA pode ser estimada indiretamente pela producéo de uma glicoproteina,
denominada glomalina, que em estudos recentes tem sido relacionada com os processos de
agregacao do solo (Steinberg e Rillig, 2003; Rillig, 2005), contribuindo para o estabelecimento de
plantas e manutencdo da estrutura do solo, reduzindo os riscos de erosdo em areas degradadas
(Caravaca et al., 2005). A quantificagdo da glomalina pode constituir importante indicador de
mudancas causadas pelo uso do solo e podendo ser utilizada como bioindicadora de reabilitacdo e
qualidade do solo (Rillig et al., 2003).

InformacGes sobre a atividade microbiana em solos do semi-arido nordestino séo escassas.
Estudos sobre o monitoramento das propriedades bioldgicas do solo sdo importantes para avaliar a
sustentabilidade de areas naturais e manutencdo da qualidade dos solos, além de suprir informacGes
que possam ser utilizadas em programas de conservacao e sustentabilidade dos ecossistemas (Fialho
et al., 2006; Souto et al., 2008). Diante disso, o objetivo deste trabalho foi determinar o efeito da
variacdo sazonal na atividade micorrizica e microbiana do solo em éarea de Caatinga no agreste

pernambucano.

2. Material e métodos

2.1. Area de estudo

O estudo foi desenvolvido em érea de Caatinga nativa na Estacdo Experimental do Instituto
Agronémico de Pernambuco - IPA (8°13” S, 35° 55” W, 560 m de altitude), situada no municipio de
Caruaru, na mesorregido do agreste de Pernambuco. O clima € estacional, com precipitacdo
pluviométrica anual de 710 mm, a temperatura média é 22,7 °C e a média da umidade relativa do ar
59%. A estacdo chuvosa concentra-se de marco a agosto e a estacdo de estiagem estende-se de
setembro a fevereiro (Araujo et al., 2005).

O solo da area é do tipo Podzélico amarelo eutrofico, com textura franco-arenosa e relevo
ondulado. A vegetagdo predominante ¢ a Caatinga hipoxerofila, classificada como Caducifolia
Espinhosa e composta, principalmente, por espécies das familias: Euphorbiaceae, Mimosaceae,
Caesalpiniaceae, Malvaceae, Poaceae, Asteraceae e Convolvulaceae (Alcoforado-Filho et al.,
2003).



Ferreira, Araeska C. A. — Ecologia e diversidade de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) em ... 43

2.2. Coleta das amostras
Foram realizadas coletas de solo e raizes em dois periodos de amostragem: inicio do periodo
chuvoso (mar¢o/2008) e de estiagem (setembro/2008). As precipitacdes pluviométricas durante 0s

meses de coleta foram 144,3 mm em marco e 10,8 mm em setembro (Tabela 1).

Tabela 1. Precipitacdo pluviométrica mensal média (mm) registrada no municipio de Caruaru, PE

Meses

2007 2008

Out Nov  Dez Jan Fev Mar Abr Mai  Jun Jul Ago Set

Precipitacéo

pliviométrica 0,0 104 236 1270 325 1622 890 882 57,7 790 753 108
(mm)

Fonte: LAMEPE/ITEP (http:/ www.itep.br/L AMEPE.asp)

Nas duas estacGes climaticas foram coletadas, em zig-zag, 10 amostras (formadas de trés
subamostras) de solo da rizosfera de plantas escolhidas aleatoriamente. Parte do solo foi
encaminhada a sede do IPA, no Recife, para as analises quimicas e fisicas (Tabela 2) e parte
conduzida ao Laboratério de Micorrizas (Dept. de Micologia da UFPE) para o estudo

microbiolégico. O solo utilizado para a anélise da atividade microbiana foi acondicionado a 4 °C.

Tabela 2. Caracteristicas quimicas e fisicas do solo de &rea de Caatinga nativa da Estacdo
Experimental do Instituto Agrondémico de Pernambuco — IPA, municipio de Caruaru — PE

pH P K Al Ca Mg CTC Andlise Textural (%)
H,0 mg.dm cmolc.dm? C?r?s?a '?‘:Eﬁf Argila  Silte
53 10,4 049 004 394 13 107 532 164 116 188

2.3. Extracao de esporos do solo

Os glomerosporos foram extraidos de aliquota de 50 g de solo coletado do campo seguindo
a técnica de peneiramento Umido (Gerdemann e Nicolson, 1963) e centrifugacdo em &gua e

sacarose 50% (Jenkins, 1964) e foram posteriormente quantificados em estereomicroscopio (40X).
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2.4. Colonizagéo micorrizica

As raizes coletadas juntamente com o solo do campo foram separadas, lavadas, diafanizadas
com KOH (10%) e coradas com azul de tripano (0,05%) segundo Phillips e Hayman (1970). A
colonizagdo micorrizica foi estimada pela técnica de lamina (Giovannetti e Mosse, 1980).

2.5. Quantificacdo da glomalina

A fragdo facilmente extraivel de proteinas do solo relacionadas a glomalina foi obtida a
partir de aliquotas de 0,25 g de solo com citrato de sodio (20 mM; pH 7,0), apds um ciclo em
autoclave (121° C/ 30 min.) (Wright e Upadhyaya, 1998) e quantificada pelo método de Bradford

(1976), em espectrofotdmetro (595 nm). Os dados foram expressos em mg glomalina g™ solo.

2.6. Atividade de desidrogenase

A atividade da desidrogenase foi determinada em aliquotas de 5g de solo em frascos ambar
com 5 mL da solucdo de 2, 3, 5 Cloreto de trifeniltetrazolio (TTC) a 1%. Os frascos foram agitados
e incubados em banho-maria por 24 h a 37°C. Apo6s o periodo de incubacéo, adicionou-se 10 mL de
metanol, seguindo-se de filtracdo com posterior leitura em espectrofotbmetro a 485 nm (Casida et

al., 1964). Os valores obtidos foram expressos em pg TTF (Trifenilformazan) g™ solo.

2.7. Avaliacdo da respiracao basal do solo

A respiracdo microbiana basal do solo foi obtida a partir da incubacédo de 100 g de solo em
frascos de vidro hermeticamente fechados contendo 15 mL de agua destilada e um recipiente com
10 mL de KOH (0,5 N) durante 14 dias, mantidas no escuro. Apoés esse periodo, a evolucdo de CO,
foi avaliada por titulagdo com HCI (0,1 N) utilizando-se os indicadores de pH fenolftaleina (1%) e
alaranjado de metila (0,1%) (Grisi, 1978). O CO, emitido da respira¢do basal do solo foi expresso

em pg C-CO, g™ solo dia™.
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2.8. Analise da matéria organica

A determinacdo da quantidade de matéria organica do solo foi realizada segundo Cantarella
et al. (2001), com base na oxidacdo a CO, por ions dicromato, em meio fortemente acido. Foram
pesados 0,5g de solo em Erlenmeyer e adicionou-se 10 mL da solugdo de dicromato de potéssio e
20 mL de &cido sulfurico concentrado. Apds agitacdo manual por 1 minuto e resfriamento por 30
minutos, foram adicionados 200 mL de agua destilada e em seguida a solucdo foi filtrada,
recebendo 10 mL de &cido fosforico e 6 gotas do indicador difenilamina. Titulou-se com solucédo de
sulfato ferroso amoniacal (0,167 mol L™) até a mudanca da cor azul para verde. A realizacdo do
teste em branco foi feita da mesma forma, entretanto sem a utilizagéo do solo. Os valores obtidos

foram expressos em g kg™

2.9. Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise do t-Test, utilizando-se o programa Statistica 6.0
(Stasoft, 2001). Para fins de anélise, os dados de numero de esporos de FMA foram transformados
em log (x+1), os da umidade do solo e os da colonizacdo em arcoseno (x/100). Também foram

realizadas anéalises de correlacdo de Pearson (r) entre as variaveis estudadas.

3. Resultados

O numero de esporos, a colonizacdo micorrizica, a atividade da desidrogenase e a
quantidade de matéria organica e o teor de umidade do solo, diferiram significativamente entre 0s
periodos de coleta. Entretanto, ndo houve diferenca significativa ao se comparar a producdo de
proteinas do solo relacionadas a glomalina e a respiracdo basal do solo entre as estacdes climaticas
estudadas (Tabela 3).

De modo geral, o nimero de esporos no solo variou de 8 a 131 por amostra de 509 de solo.
Isoladamente, o numero de esporos de FMA foi maior na estacdo de estiagem em relacdo a chuvosa,
apresentando valores médios de 1,44 e 0,47 esporos por g solo, respectivamente. De modo similar,
a maior quantidade de matéria organica foi observada no periodo de estiagem (39,25 g kg™). No
entanto, as maiores taxas de coloniza¢do micorrizica e atividade de desidrogenase foram registradas

durante o periodo chuvoso (73,9% e 125,39 pg TTF g™ solo, respectivamente).
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Em relacdo a respiracdo basal do solo e producdo de proteinas do solo relacionadas a
glomalina ndo houve diferenca significativa entre os periodos de coleta, embora maiores estimativas

tenham sido registradas no periodo de estiagem.

Tabela 3. Numero de esporo de FMA, colonizacdo micorrizica, atividade da desidrogenase,
respiracdo basal, producéo de proteinas do solo relacionadas a glomalina e quantidade de matéria

organica nos periodos chuvoso e de estiagem em solo de Caruaru — PE

Variaveis Periodos
Chuvoso Estiagem
Numero fjle esporos ** 0,47 b 144a
(g~ solo)
1 a 1 171 **
Colonizagdo micorrizica 73.90 a 44,95 b
(%)
Atividade da desidrogenase *
(ug TTE g™ solo) 125,39 a 61,96 b
Respiracéo basal do solo
(ug C-CO? g solo dia ™) 537a 6,932
Proteinas do solo reIa_C|onf_;11das a glomalina 197a 2474
(mg glomalina g~ solo)
Matéria orgfnlca * 31,30 b 39,25
(9kg™)
Umidade do solo
(%) 8,65a 2,35b

Meédias seguidas de mesma letra, na linha, ndo diferem estatisticamente pelo t-Test (P<0,05).” P< 0,001; * P < 0,05.

A colonizagdo micorrizica (CM) foi positivamente correlacionada com a atividade de
desidrogenase (AD). No entanto, observaram-se correlacdes negativas entre nimero de esporos
(NE) e colonizacdo micorrizica (CM) e atividade da desidrogenase (AD) (Tabela 4).

Tabela 4. Coeficientes de correlacdo simples de Pearson (r) entre as variaveis estudadas (P<0,05)

Variaveis NE CM MO AD RBS PSRG
NE -
CM -
MO 0,48 - 0,46 -
AD ns -
RBS ns ns ns ns -
PSRG 0,48 -0,48 ns ns ns -

NE = Nuamero de Esporos, CM= Colonizagdo Micorrizica, MO= Matéria organica, AD= Atividade de Desidrogenase,

RBS= Respiracdo Basal do Solo, PSRG = Proteinas do solo relacionadas a glomalina, ns= Né&o significativo.
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4. Discussao

O namero de esporos de FMA na area em estudo corrobora os resultados de outros trabalhos
realizados em regides semi-aridas (Requena et al., 1996; Silva et al., 2001; Souza et al., 2003;
Uhlmann et al., 2004; Mergulh&o, 2006; Whitcomb e Stutz, 2007; Albuquerque, 2008). Segundo
Bashan et al. (2000), a baixa densidade de esporos € tipica de regides aridas e semi-aridas devido a
presenca de espécies de FMA com baixa capacidade de esporulacdo ou de espécies cripticas nestes
ambientes.

Para os diferentes sistemas, o nimero de esporos pode ser alto ou baixo em funcdo das
necessidades de nutrientes dos hospedeiros (Anderson et al., 1983, Maia e Trufem 1990, Brundrett
et al., 1996) e a quantidade de esporos de FMA pode ser influenciada pelos fatores do solo,
fenologia das plantas hospedeiras e pela irregularidade das chuvas, caracteristica marcante de
ambientes aridos e semi-aridos (Mohammad et al., 2003).

O maior nimero de glomerosporos na estacdo de estiagem pode estar relacionado a restri¢do
da disponibilidade hidrica durante esse periodo. Como a coleta de solo foi feita no inicio do més de
setembro, periodo em que o balango hidrico da regido assume um estado de deficiéncia, a reducao
do indice pluviométrico (10,8 mm), ap6s longo periodo de chuvas (tabela 1), e a consequiente baixa
de umidade do solo (Tabela 3), pode ter representado importante fator de estresse. Durante esse
periodo, as plantas apresentam menor vigor vegetativo, induzindo nos microorganismos a elas
associados, mecanismos de adaptacdo, como a elevacdo da esporulacdo (O’Connor et al., 2001;
Collier et al., 2003; Bonfim et al., 2007).

A producdo de esporos pode ser ativada quando a planta entra em estado de dorméncia ou
reduz a atividade fisiologica em decorréncia de estresses ambientais (Brundrett et al., 1999). Esse
fato é explicado na literatura, uma vez que 0s esporos sao estruturas de resisténcia e a sua presenca
no sistema costuma ser reduzida no periodo de chuvas, quando germinam e outras estruturas, como
hifas, sdo mais abundantes (Caproni et al., 2001).

A colonizacdo micorrizica no periodo chuvoso possivelmente foi estimulada pela condicéo
de maior precipitacdo pluviométrica (144,2 mm) no més da coleta (marco) (Tabela 1) resultando em
maior umidade do solo (Tabela 3) o que pode ter favorecido a producdo de novas raizes,
aumentando, consequentemente, a disponibilidade de sitios livres para o estabelecimento da
associacao (Requena et al., 1996). Ressalta-se, ainda, que nessa época na area de coleta, as plantas
estavam com as folhas, o que, provavelmente pode ter influenciado os resultados obtidos.
Guadarrama e Alvarez-Sanchez (1999) sugerem que a umidade favorece a germinacdo dos esporos,

resultando em alta colonizacgéo e baixa producéo de esporos.
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As raizes das plantas podem crescer continuamente ao longo de todo o ano, porém, a
disponibilidade de nutrientes e as condi¢Ges de umidade do solo interferem na proliferacdo das
mesmas. As condicBes de deficiéncia hidrica induz & suberificacdo das paredes das células do
parequima cortical mais periférico (Taiz e Zeiger, 2004), o que pode dificultar a entrada do fungo e
diminuir, as chances de colonizacdo. Desta forma, caracteristicas semi-aridas mais acentuadas,
juntamente com a condig¢&o do solo, podem ter contribuido para menor colonizagdo micorrizica.

O aumento do teor de matéria organica no solo durante o periodo de estiagem
provavelmente esta relacionado ao acimulo de matéria remanescente do periodo chuvoso e a
elevada quantidade de residuos vegetais e animais em diversas fases de decomposicdo. Em resposta
ao estresse hidrico, a vegetacdo tipica de regiGes semi-aridas perde suas folhas, como medida
preventiva a alta perda de agua por transpiracdo (Alves et al., 2006), aumentando assim os residuos
organicos presentes no solo. A entrada de matéria organica no solo € resultante principalmente do
acumulo de compostos vegetais e microbianos que sdao mais resistentes a mineralizacdo devido a
protecdo fisica, bioldgica e quimica na matriz do solo (Rice et al., 2004). Novaes e Smith (1999)
relatam que em regiBes tropicais a deposicdo de matéria organica durante o estresse hidrico é devida
a condicdes desfavoraveis a mineralizagdo de residuos organicos no solo, sendo uma “solugdo” para
estocagem de nutrientes. Outros pesquisadores em areas de Caatinga hiper e hipoxerofila também
observaram aumento de matéria organica no periodo de estiagem (Medeiros, 1999; Benvinda, 2005;
Sousa, 2006).

A deposicdo de compostos organicos corresponde a uma das etapas mais importantes da
ciclagem de nutrientes em um bioma (Alves et al., 2006). De acordo com Menezes e Sampaio
(2000), a formacéo e o acimulo de matéria organica no solo dependem da relacdo entre os aportes
de residuos organicos ao solo e 0s processos que 0s consomem ou os redistribuem. Os autores
relatam que as taxas mudam muito por conta da enorme variacdo na disponibilidade hidrica, em
funcéo da precipitacdo, da topografia e da capacidade de acumulagéo dos solos.

A atividade da desidrogenase no solo reflete a acdo oxidativa total da microbiota e, como é
intracelular e de baixa atividade quando em estado livre no solo, pode atuar como um bom
indicador da microbiota edafica (Garcia et al., 1997). A atividade da desidrogenase é fortemente
alterada por diversos fatores do solo, sendo estimulada em solos com altos niveis de umidade que
estabelecem melhores condicGes para essa enzima (Garcia et al., 2000). Nesse trabalho, a acédo da
enzima foi maior durante o periodo chuvoso (Tabela 3), o que pode estar relacionado com a maior
disponibilidade de 4gua. Garcia et al. (1994) também observaram que a atividade da desidrogenase,

aumentava durante a estacao chuvosa, em solos de regido arida no sudeste da Espanha. Outros
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fatores como umidade e temperatura (Brzezinska et al., 2001) e exsudatos radiculares dos vegetais
(Tejada e Gonzalez, 2007) também estimulam a atividade da desidrogenase.

Os valores de respiracdo basal do solo parecem ser estaveis na area estudada, ndo diferindo
estatisticamente entre os periodos estudados. Isso pode estar relacionado ao aporte de material
vegetal e a heterogeneidade de fontes de carbono provenientes da matéria organica, que mantém a
populagdo microbiana mais estavel ao longo do ano (de Fede et al., 2001; Grayston et al., 2001).
Utilizando a respiracdo microbiana como indicadora de qualidade do solo em ecossistema florestal,
também néo encontraram variagcdes na atividade microbiana ao longo das estacdes do ano (Pefia et
al., 2005).

A uniformidade das concentracdes da FE-BRPS (fracdo facilmente extraivel) entre os
periodos estudados corrobora dados de outros trabalhos que referem a auséncia de influéncia de
variacdes sazonais (Steinberg e Rillig, 2003; Rillig et al., 2003; Purin et al., 2006; Albuquerque,
2008) e possivel estabilidade desta fragdo em ecossistemas naturais (Lutgen et al., 2003).

Apesar de ainda ndo se conhecer a estrutura quimica da glomalina, sabe-se que esta contém
uma alta porcentagem (27,9 a 43,1%) de carbono (Rillig et al., 2003), chegando a representar cerca
de 52% do carbono total em solos organicos (Schindler et al., 2007), o qual € incorporado
diretamente ao solo mediante decomposicdo dos propagulos fungicos. A glomalina é capaz de
adsorver naturalmente as particulas de solo favorecendo a formacéo de agregados, melhorando a
penetracdo de agua, oxigénio e raizes no solo (Rillig et al., 2002; Rillig, 2004).

A correlacdo negativa entre ndmero de esporos e colonizacdo micorrizica pode estar
relacionada aos mecanismos de sobrevivéncia e adaptabilidade dos FMA a diversas condigdes
ambientais, como sugerido por Souza et al. (2003). Avaliando a dindmica sucessional, Hart et al.
(2001) sugeriram que os FMA utilizam duas estratégias (colonizacédo e persisténcia) para sobreviver
num ambiente. No primeiro caso se enquadram as espécies mais habeis em colonizar novos
hospedeiros e no segundo, as que conseguem permanecer no sistema (solo/raiz) mesmo sob

condicdes adversas.

4.3. Conclusdes

e As flutuagdes climaticas contribuem para alteragdes nas comunidades de FMA, com o periodo de
estiagem estimulando a esporulagéo;

e Melhores condigdes de umidade do solo favorecem a atividade da desidrogenase na &rea de Caatinga
estudada;

e Condigdes de maior umidade no solo estimulam a atividade micorrizica e microbiana no solo.
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5. DIVERSIDADE DE FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES (FMA) EM
SOLO DE CAATINGA, EM PERNAMBUCO, BRASIL?

Resumo

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA), amplamente distribuidos nos ecossistemas terrestres,
formam importante associacdo com raizes da maioria das plantas, proporcionando ao hospedeiro
aumento na absorcéo de nutrientes. O semi-arido brasileiro, em grande parte coberto por vegetacao
de Caatinga, € caracterizado por alta diversidade de plantas e animais, e estudos vém sendo
conduzidos para ampliar o conhecimento também sobre a micota local. O objetivo deste trabalho foi
ampliar o conhecimento sobre a diversidade de FMA na Caatinga e analisar sequéncias da SSU
rDNA de algumas espécies desse grupo de fungos encontradas na area de estudo, situada no
municipio de Caruaru, confirmando a posicdo e afinidade filogenética. Foram identificadas 43
espécies de FMA distribuidas em dez géneros: Acaulospora, Ambispora, Entrophospora,
Gigaspora, Glomus, Scutellospora, Racocetra, Fuscutata, Cetraspora e Paraglomus. Maior
diversidade foi observada no periodo de estiagem, com 33 taxons, em relacdo ao periodo chuvoso
(24 espécies identificadas). Os géneros Acaulospora e Glomus foram o0s mais encontrados,
representando cada um 28% do total de espécies registradas. A arvore filogenética obtida confirma
que o filo Glomeromycota ¢ monofilético e Ambisporaceae € o grupo mais basal desse filo.
Acaulospora morrowiae e Ambispora appendicula foram agrupadas com espécies de Acaulospora e
Ambispora, respectivamente. Racocetra intraornata foi agrupada no clado de Gigaspora.
Entrophospora infrequens se posicionou com as espécies de Glomus grupo B. Scutellospora sp.1,
Scutellospora sp.2, Scutellospora sp.3, Cetraspora sp. e Racocetra verrucosa ndo formaram grupos
especificos. Os resultados deste estudo confirmam evidéncias de que regides semi-aridas possuem
alta diversidade de FMA. O periodo de estiagem favorece o registro de maior diversidade de
espécies de FMA nos solos examinados. As flutuacdes ambientais podem influenciar a distribuicao
das espécies de FMA. A sequéncia parcial da SSU rDNA utilizada é viavel para confirmar a
identificacdo morfolégica de Acaulospora morrowiae, Ambispora appendicula, Entrophospora

infrequens e Racocetra intraornata.

Palavras-Chave: FMA, Caatinga, Diversidade, rDNA, Analise filogenética

2 Artigo a ser submetido para publicagdo como Ferreira, A.C.F., Goto, B.T., Silva, G.A., Malosso, E. 2010. Diversidade
de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) em solo de caatinga, em Pernambuco, Brasil, na New Hedwigia.
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1.Introducéo

A Caatinga ocupa uma éarea de aproximadamente 900.000 km?, o que representa 54% da
Regido Nordeste e 11% do territério Nacional (Andrade et al., 2005). O clima é semi-arido
caracterizado por curto periodo de chuvas torrenciais e irregulares, com 6 a 9 meses de seca e
precipitacdo média anual entre 500 a 750 mm (Prado, 2003). Apresenta temperaturas medias anuais
minima e maxima de 23 e 27 °C, respectivamente, elevado potencial de evapotranspiracdo e baixa
taxa de umidade relativa do ar (Sampaio, 1995).

Estudos recentes tém demonstrado a elevada riqueza da caatinga em termos de
biodiversidade (MMA, 2002; Leal et al., 2003; Gusmé&o e Maia, 2006). Entretanto, os ecossistemas
desse bioma estdo entre os menos conhecidos da América do Sul, o que justifica a necessidade de se
ampliar rapidamente o conhecimento sobre a distribuicdo dos organismos e sua organizacdo em
comunidades dentro deste sistema.

Em ambientes semi-aridos, a baixa fertilidade dos solos e o déficit hidrico geram elevada
dependéncia das plantas pelos fungos micorrizicos arbusculares (FMA) (Roldan-Fajardo, 1994),
que minimizam a deficiéncia de nutrientes e os estresses hidricos (Tarafdar e Praveen-Kumar,
1996), favorecendo a retencdo de umidade, estabilidade e agregacdo das particulas do solo e
reduzindo os riscos de erosdo (Haselwandter, 2000; Augé et al., 2001), além de proporcionar ao
hospedeiro resisténcia a seca e a salinidade do solo (Sagrero, 2002).

Os FMA, pertencentes ao filo Glomeromycota, constituem um dos principais grupos de
microrganismos da biota edéafica e formam associacdo mutualistica com as raizes da maioria das
plantas, sendo de fundamental importancia para 90% das espécies de plantas vasculares (Siqueira,
1991). Entretanto, apesar de reconhecidamente importantes na maioria dos ecossistemas terrestres,
sdo ainda pouco conhecidos no Bioma Caatinga.

A capacidade muito limitada de crescimento dos FMA em meios de cultura, a partir de
glomerosporos ou fragmentos de raizes infectados, e a impossibilidade de caracterizagdo da fase
sexuada em seu ciclo de vida fazem com que a identificagéo e a classificagcdo desses fungos sejam
baseadas, quase que exclusivamente, na morfologia e estrutura dos glomerosporos (Morton, 1993).
Entretanto, essas caracteristicas morfologicas podem ser influenciadas por atributos fisioldgicos do
FMA e pelas condi¢cGes ambientais (Redecker et al., 2003), causando problemas na identificacéo
precisa desses organismos, visto que os mesmos, quando coletados diretamente do campo, podem
estar parasitados ou em fases de desenvolvimento inadequadas & identificagdo das suas estruturas

diferenciadoras (Morton et al., 1995).
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As dificuldades na caracterizacdo dos FMA prejudicam o estudo da sua diversidade
ambiental. As limitacbes dos métodos tradicionalmente utilizados para a analise desses fungos
podem ser remediadas com o emprego de técnicas moleculares, as quais tém sido usadas para a
identificacdo desses organismos a partir de esporos coletados diretamente do campo, contribuindo
para ampliar o conhecimento da diversidade microbiana. Além disso, a biologia molecular também
esta contribuindo para o conhecimento das relacdes filogenéticas entre os FMA (Silva Janior, 2004;
Silva et al., 2006; Wu et al., 2007).

Devido a importancia ecoldgica das micorrizas e a sua diversidade (Opik et al., 2003), existe
a necessidade de direcionar os estudos deste grupo de fungos para o esclarecimento dos
mecanismos que controlam a distribuicdo de espécies de FMA no ambiente, além da contribuicao
das comunidades de FMA para o funcionamento do ecossistema. Assim, estudos que incluam
aspectos morfoldgicos e moleculares resultardo em identificacdes mais precisas dos organismos e
uma melhor andlise da diversidade dos FMA, contribuindo para o conhecimento sobre a
distribuigéo e ecologia desses fungos na Caatinga.

Dessa forma, o presente trabalho tem o objetivo de ampliar o conhecimento sobre a
diversidade de FMA na Caatinga pernambucana e no semi-arido nordestino e analisar sequéncias de
DNA de algumas espécies de FMA encontradas na area de Caruaru (Agreste), confirmando a
posicdo e afinidade filogenética.

2. Material e métodos

3.1. Caracterizacao da area de estudo

O estudo foi desenvolvido em area de caatinga nativa na Estacdo Experimental do Instituto
Agrondmico de Pernambuco - IPA (8°13” S, 35° 55” W, 560 m de altitude), situada no municipio de
Caruaru, na mesorregido do agreste de Pernambuco. O agreste compreende uma area de transicédo
entre as zonas fisiograficas da Mata Atlantica e do Sertdo (Prado, 2003). O clima é estacional, com
precipitacdo pluviométrica anual de 710 mm, a temperatura média é de 22,7 °C e a média da
umidade relativa do ar 59%. A estacdo chuvosa concentra-se de margo a agosto e a estacdo seca
estende-se de setembro a fevereiro (Araujo et al., 2005).

O solo da area é do tipo Podzdélico amarelo eutréfico, com textura franco-arenosa e relevo
ondulado. A vegetacdo predominante € a Caatinga hipoxerdfila, classificada como Caducifolia

Espinhosa e composta, principalmente, pelas familias: Euphorbiaceae, Mimosaceae,
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Caesalpiniaceae, Malvaceae, Poaceae, Asteraceae e Convolvulaceae (Alcoforado-Filho et al.,
2003).

3.2. Coleta das amostras

Foram realizadas coletas de solo e raizes em dois periodos de amostragem: inicio do periodo
chuvoso (mar¢o/2008) e de estiagem (setembro/2008). As precipitacdes pluviométricas durante 0s
meses de coleta foram 144,3 mm em marco (periodo chuvoso) e 10,8 mm em setembro (periodo de

estiagem) (Tabela 1).

Tabela 1. Precipitacdo pluviométrica mensal média (mm) registrada no municipio de Caruaru, PE

Meses
2007 2008
Out Nov  Dez Jan Fev Mar Abr Mai  Jun Jul Ago Set

Precipitacéo
pliviométrica 0,0 104 236 1270 325 1622 890 832 57,7 790 753 108
(mm)
Fonte: LAMEPE/ITEP (http:/ www.itep.br/LAMEPE.asp)

Nas duas estacGes climaticas foram coletadas 20 amostras (formadas de trés subamostras) do
solo da rizosfera de plantas escolhidas aleatoriamente. Ap6s a triagem manual das raizes, as
amostras de cada quatro pontos localizados proximamente foram homogeneizadas para formar
cinco amostras compostas para a montagem dos vasos de culturas armadilhas. Parte do solo foi
encaminhada a sede do Instituto Agronémico de Pernambuco - IPA, no Recife, para as analises
quimicas e fisicas (Tabela 2) e parte conduzida ao Laboratorio de Micorrizas (Depto. de Micologia
da UFPE) para a analise da diversidade e analise molecular .

Tabela 2. Caracteristicas quimicas e fisicas do solo de &rea de Caatinga da Estacdo Experimental do

Instituto Agrondémico de Pernambuco — IPA, municipio de Caruaru — PE

pH P K Al Ca Mg CTC M.O Andlise Textural (%)

H,O mg.dm? cmolc.dm’ gkg® AreiaGrossa AreiaFina  Argila Silte

53 10,4 049 004 394 136 10,7 35,3 53,2 16,4 11,6 18,8
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3.3. Culturas armadilha

Com objetivo de multiplicar os FMA nativos presentes no solo rizosférico e facilitar a sua
identificacdo foram montados vasos de culturas armadilhas. Cerca de 400g de solo das amostras
compostas foram colocados em copos plésticos de 500 mL. O solo foi umedecido e semeado com
paingo (Panicum miliaceum L.) e sorgo (Sorgum bicolor Moench). As culturas armadilhas foram
mantidas por trés ciclos de multiplicacdo (trés meses cada) em casa de vegetacdo, sendo o0s potes
regados em dias alternados. Apds cada ciclo, os esporos foram extraidos do solo e montados em

laminas para identificacdo das espécies de FMA, sendo consultada a bibliografia especializada.

3.4. Extracdo de glomerosporos do solo

Glomerosporos foram extraidos a partir de aliquota de 50 g de solo, do campo e das culturas
armadilha, seguindo a técnica de peneiramento Umido (Gerdemann e Nicolson, 1963) e
centrifugacdo em agua e sacarose 50% (Jenkins, 1964). Esporos integros e de aparéncia saudavel
foram separados em dois grupos. Os do primeiro grupo foram recolhidos em um tubo Eppendorf e
armazenados a -20 ‘C para serem utilizados posteriormente em analises moleculares; os do segundo

grupo foram utilizados para identificacdo morfoldgica das espécies de FMA.

3.5. Identificacdo morfoldgica das espécies de FMA

Para identificacdo das espécies de FMA os esporos foram agrupados por tamanho, cor e
forma, montados entre lamina e laminula com PVLG (alcool polivinilico em lactoglicerol) e
PVLG/reagente de Melzer (1:1 v/v) e observados ao microscopio. Para identificacdo foram usados o
manual de identificagdo de Schenck e Pérez (1990) e descricdes fornecidas na pagina da
International  Culture  Collection of  Arbuscular  Mycorrhizal Fungi - INVAM
(http:/www.invam.caf.wvu.edu), bem como literatura pertinente. A analise de similaridade de
espécies de FMA ocorrentes nos periodos de estiagem e chuvoso foi realizada pelo indice de

Sorensen (Brower e Zar, 1984).
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3.6. Limpeza e extracdo de DNA dos glomerosporos

Os glomerosporos foram limpos com auxilio de banho ultra-sénico (Ultra Cleaner 750,
25KHz, Unique Ind. e Com. de Produtos Eletronicos Ltda) antes da extracdo de DNA. Os esporos
foram sonicados trés vezes, por 30 segundos, em agua destilada. Os esporos limpos e integros foram
separados em tubos Eppendorf e armazenados em freezer a -20°C até a extracdo de DNA.

O DNA de apenas um esporo foi extraido mediante a quebra do mesmo em um gota (~ 5 pl)
de &gua ultrapura autoclavada sobre lamina, com auxilio de uma agulha. O contetdo citoplasmatico
do esporo foi entdo colocado diretamente em microtubos de PCR, sendo a amplifica¢do realizada

imediatamente.

3.7. Amplificacdo da regido 18S do rDNA atraves de PCR e seqUenciamento do DNA

A amplificacdo de fragmentos do rDNA 18S foi realizada em duas etapas (PCR “nested”). A
primeira reacdo da amplificagéo foi realizada com os iniciadores NS1 e NS4 (White et al., 1990) em
microtubos estéreis contendo 5ul do DNA alvo, 0,4 uM de cada iniciador, 200uM de dNTPs, 2
mM de cloreto de magnésio (MgCl,), 1 U da enzima Tag DNA polimerase e 1X o tampdo de
reacdo, totalizando o volume de 25 ul. O programa térmico utilizado incluiu a desnaturacdo inicial
a 94°C por 4 min, 39 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 45 s, anelamento a 56°C por 1 min, extensao
a 72°C por 1 min e 15 s, seguidos de um periodo final de extensdo de 7 min a 72° C.

O produto da reagdo acima, foi usado como molde para a segunda reacdo. Na segunda
reacdo foram utilizados o par de iniciadores especificos AML1/AML2 (Lee et al., 2008), utilizados
para amplificacdo de rDNA 18S de FMA. Em microtubo esteéril foi usado 2 pul do produto de PCR
anterior diluido (1:100) como DNA alvo, 0,4 uM de cada iniciador, 200uM de dNTPs, 1,5 mM de
cloreto de magnésio (MgCl,), 1 U da enzima Taq DNA polimerase e 1X o tampdo de reacéo,
totalizando o volume de 25 ul. O programa térmico da PCR nested foi de desnaturacéo inicial a
94°C por 4 min, 39 ciclos de desnaturacéo a 95°C por 45 s, anelamento a 58°C por 1 min, extenséo a
72°C por 1 min, seguidos de um periodo final de extensdo de 7 mina 72° C.

Em todas as reacdes, 0 DNA de Gigaspora albida foi usado como controle positivo. Um
controle negativo foi feito sem a adicdo do DNA molde. O resultado das reagcdes de amplificacdo
foi verificado, apos eletroforese, em gel de agarose 0,8% e os fragmentos de DNA resultantes

visualizados mediante colora¢do com brometo de etidio e fotografados sob luz UV.
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Os fragmentos de rDNA 18S amplificados foram purificados (kit Purelink Genomic DNA
purification — Invitrogen) e enviados ao Centro de Estudos de Genoma Humano (USP) para o

seguenciamento.

3.8. Alinhamento das sequéncias e analise filogenética

As sequéncias de nucleotideos dos amplicons obtidos foram comparados utilizando-se a
ferramenta BLAST X (Basic Local Alignment Search Tool, NCBI, Altschul et al., 1990), com
sequéncias homologas em bancos de dados ‘“National Center for Biotechnology Information —
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). O alinhamento de multiplas sequéncias foi realizado
com o programa CLUSTAL X (Larkin et al., 2007). A partir do alinhamento foram construidas
arvores filogenéticas.

Os parametros para a reconstrucdo filogenética pelo método méxima verossimilhanca (ML)
foram obtidos com o programa ModelTest 3.7 (Posada e Crandall, 1998), sendo a arvore gerada a
partir do modelo de substuicdo nucleotidica GTR + | + G com 0s seguintes parametros: a = 1.2412,
b = 3.3311, ¢ = 1.5599, d = 0.9415, e = 5.2797; nimero de tipos de substituicdes = 6; frequéncia
nucleotidica (A = 0.27300, C = 0.19500, G = 0.25350, T = 0.27850); ‘rates’ = gamma; ‘shape’ =
0.6138 e propor¢do de sitios invariaveis = 0.4026. Também foram geradas arvores construidas a
partir de analises de maxima parciménia (MP) e neighbor joining (NJ). Mil bootstraps foram
calculados para esses dois ultimos métodos com o auxilio do programa PAUP* 4.0b10 (Swofford,
2002).

3. Resultados

Foram registradas 43 espécies de FMA distribuidas em dez géneros: Acaulospora,
Ambispora, Entrophospora, Gigaspora, Glomus, Scutellospora, Racocetra, Fuscutata, Cetraspora
e Paraglomus. A maior diversidade ocorreu no periodo de estiagem, sendo registrados 33 taxons;
no periodo chuvoso foram encontradas 24 espécies (Tabela 3). O indice de similaridade de FMA
entre as estacdes foi de 49,1%, sendo encontradas 14 espécies em ambos os periodos de coleta.

Taxons de Acaulospora e Glomus foram os mais encontrados, representando cada um 28%
do total de espécies registradas; os demais géneros tiveram menos de 10% de representatividade em

namero de espécies (Figura 1).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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Dos 43 taxons encontrados, 15 ndao foram identificados ao nivel de espécie; desses, nove
apresentaram glomerosporos parasitados e, em muitos casos, ndo estavam com todas as estruturas
subcelulares intactas para permitir um estudo mais detalhado, e seis (Acaulospora sp.2, Cetraspora
sp., Scutellospora sp.2, Scutellospora sp.3, Scutellospora sp.4 e Glomus sp.3) ndo se enquadravam
nas descrigdes disponiveis na literatura, o que sugere a possibilidade de serem novas espécies de
FMA (Tabela 3).
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Tabela 3. Espécies de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) em &rea de Caatinga na Estacdo
Experimental do Instituto Agrondémico de Pernambuco — IPA, municipio de Caruaru — PE

ESPECIES PERIODOS
Chuvoso  Estiagem

Acaulospora excavata Ingleby & C. Walker X -
Acaulospora foveata Trappe & Janos X X
Acaulospora longula Spain & N.C. Schenck - X
Acaulospora morrowiae Spain & N.C. Schenck X X
Acaulospora rehmii Sieverding & S. Toro X X
Acaulospora rugosa J.B. Morton X -
Acaulospora scrobiculata Trappe X X
Acaulospora spinosa C. Walker & Trappe - X
Acaulospora tuberculata Janos & Trappe X X
Acaulospora sp. 1 X -
Acaulospora sp. 2 X -
Acaulospora sp. 3 X X
Ambispora appendicula ( Spain, Sieverd. & N.C. Schenck) Spain, Oehl & Sieverd. - X
Cetraspora pellucida (T.H. Nicolson & N.C. Schenck) Oehl, F.A. de Souza & Sieverd. X X
Cestraspora sp. - X
Entrophospora infrequens (I.R. Hall) R.N. Ames & Schneid. emend. Oehl & Sieverd. X X
Fuscutata heterogama Oehl, F.A. de Souza, L.C. Maia & Sieverd. - X
Fuscutata savanicola (R.A. Herrera e Ferrer) Oehl, F.A. de Souza & Sieverd. - X
Gigaspora decipiens I.R. Hall & L.K. Abbott X X
Gigaspora gigantea (T.H. Nicholson & Gerd.) Gerd. & Trappe X -
Gigaspora sp. 1 X -
Gigaspora sp. 2 - X
Glomus clavisporum (Trappe) R.T. Almeida & N.C. Schenck X X
Glomus coremioides (Berk. & Broome) D. Redecker & J.B. Morton - X
Glomus halonatum S.L. Rose & Trappe X -
Glomus invermaium |.R. Hall X X
Glomus microaggregatum Koske, Gemma & P.D. Olexia - X
Glomus nanolumen Koske & Gemma X -
Glomus sinuosum (Gerd. & B.K. Bakshi) R.T.Almeida & N.C. Schenck X X
Glomus sp. 1 - X
Glomus sp. 2 - X
Glomus sp. 3 - X
Glomus sp. 4 X -
Glomus sp. 5 - X
Paraglomus occultum (C. Walker) J.B. Morton & D. Redecker X X
Racocetra gregaria (N.C. Schenck & T.H. Nicolson) Oehl, F.A. de Souza & Sieverd. - X
Racocetra intrornata B.T. Goto & Oehl X X
Racocetra verrucosa (Koske & C. Walker) Oehl, F.A. de Souza & Sieverd. - X
Racocetra weresubiae (Koske & C. Walker) Oehl, F.A. de Souza & Sieverd. - X
Scutellospora sp. 1 X -
Scutellospora sp. 2 - X
Scutellospora sp. 3 - X
Scutellospora sp. 4 - X
TOTAL DE ESPECIES 24 33
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Generos de FMA

104, B Acarlospora
Ambispora

B Entrophospora

u Gigaspora

B Fuscutata

u Scutellospora
Racocetra

B Cefraspora

Glonnis

B Paraglonnis

Figura 1. Representatividade, em nimero de espécies, dos géneros de FMA em éarea de
Caatinga, no municipio de Caruaru — PE.

As culturas armadilha permitiram a deteccdo espécies de FMA, ndo observadas nas amostras
de campo recém coletadas. Entrophospora infrequens e Glomus invermaium foram recuperados nas
duas estacGes climaticas. Acaulospora excavata, A. rugosa, A. tuberculata, Cetraspora pellucida,
Gigaspora decipiens, Glomus halonatum e G. nanolumen foram observados apenas nos vasos de
plantio provenientes de amostras do periodo chuvoso, enquanto Fuscutata heterogama e Glomus
coremioides foram identificados exclusivamente nas culturas com solo coletado no periodo de
estiagem.

Com a obtencdo das seqliéncias, foi estudada a similaridade com seqiiéncias de genes ja
conhecidos. A similaridade, com valores de E menores do que 10” (1e-05) pode ser considerada
significativa. Trinta e seis sequéncias de FMA foram usadas para a arvore filogenética, sendo nove
obtidas de espécies encontradas no presente estudo e 28 retiradas do GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) (Tabela 4.). Como grupo externo foram usadas sequéncias
de Mortierella polycephala (X89436.1) e Endogone pisiformis (DQ322628.1).

Para a analise filogenética, as espécies de FMA encontradas na area em estudo foram
selecionadas de acordo com os critérios de representatividade nas amostras de solo, auséncia de
sequéncias moleculares no Genbank, problematica na taxonomia e dificuldade de identificacdo
(possiveis novas especies). Os taxons selecionados foram: Acaulospora morrowiae, Ambispora
appendicula, Entrophospora infrequens, Racocetra intraornata, Racocetra verrucosa, Cetraspora

sp., Scutellospora sp.1, Scutellospora sp.2 e Scutellospora sp.3.
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Tabela 4. Espécies de Glomeromycota utilizadas na anélise filogenética.

Espécimes NUmero de acesso
Acaulospora mellea FJ009670.1
A. morrowiae
A. scrobiculata AJ306442.1
A. spinosa Z14004.1
Ambispora appendicula
A. fennica AM268192.1
A. leptoticha AB220172.1
Cetraspora gilmorei AJ276094.2
C. pellucida 714012.1
Cetraspora sp.

Dentiscutata reticulata AJB71273.1
D. cerradensis AB041345.1
Entrophospora infrequens

Fuscutata heterogama AY635832.1
Gigaspora albida AJ852599
G. decipiens U96146.1
G. gigantea 714010

G. margarita AJB852604.1
G. rosea AJ852606.1
Glomus clarum AJB852597.1
G. claroideum AJ276087
G. etunicatum 714008.1
G.fasciculatum Y17640.2
G. lamellosum AJ276087.2
G. mosseae AY635833.1
Kuklospora colombiana AB220170.1
Racocetra fulgida AJ306435.1
R. gregaria AJ871274.1
R. intraornata

R. verrucosa

R. weresubiae AJ306444.1
Scutellospora aurigloba AJ276092.2
S. nodosa AJ30643.1
S. projecturata AJ242729.1

Scutellospora sp.1
Scutellospora sp.2
Scutellospora sp.3

*Espécimes em negrito foram sequenciados neste estudo (ainda sem ndmero de

acesso).

Os resultados da analise filogenética confirmam Glomeromycota como grupo monofilético,
apresentando valores de bootstrap de 100% em ambas as anélises de NJ e MP (Figura 2). Foram
observados dois grupos com suporte de 100% dentro do filo Glomeromycota: um composto pela
familia Ambisporaceae e 0 outro com o0s taxa: Glomeraceae, Entrophosporaceae, Acaulosporaceae,
Gigasporaceae, Dentiscutataceae, Racocetraceae e Scutellosporaceae. A arvore apresentada mostra

0 género Ambispora como grupo basal em relacéo aos outros géneros.
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As seqléncias parciais da SSU rDNA utilizadas no presente trabalho permitiram o
agrupamento das familias Acaulosporaceae, Gigasporaceae, Entrophosporaceae e Ambisporaceae
em clados bem definidos. Entretanto, as espéecies das familias Dentiscutataceae, Racocetraceae e
Scutellosporaceae nao formaram um clado agrupando seus representantes.

Confirmando o esperado, Acaulospora morrowiae, com suporte de 99% (NJ) e 95% (MP), e
Ambispora appendiculla, com 87% (NJ) e 96% (MP), posicionaram-se dentro dos respectivos
géneros.

Racocetra intraornata, apresentando valores de bootstrap de 84% (NJ) e 54% (MP)
agrupou-se no clado das espécies de Gigaspora. Entrophospora infrequens se posicionou
basalmente no clado dos Glomus grupo B, com suporte de 100% para ambas as analises de NJ e
MP.

Scutellospora sp.1, Scutellospora sp.2, Scutellospora sp.3, Cetraspora sp. e Racocetra

verrucosa agruparam-se na familia Racocetraceae, porém ndo houve delimitacdo de género.
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Figura 2. Arvore filogenética de Glomeromycota. A arvore é um fenograma obtido a partir de analises de maxima

parciménia (MP) e neighbor joining (NJ), baseado em um alinhamento de sequéncias parciais da SSU rDNA. Os

nameros nos ramos indicam valores de bootstrap de 1000 replicatas, NJ (acima) e MP (abaixo). As seqliéncias obtidas

no “GenBank” sdo seguidas pelos nimeros de acesso. — Suporte (bootstrap) do clado.
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4. Discussao

Considerando os estudos de ocorréncia de FMA realizados anteriormente em outras areas
semi-aridas (Diallo et al., 2000; Stutz et al., 2000; Souza et al., 2003; Silva et al., 2005; Pezzani et
al., 2006; Uhlmann et al., 2006; Guadarrama-Chavez et al., 2007), o nimero total de espécies de
encontrado no presente trabalho foi elevado, indicando alta diversidade desses fungos na area
estudada, como sugerido para o semi-arido brasileiro (Maia et al., 2006). Em regides semi-aridas da
Namibia, Uhlmann et al. (2004) encontraram 44 especies de FMA e Ling-Fei et al. (2007)
registraram 47 tdxons em ecossistema arido do sudoeste da China.

Acaulospora excavata, A. foveata, A. morrowiae, A. rehmii, A. scrobiculata, A. spinosa, A.
tuberculata, Entrophospora infrequens, Ambispora appendicula, Gigaspora decipiens, G. gigantea,
Fuscutata heterogama, Racocetra gregaria, R. verrucosa, Cetraspora pellucida, Glomus
halonatum, G. microaggregatum, G. sinuosum e Paraglomus occultum foram encontradas por
outros autores em regides semi-aridas do México (Pezzani et al., 2006; Guadarrama et al., 2007;
Gavito et al., 2008), China (Tao e Zhiwei, 2005; Tian et al., 2006; Dandan e Zhiwei, 2007; Ling-Fei
et al., 2007; Shi et al., 2007), Africa (Diallo et al., 2000; Stutz et al., 2000; Uhlmann et al., 2004;
Uhlmann et al., 2006) e América do Norte (Stutz et al., 2000).

Em relacdo a ocorréncia em regides do semi-arido brasileiro, todas as espécies registradas no
presente estudo, exceto Acaulospora rugosa e Glomus nanolumen, foram citadas anteriormente em
areas de Caatinga de Pernambuco (Gattai, 2006; Mergulhdo, 2006; Silva et al., 2007; Albuquerque,
2008; Goto et al., 2009; Mergulhdo et al., 2009), da Bahia (Silva et al., 2005), da Paraiba (Aguiar,
2004; Sousa, 2009) e de Alagoas (Souza et al., 2003). Como mencionado, A. rugosa e G.
nanolumen sdo novos registros para o semi-arido.

A maior diversidade de FMA no periodo de estiagem em relacdo ao chuvoso pode estar
relacionada as flutuagdes climaticas, como a distribui¢do das chuvas torrenciais e irregulares. Souza
et al.(2003) estudando a diversidade de FMA em area de caatinga do estado de Alagoas, também
registraram maior diversidade no periodo de estiagem em comparagdo ao chuvoso. Segundo Yachi
e Loreau (1999), tal efeito é esperado, visto que espécies distintas respondem diferentemente as
alteracbes ambientais. Outros autores relatam que algumas espécies podem ser mais tolerantes a
variagbes ambientais, enquanto outras sdo mais sensiveis (Picone, 2000; Jansa et al., 2002). A
distribuicdo dos FMA também pode ter relacdo com as diferentes estratégias de sobrevivéncia
desses fungos, que se adaptam de maneira diferenciada a condicGes bioticas e abidticas especificas
de um determinado ambiente (Souza et al., 2003), havendo assim, influéncia das caracteristicas do

ecossistema (Albuquerque, 2008).
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A ocorréncia de maior nimero de espécies de Glomus e Acaulospora (Figura 1) corrobora
resultados de outros trabalhos realizados em regides semi-aridas (Stutz et al., 2000; Souza et al.,
2003; Aguiar, 2004; Silva et al., 2005; Tao e Zhiwei, 2005; Gattai, 2006; Mergulhdo, 2006; Dandan
e Zhiwei, 2007; Guadarram et al., 2007; Ling-Fei et al., 2007; Silva et al., 2007; Albuguerque,
2008; Mergulhdo et al., 2009). De acordo com Maia et al. (2006), em regides semi-aridas do
mundo, € comum a predominancia de taxons de Glomus e Acaulospora em relacdo aos demais
grupos, sendo esses 0s géneros com maior numero de espécies descritas.

Carrenho (1998) relata que estes géneros apresentam maior capacidade de adaptacdo a solos
submetidos a diferentes variagdes nos teores de matéria organica, calagem, textura, entre outros
fatores, demonstrando a existéncia de espécies resistentes a perturba¢fes ambientais. Espécies de
Glomus e Acaulospora ocorrem em uma ampla faixa de ambientes e condi¢bes do solo, desde
ecossistemas naturais a solos agricolas ou impactados (Wang et al., 2008; Jansa et al., 2002;
Lovelock et al., 2003; Mergulhdo, 2006).

O predominio desses géneros também pode ter sido influenciado pelo pH acido (5,3) e/ou
baixo teor de fosforo (10,4 mg.dm™) do solo em estudo (Tabela 1). Alguns autores demonstraram
que espécies de Acaulospora e Glomus tendem a ser encontradas em solos com pH menor que 6,5
e/ou com baixo teor de fosforo (Maia e Trufem, 1990; Souza et al., 2003; Gai et al., 2006). Gomes
e Trufem (1998) encontraram espécies de Acaulospora e Glomus em solos acidos (pH 3,2 e 3,4),
confirmando a presenca destes géneros em solos com baixo pH.

A recuperacdo de espécies nas culturas armadilhas no presente estudo corrobora outros
trabalhos (Stutz e Morton, 1996; Franke-Snyder et al., 2001; Muthukumar e Udaian 2002; Leal,
2005; Purin, 2005; Bartz et al., 2008; Mergulhdo, 2009; Oehl et al., 2009). De acordo com Franke-
Snyder et al. (2001), culturas armadilhas tendem a proporcionar esporulacdo de espécies de FMA,
mesmo sob diferentes condi¢bes. Em area arida dos EUA, Stutz e Morton (1996) recuperaram,
depois de trés ciclos de cultura armadilha, 15 espécies a mais do que aquelas encontradas nas
amostras de solo recém coletadas. Esses autores mostraram que a estagéo, a localizacdo geogréfica,
a planta hospedeira, e outros fatores podem influenciar a esporulacdo de espécies de FMA.

A utilizagéo de culturas armadilhas fornece informacdes adicionais sobre a diversidade de
FMA, complementando dados obtidos em amostras de campo e possibilitando melhor avaliacao das
espécies, principalmente em solos de regides aridas e semi-aridas, com informac0es importantes

sobre a biologia desses fungos (Morton et al., 1993; Brundrett et al., 1999).
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Foi confirmada a monofilia do filo Glomeromycota (Schussler et al., 2001; Redecker e
Raab, 2006). O agrupamento de Racocetra intraornata em Gigasporaceae indica que hd uma
relacdo evolutiva entre essa espécie e 0s outros taxons de Gigaspora. de Souza et al. (2005) e
Sykorova et al. (2007) observaram uma relacdo evolutiva proxima entre algumas espécies de
Racocetra e Gigaspora. Racocetra intraornata foi descoberta recentemente em area de caatinga de
Pernambuco por Goto et al. (2009) e apesar de ndo haver ainda dados moleculares disponiveis a
respeito desse taxon, os autores relatam que a espécie possui algumas caracteristicas morfoldgicas
semelhantes as de outros representantes de Gigaspora. Os nossos resultados fortalecem a proposta
desses autores de que esta nova espécie talvez esteja relacionada evolutivamente a Gigaspora.

O posicionamento basal de Entrophospora infrequens em Glomus grupo B também foi
observado por G. Silva (comunicagdo pessoal). Estes resultados reforcam a proposta de Sieverding
e Oehl (2006), os quais sugeriram que ndo ha relacdo entre Entrophospora infrequens e membros de
Acaulosporaceae. Rodriguez et al. (2001) relataram que embora alguma caracteristica morfoldgica
de esporos de Acaulospora e Entrophospora possa ser convergente, nenhum relacionamento
genético parece existir entre E. infrequens e o género Acaulospora.

Scutellospora sp.1, Scutellospora sp.2, Scutellospora sp.3 foram identificadas
morfologicamente como espécies de Scutelosporaceae, pois apesar da impossibilidade de
visualizacdo da placa germinativa (glomerosporos jovens), 0s glomerosporos apresentavam duas
camadas na parede interna, diferentemente dos representantes da familia Racocetraceae que
apresentam uma camada na parede interna de seus esporos.

A sequéncia de DNA usada nesse trabalho ndo abrangeu toda a SSU rDNA, apenas a regiao
intermedidaria. 1sso pode ter obscurecido as relagdes filogenéticas das espécies: Scutellospora sp.1,
Scutellospora sp.2, Scutellospora sp.3, Cetraspora sp. € Racocetra verrucosa, ndo sendo possivel
posiciona-las claramente nos seus grupos genéricos. Para esclarecer a relacdo filogenética dessas

espécies seria necessario o estudo de outras regides da SSU r DNA.

4.3. Conclusodes

Os resultados confirmam que os solos de Caatinga tém alta diversidade de FMA.

O periodo de estiagem favorece o registro de maior diversidade de espécies de FMA nos solos
examinados.

As flutuagBGes ambientais podem influenciar a distribuicéo das espécies de FMA.

A sequéncia parcial da SSU rDNA utilizada, do nucleotideo 320 a 1130, aproximadamente, é
viavel para confirmar a posicdo e afinidade filogenética das espécies Acaulospora morrowiae,

Ambispora appendicula, Entrophospora infrequens e Racocetra intraornata.
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6. CONSIDERACOES GERAIS

A diversidade de FMA em diferentes ecossistemas tem sido frequentemente estudada,
incrementando as informacgdes sobre a distribuicdo e os principais fatores do solo que influenciam a
distribuicdo das espécies o grupo. O conhecimento sobre 0s FMA, sua diversidade e funcionalidade
nos ecossistemas (naturais ou agricolas) é de grande importancia para as tomadas de decisdes nos
programas de preservacdo ambiental, reflorestamento de &reas impactadas e aumento da
produtividade agricola.

Este estudo representa uma tentativa de ampliar os conhecimentos sobre ecologia, diversidade
e distribuicdio de FMA na Caatinga. Com base nos resultados conclui-se que as flutuacdes
climéticas e as condi¢des do solo podem influenciar a comunidade de FMA e a distribuicdo de suas
espécies. Os resultados fornecem, ainda, evidéncias de que, mesmo com as limitagdes ambientais da
Caatinga, este bioma possui alta diversidade de FMA e que, possivelmente, ainda ha grande numero
de novas espécies a serem descobertas no semi-arido brasileiro. Estudos que incluam aspectos
morfoldgicos e moleculares minimizam os erros na identificagdo das espécies de FMA e melhoram

a andlise da diversidade desses fungos.
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APENDICE

)

Figura 1. Fotomicrografias de esporos de FMA; a. Acaulopora excavata, b. Acaulospora morrowiae com séaculo esporifero, c. Acaulospora rehmii, d. Acaulopora scrobiculata,
e. Acaulospora spinosa, f. Acaulospora foveata, g. Acaulospora tuberculata com saculo esporifero, h. Ambispora appendicula, i. Glomus macrocarpum, j. Glomus sp, k.

Racocetra intaornata, |. Detalhe de placa germinativa de Racocetra intraornata.



